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OZET

Demir, M. D. indiiklenmis Membran Metodunda Kullanilan Antibiyotikli Cimento
Uygulamarinin Membran Kalitesi Uzerine Olan Etkilerinin Arastirilmasi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal Tipta
Uzmanlik Tezi, Eskisehir 2021. Genis kemik defektlerinin tedavisi hekim ve hasta i¢in zorlayici
ve uzun bir siliregtir. Giliniimiizde genis kemik defektlerinin tedavisinde sik¢a kullanilan
rekonstriiksiyona yardimei tekniklerinden biri de indiiklenmis membran teknigidir. Bu teknik
kisaca iki basamaktan olusur. Ilk olarak kemikteki defektli alana ¢imento uygulanmaktadir. Bu
asamadaki amag, defektif alanin bosluk doldurucu olan ¢imento ile hem desteklenmesi hem de
muhafaza edilmesidir. ilk cerrahi asamadan 4-6 hafta sonrasinda ¢imento konulan alan etrafinda
membran meydana gelmektedir. Bu membran vaskiler endotelyal biyime faktéri (VEGF),
fibroblast biiyiime faktorii (FGF), platelet kaynakli bliylime faktorii (PDGF) salgilamaktadir.
Ikinci cerrahi asamada defektif olan kemik bélgesinden cimento ¢ikarilip membran yapisi
korunarak igerisine hastanin kendisinden alinan kemik grefti konulmaktadir. Tedavi neticesinde
bolgede kemik dokusu olusmakta ve kemik kaynamasi saglanmaktadir.ilk asamada uygulanan
kemik ¢imentosunun igerisine enfeksiyon varligina gore antibiyotik katilabilmektedir ancak
katilan antibiyoti§in membran {izerine olan histolojik ve mikromolekiiler etkileri
bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci, kemik ¢imentosu igerisine antibiyotik katilmasinin
indiiklenmis membran {izerindeki molekiiler ve histolojik etkilerini arastirmaktir. 27 adet Yeni
Zelanda cinsi erkek tavsan lizerinde yapmis oldugumuz caligmada tavsan femurlarinda 2
santimetre boyutunda kemik defekti meydana getirildi ve defekt bdlgesine antibiyotiksiz,
gentamisin ve vankomisin iceren ¢imentolar konularak 3 grup olusturuldu. Bu gruplar 6 hafta
takip edildi ve 6 haftanin sonunda olusan membran histolojik olarak incelendi. Yapilan inceleme
neticesinde membran Kalitesi belirteclerinin (Von Willebrand faktorii(vwf), Interlokin 6 (IL),
Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta (TGF-B), Vaskiler endotelyal blylime faktéri (VEGF)
antibiyotiksiz ¢imento uygulanan grupta anlamli bi¢imde yiiksek oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: indiiklenmis membran, osteomyelit, post travmatik, kemik defekti

Destekleyen Kurumlar: Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi
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ABSTRACT

Demir, M.D. Investigation of the Effects of Antibiotic Cement Applications Used in the
Induced Membrane Technique on Membrane Quality. Eskisehir Osmangazi University
Faculty of Medicine, Medical Specialty Thesis in Department of Orthopedics and
Traumatology, Eskisehir 2021. Treatment of large segmental bone defects has been a
challenging and long process for both physicians and patients. At present, the induced
membrane technique is one of the reconstruction techniques commonly utilized in treating large
segmental bone defects. It consists of a two-step procedure. In the first one, after bone
debridement, the defect is filled with bone cement. The aim at this stage is to support and
protect the defective area with cement. A membrane is formed around the area where cement
was inserted 4-6 weeks after the first surgical stage. This membrane secretes vascular
endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth factor (FGF), platelet-derived growth
factor (PDGF), as shown in the earliest studies. In the second step, the bone cement is
removed, and the defect is filled with cancellous bone autograft. In the first stage, antibiotics
can be added to the applied bone cement, depending on the infection. Still, the histological
and micromolecular effects of the added antibiotic on the membrane are unknown. This study
investigates the molecular and histological effects of antibiotics' addition into bone cement on
the induced membrane. In this study, conducted on 27 male New Zealand rabbits, the 2 cm
long defects of a bone were created in the rabbit femurs. Three groups were formed by
placing antibiotic-free, gentamicin, and vancomycin-containing cement in the defect area.
These groups were followed for six weeks, and the membrane formed at the end of 6 weeks
was examined histologically. As a result of this study, it found that the membrane quality
markers (Von Willebrand factor (vwf), Interleukin 6-8 (IL), Transforming growth factor beta
(TGF-B), Vascular endothelial growth factor (VEGF) were significantly higher in the

antibiotic-free bone cement group.

Key Words: induced membrane, bone defect, osteomyelitis, post traumatic

Supported by: Eskisehir Osmangazi University Scientific Research Project Unit
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1.GIRIS

Kemik defektleri ortopedik cerrahide tedavisi zor, maliyetli, uzun soluklu
ve hem cerrah1 hem de hastayr zorlayan klinik durumlardir. Genis kemik
defektlerinin rekonstriiksiyonu etyolojiye bakilmaksizin ekstremite kurtarmada en
blylk sorundur. Yiiksek enerjili travmalar, onkolojik durumlarda yapilan
rezeksiyonlar, kemik enfeksiyonlari, kaynamama gibi klinik durumlar kemik
defektlerine sebebiyet verebilmektedir(1). Bunun gibi Klinik durumlarda
vaskiilerize kemik transferi veya Ilizarov teknigi kullanilmaktadir. Cogu otdr
tarafindan 6 cm ve iizerindeki kemik kayiplarinda otolog kemik greftlerinde
rezorbsiyon geliseceginden tek bagina kemik grefti uygulamasi onerilmez (2).

Kemik kayiplarinin rekonstriiksiyonunda kullanilan diger bir teknik de
indiiklenmis membran metodudur. Segmental kemik kayiplarinda etkili bir
yontem olan indiiklenmis membran metodu 1986 yilinda Masquelet tarafindan
ortaya konulmustur (3). Ilk zamanlarda kaynamama durumunda uygulanan bu
metot glnumizde birgok farkli sebepten kaynaklanan kemik kayiplarinda
kullanilmaktadir. Indiiklenmis membran metodu iki asamadan meydana
gelmektedir. 1.asamada kemik defekti olan bolge debride edilir ve her iki kemik
ucunun kanlanmasi saglanir bu islemlerin ardindan bdlgeye kemik gimentosu
uygulanir. Uygulanan ¢imentonun bu bolgede baslica gorevi yabanci cisim
reaksiyonu meydana getirmek ve kemik uclar1 arasindaki bosluga yumusak
dokunun yerlesmesini engellemektir (4). Kemik ¢imentosu tek basina yeterli
stabilite saglamamaktadir. Bunun i¢in plak, ¢ivi, eksternal fiksator gibi ortopedik
malzemeler ile stabilitenin arttirllmasit gerekmektedir (4). Kemik defektleri
cogunlukla yiiksek enerjili travmalar neticesinde olusan agik kiriklar ile meydana
gelmektedir ve beraberinde enfeksiyon tablosu olmaktadir. Birinci asamada ayni
zamanda bu enfektif tablonun da giderilmesi gerekmektedir. Lokal enfektif tablo
gerilemeden uygulanan kemik greftleri de enfekte olacagindan kaynama elde
edilemeyecektir. Enfektif tablonun tedavisi ise debritmandir. Metodun ilk
tanimlanan halinde kemik ¢imentosu igerisine antibiyotik konulmamustir ¢iinki
ilk olgular aseptik kaynanamalardir ilerleyen zaman igerisinde enfekte olgularda

kemik defektlerinin oldugu bdlgede tekrar enfeksiyon olusumunu engellemek



amaciyla antibiyotikli ¢imentolar kullanilmistir (4,5).Kullanilan antibiyotikli
¢imentolarin klinik sonuglar1 hakkinda ¢alismalar var ise de membran iizerine olan
histolojik etkileri net olarak bilinmemektedir(6). Calismamizda literatiirdeki bu
eksikligi gidermek ve kemik ¢imentosu igerisine antibiyotik katilmasinin

membran Uzerindeki histolojik etkilerini ortaya koymak amaglanmistir.

2.GENEL BiLGILER

2.1. Kemik Iyilesmesi

Kemik iyilesmesine dair sahip oldugumuz bilgiler son 30 yil igerisinde
hizl1 bir sekilde ilerlemistir. Kemik dokusu, fibroz doku gelistirmeden iyilesme
ozelligine sahip olan ¢ok az sayidaki birka¢ dokudan biridir. Iskelet dokusunun
rejenerasyon siireci kemik olusum siirecini taklit ettiginden fibroz doku gelisimi
meydana gelmemektedir. Kemik iyilesme siireci bazen biyolojik yolaklarin
bozulmas:t ya da yetersizligi neticesinde sekteye ugrar. Bunun neticesinde
iyilesme gecikmesi, pseudo artroz, kaynamama gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir
(7).

Hayvanlar ve insanlar {izerinde yapilan bir¢ok arastirma kemik dokusunun
biyolojisini anlamada ve gelisebilecek olumsuzluklar1 onlemede c¢ok etkili
olmustur. Yapilan hayvan deneyleri kaynama siirecini histolojik, biyokimyasal ve

biyomekanik agidan incelemeye imkan tanimigtir(8).
2.2. Direkt Kemik Iyilesmesi

Direkt kemik iyilesmesi, kemigin anatomik pozisyonda ve mutlak
stabilitenin oldugu durumlarda izlenmektedir. Iki tipi bulunmaktadir; kontak
iyilesme ve gap iyilesmesi (9). Kontak iyilesmede kirik hattindaki kemik uglar
arasinda 0.01 mm az mesafe ve fragmanlar arasindaki gerimin %?2’den az olmasi
gereklidir ~ (7,9). Direkt kemik iyilesmesinde kallus formasyonu
gozlenmemektedir. Kontak iyilesmede iyilesme, kesici koniler araciligiyla

olmaktadir(Sekil-3). Kirtkk meydana geldikten sonra gerekli sartlar varsa



osteoklastlar kirik hattinin karsi tarafina yol agmakta ve bunu takip eden
osteoblastlar da yeni kemik dokusunu meydana getirmektedir (9). Direkt
iyilesmenin ikinci alt tipi olan gap iyilesmesinin olusmasi i¢in kemik uglari
arasindaki mesafenin 1 mm altinda olmasi gereklidir (7,9). Bu iyilesme tiirtinde
kontak iyilesmenin aksine osteonal rekonstriiksiyon gereklidir. Oncelikle kirik
uglar arasinda kalan bosluk lameller kemik tarafindan doldurulur, ardindan kesici
koni mekanizmas1 devreye girerek osteoklastlar ve osteoblastlar araciligiyla

osteon rekonstriiksiyonu meydana getirilir (7,9)(Sekil-4).



2.3. Indirekt Kemik Iyilesmesi

Indirekt iyilesme kemik kaynamasmin en sik formudur. Kendi igerisinde
endokondral ve intramembrandz seklinde ikiye ayrilmaktadir. Bu kaynama tiiriinde
anatomik rediiksiyon ve rijit fiksasyon kosullar1 gerekmemektedir. Mikro hareket ve
kemige yiik binmesiyle indirekt iyilesme hizlanabilmektedir. Indirekt iyilesme
cogunlukla konservatif tedavi yaklagimlarinda gérdiiglimiiz bir iyilesme seklidir ancak
eksternal fiksator, intramediiller ¢ivi, pargali kiriklarda uygulanan koprii plaklama gibi

cerrahi prosedrlerde de izlenebilmektedir (7).

2.4. Akut inflamatuar Yanit

Kemik kiriklarindan sonra kirik olan bolgede hematom meydana gelmektedir,
bu hematom periferik damarlar ve kemik damarlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica
kemik iliginden gelen hiicreleri de igermektedir. Kirik uglarinin etrafinda olusan bu
hematom bir siire sonra kallus ad1 verilen kirik uglar1 arasinda koprii vazifesi géren bir
yaptya donisiir. Kemigin kaynama siireci kallus adi verilen bu yapi igerisinde
olmaktadir. Hematom, kallus, kemik seklinde giden iyilesme dongiisii bolgeye gelen
inflamatuar sitokinlerin etkisiyle baglamaktadir; bu sitokinlerin kisa ve diizenli

salinim1 kemik iyilesmesi igin esansiyel bir durumdur (7,10).

Kirik meydana geldikten sonra bolgeye gelen makrofaj, trombosit, nétrofil ve
diger inflamatuar hiicrelerden salinan tiimér nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin 1-
6-11-18 adli sitokinler inflamasyon, farklilasma ve yeni damar olusum surecini baglatir
(7,8). TNF-a bu suregte rol alan en 6nemli sitokinlerden biridir, mezenkimal hiicrelerin
proliferasyonu ve farklilagma siirecini baslatarak yeni kemik olusumunu
saglamaktadir. Salinan interlokinler arasinda 1 ve 6 6nemli interlokinler olarak kabul
edilmektedir. TNF-a ile koordineli olarak salinmakta ve mezenkimal hiicrelerin

osteoblastlara doniistimiinde akut fazda 6nemli rol oynamaktadirlar(10,11).



2.5. Mezenkimal Kok Hucreler

Kemik yenilenmesi icin spesifik mezenkimal koék hucrelerin ortamda
bulunmasi gerekmektedir.Bu hiicreler farkli hiicre tiplerine doniiserek dokuda
meydana gelen hasarin onariminda rol almaktadirlar (Sekil-1).Mezenkimal kok
hicreler kemik medullasindan kaynaklanmaktadir. Bu hiicreler bolgeye gelen
inflamatuar hiicrelerden salinan sitokinler ile kemik olusumunda gorevli olan
osteoblast ve osteoklastlara donlismektedir ve bu asama iyilesme siirecinde en 6nemli

basamaktir (12).
2.6. Kikirdak Kallus ve Kemik Kallus

Kirik meydana geldikten sonra 3. ve 14. giinler arasinda yumusak kallus ya da
kikirdak kallus adi verilen yapi olugmaktadir. Kirik bolgesine gelen hiicrelerden
salian trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktor (FGF),
dondistiirlicii biiylime faktorii beta (TGF-B) adli sitokinler, mezenkimal hiicreleri
uyararak bu hiicrelerin kondrositlere doniisiimiinii saglarlar. Olusan kondrositler
kollojen sentezler ve kikirdak kallus ad1 verilen yap1 meydana gelir. Kikirdak kallus
ilerleyen donemde (14.-28. Giinler) osteoblastlar araciligiyla mineralize olarak yerini
kemik kallusa birakmaktadir. Olusan kallus formasyonu kirik bdlgesinde stabilite
saglamaktadir (7).

2.7. Revaskulerizasyon ve Neoanjiogenez

Kirik bolgesinde kaynama meydana gelmesi i¢in kan akimi ve yeni damar
olusumu ¢ok 6nemlidir. Kirik bolgesinde damarlanma iki major molekiil araciliiyla
duzenlenmektedir; bunlar anjiopoetin ve vaskiler endotelyal blyltme faktoridir
(VEGF)(7). Anjiopoetinin iki adet alt molekiilii bulunmaktadir, anjiopoetin 1 ve 2 ad1
verilen bu molekiller periostal damarlanmada major role sahiptir. VEGF molekdli
damarlanmada daha 6nemli bir rol oynamaktadir. Osteoblast, hipertrofik kondrositler

ve damar endotelinden salinan bu molekiil damarsiz kikirdak dokunun damarli kemik



dokuya doniisiimiinii saglamaktadir. Hayvanlarda yapilan deneylerde VEGF

reseptoriiniin bloklanmasi neticesinde kirik iyilesmesinin geciktigi gosterilmistir (7).

2.8. Kallus Mineralizasyonu-Rezorbsiyonu

Kemigin rejenerasyon siirecinde yumusak kallusun yerini sert kallusa
birakmasinin  ardindan bu mineralize dokunun yeniden sekillendirilmesi
gerekmektedir. Mineralize dokunun rezorbsiyonu osteoblast ve osteklast hiicreleri
araciligiyla meydana gelmektedir. Osteoklast ad1 verilen bu hiicreler hematopoetik kdk
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir ve aktiviteleri baslica makrofajlardan salinan
makrofaj koloni stimule edici faktér (M-CSF) ve osteoblastlardan salgilanan RANK-
L molekiilii ile saglanmaktadir(Sekil-2). Osteoklastlar salgilamis olduklari katepsin ve
matriks metalloproteinaz gibi  hidrolitik enzimlerle kemik rezorbsiyonunu
gerceklestirmektedir. Bu rezorbsiyon siirecinin insan ve hayvan modellerinde 3-4

haftada basladig1 gosterilmistir (7).
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Sekil-1 - Ustteki sekilde mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmasi, mineralizasyon

slireci ve aract molekiiller goriillmektedir(12).
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Sekil -2 - Ustteki sekilde osteoklast hiicrelerinin farklilasmasi, olusum siireci ve

aktivitelerini diizenleyici aract molekiiller goriilmektedir(13).



Sekil —3-Ustteki sekilde kesici direk kemik iyilesmesinde gorevli kesici koni

mekanizmasi goriilmektedir(14).
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Sekil-4 - Ustteki sekilde kemikte osteon yapisi goriilmektedir (15).

2.9. Agik Kiriklar

Acik kirik terimi kemik ile dis ortam arasinda temas olmasini anlatan bir
durumdur. Yaralanmanin lokalizasyonuna, kemik defektine ve yaranin genisligine

bagli olarak farkli tedavileri barindiran klinik bir siiregtir(16).

2.10. Tarihcge

Giiniimiize kadar acgik kiriklara farkli sekillerde yaklagilmistir. Yiiz yil kadar
once acik kirik sonucu meydana gelen 6liimleri engelleyebilmek amaciyla ampiitasyon
uygulamasi yapiliyordu. 1939 yilinda ilk kez Trueta tarafindan acik kiriklarin kapali

olarak tedavi edilmesi fikri ortaya atilmistir (17). Ilerleyen donemde antibiyotiklerin



11

gelistirilmesiyle ve seri debritman uygulamalariyla birlikte agik kiriklardan sonra

olusan enfeksiyon ve 6liim oranlari ciddi bir sekilde diismiistiir (18).
2.11. Etyoloji

Acik kiriklar genel olarak kapali kiriklardan daha siddetli bir travma
neticesinde ortaya g¢ikmaktadirlar (19). Ancak diisiik enerjili torsiyonel kiriklar
neticesinde de cildin ince oldugu bolgelerde agik kiriklar meydana gelebilmektedir.
Geng yas grubunda trafik kazalar1 6n plandadir. Bunun disinda is kazalari, intihar
girigimleri, atesli silah yaralanmalari, spor yaralanmalar1 ve diismeler etyolojide yer

alan diger sebeplerdir(19).
2.12. Acik Kiriklarda Simiflandirma

Acik kiriklarda smiflandirmanin  amaci benzer yaralanmalarda tedavi
yontemlerinin dogru olarak tarif edilebilmesi ve kiyaslanabilmesidir. Acik kiriklari
siiflandirmak amaciyla 1958 de Ellis (20) ve 1965°te Cauchoix (21) tarafindan gesitli
smiflamalar yapilmistir. Ancak giiniimiizde 1984 yilinda Gustilo ve Anderson
tarafindan gelistirilen cilt ve yumusak doku yaralanmasiin ciddiyetine gore kirik

tipini 3’e ayiran siniflama sistemi kullanilmaktadir (22).



Tablo-1 - A¢ik kirik siniflandirmasi (23)

12

GUSTILO ANDERSON TANIM

SINIFLAMASI

TiP1 YARA BUYUKLUGU 1 CM DEN
UFAK OLAN ACIK KIRIKLAR

TiP 2 YARA BUYUKLUGU 1 CM DEN
BUYUK OLAN ACIK KIRIKLAR

TiP3 YARA BUYUKLUGU 10 CM DEN
BUYUK OLAN ACIK KIRIKLAR

TiP 3-A KEMIK iCIN YETERLI YUMUSAK
DOKU ORTUSU VAR

TiP 3-B KEMIK iCIN YETERLI YUMUSAK
DOKU ORTUNMESI YOK
PERIOSTAL SIYRILMA MEVCUT

TiP 3-C TEDAViI GEREKTIREN DAMAR

HASARI MEVCUT
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2.13. Epidemiyoloji

Acik kiriklarin sikligr ve dagilimi cografi duruma, sosyoekonomik seviyeye,
niifus yogunluguna ve yaralanma mekanizmalarina gore degisiklik gostermektedir.
Sanayi bolgesinde yasayanlarda is kazalar1 ve buna bagli {ist ekstremitede agik kiriklar
daha fazla goziikiirken, kirsal kesimde yasayanlarda bu oranlar daha diisiiktiir. 2011
yilinda Edingburgh’ta yapilan bir arastirmada agik kiriklarin ¢ogunlugunun (ist
ekstremitede meydana geldigi gosterilmistir(Tablo-1), bunu alt ekstremitede tibia
kiriklari takip etmektedir (24).



Tablo-2 - Yetigkin hasta grubunda agik kiriklarin dagilimi (24).

Tum Hastalar

El parmagdi

Tibia ve fibula

Distal radius

Ayak parmaklari

Ayak bilegi

Metakarp

Proksimal ulna

Metatars

Patella

Radius ve ulna

Femoral diafiz

Distal tibia

Proksimal tibia

Distal femur

Ulna diafiz

1090

267

184

170

126

104

51

49

46

44

43

31

29

25

25

%

45.7

112

7.7

7.1

53

4.4

2.1

21

1.9

1.8

1.8

1.3

1.2

1.0

1.0

Yas

43.9

43.3

67.0

41.9

56.7

34.8

47.9

42.2

36.5

40.9

31.8

48.1

417

40.6

43.2

265 yas (%)

13.4

18.0

67.4

11.8

429

7.7

29.4

143

10.9

20.5

4.7

22.6

24.1

20.0

16.0

280 yas (%)

4.2

6.7

30.4

1.8

14.3

4.8

7.8

8.2

4.3

6.8

2.3

3.2

10.3

12.0

n

858

179

43

112

54

94

35

39

33

39

33

18

17

12

17

Kadin
% n
52.0 232
10.9 88
26 141
6.8 58
33 72
57 10
21 16
24 10
20 13
24 14
20 10
1.1 13
1.0 12
0.7 13
1.0 8

%

315

11.9

19.1

7.9

9.8

14

2.2

14

1.8

1.9

14

1.8

1.6

1.8

11

14



Tablo-2 — (devam) Yetiskin hasta grubunda acik kiriklarin dagilimi (24).

Calcaneus

Distal humerus

Humeral diafiz

Proksimal humerus

Clavicula

Pelvis

Talus

Radial diafiz

Orta ayak

Skapula

Proksimal radius/ulna

Proksimal femur

Karpal kemikler

Proksimal radius

18

18

16

12

0.8

0.8

0.7

0.5

0.4

0.3

0.3

0.2

0.2

0.08

0.08

0.04

0.04

43.7

48.5

51.3

56.0

44.0

40.9

313

44.0

28.2

29.5

71.0

45.0

20.0

22.2

33.3

37.5

25.0

111

143

20.0

50.0

111

125

8.3

111

50.0

14

14

12

0.8

0.8

0.7

0.4

0.4

0.4

0.3

0.2

0.3

0.1

0.06

0.06

0.06

0.5

0.5

0.5

0.8

0.3

0.1

0.1

0.1

0.1

15
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2.14. Acgik kirik ve Kontaminasyon

Acik kirik neticesinde ortaya ¢ikan sorunlardan birisi de kontaminasyondur.
Yumusak doku hasar1 ve dolasimin bozulmasiyla bakteriyel cogalma i¢in uygun ortam
meydana gelir. Acik kiriklardan sonra olusan enfeksiyon tedavi siirecini
giiclestirmektedir. Doku kanlanmasinin bozulmasima eklenen enfeksiyon tablosu
neticesinde kaynamama ve kemik defektleri meydana gelmektedir. Olusan
enfeksiyonla micadele icin doku 6rneklemeleri, seri debritmanlar ve sistemik
antibiyotik uygulamalar1 yapilmaktadir. Enfeksiyon ve devam eden debritmanlar ile
kemik dokusunun kaybi s6z konusudur. Yapilan arastirmalarda meydana gelen
enfeksiyonlarin sadece %18’inin cerrahi dncesi donemde alinan kiiltiirlerde izole
edilen organizmalarla olustugu gosterilmistir (25). Debritman 6ncesinde alinan
kiiltiirlerin sonraki donemde olusacak enfeksiyonu ve etkenini 6n gorebilmesi zayiftir
(26). Robin Otchwemah ve arkadasglarinin yaptig1 bir calismada enfeksiyona sebebiyet

veren en sik organizma koagulaz - safilokok olarak bulunmustur (27)(Sekil-6).

Isolated pathogens
0,
1azs)  15(38%)
5 (13%)
3(8%)
1(3%) 1(3%) 1(3%)
N2 <5 R & NG > &
{.}Q} (}0‘7 \}@ '\,bc.f Qs_;b cf*\)% @ N
o> Lo <2 o &
Ng N & & N
& N & & S
X & ODO (_}‘\ é?}
o & °
R & &
o < «"\(\
(/Q

Sekil-5 - Acik kirikli olgularda yara kiiltiirlerinden izole edilen organizmalar(27).



17

2.15. Kemik Defektleri

Kemik defektlerinin rekonstriksiyonu cerrahlar icin zorlu bir sirectir. Kemik
defektleri genellikle uzun kemiklerde goriilmekte ve bunlar arasinda da en sik tibiada
meydana gelmektedir (28). Kemik defektlerinin tedavisinde glniimizde ekstremite
kisaltma, non vaskiilerize kemik grefti uygulama, vaskiilerize kemik grefti uygulama,
indiklenmis mebran teknigi ve distraksiyon osteogenezisi gibi teknikler
kullanilmaktadir(4,29,30). Bu tekniklerin icinde non vaskdilerize kemik grefti transferi
6 santimin Ulizerindeki kemik defektleri icin yetersiz kalmaktadir, bu boyutu asan

defektlerde uygulandigi takdirde greftlerde rezorbsiyon gelismektedir (31).

2.16. ilizarov Teknigi

Defektlerde uygulanan diger bir teknik Ilizarov metodudur (distraksiyon
osteogenezisi). Bu teknik Sergei Ilizarov tarafindan 1960’larda Rusya’da
gelistirilmistir (32). Distraksiyon osteogenezisi U¢ fazdan meydana gelmektedir;
bunlar latent faz, distraksiyon fazi1 ve konsolidasyon fazidir. ilizarov metodunda defekt
bolgesindeki kemigin proksimal veya distal kismina osteotomi uygulanmaktadir ve bu
bolgeden proksimale veya distale dogru uzatma yapilarak defektif kismin kapatilmasi
amaclanir. Latent faz uygulanan osteotomi sonrasi kirik kaynamasi i¢in gereken
fizyolojik cevabin olugmasina izin vermektedir (33). Distraksiyon fazinda uzatma
islemi baglamaktadir ve 24 saatte 1 milimetre olacak sekilde uzatma yapilir (33). Son
faz olan konsolidasyon fazinda ise kapatilan defekt bolgesi ve distrakte edilen kemik
bolgesinde kaynama dokusunun olgunlasmasi beklenir, bu faz distraksiyon fazinin
yaklasik iki kat1 kadar siirmektedir (33). Ilizarov metoduyla deformiteler, kemik

defektleri, osteomyelit gibi durumlar basariyla tedavi edilebilmektedir.

[lizarov metodunun bazi komplikasyonlar1 mevcuttur. Bunlardan bir tanesi malzeme

gerekliligidir. {lizarov sisteminin kurulmasi i¢in sanz, vida, halka, zeytinli tel, mentese,
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rod, pul gibi 6zel malzemeler gerekmektedir. Sistem kurulduktan sonra kemige
gonderilen tellerin diplerinde enfeksiyon tablosu siklikla goriilmektedir. Yumusak
doku nekrozu, damar sinir hasari, dermatit gibi komplikasyonlar yasanabilmektedir.
Kemik ile ilgili olarak tellerin ve Schanz vidalarinin yaratmis oldugu travmaya
sekonder kiriklar gelisebilmektedir. Ilizarov sisteminin ekleme yakin kurulmak
zorunda oldugu durumlarda eklemde sertlik kontraktiir ve subluksasyon
gelisebilmektedir. Fiksator c¢ikarimi sonrasinda spontan kiriklar gelisebilmektedir.
Hasta psikolojisiyle ilgili olarak bazi hastalar eksternal fiksator cihazint kabullenmekte

zorluk cekebilmektedir (34).

2.17. Vaskiulerize Kemik Grefti

Kemik defektlerinin tedavisinde kullanilan bir diger yontem ise vaskulerize
kemik grefti uygulamalaridir. 70’li yillarda Ostrup ve ark. ile Doi ve ark.’nin
caligmalarinda, kopekler iizerinde mikrovaskiiler teknikle kaburga greftleri
mandibulaya transfer edilmis ve sonuglarinin basarili oldugu bildirilmistir (29). Bu
calismalarda, damarli kemik greftlerinin mediiller ve periostal dolagimlarinin
korunmas: sonucu canli kaldig1 ve bu sekilde iyilesmenin saglandigi gosterilmistir
(29). 1975 yilinda ise, ilk kez bir klinik olguda, serbest vaskiilarize fibula grefti
(SVFG) gelencksel kemik greftleme yontemlerinin basarisiz oldugu genis, bir tibia
defekti olgusunun rekonstriiksiyonunda Taylor ve ark. tarafindan kullanilmigtir (29).
Daha sonra cesitli ¢aligmalarda, bu yontemin travma sonrasi uzun kemik defektleri,
timor eksizyonu, ve radyasyon sonrasi olusan defektler, dogumsal tibia psédoartrozu,
iist ekstremitenin konjenital ve kazanilmis kemik defektleri gibi durumlarda
uygulanabilirligi gosterilmistir (35)

Tarihsel suregte, vaskularize kemik greftlerinin kaynamama ve benzeri
komplike olgularda geleneksel greftleme yontemlerinin yerine tercih edilmeye
baslanmasindaki ana faktor, patolojik bolgedeki cevresel vaskiilaritenin yetersizligi

olmustur. Vaskiilarize kemik greftlerinde dahili kan akiminin devam etmesiyle, kemik
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kaynamasina ve greft hipertrofisine olanak saglanmis olur (29). Bu durum ayni
zamanda, grefti enfeksiyona daha direngli kilar, daha hizli iyilesme ve hipertrofi
nedeniyle mekanik yuklenmeler daha iyi tolere edilebilir ve bu sekilde greft
rezorpsiyonu ve stres kirig1 insidansi azalir. Ancak bu yontemin de kisitlayici yonleri
bulunmaktadir, yontem elektif olarak uygulanmak zorundadir (29). Yash ve
komorbiditesi olan hastalarda kullanmaya elverisli bir yontem degildir ¢linkii ameliyat
streleri oldukga uzundur (29). Yontem uygulandiktan sonra damar dolasiminin
stirekliligini kontrol etmek ¢ok zordur (29). Dontr sahada meydana gelebilecek
problemler s6z konusudur ve mevcut kemik fibula oldugunda diz ve ayak bilegi
problemleri meydana gelebilmektedir (29). Cerrahi prosediir uygulanirken alict ve

verici ekstremitedeki ana arter gézden ¢ikarilmaktadir(29).
2.18. indiiklenmis Membran Metodu
2.18.1. Neden Tercih Edilmeli

Biiyiik kemik defektlerinin klinik yonetimi giiniimiizde ortopedi cerrahlarini
zorlayan tablolardan biridir. Multidisipliner yaklagim gerektirmesi, tedavinin
kompleks olmasi ve hasta beklentileri ortopedi hekimini bir dizi sorunla kars1 karsiya
birakmaktadir. Meydana gelen kemik defektleri ve buna eklenen enfeksiyon durumu
Klinik tabloyu yonetimi zor bir hale getirmektedir. Bu noktada indiiklenmis membran
metodu malzeme gereksiniminin az olmasi, uygulanabilirliginin kolay olmasi ile yeni

kemik olusturmak igin ideal tedavi se¢eneklerinden biri haline gelmektedir(36).
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2.18.2. Teknigin Tarihi

Indiiklenmis membran teknigi 1980°li yillarda Alain Masquelet tarafindan
ortaya konulmustur(4). Masquelet kaynama problemi olan bir dizi hastada iki agsamali
prosediirii uygulayarak kemik defektinin boyutundan bagimsiz sekilde kaynama elde
etmigtir (37). Alain Masquletin vakalarimin basarist 1992 yilinda 1. Avrupa
Mikrocerrahi Kongresi’nde tartigilmigtir. Ayn1 donemde Alman bilim adamlar
tarafindan da iki asamal1 bir cerrahi prosediir tanimlanmistir (yayimlanmamis veriler)
ancak sonuclarinin basarisiz oldugu bildirilmistir (4). ki éncii ¢alisma, olusan
membranin basari i¢in sart oldugunu gostermistir. Klaue ve arkadaglar tarafindan
koyun femurlar {izerinde yapilan ¢aligmada kemiklerde 3 santim boyutunda defekt
olusturulmus ve 1.asama uygulanmistir membran korunmadan sadece tek basina greft
uygulandiginda kaynamanin ger¢eklesmedigi  goriilmiistiir(38). Pelissier ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada in vitro ortamda indiiklenmis
membrandan BMP-2, VEGF, TGF-B gibi osteoindiiktif maddelerin salinimi oldugu
gosterilmistir (39).

2.18.3. Teknigin Aciklanmasi

Indiiklenmis membran metodu iki asamadan meydana gelmektedir: birinci
asama debritman, ¢imento uygulamasi ve fiksasyon asamalarini igermektedir. Bu
asamada en 6nemli basamak debritmandir. Defekt olan bolgede canliliginmi yitirmis,
enfektif dokular temizlenmelidir. Debritman gerceklestirildikten sonra defekt alaninin
her iki ucundaki kemikten kanama izlenmesi gerekmektedir. Gerekli sartlar
saglandiktan sonra alana ¢imento, her iki kemik ucunu kaplayacak sekilde yerlestirilir
ve ¢cimentonun bolgede sertlesmesi saglanir (40). Cimentonun igeride kaldig1 siirede
etrafinda yabanci cisim reaksiyonu meydana gelir bu reaksiyon sonucunda etrafinda
bir membran olusur. Tlk asamanin basariyla tamamlanmasinin ardindan 6 ila 8 hafta
sonrasinda ikinci asama uygulanir (41). Bu asamada uygulanan ¢imento dikkatli
bicimde etrafinda olusan membrana zarar verilmeden c¢ikarilir ve debritman yapilir,

her iki kemik ucunun kanlandig1 goriilmelidir ardindan otolog kemik greftleri olusan
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membran igerisine konur ve membran dikkatli bir bigimde kapatilir (42). Membran
kapatilirken zarda herhangi bir gerginlik olmamalidir (4). Stabilizasyon yeterli ise ek
bir miidahaleye gerek yoktur fakat stabilizasyonun yeterli olmadigi durumlarda ¢ivi

veya plak uygulamasi ile stabilizasyon arttirilabilir(43).

2.18.4. Teknigin Kullamm Endikasyonlari

Yiksek enerjili travmalar sonrasinda olusan kemik defektleri, tiimor
rezeksiyonlari, osteomyelit, kaynamama, konjenital pseudoartroz gibi klinik

tablolarda basariyla uygulanmaktadir (44).

2.18.5. Indiiklenmis Membran

Defekt bdlgesine konan kemik ¢imentosu yabanci cisim reaksiyonu meydana
getirmektedir  ve  bu  reaksiyon  neticesinde  indiiklenmis = membran
olugsmaktadir(39).Membran histolojik olarak vaskiilerize kalin yapili olup kemik
olusumunu inddkleyici maddeler salgilamaktadir. Bu maddeler arasinda baslica BMP-
2, VEGF, IL 1-6, TGF-p sayilabilir. Bu maddelerin salinimi1 koyun, kegi, tavsan, fare
gibi hayvan modellerinde ortaya konulmustur (4,35). Christou ve arkadaslarinin koyun
humeruslar1 tizerinde yapmis oldugu bir deneyde koyun humeruslarinda kemik defekti
meydana getirilmis ve ardindan kemik ¢imentosu uygulanmistir 4 haftalik takibin
ardindan olusan indiiklenmis membranlar incelenmis ve VEGF, IL-6, IL-8, VWF,
TGF-B, BMP-2 salmimi gosterilmistir(45). Insan iizerinde yapilan calismalar
membranin biyolojik &zelliklerini daha iyi anlamamizi saglamistir. Indiiklenmis
membranin bazi aragtirmalarda mezenkimal hiicrelere benzer hiicreler ihtiva ettigi

ortaya konmustur (4). Cuthbert ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmada
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indiiklenmis membran metoduyla tedavi edilen 8 hastada olusan membranlardan 6rnek
alinmis ve incelenmistir bunun neticesinde membran ve periost arasinda birgok
benzerlik oldugu ve indiiklenmis membranin periosttan daha kalin bir yapiya sahip
oldugu gosterilmistir ayni ¢alismada bu benzerlikten 6tiirii membran i¢in indiiklenmis

periost ifadesi kullanilmistir(46).

2.18.6. Kemik Cimentosu

‘Cimento’ kavrami ortopedi ve travmatoloji tarihinde ilk olarak Alman bilim adami
Themistokles Gluck tarafindan kullanilmistir. Gluck, fildisinden imal ettigi diz
protezini kemige daha iyi tespit edebilmek igin algi, bakir amalgam ve toz macun

karnigimini kullanmistir(47).

Gunumuzde kemik cimentosu icin kullanilan materyal polimetilmetakrilat
(PMMA)’dir. Otto Rohm, metilmetakrilatin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini ilk
tamimlayan arastirmacidir(48). PMMA ’nin klinik olarak ilk kullanimi, 1938 yilinda
maymunlarda kraniyal defektlerin kapatilmasi amaciyla gerceklesmistir(49). 1941
yithna gelindiginde ise insanlar Uzerinde kranial defektlerin kapatilmasi amaciyla
kullanimina baglanmistir(50). ilerleyen donemlerde dnce dis hekimligi alaninda

ardindan da ortopedi alaninda kullanima girmistir(50).

1957 yilinda Wiltse ve ark., kemik ¢cimentosunun ortopedik cerrahi alaninda
kullanilabilecek bir materyal oldugunu belirterek ¢cimentonun potansiyel yararlarini
deneysel olarak ortaya koymuslardir. 1958 yilinda Sir John Charnley, paslanmaz
celik femoral stem ve yiiksek yogunluklu polietilen asetabular komponentleri ilk kez
cimento ile uygulamis, akabinde 1960°ta erken donem sonuglarini yayimlamistir.

Cimentolu uygulamalar sonrasi sekiz yillik takiplerde sadece %2 oraninda basarisizlik
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rapor edilmistir. Avrupa’da protez cerrahisinde kullanimindan yaklagik 10 yil sonra
1970’lerde Amerikan Besin ve ila¢ Dairesi (FDA), PMMA nin diz ve kalca

protezlerinde kullanimina onay vermistir(51,52,53,54).

2.18.7. Cimento ve Membran Iliskisi

Yapilan farkli aragtirmalarda uygulanan ¢imento tiiriiniin membran yapisini etkiledigi
gosterilmistir(4).Gaio ve arkadaslarinin ratlar tizerinde yapmis oldugu bir ¢alismada
kemik defekti meydana getirildikten sonra defekt bdlgesine ylzeyi pirizli ve
plrizsuz olan kemik ¢imentosu ile yine yizeyi plrtzli ve pirizsiz titanyum spacer
yerlestirilmistir deney sonucunda membranlarin elastik modiiliisii ve histolojik
diizeninin farkli oldugu goriilmiistiir. Nau ve arkadaslarimin ratlar Uzerinde yapmis
oldugu bir baska ¢alismada ise g¢imento icerisine eklenen antibiyotigin membran
histolojisini ve morfolojisini belirgin olarak degistirdigi gosterilmistir. Shah ve
arkadaglarinin ratlar tizerinde yapmis oldugu bir ¢alismada enfekte ve enfekte olmayan
kemik defektlerine klindamisinli ve normal ¢imento konarak kiyaslama yapilmis iki
grup arasinda biiylime faktorleri agisindan fark gdsterilememistir(55,56,57,58).
Metodu bulan kisi olan Alain Masquelet kullanilacak en iyi ¢imento tipinin
antibiyotiksiz polimetilmetakrilat (PMMA) oldugunu belirtmistir(4).

2.18.8. Tkinci Asama Uygulama Zamam

Ikinci asamanin uygulanma zamaniyla ilgili olarak literatiirde farkli zamanlar
bildirilmistir (59). Masquelet’e gore ikinci asama i¢in uygun zaman 8. haftadir.
Hayvanlarda yapilan arastirmalarda farkli sonuglar ortaya konmustur. Wang ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada ikinci haftadan itibaren biiylime
faktorlerinin salindigi ve 4. ile 6. hafta arasinda maksimum diizeye eristigi
gosterilmistir ayn1 zaman araliginda membraninda en kalin formuna ulastig

belirtilmistir (60). Yapilan bir diger ¢alismada tavsanlarda damar olusumunun ve
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BMP-2 salinnminin 4. haftada maksimum diizeyde oldugu VEGFnin ise 2. ila 6.
haftalar arasinda maksimum seviyeye ulastigi gosterilmistir (61).

Aho ve arkadaslarinin yapmis oldugu baska bir ¢alismada insanda 2. agama
icin ideal zamanin 1 ay1 gegcmemesi gerektigi belirtilmis, 1 aydan sonra osteoindiiktif

(kemik olusumunu saglayan) kapasitenin belirgin olarak diistiigii gosterilmistir (62).

2.18.9. Kemik Grefti Uygulamalari

Ikinci basamakta ¢imento cikarildiktan sonra membran igerisine hastadan alman
otogreft(kisinin kendisinden alinan doku) uygulanmaktadir alinan kemik grefti defekti
dolduracak miktarda olmalidir. Greft almak igin ozel cihazlar bulunmaktadir
(32,63,64). Ancak bazi durumlarda bu greft miktar1 yeterli gelmemektedir. Bu gibi
durumlarda allogreft, ksenogreft, sentetik greftler kullanilabilmektedir (4,65). Otogreft
ile allogreft arasinda olmasi gereken oran tartisma konusudur. Masquelet ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada bu oran %70 otogreft %30 allogreft
seklinde belirtilmistir (40, 66). Membran igerisindeki otogreft orani diistitkge kemigin

kaynamas1 zorlasacaktir(38).
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3. GEREC VE YONTEM

Deney erkek Yeni Zelanda tavsanlarinda gergeklestirilmistir. Deney grubuna 2 aylik
erkek Yeni Zelanda tavsanlari dahil edilmis olup, kilo ortalamalar1 2-3 kg arasindadir.

3.1. Deney Gruplan
1. antibiyotiksiz ¢imento grubu: 9 adet erkek Yeni Zelanda tavsani
2. vankomisinli ¢imento grubu: 9 adet erkek Yeni Zelanda tavsani

3. gentamisinli ¢gimento grubu: 9 adet erkek Yeni Zelanda tavsani

3.2. Cerrahi Prosedir

Bu c¢aligma Nisan-Mayis 2020 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 25.01.2018 tarihinde 639 no’lu
dosya kayit numarasiyla onay alinmasinin ardindan gergeklestirilmistir. Tavsanlara 44
mg/kg ketamin hcl ve 5mg/kg ksilazin anestezisi intramuskuler yol ile uygulandi
ardindan antibiyotik proflaksisi olarak 20 mg/kg sefazolin uygulamasi yapildi.
Anestezi sonras1 ameliyat edilecek tavsanlarin sol femuru iizerindeki bolge tiraslandi.
Lateral dekiibit pozisyonunda operasyon masasina alinan tavsanlarin cerrahi alam
Poviiodeks antiseptik ¢ozelti ile sterilize edildi. 11 no’lu bisturi ile insizyon yapildi
biceps femoris ile tensor fasya lata kaslar1 arasindan femura ulasildi. Femur diafizi
tizerinde ki periost periost elevatorii kullanilarak uzaklastirildi, ardindan femur orta
kesiminde 2cm uzunlugunda alan isaretlendi, kemik testeresi ile proksimal ve distal
kesiminden kesildi. Hazirlanan 1.2 mm kalinligindaki titanyum alasimli 10 delikli mini
plak kemik iizerine yerlestirildi, plagin proksimal ve distal bolgesinde kalan iki delik
matkap ile delindi ve bu deliklere 2 milimetrelik kilitli ikiser adet toplamda dort vida
yerlestirildi ve plak fiksasyonu saglandi. Defekt bdlgesine ameliyat Oncesinde elle

karilarak hazirlanan silindirik sekilli 2cm uzunlugunda lcm c¢apindaki ¢imento
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materyali uygulandi (biofix 1 cement-synimed) ve insizyon 3.0 prolen stur (ethicon)
ile anatomik olarak dikildi. Tavsanlar alt1 hafta silireyle Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlar: Uygulama ve Arastirma Merkezin’de
25-35 derece sicaklikta, hava akim ve 1s1k siddeti kontrollii odalarda (kafes basina 40
liikks) 12 saat giindiiz, 12 saat gece olacak sekilde seffaf kafeslerde takip edildi.
Tavsanlar Esyem tavsan yemi ile ad libitum (hayvanin oniinde silirekli yem bulunmasi)
seklinde beslendi ve musluk suyu verildi. Takip siirecinde yara yerleri ameliyat sonrasi
donemde 24.-72. saatlerde kontrol edildi bunun ardindan haftalik kontrole gegildi ve
bu siirecte cerrahi alanda herhangi bir enfeksiyon bulgusu veya yara yeri ayrigmasi
goriilmedi. Alt1 hafta sonra tavsanlar ketamin 44 mg/kg ve 5 mg/kg ksilazin anestezisi
altinda tekrar ameliyata alindi. Eski insizyon skari iizerinden tekrar insizyon agildi ve
olusturulan defekt bolgesine ulasildi. Cimento etrafinda biyolojik membran olustugu
makroskopik olarak gorildi(Sekil-6,7,8). Cerrahi esnasinda herhangi bir enfeksiyon
bulgusuna rastlanmadi. Histolojiye gonderilmek iizere 6rnekler alindi. Ameliyatin

tamamlanmasinin ardindan tavsanlar anestezi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi.
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Sekil-6- Osteotomize edilmis ve plak uygulanmis tavsan femuru

27



Sekil-7- Defekt bolgesine kemik ¢imentosu uygulanmasi
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Sekil-8- Kemik ¢imentosu etrafinda olusmus indiiklenmis membran
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3.3. Histolojik Gerecg ve Yontem

3.3.1. Hematoksilen-eozin boyama

Hayvanlardan elde edilen membran dokular, %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi i¢inde
hizlica yikanarak kandan arindirilarak %10’luk formaldehit igerisine alindilar. 24
saatlik bekleme sonrasinda dokular akar c¢esme suyu altinda yikanip artan
derecelerdeki etanolden (sirastyla %70, %80, %96 ve %100’lik) gecirildiler. Ksilen
ile 151k gecirgen hale getirildikten sonra Once yar1 yariya karistirilmis ksilen-sivi
parafin karistmindan, ardindan 3 farkli siv1 parafinden gegirilip parafin bloklar haline
getirildiler. Parafin bloklardan mikrotom ile 5 um kalinliginda seri kesitler alinarak

genel histopatolojik inceleme i¢in hematoksilen-eozin (H-E) teknigi ile boyandilar.

3.3.2. Genel Histolojik inceleme

Her doku kesitinde 40X objektifile 5 farkli alan incelenerek puanlama yapildi.
Sonugta her hayvan icin bir puan belirlendi. Odem, dev hiicrelerin ve kiiciik capli kan
damarlarinin varligir ve dagilimi dikkate alinarak puanlama su sekilde yapildi; bu
bulgular yoksa 0, az veya hafif ise 1, orta derecede ise 2, ¢ok veya yaygin ise 3 puan
verildi(45).

3.3.3. Immiinohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan lamlara 4 um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 60°C
etlivde 1 saat bekletildikten sonra, 3x5 dakika ksilole alinarak deparifinizasyonlari
saglandi. Lamlar sirastyla azalan alkol (%100, %96, %80, %70) serilerinden gecirildi,

ardindan kesitler 1’er dakika distile sudan gegirildi. Antigen maskesini kaldirmak igin
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1/10 oraninda seyreltilmis sitrat tamponu (p:6) (AP-9003-999 Thermo scientific) PT
Modiilii (A80400012 Lab Vision) ile uygulandi. Immunohistokimya boyama
cihazinda rack yuvalarina lamlar lamelle birlikte takildi. PBS ile 5 dakika yikama
yapildi. 10 dakika %3’liik hidrojen peroksit (TA-125-HP ThermoScientific) ile etkin
birakilan endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. PBS ile yikanan dokular 5 dakika
blok solusyonuyla (TA-125-PBQ ThermoScientific) bloke edildi. Preparatlara von
Willebrand faktorii (VWF), vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii (VEGF), doniistiirticii
biylme faktorl beta (TGF- b), kemik morfojenik proteini 2 (BMP-2), interlokin 6 (IL-
6) ve interlokin 8 (IL-8) antikorlar1 uygulandi. +4 derece sicaklikta 1 gece inkube
edilen preparatlar, ertesi giin PBS ile 5 dakika yikandi ve AEC Kromojeni (TA-125-
HA Thermo Scientific) ile boyandi. Zemin boyamasi ig¢in 30 saniye siireyle
hematoksilen (HHS32 Sigma) kullanildi. Distile su hematoksilen fazlas1 uzaklastirildi.
Lamlar havada kurutuldu. Ardindan su bazli kapama solusyonuyla (TA-125-UG
Thermo Scientific) ile kapatildi.

3.3.4. Immunohistokimyal inceleme

Kesitler mikroskop altinda incelenerek uygulanan antikorun dokudaki dagilimi
(ylizeyde, derinde veya her ikisinde), boyanmanin yogunluk derecesi (hafif, orta,
kuvvetli) ve miktari (az, orta, ¢ok) dikkate alinarak 0-3 arasinda puan verildi (45)
Histolojik inceleme yapilan membranlardan elde edilen veriler istatistiksel olarak
karsilastirildi. (Histolojik degerlendirme neticesinde elde edilen skor degiskenler i¢in
3 grup karsilastirilmasi dncelikle krusskal wallis testi ile yapildi. Test sonucu anlamli
c¢ikan skor degiskenler Dunn test ile ikili gruplar olarak karsilagtirildi. Medyan, Q1 ve
Q3 tanimlayict istatistikleri grup degerlendirmesinde kullanildi.Analizlerin
uygulanmasmda IBM SPSS Statistics 21.0 programindan yararlanilmistir.Istatistiksel
6nemlilik icin p <.05 degeri kriter kabul edildi.)
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4. BULGULAR

Yapilan istatistiksel degerlendirmede kontrol grubu ve antibiyotikli grup
(vankomisin ve gentamisin) birbirleriyle karsilikli olarak incelendi. Kontrol ve
antibiyotikli grubun histolojik bulgular1 yapilan Kruskal Wallis testine gore
hemotoksilen eozin boyama, VEGF, WVF, TGF-B, IL6 sonuglar1 kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek idi ( p < .05). BMP-2 ve IL-8 degerleri
histolojik skorlamada yiiksek ¢ikmasina karsilik istatistiksel degerlendirmede gruplar
arasinda fark bulunamadi. Sonrasinda anlamli ¢ikan degiskenler i¢in Dunn test ile

gruplar ikili olarak karsilastirildi.

4.1 Genel Histolojik Bulgular (Hemotoksilen-Eozin(H-E))

Deney gruplarindan elde edilen membranlara ait temsili mikroskobik
goriintliiler asagida Sekil-7 ve 8’de gosterilmistir. Buna gore, antibiyotik
uygulanmayan kontrol grubunda membran indiiksiyonunun diger iki gruba gore daha
belirgin oldugu belirlenmistir. Cok cekirdekli dev hiicre sayisinin fazla olmasi ve
O0demli alanlarin genisligi dikkati c¢ekmistir. Gentamisin uygulanan grupta dev
hiicrelere ve 6demli alanlara daha az rastlandi. Vankomisin uygulanan grupta ise dev
hiicrelere ve 6demli alanlara neredeyse hi¢ rastlanmadi. Kan damarlar1 ise tim
gruplarda membranin degisik bolgelerinde yerine gore az veya ¢ok sayida olacak
sekilde izlendi. Sonucta membran indiiksiyonu ortalama puani kontrol grubu igin 2.71,
gentamisin grubu icin 0.89 ve vankomisin grubu i¢in 0.22 olarak saptandi. Yapilan
istatiksel degerlendirmede antibiyotikli grup ile antibiyotiksiz grup arasindaki fark
anlamli (gentamisin i¢in p = .20; vankomisin i¢in p < .001), antibiyotikli gruplarin
arasinda yapilan degerlendirmede ise gentamisin ve vankomisin gruplari arasinda

anlamli bir fark bulunamamistir. (p = .323)
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4.2 immiinohistokimyasal bulgular:

4.2.1. BMP-2

Deney gruplarindan elde edilen membranlara ait temsili mikroskobik
gorlntiiler asagida Sekil-14’da gosterilmistir. Buna gore, antibiyotik uygulanmayan
kontrol grubunda membran dokusunda BMP-2 ekspresyonunun daha yaygin ve yogun
oldugu, gentamisin uygulanan grupta ekspresyonun biraz azaldigi, vankomisin
grubunda da hafif bir azalma oldugu izlendi. Sonugta ekspresyon ortalama puani
antibiyotiksiz grup icin 1.89, gentamisin grubu icin 1.56 ve vankomisin grubu i¢in 1.44
olarak saptandi.. Ancak yapilan istatistiksel incelemede farkin anlamli olmadig1 ortaya

konmustur. (p =.256)

4.2.2. VEGF

Deney gruplarindan elde edilen membranlara ait temsili mikroskobik
goriintliler asagida Sekil-12’te gosterilmistir. Buna gore, antibiyotik uygulanmayan
kontrol grubunda membran dokusunda VEGF ekspresyonunun daha yaygin ve yogun
oldugu, gentamisin uygulanan grupta ekspresyonun azaldigi, vankomisin uygulanan
grupta da belirgin bir azalma oldugu izlendi. Sonugta ekspresyon ortalama puani
kontrol grubu i¢in 2.11, gentamisin grubu icin 1.11 ve vankomisin grubu icin 0.11
olarak saptandi. Yapilan istatistiksel incelemede elde edilen skorlar arasinda anlamli

fark saptanmistir (p <.001). Antibiyotikli gruplar arasinda yapilan incelemede

gentamisin grubunda VEGF skorlarinin vankomisin grubuna gore daha yiiksek ¢iktigi

saptanmustir (p = .048).
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4.2.3. VWF

Deney gruplarindan elde edilen membranlara ait temsili mikroskobik
goriintiiler asagida Sekil-11’de gosterilmistir. Buna gore, antibiyotik uygulanmayan
kontrol grubunda membran dokusunda vWF ekspresyonunun daha yaygin ve yogun
oldugu, gentamisin uygulanan grupta ekspresyonun neredeyse benzer oldugu, ancak
vankomisin grubunda belirgin olarak azaldigi izlendi. Sonugcta ekspresyon ortalama
puani kontrol grubu icin 2.22, gentamisin grubu icin 2.00 ve vankomisin grubu i¢in
1.00 olarak saptandi. Yapilan istatistiksel incelemede elde edilen skorlar arasinda

anlamli fark saptanmistir (p < .001). Antibiyotiksiz ve gentamisin grubu arasindaki
fark anlamli bulunamamisken (p = 1.00), antibiyotiksiz ve vankomisin arasindaki
fark anlamli bulunmustur (p < .001). Gentamisin ve vankomisin grubu arasindaki

fark da istatistiksel olarak anlamlidir (p = .005).

4.2.4. TGF-B

Deney gruplarindan elde edilen membranlara ait temsili mikroskobik
goriintiiler asagida Sekil-13’te gosterilmistir. Buna gore, antibiyotik uygulanmayan
kontrol grubunda membran dokusunda TGF-b ekspresyonunun daha yaygin ve yogun
oldugu, gentamisin uygulanan grupta ekspresyonun azaldigi, vankomisin uygulanan
grupta da belirgin bir azalma oldugu izlendi. Sonugta ekspresyon ortalama puani
kontrol grubu i¢in 2.11, gentamisin grubu icin 1.89 ve vankomisin grubu icin 1.44
olarak saptandi. Yapilan istatistiksel incelemede elde edilen skorlar arasinda anlamli

fark saptanmistir (p =.011). Vankomisin ve antibiyotiksiz grup arasindaki fark
anlamli iken (p = .010) gentamisin-vankomisin gruplari arasindaki fark ve gentamisin

antibiyotiksiz gruplar1 arasindaki fark anlamli degildir (gentamisin-vankomisin

gruplari i¢in p = .130; gentamisin antibiyotiksiz grup i¢in p = 1.00).
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4.2.5.1L6

Deney gruplarindan elde edilen membranlara ait temsili mikroskobik
goriintiiler asagida Sekil-15’de gosterilmistir. Buna gore, antibiyotik uygulanmayan
kontrol grubunda membran dokusunda IL-6 ekspresyonunun daha yaygin ve yogun
oldugu, gentamisinli ¢imento uygulanan grupta ve vankomisinli ¢imento verilen
grupta kontrol grubuna gore hafif bir azalma oldugu izlendi. Gentamisin ve
vankomisin verilen gruplar birbirine benzer bir ekspresyon gosterdiler. Sonugta
ekspresyon ortalama puani kontrol grubu i¢in 2.89, gentamisin grubu i¢in 2.33 ve
vankomisin grubu i¢in 2.33 olarak saptandi.
Kruskal Wallis testi IL6 acisindan en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu yonde
bir sonug vermektedir ancak Dunn testi anlamli fark yaratan grup ikilisini belirlemede
basarili olamamigtir. Bu durum skor degiskenlerden kaynaklanmaktadir. Gruplar
homojen degildir ama bunun sebebi skor 0l¢Um olmasindan Otlrl net bir sekilde

belirlenememistir.

4.2.6.1L8

Deney gruplarindan elde edilen membranlara ait temsili mikroskobik
goriintiiler asagida Sekil-16’de gosterilmistir. Buna gore, antibiyotik uygulanmayan
kontrol grubunda membran dokusunda IL-8 ekspresyonu hafifce daha yogun boyanma
gostermis olsa da gentamisin uygulanan grupta ve vankomisin verilen grupta da
kontrol grubuna benzer bir ekspresyon oldugu izlendi. Genel olarak tiim gruplar
birbirine benzer bir ekspresyon gosterdiler. Sonucta ekspresyon ortalama puani
kontrol grubu igin 2.22, gentamisin grubu igin 2.00 ve vankomisin grubu igin 2.00
olarak saptandh. Istatiksel incelemede antibiyotikli ve antibiyotiksiz gruplar arasindaki

fark anlamli degildir (p = .366).



Tablo-3 — Histolojik inceleme skorlar1

0: yok, 1: az, 2: orta, 3: ¢ok

H-E BMP-2 |VEGF |vWF TGF-b |IL-6 IL-8
ANTIBIY
OTiKSIiz|3 2 2 2 3 3 3
1
2 3 1 2 2 2 3 2
3 2 2 2 2 2 2 2
4 0 3 3 3 2 3 2
5 0 1 2 2 2 3 2
6 2 2 2 3 2 3 2
7 3 2 2 2 2 3 3
8 3 2 2 2 2 3 2
9 3 2 2 2 2 3 2
19/7= |17/9= |19/9= |20/9= [19/9= |26/9= |20/9=
Toplam
2,71 1,89 2,11 2,22 2,11 2,89 2,22
GENTA
MiSIN |1 2 1 1 2 3 3
1
2 2 2 2 2 2 2 2
3 1 1 1 2 2 2 2
4 0 2 1 2 2 3 2
5 1 2 1 3 2 2 2
6 1 2 1 3 1 3 2
7 0 1 1 2 2 2 2
8 1 1 1 2 2 2 2
9 1 1 1 1 2 2 1
8/9= 14/9= |10/9= [|18/9= [17/9= |21/9= |18/9=
Toplam
0,89 1,56 1,11 2 1,89 2,33 2
VANKO
MiSIN |0 1 0 1 1 2 2
1
2 0 1 0 1 1 2 2
3 1 1 1 1 1 2 2
4 0 1 0 1 1 2 2
5 0 1 0 1 2 3 2
6 0 2 0 1 2 2 2
7 0 2 0 1 2 3 2
8 1 2 0 1 1 2 2
9 0 2 0 1 2 3 2
Toplam |2/9=0,22|+39=14]1/9-0 11 |o9=1,00|*3/9=  [21/9=  [18/9=
4 1,44 2,33 2
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Tablo 4 — Istatistiksel veriler tablosu

37

Degiskenler Gruplar Medyan (Q1- | Kruskal p degeri
Q3) Wallis

HE Kontrol 3(2-3)
Gentamisin 1(1-1) 11.432 <.001
Vankomisin 0 (0-0)

BMP2 Kontrol 2 (2-2)
Gentamisin 2 (1-2) 2.727 0.256
Vankomisin 1(1-2)

VEGF Kontrol 2 (2-2)
Gentamisin 1(1-1) 23.209 <.001
Vankomisin 0 (0-0)

VWF Kontrol 2 (2-2)
Gentamisin 2 (2-2) 16.832 <.001
Vankomisin 1(1-1)

TGF- Kontrol 2 (2-2)
Gentamisin 2 (2-2) 9.026 011
Vankomisin 1(1-2)

IL6 Kontrol 3(3-3)
Gentamisin 2 (2-3) 7.143 .028
Vankomisin 2 (2-3)

IL8 Kontrol 2 (2-2)
Gentamisin 2 (2-2) 2.009 339
Vankomisin 2 (2-2)
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Sekil-9 - Deney gruplarina ait membran dokularinin histolojik goriintiileri
izlenmektedir. A: Antibiyotik uygulanmayan kontrol grubunda diizensiz membran
yiizeyi, genis 6demli alan (yildiz), bir dev hiicre (kalin ok) ile kiigiik kilcal damar (ince
ok) gorilmektedir. B: Gentamisinli ¢imento uygulanan grupta membran ylzeyinin
daha diizenli oldugu, dev hiicrelerin azaldig1 (kalin ok) ve kilcal damarlarin (ince ok)
varhigint siirdiirdiigii goriilmektedir. C: Vankomisinli ¢imento uygulanan grupta
membran ylizeyinin diizenli oldugu, dev hiicrelerin kayboldugu ve kilcal damarlarin
(ince ok) wvarliklarin1 = stirdiirdiikleri  izlenmektedir. Tim barlar 50 pm’dir,

(hematoksilen-eozin ile boyanma).
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Sekil-10 - Deney gruplarmma ait membran dokularimin histolojik goriintiileri
izlenmektedir. A: Antibiyotik uygulanmayan kontrol grubunda genis 6demli alan
(vildiz), bir dev hiicre (kalin ok) ile kii¢iik kilcal damarlar (ince oklar) gortilmektedir.
B: Gentamisinli ¢imento uygulanan grupta 6demli alanin (yi/diz) varligini siirdiirdiigi,
dev hiicrelerin sayica azalarak kiiciildiigli (kalin ok) ve kilcal damarlarin (ince ok)
ortamda bulunmaya devam ettigi goriilmektedir. C: Vankomisinli ¢cimento uygulanan
grupta dev hiicrelerin kayboldugu ve kilcal damarlarin (ince oklar) varliklarini

stirdiirdiikleri izlenmektedir. Tiim barlar 50 um’dir.(hematoksilen-eozin ile boyama)
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Sekil-11 - Deney gruplarina ait membran dokularinin vWF ekspresyonu goriintiileri
izlenmektedir. A: Antibiyotik uygulanmayan kontrol grubunda pozitif ve yogun
boyanma (kalin ok) gorllmektedir. B: Gentamisinli cimento uygulanan grupta
ekspresyonun hafif¢e azaldig1 (kalin ok) gorilmektedir. C: Vankomisinli ¢cimento
uygulanan grupta ekspresyonun sadece kan damarlarinda yogun oldugu (kalin ok)

izlenmektedir. Tiim barlar 100 pm’dir.
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Sekil-12- Deney gruplarina ait membran dokularinin VEGF ekspresyonu goruntuleri
izlenmektedir. A: Antibiyotik uygulanmayan kontrol grubunda pozitif ve yogun
boyanma (kalin ok) gorilmektedir. B: Gentamisinli ¢imento uygulanan grupta
ekspresyonun membran yilizeyinde hafifce azaldigi, ancak kan damarlarinda yogun
oldugu (kalin ok) gortlmektedir. C: Vankomisinli ¢imento uygulanan grupta
ekspresyonun iyice azaldigi, ancak kan damarlarinda yogun oldugu (kalin ok)

izlenmektedir. Tiim barlar 100 um’dir.
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Sekil-13- Deney gruplarina ait membran dokularinin TGF-b ekspresyonu goruntleri
izlenmektedir. A: Antibiyotik uygulanmayan kontrol grubunda pozitif ve yogun
boyanma (kalin ok) gorilmektedir. B: Gentamisinli ¢imento uygulanan grupta
ekspresyonun azaldigi (kalin ok) gorilmektedir. C: Vankomisinli ¢gimento uygulanan

grupta da ekspresyonun azaldig1 (kalin ok) izlenmektedir. Tiim barlar 100 pm’dir.
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Sekil-14- Deney gruplarina ait membran dokularinin BMP-2 ekspresyonu géruntuleri
izlenmektedir. A: Antibiyotik uygulanmayan kontrol grubunda pozitif ve yogun
boyanma (kalin ok) gorilmektedir. B: Gentamisinli cimento uygulanan grupta
ekspresyonun hafif¢e azaldig1 (kalin ok) gorilmektedir. C: Vankomisinli ¢cimento
uygulanan grupta da ekspresyonun azaldig (kalin ok) izlenmektedir. Tim barlar 100

pum’dir.
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Sekil-15 - Deney gruplarina ait membran dokularinin IL-6 ekspresyonu gorunttleri
izlenmektedir. A: Antibiyotik uygulanmayan kontrol grubunda pozitif ve yogun
boyanma (kalin ok) gorlilmektedir. B: Gentamisinli ¢imento uygulanan grupta
ekspresyon benzer olsa da boyanma yogunlugunun azaldigi, ancak yer yer yogun
boyanmanin oldugu (kalin ok) gorulmektedir. C: Vankomisinli ¢cimento uygulanan
grupta da ekspresyonun azaldigi, ancak yogun boyanan alanlarin da (kalin ok) var

oldugu izlenmektedir. Tiim barlar 100 pm’dir.



4
7 ’ 3 v
ears e

e

5

45

Sekil-16- Deney gruplarina ait membran dokularinin IL-8 ekspresyonu goruntileri

izlenmektedir. A: Antibiyotik uygulanmayan kontrol grubunda pozitif ve yogun

boyanma alani (kalin ok) gérilmektedir. B: Gentamisinli ¢cimento uygulanan grupta

ekspresyon benzer olsa da boyanma yogunlugunun azaldigi, ancak yer yer yogun

boyanmanin oldugu (kalin ok) gorulmektedir. C: Vankomisinli ¢cimento uygulanan

grupta da ekspresyonun azaldigi, ancak yogun boyanan alanlarin da (kalin ok) var

oldugu izlenmektedir. Tiim barlar 100 pm’dir.
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5. TARTISMA

Calismamiz, indiiklenmis membran metodunun 1. asamasinda kullanilan
cimentonun igerisine antibiyotik eklenerek, tavsan femurlari tizerinde gergeklestirildi.
Amacimiz antibiyotikli ve antibiyotiksiz ¢gimentolarin membran tizerine olan etkilerini
gostermekti. Deney tavsanlar1 6 hafta takip edildi, sonrasinda olusan indiiklenmis
membran histolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle incelendi.

Literatiirde benzer nitelikte olan ¢ok az Ornek mevcuttur. Bunlarn kisaca
g6zden gecirecek olursak;

Nau ve arkadaglarinin rat femurlar1 tizerinde yaptigi bir caligmada 72 adet
yetiskin ratin femurunda 1 santimetre boyutunda defekt meydana getirilmis, bu kemik
defektler plak ile fikse edilmis ve defekt bolgesine palacos + gentamisin, copal +
gentamisin+vankomisin, copal+ gentamisin +klinamisin icerikli gimento uygulanmus,
ardindan ¢imento iizerinde meydana gelen indiiklenmis membran 2, 4 ve 6. haftalarda
Ornek alinarak vaskiilerizasyon, proliferasyon, membran kalinliklar1 agisindan analiz
edilmis. Membran kalinlig1 palacos grubunda 2 haftadan 6 haftaya dogru artarken
copal grubunda bu kalinhigin azaldigir goriilmiis. Vaskiilerizasyonun 2 haftadan 6
haftaya dogru palacos+ gentamisin ve copal + gentamisin + vankomisin grubunda
arttig1 goriiliirken, copal + gentamisin + klindamisin grubunda belirli bir degisiklik
izlenmemig(56).

Rathbone ve arkadaslari, hiicre kulturleri Gzerinde yapmis oldugu in vitro bir
calismada vankomisin ve gentamisin antibiyotiklerinin hicreler Uzerinde toksik etki
yaptigini gostermistir(67).

Tao Li ve arkaslarinin yapmis oldugu baska bir ¢calismada ¢imento igerisine 2
gram vankomisin ve 2 gram gentamisin eklenerek hiicre sitotoksisitesine bakilmis ve
kontrol grubuyla fark olmadigi gosterilmistir(68). Literatiirde sitotoksik etkiyle ilgili

olarak farkli neticeler bildiren ¢calismalar da mevcuttur.
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Calismamizda 27 adet tavsan kullanilmis ve bu tavsanlar 3 gruba ayrilmistir.
Antibiyotiksiz, vankomisin, gentamisin grubu seklinde yapilan bu ayrimda her
femurda 2 santimlik defekt meydana getirilmis ve olusan defektlere Gimento

uygulanmigtir.

Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglar degerlendirildiginde, antibiyotikli ¢imento
uygulanan grupta membran kalite parametresi olarak belirledigimiz degerlerin BMP-
2 ve IL-8 degerleri haricinde anlamli olarak diistigii goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak
vankomisin ve gentamisinin sitotoksik etki yaptigi diisiiniilebilir. Membran kalite
belirteglerinden VEGF ve VWF degerleri gentamisin grubunda vankomisin grubuna
gore daha yiiksek ¢cikmistir. TGF-B degeri agisindan ise vankomisin ve gentamisin
gruplart arasinda fark bulunamamistir. Bu durum ¢imento-antibiyotik salinim
dinamikleri ve inflamatuar sitokinlerin salinimlarindaki pik donemleriyle iligkili
olabilir. Arastirmamizda 6 hafta neticesinde olusmus membranlar incelendi. Ilerleyen
donemde farkli haftalarda membranlardan alinan 6rnekler kiyaslanarak yapilacak bir
calisma yukarida bahsedilen iliskiye 151k tutabilir.

Caligmada kullanilan antibiyotikler olan vankomisin ve gentamisin haricinde
1stya dayaniklilik 6zelligi bulunan tobramisin, eritromisin, kolistin, tetrasiklin,
klindamisin gibi antibiyotikler ile ¢alismada bulunan gruplar arttirilarak antibiyotik ve
membran kalitesi arasindaki iligskiye dair daha fazla fikir edinilebilir(69).

Bu ¢alismada membran kalite Sl¢iitii olarak belirlenen parametreler disinda
gelecekte yapilacak g¢aligsmalarda hiicre proliferasyon marker1 olarak KI-67 (56),
osteoblast oncii hiicrelerinde bulunan ve ayni zamanda periost marker: olarak
kullanilan DDR-2 (diskoidin domain reseptorii-2) kalite parametresi olarak
kullanilabilir(70).

Antibiyotikli ¢imento kullanilan enfekte olgular literatiirde mevcuttur. Bu
olgularda kaynama yiizdeleri yiiksek olarak bildirilmistir (90% Norris, 91% Donegan,
100% Man Wong). Indiiklenmis membran tekniginde antibiyotikli veya antibiyotiksiz

sement kullanilan olgularda kaynama zamaniyla ilgili olarak 4 aydan 14 aya varan
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sreler literatirde mevcuttur. Bu noktada membran kalitesinin klinik sonug tzerine
olan etkileri bir tartisma konusu olabilir(3,71,72,73,74).

flerleyen donemde tavsanlar iizerinde indiiklenmis membran tekniginin 1. ve
2. Asamasi gerceklestirilerek antibiyotikli ¢imento, membran kalitesi ve klinik

sonuglarin iligkisi agisindan daha objektif neticelere ulasilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz ¢imento igerisine eklenen antibiyotiklerin membran (zerinde
olumsuz etkiler olusturdugunu gostermistir. Elde ettigimiz sonuglara dayanarak
aseptik kaynamamalarda antibiyotiksiz ¢imento kullanmak daha dogru bir se¢im
olacaktir. Ancak ¢imento lizerinde yapilan bu degisikliklerin membran {izerine olan
etkilerini anlamak icin daha ¢ok veriye ihtiya¢c bulunmaktadir. Gelecekteki
calismalarda ¢imento igerisine eklenecek maddelerle, teknigin asamalar1 arasindaki

zamani kisaltmaya odaklanilmalidir.
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