4ot

T.C.

Marmara Universitesi
Tip Fakiiltesi
Ortopedi ve Travmatoloji
Ana Bilim Dah

KOYUN VERTEBRA MODELINDE
TRANSPEDIKULER YOL KULLANILARAK
SIGIR KEMIGINDEN ELDE EDILMIS
KEMIK MORFOJENIK PROTEINI VE ALCI
(ALCI-bBMP) BILESIMININ
DISK ARALIGINA IMPLANTASYONU ILE
INTERBODY FUZYON
OLUSTURULMASI

UZMANLIK TEZi

Dr.Teoman Toni SEVINC

T.C. vunsmemm RULY
IST A}‘\IBUL-1997 DOKUMANTASYON WaEm{m
TURKIYE



ICINDEKILER

GIRiS

GENEL BILGILER

GEREC ve YONTEM

L =S

25

SONUCLAR

TARTISMA

32

37

OZET

KAYNAKLAR

48




GIRIS

Fiizyon, spinal cerrahinin en sik uygulanan ydntemlerinden olup hala agikhifa
kavugturulamamuy y6nleri bulunmaktadir.

Spinal fiizyon cerrahisiyle ilgili ilk yaymlar 1911 yiinda Albee ve Hibbs tarafindan
yapxlml.snr.]49 Albee, Pott hastahiginda mekanik destek saglanmasi amaciyla ve Hibbs,
skolyozda deformiteyi durdurma amaciyla, otogreft kullanarak spinal flizyon cerrahisi
uygulamuglardir.®® Genel olarak basanli bir girisim olarak kabul edilen fiizyon
cerrahisinde ilk yaymlardan bu yana bildirilen nonunion oram %S5 ile %35 arasinda
degismektedir.37’]54’182 Nonunion riskini azaltmak amaciyla flizyonun biyomekanik
olarak desteklenmesi amaciyla internal fiksasyon uygulanmasi soruna yeterli ¢6ziim
saglamamig ve flizyonun biyolojik olarak desteklenmesi yOniinde arastirmalar
baslamlstlr.g Spinal flizyon olusumu cesitli faktdrlere baghdir ve bu nedenle bireysel
farklihklarm klinik degerlendirmelerini yapmakta zorlamilmaktadir. Hayvan modellerinin
spinal flizyon amaciyla kullaniimas: bu agidan 6nem kazanmlsnr.149 Hayvan modellerinin
kullamilmasi flizyon biyolojisinin anlagiimasina ve biyolojik desteklerin aragtiriimasina
olanak verecektir. Spinal flizyonun hayvan modellerinde uygulanmasi 1913 yiinda
Albee’nin kdpeklerde posterior spinéz proses flizyon olusturarak, bunun makroskopik ve
mikroskopik degerlendirmelerini yaymlamas: ile baslamlsnr.‘49 Daha sonra pekgok
hayvan modelinde uygulanan spinal flizyon ¢ahgmalar1 yaymlanmustir. Bu ¢alismalarda
degisik hayvanlar kullamlmig ve degisik greft materyelleri ile spinal flizyon uygulanarak
biyolojik ve mekanik ¢ahsmalar yapilmigtir.

Giintimiizde kullanilmakta olan spinal flizyon teknikleri posterior, posterolateral,
anterior interbody flizyon (AIBF), posterior interbody fiizyon (PIBF), kombine anterior

ve posterior flizyon yontemleridir ve ayr1 ayn veya birlikte uygulanmaktadr.



Anterior interbody flizyon (AIBF) anterior cerrahi girisimle uygulanmakta, posterior
fiizyonla kombine edilecegi zaman da aym veya ayn seansta ikinci cerrahi girisimi
gerektirmektedir. AIBF uygulamalarinda pleksus yaralanmalari, greft dislokasyonu, i¢
organ yaralanmalan ve birden fazla segment flizyonu uygulandiginda artan nonunion
riski ortaya g:ll‘:mz«).l‘:tadlr.3 9:52:98,184 p; sterior interbody flizyon posterior elemanlarin genis
eksizyonu ile gergeklestirilmekte, instabiliteye yol agmakta ve norolojik hasar ve greft
dislokasyonu giiriilmek‘cedir.39’52 Kombine anterior ve posterior yontem, fiizyon oraninda
sagladigy artis nedeniyle giderek yaygmbk kazanmustir. Ancak morbidite artisma yol
acmaktadir, 05152

Spinal flizyon amaciyla klinik uygulamada otogreft, allogreft, ksenogreft ve ¢esitli
sentetik  biomateryeller  kullamlmug, posterior fiizyonda otogreftin altin standart

olusturdugu, anterior interbody flizyonda ise allogreft ve biomateryellerle otogrefte yakin
sonuglar elde edildigi bildirilmjstir.10’20’]12 Hayvan modellerinde yapilan spinal fiizyon
¢alismalarinda otogreft, allogreft, ksenogreft, ve sentetik biomateryeller kullanilmis, son
zamanlarda biiyime faktSrleri uygulanmaya baslamustir.'®''*'*° Kullanilan bityiime

faktorleri arasinda demineralize kemik matriksi, sigir ve insan kemiginden elde edilmis

bone morfogenetik protein (BMP), rekombinant gen teknigi ile elde edilmis insan bone
morfogenetik proteini (hBMP) bulunmaktadir.'*® BMP, Urist tarafindan 1960 yilinda
baglatilan bir dizi cahsma sonucu kemik matriksten elde edilmis, hayvan ve insanlarda,
ektopik ve ortotopik yerlesimiyle osteoindiiktif 6zelligi gtisterilmistir.17]’174’175’176’179
Giliniimiizde bilinen en gii¢lii osteoindiiktif madde olarak kabul edilmekte ve klinik olarak

insan ve sigir kemiginden ekstrakte edilen BMP ve rekombinat gen yoluyla elde edilen

insan BMP’si femur ve tibia nonunionlarnda, uzun kemiklerin segmental defektlerinde

kullanilmus ve iyi sonuglar elde edildigi bildiﬁ]mistir.ss’go Spinal flizyon amaciyla heniiz



sadece hayvan modellerinde kullamlan BMP ile bu ¢ahgmalarda iyi sonuglar elde
edilmistir.7’8’29’3 3199 Ancak hentiz klinik kullanima girmesini saglayacak yeterli sayida
¢aligma yoktur.
BMP’nin kullammm kistlayan nedenler gerek kemik matriksten ekstraksiyon yoluyla
gerekse rekombinant gen yoluyla ¢ok az miktarlarda elde edilmesi ve tek bagma doku
icine yerlestirildiginde hizla rezorbe olmasindan dolayr uygun bir tasiyiciyla birlikte
kullaniimas: geregidir. BMP’nin kullamldig klinik ve deneysel ¢alismalarda tastyic sistem
olarak biomateryeller, otogreft, demineralize kemik matriksi, kemik iligi, kolajen ve
nonkollajen proteinler, fibrin, algt kul]am]mlst:xr.]2’94"]6’”7’1"'7’]92 Ancak uygun tastyici
konusunda tartigma ve arasgtirmalar stirmektedir. Genel olarak kabul edilen gériis, tastyic1
sistemin biyolojik olarak yikilabilir olmasi, igerdigi indiiktif maddenin dis ortama
salmimina izin vermesi ve kendisinin de osteokondiiktif 6zellikte olmasi gerektigidir. 180
Bu galismanin amaci, koyun modelinde, posterior girisimle transpedikiiler yoldan
disk arah@mna ulagilarak, disk materyelinin kiirete edilmesi ve olusturulan defekt igine sigir
kemiginden parsiyel saflagtirma yontemi ile elde edilen bBMP’nin, alg1 tasiyict sistemi
i¢inde yerlestirilerek, interbody flizyon olusturulmasi ve fiizyonun histolojik ve radyolojik

olarak degerlendirilmesidir.



GENEL BILGILER

SPINAL FUZYON TEKNIiKLERi
Spinal flizyon, deformite diizeltilmesi veya Onlenmesi, vertebrayr tutan
hastaliklanin eradikasyonu, travmaya veya destritksiyona bagl instabilitenin giderilmesi,
agniya yol agan hareketliligin ortadan kaldinlmas: amaciyla uygulanmaktadir. Albee ve
Hibbs tarafindan ilk kez bildirildiginden bu yana gesitli spinal flizyon teknikleri
gelistin'lrm'stir.52 (Tablo 1) Solid fiizyon saglamanin ilk basamag flizyon sahasinin

hazirhg: ve yeterli kalite ve miktarda greft saglanmasidir.

Tablo 1: Cerrahi Fiizyon Teknikleri

1: Posterior fiizyon
Posterior orta hat fiizyonu
Faset eklem fiizyonu
Posterolateral fiizyon
2: interbody fiizyon
Anterior interbody fiizyon
Posterior interbody fiizyon
3: Kombine (anterior ve posterior) fiizyon

POSTERIOR ORTA HAT FUZYONU

Dorsal ve dorsolomber tiiberkiilozda fiizyon amaciyla 1911 yihinda birbirinden
bagimsiz olarak Albee ve Hibbs tarafindan uygulanmigtir. Spinéz proses ve laminalar
dekortike edildikten sonra alana otogreft yerlestirilir. Bu yontem tarif edildiginden
sonraki ik 50 yil iginde tercih edilmi§ ancak 1960’larda lamina hipertrofisi ve spinal

115

stenoza yol agtd bildirilerek uygulanmasi azalmigtr.” ~ Ayrica nonunion oram diger

yontemlere gore daha yiiksek buhmmustur.’2 Teknik olarak dezavantajlan vardir: Greft

yerlesimi rotasyon merkezinden uzaktir ve greft basing altindadir. Bu nedenle nonunion

riski yiiksektir. Posterolateral flizyona gore daha az cerrahi ekspozisyon gerektirmesi,
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fizyon alanindaki yumusak doku hasarinin az olusu avantajidir. Giinimiizde izole teknik

olarak kullamlmamaktadir.

FASET EKLEM FUZYONU

[zole yontem olarak kullanilmamaktadir, ancak posterolateral flizyon tekniZinin
onemli komponentini olusturur. Izole uygulanmas: teorik olarak faset eklem agnisi igin
uygun olmakla birlikte greft ve greft yatag: arasindaki kemik temas yiizeyinin siirlt olugu

nonunion riskini ¢ok arttirmaktadir, *>

POSTEROLATERAL FUZYON (PLF)
Faset eklem, pars interartiktilaris, lamina ve transvers prosesler1 kapsayan flizyon
teknigidir. Ik kez 1953 yilinda Watkins tarafindan tamimlanmis, daha sonra Wiltse

tarafindan modifiye edilerek, laminalar flizyon alanina dahil <-:di1mi$tir.183’186’187

Giinimiizde en fazla uygulanmakta olan spinal fiizyon teknigidir.”’52 Bilateral

sakrospinal kaslarin disseksiyonu ile yaklasimin tarif edilmesiyle, kan kaybinda azalma,

pedikiiler vida uygulama kolayhigi, otojen greft alma kolayhig saglanmis ve teknigin
188
uygulanmasi artmistir.

Posterolateral flizyonda nonunion oramt posterior flizyonla karsilastinldiginda daha azdir.

Bunun nedeni greft yatagindaki kanlanmanin fazla olusu ve greftlerin rotasyon merkezine
yakinlagmug olmasidir. > Bunun yaninda kas disseksiyonu nedeniyle kas kitlesi ve
innerve eden sinirler zarara ugramakta ve buna bagh agr, fonksiyon kaybi ve greft

displasmant g(’iriilmek’tedir.52



ANTERIOR INTERBODY FUZYON (AIBF)

Ik kez 1932 yihinda Capener tarafindan, lomber spondilolisteziste anterior
yaklagimla interbody flizyon uygulanrrustlr.26’58 1933 yihinda, Burns, L5-S1 arasinda
tibial otogreft kullanarak anterior interbody flizyon uygulamsg, ayni teknik 1948 yilina
kadar az sayida kullamilmig, aym yil Harmon tarafindan yeniden gozden geginldikten

sonra genis kullanim alani bulmugtur, Harmon retroperitoneal yaklagimla disk eksizyonu

26,67

ve anterior interbody flizyon uygulamistir. Lane ve Moore tarafindan tiiberkiiloz ve

spondilolistezis diginda ik kez transabdominal yaklagimla disk eksizyonu ve anterior
interbody flizyon uygulamas: bildirilmig, Lane ve Moore dejenere disk nedeniyle AIBF
flizyon uygula.mlslardlr.168 Genelde AIBF, anterior ve orta kolon tutulumlannda,
posterior flizyon basansiz oldugunda yada kifotik deformitenin giderilmesi amaciyla

kullanilmaktadir.'> Daha onceden genis laminektomi yapilmig olmast halinde AIBF
onerilmektedir. Retropentoneal yaklasim genellikle kabul gormekle birlikte,

lumbosakral bilegskeye ulasmak i¢in transperitoneal yaklagim tercih edilmektedir.>
Rotasyonel kuvvetlere karsi destek saglayan kas dokusunda olabildigince az hasar
50,51

olusturmak i¢in kint disseksiyon kullaniimaldir. Basanili bir AIBF i¢in end-plate

hazirligs onemlidir ve kullanilan iki teknik bulunmaktadir.”® Crock tarafindan modifiye
edilerek yayginhk kazanan yontemde end-plate’e parsiyel olarak kavitasyon uygulanir ve
actlan bogluklara silindirik greftler yerles;tin'lir.56 Greftlerin vertebra korpusuna
dayanmastyla kompresyon kuvvetlerine dayamklilift az olan spongioz kemikle greft
arasinda hareket olacagi ve nonunion riskinin artacag: ileri siiriilrnil:s'ciir.99 Diger

yontemde, end-plate tamamen veya tama yakin korunarak greft tizerinde maksimum

kompresyon yiikii saglamir, ancak diger yandan damarlanmanin azhig: nedeniyle uygun
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greft yatagi elde edilememektedir.”’ Anterior yaklagim disk araligmin genig
ekspozisyonunu saglamakla birlikte anterior longitidunal ligament ve anterior annulusun
eksizyonunu gerektirmekte dolaysiyla yapisal giigte bozulmaya yol a<;ma,lc1:ad1r.52 Iliak
damar yaralanmalan, spinal sinir koki ve sempatik zincir yaralanmalan ( retrograd
gjakiilasyon ve karg: taraftaki ayakta sogukluk, aym taraftaki ayakta sicaklik ), abdominal
fink sikhkla gorilen komplikasyonlandir, greft displasmam ozellikle uygun teknik

kullanilmadigi zaman ortaya g:lkmaktadxr.“’168’184 Harmon tarafindan diisiik nonunion

oram ( %1.4 - 5 ) bildirilmis olmasina karsin Lane ve Moore %80, Calandruccio ve
Benton %80, Stauffer ve Coventry %44, Inoue ve Watanabe %5, Blumenthal %27

. vy g . . eie)
oraninda nonunion oraniarn blldlrrmslerdlr.6""78’15 3,168

POSTERIOR INTERBODY FUZYON (PIBF)

1943 yihinda Cloward tarafindan ilk kez uygulanan teknik, 1953’te Cloward’n
genis serisinin yaymnlanmasindan sonra yaygin olarak kullamimaya baslanmlsnr.25 AIBF
tekniine gore avantajlan ve getirdigi yeni riskler vardir. Laminektomiyi takiben disk
eksize edilir ve end-plate kiirete edilerek greft yerlestirirlir. Retroperitoneal yapilann
zarara ugramasi minimal olmakla birlikte iliak damarlarin yaralanma riski vardir. Greftin
posterolateral yerlesimi, rotasyon merkezine yakin olugu, anterior longitidunal ligamentin
korunmas: mekanik olarak daha stabil flizyon saglamaktadir.® Hareketli segmente ait
posterior elemanlar arasindaki iligkinin bozulmasi, epidural fibrozise yol agmasi, dura
yirtilmasi, cauda equina ve sinir kokii yaralanmalan, greft displasmam goriilen

kornplikasyonla.rdlr.103 PIBF’da nonunion oram %6-12 arasinda bﬂdix‘ilnlistir,26’103



KOMBINE FUZYON

PIBF veya AIBF birden fazla segment i¢in uygulandifinda nonunion oram

artmaktadir, bu nedenle birlikte PLF uygulanmasi gerektigi bildin'hnistir.52 Genellikle
ayn: seansta uygulanmaktadlr.%’128 Dejeneratif vertebra hastaliklarinda kombine

flizyona posterior enstriimantasyon eklenmektedir.”® Kombine fiizyon uygulamast ikiden
p

fazla seviyede flizyon gerektiginde nonunion oraninda belirgin azalma saglamamugtir. 9,98

Sadece posterior yaklagimla kombine flizyon uygulamas: da (‘5nen‘lmi$tir.39 Steffee, faset
eklem ve pars interartikularis eksizyonu ile ekspozisyonun artacagim ve dura gerilmesinin
azalacagim, disk eksizyonunun daha rahat olacagimi 6ne siirmagtiir.>>  Ancak bu
durumda posterolateral kemik kayb1 artmakta ve posterolateral fiizyon i¢in gerekli greft
yatagi azalmaktadir.'” Kombine fiizyon, nonunion oranini tek seviyeli oldugunda
dusiirmekle beraber majoér cerrahi girisim gerektirmekte ve morbidite artisina yol

ac,‘malctadlr'52
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SPINAL FUZYON BiYOLOJISi

Spinal fiizyon travma, enfeksiyon, tiimor, deformite, dejeneratif vertebra
hastaliklarinin tedavi edilmesi amactyla giderek yaygin sekilde kullaniimaktadir. Ancak
her zaman istenen fizyon elde edilememekte ve bazi olgularda nonunion olugmaktadir.

Spinal flizyon olusumunu etkileyen gesitli faktorler vardir . ( Tablo 2)

Tablo 2:Spinal fiizyonu etkileyen lokal ve sistemik faktorler:

Lokal faktorler:
Mekanik Stabilite

Mekanik Yiiklenme
Biyolojik faktorler:
Yumusak doku kanlanmasi
Greft yatagimin hazirlanmasi
Greft materyelinin cinsi
Radyasyon
Lokal kemik hastalhiklan (tiiméor, enfeksiyon)

Sistemik faktorler:

Osteoporoz
Hormonlar
Beslenme
Tlaglar

Sigara

Spinal fiizyon, normalde kemik dokusunun bulunmadig: bélgede kemik yapimini
saglamaya yonelik, nonfizyolojik bir girigimdir, bu girisim mekanik ve biyolojik
faktorlerin etkisi altinda solid flizyon veya nonunion ile sonug:lanmaktédlr. Spinal fiizyon
biyolojisinin aydinlatilmasi flizyonun neden basanili veya baganisiz olduguna gtk
tutacaktir. Genel olarak spinal fiizyon sirasinda olusan biyolojik degisimler kink

.. . 2
tyllesmesine benzer.'*!
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Spinal flizyon “’de novo’ kemik olusumudur. Bu olusumun iki kaynag vardir:

Endokondral ve intramembrantz kemiklesme.

Endokondral kemiklesmede ik asama kartilajin6z donemdir, intramembranéz
kemiklesme ise direk olarak orgiimsii kemidin (woven) olusumu ile basla.r.9 Kink
iyllesmesi sirasinda hareket olmasi halinde ilk olarak endokondral kemiklesme baslarken,
hareketin minimum olmasi halinde iyilesme intramembrandz kemiklesme ile

baglamaktadir. Heterotopik kemik olusumunda o6ncelikle endokondral kemiklesme olmak

iizere her iki kemik olusumu da rol oynar, '4*17!

14 Enflamasyon dénemi; reperatf dénem,;

Kink iyilesmesinin 3 donemi vardir:
remodeling donemi. Sonugta eksternal ve mediiller kallus veya primer kemik dokusu

meydana gelir.

Enflamatuar donemde hematom gelisir ve ortamdaki nekrotik doku nedeniyle akut

enflamatuar cevap ortaya g¢ikar. Kink hematomunun osteojenik 6zellik tasidigt

gosteriimistir. 13

Reperatif fazda kallus dokusu gelisir. Eksternal kailus dokusu, kemik ve kartilaj olusumu

ile karakterizedir. Primer kallus, yaralanmaya yamit olarak salgilananan kisa oémiirli

ekstrinsik faktorlerin  etkisi ile olusur.9 Kallus olusumunun erken doneminde

intramembrandz subperiosteal kemiklesme olusmaktadlr.9 Uygun kosullarda, kallus

dokusu koprillesmeye baglar. Parsiyel oksijen basinci ve hareket kopriilesen kallus

34,75

dokusunda endokondral veya intramembran6z kemik olusumunu belirler. Hareket ve

distik oksijen basincr kartilaj olusumuna neden olur, rijid fiksasyon uygulanmis olmasi

kallus koprulesmesini inhibe eder ve iyilesme mediiller kallus olusumu ile sonuglanir.
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Eksternal kallus dokusunda endokondral kemiklesme, kirk hattinda kondrogenezis ile

baglar, kondrosit proliferasyonu olur ve bunlar matriksi olustururlar. Kondrositlerin
hipertrofiye olmasiu izleyen donemde damarlanma baglar ve kartilaj doku iginde
orgimsii kemik olugumu gorilir. Bu gelisim, bilyiime kikirdaklanndaki kemik
olusumuna benzer.”” Eksternal kallus olusumundaki hiicrelerin orjini konusunda

tartiymalar vardir. Mc Kibbin’e gére bu hiicreler periost ve kemik iliginden kaynaklanan

belirlenmis osteoprogenitér hiicrelerdir (DOPC: determined osteoprogenitor cells).114
Mc Lean ve Urist ise bu hiicrelenn pluripotent mezenkimal hiicrelerden kaynaklandigini

75,114,171

ilen1 siirmiislerdir. Bu hiicreler indiikte edilebilir osteoprogenitér hiicreler (IOPC:

Inducible osteoprogenitor cells) olarak adlandinlirlar. 18

Remodeling déneminde Wolff kanununa uygun olarak, mekanik yiiklenmelenin etkisi

sonucunda eksternal kallus kiigtilerek kemigin orijinal boyutuna ulasir.

Kink tyilesmesinin iyi agiklanmi§ olmasina karsin spinal flizyon olusumuyla ilgili sorular
yeterince aydinlatilamamugtir. Fiizyon olusumunda endokondral yada intramembranoz
kemiklesme sekillerinden hangisinin etkili oldugu tartigmahidir. Bazi ¢ahiymalarda, erken
donemde kartilaj dokunun olustugu bildirilmistir. >0 >*1331%6 Diser bir grup calismada
fizyon olusumunda endokondral kemiklesmenin degil, intramembran6z kemiklesmenin
rol oynadig: ilert sﬁrﬁlmﬁstiir.53’77 Lovell, 1989 yihinda yayinladig: ¢alismasinda ve Boden

tarafindan yakin zamanda yaymlanmis caligmada, flizyon olusumu sirasinda hem

endokondral hem de intramembran6z' kemiklegsmenin rol oynadigi, ikisinin birlikte

gorildiigi ileni strilmiistiir. 11,109

Kemik, omurgalilanin belirleyici dokusudur ve diger dokulardan farkli olarak
yasam boyunca, devamli olarak yenilenir ve tam rejenerasyon gosterir, iyilesmé slireci

yeniden kemik olugumu ile sonug:larur.75’“4’178 Kemik dokusunun bu o6zelligi yaklagik
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yiz yildir aragtirma konusu olmus ve osteogenezisin indiiksiyonu, dolayisiyla kemik
iyilesmesinin  arttinlabilecedi dﬁsﬁnﬁhnﬁstur.ll4’l7l’l7s 19.yiizyil sonunda Senn,
osteomiyelit nedeniyle olugan kemik defektinin tedavisi amaciyla demineralize sigir
kemigini 10 hastada ve 14 kopegdin kafatast defektinde kullanmis ve her iki durumda

143,178 Urist, demineralize kemik matriksinin

kemik iyillesmesinin arttigim bildirmistir.
osteoblastik diferansiyasyon sagladigim gostermis, bu isleme kemik indiiksiyonu ve bunu
saglayan demineralize matriks igindeki maddeye kemik indiiksiyon maddesi adim1 vermis
ve aym calismasinda bu maddenin muhtemelen protein yapisinda oldugunu

bildirmistir.171 Urist’in bu g¢aliymasindan sonra aragtrmalar kemik indiiksiyon

maddesinin taninmasina ve indiiksiyon biyolojisinin anlagiimasina yonelmistir.
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KEMIK INDUKSIYONU VE BUYUME FAKTORLERI

Nonunion tedavisinde, kemik defektlerinin tedavisinde ve flizyon amaciyla yeni
kemik dokusu olusumunu destekleyecek materyellerin kullanlmasi tedavinin 6nemli
par¢asim olusturur. Bu amagla otogreft, allogreft ve sentetik biyomateryeller uzun
yillardan beni kullamilmaktadir. Bu implantlar, ii¢ mekanizma ile iyilesmeye katkida

bulunurlar: Osteokondiiksiyon, osteogenezis ve osteoindiiksiyon. 19,32,101,136,155

Osteokondiiktif materyeller buyiyen kemik igin iskelet olustururlar, kemik olusturucu

komponentlerin migrasyonunu kolaylastinrlar, osteogenetik yada indiiksiyon ozelligi

tagimazlar. I

Osteogenetik materyeller, preosteoblastik ve osteoblastik hiicreleri igerir ve bu hiicreler
¢ogalarak direk olarak kemik olusumunda rol oynarlar, otojen greft ve kemik iligi bu

ozelligi tagiyan materyellerdir. 135,178

Osteoindiiksiyon, implantasyon bolgesindeki pluripotent hiicrelerin  farkhilagarak

kondroplast ve osteoblast haline doniigmesidir. 19,135,178

Ideal greftin her ii¢ biyolojik aktiviteyi de gostermesi istenir. Ancak sadece otogreft bu

Ozelligi tagimaktadir. 135,178

Urist tarafindan demineralize kemigin indiiksiyon &zelligi bulunduktan sonra yapilan
¢aliymalarda, demineralize kemigin, dentin ve kemigin nonkollajen fraksiyonlarinin ve

osteosarkom  dokusunun  heterotopik  implantasyonu ile kemik  olusumu

g(jsterilmistir.171’172’175 1979 yilinda, demineralize kemikten osteoindiiktif madde izole
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edilmig ve dugik molekil agirhikli glikoprotein yapisinda oldugu gosterilmis, “’Bone

Morphogenetic Protein: BMP ©* olarak adlandu'llrm,c,tlr.144 Daha sonra osteogenetik

faktorler ve BMP fraksiyonlan izole edilmistir. >**1%>17® BMP fraksiyonlarmmn tavsan,

sigir, dentin matriksinde, fare ve insan osteosarkom dokularinda bulundugu
e o g 2,64,163,178 : S e . di i g

gosterilmugtir. Kemik matriksin osteoindiiktif etkisi ve BMP’in indiiksiyon

Ozelligi gosterildikten sonra osteindiiksiyon biyolojisi de agikhiga kavusturulmustur. 143

DBM (Demineralized Bone Matrix) tarafindan saglanan osteoindiikiyonun major

143,169,170 F

fazlanm kemotaksis, mitozis ve diferansiyasyon dénemleri olusturur. are

kasna DBM implantasyonu sonrasinda osteoindiiksiyonun fazlari histolojik olarak
gosterilmistir: Plazmada bulunan fibrornektin DBM’e baglanir ve kemotaksis baglar.

Fibronektin, kollajen, fibrin ve heparin afinitesi olan ve kemotaktik, mitotik 6zellik

tagiyan protein molekilidir. 3 Ortama g6¢ eden mezenkimal hiicrelerin mitozu ve

proliferasyonu ikinci dénemde olur. ' Kartilaj olusumu, vaskularizasyon ve kemik
olusumu diferansiyasyon fazinda ortaya ¢ikar ve siire¢ 21 giinde tamamlanarak kemik

iligt elemanlanni igeren olgun kemik olusumu tamamlanir.

Kemik olugumu i¢in ortamdaki osteoblast ve osteoklast say1 ve kalitesinin yeterli olmast
gereklidir.B’54 Hiicre ¢ogalmasim saglayan diizenleyici mekanizma BMP tarafindan
baglatilir. Inditksiyon bir kez basladiktan sonra her safha bir sonraki safhay: aktive eder.
2334 By mekanizmanin isleyisi sirasinda kemik biyiime faktérleri etkili olur.”® Kemik

iyilesmesinin bagarisiz olusu, uygulananan tedavinin yetersizlifine degil osteoindiiktif

diizenleyici mekanizmanin igleyigindeki aksakliklara baglanmaktadlr.23’34’54 Bu nedenle
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aragtirmalar biyliime faktorleri tzerinde yogunlastinlarak etki mekamzmalan

aragtirilmaya baglanmgtir.

KEMIK BUYUME FAKTORLERI

Kemik olusumu kompleks bir islemdir, bu islemde hormonlar ve buyiime
faktorleri (Growth Factors) diizenleyici rol oynarlar.23 Kalsiyum ve fosfat
metabolizmasim diizenleyen hormonlar, kemik regilasyonunun sistemik diizenleyicisi
olarak rol oynarken, biyiime faktorleri lokal diizenleyici olarak gorev alirlar. 120 Biylime
faktorleri osteoblast proliferasyonu, kemik matriks ve kollajen sentezini etkileyerek

23,120

kemik olusumunu diizenlerler. Biiyume faktorleri kemik makriksinde yer ahrlar ve

otokrin veya parakrin yolla ortama salimirlar, 1212 ( Tablo 3)

Tablo 3: Biiyiime faktorleri

TGF (Transforming Growth Factors: Alfa,Beta,nonAlfa-nonBeta)
FGF (Fibroblast Growth Factor)

PDGF (Platelet-derived Growth Factor)
IGF (Insuline like Growth Factor )
BDGF (Bone-derived Growth Factor)
BDI (Bone-derived Inhibitors

CDF (Cartilage-derived Factor

BMP (Bone Morphogenetic Protein)
ON (Osteonectin), OC (Osteocalcin)

IL 1 (Interleukin 1)

PG (Prostoglandin)
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Biiyiime faktorlerinin kemik matriks sentezi ve hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkileri Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4: Biiyiime faktorlerinin kemik olusumu iizerine etkileri

Matriks sentezi Hiicre proliferasyonu

TGF J )
FGF 3 T
PDGF 0 T
IGF 0 0
BDGF T 0
BDI ? $
CDF 0 t
BMP - T
IL-1 0 )
PG T Tl
TGF :

TGF normal ve neoplastik dokulardan elde edilen TGF’nin 3 tip1 belirlenmistir:

TGF-a, TGF-B ve TGFnon o - . 23

Bunlar i¢inde TGF-B° nin yapist ve kemik olusumu tizerine etkisi tanimlanmigtir. 25000 d
molekiil agirthginda polipeptid yapili bilesiktir, 6zellikle trombosit ve kemik matriksinde

bulunmakla beraber plasenta ve bobreklerden de izole edilmistir.68’120’127

Ayrica serumda
alfa-2 makroglobuline bagh olarak bulunmaktadir.'?* BMP ile birlikte en giiglii kemik
indiiktorii olarak tamimlanmaktadir.>*”’ Kemik rezorpsiyonuyla birlikte, TGF, aktif

formuyla ortama salinir ve osteoblastlara etki eder.!2 Etkisi, osteoblast proliferasyonunu
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stimiile etmek ve osteoblast kemotaksisini arttirmak ,c,eklindedir.z“’122 Bu etki distk
konsantrasyon dozunda olurken, yilksek konsantrasyonda inhibisyon etkisi gosterir ve

24127 fnvivo ve invitro ¢aligmalarda, kark

osteoklastik kemik rezorpsiyonunu arttinr.
kallusunda TGFB salimm oldugu gosterilmis ve iyilesme doneminin baslamasinda
diizenleyici rolii oldugu ileri surilmigtir.”> BMP grubundaki faktorlerin aminoasit
dizilimlerindeki benzerlikleri nedeniyle TGF iist ailesinden olduklan ileri surilmastir.*
TGFB, BMP’den farkli  olarak  ektopik kemik  olugumunu  indikte

.0 i M 12 . . .
etmemektedir,>*6%120:122127 TGF B, kemik matriksinden, osteosarkom dokusundan,

domuz trombositlerinden ve rekombinant gen yoluyla elde edilmektedir. '*+12%127

Rekombinant insan TGFB (rhTGF@) ile yapilan deneysel bir ¢aliyjmada, rhTGFp
emdirilmis trikalsiyum fosfat ile kaph implantlann ¢imentosuz uygulamalannda, implant

tizerinde kemik biiyiimesinin TGFB’siz TCP kapli implantlara gére daha fazla oldugu

gosterilmigtir. 104

FGF:

13000 kd molekiil agirhginda peptidtir, sigir pituiter bezinden izole edilmis ve

fibroblast, myoblast, kondrosit ve endotel hiicrelerini prolifere ettigi g,(')sten'lmistir.23

Sigir ve insan kemiginde, matriks iginde bulunmaktadir.'*® Osteoblast ve kink kallusu

194 Ekstremite mezenkimal hiicrelerini uyararak

i¢indeki hiicre proliferasyonunu uyarir.
¢ogalmalanm sagladifi ve tavuk embriyolarinda lokal uygulanmasiyla yeni ekstremite
olusmasina yol agtig gésterilnxistir.194 Akondroplazi ve Crouzon Sendromunda FGF

reseptor genlerinde mutasyon oldugu bildirilmistir.'** Yiiksek dozarda inhibe edici etki

.2
g(’is’cermektedlr.~3
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PDGF:
Osteoblastlar da dahil olmak iizere mezenkimal kaynakli hiicreler lzerinde

3 Ik olarak trombositlerden elde edilmis, daha sonra sigr

prolifere edici etki g('isterir.2
ve insan kemigi ile osteosarkom hiicrelerinde de bulunmugtur, 28000-30000 d molekiil

agwhkh, polipeptid yapidir. 120 K emik olusumunu aktive etmesi yaninda, farelerde kemik

rezorpsiyonunu da arttirdigt g(‘isterilmistir.122

IGF:

Yapisal olarak instiline benzeyen 2 major tipt vardir ve somatomedin olarak ta
adlandinlir, bityiime hormonuna bagiml, diizenli bityiimeyi stimiile eden peptidler olarak
tanmirlar.”>  Kemik tzerindeki etkileri hiicre proliferasyonu ve matriks sentezini

arttirmak seklinde olmaktadir.>'2%1%

IL:

Monosit, makrofaj ve osteoblastlann IL-1, IL-3 ve IL-6 furettiklen ve bu

faktorlerin hiicre gogalmasinda artma ve azalma yaparak, ayrica kemik rezorpsiyonunu

arttirarak kemik yapiminda diizenleyici etki gosterdikleri bildirilmi;;’cir.120

PG:

Kemik ve osteosarkom hiicrelerinin  prostoglandin salgiladiklari ve invitro

¢aliymalarda kemik metabolizmasimi etkiledikler1 ve ozellikle rezorpsiyon artigina
yol agtiklan gé')sterilmistir.23
BMP:

BMP’lerin yapilari, kromozom yerlesimleri ve kodlayici genlenn ve ektopik-

ortotopik kemik olusturma 6zellikleri ayrintilanyla agikliga kavusturulmustur. BMP’lerin
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insan DNA’s1 ile yapilan g¢aliymalar sonucu 7 iiyeli bir protein ailesi oldugu bulunmusg

ayrica aminoasit homolojisi nedeniyle de TGFP st ailesinden olduklar bildirilmigtir.>*14¢

BMP’in  sifir kemiginden ekstraksiyon yontemi Urist tarafindan tammlanmxstlr.178

Sigir, tavsan, fare, insan kemigi ve osteosarkom hiicrelerinden elde edilen BMP’in diisiik
molekil agihkli, invitro ¢ozilmeyen, glikoprotein yapisinda oldugu ve memeliler
arasindaki farkli tiirlerden elde edilen BMP yapisinn homolog oldugu

.64,86,100,119,143,161,163

saptanmugtir. BMP’in ektopik ve ortotopik yerlesimi kemik

119

olusumuna yol agart. 1969 yilinda demineralize kemik matriksinin kemik indiiksiyonu

sagladigimi gosterdikten sonra Urist ¢aligmalanm indiktif maddenin tanimlanmasi
yoniinde yogunlagtirmis ve 1979 yilinda disik molekul agirlikli glikoprotein yapisindaki

BMP’1 sigir kemiginden izole etmistir.176 Daha sonra tavsan, insan kemigi, dentin ve

66,161,163,171,173,174,175,179

ostesarkom dokusundan BMP izole edilmigstir. Baz1 yazarlar

BMP’leri osteojenik proteinler olarak adlandirmaktadirlar (Osteogenic Protein: OP ).*-
BMP grubu iginde farkli molekiiler yapida 12’den fazla protein bulunmaktadir, bunlardan
BMP-1, BMP-2A -2B BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6 BMP-7’nin ektopik kemik

olusumu sagladig: gt)sterilmistir.144 1988’de Wozney tarafindan insan BMP-1,-2.-3 ve -4

proteinleri rekombinant gen yoluyla elde edilmistir.lgo BMP’lerin insanlardaki

32,132,144,146,158

kromozomal yerlesimleri de saptanmustir (Tablo 5). Bu genlerdeki

mutasyonlar gelisimsel bozukluklara yol agmaktadir: 20. kromozomda bulunan BMP-2
genine ait mutasyonlar Fibrodisplazi Ossifikans Progressiva’ya ve 14. kromozomda
yerlesmis BMP-4 genindeki mutasyon Holt-Oram Sendromu’na, 8. kromozomda

yerlesmiy BMP-1 genindeki mutasyon Multiple Herediter Osteokondromatozis’e yol

ac;ma.kta.dlr.l‘m’138
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TABLO 5: BMP’lerin kromozom yerlesimleri:

Kromozom
BMP-1 8
BMP-2 20
BMP-3 4
BMP-4 14
BMP-5 6
BMP-6 6
BMP-7 20

BMP invivo ¢ozinir bir yapidadir ve tasiyict olmadan implante edilmesi halinde
indiiksiyon etkisi géstermeden hizla emilir.’ BMP kollajenaz etkisine dayamkhdlr.178
BMP, preprogenitor mezenkimal hiicrelere etki ederek kondrosit ve osteoblasta

farklilasmalanim ve kemik indiksiyonunu saglar, islem bir kez bagladiktan sonra kemik

olusumunun devamu igin aritk BMP gerekli olmaz ve indiiksiyonun her asamasi bir

- " . . . .
M Kk uglanmin demineralizasyonu ile elde edilen

sonraki agamay stimiile eder.
DMB’nin indiiksivon etkisinin daha gii¢lii oldugu gosterilmig ve bu kirik uglannda aktif
BMP miktarimin daha fazla bulunmasina baglanmls,'ur.76 BMP’nin kallus olusumuna
etkisi, subperiosteal yerlesimi ile kink kallusundan histolojik olarak farkli olmayan kallus

dokusu olusturmasiyla g«‘:is'cerilmis;tir.93 Kemik sarkomlarindan osteosarkom ve malign

mezenkimal histiositomada (MFH), yumusak doku sarkomlanndan yine MFH,

liposarkom: ve leimiyosarkomda BMP sentezlendigi goriilmiistiir, fakat MFH’de BMP
tretimine karsin neden kemik olusumunun meydana gelmedigi belli degildir.194 Ewing
sarkomu ve fibrosarkom hiicrelerinde BMP bulunmamlstlr.194’84 Osteojenik

sarkomlarda fazla miktarda BMP sekrete edilmesinin prognozun kotiliigani gosterdigi

iddia edilmektedir.”
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Insan serumunda RIA yéntemiyle BMP miktan olciilmiig ve biyiime ¢agindaki gocuklarda
ve Paget hastahdr olanlarda yiiksek miktarda saptanmig, postmenapozal dénemdeki agir
osteoporozlu kadin hastalarda diisiik serum konsantrasyonlan 6lgiilmiis ve direk veya indirek

yoldan bu hastaliklarla BMP arasinda iliski oldugu ileri suriilmt'i$,tiir.84 OP-1 (BMP-7)

bobreklerden, BMP-3, BMP -4 ve BMP-5’in akcigerlerden salgilandig saptanmustir. 132

DBM'’in induktif etkisinin bulunmasiyla 6énce DBM, daha sonra BMP’in sigir ve insan
kemiginden izole edilmesiyle de, sigir ve insan kaynakli BMP deneysel ve sinirli olarak klinik
calismalarda, kemik defektlerinin tedavisinde kullanimis ve basanli sonuglar

1,9,45,62,81,82,87,88,89,86,106,148,151,159,181,189 Johnson ve arkadaslari insan

bildirilmigtir.
kemiginden ekstrakte edilen BMP’yi nonkollajen protein tasiyici ile femoral nonunionlu 12

hastada kullanmiglar ve 11 hastada tam iyilesme sag:'glamlslardxr.g5 Rekombinant yolla insan

BMP’inin elde edilmesiyle, deneysel ¢alismalarla segmental defekt ve nonunionlarda rhBMP

. o1 0 T 37.1:
etkisi aragtinlmug, basanl sonuglar blldmlmlsftlr.‘7“'8’30’37’Hl’193

BMP’in kemik defektlerinde, nonunionlarda deneysel ve klinik ¢alismalarda basanli sonuglar
vermestyle ortopedik cerrahideki kullanim alami giderek genislemis ve spinal cerrahide

kullammina yonelik ¢aligmalar da baglatilmistir.



22

SPINAL FUZYONDA BiYOLOJIK DESTEK

Spinal fiizyon yonteminin en 6nemli 6gesi yeni kemik olusumunun desteklenmesidir.
Bu amagla en sik kuilanilan materyel otojen kemik greftidir. Otojen kemik grefti osteojenik,
osteoinduktif ve osteokondiiktif 6zelliklerini icermesi nedeniyle greft materyeli olarak altin

10,41,69,126,129,136

standart olarak kabul edilmektedir. Ancak sinirlt miktarda elde edilebilmesi,

ikinci cerrahi girisimi gerektirmesi, %5-25 oraninda komplikasyon (greft yeri agnsi, kanama,
parestezi, hiperestezi) olusturmasi, operasyon siiresini uzatmasi, kullanimiyla %80-90
oranlarinda basan saglanmig olmasina ragmen greft olarak farkli materyellerin denenmesine

10 55,136,140 5,15
ve kullanilmasina yol agmustir. A1,46,35,136,140,141,145,153

Allogreftler, otogrefte segenek olarak genel ortopedik cerrahide ve spinal flizyonda
kullanilmaktadir. Sajladigi en Onemli avantaj greft yeri morbiditesinin ortadan kalkmis
olmas: ve yeterli miktarda elde edilebiimesidir. Otojenik ozelliginin az olmast, bulasict
hastaliklar tagima riski, immiinolojik reaksiyonlara yol agmasi ve vaskiilarizasyonunun yavas

o 3.1« 7113 .
olmasindan dolay1 greft uyumunun azalmasi dezavantajlarldlr.10’1”“’17’19’9"“’ Spinal

fizyonda allogreft kullamminin 2 endikasyonu bulunmaktadir: Yetersiz miktarda otogreft
bulunmasi; yapisal greft (strut) gerekmesi, 6rnegin birden fazla disk araligina flizyon

uygulama geregi.'lo Uygulanacag anatomik bolge, hastanin yasi ve allogreft tipi spinal

10,20,33

fizyon i¢in kullaniminda basany etkileyen faktorler olarak bildirilmistir. Butterman ve

arkadaslan tarafindan yapilan spinal flizyonda allogreft kullammuyla iigili literatiir

incelemesinde lomber posterolateral flizyonda otogreft kullamlmas: gerektigini, bu bélgede
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allogreft kullamlmast halinde etilenoksit allogreftlerin tercih edilmesi gerektigi ve lumbar

interbody fiizyonda yapisal allogreftlerin otogreft kadar iyi sonug verdigi bildirilmistir.zo

Seramik yapih implantlar osteokondiiktif oézellikleri nedeniyle otogrefie segenek olarak
dikkat ¢ekmislerdir. Osteoindiiksiyon 6zelliklert olmamasina karsin yeni kemik olusumu igin

16,48,71,72

gecen sire boyunca giiglii mekanik destek saglamalan avantajlandir. Seramiklerin

invivo kullaniabilir olmalan igin dokulara uyum saglamalari, immiin reaksiyon

yaratmamalan, viicut svilannmin  kimyasal etkilerine karst stabil kalmalan, kolay

10,71

sekillendirilebilmeleri gereklidir. Kalstyumfosfat yapili seramikler (Hidroksiapatit-HA ve

trikalsiyumfosfat-TCP) bu Ozellikleri tasiyan ve en sik kullamlan materyellerdir.16 HA ve
TCP kangimi, interbody flizyon amaciyla tavsanlarda kullanidmis 12. haftada kemik
olusumunun seramik bloklarinin merkezine ulastig gc')rijlmustur.J'8 Bir diger ¢aligmada
posterolateral fiizyon amaciyla HA kullamlmig ve 6 ay sonunda kaynamaya

rastlamlmarrust1r.73 Koyunlarda yapilan bir ¢calismada posterolateral flizyon igin mercan ve

HA-TCP kullanilarak %100 oraninda flizyon elde edilmistir‘60

Seramiklerin, otogreft, DBM ve osteoindiktif proteinlerle kompozit greft olusturularak

kullamldiklar: galismalar bulunmaktadr,>>!37-16%-180

Demineralize kemik matriksi immuinitesi en az olan allogrefitir, osteokondiiktif ve osteojenik

6zelligi bir arada tagir. Spinal fizyon amaciyla kullanildig: deneysel galismalarda fiizyon

iizerine olumlu etkileri bildirilmistir,>'+>>+61:108:130
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BMP’in kemik defektlerinde deneysel ve klinik kullanimt ile saglanan basar, nonunion riski
tastyan spinal fiizyonda da uygulanabilecegini digiindiirmiis ve bu amagcla deneysel ¢aligmalar
yapumistir. Spinal flizyon amactyla BMP’in kullaniddin itk deneysel galisma Lovell
tarafindan yapimgstir. Kopeklerde, torasik boélgede posterior fiizyon amaciyla BMP’in
kullanildigr bu ¢alismada otogreft kullamlan kontrol seviyelerine gére BMP uygulanan

seviyelerde yiiksek oranda fiizyon saglanmistir. 199 Kemik matriksten elde edilen dogal BMP

ve rekombinant insan BMP’1 son zamanlarda yaymnlanan deneysel ¢aligmalarda posterolateral
spinal flizyonda kullanilmig, flizyon oramim arttirdigi ve nonunion sorununa Onemli bir

) et e 2,29,123,
¢Oziim olabilecegi bellrtllmls‘ur.7’8’”’1 29,123,150

TASIYICI SISTEM

BMP’in invivo ortamda kolayca ¢oziinir olusu ve bundan dolayr osteoindiktif

etkisimm  gosteremeden  emilmesi,  tastyict  bir  sistem  ide  kullaniimasini

25 . ) . . .
93.94.116,125,16L164 140 tastyici sistemin doku uyumlulugu olmasi, BMP’in

gerektirmektedir.
salimmina izin vermesi, etki sagladiktan sonra tamamen emilmesi, gerektidinde mekanik
destek saglamasi, immiin reaksiyon olusturmamasi gereklidir.”7’162 Bu amagla, HA, TCP,
kollajen, kemik iligi, DBM, al¢1 (Plaster of Paris:PLP), dogal ve sentetik mercan, polilaktik

. . .. 2 2
asit polimerleri, titanyum tastyici olarak kulla.mlmlst1r.93’l 16,117.125,161,162.164,180
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GEREC VE YONTEM
Bu ¢alismada, hayvanlann bakimi ve ameliyatlan IU Veterinerlik Fakiiltesi Cerrahi
Ana Bilim Dalinda; sigir kemiginden BMP saflastinimasi TUBITAK Gida Teknolojisi ve
Tibbi Biyoloji Béliimlerinde; histolojik incelemeler IU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Ana
Bilim Dalinda; radyolojik incelemeler MU Hastahanesi Radyoloji Ana Bilim Dalinda;

istatistiksel degerlendirmeler MU Tip Fakiiltesi Bioistatistik Ana Bilim Dalinda yapilmustrr.

Hayvan Modeli:

Yerel saticidan, karaman cinsi, tiimi disi, olgun (3 yasinda), ortalama agirhiklar 26.5
kg olan 10 adet koyun satin alindi. Koyunlar, [U Veterinerlik Fakiiltesinde, biyitk hayvan
agilinda, veteriner hekim kontrolinde bakima alindilar ve bir hafta siireyle sistemik hastalik
agisindan izlendiler. Cerrahi girisim 6ncesi ve sonrasinda hayvanlar kuru ot, yonca ve su ile

beslendiler.

BMP Saflastiriimas: ve implantiarin Hazirlanmast:

Sigir kemiginden BMP saflagtinlmasinda, Unist tarafindan tarif edilen parsiyel

saflagtirma yontemi kullanild:. 178

1 yaginda, 24 saat icinde kesilmis sigirlardan elde edilen kortikal kemikler, yumusak doku ve
kemik ilikleri temizlendikten sonra soguk su ile yikanarak sivi nitrojende donduruldu. 10 kg
agichigindaki kortikal kemik parcalan TUBITAK Gida Teknolojisi Bolimiinde, ceneli
kincilar ile klnlarék, 1 mm’lik tanecikler haline getirildi. Kan elemanlanmin temizlenmesi
amaciyla sodyum azid (NaNs, 5 mmol/L) ile yikama yapildi. Demineralizasyon amaciyla, 1sis

4 derece olan soguk odada, 0.6 N hidroklork asit (HCL) i¢inde 48 saat bekletildi. NaNj ile
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tekrar, 3 kez yikama yapilarak kan kalintilan tamamen uzaklagtinldi. Taneciklerin yag
igeriginin temizlenmesi amaciyla birebir kangimdaki kloroform-etanol ile 12 saat yikand.
Suda eriyebilen proteinlerin uzaklastinimasi igin, 0.5 M sodyum etilendiamin tetraasetik asit
(Na EDTA), 2 M kalsiyum klorir (CaCly), 8 M lityum kloriir (LiCl) ile 4 derecede yikama
yapildi, bu islem sonucunda jelatin elde edildi. Kemik matriks jelatinden (BMJ), BMP’in
ayngmasi i¢in 0.5 M kalsiyum kloriir (CaCL,), 10 mmol azoetilmaleimid (NEM), 1 mmol
fenilmetilsiilfonil flonnd (PMFS) igeren 6 M tire igeriginde, 25 derecede 24 saat bekletildi ve
BMP fraksiyonlan ¢o6zelti haline getirildi. Cozeltinin lre konsantrasyonu 0.5 Molara
dustrilerek protein ¢oktirildi, santrifiije edildi ve liyofilizasyon yontemiyle kurutuldu. 6 M
tre ile tekrar ¢oziinir hale getinilip 1M dre ile ¢okturilda, santrifiij ve kurutma yapildi.
Cokelti tekrar 6 M tre ile ¢ozuldikten sonra, CM-selliiloz (Karboksimetil) ile pozitif yiiklii
non BMP protein fraksiyonlan baglandi, BMP igeren iist kisim toplanarak kurutuldu. Son
asamada 6 M tire ile ¢6ziildi ve ¢ozelti DEAE-sellilloza (Dietilaminoetil) emdirilerek negatif
yukli non BMP fraksiyon baglandi, istte toplanan ve BMP igeren serbest kisim toplanarak
deiyonize su ile yikandi, erimeyen BMP ¢okelti olusturdu ve bu ¢okelti liyofilize edildi.
Yumusak dokudan temizlenmis 10 kg kortikal sifir kemiginden 300 mgr bBMP elde edildi

(Tablo 6).
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Tablo 6: BMP parsiyel saflagtirma agamalan
1.basamak: 10 kg kortikal kemigin yumusak doku ve kemik iliginin temizlenmesi

ve sivl nitrojende dondurma

2.basamak: Kortikal parcalarin kiridarak 1 mm tanecikler haline getirilmesi; S mmol
NaNj ile yitkama

3.basamak: 0.6 N HCL ile 4 derecede 48 saat bekletme: Demineralizasyon
NaN; ile 3 kez yikama

4.basamak: Kloroform-metanol (1:1) ile yikama: Yaglarin uzaklastirnimas:

5.basamak: 0.5 M Na EDTA, 2 M CaCl,, 8 M LiCl ile 4 derecede, yikama: Jelatin
olusumu

6.basamak: 0.5 M CaCl, 6 M iire ( 0 mmol NEM, 1 mmol PMFS iceren 6 M iire
icinde, 25 derecede, 24 saat bekletme: BMP’in ¢oziilmesi

7.basamak: 0.5 M iire ile ¢oktiirme, santrifiij, ¢cokeltinin liyofilizasyonu

8.basamak: 6 M iire ile ¢ozelti olusturulmasi

9.basamak: 1 M iire ile ¢oktiirme, yitkama ve liyofilizasyon

10.basamak: 6 M iire ile ¢ozelti olusturarak CM-selliiloza emdirme, iistte kalan
kismn liyofilizasyonu

11.basamak: 6 M iire ile ¢ozme, DEAE-selliiloza emdirme, iistte kalan kismn

suda yikanmasi, BMP iceren cokeltinin liyofilize edilmesi.
| I A T e O Saraaaaeass. o W o wow |

200 mg bBMP, her bin 20 mgr’lik 10 ayn pargaya ayrildi ve etilen oksit ile sterilize
edildikten sonra ayn cam tiipler iginde, -70 derecede saklandi. Geni kalan 100 mg bBMP,

10’ar mg ik pargalar halinde saklandi.
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ALCI-bBMP Bilesiminin Hazirlanmasi:

10 ayn parga halinde 20’ar mg al¢1 (Plaster of Paris=PLP) hazirlanarak etilen oksit ile
sterilize edildi. Ameliyatlar sirasinda, 20 mg al¢1 ile ameliyattan bir énceki giin 4 dereceye
alinarak ¢oziilmesi saglanan 20 mg bBMP kantinldi, kansima 0.2 ml distile su eklenerek
al¢1 donduruldu. Dondurma islemi sirasinda kangima sekil verilerek 3 mm g¢apinda, 20 mg

bBMP igeren kiireler olusturuldu.

Otogreft Hazirlanmas::
Ameliyat sirasinda sag posterosuperior spina iliakadan spongioz greft alindi, 3 mm

capina getirilerek implantasyon i¢in hazirland:.

Deneysel Plan:
Ayni hayvanin lomber bolgesinde L3-L4 disk arah@ A grubu, L4-L5 disk araligi B
grubu ve L5-L6 disk araligi C grubu olarak hazirlandi. A grubuna otogreft, B grubuna algi,

C grubuna al¢1-bBMP bilegimi implantasyonu planlandi. (Tablo 7)

Tablo 7: Olusturulan gruplar ve implant materyeli
SO

Gruplar Disk Arahg Implant
A L3-1L4 Otogreft
B L4-L5 Alg1
C L5-Lé6 Al¢i-BMP
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Cerrahi Girisim:

Ameliyatlar IU Veterinerlik Fakiiltesi Cerrahi Ana Bilim Dah ameliyathanesinde
gerceklestinldi. Xylazine (00.1 ml/kg/im) ve ketamine (15mg/kg/im) ile genel anestezi
uygulandi. Prone pozisyon verildikten sonra lomber ve sag iliak bolge trag edildi. Alan
povidine-iyot ile yikandiktan sonra steril ortiinme saglandi. Lomber bolgede orta hat
longitidunal insizyonla cilt, ciltalt: gegildikten sonra fasya insizyon hatti boyunca kesildi. Sol
tarafta, paraspinal kaslar kiint disseksiyonla laterale siyrilarak lamina, faset eklemler ve
tranvers prosesler ekspoze edildi. Sirastyla L3-L4, L4-L5 ve L5-L6 vertebra korpuslanna,
ucu diiz kiiret ile transpedikiiler yoldan ginldikten sonra, ucu egri kiiret ile disk aralifina
dogru yol 3 mm’lik implantlann yerlestirilmesine izin verecek sekilde genisletildi ve disk
arah kiirete edildi; kiiretaj materyeli diske ait oldugunun belirlenmesi amaciyla patolojik
inceleme i¢in % 10 formol i¢ine alindi. Sag spina iliaka postero-superiordan spongidz kemik
alinarak, 3 mm ¢apinda greft hazirlandi. Steril kosullarda, 20 mg al¢1 ve 20 mg bBBMP 0.2 mi
su ile kangtinlarak donduruldu ve karnisim 3 mm ¢apli kiire haline getirildi; 20 mg alg1 0.2 ml
su ile kangstinlarak ve 3 mm’lik kiire haline getirilerek al¢1 implantt hazirlandi. Kiiretaj
tamamlandiktan sonra L4 transpedikiiler yolu ile L3-L4 araligina otogreft; L5 transpedikiiler
yolu ile L4-L5 araligma al¢i, L6 transpedikiiler yolu ile de L5-L6 arahigina al¢i-bBMP
bilesimi implante edildi. Transpedikiiler giriy ve disk materyelinin kiiretaji sirasinda
peroperatif direk grafi cekilerek lokalizasyonun dogrulugu ve disk araligina yerlestirilmis
Alg1-bBMP bilesimi gozlendi (Resim 1, 2 ve 3). Fasya ve cilt alt emilebilir dikis ile, cilt ipek

dikis ile kapatildi. Peroperatif verilen sefazoline (20 mg/kg/im) ile antibiyotik profilaksisi
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uygulandi. Profilaksiye postoperatif, 24 saat devam edildi. Postoperatif donemde, hayvanlar
bakim odasina alindi, hareket etmelerine izin verildi.
Fiizyonun Degerlendirilmesi:
Fiizyon olusumu radyolojik ve histolojik ¢aliymalarla degerlendirildi.
Radyolojik Calisma:

Radyolojik incelemeler hayvanlar canli iken IU Veterinerlik Fakiiltesi Radyoloji
Béliimiinde, hayvanlar oldiiriliip lomber bolge ¢ikanildiktan sonra MU Hastahanesi
Radyoloji Ana Bilim Dalinda yapildi ve tiim goériintiiler burada degerlendirildi. Postoperatif
2, 3 ve 4. haftalarda standart lomber 6n-arka ve yan direk grafiler gekildi ( 90 cm / 40 kV- 2
mA / 0.80 sn). Dordiincii hafta sonunda hayvanlar oldiirtilerek, lomber bolge ¢ikanldi,
sagital ve aksiyel Imm’lik kesitlerle tomografi (GE Med.Sys.) ve | mm’lik kesitlerle T1-T2
agirlikh MR (GE Med.Sys.) goruntileri ¢ahsildi. Gérintiler kér olarak, 3 radyolog
tarafindan degerlendirildi. Disk araliklarinda kemik olusumu, var (pozitif) veya yok (negatif)
olarak tanimlandi. MR gorintilleriyle spinal kanal darhigi, dura basist olup olmadig
degerlendinildi.

Histolojik Calisma:

Histolojik incelemeler [U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dalinda
yapildi. Dordiincti hafta sonunda 10 hayvan, letal dozda pentobarbital verilerek oldiirildii.
Torakal 12. vertebra ve sakral 2. vertebra arasinda kalan segment zarara ugratiimadan
¢ikanldi, yumusak dokular temizlendikten sonra % 10 formol igine koyularak 24 saat tespit
edildi. Doku 6meklen dekalsifiye edildikten sonra parafin bloklar iginde takibe alindi. Takip

sonunda 5 um kesitler alinarak hematoksilen-eozin ile boyama yapildi. Preparatlar isik
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mikroskobunda x40, x100 ve x200 biiyiitme ile incelendi. Incelemeler kor olarak yapild.

Yeni kemik olusumu, var (pozitif) veya yok (negatif) olarak tanimlandi.

bBMP’in Biyolojik Aktivite Ol¢iimii:
10 mg al¢1 ve 10 mg BMP kangimindan olusan bilesim 4 farenin femoral kasi igine
yerlestirildi. 4 hafta sonra hayvan o6ldiiriilerek, heterotopik kemik indiiksiyon etkisin1 gérmek

amactyla, implantasyon bolgesi histolojik incelemeye alindi.

bBMP’in Analitik Sodyum Dodesil Siilfat Poliaakrilamid Jel Elektroforezi ile
Tanimlanmasi SS-PAGE):

TUBITAK Tibbi Biyoloji Laboratuarinda yapilan bu ¢alismada bBMP 6rnegi, 100
mikrogram % 0.002 SDS, 6 M iire, % 0.001 merkaptanol, % 0.02 M fosfat tamponad: (pH
7) iginde, 10 derecede 2 dakika isitilarak ayngtinldiktan sonra oda sicakliginda
sogutulup % 0.05 bromofenol mavisiyle kanistinldi. Solusyon jel tizerine alinarak 12 saat
siireyle 15 miliamperde birakildi. Elektroforez sonrasi Coomasie parlak mavwisi ile boyanarak

BMP fraksiyonlan degerlendirildi.

Istatistiksel Degerlendirme:
MU Tip Fakiiltesi Bioistatistik Ana Bilim Dalinda yapildi. Ki-kare testi kullamilarak

A, B ve C gruplannda, pozitif ve negatif kemik olusumu arasindaki fark karsilagtinidi.
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SONUCLAR
Hayvanlar:

Preoperatif dénemde genel durum agisindan izlenen hayvanlarda sistemik hastaliga
rastlanmadi. Postoperatif donemde operasyonu rahat tolere eden ve serbest hareket edebilen
hayvanlar normal olarak beslendiler ve kilo aldilar.

BMP Saflastinnimasz:

Saflagtirma iglemleri sirasinda aksaklik olmadi ve 300 mg, agik kahverenkli, pudra
seklinde parsiyel saflagtinimis bBMP elde edildi.
Implant Hazirlanmas::

Peroperatif hazirlanan al¢i ve algi-BMP bilesimi su ile kanstinldiktan sonra donma
asamasinda kolayca sekillendirildi ve 3 mm’lik kiiresel implantlar hazirland.
bBMP’in SDS-PAG Elektroforezi:

Elektroforez analizi sonucu diisik molekiil agirligina sahip (30 kilodalton-kd), esit
miktarda, iki adet protein fraksiyonu elde edildi.
bBMP’in Biyolojik Aktivite Ol¢iimii:

Fare uyluk kasma alg1 ile bilesim halinde yerlestirilen 10 mg bBMP’ye kars1, 4 hafta
sonunda yapilan histolojik incelemede, lameller kemik, osteosit ve kemik iligini igeren olgun
kemik gelismi saptandi. Kemik olusumu etrafinda minimal enflamatuar reaksiyon gorildi.

Hiicresel olmayan yapiya (al¢1) rastlanmadi.



33

Cerrahi Girisim:

Girigimler, ortalama birbuguk saat siirdii. Peroperatif dénemde komplikasyon olmadi.
Minimal kanama oldu. Lamina, faset eklem ve transvers prosesler rahat ekspoze edildi.
Peroperatif direk grafi kontrolii ile transpedikiiler yoldan korpus ve disk araligina ulagmak
kolaylikla saglandi. Transpedikiiler yoldan disk araligina implantasyon sirasinda otogreft
yada implantlarda kinlma, ezilme olmadi.

Erken ve ge¢ postoperatif dénemde enfeksiyon, nérolojik komplikasyon, genel durum

bozuklugu gériilmedi.

Kiiretaj Materyelinin Histolojik Incelemesi:
Disk araliginin kiiretaji ile elde edilen materyelin histolojik incelemesi sonucu kollajen
fibnller arasinda kondrositer hicreler ve proteoglikan ¢okeltileri igeren disk materyeli

goriildii.

Radyelejik Degerlendirme:

Ikinci haftada yapilan én-arka ve yan direk radyolojik incelemelerde, higbir grupta
ossifikasyon goriilmedi. (Resim 10 ve 11)
Operasyonu izleyen tgiincii hafta sonunda ¢ekilen 6n-arka ve yan direk grafilerde, disk
araliinda ossifikasyon alanlan goriilmeye baslandi: A grubunda 1 hayvanda, C grubunda 3
hayvanda disk arabiklarinin kemiklesmeye bagladigi saptandi. B grubunda 3.haftada

kemiklesme gorilmedi. Alg1 ve algi-bBMP kalintilarina rastlanmad:. (Resim 12 ve 13)
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Dérdincii hafta sonunda A grubunda 3, C grubunda 8 hayvanda 6n-arka ve yan filmlerde
kemiklesme oldugu gorildi. B grubunda ossifikasyon olusmadigy gézlendi. (Resim 14 ve
15)

Dordiincii hafta sonunda elde edilen direk radyolojik inceleme sonuglan tablo 8’de

gosteriimektedir.
Tablo 8: Direk radyolojik inceleme sonuclan
Radyolojik sonug A B C
(otogreft) (alg1) (al¢i-bBMP)
Kemik olusumu 3 - 8
pozitif (+)
Kemik olusumu 7 10 2
negatif (-)
Toplam 10 10 10

Bilgisayarli tomografi ile 1 mm’lik sagital ve aksiyel kesitler alinarak, her ¢ gruptaki disk
araliklan degerlendinldi ve sonuglarn direk radyolojik incelemeyle uyumliu oldugu géruldi.
Incelemelerde al¢iya ait yabanci cisim griintiisiine rastlanmadi. (Resim 16)

MR goérintiilemelerinde kemik olusumu ¢ok iy1 degerlendirilememekle beraber T1 agirlikli
goriintilerde, algi-bBMP implante edilmis ve ossifiye olmaya baslamis disk araliklarinda.
enflamasyon dokusu ile ¢evrili kemiklesme adaciklar saptand:. spinal kanal darlig1 veya dura

basisina neden olabilecek patolojik goriinim saptanmadi. (Resim 17)
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Histolojik Degerlendirme

4. hafta sonunda otogreft ve implantasyon alanlarinin histolojik incelemeleri sonunda
radyolojik goériiniimle uyumlu sonuglar elde edildi.
A Grubu:

Otogreft yerlestirilen L3-L4 disk arahiginda, histolojik olarak 3 hayvanda kemik
olusumu gozlendi. Bu kemik yapimi histolojik olarak, miyofibroblastik ureyisle farklilagan
osteoblastik aktivite ile karakterize yeni, fokal kemik yapim seklindeydi. (Resim 4 )

Yed: hayvanda ise kemik olugumunun meydana gelmedigi ve iyilesmenin enflamasyon
donemini takiben fibréz doku ile sonuglandifi géruldi.
B Grubu:

10 6rnegin higbirinde, L4-L5 disk araligina algi yerlesimi ile, 4 hafta sonunda yeni
kemik olusumu meydana gelmedi. Miyofibroblastik aktivitenin izlendidi enflamatuar
granulasyon dokusu ve minimal yabanci cisim dev hiicreleni ile kapillerlerden zengin,
enflamatuar granulasyon dokusu zemininde miyofibroblastik ¢ogalma gorildi. Hiicresel
olmayan inorganik komponente rastlaniimadi. (Resim 5 ve 6)

C Grubu:

Alci-bBMP bilesimi yerlestinlen L5-L6 disk araliginda, 8 6rnekte endokondral ve
intraembrandz ozellikte yeni kemik yapim saptandi. Cevrelerinde osteoblastik aktivite
izlenen ve birbin ile anastomoz yapmis gen¢ trabekiller kemik yapimi halinde
intramembrandz kemiklesme ve prekartilaj mezenkimal kaynakli kondral dokunun
farklilagmastyla gelismis endokondral yeni kemik dokusu gézlendi. (Resim 7, 8 ve 9)

Iki 6rnekte ise yogun enflamasyon dokusu ve fibrokartilaj gelisimi izlenerek kemik yapimimin

meydana gelmedigi saptandi.
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Omneklerin higbirinde yabanci cisim dev hiicresine ve hiicresel olmayan inorganik
komponente rastlaniimadi.

Gruplann histolojik degerlendirme sonuglan tablo 9’da gosterilmektedir.

Tablo 9: Histolojik sonuclar

Histolojik sonu¢ | A (otogreft) B C
(al¢1) (alci-bBMP)
Kemik olusumu 3 - 8
pozitif (+)
Kemik oclusumu 7 10 2
negatif (-)
TOPLAM 10 10 10

Istatistiksel Degerlendirme:

Her 3 gruptan eide edilen radyolojik sonuglar ki-kare testi ile degerlendirildiginde C
grubuna (al¢i-bBMP) ait sonuglar anlamh olarak farkli bulundu (p<0.001).
Histolojik sonuglanin ki-kare testi ile degerlendinimesiyle C grubuna ait sonuglar ile diger

gruplara ait sonuglar arasinda anlamh fark bulundu (p<0.001).
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TARTISMA

Bu ¢alismanin sonuglan koyunlarda, bBMP’in alg tasiyicist iginde, transpedikiiler
yoldan disk aralifina implantasyonu ile interbody flizyon olusturulabilecegini gostermektedir.
bBMP ile olusan kemiklesme otogreft ile saglanan kemiklesmeye gore radyolojik ve
histolojik olarak daha belirgin sekillenmigtir.
Hayvan Modeli:

Koyun deneysel amagh ¢aligmalarda siklikla kullaniimaktadir. Koyunlarda yapilan
kemik-greft iyilesmesiyle ilgili ¢alismalarda iyilesmenin insanlardakine benzedigi
bildirilmistir. *>° %124 BMP’e verilen biyolojik yanit, metabolik aktivite indeksi (MAI) ile

40,146

baglantiidir ve koyunun MAI’'t (1.5) mnsamnkine yakindir. Koyun omurgas: insan

omurgasina benzemekle birlikte, lomber bolgede bazi farkhiliklar vardir. Koyun lomber

vertebrasi 6 tanedir, transvers prosesleri daha genistir, lumbosakral bolge insana goére daha

21,59,60,124

hareketlidir. Kopeklerde spinal flizyon ¢ok ¢aligilmis olmasina ragmen koyun

modelinde yapimig fazla yayin yoktur. Kopeklerde nonunion oram klinikle uyusmayacak

kadar dusiktir ve sadece dekortikasyon yapildiginda bile yiksek flizyon oram

123.149 Koyunlarda, Guigui ve arkadaslan tarafindan yapilan iki ayn ¢alismanimn

bildirilmugtir.
birinde otogreft PLF amaciyla uygulanmis ve % 100 fiizyon elde edilmistir; diger ¢ahsmada
ise iki aynt grupta mercan ve bifazik seramik (%65 HA-%35 BTCP) ile PLF uygulanarak

39,60 Calismamizda

sonuglar karsilagtinlmig, yine % 100 oraninda flizyon bildirmislerdir.
otogreft ile elde edilen fiizyon oram diisiiktir, bu bazi yazarlann bildirmis oldugu klinik

nonunion oranlanyla uyurnludur.zz -138,165 Olusturdugumuz modelde aym hayvanda birden

fazla seviyeye flizyon uygulanmasi elestirilebilir, ancak Nagel ve arkadaslan tarafindan
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koyunlarda yapilan ¢alismada, lomber L3-L6 arasina ve lumbosakral bileskeye, otogreft
kullanilarak PLF uygulanmig, lumbosakral bilegke disindaki segmentlerde flizyon olustugunu
gorerek hareketin nonunion gelijimindeki 6nemini vurgulamiglar ve diSer segmentlerdeki

hareket farkliliginin nonunion gelisimine neden olmadigim iddia etmislerdir.124 Bu nedenle

aym hayvanda kullandigimiz farkl lomber segmentlerin mekanik yénden farklilik tagimadig
dustinilerek, farkl seviyelere koyulan farklh greft materyelleri karsilagtinlabilir. Koyunlar,
cerrahi gingimi ¢ok 1yi tolere etmigler ve postoperatif komplikasyon gelismemis,
transpedikiiler girig kolaylikla ve komplikasyon olusmadan saglanmistir. Hayvanlarnn bakimi
olduk¢a kolay olmustur. Gerek cerrahi girisime uygun anatomik yapisi gerekse dayamiklilik
ve bakim kolayligi yamnda kemik-greft iyillesmesine verdigi biyoljik yanitin insana yak:n

olmasi nedeniyle, ¢alismamizda koyun uygun bir model olusturmustur.



Cerrahi Girisim;
Interbody fiizyon amaciyla AIBF ve PIBF teknikleri kullanilmaktadir. AIBF’ da farkli

38,111,131,139

nonunion oranlan bildirilmistir. Komplikasyon oram yiiksektir ve morbiditesi

fazladir.'® PIBF igin bildirilen nonunion oranlan daha disiik ve birbirine yakin olmakla
birlikte posterior elemanlarin genis eksizyonu, ndrolojik komplikasyon riski, epidural
fibrozis ve dura yirtilmast goriilen komplikasyonlardir, 2>-26:43:103

Transpedikiiler yol vertebra fiksasyonu amaciyla 1963 yilindan bu yana kullamlmakta,
vertebra ve pedikil morfolojisinin taminmastyla transpedikiiler yolun kullanim

38,111,131,139

yayginlagmaktadir. Posterior elemanlan zarara ugratmadan ve spinal kanali

ekspoze etmeden vertebra korpusuna ulasmay: saglamasi, transpedikiiler yolun fiksasyon
disinda amaglarla kullanilmasina neden olmustur. Transpedikiiler yoldan girilerek vertebra

korpus hacminin % 50’si gikartilabilmektedir.'>® Vertebra timorlerinde agik ve perkutan
transpedikiiler biyopsi uygulamalan bildirilml'stir.”"]’&’156 Weller, vertebra metastazhi ve

yasam suresi kisa hastalarda unilateral transpedikiiler dekompresyon uygulamis ve bu minér
ginsimle semptomlarda gerileme sagladigim ileri strerek, ginisimi palyatif bir yontem olarak
5

c"men'nis'fir.18 Vertebranin intraossedz basinci transpedikiiler yoldan 6lciilebilmektedir.*

Giiven ve arkadagslari tarafindan Pott absesinin transpedikiiler yoldan drene edilebilecegi
bildirilmistir. > Simpson ve arkadaglari 1993’te, Le Roux 1994'te torakal disk hermili
hastalarda, transpedikiller yoldan disk eksizyonu uygulamslar ve sonuclarin basarih

102

oldugunu bildirmislerdir. 152 gy caligmalarda belirtilen ortak nokta vertebra posterior veya

anterior elemanlan zarara ugratilmadan ve morbidite azaltilarak vertebra korpusuna ve disk
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aralifina ulagilabilecegidir. Bilgilerimize gére hayvanlarda transpedikiiler yol kullanilarak
korpus veya intervertebral disk kiiretayy yapimis ¢alisjma yoktur. Calismamizda,
transpedikiiler yol kullamlarak disk materyelinin kiirete edilebilecegi ve greft materyeli

yerlestirmenin miimkiin oldugu goérilmiistir.
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Radyoloji ve Histoloji

Calismanin sonuglarina gére radyolojik ve histolojik olarak algi-bBMP bilesimi,
otogreft ve al¢1 ile karsilastinldifinda belirgin farkla kemik olusumu saglamistir. Radyolojik
sonuglar histoloji ile uyumlu bulunmustur.
Ragni ve Lindholm DBM ve HA bilegim halinde ve tek basglarina AIBF amactyla tavsanlarda

uyguladiklan ¢alismada radyolojik degerlendirme igin skorlama sistemi kullanmlslardxr.137

Buna gore, iki komsu vertebra arasinin tamamen kemik ile dolmasi 100 puan; disk araliginda
yeni olusmus kemik adaciklarnin gérilmesi 50 puan; kemik olusumunun goriilmemesi 0
puan olarak degerlendirilmigtir. Caligmamizda radyolojik gériintileri kemik olusumu pozitif
veya negatif olarak degerlendirdik. Bunun nedeni ¢aligmanin 6nceki ¢alismalarda bildirilen
ve radyolojik flizyon tamamlanmas: iin gerekli ideal siireden 6nce sonuglandiriimasidir. Bu
sire 12 hafta olarak bildirilmistir, daha 6nce kemik olusumu gézlenmekte ancak iki vertebra

11,137

arasinda koprillesme olmamaktadir. Direk radyolojik incelemede % 20-50 oraninda

hata pay1 oldugu, tomografik incelemelerle % 42 hatali degerlendirme yapildig: bildirilmis ve

. . " - e e 70,154
nonunionun en kesin tanit yonteminin reeksplorasyon oldugu ileri surilmistir.’™

Calismamizda, tomografik kesitlerle elde edilen sonuglar direk radyolojik inceleme ile
uyumlu bulunmustur. Képek ve domuzlarda otogreft ile AIBF yapilmig ve domuziarin
hepsinde, kopeklerin % 69’unda spinal kanal darhi@ gelistigi go6rilmiis ve yetersiz

immobilizasyona baglanmlstlr.166 Calismamizdaki o6rneklere yapian MR gorintillemesi
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sonucu kanal darhfna rastlanmadi. Bu, uyguladigimiz fiizyon teknigi nedeniyle instabilite
yaratilmamig olmasina baglanabilir.

BMP etkisiyle mezenkimal kaynakli osteoprogenitér hiicreler kondroblast ve osteoblastlara

donuserek kemik yapimini basla’tmak‘tadn'lar‘66’95’100’101’143’178

Calismamizin histolojik inceleme sonuglani algi-bBMP implante edilen disk arahklarinda
geligen yeni kemik yapimimin, mezenkimal kaynaklh hiicrelerden kaynaklanan osteoblastik
aktivite ile meydana geldigini desteklemektedir. bBMP’ye karsi yabanct cisim reaksiyonu

gorilmemigtir, bu daha once de bildirildigi gibi protein yapisinin tiirler arasinda homolog

91,107,163,191

olmasindan kaynaklanmaktadir. Caliymamizda algi-bBMP ve otogreft ile elde

edilen kemiklesmenin hem endokondral hemde intramembrandz ozellikte oldugu
gorulmugtiir. Literatiirde bu konuda tartismalar olmakla birlikte Boden tarafindan spinal

fuzyon biyolojisiyle ilgili deneysel ¢alismada tavsan modelinde olusturulan PLIF’da

endokondrai ve intramembranéz kemiklesmenin birlikte gelistigi g(’isterilmistir.7’8’11’149

Sonuglanmiz bu galigmayla uyumludur.

o

Alg implantasyon seviyelerinin histolojik incelemesi enflamasyon ve vaskiilarizasyon artis ile
karakterizedir, yabanci cisim reaksiyonu minimal olmus, alg-bBMP seviyelerinde
rastlanmamstir. Bu bulgular algimin ostekondiiktif 6zelligini gostermektedir. Cahismamizda

algmin olusturdugu histolojik yamit al¢t ile daha 6nce yapims calismalarda belirtilen

110,133,192

sonuglarla uyum gdéstermektedir. Algmin 4. haftada yapilan histolojik

incelemelerde tamamen rezorbe oldugu gorilmistir, bu konuda yapilan g¢ahismalann

timiinde al¢imin 4 hafta i¢inde spontan rezorpsiyona ugradig: belirtilmektedir. > 19:133:192
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Otogreft seviyelerinde, algi-bBMP seviyelerine gore daha disiik oranda kemiklesmeyle
birlikte bu kemiklesmenin histolojik olarak daha yavag gelismekte oldugu, 4. haftada al¢i-
bBMP seviyelerinde trabekiiller birbiri ile koprillesme yapmaya baglamisken otogreft ile
olusan kemiklesmede, osteoblastik aktivite diizeyinde fokal kemiklesmenin agirlikta oldugu
goriilmistiir. Otogreft ve BMP’in karsilagtinidigy spinal fiizyon g¢alismalarinda otogreftin
BMP’e gore daha yavas kemik olusumu sagladigi, BMP’in fiizyon olusumunu hizlandirdig
bildirilmistir. 21471

Cahsmamizda otogreft ile elde edilen kemiklesme oraninin diigiikliigii, daha 6nceki interbody
flizyonla ilgili ¢aligmalarda bildirilen oranlarla uyumlu olmakla birlikte otogreftin heterotopik
yerlesimi ve uyguladigimiz cerrahi teknik geregi disk arabiginda otogreft i¢in uygun greft

yatags hazirlanmamasi ile agiklanabilir; PIBF veya AIBF tekniklerinde disk materyelinin total

eksizyonu ve end-plate kiiretaj: kritik nem taslmak‘tadlr.(‘)g’103’166’177



Tasiyic1 Sistem:

Calismamizda tagtyic: sistem olarak kullandigimiz al¢1 kolay sekillendirilmig, minimal
ve gegcici enflamasyon olusturmus, osteokonduktif 6zellik gdstermis ancak tek bagina yeni
kemik olusumuna yol agmamigtir. bBMP ile birlikte olusturdufumuz bilesim yeni kemik
olusumunu saglamis, algt bBMP etkisini inhibe etmemis, bBMP’in yavas salimmim
saglamugtir.

Alg1 (Plaster of Paris=PLP), kalsiyum siilfat hemihidrat kimyasal yapisinda olup su ile
kangimiyla dihidrat haline doner ve egzotermik reaksiyonla kristallegerek sertlesir:
(CaS04),,H,0 + 3H,0 — 2CaS0,, 2H,0
Egzotermik reaksiyon sirasinda en fazla 70 derece 1si olusmaktadir, knstallesmenin

tamamlanmast ortam isisina bagh olarak 40 ile 75 dakika arasinda degismektedir, bu sire
tamamlanmadan 6nce algtya istenen sekli vermek mimkindir, Al¢1 bulunmas: kolay, ucuz,

yapisal 6zelligini bozmadan sterilizasyonu miimkiin bir maddedir, radyoopak o6zelligi kolayca

133

izlenmesini saglamaktadir. Alg1, 1892 yilindan bu yana kemik defektlerinin doldurulmasi

amactyla kullamimaktadir, ozellikle enfekte defektlerin antibiyottk ve alg1 bilegimi
kullanilarak  doldurulmasiyla basan saglanmis deneysel ve klintk ¢ahismalar

35,36,110

yayinlanmstir. Bu cahiymalarda, algmin antibiyotik salinimimi yavas ve etkili

konsantrasyonlarda sagladigi, immiin reaksiyon olusturmadifi ve kemik gelisimini
engellemeyerek 3 ile 6 hafta iginde rezorbe oldugu, defektlerin iyilestigi bildinlmistir. Peltier,

26 unikameral kemik kistinde kiiretaj sonrast al¢i ile defekti doldurmus ve kistin tekrarladig:
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2 hasta diginda, alginin iyi tolere edildigini ve rezorbe olduktan sonra yeni kemik olusumuyla
defektin iyilestigini bildirmistir.!>*
BMP aktivitesi 70 dereceye isitiimasiyla azalmaya baglar ve 100 dereceden sonra tamamen

kaybolur, al¢i kristallesme asamasinda yaklagik 50, en fazla 70 derece 1s1 vermektedir, bu

nedenle BMP’in al¢1 ile kangim sirasinda aktivite kaybina ugramas: beklenmemektedir. 7

BMP’in viicut 1sisinda, ekstraselliiler sivida hizla rezorbe olur ve osteoindiiksiyon etkisini

107,178

gosteremez. Bu nedenle BMP’in deneysel ve klinik invivo uygulamalan sirasinda,

tastyict bir sistemle kullanimas: gerekmektedir. [deal tasiyict sistemin doku uyumlulugunun
olmasi, implante edildigi doku tarafindan yavag ancak tam olarak emilmesi, BMP’in
salimmina izin vermesi, osteokonduktif ozellikte olmasi ve mekanik destek saglamasi

.32,48,117,155,164

gerekmektedir Tasiyict olarak kemik iligi, kollajen, nonkollajen proteinler

(NCP), fibrin, DBM, sentetik seramik biyomateryeiler (HA, TCP), dogal ve sentetik mercan,
polilaktik asit polimerleri (PLA), gercek kemik seramigi (True Bone Ceramic=TBC),

2 4.105,116,125,164,180,192
Sl I Rl DL Uygun tasiyict konusunda

titanyum ve al¢t kullanilmustir.
tarigmalar devam etmektedir. Kollajen ¢ok ge¢ rezorbe olarak kemik olusumunu

yavaslatmaktadir. 42 HA rezorbe olmamakta ve BMP ile kimyasal bag olusturarak
salinimim engellemektedir.los’164 TCP geg rezorbe olmaktadir. Kemik iligi ve fibrinle BMP
aktivitesinin arttigi bildinlmistir ancak bu tasiyici sistemler gerektidinde mekanik destek
saglamaktan uzaktirlar.”*'9>!® Polilaktik asit polimerleri molekiil agiriklarina bagh olarak
BMP aktivites: tizerinde etkili olurlar ve yiiksek molekiil agiriikhh polimerler BMP’i inhibe

116,117

ederler, mekanik destek saglamazlar. Titanyum, BMP tasiyic1 sistemi igin ideal



materyel olarak bildirilmekle beraber metallerin BMP etkisini inhibe ettikleri iddia edilmigtir,

titanyum yiiksek doku uyumluluguna sahiptir ve mekanik olarak saglamdir, ancak rezorbe
olmamaktadir.'%*

Yamazaki, fare uyluk kasina algi-bBMP, sadece al¢1 ve sadece bBBMP implante etmis ve 4
hafta sonunda sadece al¢i-bBMP ile kemiklesme oldugunu gérmiis, alginin tamamen rezorbe
oldugunu, yabanct cisim reaksiyonu olusturmadifini ve BMP aktivitesini engellemedigini
bildirmistir ( 187 ). BMP i¢in tastyici olarak alg1 kullamimis spinal flizyon ¢alismas: bizim
bilgilerimize gére yoktur. Calismamizda kullandifimiz alg1 tagtyic sistemi ile Yamazaki ve
arkadaglannin fare kast i¢in bildirmig olduklartyla paralel sonuglar elde ettik.

Sonug olarak galismamizda elde ettigimiz bilgiler:

Koyun vertebra modelinin anatomik yapisimn uygunlugu, MAD’nin insana esit olmasi ve
kemik 1yilesmesinin insaninkine benzer biyolojik 6zellik g6stermesi, bakim kolayligi ve
dayanikliligt ile spinal fiizyon ¢aligmalan i¢in uygun oldugunu;

Uyguladidimiz cerrahi teknikle posteriordan, transpedikiler yol kullanilarak, ek instabilite
yaratmadan disk aralifina greft yerlestirilerek interbody flizyon uygulanabilecegini ve
gunimizde kullamlan interbody flizyon tekniklerine segenek olabilecegini;

BMP’in otogrefte gore radyolojik ve histolojik olarak belirgin farkhilikla kemik yapimni
indiikleyerek flizyon olusumuna katkida bulundugunu;

Algimin  bulunma kolaylig, ucuzlugu, kolay sekillendirilebilmesi, tam ve reaksiyon
yaratmadzn rezorbe olmasi ve gerektiginde mekanik stabilite saglayabilmesi ve bu nedenle

tasiyici olarak ideal 6zelliklere sahip oldugunu gostermekte ve;
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Daha o6nce yapilan galismalar da gozoniine alindiginda BMP’in, yiiksek nonunion oranma
sahip spinal flizyon girigimine destek sa3layabilecegi, morbidite ve komplikasyon riski tagtyan

otogrefte ve sinirl kullammu olan allogrefte segenek olabilecegini desteklemektedir.
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OZET
Spinal flizyon girigiminin en istenmeyen sonucu nonunion gelisimi olup otogreft kullamm: ve
fuzyonun internal fiksasyonla desteklenmesine ragmen sorun ¢6zillememigtir. Osteoindiiktif
proteinlerin deneysel ve klinik uygulamalan ile otogrefterle kiyaslanabilecek sonuglar elde
edilmesi, bu materyellerin spinal flizyonda kullammlarim giindeme getirmis ve yapilan az
sayida ¢aliyjmada basanli sonuglar saglanmistir. Giiniimiizde kullanilmakta olan AIBF ve
PIBF teknikleri ciddi dezavantajlar tagimaktadirlar.
Cahsmamizda, koyun vertebra modelinde interbody fiizyon amactyla transpedikiiler yolu
kullanarak disk aralifina implante edilen al¢i-bBMP, al¢t ve otogreftin fiizyon olusumuna
etkilerini histolojik ve radyolojik olarak degerlendirdik. Direk radyolojik incelemeler 2, 3 ve
4. haftalarda yapildi. Dérdiincti hafta sonunda BT ve MR goriintiileri ¢alisildi ve histolojik
inceleme yapildi.
Al¢1-bBMP 1mplantasyon seviyelerinde, otogreft seviyesine gore daha yiiksek oranda ve
biyolojik olarak daha olgun kemik yapimi gozlendi. Alg1 implantasyon seviyelerinde kemik
yaptmi olmadi. Alg1 ve otogreft implante edilen seviyelere gore, algi-bBMP seviyelerinde
istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p<0.001).
Alg1 dordincti haftada tamamen rezorbe oldu ve minimal enflamasyon olusturdu, bu
ozellikleriyle alginin uygun tasiyic1 dzelliklere sahip oldugu gériildii.
Calsmamizin  sonuglan algi-bBMP  bilesiminin  spinal flizyonda otogrefte secenek
olabilecegini ve uyguladigimiz cerrahi teknigin interbody fiizyon igin uygun oldugunu

destekler yondedir.
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Resim 1: Disk araligina
transpedikiiler yoldan ulasilmasi

Resim 3: Oklar arasinda disk arahi@ina
implante edilmis al¢1

Resim 2: Hatali olarak kiiretin posteriora
yoneltilmesi



Resim 10: 2. haftada cekilen yan grafi: 3
seviyede de kemik olusumu yok

— algi-bBMP seviyesi

-->alg1 seviyesi

= otogreft seviyesi

Resim 11: 2. haftada ¢ekilen 6n-arka
grafi: 3 seviyede de kemik olusumu
goriilmiiyor

-~

Resim 12: 3. haftada cekilen yan grafi:
Otogreft ve alci-bBMP seviyelerinde
ossifikasyon goriiliiyor

> al¢i-bBMP seviyesi = otogreft seviyesi



Resim 13: 3. haftada cekilen 6n-arka grafi:
otogreft ve alci-bBMP seviyelerinde kemik
olusumu

— al¢i-bBMP seviyesi

-->al¢1 seviyesi
= otogreft seviy

Resim 14: 4. haftada ¢ekilen yan grafi:
alci-bBMP seviyesinde kemik olusumu
— al¢i-bBMP seviyesi

-->alg¢1 seviyesi

=> otogreft seviyesi

Resim 15: 4. haftada cekilen 6n-arka grafi:
Otogreft ve ali-bBMP seviyelerinde

ossifikasyon goriiliiyor
— algi-bBMP seviyesi = otogreft seviyesi




Resim 4: Miyelofibroblastik iireme ile farklilasan osteoblastik aktivite, yeni fokal
kemik yapimi: Otogreft implantasyon seviyesi, HEx100



Resim 16: 4. haftada ¢ekilen CT goriintiisii:
alc1i-bBMP seviyesinde ossifikasyon
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Resim 17: 4 .haftada cekilen MR goriintiisii: alei-bBMP
seviyesinde, disk aralifinda ossfikasyon



Resim 5: Kapillerlerden zengin, enflamatuar graniilasyon dokusu, myofibroblastik
iireme, fibrokartilaj gelisimi: Al¢1 implantasyon seviyesi, HEx200



Resim 6: Yabanci cisim dev hiicresi ve myofibroblastik aktivitenin izlendigi
enflamasyon dokusu, fibrokartilaj doku gelisimi: Al¢i implantasyon seviyesi,
HEx200



Resim 7: Cevrelerinde osteoblastik aktivite izlenen, birbiri ile anastomozlasan olgun
trabekiiler kemik yapimi: Alci-bBMP implantasyon seviyesi, HEx100



Resim 8: ilkel trabekiiller halinde, intramembranoz kemik yapim, trabekiiller
cevresinde osteoblastik ve fokal osteoklastik aktivite: Algi-bBMP implantasyon
seviyesi, HEx100



