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ÖZET

Amaç: Kemik kaybý ile beraber olan segmenter kýrýklar
trafik veya iþ kazalarý gibi yüksek enerjili travmalar
sonucu yaygýn olarak görülmektedir. Bu durumlarýn
bazýlarýnda atrofik kaynama yokluðu geliþmekte ve
etkilenen bölgenin mekanik ve biyolojik olarak uyumlu
kemik dolgu implantlarý ile doldurulmasý
gerekmektedir. Hidroksiapatit (HA) bazlý kemik
implantlarýn osteokondüktif özelliklere sahip
olmalarýndan dolayý, segmenter kemik kayýplarýnýn
tedavisinde kullanýlmalarý üzerine araþtýrmalar
sürmektedir. Çalýþmanýn amacý, kemiðe baðlanma
kapasitesi yüksek olan trikalsiyum fosfat (TCP) ile HA
kompozitinin segmenter kemik kayýplarýnýn iyileþmesi
sýrasýndaki biyouyumluluðunu araþtýrmaktýr.

Gereç ve Yöntem: Tavþan tibia segmenter kayýp
modelinde kullanýlmak üzere %60 HA ve %40
TCP’den oluþan, içinde 100-300 mm çapýnda
mikrogözeneklerin birbirlerine baðlandýðý, silindir
þeklinde kompozit implantlar üretilmiþtir. TCP etkisini
karþýlaþtýrmak amacýyla ayný geometri ve mikrodelik
yapýsýna sahip saf HA’dan oluþmuþ implantlar kontrol
grubu olarak kullanýlmýþtýr. Hazýrlanan implantlar
3 aylýk tavþan tibialarýnýn 1/3 orta bölgesinde yaratýlan
1 cm uzunluðundaki segmenter kemik kayýplarýna
yerleþtirilmiþtir. Ýmplantlarýn patolojik uyumluluðu 1. ve
2. ayýn sonunda alýnan örneklerde incelenmiþtir.

Sonuçlar: Kullanýlan HA-TCP kompozit ve HA
implantlarýn yüzeyinde 1 ayýn sonunda fibröz
kapsülün oluþtuðu ve bu kapsülden mikrogözenekli
yapýnýn içine doðru bað dokusunun ilerlediði
saptanmýþtýr. Ýki ay sonra bað dokusunun yerini yeni
kemik dokusuna býraktýðý gözlenmiþtir. Histolojik
incelemede yabancý cisim doku yanýtýnýn belirleyicisi
olan fagositlere rastlanmamýþtýr.

Çýkarýmlar: Yapýlan in vivo çalýþmalarýn sonucunda
HA ve HA-TCP seramiklerin doku uyumluluðu
saptanmýþ olup bunlarýn uzun kemik segmenter
defektlerinin iyileþmesinde güvenle kullanýlabileceði
gösterilmiþtir.

Anahtar Kelimeler: Segmenter Kemik Defekti,
Hidroksiapatit, Trikalsiyum Fosfat, Biyouyumluluk.

SUMMARY

IN-VIVO COMPATIBILITY OF HYDROXYAPATITE
AND TRICALCIUM CERAMIC COMPOSITES
USED IN SEGMENTAL BONE DEFECT HEALING

Purpose: Segmental bone loss is frequently seen
after high energy trauma. In such cases, atrophic
non-union occurs and there is a need for
mechanical and biological restoration of the defect
location. Bone implants composed of
hydroxyapatite (HA) and tricalcium phosphate
(TCP) have good osteoconductive properties and
their use in segmental defect healing is under
investigation. The aim of this study was to search
the biocompatibility of porous ceramic implants of
HA and TCP in segmental defect healing.

Material and Methods: Composite ceramics
implants of 60 %HA and 40 %TCP consisting of
interconnected porous structure were produced in
cylindrical shapes to be used in the rabbit tibiae.
Same-structured pure HA implants were also
produced as for control. Prepared ceramic implants
were placed into a 1.0 cm long segmental defect
created in the mid 1/3 of the rabbit tibia. Fixation
was provided by an intramedullary K-wire only.
Compatibility of implants was histologically
evaluated through ceramic samples collected at the
end of one and two months.
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Results: Fibrous encapsulation was observed in
both composite and HA ceramics. In one month,
connective tissue ingrowth into the pores of the
implants was observed. At the end of the second
month, the connective tissue was completely
replaced with woven bone tissue. Phagocytes were
not observed in any time point.

Discussion: In the early stages of the in vivo
experiments, HA and TCP ceramics presented
excellent biocompatibility. In conclusion, both types
of implants were observed to have great potential
for the healing of segmental defects in long bones.

Key Words: Segmental Defect, Hydroxyapatite,
Tricalcium Phosphate, Biocompatibility.

GÝRÝÞ

Segmenter kemik kayýplarýnýn iyileþmesi ve kemiðin
kýrýk öncesi fonksiyonlarýna kavuþmasý ortopedi
dünyasýnda halen büyük bir problem olarak
gözükmektedir1,2. Bu tip lezyonlarda kaynamama
sýkça görülen bir problemdir. Ýdeal tedavi yöntemi
olarak bilinen autograftlarýn bu tip kýrýklar için yeteri
miktarda elde edilememesi ve donor bölgede
morbidite görülmesi sebebiyle, alternatif kemik dolgu
maddesi arayýþlarý yoðunlaþmýþtýr3. Kalsiyum fosfat
bazlý sentetik seramikler içinde yeralan hidroksiapatit
[HA, Ca10(PO4)6(OH)2] ve tri-kalsiyum fosfat
[TCP, Ca3(PO4)2] kemik dokusuyla kuvvetli bað
oluþturan osteokondüktif materyeller olduklarýndan
dolayý, segmenter kemik kayýplarýnýn iyileþmesinde
kullanýlabilme potansiyeline sahiptirler3-8.

Kemik dolgu maddesi olarak kullanýlan kalsiyum
fosfat bazlý seramik protezlerin ideal dayanýklýlýk ve
osteokonduktif yapýlarý üzerinde araþtýrmalar devam
etmektedir. Sentetik seramikler protezlerin
dayanýklýlýklarý kristal yapýnýn düzenlenmesi ve
kullanýlan maddelerin katý hallerindeki partikül
boyutlarýnýn ayarlanmasý yoluyla geliþtirilebilir9,10.
Osteokondüktif özellikleri ise elde edilen protezlerin
gözenek yapýsýna sahip kýlýnmasý ile arttýrýlýr. Tri-
kalsiyum fosfat eklentisi, hidroksiapatite oranla daha
hýzlý biyolojik parçalanmaya neden olduðundan,
seramik protezlerin osteoindüktif özelliklerini daha
arttýrýcý nitelik taþýr.

HA ve TCP bazlý seramiklerin uzun kemik segmenter
kayýplarý için kullanýlýrken, mekanik yetersizlik
nedeniyle sabit plaklar veya eksternal fýksatörler ile
birlikte uygulanmýþ ve bu da defekt bölgenin iyileþmesý
için gerekli olan mekanik uyarýlarý engellemiþtir11,12.
Ýyileþme süresinin artýrýlabilmesi için seramik
fiksasyonunda kullanýlan yöntemin mekanik uyarýlara

engel olmamasý tercih edilmektedir. Bu amaçla
kullanýlan dayanýklý HA ve TCP bazlý seramik
implantasyonun in-vivo biyouyumluluk özelliklerini
araþtýrmak, tedavinin uzun dönemli baþarýsý açýsýndan
büyük önem taþýr.
Segmenter kemik kaybý bölgesine binen mekanik
yüklenme intramedüller Kirschner ile saðlanabilir mi?
Bunun sonucunda seramiðe binen yükün yeni kemik
oluþumunu artttýrdýðý ve seramiðe karþý oluþan
inflamatuar yanýt histolojik olarak gösterilebilir mi?
Bu çalýþmada, tavþan tibialarýnýn orta 1/3 bölgesinde
oluþtýrulan segmenter kayýplarýn tedavisi amacýyla
intramedüler çivi ile desteklenen saf HA ve %60
HA + %40 TCP’den oluþan kompozit seramiklerin
biyouyumluluðu birinci ve ikinci ay sonunda alýnan
doku örnekleriyle araþtýrýlmýþ, seramiklerin gözenekli
yapýsý içine kemik dokusu ilerlemesi deðerlendirilmiþtir.

MATERYAL VE METOD
Seramiklerin Hazýrlanmasý
Ýki farklý kompozisyondaki seramikleri hazýrlamak için
HA ve TCP tozlarý literatürde belirtilen kimyasal
yöntemle elde edilmiþtir13. Bu yöntem kýsaca çözelti
içerisindeki kalsiyum ve fosfat iyonlarýnýn amorf
kalsiyumfosfat tanecikleri þeklinde çökeltimesi ve
bunu takiben tanecikleri 900°C’a kadar ýsýtýp kristal
yapý kazandýrma iþlemlerinden oluþmaktadýr.
Seramik teknolojisinde “slip döküm süreci” olarak
bilinen yöntem temel alýnarak kemik dokunun
özelliklerini yansýtan gözenekli seramik yapýsý elde
edilmiþtir14. Seramiklerin içine doðru doðal kemik
ilerlemesine olanak verecek gözenekli yapýnýn elde
edilmesi amacýyla boyutlarý 100 mm ile 300 mm
arasýnda olan polimetilmetakrilat (PMMA) tanecikleri
seramik hacminin %60’ini oluþturacak þekilde
seramik asýltýya eklenmiþtir. Döküm iþleminden
sonra ham seramiklerden PMMA’in ayrýþmasý fýrýn
içerisinde 500°C ýsýda saðlanmýþ ve oluþan gözenekli
seramik yapýnýn 1075 -1175°C arasýnda sertleþmesi
yöntemiyle son þeklini almasý tamamlanmýþtýr.
Tavþan tibiasýnýn boyutlarýna uygun silindirik kalýplar
içerisinde hazýrlanan seramiklerde, çaplarý 100 mm
ile 300 mm arasýnda olan gözenekler ile ana
makroporoz yapýnýn elemanlarýný baðlama görevini
üstlenen, ve boyutlarý 20 mm ile 40 mm arasýnda
deðiþen destekleyici gözenekli yapý oluþturulmuþtur.
Ýntramedüler çivi fiksasyonuna uygun olmasý
amacýyla silindirik seramik implantlarýn içerisine
2.5 mm çapýnda delik açýlmýþtýr. Seramikler 1 cm
uzunluðunda parçalar halinde kesildikten sonra
%60 HA + %40 TCP kompozit ile tamamý HA olan
sentetik kalsiyum fosfat bazlý gözenekli implantlar in
vivo testler için kullanýlmýþtýr.
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In Vivo Testler

Aðýrlýklarý 1910 ± 187 g olan dört tane dört aylýk
diþi deney tavþaný (Tarým ve Köy Ýþleri Hayvancýlýk
Araþtýrma Enstitüsü, Ankara), seramiklerin
biouyumluluðunu in vivo testlerle deðerlendirmek
üzere kullanýlmýþlardýr. Deney boyunca seçilen
tavþanlar ODTÜ Mühendislik Bilimleri Hayvan
Laboratuvarýnda sabit 21 (± 1) °C sýcaklýkta ve %50
(± 10) nemli ortamda tutulmuþlardýr. Yapay gün/
gece ortamý 12 saatlik devreler halinde floresan
aydýnlatmasýyla saðlanmýþtýr. Kafesler içerisine
yerleþtirilen tavþanlar yeterli miktarda su ve yem ile
beslenmiþlerdir. Bütün uygulamalar Helsinki Hayvan
Haklarý ve Türk Veteriner Hekimliði Deontoloji
Yönetmeliðinin 6343/2 maddesi ile uyumludur15.

Ameliyat sýrasýnda Ketamin HCl (35 mg/kg) ve
Xylazinden (5 mg/kg) oluþan anestezi intramuskular
olarak hayvanlara enjekte edilmiþtir. HA+TCP
kompozit seramikleri için tavþanýn sol tibiasýnýn orta
kýsmý, HA seramikleri için ise tavþanýn sað tibiasýnýn
orta kýsmý traþ edilip, tüm arka ayak betadine
solüsyonuyla temizlenmiþtir. Kruris anterioru
boyunca uzunlamasýna kesi yapýlmýþ, ardýndan
periost da uzunlamasýna açýlarak periost
elevatörleriyle tibianýn orta kýsmý ortaya çýkarýlmýþtýr.
Tibianýn orta 1/3 kýsmýndan 1 cm uzunluðundaki
bölge iþaretlenmiþ ve osteotomi uygulanarak
segmenter tibia parçasý çýkarýlmýþtýr. Tibianýn
seramiklerle temas edecek kesik yüzeyleri
zýmparalanarak düzeltilmiþtir. Çapý 2 mm olan
Kirschner teli tibianýn distalindenden proksimaline
doðru retrograd doðurltuda intrameduller olarak
yerleþtirilmiþtir. Seramik protezin yerleþtirilmesinden
ve kemiðin aligmanýnýn ayarlanmasýndan sonra
Kirschner teli tibianýn proksimaline doðru deformite
yapmayacak þekilde ilerletilmiþtir. Tavþan topuðunun
dýþarýsýnda kalan Kirschner teli kesilmiþtir. Periost ve
cilt altý 3/0 Vycril  , cilt 4/0 Prolene  ile kapatýlmýþtýr.
Hem yaranýn korunmasý, hem de kemik uzunluðu
boyunca sabitlenmesine destek olmasý amacýyla
Soft Cast  ile uzun bacak sirküler alçý tespiti
uygulanmýþtýr. Ameliyat sonrasý antibiyotik ve
analjezik olarak 50 mg/kg Cefazolin  ve 20 mg/kg
Tilcotil  intramuskuler olarak uygulanmýþtýr.

Birinci ve ikinci ayýn sonunda implantasyon
bölgesinden çýkarýlan örnekler %10 formalin (ph 7.0)
içerisinde analiz baþlangýcýna kadar tesbit edilmiþtir.
Hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat içeren kemik
örneklerinin dekalsifikasyonunda 300 ml ethanol, 50
g kloralhidrat, 670 ml distile su ve 30 ml %70’lik
nitrik asit karýþýmýndan oluþan De Castro çözeltisi
kullanýlmýþtýr. Örnekler parafin içerisine gömülmeden

önce deðiþen derecelerde etanol solusyonlarý ile
dehidrate edilmiþlerdir. Kalýnlýklarý 5-7 mm olan
kesitler hematoksilen eosin ve Masson trikrom ile
boyandýktan sonra ýþýk mikroskobunda incelenmiþtir.

BULGULAR
Ýmplantasyon bölgesindeki hidroksiapatit ve
trikalsiyum fosfatýn kemik dokusuyla ve kemik iliðiyle
etkileþimi incelenmiþtir. Bir ve iki aylýk örneklerin
incelen kýsýmlarýnda yabancý cisim reaksiyonuna ait
fagosit hücrelerin görülmemesi, kullanýlan
seramiklerin biyouyumluluðunun yüksek olduðunu
göstermektedir. Bir ay sonunda alýnan örneklerde
yapýlan inceleme sonucunda seramik dýþ yüzeyinden
içeresine doðru gevþek bað dokusu oluþumlarý
gözlenmiþtir (Þekil 1). Seramiklerin iç kýsýmlarýna
çevre dokunun ilerlediði ancak yüzey altý gözenekli
bölgenin doku tarafýndan tamamýyla infiltre
edilmediði saptanmýþtýr. Hidroksiapatit ve trikalsiyum
fosfata yakýn kortikal tibianýn etrafýnda ince kýkýrdak
yapýlarýn oluþtuðu izlenmiþtir. Kemik dokusu ile
temasý olmayan seramik implant yüzeyleri ið
þeklindeki fibroblastlardan oluþan ince fibröz doku
ile sarýlý olduðu görülmüþtür (Þekil 2).

Þekil 1: Bir ay sonunda bað dokusunun kompozit seramik
içine ilerleyiþi (HA:hidroksiapatit, IM: Ýlik ; MT, x 4).

Þekil 2: Hidroksiapatit yüzeyinin fibrillerle birlikte
fibroblast katmanlarý (Fibrous encapsulation) ile

kaplanmasý. (HE, x 10).
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Ýkinci ayýn sonunda HA’in çevresinin fibröz kapsül
ile sarýldýðý ve kortikal tibianýn seramiðe yakýn
tarafýnda kalýnlaþmýþ periosteum ile sarýlý ince kemik
dokusunun oluþtuðu saptanmýþtýr (Þekil 3). Seramik

Þekil 3: Hidroksiapatit (HA), kemik iliði (BM) ve bað
dokunun (CT) ikinci ay sonunda elde edilen görüntü.

(HE, x 4).

içine doðru ilerleyen bað dokusunun yerini kemik
matriksine býraktýðý izlenmiþtir. Oluþturulan defektin
büyüklüðü ve Kirschner telinin kemik iliði tarafýnda
yaptýðý mekanik aþýndýrma, kortikal kemikle
seramiðin birebir temas ettiði yüzeyi azalttýðý için,
bunun kemik iyileþmesini sýnýrladýðý gözlenmiþtir. Yeni
kemik speküllerinin HA üzerinde büyüdükleri dikkat
çekmiþtir. Nitekim yeni eklenen kemik matriks
sýnýrýnda sement çizgilerine sýklýkla rastlanmýþtýr.
implantasyon bölgesinde kemik iliðinin iyileþmesinin
kortikal kemiðe oranla daha hýzlý olduðu
görülmüþtür. Ýlk ayda oluþan kýkýrdak dokusu, ikinci
ayýn sonunda yerini tamamýyle kemik dokusuna
býrakmýþtýr. Yeni kemik trabeküllerinin seramiðin içine
doðru ilerlemesinin ikinci ay sonunda belirginleþtiði
ve oluþan kemiðin Kirschner teline yakýn yüzeyde
seramiðe oranla daha fazla hacim kapladýðý
görülmüþtür (Þekil 4). Gözenekli seramik yapýsýnýn

Þekil 4: Kompozit seramiðin Kirschner teli tarafýndaki
yeni doku oluþumunun (New bone formation) iki ay

sonunda ulaþtýðý durum (HE, x 4).

içerisine lamellar kemik dokusunun da oluþabildiði
izlenmiþtir. Gözenekli yapýnýn baðlantýlarý yardýmýyla
tek bir gözeneðin içinin tümüyle kemik iliði
dokusunun buraya büyümesi ile doldurabildiði
saptanmýþtýr (Þekil 5 ve 6).

Þekil 5: Ýkinci ayda lamellar kemik oluþumunun
(lamellar bone formation) poroz HA implantý

içine ilerlemesi (HE, x 20).

Þekil 6: Ýki aylýk in-vivo uygulama süresince HA
implantýnýn tek bir gözeneðine kemiðin ilerlemesi ve

burada büyümesi (Bone ingrowth; HE, x 40).

TARTIÞMA

Kemik dolgusu olarak kullanýlmasý tasarlanan
biyomalzemelerin biyouyumluluðunu araþtýrmak
amacýyla, üzerlerinde klinik öncesi yoðun testler
uygulanmaktadýr. Sentetik malzemelerin inflamasyon
aktivitesi, kendilerinin kompozisyon, boyut ve yüzey
özellikleriyle alakalýdýr16. Hidroksiapatit ve
trikalsiyum fosfat materyal olarak osteokonduktif ve
biyouyumlu olduklarýndan, in-vivo olarak
uygulandýklarýndan hemen sonra inflamatuar yanýt
oluþturmazlar. Literatürde operasyon sonrasý
enfeksiyon yarattýðý görülmüþse de, bunun HA ile
doðrudan ilgili olduðu saptanmamýþtýr17. Protez
uygulamalarýnda kullanýlan biyomateryallerinin
aþýnma sonucu ortaya çýkan partikülleri,
inflamasyon ve kemik rezorpsiyonu yarattýðý kaygýlarý
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mevcuttur18. Aþýnma sonucunda boyutlarý 2 mm’den
küçük materyal debrileri osteoliz yaratarak, fagositoz
sonucu sitokinler çevresinde hücresel tepkime
doðururlar. Bizim çalýþmamýzda, özellikle Kirschner
teline yakýn bölgelerde ve de tibia ile temas yüzeyine
yakýn kýsýmlarda, seramikten aþýnma yoluyla kopan
irili ufaklý HA ve TCP partiküllerine rastlanmýþtýr.
Ýncelenen kýsýmlarda fagositlerin bulunmamasý,
kullanýlan HA ve TCP materyellerinin inflamatuar
yanýt oluþturma kapasitelerinin düþük olduðunu
göstermektedir. Bu duruma raðmen, implantasyon
süresinin artmasý, aþýnmayý da fazlalaþtýracaðýndan
belirgin inflamasyon gözükmesine neden olur.

Kemiðin seramik içine doðru ilerlemesi sýrasýnda,
gözenekli yapýnýn yarýk yüzeylerinde stresse baðlý
olarak mikrokýrýklar yarattýðý bilinmektedir19. Yeni
oluþan kýrýklar seramiðin osteokondüktif yüzey
miktarýný arttýrmakta, kemik oluþumunun daha fazla
HA içine ilerlemesini saðlamakta ve bu bölgelerde
HA-kemik arasýndaki baðlanmayý arttýrarak iyileþmeyi
hýzlandýrmaktadýr. Mikrokýrýklarýn seramik içerisinde
oluþmasý mekanik olarak kaygý yaratmasýnýn aksine,
HA ile olan bað yapýsýný kuvvetlendirdiðinden kemik
geliþimi için istenilen özelliktir.

Bir ay sonunda kemik yapýsý yerine kýkýrdak yapýsýnýn
görülmesi, oksijen azlýðý gibi uygunsuz mikro-ortam
koþullarý nedeniyle oluþmaktadýr. Ýkinci ay sonunda
kýkýrdak yapý yerini kemik dokusuna býrakmýþtýr. Ýkinci
ayda seramiðin gözeneklerinin henüz tamamen
dolmadýðýnýn izlenmesine karþýn 1 yýla ulaþacak bir
takipte bu gözeneklerin büyük oranda normal kemik
dokusuyla dolmasý beklenmektedir.

Kemik ilerlemesi sýrasýnda seramiðin içinde yeni
çatlaklar oluþtuðu saptanmýþtýr. Gözenek içinde
ilerleyen kemik iliðinin akýþ benzeri bir yapýda
büyümesi, seramiðin birbirine baðlý makroporoz
yapýsýnýn HA’nýn osteokondüktif özelliklerini arttýrdýðý
anlamýna gelmektedir.

Bu çalýþmada, segmenter kemik defektlerinin in-vivo
iyileþmesi, ilk aylarda elde edilmiþ HA ve TCP bazlý
seramik örnekleri histolojik olarak incelenmiþtir.
Kullanýlan seramiklerin kemik hücreleri ile
biyouyumlu olduklarý görülmüþtür. Elde edilen
sonuçlar, üretilen HA ve TCP içeren implantlarýnýn
uzun süreli in-vivo uygulamalarý için umut vericidir.
Çalýþmanýn devamý olarak daha uzun süreli in-vivo
deneyler yapýlarak kemik iyileþmesinin biyomekanik
testler ile araþtýrýlmasý planlanmýþtýr. Autogreft ve
allogreftler yerine kullanýlabilmeleri için seramik
kompozitler osteojenik katký saðlayacak
biyoelemenlarla desteklenmelidir. Sonuç olarak HA
ve TCP içeren seramiklerin osteokonduktif ve

biyouyumluluk derecelerinin uygun olunduðuna ve
ideal materyal yapýsýnda kullanýldýklarýnda,
segmenter kemik kayýplarýnýn iyileþmesi için gelecekte
güvenle kullanýlabilecek potansiyele sahip olduklarý
görüþüne varýlmýþtýr.
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