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SEGMENTER DEFEKT ICEREN UZUN KEMIK
KIRIKLARININ TEDAVISINDE KULLANILAN GOZENEKLI
HiDROKSIAPATIT VE KALSIYUM FOSFAT SERAMIK
BLOKLARININ IN VIVO UYUMLULUGU
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OZET

Amac: Kemik kaybi ile beraber olan segmenter kirklar
trafik veya is kazalari gibi yiiksek enerjili travmalar
sonucu yaygin olarak goriilmektedir. Bu durumlarin
bazilarinda atrofik kaynama yoklugu gelismekte ve
etkilenen bolgenin mekanik ve biyolojik olarak uyumlu
kemik dolgu implantlari ile doldurulmasi
gerekmektedir. Hidroksiapatit (HA) bazhi kemik
implantlarin osteokonduiktif 6zelliklere sahip
olmalarindan dolayi, segmenter kemik kayiplarinin
tedavisinde kullanilmalari tizerine arastirmalar
stirmektedir. Calismanin amaci, kemige baglanma
kapasitesi yiiksek olan trikalsiyum fosfat (TCP) ile HA
kompozitinin segmenter kemik kayiplarinin iyilesmesi
sirasindaki biyouyumlulugunu arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Tavsan tibia segmenter kayip
modelinde kullanilmak tizere %60 HA ve %40
TCP’den olusan, iginde 100-300 mm capinda
mikrogézeneklerin birbirlerine baglandigi, silindir
seklinde kompozit implantlar tGretilmistir. TCP etkisini
karsilastirmak amaciyla ayni geometri ve mikrodelik
yapisina sahip saf HAdan olusmus implantlar kontrol
grubu olarak kullanilmigtir. Hazirlanan implantlar
3 aylik tavsan tibialarinin 1/3 orta bélgesinde yaratilan
1 cm uzunlugundaki segmenter kemik kayiplarina
verlestirilmistir. Implantlarin patolojik uyumlulugu 1. ve
2. ayin sonunda alinan 6rneklerde incelenmistir.

Sonuglar: Kullanilan HA-TCP kompozit ve HA
implantlarin yiizeyinde 1 ayin sonunda fibroz
kapsulin olustugu ve bu kapstilden mikrogozenekli
yapinin i¢ine dogru bag dokusunun ilerledigi
saptanmustir. [ki ay sonra bag dokusunun yerini yeni
kemik dokusuna biraktigi gozlenmistir. Histolojik
incelemede yabanci cisim doku yanitinin belirleyicisi
olan fagositlere rastlanmamuigtir.

Cikarimlar: Yapilan in vivo galismalarin sonucunda
HA ve HATCP seramiklerin doku uyumlulugu
saptanmis olup bunlarin uzun kemik segmenter
defektlerinin iyilesmesinde gtivenle kullanilabilecegi
gosterilmistir.

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.

GiRiS

Segmenter kemik kayiplarinin iyilesmesi ve kemigin
kirik 6ncesi fonksiyonlarina kavusmasi ortopedi
dinyasinda halen buyik bir problem olarak
gozitkmektedir-2. Bu tip lezyonlarda kaynamama
sikca goriilen bir problemdir. Ideal tedavi yontemi
olarak bilinen autograftlarin bu tip kiriklar icin yeteri
miktarda elde edilememesi ve donor bolgede
morbidite goriilmesi sebebiyle, alternatif kemik dolgu
maddesi arayiglari yogunlasmustir3. Kalsiyum fosfat
bazl sentetik seramikler icinde yeralan hidroksiapatit
[HA, Ca,((PO,)s(OH),] ve tri-kalsiyum fosfat
[TCPE Cas(PO,),] kemik dokusuyla kuvvetli bag
olusturan osteokondiiktif materyeller olduklarindan
dolayi, segmenter kemik kayiplarinin iyilesmesinde
kullanilabilme potansiyeline sahiptirler3-8.

Kemik dolgu maddesi olarak kullanilan kalsiyum
fosfat bazli seramik protezlerin ideal dayaniklilik ve
osteokonduktif yapilari tizerinde arastirmalar devam
etmektedir. Sentetik seramikler protezlerin
dayanikliliklar1 kristal yapinin diizenlenmesi ve
kullanilan maddelerin katt hallerindeki partikiil
boyutlarinin ayarlanmasi yoluyla gelistirilebilir®:10,
Osteokondiiktif 6zellikleri ise elde edilen protezlerin
gbzenek yapisina sahip kilinmasi ile arttirilir. Tri-
kalsiyum fosfat eklentisi, hidroksiapatite oranla daha
hizli biyolojik parcalanmaya neden oldugundan,
seramik protezlerin osteoindiiktif 6zelliklerini daha
arttirici nitelik tasir.

HA ve TCP bazl seramiklerin uzun kemik segmenter
kayiplari icin kullanilirken, mekanik yetersizlik
nedeniyle sabit plaklar veya eksternal fiksatorler ile
birlikte uygulanmis ve bu da defekt bolgenin iyilesmest
icin gerekli olan mekanik uyarilari engellemistir!1.12,
lyilesme stiresinin artirilabilmesi icin seramik
fiksasyonunda kullanilan yéntemin mekanik uyarilara

engel olmamasi tercih edilmektedir. Bu amacla
kullanilan dayanikli HA ve TCP bazli seramik
implantasyonun in-vivo biyouyumluluk ozelliklerini
aragtrmak, tedavinin uzun dénemli basarisi acisindan
bliyiik 6nem tagi.

Segmenter kemik kaybi bolgesine binen mekanik
yiklenme intramediiller Kirschner ile saglanabilir mi?
Bunun sonucunda seramige binen yikin yeni kemik
olusumunu artttirdigi ve seramige karsi olusan
inflamatuar yanit histolojik olarak gosterilebilir mi?

Bu calismada, tavsan tibialarinin orta 1/3 boélgesinde
olustirulan segmenter kayiplarin tedavisi amaciyla
intrameduiler ¢ivi ile desteklenen saf HA ve %60
HA + %40 TCP’den olusan kompozit seramiklerin
biyouyumlulugu birinci ve ikinci ay sonunda alinan
doku érnekleriyle arastirilmis, seramiklerin gézenekli
vapist icine kemik dokusu ilerlemesi degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METOD
Seramiklerin Hazirlanmasi

ki farkh kompozisyondaki seramikleri hazilamak icin
HA ve TCP tozlan literatiirde belirtilen kimyasal
yéntemle elde edilmistirl3. Bu yéntem kisaca ¢ozelti
icerisindeki kalsiyum ve fosfat iyonlarinin amorf
kalsiyumfosfat tanecikleri seklinde cokeltimesi ve
bunu takiben tanecikleri 900°C’a kadar sitip kristal
yapt kazandirma iglemlerinden olusmaktadir.
Seramik teknolojisinde “slip dékiim stireci” olarak
bilinen yontem temel alinarak kemik dokunun
ozelliklerini yansitan gézenekli seramik yapisi elde
edilmigtir!4. Seramiklerin i¢ine dogru dogal kemik
ilerlemesine olanak verecek gézenekli yapinin elde
edilmesi amaciyla boyutlart 100 mm ile 300 mm
arasinda olan polimetilmetakrilat (PMMA) tanecikleri
seramik hacminin %60’ini olusturacak sekilde
seramik asiltiya eklenmistir. Dokiim igleminden
sonra ham seramiklerden PMMAin ayrigmast firin
icerisinde 500°C 1sida saglanmig ve olusan gozenekli
seramik yapinin 1075 -1175°C arasinda sertlesmesi
yontemiyle son seklini almasi tamamlanmigtr.

Tavsan tibiasinin boyutlarina uygun silindirik kaliplar
icerisinde hazirlanan seramiklerde, caplari 100 mm
ile 300 mm arasinda olan goézenekler ile ana
makroporoz yapinin elemanlarini baglama gorevini
istlenen, ve boyutlart 20 mm ile 40 mm arasinda
degisen destekleyici gozenekli yapi olugturulmustur.
Intramediiler civi fiksasyonuna uygun olmasi
amacwyla silindirik seramik implantlarin icerisine
2.5 mm capinda delik acgilmigtir. Seramikler 1 cm
uzunlugunda parcalar halinde kesildikten sonra
%60 HA + %40 TCP kompozit ile tamami HA olan
sentetik kalsiyum fosfat bazli gézenekli implantlar in
vivo testler icin kullanilmustur.
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In Vivo Testler

Agirliklart 1910 + 187 g olan dort tane dort aylik
disi deney tavsani (Tarim ve Koy Isleri Hayvancilik
Arastirma Enstitisti, Ankara), seramiklerin
biouyumlulugunu in vivo testlerle degerlendirmek
tizere kullanilmiglardir. Deney boyunca secilen
tavsanlar ODTU Mihendislik Bilimleri Hayvan
Laboratuvarinda sabit 21 (= 1) °C sicaklikta ve %50
(= 10) nemli ortamda tutulmuslardir. Yapay gtn/
gece ortami 12 saatlik devreler halinde floresan
aydinlatmasiyla saglanmigtir. Kafesler igerisine
yerlestirilen tavsanlar yeterli miktarda su ve yem ile
beslenmiglerdir. Biittin uygulamalar Helsinki Hayvan
Haklar1 ve Turk Veteriner Hekimligi Deontoloji
Yénetmeliginin 6343/2 maddesi ile uyumludur?®.

Ameliyat sirasinda Ketamin HCI (35 mg/kg) ve
Xylazinden (5 mg/kg) olusan anestezi intramuskular
olarak hayvanlara enjekte edilmistir. HA+TCP
kompozit seramikleri icin tavsanin sol tibiasinin orta
kismi, HA seramikleri icin ise tavsanin sag tibiasinin
orta kismi trag edilip, tim arka ayak betadine
solisyonuyla temizlenmistir. Kruris anterioru
boyunca uzunlamasina kesi yapilmis, ardindan
periost da uzunlamasina agilarak periost
elevatorleriyle tibianin orta kismi ortaya cikarilmistir.
Tibianin orta 1/3 kismindan 1 cm uzunlugundaki
bolge isaretlenmis ve osteotomi uygulanarak
segmenter tibia parcas: g¢ikarimistir. Tibianin
seramiklerle temas edecek kesik ytizeyleri
zimparalanarak dizeltilmistic. Capi 2 mm olan
Kirschner teli tibianin distalindenden proksimaline
dogru retrograd dogurltuda intrameduller olarak
yerlestirilmistir. Seramik protezin yerlestiriimesinden
ve kemigin aligmaninin ayarlanmasindan sonra
Kirschner teli tibianin proksimaline dogru deformite
yapmayacak sekilde ilerletilmistir. Tavsan topugunun
disarisinda kalan Kirschner teli kesilmistir. Periost ve
cilt alt1 3/0 Viyeril® | cilt 4/0 Prolene" ile kapatilmigtir.
Hem yaranin korunmasi, hem de kemik uzunlugu
boyunca sabitlenmesine destek olmasi amaciyla
Soft Cast! ile uzun bacak sirkiiler alci tespiti
uygulanmistir. Ameliyat sonrasi antibiyotik ve
analjezik olarak 50 mg/kg Cefazolin” ve 20 mg/kg
Tilcotil” intramuskuler olarak uygulanmustir.

Birinci ve ikinci ayin sonunda implantasyon
bolgesinden cikarilan 6érnekler %10 formalin (ph 7.0)
icerisinde analiz baglangicina kadar tesbit edilmistir.
Hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat iceren kemik
orneklerinin dekalsifikasyonunda 300 ml ethanol, 50
g kloralhidrat, 670 ml distile su ve 30 ml %70’lik
nitrik asit karisimindan olusan De Castro ¢ozeltisi
kullaniimugtir. Ornekler parafin icerisine gémiilmeden

6nce degisen derecelerde etanol solusyonlart ile
dehidrate edilmislerdir. Kalinliklari 5-7 mm olan
kesitler hematoksilen eosin ve Masson trikrom ile
boyandiktan sonra 15tk mikroskobunda incelenmistir.

BULGULAR

Implantasyon bélgesindeki hidroksiapatit ve
trikalsiyum fosfatin kemik dokusuyla ve kemik iligiyle
etkilesimi incelenmistir. Bir ve iki aylik érneklerin
incelen kisimlarinda yabanci cisim reaksiyonuna ait
fagosit hicrelerin gorilmemesi, kullanilan
seramiklerin biyouyumlulugunun yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bir ay sonunda alinan 6rneklerde
yapilan inceleme sonucunda seramik dis yiizeyinden
iceresine dog@ru gevsek bag dokusu olusumlari
gozlenmistir (Sekil 1). Seramiklerin i¢ kisimlarina
cevre dokunun ilerledigi ancak yiizey alti gbzenekli
boélgenin doku tarafindan tamamiyla infiltre
edilmedigi saptanmustir. Hidroksiapatit ve trikalsiyum
fosfata yakin kortikal tibianin etrafinda ince kikirdak
yapilarin olustugu izlenmistir. Kemik dokusu ile
temasi olmayan seramik implant yiizeyleri ig
seklindeki fibroblastlardan olusan ince fibréz doku
ile sarili oldugu goralmustir (Sekil 2).
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Sekil 1: Bir ay sonunda bag dokusunun kompozit seramik
icine ilerleyisi (HA:hidroksiapatit, IM: Ilik ; MT, x 4).
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Sekil 2: Hidroksiapatit yiizeyinin fibrillerle birlikte
fibroblast katmanlar1 (Fibrous encapsulation) ile
kaplanmasi. (HE, x 10).
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ikinci ayin sonunda HA'in cevresinin fibroz kapstil
ile sarildi@i ve kortikal tibianin seramige yakin
tarafinda kalinlasmis periosteum ile sarili ince kemik
dokusunun olustugu saptanmistir (Sekil 3). Seramik

= ity Sl N ey P
Sekil 3: Hidroksiapatit (HA), kemik iligi (BM) ve bag
dokunun (CT) ikinci ay sonunda elde edilen gériinti.
(HE, x 4).

icine dogru ilerleyen bag dokusunun yerini kemik
matriksine biraktidi izlenmistir. Olusturulan defektin
bliytikliigt ve Kirschner telinin kemik iligi tarafinda
yapti@i mekanik asindirma, kortikal kemikle
seramigin birebir temas ettigi ylzeyi azalttidi icin,
bunun kemik iyilesmesini sinirladigi gézlenmistir. Yeni
kemik spekillerinin HA tizerinde biiytidiikleri dikkat
cekmistir. Nitekim yeni eklenen kemik matriks
sinirinda sement cizgilerine siklikla rastlanmigtir.
implantasyon bolgesinde kemik iliginin iyilesmesinin
kortikal kemige oranla daha hizli oldugu
gorilmistiir. {k ayda olusan kikirdak dokusu, ikinci
ayin sonunda yerini tamamiyle kemik dokusuna
birakmustir. Yeni kemik trabekiillerinin seramigin icine
dogru ilerlemesinin ikinci ay sonunda belirginlestigi
ve olusan kemigin Kirschner teline yakin yiizeyde
seramige oranla daha fazla hacim kapladigi
gortlmusttir (Sekil 4). Gozenekli seramik yapisinin

New bohne
formation.
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Sekil 4: Kompozit seramigin Kirschner teli tarafindaki
yeni doku olusumunun (New bone formation) iki ay
sonunda ulastigi durum (HE, x 4).

icerisine lamellar kemik dokusunun da olusabildigi
izlenmistir. Gozenekli yapinin baglantilar yardimiyla
tek bir gbzenegin i¢inin timuyle kemik iligi
dokusunun buraya blytimesi ile doldurabildigi

saptanmugtir (Sekil 5 ve 6).
Lamellar hmw.‘

. ¥
formation

Sekil 5: ikinci ayda lamellar lgemik olusumunun
(lamellar bone formation) poroz HA implanti
icine ilerlemesi (HE, x 20).

Sekil 6: ki aylik in-vivo uygulama siiresince HA
implantinin tek bir gdzenegine kemigin ilerlemesi ve
burada buytumesi (Bone ingrowth; HE, x 40).

TARTISMA

Kemik dolgusu olarak kullanilmasi tasarlanan
biyomalzemelerin biyouyumlulugunu arastirmak
amaciyla, Gzerlerinde klinik éncesi yogun testler
uygulanmaktadir. Sentetik malzemelerin inflamasyon
aktivitesi, kendilerinin kompozisyon, boyut ve yiizey
6zellikleriyle alakalidirl®. Hidroksiapatit ve
trikalsiyum fosfat materyal olarak osteokonduktif ve
biyouyumlu olduklarindan, in-vivo olarak
uygulandiklarindan hemen sonra inflamatuar yanit
olusturmazlar. Literatiirde operasyon sonrasi
enfeksiyon yarattigi gériilmigse de, bunun HA ile
dogrudan ilgili oldugu saptanmamustirl?. Protez
uygulamalarinda kullanilan biyomateryallerinin
asinma sonucu ortaya cikan partikilleri,
inflamasyon ve kemik rezorpsiyonu yarattigi kaygilart
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mevcuttur!8, Asinma sonucunda boyutlart 2 mm’den
kiictik materyal debrileri osteoliz yaratarak, fagositoz
sonucu sitokinler cevresinde hiicresel tepkime
dogururlar. Bizim galismamizda, 6zellikle Kirschner
teline yakin bolgelerde ve de tibia ile temas yiizeyine
yakin kisimlarda, seramikten asinma yoluyla kopan
irili ufakli HA ve TCP partikiillerine rastlanmustir.
Incelenen kisimlarda fagositlerin bulunmamast,
kullanilan HA ve TCP materyellerinin inflamatuar
yanit olusturma kapasitelerinin disiik oldugunu
gostermektedir. Bu duruma ragmen, implantasyon
sliresinin artmasi, asinmayi da fazlalastiracagindan
belirgin inflamasyon goziikmesine neden olur.

Kemig@in seramik icine dogru ilerlemesi sirasinda,
gbzenekli yapmin yarik ylzeylerinde stresse bagli
olarak mikrokiriklar yarathg bilinmektedirl®. Yeni
olusan kiriklar seramigin osteokonduktif yizey
miktarini arttirmakta, kemik olusumunun daha fazla
HA igine ilerlemesini saglamakta ve bu bolgelerde
HA-kemik arasindaki baglanmay arttirarak iyilesmeyi
hizlandirmaktadir. Mikrokiriklarin seramik igerisinde
olugmasi mekanik olarak kaygi yaratmasinin aksine,
HA ile olan bag yapisini kuvvetlendirdiginden kemik
gelisimi icin istenilen ozelliktir.

Bir ay sonunda kemik yapisi yerine kikirdak yapisinin
goriilmesi, oksijen azhidt gibi uygunsuz mikro-ortam
kosullar1 nedeniyle olusmaktadir. Ikinci ay sonunda
kikirdak yapi yerini kemik dokusuna birakmustrr. Ikinci
ayda serami@in gozeneklerinin hentiz tamamen
dolmadiginin izlenmesine karsin 1 yila ulasacak bir
takipte bu gozeneklerin bliyiik oranda normal kemik
dokusuyla dolmast beklenmektedir.

Kemik ilerlemesi sirasinda seramigin icinde yeni
catlaklar olustugu saptanmistir. Gozenek icinde
ilerleyen kemik iliginin akis benzeri bir yapida
bliyimesi, seramigin birbirine bagli makroporoz
yapisinin HA'nin osteokondtiktif dzelliklerini arttirdigi
anlamina gelmektedir.

Bu calismada, segmenter kemik defektlerinin in-vivo
iyilesmesi, ilk aylarda elde edilmis HA ve TCP bazli
seramik oOrnekleri histolojik olarak incelenmistir.
Kullanilan seramiklerin kemik hiicreleri ile
biyouyumlu olduklari goériilmistiir. Elde edilen
sonuclar, Uretilen HA ve TCP igeren implantlarinin
uzun streli in-vivo uygulamalar icin umut vericidir.
Calismanin devami olarak daha uzun streli in-vivo
deneyler yapilarak kemik iyilesmesinin biyomekanik
testler ile aragtirilmast planlanmustir. Autogreft ve
allogreftler yerine kullanilabilmeleri icin seramik
kompozitler osteojenik katki saglayacak
biyoelemenlarla desteklenmelidir. Sonug olarak HA
ve TCP iceren seramiklerin osteokonduktif ve

biyouyumluluk derecelerinin uygun olunduguna ve
ideal materyal yapisinda kullanildiklarinda,
segmenter kemik kayiplarinin iyilesmesi icin gelecekte
gtivenle kullanilabilecek potansiyele sahip olduklari
gorligtine varilmustir.
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