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Amag:Kirik iyilesmesi, olduk¢a karmagik patofizyolojik olaylari icermesi ve sagaltiminda
multidisipliner yaklasimlara gerek olmasindan dolay1 aragtirmacilarin iizerinde bir¢ok ¢alisma
yaptiklar1 bir alandir. Kirik iyilesmesini olumlu etkileyen ajanlarin bir kismi klinikte kullanim
alan1 bulmustur. Kemik iyilesmesinde kullanilan ideal materyalin kemik onarimi {izerine etkili,
uygulanmasi kolay nitelikleri bulunmalidir. Calismamizda kemik defekti olusturulan ratlarda
Chitosan Acetate Bandage’nin kemik iyilesmesi tizerine etkisini inceledik.

Materyal ve Metod:Tibiasinda kemik defekti olusturulan ve her biri on rat igeren iki ¢alisma
grubu olusturuldu. Birinci grupta; defekt serum fizyolojik ile irrige edildi ve 7. giinde kemik
segmenti alindi. Ikinci grupta; defekte Chitosan Acetate Bandage emdirildi ve 7. giinde kemik
segmenti alind1. Ornekler osteoblastik aktivite, inflamatuar yanit ve fibrozis skorlar1 yoniinden
histopatolojik olarak degerlendirildi. Istatiksel analizler igin ki kare testi kullanildi. Tiim
istatistikler i¢in anlamlilik sinir1 p<0.05 kabul edildi.

Bulgular:Yedinci giin degerlendirilen osteoblastik aktivite (Evre 4), inflamatuar yanit (Evre 4)
skorlar1 Chitosan uygulanan grupta normal salin uygulanan gruba gore istatistiksel olarak
anlamli yiiksek tespit edilirken, fibrozis skorlart (Evre 3, 4) yoniinden gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi.

Sonug: Kemik defekti olusturulan ratlarda Chitosan Acetate Bandage’nin kemik iyilegmesi
iizerine histopatolojik degerlendirmeler goz Oniine alindiginda olumlu olabilecegi sonucuna
varilmustir.

Anahtar kelimeler: Chitosan Acetate, Kemik iyilesmesi, Travma

ABSTRACT

Aim: Bone healing is a complex process which includes pathophisiologic events that need a
multidisciplinary aproach. Because of that most authors have studies on this process. The agents
which effect the bone healing positively, have a clinic usage. The best material to use for bone
healing have to be effected on bone repair, and easy to use. In our study, we aimed to investigate
the effects of Chitosan Acetate Bandage on bone healing.

Materials and Methods:Two separate study groups were formed each one including ten rats
that crate defects on their tibias. In the first group, the defect had been irrigated by serum
phisiologic and the bone biopsies had taken form bone on the seventh day. In the second group,
Chitosan Acetate Bandage had applied to the defect and the bone biopsies had taken form bone
on the seventh day. The samples evaluated histopathologically for osteoblastic activite,
inflamatory response and fibrosis scores. Ki kare test was employed to statistically analysis of
the data and the significance line accepted as p<0.05.

Results:Osteoblastic activite (Stage 4) and inflamatory response (Stage 4) were statistically
significant high in Chitosan group according to normal salin group. However there were no
statistically significant results for fibrosis scores (Stage 3, 4) between two groups.
Conclusion:We determined positive effects of Chitosan Acetate on rats, that have bone defects
by histopathologic evaluations.
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GIRiS

Trafik kazalari, darp, yiiksekten diisme, atesli
silah yaralanmasi, spor yaralanmalari ve is
kazalar1 ile olusan kas iskelet sistemi
yaralanmalari, sebep olduklari morbidite ve
mortalite ile Diinya’nin pek c¢ok yerinde
toplumsal bir saglik sorunu haline gelmistir
(1,2). Bu travmalarin biiyilk ¢ogunlugunda
kemik kiriklar1 olusmaktadir. Bu kiriklara en
kisa zamanda ve en etkin yolla miidahale
edilmesi gerekmektedir.

Kirik iyilesmesi yumusak doku iyilesmesine
oranla daha yavag ilerler. Bu da tedavi
sirasinda olusabilecek sorunlar1 beraberinde
getirmektedir. Kaynama gecikmesi veya
kaynamamanin neden  oldugu  kronik,
fonksiyonel ve fizyolojik bozukluk, artan hasta
morbiditesi ve stres gibi sorunlarin yaninda,
yol actigi ekonomik zararlar, arastirmacilar
yeni tedavi yontemleri
yoneltmistir 2). Kirik
hizlandirmada etkili, diisiik maliyetli ve
giivenilir tedavi yontemleri gelistirilmesi hem

gelistirmeye
iyilesmesini

hastanin  gilinliik yasantisina daha erken
donmesini  saglayacak, hem de tedavi
maliyetlerinde azalmaya neden olacaktir (3).
Kirik iyilesmesini etkileyen faktorler ve tedavi
sekilleri ile ilgili birgok c¢alisma yapilmis,
bunlarin  bir kismi da klinik pratikte
kullanilmaktadir (4,5).

Chitin; yengeg, karides gibi kabuklu deniz
canlilarimin ~ dis  iskeletlerinde,  kelebek
kanatlarinda, bazi1 bakteri ve mantarlarin hiicre
duvarlarinda yer alan ve dogada seliilozdan
sonra ikinci siklikta bulunan polimer yapili
biyolojik bir materyaldir (6). Chitin’in
deasetilasyonu ile elde edilen, reaktif
fonksiyonel amino gruplar sayesinde cesitli
fonksiyonlar kazanan chitosan’in gesitli tip ve
eczacilik alanlarinda kullanim1
arastirilmaktadir (7,8,9).

Son yillarda, Chitosan i¢eren bandajlarin insan
viicuduna toksik etkileri olmadig1 yapilan
caligmalarla gosterilmis ve dokular tizerine

hemostatik ve antimikrobiyal etkileri goz
oniinde bulundurularak klinik kullanima
girmistir (7,10-13).
Literatiirde Chitosan’1n doku
rejenerasyonunda etkili oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur ancak kemik iyilesmesi
iizerinde etkisini gosteren kisith sayida
caligma tespit edilmistir. Bu c¢alismada;
deneysel olarak kemik defekti olusturulan
ratlarda Chitosan Acetate Bandage’in (CAB)
(HemCon®, HemCon Medical Technologies
Inc. (Portland,Oregon,USA) erken kemik

iyilesmesi iizerine etkisi incelendi.

MATERYAL ve METOD

Bu calisma Ulusal Saglik Enstitiisiiniin
yaymladigi, “Laboratuar Hayvanlarinin Bakim
Ve Kullanim Kilavuzu” na uygun sekilde
planlanmis ve yiiriitiilmiistiir. Etik Kurul onay1
alindiktan sonra rastgele segimle belirlenen
onarli 2 gruptan olusan, agirliklar1 180-200
gram arasinda degisen toplam 20 adet
Sprague-Dawley tipi rat ¢alismaya alindi.

Calisma gruplar

Grup NaCl (n= 10): Kemik defekti
olusturulmas: sonrasinda defektin serum
fizyolojik ile irrige edilmesi seklinde islem
yapilan ve 7. giinde kemik segmenti alinan
grup.

Grup CAB (Chitosan Acetate Bandage) (n=
10): Kemik defekti olusturulmasi sonrasinda
defekte CAB emdirilmesi seklinde islem
yapilan ve 7. giinde kemik segmenti alinan
grup.

Deneklere uygulanan anestezi protokoli
Deneklerin, 50 mg/kg dozda ketamine
hydrochloride (Ketalar®; Pfizer ilaglar
Ltd.Sti, Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mgkg
xylazine hydrochloride (Rompun®; Bayer,
Tiirk Kimya San. Ltd. Sti. Istanbul, Tiirkiye)
intramuskuler  enjeksiyonu ile anestezisi
saglandi.
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Defekt olusturma

Lokal saha temizligi Polividon Iyot
(Batticon® Antiseptik Soliisyon, Adeka Ilac
Sanayi ve Ticaret A.S, Istanbul, Tiirkiye) ile
yapildi. Tibia distalinde, anterior cilt {izerinde
5 mm uzunlugunda longitudinal cilt insizyonu
yapildi. Cilt, cilt alti bag dokusu gegildi ve
tibialis anterior kasinin lateralize edilmesinin
ardindan, periost membran kemik yiizeyinden
alimdi. Tibia distalinde anterior kisimda
uzunlugu 5 mm, genisligi 1 mm, derinligi 1
mm olacak sckilde kemik defekti elektrikli
matkap kullanilarak  olusturuldu. Kemik
defektinin uygunlugunun saglanmasi igin
matkap ucuna defekt boyutuna karsilik gelen
boyutlara sahip 1 mm uzunlukta isaretlenmis 1
mm ¢apinda paslanmaz ¢elik stent yerlestirildi.
Olusturulan defekt sonrasinda grup NaCl’de
defekt sadece serum fizyolojik ile irrige edildi
ve herhangi bir ilag uygulanmadi. Grup
CAB’de defekte uygun boyutta CAB kesilerek
defekt yiizeyi kapatildi.

Her iki grupta da 5/0 polypropylene
(Prolene®; FEthicon, USA) siitur materyali
kullanilarak  kas ve cilt sitiirasyonu
gergeklestirildi. Cerrahi sonrasinda tiim ratlar
kendilerine ayrilmis olan kafeslere alindi.
Perioperatif ve postoperatif doénemde higbir
denek kaybedilmedi ve higbir denekte
komplikasyon gelismedi. Ayn1 giin igerisinde
rutin beslenmelerine devam eden deneklere
hareket kisitlayict hi¢bir uygulama yapilmadi.
Deneklerin  tiimiiniin  postoperatif  birinci
gliniin sonunda serbest bir sekilde mobilize
olduklar1 gozlendi. Denekler 7 giin boyunca
herhangi bir diyet kisitlamasi yapilmadan
standart rat yemi ve ¢cesme suyu ile beslendi.
Deneyin 7. gilininde kemik  defekti
olusturulmasinda kullanilan anestezi
yontemiyle ratlarin anestezisi saglandiktan
sonra, femur distalinden ayak bilegine kadar
anteriordan orta hat longitudinal cilt insizyonu
yapildl. Cilt ve cilt alt1 bag dokular geg¢ildi.
Tibialis anterior kasinin tendonu vertikal
olarak kesildi ve diz eklemi kapsiiliine ulasildi.
Diz eklemini stabilize eden anterior kapsiil,

capraz baglar ve posterior kapsiil anteriordan
posteriora dogru ayrildi.

Tibianin anteromedial yliziinden tibialis
anterior kasinin diseksiyonu gerceklestirildi.
Peroneal  kaslar  tibianin  posterolateral
yiiziinden diseke edildi extensér ve fleksor
kaslar anterior ve posterior tibiadan
proksimalden distale diseke edilerek ayak
bilegine ulasildi. Asil tendonu ve ayak bilegi
eklem kapsiilii kesilerek bacak segmenti
yumusak dokudan arindirildi. Denekler diz ve
ayak bilegi dezartikiilasyonu uygulanmak
suretiyle tibialar1 alindiktan sonra, servikal
dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi.

Doku hazirlanmasi ve histopatolojik inceleme
Histopatolojik inceleme igin alman her bir
kemik segmentinin % 10’luk formaldehid
solusyonu igerisinde bir gece +40 C de fikse
edilmesini takiben, bu segmentler saline ile
yikandi ve yeterli dekalsifikasyon saglanana
kadar formik asitte bekletildi. Fiksasyon
sonrasinda parafine gomiilen segmentler ince
kesitler elde edilecek sekilde mikrotom ile
kesildi. Doku kesitleri Hematoksilen-Eozin ve
Mason-Trikrom boyasi ile boyanarak caligma
hakkinda bilgisi olmayan bir patoloji uzmani
tarafindan kor olarak 1sik mikroskobunda
kantitatif olarak degerlendirildi.

Inflamatuar yamt, fibrozis ve yeni kemik
olusumu (osteoblastik aktivite) skorlar1 bu
evrelerle iligkili hiicrelerin sayimi ve bunlarin
toplam hiicre sayisina orani tespit edilerek
belirlendi. %0-25 yok (Evre 1), % 25-50 hafif
(Evre 2), % 50-75 orta (Evre 3), % 75-100 ileri
(Evre 4) seklinde yorumlandi (14).

Istatistiksel analiz

[statistiksel degerlendirme, SPSS 20 istatistik
programi kullanilarak yapildi. Grup igi
karsilastirmalarda gruplar normal dagilim
gostermedigi icin Kruskal Wallis tek yonli
varyans analizi ve ¢coklu karsilastirma yontemi
olarak Mann-Whitney U testi kullanildi.
Gruplarin kendi aralarindaki kargilagtirmalarda
p < 0.01, diger karsilastirmalarda ise p < 0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Histopatolojik degerlendirmede; kemik defekti
olusturulmasinin 7. giinlinde gruplar arasi
inflamatuar ~ yanit  skorlart  (Evre  4)
kargilastirildi ve chitosan uygulanan grupta
inflamatuar yanit skoru, normal salin
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak
anlaml yiiksek tespit edildi (p=0.010).
Gruplarin inflamatuar yanit skoru evrelerine
gore dagilimi Tablo 1°de ayrintili olarak
verilmistir.

Tablo 1. Gruplarin inflamatuar yanit skoru
evrelerine gore dagilimi

. Grup Grup
Inflamatuvar
Yanit Skoru NaCl CAB p*
(n=10) (n=10)
Evre | 4 0 0.143
Evre Il 4 0 0.143
Evre 11 1 3 0.291
Evre IV 1 7 0.010
NaCl: Sodyum Kloriir, CAB: Chitosan Acetate
Bandage.

*ki kare testi, *p<0.05.

Sodyum Kkloriir grubu ile CAB gruplarinin
Evre 4 inflamatuar yamit skorlarinimn
degerlendirildigi histopatalojik goriintii
ornekleri Sekil 1’de verilmistir.

Histopatolojik degerlendirmede kemik defekti
olusturulmasinin 7. gilinlinde gruplar arasi
osteoblastik  aktivite skorlar1 (Evre 4)
karsilagtirlldi ve chitosan uygulanan grupta
osteoblastik aktivite skoru, normal salin
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak
anlaml yiiksek tespit edildi (p=0.005).
Gruplarin ~ osteoblastik  aktivite  skoru
evrelerine gore dagilimi Tablo 2’de ayrmtili
olarak verilmistir.

Tablo 2. Gruplarin osteoblastik aktivite skoru
evrelerine gore dagilimi
Osteoblastik ~ Grup Grup
Aktivite NaCl CAB p*
Skoru (n=10) (n=10)

Evre | 4 0 0.143
Evre Il 5 0 0.116
Evre 111 1 4 0.152
Evre IV 0 6 0.005

NaCl: Sodyum Kloriir, CAB: Chitosan Acetate
Bandage.
*ki kare testi, *p<0.05

Sodyum Kkloriir grubu ile CAB gruplarinin
Evre 4 osteoblastik aktivite skorlarmin
degerlendirildigi ~ histopatalojik  goriintii
ornekleri Sekil 2'de verilmistir.

Sekil 1. Evre 4 inflamatuar yanit skorunun
histopatolojik degerlendirilmesi:
A-NaCl grubu, B-CAB grubu (H&EX100)
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Histopatolojik degerlendirmede kemik defekti
olusturulmasinin 7. gilinlinde gruplar arasi
fibrozis skorlari karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmedi.
Gruplarin fibrozis skoru evrelerine gore
dagilimi Tablo 3’te ayrintili olarak verilmistir.

TARTISMA

Kirik; i¢ veya dis kuvvetler sonrasi kemigin
anatomik biitiinliginiin tam veya kismen
bozulmasi olarak tanimlanabilir (15). Kirik
iyilesmesi, olduk¢a karmasik patofizyolojik
olaylar icermesi ve sagaltiminda
multidisipliner yaklagimlara gerek duyulmasi
nedeniyle iizerinde arastirmacilarin pek ¢ok
calisma yiriittiikkleri bir alandir. Kirik
iyilesmesini olumlu etkileyen ajanlarin bir
kismi  kendine klinikte kullanim  alanm
bulmustur (4,5,11,16,18).

Tablo 3. Gruplarin fibrozis skoru evrelerine
gore dagilim

. . Grup Grup
F;bk;c;i's NaCl ~ CAB p*
(n=10) (n=10)
Evre | 4 0 0.143
Evre 11 4 2 0.314
Evre 111 2 5 0.175
Evre IV 0 3 0.105

NaCl: Sodyum Kloriir; CAB: Chitosan Acetate Bandage.
*ki kare testi, *p<0.05.

Kemik iyilesmesinde  kullanilan  ideal
materyal; kemik onarmmi iizerine etkili ve
kolay uygulanabilir nitelikte olmalidir. Dogada
bulunan kaynaklardan bol miktarda elde
edilebilen bir biyopolimer olan Chitosan’in,
viicuda toksik ozelliginin olmamasi, yiiksek
biyouyumu yaninda doku rejenerasyonunu
uyarici etkileri de bulunmaktadir (8,11,12,13).
Chitosan’in toz, jel, sulandirilmis formu ve

bandaj seklinde kullanim tiirleri bulunmaktadir.

Chitosan antimikrobiyal ajan olarak, kemik
dokusunun yerini alarak ve hemostatik aktivite

gostererek yara iyilesmesini hizlandirmasi
doku miihendisligi alaninda yeni ufuklar
a¢gmaktadir (7,9,11,13).

Shin ve ark. (19) tibia hasarinda deri alt1 bag
dokusuna nanofiber Chitosan membranlarim
implante  ederek  yaptiklar1  ¢alismada,
Chitosan’mn kemik iyilesmesi tizerine olumlu
etkilerinin ~ oldugunu rapor etmislerdir.
Ardakani ve ark. (11) ise rat tibiasinda
olusturduklar1 defekte Chitosan’t toz halinde
uygulamiglar ve yeni kemik olusumunun
anlaml1 derecede arttirdigini gostermislerdir.
Literatiir taramalarinda; daha onceki kemik
iyilesme modellerinde CAB uygulanmasina
iligkin bilgiye rastlanilmamistir. Calismamizda
Chitosan’1 bandaj seklinde kullanarak kemik
defektlerine temasla birlikte (emdirerek) lokal
absobsiyonu artirmay1 amacladik.

Sekil 2. Evre 4 osteoblastik aktivite skorunun
histopatolojik  degerlendirilmesi: ~ A-NaCl
grubu, B-CAB grubu (H&EX100)
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Li ve ark. (20) tavsanlarda eklem dis1 tendon-
kemik iyilesme modelini kullanarak yaptiklar
calismada greftin kemige tutundugu yiizeyde
Chitosan’in mikroskobik olarak osteogenezi
arttirdigin1 rapor etmislerdir. Bununla birlikte
Spin Neto ve ark. (12) ratlarin kalvariumunda
olusturulan kemik defekti tizerine Chitosan’in
etkisini inceledikleri farkli iki calismada da
yeni kemik olusumunun kontrol grubuna gore
anlamhi  farklilik  gOstermedigini  tespit
etmislerdir. Onceki calismalarla
kiyaslandiginda yeni kemik olusumu ve
osteoblastik  aktivite ile ilgili  olumlu
sonuglarimiz bazi caligmalarla benzer iken,
bazi caligmalarla farkliliklar gdstermektedir
(11-13). Bu durumun uygulanan teknik,
secilen denek ve farkli kemik yapilarindan
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Kemik defektindeki iyilesmenin daha iyi
degerlendirilebilmesi amaciyla akut donemde
inflamasyonun gostergeleri olan inflamatuar
hiicrelerin ve sinyal proteinlerinin durumunu
inceleyen calismalar mevcuttur (6,11,19,20).
Usami ve ark. (21) Chitosan’in inflamatuar
hiicrelerin  hasarli  bolgeye goclinii  ve
iyilesmeyi aktive eden sinyal proteinlerinin
salgilanmasini arttirdig1 gostermislerdir. Bagka
calismalarda da benzer sekilde Chitosan’in
erken donemde polimorf niiveli 16kositler ve
makrofajlar  gibi  inflamatuar  hiicrelerin
aktivasyonunu arttirarak kemik iyilesmesinin
ilk basamagi olan inflamasyonu hizlandirici
ozelliginin oldugu gosterilmistir (6,12,21,22).
Bizim calismamizda da kemik iyilesmesinin
erken doneminde Chitosan’in inflamasyonu
arttirdigr tespit edildi. Burada Chitosan’in
inflamatuar mediatér salinimini artirmasinin
etkili oldugunu diistinmekteyiz.

Asikainen ve ark. (23) yaptiklar1 bir
caligmalarinda, uzun  siiren  fibroblast
aktivasyonunun eslik ettigi kronik
inflamasyonun kemik iyilesmesini
geciktirdigini  tespit etmislerdir. Chitosan
kemik iyilesmesinin erken  doneminde
fibroblastlarin bu bolgeye gociinii artirarak
kollajen sentezini arttirmaktadir ancak artan
fibroblast aktivitesinin uzun silire devam

etmesi kemik iyilesmesini olumsuz yonde
etkilemektedir. Yine benzer bir bakis acisiyla
degerlendirdigimizde; Ardakani ve ark. (11)
rat tibialarinda olusturduklar1 defekte Chitosan
uygulamasi sonrast yeni kemik olusumuna
olumlu etkilerini gozlemledikleri
caligmalarinda, ilk haftada gozlenen fibrozisin
ikinci haftada azaldig1 ve dordiincii haftada ise
tamamen kayboldugunu raporlamislardir.

Kisithhiklar

Calismamizda CAB uygulanmasi sonrasi
yedinci giin incelenen oOrneklerde; degisen
derecelerde  fibrozis  goriiliirken,  geg
donemlere ait fibrozis skorlarinin
calisilamamis olmasi iyilesmenin ge¢ donemi
hakkinda net bir kaniya ulasmamiza engel
teskil etmektedir. Bu durum galismamiz igin
bir kisitlayic1 faktor olarak kabul edilebilir.
Caligmamizda tek Dbasma histopatolojik
degerlendirmeler g6z Oniine alinmis olup,
gelecekte birlikte yapilacak olan histopatolojik
ve Dbiyokimyasal degerlendirmelerle daha
kapsamli sonuglara ulagilabilir.

Sonuc¢

Kemik defekti
kullandigimiz Chitosan Acetate Bandage’nin
kemik iyilesmesi lizerine etkisinin,

olusturulan ratlarda

histopatolojik degerlendirmeler g6z Oniine
alindiginda olumlu olabilecegini
diisiinmekteyiz.
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