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OZET

Sicanlarda olusan kemik defektinde kalsiyum fosfat cimentosu ve metotreksatin kollajen
membranh ve membransiz uygulanmasinin doku iyilesmesi iizerine etkisinin arastirilmasi

Dr. Anil Selin UZUN

Kalsiyum fosfat ¢imentosu porozitesi biyolojik olarak kabul edilebilirligi, biyoindirgenmesi ve
osteokondiiktif 6zelliklerine baglh olarak ilag salinim sistemi tasiyicisi olarak kemik defektlerinde
kullanilmigtir. Antibiyotik yiikklenmis kalsiyum fosfat ¢imentolar: osteomiyelit tedavisinde ve
onlenmesinde genis kullanim alan1 bulmus ve kemik tiimérlerinin lokal rekirresini kontrol altina
almada ve kemoterapiye bagli sistemik toksik etkilerin azaltilmas1 amaciyla antitiimér ilaglarin bir
tastyicist olarak ta kullanilabilecegi fikrini akla getirmistir.

Metotreksat folik asidin bir analogudur. Dihidrofolat redilktaza Metotreksat bir antimetabolit
olarak geri doniisiimlii olarak baglanarak inaktive eder. Bunun neticesinde homosisteinin
metionine, glisinin serine doniisiimii, timidilat ve inosilik asit sentezi bozulur ve bunun sonucunda
protein sentezinde hasar olusur. Metotreksatin ortaya c¢ikarttigi bu etkiler sonucunda tomiir
hiicrelerinin etkinligi bozulur

Calismada 8-12 haftalik 36 adet Wistar-Albino cinsi disi si¢an kullanildi. Kullanilan CPC’ nin s1vi
ve toz fazi vardi. Sivi toz orani 0,4 ‘dii. Elli gram kalsiyum fosfat ¢imentosuna sirasiyla 0, 100 ve
250 mgr MTX solusyonu eklenerek %2 ve %5’lik MTX CPC karisimlart olusturuldu. Otuz alt1
sicandan rastgele 6 grup olusturuldu. TUm sicanlarda kirik femurlar bir kirik boslugu birakilarak
intramedller k-teli ile stabilize edildi. Bu gruplarn tigiinde kirik boslugunu doldurmak i¢in CPC,
ikisinde ise %2 ve % 5 CPC MTX karisimi kullanildi. Bir grupta kirik boslugu ¢evresine yalnizca
kollajen membran sarildi. Kalan iki grupta %2 ve %5 CPC MTX karigimi ile bosluk doldurularak
etrafi kollajen membran ile sarildi. Bu arastrmanin ana amact MTX’in ¢evre yumusak doku
Uzerindeki olumsuz etkilerini arastirmaktir. CPC MTX Uzerine kollejen membran uygulanmasi,
doku iyilesmesi iizerine negatif etkileri ortadan kaldirip, pozitif etki yaptigini bulduk. Diger higbir
uygulamada bu etki yoktur

Anahtar kelimeler: Kalsiyum Fosfat Cimentosu, Metotreksat, Kollagen Membran,

Yumusak doku iyilesmesi
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SUMMARY

Examination of the effect of calcium phosphate cement and methotrexate with collegene
membrane and without membrane application on tissue healing created on bone defects of
guinea pigs.

Dr. Anil Selin UZUN

Calcium Phosphate Cement has been used as a drug carrier in many instances depending on it’s
biological acceptability, porosity, biosolubility and osteoconductivity. Antibiotic loaded Calcium
Phosphate Cement has been largely used before for osteomyelitis prevention and treatment. As a
result of it’s success, the idea of it’s use as chemoterapeutic carrier for prevention of local
recurrences and for prevention of chemoterapeutic’s systemic side-effects has been emerged.
Methotrexate is an analogue of folic acid. As an anti-metabolite, it’s inactivates dihydrofolate
reductase by reversible binding. As a result of this binding, the conversation of homocystein into
methionine, the conversation of glycine into serine, the production of thymidilate and inocyclic
acid is distrupted. These results in damage n the protein synthesis. The effects of methotrexate
leads into distruption of tumor cell’s activity.

We used 8 to 12 weeks aged 36 Wistar-Albino rats. The calcium phoshate cement that has been
used is composed of powder and liquid components. The liquid-powder ratio was 0,4. 100 and 250
mgr methotrexate solutions was added to 50 gr CPC mixtures and %2 and %5 CPC-MTX mixtures
had been preparated respectively. 36 rats randomly grouped into 6. In all rats, fractured femurs
stabilized by intramedullary K-wires with leaving a fracture gap. In 3 of these groups, CPC is used
to fill fracture gap. But in 2 group, %2 and %5 CPC-MTX mixture has been used. In one group
only collagen membrane wrapped around the fracture gap. In the remaining 2 group %2 and %5
CPC-MTX mixtures used for gap filling but, they were also wrapped with collagen membrane.

The effects of methotrexate into soft-tisue healing was the main objective of the experiment. The
main finding in the histological evaluation was the enhancing effect of CPC-MTX mixtures that
has been wrapped with collagen membrane, in regard with soft tissue healing. This was true with
%2 and %5 CPC-MTX groups, but not with the rest.

Keywords: Calcium Phosphate Cement, Methotrexate, Collagen Membrane, Soft-tisue
healing
X



1.GIRIS

Tedavi amaglh kemik rezeksiyonlar1 sonrasinda olusan kemik defektlerine tiim
diinyada sik olarak rastlanmaktadir. Giinlimiizde kemik defektlerinde kalsiyum fosfat

¢imentosu(CPC) yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir.

Kalsiyum fosfat cimentosu porozitesi biyolojik olarak kabul edilebilirligi,
biyoindirgenmesi ve osteokonduktif (1) 6zelliklerine bagl olarak ila¢ salinim sistemi
tastyicist olarak kemik defektlerinde kullanilmistir.(2) Antibiyotik yiiklenmis kalsiyum
fosfat ¢imentolar1 (CPC) osteomiyelit tedavisinde ve 6nlenmesinde genis kullanim alani
bulmustur.(3) Bu uygulama CPC’lerin kemik tiimorlerinin lokal rekirresini kontrol
altina almada ve kemoterapiye bagli sistemik toksik etkilerin azaltilmasi amaciyla
antitimor ilaglarin bir tasiyicist olarak ta kullanilabilecegi fikrini akla getirmistir.
Metotreksat(MTX) CPC’nin in vitro ve in vivo calislalardaki kinetik o6zellikleri
CPC’nin dev hicreli tumoér veya osteosarkom gibi kemik tlmorlerin  lokal

kemoterapisinde tasiyici arag olarak kullanilabilecegine 151k tutmustur.

Kemik defektlerde uygulanan kalsiyum fosfat cimentosunun destek fonksiyonu
yaninda iyi bir ilag tastyicisi olarak ta kullanildig1 bilinmektedir. Bu amagla antibiyotik
ve antineoplastik ajanlar kalsiyum fosfat cimentosuna lokal tedavi amagh
eklenebilmektedir. Lokal amagl yiiksek konsantrasyonlarda kullanilan bu gibi ilaglarin
sistemik dolasima az miktarda gegmesi veya ¢evre yumusak dokuya penetre olmasi

sonucu istenmeyen sistemik ve lokal invaziv yan etkileri gérilmektedir.

Bu sebeple antimetabolitik bir antineoplastik olan metotreksatin doku iyilesmesi
Uzerine yaptigi olumsuz etkilerinin hangi konsantrasyonlarda olustugu ve nasil

Onlenebilecegi sorusu akla gelmektedir.

Biz ¢alismamizda si¢anlarda olusturulan kemik dokuda osteotomi sonrasinda

kirschner teli ile fiksasyon, kalsiyum fosfat ¢imentosu ve degisik dozlarda metotreksat



kombinasyonunu uyguladik. Ayni zamanda Kollejen membranlar kullanarak

metotreksatin ¢evre yumusak doku tizerindeki olumsuz etkilerini aragtirdik.

Kemik defektleri sonrasinda uygulanan kalsiyum fosfat ¢imentosu ve degisik
dozlarda metotreksat kombinasyonunu ile ayni zamanda kollejen membranlar
kullanarak metotreksatin (MTX) ¢evre yumusak doku Uzerindeki olumsuz etkilerini
aragtiran ¢aligma litartirdeki ilk ¢alisma olup basari saglandigi takdirde membran
sayesinde MTX’in sistemik yan etkilerinin dnlenmesinde alternatif bir yontem olarak

kullanilabilmesi ortaya ¢ikabilmektedir.

Birinci asamada sicanlara anaztezi verildikten sonra uyluk bdlgeleri %10
Povidone-iodine ile silinerek steril sartlar olusturuldu. Ikinci asamada sigan femurlarina
osteotomi uygulanarak kalsiyum fosfat ¢imentosu ile defekt doldurularak kirschner teli
ile intrameduller fiksasyon uygulandi. Ugiincii asamada kalsiyum fosfat cimentosu
ve metotreksat kombinasyonu belirli oranlarda karistirilarak kollejen
membranli ve membransiz olarak Siganlara uygulandi.  Dorduncl  asamada  belirli

periyotlarda doku 6rnekleri alinarak histolojik takip yapildi.



2.GENEL BILGILER

2.1. YARA 1YILESMESI

Yara iyilesmesi; travmatik bir olay sonucu organizmanimn bu hasari tamir etmesi
icin verdigi yanittir. Yara iyilesmesinde ilk olarak hasar bolgesine inflamatuar htcre
infiltrasyonu, daha sonra hiicre ¢ogalmasi ve matriks depolanmasi ve sonra da skar
olusumu olarak 6zetlenebilir.

Yara iyilesmesi primer, sekonder ve tersiyer iyilesme olarak tige ayrilir. Primer
iyilesme, doku kaybi1 mevcut olmaksizin yara kenarlarimin karsilikli bir araya getirilerek
dikilmesiyle olusan iyilesmelerdir. Sekonder iyilesme daha uzun siren bir iyilesme
strecidir ve doku kaybinin olast oldugu durumlarda granulasyon dokusu olusumu ve
epitelial migrasyon ile olusur.(4)

Tersiyer iyilesme ise gecikmis primer kapama; ilk olustugu sirada ¢ok ileri
derecede kontamine oldugundan primer kapatilamayan ancak 6-7 gilinlik agik
birakmadan sonra iyi kanlanabilen dokularda uygulanmaktadir. Bu yontemde, yaradaki
inflamatuar surece, bakteri konsantrasyonunu en aza indirmek icin zaman

taninmaktadir. Biitiin bu islemlerden sonra genellikle primer kapama uygulanir.
2.1.1.Faz-1: Hemostaz ve inflamasyon

Hemostaz ve inflamasyon doku hasarina kars1 verilen ilk cevaptir. Ilk olarak o
bdlgede lokal vaskiler spazm, sonrasinda da vazodilatasyon olur. Kapiller gecirgenlik
artar. Kapillerden sizan plazma ve protein yara alanmi doldurur. Takiben yara
dokusunda lokosit, eritrosit goruldr.

Plazma proteinleri ve fibrinden bir sekresyonla dolar. Kan, subendotelyal
kollajenlerle temas edince Hageman faktor(FXII1) aktive olur, trombositler granil
depolarin1 bosaltarak degraniule olur, seratonin gibi maddeleri agiga ¢ikarrr ve
cokerler.(4, 5)



Trombositlerden ayrica, PAF, adenozin difosfat, tromboxanA2, trombosit
kokenli blylme faktori seratoninde agiga ¢ikar. Bunlardan 6zellikle trombosit kdkenli
bluyume faktoru fibroblastlar igin kemoatraktan olup, yeni kapiller damar olusumu igin
uyarici gorev yapar.

Boylece trombositler onarmmi baslatacak mekanizmay1 isleme sokarlar.
Trombositler tarafindan olusturulan gegici piht1 intrensek ve ekstrensek pihtilagma
faktorleri protrombinin trombine ve fibrinojeni fibrine gevirmesi sonucunda stabil

pihtiya doniisir ve hemostaz baslanir. Hemostaz inflamasyonu baslatir.(4, 5)
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Sekil 1. Yara iyilesmeleri



Inflamasyon fazi, yiiksek damarsal gecirgenlik, vaskiiler hiicrelerinin yara
ortamma Kemotaksisi, sitokinlerin ve blyume faktorlerinin lokal salmimi ile
olugmaktadir. Fibroblastlar perivaskiiler bag dokusundan kaynaklanir ve fibrin lifleri
boyunca ilerleyerek yara bolgesine ulasir. PDGF, FGF (fibroblast growth faktor) EGF
(epidermal growth faktor) gibi blyltme faktorleri de fibroblast proliferasyonunda
etkilidir.

Prolifere olan fibroblastlar 4-6. gtinlerden itibaren kollojen iiretmeye baglar.
Kan plazmasmin eksudasyonu sonrasi yara cevresindeki hiicreler ¢ogalir. Bunlar
inflamatuar hicreler denilen lenfositler, 16kositler ile monosit ve makrofajlardir.
Notrofiller yara yerine ilk gelen hiicrelerdir. Alt1 saat sonra yarada goriiliir ve ii¢ giin
boyunca bakterileri ve nekrotik dokular1 fagositoz yoluyla ortamdan uzaklastirarak
sterilizasyonunu saglar. Olii hiicreler ve artiklar makrofajlar tarafindan fagosite edilirler.
Iki ve tclincti glinlerde monosit yogunlugu baslar. Fibrin azaltic1 6zellikleri vardir. Ug
ve besinci glinlerde makrofajlar yarada hakim hiicre olup, doku artiklarini temizlerler.

Makrofajlar fagositik hucreler olup, yara temizligi yaninda proliferatif fazda
graniilasyon dokusunun olusumu ve yayilmasi i¢in ¢ok sayida sitokin de salgilarlar.
Monosit ve makrofajlarin azligi veya kaybi fibroblast fonksiyonunda gecikme ve
yetersiz anjiyogenez nedeniyle yara iyilesmesinde siddetli degisiklige yol acar. Clnki
makrofajlar yara tamiri nedeniyle yara iyilesmesinde siddetli degisiklige yol acar.

Makrofajlar yara tamiri icin gerekli olan tek inflamatuar hiicre tipidir.(6)
2.1.2.Faz-2: Proliferasyon ve Epitelizasyon

Bu faz; fibroplazi, granllasyon, yara kontraksiyonu ve epitelizasyonla
karakterizedir. Fibroplazi sathasi biiyiime faktorleri ve kollojen birikimine bagli olarak
fibroblast, epitelyum ve endotel hiicrelerinin artis gosterdigi sathadir. Fibroblastlarin
ana fonksiyonu yaralanmanin ikinci giiniinde baglayan ve 5-7. giinlerde en fazla aktivite
gosteren kollojen sentezidir.

Bir¢ok ¢alismada granulasyon dokusunu ve oOzellikle fibroplaziyi modifiye
etmek icin buylme faktorleri kullanilmistir. PDF, TGF-alfa, keratinocyte growth factor
(KGF), Vascular endothelial growth factor (VEGF) ve epidermal growth factor (EGF)
adenoviral transfer topikal uygulamalar ve subkutan enjeksiyon yollariyla graniilasyon

doku proliferasyonu arttirmak amaciyla kullanilmas.(4-7)
5



Fibroblastlar ayn: zamanda proteoglikan iiretirler. Bu doku makrofajlardan
perisitlerden, fibroblastlardan, mast hiicrelerinden meydana gelen oldukga vaskler bir
yapt olup fibronektin, hiyaluronik asitten zengin preteoglikanlardan ve baslangicta
cogunlugu tip-2 iken tip-1’e doniisen kollojenden yapili bir madde igine yerlesmistir.
Granulasyon dokusu kemotaktik ve tireme faktdrlerini yap1 molekiillerini ve bag dokusu
elemanlarini eritebilen proteazlari da i¢ine alan farkl 6zelliklere sahiptir.

Makrofajlar doku debridmanina yardim eden ve kemotaktik ajanlar salgilayan
onemli hiicrelerdir. Makrofajlarin uyarisiyla ¢ogalan fibroblastlar hiicre boltinmesi igin
gereken protein sentezini arttirirlar. Baglangigta yara matriksi gegicidir ve fibrin,
glikozaminoglikanlar ile hyaltronik asitten meydana gelir. Kollajenler fibroblastlarin
etkisiyle fibronektin ve glikozaminoglikanlarin tizerine depo edilir. Yara onariminin ana
yap1 elemani olan dermal kollajen, fibroblastlar tarafindan sentez edilir ve ekstraselliiler

alana salgilanir.
2.1.3. Anjiyogenez ve Epitelizasyon

Yeni kan damar1 olusumudur ve yara iyilesmesinin sonuna kadar devam eder.
Anjiyogenez olmazsa oksijen ve besin olmayacagindan dolay1 yara yatagia makrofaj
ve fibroblastlarlarin invazyonu olmayacaktir. Yara bolgesindeki diislik oksijen basinci,
laktik asit ile trombosit ve makrofajlarin salgiladiklar1 TGF-alfa, TGF-beta, TNF gibi
anjiyojenik faktorleri stimlle eder. Anjiyogenez sirasinda endotel hiicre gogii
proliferasyon kadar 6nemlidir. Kemotaktik faktorler burada oldukca 6nemli rol
oynarlar. Bu faktorler trombosit kbkenli maddeler, heparin ve fibronektin olup, endotel
hiicre hareketini arttirir. Bu sathada endotel hiicre hareketlerine yardimi olabilecek
uygun maddelere de gereksinim vardir. Bunlar da endotel hiicreleri tarafindan tiretilen
fibronektin ve kollojen gibi maddelerdir.

Kollojen sentez ve yikimi da vaskiiler bazal membran olusumunu dizenler.
Literatlirde anjiyogenez hakkindaki bilgiler son 20 yil i¢inde hizla artmistir. Bunun
nedeni; kanser dokusunun buyimesi icin de anjiyogenezin ¢ok 6nemli olmasidir.
Nitekim anjiyogenezin engellendigi c¢alismalarda tiimoér gelisiminin engellendigi
gosterilmistir. Epitelizasyon derinin alt katmanlarinda bdliinerek ¢ogalmas: ve
granilasyon dokusunun Gzerini 6rtmesidir. Epitelizasyon yaralanmadan 24 saat sonra

baglar.



Ekstraselliler matriks, biiylime faktorleri ve yaranin olusturdugu elektriksel
alandaki degisiklikler epitelyal hiicrelerin migrasyonunda uyarici etki gosterirler. Yara
ylzeyinin ortiilmesinin tamamlanmasini takiben epidermis keratinize olmaya baslar.
Keratinosit ve fibroblastlar, laminin ve tip IV kollajen salgilayarak bazal membrani

olustururlar.(4,5)
2.1.4. Faz-3: Matriks Sentezi

Ikinci ve iigiincii giinlerde baslayip, 15-20. giine kadar devam eder. Bu fazin en
onemli hicresi kollajendir. 18 tip kollajen vardir, yarada en ¢ok tip-1 ve 3 bulunur.
Kollajen, fibroblastlar tarafindan {iretilen {i¢ uzun aminoasit zincirinden ibaret bir
molekiildiir. Aynt DNA’da oldugu gibi bu zincirler birbiri ¢evresinde donerek bir heliks
seklinde birbirlerine baglantilar kurarlar.(4-5)

Kollajen sentezi siliresince yarada en ¢ok bulunan ve iyilesme siirecindeki
hiicrelere ortam olusturan madde glikozaminoglikanlardir. Bunlar1 sentezleyip ortama
birakan da fibroblastlardir. Ortamdaki serbest proteinlerle  birlestiklerinde
proteoglikanlar olarak isimlendirilirler. Yarada en ¢ok bulunan glikozaminoglikanlar;

dermatan siilfat ve kondroitin siilfattir.
2.1.5. Faz-4: Olgunlasma ve Yeniden Bicimlendirme

Faz 3’tin i¢inde Kollajenin ortaya ¢ikmasi ile baslayan bir slrectir. Yeni
sentezlenen kollajen lifler dizensizdir ve ¢okiintiiler seklindedir. Bu liflerin dizenli bir
sekilde yan yana dizilmesi siirecine “yeniden bigimlendirme” denir.(5)

Yarada olusan yeni kollajen lifler, dnce kendi aralarinda kovalen baglarla
baglanirlar. Yara gevresindeki eski kollajen liflerine baglanma ise sonradan gergeklesir.
Nitekim bir barsak anastomozu sonrasi liimen i¢i basinci artarsa kagak olusumu, ilk 5
glin icinde anastomoz hattinda, daha sonra ise dikislerin barsak duvarindan gegtigi hatta
gerceklesir. Yaranin gerginligi, saglamligi ve mekanik etkilere verdigi cevapta en
onemli faktor; kollajen miktar1 ve bunun niteligidir. Yara iyilesmesinde elastin liflerinin
sayl ve organizasyonu hicbir zaman yeterli olmaz. Bu nedenle, hicbir yaralanma

bdlgesinde doku elastisitesi tam olarak geri donmez.



2.2. KALSIYUM FOSFAT CIMENTOSU

Kemik mineralinde birbiri ile kolkola gelisen iki kalsiyum fosfat fazina
rastlanmaktadir; amorf kalsiyum fosfat (8) ve apatitik kalsiyum fosfat(9). Tip 1 kollejen
ile uyumlu olarak, biyoseramik nanokristalleri bigiminde kemiklerimizde olusan apatitik
kalsiyum fosfat 15 ila 60 nm boyutlarma sahiptir. Dolayisiyla bilim adamlarinin ancak
son 15 yildir, nanoteknoloji diye ugrunda didindigi sey insan kemiklerinde anlik, glinliik
ve rutin olarak ornekleniyor ve yineleniyor. Vicutta dretilen ve kullanilan “apatitik
kalsiyum fosfat” ve pek cogumuzun bildigi ve duydugu “kalsiyum hidroksiapatit”
biyolojik, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri bakimmdan birbirinden ¢ok farklidir.
Osteoklast hiicreleri “biyolojik kemik mineraline benzer” yiizeyleri taniyabilme yetisine
sahiptir.(10) Boyle, kemik mineraline benzer yiizeyler bulduklarinda (bir baska degisle
viicuda yapay dolgu malzemelerinin yerlestirildigi durumda) onlar1 asmdirmaya

(enzimatik lisiz) baslarlar.

Yuk tasima yetisi olan metalik implant veya vidalarin kemiklere sikica
tutturulmasi i¢in kullanilan akrilik ¢imentolar1 yasayan kemik dokular1 tarafindan
6zumsenememekte olup, ostekonduktif 6zellikten de yoksundur. Bu durum o6zellikle
yaslilarda sik¢a rastlanan kalca protezi uygulamalarinda, hastaya bazen birden fazla

hatta birkag yil aralarla tekrar tekrar ameliyat olma sikintisini yasatabilmektedir .(11)

Birakiniz 6ztimsenebilir olmay1, osteokondiiktif dahi olmayan akrilik ¢imento
tlrd radyoopasite saglayici baryum siilfat katkili nedeniyle sitotoksik etkilerinin oldugu
kanitlanmistir. Yapistirict ve doldurucu malzemelerin kemik dokular1 ile yakin temas
halinde metalik implantlar1 sabitlemek icin viicuda yerlestirilmesi, kemik dokularmin
canlilig1 ve dolayisiyla yeniden bicimlenme(remodeling) yetisini giinden giine yitiren
orta yas lizerindeki hastalarda kullanilmas1 bu hastalarin bir kisminin tekrar ameliyat

alinabileceklerinin adeta garantisi olmaktadir .(12)

Kalsiyum fosfat ¢imentolari, ortopedik cerrahi tarafindan ameliyat masasinda
karigtirilmak tizere hazirlanmis ve bir steril paket iginde cerraha sunulan bir 0zel toz ve
bu tozun baslatici, tetikleyici ¢dzeltisinden olusmaktadir. Sunulan toz ve ¢ozeltinin
tamami, spatiil ile steril bir kap icinde 1-2 dakika karistirildiktan ve PMMA
cimentolarinin aksine c¢evresine 1s1 yaymayarak dis macunu benzeri bir kivama
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ulastiktan sonraki 7 ile 13 dakika iginde sertlesmekte ve biinyesinde, kemik minerali
olan apatitik kalsiyum fosfata olduk¢a benzeyen niteliklerde, kalsiyum fosfat
nanokristalleri olusturmaktadir. Ug boyutta ve hemen her boyda (tipik olarak 20 nm ile
100 nm arasi) hizla gelisen bu kalsiyum fosfat nanokristallerinin birbirleri ile elin
parmaklar1 gibi kilitlenmeleri ortaya ¢ikan ¢imentoya mekanik direng ve toklugunu
saglamaktadir.

Osteoblast ve osteositlerin kemik mineralini (amorf kalsiyum fosfat ve apatitik
kalsiyum fosfat ) 37°C’de, pH degeri 7,4 olan kan iginde olusturmaya basladiklar1
bilinir. Buna gdre vicut ile uyumlu biyomalzeme iiretmek i¢in yola ¢ikanlarn da kendi
laboratuvarlarinda yapmasi gereken sey amorf veya apatitik kalsiyum fosfat elde etmek
icin biyomimetik {iretim yOntemleri gelistirmek dogrultusunda arastirma cabalarmni
yogunlagmasi gerekmektedir.(13)

[k kez 1996 yilinda gelistirmeye baslanan ‘sentetik viicut sivist’ (SVS)
formiilasyonu ile apatit ve nanopargacikli, ¢ok yiiksek yiizey alanina (150-900 m2/q)
sahip kalsiyum fosfatlarin 37°C ve pH 7,4’te, SVS ortaminda biyomimetik {iretiminin
olasi olabilecegini bulunmustur.(14)

SVS ortami nanobiyomalzeme Uretim siiregindeki sicakligi insan viicut sicakligi
olan 37°C’de sabit tutulabiliyor. SVS ¢o6zeltileri icinde biyomimetik kalsiyum fosfat
Uretimi yapilirken ¢ozelti pH degeri de insan kanmin pH degeri olan 7,4’te sabitleniyor.

Bdylece, biyomimetik olarak {iretilmis kalsiyum fosfat biyomalzemeleri,
ortopedik kalsiyum fosfat ¢imentolarinda bundan sonraki arastirmalar tarafindanda
kullanilacak baslica baslangic malzemeleri olacaktir. Uretilen ve gelistirmeye calilasan
ortopedik kalsiyun fosfat ¢imentolarinin hepsinin en énemli ortak 6zelligi de, asindirict
kemik hicreleri olan osteoklastlar tarafindan 6zimsenebilmeleridir. Dogal kemik
dokular1 i¢ine, bosluk ve defektleri ilk anda doldurmak amaciyla yerlestirildikten kisa
bir slire sonra dogal kemikler ile uyum saglamalar1 ve bir yil icinde tiimiiyle
Oziimsenerek yerlerini dogal kemige birakmalaridir. Bir yapay kemik dolgu
malzemesinden beklenen de zaten bu olmalidir.

Hiicreler tarafindan tliimiiyle 6ziimsenemeyen ve yine hiicreler tarafindan
uzerlerinde, yuzeylerinde biyolojik apatitik kalsiyum fosfat ve kollajen matrisi
iretilemeyen, birinci kusak malzemeler diye anilan, sinterlenmis, kalsine edilmis

kalsiyum hidroksiapatit vb. Seramiklerin Oniimiizdeki onyilda kullanimmna devam
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edilmesi olasi olmayacaktir. Bu noktada yapilan arastirma ¢abalar1 bunlarin yerine daha
ileri kusak malzemeleri koyabilmeye doniiktiir.

Lokal ilag iletim cihazlar1 yan etkileri azaltir, var olan ilaclarin efikasitesini
artirir ve yeni tedaviler i¢in yepyeni bir siniflandirma agar. Bu gibi kombine sistemler
ilag salmimmi tasiyict Ozelliklerinin ayarlanmasi ile kesin olarak kontrol
edebilmektedir.(15) Sentetik polimerler tasiyici olarak siklikla kullanilmaktadir ¢linki
implantasyondan sonra dokuda ciddi bir inflamasyona neden olmazlar. Kemik greftinin
alternatifi olarak kalsiyum fosfatlarin hiicreler tarafindan rezorbe edilebilmelersi,
osteokonduktif etkilerinin kanitlarinin gosterilmesi ve ortopedi, dental ve kulak burun
bogaz cerrahilerindeki yiiksiiz klinik kosullarda etkin bir bigimde kullanilabilmesi ile

daha giivenilir oldugu disiiniilmektedir.(16,17)

Sentetik kemik greftleri cogunlukla inorganik bilesikler ve bazi durumlarda da
inorganik — polimer bilesikleridir. Bu inorganik materyaller genellikle ii¢ kimyasal
aileye bolunur: kalsiyum fosfatlar, kalsiyum silfatlar ve kalsiyum karbonatlar. Bunlar
sentetik kemik greftleri icin en giincel alternatifleri temsil etmektedir ve pudra, grandl,
seramik, sement ve Ortii (coating) gibi ¢esitli formlarda bulunurlar. Vertebralarda kemik
dokularin mineral faz1 ¢ogunlukla kalsiyum fosfatlardan olusmaktadir, bu da kalsiyum
fosfat materyallerinin neden kemik remodeling kinetiklerine uygun oldugunu agiklar.
Diger iki aile de novo kemik formasyonu i¢in asir1 ¢Oziiniir kabul edildikleri i¢in

caligmalarda kalsiyum fosfat biyomateryalleri tizerine odaklanmuistir.
2.2.1.Seramikler ve Sivi1 Apatitler

Bilesim temelinde sentetik kalsiyum fosfatlar genellikle kalsiyum hidroksiapatit
(HA), alfa veya beta trikalsiyum fosfat (a- veya - TCP), HA ve - TCP karisimlar1 i¢in
bifazik kalsiyum fosfatlar ve sivi apatitler veya kalsiyumdan eksik apatitler (CDA)
olarak smiflandirilir. Kalsiyum fosfat biyomateryalleri ¢6ziiniirliikleri agisindan
farkhidir, dissoliisyonun karsilastirilabilir derecesi a-TCP >> CDA > - TCP >> HA
seklindedir. Bifazik kalsiyum fosfatlar igin dissoliisyon derecesi - TCP/HA oranina
baghdir, oranin fazla olmasi, dissoliisyon derecesinin de daha fazla olmasi anlamima

gelmektedir.(18, 19)
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Kalsiyum fosfat seramiklerinin granil veya blok formunu mevcuttur, form
secimi doldurulacak kemik defektine baglidir. Makroporosite (por biiyiikligii > 80-100
pum) hiicrelerin kolonize olma kapasitesi olarak tanimlanmaktadir.(20) Mikroporosite
(por biiyiikligli < 10 pum) biyolojik sivilarla dolma kapasitesi olarak tanimlanir.
Katilagsma siirecinin bir sonucu olarak dogar ve mikroporosite temel olarak kullanilan
materyal bilesigine ve termal siklusa baglidir. Bu kalsiyum fosfat materyallerinin
¢coziinlirlik ve biyolojik Ozellikleri siki bir bigcimde kristal biiyiikligii, iyonik saf
olmama durumuna, spesifik yizey alanma ve hem makroporosite hem de
mikroporositeye baglidir.(19,20) Tiim bu parametrelerin de biyoseramiklerin son

mekanik 6zellikleri tizerine spesifik etkileri vardir.(21)

2.2.2. Sementler

Apatitik kalsiyam fosfat sementleri (CPC) ilk olarak LeGeros tarafindan
1982°de sunulmustur ve Brown ve Chow tarafindan 1986°da ilk CPC patenti
alimmigtir.(22) Kalsiyum fosfat graniil veya daha Onceden sekil verilmis
biyoseramiklerin aksine, CPC kemik defektinin kisa siirede seklini almaktadir ve bu da
onemli bir avantajdir. CPC hizlica kemik yapisina entegre olur ve kemik hiicrelerinin
lokal kemik remodelingden sorumlu hiicresel aksiyonlar1 ile yeni kemige
dontstiriliir.(23,24) Bu iyi 6zelliklere ragmen CPC’lerin zayif mekanik dzellikleri ve
yavas in vivo dejenerasyonlarindan dolayr bazi limitasyonlar1 da vardir. Su anda
piyasada bulunan CPC’lerin ¢ogunu implantasyondan sonra yogun kalirlar, 3 boyutlu
hiicre kolonizasyonu ve doku biyiumesine izin verecek makroporositeleri kisithidir. Bu
girisimde polisakkaridler veya rezorbabl lifler (Vicryl) iceren yeni CPC’ler dizayn
edilmistir. Bu parcaciklar veya liflerin dissoliisyonunun kemigin ige biliylimesine uygun
kanallar gelistirecegi diisiiniilmektedir, ancak mekanik ozellikler su anda optimal
degildir.(25,26)

Postmenopozal osteoporoz kemik kiriklar: ile klinik semptomlar1 verir. Bu
kiriklar genellikle proksimal femur ve vertebral kolonu etkiler. Osteoporotik alanlarin
spesifik olmasi osteoporotik kiriklarin engellenmesi icin lokal bir yaklasim olmasi
gerektigini desteklemektedir. Onerilen stratejilerden biri lokal olarak kalsiyum fosfat
biyomateryallerinden kemik proteinlerinin in situ salmimi ile bu kemik alanlarmin

guclendirilmesidir.(27-29) Bu lokal yaklagsim osteoporotik alana implante edilen
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kalsiyum fosfat matriksinin zayiflamig kemigi hem mekanik olarak giiclendirecegi hem
de yeni kemik formasyonuna bir destek olusturacagi igin 6zellikle dikkat cekmektedir.
HA’lar kemik proteinlerine afinitesi yeni kalsiyum fosfat sistemlerinin gelistirilmesi
icin kullanilmaktadir. Seshima ve ark. (30) HA’nin alendronat igin olast bir vektor
olabilecegini ve kristallesme, spesifik yiizey ve kemik proteinlerin salinim profilleri
lizerine ¢Oziintiriigiiniin etkilerini calismistir. Benzer bicimde Boanini ve ark (31) %7
alendronat ile yiiklenmis HA nanokristalleri sentezlemistir. Bu materyallerin in vitro
degerlendirmesi yaklasim %30 osteoklastlarda azalma ve osteoblastik aktivitede de
artma gostermistir, bunlarin 6zellikleri de alkalin fosfataz (ALP), osteokalsin ve tip I
kollajen sentez zamaninda iki katma ¢ikma vardir.(32).

Ilging olarak, ¢ok az sayida calisma kemik proteinleri ile kalsiyum fosfat
materyalleri arasindaki iligkiyi incelemistir. Var olanlar da genellikle HA ile ilgilidir
ancak ¢ok sayida sentetik kalsiyum fosfatlar kemik destegi olarak kullanilmaktadir
clinkii yiiksek derecede fizyolojik kosullar altinda stabil olan HA’nin aksine kemik
defektlerine degrede edilebilir ve yeni kemik formasyonu ayni anda olur. Kalsiyum
fosfatin ¢oziiniirliik ve kimyasal bilesimlerindeki farkliliklardan dolay1 biyofosfonatlara

dogru olas1 degisik reaktiviteler tahmin edilebilir.

Nadir olsa da (%1-2) implantasyon ya da tibbi cihazin revizyonu ile iliskili
enfeksiyon riski neden olabilecegi morbiditeden olayr istenmemektedir. En ug
noktalarda akut veya kronik osteomyelit gelisimi ile hastanin vital prognozu kotiiye
gidebilir.(33) Antibiyotikler ile emdirilmis HA bloklarmnin implantasyonunu , kalca
artroplastisinden sonra enfeksiyonlar karsilasmis yedi hastanin altisinda bes yillik
monitorizasyon sonunda enfeksiyon ile temasi olmamistir.(34) Antibiyotik vektori
olarak kullanilan CPC iyi klinik sonuglar sunmaktadir. 35.659 hastay:r kapsayan 19
calismanin meta analizi kemik enfeksiyonlarmin etkin tedavisinde yiikli sement
kullaniminin yararlarmi desteklemistir.(35) Kemik enfeksiyon oranlarini birincil
miidahalede yariya ve ikincil miidahalede de neredeyse %40’a diisirmektedirler. Bazi
suslarda direng bildirilmistir. Bu sebeple antibiyotik yUkli sementlerin rutin
kullanimmdan kag¢inmak ve sadece ¢oklu direng olan suslarda kullanimiyla siirlamak

gerekmektedir.(36)
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Tiim malign tiimdrlerin %0.2’sini temsil etse de osteosarkom iskeletin temel
malign tlimoriidiir. Tan1 aninda bulunan osteosarkom olgularmin %80°1 genellikle pre-
ve postoperatif kemoterapi ile ve cerrahi ile tedavi edilebilir, sifa oranlar1 %60 ila %70
arasinda degigsmektedir.(37) Cerrahi, %90’dan fazla hastalarda ekstremite korunmasi
yonundeki prosedurdir. Lokal agresif primer kemik timdrlerinin %5-10"u olan dev
hiicreli timorler en sik rekiirrens gosteren tiimorlerdir. Bu rekiirrens genellikle timaorin
ilk ortaya ciktiktan sonraki iki — U¢ yil igerisinde goriliir.(38)Primer kemige lokalize
timorlerin genis eksizyonu ve gevreleyen dokularin korunmasi kemoterapi ile iliskili
sistematik olmalidir. Bu iligki 6rnegin pulmoner metastazlarin gelisimini kemik lokalize
timorlii hastalarin yarisinda engeller. Kemoterapi tedavisi uygulanmadan Once, bes

yillik sag kalim %20’yi gegmiyordu.

Bu bulgular ile karsilasan cesitli ekipler antikanser ilaglar1 kemik alanlarina
salan kombine sistemlerin gelistirilmesini incelemeye baslamistir. Kombine kalsiyum
fosfat sistemlerinin amaglar1 tiimér eksizyonu sonucunda olusan kemik defektini kemik
grefti ile doldurmak (rekonstriiktif cerrahi) ve kemoterapotik ajanlarin kemik alanina
lokal, yiiksek ve devamli konsantrasyonlarda salinmasini saglamaktir. Dahasi, lokal
salmimm nedeniyle yliksek dozlarda verilen ajanlar hasta tarafindan daha iyi tolere
edilmektedir. Tedavilerin yan etkileri (sindirim komplikasyonlari, hematotoksisite,
nefrotoksisite, hepatotoksisite ve benzeri gibi) kaynakli tedaviye ara vermeler de énemli

oranda azalmaktadir.(38)

Itokazu ve ark. CPC’den MTX salinimmi karakterize etmistir. Bu kombine
sistemler ilk gunlerde 1 mg/ml MTX salmistir. Bu salinim progresif olarak 12. gline
kadar devam etmistir ve 0.1 — 1 ug/ml lokal konsantrasyonlarda bile etkin kalmistir.
Abe ve ark. in vivo paklitakselin kompozit materyalini (HA/alginat bonculari ile %2.4
wt paklitaksel) incelemistir. Vertebral kolonda kemik metastazlar1 i¢in sigan modeli
kullanmiglardir. Tedavi edilmemis kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda kemik
metastazlarinda %140 azalma bulunmustur. Dahasi, kombine sistemleri sag kalim
%150 oraninda artwrmistir. Bu kombine sistemden paklitaksel salinimi sistemik
uygulamadan 30 kat daha gulcli dozlarda bile daha etkili sonuglar ile iligkili

bulunmustur.
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2.3. METOTREKSAT’IN METABOLIZMASI

Metotreksat folik asidin bir analogudur. Dihidrofolat rediktaz enzimi sayesinde
folik asit, dihidrofolat(DHF) ve tetrahidrofolata indirgenir. Bu indirgenen folatlar,
homosisteinin metionine doniisiimii sirasinda, histidin metabolizmasinda, DNA sentezi
icin gerekli olan timidilat sentezinde ve purin sentezi rol alirlar. Dihidrofolat rediktaza
(DHFR) Metotreksat bir antimetabolit olarak geri doniisiimlii olarak baglanarak inaktive
eder. Bunun neticesinde homosisteinin metionine, glisinin serine doniisimii, timidilat ve
inosilik asit sentezi bozulur ve bunun sonucunda protein sentezi hasar olusur.
Metotreksatin ortaya ¢ikarttigi bu etkiler sonucunda tomir hiicrelerinin ve romatolojik

hastaliklarda etkinligi olan inflamatuar hiicrelerin etkinligi bozulur.(39)

Folatin hiicre igerisine aktif transportu sirasinda MTX folat ile yarigsarak hiicre
icerisine folat yerine kendisi girer. Baslica karacigerde diger folatlar gibi MTX’de
poliglutaminasyona ugrar. Poliglutamat yapi muhtemelen tiim hiicrelerde bulunur,
poliglutamat formunun eritrosit, karaciger, fibroblastlar ve kemik iligi myeloid serisinde
Olciimleri yapilmistir. MTX poliglutamatlar1 hiicre i¢inde tutulur ve DHFR enzimine
baglanarak DHF ile yer degistirir (40,41). Bu islem sonrasinda MTX hiicre igerisinde
uzun siire kalabilir. MTX’in bu formundan tekrar eski formuna hidrolitik enzimler ile
getirildigi i¢in genelde haftalik tez doz kullanimi yeterli olmaktadir.

Gastrointestinal sistemde MTX’in emilimi doza bagmli olup gidalarla
etkilesimi iizerine celigkili caligmalar mevcuttur. Serum pik seviyesine emiliminden 1-2
saat sonrasinda ulasir. Romatolojik olgularda genel kullanim dozu 10 mg/m2/hafta iken
kanser tedavisinde kullanimi kanserin ¢esidine ve uygulanan kombine tedaviye bagli
olarak degismektedir. Yaklasik biyoyararlanimi %60 civarindadir. Doz arttirildiginda
intestinal flora tarafindan metabolize edilerek atiliminin saglanmasi nedeniyle emilimi
azalir. Emilen MTX’in %50’si serum proteinlerine baglanir ve diger baglanan maddeler
ile yarisir. Baslica viicuttan uzaklastirilmasi bobreklerde glomeruler filtrasyon ve
tiibiiler sekresyonla olurken az bir kismi safra ile atilir. Plazma yarilanma émrii yaklagik
6 saattir ve bircok ilag MTX ile etilesebilmekte ve emilimini, yapisini ve atilimini
etkileyebilmektedir. Diger antifolat ilaclarla alindiginda folat yetmezligine neden olur.
Nonsteroid antiinflamatuar ilaclarla alindiginda bobrek atilimi yoniinde olumsuz
etkileri olusmaktadir.(39)
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Yapilan genis ¢apli arastirmalara ragmen MTX’in etki mekanizmasi halen tam
olarak anlasilamamistir. Metotreksat bir folik asit antogonisti olup piirin
metabolizmasininda dahil oldugu folik aside bagimlilik gosteren bir ¢cok metabolik yolu
birka¢c mekanizma ile inhibe edebilmektedir. Bu mekanizmalar arasinda en 6nemlisi
dihidrofolat rediktaz enziminin inhibisyonu ile folik asidin dihidro ve tetrahidrofolata
indirgenmesinin 6nlenmesidir. MTX’in poliglutemil deriveleri sadece metotreksattan
daha gii¢lii inhibitor degil, ayn1 zamanda folik asit metabolizmasinda rol oynayan diger
alt basamak enzimleride inhibe etmektedir. Metotreksatin antiproliferatif ve
antiromatizmal etkilerinin folik asit metabolizmasindaki proksimal enzimlerden ziyade
distal enzimler olan timidilat sentetaz ve aminoimidazol-
korboksiamidribodittransforaminaz  enzimlerinin inhibisyonu ile ortaya c¢iktig1
ongorilmektedir. Bu enzimler pirin ve pirimidin sentezi icin gerekli olan enzimlerdir.
Purin nikleoasitlerinin ve sonu¢ olarak DNA ve RNA sentezi igin bu enzimler

gereklidir.
2.3.1. Folat Antagonisti Olarak MTX’in Mekanizmasi

Insanlarda viicudun ana yapilarmdan folat1 sentezleme 6zelligi olmadigindan
dietle folat alim1 zorunludur. DHFR, DHF’yi folat bagimli yollarda temel bilesen olarak
hizmet eden THF’ye donistiiriir. Chabner ve ark. MTX’in folat antagonisti
mekanizmasi olarak iki teoriyi 6ne stirmiislerdir (42).

A) Folatin azalma teorisi, intraselliiler folatin azalmast DHFR’nin blokajina
dayanmaktadir (42).

B) Yarisma teorisi, niikleotidlerin sentezinde gorevli basamaklart MTX’in
dogrudan inhibe etmesine ve DHF birikimine dayanmaktadir (42).

MTX, DHFR’1 inhibe eder bu yiizden tetrahidrofolatin (THF) azalmasina neden
olur. MTX poliglutamatlar1 5,10 metilen THF rediiktaz, glisinamid ribozil 5 fosfat
(GAR) formiltransferaz ve aminoimidazol karbokzamid ribozil 5 fosfat (AICAR)
formiltransferaz enzimlerini dogrudan inhibe eder.

Bu enzimlerdeki inhibisyon piirin ve primidin metabolizmasinda inhibisyonla
sonuglanir.(40) Takiben DNA ve RNA sentezini inhibe eder. 5-metil THF 1in azalmasi
homosisteinin remilasyonunda azalmaya ve homosistein ile adenozin duizeylerinde

artmaya neden olur. MTX, SAM miktarindaki azalmaya ek olarak dogrudan metionin
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sentetazi ve metionin transportunu inhibe edebilir (43). Transmetilasyonun azalmasini

takiben poliaminlerin sentezini de azaltir (40).
2.3.2. Metotreksatin Antiproliferatif Etkisi

MTX, kanser tedavisi igin yuksek dozlarda antiproliferatif etkisi igin kullanlir
(40, 44). Bunun haricinde, diisiik doz olarakta Romatoid artritte (RA) kullanilir. Ancak
RA tedavisinde MTX’in mekanizmasi antiproliferatif etki ile agiklanamaz.

Hirata’nin  yapti§1 c¢alismalarda c¢ikan sonuglar diisik dozlarda MTX
uygulanarak RA’de endotel hicre proliferasyonunun dogrudan inhibe edildigi
goriisiinde olmakla birlikte yine farkli bazi ¢alismalarda lenfosit proliferasyonunun

inhibisyonu hakkinda zit goriisler ortaya ¢ikmaktadir. (40,45)
2.3.3. Metotreksatin immuinomodulator Etkisi

Immiin mekanizmalar RA’nmn patogenezinde 6nemli rol oynarlar. B ve T
hiicrelerindeki aktivite artisinin MTX ile baskilandigir gosterilmistir. RA’l1 hastalarin
idrar, sinovyal sivi ve lenfositlerinde poliamin seviyeleri yiiksek bulundugu igin
poliaminler RA’nin patogenezinde rolii olabilecegi diisiinilmektedir.

Poliaminlerin hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve immiin yanitta énemli
gorevleri vardir.(46) MTX’in immiinomodulatér etkisi poliaminlerin sentezindeki

inhibisyon ile iliskili olabilir. (40, 46)
2.3.4. Metotreksatin Antiinflamatuvar Etkisi

Metotreksat, RA’da ve psoriatik artritin tedavisinde antiinflmatuvar etkisi
nedeniyle kullanilmaktadir. TNF-alfa, interlokin 1 gibi sitokinler ile metalloproteinazlar
gibi inflamasyonun mediatorlerinin RA’da MTX tedavisi ile azaldig1 gosterilmistir. (47)
Cronstein, MTX’in iki biyokimyasal mekanizma ile antiinflamatuvar etkide roliiniin
oldugunu éne strmdastur. (48)

1) Homosisteinin yeniden metilasyonunun inhibisyonu(48).

2) Adenozin salinmasi. in vitro c¢alismalarda fibroblastlarda ve endotel
hiicrelerinde diisiik doz MTX’in adenozin salinimina yol agtig1 gosterilmistir

Adenozin antiinflamatuvar etkide merkezi rolii vardir. (48)
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2.3.5. MTX’in Yan Etkileri

MTX tedavisi esnasinda ortaya ¢ikan yan etkiler olduk¢a yaygindir. Yan etkinin
siddeti degisiktir. En sik rastlanan yan etkiler hafif ve geri donilisimliidiir. Bulanti,
kusma, transaminazlarda ylkselme ve stomatit gibi yan etkiler siklikla dozla iliskilidir.
MTX tedavisi alan RA’l1 hastalarin yaklasik %30’unda ilag toksisitesi nedeniyle tedavi
kesilir (40).

MTX toksisitesinin mekanizmasi hala tam anlasilmamistir. Ancak bazi yan
etkiler bahsedilen piirin, pirimidin, poliamin ve folat gibi metabolik yollarin
bozukluklar1 ile dogrudan iliskilendirilmistir. Kremer ve ark. ilk kez RA’l1 hastalarin
karaciger biyopsisinde MTX poliglutamatlarinin birikmesine folat eksikliginin eslik
ettigini gostermistir. (49) Degisik yollarda adenozin deaminazin (ADA) MTX
tarafindan inhibisyonu deoksiadenozin ve deoksiadenozin trifosfat (dATP) gibi
adenozin metabolitlerinin birikimine yol acar. Adenozin, deoksiadenozin ve metilli
adenozin metabolitleri ylksek konsantrasyonlarda muhtemelen dogrudan toksik
etkilidirler.

Deoksiadenozin kromozom kiriklarma ve S-adenozil homosistein (SAH)
hidrolaz enziminde inaktivasyona yol acar. SAH-hidrolaz metilasyon reaksiyonlar1 i¢in
gereklidir. dATP DNA sentezi icin gerekli olan ribonikleotid rediiktazi inhibe eder.(40)
Baggott ve ark. MTX tedavisi ile ADA inhibisyonu gelistigini destekleyen veriler elde
etmislerdir. (50)

MTX in vaskiiler hastalik i¢in risk faktorii olarak bilinen hiperhomositeinemiye
sebep oldugu bilinmektedir. (40, 47) Metilasyon reaksiyonlarmnm belirleyicisi olan
SAM/SAH oraninda azalmaya neden olur. Metilasyon reaksiyonlarmim inhibisyonu
toksisiteye neden olabilir.(40) Son bir c¢alismada metionin metabolizmasinda

polimorfizm ile l6koensefalopati arasinda iliski kurulmustur.(42)

2.3.5.1.Gastrointestinal Sistem Yan Etkileri

Istahsizlik, mide bulantisi, kusma, ishal, kilo kaybi gibi yan etkiler siktir.
Hastalarin blyik kisminda hafif seyreder ve kisa siirer. Ancak %2,5 hastada ilaci

kesecek siddette olabilir. Yine cesitli siddette agrili tilser ve eritemden olusan stomatit
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gorilebilir. Gastointestinal yan etkileri duzenli verilecek folik asit takviyesi, dozun

azaltilmasi veya parenteral uygulamaya gecilmesiyle azaltilabilir. (51, 53, 54)
2.3.5.2.Kutan6z Yan Etkiler

Alopesi, giines 1s1gmna hassasiyet, eritem, trtiker ve kutanoz vaskilit olabilir.

Ayrica romatoid nodullerin sayisinda artis olabilir. (51, 54)
2.3.5.3.Hematolojik Yan Etkiler

Yeterli folik asit destegi verilmeksizin uzun siire metotreksat kullanimi folat
eksikligine ve eritrositlerde makrositoza neden olabilir. Lékopeni, trombositopeni,
megaloblastik anemi ve pansitopeni nadirdir ve %S5’ten az goriiliir. Renal yetmezlik,
folik asit eksikligi, akut viral enfeksiyonlar, birlikte probenisid, trimetoprim-
sulfometaksazol gibi ilaglarm kullanimi riski arttirir. Ortalama eritrosit hacminda artis
hematolojik toksisiteye egilimi yansitir. Hematolojik toksisite veya metotreksat asiri
dozundan kuskulanilirsa derhal folik asit tedavisine baslanilmalidir. Metotreksat
dozundan 24-48 saat sonra, metotreksatin dozuna esit miktarda verilmelidir. Kemik iligi
toksisitesi folat tedavisine cevap verir ve folik asit proflaktik olarak verilmelidir. (51,
53, 54)

2.3.5.4.Renal Yan Etkiler

Diisiik doz haftalik metotreksat ile renal toksisite bildirilmemistir. Ilac
bébreklerden atildigi igin renal yetmezlikte kullanilmamalidir. Renal fonksiyonlarin
duzenli takibi gerekmektedir. (54)

2.3.5.5.Ureme Sistemi Uzerine Yan Etkiler

Kanser kemoterapisinde kullanilan yiiksek doz metotreksat ile gegici
oligospermi olabilir. Overian disfonksiyon ise bildirilmemistir. Metotreksat teratojen bir
ajandir. Konsepsiyon diisiiniildiigiinde kadinlarda en az 1 ovariyan siklus erkeklerde de

90 glin 6nceden ilag kesilmelidir.(51-54)
2.3.5.6.Neoplastik Yan Etkiler

Son yillarda metotreksat kullanan olgularda lenfoma sikliginda artig

g0zlenmektedir. Hematolojik malignite sikliginda ise artig saptanmamuigtir. (51)
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2.3.5.7. Akcigerler Uzerine Yan Etkiler

Metotreksat ile pulmoner toksisite akut veya kronik olabilir. Pulmoner reaksiyon
%3-5 siklikta bildirilmistir. Akut baglayan Oksiiriik, nefes darligi, hafif ates, tasipne,
akciger bazallerinde iki tarafli rallerin ortaya ¢ikmasi hekimi uyarmalidir. Akciger
grafilerinde bilateral intersitisyel parankimal infiltrasyon tespit edilmesi ve balgam
kalturlerinin negatif olmasi metotreksata bagli hipersensivite pnomonisini akla
getirmelidir. Hastanin 60 yasin Uzerinde olmasi, akciger ve plevra hastaliklarinin
varligi, daha Once baska modifiye edici ajanlarin kullanilmis olmasi albuminde
diistiklik, sigara, diyabetes melitus metotreksatin akcigerlere toksisitesini kolaylastirir.
Hafif olgularda ilacin kesilmesiyle sorun ¢ozilurken ileri vakalarda yiiksek doz steroid

ve solunum destegi gerekebilir. (51, 53, 54)
2.3.5.8.Karaciger Uzerine Yan Etkiler

Haftalik diisiik doz metotreksat tedavisi ile hepatotoksisite riski diisiiktiir, ancak
alkol, kullanim1 diyabetes mellitus, kronik hepatit B ve C tasiyiciligi, obezite alfa-1
antitripsin eksikligi riski arttiran faktorlerdir. Metotreksat kullanan olgularda hastalik
aktivitesi dlizelirken belirli aralarla yapilan karaciger fonksiyon testlerinde yiikselme ve
serum albumininde diisme goriiliir. DOrt sekiz hafta ara ile karaciger fonksiyon testleri
ile takibi gerekmektedir. Eger AST, ALT normalin 2 katindan fazlaysa ilag kesilmelidir,
hafif yilkselmeler ise takip edilebilir. ilag kesilmesine ragmen takiplerde Kkaraciger

fonksiyon testlerinde diizelme olmazsa karaciger biyopsisi gerekebilir. (52, 53, 54)
2.3.5.9.Diger Yan Etkiler

Bas agrisi, kilo kaybi, yorgunluk, ates, poliartralji, bas donmesi, grip benzeri

semptomlar olabilir. Bu yan etkiler folik asit destegine cevap verir. (54)

2.4. SECICI GECIRGEN MEMBRAN

Klinik uygulamada yer bulan 4 ayr1 bariyer materyali; hyaliirinidaz ve
karboksimetil seliiloz iceren bioresorbabl membran (Seprafilm®), ekspande
politetrafluroethylene  (Gore-Tex®), okside rejenere selilloz (Interceed®) ve

pericordium kollejen membran(BoneProtect Membran dentegris®)dir.
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Hyalurinidaz ve Karboksimetil Selliloz igeren Bioresorbabl Membran
(Seprafilm®) hem genel cerrahide hem de jinekolojik cerrahide yaygn kullanilirken
ekspande politetrafluroethylene (Gore-Tex®) sadece jinekolojik cerrahide ve
pericordium kollejen membran(BoneProtect Membran dentegris®) ise daha ¢ok dental
cerrahide kullanilmaktadir.

Hyalurinidaz ve Karboksimetil Seliloz igeren Bioresorbabl Membran
(Seprafilm®) (Genzyme Corp., Cambridge. ABD) bioabsorbabl membran, Sodyum
Hyalurinat ile Karboksimetil Seliiloz’un birlesmesiyle olusan steril, transliisent bir
membrandir. Hyalurinat bag dokusunda dogal olarak bulunan antiadheziv Ozellikler
bulunduran, yara iyilesmesini hizlandiran bir yapidir. Karboksimetil Seliiloz’un

adezyon olusumunu azaltma mekanizmas1 acik degildir.

Intraperitoneal olarak yerlestirilen Karboksimetil Seliiloz’un g¢evresine sivi
topladigi, bu yolla hidroflotasyon etkisiyle seroza ile peritonun dogrudan temasini
onledigi goriilmiistiir. Ayrica silikonizasyon etkisiyle de intraperitoneal ylizeyleri
kapladig1 ve travmatize olan yapilarin karsilikli gelmesini engelledigi yontnde bilgiler

mevcuttur. (55) Karboksimetil Seliiloz mekanik bir bariyer olarak ¢alisir.

Abdominal kavitede peritoneal iyilesme sirasinda batin igerisinde organlar
arasinda emilmeden kalir. Intraperitoneal kullanimi takiben hizla jel formuna déniisiir.
Yedinci giinde periton tarafindan absorbe edilir, 28. glinde yok edilir. Karboksimetil
Seliiloz’un serozal fibroblastik aktivite Uzerinde supresyon olusturmasi diger bir
mekanizmadir. Plateletler, endotelyal ve inflamatuar hiicrelerden fibroblast aktive edici
sitokinlerin salinimimi baskilayarak ya da makrofajlardan salinan fibroblast biiyiime

inhibitorlerini indikleyerek bu etkisini gosteriyor olabilir.(55-59)

Karboksimetil Seliilloz’un yara iyilesmesi tlizerindeki doza bagimli olumsuz
etkisinin bu yolla ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Hyalurinidaz ve Karboksimetil
Seliiloz igeren Bioresorbabl Membran (Seprafilm®)’in postoperatif batin i¢i yapisiklari
azalttig1 hayvan ve klinik ¢alismalarda gosterilmistir. (60-64)

Interceed TC7 Okside rejinere seliilozdan olusur. Intraperitoneal uygulandiktan
yaklasik sekiz saat sonra jelatindz bir yapiya doniisiir ve bu jel yirmi sekiz giin i¢inde
tamamen emilir. Yapilan cesitli ¢alismalarda (65-67) adezyon olusumunu Onlemede
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etkili oldugu bildirilmesine karsin yapilan karsit calismalarda periton hasarina neden

olarak adezyon olusumuna katkida bulanabilecegi savunulmaktadir.(55, 68, 69)

Bagirsak yiizeylerin birbiriyle temasini engellemek suretiyle adezyon olusumunu
onlemek amaciyla intraperitoneal oksijen , sivi parafin ve diger kayganlastirici
maddeler, ¢esitli membran olusturucular (giimiis tozlari, silikon, zeytin yagi, amniyotik
stv) ile ilgili bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Ancak sonuglar ¢ok Yylz guldirici
olmamstir.(70, 71)

2.4.1. Gore-Tex

Gore-Tex absorbe olmayan ve teflon polimerlerin porlar olusturacak sekilde
ekspande edildigi bir materyaldir.(72) Intraabdominal adezyonlar1 6nlemede basarili
calismalar bildirilmesine ragmen siitiire edilmesi gerekliligi nedeniyle kullanim giigliigti
ve absorbe olmadig1 i¢in peritoneal boslukta yabanci cisim olarak kalmasi nedeniyle

ideal bir materyal olarak kabul edilmemektedir.(68, 69, 73)
2.4.2. BoneProtect Membran

BoneProtect Membran, perikardiyum doku ile elde edilen dogal bir kollajen
membrandir. Ozellikle doku rejenerasyonu igin gelistirilmis ve iiretilmistir. BoneProtect
Membran kullanim kolayligi, hedeflenen yara iyilesmesi ve olaganiistii dogal
biyomekanik 6zelliklerini tedavi edici giivenligi ile birlestirir.

Giglii dogal ¢apraz baglant1 6zellikleri sayesinde, dokulara uzun vadeli uygun
bariyer fonksiyonu o&zelligi saglar. BoneProtect Membran dogal yumusak doku
Ozelliklerine sahip ve yogun yapisi yiziinden kan damarlar1 i¢in bir rehber olarak
hizmet veren bir engebeli yiizli vardir.

Oniki ile yirmidort hafta arasi uzun siireli bariyer fonksiyonu saglar. Dogal
yapist ve minimum kalinlikta (yaklasik 0,3 mm ve 0,4 mm) olmasi nedeniyle hizli yara

iyilesmesine olanak saglar.

Kuru ya da 1slak kullamma uyumlulugu nedeniyle kolay kullanim saglar. Ug

boyutlu yapis1 sayesinde hizli vaskiilarizasyona neden olur ve tiim bdlgelerde yiiksek
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parcalanma guclne sahiptir.(Sekil 2) Hidrofilik 6zellikleri sayesinde hizli dehidrasyon

ve mukemmel ylizey adaptasyonu mevcuttur.

i Bone protect membranin yapisi

Bone protect membranin 3D yapisi

Implantasyondan 2 hafta sonraki
histolojik yapisi

Sekil 2. Bone Protect Membranin Yapisi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.DENEY HAVYANLARI

Bu ¢alismada; 8-12 haftalik ve agirliklar1 200-250 gram arasinda olan 36 adet
Wistar-Albino cinsi disi sigan kullanildi. Deney hayvanlarinin bilimsel amagla
kullanilmas1 igin Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu onayr alindi ve

calismamuz etik kurul kurallarina uygun olarak yapildi

3.2. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI VE
DENEYIN YAPILMASI

Hayvanlar rastgele olarak 6 gruba ayrilarak her bir kafeste 6 hayvan olacak
sekilde laboratuar ortaminda preoperatif 48 saat siire ile izlendiler. Caligma siiresince
sicanlara limitsiz olacak sekilde musluk suyu (ad libitum) ve standart kemirgen yemi
verildi. Hayvanlar 22 santigrad derece (°C) sicaklikta, 12 saat aydinlikta ve 12 saat
karanlikta kalacak sekilde takip edildiler. Deney hayvanlarina anestezik madde olarak
Xylazine HCL(10 mg/kg) ve Ketamine HCL (60-100 mg/kg) kombinasyonu

intraperitonal olarak uygulandi ve ortalama 1 saatlik bir anestezi siiresi saglandi.

Operasyon esnasinda veya sonrasinda antibiyotik profilaksisi yapilmadi.
Calismada hi¢ hayvan kaybedilmedi. Takiplerde hicbir siganda yara yeri enfeksiyonu

izlenmedi.

Kullanilan CPC’ nin siv1 ve toz fazi vardi. Sivi toz oranmi1 0,4 ‘dii. Toz i¢inde
cesitli kalsiyum fosfat bilesenleri bulunuyordu( tetrakalsiyum fosfat, dikalsiyum fosfat
dihidrat ve hidroksi apatit). Stvi faz %0.05° lik fosforik asitti. Elli gram kalsiyum fosfat
cimentosuna siwrastyla 0, 100 ve 250 mg MTX soliisyonu eklenerek %0, %2 ve %5’lik
MTX CPC karisimlar1 olusturuldu.

Calismada DENTEGRIS marka dogal rezorbe kollejen  membran
kullanildi(Sekil 3). 30x40 mm boyuntundaki membranlar steril olarak uygun boyutlara

ayrildi
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Sekil 3

Otuz alt1 sigandan rastgele 6 grup olusturuldu. Alt1 grup A,B,C,D.E ve F olarak
isimlendirildi (Tablo 1). A grubuna femur orta '> saft osteotomisi sonrasinda kirschner
teli ile intramediiller fiksasyon uygulandi ve osteotomi hattma CPC uygulandi. B
grubuna femur orta 2 saft kismma osteotomize edilmesi sonrasinda kirschner teli ile
intramediiller fiksasyon uygulandi ve osteotomi hattina CPC ve etrafina kollagen
membran uygulandi. C grubuna femur orta 2 saft kismina osteotomize edilmesi
sonrasinda kirschner teli ile intramediiller fiksasyon uygulandi ve osteotomi hatta %2
MTX ile karstirilmis CPC uygulandi. D grubuna femur orta 2 saft kismina
osteotomize edilmesi sonrasinda kirschner teli ile intramediiller fiksasyon uygulandi ve
osteotomi hattma %2 MTX ile karistirilmis CPC ve etrafina kollagen membran
uygulandi. E grubuna femur orta 2 saft kismina osteotomize edilmesi sonrasinda
kirschner teli ile intrameduller fiksasyon uygulandi ve osteotomi hattina %5 MTX ile
karistirilmig CPC uygulandi. F grubuna femur orta /2 saft kismina osteotomize edilmesi
sonrasinda kirschner teli ile intramediiller fiksasyon uygulandi ve osteotomi hattina %5

MTX ile karigtirilmis CPC ve etrafina kolagen membran uygulandi.

Takiplerinde 3,7. ve 14. giinlerde ikiser adet sican yiksek doz anestezik ile
sakrifiye edildi. Si¢anlar 6ldiiriildiikten sonra sol femurlar1 kalga ve diz eklemlerinden
dezartikiile edildi. Femur iizerindeki yumusak dokulara zarar verilmeden tim sag uyluk

klinik ve histolojik olarak incelendi
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Tablo 1. Deney hayvanlar1 dagilim tablosu

Grup Adr Grup I¢erigi Grup
Sayisi

A Cre 6

B CPC + Membran 6

C %2 MTX CPC 6

D %2 MTX CPC + Membran 6

E %5 MTX CPC 6

F %5 MTX CPC+ Membran 6

3.3.AMELIYAT TEKNIiGi

Anestezi sonrast si¢anlarin sag uyluklari tras edildi, povidon iyot (Betadine®) ile
boyanip, steril Ortulerle ortlldu. Sag uyluk lateralinden 2cm insizyon sonrasi, vastus
lateralis ve hamstring adale gruplari arasindan gegilerek femur cismine ulagildi.

Insizyon boyuca yumusak dokular ekarte edildi, periost kesildi. Femur cisminde
kostatom araciligi ile transvers osteotomi alani olusturuldu. 1.2 mm’lik kirschner teli ile
trokanter majordan distale dogru, elektrikli matkap yardimiyla intramediiller olarak
tespit edildi.

Osteotomi hattina A grubuna kalsiyum fosfat ¢cimentosu uygulandi. B grubuma
kalsiyum fosfat cimentosu ve secici gecirgen BoneProtect Membran uygulandi. (Sekil
4)

C grubuna %2 MTX ile karistirilmis kalsiyum fosfat ¢imentosu uygulandi. D
grubuma %2 MTX eklenmis kalsiyum fosfat gimentosu ve segici gegirgen kollejen
membran uygulandi. E grubuna %35 MTX ilave edilmis kalsiyum fosfat ¢imentosu
uygulandt. F grubuma %5 MTX eklenmis kalsiyum fosfat ¢cimentosu ve segici gegirgen

kollejen membran uygulandi. (Sekil 5)
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Trokanter tarafindaki ignenin ucu egilip cilt altinda birakildi. Ciltalt1 absorbe
olan siitiir materyali ile cilt ise absorbe olmayan dikisle kapatildi. Yara bolgesi tekrar

povidon iyot ile temizlendi ve si¢anlar kafeslerine kondu

Sekil 4. Osteotomi hattt CPC ve membran uygulanmasi
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k.

Sekil 5. Osteotomi hatt1 %2 ve%5’lik MTX+CPC ve membran uygulanmasi

3.4. HISTOLOJIK INCELEME

Ornekler daha sonra %10 tamponlu formalin icinde bir hafta fikse edildi. %70-
80-90-100 alkol cozeltileri igerisinden birer saat bekletildi. Iki asamali xylene
soliisyonunda 2 saat takip edildikten sonra 2 agamali s1v1 parafin i¢ine alind1.

Bloklama isleminden sonra yara hattindan 4-5 mikron kalinhiginda kesitler
alindi. Deparafinizasyon igleminden sonra boyama islemine gecildi.  Merk marka
Harris hematoksilen sollisyonunda 3-5 dakika bekletildi.

Takiben Merk marka Eozin soliisyonunda 30 saniye bekletildi. Preparatlar son
olarak xylene soliisyonunda 10-15 dakika daha bekletilerek mikroskopta bakilabilir hale
getirildi. Hematoksilen ve Eozin (H&E) ile boyanan kesitler 151k mikroskobisi altinda
5 x10 x20 buyttmelerde incelendi. Kesitler x20 biiyiitmede rastgele olarak her sigandan

20 alanda inflamatuar hiicre sayimi yapildi. Kesitlerden kas ve cilt alt1 bag dokusu
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seklinde sayimlar gergeklestirildi.(Sekil 6) Sonuclar igin istatistiksel olarak Wilcoxon
Signed Ranks ve NPar Tests istatistiksel analiz testleri kullanildi.

Sekil 6. CPC ve CPC+MTX preparatlarinin bag ve kas dokusu histolojisi
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4 BULGULAR

4.1.BAG DOKUSU iCIN SONUCLAR

Her grupta 6 adet denek mevcuttu. Bag dokusuna gore gruplar arasinda hiicre
sayimt agisindan anlamli bir fark yoktu. Gruplarin ortalama degerleri goz Onilne
alinacak olursa CPC grubunun ortalama degeri 43.4167, CPC + membran grubunun
ortalama degeri 41.85, %2 MTX eklenmis CPC grubunun ortalama degeri 40.7667 , %2
MTX eklenmis CPC + membran grubunun ortalama degeri 50.4667, %5 MTX eklenmis
CPC grubunun ortalama degeri 40.40 ve %5 MTX eklenmis CPC + membran grubunun
ortalama degeri 55.0167 olarak bulundu.(Tablo 2) Buda bize istatistiksel olarak olmasa
bile klinik olarak CPC ve CPC + membran grubunda ortalama deger bakimindan fark

olmadig1 anlamina gelmektedir.

Ortalama degerler agisindan %2 MTX eklenmis CPC grubu ve %2 MTX
eklenmis CPC + membran grubunda, membran eklenmis grubun ortalama hiicre sayis1
daha fazla olmasi bize membran ile MTX gecirgenligini azaltilmasit hiicre
proliferasyonu iizerindeki negatif etkinin azalmasina neden olabilmektedir. Yine ayni
sekilde %5 MTX eklenmis CPC grubu ve %5 MTX eklenmis CPC + membran
grubunda, membran eklenmis grubun ortalama hiicre sayisi daha fazla olmasi bize yine
ayni sekilde membran ile MTX ge¢irgenligini azaltilmasi hiicre proliferasyonu

Uzerindeki negatif etkinin azalmasi diisiincemizi desteklemektedir.
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Tablo 2.Bag dokusu i¢in sonuglar

Gruplar (Bag dokusu icin) Ortalama Standart

hiicre sayis1 = deviasyon

CPC grubu 43,4167 7,8316
CPC+ membran grubu 41,8500 14,4082
%2 MTX CPC grubu 40,7667 14,4992
%2 MTX CPC + membran grubu 50,4667 7,0212
%5 MTX CPC grubu 40,4000 11,4670
%5 MTX CPC + membran grubu 55,0167 10,6947

%2 MTX eklenmig CPC grubu ve %5 MTX eklenmis CPC grubu arasinda
ortalama deger acisindan fark olmamasi yine ayni sekilde %2 MTX eklenmis CPC +
membran grubu ve %5 MTX eklenmis CPC + membran grubunda ortalama deger
olarak hiicre sayisinda membran eklenmeyen gruplara gore artis olmasina karsin
membranli gruplar arasinda yine fark olmamasi bize %2 ve %5 MTX eklenmis

gruplarda lokal yan etki olarak fark olmadig: gosteriyor.

4.2.KAS DOKUSU ICIiN SONUCLAR

Her grupta yine 6 adet denek mevcuttu. Kas dokusuna gore gruplar arasinda
hiicre sayimi1 agisindan anlamli bir fark yoktu. Gruplarin ortalama degerleri g6z 6niine
alinacak olursa CPC grubunun ortalama degeri 32,1333, CPC + membran grubunun
ortalama degeri 26,4333, %2 MTX eklenmis CPC grubunun ortalama degeri 29,7500,
%2 MTX eklenmis CPC + membran grubunun ortalama degeri 34,5917, %5 MTX
eklenmis CPC grubunun ortalama degeri 27,30 ve %5 MTX eklenmig CPC + membran
grubunun ortalama degeri 31,0833 olarak bulundu.(Tablo 3)
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Tablo 3.Kas dokusu igin sonuglar

Gruplar (Kas dokusu i¢in) Ortalama Standart

hiicre sayis1 = deviasyon

CPC grubu 33,1333 6,8797
CPC+ membran grubu 26,4333 5,1869
%2 MTX CPC grubu 29,7500 8,2148
%2 MTX CPC + membran grubu 34,5917 3,8641
%5 MTX CPC grubu 27,3000 2,8580
%5 MTX CPC + membran grubu 31,0833 3,8934

Buda bize istatistiksel olarak fark olmasa bile klinik olarak bag dokusunda
oldugu gibi CPC ve CPC + membran grubunda ortalama deger bakimindan fark
olmadig1 anlamina gelmektedir. Ortalama degerler agisindan %2 MTX eklenmis CPC
grubu ve %2 MTX eklenmis CPC + membran grubunda, membran eklenmis grubun
ortalama hiicre sayis1 daha fazla olmasi bize membran ile MTX gecirgenligini
azaltilmas1 ayn1 bag dokusunda oldugu gibi hiicre proliferasyonu {izerindeki negatif
etkinin azalmasina neden olabilmektedir. Yine ayni sekilde %5 MTX eklenmis CPC
grubu ve %5 MTX eklenmis CPC + membran grubunda, membran eklenmis grubun
ortalama hiicre sayis1 daha fazla olmasi bize yine ayni sekilde membran ile MTX
gecirgenligini azaltilmasi hiicre proliferasyonu tiizerindeki negatif etkinin azalmasi

diisiincemizi bag dokusunda oldugu gibi desteklemektedir.

4.3.BAG DOKUSU VE KAS DOKUSU ARASINDAKI
SONUGCLAR

Her 6 grupta grup ici bag ve kas dokusu arasinda istatistiksel olarak anlamli
olarak fark bulundu. Grup 1 CPC grubunda p=0.028 (p<0.05) olarak bulundu ve bag
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dokusunda hiicre yogunlugu kas dokusuna gore daha fazla olarak degerlendirildi. Grup
2 CPC + membran grubunda p=0.046 (p<0.05) olarak bulundu ve bag dokusunda hiicre
yogunlugu kas dokusuna gore daha fazla olarak degerlendirildi. Grup 3 %2MTX
eklenmis CPC grubunda p=0.046 (p<0.05) olarak bulundu ve bag dokusunda hiicre
yogunlugu kas dokusuna gore daha fazla olarak degerlendirildi. Yine grup 4 %2MTX
eklenmis CPC + membran grubunda p=0.028 (p<0.05) olarak bulundu ve bag
dokusunda hiicre yogunlugu kas dokusuna gore daha fazla olarak degerlendirildi. Grup
5 %5 MTX eklenmig CPC grubunda p=0.046 (p<0.05) olarak bulundu ve bag
dokusunda hiicre yogunlugu kas dokusuna gore daha fazla olarak degerlendirildi. Grup
6 %5 MTX eklenmis CPC + membran grubunda p=0.028 (p<0.05) olarak bulundu.
Bunlara bagli bag dokusunda hiicre yogunlugu kas dokusuna gore diger gruplarda

oldugu gibi daha fazla olarak degerlendirildi.

4.4.GUNLERE GORE GRUPLAR

4.4.1.Giinlere Gore Bag Dokusu Sonuclari

Gunlere gore denekler 3. 7. ve 14. gun olarak 3 gruba ayrildi. Bag dokusu
histolojik incelemesinde 7. giin ve 14. gilinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark mevcuttu. Ugiincii giin histolojik olarak ortalama hiicre sayis1 45,9083 ve standart
deviasyonu 13,1798, 7. Giin ortalama hiicre sayis1 50,8667 ve standart deviasyonu
12,2243 ve 14. giin ortalama hiicre sayis1 39,1833, standart deviasyonu 7,2521 olarak

bulundu.

Yedinci giinden 14. giine dogru hiicre sayisinda anlamli bir diislis ortaya ¢ikti.
Fakat 3. glin ile 7 ve 14. gilinler arasinda anlaml bir fark gézlemlenmedi.(Tablo 4)
Uclincii ve 7. glinlerde inflamatuar hiicre sayis iyilesme siirecinin basindaki siireglere
bagli olarak fazla miktarda olurken 14. giine dogru hiicre sayisinda anlamli bir diisiis

olmaktadir.
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Tablo 4. Glnlere gore bag dokusu sonuglari

Giinler(bag Ortalama Standart

dokusu) hiicre sayisi deviasyon
3.gln 45,9083 13,1798
7.gUn 50,8667 12,2243
14. giin 39,1833 7,2521

4.1.2.Giinlere Gore Kas dokusu Sonuclari

Kas dokusu histolojik incelemesinde 3. giin ile hem 7. gin hem de 14. giinler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu. Ugiincii giin histolojik olarak
ortalama hiicre sayis1 31,6958 ve standart deviasyonu 5,9877, 7. gln ortalama hiicre
say1s1 33,2333 ve standart deviasyonu 4,8688, 14. giin ortalama hiicre sayis1 25,7167 ve
standart deviasyonu 3,6418 olarak bulundu.(Tablo 5)

Ucgiincii giinden 7. giine hiicre sayisinda anlamli bir artis olurken yine 3. giinden
14. giine hiicre sayisinda anlaml bir diisiis ortaya ¢ikmaktadir. Fakat 7. ve 14. giinler
arasinda anlaml bir fark gézlemlenmedi. Bu sonugla bag dokusunda gérilemeyen 3. ve
7. gin arasindaki hiicre farki kas dokusunda 7. giinde artma yoniinde karsimiza
¢ikmaktadir. Yine ayni bag dokusundaki gibi 3. ve 7. gilinlere gore 14. giinde hiicre

sayisindaki azalma doku iyilesme siireglerinin artik tamamlanmasina isaret edebilir.

Tablo 5. Ginlere gore kas dokusu sonuglar1

Gunler(kas Ortalama Standart

dokusu) hiicre sayisi deviasyon
3. gun 31,6958 5,9877
7.gun 33,2333 4,8688
14. gln 25,7167 3,6418
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5. TARTISMA

Gegmis yillarda yapilan ¢alismalarda kemoterapdtik ajan yukli akrilik sementin
kemik lezyonlarmm tedavisindeki kullanimi arastirilmis. Ilk olarak Hernigou MTX’1n
metipolimetokrilik implanttan salinimini ¢alisilmis. Sement polimerizasyonu ilact
etkisizlestirmedigi ve 18 saat i¢inde %10 gibi bir salinim gerceklestigi bulunmus. Bazi

salmimlarida 6 ay gibi uzun siire devam ettigi goriilmiis.

Osteosarkomlu si¢anlardaki in vivo deneylerde sement igindeki MTX’in doz
bagimli, hem lokal hem genel etkileri mevcut oldugu gosterilmistir. On yedi serilik
blyik kopekli spontan osteosarkomlu grup lokal rezeksiyon ve sonrasinda MTX igerikli
sement ile tedavi edilmis. Genel kemoteropdtik etki 2 saatten 5 giine kadar saptanabilir
durumdaymis. Takiplerinde sag kalim artmis ve lokal rekiirrens azalmis. Ancak 4
vakada gecikmis yara iyilesmesi gerceklesmis. Bu durum MTX’in lokal reaksiyonu
sonucu mu yoksa operasyonun dogal seyri nedeniyle mi ortaya ¢iktigi kesin olarak

bilinmemekle birlikte MTXin yan etkisi ile iliskili olabilecegi diistintilmiistiir.(74)

Yine Hernigou ve ark yaptig1 klinik bir ¢alismada genel kemoterapiye uygun
olmayan 14 primer veya metastatik tiimorlii hasta se¢ilmis. Vakanin deneydeki yiiksek
MTX konsantrasyonu (kandakinin 10000 katindan fazla) ve ilk birka¢ gilindeki genel
kemoteropotik etki, son 3 haftalik tiriner atilimi dogrulanabilmis. MTX’in salinim ve
diffiizyonu yaklasik olarak ayni, sementin sekli ve yeri farkli olsada ( 4 i pelviste, 5 i
metastatik kirikli intertrokanterik alanda, 3 1 metastazli torakal vertebrada) lokal
kemoterapi iyi tolare edildigi bulunmus. MTX ile iligkili anemi azalmis, akyuvar veya
trombosit veya degismis kreatinin klerensi gozlenmemis ve hicbir hastada genel

toksitite gostermemis olarak bulunmustur.(75)

Bir antineoplastik bir ajan olan MTX’in yavas salinimi i¢in implante edilebilir
sistemler {izerine bir¢ok g¢alisma mevcuttur. Bu sistemler kalsiyum fosfatin apatit
cokeltileri dekstran ve degisik miktarlarda MTX’in toz halindeki karigimi ile
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olusturulmustur. Bir matriks olarak kullanilan kalsiyum fosfatin olagan ustt bir
baglanma ve sikistirma Ozelligi vardwr. Aymi zamanda kalsiyum fosfat bir
osteokondiiktor ve biyolojik olarak ayrisabilirdir.

Bu sistemler {izerine yapilmis invitro bir ¢alismada MTX’in zamanla salmimi
yavaglar ve MTX’in kararsiz apatit lizerinde tutunma tekrar geri birakma fenomenine
bagl uzamistir. implantlarin komposizyonu zamanla sitokiyometrik apatit yoniinde
degisir. Invivo yapilan bir pilot calisma tavsanlar1 lateral femoral kondiline
implantasyon ile yapilmis. Farmatokinetik bir ¢alismada kan MTX konsantrasyonunun
her zaman toksik seviyelerin altinda oldugu ortaya ¢ikmistir. Baslangic MTX
konsantrasyonunun %20 si 7 giin sonra hale implant i¢inde kalmustir. implantlarin
ayrigmasi ve biyouyumluluk ve biyoreaktivite ¢alismasi herhangi bir zamanda higbir
lokal nekroz olmadigini gostermistir.

Maling hiicrelerin metabolizmasiyla giiclii bir etkilesim i¢inde olan
kemoterapotik ajanlar bazi tiimorlerin tedavisinde genis kullanim alani bulmustur.
Kemoterapinin 2 roli vardir; Yetersiz rezeksiyon veya rekiirrens sonrast lokal olarak
postoperatif tumor kontroliinde ve metastazlarin yayilimin énlenmesidir.

Bununla birlikte antikanser ajanlarin toksititesi sebebiyle kemoterapi tedavisinin
halen sinirlar1 vardir. Ornegin osteojenik osteosarkom tedavisinde kullanilan MTX igin
uygulama dozu ve frekans1 hematopoetik dokular ve bukkal veya GIS mukozasi
tizerindeki toksititesine baghidir. Bu ajanlarin lokal olarak uygulamasi gergekten ilgi
cekicidir. Clnku ilacin lokal olarak uygulanmasi ile ¢ok yuksek lokal konsantrasyonlar
elde edilirken dolasim konsantrasyonlar1 diistiktiir ve iyatrojenik sekonder etkiler ortaya
¢ikmamaktadir. Dahast MTX’in yavas salmimi kullamighdir. CUnki zaman etkisi Ki

burada ( hiicrelerin bu ilaca sensitivitesi zamanla artar) doz etkisinden daha blyuktr.

Tum bu sebeplerle ilag yavas salmim sistemleri kullanilarak bu ajanlarin
uygulanmasi iizerine ¢aligma yapilmistir. Lokal ve yavag salmim sistemleri matriks
olarak kemik c¢imentosu, kollejen veya poroz seramikler kullanilarak osteoartikiiler

patolojilerin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilmistir(76).

Tasiyict olarak kalsiyum fosfat kullanimi miimkiin olabilir. Bu bilesenlerin
bazilar1 biyouyumluluklar1 ve osteokodiiksiyonlar1 sebebiyle 1iyi bilinirler ve

girisimlerde hep bu amag¢ ugrunadir. Poroz seramikler siklikla kullanilmistir ve yapilan
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calislarda once teropatik ajanlarla gegirgenlestirilmis, daha sonra polimer veya mum ile
delikler kapatilmigtir. Diger girisimler toz karigimlarm bir araya getirilmesiyle teropatik
ajanin kalsiyum fosfat icine yliklenmesi iizerine yapilmistir. Daha onceki calismalar
gostermistir ki kararsiz bir hidrosi apatit ile birlikte ayn1 atomik CA/P oraninda (1.33)
bilesimi sonucu olusan triklinik oktakalsiyum fosfat ( Ca 8 (PO4)4 (HPO4) 2. SH20)
yapisindaki 6zel bir kalsiyum fosfat uygulama i¢in ¢ok elveriglidir. Formili ca8(PO4)
3. 5(HPO4)2.5(OH)0.5 olan bilesim apatitik oktakalsiyum fosfat veya OCPa olarak
isimlendirilmistir. OCPa’nin ila¢ biliminde kullanilan baglayicilardan ¢ok daha 1yi olan
olagan istii bir baglama 6zelligi vardir.(77) Ek olarak yavas ilag salimimia izin veren
baglama/geri salma gibi ¢ok iyi 6zellikleri de vardir. OCPa apatitik seramiklerden daha
hizli ayrisir ve hizli kemik gelisimine izin verir. yapilan ¢aligmalarda MTX’in yavas
salmim uygulamasinin biyoayrisabilir kalsiyum fosfat matriksi ile bilesimi ile miimkiin
olabilecegini  gostermistir.  Kalsiyum  fosfat  matriksi  biyouyumlulugu ve
biyoreaktivitesi(osteokondiiksiyon) acisindan iyi bilinir. Ayrica bu sistemdeki yavas
salmim diger bir¢ok vakada oldugu gibi yalnizca porozitiye bagli olmadigini
gostermektedir. Ancak temel olarak MTX’in OCPa i¢ine geri doniisiimlii baglanmasina
baglidir. Bu goriintii daha 6nceki ¢alismalardada vurgulanmustir.(79, 80) Yine farkli bir
calisgmada bir antikanser ila¢c olan cisplatinin davranislar1 incelenmistir. Cisplatin
karboksilik gruplar igermeyen kapali bir kimyasal maddedir. Sonuglar gdstermistir ki
MTX’in baglanimi asidik gruplar1 igermez ancak bu molekiillerin halkalarma veya amin

gruplarina affinitesi daha yuksektir.

Dahasi yapilan ¢alismalarda matriks olarak kullanilan apatitik kalsiyum fosfat
disiik sicaklikta hazirlanmistir. Bu sebeple yiiksek sicakliklarda hazirlanan diger
fosfatlardan ¢ok daha ayrisabilirdir. Tarif edilen yavas salinim sistemi birka¢ hafta
icinde ilacin tamaminin salinmasi avantajini gostermistir. Birkag ay igerisinde neredeyse
tamami ayrismistir. Halbuki seramik matrikslerde ayrisma ya ¢ok uzun siirmiistiir ya da
hi¢ olmamistir. Bunlara ragmen bu sistem konvansiyonel bilesim teknikleri kullanimi

i¢in digerlerinden daha uygun oldugu diistiniilmiistiir.(81)

Yine ani calismada salinan ilag agresif olmasma ragmen implantlar lokal

nekroza sebep olmamistir. Dahasi salinan ilact yiiksek miktarlarina ragmen dolasimdaki
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seviyeleri diisik ve nontoksiktir. Uzun donemde osteogenez bile bu ¢alismada

gorilmiistiir.

Diger bir ¢alismada kalsiyum fosfat cisplatin birlestirilmis ve sitotoksitesi
arastirilmigtir. Cisplatin direngli insan over kanseri hiicre serisi kullanilan bir invitro
hiicre proliferasyon deneyinde serbest cisplatin kullanim ile karsilagtirilmigtir.
Nanokonjugatlardan salian cisplatin’in kanser hiicre serisi {izerine etkisi serbest ilacin
Ki ile esit olarak bulunmustur.(82) Direk ekleme ile yapilan sitotoksitite ¢aligmalari
atomik olarak kararli ve negatif yiikli nanokonjugatlarin ila¢ rezistansina sebep
olmadig1 goriilmiistiir. Farkli kalsiyum fosfat tiplerinden cisplatin salmim ile ilgili
mevcut caligmalarda daha az kristalize kalsiyum fosfatin daha yavas ila¢ salinimi ile
ilgili oldugunu goriilmiis. Bu etki partikiiliin yiizey alani ile orantili ve genis ylizey
alanl partikiiller daha fazla ila¢ bagladigi, daha yavas ila¢ saldig1 ve ylizey alanm kiigiik
partiklllere gore daha az kararli oldugu gosterilmistir.(83)

Farkli bir calismada tavsan tibia proksimaline vx2 karsinomu lokal olarak
olusturulmus. Calismada kullanilmis olan vx2 karsinomu timaér implantasyonundan 7
gun sonra kortikal kemik destriiksiyonu olusmustur. Bu sonug histolojik olarak
destriiksiyonun tespit edilemedigini savunan diger ¢aligsmalar ile uyumsuz bir sonu¢
bulunmustur.(84, 85) Temel karakteristikleri tumér implantasyonundan 5 gln sonra
kortikal kemik destriikksiyonu baglar ve 7. giinde kortikal kemigin %1.33 destriikte
oldugu ve sonraki 14. giine kadar osteoklast sayisindaki artigla paralel olarak
destriiksiyon da artis oldugu bulunmustur.(86) Ondérdincl glinden sonra osteoklast
sayisindaki azalmaya ragmen kortikal kemik destriiksiyonu artmaya devam etmis olarak
bulunmus. Yine aynmi ¢alisma gostermis ki havyanlar {izerinde toksik olmayan yiiksek
dozda MTX kullanimi tiimor ile uyarilmis osteoliz miktarini minimize etmek ve
patolojik kiriklarin cerrahi yonetiminde uygulanabilmek agisindan MTX emdirilmis

¢imentonun degerini ortaya koymustur.(87)

MTX dozu arttikga tiim implantasyon zamanlarinda kemik destriiksiyonunda
azalma oldugunu gostermistir. Hatta mikroskopik analizler, yiksek doz MTX grubunda

kanselloz kemik destriiksiyonu alanlarininda minimize oldugunu gostermistir.
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MTX yiiklii akrilik ¢imentonun lokal uygulanimi ne kadar lokal kemik
destriiksiyonunu azaltmada etkili de olsa ylksek dozlarda bile progresif kemik lizisini
durduramaz. Bir si¢an sarkom modelinde, Wu ve ark. kemik defektlerini doldurmak
icin seramik implantlar ve adriamisin emdirilmis ¢imento kullanimiyla %54 ‘lik bir
timor supresyonu elde etmislerdir.(88) Implant lokal olarak yiiksek ama sistemik olarak

diisiik bir konsantrasyona ulasmis olarak bulunmus.

VX2 tumorli tavsan modelinde, yapilan bu calismada uygulanan en yiiksek
dozda MTX (2g/40 g c¢imento) ‘in lokal uygulanmasi sonrasinda lokal kemik
destriiksiyon miktarini belirgin sekilde azaldigi ancak timor hiicrelerini tamamen yok
edemedigi bulunmustur. Biiyiik olasilikla osteoklast proliferasyonunu stimiile eden ve
goreve cagiran bu faktorler vx2 hiicreleri tarafindan halen salinmakta olabileceginden
MTX vyiiklenmis ¢imento kullanimi tiimdre bagl osteolizi tamamen durduramayacak
fakat her seye ragmen devam eden osteoliz miktarini azaltacaktir. Bu ¢alismada 40gr
cimentoya 2 gr MTX eklenmesi klinik uygulamada devam eden tiimore bagh osteolizi
azalttigimi ve gevseme ve implant yetmezligi riskini diistirdiigiinii 6ngérmektedir.
Cimentoya MTX eklenmesi bu yiizden postoperatif radyoterapi veya kemoterapi ile

birlikte adjuvan bir tedavi olarak kullanilabilecegi tizerinde durulmustur.(86)

MarcoA. ve ark antineoplastik tasima sistemi olarak CPC ile paklitaksel
kullanmiglardir.(89) Uygulanan CPC alfa trikalsiyum fosfat, kalsiyum fosfat dibazik ve
cokeltilmis HA tozu ve sertlestirme soliisyonu olarakta NA 2 hpo4 soliisyonu
kullanilmis. CPC morfolojisini gozlemlemek icin tarama elektron mikroskopi, CPC
transformasyonunu takip etmek icin x-ray difraksiyonu kullanilmis. Calismanin tasarimi
dikkate almarak, paklitakselin kanitlanmig toksisitesi nedeniyle baslangigta ¢alismaya
bir protein modeli olarak dana serum albumini (DSA) ile baglanmis. Halen paklitaksel
bir tasima araci olarak albumine baglanmaktadir(90). Bu sebeple CPC DSA bileskesi
kararl1 bir etkilesimdir.(91, 92) Donma sirasinda CPC i¢inde mikrokanal ve
mikroporozitelerden bir ag olusur. Boylelikle paklitaksel yiiklenirken bu mikrokanallar
icerisine yapisir buda yiiklenen ilaglarin veya proteinlerin neden goreceli olarak uzamis

bir yolla salindigin1 agiklayabilir.

Ek olarak CPC’nin ana bileseni olan alfa trikalsiyum fosfat bir kalsiyum fosfat

apatit tipi i¢ine hidroliz ile hizli bir transformasyon gdsterir. Bununla beraber yaptiklar1
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calismada kalsiyum fosfat kullanarak kemoterapatik ajanlarin etkin bir yol ile lokal
uygulanabilecegini ve bu sekilde daha diisiik dozlara ihtiya¢ oldugu bulunmustur. Halen
salinan paklitakselin baslangi¢c miktarlar1 timor hiicre dansitelerini azaltic1 ve hiicre
bliyimesini durdurucu etkinliktedir. Cimentonun degredasyonu sirasinda tam bir
salmim ortaya ¢ikar ve metastaz olusumlarina karsi etkin uzamis bir lokal salinim
garantiye almmustir. Bu etkinlik yiiklenmis paklitaksel miktar1 arttirilarak arttirilabilir.
Ancak bu esnada normal saglhkli hiicreler tizerine etkileri de siirekli

degerlendirilmelidir.

Lebugle ve ark. invitro ve tavsan femoral kondil modelinde solid sekil
verilemeyen kalsiyum fosfat materyalinden MTX salinimi {izerine ¢alismiglardir.(93)
Tavsanlarin kan testleri gostermistir ki MTX toksik seviyenin altindadir ve 24 saatte

kalsiyum fosfat materyaline en basta yliklenen MTX’in %20 si salinmustir.

Bagka bir ¢calismada Abe ve ark. paklitaksel yiiklenmis HA-aljinat kompozit
boncuklarinin etkinligini degerlendirmislerdir.(94) Calismada bir sigan modelinin
vertebral kolondaki kemik metastaz alanlar tizerine ¢alismislardir. Salinan paklitaksel
kemik metastazlaria bagli olan paraliziyi yavaslatmis, ek olarak yasam oranlar1 %150
arttirdigr bulunmustur. Kullanilan boncuklar enjekte edilebilir olmamasina ragmen
sistemik uygulama ile karsilastirildiginda kemoterapotik ajanlarin lokal uygulamasinin
daha iyi sonuglar verdigini hem de lokal uygulamayla daha diisiik dozlar kullanilir

béylece istenmeyen ikincil ektilerin zararlar1 azaltilmis oldugunu gostermislerdir.

Rosa ve ark yaptig1 calismada akrilik kemik ¢imentosuna 3 farkli antineoplastik
ila¢ eklenerek arasindaki farklar ve ¢imentodan salinimlari invitro olarak incelenkmis.
Akrilik kemik g¢imentosuna sirasiyla doksorubisin, cisplatin ve MTX eklenmis.
Karisimlar invitro ortamda MCF-7 insan meme kanseri hiicresi tUzerinde ekilerek biitiin
ilaclarin aktif bir formda karisimdan serbestlestigi gosterilmis. Deneylerin ilk ayagi
gosterdi ki secilen ilaglar MCF-7 meme kanseri hicreleri tizerinde anlamli biyolojik
etkiler gdsterdi ve bu hiicre inhibisyonu silindirler hemen kullanildiginda veya 15 giin
gecikmeli kullanildiginda ayni oldugu bulunmustur. Boylece silindirler kematerapotik
aktivitelerini bu zaman geg¢isinde korudugu goriilmiistlr. Deneyin ikinci ayaginda,
klinik sartlara daha yakin bir test yapilmis. Burada kemik timorti ile temas halinde doku

stvist ve sementten siirekli bir ila¢ salinimi olusmustur. Aslinda, MCF-7 meme kanseri
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hlcresi tzerindeki biyolojik inhibitor etki giderek azalmis, boylece islemden ortalama
15 glin sonra silindirlerden salinan doksorubisin ve sisplatin varliginda toksik etki
gostermemistir. Ancak MTX’li grupta varliginda toksik etki olusturmus fakat bu ilk giin
ki eliisyondan elde edilenden toksik etkiden anlamli sekilde daha diisiik olarak
bulunmus. Her bir ila¢ hiicre canlilig1 tizerinde farkl etki yaratmis ve doksorubisinin

kanser hucreleri Gizerinde en fazla sitotoksik etkiyi yarattigi bulunmustur.(95)

Kemik tlimorleri ve kemik metastazlarinin tedavisinde hidroksi apatit veya
akrilik cimentoya mtx, cis diamminedichloroplatinun (CDDP) ve
doksorubisin gibi antikanser ilaglarin eklenebilmesi ile ilgili yaymlar mevcuttur. 1990
yilinda Wu ve ark hikroksiapatitten CDDP ve doksorubisin salindigini ilk defa
tanimlamiglardir ve doksorubisin emdirilmis kemik ¢imentosu ve seramik implantlarin

sican sarkoma modelinde tiimdr biiyiimesini siiprese ettigini gostermislerdir (82).

Takayuki ve arkadaslar1 doksorubisin iizerine yaptiklar1 ¢alismada doksorubisini
CPC ile birlestirerek RMT-1 E4 sigan meme kanser hiicresi ekilmis tavsan femur lateral
kondillerine uygulamiglar. Doksorubisin CPC ile 1-7 giin inkiibasyon sonrasi kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi bulunmus fakat tavsan femurlarinin histolojik
calismalarinda mediiller kanalda diffiiz 6dematdz degisiklikler gdstermis ancak kirik

veya Cilt nekrozu goriillmemistir.(96)

Hidrosiapatit igene antikanser ilaglarin yiiklendigi ilag salinim sistemler ile ilgili
cesitli raporlar yaymlanmistir.  Uchida ve ark. (97) ve Shinto ve ark. (98)
hidroksiapatitte CDDP’nin hapis oldugunu yaymlamislar. Ayn1 zamanda Itokazu ve ark.
(99, 100) santrifiij yontemleri kullanarak doksorubisin hidroksiapatit bloklarindan
doksorubisin salmimini yaymlamiglardir. Ortopedik cerrahide kirikli olgularda CPC
gecmiste genis kullanim alan1 bulmustur. (101, 102)

CPC’nin cesitli karakterize Ozellikleri vardir. CPC’nin jel formu kemik
defektlerini doldurmak amagh kiiclik bir insizyondan enjekte edilerek kullanilabilir.
Yeni kemik olusumlar1 yavas yavas CPC igine niifuz eder ve sonra yer degistirir. Oda
sicakliginda kimyasal olarak stabildir. Bu c¢alisma 1siginda doksorubisin ile
yiiklendiginde CPC silindirlerinde kompresif gii¢ kaybi1 olmadigmm goriilmesi
doksorubisin CPC’nin defekt doldurucu materyal olarak kullanimi uygun goriilmiistiir.

40



Bununla birlikte doksorubisin CPC karisimi etrafindaki kemik formasyonu saf CPC
etrafindakine gore daha yavas olarak bulunmus. Kontroller ile karsilastirildiginda
implantasyon sonrast birinci haftada doksorubisin CPC karisimi grubunda mediiller
kanal icerisinde 6dematdz degisiklikler gdzlenmis. Dordiincii haftada CPC ile mediiller
kanal arasindaki hatta yeni kemik olusumuna bagh reaktif alanlar gézlenmis olmasina
ragmen doksorubisin CPC karisimi grubunda yaygin fibrosiz ve yeni kemik olusumuna
bagh kiigiik bir odak gozlenmis. Yirmi dordiincii haftada kontrol grubundaki CPC
etrafinda ve doksorubisin CPC implantlar1 etrafinda genis kemik formasyonlar: tespit
edilmis. Hidroksiapatit CPC’nin kemik formasyonunu inhibe etmedigini gosteren farkl
calismalar (103) 1s18inda mediiller kanaldaki bu degisikligin doksonun sitotoksik
etkisine bagli olabilecegi disiiniilebilir. Yine ayni calismada Doksorubisin CPC
silindirlerinin mekanik giicii tek basmma CPC den daha diisiik olmadigi bulunmus
Doksorubisin ile yiiklendiginde CPC silindirlerinde kompresif giic kayb1 olmadiginin
gorulmesi doksorubisin CPC’nin defekt doldurucu materyal olarak kullanimi uygun
goriilmiistiir Bu sonuglar gostermis ki doksorubisin CPC maling kemik ve yumusak

doku timorlerinin tedavisinde etkin olarak kullanilabilecektir.

Antikanser ilaglarin lokal alanlarda salinimi sistemik yan etkileri azaltabilir. Bir
taraftan da antikanser ilaglarin lokal uygulanmasi ciltte dahil olmak tizere g¢evre
yumusak doku tizerinde ciddi hasara sebep olabilimektedir. Bazende ekstravazasyonada

bagli yaygmn cilt nekrozlar1 goriilebilmektedir. (104)

Rezidiel kanser hucreleri Uzerine direkt sitotoksik etki gdstermesiyle iskelet
neoplazmlarinin lokal kontroliinde etkili olabilecek olan akrilik ¢imentoya

kemoterapotik ilag eklenmesi imkan1 yakin ge¢miste 6nerilmistir.(105).

Insan meme kanser hiicrelerine ait invitro model kullanilarak MTX’in uzun bir
zaman zarfinda sitotoksik etki gerceklestirebilecek aktif formunda salindigini
tanimlanmus. Ilacin farkl konsantrasyonlarda kullanimiyla ¢imentonun eliisyon kinetigi
ve mekanik ozellikleri {izerindeki etkileri de ayrica degerlendirilmis. Elde edilen
sonuglar MTX salinimmin baslangicta yiliksek iken kullanilan ila¢ konsatrasyonuna
bagli olarak zamanla azaldig1 bulunmus. Yapilan ¢alismanin sonuglarinda ayrica MTX
eklenmesi veya zamanla salinmasiyla ¢imentonun kompresif Ozeliklerinde etkilenme

olmadig1 goriilmiistiir. Tiim bu bulgular MTX eklenmis ¢imento ve uygulamasinin
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cerrahi kiiretaj ve yapisal destek amagli akrilik ¢imento implantasyonunuda iceren

kemik metastaz yonetiminde uygulanabilir oldugunu gostermistir.

Daha o6nce farkli antineoplastik ilaglarin biyolojik aktif ila¢ salinimi saglamak
amacityla akrilik ¢cimentoya eklenmesi miktarini rapor edilmig(106). Salinan ilag miktar1
ve salinimin devamlilig1 konusundaki en iyi sonuclar MTX ile elde edilmistir. Bu da
MTX eklenmis ¢imentonun iskelet metastazlarinin tedavisinde kullanilabilirligi ile ilgili
onceki raporlar1 desteklemektedir. Bu ¢alismada MTX in farkli konstantrasyonlarda
kullanilmasiyla ilacin salimimi ve ¢imentonun fiziksel 6zellikleri iizerindeki etkileri
analiz edilerek ge¢mis caligmalara katkida bulunulmus. Ortaya ¢ikan sonuglar meme ve
diger cogu insan kanserinin tedavisinde genis kullanim alani bulmus olan MTX’in
akrilik cimento ile karistirildiginda kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etki gosterebilen
aktif formunda salindigmi dogrulamistir. Ne kadar ortaya c¢ikan sonuclar akrilik
¢imentoya ila¢ eklenmesinde iyi mekanik 6zellikler gosterse de bu konuyla ilgili daha
fazla caligma yapilmasi gerektigi savunulmustur.Son olarak yapilan bu ¢alismada MTX
eklenmesi veya takip eden salinnmiyla ¢imentonun mekanik Ozellikleri iizerinde bir
etkilenme olmadigmmi ilk defa gostermistir. Oyle ki kullanilan hicbir MTX
konsantrasyonunda c¢imentonun kompresif glcl azalmamustir. Zit olarak belli bir
aralikta MTX konsantrasyonunda ilag eklenmesiyle kompresif giicte anlamli bir artis
saptanmigtir.  Beklenmedik olmasma karsin bu bulgu sasirtict degildir. Aslinda
Raimondi ve ark. c¢imentoya antibiyotik eklenmesiyle kemik ¢imentosunun kompresif
glicliniin artigin1 gosteren onceki ¢alismalarma hemfikirdir(107) . Bu yazarlar bu etkiyi
son olugsan materyalin yapisindaki tozlarin iyi integrasyonuna baglamistir ki bu durum

MTXile de iyi gorulebilmektedir.

Zhiping Yang ve ark.(108)MTX ve CPC karigimi iizerine yaptig1 bir ¢alismada
40 g CPC igerisine en sonda %0 -1 arasinda kalacak sekilde 0 ile 400 mg MTX
eklenmis ve bdylece MTX CPC Orneklerinin invitro ve invivo Ozellikleri analiz
edilmis. Caligmada sirastyla 4 gruba ve 0-80-200 ve 400 mg MTX uygulanmis. Grup A
kontrol grubu olarak olusturulmus. Baslangic ve son donma zamanini igeren dl¢iimlerde
MTX seviyesi arttikga donma zamaninda artis oldugu ancak kontrol(A) grubuyla deney
(B,C,D) gruplari arasinda anlaml bir fark saptanmamigtir. Dort yiiz mg MTX eklenmis
grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda MTX CPC’nin kompresif ve tensil gii¢lerinde
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anlamli bir azalma testip edilmis. Fakat bu azalma her seye ragmen klinik uygulama i¢in
gerekli giiclerin minimum gereksinimleri karsiliyor olarak bulunmustur. Tarama
elektron mikroskoplar1 temel kristal yapisinda degisiklik olmadigini gostermistir
bununla beraber MTX CPC’nin invitro ve invivo salim kinetikleri degerlendirildiginde
baslangigta bir patlama etkisi ve takip eden ani bir diisiis ile salinim sisteminin
monolitik bir matriks sistemi olduguna karar verilmistir. Bu ila¢ salmimi invivo
ortamda invitro ortamdan daha hizhdrr ve MTX 2-4 ay boyunca yuksek bir
konsantrasyonda salinabilmektedir. Test edilen en yiksek konsantrasyonlarda bile

tavsanda toksik etkiler gériilmemistir.

Invaziv kemik tiimérlerinin ¢ogu klinik uygulamasinda kalsiyum fosfat
c¢imentosu metafizyel kemik defektlerini doldurmak i¢in insan trabekiiler kemigi ile
direkt temas halinde uygulanmistir. Bunun igin ¢imentonun giicii en az trabekiiler
kemiginki kadar kuvvetli olmalidir buda yaklasik 10 MPa kadardir (109, 110). Invivo
olarak MTX CPC o6rneklerinin kompresif ve tensil gigleri 6nemli bir rol oynamakta
oldugu i¢in tensil gliclerde ayrica hesaplanmistir. Yapilan bu ¢alismada invitro ¢aligma
sonuglar1 40 gr CPC’ye 400 mg kadar MTX eklenmesi ile donma zamani ve temel
kristal yapisina etki olmamakla beraber spesmenin mekanik 6zellikleri anlamli olarak
azaldigin1 gdstermistir. Invivo ¢alismalarda ise 10 gr semente 100 mg MTX iceren
sementler kullanilmis. MTX rapor edilmis diger deneylerden daha diisiik tutulmus.(40 g
CPC mak 400 mg MTX ). Cinkii MTX’in artan diizeyleri kalsiyum fosfat
cimentosunun davranisini degistirebilir ve MTX’in yiiksek dozlar1 siddetli sistemik

toksitite ve yan etkilerine neden olabilir.

Invitro ve invivo mtx salmim deneyleri sonucunda MTX CPC baslangicta bir
patlama etkisi gozlenen ve difizyon ile karakterize monolitik bir matriks sistemidir.
Ilaglarin salmimi toz veya sivi fazda olmasi toz/ sivi orani, ilagin konsantrasyonu ve
cimentonun kalinlig1 gibi pek cok faktoérden etkilenmistir.(111, 112). Bu calismada toz
fazi1, siv1 fazi, toz sivi orani ve spesmen kalinlig1 ayni olarak bulunmustur. Dolayisiyla
¢imento icine eklenen MTX miktar1 ilag salmimini etkileyebilecek tek faktor olarak
kaldi.  Sonuglar gostermistir ki ilacn yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasiyla
salinan giinlik konsantrasyon ve salinim stirekliligi artarken giinliikk salinim yiizdesi

azalmaktadir.
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Invivo salmim deneginde lokal salinim kinetiklerini tanimlayabilmek igin kas
doku icindeki konsantrasyonu ve implant icindeki, reziidiiel yiizdeyi degerlendirilmistir.
(113) implantasyon sonrast 30 giinde MTX konsantrasyonu 372 mikrog/ mililitre (
yaklasik 81.86x10-8 mol /litre) idi. Buda bilinen minimun etkin konsantrasyonundan (
1x 10-8 mol / litre) daha yiiksek bulunmustur.(114) Bu salinim invitro olarak 2-4 aya
invivo olarak 2 aya kadar devam etmis. Buda ilag salinim sisteminin uzun dénem
etkinligini gostermistir. Zhiping Yang ve ark yaptigi bu c¢alismada kullanilan
konsantrasyonlar gastrointestinal sistem veya yara iyilesmesi tizerine herhangi bir yan
etki gostermemistir. MTX’in biiyiik kismi1 karaciger ve bobrekte elimine edilmistir. B
una ragmen bu organlarin histolojik ¢alismalarinda MTX CPC implantinin deney

hayvanlari iizerinde belirgin toksitesi olmadig1 gortilmiistiir

Dong Li ve ark. 24 tavsan iizerinde yaptig1 farkli bir ¢alismada 10 gr CPC
tozuna 100 mg MTX eklenmis. Calismada MTX CPC’nin biyouyumlulugu ¢aligmistir.
Birinci gun, 1,3,6. ayda incelemeler yapilmis. Materyaller iyi tolere edilmis ve yabanci
cisim reaksiyonuna neden olmamis. Farkli ¢alismalarda sement ylizeyinde olustugu
bildirilen inflamatuar cevap veya fibr6z zarf gibi reaksiyonlar bu c¢alismada
goriilmemistir. Bu c¢alismada x-ray ve histolojik kesitler hem CPC hemde MTX
CPC’nin osteogenez ve biyo¢dziinebilir 6zellikte oldugunu gostermistir. Yeni kemik
olusumu, implant materyalinin ufalanma ile ¢6ziinme (creeping substitution) siireciyle
rezorpsiyonu sirasinda senkronize olarak goriilmiistiir. Materyal hacmindeki azalmayla
periferden merkeze dogru yeni kemik olusumu belirmistir. Osteoklast benzeri hiicreler
sement ¢ozlinmesine cevap olarak ortaya cikar.(115). Bu hiicrelerin kalsiyum fosfat
partiklllerini fagositoz kapasiteleri invivo ve invitro olarak tanimlanmistir.(116,117-
119). Erken evrede osteoklastlar CPC iizerinde kiimelesmis ve migre olaracak
osteoblastlar i¢cin yer a¢gmuslardir. Rezorpsiyon alaninin kenarlarinda yeni olugmus
kemik matriksi bulunmus ve kenarlardan rezorsiyon alani i¢ine biliyiimeye devam

etmistir

Geg evrede (implantasyon sonrasi 3 ve 6. aylarda) kemiklesme siireci osteoblast
ve osteoklastlarin zamanla artmasiyla olmustur. Rezorpsiyon ve osteogenez siireci
osteoblast ve osteoklastlarin artan seviyeleri ile paralellik gostermistir. Orijinal kortikal

kemik duvari ile yeni kemik arasinda kaynama goriilmiis ve yeni olusan kemigin
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reziidiel materyal ile direkt temas halinde oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar hiicresel
icerikli materyal rezorpsiyonu ile yeni kemik olusumunun kemik tamirinde énemli rol

oynadigmi gostermistir ki bu bulgu ¢ogu ¢alismalarda ayni fikirdedir. (117, 118, 120)

Implantasyondan 1 ay sonra yeni kemik olusum hacmi yiizdesi , osteoblast ve
osteoklast indeksi kontrol CPC grubunda MTX CPC grubuna gOre anlamli sekilde
yiiksekti. Yine 3 ayda CPC ve MTX CPC gruplarindaki osteoklast sayis1 anlamli olarak
farkliydi. Invivo ve invitro MTX salmimu ile ilgili yapilan dnceki ¢alismalarda (95)
MTX CPC sisteminin diflizyon ve baslangigta ortaya ¢ikan bir patlama etkisiyle
monolitik bir matriks sistemi oldugunu gostermisti. MTX’in lokal konsantrasyonlari
birinci glinde 4.57 iken 15 glnde 1.13 pg / ml olarak 6lgildi. Takiben MTX deneyin
sonlandirildigi 30’# giine kadar yavas bir hizla siirekli olarak salinmistir(30. giindeki
MTX konst. Yaklasik 0.37 pg / ml) 30 giindeki konsantrasyonu baz alarak salinimin 2-
4 ay boyunca devam edebilecegini 6ngorebiliriz. Sonuglar 0.82 ve 10.06 pmol / L
konsantrasyonlarindaki MTX salimiminin osteogenez {izerine inhibitor etkisi oldugunu
gosterir. Bu da CPC ve MTX CPC implant gruplarindaki 3 aydaki osteoblast ve

osteoklast sayilar1 ve yeni kemik alanindaki farkliliklar1 agiklayabilir.

Hem CPC hemde MTX CPC implantlarin biyocoziinebilir ve osteokondiiktif
Ozellikleri vardir. Bununla birlikte implantasyon sonrasi baslangic periyodunda MTX
salmimmi1 osteogenezi inbibe edebilir. Biz bu inhibisyonun progresif olarak
gligstizlestigini ve 6 ayda CPC ve MTX CPC gruplar1 arasinda herhangi bir fark
olmadigini gosterilmistir. Sonu¢ olarak MTX CPC invaziv kemik tm lerini lokal
kontrollinde etkin bir ila¢ sistemi ve defektleri doldurmada mikemmel bir materyel

olabilecek oldugu yapilan ¢alismalarla gésterismistir.

Bizim yaptigimiz ¢alisma MTX ile uygulanan CPC’nin lokal yara iyilesmesi
iizerine etkisinin arastirildig: ilk calisma olmakla birlikte MTX’li ¢imento etrafina
kollagen membran uygulanarak MTX’in lokal antiinflamatuar yan etkilerini onlenip

Onlenemedigi arastirilmistir.

Sonug olarak CPC MTX uzerine kollejen membran uygulanmasi, doku
iyilesmesi lizerine negatif etkileri ortadan kaldirip, pozitif etki yaptigin1 bulduk. Sadece

MTX veya membran uygulanmasinda bu etki yoktur. Bu da CPC’ye eklenmis MTX ve

45



membranin doku iyilesmesi acgisindan birbirinin negatif ya da indeferans etkilerini
ortadan kaldirip, pozitif etki ile sonuglandigini saptadik. Bu alanda ileri ¢alismalarin

yapilmas1 gerektigini diislinmekteyiz.

46



KAYNAKLAR

10.

11.

Ooms E M et al 2003 Soft-tissue response to injectable calcium phosphate
cements Biomaterials 24 749-57

Li D X et al 2007 Controllable release of salmon-calcitonin in injectable calcium
phosphate cement modified by chitosan oligosaccharide and collagen
polypeptide J. Mater. Sci. Mater. Med. 18 2225-31

Bohner M et al 1997 Gentamicin-loaded hydraulic calcium phosphate bone
cement as antibiotic delivery system J. Pharm. Sci. 86 565-72

Hunt T, Wound Healing. Current Surgical Diagnosis & Treatment’de. Ed: Way
LW, Doherty GM. United States of America : McGraw Hill, 2004:75-88.

Townsend CM, Beauchamp DR, Evers MB, Mattox KL. Sabiston textbook of
surgery: the biological basis of modern surgical practice. Philadelphia: Elsevier
Saunders;2004.

Werner S, Grose R. Regulation of wound healing by growth factors and
cytokines.Physiol. Rev. 2003;83:835-870.

Lineaweaver WC, Lei MP, Mustain W, Oswald TM, ve ark. Vascular
EndotheliumGrowth Factor, Surgical Delay, and Skin Flap Survival. Ann Surg.
2004 June;239(6): 866-875.

Eanes, E.D., Termine, J.D. and Posner, A.S. (1967) Clin. Orthop. Rel. Res., 53:
223-35.

Robinson, R.A. and Watson, M.L. (1955) Ann. NY Acad. Sci., 60: 596-628.
Kartsogiannis, V. et al. (2004) Mol. Cell. Endocrinol., 228: 79-102

Schilling, A.F. et al. (2004) Biomaterials, 25: 3963-3972.

47



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

22.

24,

25.

26.

Kalteis, T. et al.(2004) Z. Orthop. Grenzgeb., 142: 666-72 ve Ruiz, D.S. et
al.(1999) Bone, 25: 85S-90S.
Alberts, B. et al. (2002) Molecular biology of the cell. Garland Science, s. 1306.

Tas, A.C. et al. (1999) J. Eur. Ceram. Soc., 19: 2573-79; Turk Patent Enstitusu,
Patent No: TR99-00037

Fogueri, L.R. and Singh, S. (2009) Smart polymers for controlled delivery of
proteins and peptides: a review of patents. Recent Pat. Drug Deliv. Formul. 3,
40-48

Quintanar-Guerrero, D. et al. (2009) Silica xerogels as pharmaceutical drug

carriers.Expert Opin. Drug Deliv. 6, 485-498

Rush, S.M. (2005) Bone graft substitutes: osteobiologics. Clin. Podiatr. Med.
Surg. 22,619-630

Lee, S.H. (2007) Matrices and scaffolds for delivery of bioactive molecules in

bone and cartilage tissue engineering. Adv. Drug Deliv. Rev. 30, 339-359

Gauthier, O. et al. (1998) Macroporous biphasic calcium phosphate ceramics:
influence of macropore diameter and macroporosity percentage on bone
ingrowth. Biomaterials 19, 133-139

Brown, W.E. and Chow, L.C. (1986) Effects of neutral salts in a bench-scale
caries model. J. Dent. Res. 65, 1115-1120

Sugawara, A. et al. (2004) Histopathological and cell enzyme studies of calcium
phosphate cements. Dent. Mater. J. 23, 613-620

Smartt, J.M., Jr et al. (2005) Repair of the immature and mature craniofacial
skeleton with a carbonated calcium phosphate cement: assessment of
biocompatibility, osteoconductivity, and remodeling capacity. Plast. Reconstr.
Surg. 115, 1642-1650

Ginebra, M.P. et al. (2006) Calcium phosphate cements as bone drug delivery

systems: a review. J. Control. Release 113, 102-110

Kanczler, J.M. and Oreffo, R.O. (2008) Osteogenesis and angiogenesis: the
potential for engineering bone. Eur. Cell. Mater. 15, 100-114

48



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Josse, S. et al. (2004) An innovative strategy for local treatment of bone
resorptionand prevention of osteoporotic fractures. Adv. Mater. 16, 1423-1427
Josse, S. et al. (2005) Novel biomaterials for bisphosphonate delivery.
Biomaterials 26, 2073-2080

Roussie re, H. et al. (2008) Reaction of zoledronate with b-tricalcium phosphate
for the design of potential drug device combined systems. Chem. Mater. 20,
182-191

Seshima, H. et al. (2006) Control of bisphosphonate release using
hydroxyapatite granules. J. Biomed. Mater. Res. B Appl. Biomater. 78, 215-221

Boanini, E. et al. (2008) Alendronate-hydroxyapatite nanocomposites and their

interaction with osteoclasts and osteoblast-like cells. Biomaterials 29, 790—796

Panzavolta, S. et al. (2009) Alendronate and pamidronate calcium phosphate
bone cements: setting properties and in vitro response of osteoblast and

osteoclast cells. J.Inorg. Biochem. 103, 101-106

Wang, C.J. et al. (2002) The often poor clinical outcome of infected total knee
arthroplasty. J. Arthroplasty 17, 608-614

Sudo, A. et al. (2008) Treatment of infected hip arthroplasty with
antibioticimpregnated calcium hydroxyapatite. J. Arthroplasty 23, 145-150

Parvizi, J. et al. (2008) Efficacy of antibiotic-impregnated cement in total hip
replacement. Acta Orthop. 79, 335-341

Joseph, T.N. et al. (2003) Use of antibiotic-impregnated cement in total joint
arthroplasty. J. Am. Acad. Orthop. Surg. 11, 38-47

Bacci, G. et al. (2003) Nonmetastatic osteosarcoma of the extremity with
pathologic fracture at presentation: local and systemic control by amputation or

limb salvage after preoperative chemotherapy. Acta Orthop. Scand. 74, 449-454

Turcotte, R.E. et al. (2002) Giant cell tumor of long bone: a Canadian Sarcoma
Group study. Clin. Orthop. Relat. Res. 248-258

Ersoy Y. Metotreksat ve diger toksik ilaclar. Goksoy T. Romatizmal
hastaliklarmn tan1 ve tedavisi, 1. Baski 2002; 907-26

49



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Van Ede AE, Laan RF, Blom HJ, De Abreu RA, van de Putte LB. Methotrexate
in rheumatoid arthritis: an update with focus on mechanisms involved in
toxicity. Seminars in Arthritis and Rheumatism 27:277-292, 1998.

Rubino FM. Separation methods for methotrexate, its structural analogues and
metabolites. J Chromatogr B Biomed Sci 764(1-2):217-54, 2001.

Chabner BA, Allegra A, Curt C. Polyglutamation of methotrexate. Is
methotrexate a prodrug? J Clin Invest 76:907-912, 1985

Miketova P, Kaemingk K, Hockenberry M et al. Oxidative changes in cerebral
spinal fluid phosphatidylcholine during treatment for acute lymphoblastic
leukemia. Biol Res Nurs 6:187-95, 2005.

Kishi T, Tanaka Y, Ueda K. Evidence for hypomethylation in two children
with acute lymphoblastic leukemia and leukoencephalopathy. Cancer 89:925-
931, 2000

Hirata S, Matsubara T, Saura R, Tateisbi H, Hirohata K. Inhibition of in vitro
vascular endothelial cell proliferation and in vivo neovascularization by lowdose
methotrexate. Arthritis Rheum 32:1065-73, 1989

Kimura E, Nishimura K, Sakata K, Oga S, Kashiwagi K, lgarashi K.
Methotrexate differentially affects growth of suspension and adherent cells. Int
J Biochem Cell Biol 36(5):814-25,2004.

Kane D, Gogarty M, O'leary J, Silva I, Bermingham N, Bresnihan B, Fitzgerald
O. Reduction of synovial sublining layer inflammation and proinflammatory
cytokine expression in psoriatic arthritis treated with methotrexate. Arthritis
Rheum. 50(10):3286-95, 2004.

Cronstein BN. Molecular therapeutics. Methotrexate and its mechanism of
action. Arthritis Rheum 39:1951-1960, 1996

Kremer JM, Galivan J, Streckfuss A. Methotrexate metabolism analysis in
blood and liver of rheumatoid arthritis patients: Association with hepatic folate

deficiency and formation of polyglutamates. Arthritis Rheum 29:832-835,
50



50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

1986.

Baggott JE, Morgan SL, Ha TS, Alargon GS, Kopman WJ, Krumdieck CL.
Antifolates in rheumatoid arthritis: A hypothetical mechanism of action. Clin
Exp Rheum 11 (8):101-105, 1993.

Ersoy Y. Metotreksat ve diger toksik ilaclar. Goksoy T. Romatizmal
hastaliklarin tanive tedavisi, 1. Bask1 2002; 210-36

American College of Rheumatology Subcomiittee on Rheumatoid Arthritis
Guidelines. Guidelines for the management of Rheumatoid Arthritis 2002
Arthritis Rheumatol 2002; 46: 328-46

James R. O’Dell, MD. Methotrexate use in rheumatoid arthritis. Rheum Dis
Clin N Amer 1997; 23: 779-96

Weinblatt ME. Methotrexate.In: William N Kelley et al. Textbook of
Rheumatology 1993 767-778

Alponat A, Lakshminarasappa SR, Teh M. Effects of physical barriers in
prevention of adhesions: An incisionel hernia model in rats. J Surg Res 1997,
68: 126-132.

Alponat A, Lakshminarasappa SR, Yavuz N. Prevention of adhesions by
seprafilm, an absorbable adhesion barrier: An incisionel hernia model in rats.
Am Surg 1997; 63: 818-819.

Reijnen MM, Meis JF, Postma VA. Prevention of intraabdominal abscesses and
adhesions using a hyaluronic acid solution in a rat peritonitis model. Arch Surg
1999; 134: 997- 1001.

Suzuki Y, Yamaguchi T. Effects of hyaluronic acid on macrophage

phagocytosis and active axygen release. Agents Actions 1993; 38: 32- 37.

Urman B, Victor G, Jetha N. Effect of hyaluronik acit on postoperative
intraperitoneal adhesion formation in the rat model. Fertil. Streril.1991; 56:563-
567.

51



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Becker JM, Dayton MT, Fazio VW. Prevention of postoperative abdominal
adhesions by a sodium hyaluronate-based bioresorbable membrane: a
prospective, randomized, double blind, multicenter study. J Amm Coll Surg
1996; 183:297-306.

Buckenmaier CC, Pusateri AE, Haris RA. Comparison of antiadhesive

treatments using an object rat model. Am Surg 1999; 65: 274-282.

Harris ES, Morgan RF, Rodeheaver GT. Analysis of the kinetics of peritoneal
adhesions fornation in the rat and evaluation of potantial antiadhesive agents.

Heidrick GW, Pippit CH, MorgamMA. Efficacy of intraperitoneal sodium
carboxymethylcellulose in preventing postoperative adhesion formation. J
Reprod Med 1994; 39:575-578.

Hemadeh O, Chilukuri S, Bonet V. Prevention of peritoneal adhesions by
administration of sodium carboxymethylcellulose and oral vitamin E. Surgery
1993; 114: 907- 910.

Franklin RR. Redution of ovarian adhesions by the use of Interceed. Ovarian

adhesion Study Grup. Obstet Gynecol 1995; 86: 335-340.

Diamond MP, Linsky CB, Cunningham T. A model of sidewall adhesions in the
rabbit: Reduction by an absorbable barrier. Microsurgery 1987; 8: 197-200.

Diamond MP, Linsky CB, Cunningam T. Synergistic effects of Interceed (TC7)
absorbable barrier. infertil Reprod Med Clin North Am 1994; 5: 485-508

Haney AF, Hesla J, Hurst BS, Expanded polytetrafluoroethylene (Gore-
TexSurgical Membrane) is superior to oxidized regenerated cellulose
(InterceedTC+7) in preventing adhesions. Fertil Steril 1995; 63 1021- 1026.

Haney AF, Doty E. Expanded- polytetrafluoroethylene but not
oxidizedregenerated cellulose, prevents adhesion formation and reformation in a

Mouse uterine horn model of surgical injury. Fertil Steril 1993; 60: 550- 558

Ellis H. The cause and prevention of postoperative intraperitoneal adhesions.
Surg Gynecol Obstet 1971;133: 497- 511.

52



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Ellis H. Acute intestinal obstruction. In: Seymour I. Schwartz and Harold Ellis,
Maingot’s Abdominal Operation. D. Appleton- Century Com. 1990; Vol: 905-
932.

Gilmore OJA, Reid C. : Prevention of peritoneal adhesions in the rats by a new
povidoneiodine (PVP) solution. J Surg Res 1978; 25:477-481.

Haney AF, Doty E. Murine peritoneal injury and de novo adhesion formation
aused by oxidized- regenerated cellulose (Interceed [TC7] but not expanded
polytetrafluoroethylene (Gore- Tex Surgical Membrane). Fertil Steril 1992; 57:
202- 208.

Hernigou PH, Thiery JP, Benoit J, Voisin, Leroux P, Hagege G, Delepine G,
Goutallier D (1989) Methotrexate diffusion from acrylic cement. J Bone Joint
Surg [Br] 71:804-811

Hernigou P, Brun B, Astier A, Goutallier D, le Bourgeois JP. Diffusion of
methotrexate from surgical acrylic cement. In: Humphrey GB, ed.
Osteosarcoma in adolescent and young adults. Boston: Kluwer Academic
Publisher, 1993:231-3.

Langlais L, Bunnetel L,Cormier M, Segui A, Cement pharmacokinetic taux
osseux Rev Chir Orthop 1988;74:493-503

Julia A, Lebugle A, Rodriguez F, Rouffiac F. Etude comparative d’un
biomateriau (implant) "a base de phosphate octocalcique. APGI 1989;4:369-75.

Lebugle A, Julia A, Rodriguez F, Bonnevialle P. Materiau implantable
biodegradable et procede de fabrication. Brevet europeen et internationalise,
1989

Lasserre V. Etude de la fixation d’un anticancereux sur un phosphate de calcium
en vue de 1’!elaboration de m!edicaments implantables. Dipl#ome dEtudes

Approfondies Sciences des Materiaux, INPT, Toulouse, 1992.

Foch P. Mise au point d’une preparation injectable de m!ethotrexate "a support
phosphate de calcium en vue d’une experiementation animale. Internal Report,

University Paul Sabatier, Toulouse, 1993.

53



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Trlecant M, Guicheux J, Grimandi G, Leroy M, Daculsi G. Dynamic
compaction: a new process to compact therapeutic agent-loaded calcium
phosphates. Biomaterials 1997;18(2):141

Xingguo Cheng and Liisa Kuhn Chemotherapy drug delivery from calcium
phosphate nanoparticles

Barroug A, Kuhn LT, Gerstenfeld LC, et al. Interactions of cisplatin with
calcium phosphate nanoparticles: in vitro controlled adsorption and
release. Journal of Orthopaedic Research.2004;22:703-8

Galasko CSB. The pathological basis for skeletal scintigraphy. J Bone Joint
Surg [Br] 1975;57-B:353-9.

Enneking WF, Flynn L. Effects of VX-2 carcinoma implanted in bone in rabbits.
Cancer Res 1968;28:1007-13.

H. M. Wang, S. Crank, G. Oliver, C. S. B. Galasko The Effect Of Methotrexate-
Loaded Bone Cement On Local Destruction By The VVx2 Tumour J Bone Joint
Surg [Br] 1996;78 B:14-17. Received 28 April 1995; Accepted 21 June 1995

Wu Yg, Wang Ty, Ma Yz And Sun Sz: Experimental Research On The Use Of
Antineoplastic Drug With A Bone Implant. Int Orthop : 387-391, 1990

Yg, Wang Ty, Ma Yz, Sun Sz. Experimental Research On The Use Of
Antineoplastic Drug With A Bone implant. Int Orthop 1990;14:387-91.

Marco A.Lopez-Heredia, G.J. Bernard Kamphuis, Peter C. Thiine. An injectable
calcium phosphate cement for the local delivery of paclitaxel to bone
Biomaterials32(2011)541

ZhouQ, ChingAK, LeungWK, SzetoCY, HoSM, ChanPK, etal. Novel
therapeutic potential in targeting microtubules by nanoparticlealbumin- bound

paclitaxel in hepatocellularcarcinoma.lntJOncol2011;38(3):721

BohnerM, GbureckU, BarraletJE. Technological issues for the development of
cient calciumphosphate bone cements: a critical assessment. Biomaterials
2005;26(33):6423

54



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Lopez HerediaMA, BohnerM, ZhouW, WinnubstAJA, WolkeJGC, JansenJA.
The effect of ball milling grinding pathways on the bulk and reactivity
properties of calcium phosphate cements. JBiomedMaterResBAppIBio- mater,

inpress.

Lebugle A, Rodrigues A, Bonnevialle P, Voigt JJ, Canal P, Rodriguez F. Study
of implantable calcium phosphate systems for the slow release of methotrexate.
Biomaterials 2002;23(16):3517e22.

Abe T, Sakane M, Ikoma T, Kobayashi M, Nakamura S, Ochiai N. Intraosseous
delivery of paclitaxel-loaded hydroxyapatitealginate composite beads delaying
paralysis caused by metastatic spine cancer in rats. J Neurosurg Spine 2008;9(5):
502¢e10.

M. A. Rosa, G. Maccauro, A. Sgambato, R. Ardito, G. Falcone, V. De Santis,
Acrylic Cement Added With Antiblastics In The Treatment Of Bone Metastases
Ultrastructural And In Vitro Analysis British Editorial Society Of Bone And
Joint Surgery 2003

Takayuki Tani, Kyoji Okada, Shu Takahashi, Norio Suzuki, Yoichi Shimada
And E1j1 Itor  Doxorubicin-Loaded Calcium Phosphate Cement In The
Management Of Bone And Soft Tissue Tumors : 55-60(2006)

Uchida A, Shinto Y, Araki N and Ono K: Slow release of anticancer drugs from

porous calcium hydroxyapatite ceramic. J Orthop Res 10: 440-445, 1992.

Shinto Y, Uchida A, Korkusuz F, Araki N and Ono K: Calcium hydroxyapatite
ceramic used as a delivery system for antibiotics. J Bone Joint Surg 74-B: 600-
604, 1992.

Itokazu M, Matsunaga T, Kumazawa S and Yang W: A novel drug delivery
system for osteomyelitis using porous hydroxyapatite blocks loaded by
centrifugation. J Appl Biomater 6: 167-160, 1995.

Itokazu M, Kumazawa S, Wada E and Yang W: Sustained release of adriamycin
from implanted hydroxyapatite blocks for the treatment of experimental

osteogenic sarcoma in mice. Cancer Lett 107: 11-18, 1996.

55



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

110.

Mattsson P, Alberts A, Dahlberg G, Sohlman M, Hyldahl HC and Larsson S:
Resorbable cement for the augmentation of internally-fixed unstable trochanteric
fractures. A prospective, randomised multicentre study. J Bone Joint Surg 87-B:
1203- 1209, 2005.

Provenzano MJ, Murphy KP and Riley LH: Bone cements: review of their
physiochemical and biochemical properties in percutaneous vertebroplasty. Am
J Neuroradiol 25: 1286-1290,2004.

Tahara Y and Ishii Y: Apatite cement containing cisdiamminedichloroplatinum
implanted in rabbit femur for sustained release of the anticancer drug and bone
formation. J Orthop Sci 6: 556-565, 2001.

Rudolph R, Stein Rsandpattillo Ra: Skin Ulcers Due To Adriamycin. Cancer
38: 1087-1094, 1976.

F. Greco, 1. De palma, n. Specchia, s. Jacobelli and c. Gaggini, orthopaedics 15
(1992) 189

M. A. Rosa, G. Maccauro, A. Sgambato, R. Ardito, G. Falcone, v. De santis and
F. Murator1, J Bone Joint Surg. 85-B (2003) 712

M. T. Raimondi, T. Villa and R. Pictrabissa, Mechanical Properties of Acrylic
Bone Cement. In Bone Cement And Cemented Fixation of Implants 40 Years Of
Clinical Practice And Prospective for the future Pipino F Ed (2001) pp. 31-40

Zhiping Yang, MD; Dong Li, MD; Jian Han, MS; Jianmin Li, MD; Xin Li, MD;
Zhenfeng Li, MD; Shuhong Li, MD Incorporation of Methotrexate in Calcium
Phosphate Cement: Behavior and Release in Vitro and in Vivo109.Fernandez E,
Ginebra MP, Bermudez O, Boltong MG, Driessens FCM, Planell JA. J Mater
Sci Lett. 1995; 14:4.

Ginebra MP, Fernandez E, Boltong MG, Bermldez O, Planell JA, Driessens FC.
Compliance of an apatitic calcium phosphate cement with the short-term clinical
requirements in bone surgery, orthopaedics and dentistry. Clin Mater. 1994;
17(2):99

56



111. Daculsi G, LeGeros RZ, Nery E, Lynch K, Kerebel B. Transformation of
biphasic calcium phosphate ceramics in vivo: Ultrastructural and
physiochemical characterization. J Biomed Mater Res. 1989; 23(8):883-894.

112. Otsuka M, Matsuda Y, Suwa Y, Fox JL, Higuchi WI. A novel skeletal drug-
delivery system using self-setting calcium phosphate cement. 5. Drug release
behavior from a heterogeneous drug-loaded cement containing an anticancer
drug. J Pharm Sci. 1994; 83(11):1565-1568.

113. Lebugle A, Rodrigues A, Bonnevialle P, Voigt JJ, Canal P, Rodriguez F. Study
of implantable calcium phosphate systems for the slow release of
methotrexate. Biomaterials. 2002; 23(16):3517-3522.

114. Chabner BA, Young RC. Threshold methotrexate concentration for in vivo
inhibition of DNA synthesis in normal and tumorous target tissues. J Clin Invest.
1973; 52(8):1804-1811

115. Chazono M et al 2004 Bone formation and bioresorption after implantation of
injectable beta-tricalcium phosphate granules—hyaluronate complex in rabbit
bone defects J. Biomed. Mater. Res. A 70A 542-9

116. Constantz B R et al 1998 Histological, chemical, and crystallographic analysis
of four calcium phosphate cements in different rabbit osseous sites J. Biomed.
Mater. Res. 43 451-61

117. Malard O et al 1999 Influence of biphasic calcium phosphate granulometry on
bone ingrowth, ceramic resorption, and inflammatory reactions: preliminary in
vitro and in vivo study J. Biomed. Mater. Res. 46 103-11

118. LuJetal 2002 The biodegradation mechanism of calcium phosphate
biomaterials in bone J. Biomed. Mater. Res. 63 408-12

119. Pioletti D P et al 2000 The effects of calcium phosphate cement particles on

osteoblast functions Biomaterials 21 1103-14

120. LuJ X et al 1998 Comparative study of tissue reactions to calcium phosphate
ceramics among cancellous, cortical, and medullar bone sites in rabbits J.
Biomed. Mater. Res. 42 357-67

57



