
İst. Tıp Fak. Mecmuası 64:1-2,2001 

TAVŞANLARDA 'ONLAY' ENDOKONDRAL KEMİK 
GREFTLERİNİN SÜRVİSİNE HİPERBARİK OKSİJEN 
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Kemik grefti uygulamalarından sonra görülen rezorbsiyon sebebiyle, başlangıçta elde edilen tat
min edici hacim ve kontur, uzun dönemde bozulabilmektedir. Genellikle kontur restorasyonu 
için kullanılan onlay kemik greftlerinde ise rezorbsiyon çok daha fazladır. Bugüne kadar yapılan 
deneysel çalışmalarda rezorbsiyonu etkileyen pek çok faktör belirlenmiştir. Bunlardan biri ve 
belki de en önemlisi kemik greftlerinin uygulanacağı yatağın selülaritesi ve vaskülaritesidir. Ke
mik greftlerinde erken ıevaskülarizasyonun, sürvinin artışına sebep olduğu bir çok deneysel ça
lışma ile gösterilmiştir. Biz de bu çalışmada hiperbarik oksijen (HBO) tedavisi kullanarak alıcı 
ortamdaki vaskülariteyi ve selülariteyi arttırmak, aynı zamanda osteoblastik aktivasyonu sağla
yarak sürvi üzerinde etkili olmayı planladık. Operasyondan 3 gün önce HBO tedavisine başladı
ğımız Yeni Zelanda tavşanının, krista iliakasmdan aldığımız kısmi kalmlıklı endokondral kemik 
greftlerini burun dorsaline yerleştirdik. 1,4 ve 8. haftalarda elde ettiğimiz materyalin histopatolo-
jik incelemesi sonucu HBO' nun erken dönemde vaskülarizasyonda ve osteoblastik aktivitede ar
tışa neden olduğunu gördük. Deney ve kontrol gruplarından elde edilen vasküler endekslerin 
karşılaştırılmasında ise istatiksel olarak anlamlı farklılıklar (Mann-Whitney U testi) tespit ettik. 
Buradan hareketle, hiperbarik oksijen tedavisinin, klinikte uygun olgularda yardımcı tedavi seçe
nekleri arasında akılda bulundurulması gerektiğini düşünmekteyiz. 

Anahtar kelimeler: Hiperborik oksijen tedavisi, HBO, 'onlay' kemik grefti 

S U M M A R Y 

Effect of hyperbaric oxygene therapy on the onlay endochondral bone graft survıval tn rats. 
Due to resorption following bone graft applications, initially obtained good volume and contour 
might be decreased in the late period. Onlay bone grafts, vvhich are mainly used for restoration 
of contour irregularities are more prone to resorption. Various factors are identified to affect the 
resorption, with the previous experiments. Among these, may be the most important one is the 
cellularity and vascularity of the tissue vvhich wi l l receive the onlay bone graft. I t has been 
shown with many studies that early vascularisation increases graft survival. In our study, by 
using hiperbaric oexygene therapy (HBO) therapy, we aimed to increase vascularity, cellularity 
and also osteoblastic activity in recipient site and to effect the graft survival. We placed the parti-
al thickness endochondral bone grafts harvested from crista iliaca's of New Zealand Rabbits to 
the nasal snouts vvhich we applied HBO 3 days before the operation. Histopathologic examinati-
ons of the specimens received on l.,4. and 8. weeks revealed an increase in vascularity and oste
oblastic activity. The statistical analysis of our results from our research yield significant diffe-
rences betvveen the research and control groups (Mann-Whitney U test). We think that HBO se-
ems to be useful adjuvant treatment in certain conditions in clinical applications.. 
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Ö Z E T 

Günümüzde hızla gelişen kraniofasiyal cer
rahide, kontur restorasyonu ve kemik defekt-
lerinin uygun ve kalıcı biçimde onarımı 
önemli bir problem olarak karşımıza çık-

GIRIŞ maktadır. Kontur restorasyonu amacıyla çe
şitli alloplastik materyaller, kadavradan elde 
edilmiş kemik greftleri, liyofilize ("freezed 
and dried") kemik greftleri ve otojen kemik 
greftleri sıklıkla kullanılmış, hepsinin avan-
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tajları ve dezavantajları tartışılmıştır. Bütün 
bu seçenekler içinde, beraberinde getirdiği 
donör saha morbiditesi ve yeterli miktarlar
da elde edilememe problemlerine rağmen 
otojen kemik greftleri, uygun vakalarda sık
lıkla tercih edilmektedir. Kemik grefti uygu
lamaları rezorbsiyon nedeniyle, zamanla ha
cim ve kontur kayıplarına yol açabilmekte
dir. 

Kemik transplantasyonundan sonra gerçek
leşen temel histolojik olaylar zinciri greftin 
karakteristiğine (kortikal veya kansellöz), 
vaskülaritesine (vaskülarize veya nonvas-
külarize ) ve alıcı yatağın özelliklerine bağlı
dır. 

HBO tedavisi iskemik dokuda yara iyileş
mesini desteklediği ve iyileşme süresini kı
salttığı için, i lk dönemlerde plastik cerrahide 
postoperatif sıkıntılı greft ve Heplerde doku 
yaşamını desteklemek ve yara iyileşmesini 
hızlandırmak amacı ile klinik kullanım bul
muştur (3>7>8). HBO'nun cerrahi için en 
önemli etkileri; lökositlerin öldürme kapasi
tesini arttırması, fibroblast dönüşümü ve 
kollajen oluşumunu uyarması ve arttırması, 
iskemik dokuda revaskülarizasyonu hızlan-
dırmasıdır (5). 

Biz çalışmamızda, erken revaskülarizasyon 
kemik grefti sürvisindeki pozitif etkilerden 
yola çıkarak, HBO (hiperbarik oksijen) teda
visinin MDGF (macrophage-derived grovvth 
factor) ve MDAF (macrophage-derived an-
giogenesis factor) üzerine stimülatör etki ile 
alıcı yatakta ve greftte vaskülarizasyonu art
tırmak suretiyle onlay kemik greftleri sürvisi 
üzerindeki etkilerini araştırdık. 

MATERYAL ve METOD 

Bu deneysel çalışmada; deney gurubunda 32 
ve kontrol grubunda da 32 olmak üzere top
lam 64 adet ortalama 2400gr. ağırlıkta, eriş
kin erkek Yeni Zelanda tavşanı kullanılmış
tır. Deney grubundaki 32 tavşandan 8 tanesi 
4.haftada; 8 tanesi 8.haftada ve kalan 8 tane

si de 12.haftada öldürüldü. Kontrol grubun
daki hayvanlar da aynı işleme tabi tutulmuş
lardır. 

Deney grubundaki hayvanlara, preoperatif 
3.günden itibaren daha önceden belirlendiği 
şekilde 2.5 ATA'da %100 oksijen, 10 daki
kalık 2 hava molası ile 90 dakikalık seanslar 
uygulandı. Bu tedavi protokolü, preoperatif 
dönem, operasyon günü ve postoperatif iki 
gün daha günde 4 seans olarak uygulandı, 
daha sonra ik i gün, günde 3 seans olarak 
sürdürüldü. Bundan sonra günde ik i seans 
halinde 15.güne kadar devam ettirildi. 

Cerrahi prosedürler, kullanılan teknikten do
ğacak farklılıkları önlemek amacıyla aynı 
cerrah tarafından uygulandı. Deney ve kont
rol grubundaki hayvanlar da preoperatif ve 
postoperatif dönemde aynı besinlerle ve aynı 
miktarlarda beslendiler. 

Tavşanlara, I M 50mg/kg ketamin + 5mg/kg 
Xylazine (Rompun) kullanılarak anestezi 
sağlandı, ayrıca operasyondan 30 dakika ön
ce I M 150mg/kg olmak üzere profilaktik se-
fazolin uygulandı. Steril şartlar altında ope
rasyon bölgelerine Citanest infiltrasyonu ya
pılmasının ardından, iliak bölgeden yapılan 
insizyonla katlar geçilerek iliak krista üzeri
ne ulaşıldı. Periost diseksiyonun ardından, 
medial yüzden yaklaşık 10xl0mm boyutla
rında kortiko-kansellöz (kortikal \ kansellöz 
:1\3) kemik grefti No.20 bistüri yardımı ile 
alındı.Tavşan "nasal snout" bölgesine yapı
lan dorsal median insizyon ile periosta ula
şıldı. Paramedian bölgeden yapılan vertikal 
periost insizyonu sonrası disektör ile subpe-
riostal bir cep hazırlandı. Bunun ardından 
kemik grefti ve alıcı bölgeye el perforatörü 
yardımıyla delikler açıldı, greft NormedR 
7mm No. 52.40.107 titanyum minivida ile 
"nasal snout" bölgesine kansellöz kısmı kor
tikal kemikle temas halinde olmak suretiyle 
rijit olarak fikse edildi. Periost insizyonu 5/0 
kromik katgüt kullanılarak kapatıldı. 

Operasyon sonrası 1. hafta, 4. hafta, 8.hafta 
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ve 12.haftada intravenöz KCI enjeksiyonu 
ile tavşanlar sakrifiye edildi. Dorsal median 
insizyon ile greftin konulduğu bölgeye ula
şıldı ve nazal kemikle birlikte 'enbloc' halde 
çıkarıldı. Kemik greftlerinin alıcı yatakla 
olan orientasyonu, etraftaki bağ dokusu artı
şı, inflamasyon, nekroz ve periostal reaksi
yonlar makroskopik olarak incelendi. 

Alınan materyaller, Hematoksilen - Eozin, 
Periyodik Asit Schiff (PAS), retikülin (gü
müş) boyaları ile boyandı. Bu preparatlarda 
400 büyütme ile mikroskop altında görme 
alanındaki damar sayısı, vaskülarite, osteob
lastik ve osteoklastik aktivasyonlar, bağ do
kusu, nekroz, kanama ve iltihap hücreleri 
araştırıldı. 12.haftada sakrifiye edilen hay
vanlardan alınan kemik greftlerinin hacmi, 
ilk hacimleriyle ve birbirleriyle karşılaştırıl
dı. 

BULGULAR 
1, 4 ve 8. haftalarda sakrifiye edilen hayvan
lardan 'enbloc' olarak çıkarılan "nasal snout -
greft" kompleksleri makroskopik olarak in
celendi. 4 ve 8. haftalarda sakrifiye edilmiş 

bütün gruplarda, rijit olarak fikse edilmiş 
olan kemik greftinin altındaki kemikle ve 
çevre dokularla iy i derecede kaynaştığı göz
lendi. 1.haftada sakrifiye edilen hayvanlarda 
ise çevrede sadece hematom gözlendi, yu
muşak doku ve vasküler penetrasyona dair 
bir görüntü gözlenmedi. 

1. ve 4. haftalarda sakrifiye edilen hayvan
lardaki kemik greftlerinin boyutları, preope
ratif dönemlerdekilerle aynı idi ve rezorbsi-
yona ait bir bulguya rastlanmadı. 8.haftalık
larda ise, her ik i grupta da makroskobik ola
rak minimal rezorbsiyon tespit edildi. 12. 
haftada sakrifiye edilen hayvanlarda ise et
raftaki yumuşak doku ve alttaki kemik ile iyi 
bir kaynaşmanın yanında, deney grubunda 
daha az görünmekle birlikte rezorbsiyona 
delalet eden ve greft kenarlarında daha belir
gin olan bir incelme tesbit edildi. 

1, 4 ve 8.haftalarda elde edilen preparatların 
fiksasyon ve boyama işleri bittikten sonra 
ışık mikroskobu ile histolojik incelemeye 
alındılar. Resim l'de H-E ile boyanan prepa
ratların küçük büyütme (125x) ile incelen
mesinde, altta psödostratifiye solunum epite-

Resim 1. Yüzeyde psödostratifiye solunum epiteli, kemik lamelleri ve yağ dokusu (H-E 125x) 
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l i ile birlikte alıcı kemik, üstte greft ve ara
daki yumuşak doku görülüyor. 

1. haftada elde edilen materyalin histolojik 
incelenmesinde deney ve kontrol grupları 
arasında belirgin farklılıklar gözlenmedi. H-
E ile boyanan preparatlarda her iki grupta da 
kanama , nekroz ve minimal iltahibi hücre 
infiltrasyonu gözlendi (Resim 2). 

4. haftada elde edilen materyalde deney ve 
kontrol gruplarınm her ikisinde de yaygın i l -
tihabi hücre infiltrasyonu ve nekroz tesbit 
edildi. Deney grubu damar yapıları (Resim 
3) ve osteoklastik aktivite bakımından daha 
zengin bir görünüm sergilerken, kontrol gru
bunda da vaskülarizasyon ve osteoklastik 
aktivitede öncekilere nazaran bir artış tesbit 
edildi. (Resim 4) Deney grubundaki pre
paratlarda aynı zamanda osteoblastik aktivi
te (Resim 5) ve bağ dokusunda da (fibropla-
zi) kontrol grubuna nazaran bir artış tesbit 
edildi. 

8. haftada elde edilen materyalin histolojik 
incelemesinde ise deney grubunda belirgin 
bir revaskülarizasyon, osteoklastik ve oste

oblastik aktivite artışı ile birlikte yeni kemik 
oluşumu gözlendi. Kontrol grubunda ise da
ha önceki gruba nazaran vaskülarizasyon, 
osteoklastik ve osteoblastik aktivitelerde mi
nimal artış tesbit edildi. Her ik i grupta da 
kronik iltihap hücresi infiltrasyonu görülür
ken, nekrotik alanlarda azalma tesbit edildi. 
Özellikle deney grubunda artmış osteoklas
tik aktiviteye bağlı kemik lamellerinde re
zorbsiyon ve osteoblastik aktiviteye bağlı 
yeni kemik yapımı gözlendi (Resim-6), 
(Tablo 1). 

Deney ve kontrol gruplarında 400x büyüt
mede tesbit edilen vasküler indekslerin 
Kruskal - Wallis tek yönlü varyans analizi 
ile karşılaştırılmasında p=0.000 bulunması 
üzerine Mann - Whitney U analizi ile ik i l i 
incelemelere gidilmiştir. 

Geçen zamana bağlı olarak Mann - Whitney 
U ile yapılan istatiksel incelemelerde; kont
rol grubunda (HBO -) 1.hafta ve 4.haftanın 
karşılaştırılmasında p=0.0007; 1.hafta ve 
8.haftanın karşılaştırılmasında p=0.0007; 
4.hafta ve 8.haftanın karşılaştırılmasında 
p=0.0007 olarak anlamlı bulunmuştur. 

Resim 2. Damar cidarında yaygın fibrinoid nekroz, çevrede nekrotik doku içinde ve damar cidarında polimorf nüveli 
lökosiflerden zengin iltihabi hücre infiltrasyonu (H-E 310x) 
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Resim 3. Yoğun kapiller proliferasyon (H-E 500x) 
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Resim 4. Bir osteoklastik dev hücrenin görünümü (H-E 500x) 
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Deney grubunda (HBO+) 1.hafta ve ^haf
tanın karşılaştırılmasında p=0.0007; 1.hafta 
ve 8.haftanın karşılaştırılmasında p=0.0007; 
4.hafta ve 8.haftanın karşılaştırılmasında 
p=0.0007 olarak anlamlı bulundu. Sonuç 
olarak hem deney, hem de kontrol grupla
rında beklendiği gibi zamana bağlı olarak 

vaskülaritede anlamlı bir artış tesbit edilmiş
tir. 

Yine Mann - Whitney U testi ile yapılan 
analizler sonucunda; deney ve kontrol grup
larının aynı zaman diliminde karşılaştırmalı 
incelenmesinde; 1.haftada p=0.0053, 4.haf-
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Resim 5. Kübikleşmiş (aktif hale gelmiş) osteoblastlar, yeni kemik yapımı, altta ödemli damardan zengin stroma 
(H-E 500x) 
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Resim 6. Prolifere osteoblastlar, yeni kemik yapımı (PAS, 500x) 
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tada p=0.0050 ve 8.haftada p=0.0021 olarak 
bulunmuştur. Buradan hareketle deney ve 
kontrol grupları arasında anlamlı farklılıklar 
olduğu tespit edilmiştir. 
12. haftada öldürülen sekizer hayvanın yapı
lan volümetrik analizleri sonucunda her ik i 
grupta da benzer bir postoperatif durum gö
rülmüştür. Wilcoxon testi ile yapılan istatik-

sel değerlendirmede preoperatif volümlerin 
hem deney hem de kontrol grubu ile karşı
laştırılmasında anlamlı fark bulunmad (de
ney ve kontrol grupları arasında sırasıyla 
p=0.726 ve p=0.674). Yine deney ve kontrol 
gruplarının kendi aralarında Mann - Whit-
ney U testi ile karşılaştırılmasında istatiksel 
olarak farklılık görülmedi (p=0.673). 
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Tablo 1. HBO tedavisinin etkileri 

Vaskülarite Osteoklastik 
Aktivite 

Osteoblastik 
Aktivite 

Bağ 
Dokusu Nekroz Kanama İltihap 

1. Hafta 
HBO (-) + + - - ++ +++ ++ 

1. Hafta 
HBO (+) + + + - ++ +++ ++ 

4. Hafta 
HBO (-) ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ 

4. Hafta 
HBO (+) +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ 

8. Hafta 
HBO (-) +++ +++ ++++ +++ . + ++ +++ 

8. Hafta 
HBO (+) ++++ ++++ ++++ ++++ + ++ +++ 

TARTIŞMA 

Kemik greftleri kullanımı son yıllarda kran-
yomaksillofasiyal cerrahide büyük yer tut
maya başlamıştır. Bugüne kadar yapılan bir 
çok çalışmada greftlerde yapılacak deği
şikliklerin (periostlu -periostsuz, membra-
nöz-endokondral, kortikal -kansellöz, fikse -
nonfikse vb.) survi üzerindeki etkileri ince
lenmiştir (4>6>9). Kemik hücrelerinin fonk
siyonlarında, kemik matriks üretimi ve 
rezorbsiyonunun düzenlenmesinde lokal 
çevrenin de rolünün olduğu bilinmektedir. 
Burada bir çok bilinen çevresel faktörün 
yanında, mevcut oksijen miktarının da ke
mik hücrelerinin davranışlarında majör rol 
oynadığı gösterilmiştir Daha sonraları 
yapılan çalışmalarda da değişen oksijen 
konsantrasyonlarının kemik hücrelerinin 
metabolizmaları üzerinde etkili olduğu gö
rülmüştür ( n ) . 

Burchardt W , Thorogood ve Gray (14>'e göre 
kortikal ve kansellöz kemik greftlerinin kay
naşmasında belirli farklılıklar vardır. Bunla
ra göre kansellöz greftler gevşek yapıları se
bebiyle daha hızlı ve tam olarak revaskülari-
ze olurlar. Bu olay hem greft ile alıcı arasın
daki end-to-end damar anastomozları şeklin
de, hem de alıcı sahadaki inflamatuar doku
dan kaynaklanan vasküler tomurcuklanma
lar şeklinde gerçekleşir (1>2\ Kemik greftle

rinin hızlı revaskülarizasyonu, sürvilerini ar
tırmaktadır (1 0>1 3). 

Biz de buradan yola çıkarak çalışmamızı re-
vaskülarizasyon miktarı ve hızını artırmaya 
yönelik olarak planladık. Hiperbarik oksijen 
tedavisinde amaç, kanda ve dokulardaki çö
zünmüş oksijen parsiyel basıncını artırmak 
ve bunun çeşitli yapılarda, özellikle damar-
lardaki olumlu etkilerinden yararlanmaktır. 
Bu etkiler; vaskülarite selülaritede artış, fib-
roblast stimulasyonu ile kollajen sentezinde 
artış, alıcı yataktaki kapiller ağda ve osteob
lastik aktivitede artıştır ( 1 5 ) . 

Çalışmamızda 2.5 ATA (atmosphere absolu-
te)'da %100 oksijen ile 90 dakikalık seansla
rı tercih ettik. Tercih ettiğimiz 2.5 ATA'nın, 
%100 oksijen ile doku perfüzyonunu 10 kat 
arttıran en uygun protokol olduğu gösteril
miştir <12). Ancak yine de bu konuda standart 
bir protokolün olmayışı, optimum oranların 
saptanması bakımından bir boşluktur. De
neysel çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuç
lar, HBO tedavisi uygulanan grupta revaskü-
larizasyonun ve buna paralel olarak osteok
lastik aktivite artışının, kontrol grubuna 
oranla daha erken dönemde ve kantitatif ola
rak daha fazla miktarlarda olduğunu göster
miştir. 

Sonuç olarak özellikle hiposelüler, hipovas-
küler ve iskemik dokularda yararlı etkisi 
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hem deneysel hem de klinik olarak gösteril
miş olan HBO tedavisinin, klinikte kemik 
grefti uygulamalarında, uygun vakalarda ad-
juvan tedavi olarak akılda tutulmasının ya
rarlı olduğunu düşünmekteyiz. 
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