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OZET
Kemik Defektlerinin Iyileymesinde Hyaluronik Asit Ve Heterojen Kemik Greftinin
Etkilerinin Histopatolojik Olarak Incelenmesi

Hyaluronik asit (hyaluronan veya HA), ekstraselliiler matriksin baglica bilesenlerinden biridir
ve doku morfogenezisi, hiicre migrasyonu, farklilasmasi ve adhezyonda etkili bir rol
oynamaktadir.

Kemik allogreftler, kemik defektlerinin tamiri veya rekonstriiksiyonu igin siklikla
kullamlmaktadir. |

Bu ¢aligmada 30 adet erigkin tavsanin sag ve sol tibiasinda genel anestezi ve cerrahi
prensipler altinda, 3 milimetre c¢apinda 2 kavite agildi. Sol tibiadaki kavitelerden biri
HA-+fibrin jelle, digeri kontrol amaciyla sadece fibrin jelle dolduruldu. Sag tibiadaki
kavitelerden biri HA-+kemik grefti+fibrin jel ile, digeri kontrol amaciyla sadece fibrin jel ile
dolduruldu.

Tavsanlar 20., 30. ve 40. giinlerde egit sayida sakrifiye edildi ve defekt bolgeleri
¢ikartildi. Histopatolojik tetkikler yapilarak elde edilen sonuglar Kruskal-Wallis testi ile
istatistiki olarak degerlendirildi.

Sonug olarak, HA ile kombine kemik grefti uygulanan kavite 30. ve 40. giinlerde HA
uygulanan gruptan daha iyi sonuglar vermistir. Bununla birlikte, hem HA grubu hem de

HA+greft grubu her dénemde kontrol grubundan daha ytiksek skorlar vermistir.



SUMMARY
Histopathological Investigation of the Influence of Hyaluronic Acid and Heterogen Bone
Graft on Healing of Bone Defects
Hyaluronic acid (or hyaluronan, HA) which is one of the essential components of
extracellular matrix and plays a predominant role in tissue morphogenesis, cell migration,
differantion, and adhesion.

Bone allografts frequently used to repair and reconstrucion of bone defects.

In this study, two cavities were carved that 3 mm-diametered on the right and left tibia
of 30 mature rabbits in accordance with the principles of general surgery. One of the cavities
in the left tibia was filled with HA+fibrin gel, other cavity was filled with only fibrin gel for
the purpose of control. One of the cavities in the right tibia was filled with HA-+bone-
graft+fibrin gel, other cavity was filled with only fibrin gel for the purpose of control.

On the 20 ™ 30 " and 40 * days, rabbits were sacrified in equal numbers and
defective regions were extracted. Kruskall-Wallis test was applied to the data obtained in the
result of histopathologic survey of specimens.

In conclusion, the cavites that were performed HA with bone graft have shown better
healing than HA group in 30 % and 40 " days of study. However, both HA group and

HA-+bone-graft group have shown higher scores than control group in every period of study.



GIRIS VE AMAC

Oral ve maksillofasiyal cerrahi, ¢ene ve yiiz bolgesindeki sert ve yumugsak
dokularin hastaliklarimin, yaralanmalarinin ve defektlerinin hem fonksiyonel hem de
estetik olarak tam ve tedavisini kapsayan dis hekimliginin bir dalidir. Oral ve
Maksillofasiyal Cerrahi’yi ilgilendiren konular arasinda ¢ene-yliz bolgesi travmalari,
deformiteleri, temporomandibuler eklem hastaliklari, ¢eneler bolgesinde olusan
enfeksiyonlar, kistler, neoplazmlar, tiikriik bezi hastaliklari, preprotetik cerrahi iglemler,
odontojen maksiller siniizitlerin tedavisi ile implant ve rekonstriiktif cerrahi
operasyonlar: sayilabilir. Operasyonlar sonucunda ¢ene-yiiz bolgesinde ortaya ¢ikan
kemik defektlerin iyilesmesi ¢ogu kez sorun olusturmaktadir. Olusan bu kemik
defektleri fonasyon, estetik ve fonksiyon yoniinden 6nemli eksikliklere neden olmakta
ve kisa siirede onarlmalari gerekmektedir. Hizli ve diizgiin bir kemik iyilesmesi
olugturabilmek amaciyla cesitli rekonstriiktif biyoaktif materyaller kullanilmaktadir.
Kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda en sik kullanilan materyaller kemik
greftleridir. Kemik transplantasyonda kullamlan kemik dokusu i¢in kaynak bireyin
kendisi olabildigi gibi ¢esitli islemlere tabi tutularak hazirlanan farkli canlilarin dokular
ile sentetik materyaller de olabilmektedir.

Teknolojinin gelisimine paralel olarak kemik defektlerinde iyilesmeyi stimiile
etmek amaciyla biyouyumlu, ¢evre dokulara zarar vermeden metabolize olan biyoaktif
materyallerin kullanimi1 yaygin hale gelmistir. Baghica glikozaminoglikanlardan biri olan
Hyaluronik Asit (HA), gesitli tip alanlarinda bu amagla kullamlmaktadir.

Caligmamizdaki amacimiz;

e HA’in kemik defektlerinin iyilesmesindeki etkisini incelemek,

e HA’in kemik iyilesmesindeki etkisini histopatolojik olarak incelemek,



e HA ile kombine edilmis kemik greftinin iyilesme progesi iizerine etkisini
histopatolojik olarak incelemek,
e HA kullanilarak olusturulan iyilesmeyi HA-+tkemik greftiyle saglanan

iyilesme ile kargilagtirmaktir.



GENEL BILGILER

A) KEMIK

Kemikler, viicutta en sert yapilardir. Kemikleri yapan doku, diger dokularda
oldugu gibi hiicreler aras1 madde ile hiicrelerden yapilmigtir. Koruma, desteklik etme,
hareket, igerdigi kemik iligi ile kan hiicresi yapimi, metabolizmaya yardimci olma gibi
islevleri vardir. Sonuncu igleviyle viicuttaki kalsiyum ve fosfor dengesini diizenler.
Viicutta kalsiyum ve fosfor bilesiklerini depolar; viicut sivilarindaki 6nemli iyonlarin
yogunlugunu ayarlar.

Kemik dokusunda hiicreler arasi madde kalsifiye olmustur ve buna kemik
matriksi denir.!

Kemik Dokusu Cegitleri:

1. Primer Kemik Dokusu: Fétal gelisim ve kemik onarimu sirasinda ilk olugan
olgunlagmamig kemik dokusudur. Bu dokuda kollojen lifler her yénde seyrederek aglar
olugtururlar. Temel madde ve hiicreler yeterince kemiklesmemigtir. Hidroksiapatit
kristalleri kollojen lifler tizerine oturmustur. Bulunan hiicreler osteositlerdir ve bulunus
oranlar1 sekonder kemik dokusuna gére daha yiiksektir. Bunlar ara maddede gelisigtizel
dagilnuslardir. Primer kemikte lakunalar biraz daha yuvarlak sekildedir.! Geligim
siiresince primer kemik, bazi bélgeler disinda yerini sekonder kemik dokusuna birakir.
Kafatas1 suturlan, tendonlarin insersiyo bolgeleri, dislerin alveolleri primer kemik
olarak kalirlar.!” Mineral oram sekonder kemik dokusuna gore daha azdur.

2. Sekonder Kemik Dokusu: Buna olgunlagmig kemik dokusu da denir.
Sekonder kemik dokusu lamelli bir yap:r gosterir, Kemik lamelleri ardisik sekilde
diizenlenmigtir ve 3-7 mikron kalmligindadir."” Kollojen lifler kemik lamelleri iginde

ozel bir bigimde yerlegmiglerdir. Aym lamelde bulunan kollojen lifler, birbirine paralel



uzanirken komgu lameldekilerle gapraz yonde ve spiraller yaparak seyrederler. Igerdigi
hiicreler osteositlerdir ve komgu lamellerin arasina diizenli araliklarla sikigmig sekilde
yerlesmislerdir. Sayica primer kemik dokusundakine gére azdirlar. Lakunalar yassi-oval
bigimlidir. Eriskinlerde genelde sekonder kemik dokusunun olusturdugu olgun
kemikler bulunur.

Sekonder kemik dokusunun iki tiiri vardur:

1. Siingerimsi Kemik Dokusu: Birbiriyle anastamoz yapmis kemik
trabekiillerinden olugur. Trabekiillerin aralarinda kemik iligi ile dolu diizensiz bogluklar
vardir. Spongioz kemik trabekiillerinde kemik lamelleri paralel seyirlidir. Kisa ve uzun
kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlariyla kemiklerin i¢ ylizleri slingerimsi
kemikten yapilmigtir. Havers ve Volkmann kanallari igermez. Beslenmesi kemik
iliginde bulunan kan damarlarindan olur.

2. Kompakt Kemik Dokusu: Ciplak gézle homojen ve sert yapida goriilen
kompakt kemik dokusu, mikroskopta kan damarlann tasiyan kanallar sisteminden
olusmus sekilde goriiliir. Organizmadaki tiim kemiklerin dig yiizleri kompakt kemikten
yapilmstir.

Kompakt kemik dokusunda iki tiir kanal bulunur :

a) Havers kanallari: Kompakt kemigin uzun eksenine paralel ve belirli
araliklarla yerlesmis kanallardir. Enine kesitlerde yuvarlak bigimli goriilir.

b) Volkman kanallar: Komsu havers kanallarini birbirine baglayan yan
kollardir. Enine Kesitlerde boyuna uzanirlar. Kemiklerin yiizeylerindeki besleyici
deliklerden (Foramen nutritium) giren kan damarlar1 Volkman kanallarindan gegerek
Havers kanallarmna girerler. Boylelikle kan damarlari kompakt kemigin tiimiine

dagildiktan sonra igteki medullaya gegerler. Kemik dokusunun matriksi ve hiicreleri bu



kan damarlan ile beslenir. Kanallardaki damarlar ince, gevsek bir bag dokusuyla
sarilidir. Bunun iginde sinir lifleri ve lenf sivis1 bulunur.

Kemik lamelleri ti¢ ayn bigimde yerlesmiglerdir:

1. Havers Lamelleri: Havers kanallarinin g¢evresinde i¢ i¢e yerlesmis halkalar
seklindedirler. Ortadaki Havers kanali ile bunu gevreleyen 6zel lameller bir sistem
olarak kabul edilir. Bu sisteme Havers Lameller Sistemi ya da osteon denmektedir.'?
Kompakt kemikte dokunun ¢ogunlugunu osteonlar olugturur. Osteonlar homojen yapida
ve sement ¢izgisi ad1 verilen yapistiric1 ince bir madde ile gevrilmiglerdir.

2. Ara Lameller: Osteonlarin aralarinda kalan alanlar1 dolduran lamellerdir. Ara
lamel gruplan degisik yonlerde uzanirlar.

3. Sirkumferansiyal Lameller: Kompakt kemiklerin i¢ ve dig ylizlerinde st
iste daireler geklinde bulunan lamellerdir. Dis lameller periostun altinda bulunan
lamellerdir ve igtekilerden sayica daha fazladirlar.

Kemik zarlar

Kemiklerin i¢ ve dig yiizlerini saran bag dokusundan olugmus zars: katmanlar
vardir, Distakine periosteum, igtekine endosteum denir.

1- Periostum: Kemigi digtan saran damarca zengin bir kilifur ve bu zar gelisme
evresinde iki kathdir. Digtaki kat az miktarda fibroblast igeren diizensiz siki bag
dokusundan (Stratum fibrosum) yapimugstir. Icteki kat (Stratum osteogenicum) ise,
hiicrelerden zengindir. Bu hiicrelerin gogu osteoprogenitor hiicrelerdir. Gelismekte olan
kemik dokusunun yiizeyindeki hiicreler, osteoprogenitor hiicrelerin farklilagmasiyla
olusmus osteoblastlardir. Kemik yapimu ve onarimu sirasinda i¢ kat ¢ok aktiftir.
Olgunlasan kemiklerde ¢ok ince olan periosteum alttaki kemik dokusuna Sharpey

lifleriyle sikica yapigik sekildedir.'? Bu lifler dis katmandan aynlan kalin kollojen



demetlerdir. Kemik dokusuna girerek ylizeye yakin ara lamellerin derinliklerine kadar
iner ve béylece periosteumu kemige baglarlar. Eklem yiizeyleri diginda kemikler digtan
periosteumla gevrilmiglerdir.

2- Endosteum: Kompakt kemiklerin i¢ ylizeyleri ve spongioz kemik trabekiilleri
endosteum ile ortiiltidiir. Retikiiler bag dokusundan yapilmigtir. Endosteumun kemik
dokusuna bakan yiizeyinde tek sira halinde osteoprogenitér hiicreler bulunur. Kemik
onariminda bu hiicreler boliinerek osteoblastlara doniigtiler.

Uzun Kemiklerin Boliimleri

Bu kemiklerin orta kisimlarina diafiz, eklemleri olusturan u¢ kisimlarina epifiz
denir. Geligmekte olan kemiklerde diafiz ile epifiz arasindaki kikirdak bolgeye epifizyal
kakardak denir. Epifiz bolgesindeki spongioz kemik ¢ok ince bir kompakt kemik
tabakas1 ile cevrilidir. Diafiz—epifiz aras1 gegis bolgesine metafiz denir. Burada
spongioz siitunlar bulunur.

Kemik Hiicreleri

1. Osteoblast: Kemik yapimindan sorumlu hiicrelerdir. Kemik onarimi suasm(ia
bol bulunurlar. Sekillenmekte olan kemik trabekiillerinin ve lamellerinin yiizeylerinde
tek sira halinde dizilmiglerdir."* Aktivitelerine gére prizmatik, kiibik ya da oval gekilli
olabilirler.”? Osteoblastlarin sitoplazmalar1 graniillii endoplazmik retikulum ve golgi
kompleksinden zengindir ve gekirdekleri Skromatiktir. Bu hiicreler kemik matriksinin
organik bolimiinli yani Kkollojen lifleri ve glikozaminoglikanlann salglarlar.
Osteoblastlarin birbirine dogru uzanan kisa ¢ikintilart vardir. Osteoblast uzantilan
arasinda neksus tipi baglant1 birimleri bulunur. Kemik yapiminin aktif oldugu donemde

osteoblastlar yilksek diizeyde alkalin fosfataz salgilarlar ve bu enzim kanda yiikselir.



2. Osteosit: Yass1 oval bigimli "kemik hiicreleridir. Mineralize kemik
matriksinde lakunalar iginde yerlesmislerdir. Sitoplazmik g¢ikintilar1 kanalikiililerin
uglarina kadar uzamp komsu hiicrelerinkilere baglanirlar. Bunlar hiicreler arasinda iyon
ve kiigtik molekdillerin gegisini saglarlar. Bu kanallarin arasinda nitkleuslar yerlesmistir.
Graniilli endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi azdir. Ancak hiicreler oldukca
aktiftir. Matriks mineralize oldugu igin madde tasinmasi osteositler {iizerinden
gergeklesir. Osteoblastlar gibi osteositler de béliinme giiglerini yitirmis hiicrelerdir.

Yapisal olarak inaktif goriiniim sergileseler de osteositler kemik matriksinin
devamlilif: igin aktif rol oynarlar.

3. Osteoklast: Kemik iliginden kiken alan osteoklastlar, kalsitonin ve osteoklast
uyarici faktdr igin reseptorler tagirlar. Bu hiicreler kemik yikimindan sorumludurlar.
Mononiikleer fagositik sistem hiicrelerindendirler. Osteoklastlar olduk¢a hareketli ve
150 mikrometre g¢apinda hiicrelerdir. Ortalama 50 ya da £1aha fazla gekirdek iceren
osteoklastlarin sitoplazmalar: asidofiliktir. Kemikteki 6zel, derin kemik rezorpsiyon
bolgelerine oturmuglardir. Bunlara Howship Lakunalar: denir.

4. Osteoprogenitor Hiicre: Bu hiicreler periostumun i¢ hiicre katmanina, havers
kanallarina ve endosteuma yerlesmiglerdir. Embriyonal olarak mezengimden gelisirler.
Mitozla gogalarak osteoblastlara farklilagirlar. Osteoprogenitor hiicreler ig seklindedir
ve gekirdekleri ovaldir. Endoplazmik retikulumlar gelismis olmasina ragmen golgi
kompleksi az gelismistir ve serbest ribozomlar ¢ok sayidadir.! Bu hiicreler kemiklerin
normal gelisiminde, yetiskin yastaki kemik biiylimesi sirasinda, kemigin i¢ kisminin
reorganizasyonu esnasinda ve fraktiirlerin iyilesmesinde aktiftirler.'?

Kemik Yapimi (Osteogenesis)

Ossifikasyon ad: da verilen osteogenesis iki yolla olur:



1- Intramembranéz Kemiklesme (Osteogenesis Membranacea): Dogrudan
bag dokusundan kemik sekillenmesi olgusudur. Kafatasinin yassi kemikleri, mandibula
ve maksillamin bazi kisimlari, kisa ve uzun kemiklerin kompakt boliimleri bu tiir
kemiklesmeyle olugur. Intramembrantz kemik olusacak alanlarda mezenkim hiicreleri
hizla béliinerek osteoprogenitér hiicreleri yaparlar. Bu hiicreler de béliinerek
osteoblastlara doniisiirler. Osteoblastlar kollojen lifleri ve kendilerinin de iginde
bulundugu temel maddeyi sentezlerler. Kapiller damarlardan ¢ikip osteoid dokuya giren
kalsiyum ve fosfor iyonlari, buradaki osteoblastlarin salgiladigi alkali fosfatazin
araciliftyla kalsiyum fosfat molekiillerini olugtururlar. Béylece osteoid doku mineralize
olup primer kemik dokusu halini alir.

Degisik sekil ve bliytikliitkteki bu kemik pargaciklarina kemik trabekiilii denir.
Trabekiiller igindeki osteoBlastlar ara maddeyi salgilayarak osfeoid haline gelirler.
Sekillenen trabekiillerin yiizeylerinde yeniden olusan osteoblastlar tek sira dizilerek
kemik lamellerini yapmaya baglarlar ve primer kemik trabekiillerinin yiizeyinde
sekonder kemik yapisinda katmanlar olusur. Boylece siingerimsi kemik dokusu
bigimlenir. Osteoklastlar da bu kemikleri i¢ yiizden rezorbe ederler. Siingerimsi
kemikler son sekillerini aldiklarinda primer kemik dokusu igeren trabekiiller tamamen
ortadan kalkar. Geriye yalmzca sekonder kemik trabekiilleri kalir. Daha sonra bu
kemiklerin i¢ ve dig yiizlerine intramembranéz yolla bir miktar kompakt kemik eklenir
ve kemiklesme sona erer. Trabekiillerin arasindaki mezenkim dokusundan da kirmizi
kemik iligi sekillenir.

2- Endokondral kemiklesme (Ossificato Endochondrialis): Uzun ve kisa
kemikler bu yolla olugurlar. Kemiklesmenin olusacagi yerde 6nce hyalin kikirdaktan

ufak bir model bigimlenir. Bu modelin sekli olugacak kemigin sekline benzer. Sonradan



bu modelin yerini kemik dokusu alir. Kikirdak modelin diafiz bolgesindeki
perikondriumun i¢ katmaninda bulunan mezenkim hiicreleri osteoprogenitor hiicrelere,
bunlar da osteoblastlara farklilagirlar. Osteoblastlar iist iiste yerlesen kemik lamellerini
yaparak kendileri de lameller arasina sikisip osteositlere doniisiirler (Intramembraniz
Kemiklesme). Boylece kikirdak modelin diafizindeki periosteum ile kikirdak doku
arasinda silindir seklinde bir kemik bant olusur. Bant sekillenince kikirdak dokusunun
diffiizyonla beslenmesi engellenir ve kondrositler bozulmaya yiiz tutarlar. Bozulan
hiicrelerin aralarinda ince bolmeler halinde kikirdak matriksi kalir. Bu sirada beliren
osteoklastlar, kemik bandinda foramen nutritiumlar1 agarlar. Periosteumdaki kan
damarlar1 bu deliklerden girip, dokuda dallanirlar. Bunlardan ¢ikan kalsiyum ve fosfor
iyonlar1 alkalen fosfat araciigiyla birleserek kikirdak matrikse oturup
mineralizasyonunu saglarlar. Boylece diafizde bir kemiklesme merkezi olusur.
Osteoblastlar primer kemik dokusunu yapmaya baglarlar. Bu olaylar sirasinda kikirdak
modelin epifizleri ile diafizi arasindaki bolgelerde bulunan kondrositler mitoz
bolinmeyle gogalip alt alta dizilerek birbirine paralel izogen gruplarin bulundugu
bolgeleri digtan sarar. Bu gruptaki kondrositler irilesip 6lmeye baglarken kemik
trabekiilleri gekillenip aralarinda anastomazlagirlar.

Endokondral kemiklesme epifizlere yaklaginca bu kez epifizlerde sekonder
kemiklesme merkezleri belirir. Bundan sonra eski yeni kemiklesme bolgeleri arasinda
yalmzca kikirdak bir disk kalir. Buna epifiz plag: denir. Kemiklesme sona erinceye
kadar epifiz plaklarindaki kikirdak hiicreleri diafiz yoniine dogru boliinlip ¢ogalarak
devamli kikirdak dokusu yaparlar. Bu kikirdak dokusu da yerini siirekli kemik

dokusuna birakir. Sonunda epifiz plaklar da kemiklegir.!
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Kemik Onarmm

Kemik fraktiirii veya defekti meydana geldigi zaman o bolgede ilk 6nce kanama
olusur ve ardindan bag dokusundan zengin pihti meydana gelir. Daha sonra kartilaj ve
fibrokartilaj doku kink wuglar arasim veya defekt bolgesini doldurmak igin
fibrokartilaginoz kallusu olusturur.>® Yeni kemik, periosteumun ve endosteumun alt
tabakalarinda bulunan osteoprogenitoér hiicrelerin aktivasyonuyla defekt bélgesinin
etrafinda olusmaya baslar.’ Daha sonra, kirik veya defekt bolgesindeki bag dokusunda
ortaya ¢ikan kiigtik kikirdak pargaciklarimin endokondral kemiklesmesi yoluyla primer
kemik olugur. Boylece kirik bolgesindeki kikirdak alanlari ile intramembrandz ve
endokondral kemiklesmenin goriilmesi asagi yukart aym zamana rastlar. Onarim
agamalar1 primer kemigin diizensiz dizilmis trabekiillerinin kink uglarim birlestirecek
sekilde gelisir ve kemik kallus olusur.? lyilesme ilerledikge bolgedeki kartilaj matriks,
yeni kemik depozisyonu i¢in bir iskelet yap: olustururken, yalmzca yeterli miktarda
kalacak sekilde kademeli olarak rezorbe olur. Endrokondral kemik formasyonunda
fibrokartilaginz kallus yavas yavas kemik dokuyla yer degistirir. Fraktiirdeki kemik
birlesmesi iki fragmamn u¢ kisminda yeni spongioz kemik olusmasi ve bunun fraktiir
hatt1 boyunca devamlilik saglamasiyla tamamlanir.

Kemik etrafindaki bag dokusunun osteojenik potansiyelinin yetersiz oldugu bazi
bolgelerde (femur boynu gibi) fraktiirlerin iyilesmesi, periostal reaksiyon veya
fibrokartilagindz kallus olusmadan gergeklesir.’ Kemik onarimi sirasinda ve hastanin
normal aktiviteye kademeli olarak doniiglinde, kemik iizerine etki eden kuvvetler de
kallusun yeniden sekillenmesine yardim eder. Bu giigler kemik biiytimesinde etkili olan
kuvvetlere benzedikleri ve kemik yapilanmasinda da rol aldiklan igin kallusun yeniden

sekillenmesi ve kemigin defekt olusumundan 6nceki haline gelmesini saglayacaklardir.
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Kallusun primer kemik dokusu zamanla rezorbe olur ve yerini sekonder kemige birakir.
Boylece kemiin 6zgiin yapist yeniden olusmus olur.>?

Yapilan eksperimental ¢aligmalarda eksojen olarak uygulanan biiyiime hormonu,
tip I kollojen, anabolizan, kalsiyum, C ve D vitaminlerinin kemik dokusunun tamirinde
pozitif etkiye sahip olduklari ve bu materyallerin klinik uygulama alanlarinin
_ olabilecegi ortaya konulmugtur.%®

Kemik Dokusunun incelenmesi

Kemik dokusu sert bir doku oldugundan, diger dokulardan farkli incelenir.
Bunun i¢in iki yontem vardir:

1. Dekalsifikasyon Yontemi: Kemik dokusunu kimyasal maddelerle, dzellikle
asitlerle, kesilebilir diizeyde yumusatan yontemdir. Yumusamadan sonra, bilinen
yontemle kesilerek inceleme yapilir.

2. Massgrasyon Yontemi: Kemigin kurutularak incelenmesi y6ntemidir.
Kemikte kuruma evresinde organik maddeler giriitiiliir. Daha sonra kemikten kesilen
kiigtik pargalar bileme ya da zimpara ile iyice inceltilir. Incelen parga lam-lamel arasina
konur ve incelenir. Ciirliyen organik maddelerin yerleri, kanalciklar ve lakunalar bos
olacagindan, buralar siyah renkte goriiliir.'

B) HYALURONIK ASIT

Hyaluronat veya hyaluronan olarak da bilinen hyaluronik asit (HA) yliksek
molekiil agirlikl, non-stilfat, lineer, dalsiz bir glukozaminoglikandir.>'® Hyaluronik asit
ilk olarak Meyer ve Palmer tarafindan 1934 yilinda vitreus cisimciginden izole

11-14

edilmigtir. ve adim {ironik asit igeren glassy (camli) anlamina gelen Yunanca hyalos

kelimesinden almistir.’ B1,4-D glukronik asitle B1,3-N asetil-glukozamin zincir
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halkasiyla baglanan bir makromolekiildiir.>'%!> HA adult dokularda 0.05-3.0mg ml !
ve bazi embriyonik dokularda 12-20 mg ml ! yogunluklarinda bulunmaktadir.'

Onceleri HA ekstraselliiler matriksin pasif, yapisal bir bileseni olarak
diisiiniilmekle birlikte, giiniimiizde hiicre migrasyonu ve morfogenenezisin de iginde
bulundugu bazi biyolojik olaylarda dinamik olaral; yer aldig1 bilinmektedir.”'*'""" HA
aktif hiicre Dbiiylime bolgelerinde lokalize olan spesifik reseptorlere de
baglanabilmektedir. Bu reseptérler, hiicre siklusunun ayrilma periyoduyla iliskilidir ve
bsliinmeyen hiicrelerde hig bulunmadif bilinmektedir.”® Matriks polisakkariti olan HA
hiicre farkhilagmasi, motilitesi ve hiicrelerin adherensi iizerinde gok 6nemli bir etkiye
sahiptir.?!

HA’ in molekiil agirhig1 farkli doku ve sivilarda 1 x 10 ° ile 10 7 Da arasinda
degisiklik gostermektedir.!®!%?223 By molekiiler agirlik sayesinde HA, makromolekiiller
i¢in bir filtre olarak gérev yaparken aym zamanda hiicre yiizey proteinlerine ve diger
matriks proteinlerine baglanabilmektedir, %

Hyaluronan seviyesi, erigkin bireylere oranla fetusta daha yiiksektir.
Hyaluronann fetal doku yaralanmasinin nispeten skar birakmadan iyilesmesinde katkisi
oldugu 6ne siiriilmiigtiir,. Doku yaralanmasindan sonra yetigkin dokularin HA seviyesi 7
giin sonra normal seviyeye do6nmesine karsin fetal dokularin yiiksek hyaluronan
seviyesini 3 haftaya kadar koruduklan belirtilmektedir.”

Yapilan aragtirmalar HA sentezinin birgok fakttrden etkilendifini gostermigtir.
Bu faktorler arasinda hormonlar, enflamatuar mediatorler, biiylime faktérleri gibi qqk
sayida degigken vardir.'

Diger glukozaminoglikanlar golgi cisimciginde sentezlenirken HA, plazma

membranmin  sitoplazmasinda sentezlenir.” Ayrica, hyaluronan nonsiilfat olmasi ve
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proteinlere kovalent olarak baglanma ozelligi ile de diger glukozaminoglikanlardan
farkhdir.’

Istirahat dénemlerindeki HA miktarinin ¢ogu kollojenle ve diger yiiksek
molekiil agirlikli maddelerle ¢apraz baghidir. Boylece serbest HA konsantrasyonu
nispeten diigiiktiir. Bununla birlikte, HA seviyesi doku yaralanmasindan hemen sonra
onemli miktarda yiikselmektedir.2%%4%

Tiim dokularin ekstraselliiler matriksinde bulunan HA tiim tiirlerde ayni, basit
kimyasal yapiya sahiptir. Boylece, saflagtinlmig HA preparatinin eksojen olarak
uygulanmas: bu endojen materyalin lokal konsantrasyonunun yalmzca gegici olarak
yiikselmesine neden olmaktadir.®

Yapilan gahsmélarda tim HA’ in yaklagik olarak yarisinin deride, 1/4’lik
kisminin da iskelet ve eklemlerde oldugu, geri kalaninin ise kaslar ve i¢ organlara esit
miktarlarda dagilmig olarak bulundugu gosterilmistir. En yiiksek HA konsantrasyonu
g6bek bagi, sinoviyal sivi, deri ve vitreus cisimcigi gibi bag dokularinda bulunmaktadir.
Akciger, bébrek, beyin ve kaslarda da kayda deger miktarlarda bulunurken karacigerde
az oranda bulunmaktadir. En diigik konsantrasyon kan serumundadir?’ Serum HA
seviyesinde patolojik artiglar olabilmektedir.* Siroz, romatoid artrit, skleroderma gibi
enflamatuar  durumlarda, cesitli  kanser tirlerinde - HA  sentezinin  arttifit
bilinmektedir, 11418:19:28-30

Lokal metabolizma ile HA yikiminin %20-30 kadan deri ve eklemlerle, geri
kalam ise lenfatik yolla olmaktadir. HA’in yarilanma &mrii yannm gilinle 2-3 giin
arasinda degismektedir. Kan dolasimina ulagan HA’in yaklasik % 85 -90°1 hepatik
sinusidial hiicrelerde katabolizmaya ugratilir. B6breklerde yaklagik %10 kadan elimine

edilir. Bununla birlikte, yalnizca %1-2 kadar: idrarla birlikte atilir. Kemik ve kikirdak
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gibi yogunluga sahip dokularda HA’in yikimu lenfatik drenaj olmadigindan kollojen ve
proteoglikanlarla birlikte olmaktadir.?’

Tiim iyilesme ve rejenerasyon progesleri i¢in ¢ok dnemli bir 6zellik olan suya
baglanma yetenegi HA’te oldukga yiiksek seviyededir.?® Polimere oranla 1000 kat daha
fazla su tutabilen olduk¢a higroskopik bir yapiya sahiptir.” Diger proteoglikanlarla
karsilikl1 etkilesimde bulunan bu makromolekiil, normal fizyolojik sartlar altinda tiim
dokularin ekstraselliiler matriksine sitabilite, elastikiyet ve yiizey doldurucu yap:
ozelligi kazandirr. 2°3! Makromolekiiller arasindaki bu iligki intertisyel alandaki
maddelerin hareketini ve doku hidrasyonunu diizenler.”’ Boylece yara iyilesmesini daha
iyi organize edebilmekte ve iyi bir gekilde iyilesme saglayabilmektedir.2®

Hyaluronik Asidin Yara Iyilesmesi Progesindeki Rolii

HA tarafindan diizenlenen pek gok biyolojik olay, aym zamanda yara iyilesme
progesinde de ok 6nemli konuma sahiptir.'> Bu molekiil, hem mineralize hem de non-
mineralize dokulardaki yara iyilesme progesinde anahtar bir role sahiptir.*? Yaralanmay:
takiben, yara iyilesmesinde birbirini takip eden bir seri olaylar zinciri meydana gelir.
Bunlar enflamasyon, graniilasyon doku formasyonu, reépitelizasyon ve remodelling
safhalanidir. HA muhtemelen, bu hiicresel ve matriks olaylarinda multifonksiyonel bir
role sahiptir. HA’in yara iyilesme zincirindeki belirtilen rolleri agagida daha detayl1 bir
sekilde ifade edilmektedir.

Enflamasyon: Enflamasyon, yara iyilesmesinde birbirini takip eden safhalar
icin gerekli olan bir gok faktoriin katilimina neden olur. Bunlar enflamatuar hiicrelerin,
fibroblastlarin ve endotelyal hiicrelerin yara bolgesine migrasyonunu stimiile eden

bitylime faktorleri, sitokinler, keratinositler, osteoblastlar gibi faktorlerdir,'>*
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Doku tamirinde enflamasyonun ilk safhasinda yara bolgesi HA bakimindan
zengindir. HA, enflamasyonda birgok role sahiptir. Bunlar arasinda  dokudaki
enflamasyonun diizenlenmesi, ekstraselliiler matriks hiicrelerinin  enflamasyon
bolgesine gogiiniin saglanmas1 ve HA-fibrin piht1 iligkisi sonucu gegici bir yap1 iskeleti
olusturulmas: yer almaktadir. Boylece, HA yara iyilcsme progesinde Onemli bir
basamak olan enflamasyonun ilk safhasim organize etmektedir.>**>

HA bu geligkili roltine ragmen, aym: zamanda graniilasyon doku formasyonunun
stabilizasyonuna katkis olan enflamatuar yanit: hafifletebilmektedir.'**2

Graniilasyon ve Graniilasyon Doku Matriksinin Organizasyonu:

Graniilasyon doku matriksi HA bakimindan zengindir. HA y6niinden zengin
matriksin doku tamirindeki gérevi gesitli hiicre fonksiyonlarina katkida bulunmaktir. Bu
matriks enflamasyon bolgesi igine hiicre migrasyonunu kolaylastirir ve graniilasyon
dokusunun organizasyonunu saglar. %

HA ve Hiicre Migrasyonu: Hiicre migrasyonu, graniilasyon doku formasyonu
icin esastir. Baglangicta olugan graniilasyon dokusundaki HA bakimindan zengin olan
ekstraselliiler matriks, gegici olugan yara matriksi igine hiicre migrasyonu igin uygun
ortami saglamaktadir. HA hem hiicrelerle kargilikli etkilesimde bulunarak hem de
fizikokimyasal 6zellikleri sayesinde, hiicre migrasyonunda fonksiyon gérmektedir. HA
hiicre migrasyonunu kolaylagtiran hidrate bir matriks olustururken, ayni. zamanda
spesifik hiicrelerin yiizey reseptorleriyle karsihkhi etkilesimde bulunarak da hiicre
hareket mekanizmalarini diizenlenmektedir.

HA sentezinin hiicre migrasyonu ile iligkili oldugu da ortaya ¢tkartilmistir. HA

sentezi hiicre migrasyonunu kolaylastirmak i¢in bizzat kendisi dinamik bir kuvvet
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olusturabilmektedir. Plazma mebraninda sentezlendikten sonra direkt ekstraselliiler
ortama salinmaktadr.

HA ve Hiicre Proliferasyonu: Hiicre proliferasyonu da doku tamirinin temel
taglarindan biridir. Artan HA seviyesinin fibroblastlarin matriksten ayrilmas1 ve
mitozisin gergeklesmesi icin temel tegkil ettigi gosterilmistir. HA’in hiicre ayrilmasim
kolaylagtirdig1 gosterilmis olmasmna karsin, direkt mitojenik aktiviteye sahip oldugu
ortaya konulmamigtir. Bununla birlikte, doku tamirinin ilk safhasinda bol miktarda
bulunan mitojenik faktrler nedeniyle hiicre mitozu olugmasint kolaylastirmaktadir.
Boylece, hiicre proliferasyonunda da indirekt bile olsa, 6nemli bir role sahiptir.

HA ve Enflamatuar Yanitin Hafifletilmesi: Enflamasyon graniilasyon doku
formasyonunun bir pargasi olmasina karsin, normal doku tamirinin gelismesi i¢in
enflamasyonun hafifletilmesi gerekmektedir. Graniilasyon doku formasyonunun
baglangicinda enflamasyon oldukga yiiksektir. Bunun nedeni ise, matriks yikim
enzimleri ve reaktif oksijen metabolitlerinin sebep oldugu yiiksek orandaki doku
yikimidir. Graniilasyon doku matriksinin stabilizasyonuna imkan saglamak igin
enflamasyonun hafifletilmesi gerekmektedir.'>*> HA, aym zamanda serbest radikallerin
hiicrelere zarar vermesini engelleyerek enflamasyonun hafiflemesine de yardimci
olmaktadur.'?

Bag dokusu ekstraselliiler matriksinde destek yap: olarak pasif bir sekilde gérev
alan HA’in, aym zamanda gen tamimlanmasinin bir diizenleyicisi olarak da etkili bir
anjiogenik ajan oldugu gosterilmigtir.?’

In vitro ortamda yapilan kiiltlir ¢aligmalarinda, molekiil agirhina ve doza bagh
olarak osteoblastlar {izerinde stimiilatér etkiye sahip olan HA’in kemik greft

materyallerinin osteojenik ve osteoindiiktif 6zelliklerini gelistirebilecegi bildirilmistir.»?
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Yine In vitro ortamda yapilan histopatolojik ¢aligmalar, mezensimal propenitor
hticrelerin HA’in olusturdugu iskelet yapiya adhere olarak proliferasyona ugradiklarim
ortaya ¢ikartmstir, 43
Yapilan galigmalar, yiiksek molekiil agirlikli hyaluronamin greft materyaline
kars1 gelisen immiin yaniti baskiladigini, sitotoksisiteyi ©Onledigini ve deri
allogreftlerinin uzun siire canli kalmasim sagladifim ortaya g¢ikartmigtir. ilaveten,
birgok hiicreyi ¢evreleyen HA tabakasi sitotoksik hiicrelerin ve viriislerin olusturdugu
ataklara kars1 bir bariyer olarak gorev yapmaktadir.'
Bilgiler 15131nda HA’in fonksiyonel dzellikleri 6zetlenecek olursa:
e HA lenfosit, makrofaj ve notrofillerin yara bolgesine girisini kismen onler.
Boylece, enflamatuar hiicreler tarafindan yapilan fagositoz da engellenmis olur.
o HA mitozisi gelistirirken, hiicre gé¢iinii de geligtirebilir.
e HA fragmanlar anjiogenik aktiviteler g6sterebilir.
e HA suyu muhafaza edebilen yapisal 6zelliginden dolay: yara dehidrasyonunu
Onleyebilir.
e HA yikima ugrarken enflamatuar reaksiyona neden olmaz.
e HA bakteriyostatiktir.
HA birlikte uygulandifi biyomateryallerdeki biyolojik yapilar igin de tagiyic
olarak fonksiyon gdriir.36’
Son yillarda eksojen HA uygulamalarinin iyi bir doku tamiri sagladiginin rapor
edilmesi ile birlikte, doku tamiri amagli hyaluronan esasli biyomateryaller gelistirilmeye
baglanmugtir. Fizikokimyasal 8zellikleri ve en 6nemlisi yiiksek oranda saflagtirilmig olan .
formunun biyouyumlu olmasindan dolayi, ozellikle okiiler ve eklem cerrahisi ile

ortopedik uygulamalar basta olmak tizere, yamk tedavisinde, tympanik membran
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perforasyonlarimin kapatilmasinda osteoartritin erken tedavisinde yillardan beri
kullanilmaktadur.'>2%3840

Sonug olarak hyaluronan, doku tamir progesinde inflamatuar aktivasyonun ilk
safthasindan graniilasyon doku formasyonunun diizenlemesine ve reepitelizasyon
progesine kadar birgok olayda yer almaktadir.>'%!18

C) KEMIiK GREFTLERI

Ceneler bélgesinde olusan kontur defektlerinin daha ¢abuk iyilesmelerini
saglamak amaci ile kullamlan implantlara Kemik Grefti denir. Ozellikle geneler
bolgesinde olusan biiylik kistik olugumlarin, tiimoral kitlelerin eksizyonu ve gesitli
nedenlerle ortaya ¢ikan kontur defektlerinin daha gabuk iyilesmelerini saglamak amact
ile baz1 maddelerin kullamlmas zorunlulugu belirmektedir.*'*

Bu amaglarla kullanilan biyolojik implantlar, kaynaklarina gore su sekilde

simiflandirirlar;

Pt

. Otojen: Aym bireyden alinan dokular.
2. Isojen: Alici ile aym genetik yapiya sahip canlidan alinan dokular.
3. Allojen: Alct ile genetik ilgisi olmayan ayni tiir canlidan alinan dokular.
4. Xenojen (Heterojen): Bagka bir tlir canlidan alinan dokular.
5. Alloplastik: Sentetik olarak elde edilen biyolojik implantlardir.*®
Ideal greft materyalinde bulunmas: gereken 6zellikler sunlardir:
o Kemik geligimi i¢in bir yap: iskeleti olusturmas: (osteokondiiktif dzellik).
e Kemik rejenerasyonu ve tamirinin ¢esitli safthalarimi stimille etmesi
(osteoindiiktif dzellik).

Kemik formasyon safhalarimi kolaylagtiran osteojenik hiicreler icermesi.*!
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Otojen Kemik Greftleri: Otojen kemik greftleri bu 6zelliklerin tiimiine sahiptir
ve giiniimiizde en ¢ok tercih edilen kemik greftleridir.** Otojen kemik greftleri
maksillofasiyal bolgenin rehabilitasyonunda ve rekonstriiktif kemik cerrahisinde siklikla
kullamImaktadur. **

Otojen greftler kanselloz, non-vaskiilarize, kortikal veya vaskiilarize-kortikal
tipte olabilir. Her tip farkli biyolojik &zelliklere sahiptir. !

Otojen kemik grefti, viicudun bir ¢ok yerinden elde edilebilmektedir. Bu
bolgeler iliak krest, kalvarium, temporal kemik, maksilla, nasal septum, skapula,
kaburga ve uzun kemiklerdir. liak krest ve kaburga kemigi en sik kullamlan donér
kemik kaynagidir.*’

Genel olarak greft materyallerinin etkin kullanimi hastamin yagina ve greftin-
durumuna baglidir. Geng hastalarda ve periostu korunmug kemik grefti uygulamalarinda
bagar1 oram daha yliksektir. Greftin kabuliinde 6nemli rol oynayan bagka bir faktor de
sterilitedir.*’

Otogreftlerin avantajlar: sunlardir:

o icerdigi canli hiicrelerin onarim isine katilmasi yani o?ceojenik yeteneklerinin
olmasi

e Doku reddine neden olmamalari

e Alici doku tizerinde osteogenezisi uyarici rol oynamalari

o FErken revaskiilarize olmalaridir.

Bunun yaninda otogreftlerin bilinen bazi dezavantajlar: da vardir:

e Elde edilmeleri ikinci bir operasyon gerektirir,

e Uygulanmalar sirasinda genel anestezi gereklidir.
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e Donér bélgede post-operatif agri, hemoraji, sinh" zedelenmeleri, enfeksiyon
gelismesi, estetik sorunlar gibi komplikasyonlar olugabilmektedir.

e Otojen yolla elde edilen greft boyutlar1 smrhdir, biiylik miktarlarda elde
edilemezler.*¢

Biitiin bu dezavantajlar alternatif yontemlerin gelistirilmesine neden olmustur.
Otojen kemik greftlerinin endike olmadifn durumlarda allogenik greftler siklikla tercih
edilmektedir.*’

Allojenik Kemil'{ Greftleri: Genetik olarak farkli bir canlidan elde edilip bir
takim iglemlere tabi tutulduktan sonra kullamlan kemik transplantlaridir. Yagayan
insanlardan veya kadavralardan elde edilmekte ve kemik bankalarinda saklanmaktadir.
Depolanan kemik allogreftleri sogutma, dondurma, dondurarak kurutma, kaynatma ve
otoklavlama, deproteinizasyon, deminerilizasyon gibi asamalardan gecirilmektedir.*’
Giiniimiizde en yaygin kullanilan yéntem dondurularak kurutmadir. Biiyiik miktarlarda
elde edilebilir, ancak otojenik kemik greftlerine gore revaskiilarizasyonu daha uzun
sirmektedir, Greftin iyilesmesi rezorpsiyon ve osteoindiiksiyon ile olmaktadir. Ayrica,
dondurularak kurutulmug kemik allogreftlerinin osteoindiiktif etkileri yoktur.*’ Ciinkii
yapilan iglemler greft igerisindeki osteojenik hiicrelere zarar verir ve bu yiizden,
allojenik kemik greftleri osteogenezise katilamazlar. Allojen greftlerin osteogenezise
faydasi pasif gekildedir ve sadece matriks olusturmaktadirlar.*?

Otogrefte alternatif olarak kullamlan allojenik greftlerin ikinci bir operasyon
bolgesi olugturmamas ve istenilen miktarlarda elde edilebilmesi gibi avantajlar vardir.
Bilinen dezavantajlari ise sunlardir:

e Osteogenezis igin gerekli canl1 hiicrelere sahip olmamasi,

e Doku reddine neden olabilmesi.*?
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Xenojenik (Heterojen) Greftler: - Xenogreftler farkli tiirler arasindaki
nakledilen greftlerdir. Bu greftlerin antijenitesi allojenik greftlere oranla daha fazladir.
Xenojenik greftin organik matriksi insan kemiginden farklidir, Bu yiizden hizli greft
reddinin olusmamasi igin greft materyali daha etkili bir sekilde kimyasal muameleden
gegirilmelidir.*> Xenojenik grefttler de allojenik olanlar gibi dondurma, liyofilizasyon,
deproteinizasyon @~ ve  irradyasyon  iglemlerine tabi  tutulduktan  sonra
kullaniimaktadirlar.”® Bu greft tiirii canli olmamasina kargin, ev sahibi dokunun kemik
formasyonuriu.aktive etmektedirler.

Yapilan eksperimental ¢aligmalar sonucunda, allojenik kemik greftlerinin kemik
defektlerinin iyilesmesinde pozitif ve remodelizasyonu hizlandirici bir etkiye sahip
oldugu ortaya gikartilmigtir.*

Son yillarda xenojenik kemik greftiyle ilgili yapilan ¢aligmalar, bu materyalin
iyi bir kemik banka materyali oldugunu gostermektedir.*

Xenogreft materyalinin avantajlar1 sunlardir:

e  Genis miktarda kemik elde etmek miimkiindiir

ikinci operasyon bolgesi gerekmemektedir.*?

Alloplastik Kemik Materyalleri: Sentetik olarak elde edilen kemik greftleridir.
Gliniimiizde olduk¢a genis bir tirlin gesitliligi gostermektedir. Ik uygulamalarindan bu
yana giin gectikce yeni materyallerin eklendigi bu grup igerisinde trikalsiyum fosfat,
hidroksilapatit, dogal mercandan elde edilen koral, poliortoester, poréz hidroksilapatit,
rezorbe olmayan hidroksilapatit, siman sayilabilir. Alloplastik kemik greftleri tek
baglarina kullanilabildikleri gibi ayn1 zamanda otojenik ya da allojenik kemik greftleri

ile kombine olarak da kullamilabilmektedir.*’
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Alloplastik greft materyalleri, istenilen boyut ve sekilde iiretilebilmektedir. Bu
greft tiirleri biyouyumlu olup osteokondiiktif 6zellige sahiptirler ve kolaylikla sterilize
edilebilirler. Sentetik hidroksilapatit, trikalsiyum fosfat ve ikisinin kombinasyonu bu

grubun en sik kullamlan greft materyalleridir.”!
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GEREC VE YONTEM

Gerecler

Healon (Hyaluronate Jel )

Healon’un 0.85ml. ve 0.4ml.’lik jel kivaminda ticari formlar1 mevcut olmakla
birlikte, (Healon GV, Pharmica & Upjohn Uppsala, Sweden) g¢aligmamizda 0.4ml’lik
formunu kullandik (Sekil 1). Calismamizda kullandiimiz preparatin igerigi séyledir:

e sodium hyaluronate 10mg.
e sodium chloride 8.5mg.
e disodium hydrogen phosphate dihydrate 0.28mg
e soduim dihydrogen phosphate hydrate 0.04mg
Ph ’1 7.2 olan Healon ’un igindeki sodyum hyaluronatin molekiil agirlig 4 x 10 ® *dur.

Tutoplast (Spongioz Kemik Cipsi)

Bu heterojen kemik greftinin piyasada spongioz-graniil, spongioz-chips,
spongioz-mikrograniil, spongioz-blok, kanselloz-chips, kanselloz-blok formlan
mevcuttur (Tutoplast,Tutogen, Germany). Caligmamizda, 1 mm ¢apinda olan 3cc ’lik

spongioz mikro grantil formunu kullandik (Sekil 2).
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Sekil 1: 0. 4 mP’lik jel formunda, steril ambalajinda HA materyali.

(BTUTOGEN

Sekil 2: Arastirmada kullanilan heterojen kemik greftinin ticari formu.
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Gelatamp (Fibrin Jel)

HAb tagtyicist olarak kullandigimiz kollajen siinger, gelatin ve kolloid-giimiisiin
bilesiminden meydana gelmektedir (1 gr fibrin jeli 950 mg katilagtirilmis gelatin ve
50 mg kolloid-giimiig). Gelatamp, uygulandiktan ortalama 4-6 hafta sonra tamamen
rezorbe olmaktadir. Gelatamp "in ticari formu her biri 15x7x7 mm ebatlarinda olmak

tizere 50 adetlik kutular seklindedir (Sekil 3) .

dule;e"a"-‘r.j

OADBOA

roexko

Gelatamp

50 St./pe. REF 274 007

Sekil 3: Rezorbe olabilen fibrin jel.

Deney Hayvanlar

Caligmamizda deney hayvam olarak kilolar1 2,0-2,5 arasinda degisen 30 adet

erigkin, erkek albino cinsi tavsan kullanildi. Tavsanlarin hepsi taze yesillik, yem ile
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beslendi ve musluk suyu igirildi. Deney hayvanlarinin operasyonlari ve operasyon
sonrasi bakimlar Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda

gerceklestirildi (Sekil 4).

Sekil 4: Cahigmalarimizda deney hayvani olarak kullandigimiz matiir bir erkek tavsan.

Yontem

Caligmamizdaki tavsanlarin anestezileri 50mg/ml’lik Ketalar (Parke Davis,
USA)’dan, lml/kg dozda IM yoldan enjeksiyon yapilarak saglandi. Deney

hayvanlarmin operasyon bolgesi tras edilip povidone-iodine (Batticon, Adeka) ile
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dezenfekte edildi. Bolgedeki kanlanmay: azaltmak amaciyla 2 cc’lik Articain siilfat
(Ultracain D-S forte, Aventis Pharma) lokal anestezik soliisyonu enjekte edildi.
Hayvanlar operasyon masasina sabitlendikten sonra steril yesil ortiiyle operasyon
bélgesi izole edildi. Tavsanlarin sag ve sol tibialarinin orta kismina 4 cm uzunlugunda
cilt insizyonlar1 yapildi. Periost elevatdrii yardimiyla cilt alt: dokular ve periost diseke
edilerek kemik yiizeyi agiga gikartildi. Her iki tibianin iizerinde, aralarinda yaklagik
lem mesafe olacak sekilde, 3 mm gap ve derinlige sahip olan 2’ser adet kavite agildi

(Sekil 5).

Celik ront frezle ve serum irrigasyonu altinda yapilan islemin ardindan
kaviteler steril spanglarla kurulandi. Sag tibiadaki kavitelerden birine, operasyondan
1 saat 6nce ampisilin/sulbaktamli solusyon igerisine konulmus olan kemik grefti ile
fibrin jele emdirilmis HA kombine edilerek dolduruldu. Diger kaviteye ise kontrol
amagh olarak sadece fibrin siinger yerlestirildi. Sol tibiadaki kavitelerden biri HA
emdirilmis fibrin stinger ile doldurulurken digeri kontrol amagh olarak yalniz fibrin

stinger ile dolduruldu. (Sekil 6 ve 7).

Yapilan bu islemlerden sonra periost, kas ve cilt alt1 3-0 cat-gut, cilt ise 3-0
ipek iplik ile suture edilerek operasyon bolgeleri primer olarak kapatildi. Operasyonu
takip eden 10 giin boyunca diizenli olarak, giinde bir defa hayvanlarin pansumanlari
yapildi ve profilaktik amagla 800.000 IU prokain penisilin 0,20 cc intra muskiiler
enjeksiyon yapild: (Sekil 8).

Calismamizda kullandigimiz deney hayvanlari egit sayida gruplandinlarak
sirastyla 20., 30. ve 40. giinlerde, yiiksek dozda adrenalin intrakardiak enjeksiyonu
yapilarak sakrifiye edildi. Caligmanin yapildigi kemik segmentleri ¢ikartilarak % 10’luk

formalin igerisinde fikse edildi.
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Sekil 5: Tibialarda olusturulan 3 mm’lik standart kavitelerin goriiniigii.

Sekil 6: HA uygulanan kavitenin goriiniisii.
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Sekil 7: HA ile kemik greftinin kombine edilerek uygulanmasi.

AN
TR

W

Sekil 8: Ciltalti dokularin suture edilmesi.
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Histopatolojik Cahsmalar

Kemik segmentleri 10 giinliik bir fiksasyon déneminden sonra incelenmek iizere
Atatiirk Universitesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuari’na gonderildi. Ornekler burada
ilk olarak % 5’lik formik asitle dekalsifiye edildi. Ardindan dereceli alkollerden
gegirilerek dehidratasyon islemi yapildi ve parafin bloklara gomiildii. Bloklarin ilgili
lezyon bolgelerinden mikrotom yardimiyla 5 mikronluk sagital kesitler alinip
hematoksilen eozin ile boyandi. Orneklerin hepsi 151k mikroskobu altinda ayni patolog

tarafindan degerlendirilip histopatolojik olarak skorlandi.
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Histopatoloik Degerlendirme Kriterleri
Calismamizdaki veriler Emery ve arkadaslarmin gelistirdigi histopatolojik
degerlendirme kriterlerine gore skorlandi**(Tablo 1). Elde edilen bu verilere Kruskal-

Wallis ve Mann Whitney U istatistik analizleri uyguland.

Tablo 1: Emery ve arkadaslarnin gelistirdigi histopatolojik iyilesme kriterleri tablosu.

0 Belirgin Defekt

1 Sadece Fibriz Doku

2 Fibroz Doku > Fibrokartilaj Doku
3 Fibrokartilaj Doku > Fibroz Doku
4 Sadece Fibrokartilaj Doku

S Fibrokartilaj Doku > Kemik Doku
6 Kemik Doku > Fibrokartilaj Doku
7 Sadece Kemik Doku
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BULGULAR

Histopatolojik Bulgular

Postoperatif 20.Giin Ornekleri:

Hyaluronik asit uygulanan deney grubundaki kavitelerde fibréz doku ile
fibrokartilaj doku birlikteydi. Sekiz kavitede fibréz doku iyilesmesi goriiliirken,
nispeten daha az oranda da fibrokartilaj iyilesme izlenmekteydi. Iki kavitede ise

fibrokartilaj doku fibréz doku iyilesmesine gore daha fazlaydi (Sekil 9, Tablo 2).

Sekil 9: 20. giinde HA uygulanan deney kavitesi (HEX100). Belirgin fibroz doku ve arada kiigiik
pargaciklar halinde fibrokartilaj doku igeren defekt alani.

Hyaluronik asit+greft uygulanan deney grubu kavitelerinde ise, fibroz doku

iyilesmesi fibrokartilaj doku iyilesmesi ile birlikte goriilmekteydi. Bununla birlikte,
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sekiz kavitede fibr6z dokunun fibrokartilsj dokuya oranla daha yaygin oldugu
saptanirken, diger iki kavitedeki fibrokartilaj dokunun daha fazla oldugu
gozlendi (Sekil 10,Tablo 3).

Kontrol grubu kavitelerinde genel olarak fibroz iyilesme izlendi. Orneklerin
yedisinde sadece fibroz doku goriiliirken, ii¢ olguda kismen de olsa fibrokartilaj doku
lyilesmesi gozlendi. Ancak bu iig¢ olguda fibroz doku fibrokartilaj dokuya gore daha

yiiksek orandaydi (Sekil 11).

Sekil 10: 20. giinde HA+kemik grefti uygulanan deney kavitesi (HEX100). Resmin alt kisimlarinda
fibrokartilaj doku, altta belirgin fibroz doku igeren defekt alani.
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Sekil 11: 20. giinde kontrol grubu kavitesi (HEX40). Sag ve sol kenarlarda kemik yapilar ve arada
belirgin fibréz doku, kanama ve hemosderin yiiklii makrofajlar igeren defekt alanlari.

Tablo 2: 20 Giin HA ve kontrol gruplarinin veri tablosu

20.Giin 1 11 or | 1v N VI | VII | VIII IX X

Kontrol | 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2

Deney 2 2 2 i 3 2 2 2 2 3 2
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Tablo 3: 20 Giin HA+greft ve kontrol gruplarinin veri tablosu

20.Giin I II or | 1v v VI | viI | vIII | IX X

Kontrol | 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2

Deney 2 2 3 2 2 2 2 3 2 2

Postoperatif 30. Giin Ornekleri:

Hyaluronik asit uygulanan deney grubunda kavitelerinin g¢ogunlugunda
fibrokartilaj dokuya rastlandi. Alt1 kavitede fibrokartilaj doku iyilesmesi fibroz doku
iyilesmesine oranla daha fazla iken, dort kavitede sadece fibrokartilaj doku
izlenmekteydi ($ekil 12, Tablo 4).

Hyaluronik asit+greft deney grubu kavitelerinde az miktarda yeni kemik
olusumu gozlendi.Yedi olguda sadece fibrokartilaj doku iyilesmesi gozlendi. Orneklerin
tigiinde ise genel olarak fibrokartilaj doku goriiliirken, kavitelerin tabaninda ve
kenarlarinda az miktarda yeni kemik olusumu izlendi (Sekil 13, Tablo 5).

Kontrol grubu kavitelerinin 30. giin 6rneklerinde fibrokartilaj doku fibroz
dokuyla birlikteydi. Sekiz olguda fibréz doku iyilesmesi daha fazla iken, iki kavitede

fibrokartilaj iyilesme daha fazlaydi.
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Sekil 12: 30 giinlitk HA deney kavitesi (HEX100). Artmig miktarda fibrokartilaj doku ve arada fibroz
doku ile karakterize defekt alani.

Sekil 13: HA +kemik grefti uygulanan 30. giin deney grubu kavitesi (HEX40). Resmin iist tarafinda
belirgin fibrokartilaj doku igeren defekt alani.
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Tablo 4: 30. Giin HA ve kontrol gruplarinin veri tablosu

30.Giin 1 II I v v VI | VII | VIII IX X

Kontrol| 2 2 2 2 2 2 2 3 3 2

Deney 3 3 4 4 3 3 -+ 8 3 -+

Tablo 5: 30 giin HA+greft ve kontrol gruplarinin veri tablosu

30.Giin I II 1 v v VI | VII | VIII IX X

Kontrol| 2 2 2 2 2 2 2 3 3 2

Deney 5 4 4 4 3 4 4 4 4 5

Postoperatif 40.Giin Bulgular::

Hyaluronik asit uygulanan deney grubunun 40. giin 6rneklerinde yiiksek
iyilesme skorlari izlendi. Iyilesme safhasi genel olarak fibrokartilaj doku geligimi ve
yeni kemik olusumu seklindeydi. Kavitelerin beginde fibrokartilaj doku daha yiiksek
oranda iken, diger bes kavitede olusan yeni kemik dokusu fibrokartilaj dokuya gore

daha fazlayd: ($ekil 14, Tablo 6).
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Hyaluronik asit+grefi uyguladigimiz deney grubu kavitelerinin tamaminda yeni
kemik olusumu gozlendi. Sekiz olguda kavitelerin bazi béliimlerinde yaygin bir sekilde
goriilen yeni kemik doku, fibrokartilaj dokuya oranla daha fazla miktardaydi. Tki olguda
ise, istenilen optimal iyilesme skoru olan sadece kemik doku gelisimi izlendi
(Sekil 15, Tablo 7).

Kontrol grubu kavitelerinin hepsi fibrokartilaj ve fibroz doku ile dolmugtu.
Olgularin besinde fibrokartilaj doku iyilesmesi goriilirken, kismen de olsa fibréz
dokuya rastlanmaktaydi. Bes kavitede ise sadece fibrokartilaj iyilesme izlenmekteydi

(Sekil 16).

Sekil 14: 40 giinliik HA deney grubu kavitesi (HEX100). Belirgin fibrokartilaj doku ve daha az miktarda
kemik doku igeren, arada fibroz doku bulunduran defekt alant.
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Sekil 15: 40. giinde HA+kemik grefti uygulanan deney

grubu kavitesi (HEX100). Yiizeyde tama yakin
kaynamis kemik ve altta fibrokartilaj dokudan daha fazla

kemik doku igeren defekt alan:.

Sekil 16: 40 giinliik kontrol grubu kavitesi

(HEX100). Birbiriyle baglantilar olusturan fibrokartilaj doku
ve arada fibroz doku igeren defekt alani.
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Sekil 16: 40 giinliik kontrol grubu kavitesi (HEX100). Birbiriyle baglantilar olugturan fibrokartilaj doku
ve arada fibréz doku igeren defekt alani.

Tablo6: 40. Giin HA ve kontrol gruplarinin veri tablosu

40.Giin | I II Im | 1v v VI | VII | VvIII | IX X

Kontrol| 3 3 3 3 4 4 4 4 3 4

Deney 3 5 6 6 5 5 6 5 6 6

Tablo 7: 40. Giin HA+grefto ve kontrol gruplarinin veri tablosu

40.Giin I 11 11 v v VI | vII | vIII IX X

Kontrol| 3 3 3 3 4 4 4 4 3 4

Deney 6 6 6 6 6 6 6 6 7 7
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Bulgularn Istatistiksel Analizi

20. Giin Analizleri:

Postoperatif 20. giinde HA, HA+greft, kontrol gruplar1 arasinda (Kruskall
Wallis test) (p= 0. 0001) seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
belirlendi (Tablo 8, Sekil 17).

Hangi gruplar arasinda fark oldugunu belirlemek igin Mann Whitney U testi
yapildi. HA grubu ile kontrol grubu arasinda (p=0.001) ve HA+greft grubuyla kontrol
grubu arasinda (p= 0.001) seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
belirlendi. Bununla birlikte, HA grubuyla HA+greft grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark olmadig1 saptand: (p> 0.05).

Tablo 8: 20. Gtinde elde edilen iyilesme degerlerine ait bulgular

Ort Sd p
Hyaluronik Asit 2,2 0,42
0,:51
Hyaluronik Asit+Greft 2,2 8, 451% 0, 0001
Kontrol 15 0,42
0,42

30.Giin Bulgular::
Postoperatif 30. giinde HA, HA+greft, kontrol gruplari arasinda (Kruskall Wallis
testi) (p= 0. 0001) seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi

(Tablo 9, Sekil 18).
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Bu farkin HA grubu ile kontrol grubu arasindan (p= 0.001), HA-+greft grubuyla
kontrol grubu arasindan (p= 0.0001) ve HA grubuyla HA+greft gruplan arasindan
(p=0.002) kaynaklandig tespit edildi.

2,5
8 2

5}

o

8 L5 O Kontrol

g 11 B Hyaluronik Asit+Greft
= @ Hyaluronik asit

E 05

20.giin

Sekil 17: 20. Giinde kemik iyilegme kriterlerinin gruplara gore siitun grafiginde incelenmesi

Tablo 9 : 30. Giinde elde edilen iyilesme degerlerine ait bulgular

Ort Sd P
Hyaluronik Asit 3,4 0,52
0,51
Hyaluronik Asit+Greft 43 0, 48 0, 0001

0,51
Kontrol 2.5 0,52
0,51
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40.Giin Bulgular:
Postoperatif 40. ginde HA, HA+greft, kontrol gruplar1 arasmda (p= 0. 0001)
seviyesinde istatistiksel olarak (Kruskall Wallis testi) anlamh bir fark oldugu belirlendi
(Tablo 10, Sekil 19).

Gruplar arasinda yapilan Mann Whitney U testi sonuglarma goére HA grubu ile
kontrol grubu arasinda (p= 0.0001), HA+greft grubu ile kontrol grubu  arasmnda

(p= 0.0001) ve HA grubu ile HA+greft gruplari arasmda (p= 0.007) istatistiksel olarak
anlamh fark oldugu saptandi.
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Sekil 18: 30. Giinde kemik iyilesme kriterlerinin gruplara gore siitun grafiginde incelenmesi



Tablo 10: 40. Giinde elde edilen iyilesme degerlerine ait bulgular

Ort Sd p
Hyaluronik Asit 55 0,53
0,79
Hyaluronik Asit+Greft 6. 2 0,42 0, 0001
0,79
Kontrol 3,8 0,53
0,79
7]
6 4
5
35
'
a 4 [JKontrol
g 3- yaluroik Asit+Greft
Té 2 [ Hyaluronik asit
o
14
0-

40.giin

Sekil 19: 40. Giinde iyilesme kriterlerinin gruplara gére siitun grafiginde incelenmesi



4 —+— Hyaluronik asit
—— Hyaluronik Asit+Greft
31 —— Kontrol

Ortalama Degerler

0 r r T
20.giin  30.giin  40.giin

Sekil 20: Gruplardaki kemik iyilesmesinin ortalama degerleri bakimindan giinlere gore kargilastirmal
cizgisel grafigi
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TARTISMA

Kemik iyilesmesi, osteojenik hiicrelerin birbirini takip eden enflamasyon,
proliferasyon, migrasyon safhalari ile trabekiiler kemigin yapimi ve remodelling
periyotlarindan olusmaktadir.” Enflamasyon gergeklestikten sonra énce yeni doku
formasyonu daha sonra da skar olugumu gergeklegmektedir.>*

Yaralanmay: takiben dokuda oncelikle HA biriktigi sonraki birkag giin iginde
ise, yara bolgesindeki lokal HA konsantrasyonunun azaldigi yapilan caligmalarda
belirtilmigtir.>*

HA’in antienflamatuar etkisinin mekanizmas: tam olarak belirlenememistir.
Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda, yiiksek konsantrasyonlardaki HA’in graniilositlerin
mobilitesini ve reaktivasyonunu nispeten engelledigi, boylece enflamatuar olaylar
kontrol ettigi 6ne stiriilmiistiir.”® Bununla birlikte, tamir progesinde énemli role sahip
olduklar: diigiiniilen sitokinlerin iiretimini uyardig1 da bilinmektedir.”

HA okiiler ve eklem cerrahisinde, ortopedik uygulamalarda, yanik tedavisinde,
tympanik membran perforasyonlarinin kapatilmasinda osteoartritin erken tedavisinde
yillardan beri kullanilmaktadir.'>2%-38-40:56 pyA»in yumusak doku iyilesmesine etkisiyle
ilgili olarak yapilan galismalardan bazilarna asagida yer verilmistir.

Kikuchi ve arkadaglari®’, HA’in tavgan ligament hiicrelerinin proliferasyonu
tzerindeki etkisini incelemek amaciyla yaptiklar caligmada, HA’in fibrin ve
fibrinojenin baglanmasi igin gerekli iskelet matriksi olusturdugunu, HA’in yara
iyilesmesinin ilk safhalarinda ve farklilasma sirasinda gerekli olan matriks
elemanlarinin sentezlenmesinde 6nemli role sahip oldugunu belirlemislerdir.

Salti ve arkadaglars’! yaptiklari bir in vitro ¢alismada tavsanlarin fleksor

tendonlarinda deneysel olarak olusturduklari perforasyonlarin tedavisinde HA’in
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etkisini biyomekanik olarak degerlendirmigler ve 8 haftalik kiiltiir galigmasi
periyodundan sonra yapilan degerlendirmede, HA ile muamele edilen rneklerde
fibriller arasinda daha giiglii ve daha siki kovalent ¢apraz baglarin olustuunu boylece,
kollojen fibriller arasindaki oryantasyonun daha diizenli oldugunu rapor etmislerdir.

Sonoda ve arkadaglarr®® ise tavsanlarin tibiasinda deneysel olarak olusturduklar
meniskiis yaralarina 5 hafta boyunca, haftada 1 kez olmak tizere HA tedavisi
uygulamuglardir. Operasyondan 12 hafta sonra yaptiklari histolojik ve morfolojik
degerlendirmelerde, HA grubuyla kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamasina karsin, HA ile tedavi edilen meniskiiste eski halini alabilen kollojen
¢apraz  baglarin  kontrol grubuna gore oldukca yiiksek oranda oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu yiizden, HA’in belirgin bir sekilde kollojen remodellingini
gelistirdigini 6ne siirmiislerdir.

Hellstrdm ve arkadaslar®® yaptiklari bir calismada, rat tympanik membran
perforasyonlarinda lokal olarak HA uygulamuglardir. Perforasyonlar kapanincaya kadar
ginlik HA uygulamasina devam eden Hellstrom ve arkadaglar1 deney grubu
perforasyonlarimn 6 giinde iyilestigini, buna kargin kontrol grubu perforasyonlarinin ise
ancak 10-11 giin sonra kapanmaya bagladigim  gozlemlemislerdir. Ayrica HA
uygulanarak olusturulan iyilesmenin kontrol grubuna gére daha az opasite gostermekte
oldugunu da rapor etmislerdir. Bu bilim adamlar®® HA’in kollojen fibrillerin ve
fibroblastlarin  oryantasyonunu etkileyerek minimal skar formasyonu geligimini
sagladigini, boylece opasitenin azaldlgmllifadc etmislerdir.

Yine Hellstrém ve arkadaglari®® rat tympanik membraninda yaptiklari baska bir
¢alismada HA ile fibronektinin iyilesme iizerindeki etkilerini kargilastirmiglardir. HA

uygulanan gruptaki iyilesme orani kontrol grubuna oranla % 60 daha fazla bulunurken,
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fibronektin grubuna gére de daha iyi degerler elde edilmistir. Buna sebep olarak da
HA’in hiicre hareketi iizerine olan etkisi gosterilmigtir.

Abatangelo ve arkadaslari® ratlarda olugturduklar1 deneysel deri insizyonlarina
lokal olarak HA uygulamuslar ve 72 saat sonra normal iyilesmenin bagladigimi, 120
saatin sonunda ise giigliikle ayut edilebilir gekilde iyilesmenin tamamlandigim
gormiiglerdir. Sonug olarak; yara bolgesinde artirilmis olan HA konsantrasyonunun
6zellikle epitelyal hiicre hareketi ve epitelyal organizasyon iizerinde etkili oldugunu ve
béylece yara tamir progesini hizlandirdigint gostermislerdir.

King ve arkadaslar®® ratlarin yanak mukozasinda deneysel olarak perforasyonlar
olusturmuglar ve HA’in iyilesme  {izerine etkisini histopatolojik  olarak
degerlendirmislerdir. HA uygulanan deney grubunda iyilesme ortalama 8. giiniin
sonunda tespit edilirken, kontrol grubunda ancak 16. giinde goriildiigiini not
etmislerdir. Ayrica ¢alismalarinda yara genisligini de degerlendirmisler ve HA
uygulanan grubun yara boyutlarmn daha kisa siirede  kiigiilmeye bagladigin
bildirmislerdir. King ve arkadaglan®, HA’in yara iyilesmesi gibi aktif olarak biiyiiyen
dokularda hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu stimiile edebilecegi fikrini ¢ne
stirmiislerdir.

Tekin®', ratlarda deneysel olarak olusturdugu akut travmatik tympanik membran
perforasyonunda HA emdirilmis kollojen siinger uygulamistir. Bu ¢alismada, kontrol
grubundaki spontan kapanma siiresinin ortalama 15 glin, HA uygulanan gruptaki
siirenin ise ortalama 8 giin oldugunu rapor etmigtir. Tekin ©!, bdyle basarili bir sonuca
neden olan faktdrlerden birinin HA’in kolloidal ozmotik etki ile su gekici ozellige sahip
olmasindan dolay1 perforasyon kenarinda yara iyilemesinin baglangicinda olugan

eksudanin koruyucu etkisine benzer bir etki gostermesi oldugunu ifade etmistir. Aym



49

zamanda, belirgin hiperplazi gosteren epitele destek rolii oynamasinin da olasi
ihtimallerden biri oldugunu belirtmistir. Yine HA’in hiicre motilitesini artirmasi, belki
de buna bagli olarak migrasyonu artirict olmasini ve migrasyon yapan hiicrelere destek
gorevi saglamasini da bagka bir ihtimal olarak éne stirmiistiir.

Kingzo, Hellstrom*, Abatangelo®, Tekin®"’in caligtiklar1 bolgelerin yumugsak
doku olmasi ve galismamizla olan anatomik yap1 farkhiliklari yaninda, ¢alismamizda
rejenerasyon skorlarini da onlardan farkli olarak 20., 30. ve 40. giinlerde degerlendirdik.
Ancak kontrol gruplariyla diger gruplar: kargilagtirdigimiz zaman her g periyotta da
anlamh bir fark olmasi, HA’in kemik dokusunda da iyilesmeyi stimiile ettigini
gostermektedir. HA’in bu etkisi osteojenik hiicrelerin prolifera;yonunda rol almasi veya
yara iyilesmesi boyunca énemli bir yeri olan mezengimal hiicre gogii i¢in uygun ortam
hazirlamasindan - kaynaklanabilir. Bu konu ile iliskili olarak Hellstrsm®™ ve
Abatangelo® HA’in yumusak dokuda hiicre hareketi ve organizasyonunda rol alarak
iyilesmeyi stimiile ettigini savunurken, King? ve Tekin®' ise HA’in aktif biiyiiyen
dokularda hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu tesvik edebilecegini ileri stirmiislerdir.

HA aragtirmacilar tarafindan gerek yumugak doku yaralanmalari, gerek
tympanik membran perforasyonlarmmn kapatilmas gerekse osteoartritin tedavisinde
kullanilmasia  karsmn, yaptigimiz literatiir incelemelerinde kemik defektlerinin
lyilesmesi iizerine olan etkisiyle ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilmadigini gordiik.

Sasaki ve arkadaslari®®, rat femurlarinda olusturduklar1 kemik defektlerinde HA
uygulayarak iyilesmeyi 14 giin boyunca takip etmisler ve HA grubundaki kavitelerin
tabaninda ve duvarlarinda 4. giinden itibaren yeni kemik olusumu gériilmeye
bagladigin, 1. haftanin sonunda da kavitelerin tamamen yeni olusan trabekiiler kemik

ile doldugunu rapor etmislerdir. Bununla birlikte, kontrol grubundaki yeni olugan kemik
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dokunun 7. giiniin sonunda goriilebildigini, 14. giiniin sonunda ise kavitelerin yeni
olusan trabekiiler kemik ile tamamen doldugunu ifade etmislerdir. Bu arastirmacilar,
HA uygulanan kavitelerde ilk dénemde olusan granulasy-on dokusunun hizla yerini yeni
olugmakta olan kemik iligi dokusuna biraktigini da belirtmislerdir.

Yapmig oldugumuz ¢ahgmada kontrol gruplariyla deney gruplari arasmda
anlaml bir fark olmas: ile Sasaki ve arkadaglarinin® sonuglarina paralel olarak HA’in
tek bagima veya allojenik kemik greftiyle kombine olarak kullanildigi kavitelerde
iyilesme tizerine olumlu bir etkisi oldugu belirlenmistir.

Lokal olarak salgilanan baz biiyiime faktorlerinin doku tamirinde pozitif etkileri
oldugu bilinmektedir.®> Sasaki ve arkadaglari®, HA’in muhtemelen bu faktsrlerin
muhafaza edilmesinde rol aldigim ve fizikokimyasal &zelliklerinin yardimiyla, lokal
gevrede osteoindiiktif biiylime faktorlerini etkili bir sekilde muhafaza ettigini
savunmuslardir. Ayrica, osteojenik hiicre farklilagmasim stimiile ederek kemik yara
iyilesmesi boyunca yeni kemik formasyonunun geligimini hizlandirabildigini de iddia
etmislerdir.

Solchaga ve arkadaglar®® yaptiklar1 ¢alismada, HA jel ile kalsiyum fosfat esaslt
greft materyalinin tavgan mezensimal progenitér hiicrelere osteojenik veya kondrojenik
tagtyici olarak uygunluklarim kargilagtirmislardir. Implantasyondan 3 hafta sonra HA jel
orneklerinde genel olarak kartilaj doku gozlemlemelerine kargin, 6. haftanin sonunda
kemik dokusunun gok daha yaygin olarak yer aldigini, kismen de olsa yer yer kartilaj
hafta sonunda yalnizca gevsek bag dokusu olustugunu rapor etmislerdir. 3. hafta
sonunda, HA jel grubunda gozlemlenen kemik ve kartilaj doku skorlarinin greft

skorlarindan yaklagtk 2 kat daha fazla olduunu bildirmislerdir. Solchaga ve
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arkadaslar®® histopatolojik skorlar arasindaki bu farklihigin pordz yapiya sahip HA jelin
dokulara baglanabilen yiizey alaninin daha fazla olmasindan kaynaklandigini 6ne
stirmiiglerdir.

Calismamizda Solchaga ve arkadaglarindan®® farkli bir yontem uygulamamiza
karsin, her iki galismada da histopatolojik degerlendirme yapilmistir ve her iki ¢alima
da HA’in yara iyilesmesi iizerine etkisinin incelenmesi esasina dayanmaktadir. 20. ve
40. gin verilerimiz, Solchaga ve arkadaglarinin®® verileriyle uyumlu idi. HA
uyguladigimiz grubun 20. giin bulgularinda genel olarak fibroz iyilesme izlenirken,
nispeten daha az oranda fibrokartilaj doku iyilesmesinin de gergeklestigi gozlenmekte
idi. lyilesmenin bu safhasindaki verilerini kargilagtirdigimiz zaman, Solchaga ve
arkadaglarinin bize gére daha basarili sonuglar elde ettiklerini soyleyebiliriz. 40. giin
bulgularimizda ise, daha yaygin olarak yeni olugan kemik dokusu gézlemlenirken, yer
yer fibrokartilaj doku iyilesmesi de izlenmekteydi.

Taze otojen kemik grefti, greft materyalleri arasinda en ideal iyilesmeyi
saglamasina kargin, bu kemik greftlerinin sinirli miktarda elde edilebilmesi, postoperatif
morbiditede artiy ve grefti elde etmek igin yapilan miidahalenin bazen esas
miidahaleden daha biiyiik olmasi gibi bazi dezavantajlart nedeniyle allojen ve heterojen
kemik greftleri g:e-sitli sekillerde kullanilmuslardir.®3

Allojenik kemik greftleri {izerinde yapilan aragtirma sonuglar1 bu materyallerin
kullaniimasindaki en biiyiik sorunlardan birinin dongrden hastalik taginabilme riski
oldugunu gostermistir. Yapilan incelemeler sonunda dondurulup-kurutulma yéntemi ve
doku bankalama standartlarina uyulmast ile bu sorunun biiyik olgiide agildign
belirtilmistir. Doku bankalama standartlari ile hazirlanmig  dondurulup-kurutulmug

kemik allogreftlerinin otogreftlerden daha avantajli oldugu belirtilmektedir. Allojenik
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kemik grefti yeni olusmakta olan kemige yap: iskelesi olusturmakta ve kapiller ile
fibroblastlarin igine dogru biiylimesine izin vermektedir. Boylece fibroblastlarin
farklilasmasi ve kemik komponent hiicreleri tarafindan kemik yapimi olugabilmektedir.
Allojenik kemik greftleri kullammiyla (biiyiik kemik kaviteleri harig) stabilite
olugmakta, istenmeyen hareketleri olusturacak kuvvetler durdurulmaktadir. Ayrica
uygulandiklar1 kemik segmentleri arasinda yeni kemik formasyonu igin matriks rolii de
oynamaktadir.®*

Calismamizda  kullandigimiz Tutoplast kemik greftlerinin sterilizasyonu
sirasinda kemigin kollojen yapist oldugu gibi korunmaktadir. Béylece, naturcl yapist
korunmus olan kollojen osteoindiiktif bir iyilesme saglamaktadir.%®

Fonseca ve arkadaglar® dondurulmug-kurutulmus kemik cipslerinin kemik
iyilesmesine etkilerini degerlendirmek amaciyla yaptiklari ¢alismada, postoperatif 24
hafta boyunca gézlem altinda tuttuklars deney hayvanlarinda, mandibula yiizeyi ile greft
materyali arasinda meydana gelen osteoid ve yeni kemik dokuyu ilk olarak 4. hafta
orneklerinde  gozlemlemislerdir.  Altin: aym sonunda, her iki grupta da
revaskiilarizasyonun tamamlandigini ve alveolar kortikal kemigin yiiksekliginde énemli
oranda artis oldufunu rapor etmislerdir. Fonseca ve arkadaglar® allojenik kemigin
yavas bir sekilde rezorbe oldugunu, bu periyot boyunca yeni subperiostal ve endosteal
kemik formasyonunun olugmasina olanak saglamak igin bir iskelet yap: olarak gorev
yaptigini ileri stirmiislerdir.

Marx ve arkadaslari®, oral ve maksillofasiyal bolgeyi ilgilendiren 36 ayri
vakada fonksiyonel ve estetik ideal bir iyilesme saglayabilmek amaciyla, dondurulmus-

kurutulmus allojenik kemik grefti uygulamislardir. Hastalarini 18 ay boyunca gézlem
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altinda tutan bu bilim adamlari, karsilastiklar: diigiik komplikasyon degerlerine karstn,
genel olarak gok basarili sonuglar elde etmislerdir.

Mulliken ve arkadaglari®, maksillofasiyal kemik defekti olan 44 hastada
demineralize allojenik kemik grefti uygulamus ve diisiik enfeksiyon insidanstyla bagarili
klinik sonuglar elde etmiglerdir.

Petri®’, tavsan mandibulasinda deneysel olarak olusturdugu enfekte fraktiirlerde
antibiyotik ilave edilmis kemik allogrefti uygulamigtir. Postoperatif 3 hafta boyunca 2
ginde bir ve daha sonra postoperatif 60. giine kadar haftada 1 kez olmak iizere,
meydana gelen iyilesme skorlarim degerlendirmistir. Petri®, antibiyotik ilave edilmis
allogreft grubunda operasyondan sonra 4. ginde vaskiiler yapilarin olusmaya
bagladigini, 12. giinde ise kemik gelisiminin gozlendigini bildirmigtir. Bu gruptaki
defekt bolgesi 8 hafta iginde mitkemmel bir sekilde iyilesme gosterirken, yalniz kemik
allogrefti uygulanan grupta ve kontrol grubunda postoperatif 2. haftada herhangi bir
kemik olusumu gergeklesmedigini rapor etmisgtir.

Calismamizda hem HA olgularinda hem de HA ile greft materyalini kombine
olarak kullandigimiz olgularda herhangi bir primer veya sekonder enfeksiyon
gelismedigini  saptadik. Bununla birlikte, calismamizda greft materyallerinin
operasyondan 6nce 1 saat antibiyotikli soliisyonda bekletilmesi ve post-operatif olarak
sistemik  antibiyotik  profilaksisinin uygulanmasi, herhangi  bir enfeksiyon
gelismemesinde etkili olmus olabilir. Ayni zamanda, yapilan ¢aligmalarda biyouyumlu
olan HA’in bakteriyostatik’**’ ve antienflamatuar®® ozelliklerinin oldugu, greft
materyallerine karst gelisen immiin yamtt baskilayp sitotoksiteyi onledigi'

belirtilmektedir.
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Oakes ve arkadaslari®® ratlarin femurlarinda olusturduklar1 defektlerde HA’i tek
bagina ve demineralize bone matriks (DBM) ile kombine uygulayarak rejenerasyonu 16
hafta boyunca takip etmigler ve yaptiklart histolojik degerlendirmede, en yaygin
endokondral kemiklesmeyi HA ile kombine DBM kavitelerinde gozlemlemislerdir,
HA’in osteoindiiktif potansiyeli oldugunu 6ne siiren Oakes ve arkadaglari®®, bu
materyalin gerek tek basina ve gerekse kemik greft materyalleriyle birlikte klinik
uygulama alanina sahip olabilecegini de rapor etmislerdir.

Yaptigimiz galismada, Oakes ve arkadaglarindan® farkli olarak daha kisa
postoperatif takip siiresi uygulamamiza kargin, histopatolojik degerlendirmede 30. ve
40. giine ait HA+greft olgulariyla HA olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark elde etmemiz, bu galismanin sonuglariyla uyumludur.

Hunt ve arkadaglarr®’ deneysel olarak olusturduklar1 kemik kavitelerinde, HA ve
bone morfogenetik proteinin (BMP) kemik iyilesmesi iizerine etkilerini incelemigler ve
HA’in kemik iyilesmesini stimiile ettigini ancak tek basmna osteokondiiktif etkisinin
olmadigini belirtmislerdir. BMP ile HA’in kombine uygulandig1 kemik kavitelerindeki
iyilesme oranmnin her birinin tek bagina uygulandigi kavitelere gére daha yiiksek
oldugunu rapor eden bu bilim adamlari, HA’in 12 hafta i¢inde rezorbe olabildigini ve
uygun bir tagiyici materyal olarak da diistiniilebilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Biz de HA ile kombine kemik grefti uyguladigimiz grubun 30. giin verilerinde,
kavitelerin tabaninda ve kenarlarinda yeni kemik dokusunun belirgin bir sekilde
olustugunu gézlemlerken, HA’i tek bagina uyguladigimiz 30. giin deney kavitelerinde
ise yeni kemik dokusuna rastlamadik. Bununla birlikte, 40. giin bulgularimizda hem HA
deney grubunda hem de HA+greft deney grubunda iyilesmenin tamamlanmadigini

saptadik.
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Grigolo ve arkadaglan® caligmalarinda, tavsanlarda deneysel olarak
olusturduklan artikiilar kartilaj defektlerinde HA jeli tek basina ve kemik greftiyle
kombine olarak uygulamislardir. Bu aragtirmacilar implantasyondan sonraki 4., 12. ve
24. haftalarda kontrol grubunda defektlerin yalnizca bag dokusuyla dolmus oldugunu
buna karsilik, HA grubunda 4. haftada rejenerasyonun bagladifini ifade etmislerdir. HA
ile kombine greft grubuna ait iyilesme skorlarinin ise HA ve kontrol grubundan daha
yiiksek degerlerde oldugunu goézlemlemislerdir. 12. haftada rezorbe oldugu goriilen
HA’in kemik greftine iskelet yap1 olusturdugunu ifade eden Grigolo ve arkadaglari®®, bu
kombine materyalin osteoarthritin erken tedavisinde ve osteokondral fraktiirlerin
tedavisinde bagariyla kullanilabilecegini vurgulamiglardir.

Heterojenik kemik greftleri osteokondiiktif 6zellie sahip olmalar1 ve ihtiyaca
uygun ecbatlarda elde edilebilmeleri nedeniyle yillardan beri basariyla
kullamlmaktadirlar. Bununla birlikte, implant materyalinin kemik kavitelerine veya
defektlerine tamamen fikse olmamasi durumunda osteoklastik aktivitenin stimiile
oldugu ve bu durumda ev sahibi kemik dokusunda rezorpsiyonlara neden oldugu
belirtilmektedir.* Calismamizda uygulanan heterojen kemik greftinin iyi bir sekilde
adaptasyonunu artirabilmesi ve sz konusu bu problemi tolere edebilmesi igin hiicre-
hiicre ve hiicre-matriks iligkilerinde aktif rol alan’™ pordz yapiya sahip HA ile
heterojenik kemik grefti kombine edilerek uygulanmistir. Elde ettifimiz verilere gore,
HA-+greft kavitelerinde HA ve kontrol kavitelerine nazaran daha iyi bir rejenerasyon
meydana geldigi belirlenmigtir. Bu durum, kavitelere uygulanan materyallerin kemik
rejenerasyonunu stimiile etme etkileri yaninda, greft materyalinin HA vasitastyla kavite

icine iyi bir gekilde adapte olmasindan da kaynaklanmis olabilir.
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Aslan”, tez ¢alismasinda heterojen kemik greftinin iyilesme iizerine olan
etkisini aragtirmak amaciyla tavsanlarin tibiasinda defekt olusturmus ve 30 giin boyunca
deney hayvanlarim gozlemlemistir. Aslan”, 30. giin deney grubu olgularinin %80’inde
spongiozal kemik formasyonunun olusmaya basladifini belirtmigtir. Aktif yeni kemik
olugum oraninin %10, fibr6z iyilesme oraninin ise %30 oldugunu rapor etmistir.

Aslan’in ¢aligmasindan farkli olarak ¢aligmamizda greft materyalini HA ile
kombine bir sekilde uyguladik ve 30. giinde daha yiiksek oranda yani; % 30 oraminda
yeni kemiklesme sahalar1 oldugunu belirledik. Elde ettiimiz bu sonuglar Aslan’in
caligmastyla karsilastirildiginda, kemik cipsinin tek bagina kullanimi yerine HA ile
kombine kullaniminin bagari oranini daha da ytikseltebilecegini g6stermektedir.

Cho ve arkadaglar’> HA’i tek bagina ve kalsiyum siilfat ile kombine ederek,
kopek mandibulasinda yaptiklar: distraksiyondan sonra olusan kemik aralifina enjekte
etmislerdir. Implantasyonu takiben 3. ve 6. haftalarda yaptiklari incelemelerde, HA
uygulanan gruptaki kemik formasyonunun kontrol grubuna gore daha iyi sonuglar
verdigini, HA’in Kkalsiyum siilfat ile kombine edildigi deney grubundaki kemik
formasyonunun ise her iki gruptan da yiiksek degerlerde oldugunu belirtmiglerdir. Cho
ve arkadaglar1’’, HA’in eksik olan osteokondiiktif etkisi tamamlandiginda gok daha iyi
sonuglar verdigini 6ne stirmiislerdir.

Caligmamizda da HA+greft grubu ile HA grubunu, 30., 40. giinlerde
kargilastirdigimiz zaman HA-+greft grubunda her iki periyotta da daha yiiksek iyilesme
verileri kaydettik. Kombine materyalimizle elde ettiimiz bu basarili sonuglarin olasi
sebeplerinden biri, HA’in eksik olan osteokondiiktif 6zelligini heterojen kemik cipsiyle

zenginlestirmemiz olabilir. HA ve HA+greft uygulanan deney gruplarinda 40. giinde
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kemiksel kaynama meydana gelmesine kargin, tiim kontrol grubu olgularindaki
iyilesmenin bu gruplara gére daha yavas oldugunu gorduk.

Calismamizin 20. giin bulgularinda ise hem HA deney grubunun hem de
HA+greft deney grubunun kontrol gruplarina gére istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
istlinlitk sagladigim saptadik. Bu ise, HA’in iyilesmenin ilk safhalarinda ve
transformasyon sirasinda gerekli olan matriks elemanlarinin sentezlenmesinde &nemli
role sahip oldugunu diigtinen Kikuchi ve arkadaglarinin® sonuglarini desteklemektedir.

Randomsky ve arkadaglari!! fibroblast biiyiime faktorii —2 (FGF-2) ile kombine
HA jeli maymun tibiasinda olusturulan defekt boélgesine uygulamiglar ve iyilesme
tizerindeki etkisini aragtirmuglardir, 10. hafta sonunda elde edilen sonuglari radyolojik,
histolojik ve biyomekanik degerlendirmelere tabi tutmuglar ve lokal uygulanan
HA/FGF-2 jelin kallus gelisimini stimiile ederek iyilesmeyi gelistirdigini rapor
etmislerdir. Aym zamanda, bu karigimin kirik kemigin mekaniksel giictinii artirdigim da
6ne siirmiiglerdir. Randomsky ve arkadaglari'' FGF-2 ile birlikte kullanilan HA’in hiicre
proliferasyonu ve migrasyonu igin uygun fiziksel ortam sagladigin rapor etmiglerdir.

Cahiymamizda HA-+greft olearumzda daha iyi iyilesme degerleri elde
etmemizin olast nedenlerinden bir digeri de HA’in kombine olarak kullanildif
materyalin osteoindiiktif etki gosterebilmesi igin uygun ortam saglamasi olabilir. Elde
ettigimiz verilere dayanarak ortaya attigimuz bu fikrimizin Randomsky ve

arkadaslarinin!' galigmasiyla da uyumlu oldugunu gézlemledik.
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SONUCLAR

Calismamizda deneysel olarak olusturduumuz kemik defektlerine HA ve kemik
grefti uygulayarak, bu materyallerin defekt iyilesmesi lizerine olan muhtemel etkilerini
histopatolojik olarak inceledik.

Elde ettigimiz verilerde HA uygulanan grupta, kemik iyilesme kriterleri
bakimindan kontrol grubuna gére daha yiiksek skorlar elde ettik.

Kemik greft materyalini HA ile kombine ettigimiz grupta ise, kemik greftinin
muhtemel osteokondiiktif 6zelligi sayesinde hem HA uygulanan gruptan hem de kontrol
grubundan daha yliksek iyilegme verileri elde ettik.

Sonu¢ olarak; Oral ve Maksillofasiyal Cerrahi’de timér ve kist
operasyonlarinda, maksillofasiyal deformitelerin tedavisinde biyouyumlu olan HA’i tek
bagina veya kemik greft materyalleriyle beraber kullanmanin iyilesmede avantaj
saglayacagim ve alternatif bir tedavi segenegi olarak uygun olabilecegini

diiglinmekteyiz.
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