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OZET

_ Ondur, Ismail. Kemik iligi Kaynakli K6k Hiicrenin Kemik I¢i Defektlerin
lyilesmesine Etkisi: Deneysel Calisma. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti,
Ag1z Dis Cene Cerrahisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2017.

Dis hekimliginde biyomateryallerin kullanilmasindaki amag¢ uygulunan bdlgede
yeni kemik olusumunu saglamak ve desteklemektir. Yeni kemik yapimi sirasinda
biomateryal uygulanan bdlgeye osteoblast ve osteoklast gogii gergekleserek kemik
bliylimesi meydana gelir. Biyometaryelin rezorpsiyonu ve takibinde rezorpsiyon
sahasinda yeni kemik yapimi olusmaktadir. Kemik iligi kaynakli kdk hiicrenin
defektlere yerlestirilmesinde ise i¢inde bulunan multipotent hiicrelerin farklilasmasiyla
islem sahasinda osteoblast ve osteoklast hiicreleri olusur. Islem sahasinda hiicre gocii
beklenmeksizin daha hizli kemik yapimi gerceklesir. Rezopsiyonunda gergeklesmedigi
bu sahada yeni olusan kemik matriksinin i¢inde rezorbe olmamis biomateryal
partikiilleri bulunmaz. Bu sayede kemik iligi kaynakli kok hiicreden kaynagini alan
osteoblast ve osteoklast hiicrelerinin yonlendirdigi yeni kemik yapimi hastanin kendi
kemik matriksine uygun sekilde gergeklestirilmis olunur. Bu ¢alismanin amaci kemik
ici defektlerin iyilesmesinde kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin  etkinliginin
degerlendirilmesidir.

Toplam 6 deney hayvani kullanilmistir. Hayvanlarin alt ve iist ¢cenenin, sag ve
sol dissiz alanlarininin herbirine ikiser adet olmak iizere alt ¢ceneye 4 {ist ¢ceneye 4
toplam 8 tane 3.6 mm derinliginde defekt olusturulmustur. Alt ve iist ¢ene kemik
kalitesi degisebileceginden alt ve iist ¢ceneye uygulanan greft materyalleri ayr1 ayri
degerlendirilmistir. Alt ve {ist cenede olusturulan defektlerin bir tanesi kontrol gurubu
olarak bos birakilmistir. Bir digerine hayvanlardan kemik iliginden elde edilen kdok
hiicre konsantrasyonu uygulanmistir (HarvestBMAC, Harvesttech, USA). Ugiincii
defekte sigir kaynakli greft materyali (Bio-oss, Geistlich, Isvigre) ve kemik iligi
kaynakli kok hiicre karigimi uygulanmistir. Dordiincii defekte ise standart grup olarak
sigir kaynakli greft materyali uygulanmistir. Deney hayvanlar1 operasyondan sonraki
15, 30 ve 45 inci gilinlerin sonunda Otenazi edilmistir. Alinan 6rnekler histopatolojik
olarak incelenmistir.

Histopatolojik incelemenin ardindan iist ¢ene ile alt ¢ene iyilesmesi arasinda
anlamli farkliliklarin gergeklesmedigi, defect bolgelerine uygulanan preperatlarin
arasindaki farkliliklara bakildiginda ise uygulanan sigir kaynakli greft materyali, kok
hiicre konsantrasyonun ve kombine kullanimlarinin iyilesmeyi olumlu etkiledigi fakat
uygulanan bu {i¢ preparatin ise birbirlerine anlamli {stiinlikk saglamadiklari
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler : Kok Hiicre, Yénlendirilmis Kemik Rejenerasyonu, Kemik ligi,
Yeni Kemik Yapimi, Osteointegrasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 26102



XVvi

ABSTRACT

Ondur, Ismail. Effect of Bone Marrow Aspiration Concentrate Stem Cell
Therapy in Osseous Defect Healing: Experimental Research. Istanbul University,
Institute of Health Science, Oral and Maxillofacial Surgey. Ph. D Thesis. Istanbul.
2017.

In dental practice the aim of using biomaterials is to ensure the region and
promote new bone formation. During new bone formation osteoblast and osteoclast
cells migration occurs to the site biomaterial applied for bone regeneration. First
biomaterial resorption occurs and then on the resorption site the new bone formation
takes place. When bone marrow derived stem cells placed to the bone defects
multipotent cells differentiate to the osteoblast and osteoclast cells therefore there is no
need for cell migration and there is faster bone regeneration. Because resorption of
biomaterials does not take place, there will not be any unneeded not resorb biomaterial
particles on the new bone formation site. Thus, new bone formed by the osteoblast and
osteoclast cells derived from bone marrow multipotent stem cells, is much proper and
similar to the original bone of the patient. The aim of this study is to evaluate the
efficiency of the bone marrow-derived multipotent stem cells on the new bone
regeneration.

Six sheep used for this experiment. There are two, 3.6 mm depth, defects on the
each edentulous sides of the mandibular and maxillary jaw of the sheep. Because of the
differentiation on the bone quality of maxilla and mandible the defects of maxilla and
mandible evaluated separately. One of the defects on the upper and lower jaw of the
animals left empty as the control group of the experiment. The other defect filled with
multipotent stem cell derived from bone marrow (HarvestBMAC, Harvesttech, USA).
Third defect filled with mixture of bovine graft material (Bio-oss, Geistlich,
Switzerland) and bone marrow-derived multipotent stem cell. And the final defect filled
with just bovine graft material as a standard group of the experiment. The animals
euthanize on the 15, 30 and 45 days and the samples analyze histopathologically.

Acording to Histopathological findings there is no significant difference
between the healings at the defects located on the maxillary and the mandibular jaw.
However the findings show that bovine bone graft, bone marrow aspiration concentrate
and the mixture of these two improve the bone healing significantly which none of the
three show a superiority to each other.

Key Words: Stem Cell, Guided Bone Regeneration, Bone Marrow, New Bone
Formation, Osteointegration
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1. GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde Ozellikle dental implant uygulamalarinin sayisinin ve talebinin
giderek artmasi sonucu dental implant uygulanabilecek kemik yetersizliklerinin
istesinden gelinebilme ihtiyact artmistir. Bu ihtiyact karsilayabilmek ig¢in
yonlendirilmis doku rejenerasyonu yontemi ile cesitli greft ve membran materyalleri
kullanilarak ihtiya¢ duyulan kemik olusumu elde edilmeye calisiimaktadir. Ozellikle iist
cenede siniis lifting, distraksiyon osteogenezisi, split osteotomileri gibi ¢esitli major
cerrahi iglemlerle de yetersiz kemik varligiin 6niine gecilmeye ¢alisilmaktadir. Fakat
bu gibi major cerrahi girisimler ne kadar da 6n goriilebilir olsa da hastanin islem
bolgesinde ikinci bir cerrahi saha gereksinimi olusturmaktadir. Ayni seansta implantin
yerlestirilememesi halinde ise hasta igin ekstradan bir iyilesme zamani gereksinimi

olmasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Bu zaman kaybinin ve major cerrahi girisimi gerektiren islemlerin iistesinden
gelebilmek icin uzun zamandir ¢esitli arastirmacilar yetersiz kemik bulunan bolgelerde
yeni kemik olusumunu provoke edebilecek nitelikte olan ve daha invazif girisimler ile
uygulanabilecek greftler ve biyomateryaller {lizerinde c¢alismaktadirlar. Sorunsuz ve
hizl1 iyilesme saglanabilmesi i¢in iyilesmeyi olumlu etkileyebilecek materyaller yalin ve

kombine olarak cerrahi iglemlerde kullanim alani bulmaktadir.

Ogmentasyon islemlerinde otojen, allojen ve alloplastik kemik greftleri
kullanilmaktadir. Bu materyallerin kendilerine 6zgii avantantaj ve dezavantajlari vardir.
Otojen greftler yliksek biyouyumluluga sahiptir. Uygulama ve iyilesme sirasinda greft
materyalinin hiicresel yapisinin ve molekiiler bilesenlerinin bir kismi varligim
korumaktadir. Immiinolojik reaksiyona yol agmazlarken allojen greftler ve heterojen
greftler antijenite olusturabilir. Otojen greftlerin iki farkli bolgede operasyon sahasi
olusturmalar1 operasyon siiresini uzatmakta ve morbiditeyi arttirmaktadir. Ksenogreftler
hayvansal kaynakli donodrlerden elde edilen ve gesitli islemlerle deproteinize edilerek
organik kismi uzaklastirilmis greft materyalleridir. Ksenogreftlerin kullanildigi deneysel
hayvan ¢aligmalarinda materyalin ideal bir yap1 iskeletine sahip oldugu bildirilmektedir.
Ksenogreftlerin iyilesme mekanizmalar1 incelendiginde alict sahadaki kemikteki

osteojenik hiicrelerin rehberliginde kemik biiylimesi basladig1 gézlenmektedir. Yiiksek



biyouyumluluga sahip oldugu ve tiim bu avantajlarindan dolay1 siklikla tercih

edilmektedir.

Onarimin saglanmasinda, defektin durumu disinda hastanin ekonomik sartlar1 da
onemli etkendir. Greft materyallerinin maliyetlerinin yiliksek olmasi nedeniyle
arastirmacilar farkli calismalara yonelmislerdir. Ogmentasyon islemlerinde hastalar
acisindan bir diger dezavantajida cerrahi sonrasi 3 ila 8 ay siiresinde defektin hacmine

ve hastaya bagl faktorlere gore degisen bekleme siirecidir.

Bu amagla arastirmacilar cerrahi sonrasi iyilesme siiresini kisaltabilecek, olusan
kemik kalitesini arttiracak, maliyeti diger greft materyallerine gore daha diisiik olan

yeni biyomateryaller arayisina girmislerdir.

1800 li yillarin  basinda alman bilim adami Carl Rudolph Wirchow tiim
hiicreler bagka hiicrelerden gelisir 6ngoriisiinde bulunmustur. Gliniimiizde ise canlilarda
kendilerini yenileme ve farklilagma kabiliyeti bulunan hiicreler bulundugu kesinlesmis
ve bu hiicreler kok hiicreler olarak nitelendirilmistir. Bu kok hiicrelerin 6zel bir ¢esidi
olan mezenkimal kok hiicreler cesitli hiicre tiplerine farklilasabilen multipotent stromal
hiicrelerdir. Bu 6zelliginden dolay1 bu hiicreler rejeneratif tip icin umut verici bir hiicre
kaynagidir. Mezenkimal kok hiicreler veya kemik iligi stromal kok hiicreleri olarak
adlandirilan bu Onciil multipotent hiicreler kikirdak, kemik, kas, tendon, bag ve yag
hiicrelerine farklilasabilmektedir. Hiicrelerin kolay izolasyonu ve kiiltiiriiniin kolay

olmasi bu hiicreleri tedavi edici bir arag¢ haline getirmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin kemik hiicrelerine farklilagabilmeleri géz oniinde
tutuludugunda yeni kemik olusumu gerekli sahalarda yeni kemik yapimini provoke
etmesi olasidir. Hastanin kendinden elde edilmesi nedeni ile olast bir yabanci cisim
reaksiyonuna neden olmamaktadir. Allojen ve alloplastik kemik greftleri ile kombine
kullanimlarinda ise osteokondiiktif ozellikleri bulunan bu biyomateryallere
osteoindiiktif 6zellikler kazandirmasida miimkiindiir. Yani yeni kemik yapimi gereken
bolgede kemiklesmenin gerceklesmesi i¢in gereken kemik hiicrelerinin etraftaki saglikl
dokulardan go¢ etmesi beklenmeden direk uygulanan kemik greftinde kemiklesme
baslanmas1 gerceklesebilmektedir. Mezenkimal kok hiicre konsantrasyonu bu
iyilesmesinin  ger¢eklesmesinde birincil faktordiir. Elde edilen kemik iligi
preperatlarinin  kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmas1 ile gerekli konsantrasyon elde

edilebilecegi gibi direk operasyon sirasinda daha fazla miktarda alinan kemik iliginin



0zel cihazlarda santriifiij isleminden gegirilerekte gerekli konsantrasyon elde

edilebilmektedir.

Mezenkimal kok hiicre uygulamasi teorikte ¢ok sey vaat etmesine karsin yeterli
kontrollii ¢aligma olmamasi nedeni ile hala sonuglar konusunda siiphe uyandirmaktadir.

Literatiirde konuyla ilgili deneysel ¢aligmalarin eksikligi dikkati cekmektedir.

Bu calismanin amaci, kemik defektlerinin tedavisinde klinikte siklikla
uygulanan sigir kaynakli kemik greft materyali ile kiiltiir edilmesine gerek kalmadan
operasyon esnasinda Ozel cihazlar ile hazirlanabilen mezenkimal kok hiicre
konsantrasyonun kombinasyonun defektlerin iyilesmesine olan etkisinin deneysel olarak

hazirlanan modellerde histolojik ve histomorfometrik olarak degerlendirilmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

Dental enfeksiyonlar, travmaya bagh kemik kayiplari, kistik olusumlar, dental
implant komplikasyonu sonucu olusabilecek marjinal kemik rezorpsiyonlari, cesitli
rezeksiyon nedenleri gibi etkenlerden dolayi olusabilecek farkli boyutlardaki kemik
kayiplariin yerine konulabilmesi ve rezorbe kretlerin vertikal veya horizontal yonde
genisletilebilmesi i¢in bugline kadar altin ve giimiis gibi metaller, ksenogreft, otogenic
greft, allogreft ve alloplastik greft materyalleri uygulanmistir.'® Dokularin yerine
koyulmasinin amaci; kaybedilen viicut parcalarin1 hem form, hem fonksiyon, hem de
estetik bakimimdan eski hallerine miimkiin oldugunca en yakin olacak bi¢cimde yeniden

yaratmak ya da bi¢imlendirmektir.”

Gilinimiizde de biiyiik kemik defektlerinin kapatilmasi ortopedik, rekonstriiktif ve
cene yiiz cerrahisinin en biiyiikk sorunlarindandir. Cene yiiz bolgesinde olusan kemik
yetersizliklerinin rekonstriiksiyonlarinda, otojen kemik greftlerinin, alloplastik ve
allojenik materyallerin kullanilmasi, distraksiyon osteogenezisi ve yonlendirilmis doku
rejenerasyonu gibi bir¢ok tedavi alternatifi mevcuttur. Bolgedeki kemiklerin yiikseklik
ve genisliklerinin arttirnlmas1 amaciyla son zamanlarda c¢esitli aragtirmalar
yapilmaktadir. Cagimizin popiiler konularindan biri de kok hiicredir. Kemik
ogmentasyonunda yeni kemik olusturabilmek i¢in kemik hiicrelerine farklilagabilen kok
hiicrelerin kullanilmasi ile basarili sonuglar alinabilmektedir. Kemik ogmentasyonu
yontemlerinin daha 1iyi anlagilabilmesi icin kemigin anatomik ve fizyolojik

Ozelliklerinin bilinmesi 6nemlidir.

2.1. KEMiK DOKUSU VE BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Kemik dokusu; sert ve stabil bir ¢erceve igerisine entegre olmus, metabolik olarak
aktif hiicrelerden olusan, tiim dayaniklilig1 ve sertligine ragmen bireyin hayat1 boyunca
yikilip yeniden bigimlendirilen (remodeling), dinamik, canli bir dokudur. Baslica gérevi

olan viicuda destek ve koruma saglamanin yaninda, kalsiyum metabolizmasinda da



etkin olarak rol oynamaktadir. Ayrica kas ve tendonlarin yapigsma yeri olan kemikler,
iskelet kaslarina sagladiklar1 destek sayesinde viicut hareketlerine de yardimci olurlar.
56,41

Kemik; organik ve inorganik elemanlardan olusur. Agirliginin yaklasik % 20°si
sudur. Kuru kemik agirligmin %60-70’1 inorganik kalsiyum fosfat, %30-35’1 ise
organik fibroz protein ve kollajenden olusur.

Osteoid; osteoblastlar tarafindan salgilanan mineralize olmamis organik
matrikstir. %901 tip I kollajen; %10’u ise nonkonselldz proteinler, glikoproteinler,
proteoglikanlar, peptitler, karbohidratlar ve lipidlerden olusur. Osteoid mineralizasyonu
(inorganik mineral tuzlar tarafindan olusturulur) kemigin giiciinii ve sertligini saglar.

Inorganik yapisi son derece karmasik bir kollajen protein lif agindan ve bu aga
cokelmis durumda bulunan kalsiyum fosfat (%85), kalsiyum karbonat (%10), kalsiyum
florid ve magnezyum florid (%5) gibi mineral tuzlardan olusur. Kemikteki mineraller
genellikle  Hidroksiapatit (Cajo(PO4)¢(OH),) formundadir. Mineral kristaller
hidroksiapatiti meydana getirir. Hidroksi Apatit kristallerinin kollajen liflerle olan
birlesmeleri kemige 6zgiin sertlik ve dayanikliligmi kazandurr.'*7®

Kemik matriksi icerisinde gomiilii bulunan bazi proteinler bulunmaktadir. Bu
proteinler kemik iyilesmesi iizerine etki etmektedirler. Bu proteinler, mezankimal
kaynakli hiicrelerin (6rn. Monosit, fibroblast) kemik hiicreleri i¢ine migrasyonuna,
prolifere olmalarina ve diferansiasyonlarima katkida bulunurlar. BMP (bone
morphogenetic protein)’ler, “insiilin-like growth factor”, “transforming growth factor”,
“platelet derived-growth factor” ve “fibroblast growth factor” kemik iyilesmesini
hizlandirir.  Bu proteinlerden en iyi taninan BMP’dir. Kemik matriks kaynakli
glikoprotein  ailesinden  biridir. Mezenkimal hiicrelerden kemik hiicrelere
diferansiasyonu indiikler. Viicutta az miktarda bulunmaktadir.

Kemik matriks, 3-7 mikron kalinliginda kemik lameli denilen tabakalar
halindedir. Bu lamellerde, lakiina adi1 verilen, tek sira halinde dizili kii¢iik bosluklar
bulunur. Asil kemik hiicreleri olan osteositler, bu lakiinalarin i¢ine yerlesmistir. Kemik
dokudaki bu lakiinalardan her yere uzanan silindirik kiigiik kanalciklar (kanalikiiller)
cikar. Bu kanalciklar birbirleriyle birleserek, 4 matriks i¢cinde agsi yapidaki bosluk
sistemini olusturur. Kanalikiiler sistem; ara maddesi kalsifiye olan ve doku matriksi

difiizyon 6zelligi gostermeyen kemik dokusunun beslenmesinde rol oynar.*



Kemik igerisinde ayrica; kemik metabolizmasindan sorumlu canli hiicreler ile bu
hiicrelere yasamsal destegi saglayan son derece zengin vaskiiler ve ndral aglar
bulunmaktadir. Kan akimmin 200-400 6 ml/dk’ya kadar ulasabildigi bu yapilar
sayesinde, her zaman yeterli miktarda protein ve mineral kemik dokusuna ulasabilmekte
ve kemigin yapisal biitiinliigii korunabilmektedir.''>*"7®

Makroskobik olarak kemige bakildiginda, substansiya kompakta (kompakt kemik)
ve substansiya spongiyoza (spongiydz kemik) olarak isimlendirilen iki farkli kisim ayirt

edilir. Bu her iki kisimda da, yukarida bahsedilen kanalikiiler sistem farklilik gosterir.

2.2. KEMIK TIiPLERIi

2.2.1. Primer Kemik

Nonlameller, Woven, Reticulated, Orgii kemik olarakta adlandiriliabilinen kemik
tipidir. Embriyolojik gelisimde, fraktiir iyilesmesinin kalliis formasyonu sathasinda,
veya hiperparatiroidizm ve Paget hastaligi gibi baz1 patolojik durumlarda izlenebilir.
Primer kemik dokusu intrauterin hayatta sekilllenir. Gelisi gilizel yerlesmis kollajen
demetleri ve osteoblastlarin kapladig1 diizensiz sekilli vaskiiler bosluklardan olusur.
Mineral komponenti sekonder kemikten azdir. Temel madde yeterince kalsifiye
olmamistir. Doku hiicrelerinden olduk¢a zengindir. Kemik iyilesmesi siirecinde, Faz-1
kemik olarak da adlandirilan 6rgii kemik, normalde yeniden sekillenir ve yerini Faz-11
kemik olarak da bilinen olgunlagmis sekonder kemik tipi olan, kompakt ya da

siingerimsi kemige birakir.”®*"'

2.2.2. Sekonder Kemik

2.2.2.1. Siingerimsi Kemik

Olgunlasmis kemik tiplerinden olan siingerimsi kansell6z veya spongiyoz kemik
olarakta bilinen kemik tipi kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlar
ve yass1 kemiklerin i¢ ylizlerinde bulunur. Kemik trabekiilleri ile i¢lerinde hematopoetik
elemanlarin bulundugu petek bicimli bosluklarin meydana getirdigi bir agdan ibarettir.
Trabekiillerin aralarinda kemik iligi ile dolu, diizensiz sekilli bosluklar vardir. Bunlar
kemik iliginde bol olarak bulunan kan damarlarindan, sitoplazma uzantilar1 araciligiyla

besin maddelerini alirlar. Kemigin yapisal destegini saglamak iizere kemik trabekdilleri



genellikle dis kuvvetlere dik gelecek sekilde yerlesim gosterirler. Siingerimsi kemik,

endosteal yiizeylerde siirekli bir yeniden bigimlendirme islemine maruz kalir.”**'

2.2.2.2. Kortikal Kemik

Kompakt veya lameller kemik olarakta isimlendirilir Kompakt kemiklerde
lameller, 6zel (havers sistem lamelleri), ara (interstisyel sistem lamelleri), i¢ ve dis
sirkumferansiyel lameller olmak tizere {i¢ farkli dizilim gosterir. Embriyolojik kemigin
periosteal ve endosteal yiizeylerini saran vaskiiler kanallar vasitasiyla 6rgii kemikten

farklilagarak gelisir.

Ozel lameller, ortasinda havers kanallarmi bulunduran diizensiz silindir bigimli
birimlerdir ve bu lamellerle havers kanalindan olusan biitiinliige “osteon” adi verilir.
Kompakt kemikte, dokunun ¢ogunlugunu bu osteonlar olustururken, osteonlar arasinda
kalan alanlarda da degisik yonlerde seyreden ara lameller bulunur. Volkmann kanallar1
ad1 verilen yatay yerlesimli kanallar ise komsu osteonlar1 birbirine baglar. Kompakt

kemiklerin i¢ ve dis yiizleri ise, sirkumferansiyel lameller ile ¢evrelenmistir.

Dis sirkumferansiyel lameller, i¢ sirkumferansiyel lamellerden daha kalindir.
Diiz kemiklerin i¢ ve dis ylizeyleri ile uzun kemiklerin dis yiizeylerini olustururlar.

Kortikal kemigin mekanik giicii osteonlarin siki yerlesimine baglhdir.

Kemigin dis ve i¢ yiizleri bir zarla Ortiilmiistiir. Bunlardan dis yiizde bulunan
periosteum (periost), i¢ yilizde bulunan ise endosteum (endost) olarak isimlendirilir.
Periosttaki damarlar, birbirlerine de baglanan wolkman kanallar1 ile havers kanallarina
ulagtiginda, havers kanallarin1 periosta baglarlar. Damarlarin dagilimi sirasinda,
damarlarin ¢ap1 giderek kiigiildiigiinden, havers kanallar1 i¢inde kapiller tipte kan

11,41,56,111
damari bulunur.” " 7™

2.3. KEMIK ZARLARI

2.3.1. Periost (Periosteum)

Periost biitiin kemiklerin, uzun kemiklerin eklem bolgeleri hari¢ dis kisminda
bulunan membrandir. Periost yogun diizensiz bag dokusundan olusmaktadir. Periost dig

fibroz katman ve i¢ osteojenik (kambiyum) katman olmak iizere iki katmandan olusur.



Fibroz katman fibroblastlardan olusurken kambiyum tabakasi osteoblast olusumunu
saglayan progenitor hiicrelerden olusur. Bu osteoblastlar uzun kemiklerin kalinliginin
artirtlmasindan ve diger kemiklerin biitiin gelisiminden sorumludur. Bir kemik kirik
olustuktan sonra progenitér hiicreler kemik iyilesme siireci icin gerekli olan

osteoblastlara ve kondroblastlara doniisiirler.

Kemik dokusunun aksine, periost nosiseptif sinir sonlanmalarina sahiptir ve
manipiilasyona karst periostu ¢ok hasas yapmaktadirlar. Ayrica periost icinde
bulundurdugu kan akimi ile beslenmeyi saglamaktadir. Periost kemige, sharpey lifleri
ad1 verilen giiclii kollajen lifler ile baglanmistir. Bu baglar kas ve tendonlar i¢in baglanti

saglamaktadir.**

2.3.2. Endosteum (Endost)

Endosteum ince bir katman bag dokusunda olusan, uzun kemiklerin medular
kavitesini olusturan kemik dokusunun yiizeyinde bulunmaktadir. Bu endostal ylizey
uzun siireli malnutrasyon sonucunda rezorbsiyona ugramakta ve daha az kortikal

kalinlikla sonu¢lanmaktadir.

Kemik biiylimesi sirasinda, yukarida bahsedildigi gibi gerekli olan osteoblast
hiicreleri periost tarafindan tiretilirken, kemigi gereksiz kalin ve kontrolsiiz biiylimesini

engellemek icin osteoklast hiicreleri ise kemigi endost tarafindan rezorbe eder.**

2.4. KEMIK HUCRELERI

2.4.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Kemigin rezorbe olmayan biitlin alanlarinda bulunurlar. Osteoprogenitor
hiicreler kemik iligi, periostun derin katmanlarinda, internal meduller bdlgelerdeki
endosteum yiizeylerinde, Haver ve Volkmann kanallariin ortiisiinde ve gelismekte olan

kemiklerin metafizindeki kikirdaklarin matriksin trabekiillerinde saptanabilmektedir.

Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara farklilasabilme 6zelligine sahip
hiicrelerdir. Bu farklilasma  biiylime faktorleri Ozellikle de Bone Morfogenic
Protein(BMP, kemik morfojenik protein) yonlendirilmektedir. Buna ek olarak

Fibroblast Biiylime Faktorii (FGF), Platelet-derived Biiyiime Faktorii (PDGF) ve



Transforming Biiylime Faktorii de (TGF-) osteoprogenitdr hiicre boliinmesini olumlu

yonde etkileyebilmekte ve dolayli olarak osteogenezisi artirmaktadir. %

Kemigin normal biiylimesi sirasinda aktif olan bu hiicreler eriskinlerde inaktif
durumdadir. Ancak kemik yaralanmasi gibi durumlarda aktive edilerek mitozla
cogalirlar ve ¢ogalan bu hiicrelerin bir boliimii kemigi olusturan osteoblastlara doniisiir.
Kemik yapimi (Osteogenez) durdugunda da osteoblastlar osteoprogenitor hiicrelere

doniisebilirler.”™*

Osteoprogenitor hiicreler bir kez osteoblasta doniismeye basladiginda, Osterix,
Coll, BSP, M-CSF, ALP, osteokalsin, osteopontin ve osteonektin gibi genetik

markerlar iiretmektedir.””!'°

2.4.2. Osteoblastlar

Kemik yapimindan sorumlu olan tek ¢ekirdekli hiicrelerdir. Oziinde
osteoblastlar, fibroblastik iiretimin yanin da kemik sialoproteini ve osteokalsin iireten
Ozellesmis fibroblastlardir. Bu hiicreler osteoprogenitdr hiicrelerden kaynagini
almaktadir. Baz1 osteoblastlar da periostal ya da endostal yiizeylerde lining cells (astar

hiicreleri) olarak kalirlar. Osteoblastlar boliinmezler.'*

Osteoblastlar kemige gii¢ ve dayanikliligin1 saglayan osteoit matriks liretmekte
ve bu matriks genel olarak tip I kolojenden olugmaktadir.Yani osteoblastlar kemik
matriksinin organik kismini salgilarlar. Osteoblastlar ayrica iiretikleri bu matriksin
mineralizasyonundan da sorumludur. Osteoblastlar, salgiladiklar1 bu osteoit doku icinde
gomiilii kalirlar. Yeni aktif kemik olusumu durdugunda osteoblastlarin aktiviteleri dnce
yavaglar, sonra durur. Fosfataz tepkimesi hizli bicimde diisen hiicreler sonunda osteosit
haline gegerler. Sentez durumunda olup olmamalarina gére morfolojik goriiniimleri

degisir. Prizmatik, kiibik ya da basik sekilli olabilirler.'*~>>*

Osteoblastlarin sitoplazmalar1 alkali fosfatazdan zengindir. Bu da temel
maddede kalsiyum depolanmasini (kalsiyumfosfat halinde) osteoblastlarin ayarladigini
gosterir. Osteoblast sayisi yas, osteoproz ve kemik yapim ve rezorbsiyon dengesine

bagh olarak azalabilmektedir."'
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2.4.3. Osteosit

Kalsiyum tuzlarinin birikmesiyle sertlesen kemik matriksi icerisinde hapis
olmus osteoblastlara osteosit denir. Osteositler ¢ogunlukla olgun kemigin iginde
bulunan yildiz seklinde hiicrelerdir. Bu hiicreler organizma yasadigi miiddetce
yasamlarint siirdiirebilirler. Osteositler bdliinmezler ve osteoprogenitdr hiicrelerden
kaynagini alirlar. Bazilar akif osteoblastlara doniisebilirler. Lakiin ad1 verilen bosluklar
icinde bulunurlar ve diger osteositler ve kan damarlar ile kanalikuli adi verilen uzun
sitoplazmik uzantilar aracilig1 ile baglanti halindedirler. Bu durum, kemigin kalsifiye
olmus matriksi igerisinde gomiilii kalmis olan bu hiicrelerin kan yoluyla gelen
hormonlarla nasil uyarilabildigini ve bunlara hiicrelerin nasil yanit verdigini

aciklamaktadir.

Osteositler hiicresel aktiviteleri azalmig ve boliinemeyen hiicreler olmasina
ragmen mekanosensdr mekanizmas1 ile kemik matriksi dongiisiinde aktif rol
oynamaktadir. Osteositik osteolizis ad1 verilen hizli ve gecici (osteoklastlara gore) bir
mekanizma ile kemik yikimini gerceklestirmektedirler. Bu hiicreler, hiicre disi
kalsiyum ve fosfor seviyelerinin kontroliine katkida bulunduklar1 gibi; hiicreler arasi
etkilesim sayesinde lokal uyarilara yanit olarak gelisen adaptif yeniden sekillendirme

(remodeling) olayinda da rol oynarlar,''>%1%%

2.5. KEMIK YAPIMI

Kemik embriyonik gelisimde iki degisik yol izliyerek yapilir.

2.5.1. Intramembranéz Kemik Yapim

Mezenkimal doku yogunlagmasi ve perikondriyumdaki mezenkim hiicrelerinin
faaliyeti ile olusan kemik yapimidir. Bu yapim mekanizmasinda mezenkim hiicreleri
osteoprogenitdr hiicrelere, onlarda osteoblastlara ve osteositlere doniiserek kemik
matriksini  olustururlar.  Enkondral = kemiklesmenin aksine, intramembrandz
kemiklesmede kikirdak olusumu bulunmamaktadir. Intramembrandz kemiklesme kisa
kemiklerin biiylimesini ve uzun kemiklerin kalinlagsmasini saglamakta ve kemik

kiriklarinin dogal iyilesmesinde rol oynamaktadir. Cogu yassi kemik bu yolla iyilesir.



11

Processus coronoideus ve semfiz haricindeki mandibula bdlgelerinde, kafatasi
kemiklerinde, sternum, pelvis, yliz kemiklerinde, kisa ve uzun kemiklerin kompakt

kisimlarinda bu tip kemik yapimi goriliir.

Periost ve kemik arasinda olusturduklar1 trabekiiler kemik yapilar1 primer
kemiklesme merkezi olarak adlandirilir. Bu merkezlerde mezenkimal hiicreler
osteoblastlara  farklilasarak kemik matriksini olustururlar. Paralel olmayan
kollajenlerden olusan trabekiiller de, osteoblastlar matriks igine hapis olurlar ve
osteosit’e dontigiirler. Trabekiiller kemik yapimi ilerledikce i¢ baglanti gliglenir ve
woven kemik olusur. Olusan bir ¢ok kemiklesme merkezi birleserek cesitli kemik

yapilarmi olustururlar.®'*5*

2.5.2. Endokondral Kemik Yapimi

Memelilerin iskelet sistemin gelisimi esnasinda sorumlu olan iki kemiklesme
prosediiriinden digeridir. Endokondral kemiklesmenin ger¢eklesmesi igin kikirdak
yapinin varligr sarttir. Endokondral kemiklesme uzun kemiklerin uzamasi icin gerekli

olan kemik yapimindan ve kemik kiriklarinin dogal iyilesmesinden sorumludur.

Kikirdak model kondrositlerin devamli hiicre boliiniimii ve ekstraseliiler matriks
salinimina eslik ederek uzunlamasina biiylir. Bu biiylime intersitisyel (dokular arasinda)
bliyime denir. Kikirdak yapiminin kalinlagmasi ise periferal kikirdak yiizeylerindeki,
kaynagini perikondriyumdan alan kondroblastlarin ekstraseliiler matriks salgilamasi ile
olusur. Bu kikirdak yap1 daha sonrasinda kemik cat1 i¢in bir model meydana getirir ve

rezorbisyonunu takiben yeni kemik olusumu gercgeklesir.

Kemiklesme ilk olarak diyafizin ortasinda primer kemiklesme merkezinde
baglar. Perikondriyum periosta donlismeye baglar ve periost degisimini gegirmemis ve
ileride osteoblastlara doniisecek olan osteoprogenitér hiicreleri  bulundurur.
Osteoblastlar kikirdak model {izerine osteoid salgilarlar ve bu yeni kemik yapimi i¢in
destek saglar. Primer kemiklesme merkezindeki kondrositler biiylimeye baglar ve
hipertrofiye ugrar. Bu hiicreler kolojen ve diger proteoglikanlarin salgilamay1
durdururlar. Mineral depolanmasi igin gerekli olan alkalen fosfataz enzimini sal@ilarlar.
Matriksin kalsifikasyonu gerceklesir. Osteoprogenitdr hiicreler periostal araliktan

girerler kalsifiye olmus matriksi bir cat1 olarak kullanarak osteoid doku salinimini
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olusturur. Osteoklastlar siingerimsi kemigi yok ederek medular boslugu yani kemik iligi

icin gerekli olan alani olusturur.

Uzun kemiklerin u¢ kisimlarinda (epifizde) ise ikincil (sekonder) bir
kemiklesme merkezi olusmaktadir. Bu bolgedeki kemik olusumu ile primer kemiklesme
merkezindeki kemik yapim mekanizmasi benzerlik gostermektedir. Primer ve sekonder
kemik yapim merkezleri arasinda kalan kikirdak epifiziyal plak olarak adlandirilir ve
kemik ile yer degisecek olan yeni kikirdak yapimina devam eder. Bu degisimin
sonucunda kemigin boy olarak uzamasi ger¢eklesmis olur. Yeterli miktarda epifiz
olusumu sonrasi eklem yiizeyi disindaki bolgeler kemiklesir. Eklem yiizeyleri kikirdak

6zelligini yasam boyu korur.*"”

2.6. KEMIK ONARIMI

Kemik onarimi 3 evrede gergeklesen bir siirectir.

Birinci evrede hematom olusumu ve inflamatuar yanit gergeklesir. Olusan kirik
yada defekt bolgesinde damarsal yaralanma ile hematom olusur. Makrofajlarin ve
trombositlerin bdlgeye gdcii gerceklesir. Sitokin salinimi baslar (PDGF, TGF-B, IL1-
IL6, PGE2). Bu faktdrler kemik iligi, periost ve kikirdak hematomunda bulunan
hiicreleri uyararak iyilesmenin baslamasini saglar. Mezenkimal hiicre proliferasyonu
olusur. Mezenkimal hiicreler ve fibroblastlar hematomun yerini alir. Hematomun
olgunlagmasi ile yeni kan damar1 ag1 kallusun i¢ine biiyiir. Osteoprogenitdr hiicreler ve

bliylime faktorleri de bu damar ile ortama ulasir.

Ikinci evrede kallus olusumu gercekleserek tamir donemine gegilir. Hetmatomda
kollojen matriks olusur. Mezenkimal hiicreler kondrositlere doniisiir, primer kallus
olusur (kartilagindz, yumusak, kopriilesen kallus). Bu yapi i¢inde diizensiz olarak yeni
kemik ve kikirdak yap1 gozlenmektedir. Bu hipertrofik kikirdak yap1 terminal kondrosit
farklilasmasi, kondrositlerin kalsifikasyonu, kondrositlerin apopitozu, angiognesis ve
osteogenesis asamlarindan gecerek yeni olgunlasmamis kemigi (seconder kemik, sert

kallusu) olusturur.

Ucgiincii evrede ise remodeling islemidir. Ortaya ¢ikan seconder kemik yeniden

sekillenerek olgun lamellar kemik haline gelir. Medullar bosluk tekrar ortaya ¢ikar. Bu
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donemde kemik maruz kaldigi streslere bagli (wolf kanunu) olarak fonksiyonel

gereksinimlerini karsilayacak sekilde diizenlenir.”®”

2.7. KEMIK DEFEKTLERININ OGMENTASYONUNDA KULLANILAN
KEMIiK GREFT MATERYALLERI VE BiYOLOJiSi

Greft materyallerinin kullanim amaci, alict doku ve organlarin defektlerinin
rekonstriiksiyonunda defekt bolgesinde yer tutucu Ozellik saglamasi ile birlikte
operasyon sahasinda yeni doku yapimini uyarict 6zellik gostermesi ve iyilesme icin

yanit olusturabilmesidir.

Kemik onariminda sirast ile hematom olusumu ve inflamatuar cevap, kallus
olusumu ve remodeling islemleri gerceklesmektedir. Yani bir kemik defektinin
iyilesebilmesi i¢in defekt bolgesinde hiicrelerin go¢ edip yerlesebilecegi ve yeni kemik
yapiminin olusabilecegi bir matriks olugmasi gerekmektedir. Operasyon esnasinda
uygulanan kemik grefti materyalleri ile bu matriks elde edilmeye ¢alisilip, bu matriks
cercevesinde olusacak yeni kemik yapimi yonlendirilmeye ¢alisilmaktadir. Ayrica
kemik greftinin tipine ve Ozelliklerine bagli olarak yeni kemik yapimini uyarici
ozelliklerinden faydalanilmak amaclanmaktadir. Kemik greftlerinin biyolojisini ve
calisma  prensiplerinin  anlagilabilmesi i¢in  baz1  kavramlarin  agiklanmasi

gerekmektedir.®"**

Bunlar;

Osteointegrasyon: Greft materyalinin arasinda fibroz bir bagdokusu

olusturmadan alic1 kemik ylizeyine kimyasal olarak baglanabilme 6zelligidir.

Osteokondiiksiyon: Uygulandigi kemik bolgesinden damarsal yapilarin grefte

ilerleyebilmesi ve greftin olusturdugu matriks tiizerinde yeni kemik olusumunu

destekleyebilme 6zelligidir.

Osteoindiiksiyon: Operasyon sahasindaki kemik dokusundan yiiksek farklilasma

ozelligine sahip pliiripotent hiicrelerin osteoblastik fenotipe sahip hiicrelere

doniisebilmesini indiikleyebilme 6zelligine sahip olabilmesidir.

Osteogenezis: Greft materyalinin i¢inde bulundurdugu hiicresel elemanlarin
osteoblastik ozelliklerini gdstererek uygulandigi bdlgede yeni kemik yapimini

saglayabilmesidir.
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2.7.1. Uygulanan Kemik Grefti Tipleri ve Simiflamasi

Kompozisyonlarina goére Bauer ve Muschler kemik grefti materyallerini

smiflandirmuslaridir.”
1. OTOGREFTLER
a. Aspire kemik iligi ya da islenmis kemik olusturabilen hiicreler
b. Kansell6z kemik
c. Non-vaskiilarize kortikal kemik
d. Vaskiilarize kemik
2. ALLOGREFTLER
a. Greft Kemiksel Yapisina Gore
i. Kortikal
ii. Kanselloz
iii. Osteokondral
b. Greft Islenme Prosediiriine Gore
i. Taze
ii. Dondurulumus
iii. Dondurulmus — Kurutulmus
iv. Demineralize
c. Greft Uygulanan Sterilizasyon Islemine Gore
i. Steril sekilde iglenmis
ii. Radyasyona maruz birakilmis
iii. Etilen dioksit uygulanmis
d. Graniil Yapisina Gore (Paketlenmis Uriinde)
i. Toz

ii. Partikiilli
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iii. Jel
iv. Macun kivamli ya da Putty
v. Cip
vi. Serit ya da blok
vii. Masif
3. Sentetik iskeletsel Materyaller
a. Osteokondiiktif blok ya da graniiller
b. Osteokondiiktif simanlar
c. Osteokondiiktif proteinler

d. Kompozitler

Kemik greftlerinin giiniimiizde kabul gbren bir baska siniflamasi da asagidaki

gibidir:>>*
A- Insan kaynakli kemik greftleri
* Otojen greftler (Otogreftler)
* Homojen Greftler (Homogreftler)
1.Allojenik greftler (Allogreftler)
a-Taze dondurulmus kemik
b-Dondurulmus - kurutulmug kemik allogrefti (FDBA)

c-Demineralize edilmis dondurulmus - kurutulmus kemik

allogrefti (DFDBA)
2.1zojenik Greftler (Izogreftler)
a-Taze kansell6z kemik ve kemik iligi
B- Insan kaynakli olmayan kemik greftleri

1- Ksenojenik greftler (Ksenogreftler)
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a -S181r kaynakli hidroksiapatit
b-Mercan kalsiyum karbonat
2- Alloplastik greftler (Alloplastlar)
a-Polimerler
b-Bioseramikler
i- Trikalsiyum fosfat
ii- Hidroksiapatit

c- Bioaktif camlar

2.7.1.1. Otogreftler

Operasyon sirasinda veya oncesinde hastanin kendisinden elde edilen kemik
grefti materyalidir. Osteojenik oOzellik tasidigindan biitiin greft tiplerine gore altin
standart olarak kabul edilmektedir. Canli osteoblastlar ve osteoprogenitdr kok hiicreleri
icerirler ve uygulandiklar1 alanda kemiklesmeyi osteogenezis ile gerceklestirebilen tek
greft tipidir.

Otojen kemik grefti elde edilmeden 6nce kortikal ve kansell6z kemikler arasinda
ayrim yapmak gerekmektedir. Bu greftler degisik iskelet bdlgelerinden degisik
formlarda elde edilebilmektedir. Kortikal kemik greftleri form saglayip rijit bir yap1
olustururken, kanselloz kemik greftlerine gore daha az osteogenezisi artiric1 yetenekleri
vardir. Kanselloz kemik ve kemik iliginin ise kortikal kemik greflere gore avantaji
osteojenik aktiviteyi indiikleme kapasitelerinin olmasi ve osteoblastlara doniisebilen
canlt hiicrelere sahip olmalaridir. Bu greftin tek bilinen dezavantaji mekanik direncinin
az olmasi ve bioaktivitesinin yiiksek olmasi nedeni ile hizli rezorbe olabilmesidir. Bu iki
tip otogreftlerinin avantajlarinin ayni anda kullanilabilmesi adma kortikokanselloz
kemik grefti kullanilabilmektedir. Ancak bu greft hem kortikal hem de kanselloz
kemiklerin kuvvetli 6zelliklerini ayn1 derecede kombine etmemektedir.**"

Intraoral olarak mandibular semfiz ve ramus, tiiber maksilla, ekzostozlar, dissiz

alanlar otogreft elde edilebilmesi i¢in dondr sahalardir. Ekstraoral olarak ise kosta,

scapula, kalvarium, metatarsus, fibula, iliak kemik, radius, tibia gibi iskeletsel bolgeler
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yiiksek biyolojik uyumluluga sahip, nonimmunjenik matriks kullanimi esasina dayali
verici bolgelerdir.®™”

Kisa siirede damarlanmasi ve immiinolojik cevaba neden olmamalari, aliciya
hastalik transferi riski tagimamalar1 ve ilave maliyet gerektirmemeleri otogreftlere
avantaj saglamaktadir. Elde edilebilmesi i¢in ikincil bir operasyon sahasi gerektirmeleri,
buna bagl olarak operasyon siiresinin uzamasi, dondr bolgenin morbiditesi, biiylik
defektlerde yeterli miktarda elde edilememesi, nekroz, sinirli damarlanma, greftin alici
bolgeye yerlestirilmesindeki giicliikler, yliksek enfeksiyon riski, hospitalizasyon
zorunlulugu ve en Onemlisi iyilesme doneminde ve sonrasinda, onceden tahmin
edilemeyen, bazi vakalarda % 60-70 oranina ulagabilen, rezorbsiyon riski olmak iizere

¢esitli dezavantajlari vardir.”>*%1%%27

2.7.1.2. Allogreftler (Homojen Greftler)

Dondr olarak ayni tiirlin degisik bireylerinden elde edilen kemik grefti tipidir.
Alt grubu olarak izogreftler ise aralarinda genetik benzerlik bulunan bireylerden
(6rnegin tek yumurta ikizleri) elde edilen greft tiiriidiir. Verici bulma gii¢cliigli neden ile
stk kullanilmamaktadir. Donor ve alici arasinda genetik benzerlik olmadan elde edilen
greftler ise allogreft olarak adlandirilmaktadir. Bu greftin immiinolojik 6zelliklerinin,
hastalik tagima potansiyelinin ortadan kaldirilmasi adina ve materyalin uzun siire
muhafaza edilebilmesi i¢in kimyasal islemlere tabi tutulmasi, dondurulma, dondurulup

kurutulma, demineralizasyon gibi islemlere tabi tutulmamaktadir.”

Glinlimiizde en sik kullanilan allogreftler dondurulmus kurutulmus kemik
greftleri (DKKA) ve demineralize dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleridir
(DDKKA). DKKA mineralize formda ve osteokondiiktif 6zellik gostermektedir. Yeni
kemik yapimini indiiklemezken, yeni kemik yapimi i¢in iskelet gorevi goérmektedir.
Mezenkimal dokulara yerlestirildiklerinde rezorbe  olarak yeni kemik ile yer
degistirmektedir.”””” DDKKA’da yeni kemik yapimi ise osteoindiiksiyon ve
osteokondiiksiyon asamalarindan gegerek meydana gelir. Demineralizasyon, mineral
faz1 aywrarak kortikal kemigin osteojenik potansiyelini artirir bdylece kemik uyarici
proteinlerin agiga ¢ikmasini saglar. Kemik olusumunu uyaran bu proteinlerin genel adi
kemik morfogenetik proteinleridir.'”” Vaskiilerizasyonun iyi oldugu kemik bélgelerine

uygulandiklarinda defekt bolgesinin ¢evresindeki mezenkimal hiicrelerin  defekt
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bolgesine go¢ etmesine ve bolgede baglanmasina izin verirler. Bdylece osteogenezisi
uyarirlar. Kemik olusturmayan boélgelere uygulandiklarinda ise greftlerin endokondral

kemiklesmeyi uyardigi goriilmiistiir.'"’

Allogreftler spongioz, kortikal ya da bunlarin kombinasyonu halinde
bulunabilmektedir. DDKKA greftlerinin iiretimi sirasinda takip edilen islem
basamaklar1 markalar arasinda farklhiliklar gosterebildigi icin  osteoindiiktif
kapasitelerinde belirli bir standardizasyon bulunmamaktadir. Diisiikte olsa hastalik
bulagma riski, immiin reaksiyona neden olma ihtimali, maliyeti ve finansal nedenler

kullanim alanlar1 sinirlandirmaktadar.®’

2.7.1.3. Ksenogreftler

Ksenogreftler alici i¢in farkli tiirde donodrlerden elde edilen kemik grefti
materyalidir. Bu tip greftler i¢in olas1 verici materyaller dogal hidroksiapatit ve organize
olmamis sigir kemigidir. Donorlerden elde edilen kemik greftleri immiin reaksiyon
olusmamas1 ve antijenik Ozelliklerin yok edilmesi adina kaynatma, proteinden
arindirilma, dondurma, dondurulup - kurutulma, kuru 1sitma ve radyasyona tabi tutuma
gibi islemlerden gecirilmektedir. Bu islemler sonucunda ise kemikteki osteoindiiktif

proteinlerin belli oranda kaybina yol agabilmektedir.

Dogal hidroksiapatit, mercanin kalsiyum karbonat iskeletinden sentezlenir.
Hidroksiapatit ortalama 200 pm’lik por ¢ap1 ile dogal kemigin {li¢ boyutlu mikroskopik
yapisina sahiptir. Bu porlu yapt kemik iliginden gelen hiicrelerin porlara gog
edebilmesine ve daha sonra damarlanmanin bu alanda gerceklesmesine izin

vermektedir. Materyal yiiksek derecede biyouyumludur.*

Sigir kaynakli ksenogreftler ise sigir kemiklerinin tam olarak deproteinize
edilmesi ve biitlin organik bilesenlerinden arindilmasi ile elde edilir. Geri kalan
inorganik boliim, pordz hidroksiapatit partikiilleridir ve yapisal olarak insan kansell6z

kemigine benzer.”

Ksenogreftler kullanildiklar1 alict sahada yeni kemik yapimi igin iskeletsel bir
cati olustururlar. Bu olusan c¢ati cergevesinde alici sahadaki kemik osteojenik
hiicrelerinin rehberliginde kemik biiyiimesi basladig1 gézlenmektedir. Bu durumda greft

partikiilleri arasinda Orglin kemikten olusan kopriller meydana gelmekte ve
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ksenogreftten olusan bu yapi total mineralize doku olarak adlandirilmaktadir. Orgii
kemik kombinasyonu ile olusmus bu olgunlasmamis doku yeniden sekillenme ve yer
degistime periyotlari ile lameller kemige doniismektedir. Yani bu tip greftler kemik yeni

olusumunda osteokondiiktif bir katki gostermektedirler.®®

Ksenogreftler islem sirada hazir bir seklide bulunmalari, islem sirasinda ne
kadar ihtiya¢ duyuluyorsa o kadar temin edilebilmesi ve elde edilebilmeleri i¢in hastaya
ikincil bir operasyon gerektirmemeleri gibi avantajlar1 vardir. Ge¢ donem vaskiiler
penetrasyon, yavas kemik iyilesmesi, hizli kemik rezorpsiyonu, ge¢ yada

tamamlanmyan greft-kemik biitiinlesmesi gibi dezavantajlar1 vardir.

2.7.1.4. Alloplastlar

Allogreftlerin ve ksenogreftlerin dezavantajlarinin iistesinden gelinmek iizere
dizayn edilmis sentetik kaynakli greft biyomateryalleridir. Osteokonduktif etki diginda
yeni kemik olusumuna bagka etkisi bulunmayan tek greft tipidir. Yani uygulanan
cerrahi alanin etrafindaki osteoz hiicrelerin defek bdlgesinde yeni kemik yapimina
elverisli olmadigr durumlarda, defetin tamami alloplastik biyolojik materyaller ile
doldurulmaktadir. Bolgedeki kemik eksikligi olusak yeni kemik ile degil, greft

materyallinin kendisi ile tamamlanmaya ¢alisilmaktadir.*

Alloplastlar ti¢ temel tip tlizerinde kullanima sunulmuslardir. Biyoseramiler,
biyoaktif camlar ve polimerler bu ii¢ ana grubu olusturur. Biyoseramikler kullanilan
islem metoduna bagh olarak degisik karakter 6zellikleri gdsteren inorganik/nonmetalik
kompozisyonlardan olugan genis bir ailedir. Biyoseramik greftler genel olarak kalsiyum
fosfatlardan olusurlar ve kemigin mineral komponentlerini barindiran greft
materyalleridir. Giinlimiizden en bilinen ve genig kullanim sahasi bulan fosfat grubu
seramik greftler hidroksiapatit [Ca;o(PO4)s(OH),] ve beta trikalsiyum fosfat [Ca3;(PO4),]
greft materyalleridir. Kalsiyum fosfat seramikler ile uygulandiklar1 bolgedeki kemik
arasida Ca ve PO iyon aligverisi oldugu belirtilmistir. Bu aligverisin implantasyondan
hemen sonra bir hidroksiapatit katmani olusturdugu ve yeni kemik yapimininda bu

katmanin olumlu sonuglar verdigi belirtilmistir.**>'

Sentetik hidroksiapatit, insan kemigine benzer kimyasal birlesimi nedeniyle, en

stk kullanilan allogreft malzemesidir. Yiiksek bir kimyasal stabilitesi vardir, daha az
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enflamasyona ve antijenik reaksiyona neden olur. Materyalin i¢ine kemik dokusunun ve
kan damarlarinin gé¢ edebilmesine izin veren gozeneklerin olusumunun uyarilmasi igin
gerekli mikrostriiktiir yap1 kontrol edilebilmektedir. Buda yeni kemik yapiminin ihtiyag
duyuludugu alana 6zel greft tipi dizayn edilebilmesine olanak saglamaktadir. Bu degisik
tiplerdeki hidroksiapatit tiirevi greftlerin belirlenmesinde internal gdzenek cap1 referans
alinmaktadir. Poréz formdaki tipi hizli bir sekilde greft icine dogru fibrovaskiiler doku
biliylimesine izin vermektedir. Bunun sonucunda da greft stabilitesi yiiksek olur ve
mikro hareketlere kars1 direnci artmaktadir. Hidroksiapatit kaynakli seramik greftlerin
kullaniminda verici saha morbiditesi ortadan kaldirilsa da graniiler migrasyon ve
tamamlanmayan rezorpsiyon gibi uzun dénem problemleri ile karsilasilabilmektedir.'®

Trikalsiyum fosfat tlirevi seramik greftler kimyasal olarak hidroksiapatit tiirevi
greftlere benzerdir. Fakat dogal kemige benzer kimyasal kompozisyona sahip degildir.
Uygun olmayan pordzitesi, goreceli olarak daha kiiciik gren biiytikliigii ve alt1 hafta gibi
kisa bir siire i¢inde hizli rezorpsiyonu gibi nedenlerden dolay1 zayif bir kemik grefti
alternatifi olarak goriilmektedir. Uygulandiklar1 cerrahi sahada diger kemik greft
materyalleriyle benzer iyilesme asamalar1 takip eder. Ancak kemigin mikro yapilarim
gostermekte yetersiz kalir. Materyalin bilinen dezavantajlari tahmin edilemeyen ve hizli
rezopsiyon oran1 olarak belirtilmistir.*

Biyoaktif cam greftler kalsiyum tuzu sodium tuzu ve silicon karigimidir. Silikon
dioksit (silikat) ana bileseni olusturur. Iki silikon bazl1 ailenin kemige direkt olarak
kaynama yetenegi vardir. Graniillerin ortalama boyutu 300-355um dir. Cam ylizeylerin
hidroksikarbonat apatit tabakas1 olustugu ve materyalin kemige baglandig: bildirilmistir.
Fizyolojik sulu ¢ozeltilere maruz kaldigi zaman bioaktif cam yiizeyinde olusan silika
acisindan zengin bir jel katmanm sonucu olan biyoaktif cam ve kemik arasinda
mekanik olarak giiglii bir bag olusur. Bu jel igerisinde Ca™ ve PO4” iyonlari
kemiginkine benzer bir sekilde hidroksiapatit kristalleri olusturmak i¢in kombine olurlar
bu nedenle daha giiclii bir kimyasal bag olustururlar. Yiiksek mekanik direngleri, erken
restorasyona imkan saglamalari yaninda uygulama esnasinda kirilabilmeleri gibi

dezavantajlar1 bulunmaktadir.'®
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2.8. YONLENDIRIiLMiS KEMiK REJENERASYONU TEKNIiGi

Agiz kavitesi icinde ¢esitli nedenler ile olusabilecek kemik defektlerinin
yerlerinin doldurulabilmesi i¢in gelistirilmis uygulama kolaylig ile en yaygin kullanim
alani bulan yontem yonlendirilmis kemik rejenerasyonu teknigidir. Bu teknik defektin
sadece yeni kemik yapimi igin izole edilmesi esasina dayanmaktadir. Defekt alaninda
istenmeyen fibroz doku hiicreleri ve firiinlerini yara bdlgesinden uzak tutan fakat
besleyici sivi ve gazlarin gecisine imkan veren bir bariyer membranin kullanimi
gerekmektedir. Yeni kemik yapiminin gergeklesmesinin istenildigi bolgenin igerisine
dogru yeni kemik ile yumusak doku olusumu ilerlemektedir. Yumusak doku ilerlemesi
o bolgeyi dolduracak yeni kemik yapimini durdurmakta veya azaltmaktadir. Bahsedilen
membranlar ile yeni kemik yapiminin ger¢eklesmesinin istenildigi sinirlar ¢izilmekte ve

yeni kemik yapiminin bu sinirlar igerisinde gergeklesmesi amaglanmaktadir.>*

Defekt bolgelerine uygulanan kemik greftlerinin stabilitesi yeni kemik yapimi ve
kemik greftlerinin basarisi i¢in ¢ok 6nemli bir unsurdur. Kemik greftleri ile doldurulan
kavitelerin iizerine yerlestirilen membranlarin ozellikler fiksasyon vidalari ile
sabitlendikleri durumlarda kemik greftinin stabilizasyonuna olumlu etki etmektedir.
Uygulanan kemik grefti i¢in bir ¢at1 gorevi gérmekte ve daha fazla kemik rejenerasyonu
olusturulmasinda pozitif etki etmektedir. Bu anlamda bariyer membranin temel islevinin
kemik rejenerasyonu icin belli bir siirede uygun bir ortam saglamak oldugu

soylenelebilir.' "

2.8.1. Yonlendirilmis Kemik Rejenerasyonu Tekniginde Kullanilan Bariyer
Membranlar

Bariyer membranlarin iki tipi mevcuttur. Bunlar:
1. Rezorbe Olabilen Bariyer Membranlar

2. Rezorbe Olmayan Bariyer Membranlar

2.8.1.1. Rezorbe Olabilen Bariyer Membranlar

Rezorbe olabilen membranlar glikolit ve laktit polimerlerinden olugmaktadir.

Uygulandiklar1 bolgede hidroliz ile absorbe edilirler. Minimum alt1 hafta ile sekiz ay
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icerisinde rezorbe olurlar. Krebs dongiisiinde karbondioksit ve su ile elemine edilirler.
Rezorbsiyon hizi ve siiresi greftin kullaniminda g6z Oniinde bulundurulmalidir.
Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu gergeklestirilirken kullanilan greft tipinin
kemiklesmesi i¢in gerekli olan siire boyunca membranin &zelliklerini korumasi
gerekmektedir. Cikartilmalari i¢in ikincil bir cerrrahi islem gerektirmemelerinin yani
sira erken rezorbsiyon ve enflamatuar yanit gelistirebilmeleri gibi 6zellikleri

3
bulunmaktadir.®”1>

Iki tip rezorbe olabilen membran bulunmaktadir. Bunlar; organik esasl kollajen
membranlar ve sentetik esasli membranlardir. Kollajen insan viicudunun ve
periodonsiyumunun yap1 tasidir. Tip-1 kollajen periodontal konnektif dokuda bulunan
temel komponenttir. Kollajen yiiksek gerilme direnci, diisiik uzama kabiliyeti, kontrol
edilebilir ¢apraz baglantisi, diisiik antijenitesi ve pihtilasma iizerine olumlu etkileri olan
bir materyaldir. Yiiksek oranda kalsiyum baglama 6zelligine sahiptir. Fibroblastlarda
kemotaksise ve fibrin baglanmasini provake ederek yara iyilesmesine yardimci
olmaktadir. Manipulasyonu kolaydir. Doku kalmligimi arttirmasi gibi avantajlar

50,71,93,106
mevcuttur.

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu tekniginde kullanim alani bulan kollajen
membranlarin ana materyali tip 1 kollajendir. Bu kollajen kaynagini insandan (gébek
kordonu), sigirdan (tendon, deri) veya domuzdan (deri) alabilmektedir. Kollajen

membranlarm rezorbsiyon siiresinin 2-6 hafta arasinda ger¢eklesmektedir.'"

Sentetik esasli membranlar laktik asit ve glikolik asit polimerlerinden
olusturulmaktadir. 1-2 ay igerinde rezorbsiyonlar1 gerceklesmektedir. Absorbsiyonlar
gerceklesirken serbest asitler ortaya ¢ikar. Bu da kemik formasyonu lizerinde negatif
etkisi olan asit ¢evrenin olugsmasina neden olur. Absorbsiyon hizlar1 polimer igeriklerine
gore degismektedir. Molekiiler agirliklari, molekiiler yapilar1 ve ylizey alanlar
degistirilerek bu siire¢ kontrol altina alinabilmektedir. Inert olmamasi, operasyon
sahasinin tam olarak kapatilamamasi, ekspoze olma ve bakteriyel infiltrasyon riski gibi

nedenlerden son yillarda kollajen membranlarin kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir.**
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2.8.1.2. Rezorbe Olmayan Bariyer Membranlar

Ik olarak teflon esasli politetrafluoretilen (PTFE) igerikli membranlar
kullanilmaya baslanmagtir. Bu membranlar sonradan igerigindeki teflon gelistirilerek
expanded politetrafluoretilen (e-PTFE) membranlar olarak kullanim alan1 bulmuslardir.
Bilinen en inert biomateryallerden biridir. Uzun yillardir e-PTFE materyallin alicida
birakilmasi1 gereken vaskiiler greft gibi bir ¢ok medikal uygulamada kullanilmistir.
Osteopromotif amagli kullanilan e-PTFE doku sivilar1 ve makro molekiilere karsi
gecirgenlik gostermektedir. Bu sekilde gecisi istenmeyen hiicreler alandan uzakta

tutulabilirken besinler yara bolgesine rahat hareket etme imkan1 bulmaktadir.”*

Porozite, kalinlik gibi 6zellikleri uygulama amacina gore secilmelidir. e-PTFE
membranlar, ossedz rejenerasyonu ilerlemek amaciyla dizayn edilmistir. Iki ayr1 mikro
yaptya sahiptir. Materyalin sert ve biikiilmez olan yeri, membranin icteki kismudir.
Okliiziv bag dokusunun i¢ce dogru biiyiimesini dnler. Membranla kemik arasindaki ara
bolgenin devamliliginin  saglanmasina yardimeidir. Periferal kisimda ise, bag
dokusunun igeri girmesine izin veren daha ag¢ik bir mikro yap1 gozlemlenir. Bu kisim

daha esnektir. Boylece defektin sinirlarinin yumusak bir sekilde 6rtiilmesi saglanr.>*

Biitlin membranlardan oldugu gibi e-PTFE membranlardan da defekt bolgesinde
saglam bir cati1 olusturmasi istenilmektedir. Bu yiizden e-PTFE membranlarin genis
defektlerde uygulandiklar1 yasanabilen kolaps probleminin iistesinden gelinmek adina
titanyum destekli membranlar gelistirilmistir. Bu yontemde e-PTFE membranlarin
icerisine bir iskelet olusturmak ig¢in titanyum destekler konulmus ve kolapsa karsi

membranin direnci arttirilmaya c¢alisilmistir. 118,16

Gliniimiize kadar yapilan c¢alismalarin ¢ogu e-PTFE membran kullaniminda
basarili sonuglara ulagildigini gostermektedir. Ancak bu membranlarda yumusak doku
dehisensi olabilmekte ve membran ekspozu ile meydana gelen enfeksiyon kemik kazang
miktarini ve basariy1 6nemli derecede azaltmaktadir. Ayrica membranin ¢ikarilmasi igin
ikinci bir cerrahi islem gerektirmesi ve dolayli olarak rejenere olan kemik kaybina

neden olmas: dezavantaji olarak bilinmektedir.”'*"
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2.9. KEMIK iLiGINiN KEMiK OLUSTURMA KAPASITESI

1869 yilinda Gaujon tarafindan kemik iliginin kemik olusturma kapasitesi
incelenmistir. Kemik yapimini indiikleyen osteojenik prekiisor hiicreleri kemik iliginin
icerdigini gdsteren caligmalar bulunmaktadir. Bir ¢ok c¢alismada kemik iyilesmesini
olumlu yonde etkilemesi amaci ile kemik defektlerine yerlestirilen greft materyalleri ile
otojen kemik iligi beraber uygulanmistir.”® ilk olarak Burwell ve Dikson yaptiklari
calismada ksenogreft ile kemik iligini birlikte kullandiklar1 ortopedik ¢aligmada, greft
materyalini damardan zengin bdlgelere veya kemik iligi ile birlikte uyguladiklarinda

yeni kemik yapimimin olumlu yénde etkiledigini bildirmislerdir.'"'

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu gibi yeni kemik olusturulmasi icin yapilan
biitiin iglemlerde osteogenezisin indiiklenmesi temel amacgtir. Bu amaca uygun en
yiiksek potansiyele sahip kemik grefti ise taze otojen iliak kansel6z kemik greftleridir.
Bu greftler trabekiillerinin arasinda kemik iligi tasimaktadir. Yapilan ¢aligmalarda iliak
greftlerin biiyiik boliimiiniin rezorbe oldugunu ve canlilifini yitirdigini fakat kalan ilik
materyalinin osteogenezi sagladigini gostermislerdir. Konak hiicreleri, hem kemik
matriksi ile hemde ilik hiicrelerinin 6zel olmayan mezenkimal hiicreleri tarafindan
indiiklenmesi ile kemik {iretmeye baslarlar. Fakat yeni kemik yapimimin biiyiik bolimii
yerlestirilen greft ve ilik materyalinin icerisinde canliligini koruyabilen osteoblastlar ile
gerceklesir. Yerlestirilen kemik iligi igerisinde bulunan hiicreler nekroz olurlarken
etrafinda bulunan hiicreleri uyarirlar yada spesifik olmayan mezenkimal hiicreleri
indiiklerler. Kemik iligi igerisinde az miktarda bulunan mezenkimal hiicrelerinde olaya
katkida bulunduklar1 diisiiniilmektedir. Konulan ilik materyalinin fazlalig1 yeni olusan

kemik miktarin1 onemli oranda etkilemektedir.'™"

2.10. KOK HUCRELER

Mitoz boliinme ile spesifik hiicre tiplerine farklilasabilme yetenegine sahip ve
daha fazla kok hiicre olusturabilmek icin kendini yenileyebilme 0Ozelligine sahip
hiicrelerdir. Biitiin ¢ok hiicreli organizmalarin doku ve organlarinin olugmasini saglayan

ana hiicre tipidir.
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Bir hiicrenin kok hiicre sayilabilmesi i¢in iki o6zellligi bulundurmasi

gerekmektedir. Bu ozellikler; farklilasmamis safthasini siirdiirerek, ¢ok sayida hiicre

boliinmesi yaparak kendini yenileyebilmesi ve yetkinlik 6zelligini gostererek dzellesmis

hiicrelere farklilasabilme yetenegidir.''®

Farklilasma asamasinda ana kok hiicre sayisinin azalmamasi i¢in gerekli olan

kendini yenileme siireci iki sekilde ger¢ceklesebilmektedir.

1.

Asimetrik hiicre boliinmesi (Zorunlu asimetrik replikasyon) ile: Bir kok

hiicre kendisi ile 6zdes olan bir ana hiicreye boliintir, diger ogul hiicre ise

farklilagir.

Stoklastik farklilasma: Bir kok hiicre iki farkli ogul hiicreye

boliindiigiinde bagka bir kok hiicre mitoza girer ve ana hiicreye 6zdes iki

kok hiicreyi tiretir.

Kok hiicrelerin yetkinlikleri degerlendirildiginde ise farklilik gosterdikleri

belirlenmistir.

gosterebilmektedir. Bu 6zelliklerine gore su sekilde siniflandirabilirler:

I.

Yani kok  hiicreler farklilagma yeteneklerine gore farklilik
44,79

Totipotent (Omnipotent) kok hiicreler: Embriyonik yada ekstra
embriyonik hiicre tiplerine farklilasabilen kok hiicrelerdir. Bu hiicreler
tim ve yasayan bir organizmayi olusturabilirler. Yumurta ve sperm

hiicrelerinin kaynasmasi ile olugurlar.

Pluripotent kok hiicreler: Totipotent hiicrelerin soyundan gelirler ve ii¢

germ tabakasindan meydana gelen neredeyse tiim hiicrelere

farklilagabilme yetenegine sahiplerdir.

Multipotent kok hiicreler: Bir miktar hiicrelere farklilasabilen hiicre

tipidir.

Oligopotent kok hiicreler: Lenfoid yada miyeloid kdk hiicreler gibi

sadece birkag hiicre tipine farklilagabilirler.

Unipotent kok hiicreler: Sadece bir hiicre tipine (kendilerine)

doniisebilen hiicre tipidir.
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Memelilerde kok hiicrelerin iki yaygin tipi bulunur. Bunlar blastokist evresinin
ic tabakasindan elde edilen embriyonik kok hiicreler ve ¢esitli dokulardan bulunan

yetiskin kok hiicrelerdir.

2.10.1. Embriyonik Kok Hiicre

Embriyonik kok hiicreler blastokist ya da morula evrelerinin erken sathalarinda
trofoblast ve i¢ hiicre kiimesinden koken alan epiblastlardan elde edilen hiicre tipidir.
Blastokist evresi 50 ile 150 hiicreden meydana gelen ve insan embriyosunun yaklasik
dort - bes giinliik ilk evrelerindendir. Bu déonemde embriyonik kok hiicreler pluripotent
hiicrelerdir. Yani ii¢ germ tabakasindan (endoderm, ektoderm ve mezoderm) da

tiirevlenen hiicre tiplerine farklilasabilirler.’

Embriyonik kok hiicrelerin yetiskin kdk hiicrelere gore en biiylik avantaji
kiiltiirde wuzun siire Ozelliklerini kaybetmeden iiretilebilmesidir. Bu hiicreler,
farklilagmasimin  yonlendirilmesi ile potansiyel olarak tim hiicre tiplerine

yonlenebilmektedir.

Pluripotent olan embriyonik kok hiicreler dogru farklilagsma i¢in 6zgiil sinyallere
ihtiya¢ duymaktadirlar. Embriyonik kok hiicreler sinirsiz genisleme ve pluripotensi
yeteneklerinin birlesimlerinden dolay1, teorik olarak yenileyici tip ve hastalik sonrasi
doku onarimu i¢in olas1 kaynaklardir. Nakil reddini engellemede kullanilmas1 miimkiin
olan ve uygun hiicrelere farklilagsma yetenegini bulunan bu hiicreler arastirmacilarin
hala yiizlesmekte oldugu bazi engelleri de bulundurmaktadir.Eger bir viicuttan digerine

dogrudan verilirlerse bu kok hiicreler teratomaya yol agabilecek bir ¢cok farkli hiicreye

farklilasabilirler.'*'

Bu oOzellikleri bakimindan kok hiicreler kanser, sinir sistemi hastaliklari
(Alzheimer) ve hasarlari, metabolik hastaliklar (diyabet), organ yetmezlikleri,
romatizmal hastaliklar, kalp hastaliklari, kemik hastaliklar1 ve daha birgok alanda
kullanima sahiptirler. Giinlimiizde bu hastaliklarin bazilarinin tedavisinde organ veya
doku nakilleri yapilmaktadir. Ancak, organ veya doku nakli gerektiren hastalarin
coklugu, uygun organ ve dokunun her zaman bulunamamasi gibi sorunlarla siirekli
karsilagilmaktadir. Bilim ve teknolojideki son gelismeler dogrultusunda kok hiicrelerin

bu alanda kullanilmas1 giindeme gelmistir.’
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2.10.2. Yetiskin Kok Hiicre

Yetiskin kok hiicreler organizmanin canliligi boyunca smirli olmakla birlikte
kendilerini yenileyebilme o6zelligini korumaktadir. Elde edildikleri dokuya donligme
potansiyelleri daha yiiksek olan multipotent kok hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler
gibi viicut disarisinda uzun siire ¢ogalma yeteneklerini koruyamamaktadirlar. Tim

hiicre tiplerine donlisememedikleri i¢in teratokarsinom olusturma riskleri diisiiktiir.

Yetiskin kok hiicreler bulunduklar1 doku veya organa 6zellesmis hiicre tiplerine
farklilasabilmektedir. Somatik kok hiicre de denilen eriskin kok hiicrelerinin esas gorevi

bulunduklari tamir etmek ve dokunun devamliligim saglamaktir.”

Yetiskin kok hiicreler kemik iligi, kas, g6z, sinir, karaciger ve deri gibi
dokularda bulunur. Insan viicudunda en fazla eriskin kok hiicre kemik iliginde
bulunmaktadir. Bu tiir hiicreler c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanim alani
bulabilmektedir. En sik kullanilan kullanim alani buldugu tedavi prosediirii 16semi

hastalarinda kemik iliginden elde edilen kok hiicre transplantasyonudur.™

Yetiskin kok hiicrelerin belirli bir yerlesimleri olmadigi i¢in elde edilmeleri
kolay olmamaktadir. Ornegin kemik iliginden farkli olarak beyinde kdk hiicreler farkli

bolgelere dagilmis olarak bulunmaktadirlar.

Belirli bir zamana kadar yetiskin kok hiicrelerin farkli bir dokuya ait hiicre tipine
farklilagabilecegi diisiiniilmemekteydi. Ancak giiniimiizde bu miimkiin olarak kabul
edilmektedir. Ornegin, kemik iligi kok hiicrelerinin iskelet kasina farklilastigmi
gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir. Belirtildigi gibi bu farklilagsma sadece ayni germ
tabakasindan gelisen hiicre yoniine dogru da yonelim olmaktadir. Bu dzellik ‘plastisite’

veya ‘transdiferansiyasyon’ olarak isimlendirilmektedir.*®

Yetiskin kok hiicrelerin farklilasma ve degisme potansiyellerinin embriyonik
kok hiicrelere gore kisitli olmasi, elde edilmesinin ¢ok zor olmasi1 ve biitlin yetiskin kok

hiicre tiplerinin kesfedilmemis olmasi gibi dezavantajlari vardir.

En iyi bilinen ve en ¢ok kullanim alan1 bulunun yetiskin kok hiicre tipleri kemik

iligi i¢inde bulunan mezenkimal kok hiicreler ve hemopoetik kok hiicrelerdir.
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2.10.2.1. Hemopoetik Kok Hiicreler

Hakkinda en fazla bilgiye sahip kok hiicre tipidir. Kendi kendini yenileyebilme
ve kani olusturan biitiin kan hiicrelerine (lenfosit, ertirosit, monosit, trombosit vb.)
farklilagabilme 6zelligine sahip hiicre tipidir. Hemopoetik kok hiicreler kaynagini kemik
iliginden alirlar. Fakat sadece kemik iligi hemopoetik hiicrelere kaynak
olusturmamaktadir. Kemik iligi disinda kordon kanindan, periferik kandan ve fetal
karacigerden bir miktar elde edilebilmektedirler. Gelisimleri sirasinda kendilerini
destekleyen bolgeler arasinda gog¢ edebilirler. Buna en giizel 6rnek transplante edilen
hemopoetik kok hiicrelerin hepsinin bir giin igerisinde alicinin kemik iligi kavitesine

s o qe 100 0
dénmesidir.'°%7

2.10.2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Alman patolog Cohnheim tarafinda 130 yil once kemik iliginde non-
hematopoetik hiicrelerin varligi ileri siiriilmiistiir. Fakat Mezenkimal hiicrelerin ilk kez
tanimlanmas1 1976 yilinda Fridenstein tarafindan yapilmistir. Fridenstein fotal buzag:
serumu kullanilarak yapilan kemik iligi kiiltlirlerinde adezyon yetenegi gosteren
morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin

kemik ve yag hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip olduklarii gostermistir.*’

Mezenkimal hiicreler kemik iligi de dahil olmak tizere dokularda ¢ok az sayida
bulunmaktadirlar. Ayrica adeziv 06zelliklerine bagli olarak bulunduklari dokulardan
yeterli sayida elde edilmelerinde zorluklar vardir. Tedavi, hatta arastirma amach
kullanim ig¢in bile in-vitro kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmalar1 gerekir. Bu hiicrelerin in vitro
cogaltilmaya elverisli, dayanikli hiicreler olduklari, kiiltiirde proliferayon ve farklilasma

yeteneklerini koruduklari bilinmektedir.*®

Bu hiicreler, fiziksel (fibroblastoid ve adezyon gostermeleri) ve ylizey antijen
ozellikleri (stromal karakterde ve adezyon molekiilleri ekspresyonu) yaninda kemik,
kikirdak ve yag dokusuna farklilasabilme ozellikleri ile tanimlanirlar. Kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri hemopoetik hiicreler igin gerekli bir¢ok biiylime faktoriinii

salgilar (makrofaj koloni stimule eden faktor, stem cell faktor gibi); ayrica diger kok
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hiicreler ile ortak olan bazi gen ekspresyonlart yaninda konnektif dokuya o6zgiin

. . .. 94
molekiiler ve adezyon molekiillerini eksprese eder.”'*

Farkli dokulardan morfolojik ve biyolojik olarak benzer ozelliklere sahip
mezenkimal kok hiicreler izole edilebilmektedir. Ancak yine de hiicrelerin farklilagsma
ve immiinomodulator 6zellikleri, in vivo etkinligi gibi konularda hiicrelerin gelistirildigi

120,65

cevre kosullarina bagli degisiklikler oldugu bildirilmektedir.

Mezenkimal hiicrelerin fenotipik 6zellikleri ile yapilan ¢alismalar genellikle
primer hiicreden ziyade kiiltiirde ¢ogaltilmis hiicrelerde arastirilmistir. Kiiltiirde
cogaltilmis hiicrelerin 6zelliklerinin in vivo fenotipik 6zellikleri yansittigi konusunda
stipheler bulunmaktadir. Cogaltilmis hiicreler ile yapilan analizlerin aksine fotal akciger
ve karaciger dokularinda elde edilen ve c¢ogaltilmadan yapilan incelemelerde
mezenkimal kok hiicrelin CD4 pozitif oldugu gosterilmistir. Bu bulgular da mezenkimal
kok  hiicrelerin  kiiltlir ~ ortaminda  antijenik  Ozelliklerinin  degistigini

diisiindiirmektedir.'2*%

2.10.2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Elde Edilmesinde Kullanilan Sahalar

Mezenkimal kok hiicrelerin ana kaynagi kemik iligidir. Kemik iliginde,
mezodermden koken alan hematopoetik, endotel ve mezenkimal kok - progenitor
hiicreler bulunmaktadir. Farkli ¢aligmalarda kemik iligi aspirasyonunda 100 milyon
mononiikleer hiicreye karsi ortalama 2 ile 100 arasinda degisen sayida MKH mevcut
oldugu gosterilmistir. Cocuklarda 29 CFU /1 milyon mezenkimal kok hiicre orami
varken; ileri yaslarda bu oran 3.2 CFU/I milyon mezenkimal kok hiicre oranina kadar

inmektedir.'’ Giiniimiizde mezenkimal kok hiicrelerler bir ¢ok farkli dokulardan;

a. Kemik iligi

b. Kemik trabekiiler dokusu
c. Kordon kani

d. Placenta, Wharton jeli

e. Amnion mayi,

f. Yag dokusu,

g. Tendonlar,

h. Sinoviyal membran,
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1. Karaciger,

j- Disten elde edilebilmektedir.

Periferik kanda varlig1 ise tartismalidir. Periferik kanda osteojenik farklilagsma
yetenegi olan non-hematopoetik ve mezenkimal kok hiicre karakterinde hiicreler oldugu
gosterilmistir. Ozellikle agir hasar olan durumlarda, kemik kirig1, multiorgan yetmezligi
hallerinde periferik kandan mezenkimal kok hiicre izole edildigi gosterilmistir. Kemik
iligi, gobek kordonu, periferal kan, amnionik sivi, periost, yag dokusu, sinovial
membran ve kas gibi bir cok kaynaktan elde edilebildigi gibi maksilofasiyal bolgede de
izolasyonu ile ilgili caligmalar bulunmaktadir.

Agiz ortaminda en kolay ulasilabilen bdlgelerden biri olan ve siirekli
yenilenmekte olan dis etinin mezenkimal kok hiicre icin potansiyel bir kaynak
olabilecegiyle ilgili bir calismaya literatiirde rastlanilmigtir. Ayrica dental folikiil
dokusundan izolasyonu ile ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Calismada, ¢ekim
endikasyonu konulmus gomiilii 20 yas disi olan 6 hastada insizyon esnasinda ¢ikarilan
dis etinden ve dental folikiil dokusundan alinan doku Orneklerinden hiicre kiiltiirii
yapilmis ve tim Orneklerde adezyon oOzelligi gosteren mezenkimal kok hiicrelerin
izolasyonu yapilmis ve kiiltiirde cogaltilmistir. Akim sitometri yontemiyle hiicrelerin
immiinfenotipleri tanimlanmis ve adiposit, osteosit, kondrosit, ve ndronal hiicrelere
farklilasma potansiyelleri arastirilmistir. Her iki dokudan da gelistirilen MKH’lerin

stromal antijenleri yiliksek oranda tagidig1 gosterilmistir (%60-98)

2.10.2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Elde Edilme Yontemleri

Kemik rejenerasyonunda mezenkimal kok hiicre bazli ii¢ temel yontem vardir.
Birincisi kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre organizmadan alinip, kiiltiirde
cogaltilip uygun tasiyict ile yine ayni organizmaya verilmesidir. Kemik iligi
organizmadan alinir. Mezenkimal kok hiicreler izole edilerek hiicre kiiltliriinde
cogaltilir. Osteoindiiktif bir matriks ile kombine edilerek kemik defekti bolgesine
yerlestirilir.”* Kopek spinal fiizyon modelleri, koyun ve kopek femur ve tibiada biiyiik
segmental kemik defekt modelleri bu baglamda kullanilmustir.**™ Ozellikle kopeklerde
yapilan femur defekt modelinde pordz hidroksiapatit / B-trikalsiyum (Zimmer, Warsaw,

IM), seramik silindirik tasiyict ile kullanilan otojen mezenkimal kok hiicrelerin
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iyilesmenin Ozellikle 12. haftasinda en yiiksek miktarda kemiklesmeyi sagladigi

gorilmiistiir.

Ikincil strateji olarak mezenkimal kok hiicreler hematopetik hiicre yiizey
belirtecleri icermediginden immiin sistemi uyarmaz, bundan dolay1 bunlarin allojen
olarak cogaltilip kullamlabilir hiicre kiiltiirleri veya bankalari elde edilebilir.**'
Mezenkimal kok hiicrelerin kemik iyilesmesinde allojen olarak kullanimi kopegin
femurundaki kritik biiyiikliikteki defektlerde kemik iyilesmesi arastirilmistir. Poroz
hidroksiapatit / p-trikalsiyum seramik silindirik tasiyic1 ile kullanilan allojen
mezenkimal kok hiicrelerin yeni kemik olusturdugu ve calismanin hi¢ bir agamasinda
immiin reaksiyona ve antikorlara neden olmadigi tespit edilmistir. Ayrica yeni
kemiklesmenin endokondral yapidan c¢ok intramembrandz yolla olustugu tespit
edilmigtir. Femur diafizindeki yeni kemik olusumunun yeniden sekillenmesinin de
uygun oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligma allojen kok hiicrelerin otojen kok hiicreler kadar
immiin reaksiyona neden olmadan kemik iyilesmesinde etkili oldugunu savunmaktadir.
Bu sonugla allojen mezenkimal kok hiicrelerin cerrahi olarak kemik iyilesmesi igin
yapilan amelyatlarda kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin

dondurularak saklanmasi ve kisinin kendi kok hiicre kiiltliriinii beklemeye gerek

birakmamasi nedeniyle tercih sebebi olabilmektedir.

Uciincii yontem olarak ise, biiyiikk kemik iligi aspiratlarinin (selektif hiicre
retansiyonu) konsantre edilerek hiicre kiiltiirii yapilmaksizin otolog olarak es zamanh
intraoperatif olarak verilmesidir. Ancak bu teknik, kiiltiirle elde edilen mezenkimal
hiicre  konsantrasyonuna erisememektedir. Bu  hiicrelerin  osteoindiiktif  ve
osteokondiiktif materyallerle kemik defekti bolgelerine verilmeleri bu hiicrelerin yeterli
cogalma ve farklilagmalarini saglamistir. Bu amagla yapilan ¢alismada demineralize
kemik matriksi ve mineralize kanseloz kemik kombinasyonu (Allomatrix, Veterinary
Transplant Services, Kent WA) selektif hiicre retansiyonundan elde edilen mezenkimal
kok hiicre ile kombine edilmistir. Selektif hiicre retansiyonu teknigi ile kemik greft
materyali olusturulmasi mezenkimal kok hiicrelerin yapigsma o6zellikleri kullanilarak
biiyiik miktarda kemik iligi aspirasyonlar: ile elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin
sayica az olsa da osteoindiiktif ve osteokondiiktif materyallerle birlestirilip uygun kemik

greft materyalleri elde edilebilir. Bu ¢alisma sonucuna gore allomatrix ile kombine
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edilmis selektif hiicre retansiyonundan elde edilen mezenkimal kok hiicreler otojen

kanselloz kemik kadar iyi bir iyilesme paterni gostermistir.*’

2.10.2.2.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhlasma Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicrelerin, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalar i¢in en ¢ok ilgi
ceken Ozelligi, bu hiicrelerin uygun mikro c¢evre kosullarinda basta konnektif doku
olmak iizere ¢ok cesitli hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyeli varliginin gosterilmis
olmasidir. Mezenkimal kok hiicreler tek hiicre diizeyinde osteoblastlari, kondroblastlari,
adipositleri, fibroblastlar1 ve iskelet myoblastlarini da iceren mezodermal hiicrelere
diferansiye olabilmektedirler.”*'*

Caplan ve ark.’nmin ardindan g¢esitli arastricilar in vitro kosullarda uygun
stimiilanlarla osteojenik (kemik yapici), adipojenik (yag yapici), kondrojenik (kikirdak
yapici), miyojenik (kas yapici) farklilasma kapasitelerini ve hematopoetik stroma
olusturabildiklerini gdstermistir. Ilerleyen zamanda mezenkimal kok hiicrelerden
pankreas beta hiicreleri, hepatosit, endotel ve epiteloid hiicrelere doniisiim oldugu, yine
uygun kosullar saglandiginda, néronal hiicreler (néron, glial hiicre,astrosit) gelistigi de
gosterilmistir. Bunlar iginde, ozellikle nérona farklilagmanin miimkiin olup olmadig:
halen tartigmalidir.

Farklilasma potansiyeli ile ilgili diger bir konu ise, mezenkimal kok hiicrelerin,
adiposit, osteosit gibi kendi kdkeninden degil de farkli bir doku hiicresine (hepatosit,
pankreas beta hiicresi gibi) trans-farklilasma (transdifferentiation) oraninin in-vivo
kosullarda ¢ok diisiik oldugu, ancak ¢ok az sayida hiicrede trans-farklilagsma
gelisebildigi, o nedenle de bu mekanizmanin hasar tamirinde ancak sinirlt bir etkisi

olabilecegidir.

2.10.2.2.3.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Bashica Farklilasma Protokolleri

Adipojenik Farklilasma: %90-100 oraninda konfluent olana kadar gelistirilen

mezenkimal kok hiicreler {izerine, biiylime vasati yerine DMEM-LG igerisinde %10
FCS, 1 uM deksametazon, 60 pM indometazin, 500pM IBMX (izobiitilmetilksantin) ve
Spg/ml insiilin ile hazirlanan adipojenik kokteyl konularak farklagma uyarilir, sonra

analiz edilir.



33

Osteojenik Farklilasma: %350-60 oraninda confluent olana kadar gelistirilen
mezenkimal kok hiicreler lizerine, bliylime vasati yerine, DMEM-LG igerisinde %10
FCS, 100 nM deksametazon, 10 nM betagliserofosfat ve 0.2 mM askorbik asit ile
hazirlanan osteojenik farklilasma vasati konularak farklilasma uyarilir. Ug hafta sonra
kiiltiirdeki ekstraseliiler matrikste kalsifikasyon, kalsiyum fosfat depolar1 belirgin olarak

tespit edilir.

Kondrojenik Farklilasma: Hiicreler, bir hiicre pelletinde kiiltiir edilerek boyutlu
bir ortam saglanmis olur. Hiicre pelleti lizerine DMEM-HG igerisinde 100 nM
deksamethazon, 10 ng/ml TGFp, 50 pg/ml askorbik asit ve 50 mg/ml ITS+Premiks
ilave edilerek hazirlanmis olan kikirdaklasma vasati konularak 37 °C ve %5 CO:
kosullarinda farklilagmaya birakilir ve yine ii¢ hafta sonra doku kesitinde kikirdak
gelisimi incelenir.

Noronal Farklilasma: Doku kiiltiir kaplar1 i¢indeki hiicreler tizerine, DMEM-LG
icerisinde 200 pM BHA (Biitillenmis hidroksianisol), 10 pM forskolin (FSK), 20 mM
valporik asit (VA), 2% DMSO, 25 mM KCI, 1uM hidrokortizon, Spg/ml insulin ve %1

pen/streptomisin ile hazirlanan farklilasma vasati konulur. 45 inci dakika ile 24 iincii

saat arasindaki morfolojik degisiklikler takip edilir.

Mezenkimal kok hiicrelerin, kendi dizinleri disindaki farkli hiicre dizilerine de
farklilagabilme niteligi “kok hiicre plastisitesi” adi altinda toplanmistir. Kok hiicre
plastisitesi, bir hiicrenin kdken aldiklar1 dokularin disindaki dokulara farklilagsma

ozelligini tanimlamaktadir.

2.10.2.2.4. Mezenkima Kok Hiicrelerin Kullanim Alanlari

Mezenkimal kok hiicreler bugiine kadar konvensiyonel tedavi metodlarinin
yetersiz kaldig1 pek cok degisik hastaligin tedavisinde gelecek vaat eden bir yontemdir.
Mezenkimal kok hiicrelerin hastanin kendisinden kolaylikla elde edilebilmesi, kiiltiir
ortaminda istenilen miktar kadar ¢ogaltilabilmesi, multipotansiyel 6zelligi ve farkli
dokulara migrasyon gerceklestirebilmesi bu tedavinin bir ¢ok hastaliga alternatif bir

tedavi protokolii olusturabilmesini saglamaktadir.
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Kemik iligi ve organ nakil hastalarinda 6zellikle immiinosupresif 6zelliklerinin
ve stroma destegi saglayici 6zelliklerinin 6nemli katkilar1 olabilecegi diistiniilmektedir.
Yeni gelisen hematopoezin desteklenerek kemik iligi reddinin dnlenmesi ve allojenik
transplantlarda graft versus host hastaliginin 6nlenmesi veya tedavisinde katkilar1 son
yillarda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Otolog ve allojenik hematopoetik kok hiicre
transplantasyonunda  yeni  gelisen  hematopezi  destekleyerek  engraftmanin
giiclendirilmesi saglanmistir. Allojenik hiicrelerin 16semi iizerindeki immunolojik
etkisini (graft versus 16semi) feda etmeksizin gerceklesebilecek bir immunsupresyon,

graft versus host tedavisinde 6nemli bir gelisme saglamaktadir.®”*°

Mezenkimal kok hiicrelerin belki de en ilgi ¢eken tedavi alani rejeneratif amacl
kullanimlaridir. Herhangi bir dokunun tamir edilebilmesi sadece tamiri gerceklestiren
hiicreleri degil ayn1 zamanda aktarilan mezenkimal kok hiicrelerin prolifere olabilecegi
ve 0zel biiylime faktorleri ve sitokinlerle etkilesebilecegi yeterli bir yapiya da (scaffold)
ihtiyag gosterir. Mezenkimal kok hiicrelerin osteosit ve kondrosite in vitro olarak
farklilagabileceginin gosterilmesi ile mezenkimal kok hiicreler in-vivo doku tamirinde
kullanilmaya baglanmistir. Bir¢ok hayvan modelinde hidroksiapatit matrikslerinde
yiikklenmis mezenkimal kok hiicreler segmental kemik defektlerinin giderilmesinde
basar1 ile kullanilmigtir. Osteogenesis imperfekta bulunan g¢ocuklara kemik iligi
hiicrelerinin inflize edilmesi ile hiicreler herhangi bir yan etki gézlenmeksizin engraft
olmuglar ayn1 zamanda ortalama osteoblast sayis1 li¢ ay sonra artig gostermis yeni
lameller kemik olusumu izlenmistir. Bu g¢ocuklarda kirik sikligi azalmis ve viicut
bilyiime hizi artmistir.*® Izuta ve ark. ¢ikardiklari tavsan meniskiislerinde avaskiiler
zonda tam kat defekt olusturarak in vitro sartlarda fibrin yapistirici ile mezenkimal kok
hiicre uygulamislardir. Yaptiklari degerlendirmelerde mezenkimal kok hiicre uygulanan

meniskiislerin tamir edildigini gostermislerdir.>

Diagnsotik goriintiileme ile hepatoselliiler karsinom tespit edilen dokuz
karaciger sirozlu hastaya periferik vendz yoldan kendi kemik iliklerinden alinan
mononiikleer hiicreler inflize edilmis ve hastlarin karaciger fonksiyonlarinda istatistiksel
yonden anlamli diizelme oldugu, karaciger hepatosit rejenerasyonunun arttigi,
karacigerdeki fibrozisin iyilestigi, alt1 ay sonra ortalama serum alblimin ve total protein
miktarinin anlamli seviyede arttig1 ve hastalarin hi¢ birinde belirgin yan etki

goriilmedigi rapor edilmistir.''*
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Multipelskleroz, amyotrofik lateral skleroz gibi hastaliklarda deneme veya
deneysel arastirma kapsaminda kullanilmaya baslanmis, giivenle verilebildigi hastalik

belirtilerinde yavaslama saglanabilecegi bildirilmistir.

In-vitro ortamda ekspanse edilen mezenkimal kok hiicreler miikemmel bir
tasiyict olarak gen tedavilerinde umut vaat etmektedir. Hayvan deneylerinde fare ve
kopek kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin insan kaynakli biiylime faktorii hormonu ile
IL-3 gibi genlerle transduce edilmesinden sonra tekrar hayvanlara inflize edilmesi ile
birlikte birka¢ ay icinde bu hormon ve sitokinlerin plazmada eksprese edilmeye

baslandig1 izlenmistir.>*

Mezenkimal kok hiicreler ile in-vivo ve in-vitro deneysel arastirmalar ¢ok sayida
olsa da rapor edilen klinik uygulama sayisi oldukga azdir. On calismalar giivenli
oldugunu diisiindiirse de wuzun siireli takip edilen hasta sayisinin arttirilmasi
gerekmektedir. Ayrica etkinligi konusunda calismalarin sayis1 yeterli degildir. Bu
nedenle yaygin kullanima ge¢cmeden 6nce ¢ok daha fazla sayida hastada klinik deneyim
kazanilmas1 gerekmektedir. Klinik uygulamalarin etik kurul kararlar1 dogrultusunda ve
onceligin bagka tedavi sansi olmayan, ilerleyici, agir hastaliklara verilerek yapilmasi ile
heniiz ¢ok yeni olan bu hiicresel tedavinin maddi kazan¢ amacgli ve kontrolsiiz

kullaniminin 6niine gegilmeye ¢alisiimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Operasyon Oncesi Islemler

3.1.1. Genel Bilgi

Calismada toplam alt1 adet erkek koyun kullanilmistir. Hayvan deneylerinin
yapilabilmesi igin ¢alismaya baslanmadan &nce Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (I.U.HADYEK) Komitesi’nden 27.06.2012 tarihli 2012/ 89 karar

nolu yazili onay alinmistir.

Deney hayvanlari Istanbul Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Cerrahi
Anabilimdali tarafindan genel saglik kontrolleri yapilarak temin edilmistir. Deney
hayvanlar1 satin alinmasindan sakrifikasyonlarina kadar gegen siirede Istanbul
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi'ne ait hayvan barmaklarinda saklanmus, klinik
operasyonlarin gergeklestirilmesi i¢in ayni fakiiltenin kiiclikbas klinikleri uygun
goriilmistlir. Operasyonlardan sonra bu kliniklerden barmaklara taginan hayvanlar,
iyilesme dénemi boyunca gozlem altinda tutulmuslardir. Calisma, Istanbul Universitesi
Rektorligii  Bilimsel Arastirma Projeleri  Yiiriitiici  Sekreterligi  tarafindan

desteklenmistir. (Proje no:26012)

Herbir koyunun mandibula ve maksillasina dorder adet defekt olusturulmustur.
Herbir ¢enenin sag ve sol segmentinde ikiser adet defekt bulunmaktadir. Olusturulan
defektlere greft materyalleri her koyunda ve ¢enede bir kez uygulanmak sart1 ile rasgele
uygulanmigtir. Olusturulan defektlerin bir tanesi bos birakilmis, ikincisi sigir kaynakl
greft materyali (Bio-oss, Geistlich, Isvigre), ii¢iinciisii kemik iligi kaynakli kok hiicre
konsantrasyonu (HarvesBMAC, Harvesttech, USA) sonuncusu ise sigir kaynakli greft
materyali (Bio-oss, Geistlich, Isvicre) ve kemik iligi kaynakli kok hiicre konsantrasyonu
(HarvesBMAC, Harvesttech, USA) karisimi ile doldurulmus ve kollajen esash
membran (Bio-guide, Geistlich, Isvicre) ile yénlendirilmis doku rejenerasyonu

uygulanmuistir.

3.1.2. Operasyon Oncesi Hazirhiklar

Deney hayvanlarina ameliyat 6ncesinde ii¢ adet islem uygulanmistir:
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1-) Tartilma ve kayit alinmasi (Deney hayvanlarinin oratalama agirliklart 45 kg

olarak tespit edilmistir.)
2-) Preoperatif profilaksi :

- Sefritriakson grubu antibiyotik (Iesef, Flakon,lg, 1. E. Ulugay ilag) i.v. olarak

bir saat dnce bir doz ve her 12 saatte 1/2 doz uygulanmustir.

- Diklofenak potasyum grubu NSAI ( Dicloran, Flakon, Deva Ilag) i.m. olarak

bir saat dnce bir doz uygulanmistir.

3-) Opere edilmesi diisiiniilen bolgelerin {istiindeki tliylerinin traglanmasi ve bir

antiseptikle ( Betadin) silinmistir.

3.1.3. Genel Anestezi

Deney hayvanlarinin ortlama agirliklar1 40-45 kg olarak segilmistir. Hayvanlar
barmaklardan yardimci personel tarafindan ameliyathaneye tasinmis ardindan
operasyona baglanmistir. Pre-anestezik olarak xylazine (Rompun, 0.2-0.5 mg/kg i.m.,
Bayer, Almanya) kullaniminin ardindan damar yolu ac¢ilmistir. Ketamin hidrokloriiriin
(Ketalar, 5mg/kg Flakon, Eczacibasi) intravendz uygulanmasiyla 6n anestezi saglanmis
ve hayvanlar entiibe edilmistir. Entiibasyon sonrasinda ise % 3.5’luk isofluran (Forane,
Abbott) indiiksiyon amaciyla ve ardindan % 1.5’luk isofluran idame dozu olarak

kullanilmis ve bu sekilde denekler genel anesteziye alinmiglardir.

3.1.4. Cerrahi Asama:

Genel anesteziye alinan deney hayvanlarindan greftleme siirecine gecilmeden
once kemik iligi kaynakli kok hiicre konsantrasyonun elde edilmesi i¢in kemik iligi
aspirasyonu gerceklestirilmistir ve kullanilan kitin firmasinin talimatlarina uygun olarak
aspire edilen ilik iglenmistir (HarvesBMAC, Harvesttech, USA). Firmanin talimatlarina
uygun olarak steril kisi tarafinca;

1. Heparin (25000 unit/ml) x 2 adet / NaCl (% 0.9) 30ml; toplam soliisyon
setteki yerine dokiilmiistir.

2. Grup 1 ve Grup 2 deki tiim enjektorler heparin ile 2 kez yikanmustir.
(Enjektorlere bir miktar soliisyon ¢ekildi ¢alkaland1 ve geri birakildi).

3. 4 ml ACD-A soliisyonunu torbaya aktarilmistir (kirmiz1 igne bashigi ile),
elle masaj yapar gibi dagitilmigtir.
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4. Deney hayvanlarindan aspirasyon yesil baslik kullanilarak baslatilmistir,
mavi ile derinlestirilmistir (kiit uclu).

Resim 3-1 Kemik iligine ulasilmasi ve aspirasyona baslanmasi

5. 30ml VacLok takilarak kademesi ayarlanarak beklenmistir, 30 ml
tamamlanana kadar bu islem tekrarlanmstir.

Resim 3-2 Gerekli aspirasyonun elde edilmesi

6. Alman kemik iligi torbaya eklenmistir. Elle masaj yaparak dagitilmistir.
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7. 1kinci 30ml VacLok takilmistir, kademesi ayarlanmistir ve 30 ml kemik
iligi ¢ekilene kadar beklenmistir.

8. Almnan kemik iligi torbaya ilave edilmistir.

9. Torbanin kilidi agilmistir.

10. 60ml transfer siringasi ile hazirlanan preparat (igne takilarak) alinmigstir
ve ¢alisma kartusuna aktarilmistir.

L

Resim 3-3 Elde edilen aspirasyonun Kitin icine enjeksiyonu

11. SmartPrep2 cihazinda 14 dk santrifuj edilmistir.

rew
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Resim 3-4 SmartPrep2 cihazinda santirifiij isleminin gerceklestirilmesi



12. Kartugun tist kisminda sar1 uglu enjektor ile plazma ¢ekilmistir, balon-
hava kabarcig1 oluncaya kadar ¢ekmeye devam edilmistir.

Resim 3-5 Santirifiij sonrasi plazmanin mezenkimal kok hiicre
konsantrasyonundan uzaklastirilmasi

13. Kalan plazma ve Stemcell (kok hiicre) glimiis uclu enjektor ile
cekilmistir ve birkag kez ¢ek-birak islemi tekrarlanmistir.

Resim 3-6 Plazmanin uzaklastirilmasindan sonra kalan mezenkimal kék
hiicre konsantrasyonun toplanmasi

40
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14. Tiipteki baslik atilmigtir. Steril alanda steril tiipe aktarilmistir.

Resim 3-7 Elde edilen plazma ve mezenkimal kok hiicre konsantrasyonun
uygulamaya hazir sekilde siringada toplanmasi

15. Uygulama yapilacak bolgeye hazirlanan preparat aktarilmigtir.

Kemik iligi kaynakli kok hiicre konsantrasyonu hazirlanirken, islem yapilacak

deney hayvanin maxilla ve mandibulasina insizyon yapilarak (bkz. Resim 3-8) deri ve

periostun ayr1 ayri kaldirilmas: sonrasinda kemige ulasilmistir. Kemigin rahatca

goriildiigii genis bir ¢alisma ortami saglandiktan sonra fizyodispensira bagli piyasamen

800 — 1000 devir /dak.‘da steril serum fizyolojikle sogutma altinda trafen frezle Smm

genigliginde 3,6 mm derinliginde dort adet defekt olusturulmustur (bkz. Resim 3-9).

Olusturulan defektlere (alt ve iist cenenin herbirine);

1.
2.

3.

4,

Defekt (kontrol gurubu): Bos

Defekt: Yalnizca kemik iligi kaynakli kok hiicre konsantrasyonu
(HarvesBMAC, Harvesttech, USA) (bkz. Resim 3-10)

Defekt: Sigir kaynakli greft materylai (Bio-oss, Geistlich, Isvigre) ve kemik iligi
kaynakli kok hiicre konsantrasyonu (HarvesBMAC, Harvesttech, USA) karisimi
Defekt (standart gurup): Sigir kaynakli greft materyli (Bio-oss, Geistlich,
Isvigre) (bkz. Resim 3-11)

olacak sekilde rastgele uygulanmistir. Olusturulan defek bolgelerinin tizeri membran
(Bio-guide, Geistlich, Isvigre) ile ortiilmiistiir (bkz. Resim 3-12). Deri alti dokusu 2.0
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Vicryl ile deri ise 0 numara Poliproplen ile ayr1 ayr siiturlanarak insizyon hatt1 primer
sekilde kapatilmigtir.

Resim 3-8 Insizyonun yapihmasi

Resim 3-9 Periostun elevasyonundan sonra kemige ulasilmasi ve
fizyodispensera bagh piyasamen 800 — 1000 devir /dak.‘da steril serum
fizyolojikle sogutma altinda trafen frezle Smm genisliginde 3,6 mm
derinliginde defekt olusturulmasi
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Resim 3-10 Olusturulan defek bolgelerine uygun preperatlarin
uygulanmasi (mezenkimal kok hiicre konsantrasyonu)

Resim 3-11 Olusturulan defek bélgelerine uygun preperatlarin
uygulanmasi (s1g1ir kaynakh greft materyali)
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Resim 3-12 Hazirlanan preparatlar uygulandiktan sonra membranin
yerlestirilmesi

Resim 3-13 Deri alti dokusu 2.0 Vicryl ile primer kapatilmasi

3.1.5. Sakrifikasyon

Deney hayvanlarmin ikisi 15 inci giinde, ikisi 30 uncu giinde, diger ikisi ise 45
inci glinde sakrifiye edilmistir. Hayvanlara ksilazin ve ketamin ile anestezi

uygulandiktan sonra 1.V. olarak pentothal sodium %10 ‘luk soliisyonundan 50 mg/kg
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dozunda kullanilarak 6tanazi uygulanmistir. Bu islem sonrasinda tiim parcalar % 10’luk

formol igeren kaplara koyulmustur.

3.1.6. Ameliyat Ekibi ve Gorev Dagilimi

Operasyonlar 1.U. Veterinerlik Fakiiltesi kiiciikbas hayvan kliniklerinde tam

sterilizasyon kosulunda daha Onceden hazirlanan ekip tarafindan gergeklestirilmistir.

Ekipteki gorev dagilimi su sekilde siralanilabilir:

- Veteriner Cerrah: Deney hayvaninin genel anesteziye alinmasi, entubasyonu,
her tiirlii ilag ve genel anestezi uygulamalari, deri ve periostun kaldirilarak kemige
ulagilmasi, anestezi sirasinda ve sonrasinda deney hayvanmnin tim genel sagliginin

kontroli

- Dis Hekimleri: Greft materyalinin hazirlanma prosediirii ve yerlestirilmesi,
flaplerin kapatilmasi, tiim asistans, solunum cihazmin kontrolii, yapilan islemlerin

fotograflanarak arsivlenmesi, kullanilan tiim ekipmanin temini ve sterilizasyonu,

- Yardimc1 Personel: Ameliyat sirasinda yapilan her tiir isleme asistans,
ameliyathanenin hazirlanmasi ve toplanmasi, solunum cihazinin kontrolii, deney sonrasi

hayvanlarin post-operatif bakimlar1 ve beslenmelerinin temini.

3.1.7. Histololojik Degerlendirme

Gonderilen materyal %10 luk tamponlanmis formalinde bir hafta siire ile fikse
edildi. Fiksasyondan sonra tiim materyal %50 ‘lik formik asit ve %20 ’lik sodyum sitrat
cozeltilerinden birer 6lgek alinarak hazirlanan solusyonda dekalsifiye edildi. Dekalsifiye
parcalar rutin doku takibinden gegirildikten sonra hazirlanan parafin bloklardan elde
edilen 5-7 mikron kalinligindaki kesitler hematoksilen — eosin (H&E) ydntemiyle
boyanip 151k mikroskobunda (Olympus BX60) incelendi.

Inceleme sirasinda ‘Olympus Soft Imaging system analySIS FIVE (Tokyo
Japan) goriintli analiz sistemi kullanildi. Incelenen kesitler 400 biiyiitme altinda tiim
goriintii alanin1 kaplayan iicer saha alinarak digital goriintiiler elde edildi. Bu alanlarda
iltihap, nekroz, rezidiiel kemik grefti, yabaci cisim reaksiyonu, fibrozis, membrandz ve

kondral kemik yapimi goz oOniinde bulundurularak yeni kemik yapiminin kapladigi
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alanlar hesaplandi. Bu bulgulara bir biiylik biiylitme alaninda kapladiklar1 bdlgelerin
yiizdesine gore %0 (-), % 5-30 (+), % 30-60 (++) ve % 60 < (+++) olmak iizere deger
verildi. Kemik yapim degerlendirilmesinde ise Allen’ in kirik iyilesmesi metodu

kullanildi.

3.1.8. Istatisitksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanildi. Parametrelerin
gruplar aras1 karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun
tespitinde Mann Whitney U test kullanildi. Parametrelerin iki grup arasi
kargilagtirmalarinda Mann Whitney U test kullanildi.  Niteliksel verilerin
karsilastirilmasinda ise Ki-Kare testi ve Continuity (Yates) Diizeltmesi kullanild.

Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismanin  basindan  sakrifikasyon siiresine kadar hicbir hayvanda
komplikasyona rastlanmamistir. Alt1 deney hayvaninda toplam 48 defekte histolojik

inceleme yapilmustir.

4.1. Histolojik Bulgular

4.1.1. Kontrol Grubu Histolojik Bulgular:

Kontrol grubu olarak bos birakilan defektlerin 15 inci giiniinde maxilla ve
mandibular defektelerin her ikisinde de aktif fibr6z bag dokusu ile dolu oldugu ve yeni
kemik trabekiillerinin defekt kenarlarinda periost cevresinde olugsmaya basladigi ve

defekt ortasina ilerledigi saptandi.

Resim 4-1 Maksilla 15. giin defekt bolgesinde gen¢ mezenkim
hiicrelerinden olusan aktif fibr6z doku defect kenarinda ince yeni kemik
trabekiilleri. (H&E x100)
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Resim 4-2 Mandibula 15. giin defekt bolgesinde fibréz doku icine yeni
kemik trabekiilleri (H&E x100)

30 uncu giinde fibr6z bag dokusunun i¢ine kalinca yeni kemik trabekiilleri

olustugu ve birbirleri ile anastomozlar yaptiklar1 gdzlenmistir.

Resim 4-3 Maksilla 30. giin de defekt kenarlarindan ilerleyen yeni kemik
trabekiilleri ve ortada aktif fibréz bag dokusu (H&E x100)
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Resim 4-4 Mandibula 30. giin defekt bolgesinde fibroz bag dokusu icinde
kalinca yeni kemik trabekiilleri (H&E %200)

45 inci gilinde defektler hemen hemen tamami ile yeni kemik dokusu ile
dolmustur. Maksilla defektleri daha trabekiiler yapida kemik dokusu igerirken,
mandibula defektleri daha kompakt, kortikal kemik ile kapanmistir.

Resim 4-5 Mandibula 45. giinde defekt alam1 biiyiik 6lciide dolduran yeni
kemik dokusu ve arada ince band biciminde varh@im siirdiiren fibroz
doku giézlemlenmistir. (H&E x100)



50

& d

Resim 4-6 Maksilla 45. giinde defekt bolgesini 6rten koprii biciminde
kemik yapimi ve altinda fibroz bag dokusu saptanmistir. (H&E x200)

4.1.2. Bio-oss Uygulanan Defektlerin Histolojik Bulgular:

15 inci giinde defektlerde aktif fibréz doku igerisinde rezidiiel greft materyali ile
dolu oldugu saptanmistir. Maksillar defektte, defekt kenarlarindan ilerleyen az sayida
ince kemik trabekiilleri goriiliirken, mandibula defektinde kemik trabekiilleri greft

materyallerini ¢evreler tarzda ve daha fazla olarak goriildii.

Resim 4-7 Maksilla 15. giinde Bio-oss uygulanan kemik defekt bolgesinde
aktif fibroz bag dokusu icinde rezidiiel greft materyalleri (H&E x200)
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Resim 4-8 Mandibular 15. giin Bio-oss uygulanan defekt bélgesinde fibroz
doku icinde greft materyalleri cevresinde yeni kemik trabekiilleri (H&E
x100)

30 uncu giin si8ir kaynakli kemik greft materyali uygulanan grupta her iki

cenede de greft materyalini ¢evreleyen yeni kemik trabekiilleri saptanmaktadir.

Resim 4-9 Maksilla 30. giin defekt bolgesinde fibroz doku icinde greft
materyali cevresinde yeni kemik trabekiilleri (H&E x100)
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Resim 4-10 Mandibula 30. giin defekt bolgesinde yeni kemik trabekiilleri
arasinda rezidiiel greft materyalleri (H&E x100)

45 giinliik gruplarda mandibulada daha belirgin olmak iizere defekt bolgesi
kemik dokusu ile dolmustur. Fakat olusan yeni kemik alani i¢indeki rezidiiel greft

materyalleri dikkati cekmektedir.

Resim 4-11 Maksillar 45. giin defekt bélgesini dolduran yeni kemik yapimi
arasinda rezidiiel greft materyali (H&E x100)
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Resim 4-12 Madibula 45. giin defekt bélgesini dolduran trabekiiler kemik
dokusu arasinda rezidiiel greft materyali (H&E x100)

4.1.3. Mezenkimal Kok Hiicre Konsantrasyonu Uygulanan Defektlerin Histolojik
Bulgular:

Mezekimal kok hiicre konsantrasyonu uygulanan defektlerin 15 inci gilinlinde
gruplarda defekti dolduran fibréz bag dokusu i¢inde ince kemik trabekiilleri

gorlilmektedir.

Resim 4-13 Mandibula mezenkimal kék hiicre konsantrasyonu uygulanan
defekt bolgesinde aktif fibroz doku icinde ince kemik trabekiilleri (H&E
x100)
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Resim 4-14 Maksilla 15.giin defekt bolgesinde fibroz doku icinde defekt
kenarlarindan ilerleyen yeni kemik trabekiilleri (H&E x200)

30 uncu giin gruplarinda fibréz doku i¢cinde mandibulada daha belirgin olmak

tizere kalin kemik trabekiilleri goriilmektedir.

Resim 4-15 Maksilla 30. Giin defekt bélgesinde fibroz doku icinde yeni
kemik trabekiilleri (H&E x100)
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Resim 4-16 Mandibula 30. giin defekt bolgesinde amastomozlar yapan
trabekiiler yeni kemik dokusu arasinda fibroz bag dokusu (H&E x100)

45 inci giinde defekt bolgelerinde biiyiik oranda yeni kemik yapimi ile dolmusg

durumdadir. Arada ince fibroz doku varligini stirdiirmektedir.

Resim 4-17 Maksilla 45. giinde defekt bolgesini biiyiik oranda dolduran
yeni kemik dokusu arasinda varhigini siirdiiren ince fibréz doku (H&E
x200)
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Resim 4-18 Mandibula 45. giin defekt bélgesini biiyiik 6l¢iide kapatan
kemik yapimi arasinda fibréz bag dokusu (H&E x100)

4.1.4. Bio-oss ve Mezenkimal Kok Hiicre Konsantrasyonun Kombine Uygulandig:
Defektlerin Histolojik Bulgular:

Bio-oss ve mezenkimal kok hiicre konsantrasyonun kombine kullanildigi grubun
15 inci glin histolojisi incelendiginde defekt bolgesinde fibroz doku icinde greft

materyali ince kemik trabekiilleri saptanmaktadir.

Resim 4-19 Maksilla Bio-oss ve mezenkimal kok hiicre konsantrasyonu
kombine kullamldig 15. giin defect bolgesinde fibroz bag dokusu icinde
ince ve yeni kemik trabekiilleri ve greft materyali (H&E x200)
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Resim 4-20 Mandibulla 15. giin defect bolgesinde fibroz bag dokusu icinde
greft materyali ve ince yeni kemik trabekiilleri (H&E x100)

30 uncu giin defektlerinde fibré6z doku iginde greft materyali cevresinde

materyali cevreleyen yeni kemik trabekiilleri gortilmektedir.

Resim 4-21 Maksillar defect bélgesinde fibréz doku i¢inde greft materyali
ve cevresinde yeni kemik trabekiilleri (H&E x100)
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Resim 4-22 Mandibula 30. giin defect bolgesinde defekti dolduran yeni
kemik trabekiilleri yeni kemik trabekiilleri ile ¢cevrelenen greft
materyalleri ve arada fibroz bag dokusu (H&E x100)

45 inci giin gruplarinda 15 ve 30 uncu giinlerde goriilen kemik trabekiillerinin
daha genisledigi saptanmistir. Gruplarin hicbirinde nekroz, iltahap, yabanci cisim

reaksiyonu goriilmemistir.

Resim 4-23 Maksilla 45. giin defekti dolduran yeni kemik dokusu arasinda
rezidiiel kemik materyali (H&E x100)
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Resim 4-24 Mandibula 45. giin defect bolgesini dolduran kalin kemik
trabekiilleri arasinda rezidiiel greft materyali (H&E x100)

4.2. Histomorfometrik Bulgular

Tablo 1: Fibrozis degerlendirilmesi

BOS Bioss Kok Hiicre Bioss+Kok Hiicre
Fibrozis P
Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Ort+SS (medyan)
(medyan) (medyan) (medyan)
Maksilla
15.Giin 340 (3) 240 (2) 340 (3) 3+0 (3) 0,002**
30.Giin  2,5+0,58 (2,5) 240 (2) 240 (2) 2+0 (2) 0,093
45.Giin 240 (2) 240 (2) 240 (2) 2+0 (2) 1,000
P 0,026* 1,000 0,004** 0,004**
Mandibula
15.Giin 340 (3) 2,5+0,58 (2,5) 240 (2) 2+0 (2) 0,012*
30.Giin 340 (3) 240 (2) 240 (2) 1+0 (1) 0,002**
45.Giin 340 (3) 1+0 (1) 1+0 (1) 0,5+0,58 (0,5) 0,005%*
P 1,000 0,009** 0,004** 0,009**

Kruskal-Wallis Tezt *<0.05 **p<0.01
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Tablo 1a: Gruplarin ikili degerlendirme sonug¢lari

15. giin 30. giin 45. giin

Fibrozis
P P P

Maksilla
BOS/ Bioss 0,008** 0,127 1,000
BOS/ K&k Hiicre 1,000 0,127 1,000
BOS/ Bioss+Kok Hiicre 1,000 0,127 1,000
Bioss/ Kok Hiicre 0,008** 1,000 1,000
Bioss/ Biosst+Kok Hiicre 0,008** 1,000 1,000
Kok Hiicre/ Bioss+Kok Hiicre 1,000 1,000 1,000
Mandibula
BOS/ Bioss 0,127 0,008** 0,008**
BOS/ K&k Hiicre 0,008** 0,008** 0,008**
BOS/ Bioss+Kok Hiicre 0,008** 0,008** 0,013*
Bioss/ Kok Hiicre 0,127 1,000 1,000
Bioss/ BiosstKok Hiicre 0,127 0,008** 0,127
Kok Hiicre/ Bioss+Kok Hiicre 1,000 0,008** 0,127
Mann Whitney U test *p<0.01 *0<0.05

Maksillada,

Gruplarin 15.giin fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01) (Tablo 1). Anlamliligin hangi gruplardan
kaynaklandigimin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; Bioss grubunun
15.giin fibrozis goriilmesi diizeyi, Bos, Kok hiicre ve Bioss+Kok hiicre gruplarindan
anlaml sekilde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01). Diger gruplar arasinda 15. giin
fibrozis diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(Tablo 1a).

Gruplar arasinda 30.giin ve 45.giin fibrozis diizeyleri agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 1).
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Mandibulada,

Gruplarin 15.giin fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.012; p<0.05) (Tablo 1). Anlamliligin hangi gruplardan
kaynaklandigimin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Bos grubunun
15.giin fibrozis diizeyi, Kok hiicre ve Bioss+Kok hiicre gruplarindan anlamhi sekilde
yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01). Diger gruplar arasinda 15.giin fibrozis diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Tablo 1a).

Gruplarin 30.giin fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01) (Tablo 1). Anlamliligin hangi gruplardan
kaynaklandigimin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Bos grubunun
30.giin fibrozis goriilmesi diizeyi, Bioss, Kok hiicre ve Bioss+Kok hiicre gruplarindan
anlamli gekilde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01). Kok hiicre grubunun 30.giin
fibrozis diizeyi, Bioss ve BiosstKok hiicre gruplarindan anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p:0.008; p<0.01). Bioss ve Bioss+Kok hiicre gruplarinin 30.giin fibrozis
diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Tablo 1a).

Gruplarin 45.giin fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.005; p<0.01) (Tablo 1). Anlamliligin hangi gruplardan
kaynaklandigiin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Bos grubunun
45.glin fibrozis diizeyi, Bioss, Kok hiicre ve Bioss+Kok hiicre gruplarindan anlamhi
sekilde yiiksek bulunmustur (p;:0.008, p:0.008, p;:0.013; p<0.01, p<0.05). Diger
gruplar arasinda 45.giin fibrozis diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (Tablo 1a).

Tablo 1b: Giinlerin ikili degerlendirme sonuc¢lari

BOS Bioss Kok Hiicre Bioss+Kok Hiicre
Fibrozis
p p P p
Maksilla
15.glin-30. giin 0,127 1,000 0,008%* 0,008**
15.glin-45. giin 0,008%** 1,000 0,008%* 0,008**

30.gilin-45. giin 0,127 1,000 1,000 1,000
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Mandibula
15.giin-30. giin 1,000 0,127 1,000 0,008**
15.giin-45. giin 1,000 0,013* 0,008%* 0,013*
30.giin-45. giin 1,000 0,008** 0,008+ 0,127
Mann Whitney U test *0<0.05 **p<0.01

Maksillada;

BOS Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.glin fibrozis diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.026; p<0.05). Anlamliligin hangi
giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; 15.giin
fibrozis diizeyi, 45.giinden anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01).
Diger giinler arasinda anlamli bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 1b).

Bioss Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.giin fibrozis diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:1.000; p>0.05).

Kok Hiicre Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.giin fibrozis diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01). Anlamliligin hangi
giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; 15.giin
fibrozis diizeyi, 30.glin ve 45.gilinlerden anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p:0.008;
p<0.01). 30.gilin ve 45.giinler arasinda anlamli bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05)
(Tablo 1b).

Bioss+Kok Hiicre Grubunun; 15.glin, 30.glin ve 45.giin fibrozis diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.giin fibrozis diizeyi, 30.giin ve 45.giinlerden anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin ve 45.giinler arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 1b).

Mandibulada;

BOS Grubunun; 15.glin, 30.giin ve 45.giin fibrozis diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:1.000; p>0.05) (Tablo 1).

Bioss Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.giin fibrozis diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.01) (Tablo 1).
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Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 45.giin fibrozis diizeyi, 15.giin ve 30.glinlerden anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p;:0.013; p,:0.008; p<0.05 p<0.01). 15.giin ve 30.glinler arasinda anlaml
bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 1b).

Kok Hiicre Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.giin fibrozis diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo 1).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 45.giin fibrozis diizeyi, 15.giin ve 30.glinlerden anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 15.giin ve 30.giinler arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 1b).

Bioss+Kok Hiicre Grubunun; 15.glin, 30.glin ve 45.giin fibrozis diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.01) (Tablo 1).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.giin fibrozis diizeyi, 30.giin ve 45.giinlerden anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p;:0.008; p,:0.013; p<0.01 p<0.05). 30.giin ve 45.glinler arasinda anlaml
bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 1b).

Tablo 2: Kemik yapimi degerlendirilmesi

BOS Bioss Kok Hiicre Bioss+Kok Hiicre
Kemik Yapim p
Ort£SS (medyan) Ort£SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort£SS (medyan)

Maksilla
15.Giin 1£0 (1) 1£0 (1) 240 (2) 1,5+0,58 (1,5) 0,012*
30.Giin  2,540,58 (2,5) 340 (3) 340 (3) 30 (3) 0,093
45.Giin 340 (3) 340 (3) 340 (3) 30 (3) 1,000
p 0,009** 0,004** 0,004** 0,005%*
Mandibula
15.Giin 240 (2) 2,5+0,58 (2,5) 240 (2) 240 (2) 0,093
30.Giin 340 (3) 340 (3) 340 (3) 30 (3) 1,000
45.Giin 340 (3) 340 (3) 340 (3) 30 (3) 1,000
p 0,004** 0,111 0,004** 0,004**

Kruskal-Wallis Tezt **p<0.01 *»<0.05
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Tablo 2a: : Gruplarn ikili degerlendirme sonug¢lar:

15. giin 30. giin 45. giin
Kemik Yapim
p p p
Maksilla
BOS/ Bioss 1,000 0,127 1,000
BOS/ Kok Hiicre 0,008** 0,127 1,000
BOS/ Bioss+Kok Hiicre 0,127 0,127 1,000
Bioss/ Kok Hiicre 0,008** 1,000 1,000
Bioss/ Bioss+Kok Hiicre 0,127 1,000 1,000
Kok Hiicre/ Bioss+Kok Hiicre 0,127 1,000 1,000
Mandibula
BOS/ Bioss 0,127 1,000 1,000
BOS/ Kok Hiicre 1,000 1,000 1,000
BOS/ Bioss+Kok Hiicre 1,000 1,000 1,000
Bioss/ Kok Hiicre 0,127 1,000 1,000
Bioss/ Bioss+Kok Hiicre 0,127 1,000 1,000
Kok Hiicre/ Bioss+Kok Hiicre 1,000 1,000 1,000
Mann Whitney U test *p<0.01
Maksillada;

Gruplarin 15.giin goriilen kemik yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.012; p<0.05) (Tablo 2). Anlamliligin hangi
gruplardan kaynaklandigiin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Kok
hiicre grubunun 15.glin kemik yapimi diizeyleri, Bos ve Bioss gruplarindan anlaml
diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01) (Tablo 2a). Diger gruplar arasinda
15.giin kemik yapimi diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (Tablo 2a).

Gruplarin 30.gilin ve 45.giinlerdeki kemik yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 2).
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Mandibula ¢ene tipinde,
Gruplarin 15.giin, 30.giin ve 45.giinlerdeki kemik yapimi diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 2).

Tablo 2b: Giinlerin ikili degerlendirme sonuc¢lari

BOS Bioss Kok Hiicre Bioss+Kok Hiicre
Kemik Yapim
P P Y P
Maksilla
15.giin-30. giin 0,013* 0,008** 0,008%** 0,013*
15.giin-45. giin 0,008** 0,008** 0,008** 0,013*
30.giin-45. giin 0,127 1,000 1,000 1,000
Mandibula
15.giin-30. giin 0,008** 0,127 0,008%** 0,008**
15.giin-45. giin 0,008** 0,127 0,008%** 0,008**
30.giin-45. giin 1,000 1,000 1,000 1,000
Mann Whitney U test *0<0.05 **p<0.01
Maksillada;

BOS Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.glin kemik yapimi diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.01) (Tablo 2).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.glin kemik yapimi diizeyi, 30.gilin ve 45.glinlerden anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p;:0.013; p,:0.008; p<0.05; p<0.01). 30.giin ve 45.glin arasinda anlaml
bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 2b).

Bioss Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.giin kemik yapimi diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo 2).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.glin kemik yapimi diizeyi, 30.gilin ve 45.glinlerden anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin ve 45.glin arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 2b).
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Kok Hiicre Grubunun; 15.glin, 30.giin ve 45.giin kemik yapimi diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo 2).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.glin kemik yapimi diizeyi, 30.gilin ve 45.glinlerden anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin ve 45.glin arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 2b).

Bioss+Kok Hiicre Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.glin kemik yapimi
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.005; p<0.01)
(Tablo 2). Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalar sonucunda; 15.glin kemik yapimi diizeyi, 30.glin ve 45.giinlerden
anlamli sekilde diisikk bulunmustur (p:0.013; p<0.05). 30.glin ve 45.glin arasinda
anlamli bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 2b).

Mandibulada;

BOS Grubunun; 15.giin, 30.glin ve 45.giin kemik yapimi diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo 2).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.glin kemik yapimi diizeyi, 30.gilin ve 45.glinlerden anlaml sekilde diisiik
bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin ve 45.glin arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 2b).

Bioss Grubunun; Gruplarin 15.giin, 30.giin ve 45.giinlerdeki kemik yapimi
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
(Tablo 2).

Kok Hiicre Grubunun; 15.glin, 30.giin ve 45.giin kemik yapimi diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo 2).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.glin kemik yapimi diizeyi, 30.gilin ve 45.glinlerden anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin ve 45.glin arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 2b).

Bioss+Kok Hiicre Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.glin kemik yapimi
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01)
(Tablo 2). Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili

karsilagtirmalar sonucunda; 15.glin kemik yapimi diizeyi, 30.glin ve 45.giinlerden
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anlamli sekilde diisikk bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.glin ve 45.glin arasinda

anlamli bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 2b).

Tablo 3: Kemik iyilesmesi degerlendirilmesi

BOS Bioss Kok Hiicre Bioss+Kok Hiicre
Kemik iyilesmesi Ort+SS Ort+SS Ort+SS p
Ort+SS (medyan)
(medyan) (medyan) (medyan)

Maksilla

15.Giin 0+0 (0) 0+0 (0) 240 (2) 120 (1) 0,002**

30.Giin 340 (3) 4+0 (4) 4,5+0,58 (4,5) 440 (4) 0,005**

45.Giin 440 (4) 5+0 (5) 5+0 (5) 5+0 (5) 0,002**
p 0,004** 0,004** 0,009%* 0,004%*
Mandibula

15.Giin 240 (2) 2,54+0,58 (2,5) 240 (2) 3£0 (3) 0,012*

30.Giin 340 (3) 440 (4) 5£0 (5) 5+0 (5) 0,002**

45.Giin 5£0 (5) 5£0 (5) 5,5+0,58 (5,5) 5,5+0,58 (5,5) 0,172
p 0,004** 0,005** 0,009%* 0,009%*
Kruskal-Wallis Tezt *0<0.05 *p<0.01
Tablo 3a: Gruplarin ikili degerlendirme sonuclari

15. giin 30. giin 45. giin
Kemik fyilesmesi
p p p

Maksilla
BOS/ Bioss 1,000 0,008** 0,008**
BOS/ Kok Hiicre 0,008** 0,013* 0,008**
BOS/ Bioss+Kok Hiicre 0,008** 0,008** 0,008**
Bioss/ Kok Hiicre 0,008** 0,127 1,000
Bioss/ Biosst+Kok Hiicre 0,008 ** 1,000 1,000
Kok Hiicre/ Bioss+Kok Hiicre 0,008** 0,127 1,000
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Mandibula

BOS/ Bioss 0,127 0,008** 1,000
BOS/ Kok Hiicre 1,000 0,008** 0,127
BOS/ Bioss+Kok Hiicre 0,008** 0,008** 0,127
Bioss/ Kok Hiicre 0,127 0,008** 0,127
Bioss/ Biosst+Kok Hiicre 0,127 0,008 ** 0,127
Kok Hiicre/ Bioss+Kok Hiicre 0,008** 1,000 1,000
Mann Whitney U test **p<0.01 *0<0.05

Maksillada,

Gruplarin 15.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01) (Tablo 3). Anlamlili§in hangi gruplardan
kaynaklandigmin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Kok hiicre
grubunun 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, Bos, Bioss ve Bioss+Kdk hiicre gruplarindan
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01) (Tablo 3a). Bioss+Kok hiicre
grubunun 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, Bos ve Bioss gruplarindan anlamli diizeyde
yiikksek bulunmugstur (p:0.008; p<0.01). Boss ve Bioss gruplarinin 15.giin kemik
iyilesmesi diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 3a).

Gruplarin 30.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmaktadir (p:0.005; p<0.01) (Tablo 3). Anlamlili§in hangi gruplardan
kaynaklandigimin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Bos grubunun
30.giin kemik iyilesmesi diizeyi, Bioss, Kok hiicre ve Bioss+Kok hiicre gruplarindan
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p;:0.008, p,:0.013, p;:0.008; p<0.01, p<0.05).
Diger gruplar arasinda 30.giin kemik iyilesmesi diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Tablo 3a).

Gruplarin 45.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01) (Tablo 3). Anlamlili§in hangi gruplardan
kaynaklandigimin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Bos grubunun
45.giin kemik iyilesmesi diizeyi, Bioss, Kok hiicre ve Bioss+Kok hiicre gruplarindan

anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01). Diger gruplar arasinda 45.giin
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kemik iyilesmesi diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (Tablo 3a).

Madibulada,

Gruplarin 15.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmaktadir (p:0.012; p<0.05) (Tablo 3). Anlamlili§in hangi gruplardan
kaynaklandigiin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Bioss+Kok hiicre
hiicre grubunun 15.glin kemik iyilesmesi diizeyleri, Bos ve Kok hiicre gruplarindan
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.008, p<0.01) Diger gruplar arasinda 15.giin
kemik iyilesmesi diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (Tablo 3a).

Gruplarin 30.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01) (Tablo 3). Anlamliligin hangi gruplardan
kaynaklandigmin tespiti i¢cin yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Bos grubunun
30.giin kemik iyilesmesi diizeyleri, Bioss, Kok hiicre ve Bioss+Kdk hiicre gruplarindan
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01). Bioss hiicre grubunun 30.giin
kemik iyilesmesi diizeyleri, Kok hiicre ve Bioss+Kok hiicre gruplarindan anlaml
diizeyde diisik bulunmustur (p:0.008; p<0.01). Kok hiicre ve Bioss+Kok hiicre
gruplariin 30.glin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 3a).

Gruplarin 45.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik bulunmamaktadir (p:0.172; p>0.05) (Tablo 3).

Tablo 3b: Giinlerin ikili degerlendirme sonuc¢lari

Bioss+Kok
BOS Bioss Kok Hiicre .
Kemik Tyilesmesi Hiicre
P P P p
Maksilla
15.gilin-30. giin 0,008** 0,008** 0,013* 0,008%**
15.gilin-45. giin 0,008** 0,008** 0,008** 0,008%**

30.giin-45. gilin 0,008** 0,008** 0,127 0,008**
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Mandibula
15.giin-30. giin 0,008** 0,013* 0,008** 0,008**
15.giin-45. giin 0,008** 0,013* 0,013* 0,013*
30.giin-45. gilin 0,008** 0,008** 0,127 0,127
Mann Whitney U test *0<0.05 **p<0.01

Maksillada;

BOS Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo 3).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 30.giin ve 45.giinlerden anlamli sekilde
diisik bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 45.giinden
anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01) (Tablo 3b).

Bioss Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo 3).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 30.giin ve 45.glinlerden anlamli sekilde
diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 45.giinden
anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01) (Tablo 3b).

Kok Hiicre Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.glin kemik iyilesmesi diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.01) (Tablo 3).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 30.giin ve 45.glinlerden anlaml sekilde
diisikk bulunmustur (p;:0.013, p2:0.008; p<0.05, p<0.01). 30.giin ve 45.giin arasinda
anlamli bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 3b).

Bioss+Kok Hiicre Grubunun; 15.giin, 30.glin ve 45.glin kemik iyilesmesi
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01)
(Tablo 3). Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti igin yapilan ikili
karsilagtirmalar sonucunda; 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 30.giin ve 45.giinlerden
anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin kemik iyilesmesi diizeyi,
45.giinden anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01) (Tablo 3b).
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Mandibulada;

BOS Grubunun; 15.giin, 30.gilin ve 45.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo 3).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 30.giin ve 45.glinlerden anlamli sekilde
diisikk bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 45.giinden
anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01) (Tablo 3b).

Bioss Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.005; p<0.01) (Tablo 3).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 30.giin ve 45.glinlerden anlamli sekilde
diisitk bulunmustur (p:0.013; p<0.05). 30.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 45.giinden
anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p:0.008; p<0.01) (Tablo 3b).

Kok Hiicre Grubunun; 15.giin, 30.giin ve 45.glin kemik iyilesmesi diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.01) (Tablo 3).
Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; 15.glin kemik iyilesmesi diizeyi, 30.giin ve 45.giinlerden anlamli sekilde
diisiikk bulunmustur (p;:0.008, p»:0.013; p<0.01, p<0.05). 30.giin ve 45.giin arasinda
anlamli bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 3b).

Bioss+Kok Hiicre Grubunun; 15.giin, 30.glin ve 45.glin kemik iyilesmesi
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.009; p<0.01)
(Tablo 3). Anlamliligin hangi giinlerden kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalar sonucunda; 15.giin kemik iyilesmesi diizeyi, 30.giin ve 45.giinlerden
anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p;:0.008, p,:0.013; p<0.01, p<0.05). 30.giin ve
45.giin arasinda anlamli bir farklilik bulunamamaktadir (p>0.05) (Tablo 3b).

Tablo 4: Residiiel greft degerlendirilmesi

BOS Bioss Kok Hiicre Bioss+Kok Hiicre
Resiidel Greft p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Maksilla
15.Giin 0 (%0) 4 (%100) 0 (%0) 4 (%100) 0,001**
30.Giin 0 (%0) 4 (%100) 0 (%0) 4 (%100) 0,001**

45.Giin 0 (%0) 4 (%100) 0 (%0) 4 (%100) 0,001%*
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Mandibula
15.Giin 0 (%0) 4 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0,001%*
30.Giin 0 (%0) 4 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0,001+
45.Giin 0 (%0) 4 (%100) 0 (%0) 2 (%50) 0,008%*
Ki-kare Test *p<0.01
Maksillada;

Gruplar arasinda 15.giinde residiiel greft goriilme oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Bos ve kok hiicre gruplarinda
15.giinde hi¢ residiiel greft goriilmezken, Bioss ve Bioss+Kok hiicre gruplarinin
tamaminda residiiel greft goriilmiistiir.

Gruplar arasinda 30.giinde residiiel greft goriilme oranlari agisindan istatistiksel
olarak anlaml farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Bos ve kok hiicre gruplarinda
15.giinde hi¢ residiiel greft goriilmezken, Bioss ve Bioss+Kok hiicre gruplarinin
tamaminda residiiel greft goriilmiistiir.

Gruplar arasinda 45.giinde residiiel greft goriilme oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Bos ve kok hiicre gruplarinda
15.giinde hi¢ residiiel greft goriilmezken, Bioss ve Bioss+Kok hiicre gruplarinin
tamaminda residiiel greft goriilmiistiir.

Mandibulada;

Gruplar arasinda 15.giinde residiiel greft goriilme oranlari agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Bioss grubunun orani, bos,
kok hiicre ve biosstkok hiicre gruplarinin oranlarindan anlaml diizeyde ytiksektir.

Gruplar arasinda 30.giinde residiiel greft goriilme oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Bioss grubunun orani, bos,
kok hiicre ve biosstkok hiicre gruplarinin oranlarindan anlaml diizeyde ytiksektir.

Gruplar arasinda 45.giinde residiiel greft goriilme oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Bioss grubunun orani, bos,

kok hiicre ve biosstkok hiicre gruplarinin oranlarindan anlaml diizeyde ytiksektir.
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Tablo 5: Maksilla ve mandibulaya gore fibrozis degerlendirmesi

Maksilla Mandibula
Fibrozis p
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)
15.Giin
BOS 340 (3) 3+0 (3) 1,000
Bioss 240 (2) 2,5+0,58 (2,5) 0,127
Kok Hiicre 340 (3) 240 (2) 0,008+
Bioss+Kok Hiicre 340 (3) 240 (2) 0,008+
30.Giin
BOS 2,5+0,58 (2,5) 340 (3) 0,127
Bioss 240 (2) 240 (2) 1,000
Kok Hiicre 240 (2) 240 (2) 1,000
Bioss+Kok Hiicre 240 (2) 120 (1) 0,008+
45.Giin
BOS 240 (2) 340 (3) 0,008+
Bioss 240 (2) 120 (1) 0,008+
Kok Hiicre 240 (2) 120 (1) 0,008+
Bioss+Kok Hiicre 240 (2) 0,5+0,58 (0,5) 0,013*
Mann-Whitney U Test *0<0.05 **p<0.01

Bos grupta; 15.giin ve 30.giinlerde cenelere gore fibrozis diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). 45.glinde
mandibulanin fibrozis diizeyi, maksilladan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p:0.008; p<0.01).

Bioss grubunda; 15.giin ve 30.giinlerde ¢enelere gore fibrozis diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). 45.glinde
maksillanin fibrozis diizeyi, mandibuladan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p:0.008; p<0.01).

Kok hiicre grubunda; 15.giinde maksillanin fibrozis diizeyi, mandibuladan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.glinde

cenelere gore fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
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bulunmamaktadir (p>0.05). 45.glinde maksillanin fibrozis diizeyi, mandibuladan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01).

Bioss+Kok hiicre grubunda; 15.giin, 30.giin ve 45.giinlerde maksillanin
fibrozis diizeyi, mandibuladan istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur
(p1:0.008; p2:0.008; p3:0.013; p<0.01; p<0.05).

Tablo 6: Maksilla ve mandibulaya gore kemik yapimi degerlendirmesi

Maksilla Mandibula
Kemik Yapim p
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)
15.Giin
BOS 10 (1) 240 (2) 0,008**
Bioss 1£0 (1) 2,5+0,58 (2,5) 0,013*
Kok Hiicre 240 (2) 240 (2) 1,000
Bioss+Kok Hiicre 1,5+0,58 (1,5) 240 (2) 0,127
30.Giin
BOS 2,5+0,58 (2,5) 340 (3) 0,127
Bioss 340 (3) 340 (3) 1,000
Kok Hiicre 340 (3) 340 (3) 1,000
Bioss+Kok Hiicre 340 (3) 340 (3) 1,000
45.Giin
BOS 340 (3) 340 (3) 1,000
Bioss 340 (3) 340 (3) 1,000
Kok Hiicre 340 (3) 340 (3) 1,000
Bioss+Kok Hiicre 340 (3) 340 (3) 1,000
Mann-Whitney U Test *n<0.05 **p<0.01

Bos grupta; 15.giinde mandibulanin yeni kemik yapimi diizeyi, maksilladan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.giin ve
45.glinlerde ¢enelere gore yeni kemik yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Bioss grubunda; 15.gliinde mandibulanin yeni kemik yapimi diizeyi,

maksilladan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.013; p<0.05).
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30.giin ve 45.gilinlerde ¢enelere gore yeni kemik yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kok hiicre grubunda; 15.giin, 30.giin ve 45.gilinlerde ¢enelere gore yeni kemik
yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilhik bulunmamaktadir
(p>0.05).

Bioss+Kok hiicre grubunda; 15.giin, 30.giin ve 45.gilinlerde ¢enelere gore yeni
kemik yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 7: Maksilla ve mandibulaya gore kemik iyilesmesi degerlendirmesi

Maksilla Mandibula
Kemik Tyilesmesi p
Ort£SS (medyan) Ort£SS (medyan)
15.Giin
BOS 020 (0) 240 (2) 0,008+
Bioss 020 (0) 2,540,58 (2,5) 0,013*
Kok Hiicre 240 (2) 240 (2) 1,000
Bioss+Kok Hiicre 120 (1) 30 (3) 0,008+
30.Giin
BOS 30 (3) 30 (3) 1,000
Bioss 440 (4) 40 (4) 1,000
Kok Hiicre 4,5+0,58 (4,5) 540 (5) 0,127
Bioss+Kiok Hiicre 440 (4) 540 (5) 0,008+
45.Giin
BOS 440 (4) 540 (5) 0,008+
Bioss 540 (5) 540 (5) 1,000
Kok Hiicre 5+0 (5) 5,5+0,58 (5,5) 0,127
Bioss+Kok Hiicre 5+0 (5) 5,5+0,58 (5,5) 0,127
Mann-Whitney U Test *0<0.05 *p<0.01

Bos grupta; 15.glinde mandibulanin kemik iyilesmesi diizeyi, maksilladan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01). 30.glinde

cenelere gore kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). 45.glinde mandibulanin kemik iyilesmesi diizeyi,
maksilladan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.008; p<0.01).

Bioss grubunda; 15.glinde mandibulanin kemik iyilesmesi diizeyi, maksilladan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.013; p<0.01). 30.giin ve
45.giinlerde c¢enelere gore kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kok hiicre grubunda; 15.giin, 30.giin ve 45.glinlerde cenelere gore kemik
iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05).

Bioss+Kok hiicre grubunda; 15.giin ve 30.giinlerde mandibulanin kemik
iyilesmesi diizeyi, maksilladan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur
(p:0.008; p<0.01). 45.giinde c¢enelere gore kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 8: Totalde ¢enelere gore degerlendirmeler

Maksilla Mandibula
p
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)

15.Giin 2,75+0,45 (3) 2,3840,5 (2) 0,035*
Fibrozis 30.Giin 2,13£0,34 (2) 240,73 (2) 0,580

45.Giin 240 (2) 1,38+1,02 (1) 0,009%*

15.Giin 1,38+0,5 (1) 2,13+0,34 (2) 0,001 **
Yeni Kemik Yapimi  30.Giin 2,88+0,34 (3) 3+0 (3) 0,151

45.Giin 340 (3) 3£0 (3) 1,000

15.Giin 0,75+0,86 (0,5) 2,3840,5 (2) 0,001 **
Kemik iyilesmesi 30.Giin 3,88+0,62 (4) 4,25+0,86 (4,5) 0,146

45.Giin 4,75+0,45 (5) 5,254+0,45 (5) 0,005**
Mann-Whitney U Test **p<0.01 *n<0.05

Maksillanin  15.glin ve 45.gilinlerdeki fibrozis diizeyleri, mandibuladan

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur (p;:0.035; p»:0.009; p<0.05;
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p<0.01). Cenelere gore 30.glin fibrozis diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

Mandibulanin 15.giindeki yeni kemik yapim diizeyleri, maksilladan istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.001; p<0.01). Cenelere gore 30.gilin ve
45.glinlerdeki yeni kemik yapimi diizeyleri arasinda anlamli  bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

Mandibulanin  15.giin  ve 45.giinlerdeki kemik 1iyilesmesi diizeyleri,
maksilladan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p;:0.001;
P2:0.005; p<0.01). Cenelere gore 30.gilin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 9: Totalde ¢enelere gore residiiel greft degerlendirmesi

Maksilla Mandibula
Residiiel Greft p
n (%) n (%)
15.Giin 8 (%50) 4 (%25) 0,273
30.Giin 8 (%50) 4 (%25) 0,273
45.Giin 8 (%50) 6 (%37,5) 0,722

Continuity (yates) diizeltmesi

Cenelere gore 15.giin, 30.giin ve 45.giinlerde residiiel greft goriilme oranlari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
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5. TARTISMA

Yapilan ¢alismada koyun ¢ene kemiklerinde olusturulan defektlere uygulanan
greft materyali (Bio-oss), kok hiicre konsantrasyonu (BMAC) ve greft materyali ile
birlikte kok hiicre konsantrasyonun kombine kullaniminin yeni kemik yapinda etkinligi

degerlendirilmistir.

Kok hiicre basitce diigiiniildiigiinde yasamin kaynagidir. Viicudumuzda yaslanan
ve Olen hiicrelerin yerlerine yenileri olusturulmaktadir. Canli viicudundaki biitiin
hiicrelerin ilk ana hiicresine kok hiicre adi verilir ki bu hiicreler de farkli hiicrelere
doniisebilmektedir. Kok hiicreler farklilagma, kendini yenileme ve kokliilik gibi

karakteristik 6zelliklere sahiptirler.

Eriskin kok hiicrelerden biri olan mezenkimal kok hiicreler ¢esitli hiicre tiplerine
farklilasabilen multipotent stromal hiicrelerdir. Insan mezenkimal kok hiicreleri
rejeneratif tip i¢in umut verici bir hiicre kaynagi olarak kabul edilir. Mezenkimal kdk
hiicreler veya kemik iligi stromal kok hiicreleri olarak adlandirilan bu 6nciil multipotent
hiicrelerin kikirdak, kemik, kas, tendon, bag ve yag hiicrelerine farklilasabilme yetenegi
vardir. Hiicrelerin yiiksek ex-vivo potansiyallinin olmas1 bu hiicrelerin tedavi edici bir

ara¢ haline getirmektedir.

Giliniimiizde  kullanilan ~ greft materyalleri 6n  goriilebilirlikleri  ve
kullanilabilirlikleri agisindan kabul gormiis olsalar da biitlin greft materyallerinin
kendisine Ozgii avantajlart ve dezavantajlar1 mevcuttur. Mesela otojen greftler altin
standart olarak kabul edilmelerine ragmen hizli rezorpsiyona ugramaktadirlar. Bu da
yeni kemik olusumu ic¢in gerekli olan catinin gerektiginden daha kisa siirede
kaybolmasina yada yetersiz kalmasiyla sonuglanabilmektedir. Allojen greft materyalleri
ise gerekli apozisyon ve rezorbsiyon senkronunu gerceklestiremediklerinden
kullanildiklar1 operasyonlarda olusan yeni kemikte rezidiiel kemik greftleri kalmasina
ve bdylece tam magnasi ile olugan yeni kemikigin homojen bir yapiya kavusmasina
engel olmaktadir. Bu iki farkli greftin avantajlarinin ayn1 anda elde edilebilmesi i¢in ise
kombine kullanilmalar1 cerrahi islemlerde gerceklestirilmektedir. Fakat kombine
kullanimlarinda ise yeni kemik yapimi igin gerekli hiicrelerin ¢evre saglikli dokulardan

goc etmesi beklenmekte ve uygulanan bolgenin ¢evresindeki saglikli kemigin yetersiz
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kalmast  durumunda ise istenen yeni kemik  yapimimin  olugsmamasi

gerceklesebilmektedir.

Bu durumlar g6z oOniine alindiginda iyilesme siirecinin hizli baglamasi ve
iyilesme stirecinde 0Ozellikle iyilesmeden sorumlu hiicrelerin bolgede bulunmasini
arttirict yada tetikleyici bir takim rekonstriiktif iglemlerin allojenik greft materyalleri ile
birlikte kullantminin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Multipotent mezenkimal kok hiicre
konsantrasyonun igerdigi kemik hiicrelerine farklilagsabilme ve damarlanmay1 arttirma
kapasitesi allojenik greflerin yeni kemik yapiminda ihtiya¢ duyduklar: bu 6zellikleri tek

basina veya kombine kullanimlarinda karsilayabilecektir.

Jager ve ark. yaptiklar1 prospektif ¢aligmada yaslar1 4 ile 87 arasinda degisen 39
hastada 1cm % 1em daha biiytik lokal kemik defektlerinin iyilesmelerini incelemislerdir.
Kemik defektleri multipotent mezenkimal hiicre konsantrasyonu ile porlu hidroksiapatit
graniili veya domuz kollojen spongestanin kombine olarak kullanimi ile tedavi
edilmistir. iki bagimsiz kisi tarafindan defektler ikinci ve altinci haftada, altinci ve 12
inci ayda incelenmistir. Sonu¢ olarak mezenkimal kok hiicre konsantrasyonu ile
hidroksiapatitin kombine kullaniminin jelatin spongestan ile kullanimina gore kemik
iyilesmesini hizlandirdigini ve arttirdigin1 saptamiglardir. Hidroksiapatit graniillerinin
porlu yapisinin i¢ine milkemmelce uzanan yeni kemik yapiminin mezenkimal kok hiicre
konsantrasyonun kemik yapimini provoke etme potansiyalinin bir sonucu olarak
olustugunu kanitladigin1  bildirmislerdir. Sonu¢ olarak hasta populasyonunda
mezenkimal kok hiicre konsantrasyonu ile allogreftlerin kombine kullaniminin otojen
kemik ihtiyacin1 azaltabilecegine ve post operatif iyilesme siirecini kisaltabilecegine

dikkat ¢ekmislerdir.”

Jager ve arkadaglarin yaptiklari ¢alisma ile c¢alismamiz  korelasyon
gostermektedir. Calismamizda aldigimiz sonuglara gdére multipotent kok hiicre
konsantrasyonun tek basina uygulandigi kemik defektlerinde erken donem ve
sonrasinda yeni kemik yapimi gézlenmektedir. Bunun sonucu olarak biiytlik defektlerde
mezenkimal kok hiicre konsantrasyonun uygulanmasi yeni kemik yapimi i¢in gerekli
olan otojen veya allojen greft materyali gereksinimini azaltabilecek bir uygulamadir.
Ayrica ¢alismamizda gozlemledigimiz mezenkimal kok hiicre konsantasyonun tek veya
kombine uygulanmasi ile erken donem kemiklesmenin gerceklesmesi de yukarida

bahsedilen ¢aligma ile paralellik gostermektedir.
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Hendrich ve arkadaslar yapiklar1 c¢alismada mezenkimal kok hiicre
konsantrasyonu uygulamasinin giivenilirligini degerlendirmislerdir. Calismalarinda
femur bas1 nekrozu, baska kemik bolgelerinde avaskiilar nekroz / kemik iligi 6demi,
kemik kirikilar1 ve diger defekleri bulunan toplam 101 hastayr incelemislerdir.
Mezenkimal kok hiicre konsantrasyonu uygulanan hastalar ortalam 14 ay sonra klinik,
radyografik ve sozlii olarak kontrol edilmistir. Tki hastanin ileri cerrahiye gereksinim
duyduklarmi ve sozlii olarak 84 hastanin operasyon sonucunda memnun veya ¢ok
memnun, 7 tanesinin ise orta derece memnun olduklarimi ve total kalca protezi
gerektiren ve yapilan bir hastanin ise hi¢ memnun olmadigini bildirmislerdir. intra-
operatif olarak mezenkimal progenitor hiicre uygulamasinin hastalar i¢in diisiik risk
olusturdugunun degerlendirdikleri ¢alismalarinda, hi¢ bir hastada kok hiicre
transplantasyonun metoduna 6zgii komplikasyon olusmadigin bildirmislerdir. Ozellikle
kemik iligi elde edilmesinden sonra iliak krestte yeni kemik yapimi, enfeksiyon, timdor
olusumu, veya morbidite acisindan hi¢ bir komplikasyonla karsilagilmadigi

belirtilmistir.*

Hendrich ve arkadaslarinin ¢alismasinda da saptandigi gibi bizim ¢aligmamizda
da verici ve alic1 bolgede mezenkimal kok hiicre konsantrasyonun elde edilmesi ve
uygulanmasia 0zgii hi¢ bir komplikasyon goriilmemistir. Mezenkimal kok hiicre
konsantrasyonu tibb1 agidan bizim ¢alismamizca da her hangi bir risk faktoriinii isaret

etmemektedir.

Marcel Betsch ve arkadaslarinin 14 mini pig lizerinde yaptiklar1 ¢alismada
deney hayvanlarinin femoral kondillerine 106 mm genigliginde kritik biiyiikliikte
defekler olusturmuslardir. Bu defektlere bifazik biomateryal, PRP ile bifazik
biomateryal karisimi, multipotent kok hiicre konsantrasyonu ile bifazik biomateryal
karigimi ve PRP, multipotent kok hiicre konsantrasyonu ile bifazik biomateryal karisimi
rastgele olacak sekilde uygulanmistir. 26 hafta sonra deney hayvanlari sakrifiye edilmis
ve hazirlanan preparatlar histolojik ve immiinohistokimyasal olarak incelenmistir.
Calismanin sonucunda PRP uygulanan defektlerde kanda bulunun sayilarina kiyasla
trombosit sayisinin ve biiyiime faktorlerinin  anlamli sekilde yiliksek oldugu
saptanmigtir. Terapi gruplarinda kondrojenik dokula tolidilin mavisi ile boyandiginda
tip 2 kollojen varlig1 belirlenmistir. Kontrol grubuna gére PRP veya multipotent kdk

hiicre konsantrasyonun bifazik biomateryal ile kombine kullaniminin histolojik skorlari
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anlaml sekilde arttirdigin1 fakat PRP ve multipotent kok hiicre konsantrasyonun bifazik
biomateryal ile 3 lii kombine kullaniminin histolojik skorlar1 daha ileriye gotiirmedigini

belirtmislerdir."

Betsch ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir bagka ¢alismada 14 Goettinger minipig’in
medial femoral kondillerine agtiklar1 osteokondrol defektlere bifazik biomateryal,
bifazik biomateryal ve erythropoietin, bifazik biomateryal ve multipotent kok hiicre
konsantrasyonu ve {iglii kombinasyonlarin1 uygulamislardir. Deney hayvanlarint 26
hafta sonra sakrifiye etmislerdir. O’Driscoll skorlamasina histolojik olarak elde edilen
preparatlar incelenmistir. Calismalarinda sonug¢ olarak multipotent kok hiicre
konsantrasyonun ve erythropoietininin tek baglarina bifazik biomateryal ile
uygulanmasmin konrol grubuna goére histolojik agindan anlamli bir farklilik
yaratmadigini fakat ticlii kombine kullanimlarinin histolojik a¢idan anlamli bir iyilesme

yansittigim saptanuslardir.'*

Kiihl ve arkadaslari kemik iligi aspirasyonun ve mutlipotent kok hiicre
konsantrasyonun deprotenize sigir kemik minerali greft materyalinin stabilitesi lizerine
etkisini inceledikleri ¢alismalarinda 13 hastaya ¢ift tarafli agik siniis lifting prosediirii
uygulamislardir. Hastalarin siniis lifting islemlerinde biomateryali tibiadan elde edilen
kemik iligi aspirasyonu veya iliak kanattan elde etikleri kok hiicre konsantrasyonu ile
kombine kullanmiglardir. Kombine kullanimlart ile greft materyalinin tek basina
kullanimlarint operasyon sonrasi ikinci hafta ve altinci ayda bilgisayarli tomografi
analizlerine gore degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak biitiin gruplarda %15 ile %21
arasinda uygulanan kemik grefti hacminde azalma oldugu goriilmiistiir. Biitlin gruplarda
istatistiksel olarak anlamli sekilde greft hacminde azalma oldugu saptanmistir. Gruplar
arasinda zamana bagl greft hacmi azalmasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir. Iki
asamal1 siniis lifting operasyonundan alt1 ay sonra kemik iligi aspirasyonun veya kdk
hiicre konsantrasyonun greft materyali hacminde goriilen azalmada olumlu bir sonug

yaratmadig1 saptanmlstlr.66

Petri ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada uzun kemiklerde olusan segmental
kemik defektlerinde osteojenik biomateryal ile multipotent kok hiicre konsantrasyonun
birlikte uygulandig1 vakalari incelemislerdir. Tedavi sonrasi incelemelerini klinik
olarak, pozitron emilsiyon tomografi (PET) ve bilgisayarli tomografi ile yapmislardir.

Calismalarma mezenkimal kok hiicre konsantrasyonu ile biomateryal karigiminin yeni
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kemik olusumunu indiiklemesi ve segmental blok grefti uygulanan hastalara gore bu
karigtminin uygulandigr hastalarin daha erken biitiin agirlig1 tasiyabilecek direncin ve
iyilesmenin gergeklesmesi hipotezi ile baglamislaridir. Caligmalarinda uzun kemiklerde
segmental defektleri bulunan bes hastayr 24 ay boyunca degerlendirmislerdir. Sonug
olarak kok hiicre konsantrasyonu uygulanan hastalarda biitiin agirligi tasimak icin
gerekli dirence hastalarin ortalama 11.3 haftada ulastiklar1 saptanmistir. Bes hastadan
dordiinde radyolojik olarak defeklerin iyilestigi goriilmiistiir. Iyilesmenin olusmadig
hastanin defekt cap1 en biiyiik hasta oldugu ve yerlestirilen fiksasyon implantlarinin fail
olmasindan kaynakli iyilesmenin gerceklesmedi diisiintilmiistiir. Mezenkimal kok hiicre
konsantrasyonun uzun kemiklerde goriilen li¢ cm den biiyiik segmental defektlerde blok
kemik uygulamasina alternatif bir tedavi olabilecegini fakat yedi cm den biiyilik
defektlerde yeterli direncin olusmadigindan blok greft uygulamasinin altin standart

olarak kullanilmas: gerektigini belirtmislerdir.”

Kilig ve arkadaslar1 saglikli insan kemik iliginden ayrilarak c¢ogaltilan
mezenkimal destek doku (stromal) hiicrelerinin (MSH) fiziksel 6zelliklerine ve yiizey
antijenlerine gore tanimlanmasi, osteoblastik ve kondroblast yoniinde farklilasma
potansiyellerini yaptiklar1 ¢alismada incelemislerdir. Yaslar1 dort ay ile 18 yil arasinda
degisen 10 kemik iligi transplantasyon vericisinden toplanan kemik iliginin 1-3
ml’sinden gradiyent yéntemiyle mononiikleer hiicreleri ayirmislardir. Icinden %10 fetal
dana serumu bulunan tiiplerde kiiltiire edilmistir. Tabana yapisma gosteren fibroblastik
goriintiide olan hiicreler ¢ogaltilmistir. Akim sitometri aygitt ile hiicrelerin yiizey
antijenlerine gdére immiinfenotiplendirilmesi yapilmistir. Tanimlanan mezenkimal
stromal hiicrelerin osteoblast ve kondroblast uyarict medyumlar: kullanilarak
kondoroblast ve osteoblasta farklilagmasi incelenmistir. Osteoblastlar Alizarin kirmizist,
kondorblastlar ise Alsiyan mavisi ile boyanarak mikrofotograflar1 alinmistir. Sonug
olarak in vitro ¢ogaltilan MSH’lerin bi¢im ve yapisma ozellikleri yasa bagl farklilik
gostermedi belirtilmistir. Destek doku kaynakli olabilecek hiicrelerde karakteristik
CD105, CD44, CD166, CD29, CD90 ve CD73 antikorlarna karst %90-99 arasinda
pozitif sonug, hematopoietik hiicrelere 6zglii CD45, CD34, CD14 ve HLA-DR
antikolarina kars1 negatif (%0-5) sonug¢ gostermistir. Hiicre tipine 6zel besiyerlerinde
cogaltilan MSH’lerin ilerleyen alt kiiltiirler (pasajlar) de dahil olmak iizere tiim alt
kiiltiirlerde osteoblast ve kondroblast hiicreler farklilagtigi gézlenmistir. Calismacilar

mezenkimal destek doku hiicrelerinin kemik iligi aktarimi, kalitsal hastaliklar ve organ
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hasarlarinda, ortopedide kullanilmas1 diislinlilen biyomalzemelerin biyolojik etkilerinin
in-vitro incelemesinde kemik ve kikirdak dokusundaki hasarli bolgelerin tamirinde

kullanilmasinim miimkiin goriindiigiinii belirtmislerdir.”

Yapilan calismada multipotent kok hiicrelerin in-vitro olarak elde edilme
yontemi ¢aligmamda kullanilan yontem ile farkli olmasina ragmen sonug olarak kemik
iliginden elde edilen mezenkimal multipotent kok hiicrelerin kemik hiicrelerine
doniisebilme 6zelligini kanitlamasi, yapitigim tez ¢aligmasi ile kolerasyon gostermekte
ve multipotent kdk hiicre konsantrasyonun kemik defektlerinin tedavisinde istenen yeni

kemik yapimindaki potansiyelini desteklemektedir.

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu porosediirlerinin artmast ve cerrahi
limitasyonlarin bulunmasi, cerrahlart yeni kemik yapiminda kullanilan tedavi
seceneklerini olumlu yonde etkileyebilecek hiicre terapisi ve doku miihendisligi gibi

yeni alternatifler arayisina itmistir.

Mezenkimal kok hiicreler kemik yapiminda kritik bir rol oynamaktadir. Bu
yiizden hiicre terapisi olarak yiiksek sayida osteoprogenitor hiicrenin kendi basina veya
matrix ile kombine kullanilarak yaralanmig alana implante edilmesi otojen kemik
greftine alternatif olabilecegi diigiiniilmiistiir. Otojen kemik iligi biiytime faktorleri ve
kemik iliginin mononiikler hiicresel boliimiinde bulunan mezenkimal kok hiicreler gibi
osteoprogenitdr mazemelerden zengindir. Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri iliac
kanattan kolaylikla aspire edilmesi ve giiglii osteojenik potansiyeli acgisindan kemik
tamirini arttirmasma en uygun hiicrelerdir. Cesitli mezenkimal hiicre tabanli hiicre
terapisi protokolleri modifiye edilmistir. Ornek olarak kiiltiirde ¢ogaltilan yada kiiltiir
gerektirmeyen veya matrix ile birlikte yada matrix ihtiyact olmadan uygulanan hiicre

terapi protokolleri mevcuttur.

Kemik iliginin mezenkimal kok hiicre ihtiva eden mononiikler hiicre bolimdi,
kemik iliginden aspire edilmesi ile direk olarak yarali bolgeye uygulana bilmektedir.
Mononiikler hiicre sayisin1 ve multipotent kok hiicre konsantrasyonun artirilmasi, aspire
edilen kemik iliginin 6zel bir santirifiij isleminden gegirilmesi ile miimkiindiir. Iyilesme
skorlarindaki artisin enjekte edilen multipotent kok hiicre konsantrasyonu miktar ile
paralellik gosterdigi saptanmistir. Yani ne kadar yiiksek konsantrasyonda multipotent
kok hiicre yara bolgesine enjekte edilebilirse o kadar yiikksek iyilesmenin

gereceklesecegi belirtilmistir.*’



84

Konsantre edilmis veya konsantre edilmemis mononiikler hiicreler implantasyon
oncesi sentetik veya natural osteokondiiktif matriksler ile operasyon sirasinda
karistirlabilmektedir. Birka¢ yayinlanmig ¢alismada ise konsantre edilmis veya
konsantre edilmemis kemik iliginin biyomateryaller ile kombine kullanildig1
gorilmiistir.*>* CE etiketli biyomateryallerin rutin kullanimlar1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda, bu method giinlik kullanim i¢in uygun oldugu ve
biyomateryallerin  yetersiz kalabilecegi vakalarda iyilesmeyi pozitif ydnde

etkileyebilecegi diisiiniilebilinir.

Mononiikler hiicreler in-vitro olarak kiiltiire edilebilmekte ve bu esnada
mezenkimal kok hiicre adezyon ¢esitlerine gore segilip ¢ogaltilabilmektedir. Bu islem
mezenkimal kok hiicre sayisint milyon adete ¢ikartilabilmektedir. Konsantrasyonu
artirtlmig hiicreler ise ayni kemik greftlerinin uygulandig1 gibi cerrahi islem sirasinda
uygun bir matriks araciligi ile islem bolgesinde uygulanabilmektedir. Quarto ve
arkadaglar ilk olarak kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiire
edilmesi ile hidroksiapatit bloklarin kombine kullaniminin biiyiik kemik defektlerinin
(4-7cm) tedavisinde kullandiklarini bildirmiglerdir. Tibya, humerus ve ulnada defektleri
bulunan ii¢ hastaya uyguladiklar1 bu teknik ile basarili tedavi sonuglart almislardir. Alti
- yedi yil sonrasinda kontrole ¢agirilan hastalarda tedavi sonuglar1 degerlendirildiginde
tedavinin gergeklestigi goriilmistiir.”>” Ayrica konsantrasyonu artirilmig kok hiicrelerin,
kirik yada osteotomy bolgelerine direk enjeksiyonu yapilan ¢aligmalar incelendiginde

ilging sonuglarm alindig1 goriilmiistiir.*”°'

Doku miihendisligi kemik iligi hiicrelerini veya mezenkimal kok hiicreleri
sentetik matriksleri ve molekiiler sinyalleri (biiylime veya farklilasma faktorlerini) hibrit
yapilar olusturabilmek icin kombine etmektedir. Klasik teknik olarak kemik iligi
miihendisligi hastadan elde edilen kemik iliginden mezenkimal kok hiicrelerin doku
kiiltiir plaztositeisi adezyonlarina gore izole edilip, farklilagtirilip, kiiltiirde ¢ogaltilmasi
ve uygulanacak matriks {izerine bir ka¢ giin veya hafta siirecek olan ekiminin
yapilmasina dayanir. Bu ekim islemi cerrahi uygulamadan 6nce yerlestirilecek matriks

icinde hiicrelerin kolonizasyonunu ve hiicre farklilasmasina izin verecektir.”’

Kemik rekonstriiksiyonu amact ile insan mezenkimal kok hiicresi osteojenik
ortamda porlu kalsiyum fosfat seramikler {izerine ekilmis ve kiiltiire edilmistir. Yapilan

caligmalarin sonucunda bu protokoliin kemik rejenerasyonuna olan pozitif etkisinin
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yeterince yiiksek olmadig1 goriilmesine karsin yapilan ¢alismalarin sadece erken donem
sonuglarinin alinmasi ve bu protokoliin az sayida hastaya uygulanmasi agik bir sekilde

bu protokol iizerinde calistimasi ve arastirilma yapilmasi gerektigini gostermektedir.®'’

Klinik ¢aligmalarda sinirli basarilarin goriilmesinin nedeni olarak kemik doku
miihendisligindeki multidisipliner alandaki, 6zellikle biyomateyaller ve hiicre
izalasyonu asamasindaki limitasyonlardaki dar bogaz gdsterilebilinir. Biyomateryaller
kemik bosluklarinin doldurulmasinda ekstraseliiler matriks olarak kullanilmasina karsin,
iyilesmenin ve yeni kemik yapiminin gerceklesebilmesi i¢in uygulandigi alanda
damarlar ve hiicreler ile c¢evrelenmesi gerekmektedir. Giiniimiizde kullanilan
biyomateryallerin rejeneratif kapasitesi hala sinirlidir. Hiicre ile ilgili limitasyonlar géz
online alindiginda ise karsimiza otolog teknikte hiicre se¢imi i¢in kullanilan bariyerler,
hiicre konsantrasyonu ve implante edilen hiicrelerin ostejenik farkilagmalarinda ki
degiskenlikler karsimiza c¢ikmaktadir. Otolog teknikte mezenkimal kok hiicrelerin
izolasyonu ve osteojenik farklilasma siireci yiiksek derecede tedavi prosediiriinde
bulunan, hastadan alman kemik iliginin taginma sartlarina, elde edilme prosediiriine ve
kiiltiir esnasinda ki giivenlik sartlarina baghdir. Kisith sayida hiicrenin farkli yaslarda ve
genetik yapida olan degisik dondrlerden elde edilmesi rejeneratif tip alaninda yapilan
erken sayilabilecek ¢alismalarda kesin sonucglara ulagilmasin1 zorlagtirmaktadir.
Biyomateryallerin ve osteoprogenitor hiicrelerin elde edilmesinde farkli firmalara gore
degisik protokoller gostermesi teknik zorluklari arttirmakta ve klinik g¢aligmalarin
uygulanmasinda hastalarin farkli tedavilerin altinda olmasi ¢alisma standardizasyonu

acisindan problem olusturmaktadir.

Bahsi gecen dar bogazlarin iistesinden gelinmesi ve uygulama kolaylig1 nedeni
ile c¢aligmamizda kiiltiir islemi gerekmeden kemik iliginden aspirasyon islemi
yapildiktan hemen sonra uygun islemlerden gegirilerek kok hiicre konsantrasyonu elde
edilebilen sistem kullanilmistir (HarvestBMAC, Harvesttech, USA). Calismamizin
sonucun da fibrozis degerlendirildiginde maksilla ve mandibulada olusturulan gruplarin
genelinde en yiiksek fibrozis olusumunun 15. giinde (erken dénemde) oldugu
saptanmigtir. Maksillada gruplar arasindaki farklilik erken, orta ve ge¢ donem olarak
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik saptanmazken, mandibulada bos birakilan
defektlerde fibrozis goriilmesinin her donemde diger gruplardan anlamli derecede

yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yani olusturulan defektlere hangi biyomateryal konulursa
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konulsun fibrozisi anlaml sekilde diisiirmektedir. Biyomateryal ile doldurulan defektler
ise kendi iclerinde degerlendirildiginde, kombine veya tek basina kok hiicre
konsantrasyonu uygulanmasi halinde fibrozis seviyesinin orta dénemde (30.giin)
anlamli sekilde azaldigi, sadece greft materyalinin uygulandigi defektlerde ise fibrozisin
ge¢ donemde (45.giin) azaldig1 goriilmiistiir. Yani kok hiicre konsantrasyonun kombine
veya tek basia uygulanmasi fibrozis acgisindan greft uygulamasindan 6zellikle orta ve

erken donemde daha etkin sonuglar verebilecegini gostermektedir (Tablo 1b).

Kemik iyilesmesi degerledirildiginde ise maksillla erken donemde (15.giin) kok
hiicre konsantrasyonu uygulanan defektlerde diger calisma gruplarina goére anlamh
sekilde kemik iyilegsmesinin daha yiiksek oldugu saptanirken bu anlamlili§in orta ve geg
dénemde kayboldugu goriilmiistiir. Mandibulada ise erken donemde greft materyali ile
kok hiicre konsantrasyonun kombine kullanimi diger gruplara gore anlamli derecede
daha pozitif kemik iyilesmesi gostermistir. Orta donemde kombine ve tek basina kok
hiicre konsantrasyonu kullanilan defektlerde tek basina greft materyali kullanilan
defektten daha yiiksek kemik iyilesmesi goézlenmistir. Bu bulgular kok hiicre
konsantrasyonun tek basina veya kombine kullaniminin kemik iyilesmesine ozellikle

orta ve erken donemde olumlu katkilar sagliyabilecegine isaret etmektedir.

Rezidiiel greft varlig1 irdelendiginde ise greft materyali uygulanmadigi i¢in bos
birakilan ve sadece kok hiicre konsantrasyonu uygulanan defektlerin hi¢ birinde
rezidiiel greft varligi saptanmamistir. Maksillada erken, orta ve ge¢ donemler
degerlendirildiginde Bioss’un tek bagina kullanildigi ve kok hiicre konsantrasyonu ile
Bioss’un kombine kullanimlar1 arasinda rezidiiel greft varligi agisindan anlamli bir
farkililik saptanmamustir. Fakat mandibuladaki defektler degerlendirildiginde erken,
orta ve gec donemlerde tek basina Bioss kullanilan defektlerde diger ii¢ calisma
grubuna goére anlamli sekilde daha yliksek rezidiiel greft materyali bulundugu
saptanmigtir. Bu bulgular da kok hiicre konsantrasyonu ile greft materyalllerinin
kombine kullanimda kdk hiicre konsantrasyonun erken, orta ve ge¢ donemlerde greft

materyalinin kemiklesmesinde olumlu sonuglar dogurabilecegini gdstermektedir.

Bu calisma dogrultusunda kok hiicre uygulamalarinin kemik rejenerasyonunda
ve yapiminda gliniimiiz tekniklerinin yetersiz kaldigi yerlerde tek basina veya

destekleyici bir tedavi olarak kullanilabilecegini ve greft materyali ile birlikte kombine
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kullanimlarinda 6zellikle erken donemde yeni kemik yapmimi arttiracagi ve

hizlandiracagini diistinmekteyiz.
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