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OZET

Domuzlarda Olusturulan Kemik Defektlerinde Trombositten
Zengin Fibrin ile Trikalsiyum Fosfatin Yara lyilesmesi Uzerine

Etkilerinin Histolojik Olarak Degerlendirilmesi,

Calismamizda, olusturulan kemik defektleri Trombositten Zengin
Fibrin (TZF) ve Trikalsiyum Fosfat (TCP) greft materyalleri ile
doldurulmustur. Amacimiz, bu materyallerin olusturdugu c¢ati etrafinda yeni
kemik olusumunu incelemektir.

Arastirmamizda U¢ adet erkek domuz denek hayvani olarak
kullaniimistir. Deneklerin  her iki tibiasinda da dort adet defekt
olusturulmustur. Bu defektlerin igine sirasi ile ilk kavite kontrol amacl bos
birakilmis, ikincisine TZF, uglncusltne Trikalsiyum Fosfat (TCP) ve son
kaviteye de TZF ile TCP karistirilarak uygulanmigtir. Butin denekler
calismanin 12. haftasinda sakrifiye edilerek tibialar ampute edilmis ve
kesme inceltme sistemi kullanilarak histolojik kesitler hazirlanmigtir.

Histolojik incelemeyle elde edilen verilere gore en iyi iyilesmenin
TZF ve TCP’In kangtirilarak kullanildigi grup oldugu tespit edilmis, bunu
takiben sirasi ile TCP, TZF ve kontrol kaviteleri takip etmigtir.

Sonug olarak her iki maddenin de (TZF ve TCP) biyouyumlu, yeni
kemik yapimini aktive eden ve kemik rekonstruksiyonlarinda

kullanilabilecek yararh greft materyalleri oldugu sonucuna variimigtir.

Anahtar kelimeler :Trombositten Zengin Fibrin, Trikalsiyum
Fosfat Greft, Kemik iyilesmesi

Destekleyen kurumlar  :Giilhane Askeri Tip Akademisi

Yazar Adi :Dinger YILMAZ

Danigsman :Necdet DOGAN



SUMMARY

Histologic Comparison of the Effects of Platelet Rich Fibrin
and Tricalcium Phosphate Graft Material on Bone Healing in

Experimentally Constituted Defects in Pigs,

In this study bone defects was filled with Platelet Rich Fibrin (PRF)
and Tricalcium Phosphate (TCP) graft material. The aim was to induced
new bone formation around those artificial scaffolds.

In this research three male porcine were used as experimental
subjects. Four artificial defects were created on both tibia bones of the
subjects. First defect was left unfilled as a control, second was filled with
PREF, third with Tricalcium Phosphate (TCP) graft material and finaly defect
was filled from PRF mixed with TCP graft. All subjects were sacrificed on
the 12th week of the experiment and tibia bones were amputated,
subsequently histologic sections were prepared using the cutting and
grinding technique.

According to the data acquired via histologic examination, the best
results were seen in the PRF mixed with TCP graft group, TCP graft
group, PRF group and control group.

In conclusion, this study has shown that both materials (PRF and
TCP) are biocompatible, induce new bone formation and can be used for

unimpeded bone healing reconstructions.

Keywords :Platelet Rich Fibrin, Tricalcium Phosphate
Graft, Bone Healing
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1 GIRIS

Kemik, vucut iskeletini olusturan ylksek oranda ozellesmis bir
dokudur. Kemik doku, vicuda mekanik destek saglamanin yani sira kalsiyum
ve fosfor gibi mineraller igin depo vazifesi de gorur. Kemikte cesitli nedenlerle
olusan klguk defektlerde kemik dokunun rejenerasyon kapasitesinin
yuksekligi nedeniyle herhangi bir sorun yaratmaksizin, 6zgun yapisi ile
fonksiyonunu tamamen eski haline getirebilir. Ancak travma, enfeksiyon, kist
ve tumor gibi patolojiler nedeniyle olusan buyuk kemik defektleri, yeni kemik
dokusu olusumunun azligi yada yoklugu nedeniyle iyilesemeyebilir. Bu tur
bayuk kemik defektlerinde, iyilesmeyi kolaylastirmak, baglatmak, kemik
olusumunu hizlandirmak veya olusan kemik dokusunun kalitesini yukseltmek
icin kemik greft materyallerine ihtiyag vardir.

Kemik defektlerinde greft kullaniminda amac¢ canli dokularinin
rejenerasyonu ile mevcut defektlerin onarimidir. Kemik greftinin temel gorevi,
yeni kemik dokusu, yumusak dokular, vaskuler ve diger metabolik
bilesenlerin yeniden olugumu igin bir gati olugturmaktir.

Kemik defektlerin onarimi igin kullanilan doért temel kemik greft
materyali mevcuttur. Bunlar otogreft, allogreft, heterogreft ve alloplastik
materyallerdir. Otojen kemik greftlerinin kullanimda birgok avantajlari
olmasina karsin, ikinci bir cerrahi islem gerektirmesi, dondér sahada kemik
dokusunun zayiflamasi, postoperatif morbiditenin yuksekligi, buylk
defektlerde doku hacminin yetersizligi gibi dezavantajlari da vardir. Otojen
greftlere alternatif olarak geligtirilen allogreftler ve heterogreftler yeterli
miktarda temin edilebilmesi, uzun sure saklanabilmesi ve ikinci bir operasyon
gerektirmemesi gibi avantajlara sahip olmakla beraber, olusabilecek olumsuz
immunolojik cevaplar ile komplikasyonlara da yol agabilmektedirler. Ayrica,
bu greft materyallerinin uygulandigi bireylerde hepatit, AIDS gibi virUslerle,
cesitli bakteri kontaminasyon riski mevcuttur.

Heterojenik kemik greftlerinin insanlarda kullaniimasi ile ilgili
caligmalar uzun sureden beri devam etmektedir. Bu amagla kullanilan greft

materyali ¢ogunlukla sigir kemigidir. Heterogreftlerin kullaniminin 1960l



yillarda yaygin olmasina ragmen sigir kemiginden elde edilen greftlerin
transplantasyonundan sonra gelisen otoimmun hastalik raporlari nedeniyle
kullanimi azalmistir. Allojenik veya heterojenik greft materyallerinin
kullanilmasinda agilmasi gerekli temel gu¢luk immuanolojik cevaptir.

Son yillarda toksik ve immunolojik reaksiyon olusturmayacak, kemik
dokuya kolaylikla uygulanabilecek alloplastik greft materyalleri gelistiriimeye
baglanmigtir. Osteokonduktif Ozellie sahip bu materyaller pasif bir cati
gorevi ile kemik defektini doldurmaktadirlar. Bu materyaller arasinda
glnimuzde en yaygin kullanilanlardan biri Trikalsiyum fosfat (TCP) greft
materyalidir.

Gulncel arastirmalar kemik greftleme tekniklerini gelistirmek, daha hizl
ve daha yogun kemik rejenerasyonu elde edecek bir yontem gelistirmek
yonunde yogunlagsmaktadir. Buyume faktorleri, Kemik Morfogenetik Protein
(BMP), Trombositten Zengin Plazma (TZP) ve Trombositten Zengin Fibrin
(TZF) bu amagla kullanilan yontemlerden bazilaridir.

TZF ikinci kusak bir fibrin konsantrasyonudur. Don6rden alinan vendz
kanin santrifij igslemine tabi tutulmasi sonucunda trombositlerin kan
elemanlarindan ayristiriimasi esasina dayanan, yumusak ve sert doku
iyilesmesinde avantaj sagladigi dugunulen ve buyume faktorleri igeren bir
ajandir.

Bu ¢alismada, domuz tibia kemiginde olusturulan defektlerde TZF ile
TCP greft materyallerinin iyilesme Uzerine etkilerinin histolojik olarak
degerlendiriimesi amacglanmistir. Bu sekilde mevcut yontemlere alternatif,
biyouyumlu ve daha ucuz bir uygulamanin greftleme ydntemlerine yardimci

olmasi hedeflenmistir.



2 GENEL BILGILER

insan iskeletini olusturan kemik dokusu, oral ve maksillofasiyal
cerrahideki uygulamalarin ¢ok buyuk bir kisminin Gzerinde gergeklestirildigi
ve 6nemli fonksiyonlari olan bir dokudur. Kemik dokusunda ¢esitli nedenlerle
olusan defekt ve patolojilerin basarili bir sekilde tedavi edilebilmesi igin her
seyden once Ozelliklerinin ve iyilesme mekanizmalarinin iyi bilinmesi

onemlidir.

2.1. Kemik Dokusu

Kemik dokusu, destek dokulari arasinda gergek anlamda destekleme
goérevi yapan dokudur. Diger destek dokularinda oldugu gibi bu doku da
hicreler, ara madde (matriks) ve fibrillerden olusmaktadir. Digerlerinden
farkh olarak hicre digi elamanlari kalsifiye bir yapida olup iskelette
destekleyici ve koruyucu bir igleve sahiptir. Kemik dokusu; bas ve gogus
boslugundaki organlarin ve kemik iligindeki hemopoetik hucrelerin
korunmasindan, kendilerine iletilen kuvveti emerek dagitiimasindan
sorumludur. Ayrica kas ve tendonlarin tutunma yerleri olup, hareket etmeye
yardimci olur. Bu mekanik islevlerinden baska, organizmanin kalsiyum ve
fosfor deposu olarak metabolizmada dnemli rol oynar (1-6).

Oldukga hafif bir materyalden olusmus olmasina ragmen, kemik
basing, ¢ekilme, egilme ve bukulmelere karsi yuksek derecede dayanikhdir.
Dayanikliligina ve sertligine karsin, bireyin 6mri boyunca yikima ugrayarak

yeniden yapilan, canli ve dinamik bir dokudur (1, 3, 6).

2.1.1. Kemigin Makroskobik Yapisi

Kemikler, makroskobik olarak stingerimsi kemik (spongiy6z kemik) ve
sert kemik (kompakt kemik) olmak Uzere ikiye ayrilir. Stingerimsi kemik
birbirleriyle anastomoz yapan kemik trabekullerinden olusmustur.
Trabekullerin aralarinda, birbiriyle iligkili dizensiz kaviteler vardir. Bunlarin
icleri kemik iligiyle doludur. Sert kemikte ise benzeri bosluklar yoktur.

Kompakt kemikte ancak mikroskopla gorulebilen ve kan damarlarini tagiyan



kanallar bulunur. Bu kanallar lakinlerden g¢ikan kanalikali kanalciklarindan
¢cok daha kalindir (1-4, 6, 7).

Sert kemik mekanik guclere karsi daha dayaniklidir. Sungerimsi kemik
trabekdllerle ayriimig kaviteler icermesinden dolayr daha yumusak olup
mekanik guclere dayaniksizdir. Bu iki tip kemik birinden digerine keskin bir
hatla ayrilmadan gecis yapar (1, 3, 8).

Kemiklerin i¢ ve dig yuzeyleri osteojenik potansiyele sahip, 6zel bag
dokusu tabakalarla 6rtalidur. Bunlardan dig yuzde olanina periosteum, i¢
yuzde olanina ise endosteum denir. Periosteum birka¢ istisna diginda tim
kemiklerde gorulmektedir. Bu tabakanin kemik olusturma ozelligi vardir.
Eklem kikirdaklariyla ortuli olan kemiklerin u¢ kisimlarinda, tendon ve
ligamentlerin kemige baglanti bolgelerinde periosteum oOrtusti bulunmaz.
Periosteumun bulunmadidi yerlerde, kemik yuzeyi ile iligkili bag dokusu
osteojenik potansiyelini yitirerek kemik kirik veya defektlerinin iyilesmesine
de katkida bulunmaz. Endosteum osteojenik hucrelerin olusturdugu ince bir
tabaka seklinde olup, kemik iligi bulunduran kemik bogluklarinin duvarlarini
doésemektedir (1-6).

2.1.2. Kemigin Mikroskobik Yapisi

Kemik dokusunun mikroskobik olarak incelenmesinde, primer
(immature, nonlamellar veya woven) kemik ve sekonder (mature veya
lamellar) kemik olmak Uzere iki farkli kemik tird oldugu gorilmektedir. Primer
kemik embriyolojik gelisimde, kirik ve diger tamir olaylarinda gorulen ilk
kemik dokusudur. Bu kemik dokusu gegici olup yetigkinlerde yerini sekonder
kemige birakir (2, 4,7, 9, 10).

Makroskobik olarak sert ve sungerimsi kemik olarak ikiye ayrilan
kemigin mikroskobik Ozellikleri de birbirinden farkhdir. Sert kemik fazla
miktarda kemik matriksinden olusmus olup, matriks Uzerinde kemik
hicrelerinin (osteositlerin) yer aldigi lakiin denilen bosluklar vardir. LakUnler
birbirleriyle kanalikuli adi verilen ince kanalciklarla iliski kurarlar. Kanalikuliler,
ara madde iginde komsu lakunlerin kanalikulileriyle anastomoz yaparlar.

Bdylece birbirlerinden ayri olan lakunler bu kanalciklarin olusturdugu ag ile



surekli iliski halinde bulunurlar. Bu dar gecitler kemik hucrelerinin
beslenmesinde gorev yapmaktadir.

Sert kemikte iki tip damar kanali (Havers ve Volkmann kanallar)
vardir. Havers kanallari, kemik dokusu iginde uzunlamasina yer alan
kanallardir. Bunlarda yer alan damarlar ¢ogunlukla kapillerler ve postkapiller
venuller olup, nadiren arterioller de bulunabilir. Havers kanallari hem
birbirleriyle, hem de Havers kanallarina dikey veya egri yonde seyreden
Volkmann kanallari denilen kanallar araciligiyla birbirleriyle sarekli iligki
kurarlar. Volkmann kanallari kemigin periosteumundan endosteumuna kadar
uzanir. Periosteum ve endosteumdan gelen kan damarlari Volkmann
kanallari araciligiyla Havers kanallarindakilerle iligki kurar (1, 3, 5, 6).

Kemik dokusu kemik lamellerinden olusmaktadir. Bu lameller paralel
olarak birbiri Uzerine dizilmis 3-7 mikron kalinhgindadir. Kemik lamellerinin
dizilisi sert ve stingerimsi kemikte farkhdir (2, 4, 8).

Sert kemikte kemik lamelleri U¢ ayri sekilde gorulmektedir. Bunlarin
buyuk kismi uzunlamasina konumlanan damar kanallari (Havers kanallari)
etrafinda i¢ ice yerlesmis halkalar seklindedir. Bir Havers kanali ve bunun
etrafindaki 4-20 adet lamelin olusturdugu silindirik yapiya Havers sistemi
veya osteon denir. Bu sistem, sert kemik yapisinin temel birimidir. Havers
sistemleri aralarinda bulunan alanlara ara lamel sistemi (interstisiyel sistem)
adi verilir. Bu lameller degisik buyUklikte, duzensiz sekilli ve kdseli kemik
alanlari seklindedir. Havers sistemi ve ara lamel sisteminin sinirlari yapistirici
cizgi denilen keskin bir hat ile birbirinden ayrilir. Sert kemiklerin dis ve i¢
yuzleri (periosteumun ve endosteumun hemen altl) GglUnclu tur lamellerle
cevrilidir. Bu lamellere dis ve i¢c gembersel lameller adi verilir. Bunlar kemigin
gbvdesinin disinda ve iginde i¢ ice daireler seklinde uzanir (1-3, 11).

Sungerimsi kemikteki lameller sert kemik dokusunda oldugu gibi
dizenli bir yapr gostermez. Sungerimsi kemik ince trabekullerden
olusmaktadir. Bunlarin iginde Havers ve Volkmann kanallari, dolayisiyla da
damarlar hemen hemen hi¢ bulunmaz. Sungerimsi kemilteki kemik hicreleri,
besin maddelerini kanalikuliler araciligi ile endosteumdan temin eder (1, 2,
5).



Mikroskobik incelemelerde periosteumun iki tabakadan olustugu
gorulmektedir. Dig tabaka nispeten hicresiz siki bir bag dokusundan
olusmustur. Bu tabaka ¢ok sayida kan damarlari igerir. Bunlar; periosteum ile
alttaki kemik dokusu arasindaki iligkinin surdurilmesine yardimci olur.
Periosteumun dis tabakasindan cikan kalin kollajen liflere Sharpey lifleri
denilmekte. Bunlar iceride kemigin dig ¢cembersel lamellerine ve ara lamel
sistemine kadar girerler ve periosteumu kemik matrikse baglarlar.
Periosteumun daha gevsek ve hucresel yonden zengin i¢c tabakasi
Osteoprogenitdr hulcrelerinden olusur. Bunlar mitozla bdlinebilme ve
osteoblastlara donusebilme potansiyeline sahip hucreler olup, kemik
gelismesi ve tamirinde dnemli bir rol oynarlar (1-4, 8, 12).

Endosteum, kemik iligi stromasinin periferal tabakasidir. Osteojenik
potansiyel acgisindan periosteuma benzemekte olup, ondan biraz daha
incedir. Genellikle tek kat yassi hlcrelerden olusur ve bag dokusu fibrilleriyle
iligkilidir. Endosteum; kemikte bulunan tum bosluklari, Havers kanallari,
Volkmann kanallart ve sungerimsi kemigin ilik bogluklarini tamamen
ortmektedir (1, 3, 5).

2.1.3. Kemik Matriksi

Kemigin ara maddesi iki esas unsurdan olusmustur, organik matriks ve
inorganik bilesenler. Kemigin %33'UnU organik bilesenler, % 67'sini de
inorganik tuzlar (kalsiyum, potasyum, sodyum, magnezyum, karbonat ve
fosfat) olusturur (3, 5, 6).

Kemik dokusunun organik matriksi kollajen, glikozaminoglikanlar ve
glikoproteinlerden olugsmaktadir. Organik matriksteki glikozaminoglikanlar
kondroidin sulfat, keratan sulfat ve hiyaluronik asittir. Erigkinlerde organik
bilesenlerin % 95'i kollajendir. Kemikteki kollajen bag dokusundakine benzer
ve ¢ogunlukla Tip | kollajendir (1, 3, 5, 13).

Kemigin ¢ok sert olmasina kargin, kolay kirllmamasini saglayan olay
kollajen fibrillerdir. Bu fibriller ayrica hidroksilapatit kristallerinin olusumu igin
organik bir ¢cerceve gorevi de gorur. Bu kristaller, kollajen fibriller Gzerinde

minik tabakalar ve gubukguklar olusturacak sekilde birikir. Meydana gelen bu



protein-kristal kombinasyonu kemigin gugclu, esnek ve kirllmaya ¢ok dayanikl
saglam bir doku olmasini saglar.

inorganik maddeler kemik dokusuna sertlik kazandirir. Bunlar % 85
oraninda kalsiyum fosfat, % 10 oraninda kalsiyum karbonat, daha az
miktarlarda kalsiyum florid, magnezyum florid, magnezyum hidroksit ve
magnezyum sulfat bilesikleri ile sitrat iyonlari ve karbonat iyonlaridir.
Kalsiyum fosfat kemikte ilk olarak sekilsiz olarak depolanir, daha sonra
hidroksilapatit kristalleri [Caio (POas)s (OH)2] halinde yeniden sekillenir. En
son evrede kalsiyum fosfat ya ¢ok ince plakalar ya da g¢ubuk sekilli kristaller
halinde depolanir.

Kemigin sertligi inorganik bilesenlerine, dayaniklihg: ve esnekligi ise
basta kollajen olmak Uzere organik matrikse baglidir. Her ikisinin katkisiyla,
kimyasal ve mekanik islevlerini dizenli bir sekilde yerine getiren, yuksek
organizasyon seviyesinde dayanikli bir doku olan kemik dokusu meydana
gelir (1, 3, 6).

2.1.4. Kemik Hiicreleri

Kemik dokusu dort g¢esit kemik hucresinden olugmaktadir. Bunlar
osteoprogenitor hucreler, osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir.
Bunlardan ilk G¢ hicre, osteoklastlardan birgcok bakimdan farkllik gosterir. Bu
hicreler mezenkimden gelisir ve hucrelerin biri digerine donusebilir. Bu
yuzden bunlar, ayni hicre tipinin farkli iglevsel evreleri olarak tanimlanabilir.
Osteoklastlar ise kemik iliginden olugan ve dolasim kaninda bulunan
monositlerden kodken alir. Bdylece kdken ve iglevine bagl olarak sahip

oldugu yapisiyla da ilk Gg¢ hicre tipinden oldukga farkhidir (3, 5).

2.1.4.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Diger destek dokular gibi, kemik dokusu da embriyonik mezenkimden
geligir. Osteoprogenitor (osteojenik) hucreler, kemik hicresi olma yonunde
kosullanmis mezenkim hucreleridir. Bu hucreler sekonder kemiklerin
zarlarinda (periosteum ve endosteum), bu kemiklerin icerdikleri Havers ve

Volkmann kanallarinin oOrtusunde ve buyluyen kemiklerin metafizindeki



kikirdak matriksinin trabekullerinde bulunurlar.

Kemiklerin normal blyumesi sirasinda Osteoprogenitér hicreler
aktiftirler. Erigkinlerde bulunduklari bdlgelerde inaktif dururken; kemikte
yaralanma, kirik gibi durumlarda, kiriklarin iyilesme bdlgelerinde ve kemigin
icten yeniden duzenlenmesi sirasinda etkin hale gelerek mitozla boélinip
cogalirlar. Cogalan bu hucrelerin bir bolima kemigi olusturan osteoblastlara
donusur. Osteogenez durdugunda osteoblastlar da morfolojik olarak
osteoprogenitor hicrelerden ayirt edilemeyen kemik hucrelerine donusurler
(1, 3, 6).

2.1.4.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar kemik olusumundan sorumlu olan esas hucrelerdir.
Kemiklesme bolgelerinde, gelismekte olan kemiklerin periosteumunun
kemige temas eden derin bolgelerinde diziler halinde bulunurlar. Kemikte
yeni matriks olusumu sirasinda kubik veya kisa silindirik epitel hucreleri
seklinde yan yana gelerek tabaka olustururlar ve kisa uzantilariyla birbirlerine
tutunurlar.

Cekirdekleri okromatin o6zellikte ve buyuk olup, genellikle hicrenin
kemik ylzeyinden uzak olan kisminda yer alir. Cok iyi gelismis Golgi
kompleksi c¢ekirdek ile hdcrenin tabani arasinda yer alir. Sitoplazmalari
granulli endoplazmik retikulum (ER) bakimindan zengindir. Mitokondrileri
uzun ve oldukca fazla sayidadir (3, 5, 11, 14).

Osteoblastlar yuksek metabolik etkinlige sahip, hizli protein sentezi
yapan hucrelerdir. Yuksek seviyede alkalen fosfataz aktivitesi ile kemik
matriksinde kalsiyum depolanmasini duzenlerler. Bu hucreler kemik
matriksinin organik kismini salgilarlar. Henlz kiregclesmemis olan bu tur
organik maddeye osteoid denir. Osteoblastlar zamanla salgiladiklari osteoid
icinde gomulu kalir. Etkin kemik olusumu durdugunda, osteoblastlarin
faaliyetleri 6nce yavaslar sonra durur. Sekilleri de yavas yavas degismeye
baslar; i§ veya mekik seklindeki hulcrelere dontslr. Periodic Acid/Schiff
(PAS) pozitif granulleri sitoplazmalarindan yavas yavas kaybolur ve

hicrelerin fosfataz tepkimeleri de hizli bir sekilde duser. Sonunda osteosit



hlcrelerine donusurler.

Kemik olugsumu esnasinda, sekillenmekte olan kemik trabekul ve
lamellerinin yuzeylerinde devamli olarak bir osteoblast sirasi bulunur. Bunlar
osteoprogenitor hucrelerden farklilagir. Osteoblastlar bolunmeyen hicrelerdir
(1, 3, 5).

2.1.4.3. Osteositler

Osteositler, kalsiyum tuzlarinin birikmesiyle kireclesmis kemik matriksi
icinde gémulu kalan osteoblast hicreleridir. Dolayisiyla osteositler, tamamen
olusmus kemikteki esas hulcrelerdir. Osteositler lakin adi verilen bogsluklarda
bulunurlar ve hucrelerinin govdesi iginde bulunduklari lakin boglugunun
sekline uyar. Hucrelerin ince sitoplazmik uzantilari kanalikililerden gegerek
komsu osteositlerle iliski kurar.

Osteositlerde Golgi bdlgesi osteoblastlara gére daha az belirgin olup,
sitoplazma bazik boyalarla daha hafif boyanir. Kemik matriksinde oldukga
derinlerde yer alan osteositlerde Golgi, ER ve mitokondri gibi organellerde
belirgin bir gerileme gorulir.

Osteositler de, osteoblastlar gibi bélinme glclini kaybetmis olan
hucrelerdir. Osteositler kemik matriksinin ayni durumda kalmasinin
saglanmasinda etkin rol oynamakta olup, bu hucrelerin dlmesini matriksin

rezorpsiyonu izler (1, 3, 5, 11).

2.1.4.4. Osteoklastlar

Osteoklastlar, 0Ozellikle kemik yikiminin oldugu bolgelere yakin
bulunan 5-50 arasinda c¢ekirdek iceren dev hucrelerdir. Kemigin yeniden
bicimlenme suresince ¢ozunup ¢evre dokularca emilmesinden sorumludurlar.
Osteoklastlarin yer aldigi kemik yuzeyindeki sig gukurlara Howship gukurlari
(Howship's lacunae) adi verilir. Kemik yikimindan aktif olarak sorumlu olan
osteoklastlarda ¢ok belirgin bir kutuplasma gbéze carpar. Cekirdekler daha
¢ok hucrenin dig yuzeyine yakin duzgun hath kismina yer alirken, kemigin
yikimindan sorumlu olan tarafta hucre zari girintili ve g¢ikintili bir hal alir.

Buraya dantel kenar adi verilir (1, 5, 15-17).



Osteoklastlarin  ¢ekirdegi, osteoblastlarin  ¢ekirdedini  andirir.
Sitoplazmalari, kontrolli pH'da bazik boyalarla boyandiginda hafif bazofilik
bir 6zellik gosterir. Ancak rutin histolojik kesitlerde genellikle eozinofilik
karakterdedir ve bol vakuolli gorinir. Cekirdekler arasinda dagiimis halde
¢ok sayida Golgi bulunur. Mitokondrileri daha ¢ok dantel kenar civarinda
bulunur. Sayilari oldukga fazladir ve cubuk seklinde veya kisa ipliksi
yapidadir. Osteoklastlar, osteolitik osteolizis suresince matrikste enzimatik
yikimlara neden olurlar. Rezorpsiyon olayinda osteoklastlardan kemik
matriksi bozan ve kalsifiye ana maddeyi serbestlestiren asit, kollajenaz ve
diger proteolitk enzimleri salgilanmaktadir. Bu hucreler sadece
rezorpsiyondan sorumlu olmayip, ayni esnada rezorpsiyon sonucu ortaya

cikan artiklarin uzaklastirilmasinda da etkin rol alirlar (3, 5, 7, 17).

2.1.5. Kemik Olusumu

Kemik olusumu iki sekilde meydana gelmektedir. Osteoblastlar
tarafindan salgilanan matriksin mineralizasyonu ile olusuyorsa buna zarlar
arasi kemiklesme (intramembrandz ossifikasyon), daha énceden bulunan
kikirdak matriksi Uzerine kemik matriksinin birikmesi ile olusuyorsa buna da
kikirdak igi kemiklesme (endokondral ossifikasyon) adi verilir (1, 5, 6).

intramembrandz kemiklesme frontal, parietal, oksipital ve temporal
kemikler gibi kafatasinin bazi yassi kemikleri ile maksilla ve mandibulanin
bazi kisimlarinda gorulmektedir. Kikirdak safhasini gecirmeden mezenkimal
membranlar i¢cinde zarlar arasi kemiklesme ile olusan kemiklerin bu sekilde
aniimasinin nedeni mezenkimal doku yapilarinin iginde yer almasidir.

Kikirdak ici kemiklesme kafatasinin alt kismi, omurga, pelvis, kol ve
bacaklardaki kemikler ile mandibulanin bazi kisimlarinda gorulmektedir.
Kikirdak yapi iskeleti iginde olugsan kikirdak i¢i kemiklesme, temel olarak iki
asamadan meydana gelir. Birinci asamada, hiyalin kikirdak iskeletindeki
kondrositlerin kalsifiye kikirdak matriksin septumlari tarafindan ayrilan genis
lakiinalar meydana getirdikten sonra bunlarin hipertrofiye olmasi ve yikima
ugramasi izlenmekte. Ikinci asamada ise dejenere olan kondrositler

tarafindan birakilan lakuinalara osteoprogenitor hucrelerin  ve kan
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kapillerlerinin penetrasyonu goértlmekte. Osteoprogenitér hicreler kikirdak
septumlarini kemik matriksi ile kaplayan osteoblastlara donustrler (2, 3, 5).
intramembranéz veya endokondral her iki kemiklesme ile olusan
kemik dokusu baslangicta nonlameller yani primer kemiktir. Ozellikle mekanik
faktorlerin etkisi ile bir slire sonra sekonder kemik dokusu olusmaya baslar.
Kemigin lamelli yapiya gecis yaptigi belirlenmesi, hicreler arasi maddedeki
kollajen liflerin kemige etki yapan guglere paralel yonde duzenlenmeleri ile

anlasilmakta (2, 5).

2.1.6. Kemik iyilegmesi

Kemik surekli olarak yikilan, yapisal gerilim ve vicudun kalsiyum
gereksinimi gibi etkenlerle yeniden yapilanan dinamik bir dokudur. Kemik
iyilesmesi, yaralanmayi takiben skar birakmaksizin rejenerasyon yeteneqi
bulunan osse6z dokuda gelisen dinamik ve dnemli bir suregtir.

Kemikte olusan travmanin sonucunda, yarali bdlgede genel doku
tepkimeleri gorilir. lyilesme bolgesindeki kanamayi takiben granilasyon
dokusunun olusturdugu pihtilasma meydana gelir. Granllasyon dokusu
vlcutta bir yabanci cisme, harabiyete, yaralanmaya veya enfeksiyonlara
kargi savunma tepkimesi esnasinda olugsan Ozellikle makrofaj ve
lenfositlerden meydana gelen bir dokudur. Periosttan gelen kan damarlari,
cevrelerinde bag dokusu ile birlikte defekt bdlgesine sokularak burayi bol
damarli ve bol hicreli bir bag dokusu ile doldururlar (1, 3, 18).

Kemik fraktird s6z konusu ise endosteum da bu olayda rol alir. Bu
bad dokusu icinde kemik yapimi; ya bag dokusu fibroblastlarinin
osteoblastlara farklilasmalari, bunlarin da kemik dokusunu olusturmalari
yoluyla dolaysiz yani intramembran6z ossifikasyon ile olur veya endokondral
ossifikasyonla meydana gelir. Bu durumda defekt yerini dolduran bol damarl
bad dokusu icinde once kikirdak dokusu geligir, sonra bu kikirdak yavas
yavas rezorpsiyona ugrayarak yerini yine bag dokusu tarafindan yapilan
kemik dokusuna birakir. ister intramembrandz ister endokondral
ossifikasyonla olsun defekt yerinde ilk olusan kemik dokusu lamelsiz

yapidadir. Daha sonra bu kemik dokusu da rezorbe olarak onun yerine
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saglikh kemigin genel dizenine ve fonksiyonel ihtiyacina uygun lamelli kemik
dokusu olusur (1-7, 10).

Kemigin iginde veya kenarinda bulunan kemik defektlerinin yeni
kemikle dolmasi beklenmektedir. Ancak iyilesme mekanizmalarinin yetersiz
kaldigi konjenital veya travmaya bagli olarak ortaya c¢ikan deformitelerin ve
kemik patolojilerinin cerrahi eksizyonu sebebiyle meydana gelen genis kemik
defektlerinin tedavisinde, yeni kontur saglanmasi ve kemik iyilesmesinin
desteklenmesi amaciyla cesitli kemik greft materyallerin  kullanimi
gerekmektedir (6, 8, 19, 20).

2.2, Greft Materyalleri

Vicuda tedavi amagh yerlestirilen yabanci maddelere greft; kemik
dokudaki defektlerin doldurulmasi, kemik olusumunu stimule etmek igin
kullanilan materyallere de kemik grefti denilmektedir (21).

ilk kemik grefti uygulamasi, Job van Meek'ren (22-24) tarafindan
1668’de kopek kafatasindan bir parga kemigin bir insanin kafatasindaki
defekte nakli ile gergeklestiriimistir. Duhamel (7, 24, 25) 1739 yilinda, bir
deney sonrasinda subperiosteal olarak yerlegtirilen tellerin daha sonra kemik
ile ortuldugunu saptayarak periostun kemik yapma o6zelligini belirlemistir.
Haller (25) 1864 yilinda buylyen kemigin Ozellikle epifiziyal tabakasinda
bulunan hdcrelerin - kemik olusumunda rol aldiklarini  gdstermistir.
Gegenbauer (7, 25) 1864’te kemik dokunun olusmasi ve sekillenmesi ile ilgili
olarak ilk kez osteoblast hicresini tanimlamistir. Nussbaum (25) 1864 yilinda
insanda ilk basarili otogreft uygulamasini, Macewen (24, 26) ise 1881'de
basarili ilk allogreft uygulamasini gergeklestirmislerdir.

Kemik dokusunun genis bir rejenerasyon kapasitesi nedeniyle orijinal
yapisini ve fonksiyonunu tamamen eski haline getirebilir. Ancak bazen kemik
defektleri kemik dokusu ile iyilesemeyebilir. Boyle durumlarda iyilesmeyi
kolaylastirmak, baslatmak veya hizlandirmak icin kemik defektlerini kemik
greft materyalleri ile doldurulmasi gerekebilir. Greft materyalinin kemikle
baglanmasinda kemigin osteogenez, osteokonduksiyon ve osteoinduksiyon
gibi U¢ cevabi vardir (27, 28).
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Osteogenez, canli osteoblastlarin ve 6nclu osteoblastlarin greft
materyali ile birlikte defekt icine transplante edildikleri durumlarda gercgeklesir.
Bu bolgeler de kemik olusum merkezlerini olugsturur. Siklikla otogreftlerde
bulunan bir dzelliktir.

Osteokonduksiyon; non-vital greft materyallerinin, 6ncl osteoblast
hicrelerinin icine dogru bldyumesi igin bir c¢ati olarak vazife goérdigu
durumlarda gerceklesir. Bu sureci siklikla greft materyalinin dereceli bir
sekilde rezorbsiyonu izler. Otojen kortikal kemikler veya otojen kemik
yigintilari osteokonduktif Ozellikleri olan greft materyalleridir. Bu tur greft
materyallerinin gerek kemik kaynakli, gerekse sentetik kemik materyallerinin
benzer osteokonduktif Ozellikleri vardir. Ancak yikimlari ve canli kemik
dokusu ile yer degistirme Ozellikleri zayiftir. Eger yerlestirilien materyal
rezorbe olmayan bir materyal ise birlesme, materyal ylzeyine kemik
apozisyonu ile sinirhdir. Remodeling sirasinda higbir yer degistirme
gerceklesmez.

Osteoinduksiyon, bir veya daha fazla indukleyici ajanin etkisi ile
farkhlasmamis yerel bag dokusu hucrelerinin kemik hicrelerine farklilagsmasi
neticesinde yeni kemik dokusu olusumunu tanimlar. Demineralize kemik

matriksi (DBM) veya BMP bu tir greft materyallerine ornektir (27-29).

2.2.1. Greft Materyallerinin Siniflandiriimasi

Gunumuzde kemik defektlerinin doldurulmasi amaciyla cesitli greft
materyalleri kullaniimaktadir. Bu kemik greftleri otogreft, allogreft (homogreft),
heterogreft (ksenogreft) ve alloplastik materyaller olmak Uzere dort temel

grupta degerlendiriimektedir (27-29).

2.2.1.1. Otojen Greftler

Bireyin bir bolgesinden alinip baska bir bolgesine yerlestirilen, canh
osteoblast ve osteoprogenitdr hicreleri iceren grefttir. Klinik kullanmaya
uygun yegane osteojenik greft olmasi nedeniyle otojen kemik greftleri greft
materyallerinin altin standardi olarak kabul edilir. Greft materyali olarak

otojen kemik kullanildiginda kemik iyilesmesi osteojenez, osteoinduksiyon ve
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osteokondtiksiyon yoluyla olur. Otojen kemik grefti kaynaklari adiz ici ve agiz
disi olmak Uzere ikiye ayrilir (27, 30).

Agiz icinden alici olarak kullanilan sahalar gene ucu, lateral ramus
bdlgesi, tuber bolgesi ve koronoid ¢ikintidir. Ayrica aspirasyon esnasinda,
operasyon ortamindaki kemik pargalarini toplamak amaciyla, aspiratore
takilan bone collector adi verilen 6zel aletlerle de az miktarlarda greft
toplanabilmesi mumkuanddr. Alict ve verici sahalarin agiz iginde olmasi,
operasyon sonrasi hizli iyilesme ve operasyonun lokal anestezi ile yapilmasi
gibi avantajlarinin yaninda anatomik sinirlamalar ve sinirli hacimde kemik
kullanimi gibi dezavantajlari da vardir (27, 30, 31).

AQiz disi otojen kemik igin alici sahalar iliak kemik, kaburga, tibia veya
kalvaria’dir. Bu alici sahalar buyuk kemik kayiplarinda tercih edilmektedir.
Agiz digi otojen greftlerin genis hacimde elde edilip istenilen form ve sekilde
uygulanmasi ve yuksek osteojenik aktivitesinin olmasi gibi avantajlari vardir.
Ancak iki ayri cerrahi girisim yapilmasi ve genel anestezi gerektirmesi gibi
dezavantajlar s6z konusudur.

Otojen greftlerin genel olarak, yuksek osteojenik ve osteoinduktif etki
ile hizli iyilesme ve canli kemige donusum gibi ozellikleri vardir. Ayrica, erken
vaskularizasyon ile antijenik 0zellik gostermeyerek histolojik ve immunolojik
uyumlulugun ylksek olmasi gibi avantajlari mevcuttur. Otojen greftlerin alici
sahada olusabilecek komplikasyonlar, cerrahi girisim suresinin uzamasi gibi
dezavantajlari da vardir (27, 28, 32-35).

2.2.1.2. Homojen Greftler

Otojen kemik greftlerinin belirtilen dezavantajlari, baska yéntemlerin
arastirimasina ve gelistiriimesine yol acmistir. Homojen greftler ayni tirin
genetik olarak benzer bireyleri arasinda tasinan greft tipidir. Allogreft ve
izogreft olarak iki alt gruba ayrilabilirler. Allogreftler, genetik olarak farkli ayni
canl tirinden elde edilen greft tipidir. Kadavradan veya canli insanlardan
(kalca kingi gibi durumlarda) cikarilan kemiklerden elde edilirler. izogreftler,
genetik olarak ayni ozellikleri tasiyan (ikizler) bir bireyden digerine tasinan

greft tGradar.
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Otojen kemik greftlerine goére avantajlari olmasina karsin, dokunun
alici immunogenetigine bagh kabul edilmeme riski ve vericiden aliclya

hastalik gecis riski s6z konusudur (27, 28, 31, 33).

2.2.1.3. Heterojen Greftler (Ksenogreftler)

Farkl tirde canli dokularindan elde edilen grefttir. GUnimuzde sigir
kemigi ve dogal mercandan elde edilen iki tip ksenogreft mevcuttur. Her ikisi
de insan kemigine benzer vyapida, biyolojik olarak uyumlu ve
osteokonduktiftirler.

Heterojenik kemik greftlerinin insanlarda kullaniimasi ile ilgili
caligmalar uzun sureden beri devam etmektedir. Bu amagla kullanilan greft
materyali ¢ogunlukla sigir kemigidir. Heterogreftlerin kullaniminin 1960l
yilllarda yaygin olmasina ragmen sigir kemiginden elde edilen greftlerin
transplantasyonundan sonra otoimmun hastalik gelisen hastalarin rapor
edilmesi nedeniyle kullanimi azalmistir. Allojenik veya heterojenik greft
materyallerinin  kullanilmasinda asilmasi gereken guclik immaunolojik
reaksiyonlardir (27, 28, 36).

2.2.1.4. Alloplastik Materyaller

Canh doku icine implante edilen sentetik veya deorganifiye olmusg
materyallerden olugturulan biyoseramikler veya metaller, seramikler,
karbonlar ve kalsiyum fosfatlar gibi inert maddelerdir. implant materyali
olarak da tanimlanan greft materyali sentetik yoldan elde edilmistir. Agiz
cerrahisinde kullanilan biyomateryaller; metal ve metal alagimlari, seramikler,
karbonlar ve polimerlerdir (37).

ideal bir biyomateryalin, imminolojik ve toksik reaksiyon
gOstermemesi, kolay uygulanmasi, doku dostu olmasi ve uygulandigi dokuya
fiziksel Ozellikleri ile benzemesi beklenmektedir. Biyomateryaller defekt
bdlgesinin iyilesmesinde indiiktif etki gosteren maddelerdir. indiktif etkisi
gOsteren biyomateryaller, biyotolere, biyoinert ve biyoaktif maddeler olarak ¢

temel grupta toplanir.
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Biyotolere maddeler, kemik dokusu icerisine yerlegtirildiklerinde,
iyilesme streci igerisinde etrafinda fibréz bir bag dokusu olustururlar. Bu tir
maddeler dogrudan kemikle temas halinde degildirler. Burada osteojenez
olusumu s6z konusudur. Frakturlerin fiksasyonunda kullanilan Kobalt-Krom
esasli mini plaklar ve vidalar bu sinifa girerler.

Biyoinert maddeler, kemik doku icine yerlegtirildiklerinde iyilesme
sureci icerisinde etraflarinda fibroz bag dokusu olusmadan materyal ile kemik
dokusu arasinda dogrudan temas meydana gelir. Burada temas osteojenezi
s6z konusu olur. Titanyum ve aliminyum oksit seramikler bu gruba 6rnektir
(27, 28, 38).

Biyoaktif maddeler, kemik doku igerisine yerlestirildiklerinde iyilesme
suresi icinde doku ile kimyasal olarak baglanirlar. Burada birlesme
osteojenezi s6z konusu olur. Bu maddelerin temel amaci yerlestirildikleri
defekt alaninda kemik htcrelerinin mitotik aktivitesini arttirarak yeni kemik
olusumunu hizlandirmaktir. Hidroksil Apatit (HA) ve Trikalsiyum Fosfat (TCP)
bu gruba dahildir (27, 31).

2.2.1.4.1. Biyoaktif Seramikler

Seramik grubundaki greft materyaller biyoaktif 6zellikler gosteren ve
en genis kullanimi olan alloplastik kemik greft materyalleridir. Kalsiyum fosfat
ihtiva ederler. Bu grupta HA, TCP gibi sentetik kalsiyum fosfat materyalleri ve
bunlarin dogdal kaynaklardan elde edilenleri (coralline) vardir. Bu materyaller,
kemik gibi baski kuvvetlerine dayanikli, cekme kuvvetine karsi ise zayiftirlar.
Biyoaktif seramikler, rezorbsiyon 06zelliklerine gore degisiklik gdsterirler.
Biyolojik farkhliklar gdstermelerine ragmen, kemik ogmentasyonu igin
Onerilirler. Bu maddeler kemik defektlerinin rekonstriksiyonu, rezorbe
alveoler kretlerin ogmentasyonunda, implant cevresi fenestrasyon ve

dehisenslerde kullaniimaktadirlar (27, 31).
2.2.1.4.1.1. Trikalsiyum Fosfat (TCP)

Bu materyal HA'e c¢ok benzer, ancak kemigin dogal bir bileseni

degildir. B-TCP olarak da adlandirilir. Kalsiyum fosfatin poréz formu olup,
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kalsiyum fosfata orani 3/2’dir. Diger kalsiyum fosfat preparatlari gibi TCP de
kirilgan olup, gerilme ve kopmaya karsi zayiftir. Ancak sikistirma kuvvetlerine
karg! direnglidir. Kismen rezorbe olan ve greftin kemikle yer degistirmesine
izin veren biyolojik doldurucu olarak gorev yapar. Kemik olusumu igin bir ¢ati
olusturarak yeni kemikle yer degistirir. TCP kisa dénemli biyolojik bir dolgu
maddesi olup, enkapsulasyon olmadan zamanla osteoblastlar tarafindan
rezorbe edilmektedir. TCP 6-18 ay surecinde ¢Ozulme yoluyla rezorbe
olmaktadir. Materyalin rezorbsiyonu ve kemik tarafindan doldurulmasi, farkl
mekanizmalarla olusabilir. TCP’in rezorbsiyon oranindaki degisikliler yuksek
oranda materyalin kimyasal 6zelligine, porozitesine ve partikul bayuklugine
gore degigsmektedir. Bu oOzellikler ise urlinun fabrikasyonu ile ilgilidir. TCP
osteokonduktif bir sentetik seramik olup sikistirma islemiyle hazirlanir. Isiya
ve sterilizasyona karsi ¢ok duyarlidir. Greftin yerlestiriimesi asamasinda,
materyalin tutunma ve basarisini arttirabilmek igin osteokonduktif veya
osteojenik materyaller ile birlikte kullanilabilir.

TCP greft materyali guvenli ve doku uyumu muikemmeldir.
inflamasyon ve yabanci cisim reaksiyonu olusturmaz. Osteokondiktiftir,
osteoinduktif etkisi yoktur. Canli kemige yakin bir yere yerlestirildiginde kemik
olusumuna rehberlik eder, ancak deri gibi kemik olugturmayan bir dokuyla
cevrelenen bir bolgeye yerlestirildiginde kemik olusumunu indiklemez (27,
31, 39).

Kemik greft tekniklerinde ayrica greft materyallerin kombine kullanimi
veya greft materyallerinin g¢esitli buyime faktorleri, Kemik Morfogenetik
Protein (BMP), Trombositten Zengin Plazma (TZP) ve Trombositten Zengin
Fibrin (TZF) gibi materyaller ile birlikte kullanimi gibi teknikler de

kullaniimaktadir.

2.3. Trombositten Zengin Fibrin

2.3.1. Fibrin

Fibrin, plazma ve trombositlerin a (alfa) granillerinde yodun sekilde
bulunur. Fibrinojenin aktive edilmis formudur. Pihtilagsmada, trombosit

agregasyonunda onemli gorevler yapmaktadir. Bu agsamada bir gesit biyolojik
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yapistiriciya dénuslp vaskuler kanamayi kontrol altina alir. C6zUllebilen bir
protein olan fibrinojen, trombin tarafindan c¢ozilemeyen bir molekll olan
fibrine donugserek kanama bolgesinde fibrin jeli olusturur. Pihtilasma
esnasinda bu fibrin matriks icerisine yara iyilesmesini konrol eden cesitli
blylme faktorleri salgilanmaktadir. Bu o6zelliklerinden yola ¢ikilarak Fibrin
Yapistiricilar, Trombositten Zengin Plazma (TZP) ve son olarak da
Trombositten Zengin Fibrin (TZF) uygulamalari geligtirilmistir. TZF geligtirilen
ikinci kusak trombosit konsantrasyonudur.

Trombositler, pihti olugsumu igin gerekli olup yara iyilesmesini
baslatmak ve desteklemek icin buyume faktdrlerinin  salinmasindan
sorumludur. Cerrahiden sonra, trombositler bolgede kalici bir kan pihtisi
olustururlar. Doku olugsumu, iyilesmenin desteklenmesi ve arttiriimasi igin
bldylime faktorlerinin salinimi  baglar. Diger kemiklerde oldugu gibi
maksillofasiyal bolgenin gelismesinde de hormonlarin ve blyume faktérlerinin
cok onemli rolleri vardir. Kemik ve yumusak doku metabolizmasi Gzerinde
sistemik hormonlarin ve buyume faktorlerinin etkilerini gosteren pek c¢ok
calisma mevcuttur.

Trombositlerdeki bluylume faktorleri etkilerini spesifik hicre ylzey
reseptorlerine baglanarak gostermektedir. TZF'nin osteojenik hucrelerin
proliferasyonunu arttirarak kemik formasyonu ve rejenerasyonu uzerinde

guclu bir stimulatoér olabilecegi disunulmektedir (40-41).

2.3.2. Trombositten Zengin Fibrinin Hazirlanmasi

Trombositten Zengin Fibrin Fransa’da Choukroun ve arkadaslari
tarafindan oral ve maksillofasiyal uygulamalar igin gelistiriimis, yumusak ve
sert dokularda hemostaz ve yara iyilesmesinde belirli avantajlar saglayan bir
ajandir. Fibrin yapigtiricilar, Trombositten Zengin Plazma gibi maddelerden
farkli olarak bu materyalin hazirlanmasinda herhangi bir antikoagulan, sigir
kaynakli trombin veya baska jellestirici ajan kullanilmasi gerekmemektedir.
Hazirlanmasinda 10 cc’lik otojen kan alinip antikoagulan madde igermeyen
steril cam tupte 10 dk 400 g’de santrifuje edilir. Bu igslem sonunda cam tupte

uc tabaka olusmakta, altta kirmizi kan hucrelerini igeren tabaka, ortada TZF
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ve ustte de hicre icermeyen plazma tabakalaridir. Trombositler olusan fibrin
tabakasinda yogun bir sekilde bulunmaktadir. Diger fibrin uygulamalarindan
farkli olarak TZF'de kan cam tup yuzeyine degdigi anda pihtilagsma olayi
baslamaktadir. DUgUk hizda santrifij igleminin yapilmasi meydana gelen
fibrin agin dogal fibrin agina ¢ok benzemesi nedeniyle bu ag igine trombosit
ve bunlarin salgiladigi sitokinlerin daha rahat migrasyonuna yardimci
olmaktadir. Bu bilgiler isiginda TZF materyali biyolojik bir fibrin yapigtiricidan
cok, yara iyilesmesini hizlandiran bir ajan olarak nitelendiriimesine sebep
olmaktadir (40, 44).

TZF matriksi icerisinde sadece trombositlerden salinan sitokinler deqil,
|0kositler tarafindan salgilanip enflamasyon kontrolunde gorev alan sitokinler
de tespit edilmistir. Bunlarin TZF’'deki sitokinlerin savunma mekanizmasini
guglendirdigini gostermistir. Bu sitokinler ile polimorfonukleer I0kosit,
makrofaj gibi hicreler aktive edilip TZF bdlgesinde daha hizli hicresel
cevaplara sebep olunmaktadir. Calismalarda matriks igindeki sitokinlerin
remodeling asamasinda yavas salinim yaparak uzun donemde etkili

olduklarini gosterilmistir (45).

2.3.3. TZF’deki Trombositlerden Salgilanan Sitokinler

TZF matriksi igerisinde bulunan trombositlerin a (alfa) granuillerinden
PDGF, TGF-B ve IGF’ gibi bazi sitokinler salinir. Bu faktérlerin TZF'nin
igerisinde bulundugunu gosteren ¢alismalar vardir. Faktorlerin yara iyilesmesi
uzerindeki etkilerinden dolayr, TZF’'nin kullanimi yayginlanma egilimi
gOstermektedir (40-44).

2.3.3.1. PDGF (Trombosit Kaynakli Bliyume Faktoru)

PDGF'ler trombositlerin a (alfa) granullerinde bulunurlar ve pihtilagsma
sirasinda salinirlar. Ayni zamanda monositler, makrofajlar, duz kas hucreleri
ve endotel hucrelerinde de bulunurlar. Yara iyilesmesi sirasinda ortaya ¢ikan
ilk polipeptid hormondur.

PDGF’in en 6nemi etkisi hicre c¢ogalmasini ve protein sentezini

arttirmasidir. Bu hormon hucreleri bolinmeye hazir hale getiren bir faktor
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olarak bilinir. Mezensimal hucreler, diz kas hucreleri ve fibroblastlar icin
guclu bir mitojenik etki gosterirler. PDGF' nin etkisi diger buylime faktorlerinin
varliginda artmaktadir. Ayni zamanda |0kositler, makrofajlar, fibroblastlar ve
diuz kas hucreleri icin guglu bir kemoatraktandir. Bunlara ek olarak, anjiojenik
Ozellikleri sayesinde kollajen ve matriks formasyonunu stimule eder (41, 43,
44).

2.3.3.2. TGF-B (Transforme Edici Bliyume Faktori-B)

iki polipeptit zincirinin disiilfat bag: ile baglanmasi ile meydana
gelmistir. TGF-B1 TGF-B, ve TGF-B3 olmak Uzere Ug¢ farkh formda bulunur.
Bunlardan TGF-B3+ in trombositlerde ve kemikte yuksek konsantrasyonlarda
bulundugu bildirilmigtir. TGF-B otokrin ve parakrin mekanizmalar ile etki
gOsteren 6nemli duzenleyici bir molekaldur.

TGF-B 'nin faaliyetleri sadece lokal ve cevresel etkilerle sinirli degildir.
Gunumuzde, TGF-B'larin endokrin sirkulasyonunun otoimmun hastaliklar ve
kronik fibrotik patolojilerde dnemli bir payi oldugu anlasiimistir. Gunumuzde
de aterosklerozis ve karsinojenezisi de iceren pek ¢ok hastalikta prognostik
marker olarak kullaniimaktadir. Makrofajlar, trombositler ve endotelial
hacreler tarafindan salinan TGF-B'lar etkilerini yakindaki fibroblastlar, kemik
iligi kok hucreleri, endotelyal hucreler ve preosteoblastlar Uzerinde gdsterirler.

TGF-B’lar anjiogenezisi, konnektif dokudaki fibronektin,
glikozaminoglikan ve kollajen yapimini stimile ederler. TGF-f’nin en 6nemli
fonksiyonlarindan biri de osteoblast prekursorlerinin mitojenezi ve
kemotaksisidir.

Bu polipeptit ayni zamanda osteoklast yapimini ve rezorbsiyonu inhibe
ederek de kemik olusumunu arttirir.

TGF-B in vitro olarak PDGF ile birlikte fibroblastlarin buyimesini
stimule ederken epidermal buyume faktoru ile birlikteyken inhibe etmektedir
(41, 43, 44).
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2.3.3.3. IGF-I (insiilin Benzeri Biiyiime Faktérii-l)

Tek zincirli polipeptit bir hormondur. IGF-I insilin ile %47 oraninda
benzerlik gosterir. Kemik dokusunda en fazla bulunan blyume faktorudur.
Kemik matriksi icinde depolanir ve rezorpsiyon olayinda ortama salinmakta
ve yeni kemik olusumunu stimule etmektedir. Kikirdak blylimesini, kemik
matriks olugsumunu, osteoblastlarin buyumesini ve preosteoblastlarin
osteoblastlara farklilagmasini stimule eder. Ayrica osteoblastlardan tip 1
kollajen salinimini arttirir. IGF-1 hicreleri direkt olarak stimule edebilir.
Osteoblastik hucrelerdeki alkalen fosfataz aktivitesini arttirarak aktive eder.

IGF-I basta osteoblastlar ve trombositler olmak Uzere makrofaj ve
monositlerden de salgilanabilmektedir. IGF-l transkriptleri yaradaki
makrofajlardan izole edilmisti. Bu durum blyume faktorlerinin lokal
habercileri olarak hareket edebileceklerini distindiurmektedir. IGF-I in PDGF
ile kombinasyonu yara iyilesmesinin kalite ve kantitesini arttirabilmektedir
(41, 43, 44).

2.3.4. TZF’deki Lokositler Tarafindan Salgilanan Sitokinler

Bu grupta yer alan sitokinler enflamasyonda kilit gérevi yapan IL-1p,
IL-6 ve TNF-a ile yara iyilesmesinde gorev yapan IL-4 ve VEGF gibi
sitokinlerdir (45).

2.3.4.1. IL-1B (Interlokin-1B)

Aktif makrofaj, notrofil, endotel hucreleri, fibroblast, keratinosit ve
langerhans hucreleri tarafindan salgilanir. Enflamasyonunun kontrolinde Kkilit
rol oynar. iki farkli gene bagl olarak a ve B formlari vardir. IL-1B dominanttir.

IL-18 sentezlenmesi TNF-a, Inreferon a, B, y ve bakteriyel
endotoksinler tarafindan kontrol edilmektedir. Ana gorevi T helper lenfosit
stimulasyonudur.

TNF-a ile birlikte calistiginda osteolizisi arttirarak osteoklastlarin aktive

olmasina neden olur (45).
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2.3.4.2. IL-6 (Interlokin-6)

IL-6, IL-1B ve TNF-a ile koordineli olarak calisan bir enflamatuar
sitokinidir. Asil kaynagi stimule olan monosit, fibroblast ve epitelyal hucreler
olup; uyarida makrofaj, T ve B lenfositler, granulosit, mastosit, kondrosit ve
osteoblast hucreleri de IL-6 salgilarlar. Fizyolojik olarak IL-1B, bakteri
endotoksinleri, TNF-a ve PDGF tarafindan da salgilanmasi uyariimaktadir.
Ayrica IL-6 kendisi salgilanmasini stimule veya inhibe edebilir.

IL-6, B lenfositlerin farklilasmasini ve T lenfositlerin de aktivasyonunda
rol alir. IL-2 ile beraber matir veya immatir T lenfositlerin sitotoksik T
lenfositlere farkhlasmasini saglar. Bundan baska IL-4 ile etkilenmesinden
sonra IL-6, B lenfositlerin son farklilagsmasinda goérev yapip bunlarin
salgilayici  plazmositlere donusmesinde gorev alir. B lenfositlerin
populasyonuna bagh olarak antikorlarin salgilanmasini uyarir. Bu oran 120
ile 400 kat arasinda artmaktadir. Son olarak IL-6'nin IL-3 ile sinerjik etki
gostererek hematopoetik hlcrelerin proliferasyonunu in vitro olarak arttirdigi
tespit edilmigtir.

IL-6 immUn hucrelerin uyariimasinda, dolayisiyla enflamasyon, yikim

ve remodeling olaylarinda énemli gérevler yapmaktadir (45).

2.3.4.3. TNF-a (Tiumor Nekroze Edici Faktor a)

TNF-a, bakteriyel endotoksin istilasi sonucu meydana gelen
enflamasyonda ilk salgilanan sitokinlerdendir. Bakteriyel antijenler tarafindan
aktivasyon saglandiktan sonra bu faktor monosit/makrofaj, notrofil,
polimorfonukleer |6kosit ile T lenfositler tarafindan salgilanmaktadir.
Salgilanma miktari IL-6 ve TGF-f tarafindan kontrol edilmektedir.

TNF-a, monositleri aktive eder ve fibroblastlarin remodeling
kapasitesini stimule eder. Bu faktor fagositoz ile notrofil sitotoksisitesini

arttirarak IL-1 ile IL-6 gibi mediatorlerin salgilanmalarini ayarlar (45).
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2.3.4.4. IL-4 (Interlokin 4)

IL-4, baslica aktive olan T hicrelerinin bir alt grubu tarafindan

salgilanmakta, bu hucreler ayni anda IL-6’yi da salgilamaktadirlar. IL-4,

aktive olan B hucrelerin proliferasyon ile farklilasmasinda gorev almaktadir.

Esas gorevi iyilesme esnasinda enflamasyon olayi cereyan ederken,

enflamasyonun siddetini azaltmakttir (45).

2.3.4.5. VEGF (Vaskiler Endoteliyel Bliyume Faktori)

VEGF, bilinen vaskuler buyume faktorleri arasinda en guglu ve en ¢gok

bulunan faktordlr. Epitel hicrelerin proliferasyon, migrasyon, 6zellesme gibi

gorevlerinde baglica kontrol gorevi yapmaktadir. Bu faktor tek basina

anjiogenezisin baslamasi ve bu sitokinin izoformlari agin buylmesi igin
yeterlidir (45).

2.3.5. Trombositten Zengin Fibrinin Avantajlari

Alici ve verici alanda operasyon sirasinda ve sonrasinda kanamanin
azalmasi.

Yumusak doku iyilesmesinin hizlandiriimasina yardimci olmasi.
Adeziv (Yapistirici) etkisi sayesinde alici sahadaki greft materyalinin
stabilitesini arttirmasi.

Bliyume  faktorleri  sayesinde iyilesmekte olan  dokularin
vaskularizasyonunun hizlandiriimasi.

Kemik replasman materyalleri ile kombine kullanilarak rejenerasyonun
arttinimasini saglamasi.

Toksik olmamasi.

Orijinal donérden alindiginda otojen materyal oldugu i¢in immin ve
allerjik reaksiyonlara sebep olmamasi

Operasyon sirasinda veya oOncesinde kisa slUrede hazirlanmasi
(Operasyon sirasinda zaman kaybina neden olmaz).

Doku uyumlu olmasi.

Enfeksiyoz hastaliklarin gegis riskinin bulunmamasi.
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11 icindeki l6kosit ve bunlar tarafindan salgilanan sitokinler sayesinde
enflamasyon olayini kontrol etmesi ve enfeksiyonu baskilamasi (40,
41, 45, 46).
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3 GEREG VE YONTEM

GATA Arasgtirma Bilimsel Kuruluna 08 Ekim 2008 gun ve AR—-2008/41
bagvuru numarasi ile yapilan arastirma basvurumuz, GATA Arastirma
Bilimsel Kurulu’nca incelenerek 23 Ocak 2009 gun ve 01 sayih toplantisinda
onaylandi. Arastirmanin deney asamasina baslanmadan once, GATA
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 24 Ekim 2008 gun ve 8 sayili toplantisinda
aldig1 08/61 no’lu karari ile gereken hayvan etigi agisindan uygunluk onay:i
alinmigtir. Arastirmamiz GATA Dis Hekimligi Bilimleri Merkezi Agdiz, Dis,
Cene Hastaliklari ve Cerrahisi Anabilim Dali, GATA Arastirma ve Gelistirme
Merkezi Deney Hayvanlari Kismi, Adana Cukurova Universitesi Dis Hekimligi
Fakultesi Agiz, Dis, Cene Hastaliklari ve Cerrahisi Anabilim Dalr’ndaki
Arastirma Laboratuvari ve GATA ile Hacettepe Universitesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dallarinda yuratulda.

Calismada GATA Arastirma ve Geligtirme Merkezi Deney Hayvanlari
Kismi tarafindan temin edilen ortalama agirliklari 60+5 kg ve yaslari 8 ay
olan U¢ adet erkek domuz kullanildi. Calismamizda denek hayvan sarfini
azaltmak amaci ile domuzlarin sag ve sol tibia kemikleri kullanildi.

Calismada hayvanin kulak veninden alinan kandan elde edilen otojen
TZF ile boyutlari 1000-2000 ym arasinda olan B-TCP (kasios®TCP, France)
greft materyali kullanildi.

Her tibiada 5 mm ¢apinda ve 5 mm derinliginde dort adet suni defekt
hazirlandi. Olusturulan bu defektler kullanilan materyallere gore dort gruba
ayrildi. Gruplarin dagihmi agagidaki gibidir:

1. Grup: Defekt bos birakildi.

2. Grup: Defekt icine TZF yerlestirildi.

3. Grup: Defekt icine TCP yerlegtirildi.

4. Grup: Defekt igcine TZF ve TCP karigtirilarak yerlestirildi (Tablo 3.1.).

Standardizasyon amaciyla TZF hazirlanmasi ve operasyonlar ayni

cerrah tarafindan yapildi.
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Tablo 3.1. Olusturulan defektler ve iclerine konulan maddeler.

Kaviteye Konulan

Sira No Operasyon Bolgesi  Kavite No Maddeler
1 1.Hayvan Sag Tibia Birinci Bos
2 1.Hayvan Sag Tibia ikinci TZF
3 1.Hayvan Sag Tibia Uglincl TCP
4 1.Hayvan Sag Tibia Dérduncu TZF+TCP
5 1. Hayvan Sol Tibia Birinci Bos
6 1. Hayvan Sol Tibia ikinci TZF
7 1. Hayvan Sol Tibia Uglincl TCP
8 1. Hayvan Sol Tibia Dérdincu TZF+TCP
9 2.Hayvan Sag Tibia Birinci Bos
10 2.Hayvan Sag Tibia ikinci TZF
11 2.Hayvan Sag Tibia Uclinci TCP
12 2.Hayvan Sag Tibia Doérdincu TZF+TCP
13 2. Hayvan Sol Tibia Birinci Bos
14 2. Hayvan Sol Tibia ikinci TZF
15 2. Hayvan Sol Tibia Uclinci TCP
16 2. Hayvan Sol Tibia Doérdincu TZF+TCP
17 3.Hayvan Sag Tibia Birinci Bos
18 3.Hayvan Sag Tibia ikinci TZF
19 3.Hayvan Sag Tibia Uglincl TCP
20 3.Hayvan Sag Tibia Dérdincu TZF+TCP
21 3. Hayvan Sol Tibia Birinci Bos
22 3. Hayvan Sol Tibia ikinci TZF
23 3. Hayvan Sol Tibia Uglincl TCP
24 3. Hayvan Sol Tibia Dorduncu TZF+TCP
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3.1. Trombositten Zengin Fibrinin Elde Edilmesi

TZF elde etmek igin her operasyondan once sitrat icermeyen vakumlu
cam steril tUpune cerrahi igslem yapilacak olan domuzun kulak veninden 10 cc
kan alinarak bekletiimeden 10 dakika sureyle 400 g’de santriflje edildi (NUve
marka, NF 800 model santriflj cihazi kullanildi). Rélatif santrifljleme gucu
(9)=28.38xR (rpm/1000)%) formilli kullanilarak hesaplandi. (R: santrifij
rotorunun inch cinsinden yarigapidir). Santrifij isleminden sonra tupte ug¢
tabaka olustu (Ust kisimda plazma, orta kisimda TZF ve alt kisimda da sekilli
kan elemanlarindan olusan tabaka). Hayvanlarin operasyon bdlgeleri steril
Ortller ile kapatilirken kulak veninden kan alinip, her operasyon tarafi icin
ikiser tip TZF hazirlandi. TZF’nin cam tupten ¢ikariimadigi surece yaklagik 2
saat calisma suresi vardir. Tuplerden biri tek basina ikinci kavitede
kullanilirken, ikinci tipteki TZF sekilli kan elemanlarindan ayrildiktan sonra
bisturi ile kiuglk pargalara ayrilip, % 50 oraninda TCP ile karigtirildi ve
dorduncu kaviteye uygulandi (Sekil 3.1.).

3.2. Trikalsiyum Fosfat Greft Materyalinin Hazirlanmasi

Calismamizda greft materyali olarak sentetik fosfokalsik seramiklerden
B-Trikalsiyum Fosfat’in (Ca3(PO4)2) 1000-2000 pym boyutundaki partikulleri
kullanildi.

Kasios (kasios®TCF, France) marka TCP steril iki kaba bosaltilarak
birinci greft materyali serum fizyolojik ile karnistirilarak Uglnci kaviteye
uygulandi. ikinci greft kismi da TZF ile karistirilarak dérdincl kaviteye
uygulandi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. TZF ve TCP’nin hazirlanmasi. A: Kulak veninden kan alinmasi, B: TZF’nin cam

tipteki goruntisu, C: TZF'nin makas ile sekilli kan elemanlarindan ayriimasi, D: Kullanilan
TCP greft materyali, E: TZF’nin bisturi ile pargalanmasi, F: TZF ile TCP’nin karigtiriimasi.
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3.3. Cerrahi islemler

Cerrahi islemlere baslanmadan 6nce deneklere premedikasyon amaci
ile intramuskuler sedatif olarak %Z2’lik Alfazyne (xylazine) (Alfasan Intl. B.U.,
Woorden Holland) 2 mg/kg ve %10’luk Alfamine (ketamin HCI) (Alfasan Intl.
B.U., Woorden Holland) 20 mg/kg uygulandi. Damar yolu acildiktan sonra,
indUksiyon saglanmasi amaci ile 20 mg Diprivan (propofol) (AstraZeneca
Pharmaceuticals LP, Caponga, ltaly) I.V. enjekte edilip, hayvanlar entube
edildi ve denekler Sevorane (sevofluran) (Abbot Laboratories Ltd., England)
ile anestezi altina alinarak solunum destegi saglandi.

Derin anestezi saglandiktan sonra tibianin medial bolgesindeki deri
tirag edildi ve dezenfeksiyon amaci igin polivinilpirolidon iyot (Batticon %10,
Adeka ila¢g ve Kimyasal Uriinler San. ve Tic. A.S.) ile silindi. Operasyon
bdlgesi disindaki tum yuzeyler steril ortuler ile kapatildi. Tibianin medial
yuzeyine uzunlamasina yaklasik 7 cm’lik bir cilt insizyonu yapilarak sirasi ile
bag dokusu, yag dokusu, kas dokusu ve periost diseke edilerek kemik agiga
cikarildi. Kemik yuzeyinde calisma yapilacak alan ekarte edilerek 5 mm
c¢apinda 5 mm derinligindeki kaviteler serum fizyolojik irrigasyonu altinda tibia
kemigine proksimalden distale dodru standart trefen frez ile dort adet delik
acllarak medullaya kadar ulasildi. Delikler arasinda 10 mm’lik araliklar
birakildi.  Kaviteler olusturulduktan sonra, defektler olusturulmadan
hazirlanan TZF materyallerinden birincisi cam tlpten penset ile ¢ikarilip alt
kisma yapisik olan kan hucreleri tabakasi makas ile kesilerek ikinci kaviteye
yerlestirildi. Uglincli kaviteye TCP greft materyali ve son kaviteye de ikinci
tupteki TZF bistiri ile parcalara ayrilip TCP ile karistirilarak elde edilen
karisim konuldu. Tum greft materyalleri yerlestirildikten sonra sirasi ile
periost ve kas dokulari karsilikl yaklastirilarak 3/0 Vicryl (poliglaktin 910)
(Ethicon, Johnson & Johnson Intl., Brussels, Belgium) ile suture edildi. Son
olarak cilt 2/0 Prolene (polipropilen) (Ethicon, Johnson & Johnson Intl.,
Brussels, Belgium) ile primer kapatildi (Sekil 3.2.). Sutur islemi
tamamlandiktan sonra yara yerinin Uzerine Piyedif (Sanofi Dogu ilag,
istanbul, Tiirkiye) dezenfektan sprey sikilip, enfeksiyon proflaksisi amaciyla

tum deneklere operasyon esnasinda 10 mg/kg, operasyondan sonraki bes
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glin boyunca da intramuskller olarak 7.5 mg/kg Pan Terramycin
(Oksitetrasiklin), (Pfizer ilaglari Ltd. Sti., Ortakdy-istanbul, Tiirkiye) uygulandi.
Analjezik ve antienflamatuar olarak da operasyon sonlandiriimadan
baglamak tizere 0.3 mg/kg Maxicam (Meloksikam), (Sanovel ilag San. ve Tic.
A.S., Silivri-istanbul, Tirkiye) deri alti olarak bes giin uyguland..

Hayvanlarin bakimlari ve beslenmeleri GATA Arastirma ve Gelistirme
Merkezi Deney Hayvanlari Kismi bakim sorumlular tarafindan veteriner
hekim kontrolinde saglandi. Denekler operasyondan 12 hafta (3 ay) sonra
sakrifiye edildi.

Sakrifikasyon amaci ile hayvanlara xylazin HCI ve ketamin HCI IM
uygulandiktan sonra intravenoz yolla yuksek doz pentobarbital (>150 mg/kg)

uygulanarak deneklerin tibialari ampute edildi.
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Sekil 3.2. Cerrahi asamalar. A: insizyon, B: Kavitelerin trefen frez ile hazirlanmasi, C:

Cikarilan kemik parcalari, D: Kavitelerin tamamlanmis hali, E: Kavitelerin greft materyalleri

ile doldurulmus durumu, F: Operasyon bdlgesinin primer kapatilmasi.
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3.4. Defekt Alanlarinin Tespiti

Ampute edilen tibialar Uzerindeki tum kas ve periost yapisikliklar
temizlendi. Tibianin medial yuzeyinde defekt olusturulan bolgelerde 1-8 mm
arasinda degisen oranlarda kemikte kalinlagmalar goruldi. Bunlardan dolayi,
yapilan makroskopik incelemelerde defektler tespit edilemedi. Olusturulan
kavitelerin tespiti icin c¢ikarilan kemiklerin proksimal ile distal kisimlarindan
guvenlik payi birakilarak fazla kemik kisimlari uzaklastirildi ve kemik sagittal
olarak ikiye ayrilip gerekmeyen lateral kisimlar gikarildi. Boylece kemikler
hem kortikal, hem de meduller agilardan incelenebildi. Muhtemel kavitelere
denk gelmeyecek sekilde kemiklere rond frez ile girilerek dorder adet rehber
nokta acildi ve Philips marka Mx 8000 IDT 16 dedektorli multislice
bilgisayarli tomografi cihazi ile kemiklerin U¢ boyutlu ¢cekimleri yapildi. Defekt
bdlgeleri tespit edildi ve bu bodlgeler kursun kalem ile kemiklerin medial
yuzlerinde isaretlenip (Sekil 3.3.), her defektin 2-3 mm proksimal ve
distalinde saglam kemik dokusu kalacak sekilde separe ile kesimler yapildi.
Orneklerin karismamasi igin gikarilan parcalar frezlerle birden yirmi dérde
kadar isaretlendi ve her 6rnek ayri kaplarda olmak Uzere %10 tampon

formalin sollsyonuna yerlestirildi.
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Sekil 3.3. Defekt alanlarinin tespiti. A: Ampute edilen tibialar, B: Proksimal, Distal ve Lateral

fazla kisimlar gikarildiktan sonra kemigin goriintiisu, C: Defektlerin tomografik gorintisu, D:

Kemigin medial yliziinde defektlerin izdlisimsel olarak isaretlenmesi.
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3.5. Orneklerin Hazirlanmasi

Kemik dokusunun incelenmesi icgin kullanilan klasik yontem kemigin
asit solusyonlarinda dekalsifiye edilerek parafine gomulmesidir. Ancak
dekalsifikasyon asamasinda dikkatsiz davraniimasi durumunda kemigin
inorganik igeriginin yani sira organik icerigi de zarar gdérmektedir.
Calismamizda dekalsifikasyon islemi ile kemik matriksinde meydana
gelebilecek hasari Onlemek, sert ve yumusak dokularin bir arada
izleyebilmek icin Donath ve Breunerin 1982 yilinda gelistirdikleri kesme-
inceltme teknigi yontemi kullanildi. Bu ydntem; fiksasyon, dehidratasyon,
plastik infiltrasyon, gdmme ve polimerizasyon, bloklarin hazirlanmasi, ylzey
hazirligi, paralel slayt yapistirimasi, ayirma kesisi, son ince Kkesitin

hazirlanmasi ve boyama asamalarindan olusmaktadir.

3.5.1. Fiksasyon

Ornekler fiksasyonu igin %10 tamponlu nétral formalin sollisyonu
kullanildi. Bu solUsyonlarda o&rnekler plastik kapali kaplarda 24 saat
bekletilerek fikse edildiler. Bu igslem sonunda dehidratasyon asamasina

gecilmeden once gesme suyu altinda 30 dakika boyunca yikandilar.

3.5.2. Dehidratasyon

Formalin solisyonundan c¢ikarilip ¢esme suyu altinda 30 dakika
boyunca yikanan ornekler dehidratasyon amaci ile Exakt 510 (Exakt
Apparatebau GmbH & Co., Kg of Norderstedt, Germany-dehydration ve
infiltration system) icindeki kafeslere konularak dehidratasyon infiltrasyon
sistemi icine vyerlegtirildiler. Burada kademeli olarak artan derigimlerdeki
(%70, 80, 90, 96 ve 99,9) etil alkol sollsyonlari igerisinde, her bir
derivasyonda 24 saat bekletildiler (Sekil 3.4.).

3.5.3. Plastik infiltrasyon
Alkol solusyonundan c¢ikartilan ornekler vakum altinda ¢alisan Exakt
510 (Exakt Apparatebau GmbH & Co., Kg of Norderstedt, Germany)

infiltrasyon cihazina yerlestirildi ve Technovit 7200 VLC rezin ile karanlk
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ortamda muamele edilerek 24 saat siire ile bekletildi. infiltrasyonun tam
olarak saglanmasinin gucgligunden dolay!r ornekler burada rezinin derin
dokulara kadar ulasmasi ve hava kabarciklarinin tamamen uzaklasmasi
saglandi (Sekil 3.4.).

3.5.4. Gomme ve Polimerizasyon

Plastik infiltrasyonu tamamlanan ornekler gomme kaliplarina
yerlestirildiler. Bu kaliplar Technovit 7200 VLC rezin ile doldurulduktan sonra
tekrar vakumlandilar ve polimerizasyon iglemine baglandi. Polimerizasyon
isleminde Exakt 520 (Exakt Apparatebau GmbH & Co., Kg of Norderstedt,
Germany) i1sik polimerizasyon unitesi kullanildi. Polimerizasyon igleminde
oncelikle dort saat boyunca 580 nm dalga boylu disuk yogunluklu sari 1s1k
uygulayarak baslandi. Daha sonra da 450 nm dalga boylu yluksek yogunluklu
mavi Isik 10 saat sure ile uygulandi. Polimerizasyon iglemi ekzotermik bir

tepkime oldugundan sicakhgin 40°C’in altinda tutulmasi saglandi (Sekil 3.4.).

3.5.5. Bloklarin Hazirlanmasi

Polimerize olan doku blogu gomme kalibindan c¢ikartildi. Plastik
blogun duzglin yuzeyi benzin ile silindikten sonra Uzerine bir damla Technovit
7210 yapistirici (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Germany) damlatildi.
Exakt 402 vakumlu yapistirma sistemine (Exakt Apparatebau GmbH & Co.,
Kg of Norderstedt, Germany) pleksiglas yerlestirildikien sonra blok ile
pleksiglas yapistirildi. Yapistiricinin homojen olarak dagiimasi i¢in 30 saniye
beklendi. Polimerizasyonu igin adeziv presin 1s1g1 acildi ve 15 dakika

boyunca mavi 1sik uygulandi (Sekil 3.4.).

3.5.6. Ylizey Hazirhgi

Pleksiglasa yapistirilan bloklar defekt alanlari kesi hattinin ortasinda
kalacak sekilde hassas kesme sistemi (Exakt 300 CP, Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Germany) ile kesildi (Sekil 3.4.). Daha sonra 1.200 gritlik
su zimparasi yerlestiriimis olan mikro inceltme sistemine (Exakt 400 CS,

Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Germany) konuldular. Islem
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tamamlandiginda blogun aciktaki yuzeyi pleksiglas yuzeyine paralel hale
geldi. Paralellik saglandiktan sonra 2.500 gritlik su zimparasi ile yuzeyi

parlatildi.

3.5.7. Paralel Pleksiglas Yapistiriimasi

Paralel yapistirma oncesinde bloklarin yuzeyleri organik bir soltisyon
olan benzin ile silindi. Yapistirma Unitesindeki vakumlu bdlgeye pleksiglas
yerlestirildikten sonra 6rnegin bulundugu pleksiglas Unitenin alt plakasina
yerlestirildi. Aralarina isikla polimerize olan yapigkan rezin damlatildiktan
sonra aralarinda plastik blok bulunan paralel pleksiglaslar yapistiriidi.

Polimerizasyon i¢in 15 dakika beklendi (Sekil 3.4.).

3.5.8. Ayirma Kesisi

Paralel pleksiglas, Exakt kesme-inceltme sistemi (Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Germany) iginde bulunan vakum aparatina tutturuldu.
Vakum aparatina tutturulan pleksiglas tarafinda érnek bulunmaktaydi. EImas
testere pleksiglas yuzeyinde sifirlandiktan sonra mikrometreli ayar kolu ile
testere-pleksiglas arasi mesafe 300 um olacak sekilde ayarlandi. Sistemin
sogutma suyu acilarak motor galistirildi. Kesme iglemi tamamlandiktan sonra
paralel pleksiglaslar ayrildi. Calisilacak 6rnegin bulundugu pleksiglas vakum

aparatindan ayrildi.

3.5.9. Son ince Kesitin Hazirlanmasi

Kesitin kalinhiginin dlgliimesi igin pleksiglas kalinhdr kumpas ile
Olguldu. Sifirlandiktan sonra toplam kalinhk o&lgildi. Yapistirici kalinligi
ortalama 30-40 um olarak tespit edildi. Toplam kalinliktan pleksiglas ve
yapistirici kalinh@i ¢ikartilarak ornegin kalinligi ortaya ¢ikarildi. Bu degerden
son istenilen deger cikartilarak mikro inceltme sistemi igin referans inceltme
kalinlig1 belirlendi. Bu deger sistem kontrol bilgisayarina girilerek inceltme
islemine baslandi. islem sirasinda kademeli olarak 1.000, 1.200, 2.500 ve
4.000 gritlik su zimparalari kullanildi. inceltme islemi tamamlandiginda 40 um
kalinliginda kesitler elde edildi (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Kesme-inceltme yénteminde kullanilan cihazlar. A: Vakumlu dehidratasyon ve
infiltrasyon Unitesi, B: Vakumlu ve isikli reinfiltrasyon Unitesi, C: Polimerizasyon unitesi, D.

Vakumlu ve 1sikh yapistirma sistemi, E: Hassas kesme sistemi, F: Mikro asindirma sistemi.
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3.5.10. Boyama

Hazirlanan kesitler dncelikle %10’luk hidrojen peroksit solUsyonu
icerisinde bes dakika sure ile galkalandilar. Solusyondan cikartilan kesitler
distile su ile tamamen durulanarak kurumaya birakildilar. Kurutma igleminden
sonra oOrneklerin Uzerine doku kesitinin Uzerini tamamen Ortecek sekilde
Toluidine Blue (TB) boyama sollsyonu (Fluka Chemie GmbH, Switzerland)
damlatilip 20 dakika sure ile beklendi. Boyama islemi tamamlandiktan sonra
distile su ile durulandi ve fazla boyanin tamamen uzaklasmasi saglandi.
Kurumasi icin 12 saat beklendi ve Uzerlerine Uzerine bir damla Technovit
7210 yapistirici (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Germany) damlatildi,
lamel ile kapatilip polimerizasyonu i¢in adeziv presin 151g1 acildi ve 15 dakika

boyunca mavi 1sik uygulandi.

3.6. Histolojik inceleme

Hazirlanan preparatlardan histolojik degerlendirme yapilmasi amaci ile
fotograflar Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis, Cene
Hastaliklari ve Cerrahisi AD’daki arastirma laboratuvarinda Olympus BX 50
IStk mikroskobu ile buna bagl Olympus DP 70 kamera, GATA Histoloji ve
Embriyoloji AD’da Nicon Eclipse E600 1sik mikroskobu (Nicon Optical Co.
Ltd., Tokyo, Japan) ile buna bagli Olympus Camedia C 4040 dijital kamera
(Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan) ve Hacettepe Universitesi Histoloji
ve Embriyoloji AD’da Leica DM 4000 B 1sik mikroskobu ile buna bagl
Microfire by Optronics marka kamera ile alindi. Alinan goruntiler kisisel
bilgisayara aktarildi. Histolojik inceleme 2.5x, 4x ve 10x optik buyutmeler
altinda gerceklestirildi.

Preparatlarda ayrica tUm alanlarin ayni anda degerlendirilebilmesi ve
alan hesaplamasinin yapilabilmesi icin Hacettepe Universitesi Histoloji ve
Embriyoloji AD’da Leica DM 4000 B 1sik mikroskobu kullanilarak Microfire by
Optronics marka adaptér ile goéruntuler alindi. Alan 2.5x objektif ile trace
edilerek plenimetrik 6lcim alindi. Bu islemde kesitin tamami etrafindaki bos
alani da kapsayacak sekilde isaretlenip preparattaki kesitin buyuklugune

bagl olarak 17 ile 30 dijital fotograf ¢ekilerek kesitin tamami tek bir fotograf
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olarak birlestirildi. Elde edilen géruntiler MBF Stereo Investigator yazilimi ile
kisisel bilgisayara aktarildi. Yazilimdaki Stereoloji Sistemi kullanilarak alan
olgmek igin “Nokta Sayim Metodu” (Cavalieri) kullanildi. Kalibrasyon her birim
icin 500x500=250.000 pm? olarak ayarlandi. Defekt alanina denk gelen
kisimdaki alanin tamami incelenerek yeni kemik dokusu ile heniz
kemiklesmemis alanlar (fibrotik bag dokusu alanlar) farkh renklerde

isaretlenip alan hesaplamalari yapildi.

3.7. istatistiksel inceleme

Cavalieri yontemi ile elde edilen bulgulardan vyararlanarak alan
hesaplamalari yapildi. Deneklerden elde edilen kavitelerdeki kemiklesmis ve
henldz kemiklesmemis alanlara iliskin bilgilere ait tanimlayici istatistikler en
kiguk — en buyuk ve ortalama * standart sapma degerleri ile gdsterildi.
Tedavi gruplardaki kemiklesme alani degisimlerini karsilastirabilmek amaci
ile denek sayilarinin dusuklugunden ve olgum degerlerinin normal dagilima
uymamasi nedeni ile Kruskall-Wallis varyans analizi kullanildi. Varyans
analizi sonucunda istatistiksel olarak anlamli farklihk bulundugunda, farkin
kaynagini bulabilmek amaci ile post-hoc test olarak Bonferroni duzeltmeli
Mann-Whitney testi ile ikili kargilagtirmalar yapildi. Tum istatistiksel analiz ve
hesaplamalar i¢in Ms-Excel ve SPSS for Win. Ver. 15.00 (SPSS Inc.,
Chicago, IL., USA) paket programlarindan faydalanildi. istatistiksel kararlarda

p=<0.05 seviyesi anlaml farklihgin gostergesi olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

Deney hayvanlarinda operasyonlara bagli herhangi bir enfeksiyonun
gelismedigi, operasyon esnasinda veya sonrasinda 6lum olmadigi goéraldu.
Postoperatif donemde hayvanlar édem ve enfeksiyon agisindan bir hafta
sure ile takip edildi. Bu slUre zarfinda herhangi bir komplikasyona
rastlanmadi. Sakrifikasyona kadar gegen 12 hafta boyunca deneklerin genel
durumlarinda olumsuz bir degigiklik, yeme bozuklugu ve kilo kaybi izlenmedi.

12 hafta sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek tibialari amptte edildi.

4.1. Histolojik Bulgular

Ampdute edilen alti tibiadan elde edilen preparatlarin tamami uzman bir
histolog tarafindan histolojik olarak degerlendirildi. Orneklerin tamami
incelendiginde tum gruplarda kavitelerin kemikle dolmaya basladigi,
maturasyonun degisik safhalarda oldugu, defekt alanlarin ustindeki
bolgelerde reaksiyonel kemik olusumu meydana geldigi, defekt alanlarinda
enfeksiyona ait bir bulgu olmadigi ve osteoklastik aktivite gorulmedigi tespit
edilmistir. Yapilan semikantitatif histolojik degerlendirme sonucunda elde

edilen bulgular asagida belirtildigi gibidir.

4.1.1. Birinci Grup (Kontrol Grubu)

Preparatlarin tamami incelendiginde defekt alanlarinin biyuk kisminin
immatur kemikle doldugu izlenmisg, geri kalan kisimlarin fibrotik bag dokusu
ile dolu oldugu tespit edilmis. Orneklerde osteon yapisinin tam olarak
olusmadigini Volkmann kanallarinin yapilanmadigini ve osteosit sayisinin
azhgi dikkati cekmektedir (Sekil 4.1.,Sekil 4.2.).

4.1.2. ikinci Grup (TZF Grubu)

Defektlerin tamami incelendiginde kavitelerin blUyUk oranda yeni
kemikle doldugu izlenmistir. Kemik maturasyonu kontrol grubuna gore daha
iyi olmasina ragmen sekonder kemik doku olusumunun olmadigi tespit

edilmigtir. Defekt alanlari incelendiginde yer yer Volkmann kanallari
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izlenmistir. Havers kanallari etrafinda yogunlasmis osteosit hucreleri
gérulmustir. Hucre sayisinin fazlaligina karsin lamel yapilarinin dizgin
olmadigi izlenmistir (Sekil 4.3., Sekil 4.4.).

4.1.3. Ugiincii Grup (TCP Grubu)

TCP uygulanmis bu gruba ait preparatlar incelendiginde, yeni kemik ile
dolmamig bos alanlarin birinci ve ikinci gruba gore daha fazla oldugu tespit
edilmigtir. Buna karsin kemik kalitesinin (osteon lamellerinin duzgunligu) ilk
iki gruba nazaran daha iyi oldugu izlenmistir (Sekil 4.5.). TCP greft
materyalinin partikullerinin ¢ok zor tespit edildigi ve bu alanlarin yeni kemik
olusumuna odak teskil ettigi tespit edilmistir. Yeni olusan kemik dokusu
arasindaki alanlarin eritrositlerle ve kemik iligi éncul hucreleri ile yogun bir
sekilde c¢evrelendigi gorllmustlr. Yeni kemik olusumu Kkortikal kemik
sinirinda daha yogun olarak izlenmigstir (Sekil 4.6.). Trace edilerek alinan
fotograflarda kemigin medullasina dogru da bir kemik olusumu meydana
geldigi tespit edilmistir (Sekil 4.7).

4.1.4. Dorduncu Grup (TCP+TZF Grubu)

TCP ve TZF kangtinlarak uygulanmis gruba ait preparatlar
incelendiginde yeni kemik olusum oraninin diger gruplara nazaran daha iyi
oldugu, preparatlarda bircok yerde normal osteon vyapisi ile Havers
kanallarini birbirine baglayan Volkmann kanallari izlendigi tespit edilmistir
(Sekil 4.8.) Preparatlarin incelenmesinde TCP greft materyali tespit
edilememis, az miktardaki bog alanlarin da Uguncu grupta oldugu gibi yine
yogun bir sekilde eritrositlerle ve kemik iligi dncul hicreleri ile dolu oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.9.). Trace edilerek alinan fotograflarda defekt
alaninin buyuk kisminin yeni kemik dokusu ile doldugu ve kemigin
medullasina dogru bir kemik olusumu meydana geldigi tespit edilmigtir (Sekil
4.10.).
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Gruplarin incelenmesiyle Elde Edilen Bulgular Degerlendirilecek
Olursa:
1 TCP+TZF uygulanmig grupta yeni kemik olusumlarinin daha fazla
oldugu; lamellerin, kanalikullerin ve osteositlerin olusturdugu osteon
yapilarinin diger gruplara oranla daha iyi oldugu,
2 Hic bir greft materyalinin kullaniimadigi yani kavitenin bos birakildigi
grupta kompakt kemik alanlarinin az ve osteon yapilarinin iyi olmadigi,
3 Tek basina TZF veya tek basina TCP uygulanmis grup beraber bu iki
materyalin kullanildigi gruptaki kadar etkin olmadigt,
4 Kullanilan her iki materyalin de inflamasyon ve rezorpsiyona sebep
olmadig,
4 TCP’nin tek bagina uygulandigi gruptaki yeni kemik olusum miktarinin
diger gruplara gore daha az oldugu, ancak kemik maturasyonun iyi oldugu

saptandi.
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Sekil 4.1. Kontrol grubu. FBD (fibroz bag dokusu alani), IKD (immatur kemik dokusu), sol
Ustte gergeve igine alinmis alan, (*) olan bdlgeden blyutilmustir. Cergeve igindeki yapiya
baktigimizda osteon vyapisinin tam olarak olusmadidini, Volkmann kanallarinin

yapilanmadigini ve osteosit sayisinin azhdi dikkati gekmekte.

Sekil 4.2. Kontrol grubunda plenimetrik 6lgiim ile alinan fotograftaki olusumlar. Kortikal
kemigin Ustinde meydana gelen rezidiel kemik dokusu (RKD), defekt alanini tespit etmek
icin rond frez ile olusturulan rehber nokta (RN), kortikal kemik (KK), defekt alani (DA).
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Sekil 4.3. TZF grubu. Sag alt kdsede yildiz (*) konmus bdlgenin blyltiimuas hali izlenmekte.
inset yapilmis fotografta yer yer Volkmann kanallari izlenmekte. Havers kanallari etrafinda
yogunlasmis osteosit hucreleri gorilmekte. Hicre sayisinin fazlahgina karsin lamel

yapilarinin diizgiin olmadigi izlenmekte.

Sekil 4.4. TZF grubunda plenimetrik 6lgim ile alinan fotograftaki olusumlar. Kortikal kemigin
ustinde meydana gelen rezidlel kemik dokusu (RKD), kortikal kemik (KK), defekt alani
(DA).



Sekil 4.5. TCP grubu. Kemik trabekiilleri ve kompakt kemik alanlari beraber izlenmekte. Sol
Ust kdsede osteon (*) ve Volkmann kanali (ok) sag alt kdsede ise isaretli alan inset olarak
gOzlenmekte. Cergeve igerisinde osteon lamellerinin dlizgunligu dikkat gekmekte.

El=l=i=l=l=]=]=]=l=]=]=]|=]=]=]=]a]=l=]a]=]a]=]=l=}]

Sekil 4.6. TCP grubunda 4x objektif ile alinan fotograftaki olusumlar. Ust kisimda kortikal
kemik (KK), alt kisimda defekt alani (DA) izlenmektedir. Greftlenen alanda yogun bir sekilde
eritrositlerle dolu kan damarlari (KD), Ustlinde yeni kemik olusumunu tetikleyen TCP greft
materyalleri, bunlarin etrafinda meydana gelen yeni kemik (YK) dokusu ile olugsmaya
baslamis osteon (O) yapilari izlenmekte.
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Sekil 4.7. TCP grubunda plenimetrik 6lgim ile alinan fotograftaki olusumlar. Kortikal kemigin
Ustinde meydana gelen rezidlel kemik dokusu (RKD), kortikal kemik (KK), defekt alani

(DA), kemigin medullasinda meydana gelen kemik biyimesi (MKB).

Sekil 4.8. TCP+TZF grubu. Yildiz (*) ile isaretlenmis alanin inset olarak bulyitilmis hali sag
alt kosede yer almakta. Blyutllmis fotografta bir kag normal osteon yapisi izlenmekte.

Havers kanallarini birbirine baglayan Volkmann kanallari izlenmekte.
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Sekil 4.9. TCP+TZF grubunda 4x objektif ile alinan fotograftaki olusumlar. Alt sol kisimda
kortikal kemik (KK), geri kalan alanlarda defekt alani (DA) izlenmektedir. Greftlenen alanda
yogun bir sekilde eritrositlerle dolu kan damarlari (KD), defekt alaninin buyik kismini

dolduran yeni kemik (YK) dokusu ile osteon (O) yapilari izlenmekte.

Sekil 4.10. TCP+TZF grubunda plenimetrik 6lgiim ile alinan fotograftaki olusumlar. Kortikal
kemigin Ustinde meydana gelen rezidiel kemik dokusu (RKD), defekt alanini tespit etmek
icin rond frez ile olusturulan rehber nokta (RN), kortikal kemik (KK), defekt alani (DA),
kemigin medullasinda meydana gelen kemik buyimesi (MKB).
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4.2. Nokta Sayim Metodu ile Alan Hesaplamasi

Alan hesaplamasi icin Kesme-inceltme yontemi ile elde edilen
orneklerden plenimetrik olarak goéruntuler alindi. MBF Stereo Investigator
yazihmindaki “Nokta Sayim Metodu” (Cavalieri) yontemi ile yeni kemik ve
fibrotik doku alan miktarlari hesaplandi. Bu islem icin defekt alanlarinin
tamami tarandi ve yeni kemik ve fibrotik alanlar farkli renklerde isaretlendi
(Sekil 4.11.). Daha sonra Orneklerin tamamu icin veriler bilgisayara girilerek
alan hesaplamasi um? Cavalieri noktasi, % cinsinden ve % cinsinden
ortalamalar olarak hesaplandi. Yapilan dlgumler ve elde edilen bulgular Tablo
4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3.ve Tablo 4.4.’de gorilmektedir.

Sekil 4.11. Plenimetrik 6lgum ile alinan fotografta Cavalieri metodu ile alan sayimi. Defekt
alanindaki yeni kemik dokuya denk gelen noktalar kirmizi, fibrotik bag doku ile dolu alanlar

mavi noktalar ile isaretlenmistir.
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Tablo 4.1. Defektlerin me cinsinden alan miktarlari.

Grup Kavite No
No  Alan Sekli 1. 2. 3. 4.
Total 20.750.000  18.000.000 33.250.000 32.500.000
1. YeniKemik 16.750.000  14.750.000 23.750.000 24.750.000
Fibrotik Doku 4.000.000 3.250.000  9.500.000  7.750.000
Total 16.750.000  19.500.000 26.250.000 28.750.000
2. YeniKemik 11.250.000  13.500.000 18.000.000 20.250.000
Fibrotik Doku 5.500.000 6.000.000  8.250.000  8.500.000
Total 20.000.000  26.500.000 36.750.000 19.750.000
3.  YeniKemik 14.750.000  20.500.000 20.250.000 16.250.000
Fibrotik Doku 5.250.000 6.000.000 16.500.000  3.500.000
Total 16.500.000  18.000.000 35.250.000 29.750.000
4. Yeni Kemik 12.500.000  14.250.000 18.250.000 19.000.000
Fibrotik Doku 4.000.000 3.750.000 17.000.000 10.750.000
Total 15.250.000  34.000.000 33.250.000 19.750.000
5.  Yeni Kemik 13.000.000  27.000.000 25.000.000 16.750.000
Fibrotik Doku 2.250.000 7.000.000  8.250.000  3.000.000
Total 25.750.000  23.250.000 30.750.000 43.750.000
6.  Yeni Kemik 19.750.000  19.750.000 21.750.000 36.000.000
Fibrotik Doku 6.000.000 3.500.000  9.000.000  7.750.000

Yukaridaki tablonun degerlendiriimesine ornek verecek olursak; 1.
Grupta 1. hayvanin sad bacaginda olusturulan defektler gértilmekte. Bu
gruptaki ilk defektte, yani kavitesi bos olan kavitede total alan 20.750.000
um?, yeni kemik 16.750.000 ym? ve fibrotik doku da 4.000.000. uym? olarak

OlcUlmustar.
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Tablo 4.2. Defektlerin sayilan Cavalieri noktasi cinsinden alan miktarlari.

Grup Kavite No
No Alan Sekli 1. 2. 3. 4.
Total 83 72 133 130
1. Yeni Kemik 67 59 95 99
Fibrotik Doku 16 13 38 31
Total 67 78 105 115
2. Yeni Kemik 45 54 72 81
Fibrotik Doku 22 24 33 34
Total 80 106 147 79
3. Yeni Kemik 59 82 81 65
Fibrotik Doku 21 24 66 14
Total 66 72 141 119
4, Yeni Kemik 50 57 73 76
Fibrotik Doku 16 15 68 43
Total 61 136 133 79
5. Yeni Kemik 52 108 100 67
Fibrotik Doku 9 28 33 12
Total 103 93 123 175
6. Yeni Kemik 79 79 87 144
Fibrotik Doku 24 14 36 31

Yukaridaki tablonun degerlendiriimesine ornek verecek olursak; 2.
Grupta 1. hayvanin sol bacaginda olusturulan defektler goériimekte. Bu
gruptaki ikinci defektte, yani kavitesi TZF ile doldurulmus olan alan miktari
Cavalieri noktasi cinsinden verilmis olup, kavitede total alan 78, yeni kemik
54 ve fibrotik doku da 24 Cavalieri noktasi olarak olgulmustur.
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Tablo 4.3. Defektlerin % cinsinden alan miktarlari.

Grup Kavite No

No  Alan Sekli 1. 2. 3. 4.
Total 100.0 100.0 100.0 100.0

1. Yeni Kemik 80.7 81.9 71.4 76.2
Fibrotik Doku 19.3 18.1 28.6 23.8

Total 100.0 100.0 100.0 100.0

2, Yeni Kemik 67.2 69.2 68.6 70.4
Fibrotik Doku 32.8 30.8 31.4 29.6

Total 100.0 100.0 100.0 100.0

3. Yeni Kemik 73.8 77.4 55.1 82.3
Fibrotik Doku 26.2 22.6 44.9 17.7

Total 100.0 100.0 100.0 100.0

4. Yeni Kemik 75.8 79.2 51.8 63.9
Fibrotik Doku 24.2 20.8 48.2 36.1

Total 100.0 100.0 100.0 100.0

5. Yeni Kemik 85.2 79.4 75.2 84.8
Fibrotik Doku 14.8 20.6 24.8 15.2

Total 100.0 100.0 100.0 100.0

6. Yeni Kemik 76.7 84.9 70.7 82.3
Fibrotik Doku 23.3 15.1 29.3 17.7

Yukaridaki tablonun degerlendiriimesine ornek verecek olursak; 3.
Grupta 2. hayvanin sad bacaginda olusturulan defektler gortilmekte. Bu
gruptaki Gglncu defektte, yani kavitesi TCP ile doldurulmus olan alan miktari
% cinsinden verilmis olup, kavitede total alan % 100.0, yeni kemik %55.1 ve
fibrotik doku da %44.9 olarak dlgulmusgtar.
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Tablo 4.4. Defektlerin alan miktarlarinin % cinsinden ortalamalari.

Kavite No
Alan Sekli 1. 2. 3. 4.
Total 100.0 100.0 100.0 100.0
Yeni Kemik 76.6 78.6 65.5 76.6
Fibrotik Doku 23.4 21.4 34.5 23.4

Yukaridaki tabloda tum orneklerin % cinsinden ortalamalari alinip,
defekt kaviteleri bazindaki degerleri goériimektedir.

Nokta sayim (Cavalieri) yontemi ile alan hesaplamalari sonucu ortaya
cikan bulgular degerlendirildiginde 1., 2. ile 4. gruplar arasinda yeni kemik ile
fibrotik doku alan miktarlari yoninden anlaml fark tespit edilememistir. Diger
gruplara nazaran uguncu gruptaki yeni kemik olusum orani dusuk, dolayisiyla
fibrotik doku orani yuksek bulunmustur. Bu bulgular histolojik degerlendirme

ile elde edilen bulgular ile 6rtigmektedir.

4.3. istatistiksel Bulgular

Kemik olusumunu hizlandirmak amaci ile greft materyali uygulamasi
sonrasinda elde edilen Olgum degerleri ortalamalari kullanilan greft
materyaline gore Tablo 4.5. ve Sekil 4.12.'de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Kavitelere konulan greft materyallerinin ortalama alanlari.

Tedavi
Alan Grubu En az En Cok Ortalama Std. Sapma X2 (p)
Bos 11250000.00  19750000.00 14666666.67 3141125.06
e TRz 13500000.00  27000000.00 18291666.67 518993417 g 439
(Tj';’}') TCP 18000000.00  25000000.00 21166666.67 2866472.86  (0-043)°
TFZ+TCP  16250000.00  36000000.00 22166666.67 743079179
Bos 2250000.00 6000000.00  4500000.00  1369306.39
FiAb;r:rtlik TFZ 3250000.00 7000000.00  4916666.67 1602081.98 45 517
(um?  TCP 8250000.00  17000000.00 11416666.67 4161329.92  (0-007)°
TFZ+TCP  3000000.00  10750000.00  6875000.00  3019726.81
Bos 15250000.00  25750000.00 19166666.67 3868677.64
Toplam  T¢Z 18000000.00  34000000.00 2320833333  6249833.33 14 114
(um?  TCP 2625000000  36750000.00 3258333333 371034590 (0011)
TFZ+TCP  19750000.00  43750000.00 29041666.67 8961607.93

*: Kruskall-Wallis varyans analizi sonucu istatistiksel olarak anlamli farkhlik

Greft Materyali

30 —
—o—Kemiklesmis Alan —B— Henlzkemiklesmemis alan
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Bos TZF TCP TZF+TCP

Sekil 4.12. Kavitelere konulan greft materyallerinin ortalama alanlari (standart sapmalar ile

birlikte).
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Yeni kemik alani olusumu tedavi gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamh farkhlik gdstermektedir (X?=8.139; p=0.043). Farkin hangi gruptan
kaynaklandigini belirleyebilmek amaci ile Bonferroni duzeltmeli Mann-
Whitney testi ile post-hoc ikili karsilastirmalar yapiimigstir. Post-hoc
kargilastirmalarin sonucuna goére; higbir grup arasinda istatistiksel olarak
anlamh farklihk bulunamadigindan (Bonferroni dizeltmesi sonucunda yeni
kritik p degeri = yanilma duzeyi / kargilastirma sayisi = 0.05 / 6 = 0.0083)
yeni kemik olusumu agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik olmadigina karar verildi. Ortalamalara bakildiginda bos birakilan
kavite ile tedavi uygulanilan kaviteler arasinda oldukga fazla bir fark
gorunmesine kargin bu fark, hayvan deneylerinde kullanilan denek sayisina
iligkin kisitlamalar nedeni ile istatistiksel olarak anlamli olacak kadar buyuk
olmadigi gorulmustar.

Fibrotik alan olusumu tedavi gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
farkhlik gostermektedir (X2=12.217; p=0.007). Farkin hangi gruptan
kaynaklandigini belirleyebilmek amaci ile Bonferroni duzeltmeli Mann-
Whitney testi ile post-hoc ikili karsilagtirmalar yapiimigtir. Bos birakilan ve
TCP tedavisi uygulanilan kaviteler (Z=2.892; p=0.002) ile TZF ve TCP
(£=2.892; p=0.002) uygulanilan kaviteler arasinda istatistiksel olarak da
anlamli farkhhk goralurken, diger tedaviler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli degildir (p>0.05). TCP greft materyali bos ve TZF greft materyaline
g6re daha fazla fibrotik alan olusumunu saglamistir.

Yeni kemik alani olusumu ile Fibrotik alan birlikte dusunuldaginde ise
Toplam alana gore kullanilan greft materyallerinin birlikte degerlendiriimesi
zorunlulugu dogmustur. Toplam alan kullanilan greft materyallerine goére
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (X?=11.014; p=0.011).
Farklihgin kaynagina bakildiginda ise; Bos kavite ile TCP greftleri arasinda
toplam alan agisindan anlamli farklilik bulunurken (Z=2.887; p=0.002), diger
greftler arasinda anlaml farkhlik goériimemistir (p>0.05). TCP grefti kullanilan
kavitelerde toplam alan olusumu diger greft materyali kullanilan kavitelere

gore oldukga fazladir ve bu fark istatistiksel olarak da 6nemlidir.



Kemik iyilesmesini hizlandirmak igin greft materyali kullanmak kaviteyi
bos birakmaya gore tum denek noktalarinda ¢ok daha iyi sonuglar vermesine
karsin kullanilan denek noktasinin (ve denek sayisinin) kisithligi nedeni ile
bos birakilan kaviteye gore daha iyi sonuglar elde edilen greft materyallerinin

etkisi tim greft materyalleri icin istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
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5. TARTISMA

Kemik dokusu son derece karmasik ve yuksek oranda 6zellesmis bir
bag dokusudur. Herhangi bir skar dokusu olusturmadan kendi kendine 6zel
bir rejenerasyon veya remodeling gosterme kapasitesine sahiptir. Kemigin
hasara ugramasi durumunda, orijinal yapisini ve fonksiyonunu tamamen eski
haline getirmektedir. Enfeksiyon, travma, cerrahi rezeksiyonlar, kistler ve
tumorler gibi bazi patolojik durumlarin varhginda olugsan buyudk kemik
defektleri, kemik dokusu ile iyilesemeyebilir. Boyle durumlarda iyilesmeyi
baglatmak, hizlandirmak veya kolaylastirmak igin iyilesme surecine
mudahale etmek gerekebilir.

Kemik iyilesmesini hizlandiran geleneksel tedavi yontemleri, dncelikli
olarak defekt alaninin gesitli kemik greftleri ile doldurulmasi ve yapisal destek
saglanmasindan faydalanir (47).

Otojen kemik greftleri, dusuk immun cevap olusturma riskinden dolayi
kemik defektlerinin tedavisinde altin standart olarak degerlendiriimektedir
(48-51).

Bunun disinda homogreft ve heterogreftler de kemik grefti olarak
kullaniimaktadir. Bunlarda hastaliklarin gegisi ve immunolojik reaksiyonlar
gibi bir takim dezavantajlar vardir. insan veya hayvan kaynaklarindan kemik
grefti elde etmenin mUmkin olmadigi durumlarda ve dondr sahadaki
morbiditeyi O6nlemek amaci ile sentetik kemik greftleri (alloplastlar)
kullaniimaktadir (52-55).

Sentetik greft materyalleri ise hastaya ek bir maliyet getirmekte ve
otojen greftler kadar doku uyumu saglamamaktadirlar. Kullanilan sentetik
greft materyallerinden biri kalsiyum fosfat grubudur. Kalsiyum fosfat grubu
seramikler baglica iki materyal olan HA ve TCP’tan olugurlar ve bu
materyallerin biyouyumluluklarinin oldukga iyi oldugu saptanmistir (56-58). -
TCP rezorbe olabilen; por6z yapisiyla da rezorbe oldukga yeni kemik
olusumuna imkan veren sentetik bir materyaldir. Hayvan ve insan

calismalarinda B-TCP’in rezorbe olabildigi ve yeni kemik olusumunu stimule
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ettigi gosterilmistir. Blylime faktorleri icermez; osteoinduktif degildir ancak
osteokonduktif 6zelligi vardir.

Sentetik greft materyallerinin ek maliyete sebep olmalari ve doku
uyumlarinin otojen greftler kadar iyi olamamasi sebebiyle iyilesme slrecini
kisaltmak, daha kisa surede daha yogun kemik olusumunu stimule etmek igin
BMP, TZP veya degisik maddeler de greftlerle karistirilarak kullaniimaktadir.
TZF yeni kugak bir fibrin materyal olup, icindeki degisik faktorler ile iyilegsmeyi
hizlandirdigi inaniimaktadir (40-43, 45, 46).

TZF maddesinin  kullanimin  yeni olmasi nedeniyle literatlr
incelendiginde bu tur calismalarin hayvanlarda daha yapiimadigi, ancak
otojen olmasi ve hazirlanmasinda katki madde katilmamasi nedeniyle direkt
insanlarda kullanildigi tespit edilmistir. Calismada TZF maddesinin temini igin
otojen kana ihtiyag¢ duyulmasi c¢alismalarin hacimsel olarak buylk
hayvanlarda yapilabilmesine sebep olmaktadir. Hayvan sarfini engellemek,
bir hayvandan daha fazla miktarda otojen TZF edebilmek ve daha fazla
defekt bolgesinin greftlenebilmesi icin domuz uygun bir model olarak
disundlmustir. Sik dremeleri, bir dogumda ortalama 8-10 yavru dogmasi,
kisa sUrede blyumeleri, stresten fazla etkilenmemeleri ve enfeksiyona diger
hayvanlara nazaran daha direngli olmalarindan dolayr c¢alismada
secilmislerdir.

Calismamizda domuzlarin yukarida belirtilen 6zelliklerinin yanisira
domuz tibiasinin planlanan deney igin yeterli uzunlukta olmasi, operasyon
bdlgesine yaklasmanin kolay olmasi ve bdlgede kanamanin az olmasi,
histolojik olarak kemik iyilesmesinin domuz tibiasinda kolaylikla
degerlendirilebilecek olmasi, teminlerinin ve bakimlarinin kolay olmasi
nedeniyle U¢ adet erkek domuz denek olarak tercih edilmistir. Calismamizda
denek hayvan sarfini azaltmak amaci ile domuzlarin sag ve sol tibia kemikleri
kullanildi. Uzun sdareli bir ¢caligma olmasindan dolayl hayvanlar erigkin,
saglikh ve daha 6nce hi¢ operasyon gegirmemis olanlardan segilmigtir.

TZF maddesinin otojen olmasi, hazirlanirken kullanilan steril cam

tuplerde antikoagulan madde icermemesi, hazirlanmasinda ek katki
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maddeler gerektirmemesi bir avantaj olup bu caligsmalarda allerjik veya
immunolojik reaksiyonlarinin gérilmemesine sebep olmaktadir (40).

TZF sentezlenmis buyume faktori iceren trombositlerdeki a
granullerinin degranulasyonu ile ¢alisir. Bu faktorler fibrin matriks igerisinde
bulunup, operasyon oOncesi kulak veninden alinarak hazirlanan TZF
maddesinin yaklasik iki saat kullanim suresi vardir. TZF'nin hazirlanmasinda
ve operason esnasinda standardizasyona azami gekilde dikkat edilmistir.
Hayvanlarin beslenmesine dikkat edilmis ve veteriner hekim kontrolinde
preoperatif ve postoperatif donemlerde standart besin rejimi ile beslenmeleri
saglanmistir. Calismada domuzlar 12. haftada sakrifiye edilmistir.

Gunumuzde kemigin histopatolojik incelemesini yapmak amaciyla
farkli yontemler kullanilmaktadir. Arastirmamizda kesitleri almak ve
preparatlari hazirlamak icin kullandigimiz yéntem ilk defa Donath (59)
tarafindan ortaya konulmus ve uygulanmistir. Bu ydntem geleneksel
yontemlerle kesitleri alinamayan sert doku ve biyomateryallerin histolojik
incelenmelerinde kullaniimaktadir (59-60).

Kesme inceltme sistemi, dekalsifiye edilmeyen kemikte alveoler kret
ogmantasyon tekniklerinin (alveoler distraksiyon, sinus lift, blyime faktorleri
uygulamalari, vs), gesitli biyomateryallerdeki (heterojen, alloplastik, vs) kemik
apozisyonunun analizinde ve alloplastik implantlardaki apozisyonun
degerlendiriimesinde ve dlgulmesinde kullaniimak tzere gelistiriimistir. Ayrica
dental dokularin ve restorasyonlarin veya sabit protezlerin komsu dokulari ile
birlikte incelenmesi amaci ile de kullaniimaktadir (61-64).

Laboratuvar islemi ciddi anlamda fazla bir zaman almaktadir. Alinan
ornedin buyukligune gore kimi zaman birkag hafta surebilir. Normal olarak
oral patolojilerin teghisinde kullaniimamaktadir. Temel olarak deneysel
caligmalarda ve egitim amagh olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte kemik
dokuya invaze olan tumorlerin kdkeninin degerlendiriimesi amaciyla da
kullanilabilir. Ayrica osteopetrozis veya osteomiyelit gibi kemik patolojilerinin
histolojik degerlendirilmesi icin de bu yontem kullaniimistir (65, 66, 67).

Kati gdmme ortamlarinin (plastik monomerler), mikrotomlarin ve ozel

kesme sistemlerinin geligtiriimesi ile dekalsifiye edilmeyen kemigin kesilmesi
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ve dolayisi ile yeni galismalarin yapiimasi mumkun olmustur. Metal iceren
orneklerin kesilmesi icin ilk defa Donath ve Breuner (59) tarafindan
tanimlanan kesme-inceltme sistemi ve gomme ortami olarak da
glikolmetakrilat (GMA) kullaniimigtir.

Metakrilat icine gomulen kemik &rneklerinin kesilmesi igin farkl
sistemler kullanilmasina kargin bunlarin higbirisi ile metalleri kesmek
mumkun degildir (64). Kesme-inceltme sisteminde elmas kapli testere bandi
oldugundan metal iceren orneklerin rahatlikla kesilmesini saglamaktadir.

Dekalsifiye drneklerde immatur paralel lifli kemigin ve lamellar kemigin
birbirinden ayirt edilmesi oldukga gugtir (68-70). Bu yontemle, yeni olusan
immatur kemigin remodele olmus olgun kemikten ayirt edilmesi de
mimkindir (68, 71). Ornekler lizerinde kronolojik olarak kemigin olusumu ve
matirasyonunun degerlendiriimesi yapilabilir (68, 72).

Botti ve arkadaslari (73) kesme inceltme sisteminde kullanilan akrilik
ortamlar Uzerinde yapmis olduklari ¢alismada epoksi rezin ve Technovit 7200
VLC rezini (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Germany) karsilastirmislardir.
Sonug olarak Technovit 7200 VLC rezininin hem i1sik hem de elektron
mikroskobik incelemeler icin rahatlikla kullanilabilecegine karar vermislerdir.

Daimon ve arkadaslari (73) da yaptiklari ¢aligmada Technovit 7200
VLC rezininin 1sik mikroskobu ile inorganik histokimya ve elektron
mikroskobu ile X-isini mikroanalizi igin mukemmel bir gdmme ortami
oldugunu tespit etmislerdir.

Schou ve arkadasglari (74) saghkh ve iltihabi peri-implant dokularini
inceledikleri arastirmalarinda kesme-inceltme sistemi ve gémme ortrami
olarak Technovit 7200 VLC rezini kullanmigtir. Calismalarinda histolojik
kargilastirma igin son derece basarili 6rnekler elde etmiglerdir.

Benliday! (75), implant ve sinUs lift uygulamasi yaptigi g¢alismada
kesme-inceltme sistemi ve Technovit 7200 VLC rezini kullanmis ve histolojik
degerlendirmelerde basarili 6rnekler elde etmistir.

Ozyigit (27), domuzlarin tibia kemiginde olusturulan kemik
defektlerinde yara iyilesmesini incelemek igin cesitli greft materyalleri ile

titanyum partikulleri kullanmis, yaptigi calismada kesme-inceltme sistemi ve
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Technovit 7200 VLC rezini kullanmitir. Histolojik degerlendirmelerde basarili
ornekler elde etmistir.

Bizim calismamizda da en uygun Ornek elde etme yontemi olarak
kesme inceltme sisteminin; ortam olarak da Technovit 7200 VLC rezininin
kullanilmasina karar verildi. Bu bize basarili bir histolojik inceleme yapma
imkani sagladi. Ornekler TB ile boyandiginda farkli hiicre tipleri ve
ekstraseluler matriks iyi bir morfoloji gostermekteydi.

Ozyigit (27), domuzlarin tibia kemiginde 3 mm capinda olusturdugu
kemik defektlerinde yara iyilesmesini inceledigi ¢alismasinda, hayvanlari 16.
haftada sakrifiye etmis ve defekt alanlarinin blytk oranda kemikle doldugunu
ve kaviteleri tespit etmekte zorlandigini belirtmigtir.

Calismamizda defektlerin daha rahat tespiti i¢in kaviteleri 5 mm
capinda olusturduk ve hayvanlari 12. haftada sakrifiye ettik, ancak
reaksiyonel kemik olusumu nedeniyle defektler makroskobik incelemelerde
tespit edilemedi. Defekt kavitelerini bilgisayarli tomografi ile alinan filmlerde
tespit edebildik.

Calisma sonucunda elde edilen érnekler incelendiginde, kullandigimiz
TZF ve B-TCP’In yabanci cisim reaksiyonu yaratmadiklari, inflamasyon
olusturmadiklari ve doku ile uyumlarinin iyi oldugu gorulmustur. Greftlenen
bdlgelerde osteoklastik aktiviteye rastlanmamistir.

icten (76), 6 kdpek cenesinde TCP'in yeni kemik olusumu hizina
etkisini deneysel ve histopatolojik olarak incelemistir. icten calismasinda
TCP’in doku ile uyumlulugunu tam bulmus; yabanci cisim reaksiyonu ya da
inflamatuar reaksiyona rastlamamistir.

Karaca (77), kemik iyilesme hizini degerlendirmek amaciyla
kobaylarda yapti§i calismada TCP kullanmis; bu materyalin doku ile ¢ok
uyumlu oldugunu, iltihabi ya da yabanci cisim reaksiyonuna sebep olmadigini
rapor etmistir.

Yazawa ve arkadaslarn (78) da tavsanlarda yaptiklari kemik greft
calismasinda TCP kullanmiglar. Bu maddenin yabanci cisim reaksiyonu

goOstermedigini belirtmiglerdir.
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Zijderveld ve arkadaslari (79), sinUs lift operasyonunda B-TCP yalin ve
otojen grefti yalin kullanmig ve bunlar kiyaslamistir. 6. ayda yapilan histolojik
incelemede; materyalin toksisitesi, yabanci cisim reaksiyonu izlenmemigtir.

Suba ve arkadaslar (80), kopeklerde B-TCP ve PRP’yi kullanmis ve
TCP’in doku ile tam uyumlulugunu gérmuslerdir.

Kovacs ve arkadaslarinin (81) kdpek mandibulalari Gzerinde yaptiklari
deneysel ¢alismada B-TCP ve PRP kullanmiglardir. 6. ve 12. hafta sonunda
yaptiklari incelemelerde materyallerin dokular tarafindan iyi tolere edildiklerini
ve toksik reaksiyon olusturmadiklarini gézlemiglerdir.

Wiltfang ve arkadaslarinin (82) calismalarinda 39 hastaya B-TCP ve
PRP ile uygulanan sinus lift operasyonu sonrasi 6.ayda yapilan biyopsiler
sonucunda partikuller gevresinde yabanci cisim reaksiyonu izlenmemistir.

Yine benzer bir calismada; Velich ve arkadaslari (83), B-TCP ve
PRP’y1 sinus lift operasyonunda kullanmis, yabanci cisim reaksiyonu ve
inflamatuar olaylara rastlamamiglardir.

Calismamizda 12. haftada hayvanlar sakrifiye edilmis olup, B-TCP
partiktllerinin tek basina uygulandigi Uglncl kavitede yabanci cisim
reaksiyonu tespit edilmemis, greft Uzerinde ve etrafinda yeni kemik
olusumunun meydana geldigi tespit edilmistir. TCP’nin TZF ile karigtirilarak
uygulandigi dordincu grupta ise TCP tespit edilememis, bu gruptaki kemik
yogunlugunun en ¢ok oldugu goérulmastir. TCP’nin tek basina veya TZF ile
karistirilarak uygulandigi her iki grupta da kemigin medullasina dogru bir
kemik buyumesi tespit edilmigtir. 3-TCP ve TZF’nin kombine kullanildigi
defektlerde kemik iligi icerisinde B-TCP partikullerine rastlanmamistir.
TZF’nin, B-TCP partikullerini adhesiv 6zelligi ile bir arada tutarak defekt
icerisine daha iyi yerlesmelerini ve kavite kenarlarina daha siki adapte
olmalarini saglayarak iyilesmeyi hizlandirdigi disunulmektedir.

Tayapongsak ve arkadaslar (84), otuzi¢ mandibuler tamirinde otojen
kanselloz kemik greftine otolog fibrin adhesiv ilave etmislerdir. Radyografik
incelemelerde kemik olusumunu salt greft kullanilan gruba gére daha erken

donemde meydana geldigini rapor etmiglerdir.
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Yazawa ve arkadaslari (78); PRP, TCP ve fibrin yapistirici kullanarak
tavsanda calisma yapmislar; sentetik greft materyalleriyle PRP kullaniminin
kemik olusumunda basarili oldugunu gérmuslerdir.

Karaca (77), TCP’nin ge¢ rezorbe olmasinin, yeni kemik olusumunu
stimlle etme etkisinin daha uzun sire devam etmesini sagladigini bildirmistir.

Szabo ve arkadaslari (85), ge¢ de olsa tamamen rezorbe olabilme
yetenegiyle R—TCP’In yeni kemik olusumunu stimuile ettigi deneylerle
gOsterilmistir.

Wiltfang ve arkadasglari (86) domuzlarda Cerasorb, Bio—Oss, Collos ve
PRP’yi1 kiyasladiklari galismada 12. haftada Cerasorb partiktllerinin % 15.2 +
2.8 oraninda varligini izlemislerdir.

Benzer calisma Velich ve arkadaslari (83) tarafindan kopeklerde
yapilmis, 12. haftada yapilan incelemelerde TCP partikillerine rastlanmistir.

Yazawa ve arkadaslari (79) tavsanlarda, PRP, B-TCP ve fibrin
yapistirici kullanarak yaptiklari galismada 1. hafta,1. ay ve 2. ayda histolojik
degerlendirme yapmislar.

Zijderveld ve arkadasglari (80), B-TCP ve otojen grefti yalin olarak
kullandiklari 41 implant hastasinda 6. ayda yaptiklari biyopsi sonucunda
TCP’in rezorbsiyonunun yaklasik 6 ayda tamamlandigini tespit etmiglerdir.

Nery ve arkadaglari (87)da 6. ayda halen TCP partikullerin
izlenebildigini gérmusglerdir. Calismamiz 12. haftada bittigi icin daha geg¢
dénemlerde TCP’in rezorbsiyonunu dederlendirme imkanimiz olmamisgtir.

Choukroun ve arkadaslarinin (88) insanda yaptiklari sinus lift
calismalarinda TZF ve homogreft kullanmiglar. .Histolojik incelemelerinde
TZF ve greft materyalinin birlikte kullanilan grupta daha hizli bir kemik
iyilesmesi tespit etmigsler; inflamasyon, yabanci cisim reaksiyonu, allerjik veya
immunolojik reaksiyon, kemikte osteoklastik aktivite artisi izlememiglerdir.

Diss ve arkadaslarinin (89) insanda yaptiklari implant ve sinus lift
calismalarinda TZF’yi tek basina greft materyali olarak kullanmiglar ve
impant yuklemesini 8-12 haftalar arasinda yapmislardir. Bir yil sonra yapilan

radyolojik incelemelerde yeni kemik olugumlari tespit edilmigtir.
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Calismamizda TZF materyalinin tek basina veya TCP ile birlikte
kullanildiginda kemik miktari ile maturasyonunda artiglar tespit edilmigtir.

Choukroun ve arkadaslarinin (88) calismalarina benzer bulgular, yani
yeni kemik doku miktar ve kalitesinde artis ile inflamasyon, yabanci cisim
reaksiyonu, allerjik veya immunolojik reaksiyon, kemikte osteoklastik aktivite
artisi izlenmemigtir.

Orneklerin incelenmesinde tim defektlerde yeni kemik yapiminin
surmekte oldugu izlenmigtir. Bos defektte, yalin TZF ve yalin R-TCP
kullanilan defektlerde dizenli bir organizasyon gostermeyen gevsek bag
dokusu htcreleri izlenirken; TZP ve B-TCP kombine kullanilan defektte yeni
kemik alanlari arasinda sikismig diizenli bag dokusu gortimustir. Ozellikle
bu grupta, diger defektlere oranla bag dokusu iginde osteoblast ve
osteositleri iceren daha fazla yeni kemik yapiminin bulundugu saptanmistir.
Defektin cevresinde dizglin ve yogun bir sekilde dizilmis osteositler ve yeni
kemik yapimi gorulmagtur. TZF ile kombine kullanilan defektte daha fazla
olmak Uzere tum defektlerde lameller kemik yapisi izlenmistir.

Arastirmamizdaki TCP partikullerinin bulundugu defekt alani, dizensiz
ince kemik lamelleriyle cevriliydi. Trabekuller ince, kemik lamellerinin arasi
genislemis olup icleri gevsek fibroz doku ve partikullerle doluydu. Defekt
alanindaki kemik matlirasyonu (remodeling) heniuz tamamlanmamis ve
Haversian kanal sistemleri olusmamigsti. Defekt ylzeyi periosteal ylzeyden
gelen ve hemen hemen maturitesini tamamlamis goérinumdeki kemik
trabekdulleriyle tamamen kapanmig gorunumdeydi. Calismamizda TCP
materyalinin kemik iyilesmesi Uzerindeki etkileri kemikteki defekt alaninin
etrafinda kabul edilebilir bir kemik olusmasi ve enfeksiyon veya ret gibi
komplikasyonun olugsmamasi bakimindan uygulanabilir bir yontem oldugunu
gOstermektedir.

Calismamiz  sonucunda elde ettigimiz  histolojik  bulgularin
dogrultusunda; cerrahi defektlerde, TZF’'nin yalin olarak degil; B-TCP ile

kombine kullaniminin daha etkili oldugunu digunmekteyiz.
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6 SONUG VE ONERILER

Calismamizda domuzlarin tibiasinda olusturulan 5 mm boyutundaki
kemik defektlerinde Trombositten Zengin Fibrinin yara iyilesmesi Gzerindeki
etkileri arastirimis ve bu etkiler gunimuizde siklikla kullanilan Trikalsiyum
Fosfat greft materyali ile karsilastiriimistir. Bu amacla olusturulan defektlere
yerlestirilen materyaller histolojik olarak incelenmis ve buna gore;

1. Kullanilan materyallerin herhangi bir yabanci cisim reaksiyonu
olusturmadigi ve doku tarafindan iyi tolere edildigi,

2. Oniki hafta sonunda alinan drneklerin tamaminda defekt alaninin kemikle
doldugu, ancak kemik olusum oraninin gruplara gore farklilik gosterdigi,

3. Hazirlanan defekt boyutlar dikkate alindiginda, kontrol grubundaki
defektlerdeki kemik iyilesmesinin buylk oranda tamamlanmis olmasindan
dolayi, kuguk defektlerde greft kullanmanin gerekliliginin sorgulanabilecedi,

4. Defekt alanlarinin bir bariyer membran ile értilmesinin, periosttan reaktif
olarak kemik olusmasini engelleyebilecedi, ancak bu durumun defekt
bdlgesindeki beslenmeyi bozup saglikl degerlendirmeyi engelleyecedi,

5. Defekt kaviteleri olusturulurken kenarlarina miniplak vidalari ile rehber
noktalar olusturularak bu kavitelerin sakrifikasyondan sonra konvansiyonel
radyografiler ile tespit eilmesinin yapilabilecegi,

6. Oniki hafta sonra yapilan inceleme sonucu tim gruplarda yeni kemik
yapiminin kontrol grubuna nazaran daha iyi oldugu,

7. Yara iyilesmesi bakimindan en iyi iyilesmenin sirasi ile TZF+TCP, TCP ve
TZF gruplarinda oldugu,

8. Karsilastirilan materyallerin kemik iyilesmesi Uzerindeki etkilerinin mevcut
literaturle paralellik arz ettigi,

9. TZF maddesinin gerek tek basina, gerekse TCP greft materyali ile
karigtinlarak kullanilmasinda yara iyilesmesini hizlandirdidini  sonucuna
variimistir.

Elde edilen bu sonuglarin, Trombositten Zengin Fibrin ile ilgili yeni

arastirmalara 1sik tutacagini ve bu malzemenin tek bagina veya gesitli greft
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materyalleri ile birlikte kullanilarak yeni greft teknikleri arasinda basari ile

kullanilabilecegini ve yara iyilesmesini hizlandiracagini duginmekteyiz.
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