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OZET

Kritik biiyiikliikte kemik defekti organizmanin yasami boyunca kendiliginden
iyilesemeyecek en kiiclik boyuttaki kemik i¢i defekti olarak bilinmekte ve
onariminda kemik greft materyallerinin kullanimina ihtiya¢ gostermektedir. Defekt
boyutunun fazla oldugu ve alic1 sahada yetersiz vaskiilarizasyon bulunan durumlarda
ise serbest kemik greft materyallerinin kullanimi kisitlanmakta, tedavide vaskiilarize
kemik greft uygulamalar1 6n plana ¢ikmaktadir. Mikrocerrahi teknikler yardimiyla
ossedz fleplerin aktarimi her ne kadar rutin kullanimda yer bulmus olsa da yontemin
zorlugu, olusturdugu komorbiditeler ve komplikasyon oranlar1 goz 6niine alindiginda
her hastada ayni etkinlikte uygulanamayabilmektedir. Bu olgularin onariminda ise
defekt boyutunda azalma saglayici teknikler ile greft inkorporasyonunu arttiric
yaklagimlar tedavide 6nemli yer tutmaktadir.

Desferroksamin (DFO) uzun siiredir sik transfiizyon uygulanan olgularda
kronik demir birikiminin 6niine gegmek amaciyla demir baglayici bir selatdr olarak
kullanilmaktadir. DFO’nin kemik iyilesmesi {izerinde olusturdugu etkilere yonelik
yapilan ¢aligmalarda “Hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) seviyelerinde artisa bagh
VEGF sentezini arttirdigi ortaya koyulmustur. Bir biiylime faktorii olan VEGF’iin
kemik dokusu iizerine olusturdugu etkiler ise; vaskiilariteyi arttirma, osteoblastik
aktiviteyi tetikleme ve osteblastik doniigiimii stimiile etme yoniindedir.

Bu calismada DFO uygulamasinin kemik greft iyilesmesi ve kritik boyutlu
kemik defektlerinde osteogenez iizerine etkilerinin arastirilmast amaglanmastir.

Calismamiz i¢in sigan zigomatik ark kritik boyutlu kemik defekt modeli (5
mm.) secildi. Deney hayvan sarfinin azaltilmasi i¢in 350-400 gram agirliginda 32
adet Sprague-Dawley sicanin sag taraftaki zigomatik arklarinin ¢alisma, sol taraftaki
zigomatik arklarinin ise kontrol grubunu olusturmasi planlanarak (sigan=32, n=64),
denekler 16’sar zigomatik arktan olusan 4 gruba ayrildi. Grup 1 deneklerde sag
zigomatik arkta defekt olusturulmasini takiben karsi taraftan elde edilen kemik grefti
ile onarim uygulanirken, operasyon oncesi 7. glinden baglayarak 45. giine kadar
devam eden 200 microM/300 microL dozunda DFO (Desferal 0.5g flakon, Novartis,
Isvigre) enjeksiyonu yapildi. Grup 2 denekler ise, Grup 1 deneklerin kontrol grubunu

olusturdu ve Grup 1 ile ayni siganlarin sol zigomatik arkinda olusturulan defektler
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sag taraftan elde edilen greftlerle onarildi. Bu grup deneklerde 1. Gruptan farkli
olarak DFO yerine %0.9 NaCl enjeksiyonu uygulandi. Grup 3 ve 4 deneklerde defekt
olusturulmasi sonrasinda herhangi bir onarim yapilmazken, Grup 3 deneklerde
postoperatif 45 giin siiresince DFO enjeksiyonu, Grup 4 deneklerde ise %0.9 NaCl
enjeksiyonu uygulandi.

Cerrahi prosediir sonrasinda 1 ve 6. haftada 8’er si¢an, 12. haftada ise geride
kalan 16 sigan sakrifiye edilerek histolojik inceleme yapildi. Histolojik
degerlendirme asamasinda Ornekler alinirken ¢evre dokuda olusan vaskiilarite ve
iyilesme klinik olarak degerlendirildi. Bunun disinda siganlara 2, 4, 8 ve 12.
haftalarda bilgisayarli tomografi yardimiyla radyolojik goriintiileme uygulanirken,
12. haftanin sonunda Grup 1 ve 2 deneklere 3 nokta egme testi yapilarak
biyomekanik 6zellikleri analiz edildi.

Grup 3 ve 4 deneklerdeki kemik defekt boyutundaki azalmanin radyolojik
degerlendirmesinde 4, 8 ve 12. haftalarda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05,
Wilcoxon testi) farklilik izlendi. 1 ve 2. Grupta kemik greft hacminde olusan
degisikliklerin degerlendirmesinde ise tiim haftalarda istatistiksel farliligin (p<0.05,
Wilcoxon testi) bulundugu saptandi. Histolojik degerlendirmede Grup 1 ve 3’te yer
alan deneklerde kontrol gruplarina oranla tiim haftalarda artmis osteoblastik
yogunluk izlenirken, vaskiilarite oraniin da benzer sekilde fazla oldugu (p<0.05,
Eslestirilmis T testi) gozlemlendi. Bunun disinda osteoblastik aktivitenin
degerlendirmesinde tim gruplarda 6 ile 12. hafta arasinda belirgin bir diisiis
gbzlemlenirken, osteoklastik aktivitede ise 1 ve 6. hafta arasinda anlamli farklilik
(p<0.05, Eslestirilmis T testi) bulundu. 12. haftanin sonunda 6rneklerin biyomekanik
incelemesi sonucunda Grup 1 deneklerde artmis kemik giicii izlenirken, yapisal
degisiklik saptanmadi.

Calismada DFO uygulamasinin kemik greft inkorporasyonunu arttirdigi ve
kritik boyutlu kemik defektlerinde, defekt boyutunda azalmaya yol agtig1 gosterildi.
Bu yoniiyle DFO gerek riskli bolgelerde greft inkorporasyonunu arttirma, gerekse
vaskiilarize kemik grefti aktarimi i¢in uygun olmayan hastalarda defekt boyutunun
ve alic1 sahanin greftle onarima uygun sekle getirilmesi amaciyla kullanilabilecegi

diisiiniildi. Bunun disinda DFO uygulanan Grup 1 siganlarda hacimsel artisa bagl



kemik giiciinde artma saptanirken, bu etkinin kortikal kemik greftlerinde erken
donemde baglayan mekanik destek azalmasini sinirlandirabilecegi ongoriildii.

DFO tedavisinin suan i¢in sadece intravendz ve intramuskuler ydnden
uygulanmasi sebebiyle lokal tedaviye yonelik ek calismalarin yapilmasi durumunda

klinik kullanimda kendisine yer bulabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Desferroksamin, kemik greft iyilesmesi, kritik boyutlu kemik
defekti, osteoblast, anjiyogenez, biyomekanik.

Yazar adi: Serbiilent GUZEY

Damisman: Serdar OZTURK
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SUMMARY

Critical-size bone defect is known the smallest size defect in the bone which
can’t heal spontaneously throughout the life of an organism and therefore bone graft
materials are needed during the repair. The use of free graft materials are limited
when the defect is large and there is insufficient vascularization. Therefore
vascularized bone grafts are needed for these defects. Even though osseous flap
transfer is used routinely with the advent of microsurgical techniques, it can’t be
applied effectively in all patients due to the difficulties of the method, co-morbidities
and complication rates of technique. For this reason, techniques which help the
reduction of the size of the defect and improve graft incorporation take a significant
place in the treatment.

Desferoxamine (DFO) has been used for a long time as an iron chelator in
order to prevent chronic iron overload in the cases where blood transfusion is applied
frequently. The studies about the effects of DFO on bone healing show that DFO
increases synthesis of VEGF by means of increased levels of “Hypoxia inducible
factor 17 (HIF-1). As a growth factor, increasing the vascularity, triggering
osteoblastic activity and stimulating the osteoblastic differentiation are the well-
known effects of VEGF on the bone tissue.

In this study we aimed to research the effects of DFO application on bone
graft healing and osteogenesis in the critical sized bone defects.

In this study rat zygomatic arch critical-size bone defect model (5 mm.) was
used. Thirtytwo Sprague-Dawley rats, weighing between 350-400 gram, were
utilized and in order to reduce the number of animals both zygomatic arches of each
animal were used (right arches as experimental and left arches as control, rat=32,
n=64). The animals were divided into four groups (16 zygomatic arches each). In
Group 1, after forming a defect on the right zygomatic arch the repair was done with
the bone graft that was transferred from the other side. In this group, 200
microM/300 microL. dosage of DFO (Desferal 0.5g flacon, Novartis, Switzerland)
was injected at the zygomatic arch region starting at the 7th day preoperatively and
lasting until the 45th day following the operation. Group 2 animals formed the

control group of Group 1. In Group 2, same defects as the Group 1 were created on
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the left zygomatic arches of the rats and repaired with the grafts that were obtained
from the right side. Unlike Group 1, in this group 0.9 %NaCl injection instead of
DFO was performed during the same period. In Group 3 and 4 there was no repair
after the formation of defects and the rats were treated with DFO and 0.9 %NacCl for
postoperative 45 days, respectively.

After the surgical procedure, in the 1st and 6th weeks, 8 rats and in the 12th
week the remaining 16 rats were sacrificed and histological examination was
performed. During the sampling vascularity that was formed in the surrounding soft
tissue and healing were grossly evaluated. Moreover, radiological evaluation of the
rats was performed with computerized tomography at 2nd, 4th, 8th and 12th weeks.
At the end of 12th week zygomatic arches of Group 1 and 2 were analyzed with 3
point bending test for biomechanical features.

In the radiological evaluation, the decrease in the size of bone defect in Group
3 and 4 animals were statistically significant (p<<0.05, Wilcoxon test) at the 4th, 8th
and 12th weeks. In Groups 1 and 2, the evaluation of bone graft volume showed a
statistical difference at all weeks. In the histological evaluation it was observed when
compared with control groups there is an increase in osteoblast number in Groups 1
and 3 at all weeks, and similarly vascularity rate was also high (p<0.05, paired-
samples T test). On the other hand, in the evaluation of osteoblastic activity showed a
significant decrease in all groups between 6th and 12th weeks and in osteoclastic
activity there was a significant difference (p<0.05, paired-samples T test) between
Ist and 6th weeks. At the end of 12th week, as a result of biomechanical evaluation
of the subjects, there we increased bone strength but no structural change in Group 1
rats.

In this study, it has been shown that DFO treatment increased bone graft
incorporation and caused reduction in the defect size of critical-size bone defects. In
this aspect, it has been thought that DFO might be used to increase graft
incorporation in risky areas, and reduce the defect size in patients who are not
suitable for vascularized bone graft transfer, and prepare the recipient area for
grafting. In addition, increased bone strength was found to be associated with volume
increase, so it has been foreseen that this effect can limit the decrease in mechanical

support that starts in early stages of cortical bone grafts.
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Since it is used only in intravenous and intramuscular aspects for now, it is
thought that DFO treatment can find a place for itself in local treatment. However,

additional investigations are needed for clinical application.

Key Words: Desferoxamine, bone graft healing, critical sized bone defect,
osteoblast, angiogenesis, biomechanic.

Author: Serbiilent GUZEY

Counsellor: Serdar OZTURK
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1. GIRIS

Kemik doku defektleri; siklikla gecirilmis travmalar, konjenital anomaliler,
enfeksiyonlar ve onkolojik rezeksiyonlar nedeniyle olusmakta ve onarimi esnasinda
kemik greft materyallerinin kullanimina ihtiya¢ duyulabilmektedir (1).

Kiigiik kemik defekti alanlar1 “sekonder iyilesme” ile kapanabilirken belirli
biiyiikligiin tizerindeki defektler bu mekanizma ile kapanamazlar (2). Kritik
biiyiikliikteki kemik defekti ad1 verilen bu defektler, organizmanin yagami boyunca
kendiliginden iyilesemeyecek en kiiciik boyuttaki kemik i¢i defekti olarak
tanimlanmakta ve yeni kemik olusumu yerine fibréz bir bag dokusuyla dolma egilimi
gostermektedirler. Kemik iyilesmesine yonelik arastirmalarda deney modeli olarak
stk kullanilan kritik boyutlu kemik defektlerine yonelik yapilan aragtirmalarda,
sicanlarin kraniyal kemikleri i¢in sinirin 6-8 mm. ¢apinda, zigomatik arki iginse 5
mm. uzunlugunda oldugu ortaya koyulmustur (3, 4).

Kritik biiyiikliikteki kemik defektlerin kapatilmasi amaciyla bircok farkli
teknik denenmis olsa da tedavide altin standart yaklasim otojen kemik grefti
uygulamalaridir (5). Otojen kemik greftleri viicudun bir bolgesinden alinip ihtiyag
duyulan farkli bir bolgesine nakledilen canli kemik grefti olarak bilinir. Biyo-
uyumlulugunun en iist seviyede olmasi, immiin cevap olusturmamasi, osteojenik,
osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zelliklerin tiimiine sahip olmas1 otojen kemik grefti
uygulamalarinin en 6nde gelen avantajlarini olusturmaktadir.

Otojen kemik greft dokusunun yerlestirilmesi sonrasinda baslayan iyilesme
stireci birgok farkli degiskene baglidir. Bu degiskenlerin basinda ise; greft
materyalinin tipi, mekanik stres, oryantasyon, periost varligi, fiksasyon ve alici
sahanin olusturdugu etkiler gelmektedir (6). Greft iyilesmesi asamasinda etkin rol
oynayan degiskenlerden biri olan alic1 sahanin iyilesme iizerine en dnemli etkisi ise
vaskiilarizasyon yoniiyle olmaktadir. Vaskiilarizasyonun fazla oldugu veya stimiile
edildigi durumlarda greft yasayabilirliginde artma oldugu yapilan farkli ¢caligsmalarca
gosterilmistir (7-9).

Streptomyces pilosus tarafindan {retilen bir c¢esit siderafor olan

Desferroksamin (DFO), sik transflizyon uygulanan olgularda kronik demir



birikiminin 6niine gegmek amaciyla “demir baglayici bir selatér” olarak uzun siiredir
kullanilmaktadir. Bu etkisinin yaninda DFO’nin bir hipoksik faktdr olan “hypoxia
inducible factor 1" (HIF-1) seviyelerinde artis olusturdugu ve bu etkiye bagli olarak
niikleus seviyesinde “Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktori (VEGF)” sentezini
stimiile ettigi saptanmustir (10). Bir biliylime faktorii olan VEGF ise kemik iyilesmesi
esnasinda anjiyogenezi tetiklemesinin yaninda osteoblastik ve osteoklastik aktiviteyi
diizenleyerek osteogenez yoniinde etki saglamaktadir (11, 12).

DFO uygulamasinin kemik iyilesmesi {iizerine etkilerinin arastirilmasi
amaciyla distraksiyon osteogenez ve tibia defekt modelleri iizerine incelemeler
yapilirken, bu caligmalar sonucunda hem vaskiilaritede hem de kemik hacminde
anlamli derecede artis oldugu ortaya konulmustur (13, 14).

Bu ¢aligmada; DFO uygulamasinin sirastyla HIF-1o ve VEGF seviyelerinde
artisa bagli anjiyogenezi tetikleyici, osteoblastik aktiviteyi diizenleyici ve serbest
oksijen radikallerini azaltici etkilerinden faydalanarak kemik greft iyilesmesi ve
kritik boyutlu kemik defektlerinde osteogenez iizerine etkilerinin arastiriimasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Son 50 yil igerisinde biyomateryal teknolojisindeki gelismeyle birlikte otojen
kemik greftlerinin yan1 sira kemik greft materyallerinin kullanimi artmis olsa da, bu
uygulamanin temeli tarih 6ncesi ¢aglara uzanmaktadir. Milattan 6nce 3000’11 yillarda
Giliney Amerika Kita’sinda yasayan yerlilerin kraniyal trepanizasyon sonrasinda
olusan defektleri metal plaklar ve su kabagiyla onarimi, kemik defektlerinin
onariminda yardimct materyaller kullanimina ait saptanan ilk bulgular
olusturmaktadir.

Kemik defektlerinin onarimima ydénelik ilk resmi kayitli uygulama ise 16.
yiizyilda gergeklesmis olup, bu belgede kraniyal defekt bulunan bir hastaya altin plak
kullanilarak kraniyoplasti operasyonu uygulandigi saptanmistir (15).

17. ylizyila gelindiginde ise Amsterdamli bir cerrah olan Job Janszoon Van
Meekeren tarafindan kemik ksenogreft uygulamasi ortaya atilmistir (16). Meerkeren
yaptig1 bir sunuda; kraniyal bolgesine kili¢ darbesi sonucunda kemik defekti olusan
ve kopek kalvaryumundan alinan greftle onarim uygulanan bir Rus asilzadesini
bildirmistir. Elde edilen bilgilere dayanarak her ne kadar hastanin takip eden
donemde tamamen iyilestigi One siiriilse de ksenogreft uygulamasi sebebiyle hasta
kiliseden aforoz edilmistir (15).

1809 yilinda Daniel Merrem (1790-1859) intrakraniyal operasyonlar
esnasinda ¢ikarilan kemik dokunun tekrar yerine koyuldugunda ¢evre dokuya
tutunma gosterdigine yonelik gézlemini sunmus, bu bilgi o donem i¢in ¢ok Snemli
bir etki olusturmustur. Bu noktadan yola ¢ikan Paul Bert gibi arastirmacilar
hayvanlardan elde edilen greftler {izerine c¢alismalarini yogunlastirmaya
baglamiglardir. Hayvan c¢alismalari bir taraftan devam ederken 1872 yilina
gelindiginde Richard von Volkmann, Berlin’de diizenlenen bir toplantida yaptigi
konusmada; atesli silah yaralanmali bir olguda kemik segmentlerinin anatomik
pozisyonlarina yerlestirilerek birakildiginda iyi derecede iyilesme gosterdigini
bildirmistir. Volkmann’in bu aciklamasiyla ayn1 donemlerde bir bagka arastirmaci

olan Ollier, osteogenez lizerine yogun arastirmalar yapmaya baglamistir (17). Ollier



yaptig1 arastirmalar sonucunda, immiinoloji ile ilgili fazla bilgi bulunmamasina
ragmen, cilt greftlerine benzer sekilde kemik dokuda da sadece otogreftlerin yasama
sansinin oldugunu One siirmiistiir. Ayrica bu c¢alismalar1 esnasinda periostun kemik
rejenerasyonu i¢in ¢ok dnemli oldugunu kemik grefti ile birlikte periostunda transfer
edilmesi gerekliligini vurgulamigtir. Ollier bir¢cok prensibi tanimlamadigi halde
otolog kemik grefti uygulamalarinda basariya ulasamamistir. Oysaki 1912 yilinda bu
teknikleri kullanan Macewen, humeral defekti bulunan bir ¢ocukta ilyak kemik grefti
kullanarak basarili sonuglar elde ettigini bildirmistir. Ollier’le aksi goriislere sahip
Viyanali bir cerrah olan Michael Barth, 1893-1908 yillar1 arasinda yaptig1 farklh
caligmalarca Rus bir tip 6grencisi olan Radzimowski’nin tezini destekler bulgular
elde etmis ve kemik grefti icerisindeki hiicrelerin transplantasyon sonrasinda biiyiik
oranda canliligini yitirdigini 6ne siirerek osseos rejenerasyonun nekrotik kemik
greftinin “creeping substitution” ile yer degistirmesi sonucunda gerceklestigini
ortaya atmistir. Barth’in bu gorisleri kisa siire igerisinde kendisine N.J. Baschkirzew
ve N.N. Petrow gibi arastirmacilar tarafindan destek bulurken, bu ¢alismacilar kemik
greft iyilesmesinde fizyokimyasal stimiilanlarin rol oynadigini belirtmenin yaninda
periostun bu siirecte ne derece etkin oldugu konusunda kesin bilgiler bulunmadigini
vurgulamiglaridir. 1908 yilinda Axhausen ise transplantasyon sonrasi periost
icerisinde bulunan hiicrelerin viabilitesinin devam ettigini ve yliksek osteojenik
aktiviteye sahip olduklarini bildirmistir. 1914 yilinda Dallas B. Phemister isimli
aragtirmact “The Fate of Transplanted Bone” adli yazisini yayimlamis ve hem
periostun hem de endosteumun transplantasyon siirecinde canliligin1 korudugunu
ortaya koymustur (18). Phemister’in yapmis oldugu bu c¢alisma tiim diinya iizerinde
kisa siire icerisinde kabul goérmiis, William Edward Gallie ve D.E. Robertson’un
caligmalariyla da desteklenmistir (19). Bu calismada periostun vaskiilarizasyon
asamasindaki 6neminin yani sira kanselloz kemik greftlerinin surveyinin kortikallere
kiyasla daha fazla oldugu da ortaya konulmustur. Kanselloz kemik grefterindeki bu
artmig sag kalim ise pordz yapi nedeniyle osteoblastlarin daha iyi diflizyona
ugramastyla iligkilendirilmistir. 1920 yillindan itibaren kemik greft uygulamalarinin
temel prensipleri ¢izilmis ve sik¢a uygulanir hale gelmistir. 1960’11 yillarda ise son
olarak Mowlem tarafindan greftin aslinda tamamen rezorbe olan inorganik bir yap1

olmadigi, aksine canli hiicrelerin tasinmasina imkan taniyan bir skafold oldugu 6ne



stiriilmiistiir (20, 21). Kemik greftlerine ait bu goriis halen giincelligini korumakta ve
kabul gormektedir.

16. yiizyildan baslayan ve giiniimiize kadar siiregelen farkli caligmalar
dogrultusunda otojen kemik greftleri hakkinda detayl1 bilgiler edinilmesinin yaninda
greftlerin inkorporasyonunun arttirilmasina yonelik yaklasimlar ve alternatif tedavi
metodlar1 tanimlanmig ve tanimlanmaya devam edilmektedir. Kemik greft
materyallerinin kullanimina olan ihtiya¢ fazlalig1 ise bu yonde yapilan ¢alismalarin

uzun bir siire daha devam edeceginin baslica gostergesi olarak kabul edilebilir.

2.2. Kemik Dokusu

Kemik; insan viicuduna yapisal destek saglayan, altta yatan organlar
koruyan, mineral rezervuart olusturan, kas ve tendonlarin tutunmasina imkan
tantyarak destek doku olarak hareketi saglayan, dinamik, konnektif bir bag
dokusudur (6). Bu gorevlerin diginda kemik doku hematopoez ve siniisler yardimiyla
sesin tonunun diizenlenmesi sirasinda da aktif rol oynamaktadir.

Kemik dokusu belli bir rejeneratif potansiyele sahip olup 6zellikle mekanik
etkiler kemigin sekillenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu etkilerle iliskili olarak
hacimsel olarak artma veya azalmalar gozlenebilirken edinsel sekil bozukluklar1 da
ortaya ¢ikabilmektedir (22).

Yetiskin bir insanda 206 kemik bulunurken yeni doganda bu say1 300’e kadar
ulagsmaktadir. Bu kemikler eklemler vasitasiyla 2 ana bdliimde incelenen iskelet
sisteminin olusumunu saglamaktadir (23). Iskelet sisteminin aksiyel kisimini
(skelaton capitis, os hyoideum, columna vertebralis, skelaton thoracis) olusturan
toplam 80 adet kemik bulunurken, appendikiiler iskelet (ossa membri superioris, ossa
membri inferioris) ise 126 kemik tarafindan olusturulmaktadir (23).

Anatomik yerlesimine goére yapilan bu siniflamanin yani sira kemiklerin bir
diger siniflamasi ise anatomik sekline gore tanimlanan siniflamadir. Buna gore
kemikler 5 farkli baslik altinda gruplara ayrilmistir. Bunlar;

- Uzun kemikler (6rn: humerus)

- Kisa kemikler (6rn: karpal kemikler)

- Yass1 kemikler (6rn: kalvarium kemikleri)

- Diizensiz (Irregiiler) kemikler (6rn: sfenoid kemik)

- Sesamoid kemikler (6rn: patella) olarak bilinmektedir.



Uzun kemikler; orta kisimda yer alan diyafiz, her iki u¢ kistmda bulunan
epifiz ve ikisi arasinda yerlesim gosteren metafiz olmak iizere 3 bolimden
olusmaktadir (22, 24). Epifiz boliimii kemigin boyuna biiyiimesinde baslica sorumlu
alan iken igerisinde dinlenme, proliferasyon, matiirasyon, kalsifikasyon ve
ossifikasyon alanlarini igermektedir (Sekil 2.1). Kemigin enine biiylimesi ise periost

icerisinde yer alan hiicrelerdeki osteoblastik aktivite artisi ile ger¢eklesmektedir.

Epifiz plag:

Metafiz

Diyafiz

A

Sekil 2.1. Uzun kemiklerin morfolojik ve histolojik yapis1

A) Uzun kemiklerin yapisinda yer alan metafiz, diyafiz ve epifiz bolgeleri. B) Epifiz plaginin boyuma
biliylimesi esnasinda gozlemlenen histolojik tabaklar.

2.2.1. Primer ve Sekonder Kemik Dokusu

Kemiklerin siniflamasinda kullanilan bir diger yaklagim sekli de makroskobik
ve mikroskobik yapilari dogrultusunda olan siniflamadir. Mikroskobik yapisina gore
kemikler primer-immatiir kemik ile sekonder-matiir kemik olmak tizere iki alt gruba
ayrilmaktadir. Primer kemik intrauterin hayatta sekillenirken gegici bir yapt olup
ileriki donemde sekonder kemige doniisiim gosterir. Bu kemik yapisinda kollajen
lifleri rastgele, o6rglimsii dizilim sergiler ve bu dizilim siingerimsi bir yapinin ortaya
cikmasina yol acar. Kollajen dizilimi disinda primer kemik igerisinde mineralizasyon
orani az, hiicre yogunlugu ise fazladir.

Sekonder kemik ise primer kemigin olgun formu olup, kollajen lifleri
birbirine paralel dizilim gosterir. Bu tip kemikte hiicre yogunlugu azalmis ve matriks
mineralizasyonu tamamlanmistir. Kafatasi suturalari, alveoler bolgeler ve tendon
yapisma noktalar1 diginda kalan bolgelerde kemik dokusu sekonder yapi

sergilemektedir (25, 26).



2.2.2. Kortikal ve Kanselloz Kemik Dokusu

Makroskobik yapisina gore ise kemikler 2 alt grup igerisinde incelenmektedir.
Bunlar kortikal (solid, kompakt kemik) ve kanselloz (trabekiiler, spongiyoz)
kemiklerdir.

Kortikal kemik; homojen ve kompakt bir yapr sergilemektedir. Yassi
kemiklerin i¢ ve dig tabakalari ile uzun kemiklerin dis yiizlinii olusturur (27, 28). Her
zaman sekonder kemik formundadir. Kortikal kemikler yapisi igerisinde kemige
paralel uzanan “Havers kanallarini” barindirirlar. Bu kanallar igerisinden kemigin
beslenmesinde onemli rol oynayan vaskiiler yapilar gecer. Kollajen lifleri havers
kanallar1 etrafinda dairesel lameller seklinde dizilim gosterirken sayilart 4-20
arasinda degisen bu lamellere “Havers lamelleri” denir. Bu kanal ve lameller
sistemlerin bir arada olusturdugu yap1 ise “Osteon” veya “Havers sistemi” olarak
bilinmektedir. Bu sistem eksene paralel uzanim gosterirken kemik eksenine dik
uzanim gosteren bir diger kanal sistemi mevcut olup “Volkmann kanal” sistemi
adryla bilinmektedir. Volkmann kanallar1 periosttan kemik iligine kadar horizontal
planda uzanim gostermekte, bu sayede havers sistemi icerisinde bulunan vaskiiler

yapilar ile periost birbirleri ile iligki kurabilmektedir (Sekil 2.2).

Kanalaik Lakuna

Kollajen
lifler

Kan damari
f¥ Volkmann kanal

Osteositler

A Endosteum Havers kanal B Hiicresel uzantilar ~

Sekil 2.2. Kortikal kemigin morfolojik yapist

A) Uzun eksene parallel seyreden Havers kanallar1 ve eksene dik seyreden Volkmann kanallarinin
goriliniimii. B) Paralel ve farkli yonlerde dizilim gdsteren kollajen liflerinden olusmus lameller yapinin
goriiniimii. (Junqueira L. C. ve Carneiro J. Basic Histology, 10th ed., McGraw-Hill, New York,
Chapter eight, page: 144-146, 203).



Erigkin insan iskeletinin yaklagik %80’ine yakini kompakt kemikten
olusurken, kemigin biinyesinde barindirdigi mekanik gii¢ baslica osteonlarin siki
dizilimine baghdir (28-30).

Kanselloz kemik dokusu; birbirleriyle iligkili olan trabekiiler yapilardan
olusmaktadir. Kortikal kemigin i¢ ylizeyindeki kavitede yerlesim gosterir ve
yapisindaki bosluklarda hematopoetik elemanlar icerirler. Kortikal kemige destek
saglayan kansell6z kemik mikroskobik olarak sekonder kemik yapisinda olup Havers
ve Volkmann kanallar1 icermez (Sekil 2.3). Beslenmesini trabekiiller arasinda
bulunan kanalikiiller yardimiyla kemik iliginden saglar. Eriskin bir insandaki kemik
dokusunun kortikal kemik disinda kalan %?20’lik kismi spongiyéz kemik
yapisindadir ve bu tip kemikler mekanik etkilere kars1 dayaniksiz, travma karsisinda

kolaylikla kirilabilir bir yap1 sergilemektedir (28, 30, 31).

Osteoblast

vaskiier yapilar Osteosit
Kanalciklar

Sekil 2.3. Kanselloz kemigin morfolojik yapisi

A) Kanselloz kemigin trabekiiler yapisinin goriinimii. B) Kanselloz kemigin trabekiiler yapisinin
kesitsel gortintimii ile kemik iligi ve kan damarlarinin 6rgiilii yap: igerisinde yerlesimi.

2.2.3. Periost ve Endosteum

Kemigin en dis yilizeyinde periost ad1 verilen bir bag dokusu katmani bulunur
(32). Periost baslica iki tabaka olup kemik iyilesmesinde ve anjiyogenezde onemli
rol oynar. Dig tabaka (stratum fibrosum) kollajen ve fibrosit benzeri hiicrelerden
olusmus fibroz bir karakter sergilerken “Sharpey lifleri” denilen uzantilar sayesinde
kemige tutunma gosterir (25). I¢ tabaka (stratum osteogenicum) ise kemigin enine
biliylimesinde rol oynayan osteoprogenitor hiicreler igerir.

Kompakt kemiklerin i¢ yiizinii ve spongioz kemiklerin yiizeyini Orten tek

katli bag dokusu tabakasi ise “endosteum” olarak adlandirilir. Endosteum tabakasida



periost benzeri osteoprogenitdr hiicreler igerir ve kemik sekillenmesi siirecinde aktif

rol oynar (33).

2.3. Kemigin Histolojik Yapisi

Olgunlasmis kemik yapisinin %93’ solid yapilardan, %7’si ise sudan
olusurken, solid kisim baslica inorganik matriks, kemik hiicreleri ve organik

matriksten olusmaktadir.

2.3.1. inorganik matriks

Kemik dokusunun solid kismin %70’lik boliimii inorganik bilesenler
tarafindan olusturulur (34). Inorganik bilesenlerin baginda kalsiyum fosfat ve
kalsiyum karbonat gelirken, bunlarin diginda bir miktar bikarbonat, sodyum,
potasyum, magnezyum ve sitrat da bulunmaktadir (23).

Inorganik matriksin temel yap1 tast olan kalsiyum fosfat (hidroksiapati
kristalleri) kollajen yiginlar1 arasina dagilmis olarak izlenir. Kemigin sertligini
kollajen ile hidroksiapati kristalleri arasinda bulunan bu iliski saglar. Eger kemik
dekalsifiye edilirse sekli korunmakla beraber kolay biikiilebilir, esnek bir forma
kavusur (35). Kemigin sert yapisinin temelinde kristal yapi karakteri yatarken,
dayaniklilig1 ise kollajen destegi tarafindan saglanmaktadir. Osteogenesis imperfecta
gibi kollajen sentezi bozukluklarinda kirilmaya egilimli kemik yapisinin ortaya

¢ikmasinin zemininde de bu mekanizmada ortaya ¢ikan aksakliklar yatmaktadir.

2.3.2. Kemik Hiicreleri

Kemigin igerisinde yer alan baslica hiicresel elemanlar; osteoklastlar,
osteoblastlar, osteositler ve kemik yiizeyini doseyen hiicrelerdir (27). Bu hiicrelerin
disinda periostun i¢ tabakasi ile endosteumda bulunan osteoblastlara doniisebilme

ozelligi bulunan mezenkimal kdkenli osteoprogenitor hiicreler de mevcuttur (36).

2.3.2.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitdr hiicreler; embriyonik mezenkimden koken alan igsi yapidaki
hiicrelerdir. Periostun cambium tabakasi ile endosteum tabakalarinda bulunan

hiicreler, kemik iligi stromasindaki multipotansiyel mezenkimal hiicrelerin



farklilagmasiyla ortaya ¢ikarlar (6, 31, 37-39). Biiylime, travma veya endokrin etkiler
sonucunda aktiflesebilen bu Oncii hiicreler iyi vaskiilarize olan bdlgelerde
preosteoblastlara  donilisim  gosterirken, vaskiilarizasyonun yetersiz  oldugu
bolgelerde ise kondroblast yoniinde farklilasma egilimine sahiptirler (6).
Osteoprogenitor hiicreler oOzellikle yogun kemik biiylimesi esnasinda aktif rol

oynamaktadir.

2.3.2.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar; bazofilik boyanim gdsteren, yuvarlak kemik hiicreleridir (6).
Osteoblastlarin bazofilik boyanmasi igerdigi genis endoplazmik retikulum yapisi
sebebiyle gerceklesmekteyken, endoplazmik retikulum disinda hiicresel organel
olarak bol miktarda serbest ribozom ve poliribozom igermektedirler (6, 31).

Osteoblastlarin baglica gorevi “osteoid” adi verilen mineralize olmamig
kemik matriksi olusturan tip 1 kollajen, proteoglikan ve glikoprotein {iretimi
yapmaktir. Osteoblastlar kemik matriks iiretimi yaninda, sitokin ve biiyiime faktorii
iretiminde de aktif rol oynamakta olup yiizeylerinde parathormona (PTH) &zel
reseptorler barindirirlar (39). PTH kemik iizerine katabolizan bir etki yaratirken bu
etkisinin birinci basamagini ise paradoksal olarak matriks yapimindan sorumlu
hiicreler olan osteoblastlar olusturmaktadir. Osteoblastlar, PTH un osteoklastlari
uyarma agamasinda varliklart sart olan hiicrelerdir ve ylizeyinde bulunan PTH
reseptorlerinin  uyarimi durumunda “Osteoklast stimiilan faktorii” salgilayarak
kemik rezorbsiyonunu dolayl1 yoldan tetiklemektedirler (40).

Osteoblast farklilasmasinin temelinde mezenkimal kok hiicreler yer
almaktadir. Bu hiicrelerin aktivasyonu ile birinci agamada preosteoblastlar olusur.
Preosteoblastlar kemik {iiretimi esnasinda osteoblastlara bir iki hiicre mesafede yer
alirlar ve alkalen fosfataz (ALP) sentezleme kabiliyetine sahip olup matriks
mineralizasyonunda gorev alabilirler (6). ALP matriksin kalsifikasyon siirecinde rol
alan Onemli bir enzimdir. Bu enzim fosfatin hidroliziyle inorganik fosfat
konsantrasyonunu arttirirken, bunun kalsiyum iyonlar1 ile birlesmesiyle kalsiyum
tuzlar1 halinde dokuya ¢6kmesinde rol oynamaktadir.

Osteoblastik farklilagsma 2 farkli gen iiriinii tarafindan kontrol edilmektedir.

Bu genler sirasiyla “Indian hedgehog” ve “Core-binding factor al’”dir (6).
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Core-binding factor al (Cbfal): Bir transkripsiyon faktoriidiir. Osteoblastik
farklilasmanin en erken ve en spesifik belirtecidir (41). Cbfal’in fibroblast gibi
osteoblastik olmayan hiicreler iizerinde ektopik ekspresyonu, osteokalsin gibi
osteoblastlara 6zel proteinlerin ortaya ¢ikmasina yol acabilmektedir (42). Bunun yan1
sira Cbfal geninin silindigi farelerde kemiklesmenin gerceklesmedigi, kikirdak
iskelet olusumunun ortaya ¢iktig1 izlenmistir. (43, 44).

Indian hedgehog (IHH): Bir biliylime faktorii olup osteoblast ve kondrosit
diferansiasyonunda rol almaktadir. Eksikliginde enkondral kemiklesmede osteoblast
olusumu izlenmezken, intramembrandz kemiklesmede osteoblastlarin bulundugu
gbzlemlenmistir (20). Suan i¢in etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olsa da
osteoblast farklilagmasinda ¢ok 6nemli rol {istlendigi diisliniilmektedir (6, 45).

Osteoblast farklilagmasinin bir sonraki basamagi ise osteosit veya kemik
ylizeyini doseyen hiicre olusumudur (Sekil 2.4). Olgun osteoblastlarin %10-20
arasinda bir kismi kemik matriks ile iligskilenerek osteosit formuna doniisiim

gostermektedir (46, 47).

b | ( U
'\ “ v
ne —/ Vger— ¥y Osteositler
W)
(W (Y] Xh"m
Mezenkimal N,
Kok hicre Preosteoblastlar Osteoblastlar —
——

Kemik ylzeyini
déseyen hucreler

Sekil 2.4. Osteoblastik-osteositik farklilagsmanin basamaklari

2.3.2.3. Osteositler

Osteositler; kemik matriks igerisinde yer alan, lakiinalar icine yerlesmis
osteoblastlarin matiir, metabolik olarak aktif olmayan formlaridir. Kemigin her
mm”’iinde 20.000-30.000 arasinda osteosit bulunmaktadir. Esas fonksiyonlar:
bilinmemekle birlikte her bir osteositten ¢ikan sitoplazmik uzantilar yardimiyla bir

ag olusturup, komsu osteositler ve periost ile iletisim kurmaktadirlar (6, 29). Bu
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baglantilar yoluyla olusan mekanik yiikkiin tasinmasinda rol oynadiklar
ongoriilmektedir.

Osteosit farklilasma mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamis olup,
metabolik aktivitenin azaldigi durumlarda intraselliiler osteoblastlarin organel
oraninda azalma olustugu ve sonucta osteositlerin ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.
Osteosit olusumu osteoblastlarin farklilagmasiyla gergeklesirken bunun tam tersi
doniisiimiin olabilecegi One siiriilse de suana dek gosterilememistir.

Osteositler kemigin mekanik yiiklere karst verdigi tepkide onemli bir rol
almaktadir. 1892 yilinda Wolfe tarafindan tanimlanan ve “Wolfe kanunu” olarak
bilinen bu kanunda mekanik yiik karsisinda kemigin geometrisinin ve hacminin
degistigi savunulmaktadir (48). Wolfe kanununa goére mekanik yiik artisi kemik
icerisinde yer alan sivinin kanallar sisteminden kagisina yol agarken bu kacis
mekanosensoriyel bir hiicre olan osteositleri uyarmakta ve osteositler tarafindan
biyokimyasal sinyalleri olusturan prostoglandin, nitr6z oksit gibi ikincil ara
maddelerin salinimina yol agmaktadir (6, 49-53). Bu sitokinlerde osteoprogenitor
hiicre gruplar iizerinden kemik remodelizasyon siirecini aktifleyip kemik hacminin
degismesine sebep olmaktadir.

Osteositlerin kemik remodelizasyon siireci ilizerine bir diger etkisinin ise
apopitoz yoluyla oldugu diisiiniilmektedir (53). Osteosit apopitozu; radyasyon,
ilerlemis yas, ovaryan hormon degisiklikleri yaninda azalmis veya cok fazla artmig
mekanik yiik ile yakin iligkilidir. Fizyolojik dozlar dahilindeki mekanik yiik kemik
remodelizasyonunu stimiile ederken, ylik oraninda asir1 artma veya azalma apopitozu

tetikleyerek kemik rezorbsiyonuna yol agmaktadir (44, 54).

2.3.2.4. Osteoklastlar

Kemik gelisimi, fraktiir onarimi ve kalsiyum hemostazi i¢in gerekli olan
kemik rezorbsiyonundan sorumlu hiicrelerdir (6). Cogunlukla endosteal ve periostal
yiizeylerde “Howship lakiinalar1” igerisinde bulunurlar. Yiizeylerinde kalsitonin
reseptorii icerirler (55). Kalsitonin, preosteoklast ile osteoklast iizerine olusturdugu
dogrudan etki ile kemik yikimini ve kalsiyumun salinimini azaltir (31).

Osteoklastlar hematopoetik mononiikleer/fagositik seri hiicrelerinden kdken

alirlar (Sekil 2.5A) (56-62). Bu sebeple prekiirsorleri kemik iligi dalak, akciger,
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periton ve kanda da bulunabilmektedir (56). Diferansiyasyon asamasinda “Makrofaj
koloni stimiile edici faktor (M-CSF)” major rolii oynar (63). Bu faktoriin baskilandigi
fare deneylerinde az sayida osteoklast olusumu izlenirken, osteopetrotik fareler elde
edilmigstir (64, 65). M-CSF disinda osteoklast farklilasmasinda tanimlanan birgok
farkli transkripsiyon faktorii (PU.1, c-fos) bulunmakla birlikte bunlarin baslicalart;
“Osteoklast diferansiasyon faktorii” ve “Osteoklastogenez inhibitor faktor™ dir.

Osteoklast diferansiasyon faktorii (ODF): Osteoprotegrin ligand olarakta
bilinir. TNF ailesinin bir iiyesidir. ODF’niin {iretimi 1a,25-dihidroksivitamin D3,
deksametazon, IL-1, PG-E, ve PTH tarafindan diizenlenir. M-CSF varliginda
osteoklast maturasyonu i¢in tek gerekli olan madde ODF diir (6, 66).

Osteoklastogenez inhibitor faktor (OCIF): Osteoprotegrin olarak bilinir.
(Coziinebilir bir reseptordiir ve stromal hiicreler tarafindan iretilir. ODF’ne yiiksek
afinite gosterir ve ODF’nii inaktive ederek etki saglar.

Kemik rezorbsiyonu osteoklastik aktivitenin bir sonucu olup kompleks
olaylar zinciri sonucunda olusmaktadir. Rezorbisyon esnasinda aktive olan bir
osteoklast baslica 4 morfolojik bolge icermektedir:

1)Bazal bolge: Howship lakiinasina en uzak bolgede yerlesir ve organellerin
biiylik kismi1 bu alan igerisinde yer alir.

2) “Ruffled border”: Kemik rezorbsiyonunda aktif rol oynayan bdlgedir.
Fircamsi uzantilar igerirken, rezorbsiyon alanlarinda sikca konfigiirasyon degisikligi
gosterirler.

3) “Clear” bolge: “Ruffled border”’1 ¢evreleyen alandir. Organel bulunmaz.
Cok sayida aktin mikroflamani igerir ve bu flamanlar aktin halkasinin olusumunda
rol oynar.

4)Vezikiiler bolge: Bazal bolge ile “Ruffled border” arasinda yer alir. Bol
miktarda endo ve egzositik vezikiil icerir. Lizozomal enzimlerin sentezini saglarken
yikim {irlinleri de bu bolge toplanmaktadir (Sekil 2.5B) (35).

Kemik rezorbsiyonu esnasinda oncelikle osteoklastlarin aktive olup ortama
gocli gerceklesirken takiben yapigsma, membran polarizasyonu, hidroksiapati
¢oziilmesi, organik matriks degradiasyonu, debrislerin uzaklastirilmasi ve hiicresel

inaktivasyon basamaklar1 ortaya c¢ikar. Bu siire¢ icerisinde osteoklastlarin nasil
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aktive olup gog ettikleri ise net olarak bilinmemekle birlikte hasarli alandan salinan

sitokinlerin bu agamada 6nemli rol oynadig1 dngoriilmektedir.

Myeloid

progenitor hiicre
M-CSF Bazal membran

Kemik Iligi / GM-CSF Vezikiiler bélge

Kan Monosit w}\%
K @ /Nﬁ 2
’,\n

Aktive

makrofajl makrofaj _AY ¥ _’ ;-
o B o
S s Clear zone R~
Kupffer hicresi Mlkrogha
karaciger beyin Ruffled border
Osteoklast Hlstlyoslt
kemik bag dokusu
A B

Sekil 2.5. Osteoklast farklilasmasi ve morfolojisi

A) Kemik iligi kaynakli progenitdr hiicrelerden osteoklast olusum semasi. B) Kemik rezorbsiyon
stirecindeki aktive bir osteoklastin morfolojik goriiniimii.

Osteoklastlar migrasyonu takiben rezorbe olacak alanin ¢evresinde kemik
matriksinden yogun bir bariyer olusturulur (“sealing zone”) ve bu bariyer diger
kisimlarin rezorbsiyonunu Onler. Bu alan olustuktan sonra osteoklast i¢inde yer alan
karbonik anhidraz enzimi yardimiyla karbondioksit ve su birleserek karbonik asit
olusumu gergeklestirilir. Olusan karbonik asit ise bir sonraki asamada H" ve HCO3
iyonlarina ayrilir. “Ruffled border’da yer alan proton pompalar: tarafindan ortama
saliman hidrojen iyonu ortamda asidik bir PH olusumuna yol agarken, asidik ortam
matriksin inorganik komponentinin ¢oziilmesine sebep olur. Ortaya ¢ikan iyonlar
osteoklast tarafindan rezorbe edilir ve ayn1 esnada organik komponentin yikilmasi
icin ortama hidrolaz ve metalloproteinazlar salinir. Organik komponent yikim
iriinleri de benzer sekilde endositoz ile osteoklast icerisine alinir ve yapi taglarina
ayrildiktan sonra komsu kapillerlere salinir (35, 67, 68).

Osteoklastlarin etkilerini bifosfonatlar, kalsitonin ve 0Ostrojen azaltirken,

paratiroid-tiroid hormonlar1 ve D vitamini arttirir (25, 27, 31, 37, 40). Ortalama
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yasam siireleri 3-4 hafta olan bu hiicrelerin apopitozunu uyaran baglica faktorler ise

ostrojen ve TGF-f3,’dir (40).

2.3.2.5. Kemik Yiizeyini Doseyen Hiicreler

Kemik yiizeyinde yer alan yassi, ince, uzun yapida hiicre tipleridir. Siklikla
aktif remodelizasyon veya sentez olan boélgelerde bulunmazlar. Genel goriis
osteoblastlarin inaktif bir sekli olduklar1 yoniindedir. Her ne kadar aktif osteoblasta
doniisebilecekleri diisiiniilse de suana dek bu ispatlanamamuistir (38, 69).

Kemik ile ekstraseliiler sivi kompartmani arasinda bariyer gorevi gordiikleri
ve yeni kemik olusumu ya da rezorbsiyonunun hangi bolgede gerceklesecegini

diizenledikleri tahmin edilmektedir (70).

2.3.3. Organik Matriks

Baslica kollajen, fosfoprotein ve proteoglikan gibi protein yapilarindan
olusur. Bu proteinler kemige 6zel olmamalarina ragmen bulunma oranlar1 ve
kalsiyumun birlikteligi nedeniyle rejenerasyon ve remodelizasyon asamasinda
onemli rol alirlar.

Kemik organik matriksinin %90’lik kismini major olarak osteoblastlardan
sentezlenen kollajen olusturmaktadir. Asil gorevi kemigin primer skafoldunu
olusturmak ve kemige esnekligini saglamak olan kollajenin kemik dokusunda
bulunan baskin formu; 2 adet alfa-1 ve 1 adet alfa-2 zincirinden olusan tip 1
yapisindadir. Tip 1 kollajen disinda kemik dokusu icerisinde az miktarda tip 5
kollajende yer almaktadir (6).

Kollajen sentezinin birinci basamagi ribozomlarda gergeklesir ve niikleusta
sentezlenen mRNA’nin translasyonu sonucunda pre-pro-kollajen sentezi olusur. Pre-
pro-kollajen yapist graniillii endoplazmik retikulum igerisinde prolil 4-hidroksilaz,
prolil 3-hidroksilaz ve lizil hidroksilaz tarafindan hidroksillenirken, enzimler
hidroksilasyon i¢in askorbik asit, Fe'?, a-ketoglutarat ve molekiiler oksijene ihtiyag
duyarlar. Onciil proteinlerin hidroksillenmesi sonrasinda sitozole salmim olusur ve
burada glikozilasyon asamasi gerceklesir. Glikolizasyonu takiben sitozol icerisinde 3
tane alfa zincirinin birlesmesi sonucunda prokollajen formuna donen proteinler {i¢li

heliks seklinde ekstraseliiler alana salinirlar. Ekstraseliiler bolgede ilk asamada N ve
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C uclarindaki spesifik protein yapilar1 kesilerek tropokollajen formunu alirlar. Bu
tropokollajenlerin igerisinde yer alan lizinler arasinda capraz baglarin kurulmasi
sonucunda da olgun kollajen yapisi ortaya ¢ikar.

Kemigin organik matriksinin igerisinde kollajen disinda en az 7 farkh
nonkollajen fosfoprotein bulunmaktadir. Bu nonkollajenoz fosfoproteinlerin rolii tam
olarak bilinmese de bircok farkli goriis mevcuttur. In vitro mineralizasyon
calismalarinda kollajen, ALP, osteonektin ve osteopontin ekspresyonunun
mineralizasyon Oncesinde artis gosterirken, kemik sialoprotein ekspresyonunun ayni
anda, osteokalsin ekspresyonunun ise mineralizasyon sonrasinda gerceklestigi ortaya
koyulmustur (71-73).

Nonkollajenéz  fosfoproteinlerden ALP;  osteoprogenitér  hiicrelerin
migrasyonu, adezyonu ve diferansiasyonunda rol oynamasinin yaninda ekstraselliiler
matriksin mineralizasyonunda da gorev yaptigi saptanmistir (74). Bir baska
fosfoprotein olan Osteonektinin ise kalsiyum ve tip 1 kollajen baglayict 6zelligi
mevcut olup kalsiyum “turnover’1, kemik mineralizasyonu ve remodelizasyonunda
onemli gorev oynadigi disiintilmektedir (73, 75). Osteopontin de osteonektine
benzer sekilde kalsiyum baglayici 6zellige sahip olmasina ragmen mineralizasyonda
gorevli oldugu diisiinlilmemektedir. Bunun baslica nedeni ise farelerde yapilan
caligmalarda osteopontin eksikligi bulunmasi durumunda kemik mineralizasyon
defektinin ortaya ¢ikmamis olmasidir (76, 77).

Kemik sialoproteini ise osteopontine ¢ok benzer fakat ondan farkli olarak
oncelikle osteoblast, osteosit gibi kemik hiicrelerinde eksprese edilmektedir (78). Bu
nedenle kemik sialoproteini kemik disinda ektopik odaklarda izlenmez. Tam olarak
gorevi bilinmemekle birlikte hiicre adezyonunda gorev aldigi diisiiniilmektedir (6,
73).

Osteokalsin, Kemik Gla proteini olarakta bilinen baslica olgun
osteoblastlardan sentezlenen ve bu agsamada K vitaminine ihtiya¢ goOsteren bir
ekstraselliiler matriks proteinidir. Bu molekiil kalsiyum ve diger minerallere yiiksek
afinite gosterirken, kemik “turnover’’inda 6nemli rol oynar. Eksikliginde farelerde
osteopetrozis olusumu gozlemlenmistir (79, 80).

Bunlarin diginda ekstraseliiler matriks igerisinde bol miktarda proteoglikan da

icermektedir. Bu molekiiller matriks organizasonunda gorevlidirler. Biglican; en gok
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bulunan proteoglikan olup hidroksiapati kristalleri olusumunda diisiikk dozlarda

aktive edici, yiikksek dozlarda ise inhibe edici bir etki olusturur (81).

2.4. Kemik Embriyolojisi

Kemik olusumu enkondral ve intramembrandz olmak iizere iki sekilde

gerceklesir.

2.4.1. Enkondral Kemiklesme

Enkondral kemiklesme primer ve sekonder ossifikasyon merkezlerinin
olusmas1 sonrasinda, hyalin kartilaj dokusunun kemik dokuya doniistimii yoluyla
gerceklesmektedir. Uzun ve kisa kemiklerdeki ossifikasyon bu tipte kemiklesmeye

ornektir (Sekil 2.6).

2.4.1.1. Primer Ossifikasyon Merkezi

Primer ossifikasyon merkezi olusumunda birinci basamak progenitor
hiicrelerin kondroblastlar yoniinde farklilasmasi ve kikirdak catinin olusumudur.
Kikirdak catinin diyafiz ile uyumlu bolgesinde yer alan perikondriyuma dogru
zamanla gelisen vaskiilarite i¢ tabakada bulunan progenitor hiicrelerin osteoblastlara
farklilagsmasina yol agar. Ortaya ¢ikmaya baglayan osteoblastlar subperikondriyal
alanda kemik matriks sentezine baglarken bu matriks kondrositlerin yiizeyini kaplar.
Kemik matriks nedeniyle beslenmesi bozulan kondrositlerde sirasiyla hipertrofi ve
olim gergeklesir. Periosteumda yer alan bir diger hiicre grubu olan osteoklastlar ise
bu esnada aktiflenerek yeni olusan kemik tizerinde vaskiiler yapilarin igeri girigine
imkan taniyan foraminalari acarlar. Periosteumdaki kan damarlari bu deliklerden
gecerek, osteoprogenitoér ve hematopoetik hiicreleri igeriye dogru tasinmasina imkan
tanirlar. Kan akimi sonucunda ortama gelen kalsiyum ve fosfor iyonlar1 ise alkalen
fosfataz araciligryla birleserek kikirdak matrikse ¢coker ve diyafizde bir kemiklesme
merkezi ortaya ¢ikar. Bu siirecin devaminda kikirdak modelin ortasinda birbirleriyle
devamlilik gosteren bos kavitelerin olusumu gozlemlenirken, bu kavitelere ileriki
donemde kemik iligi yerlesim gdsterecektir. Bu olaylar zinciri diyafizde ortaya ¢ikan
primer ossifikasyon merkezinin epifiz disinda kalan kemik dokuyu olusturmasiyla

sonlanir (Sekil 2.6).
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2.4.1.2. Sekonder Ossifikasyon Merkezi

Primer ossifikasyon merkezinden baglayan enkondral kemiklesme epifizlere
yaklasinca, epifizin i¢cinde sekonder ossifikasyon merkezi ortaya ¢ikar ve bu odak
baslica epifiz bolgesinin ossifikasyonundan sorumludur. Primer ossifikasyon
merkezinin yani sira sekonder ossifikasyon merkezinde de kemiklesme baslamasina
ragmen her iki odak arasinda kemiklesmeye ugramayan bir kikirdak dokusu kalir ve
epifiz plagi olarak adlandirilir. Kemiklesme siirdiigi miiddetce epifiz plaginin
diyafize bakan kisminda yer alan kondroblastlar ¢ogalarak yeni kikirdak yapimini
saglarken, bu kikirdakta devamli olarak kemik dokusuna doniisiim gdosterir. Bu siire¢
biliylimenin sonlanip epifiz plaginin ossifikasyonu asamasia kadar devam ederek

kemiklerin boyuna biiyiimesini saglar.

Sekil 2.6. Enkondral kemiklesme

A) Hyalin kikirdak yapisindaki ¢atinin olusumu. B) Diyafiz bolgesindeki perikondriyumda yer olan
progenitor hiicrelerin osteoblasta farklilasmasi ve primer ossifikasyon merkezinin olusumu. C)
Sekonder ossifikasyon merkezinin olusumu. D) Primer ve sekonder ossifikasyon merkezi arasinda
kalan epifiz plaginin goriinlimii. E) Epifiz plagindaki kondrositlerin ¢ogalarak kemigin boyuna
biiyiimesini saglamasi (Gartner L.P., James L.H. Color Atlas of Histology, 3"ed. Lippincott Williams
& Wilkins, Philadelphia, Chapter 4, page 73, 2000).

2.4.2. intramembranoz Kemiklesme

Intramembrandz kemiklesme embriyonik hayatin 8. haftasinda baslar ve
vaskiileriteden zengin mezenkimal doku igerisinde olusur (6). Bu kemiklesme tipinde

mezenkimal dokunun direkt osteoblasta farklilasmasi ve osteoid liretimi izlenir.
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Kalsifikasyonu takiben osteoblastlar osteosite donerken, kalsifiye olmayan g¢evre
mezenkim ise periost ve endosteuma doniisiim gosterir. Kraniyal kemikler gibi yassi
kemikler ve uzun kemiklerin enine biiyiimeleri bu kemiklesme tipine Ornek

olustururlar (73).

2.5. Kemigin Vaskiilaritesi

Kemik dokusunun dolasimi ii¢ adet farkli, fakat birbiri ile anastomozlarla
yakin iligkisi olan sistemler tarafindan saglamaktadir (1). Bunlardan medullar sistem;
nutrient arterden koken alip diyafiz bolgesinin beslenmesinden sorumlu kismi
olustururken, metafizyel sistem; metafiz bolgesindeki kanselloz kemik yapilarinin
dolasimini, periostal sistem ise kemigin dis kortikal dolasimdan sorumlu sistemi
olusturmaktadir. Bu ii¢ vaskiiler agin birbirleriyle olan yakin iligkileri sebebiyle
herhangi birinde hasarlanma olmasi durumunda saglam kalan sistem baskin hale

gecmektedir.

2.6. Kemik Tyilesmesi

Kemik iyilesmesi mekanizmasi halen tam olarak agiklanamayan kompleks
biyolojik olaylar sonucunda gerceklesmektedir. lyilesme siireci kirigin olusmasini
takiben baslarken oncelikli amag¢ fonksiyonel olarak optimal sonuca ulasilmasidir.
Bu siirecte gerek intraselliller gerekse ekstraselliiller sistemler gorev alir ve
iyilesmenin derecesi; kemik doku hasari, kemik iligi, periost ve ¢evre yumusak
dokunun yaninda biiylime faktorleri, vaskiilarite, oksijenizasyon, PH, hormonlar,
elektriksel yogunluk ve mekanik stabilite gibi bircok farkli faktore bagimlidir.
Kemik iyilesmesi siirecinde skar olugsmayip iyilegsmenin rejenerasyonla sonuglanmasi
ise kemik dokunun iyilesme sonrasinda normal aktivitesini tekrar kazanabilmesine
imkan tanir (6).

Kirik iyilesmesi primer (direk) ve sekonder (indirekt) olarak iki sekilde
olabilir (6, 22). Primer iyilesme cok kiiclik defektlerin iyilesmesi ile rijit fiksasyon
uygulanan durumlarda izlenirken, diger tim kirik iyilesmeleri sekonder formda

olmaktadir.
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2.6.1. Primer Kemik Iyilesmesi

Primer kemik 1iyilesmesi siklikla kraniyofasiyal fraktiirlerin onarimi
sonrasinda izlenir. Primer kemik iyilesmesi sirasinda eksternal kallus formasyonu
izlenmezken, kikirdak gozlenmesi yetersiz fiksasyonun ve sekonder kemik
iyilesmesinin bagladiginin bir gdostergesi olarak kabul edilir. Bu tip iyilesmede ¢ok az
hatta hi¢ denebilecek boyutta hematom olusumu izlenmesinin yaninda inflamasyon
orta derecededir.

Basarili bir primer kemik iyilesmesi i¢in 4 ana prensibin birlikteligi
onerilirken bu prensipler sunlardir (82, 83);

1. Anatomik rediiksiyon

2. Rijid internal fiksasyon

3. Atravmatik cerrahi teknik

4. Erken, agrisiz, aktif hareket

Primer kemik iyilesme siirecinde ilk basamak canli ve nekrotik kemik
segmentleri arasinda yer alan osteoklast aktivasyonudur. Osteoklastlar kesici koniler
olusturarak Havers kanallarindan gecip kemik matriks rezorbsiyonuna baslarlar (84).
Kesici konilerin 6n kisminda osteoklastlar bulunurken arka kisimlarinda ise kemik
iiretiminden sorumlu osteoblastlar yerlesim gosterirler. Basta osteoklastlarin
olusturdugu bu kesici konilerin ilerlemesi sonucunda arkada vaskiiler yapilar iceren
osteonlarin olusumu gergeklesir. Bu esnada olusan kemik dokusu oncelikli olarak
immatiir bir karakter sergilerken, matiirasyonu i¢in birkag aya gereksinim
gostermektedir.

Periost osteoprogenitor hiicreler icermesi sebebiyle primer kemik
iyilesmesinde cok Onemli bir role sahiptir. Normal sartlar altinda teorik olarak
periostal kokenli intramembrandéz kemiklesme kemik ¢apinin yarisina kadar
ulagabilirken pratikte kontaminasyon, yaralanma tipi gibi etkenlerden dolay1 katki
daha siirli olmaktadir (6, 84).

Kompresyon plaklartyla onarim uygulanan durumlarda ise en Onemli
dezavantajlarin basinda periostun serbestlestirilmesi gelmektedir. Yapilan bu
diseksiyon ile periostal kan akimi kesilmis olurken, preosteoblast havuzuda ortamdan
uzaklagmaktadir. Bu sebepten dolayr kompresyon plaklari ile onarim uygulanan

kiriklardaki primer iyilesme, sekonder iyilesmeye kiyasla daha ge¢ olmaktadir.

20



2.6.2. Sekonder Kemik Tyilesmesi

Rijit fiksasyon veya ¢ok kiiciik kemik defektleri gibi primer iyilesme tablolar1
disinda kemik dokudaki tiim kiriklarda ortaya cikan iyilesme sekonder yapidadir.
Sekonder kemik iyilesmesi 3 faz altinda incelenir;

1. Inflamatuar evre

2. Tamir evresi

3. Remodelizasyon evresi

2.6.2.1. inflamatuar Evre

Inflamatuar evre; kemik travmasini takiben olusan ve hematomun organize
olmasiyla son bulan, 1-4 giin arasi siiren kemik iyilesme siirecinin birinci evresini
olusturur. Travmay1 takiben kirik olusumu beraberinde matrikste hasarlanma,
hiicrelerde nekroz, periost ve endosteumda laserasyonlarin olusumuna ve kirik
uclarinin yer degistirmesine yol acar. Hasarlanan periost ve ¢evre yumusak
dokularda olusan yaralanma nedeniyle vaskiiler biitiinliikkte bozulma gerceklesir.
Vaskiiler yapida ortaya ¢ikan bu hasarlanma komsu Haversiyen sistemler arasinda
anastomozun ¢ok yogun olmamasi sebebiyle osteositlere giden kan akiminin
bozulmasina yol acarak osteositlerin piknotik bir hal alip, lizis olusumuna ve geride
bos lakiinalarin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Diger taraftan vaskiiler hasarlanma
kirik bolgesinde kan ve lenf birikimi olusturarak hematom gelisimine yol acar.
Yaralanma sonrasinda 48 saat igerisinde hematom alani organize bir hal alip
fibrinden zengin bir yapiya doner. Bu yap1 stabilizasyon saglarken igerdigi farkli
hiicrelerden (basta trombosit olmak {izere) salgilanan biiylime faktorleri yardimiyla
da iyilesme siireci {lizerine diizenleyici etki gosterir (85). Hematom kirik
iyilesmesinde onemli bir asama olup kirik uglarini bir arada tutarken, agik kiriklarda
hematomun disariya disloke olmasiyla iyilesme gecikmektedir.

Kirik olusumunu takiben erken donemde adrenalin desarjina bagli ¢cevredeki
vaskiiler odaklarda vazokonstriiksiyon izlenirken, ilerleyen donemde mast hiicre
artist ve histamin salmimma baglhh vazodilatatuar evre olusmaya baslar.
Vazodilatasyon ilk 24 saat igerisinde 0dem olusumuna yol agarken, polimorf
cekirdekli 16kositler, monosit ve lenfositleri iceren akut inflamasyon hiicreleri, bu

bolgeye dogru go¢ etmeye baslar. Ortama gelen inflamatuar hiicreler ise

21



salgiladiklar1 IL-1, IL-6, TGF-o ve PDGF gibi sitokinler vasitasiyla iyilesme

stirecinin biyokimyasal yolaklarinin olusumunda rol oynarlar (30).

2.6.2.2. Tamir Evresi

Kirik iyilesmesinin en 6nemli basamagi olup 2. giin baslayip 40. giine kadar
devam etmektedir. Bu evrede primer kallus yapisinin olusumu ve bunun kemik
dokuya donilisiimii gozlemlenirken siireg; kimyasal, mekanik ve elektriksel
faktorlerin bir biitlin halinde etkilesimi sonucunda gergeklesmektedir.

Tamir evresi hematomun organize olmasiyla baslar ve asil iyilesme donemini
olusturur. Bu asamada lokal uyaranlara cevap veren periostal ve endosteal bolgede
yer alan progenitor hiicreler fibroblast, osteoblast, kondroblast olusturmak iizere
farklilasir ve olugsmus olan hemotomu organize etmeye baslarlar. Tamir evresinde
hiicrelerin aktivasyonu i¢in travma bolgesindeki elektriksel akimin 6nemli bir yer
tuttugu distlnilirken, akimin kirik alaninda 2-3 hafta icinde diisiis gosterdigi
saptanmistir  (85). Progenitér hiicrelerin  farklilagsmasiyla ve hematomun
organizasyonu ile olusan yumusak graniilasyon dokusu bu siirecte kirik bolgesinde
bir miktar stabilite olusumuna imkan tanir (37, 70). Graniilasyon dokusunda yerlesim
gosteren fibroblastlar kollajen sentezini saglarken, kondroblastlar kollajen ve
glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoid sentezini gergeklestirirler (85).

Tamir evresinin 2-3. giiniinde kirik alanina dogru anjiyogenez olugmaya
baslar. Anjiyogenez inflamatuar evrede ortama go¢ eden basta makrofaj olmak iizere
farkli inflamatuar hiicrelerden saliman TNF-a, VEGF, FGF-2, EGF gibi biiylime
faktorlerinin g¢evredeki endotel hiicrelerini uyarmasiyla olugmaktadir. Erken
donemde vaskiilaritenin asil kaynagini periost ve ¢evre yumusak doku olusturmakta
iken iyilesmenin ilerleyen evrelerinde nutrient arterin etkisi 6n plana ¢ikar.
Anjiogenez her ne kadar erken evreden itibaren olusmaya bagslasa da osteojenik
hiicre ¢ogalmasina paralel seyredememekte ve daha yavas gelismektedir. Bu yiizden
anjiogenezin fazla oldugu kemige yakin bolgelerde progenitdr hiicrelerde osteoblast
yoniinde farklilasma izlenirken, kirigin u¢ kisimlarina yakin bolgelerde ise
kondroblast olusumu 6n planda olup kikirdak doku olusumu izlenir. Bu asamada
periost altinda osteojenik hiicre yogunlugu, altinda kikirdak doku, endosteum

komgulugunda ise yine osteojenik aktivite artist ve immatir kemik olusumu
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gozlemlenir. Zamanla her iki kirik parcasmnin ucunda olusan kikirdak dokusu
birleserek dis kallusu olustururken, buna paralel sekilde endosteum komsulugunda da
i¢ kallus olusumu gerceklesir. Primer kallus (yumusak kallus) adi verilen bu yap1
kirik sonrasinda ortalama 7-12. giinlerde ortaya ¢ikar ve baslica kikirdak, immatiir
kemik, fibr6z doku, osteoid ile yeni olusan az miktarda vaskiiler yapilar1 igerir (35).

Kirik hatlar1 primer kallus yapisiyla baglaninca kallus yapist olgunlasarak sert
kallusa (sekonder kallus) doniisiir. Primer kallus yapisinin sekonder forma
doniismesi agamasinda en Onemli basamagi vaskiilaritenin gelisimi olusturmakta
iken, anjiyogenezin kallus igerisine ilerlemesi ¢okta kolay olmamaktadir. Ciinkii
gerek damar endotelinin igerdigi sialik asit, gerekse kikirdak dokunun yapisinda
bulunan proteoglikanlar negatif yiikliidiir ve zit kutuplarin birbirine olan itme giicii
anjiogenezin kikirdak doku igerisine dogru ilerlemesinin Oniinde biiyiikk bir engel
olusturmaya baglar. Kalsiyum bu asamada 6nemli rol oynar ve ortamdaki negatif
yiikii pozitife cevirerek anjiogenezin kikirdak doku igerisine ilerlemesine imkan
tanir. Sonug olarak sekonder kallus gelisebilmesi i¢in vaskiilarite, bunun olusumu
icinse osteoidin mineralizasyonu (kalsifikasyonu) gerekmektedir.

Osteoidin mineralizasyonu osteoblastlarin, tropokollajen salgilamasiyla
baglar. Tropokollajen kollajene polimerize olurken kollajen lifleri iizerine kalsiyum
hidroksiapati kristalleri ¢oker ve mineralizasyon gerceklesir. Kalsiyum hidroksiapati
kristallerinin kollajen ¢at1 iizerine ¢okmesine yonelik ortak teori ise osteoid
icerisinde yer alan matriks vezikiillerine dayanmaktadir. Bu teoriye gore matriks
vezikiilleri, osteoblast ve kondrosit kokenli olup yiiksek konsantrasyonda kalsiyum,
fosfat, cAMP, ATP, ATPaz, kalsiyum baglayicit protein, ALP, pirofosfataz ve
fosfoserin igerirler. Vezikiil i¢ine aliman iyon konsantrasyonu arttiginda,
kristalizasyon ortaya ¢ikmaya baslar ve biiyliyen kalsiyum hidroksiapatit parcalar
vezikiilii patlatir. Pirofosfataz enzimi, ortamda bulunan kalsifikasyonu Onleyen
pirofosfatlar1  parcalarken, ALP ise fosfat esterlerinden fosfat iyonunu
serbestlestirerip kalsiyumun ¢okmesini saglayarak bu siirece katkida bulunmaktadir
(35). Kalsifiye doku icinde kalan kondrositler ise diflizyonla beslendiginden bu
asamada Olir ve bulunduklar1 yerde lakiinalar meydana gelir. Kondroklastik
faaliyetle bu bolgelerin rezorbsiyonu artarken lakiinalar genisler ve bu bosluklara

vaskiiler yapilar ile kemik hiicreleri girmeye baslar.
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2.6.2.3. Remodelizasyon Evresi

Kemik iyilesmesinde en uzun asamayi olusturur (25-100 giin). Daha ¢ok
immatiir formda olan kemik yapisinin lamellar kemik sekline donme siirecidir. Bu
asamada osteoklastik aktivite sayesinde sert kallus dokusu rezorbe olurken
osteblastik aktiviteyle de matiir kemik olusturulur (86). Klinik olarak remodelizasyon

doneminde agr1 ortadan kalkar ve normal fiziksel aktivite izlenebilir.

2.7. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kirik iyilesmesinde rol oynayan etkenler baslica lokal ve sistemik faktorler

olarak iki grup altinda incelenir.

2.7.1. Lokal Faktorler

Iyilesme siirecinde rol oynayan lokal faktdrlere Ornek olarak travmanin
derecesi, kirik uglarinin birbirine gore konumu, kirik alaninin vaskiilaritesi, kirilan
kemigin tiirl, kirik ¢izgisinin 6zelligi, cilt ve yumusak doku yaralanmasi, periost
hasari, kan akimi, enfeksiyon, elektrik yiikii, molekiiler etkilesimler ve denervasyon

gibi ¢ok fazla degisken sayilabilir (85).

2.7.1.1. Anjiyogenez

Anjiyogenez ile kemik iyilesmesi arasindaki iliski uzun yillar boyunca
izerinde c¢alisilmis bir konu olup arastirmalarin temelinde osteositlerin canliligin
stirdiirebilmesi i¢in nurtrient damarlara 0,1 pm mesafeden daha yakin olma
gereksinimi ve kemik grefti i¢inde yer alan osteositlerin yasayabilirliginin konuldugu
alandaki vaskiiler yatakla yakin iligkili olmas1 yatmaktadir (87). Fare deneylerinde
epifiz biiyiime plaklarinda anjiogenezin inhibe edildigi durumlarda ossifikasyonun
hasarlanmasi, radyoterapinin kemik iyilesmesi iizerine olumsuz etkileri ve
radyoterapi almis dokularda anjiogenezin stimiile edilmesi sonucunda osteogenezin
yogun olarak izlenmesi ise anjiogenez ile osteogenez arasindaki yakin iliskiyi ortaya
koymaktadir (88).

Kemik iyilesmesi esnasinda anjiyogenez olusumunda temel rolii VEGF ve
FGF-2 oynamaktadir. VEGF dimerik yapida bir heparin baglayici glikoprotein olup,
anjiogenez gelisen dokularda yogun sekilde bulunmaktadir (89). 7 farkli tipi
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tanimlanan VEGF’niin en ¢ok aragtirilan ve baskin formu VEGF-A olup etkisini
hiicre yiizeyinde yer alan iki adet VEGF-R1 ve VEGF-R2 isimli tirozin kinaz
reseptorii lizerinden gostermektedir (90, 91).

VEGF’ niin farkli stimiilatorleri bulunmakla beraber en potent stimiitatorii
transient hipoksidir (92, 93). Hipoksi durumunda ¢ok sayida hiicre igerisinde bulunan
bir transkripsiyon faktorii olan “hypoxia-inducible factor” (HIF) aktiflenir ve buda
VEGF seviyelerinde artiga yol acar (94). HIF; alfa ve beta alt unitelerinden olusan
heterodimerik yapida bir proteindir. HIFa, insanda 3 ayri izoforma sahip olup
iizerinde en ¢ok durulan tipi ise HIF-1a’dir. Hipoksi olusmasi durumunda HIF-1a
niikleusa dogru yer degistirerek HIF-1f ile birlesir ve aktive, dimerik bir form
olusturur. Olusan bu transkripsiyon faktorii ise niikleus igerisinde DNA’ya
baglanarak VEGF ekspresyonunda artisa yol agmaktadir (95). HIF’lerin niikleus
izerinde aktive ettikleri genler VEGF artis1 disinda eritropoez, demir metabolizmast,
anaerobik metabolizma, sitrik asit sikliisunun inhibisyonu, hiicre proliferasyonu ve
apopitoz lizerine de etki gostermektedir (96).

VEGF’nilin fizyolojik etkileri; vaskiiler gecirgenligi arttirma, anjiogenez
stirecinde rol alan enzimleri aktive etme, inflamatuar siiregte regiilator rol oynama ve
endotelyal hiicre adezyonu ile migrasyonu olarak bilinmektedir (91, 97). VEGF niin
kemik iyilesmesi siirecine etkisi ise sadece vaskiilarite artis1 ile sinirli kalmayip
osteoblastik aktivite {izerine yapilan c¢alismalarda, VEGF’niin osteoblastlarin
kemotaksisini ve proliferasyonunu uyardigi ortaya konulurken, osteoblastlarin
apopitozunuda baskiladigi one siiriilmektedir (11, 12). Bunun disinda VEGF
osteoklast aktivitesi ve kemotaksisini de stimiile etmektedir (98).

VEGF’niin enkondral tipte osteogenez iizerine etkilerine yonelik ¢dziinebilir
reseptor kullanilarak fareler lizerinde yapilan caligmalarda, anjiogenezin inhibe
oldugu ve trabekiiler kemik olusumunun daha fazla olustugu gozlenmistir (6).
Carlevar ve arkadaglarinin gerceklestirdigi ve VEGF antikorlar1 uyguladiklart bir
baska c¢alismada da benzer sekilde deney gruplarinda enkondral kemiklesme
esnasinda ciddi defektlerin olustugu saptanmistir (99). Enkondral kemiklesme
disinda VEGF’niin membrandz tipte kemik iyilesmesi iizerine etkileri konusunda ise
daha az bilgi bulunmaktadir. Saadeh ve arkadaslarinin bu yonde yapmis olduklar

calismalarda sican mandibula iyilesmesi esnasinda yiiksek miktarda VEGF
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ekspresyonu izlenirken, bunun iyilegsmenin bir pargasi oldugu savunulmustur (100,
101).

Anjiogenez esnasinda kritik rol oynayan bir diger bliylime faktorii ise FGF-
2’dir. VEGF’ne benzer sekilde bir heparin baglayict biiylime faktorii olan FGF-2;
endotelial hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve yeni damar olugsumunun 6nemli bir
stimiilatoridir (102, 103). Distraksiyon osteogenez siireci iizerinde yapilan
caligmalar sonucunda osteoblastlardan salinan ve matriks igerisinde prolifere olan
kondrositlere yakin bdlgelerde yerlesim gosteren FGF-2’nin osseoz rejenerasyon
esnasinda anjiogenezin 6nemli bir regiilatorii oldugu ortaya konulmustur (104-106).
Anjiyogenez olusum siirecinin temelinde rol alan bu iki bliyltime faktorlerinin etkileri
ise birbirileri ile yakin iligkilidir ve osteoblastlar dahil bir¢ok hiicre serisinde VEGF
ekspresyonu FGF-2 ile regiile edilmektedir (100, 107-108).

2.7.1.2. Molekiiler Etkenler

Iyilesme esnasinda anjiogenezi tetikleyen biiyiime faktorleri disinda
inflamatuar hiicrelerin gocli, farklilasmasi, proliferasyonu ile kallus ve kemik
olusumu sirasinda tetik c¢ekici rol {istlenen bazi mikromolekiillerde etkin rol
oynamaktadir. Bu molekiillerin baglicalar;

- Kemik morfogenetik proteinler (BMP)

- Transforme edici biiylime faktorleri (TGF)

- Platelet derive biiyiime faktorleri (PDGF)

- Fibroblast biiylime faktorleridir (FGF)

Kemik Morfogenetik Proteinler (BMP): TGF-J ailesinin bir liyesidir (109).
15 farkli izoformu tanimlanmis ve bu formlar 3 ana alt grup altinda
siiflandirilmistir. BMP’ler sinyal peptiti iceren genis molekiiller olarak salinir ve
etkilerini hiicre ylizeyinde yer alan serin treonin kinaz reseptorleri (IA, IB, II)
izerinden gosterirler (110, 111). Aktive olan reseptor ise hiicre ici SMAD yolaklarini
kullanarak niikleus iizerinde transkripsiyonel faktorlerin tetiklenmesine yol agar.

BMP’ler kemik gelisimi ve kirik iyilesmesinin bir¢ok asamasinda gorev
alirlar. Baslica osteoblastlarin  ve osteoblast Onciilerinin mitogenezini ve
kemotaksisini stimiile ederken progenitdr hiicrelerin kemik ve kartilaja donligmesine

yol agabilmektedirler (112-116).
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Kirik iyilesmesi esnasinda BMP’ler 3. gilinde ortaya g¢ikmaya baslar, 2.
haftada yogun olarak bulunur ve 3. haftada miktarlarinda azalma izlenir. Aslinda
iyilesme esnasinda BMP’lerin alt tiplerinin goriilme zamanlar1 farklilik
gostermektedir. Sican mandibulas: tizerinde yapilan bir ¢aligmada kirik olusmast
sonras1 erken donemde BMP-7 yiiksekligi gosterilirken, iyilesme esnasinda miktarin
diizenli sekilde diisme egiliminde oldugu saptanmistir (117). Buna karsin BMP 2 ve
4 seviyelerinin ise erken donemde daha diisiik oldugu, 1. haftadan sonra artma
yoniinde degisim gosterdigi gdzlenmistir.

BMP’lerin kemik iyilesmesi lizerine olusturduklart bu pozitif etki sebebiyle
insan BMP’lerinin rekombinant formlar: iiretilmis, deneysel ve klinik ¢aligmalarda
kullanilarak iyilesmeyi stimiile ettigi ortaya koyulmustur (118-125).

TGF-B: 3 farkli izoformu bulunmaktadir. Uzerinde en yogun calisilan tipi
TGF-B; olup kemik iyilesmesi sirasinda osteoblast kemotaksisi ve Onciilerinin
proliferasyonunda gorev almaktadir (126). Osteoklastlar iizerinde inhibe edici etki
gosterirken hiicrenin integrin reseptorlerini uyarmak yoluyla hiicre dist matriks
bilesenlerinden olan kollajen, fibronektin ve proteoglikanlarin olusumunu artirir. Bag
dokusunda hasara yol acan proteolitik enzimleri baskilar ve graniilasyon dokusu
olusumuna pozitif yonde etki eder.

FGF: 9 farkli izoformu mevcuttur. FGF-1 baglica beyin ve retinada
bulunurken, kemik iyilesmesi ve gelisimi siirecinde aktif rol oynayan tipi FGF-2’dir
(127-129). Diger formlar ise embriyolojik hayatta aktif rol iistlenmektedir. Bu
molekiiliin eksik oldugu durumlarda kemik hacmi ve olusumunda hasarlanmalarin
olustugu saptanmistir (130). Osteoblast kiiltiirleri {izerine yapilan in vitro
caligmalarda ~FGF  stimiilasyonunun  hiicresel  proliferasyonu  arttirdigi
gozlemlenmistir (131-134). Buna ek olarak FGF, osteoblast proliferasyon artigina
bagli kollajen miktarinda da artisa yol acabilmektedir (132).

PDGF: Baglica trombositlerden koken alan, inflamatuar reaksiyonlarin
diizenlenmesi, hiicresel proliferasyon ve kemotaksis esnasinda aktif rol oynayan bir
bliylime fatoriidiir. Dimerik molekiiller olup A ve B polipeptid zincirinden
olusmaktadir. Osteoblastlarda baslica homodimerik PDGF-AA formu bulunmaktadir

(135). Osteoblastlarin kemotaksisini, proliferasyonunu arttirirken, diferansiasyonu
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azaltir (136-138). Kollajen sentezini stimiile ederken ayni esnada kollajenaz

aktivitesini artirarak kollajenin yikiminida tetiklemektedir (139, 140).

2.7.2. Genel Faktorler

Genel faktorler kisinin komorbidite durumlarindan, kullandigi medikal
tedavilere kadar ¢ok genis bir yelpaze dahilinde yer almaktadir.

Kirik iyilesmesinde yasin etkisi 6zellikle periost sebebiyle dnem gdsterir.
Geng yaglarda periost matiiritesi tamamlanmamis olmasi nedeniyle mezenkimal
hiicre farklilagsmasi daha hzli sekilde olurken, periost matiiritesini tamamladiktan
sonraki donemde yasin iyilesme iizerine ¢ok ciddi etkisi olmamaktadir (6, 141).

Yasin yani sira diyabet, anemi, tiiberkiiloz, rasitizm gibi kronik hastaliklarda
kirik iyilesmesi {lizerine negatif etki yaratmaktadir. Kronik hastaliklara bagh
inflamatuar silire¢ kalsiyum tuzlarinin ¢oziinmesini etkilerken, artan 16kositlerin
proteolitik enzimleri ise matriksin bozulmasina neden olmakta ve osteoid olusumunu
engellemektedir. Bu nedenlerle inflamatuar sistemik hastaliklar kemiklesmede
azalma ve osteoporoz egiliminde artisa yol agmaktadir.

Hormonlar, kemik iyilesme siireci iizerine etki gosteren bir diger sistemik
faktordiir. PTH nun, osteoklast sayisini artirict ve osteolizi hizlandiric1 etkileri
nedeniyle kemik kaybina ve kirik iyilesmesinin yavaslamasina yol agarken, PTH’ nun
antagonisti olan kalsitonin kompakt ve trabekiiler kemik yapimini artirmaktadir.
Kalsitonin dozu ve yeni kemik olusumu arasinda dogru orant1 bulunmakla birlikte
iyilesmeyi olumlu yonde etkileme mekanizmasi heniiz agiklanamamustir.

Kortikosteroidlerin osteoblast prekiirsorlerinin osteoblastlara doniistimiini
engellemesinin yani sira tamir i¢in gerekli olan kemik matriks sentezini yavaglatarak
kemik iyilesmesini olumsuz etkiledigi diigiiniilmektedir. Steroidler bunlar disinda
FGF, EGF ve PDGF {izerine antagonist etki yaparak kirik iyilesmesini negatif yonde
etkilerler. Bunlar disinda kalan biiylime hormonu, tiroid hormonlari, dstrojen, insiilin
ve anabolizan hormonlarin ise kemik iyilesmesini stimiile ettigi bildirilmektedir
(142-144).

Kisinin malniitrisyon tablosu ve vitamin diizeyleri de kemik iyilesmesi
esnasinda aktif rol oynar. A vitamini normal dozda mezankimal hiicre farklilagmasini

uyararak kirik iyilesmesini stimiile ederken eksikliginde osteoblast diizenlenmesinde
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ve osteoklast aktivitesinde bozulma olur ve kemik olusumu hasarlanmaya ugrar. A
vitamini fazlaliginda ise kikirdak dokuda erozyon meydana gelirken, osteoklastlara
farklilasma artar ve iyilesme gecikir. C vitamini, kollajen sentezinde rol almasi
sebebiyle dolayli yoldan olmakla birlikte kemik iyilesmesi iizerine olumlu etkiler
gosterir (145). D vitamini, kalsiyumun kemikten kana gegisi yaninda, kemik
hiicrelerinde sitrat iiretimini arttirir. D vitamini normal dozda iyilesmeyi
hizlandirirken, toksik dozda olumsuz yonde etki eder. B¢ vitamini eksikligi ve K

vitamini antagonistleri de kemik iyilesmesine olumsuz etki ederler.

2.8. Kemik Greft Materyalleri

Kemik dokusu genis bir rejenerasyon kapasitesine sahip olup belirli dlgiilere
kadar kendisini tamamen onarabilme yetenegi mevcuttur. Bu rejenerasyon
kapasitesinin disinda kalan ve kemik dokusunun yasami boyunca kendiliginden
iyilesmeyecek en kiiciik kemik defektine ise kritik boyutta kemik defekti adi
verilmektedir (146). Bu tip defektler yeni kemik olusumu yerine fibroz bir bag
dokusu ile iyilesme egilimi gosterir ve kemik greft materyallerinin kullanimina
ihtiya¢ duyarlar (2).

Kemik dokuda ortaya ¢ikan bosluklarin doldurulmasi veya projeksiyon
saglanmast amaciyla kullanilacak kemik greft materyalinin optimal yarar
saglayabilmesi i¢in osteoindiiktif, osteokondiiktif ve osteojenik etkilerden en az bir,
tercihen tamamini igermesi istenir (147).

Bu kavramlardan osteojenik etki; greft materyali i¢inde kalan hiicresel
elemanlarin transplantasyon sonrasi hayatta kalarak bu noktalardan yeni kemik
olusumunu saglamasi, osteokondiiksiyon; alici sahadaki vaskiiler ve perivaskiiler
yapilarin grefte ilerlemesi icin greftin skafold gorevi iistlenerek yiizeyinde yeni
kemik olugsumunu destekleyebilmesidir. Osteoindiiksiyon ise gerek sitokinler yoluyla
cevre dokudaki kok hiicrelerden, gerekse kendi {iizerindeki kok hiicrelerden
osteoblast gelisimine bagli kemik olugsmasidir.

Kritik boyutlu kemik defektlerinin onariminda siklikla tercih edilen ve
organizmada kandan sonra en sik transplante edilen doku olan kemik greftlerinin

elde edilme ve hazirlanma ozelliklerine gore birgok farkli tipi tanimlanmis olup
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bunlarin tamami birbirinden farkli osteokonduktif, osteoindiiktif ve osteojenik etkiye

sahiptir.

2.8.1. Otojen Kemik Greftleri

Kisinin bir bolgesinden alinip ihtiya¢ duyulan farkli bir bolgesine nakledilen
canli kemik greftine otojen kemik grefti denir. Otojen kemik greftleri, biyo-
uyumlulugun en iist seviyede olmasi, immiin cevap olusturmamasi, osteojenik,
osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zelliklerin tiimiine sahip olmasi sebebiyle kemik
greft uygulamalarinda altin standardi olusturmaktadir (148). Otojen kemik grefti
uygulamalarinin baslica dezavantajlar1 ise; dondr saha morbiditesi olusturmasi,
sinirli miktarda elde edilebilmesi, enfeksiyon riski, anestezi siiresindeki uzama ve
kanamadir (149, 150).

Otojen greftler kortikal, kanselloz ve kortiko-kanselloz formda
olabilmektedir. Kortikal greftler hizli bir mekanik destek saglarken, kanselloz
greftlerde erken donemde mekanik destek giicii daha az oranda izlenmekte ve
kortikal greftin sagladig1 destege ulasmasi i¢in 6-12 ay arasinda bir zamana ihtiyag
gostermektedir (151). Kanselloz formdaki greftler yapist nedeniyle kortikallere
kiyasla sekiz kat daha aktitken, kortikal greftler ise kansellozlere oranla 4 kat daha
fazla mekanik destek saglamaktadir.

Kortikal ve kanselloz kemik greftleri arasinda diger bir fark ise kanselloz
kemik greftlerinde osteojenik hiicrelerin daha yogun oranda bulunmasi ve bosluklu
yapisi sayesinde hiicrelerin vaskiiler zeminden diflizyonunun daha kolay
olabilmesidir (152-154). Bu tipteki greftler hizli bir revaskiilarizasyona ugrayip,
tamamen rezorbe olarak yeni kemik olusumunu yogun derecede stimiile ederken
buna karsilik kortikal greftlerde rezorbsiyon tam olamamaktadir.

Iyilesme esnasinda ortaya cikan farkliliklar, kortikal ve kanselloz kemik
greftlerinin  bir diger ayrim noktasini olusturmaktadir. Kanselloz greftler
osteokondiiktif, osteoindiiktif ve osteojenik etkilerin tamamina yiiksek oranda
sahipken, kortikal greftlerde iyilesme siirecinde asil etki ise osteokondiiktif yonden
olussa da igerisinde yer alan osteoblastlar sebebiyle kismi bir osteojenik etki ve az

miktarda osteoindiiktif etki de olusabilmektedir (155, 156). Bu yoniiyle kanselloz
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greftler iyilesme acisindan daha yiiksek bir potansiyele sahip olup mekanik destek
ihtiyaci olan alanlar disindaki bolgelerde kullanimi daha fazla tercih edilmektedir.
Kortikal kemik kadar mekanik destek istenmesi ve kanselloz kemik greftleri
kadar yiiksek rejenerasyon kapasitesinin hedeflenmesi kortikokansell6z kemik
greftlerini ortaya ¢ikarmistir. Bu yontem her ne kadar popiilarite kazanmis ve sik
kullanilir hale gelmis olsa da, beklenildigi gibi hem kortikal hem de kansell6z
kemiklerin 6zelliklerini ayn1 derecede kombine etmemektedir. Bu greftler, kansell6z
kemik greftleri kadar osteogenezi tetikleyici 6zellige sahip degil iken bunun baslica
sebebi dis kisminda daha gozeneksiz yapidaki kortikal kemik tabakasi igermesidir.
Kortikokanselloz greftlerin en biiyiik avantaji ise esit miktarda olmamakla birlikte
kortikal greftler gibi mekanik saglamlik ve form kazandirmanin yaninda kanselloz
greftlerdeki gibi osteogenezde de aktivasyon olusturarak iki etkiden kismen de olsa

es zamanli faydalanilmasina imkan tanimasidir (157).

2.8.1.1. Otojen Kemik Greftlerinde Iyilesme

Kemik greftinin iyilesmesinin  kirik iyilesme siirecine  benzerlik
gostermektedir. Erken donemde inflamasyon ve graniilasyon dokusu olusumu
izlenirken, graniilasyon dokusu hem greftin revaskiilarizasyonu hemde
osteoprogenitdr hiicrelerin ortama yerlesmesi yoniinden Onem tasimaktadir.
Graniilasyon doku olusumunu takiben iyilesme basamaklar1 greft materyalinin
kortikal veya kansell6z olmasina gore bazi farkliliklar sergilemektedir (6).

Kortikal kemik grefti iyilesmesinde ilk basamak inflamatuar hiicrelerin
ortama gogli iken bunu takiben osteoklastik aktivitede artis gergeklesir. Kortikal
kemik greftlerinde kanselloz greftlerden farkli olarak iyilesme osteoklastik
aktiviteyle baslayip “creeping substitution” yoluyla siirer. Osteoklastik aktivite artist
sonucunda nekrotik odaklarin debritmani saglanirken 1. haftanin sonunda periferal
vaskiiler penetrasyon gergeklesmeye baglar (158-160). Revaskiilarizasyon once
Volkmann kanallarina oradanda Haversiyen kanallarina dogru ilerler ve
tamamlanmas1 1-2 aya kadar uzayabilir (161). Greft revaskiilarizasyonundaki artmig
zaman arali8i; kortikal kemigin vaskiilarizasyon i¢in kanselloz kemik kadar genis ve
uygun bir yiizeye sahip olmamasi, vaskiilarizasyonun periferal yiizeyden gelismesi

ve osteoklastik aktivite sonucunda neoanjiyogenezin ilerleyebilecegi deliklerin
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olusmasi i¢in gereken zamanin artmasi nedeniyle oldugu savunulmaktadir (161,
162). Kortikal kemik grefti iyilesmesinde osteoklastik rezorbsiyondan bir sonraki
basamak ise osteoblast aktivasyonudur. Osteoblastik aktivasyon sonucunda ise
immatiir kemik dokusu olusumu gergeklesir ve bu kemik doku takip eden donemde
matiir kemik formuna doniisiim gosterir.

Kortikal kemik greftlerinde osteoklast aktivasyonuna bagli erken donemde
kemik mekanik desteginde %40’a varan bir azalma izlenirken 1-2 yil igerisinde
tamamlanan remodelizasyon asamasi sonunda normal kemik direncine ulagabildigi
saptanmistir (143). Greftin mekanik desteginin azaldigi 6-18 ay arast donemde ise
greft materyali igerisinde kalan ufak nektrotik kemik sekestreleri yorgunluk
kiriklariin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir (159).

Kanselloz kemik grefti iyilesmesinde ise kortikale benzer sekilde oncelikle
inflamatuar hiicrelerin ortama gogii gerceklesirken bir sonraki basamakta farkll
olarak osteoblastik hiicre aktivasyonu ortaya ¢ikar. Osteoblastik aktivasyon osteoid
iiretiminde artiga yol acar ve mekanik destek giiciiniin de fazlalagmasina imkan tanir.
Bu tipte greftlerin iyilesmesi esnasinda vaskiiler penetrasyon 2. giin gerceklesmeye
baglar ve revaskiilarizasyonun baslamasi icin kortikal greftten farkli olarak
osteoklastik aktivasyona ihtiya¢ duyulmaz. Kanselloz greftlerde revaskiilarizasyon
trabekiiler yap1 sebebile hem periferal hem de santral bolgeden ilerler. Anjiyogenezin
erken donemde ortaya ¢ikmasi osteoindiiktif etkiyi tetikleyerek greft icerisinde ve de
greft ¢evresinde bulunan onciil hiicrelerin osteoblast yoniinde farklilagmasina imkan
tantyarak erken donemde yogun kemik iretimi geceklesmesini saglar (163).
Kanselloz kemik grefti uygulamalarinda erken donemde direk grafilerde
radyoopasite artiginin temelinde bu mekanizma yatarken, ilerleyen donemde
osteoklastik aktivitedeki artigla opasite yogunlugunda azalma izlenir. Kansell6z
kemik greftlerinde revaskiilarizasyon asamasi 2. haftada tamamlanir ve olusan
immatiir kemik formunun “creeping substitution” yoluyla matiir hale donmesi icinse

uzunca bir stire gereklidir (6).

2.8.2. Allojenik Kemik Greftleri

Otojen kemik grefti uygulamalarinin beraberinde getirdigi dezavantajlar

klinik olarak farkli arayislara yol agmis ve allogreftlerin ortaya ¢ikmasini saglamistir.
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Bu tip greftler ayni tiirden, fakat genetik olarak farkli bireylerden elde edilmektedir.
Osteokondiiktif ve osteoindiiktif etkilere sahip olmalarina karsi osteojenik etki
olusturmazlar. Allojenik kemik greftlerin klinik kullanimda en 6nemli avantaji ise
istenilen boyut ve sekilde greftlerin hazirlanabilmesine imkan tanimalaridir (164).

Allojenik greft materyallerinin i¢erdigi hiicre yapis1 (en antijenik olan kemik
iligi hiicresidir) ve matriks antijenleri nedeniyle alicida bir takim hiicresel ve
humoral immiin yanit olusumuna yol acarken, kemik matriksin inorganik kismi ise
herhangi bir antijenik Ozellik tasimamaktadir (165). Bu tipte greftlerin
kullanilabilmesi i¢in hiicresel yap1 ile matriks proteinlerinin antijenik 6zelliklerinin
ortadan kaldirmasi gerekliligi bulunmakta ve bunun iginde farkli ydntemler
kullanilmaktadir. Bu islemlerden bazilari;

- Dondurma

- Dondurup kurutma

- Radyasyon uygulamasi

- Etilen oksit uygulamast

- Demineralizasyon

- Deproteinizasyon yontemleridir.

Allojenik kemik greftlerinin en antijenik formu taze kemik grefti seklinde
kullanilan tipidir ve etilen oksit uygulamasi ile birlikte kullanim1 biiyiik oranda terk
edilmigstir (166, 167). Radyasyon uygulamasi ise < 20 kGy’in altinda uygulandig1
durumlarda bakterilerin uzaklastirilmasi i¢in yeterli bir etki olustururken, mekanik
ozelliklerde minimal degisiklige yol agmakta olup, dozunun >30 kGy’e yiikseltildigi
durumlarda ise viral ajanlarin nétralizasyonu saglanmasina ragmen greftin mekanik
giiclinde ciddi bir azalmaya sebep olmaktadir (168, 169).

Bu yontemlerden en sik tercih edilen yaklagim ise dondurma ve dondurup
kurutma teknikleridir. Cok diislik derecelere hizli sekilde sogutma sonrasinda greftin
icerdigi sivinin vakum sistemi yardimiyla cekilerek dehidrate edilip, liyoflize
greftlerin hazirlanmasi temeline dayanmaktadir. Bu yaklasim sayesinde antijenite
biliyiik oranda giderilebilirken, dondurularak kurutma uygulandigt durumlarda
mekanik destek giiclinde azalma olugabilmektedir.

Hazirlanma siireci baz alindiginda allojenik greftlerin baglica kullanim tipleri;

dondurulmus, taze dondurulmus, dondurulup kurutulmus, demineralize dondurulup
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kurutulmus ve radyasyon ile muamele edilmis formlaridir (170). Dondurularak
kurutulmus greftler, mineralize veya demineralize formda olabilmektedir.
Demineralizasyon islemi kemik proteininin %1’ini olusturan BMP’lerin ortaya
cikmasini saglarken, minerallerin biiylik oranda uzaklasmasina yol agar. Bu tipteki
greftler hizli revaskiilarize olmasina ragmen, yapisal destek saglayamayip erken
donemde rezorbsiyona ugrarlar. Demineralize dondurularak kurutulmus greft
materyallerinin indiiksiyonu enkondral yolak iizerinden olusurken, demineralizasyon
asamasinda kullanilan iirlinler indiiksiyon i¢in ¢ok dnem tasimaktadir. Hidroklorik
asit, formik asit, sitrik asit gibi iiriinler bu tipteki greflerin osteoindiiktif etkisine
zarar vermezken, asetik asit, nitrik asit ve alkol osteoindiiktif etkiyi 6nemli derecede
azaltmaktadir (112, 171).

Allojenik kemik greft materyallerinde ortaya ¢ikabilecek rejeksiyon siirecinin
tanimlanmas1 serum biyolojik bulgularin olmamasi sebebiyle solid organlardaki
kadar kolay olmamaktadir. Rejeksiyon genellikle rezorbsiyon ve prematiir mekanik
fonksiyon kaybiyla ortaya ¢ikmaktadir. Kronik rejeksiyon tanisi ise fibroz kapsiille
sarilmig sekestre kemik materyalinin goriilmesi sonrasinda konulabilmektedir (6).

Allojenik greftlerde karsilasilabilinecek bir diger sorun ise enfeksiyon
gecisidir. Bu asamada en ¢ok endise uyandiran ajanlar ise HIV, Heptait B ve Hepatit
C virisleridir. Allogreft uygulamalarinda aselliiler yap1 sebebiyle HIV gegis riski
1/1.6 milyon olarak bildirilmektedir (172). Fakat literatiirde aynt dondrden elde
edilmig, donoriin kan ve kemik iliginide igeren taze donmus greft uygulamasina bagl
iic adet HIV gecisi bildirilmistir. Buna karsin ayni dondrden elde edilen ve
dondurularak kurutma islemi uygulanmis greft materyalleri kullanilan 38 hastada
enfeksiyon gecisi saptanmamustir (169).

Allojenik kemik greftlerinin iyilesmesi, kirik iyilesmesine benzerken
inflamasyon siirecini takiben vaskiilarizasyon, rezorbsiyon, kemik olusumu ve
remodelizasyon asamalar1 gerceklesir. Kanselloz formlarin inkorporasyonu daha
hizli olurken kortikal formlarda bu siire¢ daha uzun slirmesine ragmen
allogreftlerdeki alici ile dondr arasindaki genetik farklilik, otogreftlere kiyasla daha

uzun bir onarim siirecinin gereksinimine yol agmaktadir (6).
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2.8.3. Ksenojenik Kemik Greftleri

Alict ve dondriin farkl tiirlerde oldugu greft tipleridir. Sigirdan ve mercandan
elde edilen iki ayr1 formu bulunmaktadir. Baslica osteokondiiktif etki gdstermekte

olup klinik kullanimda ¢ok fazla tercih edilmemektedirler (170).

2.8.4. Alloplastik Kemik Greft Materyalleri (AKGM)

Otojen kemik greftlerinin yol a¢tif1 dezavantajlarin iistesinden gelinmesi
amaciyla ortaya c¢ikan allojenik greftlerde, onarim sonrasinda karsilasilabilinen
immun yanit ve enfeksiyon ge¢isi endisesi, alloplastik kemik greft materyallerinin
dogmasina yol agmistir. Bu amagla bir¢ok farkli 6zellige sahip alloplastik materyal

tanimlanmis ve yeni materyallerin kesfine yonelik calismalar devam etmektedir.

2.8.4.1. Biiyiime Faktorleri Iceren AKGM

AKGM’lerinin farkli biiylime faktorleri ile kombine edilmis sekilleridir. Bu
amagla en sik kullanilan biliylime faktorleri ise; TGF-f, PDGF, FGF, VEGF ve
BMP’lerdir. Bu biiytime faktorleri ¢esitli tastyicilar yardimiyla veya dogrudan kemik
defektlerine uygulanabilmektedir. TGF-f# kartilaj matriks sentezinde artma
saglarken, FGF kondrosit farklilagsmasini tetiklemektedir (173-175). VEGF
anjiogenezi stimiile edip, osteoblastik aktivasyonu arttirirken, PDGF osteoblast
kemotaksisi ve proliferasyonunu stimiile eder. Bunlar disinda BMP’lerde
osteoblastlar iizerine olusturdugu etkiler sebebiyle alloplastik materal olarak

uygulanabilmektedir (164).

2.8.4.2. Hiicresel Icerige Sahip AKGM

Bu tipte alloplastik materyalleri siklikla kok hiicreler ile kombine edilerek
kullanilmaktadir. Kok hiicreler immatiir farklilagsmamis hiicrelerdir ve gerekli
durumlarda degisik hiicre gruplarina farklilasma 6zelliklerine sahiptirler (176, 177).
Eriskin kok hiicreler, mezenkimal, hematopoetik, noral, dermal gibi farkl
kaynaklardan koken alabilmektedirler. Bu kok hiicrelerin kemik iligi kokenli
mezenkimal (MSCs) formlari, bag dokusu ve kemik dokuya farklilagma kapasitesine

sahip olup bir¢ok ¢alismada etkinlikleri incelenmistir. Sican ve kdpekler iizerinde
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yapilan iki ayr1 calismada MSCs’ler seramik tasiyici iizerinde segmenter kemik
defektlerine yerlestirildiginde artmis osteojenik potansiyel ortaya konulmustur (178-
108). Kok hiicrelerin bu amagla kullanimi umut verici olmakla beraber halen

iizerinde ¢alismalar devam etmektedir.

2.8.4.3. Seramik AKGM

Kalsiyum Hidroksiapati (HAp): HAp yliksek biyo-uyumluluga sahip bir
seramik skafolddur. Kalsiyum fosfatin yiiksek 1sida islem goérmesi sonucunda
kristallenmesi ile olugmaktadir. Kemik mineralizasyon silirecine benzer bir yapi
sergilemesi HAp’nin yiiksek biyouyumlulugunu ve osteokondiiktif etkisine imkan
tanimaktadir (181, 182). Bunun disinda biiylime faktorleri icin ¢ok uygun bir
tastyicidir. Sertliginin belirlenmesinde igerdigi Ca/P orant énemli rol oynar. HAp
molekiiliinlin partikiil genisligi ile emilebilirligi arasinda ters iligki bulunmakta ve
partikiil biyikligl arttikca emilebilirlik azalmaktadir. Farkli cerrahi islemler
sirasinda implantlarin yiizeyinin kaplanmasinda kullanilan materyalin yavas rezorbe
olmasi sebebiyle bu amagla kullanimi terk edilmistir (183).

Biyoseramiklerin por genigliklerinin belli standartlart olup <10 mikrometre
stvi gegisi i¢in yeterli iken, kemik hiicrelerinin kolonizasyonu i¢in >50 mikrometre
capa gereksinim vardir. Yapilan incelemer sonucunda ise kemik gelisimi icin ideal
por genisligi 565 mikrometre olarak tanimlanmistir (184). Porozitenin arttigi
durumlarda greft materyalinin emilebilirligi artarken sagladigi kuvvet azalmaktadir.
Bu materyallerin emilim siirecinde etkili olan bir diger etken ise PH’tir. Enfeksiyon
gibi PH’1n diistiigii asidik durumlarda da greft materyallerinde rezorbsiyon hizlanir.

Hap’nin seramik olmayan formlari da bulunmaktadir. Bu formlarin 6zelligi
seramik olanlara kiyasla sekillendirilmesinin daha kolay olmasi ve boslulklara
rahatlikla enjekte edilebilmesidir (6).

Trikalsiyum Fosfat (TCP): Bu tipteki materyaller aslinda kalsiyum fosfat
bilesikleri olup HAp’lere kiyasla daha fazla ¢oziinebilirlige sahiptirler. %36 porozite
orant ve 100-300 mikrometre por genisligi mevcttur. Emililebilirliginin hizli
olmasina karsin diizensiz ve yetersiz olmasi TCP’lar1 tek basina zayif etkili bir kemik

greft materyali kilmaktadir (185).
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Hizli  rezorbsiyon  nedeniyle = TCP’larin  maksillofasiyal — bolge
rekonstriiksiyonlarinda kullanimi1 ¢ok sik tercih edilmezken, genelde eldeki greft
materyalinin fazlalastirilmasi amaciyla uygulanmaktadirlar.

Biyoaktif Camlar: 1970’lerde kullanimina baglanan biyoaktif camlar baglica
osteokondiiktif etkiye sahiptirler. Gerek kanselloz otogreftlerle, gerekse tek baglarina
kemik onarimlarinda c¢ok sik kullanilmaktadir. Silikon, sodyum tuzlari, kalsiyum
tuzlar ve fosfat, yapisin1 olusturan baslica molekiillerdir.

Biyoaktif camin yapisnin poréz olmamasi sebebiyle vaskiiler yapilar igerisine
dogru penetrasyon gosteremez. Buna karsin bu materyaller kemigin yaninda
olusturduklar1 reaksiyonla cevredeki bag dokusu igerisinde yer alan kollajene
yapigma gosterirler (170). Bu silire¢ greft materyalinin kemik doku ile yer degisimi
ile sonlanir (186).

Kalsiyum Siilfatlar: Kalsiyum Siilfatlar; kolay sekillendirilebilinen,
osteoklastlar tarafindan rezorbe edilen, osteoblastlar tarafindan osteoid tiretimine
imkan tantyan materyallerdir (187). Fakat kalsiyum siilfatlarin kullanimi biyo-
uyumlulugunun tam olmamasi ve toksitite olusturabilmesi nedeniyle biiyiik ol¢iide
terk edilmis iken, yeni formlari iizerinde ¢alisiilmaya devam edilmektedir. Ortalama
rezorbsiyon siiresi 12 hafta olup agirlik tasiyan bdlgelerde kullanimindan
kac¢imilmalidir.

Bunlar disinda polimerik kemik greft materyalleri, titanyum temelli

alloplastik implantlar gibi farkl tipte alloplastik materyaller de bulunmaktadir.

2.8.5. Kemik Greft Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Mekanik stres: Kemik greft iyilesmesi silirecinde mekanik stres dnemli bir
regiilator gorevine sahiptir. Fizyolojik dozlarda olan mekanik stres kemik
depozisyonu ve hipertrofisine yol acarken sinirli stres ise kemikte rezorbsiyon ortaya
¢ikmasina yol agar (6).

Fiksasyon: Greft materyalinin uygun fiksasyonu mekanik stresin aktarimina
izin vermesi ve revaskiilarizasyonun daha hizli gelismesine yol agmasi nedeniyle
iyilesme esnasinda Onemli bir rol oynamaktadir. Fiksasyon iizerine yapilan
caligmalarda, fiksasyon uygulandigi durumlarda greft yasayabilirliginde artig
gerceklestigi ortaya konulmustur (7, 188, 189). Bunun yaninda Lin ve arkadaslarinin
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yaptig1 ¢aligmalarda ise hareketin fazla oldugu bolgelerde fiksasyonun greft syonunu
arttirdig1 halde hareketin az oldugu bolgelerde greft hacmi {izerine herhangi bir etki
olusturmadigi savunulmaktadir (190).

Periost: Kemik greftlerine dahil edilen periost katmani revaskiilarizasyonun
daha hizli gelisimine imkan tanimast ve igerdigi Onciil hiicreler sebebiyle greft
yasayabilirligini arttiran bir diger 6nemli etkendir (191). Peer ve Vainio tarafindan
yapilan calismalarda gerek “inlay”, gerekse “onlay” greftlerde periost varliginin greft
iyilegsmesini arttirdig1r saptanirken, Thompson ve Casson tarafindan yapilan
calismada ise periostun iyilesme lizerine %10’luk bir katkist oldugu
degerlendirilmistir (192-194).

Alcr saha: Alict sahanin greft inkorporasyonu iizerine olusturdugu etki
multifaktoriyel olup bu etkinin temelinde ise revaskiilarizasyon yatmaktadir. Aslinda
vaskiilarizasyonun greft yasayabilirligi iizerine etkisi uzun yillar boyunca
tartisilmagelmis ve iizerinde bir¢cok calismalar yapilmis bir konudur. Kusiak ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada membrandz kemik greftlerinin artmig olan sag
kalim1 revaskiilarizasyonla yakin iligkili oldugu belirtilmistir (195). LaTrenata ve
arkadaslar1 ise doku genisletme islemi sonrast yerlestirdikleri kemik greftlerinde
kontrol grubuna kiyasla canliligin daha fazla oldugunu saptamislar ve bu etkiyi doku
genisletme sonrasi olusan kapsiiliin revaskiilarizasyon potansiyeline baglamislardir
(7). Bunun disinda radyoterapi etkisine bagl fibrozis olusan zeminlere yerlestirilen
kemik greftlerinin yasayabilirligindeki azalma yapilan degerlendirmeler sonrasinda
mikrovaskiiler dolasimda ortaya c¢ikan hasarlanma ve kotli vaskiilarizasyonla
iliskilendirilirken, hiperbarik oksijen terapisi, FGF, VEGF gibi anjiogenezi
tetikleyici yaklasimlarin greft iyilesmesini arttiracagi savunulmustur (6, 8, 9). Eppley
ve arkadaslar1 radyoterapi zeminine yerlestirilen kemik greft materyalleri iizerine
yaptiklar1 bir baska ¢aligmada, diizenli FGF-2 inflizyonu yaparak %50 oraninda sag
kalim ve artmis revaskiilarizasyon oranlar1 elde ederken, kontrol grubunda tiim
greftlerde rezorbsiyon olustugunu gozlemlemislerdir (196). VEGF {iizerine Helmrich
ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise VEGF’niin osteojenik greft materyalleri
iizerinde anjiyogenezi 3 katina kadar arttirabildigi ortaya konulmustur (197). Tiim bu

caligmalarda anjiyogenez ile greft inkorporasyonunun yakin iligkisi ortaya
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koyulurken alic1 sahanin inkorporasyon {lizerine vaskiilarite disindaki bir diger
etkisinin enfeksiyon yoniinden oldugu gozden kagirilmamalidir.

Greft oryantasyonu: Yapilan farkli caligmalarca greftin yerlestirilmesi
esnasinda periostal yiizeyin yumusak dokularla, kanselloz kismin ise alict kemikle
dogrudan temas ettigi durumlarda greft inkorporasyonunun arttig1 ortaya
koyulmustur (194, 198). Bu ¢alismalarin ¢ogunda artmis yasayabilirlik alici sahanin
etkisine benzer sekilde erken revaskiilarizasyonla iliskilendirilmistir.

Embriyolojik koken: Kemik greftlerinin embriyolojik kdkenlerinin
yasayabilirlik iistiine etkisi {izerinde goriis birliligine varilmamis etkenlerden bir
digeridir. 1951 yilinda Peer yaptig1 ¢aligma sonucunda ilk kez embriyonik kdkenin
kemik greft iyilesmesinde dnemli oldugunu vurgulamis ve enkondral kokenli kemik
greftlerinde fibr6z doku gelisimini saptarken membrandz kokenli greftlerde fibroz
doku olugmadigina dikkat ¢cekmistir (192). Thompson ve Cassonda da benzer sekilde
membrandz kokenli kemik greftlerinin yasayabilirliginin daha fazla oldugunu one
stirmislerdir (194). Arastirmacilar her ne kadar bu etkiyi membrandz kemiklerin
erken revaskiilarizasyonuyla iligkilendirmis olsa da farkli ¢alismalarca membrandz
kokenin, vaskiilarizasyon iizerine etki olusturmadigi ortaya koyulmustur (199, 200).
Bu yonde Ozaki ve Buchman’in yapmis oldugu calismalarda membrandz ve
enkondral kokenli kortikal kemik greftlerinin yasayabilirligi arasinda istatistiksel

farklilik saptanmamistir (201).

2.9. Desferroksamin

Desferroksamin (DFO); Streptomyces pilosus tarafindan iiretilen bir gesit
siderafordur. Uzun stiredir 6zellikle talasemi major gibi sik transfiizyon uygulanan
olgularda ortaya ¢ikan kronik demir birikiminin 6niine gegmek amaciyla veya akut
demir zehirlenmelerinde, demir baglayici selator olarak kullanilan bu madde, ticari
olarak Desferal® 0.5gr flakon (Novartis, isvigre) ad1 altinda bulunmaktadir.

Piyasada satilan sekli metansiilfanat ile bilesik formda olup kimyasal
formiilii; N-[5-[3-[(5- aminopentil) hidroksikarbamol] propionamido] pentil]-3-[[5
(N hidroksiasetamid) pentil] karbamol] propionohidroksamik asit

monometanosiilfonat’dir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Desferroksamin metansiilfanatin kimyasal formiilii

DFO farmakolojik 6zellikleri dogrultusunda; ferritin ve hemosiderin yapisi
icerisinde bulunan +3 degerlikli ferrik formdaki demire baglanma gosterirken,
hemoglobin, sitokrom veya transferrin yapisindaki demire tutunma gostermez. DFO
ile Fe™ baglanmas1 sonucu olusan selat suda ¢oziiniir bir yapida olup esas olarak
idrar yoluyla atilirken, geride kalan bir miktar selat ise safra kesesi ve gayta yoluyla
viicuttan itrah edilmektedir.

Demir molekiilii organizmada serbest oksijen radikallerinin olusumu
esnasinda onemli bir rol oynamaktadir. Dokuda ferritin veya hemosiderin yapisinda
depo edilen +3 degerlikli (ferrik) demirin O, ile reaksiyona girmesi sonucunda Fe"
ve O, (singlet oksijen) olusumu gergeklesir (Sekil 2.8) (202). Bu reaksiyon sonrasi
olusan Fe™ (ferroz) molekiilii ise Fenton reaksiyonu iizerinden serbest hidroksil
radikallerinin (OH’) olusumuna yol agarken diger taraftan prolil hidroksilaz

aktivitesini de tetikler (10).

O, + Fet®'—— Fe*2 &+ 0O, (sinalet)
A

Fe*2 + H,0,—> Fe*s + OH" + OH-
B

Sekil 2.8. Fenton reaksiyonu

A) Ferrik formdaki demirin oksijenle reaksiyona girmesi sonucunda +2 degerlikli demir olusumu.
B) Fe'*’nin Fenton reaksiyonuna girerek serbest hidroksil radikalinin olusumu.

Prolil hidroksilaz; a-ketogluterat bagimli dioksijenaz enzim ailesinin bir
tiyesidir ve oksijen, a-ketogluterat, Fe™ ile askorbik asit varliginda HIF-la’y1
parcalayarak inaktive eder (Sekil 2.9) (203). Bir prolil hidroksilaz inhibitorii olarakta
bilinen DFO ise basta Fe" olmak iizere prolil hidroksilazin kofaktérii olan Fe'™

miktarinda azalma olusturarak aktivitesini sinirlamakta ve ortamda HIF-1a artigina
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imkan saglamaktadir (10). DFO buna ek olarak mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte COX-2 enzimi iizerinde indiiksiyon yaratarak
diger bir yoldan da yine HIF-la artisina yol agmaktadir (204). HIF-1aw artist ise
niikleus diizeyinde VEGF sentezini tetiklemekte ve basta anjiogenez olmak tizere
VEGF niin kemik doku iizerinde olusturacagi etkilerini stimiile etmektedir. Bunun
yaninda DFO ortamda demir miktarmin azalmasimna bagli Fenton reaksiyonu
olusumu kisitlayarak serbest oksijen radikallerinin de agiga cikisini azaltmaktadir

(10).

C vitamini V
a-ketogluterat

A Fe*?
C vitamini t
a-ketogluterat

Fe*2

Sekil 2.9. DFO-Prolil hidroksilaz- HIF-1a iliskisi

A) Prolil hidroksilazin HIF-1a iizerindeki etkisi. B) Desferroksaminin prolil hidroksilaz inhibisyonu
ve HIF-1a artigina yol agma mekanizmasinin sematik goriiniimii.

DFO uygulamasinin niikleer -katenin birikimi ve transkripsiyonel aktivite
lizerine olusturdugu stimiilasyon kemik olusumu esnasindaki bir diger onemli
etkisini olusturmaktadir (205). Aktive (-katenin osteoprogenitor farklilasma igin
onemli bir gorev istlenirken, mezenkimal prekiirsorlerde p-kateninin ortadan

kaldirildig1 durumlarda osteoblastik farklilagsmada defektlerin olustugu izlenmistir

(206-207).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Giilhane Askeri Tip Akademisi Etik Kurulu ve Bilimsel Kurulu
onaymin alinmasini takiben 2013/07 no’lu proje altinda yiiriitiildii. Calisma Nisan
2013-Temmuz 2013 tarihleri arasinda Giilhane Askeri Tip Akademisi Arastirma ve
Gelistirme Merkezi ve Hacettepe Universitesi Arastirma Gelistirme Merkezinin
olanaklar1 ile yapildi. Deney hayvanlar1 ile calisan personelin hepsi Deney
Hayvanlar1 Kullanim Sertifikasina sahip idi.

Bu calismada deney hayvani olarak GATA Deney Hayvanlart Arastirma
Laboratuvarindan temin edilen 350-400 gram agirliginda 32 adet erkek Sprague-
Dawley sican kullanildi. Siganlar ikiserli veya iicerli olacak sekilde uygun kafeslerde
23+1 °C sicaklikta, 12 saat karanlik/12 saat aydinlik ortam sartlarinda barindirildi.
Calisma esnasinda deney hayvani sarfini1 azaltmak amaciyla sicanlarin sag zigomatik
kemikleri deney grubunu, sol zigomatik kemikleri kontrol grubunu olusturacak

sekilde planlandi.

3.1. Deney Modeli

Caligma igerisinde yer alan biitiin sicanlarda deney modeli olarak; siganda
kritik buyiiklikte, yani 5 mm. uzunlugunda zigomatik ark kemik defekt modeli
kullanildi (Sekil 3.1) (4). Bunun i¢in zigomatik ark tamamen ortaya koyulduktan
sonra zigomatikotemporal sutura orta noktayi olusturacak sekilde bilateral 5 mm.
uzunlugunda kemik segmenti c¢ikarildi. Cikarllan kemik segmenti deneklerin
yarisinda (ngcan=16) karsi tarafin onarimi amaciyla kemik grefti olarak kullanilirken,
diger yarisinda (ngcn=16) defekt alan1 onarim uygulanmadan bos birakildi.

Cerrahi asamaya ek olarak Grup 1 ve 2 igerisinde yer alan 16 denegin sag
zigomatik ark bolgesindeki yumusak doku igerisine operasyon oncesi 7. giinden
baslayip operasyon sonrasi 45. giine kadar DFO enjeksiyonu uygulanirken, sol tarafa
ise ayni siirelerde %0.9 NaCl enjeksiyonu yapildi. Grup 3 ve 4 deneklerde ise
operasyon Oncesi enjeksiyon yapilmazken, operasyon sonrasi 45 giin boyunca giin

asir1 enjeksiyon uygulandi.
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Sekil 3.1. Siganlarin her iki zigomatik arkinda 5 mm. uzunlugunda olusturulan kritik

boyutlu kemik defektinin sematik goriintimii

Deney ve kontrol gruplarinin smiflandirilmasi ise cerrahi asamada greft
uygulanip uygulanmamasi ile enjeksiyon asamasinda kullanilan icerik dogrultusunda
yapildi (Sekil 3.2). Gruplarin dagilimi asagidaki gibidir;

1.Grup: Sag zigomatik arkta olusturulan defektin kars1 taraf zigomatik arktan
elde edilen kemik grefti ile onarildig1 ve diizenli DFO enjeksiyonu uygulanan deney
grubu (n=16).

2.Grup: Sol zigomatik arkta olusturulan defektin kars1 taraf zigomatik arktan
elde edilen kemik grefti ile onarildig1 ve diizenli %0.9 NaCl enjeksiyonu uygulanan,
1. Grubun kontrol grubu (n=16).

3.Grup: Sag zigomatik arkta olusturulan defekt alaninin bos birakilip
herhangi bir onarim uygulanmadigi ve diizeni DFO enjeksiyonu uygulanan deney
grubu (n=16).

4.Grup: Sol zigomatik arkta olusturulan defekt alaninin bos birakilip
herhangi bir onarim uygulanmadigi ve diizenli %0.9 NaCl enjeksiyonu uygulanan, 3.

Grubun kontrol grubu (n=16).
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Sekil 3.2. Deney ve kontrol gruplarinin sematik goriintimii

Grup 1 ve 2°de kemik grefti ile onarim uygulanirken, Grup 3 ve 4’te defekt alanlari bos birakildi

3.2. Operasyon Teknigi

Grup 1 ve 2 sicanlarin deney grubunu olusturan sag zigomatik ark bolgesine
operasyondan 7 giin Once baglayarak, giin asirt 200 microM/300 microL
desferroksamin metansiilfonat (Desferal 0.5g flakon, Novartis, Isvigre) (Resim 3.1)
enjeksiyonu, karsi tarafa ise ayni hacimde %0.9 NaCl enjeksiyonu yapildi ve 7.

giinde cerrahi agsamaya gegcildi.

Desferal 05 gfiakon ¢ NovarTis

«)
NOVARTIS

l’\Bgferal 058

Resim 3.1. Desferroksamin metansiilfonatin ticari formu olan Desferal 0.5 g flakon

(Novartis, Isvigre)
Cerrahi islemler genel anestezi ve steril sartlar altinda gergeklestirildi.

Sicanlarin genel anestezisi 40 mg/kg dozunda Ketamin (Ketalar, Parke-Davis, Morris

Planis, NJ) ve 5-12 mg/kg dozunda Ksilazin (Rompun, 2%solution, Bayer, Germany)
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kombinasyonu ile saglandi. Anesteziyi takiben deneklerin yiiz bolgesi tras edilerek,
batikon (%10 povidoniyodin poliiyot) ile cerrahi saha dezenfekte edildi ve malar
bolge ilizerinde 2 cm. uzunlugunda horizontal insizyon yapildi. Kas ve yumusak
dokularin diseksiyonu sonrasinda zigomatik arka ulasildi ve kemik doku ortaya

konuldu (Resim 3.2).

Resim 3.2. Horizontal insizyon sonrasinda yumusak dokularin uzaklastirilarak

zigomatik arkin ortaya koyulmasi
Zigomatik ark {izerinde bulunan zigomatikotemporal siitura orta noktayi

olusturacak sekilde 5 mm. uzunlugunda kritik biiyiikliikte defekt olusturulacak alan

kursun kalem ile isaretlendi (Resim 3.3).
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Resim 3.3. 5 mm. uzunlugunda kritik boyutlu kemik defekti olusturulacak alanin

sinirlarinin isaretlenmesi

Kemik grefti ile onarim uygulanacak 1 ve 2. Grup sicanlarda, tespit
asamasinda kullanmak amaciyla 0,4 mm. ¢apinda delici u¢ yardimiyla iki tanesi
isaretli alan icerisinde, iki tanesi ise isaretli alaninin anterior ve posterior kisminda
yer alan kemik segmentlerinde olacak sekilde toplam 4 adet delik agild1 (Resim 3.4).

Grup 3 ve 4’te ise defekt alanlar1 bos birakilacagi i¢in bu asama uygulanmadi.

Resim 3.4. Tespit deliklerinin agilmasi

A) 0,4 mm. u¢ yardimiyla tespit deliklerinin agilmast B) Delikler agildiktan sonraki lateral goriiniim,
oklar delikleri gostermektedir.
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Bir sonraki basamakta; tiim gruplarda 5 mm. uzunlugunda isaretlenmis olan
kemik segmentinin anterior ve posterior sinirlarindan 0,1 mm. kalinliginda doner
testere yardimiyla osteotomi yapilarak bilateral kritik boyutlu kemik defekti
olusturuldu ve periostla beraber kemik greftleri elde edildi (Resim 3.5, 3.6).

Resim 3.5. Osteotomilerin yapilmasi

A) 0,1 mm. kalinliginda testere yardimiyla osteotomilerin yapilmasi. B) Kritik biyiikliikteki kemik
defektinin olusturulmast.

Iglllll“lll [

incHes Devon® OR Product

Resim 3.6. Sag ve sol zigomatik arktan elde edilen 5 mm. uzunlugunda kemik

greftleri

Grup 1 sicanlarda sol taraftan elde edilen kemik greftleri, iizerinde
olusturulan deliklerden gegirilen 7/0 Prolen (Dogsan, Trabzon, Tiirkiye) dikis
materyalinin sag taraftaki deliklerden gegirilip baglanmasi yoluyla tespit edildi. Grup
2 siganlarda ise 1. Grubun tam tersi olacak sekilde sag taraftan elde edilen kemik
greftleri, sol tarafta olusturulan defekt alanlarina yerlestirilerek sabitlendi (Resim

3.7).
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Resim 3.7. Kemik greftlerinin 7/0 prolen siitiir yardimiyla fiksasyonu

Tiim gruplardaki sicanlarin diseke edilen kas dokulari defekt alaninin
cevresini Ortecek sekilde uygun pozisyona yerlestirildikten sonra 6/0 Vikril (Dogsan,
Trabzon, Tiirkiye) ile siitiire edilirken, cilt insizyonlar1 ise 5/0 Monokril (Dogsan,

Trabzon, Tiirkiye) ile siitiire edilerek cerrahi prosediir tamamlandi (Resim 3.8).

Resim 3.8. Insizyon hatlarinin siitiire edilmesi

Cerrahi prosediiriin tamamlanmasini takiben 45 giin siiresince si¢anlara
glinasirt sevofloran (Sevoran, Abbott, USA) yardimiyla inhalasyon anestezisi
uygulandi ve sedasyon altinda sag taraflarina 200 microM/300 microl. DFO sol

taraflarina ise ayn1 miktarda %0.9 NaCl enjeksiyonuna devam edildi (Resim 3.9).
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Resim 3.9. Siganlara 45 giin siiresince gilin asirt DFO ve %0.9 NaCl enjeksiyonu
uygulandi

3.3. Deney Protokolii

Cerrahi igslem sonrasi 1. haftada Grup 1 ve 2 sicanlarin 4’tinden, Grup 3 ve
4’te yer alan sicanlarin da yine 4 tanesinden histolojik degerlendirme amaciyla
ornekler toplandi. Zigomatik arktan elde edilen Ornekler, horizontal insizyon
yardimiyla operasyon alanlari agilarak, tiim operasyon alaninit ve her iki saglam
fragman ucunun biitiinliigii korunacak bicimde 2 cm. uzunlugunda alindi (Resim

3.10).

Resim 3.10. Zigomatik arklarin eksizyonu

A) Lateral insizyon sonrasinda zigomatik arka ulasildi. B) Her iki zigomatik ark histolojik
degerlendirme amaciyla blok olarak eksize edildi.
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Birinci haftanin sonunda geride kalan 24 sigana takip eden 2 ve 4. haftalarda
genel anestezi altinda bilgisayarli tomografi ile goriintiileme yapildi. Altinci haftada
histolojik degerlendirme amaciyla tiim gruplardan 4’er sican daha sakrifiye edilerek
kemik 6rnekleri alindi.

6. haftanin sonunda kalan 16 sigan ise 8 ve 12. haftalarda iki kez daha
bilgisayarli tomografi yardimiyla kemik iyilesmesi agisindan degerlendirilirken, 12.
haftanin sonunda denekler sakrifiye edilip, elde edilen ornekler biyomekanik ve

histolojik olarak incelendi (Sekil 3.3).

Operasyon
0. hafta 1.hafta 2.hafta 4.hafta  6.hafta 8.hafta  12.hafta
] ]

00 00

g

1.Grup
Greft+DFO
]
i
2.Grup
g, | Greft+%0.9 NaCl

= . S
- stolo
3.Grup i

Defekt+DFO 16 zigoma
I
| I
|
4.Grup

Defekt+%0.9 NaCl

16rat
32 zigoma

1
8rat

16 zigoma

"

Sekil 3.3. Gruplar ve ¢alisma programinin sematik gériiniimii

(DFO: Desferroksamin, BT: Bilgisayarli Tomografi).

3.4. Degerlendirme Yontemleri

3.4.1. Klinik Degerlendirme

Histolojik drneklerin elde edilmesi asamasinda makroskobik olarak Grup 1 ve
2’de kemik greftinin stabilitesi, ¢cevre dokudaki vaskiilarite artisi, Grup 3 ve 4’te

defekt alanindaki kapanma miktar1 ve vaskiilarite farkliliklar1 degerlendirildi.
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3.4.2. Radyolojik Degerlendirme

Operasyonu takiben 2 ve 4. haftada 24 sicana, 8 ve 12. haftalarda ise 16
sicana 0,5 mm. kesitsel kalinlikta koronal, aksiyal planda bilgisayarli tomografi
(Toshiba Aquilion 320, Japan) cekimleri yapildi ve 3 boyutlu yapilandirma
uyguland1 (Resim 3.11). U¢ boyutlu BT calismasi, gruplar arasinda kemik greft

99

hacminde ve “gap’’te olusacak farklarin tespit edilebilmesi amaciyla tercih edildi.

Resim 3.11. Siganlarin radyolojik degerlendirmesi

Sicanlara ketamin ve ksilazinle genel anestezi uygulandiktan sonra prone pozisyonda koronal ve
aksiyal planda BT c¢ekilerek 3 boyutlu yapilandirma uygulandi.

Deneklerden diizenli araliklarla elde edilen tomografi goriintiileri “Mimics”
16.0 for X64 (Materialise, Belgium)” programina aktarilarak elde edilen 3 boyutlu
goriintiiler, “3-Matic”® versiyon 8.0 (Materialise, Belgium)” ile degerlendirilirken,
Grup 3 ve 4’te defekt alaninda ortaya ¢ikan azalma ise “Hipax” patient cd viewer
(Steinhart, Germany)” programi ile 6l¢iildii ve ortaya ¢ikan degisiklikler kaydedildi
(Resim 3.12).
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Resim 3.12. Kemik greft hacimlerinin degerlendirilmesi

A) “Mimics™” programi yardimiyla kemik greft alanlari isaretlenmesi. B) “3-Matic®™”
prog y y g

greftlerin hacimlerinin hesaplanmasi.

program ile

3.4.3. Biyomekanik Degerlendirme

Kemik grefti ile onarim uygulanmis 8 sicanin 12. haftanin sonunda sakrifiye
edilmesiyle elde edilen orneklere, histolojik inceleme Oncesinde Hacettepe
Universitesi Arastirma Gelistirme Laboratuvarinda bulunan “Llyod LR 50K” (Llyod
Instruments, UK) isimli cihaz yardimiyla 3 nokta egme testi uygulandi (Resim
3.13A).

Grup 1 ve 2 deneklerden elde edilen 2 cm. uzunlugundaki ornekler; 1slak
gazli beze sarilarak bekletilmeden laboratuvar ortamina tasindi. Test asamasinda
zigomatik arkin hasarlanmamis olan anterior ve posterior fragmanlari hazirlanan
diizenek tlizerinde sabitlenirken, ortada bulunan greft alanina Imm/dk hizinda diizenli
sekilde artan kuvvet uygulandi ve kemigin kirilma anindaki yiik degerleri Newton
cinsinden kaydedilerek, ylik-deformasyon egrileri ¢gikarildi (Resim 3.13B). Bu egriler
iizerinden kemiklerin maksimum kirilma yiikii ve defleksiyon orani saptanirken,
elastik limite denk gelen degerler baz alinarak orneklerin katilik modiilii degerleri

saptandi.

52



. -LLOYD)(  LRsOK -

Resim 3.13. Biyomekanik degerlendirme

A) Degerlendirme esnasinda kullanilan biyomekanik test cihazi (Llyod LR 50K, Llyod Instruments,
UK). B) Kemik greftinin degerlendirme esnasindaki goriintiisii.

3.4.4. Histolojik Degerlendirme

Histolojik inceleme, GATA Patoloji AD.’da gerceklestirildi. Operasyon
sonrast 1. haftada 8 siganin (16 zigoma), 6. haftada 8 sicanin (16 zigoma) ve 12.
haftada 16 sicanin (32 zigoma) operasyon alanlar1 lateral insizyon ile agildi ve
zigomatik ark yapilar1 ortada defekt alani yer alacak sekilde 2 cm. uzunlugunda
cikarildi. Zigomatik arklarlarda kemik greftinde kayip gozlenen sicanlarda, aradaki
fibréz yumusak dokularin biitiinliigliniin bozulmamasina 6zen gostererek Ornekler
blok olarak alindi. Toplanan doku ornekleri Oncelikle 2 giin siiresince %10’luk
fiksatif formalin i¢ine koyulurken takiben formik asit icinde dekalsifiye edildi ve
parafin i¢ine gomildi. Parafin bloklardan 4 mikron kalinli§inda horizontal kesitler
alindi. Grup 1 ve 2’de greft alanini, Grup 3 ve 4’te ise yeni olugan kemik dokusunu
kapsayan kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandiktan sonra 151k mikroskobu
(Nikon Eclipse i80, Japan) yardimiyla 40X biiyiitme altinda incelendi. incelenen
alanlar igerisinden rastgele 5 bolge secilip icerdikleri osteoblast, osteoklast ve damar

yapilart sayilarak ortalamalari alindi.

3.4.5. Istatistiksel Degerlendirme

Test metodunun belirlenmesi asamasinda 6ncelikle verilerin normal dagilima

uygunlugu “Kolmogorov Smirnov testi” ile incelendi. Normal dagilima uygun
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olmadig1 gozlemlenen; greft hacim degisiklikleri, defekt alaninda azalma miktari,
biyomekanik testlerde elde edilen kirilma noktasi ve katilik modiiliis degerlerinin
incelemesinde “Wilcoxon Signed Rank testi” uygulanirken, ortanca degerler ile
tamamlayici istatistik olarak minimum/maksimum degerlerinin kullanilmasina karar
verildi. Normal dagilima uygun oldugu gozlemlenen osteoblast sayisi, osteoklast
sayist ve anjiyogenez yogunlugunun degerlendirmesinde ise “Eslestirilmis T testi”
uygulandi ve ortalama degerler ile tamamlayict istatistik olarak standart sapma
degerleri kullanildi. Verilerin istatistiksel analizleri “SPSS 15.0 for Windows”
programi yardimiyla yapilirken, p<0.05 degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Makroskobik degerlendirmeler 6rneklerin toplanmasi asamasinda ayni cerrah
tarafindan gercgeklestirildi.

1. haftanin sonunda Grup 1 ve Grup 3 igerisinde yer alan siganlarin zigomatik
arki ¢evreleyen yumusak dokusunda, Grup 2 ve 4’e kiyasla kanama odaklarinda
belirgin sekilde artis oldugu gozlemlendi (Resim 4.1). Bunun disinda Grup 3 ve 4
deneklerdeki kemik “gap”’inin degerlendirmesi ile Grup 1 ve 2 deneklerdeki kemik
greftlerinin stabilitesi agisindan 6énemli bir farklilik gézlenmedi. Ancak hem Grup 1
hem de Grup 2 deneklerde greft hacminin bir hafta Oncesine oranla kismi

rezorbsiyona ugradigi tespit edildi.

Resim 4.1. Her iki zigomatik arki g¢evreleyen yumusak dokuda vaskiilaritenin

makroskobik degerlendirmesi

A) Grup 1°de (sag zigomatik ark) ¢evre yumusak dokuda yaygin kanama odaklarinin goriinimii. B)
Grup 2’de (sol zigomatik ark) ise karsi tarafa kiyasla daha az miktarda kanama odagi gézlendi.

6. haftada alman Orneklerin ve ¢evre dokularin makroskobik
degerlendirmesinde ise Grup 1 ve 2 arasinda kanama odaklar1 agisindan belirgin
farklilik izlenmezken, kemik greftlerinin bir siganin sol tarafi (Grup 2) diginda stabil

oldugu gozlemlendi (Resim 4.2).

55



Resim 4.2. 6. haftada “non-union” ve rezorbsiyon izlenen Grup 2 denegin 3 boyutlu

BT goriintiileri

Bunun disinda hicbir ornekte enfeksiyona ait bulgu izlenmezken greft
hacminde Grup 1 deneklerde, Grup 2 deneklere kiyasla daha fazla artis oldugu
degerlendirildi (Resim 4.3).

Resim 4.3. Altinci haftada deneklerin klinik degerlendirmesi

A) Grup 1 deneklerde kemik greft hacminin normal seviyeye yaklagmis oldugu izlendi. B) Grup 2
deneklerde ise kemik greft hacminin operasyon esnasindaki hacmine kiyasla halen az oldugu tespit
edildi.

Ayni dénemde Grup 3 ve 4 igerisinde yer alan deneklerin degerlendirmesinde
ise Grup 3’teki defekt boyutunda Grup 4’e kiyasla azalma oldugu saptandi.

12. haftada elde edilen orneklerin incelemesinde Grup 1 ve 2’de kemik
greftlerinin tamamen stabil oldugu izlenirken, Grup 1’deki kemik hacminin karsi

tarafa kiyasla daha fazla oldugu goézlemlendi (Resim 4.4). Grup 3 ve Grup 4’iin
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karsilastirilmasinda ise Grup 3 deneklerde, kemik defekt alaninda azalmanin daha

belirgin hale geldigi saptandi (Resim 4.5).

Resim 4.4. Grup 1 ve 2’de yer alan deneklerin 12. haftadaki klinik degerlendirmesi

A) Grup 1 deneklerde greft iyilesmesi; kemik hacmi karsi tarafa oranla artmig gériiniimde. B) Grup 2
deneklerde greft iyilesmesi; greft hacminin Grup 1’e kiyasla daha az oldugu goériilmektedir.

Resim 4.5. 12. hafta sonunda defekt alanlarin klinik degerlendirmesi

A) Grup 1 deneklerdeki defekt alaninda azalma izlenirken B) Grup 4 deneklerin defekt alanlarindaki
azalma daha az miktardaydi.

4.2. Radyolojik Bulgular

Tiim gruplardaki sicanlardan 2, 4, 8 ve 12. haftalarda ¢ekilen BT
gorlintiilerinden kemik defekti ve greft hacimleri hesaplandi (Tablo 4.1, 4.2, 4.4,
4.5). Elde edilen verilerden ortanca degerler saptanirken sonraki analizlerde bu
degerler kullanildi (Tablo 4.3 ve 4.6). Gruplar aras1 karsilagtirma Wilcoxon testi ile
yapildi.

Grup 1 ve 2 deneklerin kemik greft hacimlerinin 2, 4, 8 ve 12. haftadaki

degerlendirmelerinde; Grup 1 deneklerde kemik greft hacmindeki erken donemde

57



gozlemlenen rakamsal azalmanin daha az miktarda oldugu, takip eden donemde
ortaya ¢ikan artigin ise daha fazla oranda oldugu izlendi (Resim 4.6, 4.7). Elde edilen
verilerin istatistiksel degerlendirmesinde ise gruplar aras1 anlamh farklilik (p<0.05)

olustugu gozlendi (Sekil 4.1, 4.2).

Resim 4.6. Grup 1 ve 2’de yer alan bir denekteki kemik greft hacminin 2, 4, 8 ve 12.

haftalardaki BT goriintiileri

Resim 4.7. Grup 1 ve 2’de yer alan bir denekteki kemik greft hacminin “Mimics®”

programi ile degerlendirilmesi

A) 2. haftadaki greft hacimlerinin goriiniimii. B) 12. hafta sonundaki greft hacimlerinin goriintiisii.
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Tablo 4.1. Grup 1’deki deneklerin greft hacimlerinin haftalara gore degisimi

Grup 1 2. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta
(mms) (mms) (mms) (mm3)
Denek 1 15,65 14,25 16,18 18,23
Denek 2 16,43 15,35 17,75 19,44
Denek 3 14,27 13,31 15,73 16,64
Denek 4 14,38 13,87 16,24 17,54
Denek 5 13,64 12,54 13,98 16,89
Denek 6 15,83 14,30 16,97 18,17
Denek 7 14,45 14,53 16,58 18,76
Denek 8 16,12 15,65 17,32 19,98
Denek 9% 16,73 15,52
Denek 10* 15,86 15,61
Denek 11* 14,12 13,39
Denek 12* 16,74 15,40

* Altinci haftada sakrifiye edilmis olan denekler.

Tablo 4.2. Grup 2’deki deneklerin greft hacimlerinin haftalara gore degisimi

Grup 2 2. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta
(mms) (mms) (mms) (mm3)
Denek 1 14,25 11,32 12,13 13,33
Denek 2 16,10 13,47 14,32 15,24
Denek 3 13,14 12,36 13,73 15,97
Denek 4 13,55 12,14 12,65 13,89
Denek 5 12,74 11,98 12,76 13,84
Denek 6 14,67 14,23 14,18 15,60
Denek 7 15,39 13,61 14,45 15,12
Denek 8 15,25 14,67 14,72 15,16
Denek 9% 16,21 13,47
Denek 10* 15,64 13,12
Denek 11* 14,74 12,49
Denek 12* 14,34 14,40

* Altinci haftada sakrifiye edilmis olan denekler.

59



Tablo 4.3. Grup 1 ve 2’de yer alan deneklerin greft hacimlerinin 2, 4, 8 ve 12.

haftalardaki ortanca ve minimum, maksimum degerleri

Grup 2. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta
(mm*) (mm*) (mm*) (mm?)
1 Ortanca 15,74 14,415 16,41 18,20
Maks-Min | 16,74-13,64 | 15,65-12,54 | 17,75-13,98 | 19,98-16,64
2 Ortanca 14,705 13,295 13,955 15,14
Maks-Min | 16,21-12,74 | 14,67-11,32 | 14,72-12,13 | 15,97-13,33
mm3
20
18
16
14 -
12
10 - ¥ 2. hafta greft hacmi
8 -
. B 4. hafta greft hacmi
4 8. hafta greft hacmi
2 -
0 - B 12. hafta greft hacmi
Grup 1 Grup 2

Sekil 4.1. Tablo 4.3’te yer alan degerlerin grafiksel goriiniimii
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#p<0.05

® 2. hafta greft hacmi

B 4. hafta greft hacmi

8. hafta greft hacmi

B 12. hafta greft hacmi

Grup 1 Grup 2

Sekil 4.2. Grup 1 ve 2 deneklerde greft hacimlerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

Kemik greft hacimlerinin degerlendirmesinde Grup 1 ve 2 arasinda tiim haftalarda istatistiksel olarak
anlaml farklilik (p<0.05, Wilcoxon testi) bulundu.

Grup 3 ve 4’te yer alan deneklerin kemik defekt boyutunun 2. haftadaki
Ol¢timlerinde gruplar arasinda anlamli farklilik (p>0.05) izlenmezken, takip eden 4, 8
ve 12. haftalarda ise farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) gézlemlendi

(Sekil 4.3, 4.4) (Resim 4.8).

haftalardaki BT goriintiileri
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Tablo 4.4. Grup 3’teki deneklerin defekt alanlarinin haftalara gore degisimi

Grup 3 2. hafta (mm) 4. hafta (mm) 8. hafta (mm) 12. hafta (mm)
Denek 1 4,65 4,43 4,12 3,89
Denek 2 4,72 4,32 4,21 4,02
Denek 3 4,86 4,39 4,14 3,83
Denek 4 4,68 4,32 4,14 3,91
Denek 5 4,87 4,48 4,19 3,93
Denek 6 4,92 4,64 4,37 3,76
Denek 7 4,73 4,50 4,18 3,82
Denek 8 4,92 4,52 4,15 3,93
Denek 9% 4,68 4,34

Denek 10* 4,79 4,32

Denek 11% 4,69 4,45

Denek 12% 4,75 4,36

* Altinci haftada sakrifiye edilmis olan denekler.

Tablo 4.5. Grup 4’teki deneklerin kritik buiyiikliikteki defekt alanlarinin haftalara

gore degisimi

Grup 4 2. hafta (mm) 4. hafta (mm) 8. hafta (mm)  12. hafta (mm)
Denek 1 4,85 4,77 4,70 4,59
Denek 2 4,82 4,69 4,66 4,61
Denek 3 4,74 4,71 4,64 4,58
Denek 4 4,89 4,67 4,63 4,49
Denek 5 4,92 4,80 4,79 4,72
Denek 6 4,91 4,83 4,79 4,76
Denek 7 4,78 4,66 4,54 4,47
Denek 8 4,81 4,74 4,71 4,65
Denek 9% 4,98 4,92

Denek 10* 4,79 4,77

Denek 11% 4,83 4,82

Denek 12% 4,95 4,89

* Altinci haftada sakrifiye edilmis olan denekler.
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Tablo 4.6. Grup 3 ve 4’te yer alan deneklerin defekt alanlarinin 2, 4, 8 ve 12.

haftalardaki ortanca ve minimum, maksimum degerleri

Grup 2. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta
(mm) (mm) (mm) (mm)
Ortanca 4,74 4,41 4,165 3,9
3
Maks-Min | 4,65-4,92 4,64-4,32 4,37-4,12 | 4,02-3,76
Ortanca 4,84 4,77 4,68 4.6
4
Maks-Min | 4,98-4,74 4,92-4,66 4,8-4,5 4,76-4,47
(mm)
6
5
4 ,
3 H 2. hafta defekt genisligi
2 B 4. hafta defekt genisligi
1 8. hafta defekt genisligi
0 ® 12. hafta defekt genisligi
Grup 3 Grup 4

Sekil 4.3. Tablo 4.6’da yer alan degerlerin grafiksel goriiniimii
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(énm) "
*

5 * p<0.05
4 ,
3 - B 2. hafta defekt genisligi
2 - B 4. hafta defekt genisligi
1 8. hafta defekt genisligi
0 B 12. hafta defekt genisligi

Grup 3 Grup 4

Sekil 4.4. Grup 3 ve 4 deneklerde defekt boyut ortalamalarinin gruplar arasi

karsilastirilmast

Grup 3 ve 4 arasinda yapilan karsilagtirmada, 2. haftada gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmezken
(p>0.05, Wilcoxon testi) 4, 8 ve 12. haftalarda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edildi.

4.3. Biyomekanik Bulgular

12. haftanin sonunda 1 ve 2. Grupta yer alan 8 denek (n=16) sakrifiye
edilirken, 6 denekten elde edilen 6rneklerin (n=12) biyomekanik degerlendirme i¢in
uygun yapr sergiledigi gozlemlendi. Biyomekanik degerlendirmenin disinda
birakilan 2 siganda ise kemik dokunun ¢ikarilmasi esnasinda hasarlanma olustugu
gozlemlendi.

3 nokta egme testi uygulanan 6 denekten elde edilen orneklerin dncelikle
maksimum kirilma yiikleri saptanarak, gruplar igerisindeki ortanca degerleri
hesapland1 (Tablo 4.7, 4.8). Elde edilen degerlerin istatistiksel analizi agamasinda
Wilcoxon testi kullanildi ve Grup 1 ile 2 arasinda maksimum kirilma ytikleri

acisindan anlamli farklilik (p<0.05) bulundugu saptandi (Sekil 4.5).
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Tablo 4.7. Grup 1 ve 2’de yer alan deneklerin maksimum kirilma yiik degerleri

Grup 1 (Newton) Grup 2 (Newton)

Denek 2 7,45 5,52

Denek 4 5,47 424

Denek 6 5,97 4,65

Tablo 4.8. Grup 1 ve 2’de yer alan deneklerin 12. haftanin sonunda maksimum

kirilma yiik dl¢limlerinin ortanca ve minimum, maksimum degerleri

12. hafta (N)

Maks-Min 2,13-7,45

Maks-Min

1,23-5,52

* p<0.05

& Maksimum kirilma ytikii (N)

Grup 1 Grup 2

Sekil 4.5. Grup 1 ve 2’de yer alan deneklerin maksimum kirilma yiik verilerinin

istatistiksel grafigi
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3 nokta egme testi sonucu elde edilen yiik—deformasyon egrisindeki elastik
bolgenin egimi (tanjant1) hesaplanarak kemik katilik modiilii sonuglarina ulasildi
(Tablo 4.9, Sekil 4.6). Gruplar igerisindeki katilik modiilii sonug¢larinin ortanca
degerleri saptanarak Wilcoxon testi yardimiyla istatistiksel degerlendirilmesi yapildi

ve gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadigi (p>0.05) gozlemlendi (Tablo 4.10).

Tablo 4.9. Grup 1 ve 2’de yer alan deneklerin katilik modiilii degerleri

Grup 1 Grup 2

(N/mm) (N/mm)
Denek 1 2,97 2,72
Denek 2 4,07 3,84
Denek 3 3,32 3,01
Denek 4 3,82 3,37
Denek 5 3,74 3,74
Denek 6 3,43 3,77

Tablo 4.10. Grup 1 ve 2’de yer alan deneklerin 12. haftanin sonunda katilik modiilii

verilerinin ortanca ve minimum, maksimum degerleri

Grup 12. hafta (N/mm)
Ortanca 3,58
' Maks-Min 4,07-2,97
Ortanca 3,55
: Maks-Min 3,84-2,72
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Yk

(N) Maksimum
kirilma yuku
5,47 e
-

4,24 m Grup 1
3,96
3,68 Elastik limit Grup 2

1,036 1,09 1,65 1,83 Deformasyon

(mm)

Sekil 4.6. 12 haftada sakrifiye edilen bir denegin biyomekanik test sonuglarmin yiik—

deformasyon egrisinde goriiniimii. (N: Newton)

4.4. Histolojik Degerlendirme

4.4.1. Birinci Hafta

1. haftada H&E boyali orneklerin incelemesinde kemik greftleri iizerinde
vaskiilaritenin yogun sekilde olustugu, greft alanina komsu bdlgelerde ise
graniilasyon dokusu ile uyumlu yogun fibroblast aktivitesinin bulundugu
gozlemlendi. Grup 1 deneklerde vaskiilaritenin grefte yapisma gosteren komsu
yumusak dokuda da belirgin bicimde artmis oldugu izlendi.

Grup 1 ve 3’ten elde edilen Orneklerin incelemesinde, kontrol gruplarina
kiyasla artmig osteoblastik hiicre sayisi ve vaskiilarite odaklart gézlemlenirken,
osteoklast miktarinda belirgin farklilik degerlendirilmedi (Tablo 4.11, 4.12) (Resim
4.9, 4.10). Elde edilen verilerin istatistiksel analizinde ise ¢alisma ve kontrol gruplari
arasinda gerek osteoblast sayisi gerekse vaskiilarite miktart agisindan anlamli

farklilik (p<0.05) bulundugu saptand: (Tablo 4.13, Sekil 4.7).

67



Tablo 4.11. 1. haftada Grup 1 ve Grup 2 deneklerden elde edilen 6rneklerin

histolojik incelemesi sonucunda elde edilen degerler

Osteoblast sayisi Osteoklast sayisi Vaskiilarite miktari

Denek 1 53 43 5 8 23 17

Denek 3 45 41 6 5 23 18

Tablo 4.12. 1. haftada Grup 3 ve Grup 4 deneklerden elde edilen 6rneklerin

histolojik incelemesi sonucunda elde edilen degerler

Osteoblast sayisi Osteoklast sayisi Vaskiilarite miktari

Resim 4.9. 1. haftada Grup 1 ve 2 deneklerin histolojik incelemesinde osteoblast

yogunlugunun degerlendirilmesi

A) Grup 1 deneklerde artmis osteoblast yogunlugu (siyah ok) saptandi. B) Grup 2 deneklerde ise Grup
1 deneklere kiyasla osteoblast artisinin daha az oldugu izlendi.
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A =B
Resim 4.10. 1. haftada Grup 1 ve 2 deneklerin histolojik incelemesinde vaskiilarite
miktarinin degerlendirilmesi

A) Grup 1 deneklerde artmis vaskiilarite (siyah ok) izlenitken B) Grup 2 deneklerde vaskiilarite
artisginin Grup 1 deneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiikliik gosterdigi saptandi.

Tablo 4.13. 1. haftada deneklerden elde edilen Orneklerin ortalama ve standart

sapma degerleri

Grup Osteoblast Osteoklast Vaskiilarite

Ortalama 54 6,5 24,5

' St. sapma 6,68331 1,29099 1,91485
Ortalama 4225 6 17

* St. sapma 3,77492 1,41421 2,16025
Ortalama 24,5 4.5 16,25

: St. sapma 4,5 2,64575 2,5
Ortalama 18,75 5 10,75

! St. sapma 3,5 2,16025 1,70783
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* p<0.05

B Grup1

® Grup 2

Grup 3

B Grup 4

Osteoblast sayisi Osteoklast sayisi Vaskiilarite miktari

Sekil 4.7. 1. haftada elde edilen 6rneklerin istatistiksel degerlendirmesi

Osteoblast sayilari ile vaskiilarite miktarlart agisindan ¢alisma ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel
farklilik (p<0.05, Eslestirilmis T testi) saptanirken, osteoklastik aktivite arasinda farklilik gézlenmedi.

4.4.2. Altinc1 Hafta

6. haftada elde edilen Orneklerin incelemesinde 1. haftaya benzer sekilde
Grup 1 ve 3 deneklerde vaskiilarite ve osteoblastik aktivitenin kontrol gruplarina
kiyasla fazla oldugu gozlemlenirken (Tablo 4.14, 4.15, Resim 4.11), verilerin
istatistiksel incelemesinde anlamli farkliliginin (p<0.05) devam ettigi saptandi (Tablo
4.16, Sekil 4.8). 6. hafta ile 1 haftanin karsilastirmasinda ise osteoblast miktar1 ve
vaskiilarite yogunluguna agisindan anlamli farklilik gézlenmedi (p>0.05).

Osteoblast ve vaskiilariteden farkli olarak bu donemdeki osteoklast sayisinda
1. haftaya kiyasla rakamsal azalma izlendi ve bu azalmanin istatistiksel olarak Grup

1, Grup 2 ve Grup 4 deneklerde anlamlilik (p<0.05) gosterdigi saptandi (Sekil 4.9).
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Tablo 4.14. 6. haftada Grup 1 ve Grup 2 deneklerden elde edilen Grneklerin

histolojik incelemesi sonucunda elde edilen degerler

Osteoblast sayisi Osteoklast sayisi Vaskiilarite miktari

Denek 9 57 43 3 2 21 15

Denek 11 59 49 4 1 24 19

Tablo 4.15. 6. haftada Grup 3 ve Grup 4 deneklerden elde edilen Grneklerin

histolojik incelemesi sonucunda elde edilen degerler

Osteoblast sayisi Osteoklast sayisi Vaskiilarite miktari

Denek 13 21 18 2 2 15 12

Denek 15 24 19 4 1 12 10

> o ——" - - . 2 e ‘ N

Resim 4.11. Grup 1 ve 2 deneklerden elde edilen 6rneklerin 6. haftadaki histolojik

degerlendirmesi

A) Grup 1 deneklerde artmis vaskiilaritenin (mavi ok) ve osteoblastik yogunlugun (siyah ok) devam
ettigi gbézlemlendi. B) Bu dénemde Grup 2 deneklerde osteoblast sayisi (siyah ok) ile vaskiilarite
miktarinin (mavi ok) Grup 1 deneklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05,
Eslestirilmis T testi) az oldugu saptandi.
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Tablo 4.16. 6. haftada deneklerden elde edilen

sapma degerleri

Orneklerin ortalama ve standart

Grup Osteoblast Osteoklast Vaskiilarite

Ortalama 54 3 2425

! St. sapma 3,82971 0,8165 2,87228
Ortalama 4425 2,5 17,25

: St. sapma 3,40343 1,29099 1,70783
Ortalama 23,75 2 15,5

: St. sapma 4,11299 1,41421 2,64575
Ortalama 18,5 1,75 10,75

! St. sapma 2,08167 0,5 0,95743

* p<0.05

EGrup1

® Grup 2

Grup 3

H Grup 4

Vaskiilarite miktari

Osteoblast sayis1

Osteoklast sayis1

Sekil 4.8. 6. haftada clde edilen 6rneklerin istatistiksel incelemesi

Osteoblast sayilari ile vaskiilarite miktarlart agisindan ¢alisma ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel
farkliligin (p<0.05, Eslestirilmis T testi) devam ettigi izlendi.
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* p<0.05

EGrup1

H Grup 2

© Grup 3

H Grup 4

1. hafta 6. hafta

Sekil 4.9. 1. ve 6. haftalardaki osteoklastik aktivite farki

Grup 1, 2 ve 4’te istatistiksel olarak anlamli diisiiklik (p<0.05, Eslestirilmis T testi) izlenirken, Grup
3’te rakamsal diisiiklik bulunmakla beraber istatistiksel olarak anlamli farklilik degerlendirilmedi.

4.4.3. Onikinci Hafta

12. haftada calisma ve kontrol gruplari arasinda osteoblast miktar1 ve
vaskiilarite yogunlugu ac¢isindan rakamsal farkin devam ettigi (Tablo 4.17, 4.18) ve
bu farkin istatistiksel olarak anlamlilik (p<0.05) gosterdigi degerlendirildi (Tablo
4.19, Sekil 4.10, Resim 4.12).

Elde edilen verilern 6. haftayla karsilastirmasinda ise; 12. haftadaki osteoblast
sayisinin 6. haftaya kiyasla belirgin bir diisiis gosterdigi izlenirken, istatistiksel
degerlendirmede de 6. haftaya kiyasla anlaml farklilik (p<0.05) bulundugu saptandi
(Sekil 4.11). Osteoklastik aktivite ve vaskiilarite agisindan ise 6. haftaya oranla

istatistiksel farklilik gézlenmedi.
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Tablo 4.17. 12. haftada Grup 1 ve Grup 2 deneklerden elde edilen Orneklerin

histolojik incelemesi sonucunda elde edilen degerler

Osteoblast sayisi Osteoklast sayisi Vaskiilarite miktar:

Grup 1 Grup 2 Grup 1 Grup 2 Grup 1 Grup 2
Denek 17 8 7 2 1 20 16
Denek 18 12 9 3 4 22 18
Denek 19 15 10 1 2 19 19
Denek 20 9 7 1 1 23 20
Denek 21 12 9 2 2 25 17
Denek 22 10 10 1 2 24 15
Denek 23 14 6 3 1 22 17
Denek 24 7 5 1 3 26 16

Tablo 4.18. 12. haftada Grup 3 ve Grup 4 deneklerden elde edilen Grneklerin

histolojik incelemesi sonucunda elde edilen degerler

Osteoblast sayisi Osteoklast sayisi Vaskiilarite miktar:

Grup 3 Grup 4 Grup 3 Grup 4 Grup 3 Grup 4

Denek 25 5 3 1 1 16 13
Denek 26 4 5 2 4 18 11
Denek 27 7 4 3 3 15 15
Denek 28 4 4 2 2 14 10
Denek 29 9 6 1 2 19 12
Denek 30 4 3 2 1 15 14
Denek 31 9 8 3 3 18 17
Denek 32 5 4 3 1 16 10
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Resim 4.12. 12. haftada Grup 1 ve 2 deneklerden elde edilen 6rneklerin histolojik

incelemesi
A) Grup 1 deneklerde osteoblast (siyah ok) ve vaskiiler olusumlarin (mavi ok) goriiniimii. B) Grup 2

deneklerde Grup 1 deneklere kiyasla osteblast sayisinin ve vaskiilaritenin istatistiksel olarak anlamli
derecede (p<0.05, Eslestirilmis T testi) diisiik oldugu izlendi

Tablo 4.19. 12. haftada deneklerden elde edilen Orneklerin ortalama ve standart

sapma degerleri

Grup Osteoblast Osteoklast Vaskiilarite

St. sapma 2,85044 0,88641

St. sapma 1,88509 1,06904

1,76777

St. sapma 1,12599
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Osteoblast sayisi

Osteoklast sayisi

Vaskiilarite miktari

* p<0.05

B Grup1
® Grup 2
“ Grup 3

B Grup 4

Sekil 4.10. 12. haftada elde edilen 6rneklerin istatistiksel degerlendirmesi

Osteoblast sayilari ile vaskiilarite miktarlart agisindan ¢alisma ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel
farkliligin (p<0.05, Eslestirilmis T testi) devam ettigi izlenmekte.

60

50

40

30

20

10

6. hafta

12. hafta

* p<0.05

B Grup1
H Grup 2
© Grup 3

B Grup 4

Sekil 4.11.

6 ve 12. haftalar arasinda osteoblast sayilarinin karsilastirilmasi

Tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05, Eslestirilmis T testi) azalma tespit edildi.
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5. TARTISMA

Otojen kemik greftleri, kemik defektlerinin onariminda uzun siiredir
kullanilmakla beraber, radyoterapi almis bolgeler gibi yeterli vaskiilarize olmayan
alanlarin onariminda tercih edilmemekte ve tedavide vaskiilarize kemik greftlerinin
kullanim1 6n plana ¢ikmaktadir (6). Vaskiilarize kemik greft uygulamalar1 her ne
kadar dolasimin yetersiz oldugu defektlerin onarimi asamasinda uygun bir tedavi
secenegi olustursa da, yontemin zorlugu, olusabilecek komplikasyonlar, uzamis hasta
yatig siireleri ve artmis tedavi masraflar1 gibi bazi dezavantajlara sahiptirler. Bu
noktalar goz Oniine alindiginda vaskiilarize olmayan otojen kemik greftlerinin
iyilesmesi siireci lizerine olumlu etkiler olusturacak uygulamalarin tedavideki 6nemi
artmaktadir.

Anjiyogenez, mevcut vaskiiler yapilardan yeni vaskiiler olusumlarin
gelismesi olarak tanimlanirken, kemik gelisimi ve kemik iyilesmesi sirasinda
oldukca Onem tasir (208). Kemik iyilesmesi disinda kemik greftlerinin iyilesmesi
esnasinda da hizli ve yogun revaskiilarizasyonun onemli bir basamak oldugu
diisiiniilmekte ve greft iyilesmesi iizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla
birgok calisma yapilmaktadir (209, 210). Anjiyogenez kemik iyilesmesi esnasinda
mezenkimal kok hiicrelerin osteoblast yoniinde farklilasmasi, primer kallusun
sekonder forma doniislimii ve metabolik yiikiin uzaklastirilmas: gibi farkli
basamaklarda aktif rol oynamaktadir. Anjiyogenezin inhibe edildigi deneysel
modellerde kirik iyilesmesinde duraklamanin ortaya ciktigi izlenirken, stimiile
edildigi durumlarda ise iyilesmenin hizlandigi gosterilmistir (211-214). Benzer
sekilde anjiyogenezin kemik greft iyilesmesi agamasinda da etkili oldugunu gdsteren
caligmalar mevcuttur (210). Radyoterapi almis zeminlere yerlestirilen greftlerin
inkorporasyonunda azalmaya karsi doku genisletici uygulanan bolgelere yerlestirilen
kemik greftleri ve FGF ile stimiile edilmis kemik greftlerinde saptanan
inkorporasyon artisi, anjiyogenezle kemik greft iyilesmesi arasindaki yakin iliskiyi
gosteren baglica calismalardir (6-9, 196). Anjiyogenezin greft inkorporasyonu
iizerinde olusturdugu bu olumlu etkilerinden yola c¢ikarak kemik greft

uygulamalarinda vaskiiler loop olusturma, flep ile kombine etme, anjiyogenezi
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stimiile edici ajanlar kullanma gibi bir¢ok farkli teknikte tanimlanmistir (196, 215).
Bizim calismamizda da kemik grefti iyilesmesinin hizlandirilmasi i¢in anjiyogenez
artigina yol agtigi1 iyi bilinen DFO kullanilmustir.

Hipoksi anjiyogenezin en potent stimiilatérii olup VEGF saliniminda artiga
yol agar ve bu siirecte HIF-1a seviyelerinin stimiilasyonu 6énemli bir yer tutmaktadir
(92-94). Doku oksijen diizeyinin %5’in altina diistiigiinde ortaya ¢ikan HIF-1ay
niikleus diizeyinde HIF-1p ile birleserek VEGF ekspresyonunu arttirmakta ve bu
sayede anjiyogenezi stimiile etmektedir (95). Doku oksijen miktarinin %5’in {izerine
ciktig1 durumlarda ise ortamda bulunan prolil hidroksilazlar HIF-1a’y1 parcalayarak
anjiyogenezin stimiilasyonu yoniindeki etkinin ortadan kalkmasina yol agmaktadirlar
(216). Bir demir selatorii olan DFO dokularda bulunan ferritin ve hemosiderin
yapisindaki demire baglanarak prolil hidroksilazin demiri kofaktor olarak
kullanmasinin Oniine gegmektedir. Bu yolla prolil hidroksilazin inhibisyonu
gerceklesirken ortamda HIF-lo birikimine yol agarak VEGF ekspresyonunu
arttirmaktadir (10). DFO, HIF-la artis1 disinda serbest hidroksil radikallerinin
birikimini azaltarak ve P-katenin seviyelerinde yilikselme saglayarak kemik iyilesme
stirecine bir bagka yonden olumlu etki gostermektedir (206).

Kemik iyilesmesi esnasinda anjiyogenezin incelemesine yonelik ¢aligmalarda
siklikla VEGF ve FGF kullanilmistir. Bu biiyiime faktorleri basta endoteliyal hiicre
gruplar1 lizerinden anjiyogenezi stimiile ederken, direkt olarak osteblastik ve
osteoklastik hiicre gruplari iizerine de etki gdstermektedir (11, 12, 91). Emad ve
arkadaslarinin tavsanlar tizerinde yapmis olduklari calismada demineralize kemik
matriksinin  VEGF ile kombine edildigi durumlarda yiiksek anjiyogenez
saptamiglardir (217). Aynmi calismalarinda kemik dokunun kalitatif ve kantitatif
olarak daha iyi iyilestigi sonucuna ulagsmiglardir. Benzer sekilde Street ve
arkadaslarinin insan osteoblast kiiltiirii lizerinde yapmis oldugu bir baska caligmada,
ekzojen VEGF uygulamasimin kemik dokuda nodiill olusumuna yol actigi ve
VEGF’iin  bloklandigi  durumlarda  nodiil  formasyonunun  kayboldugu
gbozlemlenmistir (218). Street, ortaya ¢ikan bu etkiyi anjiyogeneze ek olarak
VEGF’iin osteoblastlar iizerine olusturdugu stimiilasyon ile iligskilendirmistir. Chow

ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir diger ¢alismada ise VEGF ekspresyonu ile
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kemik greftlerinin iyilesmesi arasinda yakin iligki bulunmus ve bu etki artmis
vaskiilarizasyona bagli osteogenezin artisi seklinde yorumlanmistir (219).

Kemik greftlerinin inkorporasyonu asamasinda osteoblastik aktivasyonun
arttirtlmas1 baglica hedefi olustursa da kortikal kemik greftlerinin iyilesmesinin
birinci basamaginda osteoklast aktivasyonu da yer almaktadir (6). Bu sebeple
kortikal kemik grefti uygulanmasi sonrasinda ortaya c¢ikacak hacimsel azalma
beklenen bir sonug¢ iken, optimal diizeyde osteoklast aktivasyonu anjiyogenezin
kemik doku igerisine ilerlemesi i¢in gerekli olup greft iyilesmesinde 6nemli bir role
sahiptir.

VEGF’iin anjiyogenezi arttirarak osteoblast farklilagmasini arttiric1 ve direk
osteoblastik aktivasyona yol acarak osteogenezi tetikleyici etkilerinin yaninda bir
diger etkisi ise osteoklast lizerinden olmaktadir. Helmrich ve arkadaglart VEGF iin
bu etkilerini arastirmak amaciyla sigan VEGF ekspresyonu saglayan, genetik olarak
modifiye edilmis insan kemik iligi kokenli kok hiicrelerini osteokondiiktif bir
tastyictyla kombine etmis ve in-vivo sican modelinde incelemislerdir. Bu ¢aligmanin
sonucunda olusan kemik dokusunda anjiyogenezin kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugu gozlemlenirken, kemik hacminde
ise tam tersi sekilde azalma oldugu saptanmistir. Yapilan histolojik degerlendirmede
ise osteoklastlarin ortamda yogun olarak bulundugu fark edilmis ve VEGF’in
oncelikle osteoklastlar1 stimiile ederek kemik greft hacminde azalma yaratabilecegi
sonucu ¢ikartlmistir (197).

Her ne kadar Helmrich ve arkadaslar1 greft iyilesmesi siirecinde VEGF’iin
osteoklastik aktivasyonu daha on plana ¢ikarabilecegini savunsa da yaptigimiz
caligmada elde ettigimiz radyolojik sonuglar tam tersi bulgular gostermekte idi. Bu
donemdeki goriintiilerde kemik greft hacminde daha az kayip izlenmesi basta daha
az  osteoklastik  aktivasyon  olustugunu  disiindiirmektedir. ~ Osteoklast
aktivasyonundaki bu azalmanin ise beraberinde vaskiilaritede azalma yaratmasi olasi
bir negatif etki olarak ongoriiliirken, histolojik kesitlerde beklenenin aksine gruplar
arasinda osteoklast miktar1 acisindan anlamli bir fark bulunmamistir. Bu nedenle
Grup 1 deneklerde erken donemdeki kemik greft hacim azalmasinin kontrol grubuna
oranla az olmasi, osteoklastlardan bagimsiz olarak histolojik kesitlerde de artmig

olarak izlenen osteoblastik aktivite artisi (VEGF’iin dogrudan etkisiyle gerceklesen)
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ile anjiyogenezin osteoblastik farklilasma ve hiicre nekrozunda azalmaya yol
acmasiyla iligkilendirilebilir.

Otojen kemik greftlerinin aktarimi sonrasinda greft igerisinde yer alan
hiicrelerin sag kalimina yonelik farkli goriisler bulunmaktadir. Baz1 ¢alismalarda bu
hiicrelerin hizli bir seyirle tamamen Oliip “creeping substitution” ile ortadan
kaldirildig1 savunulurken, bazi calismalarda ise kortikal kemik yiizeyinden 300
mikrometre derinlige kadar hiicrelerin canliligini siirdiirdiigii savunulmaktadir (161,
220, 221). Yamaguchi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada greft transplantasyonu
sonrasinda hiicrelerin 60. giinde dahi canlilifini siirdiirebildigi ortaya koyulmustur
(222). Bu sebeple greftlerin hizli revaskiilarizasyonu hiicre gruplarinin yasayabilirligi
icin 6nemli bir basamak olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bizim ¢alismamizda da Grup
1 deneklerde erken donemde ortaya c¢ikan daha az hacimsel kaybin artmig
osteoblastik aktivite disinda azalmis hiicre nekrozuna bagl olabilecegi diisiiniilebilir.
Bu etkinin daha dogru degerlendirilebilmesi i¢in ilk 1 hafta igerisinde yapilacak ek
histolojik incelemelere ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz.

Virolainen ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada farkli tiplerdeki kemik
greftlerinin iyilesmesini incelemis ve degerlendirmelerini radyolojik olarak 4. ve 8.
haftalarda yapmislardir (223). Bizde c¢alismamizda literatiire paralel olarak
radyolojik degerlendirme i¢in 4 ve 8. haftalar ile erken donemdeki rezorbisyonu ve
ge¢ donemdeki farkliliklar: degerlendirme amaciyla da 2 ve 12. haftalar sectik. Elde
edilen sonuglar literatiire benzerlik gdsterirken, Yamaguchi ve arkadaslarinin yaptigi
calismanin sonuglarina benzer sekilde erken donemde artmis rezorbsiyon, 4.
haftadan itibaren Virolainen’in ¢alismasina benzer sekilde kemik olusumunda artis
gozlemlendi. Greft dokusunda 4. haftadan sonra ortaya ¢ikan bu artigin
degerlendirilmesi amaciyla 6. haftada deneklerden alinan orneklerin histolojik
incelemesinde, 1. haftaya kiyasla osteoblastik ve vaskiiler yogunluk arasinda
istatistiksel farklilik izlenmedi ancak osteoklast miktarinda diisiis gézlemlendi. Elde
edilen veriler dogrultusunda bu dénemde ortaya ¢ikan hacimsel artisin osteoblastik
aktivite ve anjiyogenezin yogunlugunun devam etmesi yaninda osteoklast miktarinda
azalmayla iliskili oldugu diisiiniildii.

12. haftadaki 6rnekler incelendiginde hacimsel artis, vaskiilarite ve osteoblast

sayilar1 arasinda anlamli farklilik devam etse de, osteoblast sayilarinin 6 haftaya
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kiyasla istatistiksel olarak anlamli boyutta azaldigi go6zlemlendi. Osteoblast
sayilarindaki bu diislikliik greft matiirasyonunun biiylik oranda tamamlanmasiyla
iligkilendirilirken, 1 ve 2. Gruplar arasinda sayisal yakinlasmanin nedenlerinden
birisinin de 45. giinde DFO enjeksiyonunun kesilmesi ve buna bagli dogrudan
osteoblastik aktivite uyariminin sonlanmasi olabilecegi diisiiniildii.

DFO yardimiyla VEGF stimiilasyonunun greft hacminde olusturdugu artis ile
kemik dokuda olusturabilecegi yapisal degisimin degerlendirmesinde diizenli
araliklarla yapilan radyolojik ve histolojik incelemelerin yaninda biyomekanik testler
de kullanildi. Kemik dokusunun biyomekanik degerlendirmesinde baslica 2 farkli
parametre bulunmakta olup, bunlardan birisi kemigin yapisal mekanik davranigi
digeri ise materyal mekanik davranisidir (224). Yapisal mekanik davranis, kemigin
intrinsik 6zellikleri diginda boyut gibi ekstrinsik 6zellikleriyle de yakin iliskiliyken,
materyal mekanik davranis ekstrinsik nedenlerden bagimsizdir (225). Bu
parametrelerin degerlendirmesinde yiik-deformasyon egrileri yapisal mekanik
davranig hakkinda bilgi edinilmesine imkan tanirken, stres-birim sekil degistirme
egrileri ise dokuya yonelik 6zelliklerin tanimlanmasinda kullanilir. Kortikal kemik
greftlerinde biyomekanik degisimler doku diizeyinde mineralizasyonla yakin iligkili
olup, mineralizasyon artis1 kemigin katilik oraninda artisa yol agmaktadir (224, 226).
Kemigin katilik orani1 ise ylik-deformasyon egrisinin elastik evredeki egim degerleri
veya stres-birim sekil degistirme egrisindeki elastik modiil degerlerinin hesaplanmasi
yoluyla saptanabilir.

12. haftanin sonunda Grup 1 deneklerden elde edilen &rneklerin
incelemesinde artmig maksimum kirilma yiikii, yani artmis kemik giicii degerleri
saptanirken, kemik katilik modiiliisleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
izlenmedi. Grup 1 ve 2 arasinda katilik modiiliisleri arasinda fark izlenmemesi, Grup
1 deneklerde artmis olan maksimum kirilma yiik degerlerinin kemigin intrinsik
degisiminden ziyade kalinlik artisina baghdir. Bu yoniiyle DFO uygulamasinin
kortikal kemik greftlerinde rezorbsiyona bagli erken donemde baslayip devam eden
mekanik destek azalmasinin kismende olsa Oniine gegebilecegini gostermektedir.

DFO’nin kemik iyilesmesi siirecindeki etkilerine yonelik yapilan farkli
caligmalarda, distraksiyon osteogenezde kallus yapisi icerisine diizenli enjeksiyon

yapilarak ve uzun kemiklerde kemik defekt iyilesmesinin incelenmesi amaciyla

81



seramik skafold ile kombine edilerek kullanilmistir (13, 14). Yapilan bu ¢aligmalarda
vaskiilarite artisinin yani sira kemik hacminde de anlamli derecede artig elde
edilmigtir. Yine Alexis ve arkadaslarinin radyoterapi almig kemik doku iizerine
yapmis oldugu bir baska calismada DFO uygulamasinin kemik iyilesmesi siirecinde
kallus hacminde, kemik hacminde, biyomekanik 6zelliklerde ve “union” oranlarinda
artisa yol actigi gosterilmistir (227). Aaron ve arkadaslari ise radyoterapi almig
mandibula {izerinde distraksiyon osteogenez modelinde DFO uygulamasinin,
radyoterapiye bagli anti-anjiyojenik etkilerin ortadan kalkmasina yol actig1 sonucuna
ulagirken, Alexis tarafindan yapilan bir baska c¢alismada DFO’nin distraksiyon
osteogenez esnasinda konsolidasyon periyodunda kisalma sagladigi saptanmistir
(228, 229).

Distraksiyon osteogenez siirecinin aktif bir karakter sergilemesi ve kallus
yapisinin konsolidasyonu i¢in yogun anjiyogenez stimiilasyonu ihtiyact bulunmasi
bu calismalarin ¢ogunun temelinde yatan baslica diisiinceyi olusturmaktadir.
Ozellikle kallus olusumu ile karakterize sekonder tipte kemik iyilesmesinde kallusun
revaskiilarizasyonu ve osteojenik farklilasimi dnemli bir basmagi olusturmaktadir.
Ucgiincii ve 4. Grup deneklerdeki arastirmanin amaci da bu ¢alismalara paralel olarak
daha ¢ok sekonder tipte iyilesme egiliminde olan segmenter kemik defeklerinde DFO
uygulamasinin ne yonde etki olusturacaginin incelenmesi idi. Elde ettigimiz
radyolojik verilerin istatistiksel analizlerinde DFO uygulamasmin kemik defekt
hacminde olusturdugu anlamli diisiis ve histolojik olarak artmis osteoblastik aktivite
ile anjiyogenez DFO uygulamasinin sekonder tipte kemik iyilesme siirecinde de
etkin bir role sahip oldugunun gostergesi olarak kabul edildi. Bizim ¢aligmamizda
kemik defektlerinde kullanilan DFO, daha ileride planlanacak distraksiyon
osteogenezin konsolidasyon asamasinin kisaltilmasi, “non-union” olgularinda
kallusun osteojenik yonde stimiilasyonu ve vaskiilarize kemik grefti onarimi
planlanan hastalarda defekt alaninin prefabrikasyonu gibi alanlarda kullanilabilir.

Kemik iyilesmesi esnasinda revaskiilarizasyonun basta c¢evrede yumusak
dokulardan kaynakli olmas1 sebebiyle bu bolgelerin vaskiilarite yogunlugu da 6nem
tasir. Ornek toplama esnasinda tiim sicanlarda DFO uygulanan tarafta yumusak
dokuda ve greftleri ¢cevreleyen kisimlarda anjiyogenezi diisiindiirecek yaygin kanama

odaklarinin izlenmesine kars1 kontrol gruplarinda bu bulgunun izlenmemesi DFO’nin
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anjyogenezi tetikledigini diisiindiiren en 6nemli klinik bulgumuz olmustur. Bunun
yaninda histolojik degerlendirme asamasinda kemik dokuya yapisiklik gosteren
yumusak dokuda artmis olan vaskiilarite klinik gdzlemlerimizin objektif gostergesini
olusturdu. Buradan yola ¢ikarak Ozellikle radyoterapi almis zeminler, vaskiiler
yetmezlikler veya diyabetik hastalar gibi yogun vaskiilopatinin eslik ettigi klinik
tablolarda kemik greft uygulamasi oncesinde prefabrikasyon amaciyla uygulanacak
DFO tedavisinin greft inkorporasyonunu arttirabilecegini diisiinmekteyiz. Yine bu
hasta grubunda deri grefti benzeri uygulamalar 6ncesinde de DFO tedavisinin veya
DFO’li pansuman malzemelerinin kullanimi, onarim i¢in uygun bir zemin
hazirlanmas1 amaciyla tedavide yardimci bir yontem olarak kullanilabilir.

Caligmanin deney modeli se¢imi sirasinda literatiirde siganlara ait farkli
boyutlarda zigomatik ark kritik boyutlu kemik defekt modellerinin tanimlandigi
tespit edildi. Bu tanimlamalardan bazilarinda defekt boyutu 3 mm. olarak verilirken
Kim ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismaya paralel olarak defekt modeli 5 mm.
olarak planlandi (4, 230). Bunun disinda her iki zigoma arasinda miimkiin oldugunca
simetrik bir planlama yapilabilmesi i¢in her sigcanda zigomatikotemporal sutura orta
nokta kabul edildi ve greftler bu noktaya gore planlandi.

Greft iyilegsmesinde greftin sabitlenmesi ve mekanik strese maruz kalmasi
onem arz etmektedir. Ozellikle yiik tasiyan bolgelerde bir miktar yiikiin kemige
aktarilmasi istenmektedir (6). Yiik tasimayan hareketsiz bolgelerde ise rijit fiksasyon
uygulanmasimin kemik greft inkorporasyonu agisindan farkliligi gosterilememistir
(190). Bunun disinda kritik boyutlu zigomatik ark kemik defekti modelinin kemik
greftleri ile onarimi asamasinda yapilan ¢alismalarda fiksasyon esnasinda muhtemel
teknik zorluklar sebebiyle Surgicel (Johnson & Johnson Medical Ltd., Gargrave,
North Yorkshire, UK) gibi yardimci1 materyallerin kullanim1 da bildirilmektedir (4).
Calisma igerisinde bu tipte yardimci materyallerin DFO ile ne yonde etkilesim
gosterebileceginin bilinmemesi sebebiyle kullanimi tercih edilmemis ve fiksasyon
icin 7/0 prolen kullanilmistir. Histolojik degerlendirme asamasinda; greft ¢evresinde
kartilaj dokusunun izlenmemesi ve radyolojik tetkiklerde kemik temasinin devam

etmesi sebebiyle bu yontem ile yeterli fiksasyonun saglanabildigi gézlemlenmistir.
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Uzun yillardir B-talasemi major gibi sik transfiizyon uygulanan olgularda
kronik demir yiiklenmesinin tedavisi i¢in kullanilan DFO’nin oral yolla kullaniminda
biyo-yararlanimi ¢ok diisiik olup siklikla intramuskuler veya intravendz sekilde
kullanilmaktadir. Bu uygulamalara yonelik tanimlanan yan etkilerinin basinda ise
isitme bozukluklar1 gelmekte iken, bunun disinda gérme bozukluklari, ates, nefes
darhg ve bas dénmesi de olast komplikasyonlardan bazilaridir. Intravendz
uygulamalarinda tanimlanan bu komplikasyonlara karsin DFO’nin lokal
uygulamalarina yonelik komplikasyonlar1 bilinmemektedir. DFO’nin anjiyogenezi
stimiile etme amagh lokal kullanim1 suan i¢in deneysel modellerde sinirli kalmakta
iken, ilerleyen donemlerde deneysel modeller baz alinarak klinik kullanimda
kendisine yer bulmasi olasidir. DFO’nin lokal olarak uygulanmasimin en 6nemli
dezavantaji ise enjeksiyonlarin hastalar iizerinde olusturabilecegi travmadir. Bu
yoniiyle DFO’nin diizenli salinim yapan tasiyicilarla kombine edilmesi klinik
kullanima daha yatkin bir yontem olabilecektir.

Kemik greft uygulamasinin énemli bir endikasyonu da tiimdr rezeksiyonu
sonrasinda olusan kemik defektleridir. Anjiyogenez ile kanser arasindaki yakin iligki
g6z Oniine alindiginda, bu olgularda DFO ve buna bagli VEGF stimiilasyonunun ne
derece uygun bir yaklasim olacagi bilinmemektedir. Kanserli hastalar {izerinde
yapilan farkli ¢alismalarda vaskiiler yogunlugun fazla oldugu hasta gruplarinda nodal
metastazin artis1 ve erken relaps oranlari ortaya koyulurken, deneysel modellerde
anjiyogenezin inhibe edildigi durumlarda timoér progresyonunda azalma
gozlemlenmistir (231-233). Bu ve benzeri ¢alismalardan yola ¢ikarak Anti-VEGF
ajanlar tek basma veya kemoterapotiklerle kombine edilerek onkolojik tedavi
stirecinde kullanilmaktadirlar.

Onkogenez agisindan bir diger onemli nokta ise demirin DNA sentezi
asamasinda onemli bir kofaktdr olmasi ve neoplastik hiicrelerin hizli prolifere olmak
icin yogun demir ihtiyact gostermesidir (234). Her ne kadar bu siiregte DFO’nin
demiri baglayip antiproliferatif etki gosterebilecegi diisiiniilse de yapilan
caligmalarda bu yonde etkinlik gézlenmemistir (235, 236). Bu nedenlerle onkolojik
cerrahi uygulanan hasta gruplarinda kemik defektlerinin prefabrikasyonu amaciyla

lokal DFO uygulamasinin iizerinde arastirilmasi gereken bir konu oldugunu ve sayet
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niiks riskinde artis olusturmadigi saptanirsa, klinik kullanima aktarilabilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada DFO uygulamasinin kemik greft iyilesmesi lizerine olumlu
etkiler sagladigi bulunmustur. DFO uygulanilan kemik greftlerinde kontrol
gruplarina kiyasla daha fazla osteoblast yogunlugu, daha fazla vaskiiler olusum, daha
fazla hacim kazanimi saptanirken, erken donemde ise daha az hacimsel kayip
gozlenmistir. Bu yoniliyle DFO uygulamasinin kemik greft inkorporasyonunu
arttirdigr ve kortikal kemik greftlerinde erken donemde izlenen mekanik destek
giicindeki azalmayi simirlandirabilecegi  diisiiniilmektedir. Klinik kullanim
asamasinda ise lokal uygulamaya yonelik komplikasyonlarin belirlenmesi amaciyla
ek caligmalara ve uygulama teknigi olarak enjeksiyon yerine kontrollii salinim yapan
malzemelerle kombinasyonuna ihtiya¢ var oldugu 6ngoriilmektedir.

Kritik boyutlu kemik defektlerinde DFO uygulamasinin ise her ne kadar
kontrol gruplarina kiyasla defekt boyutunda anlamli derecede azalma yaratsa da
tamamen ossifikasyonunu saglamadigi gozlemlenmistir. Bu agidan kritik boyutlu
kemik defekti bulunan ve serbest flep ile onarima uygun olmayan hasta gruplarinda
lokal DFO uygulamasi ile defekt alaninin prefabrikasyonunun greftle onarim igin

uygun bir zemin olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
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