T.C
BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

AGIZ, DiS VE CENE CERRAHIiSi ANABILIiM DALI

N
<2

GREFTLE KOMBINE TROMBOSITTEN ZENGIN FiBRiN
UYGULAMASININ KEMIiK DEFEKTLERININ IYILESMESI UZERINE
OLAN ETKILERININ HISTOPATOLOJiK OLARAK

DEGERLENDIRILMESI

DOKTORA TEZi

Dt. Tuba DEVELI

ANKARA/ 2013



T.C
BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

AGIZ, DiS VE CENE CERRAHISi ANABILiM DALI

AN
<

GREFTLE KOMBINE TROMBOSITTEN ZENGIN FiBRIiN
UYGULAMASININ KEMIiK DEFEKTLERININ IYILESMESI UZERINE
OLAN ETKIiLERININ HISTOPATOLOJIK OLARAK

DEGERLENDIRILMESI

DOKTORA TEZi

Dt. Tuba DEVELI

TEZ DANISMANI

Prof. Dr. Kenan ARAZ

ANKARA/ 2013



T.C
BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Dalinda Doktora Programi ¢ergevesinde Tuba Develi tarafindan
yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma, asagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 09/04/2013

“Greftle Kombine Trombositten Zengin Fibrin Uygulamasinin Kemik Defektlerinin
Iyilesmesi Uzerine Olan Etkilerinin Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi”

TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Kenan ARAZ

TEZ JURIiSI UYELERI

Prof. Dr. Kenan ARAZ W’ /—j
Prof. Dr. Osman Taha KOSEOGLU C/k’“’ s l/&\“

Prof. Dr. Sina UCKAN J &/

Yrd. Dog. Dr. Ufuk ATES B
Yrd. Dog. Dr. Burak BAYRA

ONAY: Bu tez Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki jiiri
iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve Yonetim Kurulu’nun 10/ D(f /2013 tarih, OS§®
say1l1 karariyla kabul edilmigtir.

Prof. Dr. Rengin ERDAL
Enstitli Miidiirti




TESEKKUR

Doktora egitimimin her asamasinda yardimlarini ve sevgisini esirgemeyen, bilgilerini
benimle paylasan, destegini her zaman hissettigim Baskent Universitesi Rektorii degerli
danisman hocam Prof. Dr. Kenan Araz’a,

Doktora egitimimi hayatin bana sundugu en giizel hediyelerden biri olmasinda siiphesiz
en ¢ok emegi gegen, engin bilgi ve deneyimlerini bizlerle paylagsmaktan geri durmayan,
mesleki hayatimda bana yon veren, ufkumu agan degerli hocam Baskent Universitesi
Dishekimligi Fakiiltesi Dekan1 Prof.Dr. Sina U¢kan’a

Doktora tezimin her asamasinda bana titizlikle yol gosteren ve destek olan, doktora
egitimim boyunca en yakinimda hissettigim camim arkadasim Dr. Sidika Sinem
Soydan’a

Doktora tezimin deneysel kisminda ve doktora egitimim boyunca yardimlarini benden
esirgemeyen, kinik ve bilimsel bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, bendeki
emeklerini hi¢ bir zaman unutmayacagim ¢ok degerli hocam abim Yrd. Do¢.Dr. Burak
Bayram’a

Bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, nesesi, sefkati, zihni sinir bilimsel projeleri ile
doktora hayatima renk katan degerli hocam ablam Dog¢.Dr. Firdevs Veziroglu Senel’e

Doktora egitimim boyunca klinik bilgi ve tecriiberlerinden yararlandigim, destegini her
zaman hissetigim agabeyim Yrd.Dog.Dr. Ufuk Ates’e ve tabiki Dr. Yener Oguz’a

Kader birligi yaptigimiz doktora dgrencisi arkadaglarima ve Dis Hekimligi Fakiiltesi
calisanlarina,

Doktora egitimimin ilk giinlinden itibaren her an yanimda olan, beraber ¢alismaktan ve
ogrenmekten ¢ok biiyiik zevk aldigim, sevgili ekiirim Dr. Gorkem Miiftiioglu’na ve
en zor anlarimda yanimda olan nese kaynagim canim arkadasim Dt. Nur Altiparmak’a

Yogun caligmalar1 arasinda, tezimin histolojik degerlendirilmesi i¢in vaktini bana
ayiran, sabir ve anlayisiyla tezimin sonuglanmasinda ¢ok degerli katkilar1 olan degerli
hocam Uzm. Dr. Ebru Sebnem Ayva’ya

Maddi ve manevi biitlin desteklerini esirgemeden beni bugiinlere getiren, bana
herseyden Once iyi ve miitevazi bir insan olma yolunda yol gdsteren canim annem ve
camim babama,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim



OZET

Greftle Kombine Trombositten Zengin Fibrin Uygulamasimin Kemik Defektlerinin

Iyilesmesi Uzerine Olan Etkilerinin Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi

Bu ¢alismanin amact Trombositten Zengin Fibrin’ in (TZF) greftle kombine ve
membran olarak kullanilmasinin kemik defektlerinin iyilesmesi iizerine olan etkisini

degerlendirmek ve karsilastirmaktir.

Bu amagla 14 adet erigskin Beyaz Viyana tavsaninin parietal kemiklerine 9 mm
capinda dort adet defekt olusturuldu. Birinci defekt kontrol amagli bos birakilirken
(Grup A), ikincisine Hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat (HA/TCP) greft ve iizerine
kollajen membran (Grup B), tiglincii defekte HA/TCP greft ve lizerine TZF membran
(Grup C) ve dordiincii defekte greft olarak HA/TCP ve TZF kombinasyonu ve tizerine
kollajen membran (Grup D) uygulanmistir. Denek hayvanlari post-operatif 4.hafta (n:7)
ve 8. haftalarda (n:7) sakrifiye edilerek kafataslar1 ampiite edilmistir. Gruplarin
herbirinden preparatlar elde edilerek histopatolojik olarak yeni kemik olusumu, matiir
ve immatiir kemik olusumu, kemik iligi varligi, defekt kapanma orani, enflamasyon,
vaskiiler proliferasyon, yeni bag dokusu olusumu, histiosit hiicre topluluklari

incelenmistir.

4 ve 8 haftalik donemde, yeni kemik olusumunda dort grup arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 fark bulundu (p:0,042 ve p:0,015). Hem 4 hem de 8 haftalik donemlerde
Grup C’de yeni kemik olusumu en fazla goriiliirken bunu sirasiyla Grup D, Grup B ve
Grup A izlemistir. Yeni kemik olusumu disinda degerlendirilen diger parametrelerde 4.
haftada enflamasyon, vaskiiler proliferasyon, bag dokusu olusumu, histiosit hiicre
topluluklart ve kemik iligi varliginda gruplar arasinda anlamli fark gortliirken; 8.
haftada bag dokusu olusumu, histiosit hiicre topluluklari, matiir kemik olusumu ve

kemik iligi varliginda gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmustur.

Sonug olarak, hem 4. hem de 8. haftada HA/TCP greft iizerine TZF membran
kullanilan grupta, kontrol grubuna ve HA/TCP greft iizerine kollajen membran
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kullanilan gruba gore daha fazla yeni kemik olusumu belirlenmistir. Bol miktarda
biiyiime faktorii ve sitokin igeren TZF’nin klinik uygulamalarda kollajen membrana

basarili bir alternatif olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Trombositten Zengin Fibrin , Kollajen membran, Kemik defekt

iyilesmesi, Yeni kemik olusumu



ABSTRACT

The Histopathological Evaluation of the Effect of Combined Graft and Platelet

Rich Fibrin Implementation on Healing of Bone Defects

The purpose of this study was to evaluate and compare the effects of Platelet
Rich Fibrin (PRF) usage combined with graft and as a membrane on healing of bone

defects.

For that purpose, four defects with 9mm diameter were constituted in each
parietal bone of 14 White Vienna rabbits. First defect was untreated as control (Group
A), Hydroxyapatite/tricalcium phosphate graft (HA/TCP) and collagen membrane were
used in second defect (Group B), HA/TCP and PRF membrane were used in third defect
(Group C) and combined HA/TCP — PRF graft and collagen membrane were used in
fourth defect (Group D). All samples were sacrificed at post-operative 4th week (n:7)
and 8th week (n:7) periods and all skulls were amputated. Preparates were obtained
from each group and then new bone formation, mature and immature bone formation,
presence of bone marrow, the ratio of defect closure, inflammation, vascular
proliferation, new connective tissue formation, histiocit cell groups were evaluated

histopathologically.

It is found that there is a statistically significant difference between four groups
in new bone generation for 4 and 8 weekly periods (p:0,042 ve p:0,015). At both 4 and
8 weekly periods, new bone generation is the highest in Group C, and Group D, Group
B and Group A come after sequentially. Other than new bone generation, a statistically
significant difference is found between groups in other evaluated parameters such as
inflammation, vascular proliferation, connective tissue regeneration, histioid cell
community, bone marrow formation at 4 ™ week and connective tissue regeneration,
histioid cell community, mature bone generation and bone marrow formation at 8 ™

week.
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As a conclusion, higher new bone formation was determined in group which
PRF membrane and HA/TCP graft were used when compared with control group and
the group which HA/TCP graft was covered with collagen membrane both at 4™ and 8™
weeks. It is shown that TZF which includes high amount of growth factor and cytokine

is a successful alternative to kollagen membrane.

Key Words: Platellet Rich Fibrin , Collagen membrane, Bone defect healing, New

bone generation
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1. GIRIS

Kemik, iskeleti olusturan ve viicuda destek gorevi olan yiiksek derecede
Ozellesmis bir dokudur ve diger dokulardan farkli olarak skar birakmadan iyilesir.
Uygun biiytikliikte kemik defektleri kendiliginden ve hizli bir sekilde iyilesirken, biiyiik
kemik defektleri kendiliginden iyilesememektedir. Bu tiir kemik defektlerinde,
iyilesmeyi kolaylastirmak, kemik olusumunu hizlandirmak igin kemik greftine ve
bariyer membrana ihtiya¢ duyulmaktadir. Kemik greftinin temel gorevi, yeni kemik
dokusu, yumusak dokular, vaskiiler ve diger metabolik bilesenlerin yeniden olusumu

icin bir ¢at1 olusturmaktir.

Kemik defektlerinin onarimi igin kullanilan dort temel kemik greft materyali
mevcuttur. Bunlar otogreft, allogreft, heterogreft ve alloplastik materyallerdir. Otojen
kemik greftleri altin standart olmasina karsin, ikinci bir operasyon gerektirmesi,
postoperatif morbiditesi, alinan doku hacminin smirli olmasi gibi dezavantajlari da
vardir. Otojen greftlere alternatif olarak gelistirilen allogreftler ve heterogreftler yeterli
miktarda temin edilebilmesi, uzun siire saklanabilmesi ve ikinci bir operasyon
gerektirmemesi gibi avantajlara sahip olmakla beraber, olusabilecek olumsuz
immiinolojik cevaplar ile komplikasyonlara da yol agabilmektedirler. Son yillarda
toksik etkisi olmayan ve immiinolojik reaksiyon olusturmayan, kemik dokuya
kolaylikla uygulanabilen alloplastik greft materyalleri gelistirilmeye baslanmigtir.
Osteokondiiktif 6zellige sahip bu materyaller pasif bir ¢ati gorevi ile kemik defektini

doldurmaktadirlar.

Oral ve maksillofasiyal cerrahide 6zellikle genis rekonstriiktif cerrahi igeren
vakalarda fibroz iyilesme istenmeyen bir durum olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu
problemleri 6nlemek amaciyla yonlendirilmis kemik rejenerasyonu teknigi ortaya
cikmistir. Bu teknigin amaci bariyer membran kullanarak iyilesme beklenen bolgede
iyilesmeyi olumsuz yonde etkileyecek hiicreleri bolgeden uzak tutup osteoblastlarin

kemik iyilesmesini saglamasina olanak tanimaktir.



Bu kullanilan materyallere ek olarak kemik olusumunun indiiklenmesinde
biiyiime faktorlerinin de etkisi oldugu bilinmektedir. Biiyiime faktorleri kemik
greftlerine eklendiginde kemik rejenerasyonu daha hizli olmaktadir. Biiylime faktorleri
hiicre proliferasyonunda, farklilasmasinda, kemotaksisinde ve ekstraselliiler matriks

sentezinde rol oynamaktadir (1-4).

Son yillarda hastalarin kisa siireli tedavi beklentisini karsilayacak kaliteli kemik
tyilesmesi elde etmeye yardimci ajanlara ihtiyag duyulmustur. Biiyiime faktorleri,
Kemik Morfogenetik Protein (BMP), Trombositten Zengin Plazma (TZP) ve
Trombositten Zengin Fibrin (TZF) bu amagla kullanilan ajanlardan bazilaridir. Bu
amagla, sadece hastanin kani alinarak, otolog yolla elde edilen, ¢ok sayida biiyiime
faktorii iceren TZF konusunda ¢alismalar hizla siirmektedir. TZF Choukroun ve ark.
tarafindan 2001 yilinda trombosit sitokinlerinin ve hiicrelerinin hapsoldugu ve belli bir
slire sonra salindigi fibrin matriks olarak tanimlanmistir (5,6). TZF nin membran olarak
kullanilmas: giindeme gelmistir ancak literatiirde bununla ilgili yeterince in-vivo

calisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, tavsan kalvaryumlarinda olusturulan defektlerde TZF’nin biiyiime
faktorlerini asamali olarak salgilama ozelliginden yararlanilarak greftle kombine ve
membran olarak kullanilmasinin kemik defektinin iyilesmesi {izerine olan etkisini
histolojik olarak degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu sekilde mevcut yontemlere
alternatif, biyouyumlu ve daha ucuz bir uygulamanin greftle kombine ve/veya membran

olarak kullanilmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik dokular arasinda destek goérevi olan, iskelet sistemini olusturup kaslarla
birlikte hareketi saglayan, basing, ¢ekilme, egilme ve biikiilmelere karsi dayanikli ve

stirekli yikima ugrayip yeniden yapilan dinamik bir dokudur (Sekil 2.1) (7,8).

Kemik mikroskobik olarak incelendiginde, primer (immatiir) kemik ve sekonder
(matiir) kemik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Primer kemik dokusu, fotal gelisim,
kirik ve tamir sirasinda ilk olusan olgunlasmamis kemik dokusudur. Igeriginde cok
sayida osteosit hiicre bulunur. Primer kemik dokusu, iyilesmenin ileri evrelerinde ve

yetiskinlerde yerini sekonder kemige birakmaktadir (9,10).

Sekonder kemik dokusu lamelli bir yap1 gosterir ve her lamelde bulunan
kollajen fibriller birbirlerine paraleldir, ama komsu lamellerdekilere capraz yonde
seyreder. Bu &zel kollajen fibril seyirleri sekonder kemige dayaniklilik kazandirir.
Primer kemik dokusu ile karsilagtirildiginda daha kalsifiye, sert ve gii¢liidiir. Sekonder
kemik dokusunda osteositlerin sayilar1 daha azdir ve komsu lamellerin aralarina
stkismiglardir ve spongiyoz (slingerimsi, kanselloz) ve kortikal (kompakt, lameller)

kemik olmak iizere iki tiirii vardir (9-12).

2.1.1. Spongiyoz (Siingerimsi, Kanselloz) Kemik

Kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlar1 ve yasst kemiklerin
i¢ yiizlerinde bulunur. Birbiriyle anastomozlasan ince kemik trabekiillerinden
olusmustur. Trabekiillerin aralarinda kemik iligi ile dolu, diizensiz sekilli bosluklar
vardir. Bunlar kemik iliginde bol olarak bulunan kan damarlarindan, sitoplazma

uzantilari araciligiyla besin maddelerini alirlar (9-12).



2.1.2. Kortikal (Kompakt, Lameller) Kemik

Tim kemiklerin dis ylizlerinde bulunur. Nonlameller kemikten yeniden
yapilanma sonucu olusur. Yassi kemiklerin i¢ ve dis tabakalarini, uzun kemiklerin dig
yiiziinii olusturur. Kortikal kemigin ana yapis1 “Harvesian sistem” olarak da
adlandirilan osteondur. Osteon uzunlamasina dizili vaskiiler Harvesian kanallar1 saran
silindirik sekilli vaskiiler kemikten olusur. Horizontal dizilimli Volkman kanallar
komsu osteonlar1 birlestirir. Kortikal kemigin mekanik giicii osteonlarin sik1 dizilimine

baglidir.

Kompakt kemik dokusunda iki tiirlii kanal bulunur. Bunlar:

e Havers kanallari; kompakt kemigin uzun eksenine paralel araliklarla
yerlesirler.

e Volkmann kanallari; komsu Havers kanallarini birbirlerine baglayan yan
kollardir.

Kemiklerin foramen nutrisyumlarindan giren kan damarlari, Volkman
kanallarindan gecerek Havers kanallarina girer ve dallanarak iki yonde seyrederler.
Buradan ayrilan yan kollar da daha icteki Volkmann kanallarindan gegerek daha
derinlerdeki Havers kanallarina girerler ve en son igteki kemik iligi bosluguna ulasirlar.

Boylece kompakt kemigin tiim kisimlarina kan damarlari ulasir (9-12).

2.1.3. Kemik zarlari

Periosteum, osteojenik potansiyele sahip vaskiiler bir bag dokusu tabakasidir ve
eklem yiizeyleri hari¢ tim kemigi distan g¢evreler. Dis yiizeyi az miktarda fibroblast
kapsayan diizensiz sik1 bag dokusundan olusmaktadir. I¢ yiizeyi kemik yapim ve
onariminda aktif olan osteoprogenitor hiicrelerden zengindir (10). Periostun yapisinda
kollajen ve elastik lifler bulunur. Periost kemik dokusuna kollajen sharpey lifleri ile
baglanmaktadir (13).



Endosteum tabakasi, kemik iligi kavitesini, spongiydz kemik trabekiillerini ve
kompakt kemigin i¢ ylizeyini ¢evreleyen bir retikiiler bag dokusudur. Periosteumdan
daha incedir ve tek tabaka osteoprogenitor hiicre igerir. Bu hiicreler kemik yapim ve
onariminda osteoblastlara donlismektedirler. Ayrica hemopoetik hiicreleri yapabilme

ozelligi de vardir (7,13,14).

2.1.4. Kemik Matriksi

Diger destek dokularinda matriks sadece organik bilesenlerden olusurken, kemik
matriksinin %33'linii organik bilesenler, % 67'sini de inorganik tuzlar (kalsiyum,

potasyum, sodyum, magnezyum, karbonat ve fosfat) olusturur.

Kemik dokusunun organik matriksi kollajen, glikozaminoglikanlar (kondroidin
siilfat, keratan siilfat ve hiyaluronik asit) ve glikoproteinlerden olusmaktadir.
Eriskinlerde organik bilesenlerin % 95'1 kollajendir ve ¢ogunlukla tip I’dir. Kollajen
sayesinde kemik kolay kirilmaz ve bir miktar esneyebilir. Kollojen fibriller ayrica

hidroksilapatit kristallerinin olusumu i¢in organik bir ¢er¢eve gorevi goriir (9, 15-17).

Kemik dokusunun inorganik bilesenleri basta kalsiyum fosfat (%85) olmak
tizere, kalsiyum karbonat (%10), kalsiyum florid, magnezyum florid, magnezyum
hidroksit ve magnezyum siilfat bilesikleri ile sitrat iyonlar1 ve karbonat iyonlaridir.
Inorganik maddeler kemik dokusuna sertlik kazandirir. Kemikte sekilsiz olarak
depolanan kalsiyum fosfat daha sonra hidroksilapatit kristalleri [Cal0 (PO4)6 (OH)2]
halinde yeniden sekillenir. Kemigin sertligi inorganik bilesenlerine, dayaniklilig1 ve

esnekligi ise organik matrikse baglidir (7,13).



Sekil 2.1. Kemik dokusunun mikroskopik goriintiisii

2.1.5. Kemik Hiicreleri

Kemik dokusunu olusturan kemik hiicreleri osteoprogenitor hiicreler,

osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir (Sekil 2.2)

2.1.5.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitor hiicreler mezensim kaynakli, kemik yapici, mitozla ¢ogalabilen
oncll hiicrelerdir. Kemiklerin zarlarinda (periosteum ve endosteum), Havers ve
Volkmann kanallarinda ve biiyliyen kemiklerin metafizindeki kikirdak matriksinin
trabekiillerinde bulunurlar. Kemiklerin normal biiylimesinde, kemik yaralanmasinda ve

kirtk tamirinde aktif hale gelerek boliiniip, osteoblast hiicrelerine doniisiirler (7,13,14).

2.1.5.2. Osteoblastlar

Kemiklesme bdlgelerinde, gelismekte olan kemiklerin periosteumunun kemige
temas eden derin bdlgelerinde diziler halinde bulunan osteoblastlar kemik olusumundan
sorumlu yiiksek metabolik aktiviteye sahip hiicrelerdir. Osteoblastlar kemik matriksinin
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organik kismini salgilar. Kalsifiye olmamis bu organik maddeye osteoit denir.
Osteoblastlar meydana getirdikleri osteoit icinde gomiilii kalirlar. Bu doku kalsifiye
olunca osteoblastlar aktivitelerini azaltir, sekilleri basiklasir ve birer osteosit olurlar
(10,12,14,18-20).

2.1.5.3. Osteositler

Osteositler, kalsiyum tuzlarinin birikmesiyle kalsifiye olan kemik matriksi
icinde gdomiilii kalan osteoblast hiicreleridir. Osteositler lakiin ad1 verilen bosluklarda

bulunur ve hiicrelerinin gdvdesi i¢inde bulunduklari lakiin boslugunun sekline uyarlar.

Osteositler de, osteoblastlar gibi boliinme giiclinii kaybetmis olan hiicrelerdir.

Osteositlerin kemigin diger hiicre tiplerine doniisebilme 6zelligi vardir (14,18).

2.1.5.4. Osteoklastlar

Kemik rezorpsiyonundan ve yeniden sekillenmesinden sorumlu ¢ok ¢ekirdekli

hiicreler olan osteoklastlar, monositlerin birlesmesiyle meydana gelir.

Ozellikle kemik yikimimin oldugu bélgelere yakin bulunan, 20-100 mm gapinda
ve 50'ye yakin c¢ekirdegi olabilen dev hiicrelerdir. Cekirdekler daha ¢ok hiicrenin dig
yiizeyine yani diizgilin hatli kismina yakin yer alirken, kemigin yikimindan sorumlu olan
tarafta hiicre zar1 girintili ve ¢ikintili bir hal alir. Buraya dantel kenar adi verilir.
Osteoklastlarin yer aldigi kemik yiizeyindeki s1g ¢ukurlara Howship ¢ukurlart ad1 verilir
(16,18).



Sekil 2.2. Kemik hiicrelerinin mikroskopik goriintiisii

2.1.6. Kemik Olusumu

iki tip kemik olusumu vardir. Kemik olusumu, dogrudan bag dokusunda
gerceklesiyorsa buna zarlararasi kemiklesme ‘‘intramembrandz kemiklesme’’; 6nceden
bulunan kikirdak dokusu igerisinde gerceklesiyorsa buna da ‘‘endokondral

kemiklesme’’ ad1 verilir.

Kemik remodelasyonu, osteoblastlar tarafindan kemik yapimi ve osteoklastlar
tarafindan kemik yikimi ile karakterize bir siirectir. Bu iki aktivite sistemik olarak

hormonlar ve lokal olarak sitokin ve biiylime faktorleri tarafindan diizenlenmektedir

(21).

2.1.6.1. Zarlararas1 Kemiklesme (Intramembranéz Kemiklesme)

Frontal, parietal, oksipital ve temporal kemikler gibi kafatasinin bazi yassi
kemikleri ile mandibula ve maksillanin bazi1 kisimlar1 bu tiir kemiklesme ile meydana
gelir. Bu yolla kemigin olusacagi bolgelerde mezenkim hiicreleri yogunlasarak,
uzantilariyla birbirleri ile iliski kurarlar. Kan damarlar1 yoniinden de zengin olan bu

bolgede hiicrelerin arasindaki bosluklar ince kollajen fibril demetleriyle doldurulur. Bu
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bolgede bulunan elemanlarin diizenlenmesi birkag tabaka zara benzeyen yapilarin
olusmasia neden olur. Kemik olusumunun ilk isareti, yogun eozinofil matrikste ince
ipliksi yapilarin goriinmesidir. Kemik matriksindeki bu ince ipliksi yapilar yam
baslarindaki kan damarlarina esit uzaklikta birikmeye baslarlar. Damarlar bir ag
olusturdugundan, ilk olusan trabekiiller de dallanan ve birbiriyle anastomozlasan bir
yap1 meydana getirirler. Hiicre dis1 eozinofilik matrikste kendi kendine olusan bu ilk
sekillenme yaninda, civardaki bag dokusu hiicrelerinde de degisiklikler goriilmeye
baslar. Trabekiillerin yiizeyinde toplanan bu hiicreler yavas yavas genisleyip biliylimeye
baslar. Hareketsiz halde kiibik veya silindirik olan bu hiicreler birbirleriyle ¢ok kisa
uzantilariyla haberlesirler. Boyut ve yapilarindaki sirali degisiklikle, hiicreler yogun
olarak bazofilik bir karakter kazanir ve sonunda osteoblast haline doniisiir.
Osteoblastlarin bu zara benzeyen yapilar arasinda kemik matriksini olusturacak
maddeleri sentezleme ve salgilama islevi siirerken osteoit birikimide artar. Bdylece

trabekiiller hem daha uzun, hem de daha kalin olur (21,22,23).

Kollajen molekiilleri matriksin proteoglikanlariyla birlikte salgilanir. Hiicre
disinda, polimerize olan bu fibriller kemik matriksindeki trabekiillerin her tarafinda bol
miktarda yer alip ags1 bir yapi olustururlar. Kollajen fibrillerin her yone seyrettigi bu ilk
agimsi yapidaki kemik, bu goriinlim itibariyle orgliye benzer. Bu yiizden bu kemige
dokuma kemigi de denir. Lamelli kemikte ise kollajen fibriller ¢ok diizgiin paralel ve

1sinsal demetler olusturur.

Kemik matriksini sentezleyip disar1 veren osteoblastlar, bir siire sonra bu
materyal icinde hapsolup kalirlar ve bdylece kemik dokusunun olgun hiicreleri olan
osteositleri olustururlar. Yeni birikmekte olan matriks ig¢indeki lakiinlerde yerlesen
osteositler kemik yiizeyindeki osteoblastlarla ¢ok ince uzantilart araciligiyla iligki kurar.
Kemik kanalciklari, bu hiicrelerin uzantilar1 etrafinda matriks birikimi ile olusur.
Trabekiil yiizeyindeki osteoblastlarin kemigin igine girmesiyle birlikte sayilarinda
goriilen azalma, civardaki bag dokusunu farklilasmamis hiicrelerinden yeni osteoblast
olusmasi ile telafi edilir. Bu onciil hiicrelerde mitoz bdliinme oldukga sik goriiliirken,

osteoblastlarda pek rastlanmaz (18-22).



2.1.6.2. Enkondral (endokondral) kemiklesme

Endokondral kemiklesme kafatasinin alt kismi, omurga, pelvis, kol ve
bacaklardaki kemikler ile mandibulanin bazi kisimlarinda goriilmektedir. Hiyalin
kikirdak modelin merkezindeki kondrositlerin hipertrofiye ve yikima ugramasi sonucu,
dejenere olan kondrositler tarafindan birakilan lakiinalara osteoprogenitér hiicrelerin ve
kan kapillerlerinin penetrasyonu goriilmektedir. Osteoprogenitér hiicreler de

osteoblastlara dontismekte ve primer kemik dokusunu olusturmaktadir (18-22).

Intramembrandz veya endokondral her iki kemiklesme ile olusan kemik dokusu

baslangicta primer kemiktir.

2.1.7. Kemik iyilesmesi siireci

Kemik tamirden ¢ok rejenerasyonla iyilesen ayricalikli bir dokudur ve bir¢ok
biyokimyasal, fizyolojik, biyomekanik, hiicresel ve hormonal siiregler tarafindan
etkilenir. Rejenerasyonla iyilesme olusan yeni dokunun dogal dokudan yapisal ve
fonksiyonel olarak ayirt edilemedigi bir iyilesme tiiriidiir. Doku tamiri ise biitiinligi
bozulmus dokunun fibrotik skar dokusuyla iyilegsmesidir. Olusan bu skar dokusu dogal
dokudan daha az hiicresel birlesim igermektedir. Karaciger ve kemik haricindeki

dokular rejenerasyonla degil tamirle iyilesmektedir (23).

Hiicresel diizeyde doku iyilesmesinin hizi ve kalitesi icerdigi dokularin
hareketli, stabil ve kalic1 olup olmamasiyla ilgilidir. Hareketli hiicrelere 6rnek olarak
epidermisdeki kerotinositler ve oral mukozadaki epitelyal hiicreler hayatlar1 boyunca
boliinmeye yatkindirlar. Stabil hiicrelere 6rnek olarak fibroblast diisiik hizda duplike
olurken yara cevabi olarak hizla prolifere olurlar. Ornegin kemik yaralanmasi sonucu
pluripotent mezenkimal hiicreler osteoblast ve osteoklastlara hizlica farklilagirlar. Kalici

hiicrelerden sinir ve kalp kasi postnatal yasam boyunca bdlinmezler (23).

Kemik iyilesmesi yara iyilesmesi gibi 3 evrede incelenir: erken inflamatuar

donem, onarim donemi, yeniden yapilanma dénemi (remodeling). Evreleri birbirinden
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zaman olarak kesin smirlarla ayirmak giigtiir ve her evre daima kendinden bir dnceki

veya bir sonraki evre i¢inde bulunur.

Birincil kirik iyilesmesi, rijit internal fiksasyondan sonra goriiliir ve belirli bir
dis kallus olusmadan sadece i¢ kallusla devam eden temas iyilesmesidir. Kirik kapali
yontemle tedavi edilirse, ikincil kirik iyilesmesi meydana gelir ve evrelere boliinebilir.
Histolojik goriiniime gore yapilan siniflamalarda genel olarak ayni bulgular kabul edilip

benzer evrelemeler yapilmistir (18,23).

2.1.7.1. Enflamatuar faz

Enflamatuar faz genellikle 3-5 giin siirer. Yaralanan damarlarda doku cevabi
olarak spontan vazokonstritksiyon meydana gelir. Doku travmasi ve lokal kanama
iyilesme basamaklarini olusturan komplement, plazminojen, kinin ve pihtilasma
sistemini baglatan Faktor 12° yi (Hageman faktor) aktiflestirir. Damarda dolasan
trombositler hizlica yaralanan bolgede kiimelesirler ve kanda dolasan diger
trombositlerinde yapismasini saglarlar ve trombosit pihtisin1 olustururlar. Pihti
hemostaz1 saglamlastirir ve gegici bir matriks olusturarak hiicrelerin yara alanina
migrasyonunu saglar. Ek olarak bu piht1 kemik iyilesmesi i¢in 6nemli bir ¢ok faktor i¢in
rezarvuar 6zelligi tasir. Icerdigi sitokinler ve Doniistiiriicii biiyiime faktorii- g (TGF- ),
Trombosit kaynakli biiyime faktorii (PDGF) ve vaskiiler endotelyal biliylime faktorii
(VEGF) hiicre proliferasyonu ve farklilagmasinda énemli rol oynar ve doku iyilesmesi

basamaklarini baglatir ve diizenler (18,23).

Hemostaz reaktif vazokonstriiksiyonla kontrol altina alindiktan sonra histamin,
prostaglandin, kinin mediatorlerinin uyarmasi ile damarlarda vazodilatasyon baslar.
Artan damar gegirgenligi kan plazma ve diger hiicresel mediatorlerin damar disina

gecisine izin verir. Bu asamanin klinik yansimasi sislik, kizariklik, 1s1 artis1 ve agridir.

Yara alanindaki sitokinlerin salinimi nétrofil ve monositlerin yara alanina
kemotaksisini uyarir. Notrofiller doku biitiinliigii bozulduktan bir ka¢ dakika iginde yara

alanma goc ederler ve predominant hiicre grubunu olustururlar. Fibrin piht1 i¢indeki
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sitokin ve biiylime faktorleri 16kositlerin kemotaksisini uyararak 1okositler i¢in iskelet
olusturur. Lokositler yara alanindaki bakterileri, devital dokulari ve degrade matriks
bilesenlerini temizlerler. Eger yara alani biiyiik ol¢iide enfekte ise notrofil infiltrasyonu
bir ka¢ gilin daha devam eder ve Tiimér dldiiriicti faktor &« (TNF-«) ve interlakiin 1a ve

1b’yi salarak enflamatuar fazin uzamasini saglar (23).

Notrofillerin azaldigi donemde monositler yara alanina gelip aktive olup
makrofaj adini alirlar. Kirik uglarinda bozulan dolagima bagli, kemik dokuda daha genis
olmak {izere nekroz bolgesi olusur. Ortama gelen nétrofiller ve makrofajlar hasarl
dokuyu ortadan kaldirirlar. Nétrofillerin baslattigi mikro debridmani devam ettirirler.
Kollejenaz ve elastasaz salgilayarak yaralanmis dokuyu yikip, bakteri ve hiicre
artiklarin1 fogositoz ederler. Makrofajlar iyilesme mediatorlerinin birincil kaynagidir.
Aktive oldugunda makrofajlar biiyime faktorleri ve sitokinlerin = salinimini
gerceklestirerek (TGF-a, TGF-B1, PDGF, insulin-like growth factor [IGF]-I1 and -II,
TNF-a, and IL-1) yara yerinde daha Onceden degraniile edilen trombosit ve
notrofillerden salinan biiylime faktorii ve sitokinlerinin etkinliginin artarak devam
etmesini saglar. Makrofajlar erken yara iyilesmesinin biitin fazlarinda lokal doku
remodelingini diizenleyerek etkili olurlar. Thrombospondin-1 ve IL-1b gibi sitokinleri
salgilayarak yeni ekstaselliiler matriksin olusumunu ve anjiogenezisi stimule ederler.
Makrofajlar doku iyilesmesi tamamlanana kadar varliklarini siirdiiriirler (20). Kirik
bolgesindeki hematom 48 saat i¢inde organize olup fibrinden bir yapi olusturur.
Notrofiller ve makrofajlarin yardimi ile fibrin matriks olusur. Fibrin matriks igindeki
oncii hiicreler, lokal biyolojik etkilerle degisik dokular1 olusturmak i¢in farklanmaya

hazirdir.

2.7.1.2. Onarim fazi

Onarim faz1 yaralanmadan 3 giin sonra baglar {i¢iincii haftaya kadar devam eder.
Onarim mekanizmasinda rol oynayan hiicreler mezangimal kokenli ¢ok yonlii gelisim
giictine sahip (pluripotent) hiicrelerdir. Cogunlukla kirik veya defekt bolgesindeki
graniilasyon dokusunun i¢inden, ayrica periosteumun osteojenik tabakasi ve daha az

olarakta endosteumdan koken alirlar. Bu hiicreler farklilasmaya basladiginda, ilk
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degisiklige ugrayan hiicreler, kilcal damarlarla hematom ig¢ine giren fibroblastlardir.
Uciincii giinde kars1 kirik uclarinda, yogun mezansimal hiicre mevcudiyeti vardir. Bu
hiicreler kirik pargalar1 arasinda yumusak bir graniilasyon dokusu olusturur. Periyosteal
ve endosteal osteojenik hiicrelerle, fibrin matriksteki fibroblastlarin gogalip
farklilagsmasiyla, bu graniilasyon dokusu olusur. Fibroblastlar kollajen sentezlerken,
kondroblastlar kollajen ve glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoidi salgilarlar.
Iyilesen kemigin gerilmeye karsi dayaniklihigi, icerdigi kollajen icerigiyle yakin
iliskilidir. Takiben mineralizasyon olur ve kirik hatt1 bolgesi ve ¢evresinde yumusak
kallus gelisir. Tlk 4-6 haftalik siire icinde olusan bu kallusun harekete karsi direnci
diistiktiir (23,24).

Kirik iyilesmesinin ilk donemlerinde periosteal damarlar, ge¢ donemdeyse
besleyici (nutrisyen) damarlar, kilcal damar tomurcuklanmasina yardimei olur. Sonugta
kallus ossifiye olur ve kirik yiizleri arasinda nonlameller kemik kopriisti olusturur. Eger
uygun immobilizasyon yapilmazsa kallus ossifikasyonu yeterince olusamaz, instabil
fibroz birlesme gelisebilir. Periosteumun hasar gérmesi ya da ortamdan uzaklastirilmasi

kirik iyilesmesini yavaslatir (25).

2.7.1.3. Yeniden sekillenme fazi

Kallus, olgun kemik ile yer degistirmeye baslar. Mekanik kuvvetlerin 6nem
kazanmaya basladigi bu donemde trabekiiller fonksiyonel gereksinimlerini karsilayacak

sekilde diizenlenir (26).

Kemigin sekillenmesi en uzun evre olup, aylar hatta yillar siirebilir. Bu evre
giiclii ama diizensiz sert kallusun, normal veya normale yakin giicteki daha diizenli
lameller kemige doniistimiidiir. Onarim evresinin ortasinda baslayip, normalde

insanlarda 4-16 hafta siirerken, yillar boyunca da devam edebilir.

Yeniden sekillenme evresinde 4 olay gerceklesir:

1. Kalsifiye kikirdak, osteoid dokuyla degiserek bir cesit birincil trabekiiler
13



doku olusur.

2. Lameller kemik bu dokunun yerini alir.

3. Kompakt kemik ucglarindaki kallus, lameller kemikten yapilmis ikincil
osteonlara degisir. Lameller kemik, kas kuvveti ve mekanik streslere paralel
olarak diizenlenmis osteonlardan olusur.

4, 1lik kanali dereceli olarak yeniden sekillenir. Kanal icindeki kallus,

osteoklastlar tarafindan geri emilir ve bosluklar yeniden diizenlenir (27).

2.2. Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide Uygulanan Greft Materyalleri

Transplante edilen ve transplante edildigi dokunun bir pargasi olmasi beklenen
doku ‘greft’ olarak bilinmektedir. Kemik greftleri defekt bolgesini doldurmak, yapisal

destek saglamak ve defektli gériinlimii diizeltmek amaciyla kullanilir.

Kemik dokusunun kemik rejenerasyonu ile iyilesme Ozelligine sahip olmasi,

kemik dokusunu greftlemeye uygun kilar (28).

Yapilan ¢aligmalarla kemik greftlerinin biyolojik paterni ve basariyr optimal
kilmak ig¢in gereken Ozellikler arastirilmistir. Her ne kadar otojen kemik greftleri
kraniofasiyal rekonstrilksiyonda altin standart olsa da son yillarda daha az invaziv
yontemler olan osteoindiiktif faktorlerin kemik greftleriyle kombine uygulanmasi

giindeme gelmistir (28,29).

Kraniyofasiyal ve maksillofasiyal deformitelerin ve defektlerin tedavisinde
cesitli greftler kullamlmaktadir. Ideal kemik grefti; osteogenezisi uyarmak igin
osteoindiiktif olmalidir, kan damarlarinin ve osteojenik potansiyeli olan hiicrelerin
bliylimesi i¢in optimal sartlar1 olusturmak iizere bir ¢ati olusturmali ve immunolojik

reaksiyona neden olmamalidir (30).
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2.2.1. Kemik greftlerinin tarihgesi

Kemik defektini tamir etmeye yonelik ilk rapor MO 2000°de Edgar Smith
tarafindan papirus yazmasi olarak bulunmustur (29). O tarihlerde rekonstriiksiyon igin
metal kullanilmaktaydi. Ik kemik grefti 1668’de Van Meekren tarafindan bir rus
askerine kopek kalvaryasindan ksenogreft alinarak uygulandi (31). 1867’de Ollier
kemik greftlerinde periostu korumanin 6nemini vurguladi (32). Barth kemik greftlerinde
periostun faydasinin olmadigimi savundu ve kortikal kemik greftlemesinden sonra
lyilesmenin Once rezorpsiyonla baslayip ardindan yeni kemik iiretildigini savundu.
Barth bu iyilesmeye deformasyon yer degistirmesi adimi verdi (33). Giiniimiizde ise
kemik greftlerinde osteoblastik aktiviteyi stimule etmede biiyliime faktorleri ve indiiktif

faktorlerin etkinligi arastirilmaktadir (28).

2.2.2. Kemik grefti fizyolojisi

Kemik grefti iyilesmesi kemik iyilesmesi ile benzerdir. Axhausen oncelikli

olarak kemik iyilesmesini tanimlamis ve iki faza ayirmistir.

Faz 1: Ilk asama hiicresel proliferasyonu ve diizensiz bir sekilde osteoid
olusumunu igerir (23,34). Bu asamadaki kemik rejenerasyonu greftleme prosediirii
sirasinda canli kalan transplante edilmis hiicre sayisina baglidir (33). Bu hiicrelerin canli

kalmasi tamamuiyla alic1 bolgeden beslenmesine baghdir (23,34).

Faz 2: Ikinci asamada osteoid rezorbe olur ve daha organize lameller kemikle
yer degistirir, fibroblastlar ve mezensimal hiicreler osteoblastlara doniisiir ve yeni

kemik olusumu baslar. ikinci asama ikinci haftada baslar (23,34)

Kemik rekonstriiksiyonu fizyolojik seviyede iic asamanin kombinasyonuyla

basariya ulasir:

e Osteogenezis,

e Osteokondiiksiyon,
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e Osteoindiiksiyon.

2.2.2.1. Osteogenezis

Osteogenezis osteokompotent hiicreler (kemik dokusu olusturma yetisi olan
hiicreler) tarafindan yeni kemik olusmasidir. Yeni kemik iiretebilmek i¢in sag kalan
osteojenik hiicreler gerekir. Osteogenezis transplante edilen kemik dokudaki osteojenik
hiicrelerin osteoid tliretme kapasitelerini korumasiyla ilgilidir (35). Bu 6zelliklere sahip

mevcut olan tek greft materyali otojen kemik greftidir.

2.2.2.2. Osteokondiiksiyon

Kemik greftleri baslangigta parsiyel olarak nekroze olur, ardindan enflamatuar
asama goriiliir. Bu donemde greftin biiyiikk bir bolimii kan damarlarindan gelen
osteklastlar ve osteoblastlar arasindaki iliskiye dayanarak yeni kemikle yer degistirir.
Bu kan damar1 invazyonu ve greftin yeni kemikle yer degistirmesi osteokondiiksiyon
olarak adlandirilir. Osteokondiiksiyonda greft yeni kemik formasyonu igin iskelet

gorevi gortr (22).

Alict yumusak doku ve kemik yatagindaki cerrahi harabiyetten dolay1
transplantasyondan hemen sonraki kisa donemde greft etrafinda hematom formasyonu
goriilir. Bu donemnde plazmatik emilim yiiziinden greft lizerindeki ¢ok az hiicre
hayatta kalmayi basarir (36,37). Hematom yiizeyinde enflamatuar mekanizma baslar ve
5-7 giinde sonlanir. Enflamatuar doku greft etrafinda yogun fibrovaskuler dokuya
dontisiir ve vaskuler invazyon 10-14 giinde olusur (38). Vaskuler invazyonla birlikte
osteojenik potansiyeli olan yeni hiicreler grefte dogru prolife olur (39). Bu
proliferasyonda greft materyali yeni hiicre go¢linli yonlendiren bir matriks gibi davranir.
Osteoblastlar yeni kemik iiretirken osteoklastlar nekrotik materyali rezorbe ederler ve

vaskuler dokunun kemik yapiya penetre olabilmesini saglarlar (28).
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2.2.2.3. Osteoindiiksiyon

Transplante edilmis greftten salgilanan faktorlere (6rnegin BMP) bagli olarak
osteoindiiksiyon faz1 gerceklesir. Konakgidaki osteoprogenitor hiicreleri stimule ederek
yeni kemik formasyonuna katk1 saglanir. Osteoindiiksiyonun 3 faz1 oldugu kabul edilir,
bunlar; kemotaksis, mitozis ve diferansiasyondur. Kemotaksisde indiiktif faktorler
osteojenik hiicrelerin aktivitesini ve gociinli yonlendirirler. Daha sonra indiiktif faktorler
osteoprogenitdr hiicrelerin  mitojenik aktivitesini stimule ederler ve matiir hale
diferansiasyonlarini uyarirlar. Bu matiir (6rnegin osteoblast) hiicreler osteoid iireten
hiicrelerdir. Daha sonra matiir hiicreler revaskularize olur ve yeni kemikle birlesirler

(28).

2.2.3. Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide Greft Materyallerinin Siniflandiriimasi

Greft materyallerini Jablanski (1982) ve Boyne (1984) immiinolojik orjinlerine

gore siniflamistir (40,41). Bu siniflamaya gore:

1. Otojen Greftler (Otogreftler)
2. Homojen Greftler (Homogreftler)
a. Allojen Greftler (Allogreftler)
b. izojen Greftler (Izogreftler)
3. Heterojen Greftler (Heterogreftler, Ksenogreftler)

Ayrica yapay yoldan elde edilen, kemigin inorganik yapisina benzeyen sentetik
greft materyalleri (alloplastik greftler) de vardir. Kullanimlar1 kolay olan ve kemigin
inorganik yapisina benzeyen sentetik olarak iiretilen alloplastik greft materyalleri diger

greft materyallerine alternatif olarak kullanima girmistir.

2.2.3.1. Otojen Greftler (Otogreftler)

Otojen greftler dokunun ayn1 bireyde bir yerden baska bir yere transferini ifade

eder (16, 42). Otogreftler immiinolojik olarak uyumlu osteoblastlarin ve kemik
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morfogenetik proteinlerinin varliginda osteoblastlara doniisebilen mezensimal hiicreleri
icerdiginden kemiklerin rekonstriiksiyonunda siklikla tercih edilmektedir ve altin

standart olarak kabul edilmektedir (28). Dezavantajlar1 (42,43);

e Morbiditede artis.

e Alnabilecek otojen kemik greftinin miktarin sinirlt olmasi.

¢ Dondr saha morbiditesi.

e (Greftin elde edilmesi i¢in baska bir operasyon sahasinin gerekliligi.
e Operasyon siiresinin uzamas.

e Bazi operasyonlarda genel anestezi gerekmesidir.

2.2.3.2. Homojen Greftler (Homogreftler)

Homojen greftler ayni tiir canlidan alinan greft materyalleridir.

e Izojen greftler (izogreftler); aym tiirden ve genetik benzerligi olan bireylerden

alinan homogreftlerdir (44).

o Allojen greftler (allogreftler); ayni tiirden olan fakat higbir genetik benzerligi
olmayan bireylerden alinan homogreftlerdir (44). Genetik benzerlik olmadigi
icin doku reddini onlemek amaciyla grefte ¢esitli uygulamalar yapilmaktadir
(23,34). Bu uygulamalar; kaynatma, kuru 1sitma, radyasyon, kuru dondurma,
deproteinize etme, dondurma olarak siralanabilir (23). Son zamanlarda en ¢ok
kullanilan allojenik kemik grefti kuru dondurulmus greftlerdir (28). Grefte
yapilan uygulamalar nedeniyle greftteki ostoejenik hiicreler yok edilir, bu
yiizden allojenik greftler faz 1 osteogenesise katilmaz. Bu tiir greftlerin
osteogenesise katkisi pasiftir, faz 2 osteogenesisi i¢in sert doku matriksi

olusturur (28,34).
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2.2.3.3. Heterojen Greftler (Heterogreftler — Ksenogreftler)

Bagka tiir bir vericiden alinan greftlerdir (23,34). Bu greftlerin antijenik
farklilig1 allogreftlerden ¢ok daha fazladir, bu nedenle daha gii¢li uygulamalar
yapilmalidir. Heterogreftler oral ve maksillofasiyal cerrahi islemlerde nadiren

kullanilmaktadir (34).

2.2.3.4. Sentetik Greft Materyalleri (Alloplastlar)

Otojen greftlerin morbiditesi ve allogreftlerin dezavantajlar1 nedeniyle alternatif
olarak kemigin inorganik yapisina benzeyen sentetik kemik materyalleri {iretilmistir.
Kolay elde edilebilirlik gibi avantajlarinin yaninda yabanci cisim reaksiyonu gostermek
gibi dezavantajlar1 vardir. Sentetik greft materyalleri baslica biyoaktif camlar, kalsiyum
siilfat, hidroksiapetit kristalleri, beta trikalsiyum fosfat ve bifazik kalsiyum fosfat
icermektedirler (23). Sentetik kemik greftlerinden biri olan bifazik kalsiyum fosfat
grubunda olan HA/TCP karisimi son zamanlarda kullanimi artmistir. Bu karisim, daha
stabil bir faz olan HA’in optimum dengesine ve daha eriyebilir olan TCP’ca
belirlenmektedir. Bu madde eriyebilir ve viicutta basamakli olarak ayrisir. Ayrica
ortama CA ve P iyonlar1 salmasiyla yeni kemik olusumuna da onciiliik eder. Bu
erimenin miktar1 TCP/HA oranina baghdir. Karisimdaki HA ne kadar azsa erime tersine
o kadar yiiksek olmaktadir. Bifazik kalsiyum fosfatlar saf HA’e gore biyolojik olarak
daha aktiftirler. En biiylik 6zellikleri konak kemikle giiclii bir baglanma yapmasi ve

fibr6z dokunun olusumuna izin vermemesidir.

2.3. Yonlendirilmis Kemik Rejenerasyonu

Buser ve ark. ilk olarak 1993 yilinda yonlendirilmis kemik rejenerasyonunu,

kemik agumentasyonunu bariyer membranla desteklemek olarak tanimlamustir (45).

Bir ¢cok membran sistemi rezorbe olan ve olmayan olmak iizere son yillarda
kullanilmaya baslanmistir. Rezorbe olan sistemler ikincil bir cerrahi gerektirmediginden
ve daha az bakteri kolonizasyonu gosterdiginden tercih sebebidir (46).
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Yonlendirilmis kemik rejenerasyonunda amag¢ mekanik bariyer sayesinde
fibroblastlar1 defektten uzak tutarak osteoblastlarin kemik iyilesmesini saglamasina
olanak tanimaktir (47).

Kemik i¢i bir yaraya fibroblastlarin invaze olmasi non-union ile sonuglanabilir.
Fibroz dokunun sebep oldugu non-union istenmeyen bir durumdur. Non-union
fibroblastik hiicrelerin, pihtida, osseoz hiicrelerden daha Once organize olmasiyla
olusmaktadir. Bu durumun nedeni yara iyilesmesinde fibroblastlarin osteoblastlara gore

migrasyon hizinin daha fazla olmasidir (47,48).

Yonlendirilmis doku rejenerasyonunda kullanilan membranlar ¢aligmamizda
oldugu gibi greftlerle birlikte kullanilabilmektedir. Buradaki amacimiz membranin doku
igine ¢okmesini engellemek ve dolayisi ile daha fazla kemik rejenerasyonu saglamaktir
(Sekil 2.3) (49).

YDR tekniginin tarihsel gelisimi boyunca c¢esitli materyaller kullanilmistir.
Bariyer membran olarak kullanilacak materyallerin bazi ortak 6zellikleri bulunmaktadir.
Bu 6zellikler uygulanmasinin kolay olmasi, epitel ve bag dokusu hiicrelerinin gegisi i¢in
bariyer 6zelliginin olmasi, stabil olmasi, toksisitesinin olmamasi, doku i¢in bir iskelet

olusturabilmesi, yapisi tizerinde bakteri birikmesi i¢in uygun bir ortam olmamasidir.

Kollajen membranlar genelde tip 1 ve 3 olup sigir veya domuzdan elde edilir
(50). Taguchi ve ark. kollajenin osteogenezise etkisini gostermistir. Kollajen
membranin mekanizmasi tam olarak ac¢ik olmamakla birlikte, osteojenik farklilagsmaya

yol acan osteoindiiktif faktorler i¢in bir yatak gorevi gordiigiinii belirtmislerdir (51).

Glniimiizde doku miihendislerinin amaglarindan biri periosteal hiicrelerin
bliylimesine olanak sagliyacak rezorbe olan membranlar iiretmektir. Genelde bu
membranlar sentetik veya dogal materyallerden kdken almaktadir. Bu amagla vital
fibrininin periosteal ve kok hiicreler igin iskelet olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
Biyouyumlu, rezorbe olan, yara iyilesmesinde dnemli rol oynayan, sadece hemostaz

degil anjiogenezisde rol alan ve yeni doku olusumundan sorumlu olan fibroblast ve
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endotelyal hiicrelerin migrasyonu i¢in matriks gorevi goren fibrinin bu amagla

kullanim1 giindeme gelmistir (52).

Sekil 2.3. Kollajen membran ve kemik grefiti kullanilarak yapilan yonlendirilmis kemik
rejenerasyonunda yeni kemik olusumu

2.4. Trombositten Zengin Fibrin (TZF)

Trombosit igerikli  biyomateryallerin  maksillofasiyal cerrahide yara
iyilesmesinde kullanimi ilk olarak Whitman tarafindan 1997 yilinda agiklanmistir (56).
Yara iyilesmesi ¢ok sayida hiicre i¢i ve hiicre dis1 mediatorlerin rol aldig1 bir olaydir.
Sert ve yumusak doku iyilesmesini optimize etmek ve hizlandirmak i¢in klinik
uygulamalarda trombosit konsantrasyonlart kullanilmaktadir. Trombositlerler yiiksek
miktarda Trombosit kokenli biiylime faktorii-AB (PDGF-AB), Déniistiiriicii biiyiime
faktor-p1 (TGF- B1), Doniistiiriicii biiytime faktor-p2 (TGF- B2), Vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF), Fibroblast biiyiime faktorii (FGF), Insiiliin benzeri biiyiime
faktorii ( IGF) gibi hiicre proliferasyonunu, matriks remodelingini ve anjiogenezisi

stimule eden biiylime faktorlerinden yiiksek miktarlarda igerir (53-55,57-59).

Trombosit konsantratlarinin hazirlanmasinda degisik yontemler mevcuttur.
Farkl1 yontemlerle elde edilen trombosit konsantratlarinin icerigi de farklidir. Buna gore

trombosit konsantratlari 16kosit ve fibrin igerikleri g6z Oniinde bulundurularak 4
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kategoriye ayrilmistir (57):

— Saf trombositten zengin plazma (P-TZP)

— Lokosit ve trombositten zengin plazma (L-TZP)
— Saf trombositten zengin fibrin (P-TZF)

— Lokosit ve trombositten zengin fibrin (L-TZF)

TZP hazirlama yotemi TZF hazirlama yontemine gore daha uzun siirmektedir.
Alinan kan antikoagiilan iceren tiliplere yarlestirilir ve takiben santrifiij edilir.
Santrifiijiin ilk basamaginda kan 3 tabakaya ayrilir; tabanda kirmizi kan hiicreleri,
ortada trombositlerin ¢ogunlukta oldugu parlak kisim ve en tistte trombositten fakir
plazma olusmaktadir. Ikinci basamakta, elde edilen trombosit konsantrasyonu,
trombosit aktivasyonunu ve fibrin polimerizasyonunu tetiklemek ic¢in trombin ve/veya
kalsiyum Klorit (veya benzer faktorler) ile birlikte bir enjektor ile cerrahi alana
uygulanir (57). Trombositler tirombin veya kalsiyum klorit kullanilarak aktive
edildigine biiylime faktorleri salinmaktadir. Biiylime faktorlerinin etki etme siiresinin
limitli olmasindan dolay1, bir anda salinan biiylime faktorleri yara iyilesmesine sadece
bir anda etki etmekte ve uzun déonemde kemik ve yumusak doku rejenerasyonuna etki

gostermeye devam etmemektedir (60).

TZF ise bu protokollerin en son gelistirilenidir ve ikinci nesil trombosit
konsantrasyonudur. Ilk olarak Choukroun ve ark. tarafindan oral ve maksillofasiyal
cerrahide kullanilmak iizere, 2001 yilinda trombosit sitokinlerinin ve hiicrelerinin
hapsoldugu ve belli bir siire sonra salindigi fibrin matriks olarak tanimlanmistir (61).
Burada, kan herhangi bir antikoagiilan olmadan alinir ve hizli bir sekilde santrifiij edilir.
Dogal bir koagiilasyon siireci olusur ve kana herhangi bir biyokimyasal ajan
uygulanmadan L-TZF kolayca toplanir. Bu yontem biiyiime faktorleri ve sitokinleri
salinmak {izere fibrin agda hapseden en basit ve maliyeti en diisiik yontemdir (57,58).
TZF elde etme protokoliinde, hastadan alman 10 ml lik kan Ornegi antikoagulan
icermeyen tiiplere konularak 3000 rpm hizda 10 dakika veya 2700 rpm hizda 12 dakika
santrifiij edilerek hazirlanmaktadir (62). Tiiplerde antikoagulan olmadigindan bir kag

dakika sonra kan 6rnegindeki trombositler tiip duvarlarina temasi sonrasi aktive olup
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koagulasyon basamaklar1 gergeklesir. Baslangigta tlipte fibrinojen bol miktarda
bulunurken, ilerleyen dakikalarda tirombin fibrinojeni fibrine doniistiiriir. Fibrin pihti
daha sonra kirmizi kan hiicreleri ve aselliiler plazmanin ortasinda olusur (57,58) (Sekil
2.4). Diger trombosit konsantratlarinda olusan trombositten zengin tabaka
uygulandiktan sonra hizlica ortadan kaybolan zayif fibrin yapidan olusurken TZF’de
olusan tabaka uygulandigi ortamdan hizlica rezorbe olmayan ve saglam yogun bir fibrin
matrikstir. Bu 0Ozellikleri de g6z Oniine alindiginda TZF’nin hazirlamasi ve
maniplasyonu zahmetsiz olmakla birlikte diger trombosit konsantrasyonlarina nazaran

fibrin yapisindaki tstiinliikleri g6z ardi edimemelidir.

Q
I._

- Hiicresiz Plazma

Fibrin Piht1
(TZF)

Kirmzi Kan
Hiicreleri

Sekil 2.4. 3 Katman halinde olusmus TZF 6rnegi

Fibrin matriks teorik olarak bol miktarda trombosit icermektedir. TZF
hazirlanmasinda antikoagiilansiz tiiplere alinan kanin hizli alinmas1 gerekmektedir. Eger
kan alim1 ve sentrifiij cihazina yerlestirmek hizli yapilmazsa kan Ornegi tiip i¢inde
pihtilasir boylece TZF elde edilemez. Antikoagulan icermeyen tiiplerde, hi¢ bir katki
maddesi eklemeden olusan polimerizasyon dogala yakin ve yavas gergeklesmektedir.
Bu sayede fizyolojik yapisi giiglii TZF membran elde edilmis olur (62). Standart 10 ml
enjektdrle aliman kanmn santrifiijiiyle elde edilen TZF igeriginde kanda bulunan
trombositler, trombosit biliylime faktorleri, 16kositler, sitokinler, fibrin (fibrinojenin

aktiflesmesiyle olusan) ve dolagimdaki kok hiicreler bulunmaktadir (62).
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2.4.1. Trombositler

Kemik iligindeki megakoryosit hiicrelerden koken alan trombositler disk
seklinde ve ¢ekirdeksiz hiicrelerdir. Omiirleri 8-10 giindiir, aktive edildiginde salinmak
lizere sitoplazmalar1 granillidiir. Alfa graniil trombosite spesifik (B-tromboglobulin
gibi) ve trombosite spesifik olmayan (fibronektin, trombospondin, fibrinojen ve diger
pihtilagsma faktorleri, biiylime faktorleri, fibrinolizis inhibitorleri, immunoglobulinler,
vb) bir ¢ok protein igermektedir. Daha yogun graniiller kalsiyum, serotonin ve vb.
icermektedir. Ayrica trombosit membrani fosfolipid yapida iki katli olup bir ¢ok

molekiiliin resoptoriini igerir (Kollajen, tirombin gibi).

Yaralanmis bolgede agrege olup hemostazi desteklemek ve baslatabilmek igin
ilk olarak aktive edilmesi gerekmektedir. Tirombositlerin degranulasyonu ayrica hiicre
gbclinli ve ¢ogalmasii stimule eden sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin de fibrin

matriks i¢inde salinimini saglar. Bu iyilesmenin ilk basamagidir (62).

Santrifiij sonrasi trombositler tiipiin en iist ve en alt tabakasinda bulunmaz,
sadece TZF pihtinin oldugu bélgede bulunurlar. Calismalar trombositlerin 6zellikle TZF
pihtt ve kirmizi kan hiicrelerinin yogun oldugu kirmizi pihti birlesiminde yogun

oldugunu gostermistir (53).

TZF olusum siirecinde kanda antikoagiilan olmamasi1 cam tiip i¢inde yogun bir
trombosit aktivasyonu saglar. Aktivasyon sonucu trombosit sitokin ve biiyiime
faktorleri aciga cikar. Ag¢iga ¢ikan bu sitokinler yavas polimerizasyon sonucu olusan
esnek fibrin ag1 i¢inde hapsolur. TZF matrikste glikozaminoglikanlar (heparin,
hyaluronik asit) da gOmiilmiis halde bulunurlar. Histolojik olarak fibrinin fibriler
yapisina baglanmislardir. Glikozaminoglikanlarin  dolasimdaki  kiiciik peptitlere
baglanma giicii ¢ok giicliidiir ve hiicre gociinii ve iyilesme siirecini destekleme

kapasiteleri oldukga yiiksektir (63).
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2.4.1.1. Trombosit Biiyiime Faktorleri

2.4.1.1.1. TGFB-1:Fibrozis ajan

TGF-f kemik morfogenetik proteinleri de iceren 30’dan fazla iiyesi olan stiper
familyadir (TGF-B1, TGF-B2 ve 3). TGF-B1 yaygin olarak bulunur ve genellikle
TGF- S olarak adlandirilir. TGFSB-1 sadece trombositlerin alfa graniillerinden degil

ayrica hiicre i¢i diyaloglar boyunca iiretilen bir izoformdur (64).

TGF- B hiicre tipi ve doku metabolik evrelerine gore ¢ok sayida ve zit etkiye

sahiptir. IItihap ve onarim baglaminda, TGF- § ‘nin iki ana gorevi vardir:

TGF- B giiclii bir fibrojenik ajandir. Kollajen, fibronektin ve proteoglikanlarin
yikimint arttiran proteinaz aktivitesini azaltarak ve doku proteinaz inhibitorlerini
uyararak kollajen pargalanmasini engeller. Etkileri, uygulanan miktar, matriks ¢evresi
ve hiicre tipine gore degiskenlik gosterir. Ornegin, osteoblastlarin gogalmasini arttirdig
gibi kolayca inhibe de edebilir. Tiim sitokinler arasinda en kuvvetli fibrozis ajanidir.

Osteoblast ve fibroblastlarda kollajen-1 {iretimini arttirir (65).

TGF- S8 lenfosit proliferasyonunu inhibe eder ve gii¢lii anti-inflamatuar etkiye
sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda TGF- f bulunmayan farelerde yaygin iltihap ve yogun

lenfosit proliferasyonu goriilmiistiir (65).

TGF- g inflamasyon, anjiogenezis, reepitelizasyon ve konnektif doku
rejenerasyonundaki roliiyle yara iyilesmesinde onemlidir. Ekstraselliiler matriks (ECM)
sentezinde giiclii regiilatordiir, fibronektin ve kollajen gen salinimini arttirir, kollajen
yikimint azaltir ve metalloproteinase proteaz inhibitorlerini inhibe ederek ECM
olusumunu gii¢lendirmektedir (66). Bu biiylime faktorii kemik formasyonunda ve
tyilesmesinde, osteoblast prekiirsor hiicrelerin  mitogenez fonksiyonlarmi ve
kemotaksisini arttirmakta ve kemigin kollajen matriksinde osteoblast depolanmasini
stimule etmektedir (66). TGF- 8 VEGF varliginda etkinligi artarak, anjiogenezis ve

iltihabi hiicrelerin kontroliinii saglamaktadir (66,67).
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2.4.1.1.2. PDGF: Mezenkimatoz soyu uyarici

PDGF (Trombosit kdkenli biliylime faktorii), A ve B olarak adlandirilan her biri
iki zincire sahip birbirleri ile yakin iligkili protein ailesinin iiyesidir. Bes ana PDGF
izoformu AA, AB, BB, CC ve DD olarak kodlanmistir. PDGFs, PDGF-a ve PDGF-f
kodlu reseptorlere baglanir. PDGF-BB bu ailenin bir alt tipidir ve PDGF olarak bilinir.
Endotel hiicreleri, aktive olmus makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve ¢ogu tiimor hiicresi
tarafindan yapilir, trombositlerde depolanir ve trombosit aktivasyonu ile serbestlesir.
Biiylik bir ¢cogunlugu trombositlerin alfa graniillerinde mevcuttur. Sert ve yumusak
doku iyilesmesinde ve santral sinir sistemi gelisiminde onemli bir rolii vardir.
Osteoblastlarin, diferansiye olmamis osteopregenitor hiicrelerin, diiz kas hiicrelerin,
fibroblastlarin ve glial hiicrelerin major mitojenidir (68,69). PDGF yara alanina
notrofillerin ve makrofajlarin kemotaksisini, doku reepitelizasyonunu ve anjiogenezisi

stimule eder (67-69,).

PDGF mezenkimal hiicrelerin canliligini koruyabilmesini, iireyebilmesini ve
migrasyonunu  diizenler. Ozellikle embriyolojik gelisimde ve biitiin hiicrelerin

remodelinginde 6nemlidir (68,69).

2.4.1.1.3. IGF: Hiicre koruyucu ajan

Insiiliin benzeri bilyiime faktorii 1 ve 2 bir ¢ok hiicre tipinin tiimér hiicresi dahil
farklilasmasini ve proliferasyonunu diizenler. Bu sitokinler hiicreler i¢in c¢ogalma
mediatorleri olmalarina ragmen, hiicreleri matriksteki bir¢ok apoptotik uyarandan
koruyan sinyaller iireterek apoptozu diizenleyen en Onemli sitokinlerdir. IGF’ler
trombositlerden salgilanmalarina ragmen, dolasimdaki kanda yiiksek oranda bulunurlar.
Bir ¢calismada TZF’deki IGF’nin trombosit aktivasyonundan kaynaklanmadigi, IGF nin

en yliksek konsentrasyonunun plazmada bulundugu gésterilmistir (70).
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2.4.1.1.4. VEGF

VEGF, VEGF-A, -B, -C ve —-D igeren biiyiime faktor ailesidir. VEGF-A genelde
VEGF olarak bilinir. VEGF’ler reseptor ailesine (VEGFR-1 -2 ve -3) tirozin kinaz
aktivitesi ile baglanir. Cesitli etkenler VEGF ‘leri uyarir, en 6nemlisi hipoksidir. Diger
uyaricilar trombosit tiirevi biiytime faktorii ( PDGF), TGF-£, TGF- a dir (70).

Mevcut lokal damarlardan gelisen anjiogenezisde, VEGF endotel hiicrelerinin
hem proliferasyonunu hem de motilitesini uyararak kapiller tomurcuklanma olayini
baglatir. Endotelyal hiicre migrasyonunu ve proliferasyonunu stimule ederek
anjiogenezisi ve damarlanmayi saglar (67). Kemik iligi endotel hiicre prekiirsorlerinden
gelisimde, VEGF, VEGFR-2 iizerinde bu hiicreleri kemik iliginden mobilize eder ve bu
hiicrelerin anjiogenez alaninda proliferasyon ve motilitesini uyarir. VEGF makrofaj ve
graniilositlerin kemotaksisini uyarir ve neurogenezisi stimule etmektedir. VEGF’ nin
kan damar1 gelisimini stimule etmesi, ndrogenezisi arttirarak sinir tamirinde etkili

olabilecegi disiiniilmektedir (71,72).

Yapilan bir in-vitro c¢alismada TZF’deki TGF-B1 ve PDGF-BB ve IGF-1
konsantrasyonlar1 sirasiyla 6.634 ng/ml, 1.419 ng/ml ve 209.68 ng/ml olarak
bulunmustur (63). Ayrica TZF {iretiminden itibaren ilk 5. dakika, 1. 2. ve 5. saatteki
PDGF-AB, TGF-1, VEGF ve IGF-1 salinim miktarlart Tablo I’de gosterilmistir (70).

Bu biiyiime faktorlerinin TZF’de 7. giine kadar yavas salinim gercgeklestirdikleri
bildirilmistir. 7. gline kadar salinan toplam miktarin PDGF-AB, TGF- 1 ve VEGF i¢in
sirastyla 50.3ng, 273.4ng ve 607 1ng oldugu gosterilmistir (6).

IGF-1 disinda diger biiyiime faktorlerinin miktarlar1 TZP’de TZF’ye oranla daha
yiksek degerde oldugu gorillmiistiir (63). TZP ve TZF ile ilgili yapilan in vitro
calismalar da bu sonucu desteklemektedir (73). Fakat TZP’de sitokin ve biiyiime
faktorlerinin uzun siireli yavas salimimi s6z konusu degildir. Salimimlart hizli ve

Omiirleri kisadir (63).
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Tablo 2.1. TZF igindeki biiytime faktorlerinin salinim oranlari (ng) (70)

TZF salinim 5. Dakika 1. Saat 2. Saat 5. Saat
PDGF-AB 29.29 34.12 42.20 52.73
TGFp-1 43.06 49,52 60.09 72.21
VEGF 0.38 0.42 0.71 1.04
IGF-1 257.40 247.82 244.62 249.16

Bu biiylime faktorleri hiicre mitozunda, kollojen yapiminda, hiicre
farklilagsmasinda ve anjiogenezisde artisa sebep olmakta bdylece sert ve yumusak

dokuda daha iyi ve hizli iyilesme saglanabilmektedir (68-70).

2.4.1.1.5. Biiyiime Faktorlerinin Etki Mekanizmasi

Kemik iyilesmesi ve yeniden sekillenmesi sirasinda meydana gelen karigik
hiicresel olaylarin biiylik bir kismin1 biiyiime faktorleri diizenler ve kontrol eder. Kendi

tizerlerine olan etkilerinin yaninda hormonlarin etkilerini de ayarlarlar (74).

Kemigin yeniden sekillenmesi sirasinda; kemik rezorbsiyonu ve kemik
apozisyonu birarada meydana gelmektedir. Bu iki olayda da biiyliime faktorleri onemli
diizenleyici rol oynamaktadir. Osteoklastik kemik rezorbsiyonunun baslangict PTH
hormonunun kontrolii altindadir. Osteoklastik kemik rezorbsiyonu sirasinda, rezorbe
olan kemik matriksinden biiyiime faktdrleri salinmaktadir. Ozellikle TGF-B devam
etmekte olan osteoklastik aktivasyonu inhibe eder. TGF—f ve IGF’ler komsu periosteal
yiizeylerdeki osteoprogenitor hiicrelerin proliferasyonunu stimiile ederken; BMP’ler
diferansiasyonu meydana getirir. Daha sonra; PDGF ve TGF-B osteoblastlarin
rezorbsiyon bolgesine kemotaktik migrasyonunu saglarlar. Bu osteoblastlar, biiyiime
faktorlerinin otokrin ve parakrin sekresyonu ile kemik matriksinin sentezini meydana
getirir. Kemik iyilesme olay1 sirasinda; yeni kemik olusumunu saglayan osteoblast ve
osteoprogenitdr hiicrelerin proliferasyonu ve diferansiasyonunun devamliligr icin
biiyiime faktorlerinin siirekli varligi gereklidir. Iyilesmenin erken fazinda; kan pihtisi
icerisinden salinan TGF—- ve PDGF, osteoprogenitdr hiicrelerin proliferasyonunu
baglatir. Travmatize olmus kemik uglarindan salinan biiylime faktorleri osteoblastik
aktiviteyi devam ettirir (74,75). Trombositler ve kemik dokudan salinan biiyiime

faktorlerine ilaveten osteoblastlar tarafindan biiytime faktorleri de salinir. Yaralanmadan
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7—12 giin sonra, osteoblastlar tarafindan TGF—3 ve PDGF tekrar sentezlenir. Lind ve
arkadaglar1 (76), deneysel tavsan tibiasi osteotomi modelinde disaridan TGF—

uygulanmasinin kallus olusumunu artirdigini gérmiisler.

Trombositlerin  yara iyilesmesindeki rolii gerek hemoztazin saglanmasi
asamasinda gerekse iyilesmenin ilerleyen doneminde, iglerinde bulunan biiylime
faktorlerinin etkileriyle 6n plana ¢ikmaktadir. Bu bilgi, trombositlerin ve trombosit
triinlerinin kemik i¢i yara iyilesmesini hizlandirmak ve iyilestirmek amaciyla
kullanilmas1 fikrinin ortaya c¢ikmasina neden olmus ve biiylime faktorlerinin yara
bolgelerine topikal uygulamalarinin; tamiri, yara iyilesmesini, doku ve kemik

rejenerasyonunu yonlendirip hizlandirabilecegi gosterilmistir.

Trombositten zengin plazma (Platelet-Rich Plasma - PRP), trombositten zengin
biliylime faktorleri (PRGF) ve trombositten zengin fibrin (PRF) bu amagla kullanilan

kan Urtinleridir.

2.4.2. Lokositler

Lokositlerin = TZF  igerisindeki trombositlere sinerjik etki  gdsterdigi
ongoriilmektedir. Ayr1 ayr1 16kosit ve trombositlerin etkilerini analiz eden ¢ok

calismaya ihtiyac vardir. Lokositlerin etkilert;

e Antienfeksiyoz etki
e Immun regiilasyonu; agr1 ve enflamasyonu azaltir.
e Anjiogenezisi arttirir; trombositlerin igerdigi anjiogenez stimulatorlerine ilave

olarak 16kosit kaynakli VEGF salinimi

Bazi otorler herhangi bir bilimsel kanit olmamasma ragmen 1okositlerin
enflamatuar siiregten uzaklasmak i¢in ¢ikarilmasini Onerirler (77). Bazi otorler ise
TZF’den biliylime faktdrlerinin yavas salimimini diizenlemedeki 6neminden dolay:

trombosit konsantrasyonlarinda l6kositleri vurgularlar (59,78).
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2.4.3. Sitokinler

Enflamatuar sitokinler:

Enflamasyonda rol alan sitokinlerin sayis1 oldukc¢a c¢oktur. Bunlardan en
onemlileri IL-1B, IL-6 ve TNF-a’dir. IL-1 B enflamasyon kontroliinde kilit role sahiptir
(79, 80). T yardimci lenfosit uyarilmasini saglar. TNF-a ile birlikte kemik olusumunu
Onleyip yikimini arttirirlar. TNF-a, enflamatuvar hiicrelerin fagositoz ve sitotoksisite
kapasitesini ve IL-1 ve IL-6 sentezini arttirir (81). IL-6, B lenfositler igin farklilasma

faktorii, T lenfositler i¢in aktivatordiir. Antikor salinimini uyarir

Iyilesme sitokinleri:

Bir iyilesme iki agidan degerlendirilir:

— Enflamatuar sinyal yolunun inhibe edilerek amplifikasyonlarinin
notralizasyonu: Bu IL-4’1in islevidir.
— Damar yapilart gibi baslangic iyilesme yapilarinin gelisimini diizenler ve

arttirir: Bu da VEGF nin islevidir.

IL-4’tin enflamasyonda temel gorevi iyilesmeyi desteklemektir. Fibroblastlardan
kollajen sentezini arttirir ve IL-1p tarafindan MMP-1 ve MMP-3’iin uyarilmasini 6nler
(82). IL-1p aracili tiim enflamatuvar sinyal yollarint 6nler (83). VEGEF, bilinen en giiglii
ve yaygin vaskiiler biiyiime tetikleyicisidir (84). Endotel hiicre davranislarinda
(cogalma, gog, Ozellesme ve hiicre sag kalimi gibi) 6nemli roller oynar (85,86). Bu

sitokinin varlig1 bile anjiogenezi baglatmak icin yeterlidir.

Bu I6kositik 5 sitokin trombositler gibi polimerizasyon siiresince fibrin agda
hapsolmus durumdadir ve yavasca salinirlar. TZF’de hapsolmus ve yavas salinan bu
sitokinler, TZF’nin bagisiklik diizenlenmesinde ©Onemli bir roliiniin oldugunu
diisiindiiriir. Immiin sitokin miktarindaki bu artis TZF’deki yavas kan aktivasyonunun
16kosit degraniilasyonunu sagladigr anlamina gelmektedir ve TZF’nin savunma

kapasitesini gostermektedir. Ayrica trombosit konsantrasyonlarinda trombosit ve
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l6kositlerin ayr1 ayr1 etkileri heniiz tam olarak agiklanamamistir. Lokositlerin

gozlemlenen etkilerin ne kadarindan sorumlu oldugu net degildir.

2.4.4. Fibrin

Fibrin plazmatik molekiil olan fibrinojenin aktive olmus ¢oziilmeyen formudur.
Fibril molekiilleri plazmada ve trombositin alfa graniillerinde erimis halde bulunur ve
hemostaz sirasinda trombosit agregasyonunda onemli bir rol oynar. Trombositlerin
agregasyonunu saglamak i¢in bir c¢esit biyolojik yapistirict haline doniisiir boylece
damar hasar bolgesini koagiilasyon sirasinda korur. Yaralanma alaninda: polimerize
fibrin jel ilk skatrisyel matriksi olusturur. Fibrin olusmazsa iyilesme olmaz (53-55).
TZF’de bulunan maddeler yumusak doku iyilesme ve olgunlagsmanin ii¢ fenomeni olan
anjiogenez, immiinite ve epitelyal kapanmay1 destekler. Fibrin anjiogenez i¢in dogal bir
rehberdir. Fibrin matriksin anjiogenez 6zelligi fibrin jelin 3 boyutlu yapisi ve agda
hapsolan sitokinlerin aktiviteleri ile agiklanir (55) (Sekil 2.5). Anjiogenezin énemli bir
faz1 da endotelyal hiicrelerden avf3 integrin tiretimidir. Bu molekiil endotel
hiicrelerinin fibrin, fibronektin ve vitronektine baglanmasini saglar. Fibrin bu

molekiiliin ekpresyonunu arttirir.

Sekil 2.5. Fibrin matriksin 3 boyutlu yapis1 (1-sitokin, 2- trombosit sitokini, 3- glikan zinciri, 4-
fibronektin, 5- fibrin-glikan zincir ag1) (61)

31



Fibrin matriks epitelyal hiicre ve fibroblastlar1 etkileyerek yara alanini kaplar.
Yara kenarlarinda epitel hiicreleri bazal ve apikal yiiklerini kaybederler ve yara alaninda
bazal ve apikal yonde genisleyerek yarayi kaplarlar. Hiicre gocii fibrinojen, fibronektin,
tenaskin ve vitronektin ile diizenlenir. Integrin ekspresyonunu diizenlemek, fibroblast
¢ogalmasini ve yara alanina go¢iinii diizenlemek i¢in fibrin, fibronektin, PDGF ve TGF-
B varligi gereklidir (87). TZF mikrovaskiilarizasyon gelisimini saglayan ve epitelyal
hiicre gociinii yonlendiren fibrin bazli dogal bir biyomateryaldir. A¢ik yaralari korumak
ve iyilesmeyi hizlandirmak ig¢in bu tarz bir membranin 6nemi agiktir. Ayni zamanda

16kosit igerir ve bu maddelerin géglerini arttirir (88).

2.4.5. Dolasimdaki Kok Hiicreler

Kemik iliginden koken alan mezensimal hiicreler bir¢ok dokunun
rejenerasyonuna katilir. Bu farklilasmamis hiicreler kandan yara alaninda toplanir ve
farkli hiicre tiplerine doniislirler. Bu baglangic farklilagma fibrin ve fibronektin
tarafindan olusturulan gegici yara matriksinde olusur. Bu nedenle bu hiicrelerin

transplantasyonunda fibrin, destekleyici matriks olarak kullanilir.

Fibrin matriks igerigi sayesinde gii¢lii bir otolog membran elde edilmis olur
(63). Fibrin ag1 dolasimdan gelen kok hiicreleri yakalar ve iyilesme sirasinda

damarlanmay1 ve anjiyogenezisi dogrudan aktive eder (58).

2.4.6. L-TZF’nin Etki Mekanizmasi

Enflamasyon genel olarak 3 fazdan olusan bir siiregtir, bu fazlar: vaskiiler faz,
hiicresel faz, iyilesme fazi. Vaskiiler faz hemostazin gelistigi ve 16kositlerin aktive olup
yara bolgesine ulastig1 fazdir. Enflamatuar bolgeye ilk olarak l6kositler goc eder ve
sitokin ve biiyiime faktorleri salimimi saglayarak iyilesmeye etki ederler. Bu
enflamasyon mediyatdrleri fibroblastlarin aktivasyonunda, proliferasyonda, biyosentetik
aktivitenin stimule edilmesi ve proteazlarin (MMP, plazmin) salgilanmasinda rol

oynarlar. Sitokinler doku hemostaz dengesinde 6nemlidirler (58).
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Yapilan caligmalarda TZF uygulamasinda enflamatuar sitokinlerin daha fazla
salindigr goriilmistiir. Bunun nedeni TZF’nin 16kositik olmasidir; yani TZF
uygulamasinda yavas kan aktivasyon siireci sonucu l6kosit degraniilasyonu artmaktadir.
TZF sadece bir trombosit konsantrasyonu degildir, aymi zamanda defans

mekanizmalarini stimule eden bir immiin ag gérevi goriir (58,63).

Vaskuler faz; Hemostazin olusmasi ve 16kositlerin gé¢ etmesi ve son olarakta
koagiilasyon ile fibrin pihtinin olusmasi ile karakterizedir. Yaraya ilk olarak PMNL ler
gelir ve daha sonra yiiksek fagositoz 6zelligi olan monosit / makrofajlarla yer degistirir.
Enflamatuar alanda iyilesme reaksiyonlarinda gorev alan hiicreler aktive olurlar ve ¢ogu
biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin salinimini saglarlar. Ayni zamanda iyilesme
sirasinda olacak asir1 yikict etkileride azaltmaya yardimci olur. Endotelyal hiicrelerin
fenotip degisimi, migrasyonu ve divizyonu i¢in ekstraselluler bir matriks gereklidir.
Fibrin anjiyogenezis ic¢in dogal bir rehber gorevi goriir. Anjiyogenezis i¢in gerekli
bliylime faktorleri (FGFb, VEGF, PDGF) fibrin matriks i¢inde bulunur. Bazi
caligmalarda bu faktorlerin fibrine yiiksek afiniteyle baglandigi goriilmiistiir (58).

TZF fizyolojik fibrin matriks olarak kok hiicreleri i¢in, 6zellikle anjiyogenezisin
arttig1 sathada, bir ag gibi islev goriir. Kemik iliginden koken alan mezensimal hiicreler
kemik hiicreleri ve bir¢ok farkli dokularin rejenerasyonunu saglar. Bu farklilasmamis
hiicreler kandan yaralanmis dokulara gelirler ve birgok farkli hiicre tipine donsiirler.
Bu ilk farklilasma safhasi i¢in fibrin ve fibronektin tarafindan olusturulmus bir skar
matriksi gereklidir. Bu durum neden fibrinin bu hiicreler i¢in gerekli oldugunun
kanitidir. Birgok arastirmact fibrin matriksin kemik defektlerinin rejenerasyonunda

mezengimal hiicrelere destek bir yap1 olusturdugunu gostermislerdir (58).

Choukroun ve ark. gore klinik ¢alismalar TZF’nin iyilesmeyi hizlandiric1 ve
arttiric1 bir biyomateryal oldugunu gostermektedir. Ideal iyilesme igin gereken tiim

parametreleri saglamaktadir (58).

Hiicresel faz: TZF nin yavas kan aktivasyon siireci l16kosit degraniilasyonu

miktarint arttirir. Enflamasyon acisindan 16kositler de en az trombositler kadar
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onemlidir. L-TZF’nin 16kosit igerigi yiiksektir. Trombosit molekiilleri gibi lokosit
sitokinleri fibrin yap1 i¢inde depolanmistir ve yavas yavas salinimi gerceklesir.
Anjiyogenezisde aktif rol alan FGFb veya VEGF salinimin1 gergeklestirir ayn1 zamanda

integrin salinimida yaparak nétrofil migrasyonunu arttirir.

Membrandan CD11¢/CD18 salinimini arttirarak damar gegirgenliginin artmasini
ve notrofillerin endotele adezyonunu saglarlar, bu arada fibrinojen {iretilmesini
saglarlar. Fibroblastlar1 aktive ederek fibroblastlardan kollojen sentezini baslatirlar. TZF

epitelizasyonun olusmasini hizlandirir (58,62,63).

Iyilesme fazi: Immiin sistem anahtar1 olan sitokinlerin salmimini saglarlar.
Enfeksiyonlara karsi savunma kapasiteleri, yarali bir alana (neovaskiilarizasyon)
sitokinlerin erisimini kolaylagtirmak igin sitokin kemotaktik 6zelliklerinin yani sira
kendi kapasitesi de onemli olacaktir. Ayrica yapilan g¢alismalarda TZF igeriginde
yiiksek oranda IL-4 iyilesme sitokinine rastlanmistir ve bu sitokin B ve T hiicrelerini

aktive ederek inflamasyonda retro-kontrolu saglamaktadir (58,62,63).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin Baskent Universitesi Hayvan Bakim ve Etik Kurulu onayi
alimmustir. Calismada 14 adet eriskin Beyaz Viyana cinsi, 10-12 haftalik, 3500-4500 gr
agirliginda erkek tavsan kullanildi. Tiim hayvanlar yemek ve su i¢in ¢ikist olan, sessiz,
sicaklik/nem kontrollii (2242 santigrat derece ve %60-%5 nem oraninda) kafeslerde
tutuldu. 2 haftalik ortama alisma siiresinden sonra hayvanlar rastgele 4 ve 8. haftalarda

sakrifiye edilmek tizere 2 gruba ayrildi.

Opere edilecek biitiin tavsanlara anestezik olarak ketamin intramuskuler (IM)
50mg/kg, xylazine IM 5mg/kg verildi ve perioperatif antibiyotik-analjezik
(Enroflaksasin IM 10mg/kg - Fentanil IV 0.0074mg/kg) uygulandi. Anesteziyi takiben
gozleri Terramycin pomad (Pfizer, Istanbul) ile izole edilerek, tiim tavsanlarin parietal
kemik yiizeyleri traslandi ve cerrahi bolge % 10’luk povidine iyot soliisyonu
(Betadine®) ile silinerek asepsi saglandi ve tavsanlar operasyona hazirlandi (Sekil 3.1.

A).

Hemostaz saglamak igin defekt olusturulacak bolgeler lidokain HCI (jetocain)
ile lokal anestezi uygulandi (Sekil 3.1. B). Cilt ve cilt alt1 dokularin diseksiyonu sonrasi
periost kaldirilarak kafatasinin parietal bolgelerine ulasildi (Sekil 3.2. A). Kavitelerin
olusturulacagi kadar yeterli kemik ortaya ¢ikarildi (Sekil 3.2. B). Parietal kemiklere 9
mm. ¢apinda trefin frez (Meisinger, German) kullanilarak, serum fizyolojik sogutmasi
ve irrigasyonu ile standart bikortikal kemik defektleri olusturuldu (Sekil 3.3, Sekil 3.4).
Olusturulan defektlerdeki kemik pargalart uzaklastirilip defektler yikanip kanama
kontrolii yapildi (Sekil 3.5).

Grup A; Kontrol grubu amacl bos birakilirken,
Grup B; HA/TCP greft ve tizerine kollajen membran,
Grup C; HA/TCP greft ve ilizerine TZF membran,

Grup D; greft materyali olarak HA/TCP ve TZF kombinasyonu ve {izerine
kollajen membran uygulandi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.3. A, 9 mm ¢apinda trephin frezle defektlerin olugturulmasi. B, Olusturulan ilk defektin goriinimii
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Sekil 3.4. A, Trephin frezle olugturulan defektlerin goriiniimii B, Defekt sinirlarinin fissiir frez ile
belirginlestirilmesi

Sekil 3.5. A, 9mm ¢apindaki kortikal kemiklerin kaldirilmasi. B, Kemik pargalari uzaklastirildiktan sonra
defekt bolgelerinin goriiniimii.

Sekil 3.6. Biyomateryallerin yerlestirilmesinden sonra defektlerin goriiniimii
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3.1. Trombositten Zengin Fibrinin Hazirlanmasi

TZF elde etmek amagli tavsanlarin kulak venlerinden 10 ml kan alindi (Sekil
3.7. A). Alinan kan klinigimizde de mevcut olan 6zel TZF i¢in dizayn edilmis PC 02
isimli santrifiij cihazinda 2700 devirde 12 dakika santrifiij edildi (Sekil 3.7. B). Elde
edilen TZF hazir oldugu andan itibaren 3 dakika icerisinde, defektlere membran olarak
veya kiiciik parcalara ayrilip HA/TCP ile kombine edilerek uyguland: (Sekil 3.8). Greft
materyali olarak 4BONE (Mis, israil) marka %60 hidroksiapatitden, %40 tri kalsiyum
fosfat iceren, mikro ve makro goézenekli bifazik kalsiyum fosfat sentetik greft kullanildi.
Kollajen membran olarak at kaynakli yaklasik 3 ay i¢inde rezorbe olabilen, heterolog
perikardiyum orjinli 0.6mm kalinhiginda EVOLUTION (Technoss, Italya) marka

membran kullanildi.

Cilt ve cilt alt1 dokular tabakalar halinde rezorbe olabilen dikis ile kapatildi
(Sekil 3,9, A). Cerrahi alana kloramfenikol sprey uygulamasindan sonra hayvanlar
standart besin rejimi ile beslendi ve operasyonu izleyen 5 giin antibiyotik ve analjezik

uygulamasi yapildi (Sekil 3.9. B).

Sekil 3.7. A, Tavsanlarin kulak veninden kan alimi. B, PC 02 santrifiij cihazi
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Sekil 3.8. A, Kirmizi kan hiicrelerinin uzaklastirildigi TZF. B, Kendi 6zel kutusunda preslenerek
hazirlanan TZF

Sekil 3.9. A, Cerrahi alanin suture edilmesi B, Kloramfenikol sprey uygulamasindan sonraki goriiniim

3.2. Histopatolojik Degerlendirme

Denek hayvanlart iki grup halinde post-operatif 4. hafta (n:7) ve 8. haftalarda
(n:7) i.v. thiopentol sodyum ile sakrifiye edilip kafataslar1 alind1 (Sekil 310. A). % 5’1ik
formik asitte dekalsifiye edildikten sonra her bir defektin duraya bakan yiizii doku
boyasi ile boyandr (Sekil 3.10. B). Her bir defekt uzun eksene parelel olacak sekilde
oryantasyon saglanarak total orneklendirildi (Sekil 3.10. C). Ornekler % 10’luk
tamponlanmis formalin solusyonu i¢inde tespit edildi. Doku takip islemlerininden sonra
ornekler uygun oryantasyon saglanarak parafin bloklara gomiildi (Sekil 3.10. D).
Parafin bloklardan 4-6 p m kesitler alindiktan sonra hematoksilen-eozin ile boyanarak
151k mikroskobunda incelendi. Bag dokusu olusumunu ve vaskiiler proliferasyonu
degerlendirmek igin histokimyasal olarak Masson-Trikrom boyasi uygulandi.
Histopatolojik degerlendirme, deneklere verilen tedaviden ve deneklerin durumundan

habersiz olarak, bir patolog tarafindan gergeklestirildi.
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Sekil 3.10. Patoloji 6rneklerinin hazirlanmasi. A, Ampute edilen kafatasi, B, duraya bakan yiiziin doku
boyasi ile boyanmasi. C, doku takibi 6ncesi uygun oryantasyonda 6rneklendirilmesi D, doku takibi
sonrasi parafin blok hazirlanmasi

Tiim gruplara ait 6rnekler, asagidaki kriterler kullanilarak degerlendirildi.

Histopatolojik degerlendirme kriterleri:

1- Yeni kemik olusumu: immatiir veya matiir kemik olusumu birlikte 0’dan

4’e kadar derecelendi.

0: hi¢ kemik yok

1: %25°den az kemik var

2: %25-50 aras1 kemik olusumu
3: %50-75 aras1 kemik olusumu

4: %75-100 aras1 kemik olusumu
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2-

Enflamasyonun siddeti 0’dan 3’e kadar derecelendirildi.

0: hi¢ enflamasyon yok
1: hafif derecede enflamasyon
2: orta derecede enflamasyon

3: siddetli derecede enflamasyon

Vaskiiler proliferasyon bir biiyiik biiyiitme alaninda (x40’lik biiylitme
alaninda) kiiciik damar Kkesiti sayist degerlendirildi ve 0-3 arasinda

derecelendirildi.

0: hi¢ yok
1: 5°den az damar Kkesiti var
2: 5-10 aras1 damar kesiti var

3: 10°dan fazla damar kesiti var

Yeni bag dokusu olusumu: Defekt alaninda bag dokusu gelisimi 0-4

arasinda derecelendi.

: hi¢ yok

: %25°den az

: %25-50 aras1

: %50-75 arasi

: %75-100 aras1

A W N = O

Fibrin membran ile uyumlu alanlarda histiosit hiicre topluluklari izlenmis

olup, 0-3 arasinda derecelendirildi.

0: hig histiosit yok
1: hafif derecede histiosit hiicre toplulugu var
2: orta derecede histiosit hiicre toplulugu var

3: yogun derecede histiosit hiicre toplulugu var
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6- Yeni olusan kemik dokusunun immatiir komponent orani 0-4 arasinda

derecelendirildi.

: yok

: %25°den az

: %25-50 arasi

: %50-75 arasi

: %75-100 aras1

A W N — O

7- Yeni olusan kemik dokusunun matliir komponent orami 0-4 arasinda

derecelendirildi.

0: yok

1: %25°den az

- %25-50 arasi

: %50-75 arasi

: %75-100 aras1

A W0 DN

8- Yeni olusan kemik dokusununda kemik iligi varligt 0-1 arasinda

derecelendirildi.

0: yok

1: var

3.3. Istatistiksel degerlendirme

Oncelikle siirekli degerlerin tamimlayici istatistikleri belirlenmistir. Tanitici
istatistikler ortalama deger, +standart sapma, minimum ve maksimum degerler olarak
belirtilmistir. Veri analizi yapilirken iki grup (4 haftalik donem ve 8 haftalik donem)
olan degiskenler kendi birimi cinsinden aldig1 degerler karsilastirilirken, tek grup
varyans analizi yada Onsartlar1 saglamiyorsa Kruskal Wallis istatistigi kullanilmistir.
Yukarida bahsedilen parametrik testler normallik, varyanslarin homojenligi gibi 6n

sartlarin kontrolii yapildiktan sonra (Shapiro Wilk ve Levene Testi) degerlendirilmistir.
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Kesikli degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in Ki Kare ve Fisher's Exact Test
yaptlmistir. Bagimli ve bagimsiz degiskenler arasinda degerlendirme yapilirken iki
faktorlii faktorlerden biri tekrarlanan varyans analizi kullanilmistir. Tekrarli olgiim
varyans analizi i¢in gerekli olan Onsartlardan Mauchly’s kiiresellik Testi sonucu
kiiresellik varsayiminin saglanmadigi belirlenmistir. Bu durumda Friedman ve Wilk's
Lambda analizleri kullanilmigtir. Anlamlilik diizeyi a=0,05 olarak gosterilmistir. Veriler

(SPSS, Chicago IL, Version 17) paket programinda degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Degerlendirme Bulgulan

Tavsanlarin hi¢ birinde ameliyata ikincil gelisen yara yeri enfeksiyonu, deri

nekrozu, kil donmesi ya da baska bir komplikasyon izlenmedi.

4.2.Histolojik Degerlendirme Bulgular:

4.2.1. Yeni Kemik Olusumu Bulgular

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 4 haftalik donemde gruplara yeni
kemik olusumu icin skorlama yapilmistir (Sekil 4.2). 4 haftalik donemde Friedman
testine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,042). Grup
A’da (kontrol amagh bos defekt) ortalama deger 1.4286 goriilirken, Grup B’de
(HA/TCP ve iizerine kollojen membran kullanilan grup) 1.4286, Grup C’de (HA/TCP
greft ve tlizerine TZF membran kullanilan grupta) 2.8571 ve Grup D’de (greft olarak
HA/TCP ve TZF kombinasyonu ve {izerine kollajen membran kullanilan grupta) ise
ortalama deger 1.8571 olgiildii (Sekil 4.1).

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 8 haftalik donemde gruplara yeni
kemik olusumu i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.3). 8 haftalik donemde yeni kemik
olusumunda Friedman testine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p:0,015) Grup A’da ortalama deger 1.7143 goériiliirken, Grup B’de 2.4286,
Grup C’de 3.00 ve Grup D’de ise ortalama deger 2.7143 goriildii (Sekil 4.1).

Yeni kemik olusumunda Bonferroni-Dunn testine gore gruplar arasinda Grup A
ile Grup C ve Grup B ile Grup C arasinda hem 4. haftada hemde 8. haftada istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 4.1).
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4 ve 8 haftalar karsilastirildiginda yeni kemik olusumunda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark goriilmedi (p< 0.05).

Yeni Kemik Olusumu

35
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1,5 w 8.hafta
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Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 4.1. 4 ve 8 haftalik donemlerde yeni kemik olusumu

- FigRe e

3

Sekil 4.2. 4. haftaya ait ¢aligma gruplarinin histopatolojik goriintimii. A, Kontrol grubunda yeni kemik
olusumu goriintiisii (Hematoksilen-Eozin X 2). B, Grup B’de grefti ¢evreleyen yeni kemik olusumu
goriniimii (Hematoksilen-Eozin X 2). C, Grup C’de grefti ¢evreleyen karigik kemik trabekiillerinin

goriintimii (Hematoksilen-Eozin X 10). D, Grup D’de grefti ¢evreleyen yeni olugsmus kemik
trabekiillerinin gériiniimii (Hematoksilen-Eozin X 2).
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Sekil 4.3. 8. haftaya ait kemik defektlerinin histopatolojik gériiniimii. A, Kontrol grubunda defekt alam
ve yeni kemik olusumu goriintiisii. B, Grup B’de grefti gevreleyen yeni kemik olusumu goriiniimii. C,
Grup C’de grefti cevreleyen karisik kemik trabekiillerinin gériiniimii. D, Grup D’de grefti ¢evreleyen yeni
olugmug kemik trabekiillerinin goriiniimii (Hematoksilen-Eozin X 2).

4.2.2. Enflamasyon Bulgular:

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 4 haftalik donemde gruplara
enflamasyon degerleri icin skorlama yapilmistir (Sekil 4.5). 4. hafta enflamasyon
derecelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.018). Grup
A’da ortalama deger 1,2857, Grup B’de 2,7143, Grup C’de 1 ve Grup D’de ise ortalama
deger 1,8571 olarak ol¢iildii (Sekil 4.4).

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 8 haftalik donemde gruplara
enflamasyon degerleri icin skorlama yapilmistir (Sekil 4.6). 8. hafta enflamasyon
derecelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.246)
(Sekil 4.4).

Enflamasyon derecelerinde Bonferroni-Dunn testine gore gruplar arasinda Grup
B ile Grup C ve Grup B ile Grup D arasinda 4. haftada istatistiksel olarak anlamli
farklilik vardir (p<0,05).
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Enflamasyon derecelerinde 4 hafta ve 8 haftalik donemler karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir sonug goriildii (p=0,008).

ENFLAMASYON DERECELERI

2,5

15 i 4.Hafta
i 8.Hafta
1 _
0,5 -
0 _

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 4.4. 4 ve 8 haftalik donemlerde enflamasyon dereceleri

Sekil 4.5. 4. haftaya ait caligma gruplarinda izlenen kronik enflamasyon bulgulari. A, Kontrol grubunda
kronik enflamasyon alanlar1 (Hematoksilen-Eozin X 10). B, Grup B’de kronik enflamasyon alanlari
(Hematoksilen-Eozin X 10). C, Grup C’de kronik enflamasyon alanlar1 (Hematoksilen-Eozin X 40). D,
Grup D’de kronik enflamasyon alanlarimin gériiniimii (Hematoksilen-Eozin X 10).
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Sekil 4.6. 8. haftaya ait ¢calisma gruplarinda izlenen kronik enflamasyon bulgulari. A, Kontrol grubunda
kronik enflamasyon alanlar1 (Hematoksilen-Eozin X 10). B, Grup B’de kronik enflamasyon alanlari
(Hematoksilen-Eozin X 10). C, Grup C’de kronik enflamasyon alanlar1 (Hematoksilen-Eozin X 20). D,
Grup D’de kronik enflamasyon alanlarinin gériiniimii (Hematoksilen-Eozin X 10).

4.2.3. Vaskuler Proliferasyon

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 4 haftalik donemde gruplara
vaskiiler proliferasyon degerleri i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.8). 4. hafta vaskiiler
proliferasyon derecelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p=0.01, p<0.05). Grup A’da ortalama deger 1,8571, Grup B’de 2,1429, Grup C’de
2,7143 ve Grup D’de ise ortalama deger 2,4286 olarak ol¢iildi (Sekil 4.7).

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 8 haftalik dénemde gruplara
vaskiiler proliferasyon degerleri i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.9). 8. hafta vaskiiler
proliferasyon dereceleri karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmadi (p=0.388) (Sekil 4.7).

Vaskiiler proliferasyon derecelerinde Grup A ile Grup C ve Grup A ile Grup D
arasinda 4. haftada istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0,05).
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Vaskiiler proliferasyon derecelerinde 4. hafta ve 8.haftalik doénemler

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug goriilmedi (p>0,05).

VASKULER PROLIFERASYON
DERECELERI

2,5 I
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15 i 4.Hafta
i 8.Hafta
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Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 4. 7. 4 ve 8 haftalik donemlerde vaskiiler poliferasyon dereceleri

S < l."’ 9 . ¢ u
Sekil 4.8. Dordiincii haftada ¢aligma gruplarinda vaskiiler proliferasyon varligi. A, Grup A’da vaskiiler
proliferasyon varligi (Masson Trikrom X 20). B, Grup B’de vaskiiler proliferasyon varligi (Masson

Trikrom X 20). C, Grup C’de vaskiiler proliferasyon varligi(Masson Trikrom X 10). D, Grup D’de
vaskiiler proliferasyon varligi (Masson Trikrom X 10).
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Sekil 4.9. Sekizinci haftada ¢alisma gruplarinda vaskiiler proliferasyon varligi. A, Grup A’da vaskiiler
proliferasyon varligi. B, Grup B’de vaskiiler proliferasyon varligi. C, Grup C’de vaskiiler proliferasyon
varligl. D, Grup D’de vaskiiler proliferasyon varligi (Masson Trikrom X 20).

4.2.4. Yeni Bag Dokusu Olusumu

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 4 haftalik donemde gruplara yeni
bag dokusu olusum degerleri i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.11). 4. hafta yeni bag
dokusu olusum miktar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulundu (p=0.00). Grup A’da ortalama deger 2,8571, Grup B’de 1,7143, Grup
C’de 1 ve Grup D’de ise ortalama deger 2,2857 olarak odlgtildii (Sekil 4.10).

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 8 haftalik donemde gruplara yeni
bag dokusu olusum degerleri i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.12). 8. hafta yeni bag
dokusu olusumu miktar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulundu (p=0.016) (Sekil 4.10).

Bag dokusu olusumu derecelerinde Bonferroni-Dunn testine gore gruplar
arasinda Grup A ile Grup B ve Grup A ile Grup C ve Grup C ile Grup D arasinda hem
4. haftada hemde 8. Haftada istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0,05).
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Yeni bag dokusu olusumunda 4. hafta ve 8.haftalik donemler karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ goriilmedi (p>0,05).

YENIi BAG DOKUSU OLUSUMU

3
.
2
i 4 Hafta
i 8. Hafta

i N

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 4.10. 4 ve 8 haftalik donemlerde yeni bag dokusu olusumu

Sekil 4.11. 4. haftaya ait ¢aligma gruplarinda defekt alaninda bag dokusu gelisimi. A, Kontrol grubunda
bag dokusu alanlarinin gériiniimii (Masson trikrom X 10). B, Grup B’de bag dokusu alanlarinin
goriiniimii (Masson trikrom X 10). C, Grup C’de bag dokusu alanlarinin gériiniimii (Masson trikrom X
20). D, Grup D’de bag dokusu alanlarinin goriintimii (Masson trikrom X 10).

51



: - - = b
> = ———
m— "33 e

Sekil 4.12. 8. haftaya ait ¢alisma gruplarinda bag dokusu alanlarinin gériiniimii. A, Kontrol grubunda
bag dokusu alanlarinin gériiniimii. B, Grup B’de bag dokusu alanlarinin gériiniimii. C, Grup C’de bag
dokusu alanlarinin goriiniimii. D, Grup D’de bag dokusu alanlarinin gériiniimii (Masson trikrom X 10).

4.2.5. Histiosit Hiicre Topluluklar:

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 4 haftalik donemde gruplara yeni
histiosit hiicre topluluklar1 degerleri i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.14). 4. hafta
histiosit hiicre topluluklarinin miktar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p: 0.00). Grup A ve B’de histiosit hiicre topluluguna
rastlanmazken, Grup C’de ortalama deger 1.7143 iken Grup D’de ise ortalama deger

1.2867 goriildii (Sekil 4.13).

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 8 haftalik donemde gruplara yeni
histiosit hiicre topluluklar1 degerleri i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.15). 8. hafta
histiosit hiicre topluluklarinin miktar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulundu (p=0.00). Grup A ve B’de histiosit hiicre topluluguna
rastlanmazken, Grup C’de ortalama deger 1.8571 iken Grup D’de ise ortalama deger

1.7143 goriildii (Sekil 4.13).

Histiosit hiicre topluluklarinin derecelendirilmesinde Bonferroni-Dunn testine

gore gruplar arasinda Grup A ile Grup C ve Grup A ile Grup D ve Grup B ile Grup C ve
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Grup B ile Grup D arasinda hem 4. haftada hemde 8. haftada istatistiksel olarak anlamli
farklilik vardir (p<0,05).

Histiosit hiicre topluluklar1 derecelerinde 4. hafta ve 8.haftalik donemler

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug goriilmedi (p>0,05).

HiSTIOSIT HUCRE
TOPLULUKLARI

1,8
1,6
1,4
1,2

i 4. Hafta
i 8.Hafta

0,8
0,6
0,4
0,2

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 4.13. 4 ve 8 haftalik donemlerde histiosit hiicre topluluklari

Sekil 4.14. Dordiincii haftaya ait ¢aligma gruplarinda histiositik hiicre topluluklari. A, Grup C’de defekt
yiizeyinde kiimelenen histiositik hiicre gruplart. B, Grup D’de greft ile karigik alanlarda histiositik hiicre
topluluklar1 (Hematoksilen-Eozin X 20).
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Sekil 4.15. Sekizinci haftaya ait ¢alisma gruplarinda histiositik hiicre topluluklari. A, Grup C’de defekt
yiizeyinde kiimelenen histiosit hiicre gruplari, B, Grup D’de greft ile karisik alanlarda kiimelenen histiosit
hiicre topluluklari. (Hematoksilen-Eozin X 10)

4.2.6. Matiir Kemik Olusumu

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 4 haftalik donemde gruplara yeni
matiir kemik olugum degerleri i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.17). 4. hafta matiir
kemik olusumu derecelerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi (p=0.051) (Sekil 4,16).

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 8. haftalik donemde gruplara yeni
matlir kemik olusum degerleri i¢in skorlama yapilmistir (Sekil 4.16). 8. hafta matiir
kemik olusumu derecelerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulundu (p=0.003) (Sekil 4,16).

Matiir kemik olusumunda Bonferroni-Dunn testine gore gruplar arasinda Grup
A ile Grup C ve Grup A ile Grup D arasinda 8. haftada istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriildii (p<0,05).

Matiir kemik olusumunda 4. hafta ve 8.haftalik donemler karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir sonug goriilmedi (p>0,05).
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MATUR KEMIK OLUSUMU

i 4.hafta
u 8.Hafta

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 4.16. 4 ve 8 haftalik donemlerde matiir kemik olugumu

Sekil 4.17. 4.haftaya ait calisma gruplarinda maturasyon derecelerinin goriiniimii. A, Kontrol grubunda
immatiir goriiniimde yeni kemik olusumu. B, Grup B’de immatiir gériinimde yeni kemik olusumu. C,
Grup C’de matiir goriinimde yeni kemik olusumu. D, Grup D’de matiir gdriiniimde yeni kemik olusumu
(Masson trikrom X 10).
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Sekil 4.18. 8.haftaya ait calisma gruplarinda maturasyon derecelerinin gériiniimii. A, Kontrol grubunda

immatiir goriiniimde yeni kemik olusumu (Masson trikrom X 20). B, Grup B’de matiir goriiniimde yeni

kemik olusumu (Masson trikrom X 20). C, Grup C’de matiir goriiniimde yeni kemik olusumu (Masson
trikrom X 10). D, Grup D’de matiir goriiniimde yeni kemik olusumu (Masson trikrom X 10).

4.2.7. immatiir Kemik Olusumu

4. hafta immatiir kemik olusumu derecelerine bakildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (p=0.505) (Sekil 4.19).

8. hafta immatiir kemik olusumu derecelerine bakildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.352) (Sekil 4.19).

Immatiir kemik olusumunda Bonferroni-Dunn testine gore gruplar arasinda 4.
hafta ve 8.haftalik donemler karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug

gortilmedi (p>0,05).
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IMMATUR KEMIK OLUSUMU
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i 4. Hafta
u 8.Hafta

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 4.19. 4 ve 8 haftalik donemlerde immatiir kemik olusumu

4.2.8. Kemik iligi Varhg

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 4 haftalik donemde gruplara yeni
kemik iligi varlig1 degerleri icin skorlama yapilmistir (Sekil 4.21). 4. hafta kemik iligi
varligi degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farlilik
bulundu (p=0.103). Grup A’da ortalama deger 0,1429, Grup B’de 0,2857, Grup C’de
0,8571 ve Grup D’de 0.4286 olarak ol¢iildii (Sekil 4.20).

Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda 8 haftalik donemde gruplara yeni
kemik iligi varlig1 degerleri icin skorlama yapilmistir (Sekil 4.22). 8. hafta kemik iligi
varligr degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farlilik
bulundu (p=0.009). Grup A’da ortalama deger 0,1429, Grup B’de 0,5714, Grup C’de 1
ve Grup D’de 0.7143 olarak o6l¢iildii(Sekil 4.20).

Kemik iligi olusumunda Bonferroni-Dunn testine gore gruplar arasinda Grup A
ile Grup C arasinda hem 4. hemde 8. haftada istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir

(p<0,05).
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Kemik iligi olusumunda 4. hafta ve 8.haftalik donemler karsilagtirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ goriilmedi (p>0,05).

KEMIK iLiGi VARLIGI
1,2

0,8

06 i 4. Hafta

i 8.Hafta

0,4

0,2

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 4.20. 4 ve 8 haftalik donemlerde kemik iligi varligi

Sekil 4.21. Dordiincii haftada Grup C’de kemik iligi olusumu (Hematoksilen-Eozin X 10)
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Sekil 4.22. Sekizinci haftada Grup C’de kemik iligi olusumu (Hematoksilen-Eozin X 10)
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Tablo 4.1. Histopatolojik tiim parametrelerin istatistiksel degerleri

D1 (4 Haftalik Dénem) D2 (8 Haftalik Dénem)
Histopatolojik
Parametreler Grup A Grup B GrupC GrupD Grup A Grup B GrupC Grup D
Ort +SS Ort +SS Ort + SS Ort + SS P Ort + SS Ort + SS Ort + SS Ort + SS P

Yeni kemik olusumu L4z +.91 142 F .78 2.85 F .69 1.8571 F .37 .048* 1.71F.75 242 F .78 3.00 ¥ .81 271 F 48 .015*
Immatiir kemik geligimi 2.00 ¥ 1.52 157 ¥1.13 1.00 ¥ .00 142 ¥1.13 450 214 ¥ 157 1.00 ¥ .00 1.00 ¥ .00 142 ¥1.13 212
Matiir kemik geligimi 2.00 ¥ 1.52 3.28F1.25 4.00 F .00 3.57 ¥1.13 .051 2.14 ¥ 1.67 4.00 ¥ .00 4.00 ¥ .00 3.57 ¥1.13 .003*
Kemik iligi 14 F .37 .28 F .48 .85 F .37 42 ¥ 53 072 a4 F .37 57 ¥ 53 1.00 ¥ .00 71 F 48 .013*
Histiyosit varlig: .00 ¥ .00 .00 ¥ .00 1.71F .75 1.28 F.75 .00* .00 ¥ .00 .00 ¥ .00 1.85 F 1.06 1.71F .75 .00*
Kronik inflamasyon 128 F 111 271 F .48 1.00 ¥ .00 1.85 F 1.06 .027* .85 F .69 1.42 ¥ 53 1.14 ¥ .37 1.00 ¥ .00 194
Bag dokusu 2.85 .37 1.71F .75 1.00 + .00 2.28 F .48 .001* 2.14 ¥ .69 1.14 F .37 1.14 F .37 1.85 ¥ .69 .023*
Vaskuler proliferasyon 1.85 F .69 2.14 ¥ .69 271 F 48 242 F .78 .018* 1.57 ¥ .53 2.00 + .57 2.00 + .57 2.14 F .69 .306

* P < 0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.




5. TARTISMA

Maksillofasiyal bolgede kemik defektleri travma, patolojik lezyonlar veya
cerrahi islemler gibi etyolojik nedenlerle ortaya cikmaktadir. Kemik defektlerini
rekonstriikte etmekte otojen kemik grefti altin standart olmasina ragmen sinirli miktarda
elde edilebilmesi, dondr saha morbiditesi, operasyon siiresinin uzunlugu gibi bir ¢ok
kisitlamas1 vardir. Kemik defektlerinin onariminda otojen kemik greftlerinin yerine
ve/veya kemik greftlerinin etkinligini arttirabilmek amaciyla kullanilabilecek otojen
kandan elde edilen biyomateryallerin kullanilmasi1 giindeme gelmistir. Sentetik greft
materyallerinin doku uyumlarimin otojen greftler kadar iyi olamamasi sebebiyle
iyilesme siirecini kisaltmak, daha kisa silirede daha yogun kemik olusumunu stimule
etmek i¢cin BMP, TZP gibi materyaller de greftlerle karigtirilarak kullanilmaktadir
(2,65,66). Bu amagla genelde TZP kullanilmistir. Ancak TZP elde edilmesi i¢in birgok

asamadan ge¢mesi ve kimyasal madde kullanilmasi gerekmektedir.

TZP igerisindeki trombositlerin aktivasyonu amaciyla kalsiyum klorid veya
topikal sigir trombini kullanmaktadir. Herhangi bir vaka bildirilmemekle beraber bazi
yazarlar sigir trombininin pihtilasma faktorii 5 ve 11° e karst antikor olusumuna yol
acarak hayati tehlike yaratacak koagilopatilerin olugsmasina neden olabilecegini

belirtmislerdir (89-91).

2001 yilinda Choukroun tarafindan tanimlanan trombosit konsantrasyonlarinin
ikincisi olan TZF, hi¢ bir antikoagiilan ya da sentetik madde eklemeden ve tek asamada
hazirlanan trombositlerin ve sitokinlerin fibrin ag1 igerinde yogunlastirilmasiyla elde

edilen otojen bir biyomateryaldir (91,92).

Bizim ¢aligmamizda kemik defektlerinin iyilesmesinde;

1. Tum gruplar kontrol amagli bos birakilan Grup A ile karsilastirildi.

2. HA/TCP greft iizerine membran olarak TZF kullanilan grup ile HA/TCP
greft lizerine kollajen membran kullanilan grup (Grup C ile Grup B)
karsilastirildi.
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3. Greft olarak TZF ile HA/TCP greft materyalinin kombinasyonu {izerine
kollajen membran kullanilan grup ile tek basina HA/TCP greft iizerine
kollajen membran kullanilan grup (Grup D ile Grup B) karsilastirildi.

Grup A ve Grup B hem Grup C’nin hem de Grup D’nin kontrol grubunu
olusturmaktadir. Ayni ¢alismada TZF’ nin kemik defektini iyilestirme etkinligini

1. Membran olarak kollajen membranla karsilagtirmak
2. Greftle kansgstirarak greftin yalin kullanildigi grupla karsilastirmak

amagclanmustir.

Caligmamiza fibrinin yalniz basina uygulandig: bir grup eklenmemistir. Ciinki
fibrinin tek basina kullanilmasi kemik iyilesmesini arttirmadig hatta normal iyilesmeyi

inhibe ettigi Jung ve ark. yaptiklari ¢aligmalarda belirtilmistir (93).

TZF uygulamasinin yeni olmasi nedeniyle literatiir incelendiginde az sayida
hayvan ¢alismasina rastlanmistir. Sinirli sayida ¢aligma olmasina ragmen otojen olmasi
ve hazirlanmasinda herhangi bir katki maddesi gerekmemesi nedeniyle direkt insanlarda
kullanildig tespit edilmistir. Yapilan hayvan ¢aligmalarinin azligi géz oniine alinarak,
bu tez c¢alismasinda klinikte sik kullanilan TZF’nin kemik iyilesmesi {izerine
etkinliginin hem membran hem de greftle kombine olarak hayvan modellerinde

incelenmesi ve karsilagtirilmas1 amaglanmistir.

Bu calismada denek hayvani olarak tavsan kullanilmistir. Bunun nedeni hem bu
hayvanin bulunmasindaki kolaylik hem de tavsandan elde edilen kan miktarinin yeterli
olmasi ve iiretilen TZF icindeki trombosit sayisinin tatminkar ve insandan elde edilene

yakin olmasidir. Tavsan kaninin icerdigi koagulasyon faktorleri insan kanindan fazladir.
3
Normal tavsan kaninda trombosit miktar1 182.000-468.000/mm iken insan kaninda

3
normal trombosit sayist 150.000—400.000/mm ’tir (94). Calismamizda tavsanin
yukarida belirtilen 6zelliklerinin yanisira tavsan kafatasinin planlanan deney igin yeterli

boyutlarda olmasi, histopatolojik olarak kemik iyilesmesinin tavsan kafataslarinda
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kolaylikla degerlendirilebilecek olmasi, teminlerinin ve bakimlarinin kolay olmasi

nedeniyle eriskin Beyaz Viyana tavsanlari denek olarak tercih edilmistir.

Calismada kullanilan 14 adet deney hayvanlarimin higbirinde operasyon
sirasinda veya sonrasinda herhangi bir komplikasyon gézlenmemistir. Bunun yan1 sira
tavsanlardan kan alimi kulaklarinin arka tarafindaki yogun damarlanma nedeni ile son

derece kolay bir sekilde gergeklestirilmistir.

Kemikteki aktivasyon - rezorpsiyon — formasyon asamalar1 3 ila 6 ay arasinda
degisir ve bu gegen periyot sigma ismi ile anilmaktadir. Tavsanlardaki sigma zamaninin
yalnizca 6 hafta oldugu dikkate alininca 4 ve 8 haftalik incelemeler tavsanlarda
olusturulan kemik defektlerinin iyilesmesini anlamak icin yeterli bir zaman araligi
olarak diistiniilebilir (95,96).

Dodde ve ark., tavsan modelinde kafatasi kritik boyut defektini saptamak
amaciyla yaptiklar1 ¢alismaya 18 adet disi Yeni Zellanda tavsani dahil edilmistir.
Calismada tavsan kafatasinda 0.5-1.5 cm. capinda olusturulan defektler spontan
iyilesmeye birakilmis ve denekler 9. ve 18. haftalarda sakrifiye edilmistir. Orneklerdeki
kemik iyilesmesi tayini, bilgisayarli tomografi goriintiileme ve histolojik degerlendirme
ile yapilmistir. Arastirmacilar 1.5 cm.’den biiyikk defektlerin spontan olarak
tyilesemedigi ve tavsan modelinde kafatasinda kritik boyut defektinin 1.5 cm oldugu
sonucuna varmiglardir (97). Lee ve ark. yaptig1 bir ¢alismada da 10 adet Yeni Zellanda
tavsanlarinin parietal kemiklerine 9 mm c¢apinda bilateral defektler olusturulmus, bir
defekt kontrol amagli bos birakilirken diger defekt ipek fibrin ve TZF ile
doldurulmustur. 6. hafta ve 12. hafta sonunda kemik iyilesmesi lizerine etkileri
incelenmistir. 12. hafta sonunda bile 9 mm ¢apindaki defektlerin %100 kemikle
dolmadigi, bos defektlerin ortalama % 49.86 ‘s1 yeni kemikle dolarken c¢aligma
grubunda % 59.83 oraninda yeni kemik olustugu goriilmiistiir (98). Bizim ¢aligmamizda
Lee ve ark. belirttigi ¢alisma sonuglart géz Ontinde bulundurularak ve 1 tavsanin
kafatasina 4 adet defekt olusturmak planlandigi i¢in defektler arasi gerekli mesafe
korunarak 9 mm c¢apinda defektler olusturuldu. 8 hafta sonunda bile defektlerin hig

birinde %100 kemik olusumu goriilmedi.
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Bizim c¢alismamizda tavsan kulak veninden elde edilen 10 ml ‘lik kan 6rnekleri
antikoagulan igermeyen cam tiipler i¢cinde santrifiij makinasina yerlestirilerek 2700
rpm’de 12 dakika santrifiij edilereck TZF elde edildi. Literatiirlerde 3000 rpm de 10
dakika veya 2700 rpm’de 12 dakika santrifiij uygulamalarinin herikisi de tavsiye
edilmektedir (62). iki yontem arasinda literatiirde bildirilmis bir fark bulunmamaktadir.
Antikoagiilan kullanilmamas1 tlip duvarlar1 ile dogrudan temasa gecen kandaki
aktivasyonun birka¢ dakika i¢inde baslamasina sebep olmaktadir. Fibrinojen basta
tiiptin st kisminda yliksek miktarda bulunur ve tirombin fibrinojeni fibrine ¢evirir. Bu
fibrin kismu tiipiin orta kisminda, altindaki kirmizi hiicreler ve iistiindeki hiicresel
plazma arasinda kalir. Trombositlerde bu fibrin yiginlart arasinda kalir. Bu teknigin

basarisi kan alinma isleminin ve santrifiije transfer isleminin siiresine baglidir (62,63).

Tunali ve ark. yaptiklar1 bir hayvan calismasinda antikoagiilansiz cam tiiplere
alternatif titanyum tiiplerde hazirlanan TZF ‘yi tanimlamiglardir. Titanyum tiiplerin
trombositlerin aktivasyonunda daha etkili oldugu ve cam tiiplerin icindeki silikanin
olasi zararli etkilerini ortadan kaldirdigi i¢in tercih edildigini belirtmislerdir (99). Ancak
titanyum tiiplerle ve cam tiiplerle hazirlanan TZF’nin karsilagtirmali ¢calismasi heniiz

literatiirde bulunmamaktadir.

Membranlar ~ yaygin  olarak  yonlendirilmis  doku  rejenerasyonunda
kullanilmaktadir. Kollajen membranlar genellikle sigir, domuz veya at kollajen tip 1 ve
3’lin karigimindan olusmaktadir. Kollojenin osteogenezise etkisi Taguchi ve ark.
tarafindan gosterilmistir. Kollojen fiberlerin osteoindiiktif etkisinin oldugunu ancak
etki mekanizmasi heniiz belirsiz oldugunu belirtmislerdir. Takata ve ark. kollajenin
osteoblastik hiicre proliferasyonu i¢in uygun bir iskelet oldugunu yaptiklari bir in-vivo

caligmada gostermislerdir (100).

Gassling ve ark. yaptiklar in-vitro bir ¢alismada TZF’nin insan periosteal hiicre
proliferasyonu i¢in kollojen membrana gore daha iyi bir iskelet olusturdugu ve kemik
doku miihendisliginde periosteal hiicre kiiltiirii i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. TZF
membraninin kollajen membrana gore hiicre proliferasyonunda daha iyi bir iskelet

olusturmasin1 daha diiz bir ylizeyinin olmasina ve TZF’nin i¢indeki trombositlerden
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salinan biiyiime faktorlerinin varligina baglamislardir (101). Gassling ve ark. yaptiklari
diger bir in-vitro ¢alismada TZF membranin kollajen membrana goére osteoblast hiicre

proliferasyonunu aktive etmede daha basarili oldugu gosterilmistir (102).

Amold ve ark. yaptiklari in-vitro bir ¢alismada sentetik rezorbe karisim olan
PGLA polimer (poly glycolic asid-co- laktik asid), 8-TCP ve fibrinin periosteal
hiicrelerin osteojenik hiicrelere farklilagmasini ve proliferasyonunu arttirdigini 6ne
stirmislerdir  (103). Vital fibrinin periosteal hiicrelerin ve kok hiicrelerin
transplantasyonunda otojen bir iskelet gérevi gordiigii biyouyumlu, rezorbe olabilen ve
yara iyilesmesinde Onemli bir rol oynayan, ayrica anjiogenezisde ve yeni doku
remodelasyonunda gorevli fibroblast ve endotelyal hiicrelerin migrasyonu i¢in matriks

gorevi géren TZF nin in-vivo kullanim1 yayginlagmistir.

Choukroun ve ark. 2006 yilinda TZF’yi trombosit sitokinleri ve hiicrelerinin
hapsoldugu bir fibrin matriks olarak tanimlamislardir (58,62,63). Yayimlanan birgok
calismada fibrinin insan kok hiicrelerinin kolonizasyonu i¢in uygun bir iskelet oldugu
bildirilmistir (62,63). Ancak TZF’nin membran olarak kullanilmasiyla ilgili literaturde

in-vivo ¢aligmaya rastlanilmamastir.

Marx’a gore biiyiime faktorlerinin ilk yayilimlarindan sonra trombositler mevcut
7 gilinliik yasam siireleri i¢cinde ek biiylime faktorii sentezlemekte ve salinimlarini
saglamaktadirlar. Once trombositler tiikenmekte ve teker teker yasamlarmi
kaybetmektedirler. Makrofajlar yara iyilesmesi icin aymi biiylime faktorlerinin
salimimlarin1 saglayarak trombositlerin fonksiyonlarmi {iistlenmektedirler. Marx ve
arkadaglari, TZP gibi trombositten zengin bilesenlerinin trombosit sayisini artirdigini,
yetiskin mezengimal ilik hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagma oranmin direkt
olarak trombosit konsantrasyonu ile alakali oldugunu savunmaktadir (104). Bu bilgiler
1s181nda, bizim ¢alismamizda TZF membran kullanilan gruplarda neden daha fazla yeni

kemik olusumu meydana geldigi agiklanabilir.

TZF ile enfekte soketleride i¢eren bir¢cok soket koruma galismasi yapilmis ve

yapilan c¢aligsmalarda soketlerde iyilesme sirasinda olusan yiliksek enfeksiyoz ve
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enflamatuar reaksiyonlara ragmen ¢ok hizli iyilesme saglandigi goriilmiis, hastalarin hig
birinde agri, alveolit, purulen enfeksiyonlar gibi komplikasyonlar olusmadigi

goriilmiistiir (105).

Bir vaka c¢alismasinda maksiller bolgede kist kavitesine TZF yerlestirilerek yeni
kemik olusumu degerlendirilmistir. Normalde kist kavitesinde tam bir iyilesme olmasi
icin gereken siirenin 6 ay-1 yil arasinda degistigi belirtilmistir. Ancak bu ¢alismada 2.
ayda tam bir iyilesme oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda; fibrin matriks
kan pihtisindan daha organize oldugu igin iyilesme i¢in gerekli olan elemanlarin ¢ok
hizl1 bir sekilde ortama geldigi ve daha verimli bir sekilde dogrudan kok hiicre degisimi

ve iyilesme programini baslattigi fikri savunulmustur (105).

Yapilan calismalarda TZF’nin kemik iyilesmesini hizlandirdigini gosteren
sonuclara rastlanmistir (2,105, 106). Literatiirle uyumlu sekilde bizim calismamizda da
TZF’nin membran olarak ve greftle kombine olarak kullanilan gruplarda yeni kemik

olusumu diger gruplara gore daha fazla goriilmiistiir.

Marx ve ark., yiiksek konsantrasyondaki TZP’nin, osteoklastogenezi inhibe eden
osteoprotegerin salinimina neden olabilecegini ve osteoblastik hiicre proliferasyonunu
stimiile edebilecegini savunmaktadirlar (107). Ancak bazi c¢alismalarda trombosit
kaynakl1 bliylime faktorlerinin kemik iyilesmesi iizerine anlamli etkilerinin olmadigi
savunulmaktadir. Bazi arastirmacilar ise yiiksek konsantrasyondaki TZP’nin siddetli
trombosit aktivasyonu olusturmasi sonucu hiicre ¢ogalmasini ve yeni kemik olusumunu
inhibe ettigini ileri siirmiislerdir (108-111). Bizim ¢alismamizda TZF’nin membran ya
da greftle kombine olarak kullanildigi Grup C ve Grup D’de yeni kemik olusumu hem
4. hem de 8. haftalarda diger gruplara gore daha yiiksek orandadir. Bu bulgular TZF nin

kemik defektlerinin iyilesmesinde olumlu etkileri oldugunu desteklemektedir.

TZP ve TZF etkinligini karsilagtiran g¢alismalarda; TZF pihtisinin santrifiij
sirasinda dogal polimerizasyon siireci sonucunda olusan dogal fibrin yapisiyla biiyliime
faktorleri ve matriks glikoproteinlerinin yavas saliimi miimkiin oldugu belirtilmistir

(>7 giin). Bu tip bir yavas salinim mekanizmasi1 TZP tekniklerinde miimkiin degildir.
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Bu nedenle TZF uygulandig1 bolgede TZP gibi siddetli trombosit aktivasyonuna neden
olmamaktadir (112). Ayn1 zamanda TZP bilesimine, elde edilmesinin son asamasinda
koagiilasyon ve ani fibrin polimerizasyonunun olusmasi i¢in sigir trombini ve kalsiyum
kloriir eklenir. Pihtilasmay1 saglamak icin ilave edilen trombin toksiktir. Bunun
sonucunda baz1 bireylerde iyilesme sirasinda gii¢lii bir immiin reaksiyon olusabilmekte
ve buna bagl olarak negatif iyilesme gergeklesebilmekte oldugu belirtilmistir. TZF de
ise karakteristik olarak santrifiij islemi sirasinda yavas ve dogal bir polimerizasyon
olusur ve sigir trombin eklenmedigi icin toplanan otolog fibrinojen {izerindeki etkili
trombin konsantrasyonlart ile istenilen fizyolojik membran yapmin elde edilmesi

saglanmis olur. Bu sayede fizyolojik iyilesme fazina destek olmaktadir.

TZF ile ilgili yayinlanmis makalelere baktigimizda TZF’nin membran olarak
uygulandig bir ¢ok in-vitro ¢alisma yapilmisken, in vivo ¢alismaya rastlanilmamistir
(51,100,101). Ancak yeni yaymlanan bir makalede TZF sinus lift cerrahisinde lateral
pencereye membran olarak uygulanmis ve kollajen membranla karsilastirilmistir. Ikinci
bir operasyonla implant cerrahisi sirasinda trephin frezle drnekler alinip histopatolojik
olarak kemik kalitesi dl¢iilmiis ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (113). Bizim ¢alismamizda ise TZF membran olarak uygulandiginda yeni
kemik olusumu en yiiksek degerde goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli sonug
cikmistir. Ayrica greftle kombine olarak ¢ekim soketi koruma ve sinus lift cerrahisinde
yapilan ¢alismalar olmakla birlikte genelde TCP greft materyali, otojen ve allojenik
kemik grefti ile karistirilarak uygulanmistir (114-116). Bizim g¢alismamizda farkl
olarak greft materyali olarak %60 HA/%40 TCP iceren bifazik kalsiyum fosfat greft
materyali kullanilmistir. Ancak yeni yaymlanicak bir makalede TZF allojenik, otojen ve
bifazik kalsiyum fosfat kemik greftiyle karistirillmig ve yalniz basina tavsan kafatasinda
olusturulan defektlere uygulanmis ve iizerleri titanyum membranla Ortilmiistir. Bu
calismanin sonucuna gére TZF yalniz basina uygulanan grupta yeni kemik olusumunda
daha 1y1 sonuglar goriilmiistiir. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemistir (117). Bu ¢alismanin sonucuna benzer sekilde bizim ¢alismamizda
da TZF bifazik kalsiyum fosfat greftiyle karistirilarak uygulandiginda, sadece greft
kullanilan gruba gore daha iyi yeni kemik olusumu goriiliirken istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir.
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Bulgular genel olarak degerlendirildiginde kullandigimiz TZF, kollajen
membranin ve HA/TCP greft materyallerinin doku ile uyumlarinin iyi oldugu
goriilmiistiir. Histopatolojik kesitlerde greft materyalinin yalin olarak veya TZF ile
kombine olarak kullanildiginda kemige direkt olarak baglanabildigi ve arada fibréz

doku olusumuna izin vermedigi goriilmustiir.

Trombosit kaynakli biyomateryallerin oral ve maksillofasial cerrahide kullanmi
giindeme gelmis ve yapilan c¢alismalarla kemik rejenerasyonunu hizlandirdigi, kemik
matiirasyonu ve yogunlugunu arttirdigr gosterilmistir (2,107,113,118). Trombosit
konsantrasyonlarindan son jenerasyon TZF’nin etkinliginin arastirildigi bu ¢alismada 4.
ve 8. haftalarda TZF’nin membran olarak kullanildigi grupta yeni kemik olusumu diger
calisma gruplariyla kiyaslandiginda en yiiksek oranda goriilmiistiir. Sonuglarin 4 ve 8
haftalar i¢in benzer olmasi TZF’nin sadece kisa donemde yeni kemik olusumunu
hizlandirmadigini uzun donemde de yeni kemik olusumunda etkili oldugunu
gostermektedir. Ayrica ornekler makroskopik olarak incelendiginde TZF’nin hem 4
haftalik hemde 8 haftalik donemlerde varligim1 korudugu, rezorbe olmadigi
goriilmiistiir. 4 ve 8. haftalarda yeni olusan kemik dokusunda kemik iligi varligina
baktigimizda Grup C’de en yiiksek deger goriiliirken bunu sirasiyla Grup D, Grup B ve
Grup A izlemektedir ve gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir. Kemik iligi

varliginin Grup C’de en fazla olmasi yeni kemik olusumuna paralellik géstermektedir.

Calismamizda yeni olusan kemik dokusunun matiir ve immatiir kompenent
oranlarina baktigimizda gruplar arasinda sadece 8. haftada matiir kemik olusumunda
istatistiksel olarak anlamli sonug¢ goriildii. 8. hafta matiir kemik miktar1 derecelerinde en
yiiksek deger TZF’nin membran olarak kullanildigi grupta goriildii. Bu bulgu 1s1ginda
TZF’nin membran olarak kullanilmasimnin kemik matiirasyonunu hizlandirdigini

diistiniilmistiir.

TZF nin HA/TCP gref materyali ile karigtirllarak uygulandigi grupta yeni
kemik, matiir ve immatur kemik olusum oranlar, HA/TCP greftin tek basina
uygulandig1r grupla benzer sonuglar vermistir. Yapilan ¢alismanin sonuglarma gore

kemik iyilegsmesi yoniinden olumlu sonuglar gosterse de, TZF nin greft materyali ile
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karigtirilarak kullanilmasi yeni kemik dokusu olusumuna ve kemik matiirasyonuna

anlaml olctide katki saglamamustir.

Dordiincti hafta enflamasyon derecelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunurken en yiiksek deger Grup B’de belirlenmistir ve bunu sirasiyla
Grup D, Grup A, Grup C izlemistir. TZF’in yapisinda bulunan biiylime faktorlerinden
biri olan TGF-B giiglii antiinflamatuar etkiye sahiptir (65). Bu antiinflamatuar etki 4.
haftada TZF’nin membran olarak kullanildig1 grupta en diisiikk enflamasyon derecelerine
rastlanmis olmasini agiklayabilir. 4. haftada ¢alisma gruplarinda belirlenen enflamasyon
derecesinin 8. haftada belirgin 6l¢iide azaldig1 goriilmistiir. Enflamasyondaki belirgin

azalma kemik iyilisme siirecinde beklenen bir sonuctur.

Vaskiiler proliferasyonlar dereceleri degerlendirildiginde ¢alismamizda 4
haftalik donemde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriiliirken, 8 haftalik donemde
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Kisa donemde Grup C’de vaskiiler
proliferasyon derecesi en yiiksek goriiliirken bunu sirasiyla Grup D, Grup B, Grup A
izlemektedir. TZF’nin yapisinda bulunan biiyiime faktorlerinden VEGF ve PDGF’nin
anjiogenezisi stimule edici etkisi sayesinde vaskiiler proliferasyonun en yiiksek oranda
TZF’nin membran olarak ve greftle kombine olarak uygulandig1 defektlerde olusumu
aciklanabilir (85).

Yeni olusan bag dokusu degerlendirildiginde kisa ve uzun donemlerin her
ikisinde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢iktigi goriillmektedir. Her
iki donemde de yeni bag dokusu olusumunda en yiiksek deger Grup A’da goriiliirken
bunu takiben sirasiyla Grup D, Grup B ve Grup C’de ise en diisiik deger goriilmiistiir.
Sanilanin aksine, greftle kombine olarak TZF’nin uygulandig1 defektlerde bag dokusu
olusumu orani kontrol grubu ile benzer oranlarda bulunmustur. TZF ‘nin membran
olarak kullanilmas1 kemik defektinde yeni bag dokusu olusumunu azalttigi boylece

yonlendirilmis kemik rejenerasyonu i¢in uygun bir ortam hazirladig: diistiniilmiistiir.

Histiosit hiicre topluluklari incelendiginde sadece TZF konulan gruplarda
rastlanildigi hatta TZF’nin membran olarak kullanildigi defektlerde TZF membran
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yiizeyinde, greftle kombine TZF uygulanan gruplarda ise defektin iginde daginik olarak
yerlestikleri histopatolojik inceleme sonrasi fark edilmistir. TZF’nin histiositlerin
yerlesimi i¢in ¢at1 gorevi yaptigi diistiniilmistiir. 4 haftalik ve 8 haftalik dénemlerin
herikisinde de histiosit hiicre topluluklar1 derecelendirmesinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriilmiistiir. Grup C’de en yiiksek goriiliirken
Grup D ikinci siradadir. TZF olmayan gruplarda histiosit hiicre topluluklarina
rastlanmamistir. Bagisiklik sisteminin bir boliimiinii olusturan kemik iliginde iiretilen
histiosit hiicre topluluklarinin sadece TZF olan bolgede goriilmiis olmasi, TZF’nin
icindeki biiylime faktorlerinin bu hiicrelerin kemotaksisini stimule ettiginin bir

gostergesi olabilir. Bu konuyla ilgili daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gliniimiizde dis hekimligi alaninda kullanimi giderek yayginlasan TZF’nin,
kemik defektlerinin iyilesmesinde membran veya greft materyali ile kombine olarak

uygulanmasinin etkilerini aragtiran bu ¢alismanin sonuglarina gore;

e Tavsan modeli TZF calismalarinda iyi bir model olarak diisiiniilebilir.
Calisilan 14 adet tavsanin higbirinde ameliyatlar sirasinda veya sonrasinda

herhangi bir komplikasyon gelismemistir.

e Tavsan kafatasinda olusturulan defektlerin tedavisinde TZF’ nin membran
olarak kullanmilmas: basarili sonuglar vermistir. Ozellikle yeni kemik
olusumunda, matiir kemik ve kemik iligi olusumunda, wvaskiiler
proliferasyonda gruplar arasinda en iyi sonuglar TZF’nin membran olarak

kullanildig1 grupda goriilmiistiir.

e HA/TCP greft ve iizerine kollajen membran kullanilan grup ile
karsilastirildiginda greft olarak TZF ve HA/TCP kombinasyonu iizerine
kollajen membran kullanilan grupta yeni kemik olusumunda, matiir kemik ve
kemik iligi olusumunda, vaskiiler proliferasyonda istatistiksel olarak anlamli

olmasa da daha basarili sonuglar goriilmiistiir.

e TZF’nin membran olarak kullanildigi grupda inflamasyon en diisiik diizeyde
bulunurken, HA/TCP greft iizerine kollajen membran uygulanan grupda en

yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir.

e TZF’nin membran olarak kullanildig1 grupda yeni bag dokusu olusumunun en
diisiik diizeyde, bos birakilan grupda ise beklenen sekilde en yiiksek diizeyde

oldugu goriilmiistiir.

e Histopatolojik inceleme sonrast TZF nin hem membran olarak hem de greft

igerisinde histiosit hiicre topluluklari i¢in ¢at1 olusturdugu izlenmistir.

Bu sonuglar géz Oniine alindiginda, oral ve maksillofasial cerrahide bariyer
membran olarak kollajen membran yerine hastanin kendi kanindan elde edilen,
hazirlanmasi1 kolay, maliyeti diisiik, bol miktarda biiylime faktorii ve sitokin iceren

TZF’nin membran olarak kullanilmasi 6nerilebilir.
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Greft materyali ile kombine olarak TZF uygulanmasi yeni kemik olugumuna
olumlu katkida bulunur ancak kemik matiirasyonunun TZF’nin membran olarak

kullanildigr durumda daha basarili olacagi g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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