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: DMEM solusyonu igindeki kemik iligi parcalarinin gérinima.
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: Trephen frez takilmig anguldurva goérinimu.
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: Dura korunarak olusturulmus, dairesel tam kat kemik

defektinin gérdnuma.
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OZET

GUunumuizde vyeni teknolojilerin gelismesiyle, kemik defektlerinin
onarilmasinda birgok yeni tedavi metodlari ve biyomateryaller
kullanilmaktadir. Malformasyon, enfeksiyon, travma veya rezeksiyon
nedeniyle olusan oral ve maksillofasiyal bodlgedeki kemik defektlerinin
yapisal ve fonksiyonel rekonstriksiyon problemleri, henlz tatmin edici bir
Resimde ¢6zumlenememis olup, modern rekonstruktif cerrahinin en zor
ugraslarindan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Genis kemik defektlerinin
iyilesmesi amaciyla, ¢esitli kemik greftlerinin veya kemik yerine gecen
biyomateryallerin kullanimi bazen kaginilmazdir.

Bu tez calismasindaki amacimiz; oral ve maksillofasiyal cerrahide
kullanilan kemik greftlerinden bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti,
trombositten zengin plazma ve son yillarda kullaniimaya baslanilan
mezenkimal kOk hucrelerin osteogenezis Uzerine olan etkileriyle beraber, bu
materyallerin osteonektin ve osteopontin enzim ekspresyonlari ile osteosit
yogunluklarini karsilastirmaktir.

Calismamizda son yillarda giderek artan bir merak uyandiran
mezenkimal kok hucrelerin, trombositten zengin plazmanin ve bifazik
kalsiyum fosfat seramiklerin, ratlarin kritik boyut kranial kemik defektlerindeki
etkinligi arastirildi. Bu arastirmada 90 adet Wistar-Albino turG disi rat
kullanilmasi planlandi. 10 adet rat trombositten zengin plazma elde etmek
icin kullanildi. Geriye kalan ratlar bes gruba ayrildi. Her bir ratin frontal
kemiginde 7 mm c¢apli kritik bUyuklukte tam kat kemik defekti olusturuldu.
Grup | (n=6) operatif kontrol grubu iken, Grup II'de (n=21) bifazik kalsiyum
fosfat seramik grefti, Grup llI'de (n=21) bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti
ve trombositten zengin plazma, Grup 1V'de (n=21) mezenkimal kok hicre ve
bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti kombinasyonu ve Grup V’de (n=21)
mezenkimal kok hlcre, trombositten zengin plazma ve bifazik kalsiyum fosfat
seramik grefti kombinasyonu defektlere uygulandi. Deneklerin tamami 2., 8.
ve 12. hafta sonunda sakrifiye edildi. Histolojik ve immunohistokimyasal

degerlendirmede, gruplar arasinda osteoblastik aktivite ve osteogenezis
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paternleri dikkate alinmistir. Bunun yanisira osteopontin ve osteonektin
enzim ekspresyon oranlari ile osteosit yogunluklarinin oranlari incelenmis ve
gruplar arasi kiyaslamalari istatistiksel olarak yapilmistir.

Yapilan g¢alismanin sonucunda; arastirmanin 12. haftasinda
osteoblastik aktivite ve osteogenezisin daha ideal olustugu, osteogenezise
bagl olarak osteopontin ve osteonektin ile boyanmaya pozitif yanit verdigi
saptanmistir. En ideal osteogenezisi olusturan grubun Greft+Trombositten
zengin plazma+Mezenkimal kok hlcre grubunun oldugu, bunu sirasiyla
Greft+ Mezenkimal kdk hdcre uygulanan grubunun, Greft+ Trombositten
zengin plazma grubunun ve son olarakta yalnizca Greft uygulanan grubun
izledigi gozlenmistir.

Gruplararasi yapilan kiyaslamalarda da, istatistiksel olarak en anlamli
sonucu veren gruplarin Greft+ Trombositten zengin plazma + Mezenkimal
kok hicre ile yalniz greft grubu (p=0,005), Greft+ Mezenkimal kok hlcre ile
yalniz greft grubu (p=0,028), Greft+ Trombositten Zengin Plazma ile Greft+
Trombositten zengin plazma + Mezenkimal kok hucre (p=0,031) gruplari
arasinda oldugu saptanmistir.

Osteokonduktif etkili grefte Trombositten zengin plazma ve
Mezenkimal kok hucre ilavesiyle kritik boyut defektlerinde bile dnemli bir
kemik yapiminin olustugu ve osteoinduksiyonun saglandigi izlenmistir.
Greft+Trombositten zengin plazma+Mezenkimal kok hicre uygulanan grubun
osteogenezisi 2 kat artirmasi da énemli bir bulgu olup, ideal bir materyalin

elde edilmesi hedefine yaklasildigi kanisi uyanmistir.

Anahtar sozcukler: Mezenkimal kok hicre, trombositten zengin plazma,
bifazik kalsiyum fosfat, osteogenezis, kritik boyut kemik
defekti
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SUMMARY

According to the new technological developments, many new
treatment methods and biomaterials are used to restore the bone defects. In
oral and maxillofacial region; due to malformation, infection, trauma or
resection; structural and functional reconstruction problems of bone defects
are not satisfactorily dissolved and this can be faced as the most difficult
problem in contemporary reconstructive surgery. In some cases, it is
inevitable to use bone grafts and biomaterials in order to heal extensive bone
defects.

In this study, our aim is to investigate the effects of biomaterials (such
as biphasic calciumphosphate, platelet rich plasma and mesenchymal stem
cell) used in oral and maxillofacial surgery on osteogenesis and to compare
these materials in terms of osteonectin / osteopontin enzyme expression and
effects on osteocyte density.

In our study the effectiveness of the mesenchimal stem cells, platelet
rich plasma and biphasic calcium phosphate which has avoked a curiosity
recently, was investigated in critical size cranial defects of rats.

This study was planned on ninety wistar female rats. Ten rats were
used to obtain platelet rich plasma. The remainders were separated into five
groups. A full thickness circular bone defect (7 mm in critical size) was
created in the frontal bone of each rat. Group | (n=6) was operative control
group. In Group Il (n=21) biphasic calcium phosphate, in Group Il (n=21)
biphasic calcium phosphate and platelet rich plasma combination, in Group
IV (n=21) biphasic calcium phosphate and mesenchimal stem cell
combination, in Group V (n=21) biphasic calcium phosphate , platelet rich
plasma and mesenchimal stem cell combination were applied into the
defects. At the end of the 2th, 8th and 12th week, all of the rats were
sacrificed. In histologic and immunohistochemical evaluation amoung groups,
osteoblastic activity and osteogenesis patterns are considered. Additionally
osteopontin and osteonectin enzyme expression level and osteocyt density

are evaluated statistically and compared.
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At the conclusion of the study, osteoblastic activity and osteogenesis
are ideally occured in the 12th week. Therefore preparate were painted
positively with  osteonectin and osteopontin. Graft+Platelet rich
plasma+Mesenchymal stem cell group was the most effective in inducing
new bone formation (osteogenesis). This group is followed by Graft+ Platelet
rich plasma and only Graft used group. Also regular bone formation and
osteoinduction were detected, even in a critical size defect, in the Graft+
Platelet rich plasma+Mesenchymal stem cell group.

Higher level of osteogenesis (two times greater than other groups) is a
significant finding that avokes the thought of an ideal reconstruction material
for critical size defect is Graft+ Platelet rich plasma+Mesenchymal stem cell
combination.

Statistically the significant result of group comparison was obtained
from Graft+ Platelet rich plasma+Mesenchymal stem cell, 2nd only Graft
group (p=0,005), Graft+Mesenchymal stem cell and only graft group
(p=0,028), Graft+ Platelet rich plasma and Graft+ Platelet rich

plasma+Mesenchymal stem cell groups (p=0,031).

Key Words: Mesenchymal stem cell, platelet rich plasma, biphasic calcium

phosphate, osteogenesis, critical size bone defect



1.GIRIS VE AMAG

Konjenital, travmatik nedenler veya bazi cerrahi mudahaleler sonucu
gelisen maksillofasiyal bolgedeki kemik defektleri, fonksiyonel ve estetik
nedenlerden dolayi rekonstriksiyona ihtiyag gosterirler. Otojen, allojen ve
ksenojenik  kemik greftleri ile alloplastik kemik vyapilari  klinik

rekonstriksiyonlarda siklikla kullaniimaktadirlar.

Bunlardan otojen vaskularize kemik greftleri, gunimuizde belirgin
osteojenik potansiyelleri ve enfeksiyona karsi guclu direnglerinden dolayi

gunumuzde “altin standart” olarak kabul edilmektedir.

Kemik defektlerinin rekonstriksiyonu amaciyla kullanilan greftlerin,
osteojenik aktivitelerinin olmasi ve kemik rejenerasyonu ile tamirini stimule
edici Ozelliklerinin  bulunmasi tercih edilir. Bu amagla kullanilan
hidroksilapatitler, trikalsiyum fosfatlar ve bunlarin farkli kombinasyonlarinin
ogmentasyon prosedurlerinde énemli bir yer tuttugu bilinmektedir. Bu gibi
materyaller, buyuk kemik defektlerinde yapisal destege ihtiya¢ duyuldugunda

onem kazanirlar.

Bunun yanisira kemik iliginden elde edilen mezenkimal kdk hucreler
multipotansiyel hudcreler olmalarindan dolayi, rekonstruktif cerrahide
kullanilmasi yonunde c¢esitli arastirmalar mevcuttur. Son yillarda kendini
yenileme, sinirsiz bolinme, bir¢ok hcre tipi veya dokuya farklilasabilme
kapasitesine sahip hucre toplulugu olan kok hucreleri Uzerinde, dnemli
calismalar baglatiimistir. Elde edilen bilgilerin artmasiyla birlikte, yeni ilag ve
toksinlerin arastirimasinda da bu hucrelerden vyararlaniimaktadir. Kok
hlcreler uzun sure kendini yenileyebilme kapasitesine sahip ve dokulardaki

oncu hucrelere farklilasabilme 6zelligi olan hucrelerdir.

GUnumuzde kok hucreleri; diabet, parkinson hastaligi, konjestif kalp
hastaligi, kemik hastaliklari, karaciger yetmezligi gibi bircok durumda
kullanilirken, fibroblast bliytume faktora varliginda kemik iliginden elde edilen
kok hucrelerinin yuksek oranda osteojenik, kondrojenik ve adipojenik serilere
farkhlastigi bilinmektedir. Kemikler, bu hlcrelerin biyolojik destek yapilarinin

icine lokal olarak verilmesiyle tedavi edilmektedir.



Mezenkimal kok hucreleri, c¢esitli alloplastik materyallerle kombine
edilerek, elde edilen karisimin kemik defektlerinde yeni kemik olusumuna
etkileri Uzerine literatiurde giderek artan c¢alismalarin basladigi dikkat

cekmektedir.

Otojen kan plazmasinin santrifuje edilerek elde edilen trombositten
zengin plazma ise; yeni kemik formasyonunu hizlandirma, stimule etme ve
yumusak doku iyilesmesini saglamada bUyume faktdri  olarak

kullanilmaktadir.

Calismamizda, kok hicre teknolojisi ile elde edilen mezenkimal kok
hlcreleri, bifazik kalsiyum fosfat seramikleri ve trombositten zengin plazma
kullanilarak, bu materyallerin ve hucrelerin kemik defektinde osteogenezis
Uzerine etkilerinin histolojik ve immunohistokimyasal olarak arastiriimasi

hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER

Maksillofasiyal boélge, viucudun en o6nemli sistemlerinden biri olan
sindirim sisteminin baglangicidir. Cigneme, konusma, yutkunma, tad ve soluk
almada rol oynayan bdlge, énemli duyulari iceren bir yapidir. Bu yapi deri,
mukoza, bag dokusu gibi yumusak doku tabakalari ile disler ve destek kemik
dokularindan olusgur.

Cene ve ylUz bolgesi kemiklerini ilgilendiren defektlerin etyolojisinde
enfeksiyoz, inflamatuar, kistik ve neoplastik nedenlerle ortaya ¢ikan patolojik
durumlar, travma ve konjenital deformiteler sayilabilir. Maksillofasiyal
cerrahide, tedavi amaciyla yapilan muidahalelerin sonunda da fiziksel
yaralanmalar meydana gelebilir. Olusan bu defektler sert ve/veya yumusak
dokular1 kapsayabilir. Cesitli etyolojilerle meydana gelen defektlerin hizla ve
anatomik forma en uygun sekilde onarimi gerekir. Kemik yapi defektleri
bayukligune, sekline, lokalizasyonuna ve miktarina gore farkli tedavi
planlamasi gerektirirler. Defektin tam olarak onarimini saglayacak uygun
tedavi planlamasinin ve kullanilacak materyalin se¢imi, cerrah tarafindan gok
dikkatli yapilmahdir'>.

Uzun yillardan beri farkli uzmanlik dallarindan cgesitli arastirmacilar,
olusan kemik defektinin onariminda yeni kemik yapimini stimule edebilecek
nitelikte olan greftler ve biyomateryaller Gzerinde c¢alismaktadirlar. Kemik
iyilesmesinde temel amag, kendiliginden ve hizli bir sekilde iyilesmeyi
saglamaktir. Uygun buyuklUkte kemik defektlerinde bunu saglamak mimkin
olsa da; farkli vicut bolgelerinde, belirli bir buyuklugun Uzerindeki kemik
defektleri kendiliginden iyilesememekte ve rekonstruktif cerrahiye ihtiyag
gostermektedirler*®.

Sorunsuz ve hizl bir iyilesme saglayabilmek ve istenmeyen etkilerin
olusmasini engellemek amaci ile greft materyalleri kullanilarak birgok
deneysel ve Kklinik c¢alismalar yapilmis ve halen de yogun bi¢imde
yapiimaktadir. Kemiksel iyilesmeyi olumlu etkileyebilecedi dusundlen
materyaller yalin ve kombine halde kullaniimakta ve kiyaslamali galismalari

devam etmektedir’®.



Rekonstruktif cerrahide; 6rnegin kist ve tumor kavitelerinin onariminda,
alveoler kret defektlerinde, fasiyal kemiklerin ogmentasyon islemlerinde,
damak yariklarinin greftlenmesinde, sinls tabani ogmentasyonunda cesitli
otojen, allojen ve alloplastik kemik greftleri kullaniimaktadir. Bu materyallerin
kendilerine 6zgu avantaj ve dezavantajlari vardir. Bu tir defektler i¢in altin,
gumuas gibi metaller, ksenogreftler, allogreftler ve otogreftler uzun yillardan
beri kullaniimaktadir. Teknolojinin gelismesiyle alloplastik materyaller de bu
tur defektlerde sik¢a kullanilir hale gelmistir. Ancak bu tir segeneklerin
rezorbsiyon, enfeksiyon, doku reaksiyonu ve dondr alan morbiditesi gibi
dezavantajlari vardir. Bu vyan etkilerden Kkurtulabilmek, blyldk kemik
defektlerinin de kendiliginden iyilesmesini saglamak ya da yerlestirilen kemik
greftlerinin bdlgeye osseointegrasyonunu hizlandirmak amaci ile blyime
faktorlerinin kemik iyilesmesi Uzerine etkileri arastirilmistir. Rekombinant
teknolojisi ile elde edilen bu faktorlerin osteoinduktif etkisi ispatlanmig, ancak
teknolojilerinin  pahali olmasi nedeniyle, kullanimi klinige yeterince
yansimamistir® ",

Trombosit zengin plazma (TZP); vaskuller endotelyal buyume faktoru
(VEGF), trombosit kaynakh buylime faktori (PDGF), ‘transforming’ bliyume
faktori a ve B (TGF a ve B), epidermal buyume faktori (EGF), fibroblast
bliyuime faktéri (FGF), insulin benzeri buyume faktort (IGF) vb blyume
faktorlerini iceren ve kanin farkli iki frekansta santrifuj edilmesiyle olusan bir
maddedir. Elde edilen plazmadaki trombosit miktari normal plazmadakinin 3—
5 katidir. Bu drtine, trombin ilavesiyle trombositlerin a-grandllerinden g¢ok
sayida mediatér salinir. Bunlarin hemen hepsi kemik iyilesmesinde goérev
alan mediatorlerdir. Trombosit jel, platelet jel gibi farkli isimler de verilen TZP,
teorik olarak yukaridaki faktorleri icerdigi géz onune alindiginda énemli bir
arinddr. Bunun yaninda otolog olarak Uretilebiliyor olmasi, son on yilda
Ozellikle kemik iyilesmesinde klinik kullanim alani bulmasina sebep olmustur.
Yapilan klinik calismalarda yara ve kemik iyilesmesini hizlandirdigi, sislidi,
agriyi, enfeksiyonu ve skari azalttigi, kanama kontrolinlu sagladig! iddia

edilmektedir'?8.



Mezenkimal kdk hicreler ise; kemik, kikirdak, yag, tendon, kas gibi farkl
mezenkimal dokulara ‘in vitro’ veya ‘in vivo’ olarak dénusebilen multipotent
hiicrelerdir'®. Bunlar kemik iligi hiicrelerinin, yaklasik % 0,01 ile % 0,0071’ini
olusturur®. Cam ve plastige yapistiklari icin, hematopoetik kdk hiicrelerden
kolaylikla ayrilirlar®’.

Mezenkimal kok hacreler kemik iligi, yad, kas, deri gibi dokularda
bulunurlar. MKH’ler, cok sayida pasaj boyunca kultirde Uretilebilmekte ve tek
hicre dizeyinde osteoblastlari, kondroblastlari, adipositleri, fibroblastlari ve
iskelet myoblastlarini da iceren mezodermal hucrelere diferansiye

2224 n vitro calismalarda MKH’ler bir takim faktérler ile

olabilmektedirler
muamele edilerek bu hicrelerin kemoatraksiyonlarinin arttirilmasi, dokuya
0zel mitotik genislemelerinin saglanmasi, belirli bir hicre grubuna dogru
yonlendirilmeleri arastirlmistir®. Bircok arastirma, insan ve hayvan
MKH’lerinin immUn rejeksiyon yapan antijenler icermedigi ve rejeksiyona
sebep olmadigini bildirmektedir’®?’. Bu hipotezi destekleyen deneysel
¢alismalarda da, allojen MKH transplantasyonunun otojen transplantasyonlar
kadar basarili oldugu gosterilmistir’®. Mezenkimal kok hiirelerden elde edilen
keratinositlerin veya dermal fibroblastlarin yara iyilesmesinde, kondrositlerin
kikirdak iyilesmesinde, myositlerin myokard iyilesmesinde, retinal pigment
epitel hdcrelerinin  yasa bagli makuler dejenerasyonda ve ‘Shwann’
hdcrelerinin santral sinir sisteminin demiyelinizan hastaliklarinin tedavisinde
kullanimi arastiriimistir®®2*2931,

Mezenkimal kok hucreler bir matriks yardimi ile implant haline getirilip,
hayvan modellerinde kemik iyilesmesi lizerindeki etkileri arastirimistir®®>°33,
Ozellikle uzun kemiklerin kendiliginden kapanmayan defektlerindeki kemik
iyilesmesi (izerine olan etkilerini inceleyen arastirmalar vardir®®3.
Mezenkimal kok hucrelerin, kraniyal kemikler gibi yassi kemikler Gzerindeki
etkinligini inceleyen cok az calisma vardir®,

Kemik defektlerinin onariminda kullanilan kemik greft materyalleri
osteoinduktif veya osteokonduktif olabilir. Kemik dokusu; ekstrasellller
matriks proteinlerinin mineralizasyonunu igeren bir seri kompleks olaylar

zinciri sonucu sekillenmektedir. Kalsiyum fosfat igerikli biyomateryaller; kemik



tamirinde, augmentasyonda veya kemigin yerine gecgebilen doldurucu madde
olarak kullaniimaktadirlar. Mevcut CaP biyomateryalleri; orijinleri (dogal,
yapay), kompozisyonlari (hidroksilapatit, trikalsiyum fosfat ve bifazik kalsiyum
fosfat), fiziksel formlari (partikller, blok, siman, polimer igerikli kompozit) ve
fizikokimyasal Ozelliklerine gore farkliliklar gosterirler. Bu materyaller,
icerikleri ve fiziksel 6zellikleriyle birbirinden ve de kemikten ayrilirlar®>2°.

Hidroksilapatitler, kemigin mineral yapisina benzerligi nedeniyle vicut
tarafindan kolayca kabul edilen, yluksek biyouyumluluga sahip kalsiyum fosfat
grubu bir implant materyalidir. Kemik; kollajen ana faz igerisinde HA
kristalleriyle desteklenmis kompozit bir yapidir. Kemige sertligini veren
mineral, yasam suresince kimyasal olarak surekli degisim icerisindedir.
Canlinin turane, yasina ve cinsiyetine bagl olmakla beraber, kemik dokusu
yaklasik % 20 oraninda matriksten (bunun % 90’1 kollajen, % 10’u diger
organik maddelerden), % 70’i minerallerden ve % 10'u da sudan
olusmaktadir. Kemikteki mineral, temel olarak HA'in kristal yapisina
benzeyen bir cgesit kalsiyum ve fosfat apatittir. Kemigin mineral fazinda
mikroyapisal farkhliklarini olusturan; sitrat (CsHsO7™*), karbonat (COs?), floriir
(F) ve hidroksil (OH") iyonlari da bulunur®-%,

Hidroksilapatitin (kalsiyum fosfat bilesigi), kemigin mineral komponenti
oldugu anlagildiktan sonra, dental, maksillofasiyal ve ortopedik cerrahide
kemik greft materyali olarak geligtirimeye baslanmistir.  Seramik kemik
implanti olarak klinik ve deneysel ¢alismalara en ¢ok konu olmus materyal
olan hidroksilapatitin; blok, granul, non-pordz, por6z, rezorbe olabilen ve
olmayan tipleri mevcuttur. Alveolar kenar augmentasyonu igin blok ve pargali
formdaki HA'ler tercih edilirken, ¢ekim sonrasi alveolar kenar rezorbsiyonunu
onlemek icin de kok formundaki HA'ler kullaniimaktadir. Gézenekli ya da
dens HA seramikler invivo olarak biyorezorbsiyon gdstermediklerinden “kalici
kemik implantlar” olarakta degerlendirilirler. Ayrica ortognatik ile
kraniyofasiyal uygulamalarda yer tutucu olarak kullanilabilmektedir®”.

Kalsiyum fosfat implant materyallerinin en temel kisithligi, biyomekanik
Ozelligindendir. Birgcok seramikler gibi bu materyaller de, kolay kirilabilen ve

duguk sikistinima resistansina sahip materyallerdir. Kalsiyum fosfat



biyomateryalleri; lokal veya sistemik toksisitesi, inflamatuar veya yabanci
cisim reaksiyonu olmayan ve direkt olarak kemik Uzerine fikse edildiginde
kemik ile implant arasinda fibr6z dokunun olusmadigi materyallerdir. Bu
materyallerin osteogenezisi stimile edebilecedi dusinulmus olmasina karsin,
bu konuda vyapillan aragtirmalar kalsiyum fosfatin kemik olusumunu
induklemedigini, ancak sert doku gelisimine uygun olduklarini
gostermektedir®.

Augmentasyon uygulamalarinda blok formundaki HA'in kullanim ve
stabilizasyon zorlugu nedeniyle partikiler HA’lerin kullanimi 6n plana
cikmistir. Ancak pargali HA kullanildiginda ise, pargalarin migrasyonu ve
alveoler kenar Uzerinde istenilen sekli koruyamamalari s6z konusu olunca,
HA’lerin, kollojenler, jelatinler ve fibrin yapistiricilar gibi materyallerle birlikte
kullaniimasi gindeme gelmistir.

CaP seramiklerinin ve diger ilgili biomateryallerin geligsimi, kemik
greftlerinin rezorbsiyon ve kemigin yerini tutma 6zelliklerinin daha iyi olmasini
saglamistir. 1920-1975 arasi yapilmig olan sinirl bilimsel ¢alismalar, TCP
olarak tanimlanmig CaP materyallerinin, kemik defektlerinde yapimi basarili
olarak hizlandirdidini ve periodontal defektlerde de kullaniminin uygun
oldugunu vurgulamistir®*2
donemlerde LeGeros tarafindan %20 B-TCP ve %80 HA iceren bir karisim

olarak tanimlanmistir®®. Bu materyal ve diger B-TCP/HA icerikli karisimlar

. Nery tarafindan kullanilmig olan TCP, ileriki

sonralar, “Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramikleri (BCP)” olarak
adlandinimigtir. Bifazik kalsiyum fosfatlar, saf HA'ten biyolojik olarak daha
aktiftirler.

BCP’larin en buyuk ozelligi, konak kemik dokusuyla guclu bir
baglanma yapmasi ve fibroz bir araligin olusumuna izin vermemeleridir.
Dinamik bir 6zelligi olan bu yuzlesmenin (baglanmanin) olusumu, bir seri
olayin gergeklesmesiyle meydana gelmektedir***’. Yani hiicrelerle etkilesim
ve erime/gokelme iglemleri sonucu, kemik mineral maddesine ¢ok benzeyen
karbonat-hidroksilapatitin (CHA) olusumudur.

B-TCP seramiginin biyouyumlu, osteokonduktif, tamamen rezorbe

olabilen bir materyal olarak kist kavitelerinin doldurulmasinda, periodontal



cerrahi ve implant cerrahisinde kullaniminin basarili sonuclar verdigi
bildirilmistir*®.

2.1.KEMiK DOKUSU

Oss6z dokular, embriyolojik olarak mezenkimal hicrelerden enkondral
ya da membrandz kemiklesme yolu ile farklilasan ve ekstraselliler matriksi
kalsifiye olan 6zel bir bag dokusudur. Vicudun en sert yapisi olmasina karsin,
kendi icerisinde disaridan gelen kuvvetlerle sekillenebilecek kadar dinamik
bir dokudur. Kemige uygulanan basing rezorbsiyona neden olurken, gerilim
kuvveti yeni kemik olusumuna yol acar®®. Viicut kalsiyum depolarinin %
99'unu igerisinde saklamakla kalmaz, icerdigi kemik iligi sayesinde
hematopoetik bir organ gibi davranir®.

Kemik dokusu eklem igi sinoviyal yUzeyleri harig, periosteum denen
tabaka ile sarihdir. Periosteum kendi icerisinde digta yodun fibréz bir bag
dokusu ve igte osteoprogenitdor hulcreler igeren hicresel bir tabakadan
olusmustur®®. Kemiklerin ortasindaki bosluk, osteoprogenitér hiicreler ve
osteoblastlardan olusan endosteum tabakasi ile értiiludiir’®>2.

Kemik dokusu, ekstrasellller kalsifiye matriks i¢erisindeki hicrelerden
meydana gelir. Kalsifiye matriks esas olarak tip | kollajenden meydana gelen
lifsi maddeler ve kondrotin silfat ve keratan sulfat yan baglari igeren
proteoglikanlardan zengin bir yapi igerir. Bunlarin yaninda osteonektin,
osteokalsin ve osteopontin gibi glikoproteinler ve kemik sialoproteinlerini de

icerir’!°2,



2.1.1.KEMiK ANATOMISIi VE HiSTOLOJiSIi
A. KEMIK MATRIKSI

inorganik ve organik olarak ikiye ayrilir.

> inorganik matriks

Kemik kuru agiriginin % 65’ini olugturur. Kalsiyum ve fosfor yaninda
bikarbonat, sitrat, magnezyum, sodyum ve potasyum igerir. Kalsiyum ve
fosfat esas olarak ‘hidroksilapatit kristalleri’ seklinde bulunur. 40 nm uzunluk,
25 nm genislik ve 1,5-3 nm kalinliktaki hidroksilapatit kristalleri kollajen
bosluklar arasinda depolanirken, yuzey iyonlari su (H20) ile birlesir ve iyon
alisverisini gerceklestirir®®. Kemik dokusunun sertligi, kollajen doku ile
hidroksilapatit kristalleri arasindaki etkilesime baglidir. Eger kemik dekalsifiye

edilirse, orijinal sekli korumakla beraber kolay biikiilebilir hale gelir*®.
» Organik matriks

Kemik kuru agirhginin % 35’ini olusturur. Organik komponentin %
90'in1 tip | kollajen lifler yapar ve bunlar 67 nm araliklarla yerlesmig, 50-70 nm
¢apinda ¢apraz bagli liflerden olusmustur. Bunun yaninda, kondrotin sulfat ve
keratan sulfat gibi glikozaminoglikanlari (GAG) icerir. Kemikteki
glikoproteinler; hidroksilapatite baglanan osteokalsin, osteoblast ve
osteoklastlarin  Gzerindeki integrinler ve hidroksilapatite  baglanan
osteopontinlerdir. Vitamin D, bu glikoproteinlerin sentezini artirir. Kemik
sialoproteini ise, osteoblast ve osteoklastlarin Uzerindeki integrinlere
baglanarak, bu hiucrelerin kemik matriksine tutunmasini saglar. Eger organik
komponent uzaklastirilirsa, orijinal sekli korumakla beraber kemik ¢ok kolay

kirilabilir bir hale gelir*® *°.



10

B. KEMiK HUCRELERI

a.Osteoprogenitor hiucreler

Embriyonik mezenkimden koken alarak, kemik buyumesinde aktif rol
oynarlar ve mitoz bdlinme ile bolinerek osteoblastlara farklilagabilirler. Bu
hlcreler periosteumun i¢ tarafinda, haversian kanallarinda ve endosteumda
bulunurlar. Duslk oksijen konsantrasyonlarinda kondrojenik hucrelere
dénulsebilirler. igsi sekilli ve soluk boyanan oval c¢ekirdekleri vardir. Bu

hiicreler kemik bllylimesinde aktif rol oynarlar™.

b.Osteoblastlar

Osteoprogenitdr hicrelerden koken alan bu hucreler; Tip 1 kollajen,
glikoproteinler, proteoglikanlar ile osteokalsin, osteonektin ve osteopontin gibi
organik matriks bilesenlerinin sentezinden sorumludurlar. Ayrica, kemik
rejenerasyonunda 6nemli rol oynadiklari disunudlen, kemik morfojenik protein
(KMP), transforming buyume faktori- B (TGF-B), insulin benzeri bliyuime
faktoru-1 (IGF-1), insulin benzeri buyume faktora-II (IGF-Il), interlokin—l,
trombosit kaynakli buyume faktort (PDGF) gibi sinyal proteinlerini salgilar.
Kibik ya da algak prizmatik yapidaki bu hucrelerin iri ¢ekirdekleri olup,

sitoplazmalari bazofiliktir (Sekil 1) *%""5%%,

Osteoblast-kemik ara yiizii *,

L 3N A

Mineralize matriks

Sekil 1: Osteoblastlarin periosteum altinda ¢izgisel olarak dizilimi
(Kierszenbaum A.L. 2006)°".



11

Osteoblastlar kisa uzantilarla komgu osteoblastlara, ayrica uzun
uzantilari sayesinde ise osteositlere tutunurlar. Bu tutunmalar ‘gap
junction’lar araciligi ile olur ve osteositlerle aralarindaki ‘gap junction’ miktari,
osteoblastlarla oldugundan daha fazladir. Osteoblastin etrafi, salgiladigi
ekstraselliler matriks ile gevrilince ‘lakiina’ adi verilen boslukta “osteosit”
halini alir.

Ekstrasellliler matriks kalsifiye oldugunda, lakiina etrafinda ‘osteoid’
adi verilen kalsifiye olmamis doku ile kalsifiye matriksten ayrilirlar. Kemik
yuzeyindeki osteoblastlar osteoprogenitor hicrelere benzese de, bdlunme
Ozellikleri yoktur. Osteoblastlarin hliicre membraninda integrinler ve paratiroid
hormon reseptorleri vardir. Paratiroid hormon bu reseptore baglaninca,
osteoprotegrin ligandi (OPGL) ve osteokalsin stimule edici faktor salgilanir.
Bdylece aktive edilen osteoklastlar, kemik rezorbsiyonunu gergeklestirir.
Ayrica osteoblastlar, osteoidi pargalayan enzimi salgilayarak osteoklastin

organik matriks ile iligkisini saglarlar®*®’,

c.Osteositler

Kalsifiye kemik matriksi igerisindeki lakunalarda bulunan ve
osteoblastlardan farklilasan matiir kemik hiicrelerdir. Her mm?® kemik
parcasinda 20.000-30.000 kadar osteosit hiicre bulunur®. Lakiinalardan
Isinsal tarzda dagilan tinel benzeri kanalikll yapilari igerisinde, osteositin
sitoplazmik uzantilari vardir. Bu uzantilarla ve komsu osteosit hucresi ile iyon
ve kiigiik molekiil alisverisine imkan saglayan ‘gap junction’ lar olustururlar’®
60_

Kanalikul iginde ayrica osteositi besleyen ekstraselltler sivi vardir. Bu
hicrelerin gekirdekleri, yassilasmig ve az miktarda golgi cisimcigi icerirler.
inaktif gibi goriinseler de, kemik bitiinliginden sorumlu maddeleri salgilarlar.
Siklik adenozin fosfat (CAMP), osteokalsin ve insulin benzeri buylume faktori
salgllayarak, kemik tansiyonuna cevap veren kemigin mekanik
transdiiksiyonundan sorumludurlar’®®®. Bu maddelerin salinmasi ile biiyiime
ve gelisme sirasinda ‘pre-osteoblastlarin’, yeni kemik olusumundaki

yonlendiriimeleri yanisira kemik kuvvetlerinin kemik sekli Gzerindeki etkileri
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saglanir®". Bu olay sonunda erkek bireylerin iskeletindeki kaslarin yapisan
yerleri, kadin iskeletine goére daha belirgindir. Osteosit periplazmalemmasi ile
lakina duvari arasindaki periosteositik boglukta ekstraselltler sivi bulunur.
Ortalama bir insandaki periosteositik bosluktaki ekstrasellller sivi 1,3 litre ve
ylizey alani ise 5000 m? kadardir. 1,3 litredeki 20 gr'dan fazla hiicre ici ve
digi yonunde dedisebilen kalsiyum iyonu, yeterli kan kalsiyum seviyesini

51,53

saglar Bu hucreler, olgun kemikte en fazla bulunan hicre tipidir.

Yaslanmayla, 6strojen hormonunun azalmasi ve glukokortikoid yapida

hormonlarin artmasi sonucu osteositlerin sayisi azalir®®,

d. Osteoklastlar

Osteoklastlar ¢ok c¢ekirdekli hicreler olup, kemik iligi granulosit-
makrofaj 6ncll hucrelerinden kdken alan ve kemik rezorbsiyonundan sorumlu
olan hucrelerdir. Osteoklast stimule edici faktor, koloni stimule edici faktor-1,
osteoprotegrin ve kalsitonin reseptorleri icerirler. Kemik rezorbsiyonundan
sonra apoptozise ugrarlar. 150 um c¢apinda, 50 kadar g¢ekirdekli, hareketl,
asidofilik sitoplazmalari vardir. Granulosit-makrofaj dncul hucreleri koloni-
stimule edici faktorun etkisiyle ve mitoz bolinme ile ¢ogalir. Kemik varliginda
bu osteoklast dncll hucreler birlesir ve ¢ok c¢ekirdekli osteoklasti yaparlar.
Diger bir faktor olan osteoprotegrin, bu hlcrelerin osteoklastlara dontsimanu
ve osteoklastlarin kemik rezorbsiyonunu baskilar. Osteoklastlar ‘Howship

lakiinas’ denen si1§ cukurcuklarda otururlar®®®. Bu

lakUnalar kemik
rezorbsiyonunun oldugu bdlgelerdir. Hicre icindeki karbonik anhidraz enzimi
CO, ve HyO'dan karbonik asit (H2COs) olusturur. Karbonik asit hicre
icerisinde proton (H") ve bikarbonat (HCOj3') iyonuna donuslr. Bikarbonat
iyonu, Na* iyonu yardimi ile plazmalemmay gegip kilcal damarlara girer.
Lakiina Ustline oturan girintili-cikintili plazmalemmadaki proton pompasi H*
iyonunu subosteoklastik bdlgeye pompalar. Bu bdlgedeki ortam, asit hale
gelir ve ¢dzlinen mineraller osteoklast sitoplazmasi igerisine girerek oradan
cevre kilcal damarlara gecerler. Lizozomal hidrolaz, kollajenaz ve jelatinaz
gibi metalloproteinazlar; osteoklastlar tarafindan salgilanilarak dekalsifiye

kemigin organik kisminin rezorbsiyonundan sorumludurlar. Yikim drtnleri
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osteoklastlar tarafindan endositoz yolu ile alinip; aminoasit, monosakkarit ve
disakkaritlere donusturulerek cevre kilcal damarlara verilir. Paratiroid hormon
ve Kkalsitonin  hormonlari, osteoklastlarin  kemik  rezorbsiyonunu

diizenlerler®!°3646°,

C.KEMIGIN MAKROSKOBIK YAPISI

Uzun kemigin saftina “diyafiz’, eklem yuzeylerine ise “epifiz’ denir.
BlyuUyen bir insanda epifiz ile diyafiz arasinda, kikirdak yapida epifizyal plak
vardir. Epifizyal plak ile diyafiz arasindaki gegis yeri, metafizdir. Metafiz
bdlgesinde spongioz kemik kolumnalari olur ve kemik blylimesi sirasinda
uzamadan sorumludurlar. Diyafiz bolgesi, kaslarin ve tendonlarin yapisma
bdlgesi hari¢ periosteum ile sarilidir. Sesamoid kemikler ve eklem ylzlerinde
periosteum yoktur. Periosteum yogun, kalsifiye olmayan, dizensiz bag
dokusu olup, ‘Sharpey lifleri’ ile kemige tutunur®.

Kafatas! yassi kemikleri, uzun kemiklerden farkl bir sekildedir. i¢ ve
dis yuzeyler i¢ ve dis tabula denilen yogun kompakt kemik ve aralarindaki
‘diploe’ denilen kanselloz kemikten olusmustur. Dis tabulanin Ustl
periosteum, i¢ tabulanin ici duramater ile ortiludir®*®®. Kanselldz kemige
yakindan bakacak olursak, kemik trabekuillerinden olustugu goruldr.
Haversian sistem igcermezler ve igerisindeki kemik iligi ise, kan hucrelerini
olusturan kirmizi kemik iligi ve ¢ogunlugu yagdan olugan sari kemik iligi

olarak ikiye ayrilir (Sekil 2).
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Trabekiiller

Osteoblastlar

Osteoklast

iceven drgillii yap: Osteosit

Sekil 2: Kansell6z kemigin morfolojik yapisi. A: Kansell6z kemigin gevsek
trabekuler yapisinin gérunumu. B: Kansell6z kemigin trabekuler yapisinin ve
kemik iligi ile kan damari iceren Orguli yapinin sematik goérinimu. C:

Kansell6z kemik haversian sistem icermez (Kierszenbaum A.L. 2006)°".

D.KEMIGIN MIKROSKOBIK YAPISI

Mikroskobik olarak kemik, primer (matir, lameller) ve sekonder (immatur)
olarak ikiye ayrilir. Sekonder kemik, fetal gelisim sirasinda ve kemik
iyilesmesi esnasinda olusan kemiktir. Yeterli osteosit ve dizensiz kollajen
yapilari, matir kemik olugsumu ile dizenli kollajen yapilari haline gelir.
immatir kemigin mineral komponenti, matiir kemikten daha azdir. Matlr
kemik 3-7 um kalinliktaki paralel, konsantrik lamellerden olusur. Osteositler
lameller igerisinde belirli araliklarla yerlesmistir. Osteositler arasindaki
kanalikiller sayesinde aralarinda besin, hormon, iyon aligverisi yaparlar.

Lameller kemik igindeki kollajen yapilar, lameller yapiya paralel uzanir®’.

J Kompakt Kemigin Lameller Yapisi

Kompakt kemik ‘lamel’ adi verilen ince katmanlardan olusur. Bu
lameller 06zellikle uzun kemiklerin diyafiz kisimlarinda bulunur. Kendi
icerisinde dis sirkimfarensiyel lameller, i¢ sirkimfarensiyel lameller, osteon

(haversian kanal sistemi) ve interstisyel lameller diye kisimlari vardir®>®%-®,
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I- i¢ ve dig sirkumfarensiyel lameller

Dis sirkumfarensiyel lameller, periosteum altinda bulunur ve
periosteumu kemige baglayan Sharpey liflerini igerir. I¢ sirkiimfarensiyel
lameller ise dis lameller kadar yogun olmayan, kemik iligini saran ve kemik
iligindeki  kanselloz ~ kemigin  trabekdllerinin  tutundugu  bir  yapi

ol U§tU ru r53,62,69,70,71 )

ll- Haversian kanal sistemi (osteon) ve interstisyel lameller

Haversian kanal sistemi, ortada vaskuler bir bosluk etrafinda silindirik
4-20 arasindaki lamellerden olusan bir yapidir. Her osteon, kalsifiye kollajen
yapidan olusan bir yapi ile sarihdir. Haversian kanallarinin duvari
osteoprogenitdr hlcre ve osteoblastlarla gevrilidir. Osteonlarin haversian
kanallari, birbirlerine ‘Walkmann kanallari’ ile baghdirlar. Walkmann kanallari,
haversian kanallarina oblik veya dik yerlesimlidirler. Haversian kanallarinin
¢ap! 20-100 uym arasinda degisir. Osteon etrafindaki lamel yapilari arttikca
haversian kanal ¢capi azalir ve osteon duvar kalinhgi artar. Kemigin yeniden
sekillenmesi sirasinda, osteoklastlar osteonlari rezorbe ederken osteoblastlar
yenilerini yaparlar. Osteonlarin kalintilari yeni yapilan osteonlar etrafindaki

diizensiz interstisyel lameller yapiyi olusturur >*%7°,

E.KEMIK OLUSUMU

Kemikler embriyonik gelisimde iki farkli yolla olugurlar.
-intramembranéz kemiklesme

-Enkondral kemiklesme

I- intramembranéz Kemik Olusumu

Mezenkimal dokular igerisindeki kemik olusumudur. Codu yassi kemik
bu yolla iyilesir. Bu tip kemik olusumu; organizmada kafatasi, sternum, pelvis
gibi yassi kemiklerde, yuz kemiklerinde, mandibulanin ‘processus
coronoideus ve simfizisi’ digindaki bdlgelerinde, kisa ve uzun kemiklerin

kompakt kisimlarinda gorulir. Mezenkimal hucreler, osteoblastlara
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farkhlasarak kemik matriksi olustururlar (Sekil 3). Olusturduklari trabekuler
kemik yapilari, primer kemiklesme merkezi olarak adlandirilir. Trabekullerin
kollajen yapilari birbirine paralel yapida degildir. Kalsifikasyon ve osteoid
olusumunu takiben, osteoblastlar “osteosit” haline gelir. Mezenkimal
hlcrelerin mitotik ¢ogalmasi ile osteoprogenitor hicreler ve osteoblastlar
olugarak, yeni kemik olusumunu devam ettirirler. Kansell6z yapi icerisindeki
trabekuler yapi yeterli olunca, iclerindeki interstisyel vaskuler bag dokusu,
kemik iligi haline gelir. Olusan birgok kemiklesme merkezi birleserek, oksipital
kemik gibi yapilari yaparlar®°.

Fontaneller, birlesmemis kemiklesme merkezleridir. Kalsifiye olmayan
mezenkimal hucreler, periosteum ve endosteuma donusur. Periosteumun i¢
tabakasi ve duranin periosteal tabakasi kompakt kemige donuserek i¢ ve dis

tabakayi yaparlar.

Mezengim

iicreler QOsteoblastlar

Kemik matriksi
Kan damari (osteoid) Osteoklast

Sekil 3: intramembranéz kemiklesme. (1) Mezenkimal hicrelerin kan
damarlari etrafinda kimelegsmesi. (2) Mezenkim hucrelerinin osteoblastlara
donugsmesi ve kemik matriksinin sekillenmesi. (3) Kapillerden osteoid dokuya
kalsiyum ve fosfat iyonlari tasinmasi ile kalsifikasyonun saglanmasi
(Kierszenbaum A.L. 2006)°".

ll- Enkondral Kemik Olusumu

Kemik olusumu icin kikirdak bir iskeletin varhdi gereklidir. Uzun ve

kisa kemikler bu yolla kemiklesir. iki asamada olusur’®":
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I-  Hyalin kikirdak bir iskeletin olugmasi
lI- Kikirdak yapinin blyumesi ve kemik c¢ati icin bir model olmasi,

rezorbsiyonu ve yeni kemik olusumu

A- Birincil kemiklesme merkezinin olugsumu

a) Kemik olusacak yerde hyalin kikirdak bir model olusur. Kikirdak model
icindeki kondrositler hipertrofiye ugrar, sitoplazmalarinda glikojen depolarlar
ve vakuolize bir hale gelirler. Kondrositler, hipertrofi sonucu kalsifiye hale
gelirler.

b) Diyafiz kikirdagindaki perikondrium damarlanir. Kikirdak hicreleri
osteoprogenitor hicrelere doner, perikondrium periosta donusur.

c) Yeni osteoblastlar kemik matriksi salgilarlar ve intramembran6z
kemiklesme yolu ile subperiostal “kemik manget” yapisini kikirdak ylzey
Uzerinde olustururlar. Kemik manset, kondrositlerin beslenmesine engel olur.
Olugan iskemi, kondrositlerde once hipertrofiye, ardindan diyafizin orta
kismindan baslayarak tahrip ederek, dimelerine neden olur. Kikirdak modelin
ortasinda birbiriyle devamli bos kaviteler olusur ve ilerdeki kemik iligi
kavitesini yaparlar.

d) Kemik yapi aralari, osteoklastlar sayesinde periosteal delikler agar ve bu
delikler osteoprogenitdr hicreler, hematopoetik hicreler ve kan damarlari ile
kikirdak modele gerekli besin ve oksijeni saglar. Damarlarla gelen kalsiyum
ve fosfat iyonlari, alkalen fosfataz araciligiyla birleserek kikirdak matrikse
¢Oker ve boylece diyafizde bir kemiklesme merkezi ortaya ¢ikar.

e) Osteoprogenitor hicreler osteoblastlara farklilasarak, kalsifiye kikirdak
yuzeyinde kemik matriksi  olustururlar. Kemik matriksi  kalsifiye
kikirdak/kalsifiye kemik kompleksi haline gelir.

f) Subperiostal kemik kalinlastikga osteoklastlar kalsifiye kikirdak/kemik
kompleksini rezorbe ederler ve kemik iligi bdylece genigler. Bu islem

ilerledikge epifizyal plaklar disindaki kikirdaklar kemiklesmis olur®%">7°.
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B- ikincil Kemiklegsme Merkezinin Olugsumu

Yeni olusan kemiklerin epifiz kisimlarindaki kemiklesme, diyafizlerdeki
kemik olusumu disinda aynidir. Osteoprogenitor hicreler epifiz kikirdagini
yaparak osteoblastlara donusurler ve kikirdak yapinin matriksini sentezlerler.
Yeterli miktarda epifiz olusumu sonrasi, eklem ylzeyi disindaki bdlgeler
kemiklesir. Eklem ylzeyleri, kikirdak oOzelligini yasam boyu korur. Epifiz

plagindaki kemiklesme ise, kemik uzamasindan sorumludur®®7®.

F. KEMIK UZAMASI
Epifiz plagindaki kondrositler ¢gogalip, enkondral kemiklesme yolu ile
uzama sagdlarlar. Cogalma epifiz tarafinda olurken, kemiklesme diyafiz
tarafinda gercgeklesir. Epifiz plagi, epifiz tarafindan asagiya dogru bes zondan
olusur.
a) Kikirdak depo tabakasi: Matriksteki kondrositler mitotik olarak aktiftir.
b) Cogalma zonu: Kemik buylme yonune paralel hicre kolonileri
olustururlar.
c) Maturasyon ve hipertrofi zonu: Kondrositler matir hale gelerek glikojen
depolarlar.
d) Kalsifikasyon zonu: Hipertrofiye kondrositler 6lur ve kikirdak matriks
kalsifiye hale gelir.
e) Kemiklesme zonu: Osteoprogenitdr hicreler osteoblastlara donuserek,
kalsifiye kikirdak matriks ile kalsifiye kikirdak/kemik kompleksini yapar.
Cogalma zonundaki mitotik aktivite hizi, kemiklesme zonundaki
rezorbsiyon hizina esit oldugu suUrece kemik blyumeye devam eder.
Cogalma zonundaki mitotik aktivite azaldik¢a, kemik uzamasi yavaslar ve

yok olunca da durur.

G.KEMIK GENiISLEMESI
Kemik genislemesi apozisyonel blyume ile olur. Periosteumun alt
tabakasindaki  osteoprogenitor hlcreler osteoblastlara farklilasarak,

subperiostal kemik ylzeyinde kemik matriksini yaparlar. Bu igslem kemik
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blylime periyodu sirasinda olurken, ayni zamanda i¢ tarafta dengeli bir
sekilde kemik rezorbsiyonu olmalidir®®"%73,
H.KEMIK iYILESMESI

Kemik iyilesmesi hem kemiklesme, hem de intramembrantz
kemiklesme yolu ile olur’***7® Kemik kirgi, kemik matriksinin harabiyetine,
hlcre 6limuane, periosteum ve endosteumun yirtiimasi ile kemik uglarinin yer
degistirmesine neden olur. Kirik yerindeki damarlardan sizan kan, yaralanma
yerinde kan pihtisina yol acgar. Belirli bir sire sonra kan akimi durur ve
hasarli bdlgeden geriye, anastomoz damarlarina dogru yeni bir kan akimi
baglar. Bunun sonucunda hasar, her iki tarafta genisler ¢unkl birgok
haversian sistemine kan gitmez. Lakunalar igindeki osteositler lizise ugrar.
Kirik bolgesindeki kan pihtisi icine ¢evre dokudaki kiglk kilcal damarlar
girerek, granulasyon dokusunu olustururlar. Ayni islem kemik iligindeki kan
pithtisinda da olurken, endosteum ve kemik iligindeki hucreler
osteoprogenitdr hicrelere farklilasarak 1 hafta icinde i¢ kallusu yaparlar.
Yaralanmadan 48 saat sonra periosteum altindaki ve endosteumdaki
osteoprogenitor hucrelerin mitotik aktivitesi artar. Periosteum altinda ¢ogalan
osteoprogenitdor hucrelerin  kemige en yakin kisimlari osteoblastlara
donuserek kemik manseti yapmaya baslarlar. Kilcal damarlarin blyimesi
osteoprogenitor hicre gogalmasindan daha yavas oldugu igin, ortada kalan
prolifere olmus osteoprogenitor hicreler, azalmis oksijen konsantrasyonunda
kondrojenik hucreler ve kondroblastlara donlUserek, kemik mantonun dis
tabakasinda kikirdagi yaparlar. Cogalmis osteoprogenitdor hicrelerin
periosteuma yakin kisimlarindaki huicreler, komsu fibréz periosteumdaki
kilcal damarlar sayesinde, osteoprogenitdor hicrelere donudsurler. Sonug
olarak prolifere olmus osteoprogenitdr hicreler ¢ zona ayrilmis olur:

1. ¢ kemiklesmis tabaka

2. Ara kikirdak tabaka

3. Cogalmis osteojenik hucre dis tabakasi

Her iki ucgta olusan bu manto tabakasi, birleserek dis kallusu olusturur.
Ortadaki kikirdak enkondral kemiklesme yolu ile, bunun etrafindaki tabakalar

ise intramembrandz kemiklesme yoluyla kemiklesirler. Kirik uglari kansell6z
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kemik ile birlestikten sonra, primer kemik yapinin sekonder kemik yapi ile
degismesiyle “yeniden sekillendiriime-remodeling” saglanir. Kemige binen
stres yuku yonunde yeniden sekillenme devam eder. Aksiyal yuklenme ile
gucli ama duzensiz sert kallusun, normal veya normale yakin glgteki daha
dizenli lameller kemige donusumu gerceklesir (Sekil 4). Mekanik strese
maruz kalan kemigin konveks yuzu pozitif, konkav yuzi negatif elektrikle
yuklendiginden, osteoklastik aktivitenin egemen oldugu konveks yuzde geri
emilim, osteoblastik aktivitenin hakim oldugu konkav yuzde ise yeni kemik
yapimi olmaktadir. Yani ‘kirgin konkav tarafinda kemiklesme, konveks

tarafinda geri emilim olusur”"".

Periosteal hiicre cogalmasi ) Birincil kemik dokusu

Periosteum

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ \\\\\\\ \

Hyalin kikirdak

Tyilesmis (ikincil) kemik

Sekil 4: Kortikal kemiklerde kemik iyilesme sureci. A: Periosteum ve
endosteumdaki osteoprogenitdor hicrelerin mitotik aktivitesinde artis. B:
Osteoprogenitdor hucrelerin  osteoblastlara donuserek kemik mangetini
yapmasl. C: Ortadaki osteoprogenitdr hicrelerin kikirdak dokuyu yapmasi.
D: Kirik uglarinin kansell6z kemik ile birlestikten sonra, “remodeling’in
saglanmas!” (Junqueira L. C.)%.
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2.1.2. Kemik iyilesmesinde Etkili Bilyiime Faktorleri

Kemik metabolizmasi bazi kimyasal, elektriksel ve mekanik uyarilarca
diizenlenir. Ozellikle kemik iyilesmesi sirasinda trombosit, makrofaj ve
fibroblastlar, bazi proteinler ve blyume faktorleri salgilarlar. Bu proteinler
karmasik trafigi dizenlemekte, migrasyon, proliferasyon ve diferansiasyon ile
rezorbsiyon arasindaki hassas dengeyi yerel olarak saglamaktadirlar.
Buglne kadar yapilan calismalarda, kemik iyilesmesinde rol alan birgok
kemik uyarici faktor tanimlanmigtir. Bunlarin bazilari sinirli da olsa klinik
olarak kullaniimig, ancak rutin klinik kullanima girmeleri zor gérunmektedir.
Bunlardan BMP (bone morphogenetic protein)ler, TGF-B “transforming
growth factor B”, PDGF “platelet derived growth factor’, FGF “fibroblast
growth factor”, VEGF “vascular endothelial growth factor” ve IGF “insulin-like
growth factor” en c¢ok bilinenleridir. Bu faktorler c¢esitli saflastirma
metodlariyla direkt denekten elde edilebildigi gibi, rekombinant olarak da
istenilen miktarda elde edilmesi mumkindir. Ik calismalarda, dogrudan
kemik iyilesmesi olan bdlgeye uygulanmistir. Ancak gunumuzde faktorlerin
yavas salinimini saglayan modellerle veya kemik benzeri Urlnlerle kombine

sekilde uygulamalari yapilmaktadir >'%'"®'_ (Tablo 1)
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Faktori i . - Grubunda Etki
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-Spinal
fuzyon
Endokondral -Kallus hacmini artirir -Alveolar
+++S ondra -Mekanik direnci artirir Evet kemik
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buyukltkteki kemik defektlerini -Segmental
++++ . . o
iyilestirebilir defektler
-Dis
implantlari
-Kallus hacmini artirir
-Mekanik direnci artirir .
. S -TGF-Bile
Erdokondral _kilr‘:t(;f:rf:;azl 5;]]2':?&?:;[:]62 sinerjistik Hayir -Tek basina
TGF-B Hayir N rog . -FGF-2 ve VEGF Evet (stnirh etkinligi
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. . ekspresyonunu calisma) bilinmiyor
++ -Eksojen uygulama kritik artirir
buyukltkteki kemik defektlerini
iyilestirebilir
-VEGF
Endokondral -Kallus hacmini artirir gl;;ﬁ:esyonunu ivil
Hr_] okonara -Mekanik direnci artirir -TGF-Bile Evet -;’Ir;zrrzzyen
FGF Hayir . -Eksojen uygulama kritik oo Evet (sinirh yar: .
Membrandéz e : . . kemotaksis igin anjiogenezisi
buyukltkteki kemik defektlerini A : calisma)
++ PR sinerjistik etki artirir
iyilestirebilir s
gosterir
-VEGF
-Kallus hacmini artirir ekspresyonunu
-Mekanik direnci artirir artirir -Kronik
PDGF Hayir ,'\E/Il‘:r‘])gf;ndg :' -Eksojen uygulama kritik -TGF-Bile Evet Hayir yaralarda
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Tablo 1: Kemik iyilegsmesinde etkili bilyume faktorlerinin gesitli galismalardan derlenmis yorumlari

( Findikgioglu K. 2006) %2,
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2.2. KEMIK GREFTLERI

“Greft” terimi, doku ve organlarin kazanilmis veya konjenital defektlerin
rekonstruksiyonunda yer tutucu 6zelliginin yanisira kemik yapimini uyaran
tim materyaller igin kullaniir. “implant” terimi cansiz dokularin
transplantasyonunda kullaniimaktadir. Bu anlamda implant materyalleri
olarak; canlihgini yitirmis allojenik greft, hayvanlardan elde edilen organik ve
inorganik cansiz materyaller ve sentetik materyaller bulunmaktadir®®.

Sentetik materyal olarak; seramik hidroksilapatit implantlari,
trikalsiyum fosfat implantlari, ¢esitli metaller ve bunlarin farkh formlariyla
kombinasyonlari sayilabilir. Bu maddelere "Alloplastik materyaller" denir®.
Oral ve maksillofasiyal cerrahi uygulamalarda transplante edilebilen cesitli
doku tipleri igerisinde en genel kullanimi olan doku, kemiktir. Kemik dokusu,
tamir olayinda skar dokusu olusumundan cok, yeniden yapilanma ve yer
degistirme olaylarinin rol oynadigdi tek dokudur. Kemik grefti uygulamalarinda
alici yatak ve greft materyali kemik olusumunda birbirine yardimcidir. YUz ve
¢ene kemiklerinin rekonstriksiyonunda basarili sonuglar elde edebilmek igin,
alici yataktaki vaskularite ve fibroblastik hicrelenmenin yanisira transplante
edilen kemigin osteojenik kalite ve kantitesi de dnemlidir®.

Tdm bunlar dasunuldiginde, osteogenezisteki artis, yeni kemik
olusumu igin matriks saglanmasi ve mekanik stabilite, arastirmalarin odak
noktasini olusturmustur®. Otojen dokularin transplantasyonlari bazi cerrahi
ve teknik problemler tasisalar da kural olarak immunolojik komplikasyon
icermezler. Ne varki, kemigin allogreft ve xenogreftleri oral cerrahide
kullanilirken, greftin rededilme fenomenine ciddi sekilde dnem verilmelidir.
Greftin alici tarafindan yabanci bir cisim olarak algilanmasi, alicida grefti yok
etme yonunde bir yanit gelismesine yol acgar. Hulcresel dizeyde olan bu
yaniti, T lenfositleri gelistirir®®. Greftin uygulanmasindan hemen sonra ortaya
¢clkmayan bu yanit, kemik greftinin normal gelisimini strdardtgua izlenimini
yaratmaktadir. Bu latent periyodun uzunlugu, alici ile verici arasindaki
antijenik ozelliklerin benzerligi ile ilgilidir®®. Bir allogreftin immin cevap
olusturmasi ile bolgede artmis direng seklinde aylar stren spesifik immun faz

olugur. Ayni vericiden bu periyot icerisinde transplante edilecek ikinci bir
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allogreft 6ncekinden ¢ok daha hizli yok edilir. Buna ikinci grup reaksiyon
(ikinci set cevabi) adi verilir®"%88, Oral ve maksillofasiyal cerrahide
kullanimi olan kemik greftleri ve implantlar, otojen kemik greftleri, homojen
kemik greftleri (allogreftler), heterojen kemik greftleri (xenogreftler) ve

alloplastik implantlardir®.

= Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide Uygulanan Greftlerin

Endikasyonlari

Oral ve maksillofasiyal cerrahide en sik rastlanan greft uygulama
endikasyonlari su sekilde siralanabilir®®>°".

1. Oral cerrahi operasyon sonrasinda olusan defektler (kist ¢ikariimasi,
gomduk dis alinmasi, timaor rezeksiyonlari sonrasi),

2. Preprotetik operasyonlar, kret ogmentasyonu ve sinus tabani yukseltiimesi
operasyonu planlananlar,

3. Estetik amagli olanlar,

4. Travmatik defektler (cene kiridi, travmatik dis ¢cekimi, sints agiimasi),

5. Ortognatik cerrahi islemler esnasinda gelisen defektler,

6. Endossedz implantlarin gevresinde olusan defektler,

7. Trafik kazalari, radikal onkolojik islemler gibi asiri derecede doku
kayiplarinin meydana geldigi olgular,

8. Neoplazmlar, yumusak doku tumdrlerinin ¢ikartilmasi ve bu timoérlerin
kemige invazyonu sonucu kemigin rezeksiyonu,

9. Enfeksiyonel osteomyelit olgulari,

10. Mikrognati, retrognati, dudak—damak vyariklari gibi konjenital
maksillofasiyal defektler,

11. Periodontal defektler,

12. Lokal skatrisler,

13. TME artroplastisi.
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= ideal Greft Materyalinin Ozellikleri
Gerek sert doku, gerek yumusak doku veya kombine defektlerin
onariminda kullanilan greft materyallerinin esas gorevi, defektlerin en kisa
surede, anatomik forma en uygun sekilde kapatiimasini ve yeni olusacak
dokulara rehberlik etmesini saglamaktir® 7,
ideal greft materyalinin dzellikleri su sekilde siralanabilir:
1. Alici sahaya uyumlu olmali,
2.Genis defektler olusturan cerrahi girisimler sonucu meydana gelen doku
kayiplarini kargilayabilmeli
. Antijenik 6zellik tagimamali,
. Yeterli destek ve stabiliteyi saglayabilmeli,

. Revaskularizasyonu, osteogenezisi ve osteoindiksiyonu kolaylastirmali,

3
4
5
6. Greftleme sonrasi kullanilabilirligi iyi olmali,
7. Istenilen forma kolayca getirilebilmeli,

8. Defekt igin yeterli miktarda temin edilebilir olmali,

9. Adeziv yetenegi iyi olmall,

10. Karsinojenik ve toksik etkileri olmamali,

11. Ikinci bir cerrahi operasyona ihtiyag duyulmamali,

12. Osteoinduktif ve osteokonduktif 6zellikleri olmali,

13. Uzun sure saklanabilmeli,

14. Allerjik olmamali,

15. Cerrahi sahadaki mekanik kuvvetlere kargi direngli olmali,
16. Maliyeti ucuz olmali,

17. Kullanimlari icin detayli ekipmana gereksinim duyulmamali,
18. Uygulanimlari kolay olmali,

19. Sterilizasyonu etkili ve kolay olmalidir.

Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide Greft Materyallerinin Klasifikasyonu
Bu konu ile ilgili Laurencin isimli arastirmaci ve arkadaslari kemik grefti
materyallerini 2006 yilinda vyaptiklari  ¢alismalarinda su  sekilde

siniflandirmiglardir®.



26

I. Allogreft Esaslhi Kemik Greft Materyalleri

Allogreft kemik, tek basina veya diger malzemeler ile birlikte

kullanilabilir (Allogro, OrthoBlast, Grafton, Opteform).

Il. Faktore Dayali Kemik Greft Materyalleri

Dogal ve rekombinant buylume faktorleri, tek basina veya diger
malzemeler ile birlikte kullanilabilir (TGF-B, PDGF, FGF, BMP).
lll. Hucre Esasli Kemik Greft Materyalleri

Hucreler yalniz basina ya da bir destek matriks Uzerine yeni doku

olusturmak igin implante edildiklerinde kullanilir (Mezenkimal kdk htcreler).

IV. Seramik Esasli Kemik Greft Materyalleri
Kalsiyum fosfat, kalsiyum sulfat ve bioglass tek veya kombine olarak

kullanilabilir (Osteograf, Norian SRS, ProOsteon, Osteoset).

V. Polimer Esasli Kemik Greft Materyalleri
Hem pargalanabilir hem de pargalanamaz polimerler, tek basina veya

diger malzemeler ile birlikte kullanilir (Cortoss, OPLA, Immix).

Jablanski (1982) ve Boyne (1984) isimli arastiricilar ise, bu
materyalleri immunolojik orjinlerine gore siniflamistir. Bu siniflama
s6yledir®®?:

1. Otojen greftler (Otogreftler)
2. Homojen greftler (Homogreftler)

a. Allojen greftler (Allogreftler)

b. izojen greftler (izogreftler)

3. Heterojen greftler (Heterogreftler, Ksenogreftler)

Bazi arastiricilar ise kemik greft materyallerini temel olarak su sekilde
klasifiye etmislerdir®*®°:
1- Otogreftler (Otojen kemik grefti)

a- Kortikal Kemik
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b- Kansell6z Kemik
c- Kortiko-kansell6z Kemik
2- Allogreftler (Homojen kemik grefti)

a- Taze dondurulmus kemik

b- Dondurulmus kurutulmus kemik
c- Dondurulmusg kurutulmus dekalsifiye kemik
d- Solventlerle dehidrate edilmis kemik

izogreft: Taze kansellz kemik iligi

3- Ksenogreftler (Heterojen kemik grefti)

a- Demineralize edilmis kemik

b- Deproteinize edilmis kemik

4- Kemik esasli olmayan sentetik biyomateryaller (alloplastlar)
I-Doku Kaynaklilar

a- Dentin

b- Sement

c- Kikirdak

d- Sklera

e- Durameter vs.
lI-Metaller
lll-Jelatin Film

IV-Polimerler

a- Polimetilmetakrilat f- Sert doku replasmani

b- Proplast g- Polietilenler

c- Polyalioxanone h- Polipropilen

d- Poliamide Metch I- Silikonlar

e- Polygalctin 910 j- Politetraflouroetilen (Teflon)

V- Seramikler

1- Kalsiyum Sulfat (Paris algisi)
2
3
4

Kalsiyum Alimunat

Kalsiyum Karbonat

Bioaktif cam ve cam seramikler
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5- Kalsiyum Fosfatlar

a- Rezorbe Olanlar
*Trikalsiyumfosfat
*Hidroksilapatit

b- Rezorbe Olmayanlar
*Yogun Hidroksilapatit

*Pordz Hidroksilapatit

DOGAL MATERYALLER

1- Kollajen

2- Demineralize Kemik Matriksi (DBM)
3- Kemik Morfojenik Proteinler (BMP)

4

Whang PG isimli aragtirmaci, kemik greftlerinin 6zelliklerini ve birbirleri

Trombositten Zengin Plazma (TZP,PRP-platelet rich plasma)

ile aralarindaki farkliliklari agagidaki tabloda sdyle dzetlemistir™;

Kemik Greft
Materyali

Osteojenik
hiicreler

Osteoindiiktif
faktorler

Osteokondiiktif
matriks

Biyomekanik
kuvvet

Otojen kansell6z
kemik

+++

++

+++

Otojen kortikal
kemik

+

+

+++

Allogreft donmus

+

++

Allogreft liyofilize

+

Seramikler

Demineralize

kemik matriksi

++

OsteoindUiktif

blytime faktorleri

+++

Kemik iligi

++

Mezenkimal kok

hicreleri

+++

Otolog trombosit
konsantrasyonu

++

Gen tedavisi

+++

Tablo 2 : Kemik greftlerinin dzellikleri ve gesitli yonlerden kiyaslanmalari

(-: kotl, +: iyi, ++: cok iyi, +++: miikemmel)(Whang PG 2003) .
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2.3. BIFAZIK KALSIYUM FOSFAT SERAMIKLER

implante edilen materyal kadar kemik defektinin blyikligl, sekli,
konumu da greftin basarisini etkilemektedir. Murashima ve arkadaslari,
yaptiklari deneysel ¢alismada kdpeklerin mandibulalarina agtiklari degisik tip
kemik defektlerine kalsiyum sulfat yerlestirmigler ve kalsiyum sulfati bukkal
duvardan lingual duvara kadar hazirladiklari kemik defektinde daha basarili
bulurken, gingival sulkus ile iligkili defektlerde ise basarisinin dustigunu
saptamislardir®”. Farkli arastirmacilar ise, greftin basarisini arttirmak igin,
¢ogu zaman bir baska greftle veya bluyimeyi indukleyen maddelerle kombine
ederek kullanmiglardir. Bu amagla Cortellini ve arkadaslari, kemik
defektlerinin icine fibrotik doku buyumesini engellemek icin kalsiyum sulfat
kollajen.  membran ile kombine ederek kullanmiglardir.  Bariyer
yerlestirmedikleri gruba gére daha basarili sonuclar elde etmislerdir®. Baska
calismalarda da muhtelif arastirmacilar; bu grefti antibiyotikler, blyime
faktorleri ve kemik morfogenetik faktorleri (Bone Morphogenetic Factors-
BMP) ile kombine etmislerdir®™® %",

implantolojide, siniisin kaldirilmasi veya oral cerrahide sinisplasti
operasyonu bazen klinisyenleri zorlamaktadir. Defektin buyuklugu, sintsin
alveoler krete yaklasmasi ve sinuzitis bu tabloyu daha dramatik hale
getirebilir ve greft kullaniimasi kaginilmaz hale gelebilir. Pecora ve
arkadaslari, sinis augmentasyonunda kalsiyum sulfati kullanmiglar ve greft
materyali olarak kalsiyum sulfatin sinls augmentasyonunda kullanilabilir bir
madde oldugunu rapor etmislerdir'®. Bu konuda yapilmis baska bir calisma
ise, Leonardis ve arkadaslarinin sinis augmentasyonunda kalsiyum sulfat
kullandiklari arastirma olup, bu galisma sonunda kalsiyum sulfati efektif
bulduklarini rapor etmiglerdir. Ayrica kalsiyum suilfatin diger greft materyalleri
ile veya antibiyotiklerle kombine kullanilabilirligini ve daha c¢ok arastirma
yapilmasini da dnermislerdir'®. Kalsiyum fosfat ailesi, sentetik kemik greftleri
icinde hem osteointegrasyon hem de osteokondiksiyon 6zelligi olan sentetik
bir materyal grubudur. Osteointegrasyon, kemik greftinin implantasyonundan
hemen sonra olugsmaya baglayan hidroksilapatit (HA) tabakasinin

formasyonu ile olusur. HA tabakasinin olusmasi igin, implanttan ve defektin



30

etrafindaki kemikten kaynaklanan Ca*? ve PO, iyonlarina gereksinim vardir.
Bu greft materyali biyouyumlulukta mikemmeldir. Rapor edilmis higbir
sistemik toksisite veya yabanci cisim reaksiyonu bulunmamaktadir'®.
Kalsiyum fosfat seramikler, biyouyumluluk 6zelliklerine gore siniflandiriimigtir.
B-trikalsiyum fosfat (BTCP) ve HA kemik dokusunun inorganik komponentine
benzeyen ve cgesitli nedenlerle yok olmus kemigin telafisine yeni bir boyut
getiren kristal yapidaki biyomateryallerdir'®.

B-TCP, kemik grefti olarak bilinen en eski kalsiyum fosfat icerigidir.
1920 yilinda Albee ve Morrison, segmental kemik defektine B-TCP enjekte
edildiginde, kemik oraninin arttigini rapor etmislerdir*®. -TCP graniiler veya
blok tarzinda, solid veya porlu yapida hazirlanmiglardir. Yapisal olarak porlu
B-TCP’ n sikigtirma ve gerilme kuvvetlerine direnci, spongioz kemik ile
hemen hemen aynidir'®. Diger kalsiyum fosfat preparatlari gibi B-TCP da
kirilgan olup, gerilme ve kopmaya karsi zayifken, sikistiran kuvvetlere karsi
direnclidir. Genelde B-TCP ‘in granuler formu kullaniimaktadir. Por6z
granuler form, erken ddonemde fibrovaskuler yapilarin greftin icine dogru
blyUmesiyle stabilizasyon saglanir. Bu 6zellik nedeniyle por6z form solid
graniiler forma nazaran daha az oranda migrasyona ugramaktadir’®’% p-
TCP, 6-18 ay surecinde ¢dzulme yoluyla rezorbe olmaktadir. Ancak B-TCP
ile kemigin yer degistirmesi, ayni sure¢ iginde gerceklesmez. Dolayisiyla
defekt bolgesinde daima rezorbe olan B-TCP miktarindan daha az miktarda
kemik bulunmaktadir. Bundan dolayi, B-TCP’ in klinik kullanim sikhdi, diger

rezorbe olan kemik greftleriyle benzer sayilir'®

. B-TCP’In porlu yapisi,
spongioz kemigin trabekuler yapisini taklit etmektedir. Bu greftin yapisindaki
kuguk porlar; kemik sekillendiren hcrelerin, besinlerin, buyume faktorlerinin,
kapiller damarlarin ve rezorbsiyon yapan fagositik hiicrelerin araya girmesine
izin verir. Daha buyuk porlar vaskularizasyonu ve igten blylumeyi tesvik eder.
B-TCP, osteokonduksiyon icin optimum buyuklikte porlart (150-500um)
icermektedir ve partikulleri, remodeling fazinda (yeniden sekillenme)
osteoklastlarin igeri girebilmesi i¢in ortalama 100 nm c¢apinda Uretilmistir.

Ayni zamanda bu seramik yapi, intraoperatif donemde rahatlikla
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sekillendirmeye olanak verir. TUm seramik yapidaki materyaller gibi, 3-TCP’
da osteoindiiktif 6zellik gdstermemektedir''""112,

1970’lerde Uretilen diger bir kalsiyum fosfat preparati ise,
Hidroksilapatittir (HA). Kemigin temel elementi olan Hidroksilapatit, Cao
(PO4)s (OH), formulasyonundadir. HA seramik veya non-seramik formda,
porlu veya solid tarzda, blok veya granil seklinde bulunur. Granul formu
periodontal kemik defektlerinde, blok formu ise alveoler kret
augmentasyonunda kullaniimaktadir'®. HA'in, kristal forma girmesi igin 700
1300 °C arasinda isitiimaktadir. Seramik HA preparatlari, invivo ortamlarda
rezorbsiyona oldukga direncli olup, yilda ortalama katlesinin % 1-2’si rezorbe
olmaktadir®. Buna karsin, seramik olmayan HA invivo ortamda kolayca
rezorbsiyona ugramaktadir. Sentetik HA sikistirici  kuvvetlere karsi
direncliyken, gerilme ve kopmaya karsi direngsizdir ve HA kirilgan olup, ani
kuvvette fraktir gelisme riski artmaktadir. Sentetik HA’ in solid blok formunu
sekillendirmek olduk¢a zordur. Fibrooss6z buylimeye izin vermezken,
elastisite moduli  kemikten daha  yuUksektir. Metal implantlarin
osteointegrasyonunu  arttirmak icin, yuzeyleri sentetk HA ile
kaplanmaktadir'™'™. HA’ in porlu graniiler yapisi, kemik defektlerini
doldurmak igin tek basina kullanilabildigi gibi, diger kemik greftleri ile beraber

de kullanilabilmektedir'™

. HA materyali ¢ogu Klinik kullanimlarda bagarili
sonuglar vermis olmasina karsin, rezorbsiyon hizi yeni kemik olusum hizi ile
kiyaslandiginda daha yavas oldugu rapor edilmistir. Rezorbsiyonu yavas
oldugu icin de invivo ortamda c¢ok uzun sure kalmaktadir. Bu da bazi
komplikasyonlara yol acabilmektedir'®. Son yillarda HA’ in fonksiyonunu ve
rezorbsiyon oranini arttirmak igin, diger maddelerle kombinasyonu veya
modifikasyonu giindeme gelmistir®. Bu amagla HA ile B-TCP kombine
edilmis ve bifazik kalsiyum fosfat elde edilmistir. Bu deneysel ¢alismamizda,
bifazik kalsiyum fosfat olan B-TCP/HA (Bone Ceramic) materyalini kullandik.
Greft materyalinin % 60’1 HA icerirken, % 40’1 da B-TCP’ tan olusmaktaydi.
iceriginde bulunan HA %100 kristal yapida iken, TCP ise tamamiyla B-
trikalsiyum fosfattan olusmaktaydi. B-TCP/HA osteokonduktif 6zelliktedir ve

yapisindaki 100-500 um capindaki porlar ile kemik blyumesini tesvik
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etmektedir. B-TCP/HA biyolojik olarak rezorbe olup, kemigin optimal blyime
ve sekillenmesini gergeklestirir. Bu igerik dogal kemige yakin 6zellikte oldugu
icin, biyouyumlulugu iyi derecededir. Greft materyali tek basina
kullanilabileceg@i gibi, otogreftlerle veya kemik iligi ile kombine sekilde de
kullanilabilir.

B-TCP/HA ile yapilmis bir ¢alismada, skolyozlu 12 pediatrik hastaya [3-
TCP/HA ve otogreft ile birlikte internal fiksasyon ve flzyon uygulanmistir.
Hem B-TCP/HA uygulanan grupta, hem de otogreft ile kombine edilen grupta
15 aylik takiplerin sonunda basarili sonuclar elde edilmistir''®. Bucholz isimli
arastirmaci tarafindan yapilan baska bir arastirmada ise, metafizial defekti
olan 40 hastaya interpordozli HA ve otogreft uygulanmis olup, c¢alisma
sonunda iki grup arasinda higbir radyolojik ve klinik farkliigin olmadigi rapor
edilmistir'””. Daculsi ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir arastirmada
ise, bu greft materyali insanlardaki ve kopeklerdeki uzun kemik defektlerine
yerlestiriimis ve 2., 4., 8. ve 18. haftalarda kontrol edilmistir. Sonug olarak 3-
TCP/HA’In yeni kemik formasyonuna neden oldugu bulunmustur''®. Heise ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada; skolyozlu, soliter kemik Kistli, timorla
hastalardan 3 grup olusturulmus ve 1.gruba bifazik kalsiyum fosfat, 2. gruba
otogreft ile kombinasyonu ve 3. gruba ise sadece otogreft yerlestiriimistir.
Calismalarinda, kalsiyum fosfat grubunun greft gerektiren hastalarda tek
basina giivenle kullanilabilecegini rapor etmislerdir'®. Muschik isimli
arastirmaci ve arkadaslari ise, arastirmalarinda skolyozlu hastalara B-TCP
ve otogreft uygulamislar ve B-TCP’Iin bu olgular igin oldukga iyi bir kemik
grefti oldugunu bildirmislerdir. Ayrica klinik ve radyolojik bulgularin 1s1ginda,
B-TCP ve otogreftin birbirine yakin oranda flzyon gergeklestirdigini
saptamislardir'®.

Bifazik kalsiyum fosfat materyalleri in vitro ve in vivo olarak kemikten
elde edilen maddelere benzerlik tagiyan maddelerin kemik hicrelerinden ve
benzer hucrelerden de salinmalarina neden olurlar. Ayrica hiicre atagmanina,
proliferasyonuna ve ekspresyonuna izin verirler. Biyolojik olarak rastlanan ilk
olaylar, BCP’in implantasyonu sonrasi biyolojik sivi diffizyonu ve bunu takip

eden hucre kolonizasyonudur.
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BCP’In biyodegradasyonu, HA ve B-TCP kristallerinin ayri ayri
rezorbsiyon islemlerini icerir'?''?*. implantasyon sonrasi HA'in B-TCP'a orani
daha da dnem kazanir. Ayrica B-TCP'In HA'e oranla daha reaktif ve rezorbe
oldugu da bilinmektedir'®.

Daculsi isimli arastirmaci ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada, CaP
implantasyonu sonrasi mikrokristal olusumunun nonspesifik oldugunu
gostermislerdir'®®. Yani seramik tipi ve implant alani 6nemli degildir. Biyolojik
apatitin ve reziduel kristallerin ylzeyel olarak baglanmalari, kemik htcre
adezyonu ve bone ingrowth (porlarin igine dogru kemik olugsumu) igin bir
ortam hazirlar'?’. Restorasyon islemi, CaP kristallerinin erimesini ve
mikroporlardaki eriyen kristallere benzeyen CaP benzeri kristallerin
cOkelmesini icerir. Baglanma hatti, yeni biyomateryal/kemik yuzeyini
icermesine ragmen, biyomateryal ylzeyini kapsamaz. Sonraki olaylar, bone
ingrowth ve yeni olusmus kemigin CaP biyomateryalinden olusmus CaP
baslangi¢ formuyla yer degistirmesini igermektedir'?®. Hiicre kolonizasyonu,
adezyonu, fagositoz ve osteoklastik rezorbsiyon, mineralizasyon, bone
ingrowth ve kemik sekillenmesi, CaP seramiklerinin erimesi suresince
gergeklesen biyolojik apatit gokelmesi olaylariyla beraber géze ¢arpar. Sonug
olarak birlesim ylUzeyi statik olmayip, dinamik bir karakterdedir.
Biyomekaniksel faktorler ve kemik maturasyonu gozlemlenir. "Bioaktivite
konsepti", implant baglanmasina ve enjektabl kemik maddesine
baglanabilir'®. CaP materyaller, polimerik kompozitlerdeki ve simanlardaki
komponentler veya doldurucular olarak kullanilabilmektedir'?®'?°. Hidrolik
siman makroporoz dedildir ve birgcok c¢alisma osteokondiksiyon igin
makroporlarin gerekliligini vurgulamistir'®®. BCP konseptine gére, BCP
granulleri ve hidrosolubl (suda erir) polimeri beraber iceren enjektabl kemik
yerine gegen maddeler "osteokondiiktif" dzelliktedir''. Ayrica bu maddeler
mukemmel biokompatibldirler ve iyi rezorbe olurlar. Baslangi¢ haldeki
plastisiteleri kemik defektinin kolayca dolmasini sadlar'®*'%,

Enjektabl kemik seramikler (IBS), hidrolik kemik sementine benzer
mekanik 6zellikleri icermez. Ancak, kemik hlicreleri polimerlerce olusturulan

araligi doldurma o&zelligindedirler. Bone ingrowth, BCP taneciklerinin hem
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cevresinde hem de rezorbsiyon sonucu olusan aralida dogru olmaktadir.
Mekanik dzellikler ancak kemigin varliginda gdzlenebilir'?®. Biyomaddelerdeki
porlarin ¢api ¢ok o©nem tasimaktadir. Bir¢cok arastirma in vivo
osteokonduksiyon igin optimal araligin 150-500 um oldugunu gdstermigtir. 2—
3 um gibi kuguk araliklar, porlarin igine dogru hicre gobg¢ine ve
vaskularizasyona engel olur. Osteoklastlar rezorbsiyondan sorumlu major
hicreler olmalarina kargin, orjinleri halen belirsizdir. Bazi arasgtirmacilar,
kemik iliginde olugtuklarini  benimserken bazilar  sirkilasyondaki
mononukleer hicreler olduklarini varsaymaktadirlar. CaP implant ylzeyinde
beliren ilk hiicreler monositler ve makrofajlardir’* "7,

Arastirmada kullandigimiz materyal Bone Ceramic®, sentetik olup,
granul formdadir. Straumann Bone Ceramic® 100-500 mikron ¢apinda, %
90 gdzenekli yapidadir. Bifazik kalsiyum fosfat, % 60 hidroksilapatit (% 100
kristal) ve % 40 B-trikalsiyum fosfatin 1100 ila 1500° C sicaklikta

sinterlenmis formuyla olusturulmustur.

2.4. KOK HUCRELER

Tarihge

Tarih boyunca insanoglunun en buylk hedeflerinden biri, hastaliklara
¢are bulmak ve insan omrinu uzatmak olmustur. “Hasara ugramis bir
organin kaybedilmis fonksiyonlarini restore etmenin; onun yerine yenisini
koymaktan daha iyi bir yolu var midir?” sorusu insanlik tarihi boyunca hep
sorulmustur. Tarih boyunca transplantasyon dusiuncesi bu soru Uzerine
yogunlagsmis olup; sfenksler, deniz kizlari ve kantaronlar mitolojide birer
zenotransplantasyon 6rnegi olarak yerini almigtir. Mitolojide atesi Olympos
Dagindan, tanrilardan c¢alarak insanlida hediye etmesi Uzerine, Zeus
tarafindan cezalandirilan Prometheus’un hikayesi de buna bir érnektir. Zeus
tarafindan Kafkas (Kaf) daginda bir kayaya baglanarak karacigerinin her gun
bir kartal tarafindan yenmesi seklinde bir cezaya c¢arptirilan Prometheus’un
karacigeri, her gun kendisini yenilemigtir. Bu, karaciger hucresinin

rejenerasyon yetenegini ve dolayisi ile kdk hlcre kavramini ortaya koyan ilk
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hikadyedir. Cesitli bitkilerden elde edilen iksirlerin, binlerce yil 6nce
hastaliklarin tedavisinde ilag olarak kullanildigina ait bilgiler mevcuttur. MO
1534 yilina ait oldugu dusunulen bir papiriste cesitli hastaliklardan ve
tedavilerinden bahsedilmektedir. Eski Misir anit ve hiyerogliflerinde insanlarin
hastalikli organlarinin degistirildigini gdsteren sekiller vardir. MO 1700’10
yillarda Babillerin, bigak kullanarak ameliyat yaptiklarina ait bilgiler
bulunmaktadir. Organ nakillerinin o zamanlar gergekte yapilip yapiimadigi
bilinmese de, insanoglunun hastaliklari yenme ve yaslanmanin 6ntine gegme
cabalari ilk zamanlardan giiniimiize kadar siirmistir. insanoglunun belki de
bilingaltindaki 6limsuzlige ulagsma istegi, buglne kadar tip biliminin itici glicu
olmustur.

ik olarak 1967 yilinda tanimlanan embriyonel karsinoma hiicrelerinin
kultdr ortaminda ¢ogaltiimasi, bu alanda ileri dogru atilmis énemli bir adimdir
ve 0 zamandan beri insan ve fare teratokarsinomlarindan ¢ok sayida hicre
serisi tanimlanmistir. Bu hucrelerin diferansiasyonu, “embriyoid cisimcikler”
olarak adlandirilan embriyo benzeri olugsumlarin meydana gelmesiyle
sonuglanan hidcre agregasyonu ile gelisir. S6zkonusu embriyoid cisimcikler
ilk olarak, embriyonal karsinomlu farelerin asit sivilarinda gozlenmistir. Bu
hlcrelerin, gelisimsel biyologlar i¢in de dnemli bir model olusturduklari, ¢linku
in-vitro diferansiasyon paternlerinin, embriyogenezin c¢esitli yonlerini
acikladigr ve 3 germ tabakasinin timunu temsil edici hicrelerin olusumu ile
sonuclandigl anlasiimigtir. Ayni zaman doéneminde, in vitro fertilizasyon
kliniklerinden alinan fazla embriyolar kullanilarak, insan embriyonik kok
hdcrelerinin Uretilmesine yoénelik ¢alismalar da baslamistir. Bu ¢alismalar
baslangigta basarisiz olmus, ancak pre-implantasyon blastosistlerinden izole
edilen hudcrelerde diferansiasyonu incelemek icin yapilan bir denemede
tavsan embriyo hicreleri kiltir ortaminda gelistirilebilmistir. 1998’de ilk insan
embriyonik kok hacreleri kllttre edilebilmistir. Ayni zaman diliminde, insan
primordial germ hucrelerinden embriyonik germ hucreleri de elde edilmistir.
Bu kok hucrelerinin gelecekte hastalik tedavisi icin kullanilabilecek olmasi
blyuk bir heyecan yaratirken, henliz ¢ézimlenmemis etik sorunlar ciddi bir

diren¢ yaratmistir. Bu hicrelere karsi gosterilen etik reaksiyonlar sonucu,
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eriskin kok hucreleri ile ilgili ¢alismalar da yogunlasmis ve bu hucrelerin
belirgin plastisiteleri “kemik iliginden kas”, “beynin kana cevrilmesi”, “kanin
beyne c¢evrilmesi” gibi basgliklarin gorilmesine neden olmustur. Bu ilk
¢alismalardan sonra erigkin ve embriyonik kdk hdcrelerle ilgili ¢ok sayida
yayin ortaya c¢ikmistir. Bunlarin hepsi ayni amaci tasimaktadir: “KOK
HUCRE ESASLI TEDAVI” %1%,

l.Mezenkimal Kok Hiicre

Kok htcre biyolojisi ve klinikte kullanilabilirlikleri Gzerine ¢alismalar
hizla artmaktadir. Kok hucreler bazi 6zelliklerinden dolayi, diger hicrelerden
farkhdirlar. Belirli doku hicre karakteristikleri tasimayan ve uygun sinyal
oluncaya kadar farkhlasmamis fenotiplerini  koruyan hucrelerdir.
Organizmanin tim yasami boyunca kendini yenileme 6zelliklerine sahiptirler.
Bu Ozelliklerinden dolay! in vitro kultirlerde kolaylikla ¢ogalabilmektedirler.
Belirli biyolojik sinyaller altinda fenotiplerinden tamamen farkli bir hiicre tipine
doénlisebilme potansiyelleri mevcuttur'*®. Kék hiicreler bulunduklari yere gére
siniflandinlabilirler. Embriyonik kok hicreler (EKH) erken embriyo doneminde
blastokistin i¢ tabakasinda bulunurken, yetiskin/somatik kok hucreler (YKH)
yetiskin organizmanin dokularinda bulunurlar. Embriyonik kok hucreler
vucuttaki her hicre tipine donebilen ‘totipotent’ ozellik tasirken, bazi kdk
hlcre tipleri ise belirli dokularin hlcre tiplerine dénusebilen ‘multipotent’
Ozellik tasirlar. Mezenkimal kdk hucreler, bu tip ‘multipotent’ hucrelere
ornektir. Hematopoetik kdk hucreler (HKH) ise, birgcok kan hucresi tipine
donebilen ‘pluripotent’ kok hicrelerdir. ‘Unipotent’ 6zelligi olan kdk hicreler
ise, sadece belirli hiicre tipine farklilasabilirler.

Mezenkimal kok hucreler osteojenik, kondrojenik, adipojenik, myojenik
ve fibroblastik stromal hiicreler yéniinde farklilagilar®™'''*. Bu kék
hdcrelerin bir 6n hdcre tipi olan ve kulltir kaplarina yapisan ‘multipotent
yetiskin progenitdor hicre (MYPH)' tipi tespit edilmistir. Multipotent yetigkin
progenitdr hucreler MKH’lere, endotelyal, epitelyal ve hatta hematopoetik
hiicrelere farklilagabilmektedirler™*. Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi

aspirasyonundaki c¢ekirdekli hicre populasyonunun % 0,0001’inden daha
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azini olustururlar®. Kemik iligi aspirasyon materyali yogunluk farki olusturan
ficoll pague’ veya ‘percoll’ gibi ajanlarla muamele edildiginde 1,5X106
hiicre/cm? yogunlukta kiimelesirler. Primer kiiltirleri 12-16 giinde elde
edilirken, daha sonraki kultirlerde sayilari ¢ogaltilir. Mezenkimal kdk hicreler
morfolojik olarak yapisan fibroblastlara benzerler. Bu hucreler; ayrica
mezenkimal stromal hucreler, kemik iligi stromal hucreleri, mezenkimal
progenitdr hiicreler olarak da adlandiriimiglardir. isimlendirme konusundaki
tartisma halen devam etmektedir. Bu hucreler geng hayvanlarin periosteum
ve kemik iliginde bol bulunmasina karsin, yasin ilerlemesi ile sayilari azalir®.
Orijinleri periost tabakasi veya kemik iligi olabildigi gibi; kas, yagd ve sinoviyal
dokuda da az sayida bulunabilifler”. Mezenkimal kok hiicrelerin sayisi ve
aktivitesi, metafiz bolgeleri ve kalin vaskuler periostta daha goktur ve bu
bdlgelerdeki iyilesme daha iyidir®. Kemik iligi aspirasyon materyalinin %
0,01inden daha az oranda bulunur'®. Son zamanlarda MKH’in kemik
iliginden baska eklem kikirdaklari, sinovya ve periosteum gibi iskeletsel
yapilarda bulundugu tespit edilmistir. Bazi calismalarda, diz eklem yag
yastikgiklari da dahil olmak Uzere, yag dokulari ve hatta arter duvari da MKH

146-148

izolasyonunda kullanilmigtir . Bu go6zlemler, Virchow'un 1863 yilinda

damar duvarlarindaki ektopik kikirdak ve kemik olusumunu agiklayabilir'*.
Ayrica MKH gbbek bagi ve fetal dolasim gibi iskelet disi yapilardan da daha
az oranda izole edilebilmigtir®*"°.

Mezenkimal kok htcreler belirli doku hlcre karakteri tagimayan, ancak
belirli sinyaller altinda belirli bag dokusu hucreleri yoninde farklilagabilen
hicrelerdir. Bu sinyaller travma, kirik, inflamasyon, nekroz veya tumor

olabilir™’

. Bu hdcrelerin hareketlenmesi ve farklilasmasi kemotaksis ve
integrin gibi transmembran proteinlerin ekstraselliler matriks ile etkilesmesi
ile gergeklesir'?. Fakat MKH Uretimi ve gogaltiimasi kiiltirde yapildigindan in
vivo sinyallerle cogalan MKH’lerin tim 6zellikleri, tam anlagilabilmis dedgildir.
Song ve Tuan’in yaptiklari g¢alismada, belirli alkalen fosfataz aktivitesine
sahip osteoblastlarin fonksiyonel yag vyapan yagd hicrelerine veya
kondrositlere donlsmesi, genetik “yeni programlama ve yeni farkhlagsma”

kavramini ortaya ¢ikarmigtir. Bu olaylar farklilasmis bir hlcrenin, bagka bir
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farkl hucre tipine farklilasmasi olarak tanimlanir. Bu durum MKH’lerin yuksek
¢ogalma potansiyelinden ziyade ‘plastisiteleri’ ve dedisik hicre gruplarina

153 Mezenkimal kok

donUsim yapabilme karakterleri olarak bilinmektedir
hlcrelerin izolasyon teknikleri, daha ¢ok onlarin yapisma 6zelligi kullanilarak
gelistirilmistir®®. Yogunluk farkina gére santifriijii takiben yapilan kiiltirlerde,
kultdr kaplarinin ylGzeylerine yapisan fibroblast-benzeri koloniler yaparlar.
Yapismayan hucreler her kultir degisiminde alinarak, konsantre MKH’ler
elde edilir. Bu hucrelerde kontakt inhibisyon 6zelligi olmadigi igin, tekrarlayan

pasajlarla codaltilarak saf bir MKH kiltiirii elde edilmis olur.
Il Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinofenotiplendirilmesi

Mezenkimal kok hicrelerin henlz spesifik bir immunofenotip
belirtecleri yoktur. Hematopoetik oncul hicreler gibi CD31, CD34, CD45,
CD117 veya CD133 hiicre yiizey belirteclerini eksprese etmezler'™. Degisik
hlcre tiplerinde eksprese edilen, degisik tipte antijen yapilari vardir. Bundan
dolay! belirlenmeleri; adezyon molekulleri, ekstraselliler matriks ve blyume
faktort reseptorleri gibi farklilasma ve belirli hiicre tipini gosteren genis bir
monoklonal antikor cesidi ile yapilabilir'®®. Bugiin icin en ¢ok kabul edilen
immiinfenotip profili CD105 (SH2) ve CD73 (SH3 ve SH4) ekspresyonudur®.

M. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Bagisiklik Sistemini Baskilayici
Ozellikleri

Mezenkimal kok hdcrelerinin, alicinin immin cevabindan kacgtigina
dair gugli bulgular vardir. Bunun nedeninin MKH’lerden sinirli sayida
eksprese olan alloantijenlerin varligi ve hiicre temas mekanizmalarinin bloke
edilmesi oldugu dusunulmektedir. Mezenkimal kdk hicreler MHC sinif |
antijenler icermelerine karsin, MHC sinif Il antijenler ve CD40, CD70 ve
CD86 gibi aktive edici molekuller icermezler. Bunun sonucu olarak MKH’ler,

MHC sinif | antijenler ile T-hicrelerini aktive etseler bile, diger aktive edici
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molekulleri icermedidinden bu cevap yarim kalir. Mezenkimal kok hucreler T-
hidcre cevabini hlcre ¢ogalmasi seviyesinde de bloke ederler. Bu kok
hicreler T-hidcre doéngusunu ‘cyclin D2 down regulasyonu’ yaparak G1
fazinda durdurur. Yapilan calismalarda, T-hdcreler, MKH kulttirinden
alindiktan sonra interferon-C uretseler  dahi cogalamadiklari
saptanmistir'®®1%7,

Mezenkimal kok hucrelerce hilcre-hicre reaksiyonunda, baskilayici
faktorler salinabilir veya etkileri arttirilabilir. ‘Indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) enzimi bu mekanizmada rol oynar. Bu enzim ‘kynurenine’ adlh
bagisiklik baskilayici bir maddenin triptofandan olusumunu katalize eder. Bu
madde otoantijen ve fetal allojenlerin T-hlicre cevabini guglu sekilde baskilar.
T-hucre aktivasyonuna bagli inflamatuar sitokinlerin stimile ettigi MKH’in
‘Indoleamine  2,3-dioxygenase (IDO) olusturdugu tespit edilmistir'®.
Mezenkimal kok hlcreler immun cevapta rol oynayan B-hucreleri ve dendritik

196159 " Bu hiicreler dentritik hiicrelerin monositlerden

hicreleri de etkiler
farklilagsmasini engellemenin yanisira, IL-10 Ureterek daha toleransi guglu bir
fenotip olustururlar'™®.

Bagisiklik sistemini baskilama 6zelliklerinden dolayr MKH’lerin tedavi
edici olarak kullanilabilecekleri diisunilmustir. ilk gdzlemlerde MKH’lerin
maymunlarda in vivo olarak ‘MHC-mismatched’ deri greftlerinin
yasayabilirligini arttirdigi  goriimistir?®®. Klinik olarak allojen kemik iligi
transplantasyonu yapilan bir hastada gelisen ‘graft-versus-host’ hastaligi

allojenik MKH infiizyonu ile basarili bir sekilde tedavi edilmistir'®.

V. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Uygulamalari

Hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda MKH uygulamalarinin
serebral hasar, myokard iskemi/enfarktus, muskuler distrofi ve kemik kirigi
modellerinde hasarli dokunun iyilesmesini arttirdidi gérilmistiir'*. Fakat az
sayida yapilan klinik ¢alismada direkt MKH’lerin etkisi ortaya konmustur.
Allojen kdk hicre transplantasyonundan sonra ortaya c¢ikan ‘graft-versus-
host’ hastaliginin 6nlenmesi ve tedavisinde, MKH’ler basarili bir sekilde

kullanilmigtir. Horwitz isimli arastirmaci ve arkadaslari ise, osteogenezis
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impefectali 3 cocuga verilen MKH’lerin tedavi edici etkisini gdstermislerdir'®’.

Ayrica metakromatik |Okodistrofi ve Hurler sendromunda da allojenik
MKH’lerinin terapotik etkileri rapor edilmistir'®?.

Mezenkimal kdok hicrelerin terapotik potansiyellerinin tam olarak
anlasilabilmesi igin; alici kiginin bagisiklik sisteminin MKH’lere verdigi yanit,
MKH’leri dogru yere yonlendiren alicinin mekanizmalari, kendilerini yenileme
ve segcilen hicre yonunde fonksiyonel olarak nasil farklilastiklari gibi sorularin

net bir sekilde cevaplanmasi gerekmektedir.

V. Kemik Rejenerasyonunda MKH Bazli Stratejiler
Friedenstein ve arkadaslari MKH’lerin yeni kemik olusumunu ve kemik
iyilesmesini hizlandirdigini belirten yayinlarindan sonra, MKH’lerin yeni kemik

163

olusumu ve kemik iyilesmesindeki yeri gdsterilmistir °°. Bircok c¢alismada

MKH’lerin, deneysel olarak olusturulan blydk kemik defektlerinin

2 Son zamanlarda acik cerrahi

onarimindaki etkinligi  gosterilmigtir
gerektirmeyen, enjekte edilebilen tasiyicilar igcine konan MKH’lerin etkinligi
arastirilmistir. Goel ve arkadaslari, tibia ‘non-union’ olan hastalarin perkutan
kemik iligi grefttemesi ile kemik iyilesmeleri sadlamislardir®’. Arastiricilar
tekniklerinin basit, az girisimsel ve dusuk komplikasyon oranina sahip
oldugunu bildirmiglerdir. Siwach ve arkadaslari da, gecikmis, ‘nonunion’ kirik
veya bacak uzatma yapilan ancak ‘malunion’ olan 72 hastanin 69’'unda
hastalarin, perkutan otojen kemik iligi greftlemesi ile iyilesme sagladiklarini
rapor etmislerdir®>.

Genis kemik defektlerinde MKH emdiriimis tasiyicilar ile tedaviler
arastinimistir. Bu teknikle genis kemik defektlerinin iyilesmesi saglanmakla
beraber birtakim blylume faktorleri eklenmesi ile etkinin arttigi tespit

104195 Borden isimli aragtirmaci ve arkadaslar calismalarinda,

edilmistir
polimerik mikrosfer matriks ile kombine edilen kemik morfojenik protein-7’'nin,

MKH’lerin osteojenik aktivitesini arttirdigini  tavsanda gdstermislerdir'®®.

Takahashi isimli arastirmaci ve arkadaglari biyolojik olarak yikilabilen ve [3-
trikalsiyum sitrat emdiriimis jelatin porlarin icindeki sican MKH’lerinin

osteojenik yonde farklilastigini bildirmislerdir'®’.
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Kemik rejenerasyonunda MKH bazli iki temel strateji vardir. Birincil
strateji olarak; kemik iligi kaynakli MKH organizmadan alinip, kultirde
codaltilip uygun tasiyici ile yine ayni organizmaya verilmektedir'®. Képekte
spinal flizyon modelleri, koyunda ve kopekte femur ve tibiada buyUk
segmental kemik defekt modelleri bu baglamda kullaniimigtir®%°0.168.169,
Ozellikle kdpekte yapilan femur defekt modelinde pordz hidroksilapatit/B-
trikalsiyum ve seramik silindirik tasiyici ile kullanilan otojen MKH’lerin
iyilesmenin oOzellikle 12. haftasinda en yuksek miktarda kemiklegsmeyi
sagladiklari goriimistir?.

ikinci strateji ise, blylk kemik iligi aspiratlarinin (selektif hicre
retansiyonu) konsantre edilerek hicre kulturt yapilmaksizin, otolog olarak es
zamanli intraoperatif olarak verilmesidir'®. Ancak bu teknik, kiiltirle elde
edilen MKH konsantrasyonuna erisememektedir. Bu hucrelerin osteoinduktif
ve osteokonduktif materyallerle kemik defekti bdlgelerine verilmeleri bu
hlcrelerin yeterli cogalma ve farklilasmalarini saglamistir. Bu amagla yapilan
bir calismada B-Trikalsiyum fosfat selektif hlicre retansiyonundan elde edilen
MKH ile kombine edilmistir. Bu g¢aligma sonucuna gore, Bifazik kalsiyum
fosfat ile kombine edilmis selektif hiicre retansiyonundan elde edilen MKH’ler,
otojen kanselléz kemik kadar iyi bir iyilesme paterni gdstermistir'’°.

Buna karsilik MKH’lerin kraniyal kemik defektleri ile ilgili kullanimi,
literatirde sinirli sayida hayvan c¢alismalarinda mevcuttur. Akita ve
arkadaslari yaptiklari c¢alismada; T-hlcre fonksiyonu olmayan ‘nude-
siganlarda’ insan kaynakli MKH’lerinin, insan rekombinant kemik morfojenik
protein—2 ve rekombinant bazik fibroblastik-buyime faktor ile beraber
verilmesi ile kraniyal kemik iyilesmesini hizlandirdiklarini géstermislerdir®.
Chang isimli arastirmaci ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada, insan kemik
morfojenik protein—2 genini adenovirlslar yardimi ile kultirde ekspanse
ettikleri domuz MKH’lere transfer etmislerdir. Daha sonra bu MKH’leri tip-I
kollajen polimer tasiyici ile domuzlarin kritik kraniyal kemik defeklerindeki
iyilesme Uzerine etkilerine baktiklarinda, iyilesmeyi istatistiksel olarak anlaml

sekilde olumlu etkiledigini gdstermislerdir'””.
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Kemik rejenerasyonunda MKH bazli deneysel ve klinik galigmalar

Tablo 3’de 6zetlenmigtir.

Defekt tipi MKH kaynagi Model Sonug Referans
Tibial nonunion Kemik iligi insan Perkitan kemik iligi | Goel A ve ark.2005°"
grefttemesinde g¢odu hastada
iyilesme
Nonunion, Kemik iligi insan Perkitan kemik iligi Siwach RCssve ark.
_g_eC|km|§ greftlemesinde 72 hastanin 2001
iyilesme
68'inde iyilesme
Nonunion Kemik iligi insan Perkitan kemik iligi Hernigou P ve ark.
greftlemesinde 60 hastanin 2005'"
53’Unde iyilesme
Femoral defekt insan yag | Rat 8 haftada iyilesme Peterson B;7\ée ark.
dokusu 2005
Kraniyal kemik | Insan kemik | Rat lyilesmede hizlanma Akita S ve ark. 2004™
defekti iligi
Segmental kemik Kemik iligi Tavgan KMP-7 ve kemik iligi yiklu poréz Borden M ve ark.
Defekti matrikste en iyi sonug 2004
Segmental kemik Kemik iligi insan 6 ayda iyilesme Quarto R ve ark.
Defekti 2001"7*
Kemik defekti Kemik iligi Tavgan Artmis osteogenezis Louisia S ve
ark.1999'"
Osteokondral Kemik iligi Rat Hyalin kikirdak ve subkondral Oshima Y ve ark.
defekt kemik olusumu 2005'"®
Eklem kikirdak Otolog Domuz Hyalin kikirdak olusumu Chiang H ve ark.
defekti kondrositler 2005"""
Tam kat Kemik iligi Tavgan Tam iyilesme Im Gl ve ark. 2001™°
osteokondral
defekt
Epifiz defekti Kemik iligi Tavsan | Epifiz defektinde iyilesme Ahn Jlve ark. 2004™°
Tam kat kikirdak Kemik iligi Tavgan Kollajen jel ve MKH onariminda Yanai T ve ark.
defekti 20058
artma
Osteoartrit ve Kemik iligi Kegi Eklem harabiyetinde durma ve Murphy JM ve ark.
meniskus meniskus dokusunun 2003
yaralanmasi rejenerasyonu
Spinal fizyon Kemik iligi Kdépek Greft yagayabilirliginde artma Muschler G1I;2ve ark.
2003
Spinal fizyon Kemik iligi Tavgan MKH yiklu poréz MKH’lerle Cinotti G ve ark.
daha iyi sonug 20048

Tablo 3: Mezenkimal kdk hicrelerin terapotik kullanimini destekleyen
deneysel ve klinik yayinlarin derlemesi.
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2.4. TROMBOSIT ZENGIN PLAZMA:

Trombosit Zengin Plazma (TZP), dondérden alinan vendz kanin
santrifij islemlerine tabi tutularak kan elemanlarindan trombositlerin
ayristinimasiyla elde edilen, yumusak ve sert dokularda hemostaz ve yara
iyilesmesinde belirli avantajlar saglayan bir ajandir. TZP; PDGF ve TGF-3
gibi buyume faktorlerinin otolog olarak elde edilmesi icin yaygin olarak
kullanilan bir metottur. Pihtilasma surecinin baslatilmasi ve trombositlerin o-
granullerinden buyime faktorlerinin  salinmasi i¢in, TZP’ye ihtiyac
duyulmaktadir'®* 88,

Trombositler pihti formasyonu nedeniyle yara iyilesmesinde gereklidir
ve yara iyilesmesini baslatmak ve desteklemek igin buylime faktorlerinin

salinmasindan sorumludurlar'®.

Cerrahiden sonra, trombositler bdlgede
kalici bir kan pihtisi olustururlar. Doku olugsumu, iyilesmenin desteklenmesi
ve arttinimasi igin, buyume faktorlerinin salinimi baglar. Diger kemiklerde
oldugu gibi maksillofasiyal bolgenin gelismesinde de hormonlarin ve buyume
faktorlerinin gok onemili rolleri vardir. Kemik ve yumusak doku metabolizmasi
Uzerinde sistemik hormonlarin ve baylume faktorlerinin etkilerini gdsteren pek
cok calisma mevcuttur®:189-199,

Yaralanma sonucunda damarsal yapilarin bozulmasini trombosit
agregasyonu ve fibrin formasyonu takip eder. Yaralanmadan sonra
trombositler ve yakin olan komsu hicrelerden doku igerisine ¢ok sayida
blyime faktdérl salinmaya baglar. Trombositlerdeki buylime faktorleri
etkilerini spesifik hicre ylzey reseptorlerine baglanarak gdstermektedir.
TZP’nin osteojenik hlcrelerin proliferasyonunu arttirarak kemik formasyonu
ve rejenerasyonu  Uzerinde  gugli  bir  stimulatér  olabilecegi

distinilmektedir'®2%,

Buylime faktorlerinin lokal uygulanmasi, 0Ozellikle
rejenerasyon olmak Uzere iyilesmeyi arttirmaktadir. TZP’ nin igerisinde PDGF,
TGF- B ve IGF-I bulundugunu gdsteren pek ¢ok ¢alisma vardir. Bu faktorlerin
yara iyilesmesi Uzerindeki etkilerinden dolayi, kullanimi umut vaat

etmektedir®®".
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Trombositten Zengin Plazmanin Avantajlari
Bu avantajlar siralanacak olursa;
1-Alici ve verici alanda operasyon sirasinda ve sonrasinda kanamanin
azalmasi
2-Yumusak doku iyilesmesinin hizlandirilmasina yardimci olmasi
3-Adeziv etkisi sayesinde alici sahadaki greft materyalinin stabilitesini
arttirmasi
4-Blyume faktorleri sayesinde iyilesmekte olan dokularin
vaskularizasyonunun hizlandiriimasi
5-Kemik replasman materyalleri ile kombine kullanilarak rejenerasyonun
arttinimasini saglamasi
6-Toksik olmamasi
7-Orijinal dondrden alindiginda otojen materyal oldugu icin, immin
reaksiyona neden olmamasi
8-Operasyon sirasinda veya dncesinde kisa strede hazirlanmasi (operasyon
sirasinda zaman kaybina neden olmaz.)
9-Doku uyumlu olmasi
10-Enfeksiydz hastaliklarin gegis riskinin bulunmamasidir?®"2%,
PDGF, TGF-3, PDEGF, IGF | ve PF—4 trombositlerden salinan faktorlerdir.

Bliylime faktorleri trombositlerin a-grantillerinden salinirlar'®>186-200.203,

. PDGF (Platelet-derived growth factor=Trombosit kaynakh biiyime
faktori):

PDGF’ler trombositlerin a-granuillerinde bulunurlar ve pihtilagsma
sirasinda salinirlar. Ayni zamanda monositler, makrofajlar, duz kas hucreleri
ve endotel hucrelerinde de bulunurlar. Mezenkimal hucreler, diz kas
hiicreleri ve fibroblastlar icin giiclii bir mitojenik etki gdsterirler'8* 198204205,
PDGF’ nin etkisi diger buyume faktorlerinin varligina baglidir. Ayni zamanda
I6kositler, makrofajlar, fibroblastlar ve duz kas hucreleri igin guglu bir
kemoatraktandir'®'982% Bunlara ek olarak, anjiojenik 6zellikleri sayesinde

kollajen ve matriks formasyonunu stimiile ederler?.
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Il. TGF-B (Transforming growth factor- B=Transforme edici bliyiime
faktoru-p ):

Molekiiler agirligi 25.000 daltondur. iki polipeptit zincirinin distlfat bagi
ile baglanmasi ile meydana gelmistir. TGF- B1, TGF- 2 ve TGF- B3 olmak
uzere Ucg farkli gen yapisinda bulunur. Bunlardan TGF- B1’in trombositlerde
ve kemikte ylksek
konsantrasyonlarda bulundugu bildirilmistir. TGF-B, otokrin ve parakrin
mekanizmalar ile etki gdsteren énemli diizenleyici bir molekiildir’®. TGF-
B'nin faaliyetleri, sadece Ilokal ve c¢evresel etkilerle sinirli  degildir.
GUnumuzde, TGF- B’larin endokrin sirkilasyonunun otoimmun hastaliklar ve
kronik fibrotik patolojilerde 6nemli bir payr oldugu anlasiimistir. Ayrica
aterosklerozis ve karsinojenezisi de igeren pek ¢ok hastalikta prognostik
marker olarak kullaniimaktadir. Makrofajlar veya trombositler tarafindan
salinan TGF-B’lar etkilerini yakindaki fibroblastlar, kemik iligi kok hucreleri,
endotelyal hiicreler ve preosteoblastlar (izerinde gésterirler'®*2%°. TGF-p’lar
anjiogenezisi, konnektif dokudaki fibronektin, glikozaminoglikan ve kollajen
yapimini stimule ederler. TGF- B’nin en 6énemli fonksiyonlarindan biri de,
osteoblast prekiirsorlerinin mitojenezi ve kemotaksisidir'®*?%. Bu polipeptit,
ayni zamanda osteoklast yapimini ve rezorbsiyonu inhibe ederek kemik
olusumunu arttirir'®2%, TGF- B in vitro olarak PDGF ile birlikte fibroblastlarin
blyUmesini stimile ederken, epidermal blyume faktoru ile birlikteyken de

inhibe etmektedir?®.

lll. PDEGF (Platelet-derived epidermal growth factor=Trombosit
kaynakli epidermal buyume faktoru):

Cohen tarafindan 1962’de kesfedilmistir ve tanimlanan ilk baytime faktoraduar.

Keratinositlerin ve dermal fibroblastlarin proliferasyonunu stimile ederek,

epidermal rejenerasyonu ve yara iyilesmesini hizlandirir. Bunun yanisira

diger bliylime faktorlerinin Gretimini ve etkilerini arttirir?®.
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IV. PDAF (Platelet-derived angiogenesis factor =Trombosit kaynakl
anjiogenezis faktor):

Deneysel olarak PDAF’Un vaskllarizasyonu (damarlanmayi) arttirici etkiye
sahip oldugu gosterilmistir?®>?%”. Vaskiiler endotelyal hiicreleri direkt veya
indirekt yoldan etkilerler. Devaskularize dokularda yeni kan damarlarinin
gelismesini saglarlar. Bazi sitokinlerin ve buylime faktorlerinin dizenlenmesi
PDAF tarafindan yapilir. Bunlar, IGF-I, TGF a ve B, PDGF, temel fibroblast
biyume faktéri (bFGF), PDEGF ve interldkin 1B (IL-1B) dir. Bu faktor,
hipoksi durumunda oldukca hizl bir sekilde bélgede yerini alir?®®.

V. IGF-l (Insulin-like growth factor-I=insiilin benzeri biiyiime faktorii):
Agirhgr 7.500 dalton olan tek zincirli polipeptit bir hormondur. IGF-I insdlin ile
%47 homoloji (benzerlik) gosterir. Kikirdak buylimesini, kemik matriks
olusumunu, preosteoblast ve osteoblastlarin replikasyonunu stimule

190,205,208

eder . IGF-l hucreleri direkt olarak stimiile edebilir. Osteoblastik

hicrelerdeki alkalen fosfataz aktivitesini arttirir ve aktive eder (otokrin etki)
205208 |GF-| transkriptleri yaradaki makrofajlardan izole edilmistir. Bu da,
bayume faktorlerinin lokal haberci (parakrin etki) olarak hareket edebilecegini
dusundurmektedir. IGF-I'in PDGF ile kombinasyonu, yara iyilesmesinin kalite

ve kantitesini arttirabilir.

VI. PF—4 (Platelet factor 4=Trombosit faktor 4):
Trombositlerin a granullerinden salinan PF—4 notrofiller ve fibroblastlar
icin bir kemoatraktandir. Ayni zamanda guglu bir antiheparin ajandir.
Kanno ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismada TZP uygulamasinin, doz
ve zamana bagli bir modelde osteoblast benzeri hicrelerin 2 farkl tipinde

proliferasyonu énemli oranda arttirdigini géstermislerdir'®.

e TZP Kullaniminin Olasi Riskleri:
Elde edilen TZP'nin jel haline getirilmesi igin, kalsiyum klorid veya
topikal bovin trombin (TBT) kullaniimaktadir. TBT’nin kullanimi ile ilgili olarak,

hayati tehdit etme riski olan koagulopatilere neden olabilecek faktor 5, 11 ve
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trombin antikorlarini harekete gecirebilecegi rapor edilmistir’®?%° TBT
ardnleri, yabanci protein ile ortaya ¢lkan ve immun sistem reaksiyonuna
neden olabilecek faktor-5 icermektedir. Kardiyovaskuler cerrahi hastalarinda,
TBT’nin meydana getirdigi koagulopatilerle ilgili yayinlanmis 32 olgu raporu
vardir’®. Ancak son yillarda buna ITA jellestirici ajan (Natrex Technologies
Inc. Greenville NC) eklenmistir™®. Landesberg ve arkadaslari, yaptiklari
calismada TZP jel elde etmede 2 farkli yontemi ve her bir ydontemde elde
edilen PDGF ve TGF- miktarini karsilastirmislardir. TZP jel, santrif(j yoluyla
elde edilen TZP’ye trombin ve kalsiyum klorit eklenerek veya ITA jellestirici
ajan kullanimi ile pihtilastirilarak hazirlanmigtir. Her iki metod ile TZP jel elde
edilmesi 30 dakikadan az bir sure almigtir. ITA jellestirici ajan kullanildiginda,
bovin trombine gerek kalmadan yeterli miktarda jel basariyla elde edilmigtir.
Ayrica her iki metodla da ayni miktarda PDGF ve TGF- elde edilmigtir.
Arastirmaci, jel hazirlanmasi i¢in ITA jellegtirici ajan kullaniminin
kalsiyum klorit ve trombin ile ayni miktarda jel elde edilmesini sagladigini da
eklemistir. Arastirici gore, bu teknik 6zel bir ekipman gerektirmemekte ve

koagiilopati riskini ortadan kaldirmaktadir®®.

2.5. RAT KAFATASI ANATOMiISI

Laboratuvar sigani, tipik bir omurgalidir. iskelet sistemi ‘aksiyal’ ve
‘appendikuler’ bolumlere ayrilir. Aksiyal iskelet, kafatasi, omurga, sternum ve
kaburgalari, appendiktler iskelet ise pektoral kavsak, Ust ekstremite, pelvis
ve alt ekstremiteyi kapsar. Uzun nazal kemik yapinin arkasinda kafatasi
boslugunun tavanini yapan frontal ve parietal kemikler bulunur. Parietal

kemik ile oksipital kemik arasinda interparietal kemik vardir (Sekil 5).
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Sekil 5: Sigcan kafatasinin yukaridan gérinimiu D: Molar disler F: Frontal
kemik M: Maksillanin zigomatik ¢ikintisi N: Nazal kemik O: Oksipital kemik P:

Parietal kemik S: Skuamoz kemik IP: interparietal kemik tb: Timpanik bulla 1:

Koronal siitiir 2: Sagittal siitiir 3: infraorbital fisstr (Bayramigli M. 2005) 2%°.

2.6. KRIiTiK BUYUKLUKTE KEMiK DEFEKTI

Schmitz and Hollinger, 1986 yilinda ‘kritik bayUklUkteki kemik defekti’ni
tanimlamiglardir?’®.  Buna gore kritik  biyiiklikteki kemik defekti
‘organizmanin yagsami boyunca kendiliginden iyilesemeyecek en kugiik
boyuttaki kemik i¢ci defekt’ olarak tanimlanmistir. Bu tip defektler, yeni
kemik olusumu yerine fibréz bir bag dokusu ile dolar®. Bu defektler kemik
iyilesme modellerinde kullanilirlar. Siganlarda kabul edilen kritik bayUklUkteki
kraniyal kemik defekti “8 mm c¢apindaki bir dairesel tam kat kemik defekti”

olarak tanimlanmistir?'®2"!

. Siganlarda kritik buyuklikteki kraniyal kemik
defektinin primer fibroz kallus dokusu ile doldugu ancak Ug¢ aylik periyotta
minimal bir kemiklesmenin oldugu tespit edilmistir’’®?'2.  Fakat bazi
calismalarda ise sican kafatasindaki kritik buyuklukteki kemik defekti “6 mm”
olarak tanimlanmistir?'?213,

Enfekte olmayan ve stabilize bir defekt igin;
1. Hayvanin tart
2. Hayvanin yasi
3. Deneysel olarak olusturulan defektin anatomik lokalizasyonu
4. Defektin buyukligu

5. Periostun intakt olmasi 6nemlidir?'42",
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Kritik boyut defekti olusturulacak deneylerde kemik rejenerasyonunun
glvenilir bir sekilde test edilebilmesi icin®'";
1- Deneysel olarak olusturulacak kemik defektinin minimal boyutu, her
hayvan turu igin belilenmis kritik boyuttaki kemik defektinden daha kuglk
olmamalidir.
2- Deney hayvanlari pahali olmamalidir.
3- Kolay elde edilebilmeli, manuplasyon ve anestezisi kolay olmalidir.
4- implant sahasi hem kortikal hem de kanselldz kemigi icermelidir.
5- Kemik defekti stabil olmali, materyallerin hareketine izin vermemelidir.
6- Kirik riski en aza indirilmelidir.

7- Deney hayvanlarinin takipleri tam ve dogru olarak yapilmalidir.
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3.GEREG VE YONTEM

Yaptigimiz tez calismamiz’, deneysel bir arastirma olup kiyaslamali

gruplar elde edilmis ve sonuglar farkli agilardan degerlendirilmigtir.

Ayrica bu arastirmamiz multidisipliner bir c¢alisma olup, farkl

bolumlerin ve arastirma merkezlerinin katkilariyla, planlanan hedefler ve

yontemler objektif olarak sekillendiriimistir. Arastirmamizin asamalari ve

multidisipliner yaklasimla ¢alistigimiz bélumler siralanacak olursa;

1.

Aragtirmamizda kullanilan mezenkimal kok hacreler (MKH) Kocaeli
Universitesi Genetik Arastirma Merkezi'nde 200-240 gr agirhginda
Wistar Albino 4 aylik disi ratlardan elde edilerek, operasyonlar igin
kullanilabilecek sekilde hazirlanmis ve dondurulmustur.

Hazirlanan dondurulmus MKH’lerin ¢6zUlmesi, operasyonlarda
kullanilabilecek hale getiriimesi ve mikroskobik incelemesi igin Dicle
Universitesi Veteriner Fakiltesi Déllenme ve Suni Tohumlama
Laboratuarinda deneyimli bir ekiple ¢alismalar devam ettirilmistir.
Deney gruplarinda kullanilan greft materyallerinden biri  olan
Trombositten Zengin Plazma (TZP) ise, Dicle Universitesi Tip

Fakdultesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuarinda hazirlanmistir.

. Arastirmamizda deney hayvani olarak 200-240 gr agirhginda Wistar

Albino 4 aylik disi ratlar kullaniimistir. Bu ratlarin operasyonlari, Dicle
Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma Uygulama Merkezi Deney
Hayvanlari Ameliyathanesinde yapilmis olup; bakim, barinma ve
takipleri de ayni Arastirma Merkezinde sUrdurtlmastar.

Sakrifiye edilen ratlardan alinan spesmenlerin boyanmasi, histolojik ve
immunohistokimyasal degerlendiriimeleri Dicle Universitesi Tip
Fakdultesi Histoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda yapilmistir.
istatistiksel analiz Dicle Universitesi Halk Sagligi Anabilim Dali’'nda

SPSS 11.5 paket programi kullanilarak yapilmistir.

" Tez Calismamuz Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (DUBAP) tarafindan 09-DH-07
numarasiyla desteklenmistir.

" Tez Calismamuz Dicle Universitesi Deney Etik Kuruluna proje olarak sunulmus olup, etik kurul
onay1 alimmistir (DEHEK: 09-07).
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Arastirmamiz, birbirini takip eden asamalardan olusmaktaydi. Bu
asamalar siralanacak olursa;

1. Once sigan kemik iliginden MKH izolasyonu yapilarak kiiltiire edildi.

2. Operasyon yapilan gunde implante edilecek TZP hazirlandi.

3. Hazirlanan MKH, TZP ve Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramikleri deney
hayvanlarinin kalvaryumunda olugturulan kritik boyut defektlerine
implante edildi.

4. Deney hayvanlar 2., 8., ve 12. haftalarda sakrifiye edilerek, elde
edilen spesmenlerin histolojik ve immunohistokimyasal incelemeleri
yapildi. Sonuglar, istatistiksel olarak degerlendirildi.

Deneysel calismamizda 100 adet Wistar Albino tipi disi ratlar tek tek
uygun kafeslerde, 22+2°C sicaklikta ve 12 saat karanlk - 12 saat aydinlik
ortamin saglandigi kosullarda barindiriimistir.  Deneklerin  beslenme

ihtiyacglari standart laboratuvar yemi ve su verilerek dizenli olarak karsilandi.

A. SICGAN KEMIK ILIGIi MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ
iZOLASYONU VE KULTURE EDILMESI

Calismamizin bu béliminde, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirma Biriminden (DETAB) temin edilen 200-260 gr agirliginda
20 adet Wistar Albino cinsi erigkin disi sigan kullanildi. Denekler Ketamin-HCI
(Alfamine®) (50 mg/kg i.m) ve Xylazine (Rompun®) (5 mg/kg i.m) anestezisi
ile uyutuldu. Deneklerin femur ve tibia bdlgeleri tras edilerek, %10’luk
‘povidon iodine’ solusyonu ile antisepsi saglandi. Uyluk ve bacak 6n yuzunde
longitudinal bir deri-kas insizyonu yapilarak, femur ve tibia kemikleri ortaya
cikartilip etrafindaki dokular eksize edildi (Resim 1). islem sonunda
deneklere 2 cc intrakardiyak Lidokain HCL (Jetokain simplex®) enjeksiyonu

yapilarak 6tenazi saglandi.
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Resim 1 : Mezenkimal Kok Hucre elde etmek icin eksize edilmis rat femur ve
tibias1 gérinima.

Kemik iligi Mononiikleer Hiicrelerinin izolasyonu

1. Kemiklerin metafiz kisimlarindan osteotomi yapilarak kemik iligi parcalari
‘Dulbeccosminimum essential medium’ (DMEM) solusyonu ile flasklanarak
50 ml’lik konik tupler igine kondu (Resim 2-A).

2. Kemik iligini iceren DMEM solisyonu, voliuminun 1:3’0 kadar ‘Ficoll
pague’ iceren 50 ml’lik konik tlpler igerisine steril pipetle acgili ve hassas bir
sekilde eklendi.

3. Ficoll ve kemik iligi aspirati arasindaki sinirin karismamig-purizsiz oldugu
gorulda.

4. Ficoll ve kemik iligini iceren tupler, oda isisinda 400 G’de 30 dakika
sureyle santrifij edildi.

5. Santrifij sonrasi en Ustte plazma, ortada mononukleer hicreler, altta ficoll
ve en altta eritrosit ile granulositler kiimelesti (Resim 2-B).

6. Steril pipet ile mononukleer hlcreler toplandi.

7. ‘Ficoll pague’ kilture edilen hicreler igin toksik olabileceginden, toplanan
hlcreler 5 kati volumde serum eklenmemis DMEM ile iki kez yikanarak “ficoll
pague’nin uzaklastiriilmasi saglandi. Bu islemden sonra elde edilen hicre

peleti, mezenkimal kdk hicre elde etmek amaci ile kullanildi (Resim 2-C).
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A B Cc

Resim 2: A: DMEM sollUsyonu igindeki kemik iligi parcalarinin gérinumu. B:
Santrifij sonrasi en ustte plazma ve ortada mononukleer hicrelerin
kimelesmesi. C: Ficollun uzaklagtirimasindan sonra elde edilen hucre
peletinin gérinuma.

Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

8. Bu hucre peleti Gzerine 10 ml ‘komplet medium’ (%30 fetal bovine
serum “FBS” ve %1 antibiyotik iceren DMEM) eklenerek, 25 ml’lik flask icinde

%5 CO;y iceren 37°C’lik etuvde inkibasyona alindi (Resim 3).

Resim 3: 10 ml komplet medium igeren 25 ml’lik flaskin gérandmau.
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9. inkibasyonun 48. saatinde tim komplet medium aspire edilerek,
yapismayan hucreler ortamdan uzaklastirildi ve taze 10 ml komplet medium
eklendi.

10. ilk 48 saatten sonraki her (i¢ giinde bir flask icindeki medium igerik
tamamen digari atilarak, yeni 10 ml komplet medium eklendi.

11. inklibasyonun 7. giiniinde flask inverted mikroskopta incelemeye alinarak,
fibroblast karakterli kolonilerin var olup olmadigi kontrol edildi.

12. 14. gun inverted mikroskopta incelenen hucrelerin hemen hemen tim
flaskin zeminini kaplayarak, flaskin zemin goéruntlisini konfluent hale
getirdigi saptandi ve flaskin tim medium igerigi ortamdan uzaklastirildi
(Resim 4).

gorinuma

13. Flasktaki yapisan hucrelerin ayrilmasini saglamak igin tripsinizasyon

islemine gegildi.

Tripsinizasyon

14. Flasklardaki yapisan hicre tabakasi phosphate-buffer-saline (PBS) ile iki
kez yikandi.

15. % 0,25’lik tripsin 5 ml oraninda ilave edilerek 37°C’de 10 dakika sureyle
inkibe edildi.

16. Bu asamada yapisan hucreler ayrildi, ancak halen kalabilecek hucre
kimeleri olasiligi nedeniyle pipetle karistirilarak kalan hicre kimelerinin de

kolaylikla ayriimasi saglandi.
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17. Hucrelerin tam olarak ayrildigindan emin olmak igin flask, inverted
mikroskopta kontrol edildi.

18. Daha sonra tripsini inaktive etmek icin ‘Fetal Bovine Serum’ ilave edildi.
19. Elde edilen hlcre suspansiyonu 800 G'de 10 dakika sureyle santrifuje

edildi ve komplet medium ile iki kez yikandi (Resim 5A).

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Pasaiji

20. Daha sonra elde edilen hucre peleti 25 ml'lik flasklarda 10 ml ‘komplet
medium’ i¢inde tekrar kiltare edildi (1.pasaj).

21. Birinci pasajdan sonra her dort gunde bir, tripsinizasyon asamasi ve
tanimlanan sekilde pasaj islemleri 2 kez daha tekrarlandi.

22. Uclincu pasajin dérdincu gund, hicreler tripsinizasyon ile flasktan alinip
yikandiktan sonra 10yl DMEM icinde 0,5X106 /ul konsantrasyonda olacak
sekilde 0,5 mllik insulin ignelerine konularak kullanima hazir hale getirildi
(Resim 5B).

Resim 5A: Hulcre suspansiyonunun 800 G’de 10 dakika slreyle santrif(j
sonrasi gorunumu B: Mezenkimal kok hicrelerin insilin ignelerine konularak

kullanima hazir hale getirilmis gérinimau.
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B. TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMANIN HAZIRLANMASI:

10 adet ratin anestezisi Ketamin-HCI (Alfamine®) (50 mg/kg i.m) ve
Xylazine’in (Rompun®) (5 mg/kg i.m) intramuskiiler enjeksiyonu ile saglandi.
Anestezi saglandiktan sonra, ratin tim kani intrakardiak olarak enjektorle
cekildi ve bu kan sodyum sitrat tuplerine (4,5 ml) bosaltildi (Resim-6).
Tlpteki bu kanlar daha sonra D.U. Tip Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dall
Laboratuarinda 1200 rpm’de 10 dakika santrifije edildi (CS—-15 Centrifuge,
Heraeus, Labofuge Ae) (Resim—7,8). Ratlarin vicuttaki tim kani intrakardiak
olarak alindidi icin, bu esnada sakrifiye islemi de tamamlandi. Bu yontemle
TZP (trombositten zengin plazma) ve TFP’nin (trombositten fakir plazma),
kirmizi kan hicre fraksiyonlarindan ayrilarak en Ustte toplanmasi saglandi.
TZP ve TFP baska bir tibe alindi ve bunlari birbirinden ayirmak igin tekrar
7385 rpm'de 5 dakika santrifije edilip, konsantrasyonu arttirilmis
trombositten zengin plazma elde edildi. Elde edilen TZP’nin hicre sayimi
yapildiginda 1.600.000 mm?® bulundu.

Resim 6: Sodyum sitrat tUpUndeki rat kani



Resim 7: Santriflj cihazi

Resim 8: Santriflj islemi
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C. BIFAZIK KALSIYUM FOSFAT SERAMIKLERI

Aragtirmamizda kullandigimiz Bifazik kalsiyum fosfat seramiginin

partikil boyutu 500-1000 um olup, tamamen sentetik bir grefttir (Straumann-

Bone Ceramic®). Bu seramik greftin bilesiminde % 60 oraninda
hidroksilapatit (HA) ve % 40 oraninda ise [B-Trikalsiyum fosfat (B-TCP)
bulunmaktaydi (Resim-9).

Straumann® BoneCeramic

90% porous, 500 - 1000 pm, 1.0 g

# straumann

# straumann
]

[ ] :
Straumann® BoneCeramic
H o ous, 500 - 1000 pm, 1.0 g

Resim 9: Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft materyalinin gérinimu
(Straumann® Bone Ceramic).

D. CERRAHi OPERASYONLAR VE DEFEKTLERIN
REKONSTRUKSiIYONLARI

Deneysel ¢alismamizin Ggluncl asamasi, 100 adet Wistar Albino tipi

disi rat Uzerinde gergeklestiriimistir. 10 rat TZP'nin elde edilisi sirasinda

kullaniimig olup, kalan 90 rat ise 5 gruba ayriimistir.

V.

Grup kontrol grubu olarak kullanilacaktir.

Calisma grubunda sadece bifazik kalsiyum fosfat seramik materyali,
Calisma grubunda bifazik kalsiyum fosfat seramigi ve trombositten
zengin plazmanin kombinasyonu,

Calisma grubunda bifazik kalsiyum fosfat seramigi ile mezenkimal kok
hldcre kombinasyonu ve

Calisma grubunda ise bifazik kalsiyum fosfat seramigi, trombositten
zengin plazma ve mezenkimal kok hicre kombinasyonunun
kullanilmasi planlanmistir.

Her ¢alisma grubunda 21 rat yer alacaktir. 1. grupta ise yalnizca 6 rat

degerlendirilecektir.
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Denekler Ketamin-HCI (Alfamine®) (50 mg/kg i.m) + Xylasine
(Rompun®) (5 mg/kg i.m) anestezisi ile uyutuldu. Deneklerde kafa derisi
enseden alina kadar tras edilerek %10’luk ‘povidon iodine’ solusyonu ile
antisepsi saglandi (Resim 10, 11). Sonrasinda orta hatta cerrahi bisturi
yardimiyla longittdinal bir cilt insizyonu yapildi ve elevasyonlar ile frontal
kemik ortaya cikartildi (Resim 12). Elevasyonlari takiben 6zel olarak
tasarlanmis ‘trephen frez’ ile kalvaryumun orta hattinda 7 mm c¢apinda
dairesel tam kat kemik kesisi olusturuldu (Resim 13, 14). islem sirasinda
duranin korunmasina Ozen gosterildi (Resim 15). Olusturulan 7 mm
capinda dairesel tam kat kemik defekti her deney grubu igin farkli
implantasyonlara tabi tutuldu. islem sonunda periost olusturulan defekt
lizerine tekrar ortlilerek 6/0 Vicryl® ile, cilt insizyonu ise 5/0 ipek siitur ile
suture edildi (Resim 16,17).

Resim 10: Her grupta anestezi saglandiktan sonra enseden alina kadar
traglanan ratin, galisma masasina sabitlenmis gorinumu.
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Resim 11: %10’luk ‘povidon iodine’ solusyonu ile cerrahi alanin
antisepsisinin saglanmis gérinuma.

Resim 12: Orta hat longitudinal bir deri insizyonu yapilarak frontal kemigin
ortaya cikartiimis gérinima.

Resim 13: A: 7 mm capinda 6zel olarak tasarlanmis trephen frez.
B: Trephen frez takilmis anguldurva géranimda.
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Resim 14: 7 mm ¢apinda dairesel tam kat kemik kesisinin géranima.

Resim 15: Dura korunarak olusturulmus, dairesel tam kat kemik defektinin
gorinuma.

Resim 16: islem sonunda 6/0 Vicryl® ile dikilen periost dokusunun gériiniimi.
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Resim 17: Cilt insizyonunun 5/0 ipek suturle kapatilmig gérinamu.

E. DENEY HAYVANLARININ GRUPLANDIRILMASI

Arastirmamizda kullanilan denekler 5 gruba ayrildi:

Grup | (Kontrol grubu — 6 adet): Olusturulan tam kat kemik defektlerine ek
bir islem yapilmadi. Defekt bos birakilarak periost 6/0 Vicryl® ile, cilt
insizyonu ise 5/0 ipek ile stture edildi (Resim 16, 17).

Grup Il (Deney Grubu Il — 21 adet): Olusturulan tam kat kemik defektlerine
cap! kadar Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramikleri (Straumann Bone Ceramic®)
yerlestirildi (Resim 18). Greftle rekonstrikte edilen defekt, kollojen membran
ile ortlldu. Periost, olusturulan defekt izerine ortiilerek 6/0 Vicryl® ile, cilt

insizyonu ise 5/0 ipek ile stture edildi (Resim 16,17).

Resim 18: Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramikleri ile doldurulmus kemik
defektinin gorinima.
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Grup Il (Deney Grubu lll — 21 adet): Olusturulan tam kat kemik defektleri
Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramikleri (Straumann® Bone Ceramic) ile
dolduruldu. Onceden hazirlanmis olan TZP, insilin enjektdri yardimi ile
defekt alanindaki greft materyalinin Uzerine verildi (Resim 19). Greft ve TZP
ile doldurulan defektin Uzeri kollojen membran ile ortlldi. Periost ve cilt

insizyonlari primer olarak suture edildi (Resim 16,17).

Resim 19: TZP’nin insulin enjektdrtd yardimi ile defekt alanindaki greft
materyalinin Uzerine verilmesi

Grup IV (Deney Grubu IV — 21 adet): Olusturulan tam kat kemik defekti
Bifazik kalsiyum fosfat seramikleri (Straumann Bone Ceramic®) ile dolduruldu.
Mezenkimal kdk hucreler 0,5 ml’lik insilin enjektéri yardimi ile defekt
alanindaki greft materyalinin Uzerine verildi (Resim 20). Greftle doldurulan
defekt kollojen membran ile 6rtuldl. Periost ve cilt insizyonlari primer olarak
suture edildi (Resim 16,17).
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Resim 20: Mezenkimal kdk hicrelerin insulin enjektoru ile defekt alanindaki
greft materyalinin Gzerine verilmesi

Grup V (Deney Grubu V — 21 adet): Olusturulan tam kat kemik defekt gapi
kadar Bifazik kalsiyum fosfat seramikleri (Straumann Bone Ceramic®) ile
dolduruldu. Mezenkimal kok hacreler 0,5 ml’lik insulin enjektort yardimi ile
defekt alanindaki greft materyalinin (zerine verildi (Resim 20). Onceden
hazirlanmis olan TZP de, insllin enjektord yardimi ile defekt alanindaki greft
materyalinin Gzerine verildi (Resim 19). Greftlerle doldurulan defekt, kollojen
membran ile ortaldu. Periost ve cilt insizyonlar primer olarak suture edildi
(Resim 16,17).

F. DENEYIN CALISMA SURESI

Calismamizda 2. haftada yeni olusacak kartilaj dokusunun saptanmasi;
8. haftada yeni kemik ve doku alanlarinin degerlendiriimesi ve 12. haftada ise
kullanilan materyallerin degerlendiriimesine ek olarak mezenkimal kok
hidcrenin yeni olugsacak kemik dokusuna etkisinin, kemik kalitesinin ve

rejenerasyonun degerlendiriimesi planlandi.
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G.DENEYIN SONLANDIRILMASI

Deneyin 2. haftasinda, her gruptaki ratlarin Ggte biri (l.gruptan 2 adet;
., lll., IV. ve V.gruptan 7’ser adet) ketamin-HCI (50 mg/kg-IM) anestezisi ile
uyutulup, 2 cc intrakardiyak Lidokain HCL (Jetokain simplex®) enjeksiyonu
yapilarak 6tenazi saglandi.

Ayni islem deneyin 8. ve 12. haftasinda da tekrarlandi.
H. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Otenaziyi takiben ense bdlgesinden acilan horizontal kesi ile
kalvaryum Uzerindeki cilt tamamen kaldirildi. Calisma yapilan defekt alani,
etrafinda saglam kemik olacak sekilde kemik forsepsi ile bolgeden ayrilarak
alindi. Alinan spesmen %10’luk formalin solisyonuna konuldu. Dokular Dicle
Universitesi Tip Faklltesi Histoloji Anabilim Dali Laboratuarinda histolojik
incelemeler igcin Gomori Masson Trikrom U¢lu boyama sistemi ile boyanirken;
immunohistokimyasal incelemeler iginse osteonectin-osteopontin boyalari ile
peroksidaz-antiperoksidaz yodntemiyle boyandi ve 1sik mikroskobunda

degerlendirildi.

A. Gomori Masson Trikrom Boyama Protokoli
Dokular ksilolde deparafinize edildi.

Absolit alkolde 3-5 dakika bekletildi.

%95’lik alkolde 5 dakika bekletildi.

Distile suyla calkalandi.

56°C etivde bouin solisyonunda 1 saat bekletildi.
Cesme suyunda iyice yikandi.

Weigert hematoksileninde 10 dakika bekletildi.
Tekrar gesme suyunda yikandi.

Trikrom-Masson boyasinda 15-20 dakika birakildi.
10.% 0,5 asetik asitli suda 2 defa diferansiye edildi.
11.% 95’lik alkolde 5 dakika bekletildi.

© N g bk wbdb =

©
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12. Absolit alkolde 5 dakika bekletildi.
13.Ksilolde seffaflagtiriidi.
14.Entalenle kapatildi.

B. Iimmiinohistokimyasal Boyama Protokolii

1. Osteonektin immiin Boyama Yéntemi

Formalin fiksatifi ile tespit edilen dokular, parafin bloklara alindiktan
sonra 5um kalinhiginda kesitler elde edildi. Alinan kesitler bir gece 37C° lik
etlivde bekletildi. Bu islemin ardindan, 58C° ye ayarlanmis etlive alinip bir
saat kadar da burada bekletildi. Ardindan 2x15 dakika ksilolden gegirilip,
10’ar dakika, sirasiyla %100, %96 ve %80’lik alkol serilerinde de
rehidratasyonu saglandi. 2x5 dakika distile sudan gegirildikten sonra, antijen
retrevial iglemi icin Onerilen EDTA (Merck,Germany) soluisyonuna alinip,
mikrodalga firin igine konuldu. 3x5 dakika isinlanmadan sonra firindan
cikarilan kesitler, oda sicakhdinda sogumalari icin beklendi. Distile sudan
gegirilen dokular, immunohistokimyal barina dizilip, kesitlerin Uzerine 3x3
dakika PBS damlatildi. Kesitlerin Uzerindeki PBS alinip, Uzerine hidrojen
peroksit blokaj solisyonu (1ml %30 H,O, + 9ml metanol) damlatilip, 20
dakika inkube edildi. Ardindan PBS ile 3x5 dakika yikama yapilip, Ultra V
Block (keci, non-immun serum) solisyonunda 10 dakika bekletildi. 1/50
dilisyon ile hazirlanan primer antikor Osteonektin (Santa Cruz) damlatilip bir
gece +4C° de inklbasyona birakildi. Bu islemin ardindan PBS ile yikanan
kesitlerin Uzerine sekonder antikor damlatilip, 10 dakika kadar inkiibe edildi.
Daha sonra treptavidin-peroxidase damlatilip 10 dakika beklendikten sonra
PBS ile yikama vyapildi. Yikanan Kkesitlerin Uzerine DAB (Invitrogen)
damlatilip 12 dakika beklendi, reaksiyon mikroskop altinda izlenerek, PBS ile
durduruldu. Harris hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler
entelan ile kapatilip, Olympus BH-2 fotomikroskobunda degerlendirilerek,

goruntulendi.
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2. Osteopontin immiin Boyama Yéntemi

Formalin fiksatifi ile tespit edilen dokular, parafin bloklara alindiktan
sonra 5um kalinhiginda kesitler elde edildi. Alinan kesitler bir gece 37C° lik
etlivde bekletildi. Bu islemin ardindan, 58C° ye ayarlanmis etlive alinip bir
saat kadar da burada bekletildi. Ardindan 2x15 dakika ksilolden gegirilip,
10’ar dakika sirasiyla %100, %96 ve %80’lik alkol serilerinde de
rehidratasyon saglandi. 2x5 dakika distile sudan gegirildikten sonra, antijen
retrevial iglemi icin Onerilen Citrate Buffer (pH:6.0,Sigma, Deutschland)
solisyonuna alinip, mikrodalga firin igine konuldu. Baslangi¢ta 7, daha
sonra 5 dakika Isinlanmadan sonra firindan c¢ikarilan kesitler, oda
sicakliginda sogumalari igin bekletildi. Distile sudan gecirilen dokular,
immunohistokimyal barina dizilip, kesitlerin Uzerine 3x3 dakika PBS
damlatildi. Kesitlerin Gzerindeki PBS alinip, Uzerine Hidrojen peroksit blokaj
soltusyonu (1ml %30 H,O, + 9ml metanol) damlatilip 20 dakika inkibe edildi.
Ardindan PBS ile 3x5 dakika yikama yapilip, Ultra V Block (kegi,non-immun
serum) solisyonunda 10 dakika bekletildi. 1/50 dilisyon ile hazirlanan primer
antikor osteopontin (Santa Cruz) damlatilip bir gece +4C° de inkiibasyona
birakildi. Bu igslemin ardindan PBS ile yikanan kesitlerin Uzerine sekonder
antikor damlatilip 10 dakika kadar inkibe edildi. Daha sonra treptavidin-
peroxidase damlatilip 10 dakika beklendikten sonra PBS ile yilkama yapildi.
Yikanan kesitlerin Gzerine DAB (Invitrogen,) damlatilip 12 dakika beklendi,
reaksiyon mikroskop altinda izlenerek, PBS ile durduruldu. Harris
hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler entelan ile kapatilip,

Olympus BH-2 fotomikroskobunda degerlendirilerek, goruntilendi.
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I. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Bu calismada istatistiksel analizler SPSS 11.5 paket programi ile
yapilmistir. Verilerin degerlendiriimesinde tanimlayici istatistiksel metotlarin
(sikhik dagilimlari) yanisira nitel verilerin kargilastirmalarinda da ki-kare (Chi
Square) testi kullaniimistir. Sonugclar, anlamlilik p<0,05 dizeyinde osteosit
yogunlugu ve osteonektin-osteopontin  boyanma pozitifligi agisindan

degerlendirilmigtir.
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4. BULGULAR

A) HISTOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR
2.HAFTA BULGULARI
1. Kontrol Grubu:

Bu grupta yapilan histolojik degerlendirmede, postoperatif 2. haftada
defekt alaninda vaskuilarizasyon ve ince gevsek bad dokusu izlenmistir
(Resim 21). immiin boyamada kesitlerin negatif boyandi§i goérulmustir.

Osteoblastik aktivite izienmemistir. (Resim 22).

v >
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Resim 21: Kontrol grubunun 2. hafta histolojik gérunima. (Trikrom Masson
boyama, orijinal buylitme 80x) (BD: Bag dokusu).

Kesitlerin osteonektin ve osteopontin immin boyamasina verdigi pozitif
yanit osteoblastik aktivitenin ve osteogenezisin olustugunu gosterirken;
negatif yanit ise bu aktivitenin baglamadigini ve dolayisiyla osteogenezisin

henuz olusmadigini géstermektedir.
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1 :
Resim 22: Kontrol grubunun 2. hafta imminohistokimyasal gériinimii
(Osteonektin boyama, orijinal buyttme 200x)

2. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti Uygulanan Grup:

Histolojik olarak postoperatif 2. haftada defekt alaninda siki bag dokusu
ve minimal kemiklesme izlendi (Resim 23). immin boyamada kesitlerin
negatif boyandigi ve osteoblastik aktivitenin ise henlz baslamadidi gézlendi
(Resim 24).
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Resim 23: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti uygulanan grubun 2. hafta
histolojik gorinumu (Trikrom Masson boyama, orijinal blyatme 80x) (BD:
Bag dokusu, ok isareti: minimal kemiklesme alani).

Resim 24: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti uygulanan grubun 2. hafta

immunohistokimyasal gorunumua (Osteonektin  boyama, orijinal blayttme
200x).
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3. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti ve TZP uygulanan Grup:
Postoperatif 2. haftada genel olarak, zayif bir osteogenezis
potansiyelinin olustugu izlendi. Defektin kenarinda fibroz doku geligimi, orta
alanlarda ise vaskilarizasyonda artis kaydedildi (Resim 25). Immin
boyamada ise 2. haftada pozitif alanlar tespit edilmemis olup, yer yer

vaskularizasyon alanlari izlenmigtir (Resim 26).

-

FD 7

e “
Resim 25: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve TZP uygulanan grubun 2.
hafta histolojik gorinumu (Trikrom Masson boyama, orijinal buydtme 80x)

(FD: Fibroz doku, ok isareti: Kemik spikulleri, V: vaskularizasyon).
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Resim 26: Bifazik Jk'aEiyum fosft seramik greffi ve "I'Z uygulann gruuri 2.
hafta immunohistokimyasal goérinimu (Osteopontin boyama, orijinal buyttme
200x).

4. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti ve Mezenkimal Kok Hiicre
Uygulanan Grup
Postoperatif 2. haftada alinan kalvaria kesitlerinde defekt alanina kaba
kollajen lif demetlerinin hakim oldugu ve minimal kemiklesmenin sekillendigi
izlenmistir (Resim 27). immiin boyamada pozitif boyanma ile karsilasiimis
olup, osteoblastik aktivite ve osteositlerin varligi saptanmistir. Ayrica sik

vaskularizasyon alanlari izlenmistir (Resim 28).



74

. ;5.:,__ \
W
Resim 27: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve Mezenkimal kdk hicre

uygulanan grubun 2. hafta histolojik gérinimd (Trikrom Masson boyama,
orijinal buyutme 80x) (KL: Kollajen fibril, ok isareti: Kemiklesme alani).

Resim 28: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve Mezenkimal kdk hicre
uygulanan grubun 2. hafta immuinohistokimyasal gorunumua (Osteonektin
boyama, orijinal blyutme 200x) (V: Vaskularizasyon, Ok isareti: Pozitif
boyanan kemiklesme alanlari, OA: Osteoblastik aktivite)
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5. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti , TZP ve Mezenkimal Kok
Huicre Uygulanan Grup

Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve mezenkimal kok hlcre
Ucli kombinasyonu uygulanan grubun postoperatif 2. haftada alinan doku
kesitlerinde; greft alaninin tamamen fibréz ve vaskularize bag dokuyla dolu
oldugu izlenmigtir. Defekt kenarina yakin yerlesimli kiguk kemiklesme
odaklari secilmistir (Resim 29). Iimmiinohistokimyasal degerlendirmelerde
ise, osteoblastik aktivite alanlari ve osteositlerin yogdunlastigi bolgeler
izlenmigtir. Kemiklesme alanlari pozitif boyanmis olup, osteogenezisin

basladigl saptanmistir (Resim 30).

Resim 29: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve Mezenkimal kdk
hidcre uygulanan grubun 2. hafta histolojik goérinimua (Trikrom Masson
boyama, orijinal buyutme 80x) (FD: Fibroz doku, ok isareti: Kemik spikulleri,
V: Vaskdularizasyon).
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Resim 30: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve Mezenkimal kok
hicre uygulanan grubun 2. hafta immudnohistokimyasal goérinimu
(Osteonektin boyama, orijinal buyitme 200x) (Ok isareti: Pozitif boyanan
kemiklesme alani)

8.HAFTA BULGULARI
1.Kontrol Grubu:

8. haftada defekt alaninda gevsek bag dokusu igerisinde kalin kollajen
lif demetleri hakim durumda izlenmistir (Resim 37). imminohistokimyasal
boyamada ise negatif sonug alinmis ve herhangi bir osteoblastik aktivite ile

kargilagiimamigstir (Resim 38).
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Resim 31: Kontrol grubu 8. hafta histolojik gorinimu (Trikrom Masson

boyama, orijinal buylitme 80x) (BD: Bag dokusu, KL: Kollajen lif).

Resim 32: Kontrol grubunun 8. hafta immunohistokimyasal goérinimu
(Osteopontin boyama, orijinal buyutme 200x)
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2.Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti Grubu:

8. haftada yapilan histolojik degerlendirmede ileri derecede
vaskilarizasyon goérildi  (Resim 33). imminohistokimyasal olarakta
vaskularizasyona ek olarak osteoblastik aktivitenin artis gosterdigi alanlar
dikkati gekmistir (Resim 34).

Resim 33: Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft uygulanan grubun 8. hafta
histolojik gorinumu (Trikrom Masson boyama, orijinal blyatme 80x) (BD:
Bag dokusu, ok isareti: minimal kemiklesme alant).

Resim 34: Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft uygulanan grubun 8. hafta
immunohistokimyasal goéranimd  (Immuanohistokimyasal boyama, orijinal
blayutme 200x) (Ok isareti: Osteoblastik aktivite)
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3. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti ve TZP Uygulanan Grup:

Bu grubun 8. haftasinda elde edilen doku orneklerinde histolojik olarak
defektin yer yer yeni kemik tarafindan dolduruldugu goruldi (Resim 35).
immin boyamada ise kemiklesme odaklarinin olustuju ve aktivasyon

gOsterdikleri izlenmistir (Resim 36).

Resim 35: Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft ve TZP uygulanan grubun 8.
hafta histolojik gorinumu (Trikrom Masson boyama, orijinal buylitme 80x)
(Ok isareti: Yeni kemik trabekdlleri).
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Resim 36: Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft ve TZP uygulanan grubun 8.
hafta immunohistokimyasal gorinumu (Osteonektin boyama, orijinal buyttme
200x).

4. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti ve Mezenkimal Kok Hiicre
Uygulanan Grup
Bu grubun 8. haftasinda sakrifiye edilen kalvaria érneklerinde histolojik
olarak, defektin periferinden santrale dogru ilerleyen osteosit igeren yeni
kemik dokusu izlendi. Yeni olusan kemigin komsulugunda osteoblast benzeri
hicreler gorildi (Resim 37). immiinohistokimyasal degerlendirmede ise,
osteoblastik aktivite gdsteren kemiklesme odaklarinin olustugu ve bu

odaklarin pozitif boyandigi izlendi (Resim 38).
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Resim 37: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve Mezenkimal kdk hicre
uygulanan grubun 8. hafta histolojik gérinimud (Trikrom Masson boyama,
orijinal buyutme 80x) (Ok isareti: Yeni kemik trabekulleri, OA: Yogdun
osteoblastik aktivite).
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Resim 38: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve Mezenkimal kdk hicre
uygulanan grubun 8. hafta immuinohistokimyasal gorunumu (Osteonektin
boyama, orijinal buylutme 200x) (Ok isareti: Osteoblastik aktivite alani, ¢ift ok:
Osteosit alani)



5. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Greft , TZP ve Mezenkimal Kok
Huicre Uygulanan Grup
Bu grubun histolojik incelemesinde, 8. haftadaki kesitlerde
osteogenezisin periferden santrale dogru ilerledigi ve yuUksek derecede
osteoblastik aktivite olustugu tespit edildi. Yabanci cisim reaksiyonunun
mevcut olmadigi ve greftin biyouyumlulugunun ¢ok iyi oldugu izlendi (Resim
39). Immiin boyamada ise vaskilarizasyonun iyi derecede oldugu alanlar ve

osteoblastik aktivite zenginligi gdzlenmistir (Resim 40).

ST e PR
Resim 39: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve Mezenkimal kdk
hidcre uygulanan grubun 8. hafta histolojik gorunumia (Trikrom Masson

boyama, orijinal blyutme 80x) (Ok isareti: kemik trabekdlleri, OA: Yogun
osteoblastik aktivite).
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J i e s :
Resim 40: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve Mezenkimal kok
hicre uygulanan grubun 8. hafta immunohistokimyasal goérinimu
(Osteopontin boyama, orijinal baytutme 200x) (Ok isareti: kemik trabekulleri,
V: Vaskdularizasyon)

12.HAFTA BULGULARI
1.Kontrol Grubu:

Postoperatif 12. haftada osteoblastik aktivitede artisin yanisira fibréz
bag dokusu izlendi. Kemiklesmenin, defekt kenarlarinda minimal dizeyde
basladigl gozlendi (Resim 41). Negatif boyanan immuin boyamada ise yeni

olusan vaskularize alanlar goralmustir (Resim 42).



84

Resim 41: Kontrol grubunun 12. hafta histolojik gérinimu (Trikrom Masson
boyama, orijinal buyutme 80x) (FD: Fibréz doku, ok isareti: Minimal
kemiklegsme alani).

Resim 42: Kontrol grubunun 12. hafta immunohistokimyasal goérinimu
(Osteonektin boyama, orijinal buyitme 200x)
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2. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti Uygulanan Grup:
Bu grubun histolojik degerlendirmesinde 12. haftada siki dizilmis kalin
kollajen lif demetleri ve minimal kemiklesme izlenmistir (Resim 43). immiin

boyamada ise oldukga pozitif boyanan osteoblastik aktivite alanlari segilmistir
(Resim 44).

Resim 43: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti uygulanan grubun 12. hafta
histolojik gorinimu (Trikrom Masson boyama, orijinal buyutme 80x) (BD:
Bag dokusu, ok isareti: kemik spikulleri).
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Resim 44: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti uygulanan grubun 12. hafta

immunohistokimyasal gorunumua (Osteonektin  boyama, orijinal blyttme
200x) (OA: Osteoblastik aktivite, Ok isareti: Kollajen lifler)

3. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti ve TZP Uygulanan Grup:

Bu grupta histolojik olarak postoperatif 12. haftada, defekt alaninin
ikincil kemik trabekulleriyle doldugu ve bu trabekdllerin etrafinda ileri
derecede osteoblastik aktivite gelistigi izlendi. Bu aktivitenin immun
boyamada da 8. haftaya gore ¢ok daha iyi oldugu ve osteogenezisin ideal

oldugu gozlendi (Resim 45-46).
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Resim 45: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve TZP uygulanan grubun
12. hafta histolojik gorinuma (Trikrom Masson boyama, orijinal buyitme 80x)
(IK: ikincil kemik trabekdilleri, OA: yodun osteoblastik aktivite).

; ‘ | St N
Resim 46: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve TZP uygulanan grubun

12. hafta immunohistokimyasal gorunuma (Ostenektin boyama, orijinal
blayutme 200x) (Ok isareti: Osteogenezis aktif alanlart).
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4. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti ve Mezenkimal Kok Hiicre
Uygulanan Grup

Bu grubun 12. haftasinda alinan kesitlerindeki histolojik
degerlendirmede, yeni olusan kemik trabeklllerinin defekt alanini
doldurdugu, bu trabekdullerin birbirlerine yaklastigi ve aralarindaki acgikliklarin
fibroz dokuyla doldugu goézlenmistir (Resim 47). Yeni olusan kemik lameller
yapida trabekilllerden olugsmaktaydi. Bu dénemde yeni olusan kemigin,
immun boyamada yUksek osteoblastik aktivite gosterdigi izlenmistir (Resim
48).

o

Resim 47: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve Mezenkimal kdk hicre
uygulanan grubun 12. hafta histolojik gorGnimu (Trikrom Masson boyama,
orijinal blyutme 80x) (Ok isareti: Kemik trabekulleri, FD: Fibr6z bag dokusu).
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Resim 48: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve Mezenkimal kdk hicre
uygulanan grubun 12. hafta immudnohistokimyasal géranimia (Osteonektin
boyama, orijinal buyitme 200x) (OA:Osteoblastik aktivite, V:
Vaskularizasyon)

5. Bifazik Kalsiyum Fosfat Seramik Grefti , TZP ve Mezenkimal Kok
Huicre Uygulanan Grup
Bu grubun histolojik dederlendirmesinde 12. haftada olusan yeni kemik
kalitesinin 2. ve 8. haftaya kiyasla daha iyi oldugu kaydedilmistir (Resim 49).
immiinohistokimyasal incelemede de mikemmel derecede vaskiilarizasyon
gOsteren defekt alaninin trabekller yapiya kavustugu ve osteogenezis

odaklarinin dizenli oldugu izlenmistir (Resim 50).
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Resim 49: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve Mezenkimal kok
hidcre uygulanan grubun 12. hafta histolojik gorinimu (Trikrom Masson
boyama, orijinal buyitme 80x) (Ok isareti: kemik trabekulleri, FD: fibroz
doku).

— s 3%

Resim 50: Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve Mezenkimal kok
hicre uygulanan grubun 12. hafta immunohistokimyasal goérinimu
(Osteonektin boyama, orijinal buylitme 200x) (Yildiz: Osteoblastik aktivite).
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B) iISTATISTIKSEL BULGULAR

Kesitlerin osteonektin ve osteopontin boyamaya verdigi pozitif-negatif
yanit ve osteosit yogunlugu kriter alinarak incelendi. Bu ¢alismada
istatistiksel analizler SPSS 11.5 paket programi ile yapilmistir. Verilerin
degerlendiriimesinde tanimlayici istatistiksel metotlarin (siklik dagilimlarr)
kullanilmasinin yanisira, nitel verilerin kargilastirmalarinda da ki-kare (Chi-
Square) testi kullanilmigtir.  Sonuglar, anlamliik p<0,05 dizeyinde
degerlendirilmigtir.

Toplamda kontrol grubunda 6 rat (% 6,7), greft grubunda 21 rat (% 23,3),
greft+TZP grubunda 21 rat (% 23,3), greft+kok hiicre grubunda 21 rat (%
23,3) ve greft+kdk hucre+TZP grubunda 21 rat (% 23,3) dederlendiriimeye
dahil edilmistir (Tablo 4).

Gruplar Sayi %

Kontrol Grubu 6 6,7

Greft Grubu 21 23,3
Greft+TZP Grubu 21 23,3
Greft+Kok Hiicre Grubu 21 23,3
Greft+Kok Hiicre+TZP Grubu 21 23,3
Total 90 100,0

Tablo 4: Deney gruplarindaki denek sayilari ve toplam denek sayisina

oranlari
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2. hafta, 8.hafta ve 12. haftada 30’ar rat (% 33,3) degderlendirmeye dabhil
edilerek toplam 90 rat (% 100) calisilmistir (Tablo 5).

Haftalar Sayi %
2. Hafta 30 33,3
8. Hafta 30 33,3
12. Hafta 30 33,3

Total 90 100,0

Tablo 5: Haftalara gére denek sayilari ve toplama oranlari

istatistiksel degerlendirmelerimiz 3 kritere gére yapilmistir. Bunlar;

A- Osteopontin Enzim Ekspresyonu
B- Osteonektin Enzim Ekspresyonu

C- Osteosit Yogunlugu

A) OSTEOPONTIN ENZIM EKSPRESYONUNUN DEGERLENDIRMESI
Osteopontin enzim ekspresyonlari her grup igin 2., 8. ve 12. haftalarda

puanlanarak degerler elde edilmigtir. Osteopontin ile boyanan hucrenin
varliginda: 1, Osteopontin ile boyanan hucrenin yoklugunda: O degeri
kullaniimigtir (Tablo 6).
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2.hafta 8.hafta 12.hafta
GRUPLAR DERECELER osteopontin | osteopontin | osteopontin
ile boyanan | ile boyanan | ile boyanan
hiicre hiicre hiicre
0 7 7 7
1. GRUP
KONTROL GRUBU 1 0 0 0
0
2.GRUP 7 6 4
GREFT GRUBU 1

0 1 3
0 7 6 2

3.GRUP
GREFT+TZP GRUBU 1 0 1 5
0 7 5 0

4.GRUP
GREFT+MKH GRUBU 1 0 2 7
5.GRUP 0 6 4 0
GREFT+TZP+MKH 1 1 3 ;

GRUBU

Tablo 6. Osteopontin ile boyanan hiicrelerin derecelenmesi
(1): Osteopontin ile boyanan varligi
(0): Osteopontin ile boyanan yoklugu

Yapilan bu istatistiksel degerlendirmede; kontrol grubunun her g
calisma suresinde (2., 8. ve 12. haftalarda) yer alan 7’ser kesitinde
osteopontin ile boyanan bir hiicre olmadigi saptanmis ve bu da bize herhangi
bir osteoblastik aktivitenin henliz baglamadigini gostermistir.

Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti uygulanan 2. grupta ise erken
dénem olan 2. haftada higbir hiicre osteopontin ile boyanmazken; 8. haftada
1 kesitte, 12. haftada ise 3 kesitte boyanan hicre varligi saptanmistir. Bu da,
iyilesme suresinin ilerlemesine bagll olarak osteogenezisin yavas yavas
basladigini gostermektedir.

Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve TZP’'nin birlikte uygulandigi 3.
grupta da 2. ve 8. hafta bulgulari, sadece bifazik kalsiyum fosfat seramik

grefti uygulanan 2. gruba benzerlik gosterse de, 12. haftada farkli olarak
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osteopontinle boyanan hicre kesit sayisi 5 olup, bu da yuksek bir oran olarak
degerlendiriimigtir. Bu durum, grefte TZP ilavesiyle osteoblastik aktivitenin
surenin ilerlemesine paralel olarak arttigi ve osteogenezisin gergeklestigi
seklinde yorumlanmustir.

Greft ve mezenkimal kok hucrenin birlikte uygulandidi 4. grupta ise,
erken donem olan 2. haftada osteopontin ile boyanan hicre olmadidi yani
osteoblastik aktivitenin baglamadigi izlenirken; 8. haftada boyama olan kesit
sayisinin arttigi, ancak 12. haftada ise tum kesitlerin boyamaya pozitif yanit
goOsterdigi saptanmistir. Bu durum, osteokonduktif etkili grefte mezenkimal
kok hucre ilavesiyle osteogenezisin oldukga arttigini gostermekle beraber,
mezenkimal kdk hlcrenin osteoblastik aktiviteyi yukselttigini gosteren dnemli
bir materyal oldugu konusunda guglUu bir bulgudur.

Greft+TZP ve mezenkimal kok hicrenin birlikte uygulandidr 5. grupta,
erken donem olan 2. haftada osteopontinle boyanan hucrelerin varlig1 sadece
1 kesitte saptanirken, 8. haftada 3 kesitte ve 12. haftada ise tim kesitlerde
izlenmigtir. Bu da iyilesme surecinin erken ddneminde bile osteoblastik
aktivitenin ve osteogenezisin basladigini, ilerleyen surede ise ideal bir
osteogenezisin elde edildigini gostermektedir. Duzenli siralanmis kemik
yapisinin ve osteogenezisin elde edilmesi, bu kombinasyonun ideal bir
karisim oldugu yoninde 6nemli bir bulgu olarak yorumlanmistir.

Ki-kare (Chi-Square) testi kullanilarak 2., 8. ve 12. hafta deney
gruplarinin osteopontin enzim ekspresyonlari karsilastiriimistir.  Bunun
sonucu olarakta, deney gruplarinin haftalara gore birbirleri arasinda anlamli
bir farkhlik tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 7).



Osteopontin
Haftalar Boyama Yok Boyama Var Ki-kare | P degeri
Say1 % Say1 %
2 Hafta 29 96,7 1 3,3
5,2 0,023
8 Hafta 23 76,7 7 23,3
2 Hafta 29 96,7 1 3,3
31,1 0,000
12 Hafta 8 26,7 22 73,3
8 Hafta 23 76,7 7 23,3
15,0 0,000
12 Hafta 8 26,7 22 73,3
2 Hafta 29 96,7 1 3,3
8 Hafta 23 76,7 7 23,3 35,1 0,000
12 Hafta 8 26,7 22 73,3
p<0,05

Tablo 7: Haftalara gore osteopontin ile boyanan denek sayilari ve oranlari

Osteopontin ekspresyonu 2. haftada ¢ok az oranda (% 3.3) olurken, 8.
haftada bu oran artmis (% 23.3), 12. haftada ise ciddi bir farklilik yaratmistir
(% 73,3). Boylece iyilesme slresi boyunca uygulanan kesit alinma zamanlari

arasinda olusan osteogenezise bagl olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir

(Grafik 1).

Bu durum iyilesme suresinin ilerlemesine paralel olarak osteogenezisin
arttigi ve osteopontin

yorumlanabilir. 2. haftada pozitif boyanma minimal iken, 12. haftada bu oran

ile boyanmaya pozitif yanit verdidi

pik yaparak %73,3’e kadar ylkselmigtir.

seklinde
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Grafik 1: Butin gruplarda haftalara goére osteopontin ekspresyonu ylzde
oraninin kiyaslamasi.

Gruplar arasi Ki-kare testi uygulanmigs ve osteopontin boyama
pozitifligine gore farklilik degerleri elde edilmigstir (Tablo 8). Butin gruplar ikili
olarak birbiriyle kiyaslandiginda ‘p’ degerleri hesaplanarak, farkliliklar ortaya
konulmustur. Bu degerler dikkate alindiginda; Greft+TZP+Mezenkimal kok
hlcre grubu ile Greft grubunun kiyaslamasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik tespit edilmistir (p=0,024).

Bu durum, osteokonduktif etkili grefte TZP ve mezenkimal kok
hicrelerin eklenmesinin osteoinduksiyonu sagladigi ve osteogenezisi anlamli

bir oranda arttirdigi seklinde yorumlanmistir.
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Boyama Var
Osteopontin . . .
Say1 % Ki kare | p degeri
Greft Grubu 4 19,0 _
1| Greft+TZP Grubu 6 286 | X023 | 047
Greft Grubu 4 19.0
Greft+Kok Hiicre ’ X=2,79 0,090
2 9 42,9
Grubu
Greft Grubu 4 19.0
Greft+Kok Hiicre+TZP ’ X=5,08 0,024
3 11 52,4 =
Grubu
Greft+TZP Grubu 6 8.6
Greft+Kok Hiicre ’ X=0,93 0,33
4 9 42,9
Grubu
Greft+TZP Grubu 6 8.6
5 | Greft+Kok Hiicre+TZP ’ X=2.47 0,12
11 52,4
Grubu
Greft+Kok Hiicre
Grubu 9 42,9 _
6 | Greft+Kok Hiicre+TZP 11 52,4 X=0,38 0,54
Grubu
p<0,05

Tablo 8: Gruplarin osteopontin boyama pozitifligine gore ikili kiyaslamalari.
Bu istatistiksel degerler g6z o6nune alindiginda gruplar arasi
kiyaslamada, en iyi osteopontin ile pozitif boyanan grubun
Greft+TZP+Mezenkimal kdk hicre grubu oldugu (%52,4), bunu sirasiyla
Greft+ Mezenkimal kok hlcre grubu (%42,9) ile Greft+TZP grubunun (%28,6)
takip ettigi ve son olarakta sadece Greft uygulanan grubun (%19,0) izledigi

gOralmastar.

B) OSTEONEKTIN ENZIM EKSPRESYONUNUN DEGERLENDIRMESI

Osteonektin enzim ekspresyonlari her grup igin 2., 8. ve 12. haftalarda
puanlanarak degerler elde edilmistir. Osteonektin ile boyanan hicrenin varligi:
1, Osteonektin ile boyanan hucrenin yoklugu: O degeri ile ifade edilmistir
(Tablo 9).
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2.Hafta 8.Hafta 12.Hafta
GRUPLAR DERECELER ?steonektln ?steonektln ?steonektln
ile boyanan | ile boyanan | ile boyanan
hiicre hiicre hiicre
1.GRUP 0 / / /
KONTROL
GRUBU 1 0 0 0
0 7 6 3
2.GRUP 1
GREFT GRUBU 0 1 4
3.GRUP 0 7 > 2
GREFT+TZP
GRUBU 1 0 2 >
4.GRUP 0 6 3 0
GREFT+MKH
GRUBU 1 1 4 /
5.GRUP 0 5 2 0
GREFT+TZP+
MKH 1 2 5 7
GRUBU

Tablo 9. Osteonektin ile boyanan hicre derecelenmesi;
(0): Osteonektin ile boyanan hicrenin mevcut olmasi
(1): Osteonektin ile boyanan hicrenin olmamasi

Osteonektin ekspresyonu derecelendiriimesine gore yapilan istatistiksel
degerlendirmede kontrol grubunun her U¢ c¢alisma suresinde (2., 8. ve 12.
haftalarda) yer alan 7’ser kesitinde osteonektin ile higbir kesitin pozitif
boyanmadigi saptanmis ve bu da bize herhangi bir osteoblastik aktivitenin
baslamadigini gostermistir.

Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti uygulanan 2. grupta ise erken
doénem olan 2. haftada hicbir hiicre osteonektin ile boyanmazken; 8. haftada
1 kesitte, 12. haftada ise 4 kesitte boyanan hicre varligi saptanmistir. Bu da
iyilesme surecinin ilerlemesine badli olarak osteogenezisin basladigini
gOstermektedir.

Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve TZP’'nin birlikte uygulandigi 3.
grupta da 2. ve 8. hafta bulgulari, sadece Bifazik kalsiyum fosfat seramik

grefti uygulanan 2. gruba benzerlik gosterse de, 12. haftada farkli olarak
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osteonektinle boyanan hicre varliginin oldugu kesit sayisi 5 olup, bu da
yuksek bir oran olarak degerlendiriimigtir. Bu durum, grefte TZP ilavesiyle
osteoblastik aktivitenin slrenin ilerlemesine paralel olarak arttigi ve
osteogenezisin basladigi seklinde yorumlanmistir.

Greft ve mezenkimal kok hucrenin birlikte uygulandidi 4. grupta ise
erken dénem olan 2. haftada osteonektin ile boyanan hicrenin yalnizca bir
kesitte oldugu izlenirken, 8. haftada boyama olan kesit sayisinin arttigi,
ancak 12. haftada ise tum kesitlerin boyamaya pozitif yanit gosterdidi
saptandi. Bu durum osteokonduktif etkili grefte mezenkimal kok hucre
ilavesiyle osteogenezisin oldukga arttigini gostermekle beraber, mezenkimal
kok hdcrenin osteoblastik aktiviteyi ylkselttigini gosteren énemli bir materyal
oldugu seklinde yorumlanmistir.

Greft+TZP ve mezenkimal kdk hicrenin birlikte uygulandid1 5. grupta,
erken donem olan 2. haftada osteonektinle boyanan hlcrelerin varligi sadece
2 kesitte saptanirken, 8. haftada 5 kesitte ve 12. haftada ise tum kesitlerde
izlenmigtir. Bu da surenin erken doneminde bile osteogenezisin basladigini
ve ilerleyen surede ise ideal bir osteogenezisin elde edildigini gdstermistir.
Duzenli siralanmis kemik yapisinin ve osteogenezisin elde edilmesi, bu
kombinasyonun ideal bir karisim oldugu yoéninde 6nemli bir bulgu olarak
yorumlanmigtir.

Hem mezenkimal kok hucrenin greftle birlikte uygulandigi 4. grupta,
hem de mezenkimal kok hucrenin greft ve TZP ile birlikte uygulandigi 5.
grupta ideal bir osteogenezisin elde edilmesi, dizenli bir kemik yapinin
olusmasi ve erken donemde osteoblastik aktivitenin baglamasi gibi kriterler
g6zonune alindidinda “bu kombinasyonun osteokondiiktif 6zelliginin
yanisira osteoinduktif bir ozelligi oldugu” seklinde yorumlanmis ve bu
Ozellikler histolojik ve immunohistokimyasal olarakta gézlenmistir.

Ki-kare testi kullanilarak 2., 8. ve 12. hafta deney gruplarinin
osteonektin enzim ekspresyonlari karsilastiriimigtir. Bunun sonucu olarakta,
deney suresi boyunca haftalara gore birbirleri arasinda anlamli bir farkhlik
bulunmustur (p<0.05) (Tablo 10). 2. ve 8. haftalar arasi kiyaslamada farklilik

anlamli iken (p=0.023), diger tim kiyaslamalarda bu anlamlilik derecesinin
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daha fazla oldugu saptanmistir (p=0.000). Bu istatistiksel anlamliliklarin,
iyilesme suresinin ilerlemesine paralel olarak osteogenezisin ve osteoblastik

aktivitenin artisina bagli oldugu dastuntlmustar.

Osteonektin
Haftalar Boyama Yok Boyama Var Ki-kare P degeri
Sayi % Sayi %
2 Hafta 27 90,0 3 10,0
’ ’ 2

8 Hafta 18 60,0 12 40,0 7 0,007
2 Hafta 27 90,0 3 10,0

12 Hafta 7 23,3 23 76,7 27,1 0,000
8 Hafta 18 60,0 12 40,0

12 Hafta 7 23,3 23 76,7 83 0,004
2 Hafta 27 90,0 3 10,0

8 Hafta 18 60,0 12 40,0 27,4 0,000
12 Hafta 7 23,3 23 76,7

p<0,05

Tablo 10: Haftalara gore osteonektin ile boyanan denek sayilari ve oranlari.

Osteonektin ekspresyonu 2. haftada ¢ok az oranda (% 10) olurken, 8.
haftada bu oran artmis (% 40), 12. haftada ise ciddi bir fark yaratmistir (%
76.7). Boylece deney suresi boyunca uygulanan kesit alinma zamanlari
arasinda olusan osteogenezise bagl olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir
(Grafik 2).
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H ONC Boyama Yok
O ONC Boyama Var

2.hafta 8.hafta 12.hafta

Grafik 2: BUtin gruplarda haftalara gore osteonektin ekspresyonu ylzde
oraninin kiyaslamasi.

Gruplar arasi Ki-kare testi uygulanarak osteonektin boyama
pozitifligine goére farklilik degerleri elde edilmigtir. Bltiin gruplar ikili olarak
birbiriyle kiyaslandiginda ‘p’ degerleri hesaplanarak farkhliklar ortaya

konulmustur (Tablo 11).
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. Boyama Var
Osteonektin . . .
Say1 % Ki kare | p degeri
Greft Grubu 5 23,8 _
1 |  Greft+TZP Grubu 7 333 X=0.47 | 0,50
Greft Grubu 5 3.8
Greft+Kok Hiicre ’ X=4,84 0,028
2 12 57,1 —
Grubu
Greft Grubu 5 3.8
3 Greft+Kok 14 p 6’7 X=7,78 0,005
Hiicre+TZP Grubu ’
Greft+TZP Grubu 7 333
Greft+Kok Hiicre ’ X=2,40 0,12
4 12 57,1
Grubu
Greft+TZP Grubu 7 333
5 Greft+Kok 14 5 6’7 X=4,67 0.031
Hiicre+TZP Grubu ’
Greft+Kok Hiicre
Grubu 12 57,1 _
6 Greft+Kok 14 667 | X040 1 033
Hiicre+TZP Grubu

p<0,05

Tablo 11: Gruplarin osteonektin boyama durumlarina goére kiyaslanmalari.

Bu degerler dikkate alinarak gruplar arasi kiyaslamalar yapilmistir.
Greft+TZP+Mezenkimal kok hicre grubu ile Greft grubu arasinda osteonektin
boyanma pozitifligine gére anlamli bir farklilik saptanmistir (3. grup, p=0,005).
Ayni sekilde istatistiksel olarak Greft grubu ile Greft+Mezenkimal kok hicre
grubu arasinda (2. grup, p=0,028) ve Greft+TZP grubu ile Greft+Mezenkimal
kok hlcre+TZP grubu arasinda (5. grup, p=0,031) anlamh farklilik
bulunmustur.

istatistiksel degerlendirme sonucu Greft grubu ile Greft+Mezenkimal
kok hucre gruplari arasindaki degerlerin anlamli ¢ikmasi ve yaklasik 2 kati
kadar bir fark yaratmis olmasi, bize Mezenkimal kdk hiucrenin osteogenezis
Uzerinde olumlu bir etkisi oldugunu gostermektedir. Ozellikle kemik

defektlerinde grefte ilave edilen Mezenkimal kok hucrelerin iyilesmeyi 2
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katina kadar arttirmasi oldukga 6nemli bir bulgu olup, ideal bir materyalin
elde edilmesi hedefimize yaklastigimiz kanisi da uyanmstir.

Ustelik bu materyale TZP ilavesinin olay! bir derece Ust seviyeye
¢lkarmasi da, bu Urlnun segilebilecek bir materyal oldugunu distindirse de
bu durum “iyilesme agisindan tercih hekime birakilmalidir’ seklinde
yorumlanmigtir.

Bu istatistiksel degerler g6z o6nune alindiginda gruplar arasi
kiyaslamada, en iyi osteonektin ile pozitif boyanan grubun
Greft+TZP+Mezenkimal kdk hicre grubu oldugu (%66,7), bunu sirasiyla
Greft+ Mezenkimal kok hicre grubunun (%57,1), Greft+TZP (%33,3)
grubunun ve son olarakta sadece Greft uygulanan grubun (%23,8) izledigi

saptanmigtir (Tablo 11).

C) OSTEOSIT YOGUNLUGUNUN DEGERLENDIRMESI

incelenen kesitlerde osteosit hiicreleri de incelenmis ve bulundugu
alanda yogunluklari degerlendiriimigtir. Bu yogunluk dedgerleri, kontrol
grubuna gobre kiyaslanmis, 2., 8. ve 12. haftalarda yuzde olarak
puanlandiriimistir. Kontrol grubundan %10 daha fazla osteosit yogunlugunun
olmasi (1) ile, Kontrol grubundan %20 daha fazla osteosit yogunlugunun
olmasi (2) ile, Kontrol grubundan %30 daha fazla osteosit yogunlugunun

olmasi ise (3) ile ifade edilmistir (Tablo 12).
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2.Hafta 8.Hafta 12.Hafta
GRUPLAR DERECELER osteosit osteosit osteosit
yogunlugu  yogunlugu yogunlugu
(n) (n) (n)
0 5 2 0
1 1 3 2
Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft
grubu 2 1 2 3
3 0 0 2
0 6 3 0
Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft 1 1 3 4
+
TZP grubu ) 0 1 )
3 0 0 1
0 3 2 0
1 2 1 0
Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft
+ Mezenkimal kok hiicre grubu 2 2 1 3
3 0 3 4
0 3 1 0
Bifazik kalsiyum fosfat seramik greft 1 1 2 0
+ TZP + Mezenkimal kok hiicre
grubu 2 2 2 1
3 1 2 6

Tablo 12. Osteosit yogunlugunun kontrol grubuna goére derecelendirilmesi
(1): Kontrol grubundan %10 daha fazla osteosit yogunlugunun olmasi
(2): Kontrol grubundan %20 daha fazla osteosit yogunlugunun olmasi
(3): Kontrol grubundan %30 daha fazla osteosit yogunlugunun olmasi
n=7 (Her gruptaki kalvaryum kesit sayisi)

Yapilan bu degerlendirme tablosunda; Bifazik kalsiyum fosfat seramik

grefti uygulanan grubun osteosit yogunlugunun, kontrol grubuna oranla 2.

haftada 6nemli bir farkliik gdstermedigi, 8. ve 12. haftalarda ise benzer

sekilde %10-20 arasinda oldugu izlenmistir.

Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve TZP uygulanan grupta ise

osteosit yogunluk oraninin, sadece bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti
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uygulanan gruba benzerlik gosterdigi ve %10-20 arasinda oldugu
goralmastar.

Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve mezenkimal kok hicre
uygulanan grupta ise, osteosit yogunlugunun 2. ve 8. haftalarda her aralikta
olmasinin yanisira, 12. haftada yukselerek tim kesitlerde %30 oraninda bir
yogunluk gosterdigi saptanmistir.

Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve Mezenkimal kok hlcrenin
birlikte uygulandigi son grupta ise; osteosit yogunlugunun 2. haftada her
aralikta goruldagu, 8. haftada bu yogunlugun giderek arttigi ve 12. haftada
ise bu yogunlugu %30 oraninda oldugu izlenmigtir (Tablo 12).

Bu bulgular bize Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti, TZP ve
mezenkimal kok hucrenin kombine kullaniminin, osteosit yogunlugunu
kontrol grubuna kiyasla oldukg¢a arttirdigini (%30) ve bu kombinasyonun
osteogenezis igin ideal oldugu sonucunu gostermistir.

Toplamda hi¢ osteosit olmayan 31 kesit (% 34,4), kontrol grubundan
%10 fazla olan 20 kesit (% 22,2), kontrol grubundan %20 fazla olan 20 kesit
(% 22,2) ve kontrol grubundan %30 fazla olan 19 kesit (% 21,1) oldugu tespit
edilmigtir (Tablo 13).

Osteosit Yogunlugu Sayi o,
Hig Osteosit Yok 31 34,4
% 10'dan Fazla 20 22,2
% 20'den Fazla 20 22,2
% 30'dan Fazla 19 21,1

Total 90 100,0

Tablo 13: Osteosit yogunlugu derecelendirilmesinin toplam kesit sayisina
gore dagilimi.

Haftalara gbére tum gruplarda osteosit yogunlugunun, kontrol
grubundan %10 daha fazla 8. haftada gergeklestigi (%30.0) ve %20 ile %30
arasindaki yogunlugun ise 12. haftada olustugu saptanmistir (%43.3) (Tablo
14).
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Osteosit Yogunlugu

P
Haftalar Ki-Kare .
Degeri
Hi¢ Osteosit % 30'dan
Yok % 10'dan Fazla | % 20'den Fazla Fazla
Sayi % Sayi % Sayi % Sayi %
2. Hafta 19 | %63,3| 5 %16,7 5 %16,7 1 %3,3
6,7 0,082
8. Hafta 10 | %33,3| 9 %30,0 6 %20,0 5 | %16,7
2. Hafta 19 | %63,3| 5 %16,7 5 %16,7 1 %3,3
25,3 | 0,000
12. Hafta 2 %6,7 6 %20,0 9 %30,0 | 13 | %43,3
8. Hafta 10 | %33,3| 9 %30,0 6 %20,0 5 | %16,7
10,1 0,018
12. Hafta] 19 %6,7 6 %20,0 9 %30,0 | 13 | %43,3
2. Hafta 2 %63,3| 5 %16,7 5 %16,7 1 %3,3
8. Hafta 10 | %33,3| 9 %30,0 6 %20,0 5 | %16,7| 28,4 | 0,000
12.Hafta 19 %6,7 6 %20,0 9 %30,0 | 13 | %43,3

p<0,05
Tablo 14: Haftalara gore osteosit yogunlugu derecelendiriimesinin toplam
kesit sayisina gore dagilimi.

Deney suresince kesitlerin alindigi haftalara gore osteosit yogunlugu
incelendiginde, tum haftalar igin arzu edilen 3 degeri (kontrol grubundan %
30 daha fazla osteosit yogunlugu), surenin ilerlemesine paralel olarak artis
gOstermektedir. Bu deger 2. haftada 1 kesitte (% 3.3), 8. haftada 5 kesitte
(%16.7) ve 12. haftada ise 13 kesitte (% 43.3) gorulerek, anlaml farkliliklar
saptanmigtir (Tablo 14).

2. haftada osteosit yogunlugu orani gruplar arasi kiyaslanmis ve kontrol
grubuna oranla %10’dan fazla yogunlugun Greft+Mezenkimal kok hucre
grubunda oldugu saptanmistir (%28,6). Bunu %20 yogunluk oraninda
Greft+Mezenkimal kok hucre grubu ile Greft+TZP+Mezenkimal kok hicre
grubunun izledigi (%28,6); %30 yogunluk oraninin ise sadece
Greft+TZP+Mezenkimal kdok hicre grubunda gercgeklestigi gorulmustar
(%14,3) (Grafik 3).



107

8. haftadaki osteosit yogunlugu orani gruplar arasi kiyaslanmis ve
kontrol grubuna oranla %10’dan fazla yogunlugun sadece Greft grubu ile
Greft+TZP grubunda oldugu goralmuastur (%42,9). Bunu %20 yogunluk orani
ile sadece Greft uygulanan grup ile Greft+TZP+Mezenkimal kok hucre
uygulanan grubunun izledigi (%28,6); %30 yogunluk oranini ise
Greft+tMezenkimal kok hucre grubunun en fazla gosterdigi saptanmistir
(%42,9) (Grafik 3).

12. haftadaki osteosit yogunlugu orani gruplar arasi kiyaslandiginda
kontrol grubuna oranla %10’dan fazla yogunlugun Greft+TZP grubunda
oldugu goérulmuastir (%57,1). %20’den fazla yogunlugun sadece Greft
uygulanan grup ile Greft+Mezenkimal kdk hiicre grubunda gorildigu (%42,9);
%30’dan fazla osteosit yogunlugunun ise en fazla Greft+TZP+Mezenkimal

kok hlcre grubunda gergeklestigi saptanmistir (%85,7)(Grafik 3).
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2. haftada Gruplararasi Osteosit Yogunlugu Oranlan
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20 - 14,314,3 14,3 14,3 HI 14,3
0 0 0 O
0. AN N | B

Hi¢ Osteosit Yok  %10'dan Fazla %20'den Fazla %30'dan Fazla

B Greft B Greft+TZP O Greft+Kok Hiicre B Greft+Kok Hiicre+TZP

8. haftada Gruplararasi Osteosit Yogunlugu Oranlar,
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12. haftada Gruplararasi Osteosit Yogunlugu Oranlan
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Grafik 3: 2., 8. ve 12. haftalarda osteosit yogunlugunun gruplar arasi
karsilastiriimasi.
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Osteosit yogunlugunun %30’dan fazla oldugu 12. haftada en iyi deger
Greft+Mezenkimal kdk hicre+TZP grubunda gerceklesmistir (%85,7). Bunu
sirasiyla Greft+Mezenkimal kok hucre grubu (%57,1), Greft grubu (%28,6) ve
son olarakta Greft+TZP (%14,3) grubunun izledigi saptanmistir (Grafik 3,4).

Haftalara Gore Gruplararasi % 30'dan Fazla Osteosit Yogunlugu Oranlari

100 +
—&—Greft
85,7
80 +
i Greft+TZP
e 57,1
2
40 +
— —Greft+Kok Hiicre
28,6 28,6
20 -
4,3 14,3
—a— Greft+Kdk
Hiicre+TZP
0 Lo ; X0 ;
2 Hafta 8 Hafta 12 Hafta

Grafik 4: Haftalara gore %30’dan fazla osteosit yogunlugu oranlarinin
karsilastiriimasi

2. hafta icin Greft+TZP+Mezenkimal kok hicre uygulanan grup (% 14,3)
harig; diger gruplarda ‘3’ derecesinde osteosit yodunlugu gorilmemigstir
(Grafik 3). Bu da erken donem icin osteosit artiginin en iyi oldugu grubun
Greft+TZP+Mezenkimal kok hicre grubu oldugunu gdstermektedir. 8.
haftada Greft+Mezenkimal kok hucre grubu en yuksek oranda (%42.9), 3.
derece osteosit yogunlugu gostermistir. Bu grubu, Greft+TZP+Mezenkimal
kok hicre grubu izlemistir (%28.6). Diger gruplarda 8. haftada ‘3
derecesinde osteosit yogunlugu gdsteren kesit tespit edilmemistir (Grafik 3).

Bu grafiklerden de anlasildii Uuzere mezenkimal kok hucre uygulanan
gruplarda, hem erken dénemde osteosit yogunlugunun artti1 ve osteoblastik
aktiviteyi baslattigr gorulmus, hem de sonraki iyilesme donemlerinde

osteogenezisin hizli ve kaliteli bir sekilde gergeklestigi gézlenmistir.
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6. TARTISMA

Kranial kemik defektlerinin rekonstriksiyonunda 19. yuzyildan
gunuimize kadar otojen greftler, sentetik, yari sentetik ve alloplastik
materyaller  kullanilmigtir.  Kemik dokunun iyilesmesi ile ilgilenen
arastirmacilar uzun yillar boyunca, kirik iyilesmesini hizlandiracak, kemik
defektlerinin kendiliginden ve hizli bir bicimde rejenerasyonunu saglayacak
yontemler Uzerinde c¢ahsmislardir. Daha blyuk defektlerde ise,
rekonstruksiyon amaciyla kullanilan kemik grefti veya kemik benzeri
alloplastik maddelerin daha hizh ve daha az komplikasyonla
osteointegrasyona yardimci olacak yontemleri ve kombinasyonlari Uzerinde
calismislardir. Bazi basarili sonuglar bildiriimesine karsin, bu c¢alismalarin
klinige yansimalari beklenen diizeyde olmamistir?'®.

Deney hayvanlarinda kraniumdaki defektlerin rejeneratif kapasitelerinin
insanlardakinden daha iyi oldugu bilinmektedir. Kranium, morfolojik ve
embriyolojik agidan bir membran prosesinden gelisim gdsterir ve bu nedenle
de yuz bolgesinde yer alan membrandz yolla gelismis diger kemiklerle
benzerlik gosterir. Anatomik olarak kranium iki kortikal tabaka icerir ve bu
acidan mandibulaya benzerlik gosterir. Fizyolojik olarak da kraniumun
kortikal kemigi, atrofik bir mandibulaya benzerlik gdsterir’’®. Bu nedenden
dolay! bizde literatiirlerle uyumlu olarak matiir Wistar Albino ratlarin
kranial bolgelerinde galigmamizi gergeklestirmeyi planladik.

Sicanlarda kritik bayUklukteki kemik defektinin boyutu konusunda net bir
fikir birligi yoktur. Cogu arastirmaci 8 mm’yi kabul ederken, bir kismi da 6 mm
ve hatta 4 mm'yi kritik boyut kemik defekti olarak kabul etmistir®>*210-411.214.220
Bizim calismamizda ise 7 mm’lik tam kat kemik defekti yaratilarak, kritik
blayuklUkteki kranial kemik defekti olusturulmustur.

Kranial kemik defektinin iyilesmesi sirasinda oOlu boslugu c¢evreleyen
dokularin saglikli olmasi gerekmektedir. Kraniumda periosteum ve 6zellikle

221

dura bu olayda o6nemlidir>’. Yeni olusan kemik ¢evreden merkeze dogru

221

(sentripedal) olusmaktadir®’. Etraftaki kemik doku, dura ve periosteum

olmaksizin yetersiz yeni damarlanma ve kemiklesme gosterir. Diger iskelet
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yapilarinin aksine, kranial kemiklerinin iyilesmesinde periosteumun daha az
bir dnemi vardir®®'???, Ancak dura ile periosteumun karsilikli etkilesiminin de
énemli oldugu bildirilmistir’*’. Bu galismada kemik defekti olusturulurken
dura ve altindaki sagital siniis korunmus ve kesilen periosteum, defekt
lizerine getirilerek onarilmigtir. igceride kalan o6lii boslukta yumusak
doku buyiimesi ve fibroblastik aktivite, greft ve membran kullanilarak
en aza indirgenmis ve implante edilen materyallerin ¢evre dokulara
migrasyonu onlenmistir.

Kemik metabolizmasinin bazi kimyasal, elektriksel ve mekaniksel
uyarilar ile kontrol edildigi; kemik iyilesmesi sirasinda trombosit, makrofaj ve
fibroblastlardan blyume faktéri olarak bazi peptidlerin  salgilandigi
bilinmektedir. Bu proteinler kemik iyilesmesi sirasindaki karmasik trafigi
duzenleyerek; migrasyon, proliferasyon ve diferansiasyon ile rezorbsiyon
arasindaki hassas dengeyi lokal olarak saglamaktadirlar. Ayni zamanda
buglne kadar yapilan c¢alismalarda, kemik iyilesmesinde rol alan birgok
kemik uyarici faktér tanimlanmistir?'®.

Yakin zamanlara kadar otogrefte alternatif olarak, en sik allogreftler
tercih edilmekteydi. Ancak mevcut hastalik transfer riski, yabanci cisim
reaksiyonu gibi riskleri ortadan kaldirmak igin uygulanan islemlerin osteojenik
ozellikleri zayiflatmasindan dolay! allogreftlerin kullanimi kisitlanmigtir®?®224,

Kemik, saglamlik ve katiligini organik bilegiklerinden; esneklik, surekli
kemik yapimi ve tamir yetenegini ise inorganik bilesenlerinden alan bir
yapidir?®®. Sert doku defekt bolgelerinde uygulandiklari alanlarda uzun siire
fiziksel yapilarini koruyan ve son yillarda kemik grefti materyali olarak 6nemi
artan B-trikalsiyum fosfat esasli greft malzemeleri, klinikte yaygin kullanim
alani bulmaktadir. Bu materyal 6zellikle maksillofasiyal cerrahi, travmatoloji
ve el cerrahisinde kullanim alanlari bulmustur. Saf B-trikalsiyum fosfatin
maksillofasiyal cerrahideki tedavi modelleri igerisinde buyuk kist kavitelerinin
doldurulmasi, preprotetik cerrahi, sinus lifting, kemik ogmentasyonlari,
implant cerrahisi ve periodontal lezyonlar bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda, [B-trikalsiyum fosfatin tam olarak rezorbsiyonunun 12-18 ay

arasinda oldugu gosterilmistir. Bu slre igerisinde fonksiyonel ve anatomik
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olarak orijinal kemikle yer degistirdigi gorilmistiir®®. Kemik greft
uygulamalarinda, rezorbsiyon hiz ve mekanizmasinin anlagiimasi buylk
onem tasimaktadir. Uygulanacak olan materyal yeni kemik yapiminda
osteoinduktif ve osteokonduktif etki gosterirken, zaman igerisinde ortamdan
tamamen uzaklasarak yeni kemikle yer degistirilebilmelidir. Kullanilan degisik
Ozellikleri greft malzemelerinin incelendidi klinik ve deneysel calismalarda,
farkli miktarlarda yeni kemik yapimi godsterilmistir. Greft malzemesinin
ortamda 6—42 ay sureyle varligini korudugunu gosteren cesitli ¢alismalar
literatlirde bulunmaktadir®®’.

Travma veya konjenital nedenlerle olusmus kemik defektlerinde ve
dentofasiyal deformiteler nedeniyle gergeklestirilen osteotomi alanlarinda,

228 Defekt alanlari

siklikla kemik grefti ile rekonstriksiyonlar yapilmistir
spontan iyilesmeye birakildiginda, fibrotik yapinin gogu ile bodlgede fibroz
doku olusumu baslar. Bu sekilde gerceklesen fibrotik iyilesmeyle birlikte klinik
olarak kaynamama (non-union) ve enkapsulasyon gibi komplikasyonlar da
olusabilmektedir. Bundan kaginmak ve, kemik hucrelerinin bodlgede
rejenerasyonunu saglamak amaciyla defektlerin greft materyali ile
rekonstriiksiyonuna ihtiyag vardir’®.

Walsh ve arkadaglari greft uygulamasinin 6nemini Dbelirttikleri
¢alismalarinda, koyun femurunda olusturduklari defektlerin bir grubuna
otojen greft uygulamislar, diger gruba ise bir sey uygulamadan spontan
iyilesmeye birakmiglardir. Spontan iyilesmeye biraktiklari grupta fibrotik
olarak iyilesme gdzlerken, otojen greft uyguladiklari defektlerde ise saglikl
kanselléz kemige benzer kemik dokusunun olustugunu belirtmislerdir®.

Alternatif bulma amaciyla son yillardaki arastirmalarda, sentetik
materyallerde buyUk gelismeler yasanmistir. Bu arastirmalarin dncesinde
sentetik materyaller, otogreft ve allogreftlere gobre ¢ok sik tercih
edilmemekteydi. Dinya c¢apinda tum greftler icinde sentetik greft kullanimi,
sadece %10 oranlariyla sinirliydi. Bu sinirli kullanimlarinin nedeni, tahmin
edilemeyen rezorbsiyon sureleri, sekillendirmedeki zorluk, yabanci cisim
reaksiyonu olusturmasi ile yetersiz klinik ve deneysel calismalardi. Bu

komplikasyonlar; mevcut sentetik materyallerin modifiye edilmesi, yeni
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sentetik materyallerin elde edilmesi ve bu konuda yapilan arastirmalarin
sayisinin artmasi ile oldukgca azalmistir. Sentetik materyaller ile ilgili
calismalar arttikga, otogreftlere ve allogreftlere olan UstlnlUkleri ortaya
ctkmis ve kullanimlari yayginlasmistir®%23",

Ruhaimi isimli arastirmaci ise kalsiyum sdilfat ile yaptigi deneysel
calismasinda, kalsiyum sulfati diger greft materyalleri ile % oraninda
karistirmis ve sonug olarak kalsiyum sulfatin osteogenezisi kolaylastirdigini
ve kombinasyon icinde yer alan kalsiyum sulfatin kemik ile greft arasindaki
fiziksel atagmani arttirdigini rapor etmistir?®.

ideal greft materyaline ulasma ¢abalari, sentetik greft materyalleri grubu
icinde yer alan Hidroksilapatit ve B-trikalsiyum fosfat Gzerinde calismalar
yapilmasina neden olmustur. Bifazik kalsiyum fosfat seramikleri;
Hidroksilapatit ve B-trikalsiyum fosfat karisimlarindan elde edilmistir. En
baylk o6zellikleri, matrisinin mikro yapilandir. Bu mikro yapi, bir ag
olugturacaklari zaman hucresel ve vaskuler penetrasyona daha ¢ok izin verir.

Béylece porlar arasinda kemik olusumu saglanmis olur?®*%3*

. Galigmamizda
kullandigimiz bifazik kalsiyum fosfat seramik greft materyalinin por
buyuklugua 100-500 pm’dir. Bu por buyukligu optimal hucresel
penetrasyonu ve vaskilarizasyonu desteklemektedir. Bu da implantin
kemige integrasyonunu gii¢lendiren énemli bir faktordur.

Calismamizda kullandigimiz B-TCP/HA materyali de, ideal grefte
ulasmak amaciyla uretilmis bir kombinasyondur. Bu karisimda kullanilan her
iki greft materyali daha dnce tek baslarina defalarca kullaniimis olup, olumlu
sonuglar elde edilmigtir. Ancak o6zellikle B-TCP’in vyerlestirildigi defektte
kirilgan 6zellik gostermesi, kuvvetlere karsi koyamamasi ve HA'in de rezorbe
olmayip uzun zaman defekt bodlgesinde kalmasi ¢esitli komplikasyonlara
neden olmustur. Bu komplikasyonlari ortadan kaldirmak icin, iki greft
materyali biraraya getirilip degisik oranlarda kombine edilmis ve kemik
defektlerinde kullaniimaya baslanmistir®®.

Daculsi ve arkadaslari farkh B-TCP/HA oranlarini (15/85, 35/65, 85/15)
kargilastirdiklari  deneysel c¢alismalarinda, bu farkli oranlarin greft

materyalinin sadece rezorbsiyon siiresine etkili oldugunu rapor etmislerdir'*®.
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Bu oranda artan B-TCP daha hizli bir rezorbsiyonu gergeklestirirken, artan
HA orani ise daha uzun suren bir rezorbsiyon zamanini gostermektedir. [3-
TCP tek basina kullanildiginda HA’e goére daha kolay rezorbe olup, daha
¢abuk ortamdan elimine edilmektedir. Yapilan farkli arastirmalarda TCP ve
HA kombinasyonundan olusan bifazik kalsiyum fosfatin ise, periodontal
defektlerin tamirinde her iki seramik materyalden de daha etkili oldugu
bildirilmistir?®®.

Farina isimli arastirmaci ve arkadaslari, 6 kdpegin tUm premolarlarini
cekerek, 3 ay sonra sag bolgeye %85 HA + %15 B-TCP (BCP1), sol bdlgeye
%15 HA+ %85 B-TCP (BCP2) uygulamislar ve 4., 12., 26. hafta sonra
histolojik incelemeye almislardir®’. Yapilan bu calismada daha erken ve
daha kaliteli kemik olusumunun BCP2’ de gergeklestigi ve fosfat agsamasinin
rezorbe olarak, bu alanlara kemik gégtiinin hem BCP2’' de, hem de BCP1’de
go6zlendigi rapor edilmigtir. Her iki asama degerlendirildiginde; BCP2’nin
BCP1'den daha hizli bir kemik rejenerasyonu olusturdugu gorilmastur.
Arastiricilar bilesiklerin  degdisik oranlarda kullaniimasiyla, osteoinduktif
potansiyelin arttigi kanisina varmislardir®®®%*°, Bizim kullandigimiz bifazik
kalsiyum fosfat seramiginin igerigi % 60 HA + % 40 B- TCP’dir. HA’in
rezorbsiyon hizini arttirmak icin, B-TCP bilesigi ile kombine edilmistir.
Bu karisim ile HA’in daha erken rezorbe olarak, daha hizli ve daha
kaliteli bir kemik yapiminin elde edilmesi hedeflenmistir.

Rezorbsiyon hizi yeni olugan kemik hizina ne kadar yakin olursa,
kemiklesme ve bolgeye hiicre gogli de o oranda basarili olacaktir. Hem
Farina’nin yaptigi calismada, hem de bizim yaptigimiz ¢alismada greft
uyguladigimiz gruplarda daha erken iyilesme basladigini gormekteyiz.
Ayni zamanda 8. hafta kemik olusum alani degerlendirildiginde, greft
uyguladigimiz gruplarda biyomateryal uygulanmayan gruplara oranla
daha fazla kemik olugsum alani gézlemledik.

Gosain isimli arastirmaci ve arkadaslari yaptiklari deneysel ¢alismada,
10 adet yetiskin koyunda fasiyal kontur ogmentasyonunda, otojen kalvarial
kemik ile HA ve B-TCP/HA (40/60) karisimi kullanmiglardir. Sonugta; otojen

kemik greftinin 1 yila yakin donemde dnemli oranda rezorbe olarak fasiyal
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konturun bozulmasina yol ac¢tigini, HA ve B-TCP seramiklerinin ise oldukga
sinirl dizeyde rezorbsiyon gostererek gorevlerini tam anlamiyla yaptiklarini
rapor etmislerdir?*°.

Bucholz ve arkadaslar tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise, 40
olgu serisinde metafizial defektlerde HA ve kansell6z otogreft uygulanmis ve
takiplerinde osteogenezis acisindan radyolojik ve klinik bir farklilik
saptanmadig bildirilmistir'"”.

Grimes ve arkadaslari 2 yil boyunca kliniklerine bagvuran benign timor,
duguk evreli kondrosarkomlar ve tumor benzeri lezyonu olan 30 hastaya,
lezyonlari gikarildiktan sonra defekt bdlgesine bifazik kalsiyum fosfat (-
TCP/HA) igerigini uygulamislar ve 2 yil boyunca hastalari takip etmislerdir.
Hastalarin sadece 6’sinda komplikasyon go6zlendigini, komplikasyonlarin
greftle iligkili olmadigini, 28 hastanin gunluk aktivitelerine tam anlamiyla geri
donduklerini belirtmiglerdir. Ayni zamanda bifazik kalsiyum fosfati, kemik
grefti olarak timor benzeri lezyonlarin eksizyonu sonrasi uygulamasini otojen
greft uygulamasina goére daha etkili bulduklarini beliten arastiricilar,
komplikasyon oranini da otojen greftlerin komplikasyonuna goére oldukga
dusiik bulmuslardir®'.

Xie ve arkadasglari ise, 1993-2002 yillar1 arasinda B-TCP/HA ile spinal
fuzyon uyguladiklari 20 hastadan, yaklasik 24 ay sonra biyopsi almiglardir.
Radyografik ve histopatolojik degerlendirmeler sonucunda, tim olgularda
fuzyonun basari ile tamamlandigini, B-TCP/HA’in osteogenezis kapasitesini
otogreft kadar etkili bulduklarini ve bu karisimin ge¢ dénemde rezorbsiyona
ugrayarak saglam bir yapi olusturdugunu rapor etmislerdir?*?.

Bloemers ve arkadaslari travma sonucu olugsan kemik defektlerinde
kalsiyum fosfat icerikli greftlerin kullanimini arastirdiklari ¢alismalarinda, bir
cok greft materyalinin bu konuda denendigini vurgularken, kalsiyum fosfatin
yuksek biyouyumlulugu ve basarili osteogenezisi ile tercih edilen en dnemli
greft grubu oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu tip greft kullaniminin otogreft
komplikasyonlarini tamamen ortadan kaldirdigini ve bu greft materyallerine
blyume faktorleri eklenmesi durumunda ise, daha basarili bir osteogenezis

saglanabilecegini bildirmislerdir®*.
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Daculsi ve arkadaslari HA ve B-TCP kombinasyonundan olusan bifazik
kalsiyum fosfati, yaptiklari klinik ve deneysel ¢alismalarda kullanmiglardir. Bu
¢alismanin klinik asamasinda kemik icinde benign tumoérd bulunan 4
hastada, tumorun cikartiimasini takiben olusan kaviteye bifazik kalsiyum
fosfat yerlestirmiglerdir. Calismanin deneysel kisminda ise 7 kdpek Uzerinde
40 adet femoral defekt olusturulup, bu defektlerin 4 tanesi kontrol grubu igin
bos birakilirken, digerleri greft materyalleri ile doldurulmustur. Arastirmanin 6.
ve 9. hafta histopatolojik incelemesinde, yeni kemik olusumu ile birlikte iyi
derecede vaskularizasyon ve bircok osteosit gozlemlenirken; radyolojik
incelemede ise, yeni kemik formasyonu izlenmigtir. Kodpeklerden alinan
kesitlerin degerlendiriimesinde de greft yerlestirilen defektlerde 6 hafta sonra
implantin  kortikal kisminda osteogenezis alanlari saptanmis olup,
beraberinde vaskuiler yapilar ve osteositler izlenmigtir. Kontrol amagli bos
birakilan defektlerde ise yeni kemik olusumu 6. haftanin sonunda goze
carparken, 9 hafta sonunda defektin sadece bir kisminin kemik ile doldugu
belirtilmistir'®.

Biz de calismamizda ratlarda cerrahi olarak olusturdugumuz
kalvarial defektlerde osteogenezis agisindan basarili oldugu bildirilen
bifazik kalsiyum fosfat seramiklerini kullanmayi uygun gorduk. Kontrol
grubunda olusturdugumuz cerrahi kritik boyut kemik defektinin, 12.
haftada alinan histolojik kesitlerinde kismi olarak yeni kemikle
dolarken; greft uyguladigimiz gruplarda 12. haftada kemik olusumunun
tim defekt alanini yeterli olciude doldurdugunu goézlemledik. Bu
sonuglarimizin Daculsi ve arkadaslan (1990), Farina ve arkadaslari
(2007), Gosain ve arkadaslar (2005), Bucholz ve arkadaslan (1989), Xie
ve arkadaslarinin (2006) elde etkileri sonuglarla uyumlu oldugu
gorulmustur.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, kemik defektlerinde kullaniimak
uzere hazirlanan sentetik greft materyallerinin ya kendileri icinde ya da otojen
greft veya buyume faktorleri ile kombinasyonunun kullaniimasini
onermektedir. Bu kombinasyonlarin amaci, greft materyallerinin tek bagina

kullanildiklarinda ortaya ¢ikan dezavantajlarinin, kombinasyonda kullanilan
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diger greft materyali tarafindan tolere edilip ideal grefte ulagiimasidir. Bone
Morfojenik Proteinlerin (BMP) uygun bir tasiyici ile implante edildiklerinde;
diferansiye olmayan mezenkimal hucrelerin kemotaksis ile aktive edilerek
goglerine  ve  osteoblastlara  ddnlsmelerine, kemik  matriksinin
depolanmasina, yeni depo edilen kemik matriksinin mineralizasyonuna ve
kemik iligi diferansiyasyonuna neden olduklari gdsterilmistir®**.

Oral ve maksillofasiyal cerrahide arastirmacilar, surekli olarak kemik
greftleme tekniklerini gelistrmek, daha hizh ve daha yodun kemik
rejenerasyonu elde edecek bir yontem gelistirmek igin ¢alismaktadirlar. TZP,
yara iyilesmesini ve rejenerasyonu arttirmak igin bas boyun cerrahisi, oral ve
maksillofasiyal cerrahi, plastik cerrahi ve kardiyovaskuler cerrahi gibi pek ¢ok
cerrahi alanda kullanilmaktadir®®®.

Marx ve arkadaglarinin, benign ve/veya malign lezyon eksizyonu
yapilmis fakat radyoterapi uygulanmamis 5 cm. ve daha buyluk mandibula
defektine sahip 88 hasta Uzerinde yaptiklar arastirmada, 44 defektin
tedavisinde posterior iliak bolgeden alinan otojen kemik grefti TZP ile beraber
kullanilirken, diger 44 hasta sadece otojen kemik grefti kullanilarak kontrol

grubu olarak belirlenmistir®*®.

Radyografik sonuglar incelendiginde TZP
kullanilan bolgelerde kemik maturasyonunun, TZP kullaniimayan bdlgelere
oranla 1.62 den 2.16’ ya kadar degisen oranlarda daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu hastalarda yapilan histomorfometrik dlgimlerde, TZP eklenen
bdlgelerde kemik yogunlugu ortalama %74 iken, TZP eklenmeyen bdlgelerde
bu oran %55.1 olarak bildirilmistir. Bu c¢alismanin sonuglarina goére, TZP
eklenmesi kemik formasyon oranini ve kemik grefti iginde kemik olusumunun
derecesini en azindan ilk 6 ay boyunca hizlandirmaktadir®*.

Oyama ve arkadaslarinin, alveoler kemik greftleme prosedurinde
otolog iliak kansell6z kemik ile TZP karisiminin kemik rejenerasyonu Uzerine
etkisinin degerlendiriimesi amaciyla yaptiklari arastirmada, daimi dentisyona
sahip 7 alveoler kleft hastasini ¢alismaya dahil etmislerdir. Rejenere kemik
miktarinin degerlendiriimesi 3 boyutlu bilgisayarli tomografi kullanilarak
yapilmis ve kontrol grubu ile karsilastinimistir. Alveoler kleft hastalarinda

ortalama rejenere kemik hacmi, TZP kullanilanlarda TZP kullaniimayanlara
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oranla istatistiksel olarak daha yuksek bulunmustur. Arastirmacilar, yarik
damak ve dudak hastalarinda TZP’nin osteogenezisi arttirdigini ve ortodontik
tedaviden sonra alveoler kemik greftlemesi proseduriinde kullanilabilecek
guvenilir, kolay ve ucuz bir ydntem oldugunu bildirmislerdir?*’.

Butterfield ve arkadaslari, sinis augmentasyonu sirasinda otojen
kemik remodelasyonu Uzerinde TZP’nin etkisini degerlendirmek amaciyla
tavsanlar Uzerinde bir ¢alisma yapmislardir. Agirliklar 3-3.5 kg. arasindaki
Yeni Zelanda tavsanlarindan genel anestezi altinda sag iliak krestten alinan
otojen kemik grefti ile bilateral sinls augmentasyonu yapilmistir.
Tavsanlardan alinan otolog kandan santriflij yoluyla elde edilen TZP topikal
bovin trombin ve kalsiyum Klorit ile karistiriimig, elde edilen jelde otojen
kemik grefti ile karigtirilarak sinis augmentasyonu igin kullaniimigtir. Kontrol
tarafina ise sadece otojen kemik grefti uygulanmigtir. Hayvanlar 2., 4., 8.
haftalarda sakrifiye edilmis ve tum ornekler peripheral quantitative computed
tomography (pQ-CT), statik ve dinamik histomorfometrik analiz ile
incelenmigtir. PQ-CT, statik ve dinamik histolojik kriterler kullanilarak yapilan
karsilastirma sonucunda TZP’nin, maksiller sinis augmentasyonunda kemik
grefti iyilesmesi Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadigi
sonucuna varilmistir®®.

Fennis ve arkadaslari, bir mandibular rekonstriksiyon metodunu
degerlendirmek amaciyla yaptiklari deneysel hayvan ¢alismasinda, 28 keciye
angulus rezeksiyonu uygulamiglardir. ilk rekonstriiksiyon 6zel olarak dizayn
edilmis osteosentez plak ve vidalari kullanilarak yapilmistir. Rezeke edilen
kortikal parca c¢ikarilmis ve Uzerine rond frez kullanilarak delikler aciimistir.
Defekt rekonstriksiyonu orijinal kortikal yapi iskeleti kullanilarak yapilmis ve
bosluklar iliak krestten alinan otojen kortikokanselloz kemik grefti ile
doldurulmustur. Kemik iyilesmesini hizlandirmak i¢in 14 hayvanda partikul
kemik greftleri TZP ile karistirilarak uygulanmistir. Osteosentez plak ve
vidalari, 3 haftadan 3 aya kadar dedisen periyotta immediat ylklemeye
dayanmis ve herhangi bir komplikasyon ile karsilasiimamistir. Denekler
sirasiyla 3., 6. ve 12. haftalarda sakrifiye edilmistir. Bagimsiz 2 gdzlemci

skorlama yontemiyle, hangi hayvanin TZP ile tedavi edildigini bilmeden klinik
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ve radyolojik degerlendirme yapmislardir. Skorlama parametreleri, anterior ve
posterior osteotomi bolgesindeki kemik bogluklari, frez ile hazirlanan
perforasyonlar, anterior ve posterior osteotomi bdlgesindeki kallus olusumu,
santral rezorbsiyon (internal rezorbsiyon) ve angular rezorbsiyon (eksternal
rezorbsiyon) dediskenlerini icermistir.Yapilan klinik ve radyografik
degerlendirme sonucunda, TZP ile tedavi edilen grupta kemik iyilesmesinin
énemli dlgiide daha hizl oldugu sonucuna variimistir?*®.

Robiony ve arkadaslari, siddetli atrofik mandibulasi olan hastalarin
tedavisi icin yeni bir metodu degerlendirmek amaciyla distraksiyon
osteogenezisi sirasinda TZP kullanmislardir. Siddetli atrofik mandibulasi olan
ve total dissiz 2’si erkek toplam 5 hasta yeni bir distraksiyon proseduru ile
tedavi edilmistir. Cerrahi sirasinda, iliak kemikten alinan otojen kemik grefti
TZP'den elde edilen otolog platelet konsantrasyonu ile Kkaristirilarak
distraksiyon bosluklari doldurulmustur. Otolog kemik ve TZP’den olusan bu
karigsim, distraksiyon rejenerasyonu igin kullanisli bir yapi iskeleti yaratmigtir.
Latent periyot icin 15 gun beklendikten sonra, distraksiyon hizi giinde 0.5 mm.
olacak sekilde ayarlanmistir. Konsolidasyon periyodu igin 60 gin
beklendikten sonra distraktorler c¢ikarilmigs ve ayni seansta implantlar
yerlestiriimigtir. Tedavi edilen tum hastalarda, planlanan distraksiyon
yuksekligi kemik rejenerasyonundaki onemli artis ile basariimis ve butin
hastalara planlanan zamanda implant yerlestiriimesi muamkin olmustur.
Arastirmacilar, bu yeni kombinasyonun siddetli atrofik mandibulalarin
restorasyonunda mikemmel ¢6zim sunan bir yontem olacagini
diistindigiini bildirmislerdir®®.

Aghaloo ve arkadaslari, kemik iyilesmesi Uzerinde TZP’nin etkisini
degerlendirmek amaciyla 15 tavsanda randomize, kor ve prospektif bir
¢alisma planlamiglardir. Kilolari 2, 4 ve 8 kg. arasinda degisen 15 adet erkek
Yeni Zelanda tavsaninda 8 mm’lik 4 kafatasi defekti hazirlamislardir.
Hazirlanan 3 defekte otojen kemik, yalniz TZP ve otojen kemik ile TZP
uygulanmig, bir defekt ise kontrol igin bos birakilmigtir. Defektler 1., 2. ve 4.
aylarda histomorfometrik, histolojik ve step-wedge kalibrasyon ile dijital

subtraksiyon radyografi analizi ile degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, bos
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birakilan ve yalniz TZP uygulanan defektlerle karsilastinildiginda, otojen
kemik ve TZP eklenmis otojen kemik orneklerinde radyografik kemik
dansitesi ve histomorfometrik kemik alaninda anlamli artig oldugu gorulmus,
ancak otojen kemige TZP eklenmesinin anlamli bir fark yarattigi
gosterilememistir. Ayni sekilde kontrol defekti ve yalniz TZP uygulanan
defektler arasinda da anlamli bir farka rastlanmamistir®®*.

Jaksen ve arkadaslari koyunlarda maksiller sinds duvari
augmentasyonu yapmiglar, otojen kemik+TZP ve sadece otojen kemigi
karsilastirmiglar, sonugta TZP’nin rejeneratif kapasitesinin dusik oldugunu
belirtmislerdir?®2.

Furst ve arkadaslari da ratlarda kortikal mandibuler defektlerin kemik
rejenerasyonunda plateletlerden salinan blyime faktorlerinin etkisi Uzerine
yaptiklari calismada anlamli bir fark bulamamislardir®®.

Belli ve arkadaslari, yayinladiklari olgu raporunda genis mandibular
kistik lezyonun tedavisinde lezyonun eksizyonunu takiben sigirdan elde
edilmis granldl formunda hidroksilapatit ve TZP karisimini kullanmiglardir.
Aragtiricilar, hastalardan 4 ay sonra alinan radyografide kemik ici defekt
bdlgesinde yUksek oranda remineralizasyon izlediklerini ve operasyondan
sonra herhangi bir komplikasyon ile karsilasmadiklarini bildirmislerdir?®*.

Kassolis ve arkadaslarinin, sinis elevasyonu ve/veya alveoler kret
augmentasyonu icin dondurulmus-kurutulmus kemik allogreftleri (DKKA) ve
TZP kombinasyonu ile tedavi edilen 15 hastanin klinik ve radyolojik
sonuglarini sunduklari olgu serisinde, DKKA ve TZP (0.5g./2cc.) karigtirilarak
kompozit greft materyali olarak yerlestirilmistir. Jel formu, otolog trombin
zengin plazma ve TZP (1:4 oraninda) karistirilarak elde edilmigtir. Biyopsi
ornekleri, implant uygulamasi sirasinda implant yuvasi hazirlanirken alinmig
ve histolojik olarak incelenmigtir. Yerlestirilen 36 implanttan 32’si basarili bir
sekilde iyilesirken, 4’4 mobilite nedeniyle c¢ikartiimak zorunda kalmistir.
Arastirmacilar, klinik ve histolojik sonuglara dayanarak sints yukseltiimesi ve
kret augmentasyonunda DKKA ve TZP karisiminin  implant
yerlestirimesinden o©nce kullanilabilecek alternatif bir yontem oldugunu

bildirmislerdir®>.
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Camargo ve arkadaslarinin, periodontal cerrahide kemik i¢i defektler
icin 2 farkh rejeneratif teknigin etkinligini klinik olarak kargilastirmak amaciyla
yaptiklari calismaya, 18 hasta katilmistir. interproksimal kemik defektlerinde,
TZP ve poroz kemik allogrefti (BPKA) birlikte kullanilmis veya absorbe
olabilen polilaktik asit membrani, bovin por6z kemik allogrefti (BPKA) ve TZP
kombinasyonu uygulanmistir. Her iki tedavi yontemi baslangi¢ degerleriyle
karsilastiriidiginda, onemli miktarda cep derinliginde azalma ve Kklinik
atasman kazanci elde edilmistir. Ancak iki grup arasindaki butin degiskenler,
istatistiksel olarak anlamli derecede TZP+BPKA+YDR grubunun lehine
bulunmustur'®®.

Aghaloo ve arkadaslarinin, dondurulmus-kurutulmus kemik grefti ile
TZP kombinasyonunun etkisini degerlendirmek amaciyla yaptiklari bagka bir
calismada, 15 adet Yeni Zelanda tavsaninda 8mm’lik 4 adet kranial defekti
olusturmuslardir. Hazirlanan defektlere randomize, kor ve prospektif olarak
dondurulmus-kurutulmus  mineralize  kemik  (DKMK), = DKMK+TZP,
dondurulmus-kurutulmus demineralize kemik (DKDK) ve DKDK+TZP
uygulanmis olup, 1., 2. ve 4. aylarda histomorfometrik ve radyografik olarak
degerlendirme yapilmistir. Radyografik olarak, DKMK ve DKDK greftlerine
TZP eklenmesinin kemik yogunlugunda artisa neden oldugu, ancak bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi sonucuna varmisglardir. Histomorfometrik
olarak da, DKMK’e TZP eklenmesinin kemik alanlarinda 1. ve 4. aylarda,
DKDK’e TZP eklenmesinin ise 1. ve 2. aylarda artisa neden oldugu, ancak bu
sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli olmadigi sonucuna varmislardir®’.

Zechner ve arkadaslari, mini pigler uUzerinde yaptiklari deneysel
calismada dental implantlardaki kemik iyilesmesi Uzerinde TZP’nin etkisini
degerlendirmiglerdir. Yetigkin 12 adet mini pigde mandibular premolar disler
cerrahi olarak cekilmis ve implant yerlestirimeden 6nce otojen TZP sol
bdlgedeki ¢ekim soketlerine asilanmigtir. Sag bolgedeki soketler ise kontrol
grubu olarak ayrilmistir. Denekler 3., 6. ve 12. haftalarda sakrifiye edilmis ve
ornekler histomorfometrik olarak incelenmistir. Yapilan histomorfometrik
degerlendirmede, erken iyilesme doneminde (6.hafta) topikal TZP uygulanan

bolgelerde kemik—implant kontaginin dnemli oranda arttigi gosterilmigtir. 12.
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haftada ise 2 grup arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir. Arastirmaci ve
arkadaslari, topikal TZP uygulamasinin erken iyilesme periyodunda implant
bolgesindeki kemik rejenerasyonunu arttirdigini rapor etmislerdir?®.

Anitua ve arkadaslarinin, implant uygulanacak bdlgelerin hazirlanmasi
tizerine yaptiklari bir arastirmada, 20 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. implant
oncesinde ¢ekim yapilan hastalarda ¢ekim bosluklarinin bir kismi TZP ile
tedavi edilirken, bir kismi kontrol grubu olarak spontan iyilesmeye
birakilmistir. TZP eklenen grup, kontrol grubuyla kiyaslandiginda bukko-
lingual kemik genigliginde ve kemik yogunlugunda artis izlenirken, ayni
zamanda yumusak doku iyilesme surecinde de kisalma meydana geldigi
gorulmustar. Arastirmacilar implant yerlestirilecek alanlarin hazirlanmasinda
TZP kullaniminin, yumusak doku iyilesmesini hizlandirma ve kemik
rejenerasyonunu arttirma gibi avantajlar sagladigini bildirmislerdir®’.

Man ve arkadaslari, 20 hasta Uzerinde yaptiklari ¢alismada, otolog
fibrin yapistirici ve platelet jel kullaniminin kozmetik cerrahi prosedirlerde
(face lift, mamoplasti, abdominoplasti gibi) pek ¢ok avantajinin oldugunu
gOstermiglerdir. Bu avantajlar; operasyon suresinin kisalmasi, dren
ihtiyacinin eliminasyonu, baskili bandaj ihtiyacinin ve iyilesme slresinin
azalmasi, operasyon sonrasi sislik ve agrida dusus ile yara iyilesmesinde
artis olarak bildirilmistir'®.

Valle ve arkadaslarinin, oral antikoagulan terapisi goren hastalarda,
dis cekiminden sonra kanamanin kontrolinde TZP etkinliginin
degerlendiriimesi amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda, mekanik kalp kapagi
replasmani yapiimis ve oral antikoagulan kullanan 40 hasta ¢alismaya dabhil
edilmistir. Arastirmacilar, varfarin kullanmaya devam eden hastalarda INR
(International Normalized Ratio) degeri normal sinirlarda tutuldugu surece
TZP kullaniminin gavenli ve gelismis bir prosedir oldugunu, TZP’nin kanama
ve tromboemboli riskini engelledigini belirtmislerdir®®®.

Sammartino ve arkadaglari, 20 yas diglerinin ¢ekiminden sonra
periodontal dokular Uzerinde otolog TZP’nin etkisi Uzerine bir g¢alisma
yapmislar, mandibular 2.molar digin distalinde 7.5 mm ve daha fazla cep

derinligi olan ve atasman seviyesi 6 mm ve Ustl olan hastalari ¢alismaya
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dahil etmiglerdir. Saglikli 18 gen¢ hastada yaptiklari galismada cerrahiden 12
hafta sonra klinik olarak inceleme yapilmig, kemik defekti igerisinde yeni
kemik olusumunda ve atasman seviyesinde artig, cep derinliginde dikkate
deger bir azalma oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar, TZP’nin derin
gémuli mezioanguler 3. molar diglerin cerrahi ¢ekiminden sonra mandibuler
2. molar disin distal kdkliinde olusabilecek periodontal defektlerin tedavisinde,
kemik rejenerasyonunu saglamada ve hizlandirmada etkili oldugu sonucuna
varmislardir®™®.

TZP’nin kemik rejenerasyonu icin kullanimi ile ilgili literatirde pek ¢ok
¢alisma bulunmaktadir. Hanna ve arkadaslari yaptiklar ¢calismada, TZP’nin
pordz hidroksilapatit kemik grefti ve sigir kaynakl ksenogreft ile birlikte
kullaniimasinin klinik parametreleri arttirdigini géstermislerdir®®.

Camargo ve arkadaslari yaptiklari klinik ¢alismada, kemik greftlerine
TZP’nin olumlu klinik etkisi iki nedene bagl olabilir sonucuna varmislardir.
Birincisi otojen fibrin jel kullanimi greft partikillerinin yapismasini arttirir,
sacllma riskini azaltir. ikincisi; TZP ¢evre yumusak dokular tizerinde guicli
mitojenik etkiye sahip olmasi nedeniyle yara iyilesmesini hizlandirarak
operasyon Dbdlgesinin agilmasini  ve infeksiyonunu engellemektedir.
Arastirmacilar ayni zamanda, TZP’nin pordéz sidir kemik grefti ve
yonlendiriimis doku rejenerasyonu (YDR) ile birlikte kullaniimasinin sadece
YDR uygulamasina goére, periodontal atagsman kazancini arttirdigini da
bildirmislerdir'®®.

Bu calismalardan farkl olarak; Arpornmaeklong ve arkadaslari
tarafindan ratlarin kemik iligi stromal hucrelerinin osteojenik farklilagmasi
Uzerine TZP’nin etkilerinin in vitro ortamda incelendigi ¢alismalarinda, doza
bagli olarak TZP’nin ilik kaynakli preosteoblastlarin osteojenik farklilagsmasini
engelledigi ve dolayisiyla osteoindiiktif bir ajan olmadigini rapor etmislerdir®®’.

Doéri ve arkadaslar yaptiklari klinik ¢calismalarda TZP’nin sigir kaynakli
ksenogreftler ve rezorbe olan membran kullanilan YDR’nda, sigir kaynakli
ksenogreft+mine matriks derivesi+trombosit kaynakli buyume faktoru

(TKBF)+rezorbe olmayan membran kullanilan YDR kombinasyonlarina ilave
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bir etkisinin olmadigi gdsterilmistir’®2. Yapilan diger klinik calismalarda da
ayni yénde sonuglar bildirilmistir?®%2%,

Jensen ve arkadaslari yaptiklari calismaya goére celiskili literatlr
sonuglarina neden olan en dnemli faktorlerin; TZP izolasyonunda kullanilan
degisik yollar, trombosit fragmantasyonu ve buylme faktorlerinin etkinligini
etkileyebilecek spesifik bir antikoaglilan kullaniimasinin olabilecegini
bildirmislerdir?®.

Choi ve arkadaslari kopeklerde yaptiklari deneysel bir ¢alismada,
otojen kemik greftlerine eklenen TZP’nin kemik rejenerasyonu uUzerindeki
etkisinin histolojik olarak incelenmesi sonucunda, otojen greftlere TZP
eklenmesinin kemik rejenerasyonunun miktar ve Kkalitesini kotu yonde
etkiledigini bildirmislerdir?®®.

Bizim calismamizda bunun aksine, kemik grefti+TZP ve sadece
kemik grefti uygulamalari arasinda yeni kemik olugsumu agisindan
istatistiksel olarak anlamh farkliik bulunmadigi saptandi. Yaptigimiz
calisgmada osteosit yogunlugu agisindan yapilan degerlendirmede ise,
kontrol grubuna kiyasla 2. ve 8. haftada greft ve greft+TZP grubu
arasinda fark gozlemlenmemis olup, 12. haftada greft+TZP grubu
osteosit yogunlugu acgisindan sadece greft uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak daha anlamli bir sonu¢ vermistir.

Cetin yaptigi tez calismasinda; greft, TZP ve YDR’nin osteogenezis
Uzerine etkilerini deneysel olarak incelenmigtir. Ratlarin femurunda
olusturdugu kemik kavitelerinin 1. grubu kontrol amacglh bos birakilirken, 2.
grubuna Tip-l kollajen membran uygulanmig, 3. grubuna Tip-l kollajen
membran ve hidroksilapatit grefti birlikte implante edilmis ve son gruba ise
Tip-l1 kollajen membran+hidroksilapatit+TZP birlikte yerlestirilerek defektler
rekonstrikte edilmistir. Postoperatif 10., 21., 45. ve 90. guUnlerde ratlar
sakrifiye edilerek, femurlari histopatolojik olarak degerlendiriimigtir. Kesitler
incelenerek elde edilen osteogenezis degerleri ile doku rejenerasyonu ve
kullanilan materyallerin kemik defektindeki yabanci doku reaksiyonu,
enfeksiyon, fibroz enkapsuilasyon, fiziksel atacman ve biokompatibilite

yonleriyle kiyaslamalari, Mann-Whitney-U testi ile istatistiksel olarak analiz



125

edilmistir. Sonugta, kullanilan greft materyallerinin  benzer dizeyde
enflamasyona ve fibrotik yanita neden oldugu, doku ile uyumluluklarinin
(biyokompatibilite) mikemmel oldugu ve yabanci doku reaksiyonuna neden
olmadiklari saptanmistir. Kemik Uzerine olan etkileri incelendiginde ise, tim
gruplarda 21. gunden sonra osteogenezis gorulirken, membran
uygulamasinin fibrotik iyilesmeye engel olarak daha ideal bir osteogenezisi
gergeklestirdigi, ancak kombinasyona TZP ilave edilmesinin, olusan yeni
kemigin kalitesi ve kantitesi agisindan anlamli derecede bir farklilik gésterdidi,
icerdigi buyume faktorleri nedeniyle iyilesmenin daha hizli oldugu ve defekt
tabaninda osteoblastik aktivitenin daha erken suregte basladigi rapor
edilmistir?®®.

Yamada ve ark. tarafindan kdpeklerde yapilan bir ¢alismada, dental
implant yerlestirmeden 6nce kemik rejenerasyonu amaciyla MKH+TZP, TZP,
kansell6z kemik ve kemik iligi uygulanan ve kontrol amaciyla bog birakilan
bolgelerde implant operasyonunu takiben 2. ayda osseointegrasyonun
degerlendirmesi yapilmistir®®’. 8. haftada yapilan histolojik incelemede TZP-
MKH karisiminin partikiler kanselloz kemik ve kemik iligi kadar olgun,
yapisal olarak uygun bir kemik rejenerasyonu sagladigi goézlenmigtir. Ayrica,
defektin tek bagina TZP ile doldurulmasinin osteogenezisin gergceklesmesini
saglamadigi da gorulmustir. Bu yluzden farkli arastirmacilar defekt igerisinde
TZP’nin  kemik iyilesmesini ilerletmedigini  diisinmislerdir®®®.  Bizim
calismamizda, bu calismalardan farklh olarak kanselloz kemik grefti
yerine kanselloz kemige oranla fazla kemik matriksi dolayisiyla daha
¢ok indiiktif komponent iceren, kemik morfojenik protein (KMP)
konsantrasyonu daha fazla olan bifazik kalsiyum fosfat kemik grefti
kullaniimigtir.

Son yillarda doku muhendisligi yonteminin gelistirdigi kok hucreler ile
ilgili, uygun bir yapi iskelesi ve blUyume faktorleriyle birlikte kullanildigi
maksillofasiyal bdlge dokularinin rejenerasyonu igin yeni yontemler
arastirilmaya baslanmis ve olumlu sonuclar elde edilmistir?®®272,

Kok hicreler gelisimsel olarak embriyonik kdk hicre veya post-natal kok

hicre (organa spesifik, dokuya spesifik veya erigskin kok hicre de denir)
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olarak ikiye ayrililar®”®. Embriyonik kék hiicreler (EKH’ler) gelismekte olan
blastosistin i¢ kitlesinden koken alirlar ve vicuttaki tUm hilcre cesgitlerine
(endoderm, mezoderm ve ektoderm) donusebildikleri i¢in ‘pluripotent hicre’
olarak kabul edilirler. Embriyonik kok hlcreler 6zellesmis doku ve
organlardan elde edilirler, tim bir doku veya dokulari olugturan gesitli hicre
tirlerine dénlsebildikleri icin ‘multipotent’ olarak kabul edilirler 2™

EKH’ler pek ¢ok dokunun tamiri veya rejenerasyonu igin énemli hicre
kaynaklari olsalar da; etik sorunlar, kontrol edilemeyen farkhlasmalari ve
verici-alici arasindaki immunite problemleri yuzanden klinik kullanimlari
sinirhdir. Ayrica in vivo ortamda kullanildiginda gelisebilecek kromozomal
degiskenlik ve timorlesme olasiliklarini elimine edebilmek igin uzun dénem
klinik galismalara inhtiyag vardir.

Rosenthal ve arkadaslari yaptiklari  c¢alismada, EKH’lerin farelere
enjekte edildiginde teratom olusturabildiklerini gostermislerdir. In vitro
ortamda daha yavas buylUme oranlari ve daha az telomeraz aktivitelerinin
olmasina bagh olarak, mezenkimal kok hucrelerin EKH’lere gore tumor
olusumu acisindan nispeten daha az risk tasidigi diistinilmektedir?”.

Embriyonik kok hucreler; kemik iligi, sinir dokusu, kas, deri, barsak,
karaciger, dental pulpa, periodontal ligament, alveolar kemik ve c¢ekilmis
daimi disler gibi pek cok organ ve dokudan elde edilmistir?”®?%®. Bu kanitlar,
tedavi uygulamalari igin MKH’lerin bircok organdan elde edilebilecegini
gOstermektedir. Bununla birlikte organ veya dokuya 6zgu nitelikler, kok hicre
davranisini etkileyebilecegi igin, tedavi amach kok hicre kaynaginin
seciminde dikkatli olmak gerektigi calismalarda rapor edilmistir?®®-2%°.

Akintoye ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarda, kraniyofasiyal ve uzun
kemiklerden elde edilen kemik iligi kaynakhh mezenkimal kok hucrelerin
(KIMKH’lerin), proliferasyon ve farklilasma agisindan birbirlerinden farkli
olduklarini bildirmislerdir. Kraniyofasiyal kemiklerden elde edilen KIMKH’lerin,
uzun kemiklerden alinan hucreler gibi organize bir hematopoetik ilik organi
olusumunu destekleyemedigi rapor edilmistir’.

Rubio ve arkadaslari vyaptiklari c¢alismalarda erigkin insan yag

dokusundan elde edilen MKH’lerinin, uzun doénem kiltirde bulunmalari
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sonucu spontan transformasyona ugradigini ve osteosarkom gelistigini
bildirmislerdir?®.

Bunun aksine, Miura ve arkadaslari ise yaptiklari ¢alismada, kemirgen
KIMKH'si ve insan yad dokusu kaynakli MKHlerinin spontan
transformasyonunu indiikleyen kiltir ortaminda, insan KIMKH'leriyle yapilan
degerlendirmelerde herhangi bir transformasyon potansiyeli gbzlemediklerini
rapor etmislerdir®®’.

Mulder ve arkadaslarinin yaptiklari c¢alismaya goére, bugune kadar
hematopoetik hastaliklarin, kanserin ve graft versus host hastaliginin basarili
ve rutin tedavisi icin kok hucre saglayan tek sistemin, kemik iligi oldugu
vurgulanmistir?®?.

Bugiine kadar, KiMKH’lerin herhangi bir primer kansere neden
oldugu ya da ciddi yan etkilerle iligkili olduguna dair bir kanit yoktur.
Tum bu sebeplerle caligmamizda, hiicre esasli tedavilerden ideal
sonuglar elde edilebilmesi igin, en elverigli verici bolge olan kemik iligi
kaynakli MKH populasyonlari kullaniimigtir.

Mezenkimal kok hucreler ve mezenkimal kok hlcre kaynakl osteojenik,
kondrojenik ve adipojenik hucrelerin hepsinin nonimmunojenik olduklari

yapilan calismalarda gdsterilmistir®®®

. Allojenik olarak transplante edilen
mezenkimal kok hlcrelere kargi dondrun alloreaktif lenfositlerinde herhangi
bir artis saptanmamistir’®?**. Bu fenomenin altinda yatan mekanizma heniiz
tam olarak anlasilamamistir. Her denekten kok hicre uretilmesinin
zorlugu ve mezenkimal kok hiicreler ile osteoblasta kadar
farkhlastiriimis kok hicrelerin nonimmiinojenik olmalari nedeni ile biz
caismamizda allojenik kok hiicre kullanmanin uygun oldugu
planlanmigtir.

Hucre uygulamalari igin ginumuzde iki yontem siklikla kullaniimaktadir.
Birincisi intraven6z injeksiyonlar (hdcrelerin direkt uygulanmasi), ikincisi
hicre enkapsulasyon sistemleridir (bir tasiyici yardimiyla hicrenin indirekt
uygulanmasi) ?%°.

Liechty ve arkadaslar vyaptiklari calismada; KIMKH'lerin sistemik

injeksiyondan sonra birgok organda bolgeye 6zgu olarak farklilastigi,
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yapisina girdigi ve yaralanmis bélgeye gog ettikleri gdsterilmistir®®. Hiicre
enkapsulasyon yaklagsiminda ise, vlcuda vyerlestirildikten sonra enzimatik
veya hidrolik yikimla rezorbe olan biyouyumlu bir yapi iskelesi, rejenerasyon
amaciyla hiicrelerle birlikte defekt icine uygulanmaktadir®®’.

Kranial defekt bolgelerine ulagsmak kolay oldugu i¢in KIMKH’lerin bu
bdlgeye lokal transplantasyonu, pratik bir ydntemdir. Ayrica, KIMKH'lerin
istenen bdlgeye sistemik injeksiyon yoluyla uygulanmasinin etkinligi belirsiz
ve sinirlidir. Buna bagh olarak galismamizda, MKH’lerin yapi iskelesi
yardimiyla defekt igerisine lokal transplantasyonu yontemi tercih
edilmigtir.

Doku rejenerasyonunun gerceklesebilmesi igin kullanilacak olan
MKH’lerin hicre yogunlugu da énemli bir faktordir. MKH uygulamasindan
sonra hucrelerin canliliklarini koruyabilmeleri ve osteoblastik hucrelere
farklilasabilmeleri igin yeterli doku sivisi ve kan destegi saglanmalidir®",
Yuksek miktarda hicre yodunlugu daha derin bodlgelerdeki hucrelere
vaskiilarizasyonu ve sivi infiltrasyonunu engelleyebilir. 2x10°%-2x10" hiicre/ml
arasinda MKH konsantrasyonlari kullanilan galismalarda, kemik dahil degisik
defektlerde etkili doku rejenerasyonunun gerceklestigi bildirilmistir®®->%.
Galismamizda da bu degerler arasinda bulunan, 2x10" hiicre/ml
yogunlugundaki mezenkimal kok hiicreler kullaniimistir.

Kotobuki ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismaya gore; doku mihendisligi
yontemleriyle yeni organlar elde edebilmenin, mekanik dayanikhlik ve Ug¢
boyutlu yapi saglayan uygun yapi! iskeleleri olmadan sadece hucre
kullanimiyla miimkiin olmadigi bildirilmistir®®'. Bu yiizden in vivo olarak doku
rejenerasyonu ve kok hlcre tamirini arttiracak, dokuya 6zgu yapi iskeleleri
gelistirmenin gerekli oldugunu rapor etmislerdir.

MKH’lerle ilgili olarak yapilan sinirh sayidaki c¢aligsmalarin
sonuglarina gore, MKH’lerin kemik rejenerasyonu ulizerine olumlu etkisi
oldugu ifade edilebilir. Ancak “MKH’lerin in vivo ortamda
tumorlesebilme olasihginin varligi gozardi edilmemeli ve hangi
potansiyel mekanizmalarla timor hicrelerine donugebilecekleri konusu

arastinlmalidir” diigiincesindeyiz.
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Teorik olarak ¢ok sey vaat eden TZP; Smart PReP (Harvest
Technologies, Norwell MA), Plasma Seal (Plasma Seal, San Francisco, CA),
Platelet Concentrator (Implant Innovations, Inc. 3i, West Palm Beach, FL)
gibi ticari firmalarin gelistirdigi cihazlar sayesinde daha kolay ve ucuz elde
edilebilir hale gelmistir. Bu hizli gelisme, beklentinin yiksek olmasi,
uygulamanin kolayhdi, otolog hazirlanabilmesi ve otolog olmayan kan
artnlerinin yan etkilerini tasimamasi nedenleriyle Grunun klinik uygulamalara
hizla girmesini saglamistir.

Son yillarda rekombinant teknolojinin gelismesi, bu yolla elde edilen
bayime faktorlerinin kemik iyilesmesi Uzerine etkilerinin daha iyi ortaya
konulmasina yardimci olmustur. Calismalar en ¢cok TGF ailesinden olan
BMP’ ler Uzerine yogunlasmis olmakla birlikte, TGF-3, PDGF, FGF, VEGF ve
IGF kemik iyilesmesinde etkisi ortaya konulan diger buyime faktorleridir.
Bunlarin deneysel calismalarla kemik iyilesme Uzerine etkinligi gosterilmis,
bazilari sinirh da olsa klinikte kullaniimig olmalarina ragmen, rutin klinik
kullanima girmeleri zor gorunmektedir. Bunun en &6nemli nedeni ise,
rekombinant teknolojinin pahali olmasidir®'®'".

Sert doku rejenerasyonu amaglayan kok hlcre uygulamalarinda yapi
iskelesi olarak biyoaktif HA, B-TKF (B-trikalsiyum fosfat) seramikler, cam
seramikler ve aliminyum seramikleri de igeren bir dizi seramikler, kalsiyum
karbonat ve polilaktik asit gibi polimerler kullanilmigtir; ¢inkld bu materyaller
yapay kikirdak veya kemik tretimi icin yeterli biyouyumluluga ve yikilabilirlige
sahiptir’®?%_ Ancak porlarinin olmamasi, seramigin yavas rezorbsiyonu ve
osteoinduktif 6zelliklerinin olmamasi yuzinden yeni kemigin defekt icine
invaze olmasini giiclestirirler®®*°®. Bu nedenle, “kemik defektlerinde otojen
kemik olusumunu saglayacak jel benzeri kivama sahip bir materyal
uygulanmasi daha uygun olabilir’ dusuncesiyle son vyillarda, kemik
defektlerinin doku miuhendisligi yontemleriyle rejeneratif tedavisini arastiran
calismalarda, kok hucrelerle birlikte yapi iskelesi olarak TZP kullaniimaya

baslanmistir®®’.

Bu calismalarda; MKH’lerle birlikte uygulanan TZP’nin,
MKH’lerin adezyonunu, proliferasyonunu ve kemik olusturmak Gzere

farklilagsmasini destekleyebilecegi belirtiimistir. KIMKH’nin TZP igerisindeki
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blyume faktorleri icin reseptoérler tasidigi ve in vitro galismalarda %10 TZP
eklenmesinin KIMKH'lerin proliferasyonunu belirgin dlglide arttirmaya yettigi
gosterilmistir’®. Bu bulgular géz 6niinde bulundurularak, ¢galismamizda
yapi iskelesi olarak TZP kullaniimigtir.

Pieri ve arkadaslari, minipigler Uzerinde yaptiklari deneysel ¢alismada
mandibulada kemik defekt; olusturmuslar ve bu defektlere Mezenkimal kdk
hlcre+florhidroksilapatit+TZP kombinasyonu, TZP+florhidroksilapatit, otojen
kemik grefti ve sadece Florhidroksilapatit implante etmislerdir. 3 ay sonunda
yapilan histolojik ve histomorfmetrik incelemede, en iyi iyilesme kalitesi
sirasiyla otojen kemik greftinde, sonrasinda Mezenkimal kok hicre+
florhidroksilapatit+TZP kombinasyonunda, TZP+florhidroksilapatitte ve son
olarakta yalnizca florhidroksilapatit uygulanan grupta gézlemlediklerini rapor
etmislerdir’®.

Khojasteh ve arkadaslarinin ratlar Uzerinde vyaptiklari deneysel
¢alismada olusturduklari kritik boyut kranial kemik defektlerine demineralize
kemik matriksi+TZP, demineralize kemik matriksi+mezenkimal kok hucre,
bifazik kalsiyum fosfat+TZP ve bifazik kalsiyum fosfat+mezenkimal kok hicre
uygulamiglardir. 6 hafta sonunda yapilan histolojik ve immunohistokimyasal
degerlendirme sonucunda en iyi kemik iyilesme kalitesinin Bifazik kalsiyum
fosfat+Mezenkimal kdk hiicre grubunda oldugunu bildirmislerdir®®.

Jafarian ve arkadaslari, kdpeklerin mandibulasinda olusturduklari kemik
defektine 4 farkli greft kombinasyonu uygulayarak karsilagtirmislardir. Bu
kombinasyonlar ve kemik rejenerasyonundaki Ustunluklerinin kiyaslanmasi
su sekilde olmustur; 1. sirada Bifazik kalsiyum fosfat+ Mezenkimal kdk hicre
grubu, 2. sirada Dogal sigir kemik minerali grefti+Mezenkimal kok hucre
grubu, 3. sirada Bifazik kalsiyum fosfat grubu, 4. sirada Dogal sigir kemik
minerali grefti seklinde siralandigini rapor etmislerdir®'°.

Pieri ve arkadaslari en iyi kemik rejenerasyonunu saglayan greftin
otogreft oldugunu ve bunu takiben Mezenkimal kok
hucre+TZP+florhidroksilapatitin izledigi, Kojasteh ve arkadasglari ise en
ideal kemik rejenerasyonunu Mezenkimal kok hiicre+ Bifazik kalsiyum

fosfat seramik greftinin sagladigini Dbildirmiglerdir. Jafarian ve
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arkadaslari ise ilk sirada Mezenkimal kok hiicre+Bifazik kalsiyum fosfat
seramik greftinin yer aldigini rapor etmiglerdir. Ancak bizim
arastirmamizda ise ilk sirada Mezenkimal kok hicre+TZP+Bifazik
kalsiyum fosfat seramik grefti kombinasyonu, en iyi kemik
rejenerasyonunu saglayan greft olarak yer almaktaydi. Calismamizin
sonuglart Pieri ve arkadaslarinin ve Jafarian ve arkadaslarinin
calismasiyla paralellik gostermektedir. Kojasteh ve arkadaslarinin
calismasinin farkh sonucu ise, bu arstirmada Mezenkimal kok
hicre+TZP+Bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti kombinasyonunun
birlikte uygulandigi bir calisma grubunun olmayisi ve bu nedenle
kiyaslama yapilamamis olmasi nedenlerine bagli olabilir kanisindayiz.

Dallari ve arkadaslan tarafindan, tavsanlarda olusturulan kemik
defektlerinin tedavisinde kemik iligi stroma hucrelerinin periost tabakasi
uzerinden direkt defekte injekte edilmesine oranla, TZP ile kombine sekilde
uygulanmasinin kemik iyilesmesinin istatistiksel olarak anlamliligini arttirdigi
bildirilmistir’'". Bu bulgunun, TZP igerisindeki bilyiime faktérlerinin, 6zellikle
trombosit kaynakli buylme faktorinin, stroma kok hucreleri Uzerindeki
mitozu uyarici etkisine ve TZP’nin bir yapi iskelesi olarak osteokonduktif
etkisine bagli olabilecedi ileri siirilmistir®’. Buna karsilik, tek basina TZP
kullaniminin 12 hafta sonunda defektin tamamen iyilesmesine yol agcmadigi
da belirtiimistir. Bu c¢alismada kemik iligi stromal hulcrelerin yapi iskelesi
olarak TZP kullaniimasinin yanisira, ayni zamanda TZP kemik grefti ile
birlikte de uygulanmistir. TZP’nin kemik grefti ile uygulandigi grupta, Kemik
iligi stromal hicreler+TZP+Greft uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli olmasa da daha az oranda yeni kemik olusumu sagladigi rapor
edilmistir®'".

Calismamizda kranial kemik defektinin iyilesmesinin
degerlendirilmesinde immunohistokimyasal ve histolojik degerlendirme
ile osteogenezis, osteoblastik aktivite ve kemik hiicreleri yogunlugu
olcumleri yapilmis ve bu kriterler goz oniine alinarak kiyaslamalar

gerceklestirilmistir.
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Ozgelik ve ark. tarafindan ayni histopatolojik degerlendirme kriterleri
kullanilarak yapilan c¢alismada ve daha oOnceki yayinlarda kranial kemik
defektlerinin degerlendiriimesinde, duz radyogramlar veya BT kullaniimistir.
Direkt kranial kemik defektlerindeki etkinligini inceleyen bir yayin olmamakla
birlikte, bu bdlgeye yakin olmasi ve fikir vermesi agisindan, sigan zigomatik
arkinin ortasindan yapilan kemik defektinin takibinde 3-boyutlu bilgisayarli
tomografi (3Boyutlu BT) ve diz radyogramlar karsilastirilmistir. Postoperatif
10. haftada yapilan 6lgimlerde, duz radyogramlarin kirik hattindaki fibréz
kallusu yakalama sansinin 3BBT'ye gore istatistiksel olarak daha iyi
oldugunu gostermiglerdir. Ayrica arastirmacilar istatistiksel olarak anlamli
olmasa da 20. haftada yapilan odlgimlerde, 3BBT ile yapilan o6lgimun,
defektin gergcek boyutunu diz radyogramlardan daha iyi tespit ettigini, ancak
istatistiksel olarak anlamli sekilde defekti oldugundan daha kuguk gdsterdigini
de rapor etmislerdir*'2.

Sicanlarin kranial kemik  defektlerinde, diz  radyografik
degerlendirmelerin gergek iyilesme paternini oldugundan kiguk veya buyuk
olarak gosterdigi ve tek basina kullaniimamasi gerektigini bildiren yayinlar
vardir, ancak tek basina BT o&l¢gumlerin dogrulugunu test eden bir veri

yoktur?'®

Bizim c¢ahgsmamizda kritik buyuklukteki kemik defekti
iyilesmesini tespit etmede radyolojik yontemler kullaniimamistir.
Calismamizda histolojik ve immunohistokimyasal degerlendirmeler

tercih edilmistir.
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7. SONUCLAR

Calismamizda, deneysel olarak rat kalvaryumunda olusturulan kritik
boyut kemik defektlerinde mezenkimal kok hlcreleri, bifazik kalsiyum fosfat
seramikleri ve trombositten zengin plazmanin kemik rejenerasyonu Uzerine
etkileri histolojik ve immunohistokimyasal olarak incelenmistir. Bu
incelemelerde, osteopontin ile osteonektin enzim ekspresyonlarinin
degerlendirmeleri ve osteosit yogunlugu kriterleri g6zonine alinmigtir.
Yapilan degerlendirmeler istatistiksel olarak kiyaslanmistir. Elde edilen

sonuglar siralanacak olursa;

1) Osteopontin ekspresyonu igin yapilan haftalara gére kiyaslamada;
osteoblastik aktivite 2. haftada ¢ok az oranda (% 3.3) baslarken, 8. haftada
bu oran artmis (% 23.3), 12. haftada ise ciddi bir farklihk yaratmistir (% 73,3).
lyilesme siiresi boyunca uygulanan kesit alinma zamanlari arasinda olusan
osteogenezise bagll olarak osteopontin ile pozitif boyanmada anlamli
farkhliklar tespit edilmistir. Bu durum iyilesme suresinin ilerlemesine paralel
olarak osteoblastik aktivitenin basladigi ve osteogenezisin arttigi seklinde

yorumlanmigtir.

2) Osteonektin ekspresyonu igin yapilan haftalara gore kiyaslamada;
osteoblastik aktivite 2. haftada ¢ok az oranda (% 10) hucre boyanmasi ile
gergeklesirken, 8. haftada bu oran artmis (% 40), 12. haftada ise ciddi bir fark
yaratmistir (% 76.7). Deney suresi boyunca uygulanan kesit alinma
zamanlari arasinda olusan osteogenezise bagl olarak osteonektin ile pozitif
boyanmada anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Bu durum ayni sekilde
iyilesme suresinin ilerlemesine paralel olarak osteoblastik aktivitenin

basladigl ve osteogenezisin arttigi seklinde yorumlanmistir.

3) Deney suresince kesitlerin alindigi haftalara gére osteosit yogunlugu

incelendiginde, tum haftalar icin arzu edilen 3 degeri (kontrol grubundan %
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30 daha fazla osteosit yogunlugu) surenin ilerlemesine paralel olarak artis
gostermektedir. Bu deger, calismanin 12. haftasinda en yuksek seviyeye

ulasmigtir.

4) Degerlendirmeler sonucunda osteopontin ekspresyonu igin gruplar
arasi kiyaslamada, en iyi osteopontin ile pozitif boyanan grubun
Greft+TZP+Mezenkimal kdk hicre grubu oldugu (%52,4), bunu sirasiyla
Greft+ Mezenkimal kok hlcre grubu (%42,9) ile Greft+TZP grubunun (%28,6)
takip ettigi ve son olarakta sadece Greft uygulanan grubun (%19,0) izledigi
gorulmustar. Bu durum, osteokonduktif etkili grefte mezenkimal kdk hicre
ilavesiyle osteogenezis oldukca arttigini gostermekle beraber, mezenkimal
kok hdcrenin osteoblastik aktiviteyi ylkselttigini gosteren énemli bir materyal

oldugu konusunda guglu bir bulgudur.

5) Gruplar arasi ikili kiyaslamada ise; Greft+TZP+Mezenkimal kdk hicre
grubu ile sadece greft uygulanan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik tespit edilmistir (p=0,024). Bu durum, osteokonduktif etkili grefte TZP
ve mezenkimal kok hucrelerin eklenmesinin osteoindiksiyonu sagladigi ve

osteogenesisi anlamli bir oranda arttigi seklinde yorumlanmigtir.

6) Degerlendirmeler sonucunda osteonektin ekspresyonu igin gruplar
arasi kiyaslamada, en iyi osteonektin ile pozitif boyanan grubun
Greft+TZP+Mezenkimal kdk hicre grubu oldugu (%66,7), bunu sirasiyla
Greft+ Mezenkimal kok hicre grubunun (%57,1), Greft+TZP (%33,3)
grubunun ve son olarakta sadece Greft uygulanan grubun (%23,8) izledigi
saptanmigtir. Hem mezenkimal kok hdcrenin greftle birlikte uygulandigi 4.
grupta, hem de mezenkimal kdk hucrenin greft ve TZP ile birlikte uygulandigi
5. grupta ideal bir osteogenezisin elde edilmesi, duzenli bir kemik yapinin
olusmasi ve erken donemde osteoblastik aktivitenin baglamasi gibi kriterler
g6zoénune alindidinda “bu kombinasyonun osteokondiiktif 6zelliginin
yanisira osteoinduktif bir ozelligi oldugu” seklinde yorumlanmis ve bu

Ozellikler histolojik ve immunohistokimyasal olarakta gézlenmistir.
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7) Yukardaki degerler dikkate alinarak gruplar arasi kiyaslamalarda ise;
Greft+TZP+Mezenkimal kok hlcre grubu ile Greft grubu arasinda osteonektin
boyanma pozitifligine gére anlamli bir farklik saptanmistir (p=0,005). Ayni
sekilde Greft grubu ile Greft+Mezenkimal kok hlcre grubu arasinda (p=0,028)
ve Greft+TZP grubu ile Greft+Mezenkimal kok hucre+TZP grubu arasinda
(p=0,031) anlamli farkhliklar bulunmustur. Istatistiksel degerlendirme sonucu
Greft grubu ile Greft+Mezenkimal kdk hucre gruplari arasindaki degerlerin
anlamli ¢ikmasi ve yaklasik 2 kati kadar bir fark yaratmis olmasi, bize
Mezenkimal kdk hucrenin osteogenezis Uzerinde olumlu bir etkisi oldugunu
gOstermektedir. Bu bulgu oldukga 6nemli olup, ideal bir materyalin elde
edilmesi hedefimize yaklastigimiz kanisini da uyandirmigtir. Ustelik bu
materyale TZP ilavesinin olayi bir derece Ust seviyeye c¢ikarmasi da, bu
arandn segcilebilecek bir materyal oldugunu disundirse de bu durum

“iyilesme agisindan tercih hekime birakilmalidir” seklinde yorumlanmigtir.

8) 2. hafta igin Greft+TZP+Mezenkimal kdk hicre uygulanan grup (%
14,3) hari¢ diger gruplarda ‘3’ derecesinde osteosit yogunlugu goérulmemistir.
Bu da erken donem igin osteosit artisinin en iyi oldugu grubun
Greft+TZP+Mezenkimal kdk hiucre grubu oldugunu gostermistir.

8. haftada Greft+Mezenkimal kdk hiucre grubu en ylksek oranda 3.
derece osteosit yogunlugu gostermistir (%42.9). Onu takiben
Greft+TZP+Mezenkimal kok hlcre grubu gelmistir (%28.6). Diger gruplarda 8.
haftada henlz ‘3’ derecesinde osteosit yogunlugu gosteren kesit tespit
edilememigtir.

12. haftada ise en iyi deger Greft+TZP+Mezenkimal kok hucre
grubunda (%85.7) gergeklesirken bunu sirasiyla Greft+tMezenkimal kok
hidcre grubu (%57.1), Greft grubu (%28.6) ve sonuncu olarak Greft+TZP
grubunun (%14.3) izledigi saptanmistir.
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9) Uygulanan tim materyallerde yabanci cisim reaksiyonu, fibroz
enkapsulasyon ve enfeksiyon gibi bulgular gorliimezken; yara iyilesmesi

prosedurld boyunca hemen hemen ayni dizeyde enflamasyon izlenmigtir.

Bu bulgular 1s1ginda, deneysel olarak gergeklestirdigimiz ¢alismamizda
mezenkimal kok hulcreleri, bifazik kalsiyum fosfat seramik grefti ve
trombositten zengin plazma osteogenezis Uzerine etkileri 2., 8. ve 12.
haftalarda incelenmis; osteoblastik aktivite ve osteogenezisin Mezenkimal
kok hicrenin kombine edildigi gruplarda ideal sonuglar verdigi,
osteokonduktif etkili grefte buyume faktort iceren TZP ve Mezenkimal kok
hicrelerin ilavesiyle dizenli bir kemik yapinin olustugu ve osteoinduksiyonun
saglandi§i godzlenmistir. Istatistiksel olarak gruplararasi kiyaslamalarda,
Greft+TZP+Mezenkimal kok hicre grubunun osteogenezisi 2 kat artirmasi
onemli bir bulgu olup, ideal bir materyalin elde edilmesi hedefimize
yaklastigimiz kanisi uyanmigtir. Yasal, etik ve tibbi sorunlarin bir an dnce
asilarak, Mezenkimal kdk hacre ile ilgili ¢alismalarin arttiriimasi ve bunun

klinik boyuta taginmasi gerektigini diguinmekteyiz.
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