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OZET

Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrinin Bariyer Membran Olarak Kullanilmasi
ve Kemik Rejenerasyonu Uzerine EtKisinin Degerlendirilmesi

Bu calismanin amaci, kritik boyutlu kemik defektlerinin tedavisinde Lokosit
ve Trombositten Zengin Fibrin (TZF) ve diisiik doz lazer uygulanmis TZF (DDL-
TZF)’ nin bariyer membran olarak yeni kemik olusumuna etkisinin, kolajen
membranla karsilastirillarak degerlendirilmesidir.

Bu calismada 5 adet, ortalama 40 kg agirhg@inda, 18-24 ayhk merinos tipi
eriskin erkek koyun kullanildi. Koyunlardan 4 tiip, 10 cc kan alind1 ve 2700 rpm’
de 12 dakika santrifiij edilerek TZF elde edildi. Genel anestezi altinda, koyunlarin
sag iliak krestine mukoperiosteal elevasyon ile ulasim saglandi. Her bir koyunda
toplam 8 adet kritik boyutlu defekt olusturuldu. Defektlerin tiimiine deproteinize
sigir kaynakh kemik grefti yerlestirildi. Bir gruptan iki adet defekt olacak sekilde
defektler dort gruba ayrildi. Defektler sirasiyla kolajen membranla, membran
haline getirilmis TZF ile ve membran haline getirilmis DDL-TZF ile ortiildii. Bir
gruba, kontrol grubu olarak membran yerlestirilmedi. Toplam 40 defekt elde
edildi. Hayvanlar 12. haftanin sonunda sakrifiye edildi. Elde edilen Kkesitler
histomorfometrik yontem ile incelendi.

Calismanin sonuclarina gore tiim gruplarda ana parametrelerimiz olan; yeni
kemik olusumu (BV/TV), kemik hacmi (BV) ve Kkemik yiizeyi (BS)
degerlendirmelerinde artis gozlenmistir. Gruplar aras1 karsilastirmada tiim ana
parametrelerde en yiiksek degerler kolajen grubunda elde edilmistir ve bu fark
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). DDL-TZF grubunda; TZF ve kontrol
gruplarma gore daha yiiksek degerler gozlenmistir ancak istatistiksel olarak
anlamh bir fark yoktur (p>0,05). TZF grubu, kontrol grubuna gore daha basarih
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh fark tespit edilmemistir (p>0,05).

Bu bulgulara gore TZF ve DDL-TZF’ nin bariyer membran olarak etkinlik
gosterdigi anlasilmaktadir. Ancak TZF membranin etkinligini arttirmak icin daha
ileri calismalara gerek vardir.

Anahtar Kelimeler: Yonlendirilmis Kemik Rejenerasyonu, Trombositten Zengin
Fibrin, Diisiik Doz Lazer Tedavisi




ABSTRACT

Using of Leukocyte and Platelet Rich Fibrin as a Barrier Membrane and
Evaluation Its Effect on Bone Regeneration

The aim of this study was to compare the effects of Leukocyte and Platelet
Rich Fibrin (PRF) and low-level-laser applied PRF (LLL-PRF) as barrier
membranes with collagen membranes on new bone formation for the treatment of
critical size bone defects.

In this study, 5 male sheep with average weight of 40 kg and 18-24 months old
were used. 4 tubes of 10 cc blood were drawn from the sheep and centrifuged at
2700 rpm for 12 minutes to obtain PRF. The right iliac crest of sheep was exposed
by the mucoperiosteal elevation under general anesthesia. A total of 8 critical
defects were created in each sheep. A deproteinized bovine bone graft was placed
in all defects. The defects were divided into four groups with two defects from each
group. The defects were covered respectively with collagen membrane or PRF in
membrane form or LLL-PRF in membrane form. Membrane was not placed in
one group which served as the control group. A total of 40 defects were obtained.
Animals were sacrificed at the end of 12th week. The sections obtained were
analyzed by histomorphometric method.

According to the results of study, our main parametres which are the new
bone formation (BY / TV), bone volume (BV) and bone surface (BS) rates were
increased in all groups. In the comparison between the groups, the highest values
in all main parameters were obtained in the collagen group and this difference was
statistically significant (p<0,05). Higher values were observed in the LLL-PRF
group compared to the PRF and control groups, but there was no statistically
significant difference between them (p>0,05). Although the PRF group was more
successful than the control group, no statistically significant difference was found
(p>0,05).

The findings of the current study suggest that PRF and LLL-PRF may act as
barrier membranes. However, further studies are needed to increase the efficiency
of the PRF membrane.

Key Words: Guided Bone Regeneration, Platelet Rich Fibrin, Low Level Therapy.

X1



1. GIRIS

Periodontal hastaliklar, ciiriikk, enfeksiyon, travma ve konjenital nedenler gibi
durumlara bagli olarak periodontal dokularda yumusak/ sert doku defektleri
gozlenebilmektedir [1, 2]. Estetik, fonetik ve fonksiyonel yetersizliklere neden olan bu
kayiplarin azaltilmasi, Onlenmesi ve rekonstriikksiyonu ic¢in yonlendirilmis doku
rejenerasyonu (YDR) ve yonlendirilmis kemik rejenerasyonu (YKR) kullanilmaktadir
[3]. YDR prensibi 1980’ lerin bagsinda Nyman ve Karring tarafindan tanimlanmistir [4].
Bu prensibe gore, bariyer membranin agiga ¢ikmis kok ylizeyi ve periodontal defekt
lizerine yerlestirilmesiyle meydana gelen izole edilmis alanda periodontal ligament,
sement ve kemik hiicrelerinin secici olarak ¢ogalmasi saglanabilmektedir [5-8]. YKR
tedavi konsepti, YDR prensibinden temel alarak gelistirilmistir [9]. YKR’nin biyolojik
manti81, istenmeyen yumusak dokularin kemik defekti icine biiylimesinin bariyer
membranlar yoluyla mekanik olarak engellenmesidir. Boylece sadece komsu kemikten
koken alan osteojenik hiicrelerin ¢cogalmasina izin verilerek, defekt bolgesinin kemik
dokusuyla iyilesmesi saglanmaktadir [9, 10].

YDR/YKR’de kullanilan bariyer membranlar biyouyumlu olup dokuyla
biitiinlesebilme, defekt yiizeyine hiicre tutunmasimi kolaylastirabilme, hiicre
proliferasyonunu ile hiicre migrasyonunu uyarabilme, bosluk olusturabilme ve kolay
klinik kullanim 6zelliklerine sahip olmalidir [11-15]. Bu materyaller temel olarak
rezorbe olan ve olmayan olarak smiflandirilmaktadir. YKR teknigiyle ilgili ilk
calismalar, rezorbe olmayan politetrafloroetilen (PTFE) membranlar kullanilarak
yapilmistir [1]. Bir¢cok avantajinin yani sira PTFE membranlarin dezavantajlari, cerrahi
prosediirden sonra membranin aciga ¢ikabilmesi ve rezorbe olmadigi icin iyilesme
doneminden sonra ikinci cerrahi miidahale ile ¢ikarilmasi zorunlulugudur [16, 17].
Membranin cerrahi islemle ¢ikarilmasindan kaginmak isteyen arastirmacilar, 1990’ larin
basinda rezorbe olabilen dogal ve sentetik membranlar1 gelistirmislerdir [18-20].

Rejeneratif cerrahi islem sonrasi, kemik iyilesmesini hizlandirmak ve arttirmak
amactyla ¢esitli materyaller kullanilmaktadir [21]. Gilinlimiize kadar gelistirilen bu
biyomateryaller arasinda, lokal ve sistemik olarak uygulanabilen biliylime faktorleri ve

fibrin yapistiricilar: veya bunlarin kombinasyonlar1 bulunmaktadir [22-24].



Rejenerasyon potansiyelini arttirmak i¢in uygulanan biyomateryallerden biri de,
son yillarda kullanim1 artan, otojen trombosit konsantreleridir [25]. Trombosit
konsantreleri, yara iyilesmesi ve rejenerasyonunda anahtar rol oynayan cok sayida
biiylime faktorii ve sitokin icermektedir [26]. Choukroun ve ark. tarafindan gelistirilen
trombositten zengin fibrin (TZF), yiiksek rejeneratif potansiyeli olan bir trombosit
konsantresi olarak tanimlanmaktadir [25]. Lokosit ve trombositten zengin fibrin (L-
TZF) ikinci jenerasyon bir trombosit konsantresidir. L-TZF fibrin matriks i¢inde
bulunan biiylime faktorleri ve sitokinlerin, yara bdlgesinde uzun siire salinimi
gergeklestirerek osteojenik hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir [27]. L-TZF’ nin
yumusak ve sert dokunun rejenerasyon potansiyelini arttirdigi ¢esitli klinik ve deneysel
calismalarda gosterilmistir [28, 29]. L-TZF, bu 6zelliklerinden dolayi, son yillarda
periodontal rejeneratif cerrahide tek basina veya diger biyomateryaller ile karigtirilarak
genis kullanim alan1 bulmugtur [30].

TZF’nin YDR/YKR prosediirlerinde  etkinliginin  arttirilmas1  amaciyla,
fotobiyostimiilasyon uygulanmasiyla ilgili calismalar bulunmaktadir. Diislik doz lazer
tedavileri (DDLT) diisiik enerji seviyelerinde derin penetrasyon gdstererek dokuda
giiclii biyostimiilatif etki yaratmaktadir [31]. Bu nedenle periodontal hastaliklarin,
yumusak ve sert doku defektlerinin tedavisinde, rejenerasyon potansiyelini arttirmak
i¢in kullanilmaktadir [32].

Literatiir incelemesi yapildiginda kemik defektlerinin YKR ile tedavisinde L-TZF
ve DDLT’ nin tek bagina kullanildigi ¢aligmalar bulunmaktadir [33-35]. Ancak, bariyer
membran olarak L-TZF’nin ve DDL uygulanmis L-TZF membranin bariyer olarak
kullanilmastyla ilgili ¢aligma bulunmamaktadir.

Calismamizda; L-TZF’nin bariyer membran olarak etkinliginin yo6nlendirilmis
kemik rejenerasyonuna etkisi ve DDLT wuygulamasinin L-TZF’ nin rejeneratif

potansiyeline etkisinin histomorfometrik olarak degerlendirilmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

2.1.1. Kemik Dokusunun Yapisi

Kemik hem mineral hem de organik yapidan olusan metabolik olarak aktif
0zellesmis bir bag dokusudur. Hiicresel elemanlari; osteoblastlar, osteositler, kemik ortii
hiicreleri ve osteoklastlardir. Morfolojik olarak, kanselldz (siingerimsi veya trabekiiler)

ve kortikal (kompakt veya lameller) kemikten olusmaktadir [36].

2.1.2. Kemik Hiicreleri

a. Osteoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitor hiicreler, embriyonik mezensimden koken almaktadir. Spesifik
bir doku hiicresine farklilasmadan kok hiicre seklinde kalabilmekte ve yasamlari
boyunca ¢ogalabilme 6zelligine sahiptir. Bu hiicreler periosteum ve endosteumun iginde
bulunmaktadir. Kemik dokuda goériilen herhangi bir travma veya hastalik durumunda,
kemik morfojenik proteini (BMP) araciligiyla osteoblastlara dontigserek, kemigin tamir

mekanizmasinda gorev almaktadir [37].

b. Osteoblastlar

Kemik yapimmindan sorumlu olan osteoblastlar, mezensimal kdkenlidir ve
kemikteki en aktif hiicrelerdir [38]. Osteoblastlar, % 90 oraninda tip I kolajen olmak
lizere; mineralizasyon i¢in dnemli olan glikoproteinler, proteoglikanlar, osteoprotegrin
(OPQ), osteonektin, osteokalsin, osteopontin gibi proteinleri ve tamir mekanizmasinda
onemli rolleri olan BMP, donistiiriicli bliylime faktorii-B (TGF-f), trombosit kaynakli
biiyiime faktorii (PDGF), insiilin benzeri biiyiime faktori-I (IGF-I), insiilin benzeri
bliytime faktorii-2 (IGF-2), interlokin-1 (IL-1) gibi sinyal proteinlerini salgilamaktadir
[39, 40]. Bu hiicreler, 151k mikroskobunda bazofilik boyanmaktadir [41].

c. Osteositler
Metabolizmasi yavaglamis ve boliinme yetenekleri bulunmayan osteoblastlardan

meydana gelen osteositler kemikte lakiina olarak bilinen bosluklarda yer almaktadirlar



[39, 42]. Osteositlerin gorevi, gap junction aracilifiyla kanalikiillerde yayilan diger
osteositlerle, osteoblastlarla veya kemik yilizeyinde bulunan kemik ortii hiicreleriyle

baglanti1 kurmaktir [43, 44].

d. Kemik Ortii Hiicreleri
Boliinme yetenegi olmayan osteoblastlarin  sitoplazmalarimi  kaybedip
farklilagmalar1 sonucunda meydana gelmektedirler. Kemik ortii hiicreleri, pasif yetiskin

kemik yiizeyinde bulunmaktadir. Hiicreler arasi sinyal mekanizmasinda gorev

almaktadirlar [45-47].

e. Osteoklastik Hiicreler

Graniilositik makrofaj hiicrelerinden koken alan monosit hiicrelerinin
birlesmeleriyle olusan ¢ok cekirdekli ve hareketli hiicrelerdir [48]. Kemik yiizeyinde
olusturduklar1 “Hawship Lakiinalar1” adi verilen eroziv ylizeylerde bulunmaktadirlar
[49]. Osteklastlar, kemik rezorpsiyonundan sorumlu hiicler olup kemigin fizyolojik

sekillenmesinde, yeniden yapilanmasinda ve kemik iyilesmesinde gorev almaktadirlar

[50].

2.1.3. Kemik Doku Yapim Mekanizmalar:
Iskelet kemikleri intramembrandz kemiklesme veya endokondral kemiklesme
yoluyla meydana gelmektedir [51]. Iki kemiklesme tiiriinde de, ilk olarak primer kemik

olusmakta ve daha sonra primer kemik yerini sekonder kemige birakmaktadir [52].

a. Intramembranéz Kemiklesme

Mezengimal kok hiicrelerin  osteoblastlara  farklilagarak  osteoblastlarin
salgiladiklar1 matriksin dogrudan kemiklesmesiyle gerceklesmektedir [53]. Kafatasinin
yass1 kemiklerinde (frontal, pariyetal, oksipital, temporal), maksilla ve madibulanin bazi

bolgeri ile klavikulanin bir kismninda bu tip kemiklesme gézlenmektedir.

b. Endokondral Kemiklesme
Endokondral kemiklesmede, mezensimal kok hiicreler ilk olarak kondrositlere

farkilagsmaktadir [51]. Kondrositler, kemigin son seklini ve pozisyonunu belirlemek



tizere ¢ogalarak kikirdak  matriksini salgilamaktadir. Olusan kikirdak sablon,
osteoprogenitér  hiicrelerden  farklilasan  osteoblastlar  aracil@iyla  sonradan
kemiklesmektedir. Bu kemiklesme; uzun kemiklerin formasyonunda, epifizyel biiylime

plaklarinin olusumunda ve dogal kemik iyilesmesinde goriilmektedir [36].

2.1.4. Kemik Doku Cesitleri

a. Birincil ( Olgunlasmamns, Orgii, Primitif) Kemik Dokusu

Birincil kemik, embriyonik iskeleti olusturduktan sonra rezorbe olarak olgun
kemik ile yer degistirmektedir [54]. Yetiskinlerde, kafadaki yassi kemikler, dis
alveolleri ve tendonlarin kemige girdigi yerler gibi birka¢ yer disinda yerini ikincil
kemige birakmaktadir. Birincil kemik dokusu, ikincil kemik dokusuna goére daginik
dizilmis kolajen liflerin yan1 sira daha az mineral ve sekonder kemik dokusundan daha

fazla osteosit igermektedir [49].

b. ikincil ( Olgunlasmis, Lameller, Sekonder) Kemik Dokusu

Ikincil kemik dokusu, yetiskinlerde hem kortikal hem de spongiyoz kemikte
bulunmaktadir [55]. ikincil kemigin kolajen lifleri, birbirine paraleldir ve matriks icinde
neredeyse homojen mineral dagilimiyla kalinlasan 4-12 mikrometre arasinda farkli
tabakalar olusturmaktadir [49]. Bu organizasyon, lameller kemige homojen radyografik

goriinlim vermektedir [56].

c. Kortikal Kemik ve Kanselloz Kemik

Kortikal (kompakt, lameller) ve spongiyoz (kansell6z, siingerimsi) kemik olarak
siniflandirilan kemikler hem birincil hem de ikincil kemik dokusunu igermektedirler. Bu
iki tip kemik, benzer yap1 ve matriks kompozisyonuna sahiptir, ancak kortikal kemik
spongiyoz kemige gore daha biiyiik kiitle/ hacim oranina sahiptir [57].

Kortikal kemik, tim kemiklerin dis kisimlarini, uzun kemiklerin diyafizini, ilik
boslugunu ve spongiyoz kemik plaklarinin etrafin1 ¢evrelemektedir. Olgun iskeletin %
80" ini olusturmaktadir. Kortikal kemik, merkezinde damar ve sinir paketi bulunan,
kemigin uzun aksma paralel seyreden osteon adi verilen silindirik iinitelerden

olusmaktadir [56].



Tiim kemiklerin % 20’sini olusturan, spongiyoz kemik, kemiklerin metafiz ve
epifizlerinin i¢ kisimlar1 ile yassi kemiklerin i¢ yiizeylerinde bulunmaktadir ve bu
bolgelerde ince bir kortikal kemikle ¢evrilidir [57]. Trabekiiler araliklar1 genistir ve

yasam dongiisii yavastir. Trabekiilleri arasinda kemik iligi bulunmaktadir [49].

2.1.5. Kemik Iyilesmesi

Kemik, fizyolojik olarak dinamik 6zellesmis bir bag dokusudur. Kemik dokusu
degisken biyomekanik kuvvetlere adapte olabilmek, bozulan kemik biitiinliigiini
yeniden saglayabilmek icin lokal ve sistemik faktorlerce yonetilen fizyolojik olarak
aktif reaksiyonlar gostermektedir [50].

Kemik dokudaki iyilesme siireci ardisik 3 fazda gergeklesmektedir [58] ;

a) Inflamasyon evresi
b) Onarim evresi (Proliferasyon evresi)

¢) Kemik sekillenmesi ve yeniden sekillenmesi evresi

a. inflamasyon Evresi

Kemikte meydana gelen hasar sonrasinda vaskiiler endotelin devamlilig
bozulurak kanama baslamakta ve sonrasinda hasarli bolgede trombosit agregasyonu ile
fibrin pthti meydana gelmektedir. Pihti, kemik iyilesmesinin erken doneminde hiicresel
faaliyetleri yonlendiren ve iyilesme siirecinde dnemli olan fiziksel bir matriks gorevi
gormektedir. Bu fibrin yapi, mezengimal hiicreleri etkileyen ve inflamasyon
hiicrelerinin ~ aktivitesini  arttiran  biiyiime  faktorleriyle iyilesme  siirecini
yonlendirmektedir [58].

Notrofiller ve makrofajlar, yeni doku formasyonu baslamadan 6nce, bakterileri ve
hasarli dokular1 temizlemek amaciyla defekt bdlgesine go¢ ederler. Inflamatuar
hiicreler, vaskiiler yapilar ve immatiir fibroblastlar birlikte graniilasyon dokusunu
olusturmaktdir. Yara temizlenme siireci basladiginda graniilasyon dokusu kademeli
olarak kolajen fibrillerden ve hiicreden zengin, gec¢ici bag doku matriksiyle yer
degistirmektedir. Bu asamadan sonra yara iyilesme siirecinin proliferatif evresi

baslamaktadir [58].



b. Onarim Evresi (Proliferatif Faz )

Proliferatif safhada, fibroblast benzeri mezensimal hiicreler tarafindan
ekstraseliiler matriks bilesenlerinin yogun sentezi gerceklesmekte ve buna fibroplazi adi
verilmektedir [59]. Kemik formasyonundan sorumlu hiicrelerin bulundugu gecici
matriks etrafinda kan damarlar1 yayilimina anjiyogenezis adi verilmektedir. Bu iki
olayin kombinasyonuyla, gegici bag dokusu meydana gelmis olmaktadir. Gegici bag
dokusunun etrafinda vaskiilarizasyonun artmasiyla osteoprogenitoér hiicreler bolgeye
gbc etmektedir. Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara farklilalasarak, kolajen sentezi
ve mineralizasyon silirecini baslatmaktadur. Sonrasinda 6rgii (woven) kemik olusumu
meydana gelir. Orgii kemik, defekt olustuktan sonra 2 hafta kadar erken bir siirede
iyilesme soketinde tespit edilebilir ve birkag hafta boyunca yarada kalir. Orgii kemik,
herhangi bir yiik tagima kapasitesi olmayan gegici bir kemik tiiriidiir ve bu nedenle

olgun kemik tipleri (spongiyoz ve kortikal) ile degistirmesi gerekmektedir [58].

c. Yeniden Sekillenme Evresi (Remodelling Fazi)

Kemigin son seklini ve yapisini kazandigr evredir. Kemik sekillenme siirecinde
ilk olusan kemik, orgii kemiktir. Diizensiz lamelli yapiya sahip olan oOrgii kemik
mekanik kuvvetlere kars1 direngsizdir, ancak vaskiiler yapt bakimindan zengindir ve
defekt icin stabil bir destek saglamaktadir. Yeniden sekillenme evresinde 6rgii kemik,
yapim ve yikim dengesine kavusarak, mekanik olarak daha gii¢lii, kortikal ve trabekiiler
kemik yapisina doniisiimii gergeklesmektedir [58]. Bu doniisiim, osteoklastik aktiviteyle
orgli kemigin (birincil kemik) rezorbsiyonu ve yerini osteoblastik aktiviteyle olusan
ikincil kemige birakmasiyla meydana gelmektedir. Birincil kemik birkag¢ hafta gibi kisa
bir siirede meydana gelirken, ikincil kemigin tamamen olugmasi aylar siirmektedir [60].

Remodelling sadece birincil kemigin yerini ikincil kemige birakmasinda degil; 6lii
veya hasarli dokularin tamirinde, kemigin yiiklere kars1 adaptasyonunda, beslenmesinde

ve/ veya metabolik ihtiyaclara cevapta 6nemli rol oynamaktadir [61].

2.1.6 Kemik Yapim ve Rezorpsiyonu
Kemik dokusu normal fizyolojik kosullar altinda, osteoklastlar araciligiyla kemik

rezorpsiyonunun ve osteoblastlar araciligiyla kemik formasyonunun meydana



gelmesiyle her zaman dengededir [62]. Bu denge aracaligiyla kemikte siirekli yeniden
yapilanma gozlenmektedir [63].

Osteopetrozis gibi bazi durumlarda denge, kemik formasyonun artigi yOniinde
bozulurken; periodontitis ve osteoporoz gibi inflamatuar durumlarda ise denge, asir1 bir
kemik rezorpsiyonu yoniinde bozulmaktadir [64, 65].

Osteoblastlar kemik matriks proteinlerini sentezleyerek kemik yapiminda,
osteoklast olgunlagsmasini diizenleyerek kemik rezorpsiyonunda rol oynamaktadir [66].
Kemik yapim ve yikim siirecleri, TNF ailesine bagli bir dizi sitokin tarafindan;
(osteoklastogenez indiikleyicileri) reseptor aktivator niikleer kappa B ligand (RANKL),
reseptor aktivator niikleer kappa B (RANK) ve osteoprotegrin (OPG) tarafindan
modiile edilmektedir [67-71]. Bu li¢ peptidin tanimlanmasi, osteoklast farklilasmas1 ve
aktivitesinin molekiiler mekanizmalarin1 anlagilmasina biiyiik katki saglamistir [61, 72-
74] .

Osteoklast Onciisii (pre-osteoklast) hiicrelerin, osteoklast hiicrelerine doniistimii
RANKL-RANK etkilesimiyle meydana gelmektedir. inflamatuar cevap sirasinda
interlokin-18 (IL-18), interlokin-6 (IL-6), interlokin-11 (IL-11), interlokin-17 (IL-17) ve
Tiimor Nekrozitan Faktor-alfa (TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinler, osteoklastlardan
RANKL ekspresyonunu arttirip, osteoblastlardan OPG ekspresyonunu azaltarak pre-
osteoklast hiicrelerin osteoklastlara doniisiimiinii indiikler. Aksine interlokin-4 (IL-4),
interlokin-12 (IL-12), interlokin-13 (IL-13), interferon-gama (IFN-y) gibi anti-
inflamatuar sitokinler RANKL ekspresyonunu azaltip, OPG ekspresyonunu arttirarak
pre-osteoklastlarin osteoklastlara doniisiimiinii inhibe etmektedir [75].

Osteoklast farklilagsma faktorii olarak bilinen osteoblast yiizeyindeki RANKL,
tiimor nekroz faktdr (TNF) siiper ailesinin bir liyesidir [63]. RANKL pre-osteoklast
hiicre yiizeyindeki reseptorii RANK’a baglandiginda, proliferasyonu ve farklilagmay1
uyararak osteoklast formasyonunu desteklemektedir [73, 76-78]. OPG, osteoblast gibi
hiicreler tarafindan iretilen bir reseptdr proteinidir. OPG, osteoblast ylizeyindeki
RANKL’1 baglayarak RANKL-RANK etkilesimini nler ve pre-osteklastin osteoklasta
dontigiimiinii inhibe etmektedir (Sekil 1). Dolayisiyla, bu ii¢ protein osteoblastlarin
yonlendirdigi osteoklast farklilasmasi i¢in gereklidir ve osteoblastlardaki RANKL ve
OPG arasindaki denge, yeni osteoklast iiretimini yonetmektedir [73, 79-81] .
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Sekil 1. RANK-RANKL-OPG etkilesimi [71].

pre-osteoklast

Osteoklast oncii hiicreleri RANKL varliginda aktive olmakta ve kemik yikiminda
rol almaktadir. OPG varliginda RANKL-RANK etkilesimi bozulmakta ve osteoklast
farklilasmasi inhibe olmaktadir [71].

2.2. Yonlendirilmis Doku Rejenerasyonu (YDR) ve Yonlendirilmis Kemik
Rejenerasyonu (YKR)

2.2.1. Yonlendirilmis Doku Rejenerasyonu

Periodontal tedavilerin amaci, bireyin dogal dislerini tiim yasam boyunca optimal
fonksiyon ve estetik saglayacak bicimde korumaktir. Periodontal cerrahiden sonra
lyilesme tamir ya da rejenerasyonla olmaktadir. Tamir; yaralanan dokunun yapisal ve
fonksiyonel olarak tamamen restore edilmeden iyilesmesidir. Rejenerasyon ise; kayip
ya da hasarli dokularin yapisal ve fonksiyonel olarak yeniden yapilandirilmasidir.
Optimal periodontal tedavi, periodontal hastalik sonrasi kaybedilen periodontal
ligament, sement ve alveol kemigi gibi destekleyici dokularin yeniden olusturulmasini,
rejenerasyonunu amaclamaktadir [4, 9, 82].

Periodontal yara iyilesmesiyle ilgili ¢alismalar, periodontal tedavinin ¢ogunlukla
rejenerasyon yerine tamirle sonuglandigini bildirmistir. Bu durumda kok yiizeyinde
periodontal ligament yerine, uzun baglant1 epiteli; sement ve alveoler kemik yerine ise
dis eti bag doku formasyonu goriilmektedir [5, 83, 84]. Melcher 1976’ da periodontal

tedavi sonrasi iyilesme tiiriiniin, kok yiizeyine ilk yerlesen ve ¢ogalmaya baslayan hiicre



tipinin belirledigini agiklamislardir [85]. Melcher’ in “bdliimlere ayirma konsepti” ve
rejeneratif histolojik calismalar; periodontal ligament ve alveoler kemik kaynakli
hiicrelerin  kok ylizeyinde segici olarak cogalmasina izin verilirse periodontal
rejenerasyonun gerceklesebilecegini gostermistir [4, 5, 82]. Bu bilgiler dogrultusunda
yonlendirilmis doku rejenerasyonu tedavisi ortaya ¢ikmistir [86].

YDR’ de, kok yiizeyi ve periodontal defekt bariyer membranla ortiilerek izole bir
alan olusturalmaktadir. Boylece periodontal ligament ve osteoblast hiicrelerine gore
daha hizli gé¢ eden, dis eti bag dokusu ve epitel hiicreleri hiicrelerinin defekt alaninda
cogalmasi engellenmektedir [4, 9]. Membranla olusturulan kapali alanda pihti
formasyonu korunarak defekt icinde, rejeneratif iyilesmeden sorumlu periodontal
ligament hiicrelerinin ¢cogalmasi ve mezensimal kokenli hiicrelerin sementoblastlar ile
osteoblastlara doniigiimii saglanabilmektedir [6, 86]. Bu sonuglarda dolay1 YDR tedavisi
giinimiizde periodontal ligament, sement ve alveol kemiginin rejenerasyonu igin

etkinligi kanitlanmis bir yontemdir [5, 9, 86].

2.2.2. Yonlendirilmis Kemik Rejenerasyonu

Kemik defektlerinin iyilesme doneminde, farkli dokulardaki hiicreler bolgeye goc
etmektedir. Oral mukoza destek dokusu olan kemik yapiya kiyasla, daha yiiksek
iyilesme kapasitesine sahiptir. Bu nedenle agiz icinde meydana gelen sert doku
defektlerinde, kemigin rejenerasyonla iyilesmesi olumsuz etkilenmektedir [9]. Bu
durum basarili bir kemik iyilesmesi siirecinin dniindeki en 6nemli engeldir ve osteojenik
kemik hiicrelerinden daha hizli biiyliyen bag doku ve epitel hiicreleri defekt alani
doldurabilmektedir. Bu tiir bir iyilesme modeli osteogenezisi kismen veya tamamen
baskilayabilmektedir [87].

Kemik defektlerinin rejenerasyonunda YKR’ ye yonelik ¢alismalar Nyman ve
Karring tarafindan 1980’li yillarda baslamistir [88]. Bu yontemle, YDR’ den temel
alarak yerlestirilen bariyer membran kullanilmasi sonucunda, defekt alanlarina bag
dokusu ile epitel hiicrelerin goclinii engelleyen sadece osteojenik hiicrelerin
cogalabilecegi bosluk olusturulmasiyla yeni kemik elde edilebilmektedir [89]. Bariyer
membranlarin defekt bolgesini mekanik olarak kapatmasiyla defekt bolgesinde pihti

stabilizasyonu saglanmis olur ve piht1 o bolgede dogal bir matriks gorevi gérmektedir.
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Boylece osteojenik hiicreler icin kemik rejenerasyonuna elverisli izole bir alan elde

edilmektedir (Sekil 2) [9, 87, 90].
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Sekil 2. Mekanik bariyer kullanilmasiyla yonlendirilmis kemik rejenerasyonu prensibinin sematik

gosterimi [87].

YKR prosediirii, periodontal defektler, yetersiz kemik hacmini ve yiiksekligini
arttirmak amaciyla kemik ogmentasyonunda kullanilan en yaygin yontemdir [91].
Gilintimiizde YKR konseptinde; kemik greft materyalleri ve bariyer membranlar birlikte

kullanilmaktadir [90].

2.3. Kemik Greft Materyalleri

2.3.1. Kemik Greft Materyallerinin Biyolojisi ve Kemiklesme Mekanizmalari

Kemik defektlerini tedavi etmek amaciyla kemik greftleri ve kemik yerini
tutabilecek biyomateryaller kullanilmaktadir. Klinik basari, olusan kemigin yeniden
sekillenme sonucu ¢evre kemik dokusu ile yapisal biitiinlesmesi ve fonksiyon gérmek
icin yeterli dayanikliliga sahip olmasi ile belirlenmektedir. Kullanilan greft
materyallerinin  biyolojik mekanizmas1;  osteogenezis, osteokondiiksiyon ve
osteoindiiksiyon o6zellikleri iizerine kurulur ve biyomateryallerin bu 6zelliklerden en az

birine sahip olmas1 istenmektedir [38].
a. Osteogenezis (osteoproliferasyon

Greft materyali igindeki canli hiicrelerin transplantasyon sonrasi hayatta kalarak,

defekt bolgesinde yeni kemik olusturabilmesidir [38]. Osteojenik 6zellige sahip tek
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greft materyali otojen kemiktir. Canli kanselloz kemik ve kemik iligi 6rnek olarak

gosterilebilmektedir [92].

b. Osteokondiiksiyon
Defekt bolgesine yerlestirilen greft materyalinin ¢at1 gorevi ustlenerek yiizeyinde
yeni kemik olusumunu destekleyebilmesidir. Kortikal kemik, ksenogreft, allojenik ve

alloplastik greft materyalleri osteokondiiktif etki saglamaktadir [92].

c. Osteoindiiksiyon

Mezensimal kok hiicrelerin ¢evre dokularda osteoblastlara doniistimiiniin
uyarilarak, osteoblastik aktivitenin arttirllmasidir [92]. Bdylece greft materyalinin
hemen komsulugunda bulunan c¢evre yumusak dokuda kemik formasyonu aktive
edilmektedir. Otojen kemik greftleri ve allogreftler osteoindiiktif etki saglamaktadir

[93].

2.3.2. YKR’de Kullanilan Kemik Greft Cesitleri
Kemik greftleri ve kemik grefti yerine kullanilan materyaller kdkenlerine gore

dort gruba ayrilmaktadir [91].

a. Otojen Greftler

Hastanin kendisinden elde edilen greftlerdir [91]. Otojen greftler ¢ok iyi ostojenik,
osteoindiiktif ve osteokondiiktif kapasiteye sahip olduklari i¢in dis hekimliginde kemik
rejenerasyonunda altin standart olarak kabul edilmektedirler [28]. Otojen greftler
bireyin kendisinden agiz i¢i (simfiz, ramus, ekzositoz vb) ve agiz dis1 (iliak krest, tibia
vb.) olarak iki farkli kaynaktan elde edilmektedir [94]. Alindiklar1 bolgeye gore
kortikal, kansell6z veya kortiko-kanselloz Ozellikte olabilirler. Ancak sinirli miktarda
elde edilebilmesi, ikinci cerrahi bolgesi ve verici bolge morbiditesi gibi dezavantajlari

vardir [95].
b. Allogreftler

Aym tiirden fakat farkli genotipe sahip bireylerden elde edilen materyalleridir.

Allogreftler insan kadavrasindan elde edilir ve dondurulmus kemik (FB), dondurulmus-
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kurutulmus kemik (FDB), demineralize dondurulmus-kurutulmus kemik (DFDB) olmak
tizere li¢ cesittir [91].

Allogreft kullaniminin en Onemli avantajlari, verici alan gereksinimini ortadan
kaldirmas: ve miktar kisitlamasi olmamasidir. Baslica kisitlamalar1 ise; protein
iceriginin bir sonucu olarak gelisebilen immiinolojik reaksiyon riski, olas1 hastalik

gecisi ve yiiksek maliyetli olmalarindan kaynaklanmaktadir [96].

¢. Ksenogreftler (Heterogreftler)

Bu materyaller, 1899°dan beri greft materyali olarak kullanilmaktadir ve farkli
tiirler arasinda kullanilan greft materyalleridir. Hayvanlar (sigir, domuz, vb.) , mercanlar
veya alglerden deproteinize edilerek elde edilen tamamen anorganik mineral
yapisindadirlar [91]. Bu materyaller tamamen inorganik yapidadir, biyouyumludur ve
osteokondiiktif kapasitesiye sahiptir [97].

Ksenogreftler yiiksek biyouyumluluga sahip olup, yumusak ve sert dokulara siki
bir sekilde baglanabilmektedir [98]. Ksenogreftlerin kullanildigi deneysel hayvan
calismalarinda, alici sahadaki kemikte osteojenik hiicrelerin rehberliginde kemik
formasyonunun bagladigi, greft partikiilleri arasinda 6rgii kemik kdpriilerini meydana
geldigi bildirilmektedir. Olusan 6rgii kemigin yeniden sekillenme ve yer degistirme
periyotlari ile lameller kemige doniistiigii gdzlenmektedir [97, 99].

Dis hekimliginde ksenogreftler icerisinde en sik kullanilan kemik greft materyali,
deproteinize sigir kaynakli kemik mineralidir (DSKM) [100]. Ksenogreftlerin basarisini
etkileyen en 6nemli faktér materyalin rezorbsiyon siiresidir ve literatiirde rezorbsiyonu
ile 1ilgili farkli sonuglar bulunmaktadir. Uzun rezorbsiyon siiresine bagli olarak
iyilesmekte olan kemigin mekanik ve biyolojik 6zelliklerini olumsuz etkileyebilmesi,

kirilganlig1 ve yliksek maliyeti gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir [101, 102].

d. Alloplastlar

Kimyasal yollarla elde edilen ve kemigin inorganik yapisina benzeyen cesitli
sentetik greft mateyalleri, kullanim kolayliklar1 ve otojen greftlerin neden oldugu
riskleri tasimamalart nedeniyle alternatif bir greft materyali olarak kullanima
sunulmustur [91]. Kolay elde edilebilmelerinin yaninda, materyale kars1 yabanci cisim

reaksiyonu ortaya ¢ikabilmesi gibi dezavantaji bulunmaktadir [94].
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Farkli fiziksel oOzelliklere (mikropor6éz, makroporéz, nanopordz) ve farkli
rezorpsiyon Ozelliklerine (rezorbe olan/ olmayan) sahip olan bu materyaller

osteokondiiktif potansiyele sahiptir [97]. Alloplast greft ¢esitleri [103]:

i.  Sentetik Hidroksiapatit (HA)
ii.  Trikalsiyum Fosfat (TCP)
iii.  Hidroksiapatit/ Trikalsiyum Fosfat Kombinasyonu (HA/TCP)
iv.  Bioaktif Cam
v.  Kalsiyum Karbonat (CaCO3)
vi.  Kalsiyum Siilfat (CaSO4.2H20)

vii.  Kompozit Polimerler

2.4. YKR’de Kullanilan Bariyer Membranlar

Periodontal rejenerasyon i¢in YDR/ YKR prosediirleri uygulanmadiginda; epitel
hiicrelerinin hizla defekt {lizerine prolifere olup, osteojenik hiicrelerin gogiine engel
olarak rejenerasyonu engelledigi bilinmektedir. Bu nedenle bariyer membranlar dis
hekimliginde, defekt ile dis eti arasinda bosluk olusturarak selektif hiicre ¢ogalmasini
saglamak i¢in kullanilmaktadir [104].

1992°de Scantlebury bariyer membranlarin sahip olmasi gereken bes ana 6zelligi

tanimlamistir [ 105]. Buna gore;

a. Biyouyumluluk
Materyal ve doku arasindaki etkilesim ¢evre dokulari, istenilen iyilesme sonucunu
ve hastanin genel giivenligini olumsuz etkilememelidir. Bu etkilesim defektli ¢evre

dokularin iyilesmesine katkida bulanarak olumlu etkilemelidir.

b. Bosluk yaratma ozelligi

Membranlar istenilen kemik rejenerasyonunu elde etmek i¢in gerekli boslugu
yaratip devamliligini saglayacak kadar dayanikli olmalidir. Bosluk i¢ine doku biiytimesi
icin gerekli en uygun alan1 korumali ve dokuya yeterli destegi saglamalidir. Bu 6zellik

genel olarak membran kalinligi ile ilgilidir.
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c. Bariyer gorevi

Kemik defektininin iyilesmesi sirasinda epitel ve bag doku hiicreleri,
osteoblastlara gore daha hizli prolifere olmaktadir [84, 106, 107]. Optimal bir bariyer,
kemik olusumunu geciktiren veya Onleyen fibroz doku olusumunundan kaginmak ig¢in
yeteri kadar tikayici Ozellige sahip olmalidir. Tikayicilik membran porozitesiyle
yakindan ilgilidir, bu faktoriin hiicre invazyonu potansiyeli {izerinde biiyiik etkisi vardir
[108]. Membranin goézenekli yapisi, doku rejenerasyonu i¢in hayati olan sivilarin,

oksijenin, yap1 ve biiyiime faktorlerinin diflizyonunu saglamaktadir [109].

d. Dokuyla biitiinlesebilme

Konak dokunun membran ile biitliinlesmesi esasina dayanan doku integrasyonu,
tim doku rejenerasyon tekniklerinde belirleyici ozelliktir. Bariyer zarin yapisal
biitiinliiglinlin ve simirlarinin bitisik orijinal kemige uyarlanabilirliginin, dngoriilebilir
yeni kemik formasyonunun 6n kosulu oldugu bilinmektedir [110]. Dokuyla biitiinlesme
yara iyilesme slirecini stabilize eder ve defekt bolgesine fibréz bag doku integrasyonunu
onlemek i¢in kemik ile materyal arasinda sizdirmalik olusturulmasina yardimei

olmaktadir.

e. Kolay manipiile edilebilme

Membranlar kolay kullanima sahip olmalidir. Cok ezilebilir 6zellikte ve kiigiik
cerrahi  bolgelerde tekrarlanabilir sekilde kullanilamiyor ise komplikasyonlar
gozlenebilmektedir. Diger yandan c¢ok sert olan membranlar, kolaylikla
sekillendirilemez ve keskin kenarlar1 dis etini perfore ederek, membranin aciga
¢tkmasina neden olabilmektedir [105].

Bariyer membranlar rezorpsiyon Ozelliklerine gore iki jenerasyonda
degerlendirilmektedir; birinci jenerasyon rezorbe olmayan bariyer membranlar, Ikinci

jenerasyon, rezorbe olabilen bariyer membranlardir [111].

2.4.1. Rezorbe Olmayan Bariyer Membranlar
YKR prosediirlerinde ilk kullanilan membranlar, rezorbe olmayan membranlardir
[91]. Rezorbe olmayan bariyer membranlar, biyouyumludur ve kanitlanmis klinik

kullanim basarisina sahiptirler [91]. Rezorbe olan membranlara gore yapisal
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biitlinliiklerinin bozulmamasi, defekt boslugunu daha iyi korumalari, defekt bolgesine
dogru ¢okme, biiziilme gostermemeleri gibi fiziksel 6zellikleri bulunmaktadir. Ancak
rijit yapisit nedeniyle membranin ekspoze olmasi buna bagl kemik rezorbsiyonlar1 gibi
dezantajlar1 vardir [105]. Ayrica dokuyla biitiinlesme 06zellikleri yoktur ve rezorbe
olmadig1 i¢in ¢ikarilmalart i¢in ikinci bir cerrahi miidahale gerektirirler [94]. Bu

membranlar iki gruba ayrilmaktadir [105].

a) Politetrafloroetilen (PTFE) Membran:
i.  Genisletilmis-PTFE (expanded/e-PTFE):
1. 11)Yiiksek Yogunluklu-PTFE (high density/ d-PTFE)
iii. i) Titanyumla Gliglendirilmis-PTFE (titanium reinforced-PTFE)
b) Titanyum-Mesh Membran

2.4.2. Rezorbe Olan Bariyer Membranlar

Membranin ag¢iga ¢ikma ihtimalinden ve ikinci cerrahi prosediirden kaginmak i¢in
rezorbe olabilen bariyer membranlar gelistirilmistir [1]. Yerlestirildikleri bolgede yavas
bir sekilde enzimatik reaksiyonla veya hidroliz yoluyla rezorbe olurlarmaktadir. Bu
nedenle c¢ikarilmalar1 i¢in ikinci cerrahiye gerek yoktur. Bu membranlar
biyouyumludur, esnek ve sekillendirilebilir yapidadir. Rezorbe olabilen membranlarin
esnek yapis1 yetersiz bariyer saglamasi sonucu, fibréz doku olusturan hiicrelerin
bolgeye gociinii engellemede basarisiz olabilmektedir. Bu membranlarin mekanik
direnci yetersizdir bu nedenle, kemik olusumu i¢in korunmasi gereken defekt boslugunu
disardan gelecek kuvvetlere karsi korumada yetersiz kalabilmektedir [112]. Ayrica,
enzimatik reaksiyonla rezorbe olugu i¢in immiin yanit:1 tetikleme riskleri bulunmaktadir

[94]. Sentetik ve dogal olmak {izere iki gruba ayrilirlar [94] :

a. Rezorbe Olan Sentetik Bariyer Membranlar

Glikolik asit ve laktik asidin polimerleri seklinde bulunmaktadirlar. Bu
membranlarin arasindaki ester baglart 30-60 giin arasinda ¢oziinmektedir ve bu
¢Oziinmenin sonucunda agiga ¢ikan serbest asitlere bagli olarak inflamatuar reaksiyon
gerceklesebilmektedir. Sentetik rezorbe olabilen bariyer membranlar diger PTFE ve

kolajen membranlar gibi YKR’ de basarili klinik sonuglar vermektedir [113, 114].

16



b. Rezorbe Olan Dogal Membranlar
1. Kolajen membranlar
il. Aseliiler dermal matrix membranlar
iii. Fasya lata membranlar
iv. Pericardium membranlar

v. Laminar kemikten elde edilen membranlardir.

Kolajen Membranlar:

Kolajen membranlar 1990’ lardan beri dis hekimliginde YDR/ YKR
prosediirlerinde kullanilmaktadir [91]. Kolajen insan viicudunun ana yapisal
makromolekiiliidiir ve bariyer membranlar dahil olmak iizere tipta ihtiya¢ duyulan farkl
sekillerde kolayca yeniden hazirlanabilmektedir [115]. Membranin en baskin bileseni
olan tip I kolajen, periodontal bag dokusunun da biiylik kismini olusturmaktadir [116].
Bu materyallerin manipiilasyonu kolaydir ve YKR islemlerinde standart tedavi
protokoliiniin bir parcasi haline gelmistir [117]. Bu membranlar yabanci cisim
reaksiyonu gostermeden rezorbe olurlar, hizli vaskiilarizasyon ve iyi doku uyumu
sergilemektedirler [118-120]. Ayrica fibroblastlar, osteoblastlar i¢in kemotaktik
Ozellikleri bulunmaktadir [121]. Bag dokusu hiicrelerinin membran yapisindaki kolajen
zara yapismasi, periodontal rejenerasyonu destekler ve defektin pihtiyla dolmasina
yardimc1 olarak hemostazi saglamaktadir [122]. Bu o&zelliklerinden dolay1 kolajen
membranlar, rezorbe olabilen YKR bariyerleri iginde ideal bir se¢im olarak
goriilmektedir [18]. Membranin aciga ¢ikmasi durumunda, o bolgede rezorbe olarak
spontan iyilesme gosterirler bu nedenle rezorbe olmayan membranlarin aksine
cikarilmasi gerekmemektedir [91]. Kolajen membranlarin zayif mekanik 6zelliklerinden
dolay1 defekt bolgesine dogru biiziilme gostererek bosluk olusturabilme 6zelliklerini
[123] ve erken rezorbe olup bariyer Ozelliklerini kaybedebilmeleri en Onemli
dezavantajlaridir [91, 124]. Ancak rezorbe olmalarina ragmen, rejenerasyon bolgesine
epitelyal biiylimeyi basarili bir sekilde dnleyebilmektedir [18]. Biitiin bu 6zelliklerinde
dolay1 YDR/ YKR islemlerinde siklikla tercih edilen kolajen membranlarin, bu
prosediirlerinde iyi sonuglar ve diisiik komplikasyon oranina sahip oldugu hem hayvan

[123, 125] hem de insan [126, 127] calismalarinda gosterilmistir [91].
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2.5. YKR’de Giincel Yaklasimlar

Biyomateryallerin rejenerasyon kapasitesini arttirmak icin cesitli rejeneratif
prosediirler tanimlanmistir. Bu amagla YDR/ YKR’yi gerceklestirmek icin bariyer
membranlarla kullanilan kemik greft materyallerinin yanm sira, kemik morfogenetik
proteinleri (BMP) ve mine matriks tiirevi (EMD) gibi biyoaktif biiylime faktorleri ve
bunlarin kombinasyonu kullanilmaktadir [128-130]. Giinlimiizde dokularin iyilesme ve
rejenerasyon potansiyelini arttirmak i¢in hastanin kanindan elde edilen trombosit
konsantreleri arastirilmaktadir [131]. Bu driinler ilk tanmitildiginda elde edilme
protokolleri sirasinda ilave maddeler kullanilmaktaydi [132, 133]. Ancak YDR/YKR ile
ilgili  gergeklestirilen ¢alismalarda, kullanilan yumusak ve sert doku greft
materyallerinde en iyi sonuclarin otojen materyaller ile saglandigi bildirilmistir [134,
135]. Bu nedenle YDR/YKR operasyonlarinda kullanmak amaciyla, trombosit
konsantreleri i¢inde tamamen otojen bir iirlin arayigina girilmistir. 2001 yilinda tanitilan
trombositten zengin fibrin (TZF), trombosit konsantreleri iginde tamamen otolog olan
ilk tiriindiir. Bu kan kaynakli biyomateryaller, genellikle yiiksek miktarda trombosit ve
biiyiime faktorii iceren fibrin yapisinda {riinlerdir [23]. Fibrin yap1 igindeki
trombositlerin terapotik amacla kullanimi iyilesme ve rejenerasyon gerektiren klinik
durumlarda olumlu etki saglamaktadir [136]. Bu nedenle TZF, YDR/YKR
prosediirlerinde greft materyali olarak kullanilabilmektedir [137].

Trombositten zengin kan kaynakli biyomateryallere ilave olarak, periodontal
[33] etkinligini arttirmay1 amaglayan diisiik doz lazer tedavisinin fotobiyositiimiilasyon
(FBT) etkisi iizerine arastirmalar devam etmektedir [138]. Bu tedaviyle diistik enerji
tiretimine sahip hiicrenin enerji iiretimi artmaktadir [139]. Boylece hiicre ici
aktivitelerde, niikleik asit sentezinde ve dolayisiyla hiicre proliferasyonunda artis
meydana gelmektedir [33, 140, 141]. FBT’ nin dig eti fibroblastlar1 iizerinde
proliferasyon ile hiicreden salinan biiyiime faktorii sayisimi arttiridigini  bildiren
calismalar bulunmaktadir [140, 142, 143]. Periodontolojide yara iyilesmesinde TZP
veya DDLT nin biyostimiilator etkisi etkisi iizerine ayri ayri ¢alismalar bulunmasina
ragmen ikisinin birlikte etkinligini arastiran c¢aligmalarin sayisi ¢ok azdir. Yeni bir
yontem olarak, TZF’ ye diisiik doz lazer ile FBT uygulamasinin fibrin yap1 igindeki
hiicrelerin, proliferasyon ve biiyiime faktorii salinim miktarin arttirilarak periodontal

rejenerasyonu etkileyebilecegi diisliniilmektedir.
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2.6. Trombositten Zengin Kan Uriinleri ve Tarihsel Gelisimi

Trombositten zengin biyomateryaller; yara iyilesmesini hizlandirma, rejenerasyon
kapasitesini arttirma, hemostaz ve iyilesme bolgesinde enfeksiyonu dnlemek i¢in 1970’
lerin basindan itibaren tipta ve dis hekimliginde kullanilmaktadir [144].

Kandan elde edilen biyomateryallerin cerrahi alanda toplikal kullanimi, ilk defa
1970' lerin sonlarinda Matras’in  deneysel ¢alismalarinin  sonucunda fibrin
yapistiricilarla glindeme gelmistir [145]. Otojen ve allojen olarak elde edilmektedir.
Otojen fibrin yapistiricilar plazmadaki fibrinojen konsantrasyonu diisiik oldugundan
dolay1 allojen olanlara gore daha diisiik stabiliteye sahiptir. Allojen yapistiricilar ise
capraz enfeksiyon gecisine neden olabilmektedir [146]. Fibrin yapistirici i¢indeki
trombosit yoklugu materyalin fiziksel ve biyolojik 6zelliklerini olumsuz etkilemektedir
[144, 147]. Bu dezavantajlarindan dolay: fibrin yapistiricinin kullanimi sinirh kalmistir
[27, 148].

Trombositlerin yara iyilesmesinde etkili oldugu 1986’da Knigton ver ark.
tarafindan bildirilmistir [149]. Whitman ve ark. 1997°de yaranin iyilesme potansiyelini
arttirmak amaciyla, fibrin yapistiricilarin yerine trombosit konsantrelerinin kullanimi
tanimlanmis ve elde ettigi iiriine “Trombosit Jeli” adi verilmistir [150]. Marx ve
arkadaslarinin  1998° de, mandibulada yoOnlendirilmis kemik rejenerasyonunda
trombositen zengin iirlinlerin 6nemi ile ilgili yaptig1 calismalardan sonra trombosit jeli
yerine “Trombositten Zengin Plazma (TZP/PRP)” terimi kullanilmaya baslamistir.
Robert E. Marx tarafindan TZP’nin YKR’ de basarili sonuglar verdigi bildirildikten
sonra, dis hekimliginde kullanim1 yayginlasmistir  [151]. TZP, trombosit iceriginden
dolay1 fibrin yapistiricilarin aksine biiylime faktorii bakimindan zengin bir materyaldir
[152].

TZP’ nin formiilasyonuna bagl zayif mekanik 6zellikleri ve karmasik hazirlama
protokoliinden kagmmak amaciyla Choukroun ve ark. 2001 yilinda “Trombositten
Zengin Fibrini (TZF/ PRF)” gelistirmislerdir [144]. TZF, tamamen otolog bir iiriin
oldugu i¢in ikinci nesil trombosit konsantresi olarak adlandirilmistir [26, 144, 153]. Bu
tanimlama trombosit {iriinlerinin terminolojisi bakimindan bir doniim noktas1 olmustur
[154].

2006 yilinda Sacco ve arkadaglar tarafindan “Konsantre Biiylime Faktorii (CGF)”
tanimlanmistir [155, 156].
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Ehrenfest ve arkadaslar1 2009’ da trombosit konsantrelerini, 16kosit ve fibrin
icerigine gore 4 kategoride siniflandirmistir; (1) saf trombositten zengin plazma (P-
TZP), (2) 16kosit ve trombositten zengin plazma (L-TZP/ TZP), (3) saf trombositten
zengin fibrin (P-TZF), (4) 16kosit ve trombositten zengin fibrin (L-TZF/ TZF) [157].

2014 yilinda Choukroun ve ark. TZF’ ye gore lokosit igerigi daha yogun olan
“ileri (advanced) lokosit ve trombositten zengin fibrini (A-TZF)” tanimlamislardir
[158].

Choukroun ve arkadaslar1 2017 yilinda, adin1 enjekte edilebilir olma 6zelliginden
alan “enjekte edilebilir (injectable) 10kosit ve trombositten zengin fibrin (i-TZF)”
kullanimini bildirmislerdir [159].

Trombosit konsantrelerinin yumusak ve kemik dokunun rejeneratif potansiyelini
arttirdig1 in-vivo ve in-vitro ¢alismalarla desteklenmistir [26, 151, 160-162]. Kandan
elde edilen bu biyomateryaller tipta; ortopedik cerrahi, kardiyoloji, dermatoloji, plastik
cerrahi, kulak-burun-bogaz gibi farkli alanlarda, dis hekimliginde; ¢ekim soketinin
iyilesmesinde, dental implant osseointagrasyonunda, siniis lift prosediirlerinde,
periodontal yumusak doku ve kemik defektlerinin iyilesmesinde, YDR ve YKR
islemlerinde tek bagina defekt igcine veya greft materyalleriyle karistirilarak
kullanilmaktadir [163].

Trombosit lriinlerinin iyilesmeye olan katkilari, yogun trombosit ve lokosit
iceriklerine baghdir. L-TZF’ de kanin santriflij edilmesiyle elde edilen fibrin matriks
icindeki trombosit konsantrasyonu yaklagik 3000 kat artmaktadir [164]. Santrifiij
sonras1 konsantre hale gelen trombosit ve 16kositlerden salinan gesitli biliytime faktorleri
ve sitokinlerin yumusak doku ile kemik iyilesmesi iizerindeki olumlu etkileri, bu

tiriinlerin YDR/ YKR tedavilerinde kullaniminin giderek artmasini saglamistir [163].

2.6.1. Trombosit Konsantrelerinin Ozellikleri

a. Saf Trombositten Zengin Plazma (P-TZP/ P-PRP)

P-TZP, kanin santriifiijle aktivasyonundan sonra 16kosit igermeyen, trombositten
zengin, diisiik yogunlukta fibrin yapiya sahiptir. Lokositlerin fibrin yapidan ayrilmasi
icin santrifiij cihazi yerine hiicre ayirici sistemlerin kullanilmasi gerekmektedir.
Hazirlanmasinda pihtilasma faktorlerine ek olarak, disaridan CaCl2 ve/veya sigir

trombini gerektigi i¢in tamamen otolog degildir [165, 166]. Olusan fibrin ag, sivi
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formda oldugu icin bagka biyomateryallerle kombine edilerek kullanilmasi
gerekmektedir. Hazirlama siiresi ¢ok uzundur ve yiliksek maliyetlidir. Bu durumlar
klinik uygulama asamalarini zorlastirdigindan dolay1, P-TZP’nin rutin kullanim1 smirh
kalmaktadir [165].

P-PRP, Anitua tarafindan gelistirilen manuel bir protokol olan, PRGF ticari adiyla
da bilinmektedir [167]. Bu sistemde fibrin polimerizasyonu i¢in trombin yerine CaCl2
kullanilmaktadir. CaCl2 trombine goére daha yavas fibrin polimerizasyonuna neden
olmaktadir [168]. Bu fibrin ag biiyiime faktorleri ve sitokinlerin daha uzun siireli
salimmmint gerceklestirmektedir. Normal kana gore 2-3 kat daha fazla trombosit
icermektedir ve bu hafif artis optimal terapotik etkiyle iliskilendirilmektedir.
Optimalden daha yiiksek trombosit seviyesinin baskilayict etkiye neden oldugu
bildirilmektedir [168, 169].

PRGF icinde lokositler yer almamaktadir [168, 170]. Lokositler antimikrobiyal
etkinligini gergeklestirirken salgiladiklar1 enzimlerle saglikli cevre dokuda da tahribat
yaratmaktadirlar.  Bu  durumun  rejenerasyonu  olumsuz  etkileyebilecegi
diisiiniildiiginden dolay1 PRGF igindeki 16kositler se¢ici olarak ayrilmistir [168, 171].

Bu avantajlarinin yaninda PRGF, santrifiij parametreleri ve elde edilis yonteminde
standardizasyon yakalanamamistir. Elde edilme asamalarindaki hatalara bagli olarak,
16kositler tam olarak ayristirilamadigi icin materyal daha ¢ok L-PRP’nin daha zayif
l16kositli haline benzetilmektedir [157]. PRGF preparatlari, bozulmaya direngsizdir ve
saklanmas1 zordur [172]. L-TZF sistemlerine gore kullanimi1 daha zor ve maliyeti daha
yuksektir. Bu dezavantajlar1 g6z Oniline alindiginda klinik kullanimi tercih

edilmemektedir [132, 157].

b. Lokosit ve Trombositten Zengin Plazma (TZP/ PRP/ L-TZP/ L-PRP)

Kan orneginin santrifiijle aktivasyonundan sonra, 16kosit ve trombositten zengin
diisiik yogunlukta fibrin yap1 meydana gelmektedir. Fibrin matriks; % 95 trombosit, %
1 16kosit ve % 4 oraninda eritrosit igermektedir [173].

Trombosit igerigi sayesinde biiyiime faktorlerinin istenilen bdolgede salinimi
saglanabilmektedir. Yapilan arastirmalarda TZP’ nin yumusak ve sert dokunun
rejenerasyonunu arttirdign gozlenmistir [151, 174]. Lokosit igerigi sayesinde immiin

sistemi destekleyerek antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu gdsterilmistir [175].
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TZP yapis1 hazirlandiktan sonra 8 saat boyunca stabil kalmaktadir ve bu siire i¢inde
uygulanmalidir [151]. Icerigindeki biiyiime faktdrlerinin % 95’ ini uygulandigi bélgeye
1 saat i¢inde salgilamaktadir ve etkinligi 7 giin boyunca devam etmektedir [176]. P-TZP
gibi s1vi/ jel formdadir bu nedenle baska biyomateryallerle kombine edilerek veya
istenilen bolgeye enjekte edilerek kullamlmasi gerekmektedir [165]. Iki asamali
santrifiij teknigiyle elde edilmektedir. Icerigine eklenen trombosit aktivasyonu ve fibrin
polimerizasyonu i¢in eklenen sigir trombinine nadiren de olsa reaksiyon
gelisebilmektedir. Bu nedenle igerigindeki trombin miktar1 zamanla azaltilmistir [177].
Trombin miktarinin azaltilmasi sonucu fibrin yapinin mekanik &zellikleri zayifladig
icin klinik kullanimi zorlagsmistir. Ayrica TZP, fibrin agin yapisindan dolay1 biiyiime
faktorlerinin salinimin1 ¢ok kisa silirede gergeklestirdiginden YKR tedavilerinde

etkinliginin sinirli oldugu oldugu goézlenmistir [165, 178].

c. Saf Trombositten Zengin Fibrin (P-TZF/ P-PRF)

Santrifiijle hazirlanip aktivasyonundan sonra I0kosit igcermeyen, trombositten
zengin yiikksek yogunluklu fibrin yapiya sahiptir [157]. Trombosit aktivasyonu ve fibrin
polimerizasyonu trombin varliginda gerceklesmektedir. Fibrin matriks yapist TZP
irlinlerine gore daha yogun yapidadir ve daha ge¢ c¢oziinmektedir. Bu {iriin sadece jel

formda elde edildiginden enjekte edilen fibrin yapistiricilar gibi kullanilamazlar [157].

d. Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrin (L-TZF/ TZF/ L-PRF/ PRF)

L-TZF 2000'1i yillarin basinda, intraoral cerrahi prosediirlerini takiben yara
iyilesmesini ve doku rejenerasyonunu arttirmak icin terapotik bir biyomateryal olarak
Dr. Joseph Choukroun ve ark. tarafindan gelistirilmistir [153]. Tamamen otolog olmasi
ve trombosit aktivasyonu i¢in ekstrensek bir maddeye ihtiya¢ duyulmamasindan dolayz,
ikinci jenerasyon trombosit konsantresi olarak kabul edilmektedir [157]. Ilk olarak TZF
olarak isimlendirilen bu fibrin yapi, zengin lokosit iceriginden dolay1 sonradan, L-TZF
olarak da isimlendirilmektedir [153, 157]. TZF, ven6z kanin herhangi bir biyokimyasal
manipiilasyon icermeden, antikoagiilan igermeyen 10 mililitre (ml) tiipte tek asama
santrifiij islemiyle elde edilmektedir [144, 179, 180].

Trombosit aktivasyonu, kanin cam tliple temasindan hemen sonra bagladig1 i¢in

bekletmeden santrifiij edilmelidir. Trombosit aktivasyonuyla, trombositlerin i¢inde
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bulunan biiyiime faktorleri ve 16kositlerden de salinan sitokinler agiga cikarak fibrin
matriks i¢inde hapsolmaktadir [180]. Elde edilen matriks trombositlerin, 16kositlerin,
biiylime faktorlerinin ve dolasimda bulunan kok hiicrelerin konsantre halde bulundugu,
kompleks, giiclii, ti¢ boyutlu fibrin yapidan olugmaktadir [157]. TZF elde edilen kan
orneginin igerigindeki trombositin % 90’1indan ve 16kositin % 50’sinden fazlasin fibrin
yap1 i¢cinde korumaktadir [181].

Arastirmacilar TZF’ nin 6zelliklerini gelistirmek amaciyla kan 6rnegin toplandigi
tiiplin Ozelliklerini, santrifiij hizin1 ve siiresini degistirerek; konsantre biiytime faktorii
(CGF), ileri trombositten zengin fibrin (A-TZF/A-PRF), enjekte edilebilir trombositten
zengin fibrin (i-TZF/i-PRF) iirtinlerini tanimlamislardir. Bu iiriinler ikinci jenerasyon
trombosit konsantrelerinin 6zelliklerine uygun olarak tamamen otolog iirlinlerdir ve
polimerizasyonlar1 i¢in digaridan herhangi bir iiriine ihtiya¢ duymamaktadirlar [156,

181].

e. Konsantre Biiyiime Faktorii (CGF)

Sacco ve ark. tarafindan 2006 yilinda gelistirilmistir [182]. Alinan vendz kan
orneginin TZF’ de oldugu gibi santrifiij edilmesiyle iretilmektedir ancak, santrifiij
protokolityle TZF’ den ayrilmaktadir. TZF* den farkli olarak CGF’ de polimerizasyon
icin 2400 ile 2700 rpm arasinda degisen hizlar kullanilmaktadir [156]. Bu nedenle CGF
kan Ornekleri, 6zel bir santrifiij cihazinda doniisiimlii ve kontrollii hizlarda (2700
rpm’de 2 dk, 2400 rpm’de 3 dk, 2700 rpm’de 4 dk, 2400 rpm’de 3 dk) santrifiij edilerek
hazirlanmaktadir [183]. Santrifiijden sonra kan 4 tabakaya ayrilmaktadir; birinci tabaka
trombositten zayif plazma, ikinci tabaka buffy coat, {igiincli tabaka asil CGF’ yi
olusturan biiylime faktorlerinin yer aldigi katman ve en altta kirmizi kan hiicrelerinden
zengin tabaka yer almaktadir [156].

CGF ve TZF neredeyse ayni bilesenleri icermektedir ve benzer fibrin yapiya
sahiptir. Ancak CGF fibrin matriksinin sahip oldugu yiiksek gerilme dayanmiklilig1 ve
viskozite, biiytime faktorlerini daha uzun siire koruyarak salinim siirelerini uzatmaktadir
[156]. Santrifiij hizindaki degisikliklerin, fibrin yap1 i¢inde yer alan trombosit sayisini
ve trombositlerden salinan biiylime faktorii miktarini arttirabildigi bildirilmistir [180].

Belirtilen bu avantajlarinin yani sira CGF ve TZF’ nin kemik defektinin iyilesmesinde
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kullanildig1 bir hayvan caligmasinda, osteojenik potansiyelleri arasindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmedigi bildirilmistir [156].

f. Ileri Trombositten Zengin Fibrin (A-TZF)

2014 yilinda Dr. Joseph Choukroun, doku rejenerasyonunu arttirmak amaciyla
santrifiij protokollerini degistirerek daha fazla sayida 16kosit iceren gelismis bir TZF
formu tanimlamistir. A-TZF, standart TZF protokoliine gore daha yavas hizda (1500
rpm 14 dk, yaklasik 198 g kuvvet) santrifiij ile elde edilmektedir [181, 184]. Diisiik hiz
polimerizasyon i¢in gerekli siirenin uzamasina neden olmaktadir. Bu hazirlama
protokolii, A-TZF fibrin aginin L-TZF’den daha yumusak, hafif ve daha hizli rezorbe
olmasiyla sonuglanmaktadir [165]. Ehrenfest ve ark. A-TZF’ nin, TZF’ ye gore en az %
30 daha kiiciik hacimde olustugunu bildirilmiglerdir [179]. Biyomateryalin fibrin
yapisinin sahip oldugu bu zayif fiziksel 6zellikler, fibrin agin L-TZF’ ye gore daha az
bliylime faktorii icermesine ve biiylime faktorlerinin daha kisa siire salinimina neden

olmaktadir [179].

g. Enjekte Edilebilir Trombositten Zengin Fibrin (i-TZF)

Dr. Joseph Choukroun tarafindan gelistirilmistir ve adini1 enjekte edilebilir olma
ozelliginden almaktadir. i-TZF hazirlanirken kullanilan santrifiij protokoliiyle (700-800
rpm 3-4 dk) ile diger TZF tiirlerine gore fibrin yapida daha yiiksek konsantrasyonda
biliylime faktorii ve rejeneratif hiicre gozlenebilmektedir [158, 185]. i-TZF nin akiskan
fibrin yapisi, baska biyomateryallerle beraber kullanilmasini zorunlu kilmaktadir.
Partikiiler kemik greftiyle birlestirilerek (jeloz kemik grefti- sticky bone) veya dis eti,
deri gibi dokularin i¢ine enjekte edilerek kullanilabilmektedir [185].

2.6.2. TZF’nin Hazirlanmasi

Hastadan elde edilen vendz kan, antikoagiilan igermeyen 10 ml tiiplere alinarak,
2700 rpm’ de 12 dk santirfiij edilmektedir [157, 180]. Antikoagiilansiz cam tiipte,
trombosit aktivasyonu ve fibrin polimerizasyonu, kanin camdaki silika ile temasindan
hemen sonra meydana gelmektedir ve boylece koagiilasyon siireci baslamaktadir [144].
Trombosit aktivasyonu, kanin tiiple temastan hemen sonra basladigindan santrifiij

islemi geciktirilmeden gerceklestirilmelidir [157]. Elde edilen TZF, geleneksel fibrin
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yapistiricilar: gibi enjekte edilmez, meydana gelen giiclii fibrin yapidan dolay1 daha
yogun formdadir [27, 132].

Islem sonunda tiipte 3 ayr1 tabaka meydana gelmektedir [186]:

-en altta kirmiz1 renkli tabaka: eritrositlerden meydana gelmektedir.

-ortada fibrin pihtiy1 iceren tabaka: TZF pihti, elde edilen kandaki trombositlerin
cogunu, biiylime faktorlerini, sitokinleri ve 16kositlerin yaklasik yarisini igeren giiclii bir
tic boyutlu fibrin agidir.

-en istte acik sar1 renkli tabaka: Aseliiler (hiicresiz) ve trombositten fakir plazma

(PPP) den olugmaktadir [186].

(@ A
PPP Eritrositler

t
( \ PPP K PRF clot
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4 '
L-PRF
(Fibrin Ag))

Sekil 3. TZF fibrin pihti. a) L-TZF elde edilirken santrifiij tiipiinde olusan katmanlar [144]. b) L-TZF
fibrin ag1 kullanima hazir hali. Kompresyondan sonra kolaylikla membran yerine

kullanilabilmektedir [157].

Dr. Joseph Choukrun tarafindan 2007 yilinda TZF pihti ve membranlarinin
hazirlanmasinda, standardizasyonu saglamak amaciyla kompresyonda kullanilacak
metal bir kap (PRF-Kutu, PRF-Box, Process, Nice, France) tiretilmistir [172]. L-TZF
steril bir penset yardimiyla tiipten ¢ikarilir, tabandaki kirmizi kan hiicresi tabakasindan
ayrilarak steril TZF-Kutu’nun icine aktarilmaktadir [144, 172]. TZF nin membran
haline getirilmesinde, kompresyon teknigi yerine TZF-Kutu kullanildiginda;
uygulandiktan 20 dk, 1 saat, 4 saat ve 168 saat sonra salinan biiylime faktorii miktarinin

daha yiiksek oldugu bildirilmistir [172].
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Elde edilen TZF go6vdesinin sar1 bir fibrin piht1 tabakasindan olustugu
goriilmektedir [178]. Sar1 fibrin pihtt ile pithtinin u¢ kismindaki kirmizi kan
hiicrelerinden olusan kirmizi bolge arasinda beyaz renkli bir tabaka bulunmaktadir.
“buffy coat” olarak adlandirilan bu bodlge yogun ve genis kiimeler halinde bulunan
fibrin ve trombositlerden olugsmaktadir [133].

TZF tekniginin basarisi kanin toplanmasi ve santrifiij edilmesi arasinda gecen
siirenin kisa olmasina baghdir. Yavas ve yetersiz kan alma islemi, kanin cam tiiple
temasindan sonra hemen pihtilasmaya baslamasina ve zayif mekanik 6zelliklere sahip,
stabil olmayan az miktarda TZF benzeri fibrin yapmin olusmasina neden olmaktadir

[133].

2.6.3. TZF Pihtidaki Trombosit, Lokosit ile Fibrinin Yapis1 ve Dokulardaki
Etkileri
a. Trombositlerin Yapisi ve Biyolojik Etkileri
Santrifiijden sonra kan 6rneginin igindeki trombositlerin en az % 90’ fibrin ag
icinde yer almaktadir. Trombositlerin koagiilasyon, inflamasyon, antimikrobiyal konak
savunmasi, anjiyogenez ve yara iyilesmesinde onemli gorevleri bulunmaktadir [187].
Trombositler kemik iligindeki megakaryositlerden koken alirlar ve dolagimda
cekirdeksiz halde bulunmaktadir. Ortalama Omiirleri yaklasik 8-10 giindiir [178].
Cekirdeksiz hiicreler olmalarina ragmen, oldukg¢a aktif hiicreler olan trombositler alfa
graniiller, yogun graniiller ve lizozomal graniiller olmak tiizere ii¢ farkli graniil
icermektedirler. Bunlar i¢cinde en fazla bulunan salgi graniilii, alfa graniillerdir [187].
Alfa graniilleri, trombosite 6zgii B-tromboglobulin ve trombositlere 6zgii olmaya
trombospondin, fibronektin, fibrinojen, diger pihtilasma faktorleri, biiylime faktorleri,
fibrinolizis inhibitorleri ve immunoglobulinler gibi bir¢ok protein igermektedir [178].
Lizozomal graniiller, bakterisidal etkiye sahiptir ve sindirim enzimlerini igermektedirler
[188]. Yogun graniiller, en kii¢iik trombosit graniilleridir ve protein olmayan kiiclik
molekiilleri igerirler. Kalsiyum iyonlari, ADP, ATP ve plazmaya gore yiiz kat daha
fazla serotonin igermektedirler [188].
Trombositler, yaralanmanin ilk asamasinda kemotaksisi uyararak doku hasar1 olan
bolgede pihtilagsma mekanizmasini baslatmaktadir. Vaskiiler endotel hasara ugradiktan

sonra ac¢iga c¢ikan kolajenle temas eden trombositler, aktif hale gecerek tromboplastini
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tiretmektedir. Tromboplastin, protrombini trombine; trombin plazmadaki fibrinojeni
fibrin agina doniistiirerek bolgede ilk tikaci olusturmaktadir [144, 189].

Trombositler piht1 organizasyonun yani sira, yara iyilesmesini baglatan ve yoneten
biiylime faktorleri ile sitokinleri icermektedir [174]. Biiylime faktorleri, hiicrelerin doku
tamiri ve rejenerasyonundaki kemotaksi, ¢cogalma, farklilasma ve ekstraseliiler matriks
sentezi gibi anahtar hiicresel olaylar1 diizenleyen bir dizi biyolojik mediyatorlerdir
[151]. Vaskiiler endotelin hasar1 sonrasi yara bolgesinde stabil trombosit tikact (pihti)
meydana gelmektedir. Piht1 formasyonundan sonra trombositler degraniile olarak, tamir
ve rejenerasyonu arttirmak i¢in, yara bolgesine PDGF (trombosit kaynakli biiylime
faktorii), TGF-B (doniistiiriicti biiyiime faktorii-), VEGF (vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii), IGF (insiilin biiylime faktorii-I ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-I1), ve FGF
(fibroblast biiyiime faktorii) gibi bir dizi biliylime faktorleri salgilamaktadirlar [166].
VEGF, PDGF ve IGF; kemik rejenerasyonu i¢in en aktif biiyiime faktorleridir [190].

Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

PDGF kemik matriksi i¢inde dogal olarak var olan bir protein olarak
tanimlanmaktadir. Osteoblastik hiicrelerin bdlgeye gogiine ve cogalmasina, kolajenin ve
kemik matriksinin sentezinin artmasina etki ederek, kemik formasyonunu arttirmaktadir

[191, 192]. Ayrica, mezensimal kok hiicre gogii, ¢ogalmasi ve devamliligi i¢in gerekli

diizenleyicidir [193, 194].

Transforme Edici Biiyiime Faktorii—f (TGF-B)

Trombositler ve kemikte yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir [195]. TGF-f3’lar
anjiyogenetik etkiye sahiptir, osteoblast Oncii hiicrelerinin kemotaksisini ve
mitogenezini arttirirken, osteoklast formasyonunu ve kemik rezorbsiyonunu inhibe

ederek kemik formasyonunu saglamaktadirlar [178].
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Anjiyogenez ile ilgili siirecleri baslatan anahtar mediyatordiir [196, 197]. Endotel

hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilagsmasini diizenlemektedirler [198, 199].
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Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

Timor hiicreleri dahil bir¢ok hiicre tipi i¢in ¢ogalma ve farklilagmanin pozitif
diizenleyicisidir [200]. IGF-I ve IGF-II kemik matriksinde depo edilmektedir ve kemik
rezorpsiyonu meydana geldiginde aktive olarak yeni kemik formasyonunu stimiile

etmektedirler [167].

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)
Osteoblastlar {lizerinde mitojenik etki gostererek; kemik dokusunun gelisiminde,

biiylimesinde, remodelinginde ve tamirinde rol oynamaktadir [187].

b. Lokositlerin Yapis1 ve Biyolojik Etkileri

Santrifiij edilen kanin i¢indeki 16kositlerin en az % 75’ inin fibrin matriks iginde
yer aldigini bildirilmistir. Lokositler TZF matriksi i¢inde onemli role sahiptirler.
Lokositler hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasini diizenlemektedir. Ayrica yara iyilesmesi
ve neoanjiyogenezde hiicresel cevabi olusturan ilk hiicrelerdir [147]. Iyilesme
bolgesinde anti-enfeksiyoz etkinlik [201] ve immiin mdodiilator ozellik [180]
sergilemektedirler. Lokositler TZF olusum siireci boyunca, hemostatik ve inflamatuar
olaylarin uyarilmasina karsilik olarak sitokin salgilamaktadirlar. Lokositlerden salinan
sitokinler, santrifiijj sonucunda olusan ii¢ boyutlu fibrin yapinin polimerizasyonu
sirasinda fibrin ag yapist igerisinde hapsolmaktadir ve daha sonra trombositler gibi,
yavag salinimlari gerceklesmektedir [144].

Dohan ve ark. TZF, serum ve trombositten fakir plazma interlokin IL-18, 1L-4,
IL-6, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF- o) ve VEGF miktarlarimi karsilastirmiglardir
[180]. Tim parametrelerin TZF’ de en yiiksek diizeyde bulundugunu ve sitokin
seviyelerindeki bu artisin TZF’ deki 16kosit degraniilasyonu tarafindan saglandigini
bildirmislerdir. Sitokin diizeylerindeki bu artisin, TZF’ nin savunma kapasitesini
arttirdig ileri siiriilmektedir [180]. Lokositler, sitokinlere ilave olarak trombositler gibi
TGF-B1, PDGF, VEGF, IGF ve FGF gibi yara iyilesmesinde Onemli olan biiyiime
faktorleri salgilamaktadirlar [202, 203]. Ehrenfest ve ark. yaptiklari bir ¢alismada, fibrin
yap1 i¢indeki I6kositlerin TGF-8 ve VEGF’ nin yavas saliniminda énemli rolii oldugunu

belirtmislerdir [27].
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TZF yap1 icinde lokositlerden salgilanan inflamatuar sitokinler:
Inflamasyonda rol alan ¢ok sayida sitokin bulunmaktadir. TZF’ nin igeriginde
bulunan ve inflamasyonda en fazla etkiye sahip olan sitokinler IL-18, IL-6 ve TNF-o’

dir [178].

TZF yap1 icinde lokositlerden salgilanan anti-inflamatuar sitokinler:
Lokositlerin  yapisindan IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi anti-inflamatuar sitokinler

salgilanmaktadir. Bu sitokinler i¢inde en dnemli etkiye sahip olan IL-4" tiir [178].

c. Fibrin Yap:

Bir plazma molekiilii olan fibrinojenin trombositler tarafindan aktive edilmesiyle
ortaya c¢ikmaktadir [204]. Coziinebilir bir protein olan fibrinojen trombin araciligiyla
¢Oziinemeyen bir protein olan fibrine donligmektedir. Hem plazmada hem de trombosit
a-graniillerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Pihtilasma sirasinda ilk trombosit
kiimelenmesini birlestiren, boylece vaskiiler endotelin hasarli bélgesi boyunca koruyucu
bir duvar olusturabilen biyolojik bir yapistirict olarak goérev almaktadir. Boylece fibrin
jel yaralanan bolgenin ilk sikatrisyel maktriksini olusturmaktadir [205-207].

Fibrin ag, dogal mikro gozenekli bir yap1 olusturarak dogal cevreyi taklit ederek
hiicre yapismasi, ¢ogalmas1 ve gogii icin elverigli bir ortam olusturmaktadir [208].
Kolajen liflerin bir ag olusturmak i¢in diger proteinlere ihtiyaci olmasina ragmen, fibrin
lifleri baska proteine ihtiyag duymadan kendi lifleri sayesinde ag olusturabilmektedir
[208-210]. Fibrin matriksin anjiyogenez 6zelligi, lic boyutlu yapis1 ve matriks i¢inde yer
alan biliylime faktorleri ile aciklanmaktadir [144, 186, 211].

YDR ve YKR islemlerinde, TZF ve diger trombositten zengin kan firiinlerinin
kullanilmasimin amaci, rejenerasyon bdlgesinde yaralanma sonucu trombosit tikaci
icerisinde meydana gelen fibrin matriksi taklit eden, bliylime faktorleri igeren bir fibrin
ag olusturmaktir [35]. Fibrin agin {i¢ boyutlu yapisi, fibrinojen konsantrasyonunu, fibrin
sikligim1 ve polimerizasyon derecesini, fibrin matriksin igerigini, fonksiyonunu ve
stabilizasyon siiresini etkilemektedir. Bu nedenle elde edilen fibrin matriksin biyolojik
ve fiziksel Ozellikleri uygulandigi dokunun rejenerasyon kapasitesini dogrudan
degistirmektedir [157]. Fibrinin biyolojik kapasitesi, iyilesme bdlgesinde etrafini

cevreleyen doku ile etkilesime girme kapasitesine dayanmaktadir. Bdylece fibrin, yara
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bolgesinde hiicre baglanmasi ve proliferasyonu icin iletken bir iskele gorevi
gormektedir [208, 212, 213].

Polimerizasyon sekli fibrinin agmin biyolojik ve mekanik o6zelliklerinin
belirlenmesinde 6nemlidir [208]. Fibrinin aginin jellesmesi sirasinda sikismis bilateral
(tetramolekiiler) (Sekil 4) ve equilateral (trimolekiiler) (sekil 5) baglar olusabilmektedir
[167]. Bilateral baglarda yiiksek trombosit konsantrasyonlari nedeniyle kalin fibrin
polimerler meydana gelir, bu durum hiicresel migrasyonu ve sitokinlerin aga
tutunmasimi olumsuz etkilemektedir. Equilateral baglarda ise fizyolojik trombosit
konsantrasyonlarinda olugan polimerler sayesinde esnek bir fibrin ag§ meydana gelir,
boylece hiicresel migrasyonu ve sitokinlerin aga tutunmasi desteklenmektedir [214,

215].

d

Sekil 4 (a) Bilateral baglarin gdsterimi [144]. Sekil 5. (b) Equilateral baglarin gosterimi [144].

Fibrin yapistiricilar, TZP ve TZF arasinda temel farklardan biri jellesme
farkliliklaridir.  Fibrin yapistiricilar  ile  TZP’nin, koagiilasyonu ve ani fibrin
polimerizasyonu i¢in sigir trombini ve kalsiyum kloriir kullanilmaktadir. Bu tiir bir
polimerizasyon, final fibrin matriksin biyolojik ve mekanik 6zelliklerinin olumsuz
etkilenmesiyle sonug¢lanmaktadir. Bu polimerizasyon sonucunda, trombosit sitokinleri
fibrin matrikse ekstrensek olarak yerlesir ve matriksten salinimlar1 da hizli olmaktadir

(Sekil 6 a,b) [144].
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Sekil 6. Fibrin yapistirict ve TZP fibrin aginin gorliniimii a) Fibrin yapistiricidaki fibrin ag1 [178]. b) TZP

polimerizasyonu sonucu olusan fibrin ag1 (1.trombositler, 2. ekstrinsik sitokinler) [178].

TZF; TZP ile fibrin adezivin aksine fizyolojik polimerizasyonla meydana
gelmektedir. Fizyolojik polimerizasyon, dolasimdaki sitokinlerin fibrin matrikse
intrensek olarak yerlesmesi olarak tanimlanmaktadir (Sekil 7). Boyle bir konfigiirasyon
sitokinlerin fibrin ag ig¢inde depolanip, ilk sikatrisyel matriksin yeniden sekillenmesi

sirasinda asamali olarak salinmasini saglamaktadir (uzun siireli etki) [178].

Sekil 7. TZF fibrin yapi1 (1.intrinsik sitokinler, 2.ekstrinsik sitokinler, 3. Fibrinle iligkili glikanik zincirler,
4. Fibronektin, 5. Fibrin fibrilleri) [178].

2.6.4. TZF’ nin Iyilesme Mekanizmasi Uzerine Biyolojik Etkileri

TZF, immiinite ve iyilesme i¢in gereken kanin tiim elemanlarini i¢eren ve tek bir
fibrin yapida toplayan matrikstir [133]. Fibrin ag i¢indeki trombositler aktive haldedir
ve polimerize fibrin agim gii¢lii bir sekilde desteklemektedir [186, 216].

TZF hazirlama protokolii sonunda, esnek bir fibrin ag meydana gelmektedir.

Fibrin ag doku rejenerasyonu i¢in trombositler ve 16kositlerle birlikte, biiytime faktorleri
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ile sitokinleri barindiran bir matriks olarak gorev yapmaktadir. Esnek fibrin ag, i¢inde
intrensek yerlesimli biliyiime faktorleri ve sitokinlerin, yara bolgesinde uzun siire
kontrollii salinimin1 gergeklestirmektedir [144]. Pihtilasma mekanizmalari ve fibrin agin
meydana gelme asamalari, diger trombosit kaynakli {iriinlere gore tamamen farklidir
[157]. TZF’nin pihtilasma ve fibrin polimerizasyonunda trombosit aktivasyonu sonucu
aciga ¢ikan trombin 6nemli bir role sahiptir ancak, disaridan ilave edilmedigi i¢in TZF
yavag ve fizyolojik bir siire¢ ile polimerize olmaktadir. Bu polimerizasyon, ii¢ boyutlu

fibrin aginin stabilizasyonu i¢in 6nemlidir [157].

Anjiyogenezis iizerine etkileri

Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi, boéliinmesi ve epitelyal hiicrelerdeki fenotipik
degisiklikler i¢in ihtiyag duydugu matriksi saglayarak anjiyogeneze rehberlik
etmektedir [144]. Fibrin matriksin bu 6zelligi, esnek yapisi i¢inde barindirdigt VEGF,
PDGF, FGF gibi biiytime faktorleri ve anjiopontin ile yonlendirilmektedir. Fibrin
endotel hiicrelerinin vitronektin ve fibronektine baglanmasina aracilik eden ovfp3

integrini uyarmaktadir. Bu durum anjiyogensizde 6nemli bir olaydir [167, 187].

Immiin sistem iizerine etkisi

Fibrin ag i¢inde, biiyiikk bir kismini1 lenfositlerden olusan 16kositler bu matriks
icinde hala canli ve hareket etmeye hazir halde bulunmaktadir [186, 216]. TZF igindeki
l16kositlerin anahtar roliiniin, immiin yanit1 diizenleyici [180] ve iyilesme bolgesinde

anti-infektif (6nleyici etkinlik) [201] ile iliskili oldugu belirtilmistir.

Yara iyilesmesi iizerine etkisi

Fibrin yara bolgesinde fibroblast ve epitel hiicrelerinin metabolizmasini
etkilemektedir. Biliylime faktorleri 6zellikle PDGF ve TGF-B, fibrin ve fibronektin
fibroblastlarin ¢ogalmasini uyarmaktadir. TZF icerdigi yliksek oranda TGF-B ve PDGF
salimmmini anjiogenezin pik yaptigi, kemik yapiminin bagladigi 7-28 giin boyunca
devam ettirmektedir. Iyilesmenin ilerleyen safhalarinda en 6nemli kritik asama olarak
diisiiniilen piht1 stabilizasyonu, makrofaj aktivasyonu ile kemotaksisini saglamasi yara
iyilesmesindeki dnemini gostermektedir. Fibrin, kolajen sentezi ve biyomekanik yara

direncinin saglanmasinda 6nemlidir [178, 180]. lyilesmenin erken déneminde yara
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bolgesini koruyarak ve yumusak dokunun primer kapanmasma yardimci olmaktadir

[28].

Osteojenik etki

TZF’nin osteojenik etkisi gecici bir ekstraseliiler matriks (fibronektin ve
trombospondin) gibi davranip anjiyogenezi desteklemesiyle de aciklanabilmektedir.
Igeriginde yer alan PDGF, TGF-B, IGF ve FGF biiyiime faktdrleri osteoblastik aktiviteyi
arttirict etkiye sahiptir. Alkalen fosfataz ve OPG {iretimini ve dolayisiyla osteoblast
dontigiimiinii arttirarak kemik yapim metabolizmasini desteklemektedir. Osteoklastlar
tizerinde baskilayic1 etkisi bulunmaktadir [27, 133, 147, 216]. L-TZF’nin in-vitro
ortamda fibroblast, keratinosit, kemik mezensimal hiicreleri, osteoblastlar gibi bir¢cok
hiicrenin proliferasyonunda ve kemik formasyonunda rol oynadig: bildirilmektedir [27,

133, 147, 216].

Mezensimal kok hiicrelerin transplantasyonu iizerine etkisi

Mezensimal kok hiicreler yumusak ve sert dokularin rejenerasyonuna katkida
bulunmaktadir. Bu hiicreler kan araciligiyla hasarli dokuya ilerleyerek
farklilagmaktadir. Farklilasma i¢in fibrin ve fibronektinden olusan fibrin matriks varligi
gereklidir. Bu santrifiij yontemiyle elde edilen fibrinin yapisi, kok hiicreler icin

kemotaktiktir ve yara bolgesine kok hiicrelerin tasinmasina aracilik etmektedir [170].

2.6.5. TZF’nin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

TZF diisiik maliyetlidir ve hazirlama protokoliiniin sadeligi nedeniyle basarisizliga
ugrama ihtimali disiiktiir [157]. Hastanin kendi kanindan elde edildigi ve disaridan
herhangi bir iirlin ilave edilmedigi icin ¢apraz enfeksiyon veya alerjik reaksiyon riski
s0z konusu degildir [144].

Sinirli miktarda elde edilebilmektedir ve uzun siire bekletilmesi yapisal 6zelliklerini
bozulmasina neden olabilmektedir [144]. Santrifiij 6zellikleri ve protokolleri TZF’ nin
icindeki hiicreleri, biiylime faktorlerini ve fibrin aginin mimarisinde onemli yere
sahiptir. Bu nedenle bu asamalar sirasinda meydana gelebilecek bir hata TZF’ nin

Ozelliklerini olumsuz etkilemektedir [179].
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2.6.6. TZF’nin Kullanim Alanlari

TZF’ nin son yillarda tip ve dis hekimligi uygulamalarinda kullanimi artmaktadir.
Dis hekimliginde kullanim alanlar1 yumusak ve sert doku iyilesmesine sagladigi
katkilardan dolay1 dikkat ¢gekmektedir [163, 177].

Klinik olarak ¢ekim soketlerinde, kist eniikleasyonu sonucu olusan kavitelerde,
periodontal plastik cerrahilerde ve siniis ylikseltme islemlerinde kullanilmaktadir [144,
178, 217]. Ayrica yonlendirilmis doku ve kemik rejenerasyonu islemlerinde, greft
materyali olarak veya greftlerle karistirilarak, sinilis perforasyonlarmni kapatmakta,
periodontal kemik i¢i ve furkasyon defektlerin tedavisinde tercih edilmektedir [163,
177, 218].

Son zamanlarda yapilan caligmalarda, DDLT’ nin hiicre ve dokular iizerinde
biyostlimiilatif etkisi gz Oniine alinarak trombosit kaynakli iiriinlerin DDLT
uygulamasiyla rejeneratif etkinligindeki degisimin degerlendirilmesi arastirilmaktadir

[33, 141].

2.7. Lazer ve Diisiik Doz Lazer Tedavisi

Kisaca ‘yogunlastirilmis dogrusal 151k’ olarak tanimlanmaktadir. “Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation’ kelimelerinin bas harflerinden
(LASER) olusan lazerin temeli 1960’ l1 yillara dayanmaktadir [219, 220].

Laser 15181 normal 1g1ktan, tek renkten (monochromatic) olusmasi ve yayilarak degil
dogrusal (collimated) olarak ilerlemesiyle ayrilmaktadir [221].

Lazer tip alaninda tedavi amaci ilk kez 1962 yilinda oftalmoloji ve dermatoloji
alaninda kullanilmistir [222]. Dis hekimliginde lazer kullanimiyla ilgili ilk aragtirmalar
Sognnaes ve Stern’in yakut (ruby) lazerin mine ve dentin gibi sert dis dokulari
tizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismalarla baglamigtir [223]. Yakut lazerle yapilan
baslayan arastirmalarindan sonra Argon, Karbon Dioksit (CO2), Erbium: Yittrium
Aliminyum Garnet (Er: YAG) ve Neodmiyum—YAG (Nd: YAG) gibi farkhi lazer
sistemleri dis hekimliginde kullanilmaya baslamistir [224]. 1989’da yumusak doku
cerrahisinde Nd: YAG lazerin kullanilmasiyla, lazer periodontolojide kullanilmaya

baglamistir [225] .
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Mester ve ark. 1967°de Diisiik doz lazer tedavisi prensibini tanimlamistir. DDLT
uygulandig1 bolgede yara iyilesme siirecini hizlandirict terapotik bir tedavi yontemi

olarak sunulmustur [226-228].

2.7.1. Lazerlerin Enerji Diizeylerine Gore Simiflandirilmasi

a. Diisiik Enerjili (Soft) Lazerler

Bu lazerler hedef dokudaki hiicresel aktiviteyi uyaracak dalga boyunda, diisiik
giice sahiptirler. Genellikle terapotik amagla kullanilmaktadirlar. Cerrahi lazerlerden
ayirt etmek icin ‘soguk lazer’, ‘yumusak (soft) lazer’ veya ‘diisiik enerjili lazer’ olarak
adlandirilmaktadir. Termal etkileri bulunmamaktadir ve uygulandiklar1 dokuda yaklasik
1°C civarinda 1s1 artisina neden olmaktadirlar.  Genellikle Diyot lazerler

kullanilmaktadir.

b. Yiiksek Enerjili (Hard) Lazerler:

Genellikle cerrahi amagla kullanilirlar ve termal etkileri bulunmaktadir. Dis
hekimliginde bu amagla en cok Argon, CO2, Er: YAG ve Nd: YAG lazerler
kullanilmaktadir [229].

2.7.2. Lazerin Dokudaki Biyolojik Etki Mekanizmalar
Lazer 15181 uygulandigi dokunun optik Ozelliklerine, 1518 dalga boyuna,
uygulanma siiresine ve enerji miktaria bagl olarak canli dokuda farkli mekanizmalar

ile etki gostermektedir [230]. Bu etkiler;

a. Foto-termal etki
Lazer enerjisi uygulandigi doku tarafindan absorbe edilerek dokuda etki

gostermektedir. Bu etkiyle dokuda insizyon ve koagiilasyon saglanabilmektedir [231].

b. Foto-mekanik etki

Yiiksek enerjiye sahip lazer 1s181mnin, yiiksek frekanstaki uygulamalarinda hedef
dokunun atomik ve molekiiler baglarin1 kirmasiyla sonuglanan etkisidir. Fotoablasyon
olarak da adlandirilan bu etkiyle dis sert dokularinda ve kemikte islemler

gerceklestirilebilmektedir [231].
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c. Foto-kimyasal etki

Lazer 15181min uygulandigi dokuda herhangi bir termal etki olusturmadan, emilimi
ile atom ve molekiillerin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini degistirmesiyle
sonuglanmaktadir. Dokularda meydana gelen 1s1 degisimi 1°C’den daha diisiiktiir.
Dokuda herhangi bir 1s1 degisikligine neden olmamalariyla foto-termal etkiden
ayrilmaktadir. Hedef dokuda foto-termal etki olusturmadan, hiicre fonksiyonlarinin
uyarilmasi ve dokuda biyolojik etkilerin olugmasini saglayan bu lazerlere yumusak lazer

veya diisiik doz lazer ad1 verilmektedir [231].

2.7.3. Diisiik Doz Lazer Tedavi (DDLT)

Diisiik doz lazerler (DDL) biyolojik olaylari, termal olmayan yollarla uyaran 6zel
bir lazer tiirlidiir [232]. DDL gibi terapotik lazerler, fotokimyasal etki teorisi ile dokuda
atom ve molekiil seviyesinde kimyasal degisikliklere neden olmaktadir [139]. Dokuda
derin penetrasyon gostererek gii¢lii biyostimiilatif etki yaratmaktadir. Temel etki
prensipleri biyostimiilasyon veya fotobiyostimiilasyon olarak adlandirilan sisteme
dayanmaktadir [31]. Bu teoriye gore dokulardaki fotoreseptorler lazer 1s181n1 absorbe
etmektedir. Isig1 absorbe eden fotoreseptorler, hiicrede mitokondriyal aktiviteyi
arttirarak ATP (adenozin-tri-fosfat) {iretimini ve hiicre zarmin gecirgenligini
arttirmaktadir [31]. Hiicrede oksijen, aminoasit, glikoz miktar: artar, hiicre zarinin aktif
transport yapan enzim miktar1 artar niikleik asit formasyonunda artig goriiliir ve sonug
olarak hiicre metabolizmas1 hizlanmaktadir. Hiicre zarmin gegirgenligini artmasiyla
goriilen vazodilatasyon sonucu dokuda lokal kan akimi artar, normal hiicre
fonksiyonlarmin stimiilasyonu ve hiicre mitozu uyarilmaktadir [31]. Sonu¢ olarak
dokunun rejenerasyon kapasitesi artmaktadir [32, 139].

DDLT ile fotobiyostimiilasyon doku rejenerasyonunu uyarmak, iltihabi durumu
baskilamak ve agriyr hafifletmek i¢in, lazer 1s1Zmin biyolojik bir sisteme
uygulanmasidir. Diger tibb1 lazer tiirlerinden farkli olarak DDL ablasyon etkisi veya
termal bir etkiye sahip degildir, aksine 1518in doku tarafindan absorbe edildigi ve
dokuda kimyasal degisikliklere neden oldugu fotokimyasal bir etkiye sahiptir [233].
Ablatif etkileri olmadigindan dokuyu kesmez ve buharlastirmazlar [31].

Diisiik doz lazerlerin giicii, mW cinsinden ifade edilmektedir. Genellikle 1-1000

mw arasinda degisen giiclere sahiptirler [234]. Gilinlimiizde klinik uygulamalarda
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fotobiyostimiilasyon amaciyla, siklikla 660-810 nm dalga boyuna arasinda diyot lazerler

kullanilmaktadir [235].

2.7.4. Fotobiyostimiilasyonun Hiicre ve Doku Seviyesinde Etkileri

Fotobiyostimiilasyon tedavisi (FBT) hiicre ve doku onarimi ile rejenerasyonunu
arttirmak i¢in belirli araliga sahip dalga boyunda lazer 1s18mmin kullanilmasina
dayanmaktadir [31]. Farkli hiicre ve doku modellerinde arastirilmis olmasina ragmen
FBT’ nin biyokimyasal etki mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir [236].
Cesitli hayvan modelleri ve doku kiiltiirleri iizerine yapilan laboratuar ¢alismalar1 630-
660 nm dalga boyunun biyostimiilatif etkilerinin olasi mekanizmalarin1 ve klinik
yararlarini agiklamaktadir [237].

Hiicresel seviyede diisiik doz lazerin biyostimiilasyon etkisi fibroblast ¢ogalmasi
[238-240], neovaskiilarizasyon [241], kolajen sentezi [239], mitokondriyal elektron
tagima sistemi [242], ekstraseliiler matriks sentezi [243] lizerinde gosterilmistir.

Biiylime faktorleri fibroblast farklilasmasi ve cogalmasinda, yeni kilcal damarlarin
olusumunda, kolajen ve ekstraseliiler matriks sentezinde kritik rol oynamaktadir [244,
245]. Periodontal fibroblastlar {izerine fotobiyostimiilasyonun etkisini degerlendiren
caligmalarda, FBT’ nin fibroblast ¢ogalmasini ve fibroblastlardan salinan biiyiime
faktorii (FGF, IGF-I ve IGF-I reseptorii) miktarini arttirdigr gosterilmistir [142, 246].
Biiyiime faktorlerinin tiretimini arttirdigindan dolayi, periodontal yara iyilesmesinde ve
rejenerasyonda onemli rol oynamaktadir [142].

Biiylime  faktorlerinin  yara iyilesmesindeki 6neminden yola ¢ikarak,
fotobiyostimiilasyonun l6kositler ve trombositler {izerindeki etkisi arastirilmistir. Bu
caligmalarda, insan 16kositlerinin hem kemotaktik hem de fagositik aktivitesini arttirdig
[247] ve trombosit degraniilasyonu ile spesifik graniillerinde depolanan biiylime
faktorlerinin salinimini uyardigi in-vitro olarak gosterilmistir [248, 249].

Kronik periodontal inflamasyon sonucunda dokuda periodontal ligament ve alveol
kemik kayb1 gozlenmektedir [250]. Periodontal rejenerasyonu arttirmak icin DDLT’ nin
biyostimiilasyon etkisinin kullanimi, yara iyilesmesi [236] ve kemik rejenerasyonunu
[251, 252] uyardigini gosteren caligmalara dayanmaktadir.

Yapilan arastirmalar lazerin yumusak dokuda artmis iyilesme sagladigi sinir

rejenerasyonunu arttirdigi, biiyiime faktorlerinin artmasiyla yeni kapiller olusumunu
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arttirdigi, hiicre c¢ekirdeginde DNA ve RNA sentezini arttirdigi, fibroblastlarin
miyofibroblastlara doniistiigli ve kemik ortii hiicrelerinin stimiilasyonunu arttirdigini
ortaya koymustur [253].

In-vivo ¢aligmalarda, detertraj ve subgingival kiiretaj islemlerinden sonra DDLT
uygulanmasiin gingival inflamasyonu ve kolajen yikimina yol acan matriks
metalloproteinaz-8 (MMP8) enzimin azaltti§1 gosterilmistir [254, 255]. In-vitro
calismalarda DDLT’nin periodontal ligament fibroblastlarinin proliferasyonunu
arttirdig1 bildirilmistir [140, 142]. DDLT nin periodontal dokularda en 6nemli biiyiime
faktorleri olan TGF-B ve PDGF’ nin iiretimini arttirdigi ve inflamatuar sitokin olan
IL-18 tiretimini azalttig1 bildirilmistir [143].

Son yillarda kemige DDL ile biyostimulasyon uygulamasi, kemik defektlerinde
diger rejeneratif metodlarla birlikte iyilesmeyi uyarmak amaciyla kullanilmaktadir [252,
256]. In-vitro ¢alismalarda, diisiik enerjili lazerlerlerin, osteoblastlarin proliferasyonunu
arttirdig1 bildirilmistir [257, 258]. Bazi1 yazarlar deneysel ve klinik ¢alismalarinda DDL
uygulamasinin kemik rejenerasyonuna pozitif etkisinden bahsetmislerdir. Ancak,
DDL’nin kemik iizerindeki etki mekanizmasi tam olarak agiga kavusmamistir [259].
Wiash ve ark. DDLT’nin dis ¢ekiminden sonra alveol soketin tamirde dnemli rol aldig,
osteoblast hiicrelerinin, ¢ogalma, farklilasma ve kalsifikasyon siirecini etkiledigini
bildirmistir [260].

DDLT ile ilgili bir¢ok in-vitro ve in-vivo c¢aligma yapilmis olmasina ragmen,
heniiz etkinligi kesin olarak kanitlanmigs DDLT parametreleri yoktur. Literatiirde
DDLT’ nin membran haline getirilmis L-TZF {izerine olan biyostimiilatif etkilerini
degerlendiren caligmalara rastlanilmamustir.

Bu calismanin amaci kritik boyuttaki kemik defektlerinin iyilesmesinde, TZF ile
diisiik doz lazer uygulanmis TZF’nin kollajen membran ve bos birakilan defektlerle

karsilastirilarak bariyer membran olarak etkinliginin degerlendirilmesidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
alinan 04/07/2018 tarih ve 3/04072018/6 sayili onay ile Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’'nde gergeklestirildi. Yapilan tiim
islemlerde deneklerle ilgili Yerel Etik Kurul Yonergesinde belirtilen sartlarin

saglanmasina 6zen gosterildi.

3.1. Deney Hayvanlar
Bu caligmada 5 adet, ortalama 40 kg agirhiginda, 18-24 aylik merinos tipi eriskin
erkek koyun kullanildi. Calismamizda kullanilan deney hayvanlarinin cerrahi islemleri,
islem sonras1 bakimlar1 ve sakrifikasyonlar1 Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deney

Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’'nde yapildi.

3.2. Gruplar

Her bir deney hayvanin tek tarafli sag iliak krestine, bir grup icin 2 adet defekt
olusturacak sekilde toplam 8 adet kritik boyutta defekt (8 mm derinliginde x 8mm
capinda) olusturuldu. Defektler arasinda en az 5 mm mesafe birakildi. Defektler gruplar
yan yana olacak sekilde smiflandirildi. Kemik yapisina bagli heterojenitenin elimine
edilmesi amaciyla, gruplar her hayvanda saat yoniinde iki defekt ilerleyecek sekilde
kaydirildi.

Olusturulan defektlerde standart olarak, sigir kaynakli kemik minerali (DSKM)
greft materyali olarak uyguland1 (Sekil 11b).

1. Kontrol Grubu: Defekt bolgesi greftlendikten sonra iistii herhangi bir membran
ortiilmeden kapatildi.

2. Kolajen Grubu: Defekt bolgesi greftlendikten sonra {istii dogal kolajen membran
ortiilerek kapatildi.

3. Trombositten zengin fibrin (TZF) Grubu: Defekt bolgesi greftlendikten sonra
tistii ¢ift kat TZF membran ortiilerek kapatildi.

4. Disiik doz lazer uygulanmis TZF (DDL-TZF) Grubu: Defekt bdlgesi
greftlendikten sonra iisti DDL uygulanmis ¢ift kat TZF membran ortiilerek
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kapatildi. TZF’ye oncelikle steril bir kapta DDL uyguland1 daha sonra membran

haline getirildi.

3.3. Kritik Boyutta Kemik Defekti

Kritik boyutta defekti (KBD), bir hayvan tiiriinde ve o tiiriin ilgili kemiginde
herhangi bir osteojenik materyal kullanilmadan, Omriiniin sonuna kadar spontan
iyilesme gostermeyen en kiigiik intraossedz yara olarak tanimlanir. Bu tip defektler

kemik dokusundan ¢ok fibréz bag doku ile iyilesme egilimindedir [261, 262].

3.4. Cerrahi Girisim

Deneklere enfeksiyon ve agr1 6nlemek amaciyla profilaktik perioperatif sefazolin
sodyum 1 gr (Sefazol®, Mustafa Nevzat, Istanbul, Tiirkiye) ve diklofenak sodyum 75
mg (Voltaren®, Novartis) [.M. (intra muskuler) yoldan verildi. Cerrahi islemler genel
anestezi altinda gergeklestirildi. Oncelikle denekler sirasiyla .M. yoldan uygulanan 20
mg/ kg ketamin HCI (Alfamine®, Egevet, Izmir, Tiirkiye), 2 mg/ kg ksilazin HCI
(Alfazyne®, Egevet, Izmir, Tiirkiye) ve 0,5 mg atropin siilfat ile premedike edildi.
Sedasyondan sonra genel anestezi i¢in 15 mg/ kg tiyopental sodyum (Pental Sodyum®,
Ibrahim Etem, Istanbul, Tiirkiye) intravendz (I.V.) yoldan verildi ve kontrollii infiizyon
ile idamesi saglandi. Cerrahi bolgeye 4 cc bupivakain HCI lokal anestezik (Marcaine®,
AstraZeneca) enjeksiyonu yapildi. Genel anesteziyi takiben sag iliak krest operasyon
sahas1 tiragland1 ve % 10 luk povidon-iyodin (Biokadin®, Biokan, Istanbul, Tiirkiye)
soliisyonu merkezden perifere dogru silindi.

Cerrahi islemler asepsi kurallarina bagl kalinarak gerceklestirildi. Sag iliak krestin
lateralinde insizyon yapildi (sekil 8a), tam kalinlik diseksiyon ile iliak krestin lateral
duvarma ulasim saglandi (sekil 8b). iliak krestin lateral duvarinda her bir grup igin 2
adet olmak iizere toplam 8 adet standart boyutlarda yapay kritik kemik defekti
olusturuldu. Defektler serum irrigasyonu altinda 8mm derinliginde x 8mm c¢apinda
trefan frez ile olusturuldu (Sekil 8c, d) . Defekt sinirlar1 arasinda en az 5 mm mesafe

birakildi (Sekil 12b).
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Sekil 8. iliak kreste ulasim ve bolgenin isaretlenmesi. a) Bolgenin traslandiktan sonra insizyonu. b) Flep
elevasyonundan sonra iliak krestin goriiniimii. ¢) Trefan frez ile defekt olusturulmasi. d) Defekt

alanin isaretlenmesi.

L-TZF elde etmek amaciyla her bir koyundan, 4 tiip 10 cc vendéz kan alindi.
Antikoagiilan igermeyen bos tiipler kullanildi. Tiipler dengenin saglanabilmesi i¢in
santrifiij cihazinda (EBA-20, Hettich, Germany) karsilikli olarak yerlestirildi. Alinan
kan 2700 rpm’de 12 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiipte 3 tabaka; en {listte
trombositten fakir plazma (TFP), ortada TZF en altta ise kirmiz1 kan hiicrelerinden
zengin tabaka meydana geldi.

L-TZF steril bir penset yardimiyla tiipten ¢ikarildi ve kirmizi kan hiicre tabakasi
uzaklastirildi (Sekil 9). Her bir grupta 2 adet TZF’ye steril bir metal kapta DDLT
protokolii uygulandi. Bu ¢alismada biyostimiilasyon amaciyla 810 nm dalga boyunda,
129 mW giiciinde ve 3,87 j/cm2 enerji yogunlugunda galyum-aliminyum-arsenid
(GaAlAs) diode lazer (AMD, Picasso, USA) kullanildi [263]. Lazer non-kontakt modda
5 dakika uyguland1 (Sekil10) [263].
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Daha sonra DDL uygulanmis ve uygulanmamis TZF’ler membran haline getirmek
amaciyla bu islem i¢in 6zel olarak hazirlanmigs TZF-kutu igine yerlestirildi. L-TZF,
kutunun 1zgaralarina yerlestirildikten sonra {izeri kapatilip membran haline getirilmesi

saglandi.

Sekil 9. TZF nin tiipten ¢ikarilip TZF-kutu i¢ine yerlestirilmesi

Sekil 10. Diyot lazer ile TZF' ye DDLT uygulamasi

Defektler sigir kaynakli ksenogreft (Botiss, Cerabone®, Switzerland) ile
dolduruldu (Sekil 11c). DSKM ile doldurulan defektler, daha once belirtilen
gruplamalara uygun olacak sekilde; Kontrol: herhangi bir bariyer membran
kullanilmadan, Kolajen Grubu: defektin iizeri kolajen membranla (Botiss, Collprotect®,
Switzerland) ortiilerek, TZF Grubu: defektin lizeri TZF membranla ortiilerek, DDL-TZF
Grubu: defektin iizeri DDL uygulanmis TZF membranla ortiilerek kapatildi (Sekil 11d).
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Kullanilan greft materyali cerabone® (Botiss, Switzerland) sigir kemigi kaynaklidir

(DSKM) ve partikiil biiyiikliigii 0.5-1 mm arasindadir. Collprotect® kolajen membran

ise 15 mm x 20 mm boyutlarindadir.

Sekil 11. Defekt olusturulmasi, greftlenmesi ve gruplara uygun bigimde membran yerlestirilmesi. a) Iliak
krestin goriiniimii. b) iliak krestte olusturan 8 adet KBD’ nin gériiniimii. c) Defektlerin
deproteinize sigir kaynakli kemik mineraliyle greftlenmesi. d) DSKM ile greftlenen defektlere

gruplandirmaya uygun sekilde bariyer membran yerlestirilmesi.

Greft ve membranlarin yerlestirilmesinden sonra kemik yiizeyinden diseke edilen
kaslar 4/0 rezorbe olabilen poliglikolikasit siitur (Dogsan®, Trabzon, Tiirkiye), cilt ise
3/0 ipek (Dogsan®, Trabzon, Tiirkiye) siitur kullanilarak primer olarak kapatildi (Sekil
12-13).
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Sekil 12. Cilt alt1 kas dokusunun siiture edilmesi. ~ Sekil 13. Cilt dokusunun primer kapatilmasi.

3.5. Postoperatif Bakim

Ameliyat sonras1 enfeksiyon ve agri kontrolil igin tiim deneklere 5 giin siireyle
giinde 2 defa sefazolin sodyum 1 gr (Sefazol®, Mustafa Nevzat, Istanbul, Tiirkiye) ve
diklofenak sodyum 75 mg (Voltaren®, Novartis, Isvigre) .M. yoldan verildi. Denekler
12 hafta boyunca etik kurallara bagli olarak 21-22 °C oda sicakliginda ve % 40-50 nem
ortamina sahip ayr1 barmaklara yerlestirildi. Giin iginde yapilan kontrollerde
hayvanlarin barinak temizligi, yem/su alim miktarlar1 ve genel giigsiizlik durumlari

takip edildi. 12 hafta sonunda sorunsuz iyilesme tamamlandi.

3.6. Denek Hayvanlarindan Kemik Orneklerinin Elde Edilmesi

Hayvanlar operasyondan sonraki 12. haftada yiiksek doz 1.V. tiyopental-sodyum
ile (Pental Sodyum®, Ibrahim Etem, Istanbul, Tiirkiye) sakrifiye edildi. Her bir
hayvanin islem goren sag iliak kemik bolgesi kesilerek ¢ikarildi ve histolojik kesit elde
etmek amaciyla % 10’luk formalin (Merck®, Darmstadt, Almanya) igerisinde uygun

kosullarda muhafaza edildi.

3.7. Kesit Hazirlama Y ontemi

Doku pargalar1 % 10’luk tamponlu noétral formaline alinarak bir hafta siireyle
tespit edildi. Bir haftanin sonunda akan suda 8 saat boyunca yikandi. Daha sonra
dokular dekalsifikasyon islemi i¢in % 25°lik formik asit igerisine alindi.
Dekalsifikasyon soliisyonu giinliik olarak degistirildi. Dekalsifikasyon igslemi sonunda,
formik asitin giderilmesi amaciyla dokular 8 saat siireyle akarsuda yikandi. Ardindan

dokular 0,35 M sodyum siilfat igerisine alinarak 3 giin siireyle bekletildi. 3 giiniin

44



sonunda dokular akarsuda 8 saat boyunca yikandi. Daha sonra dokulardaki suyu
uzaklastirmak amaciyla derecesi giderek artan etil alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi. Dekalsifikasyon isleminin ardindan dokulara Leica TP 1020
(Germany) Ototeknikon Cihazi ile ¢izelge 1'de belirtilen takip yontemi uygulandi.

Cizelge 1. Histomorfometrik degerlendirme i¢in doku takip islemi

Oda sicakliginda %90’lik etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol+ksilol 1 saat
Oda sicakliginda Ksilol 1 saat
Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat
60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Blok haline getirilen dokulardan mikrotomla (Thermo Scientific Shandon Finesse
325) 5 mikron kalinliginda kesitler alindi, deparafinize edildi, hematoksilen—eozin ile
boyandi ve kapatildi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (Olimpus BX53)

incelendi ve 2X biiyiitmede fotograflari alindu.

3.8. Histomorfometrik Analiz
BIOQUANT OSTEO 2018 (Bioquant image analysis corporation, NASHVILLE,
USA) yazilim programi kullanilarak ise histomorfometrik analiz yapildi. Yapilan

histomorfometrik 6l¢iimlerle asagidaki parametreler incelenmistir.

1) Toplam Doku Hacmi (TV) (mm?): Ilgili alandaki toplam doku hacminin
mm?® cinsinden ifadesidir.
2) Toplam Kemik Hacmi (BV) (mm?®): ilgili alandaki hem mineralize hem de doku

icindeki osteoid alani1 i¢eren, kemik dokunun alan cinsinden ifadesidir.
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3) Kemik Hacmi/Doku Hacmi (BV/TV) (%): Kemik hacmi doku hacmine
oranlanmistir. Bu oranin yiiksek olmasi kansell6z kemik miktarinin yiiksekligini
ifade etmektedir.

4) Toplam Kemik Yiizeyi (BS) (mm): Doku hacmi igindeki kemigin toplam
¢evresini uzunluk birimi olarak ifade etmektedir.

5) Trabekiil Cap1 (Tb.Dm) mikrometre cinsinden incelenmistir.

6) Trabekiil Sayisi (Tb.N) : mikrometre cinsinden incelenmistir.

7) Trabekiil Aras1 Bosluklar (Tb.Sp.) mikrometre cinsinden incelenmistir.

3.9. istatiksel Analiz

Caligsma elde edilen veriler ortalama ve standart sapma olarak 6zetlendi. Gruplar
arasinda sayisal Ol¢limlerinin genel karsilastirilmasinda varsayimlarin = saglanip
saglanmamasina gore Tek Yonli Varyans Analizi veya Kruskal Wallis testi kullanildi.
Gruplarin ikili karsilastirilmalarinda varsayimlarin saglanmasi halinde Tukey testi,
saglanmamas1 halinde ise Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney testi kullanildi.
Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket programi
kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel 6nem diizeyi (p) 0,05 olarak alindi. (SPSS
referansi : IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0.
Armonk, NY: IBM Corp)
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan hayvanlar, operasyon sonrasinda sorunsuz iyilesme donemi
gecirmiglerdir. 12 haftalik iyilesme donemi sonrasinda hayvanlarin sakrifikasyonu
gerceklestirildi.

Sakrifikasyon sonrasinda cerrahi alandan alinan Ornekler uygun laboratuar

islemlerinden gecirildikten sonra histomorfometrik Ol¢limler yapilarak istatistiksel

analiz yapild1 (Sekil 14 a, b, c, d)

Sekil 14. Gruplardan elde edilen kesitlerin ait 2X biiyiitme altindaki histolojik goriintiisii. a) Kontrol
grubunun 2X biiyiitme ile goriintiisii. b) Kolajen grubunun 2X biiyiitme ile goriintiisii. c) TZF
grubunun 2X biiytitme ile goriintiisii d) DDL-TZF grubunun 2X biiyiitme ile goriintiisi.
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Histomorfometrik analiz sonucunda kemik hacmi (BV), kemik hacmi/ doku
hacmi(BV/TV), kemik yiizeyi (BS), kemik yiizeyi/ kemik hacmi (BS/BV), trabekiil ¢ap1
(Tb.Dm), trabekiil Sayis1 (Tb.N) ve trabekiil bosluklar1 (Tb.S) ortalama, standart sapma

ve p degerleri hesaplandi (Cizelge 2).

Cizelge 2. Histomorfometrik analiz sonucu gruplarm BV, BV/TV, BS, Tb.Dm, Tb.N, Tb.S ortalama,

standart sapma degerleri.

Kontrol grubu Kolajen TZF DDL-TZF

BV (mm?2) 9,07 15,05 9,91 10,51
(£1,71) (#£3,52) (+2,74) (£3,09)

BV/TV% 0,20 0,33 0,22 0,23
(£0,03) (£0,08) (+0,07) (0,07)
BS(mm) 184,42 256,89 226,98 239,38
(+37,87) (+£35,24) (+35,53) (+75,1)

Tb.Dm (Rod) 0,18 0,24 0,22 0,18
(£0,06) (#0,04) (+0,02) (0,02)

Tb.N(Rod) 3,15 2,84 2,47 3,11
(£1,01) (+0,33) (+0,21) (£0,55)

Tb.S(Rod) 0,19 0,13 0,20 0,16
(£0,1) (£0,03) (£0,04) (£0,04)

Histolojik analiz sonucunda yeni kemik olusumu yiizdesi degerlendirildi (Cizelge 3).

Cizelge 3. Gruplarda gozlenen yeni kemik formasyonu

Gruplar Yeni Kemik Olusumu
Kontrol grubu %:20,46
Kolajen %33,68
TZF %22,79
DDL-TZF %23,68
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Kolajen grubunun BV degeri diger gruplara gore daha fazla bulunmustur ve bu
fark istatiksel olarak anlamlhidir (p<0,05) (Cizelge 4). DDL-TZF grubu; TZF ve kontrol
grubuna gore; TZF grubunun kontrol grubuna gore BV degeri daha fazla iken bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05) (Sekil 15).

Cizelge 4. Gruplar arasinda BV parametresinin p degerleri *(p<0,05)

Grup Grup P
BV(mm?2) Kontrol Kolajen 0,001*
BV(mm2) Kontrol DDL-TZF 0,676
BV(mm?2) Kontrol TZF 0,912
BV(mm?2) Kolajen DDL-TZF 0,006*
BV(mm?2) Kolajen TZF 0,002*
BV(mm2) TZF DDL-TZF 0,966

25

%)
o
1

BV Bone Volume (mm2)
1

= B

T I T T

Kolajen DDL-TZF TZF Kontrol

Sekil 15. Gruplar arasinda BV degerinin karsilastiriimasi
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Yeni kemik olusumunun ifadesi olan BV/TV degeri karsilastirildiginda, kolajen
grubunun BV/TV degeri diger gruplara gore daha fazla bulundu ve bu fark istatiksel
olarak anlamlidir (p<0,05) (Cizelge 5). DDL-TZF grubu, TZF ve kontrol grubuna gore;
TZF grubu ise kontrol grubuna gore BV/TV degeri daha fazla iken bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05) (Sekil 16).

Cizelge 5. Gruplar arasinda BV/TV’ nin p degerleri, *(p<0,05)

Grup Grup P
BV/TV% Kontrol Kolajen 0,001*
BV/TV% Kontrol DDL-TZF 0,710
BV/TV% Kontrol TZF 0,866
BV/TV% Kolajen DDL-TZF 0,011%*
BV/TV% Kolajen TZF 0,005%*
BV/TV% TZF DDL-TZF 0,991

Ele

30

= -

BVITV (%)

T T T T

Kolajen DDL-TZF TZF Kontrol

Sekil 16. Gruplar arasinda BV/TV degerinin karsilagtiritlmasi
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BS degerleri karsilastirildiginda kolajen grubu en yliksek degerde bulundu. Bu fark
kontrol grubuna gore anlamli iken (p<0,05), TZF ve DDL-TZF gruplarina gére anlamli
bulunmadi (p>0,05) (Cizelge 7). DDL-TZF grubu, kontrol ve TZF gruplarina gore;
TZF grubu ise kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu ancak bu farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmad1 (p>0,05) (Sekil 17).

Cizelge 6. Gruplar arasinda BS’ nin p degerleri, *(p<0,05)

Grup Grup P
BS(mm) Kontrol Kolajen 0,011%*
BS(mm) Kontrol DDL-TZF 0,075
BS(mm) Kontrol TZF 0,228
BS(mm) Kolajen DDL-TZF 0,854
BS(mm) Kolajen TZF 0,528
BS(mm) TZF DDL-TZF 0,941
4007
o
350
E 3004
E
3
£
(?'h 2504
g
m
i 200-
150
1004
T T T T
Kolajen DDL-TZF TZF Kontrol

Sekil 17. Gruplar arasinda BS degerinin karsilastiriimasi

51



Tb.Dm degerleri arasindaki farklar incelendiginde en yiiksek deger kolajen
grubundan elde edildi, kolajen grubunun kontrol ve DDL-TZF grubuna gore farki
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Cizelge 7). TZF grubu ve diger gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05) (Sekil 18).

Cizelge 7. Gruplar arasinda Tb.Dm(Rod)’ nin p degerleri, *(p<0,05)

Grup Grup P
Th.Dm(Rod) Kontrol Kolajen 0,019*
Tbh.Dm(Rod) Kontrol DDL-TZF 1,000
Th.Dm(Rod) Kontrol TZF 0,157
Th.Dm(Rod) Kolajen DDL-TZF 0,019*
Th.Dm(Rod) Kolajen TZF 0,782
Th.Dm(Rod) TZF DDL-TZF 0,157
307 o

.20

Th.Dm (Red)

Kolajen DDL-TZF TZF Kontrol
Sekil 18. Gruplar arasinda Tb.Dm(Rod) degerlerinin karsilastiriimasi
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Gruplar arasindaki Tb.Sp degerleri karsilastirildiginda kolajen ve TZF grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,05) (Cizelge 8) diger gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 19).

Cizelge 8. Gruplar arasinda Tb.Sp. (Rod)’ nin p degerleri, *(p<0,05)

Grup Grup p
Tb.Sp. (Rod) Kontrol Kolajen 0,941
Tb.Sp. (Rod) Kontrol DDL-TZF 1,000
Tb.Sp. (Rod) Kontrol TZF 0,406
Tb.Sp. (Rod) Kolajen DDL-TZF 0,636
Tb.Sp. (Rod) Kolajen TZF 0,007*
Tb.Sp. (Rod) TZF DDL-TZF 0,624

Tb.Sp (Rod)

T T T T

Kolajen DDL-TZF TZF Kontrol

Sekil 19. Gruplar arasinda Tb.Sp(Rod) degerlerinin karsilastiriimast.
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Tb.N degerinde kontrol ve TZF ile TZF ve DDL-TZF grubundaki fark istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0,05) (Cizelge 9), diger gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi

(p>0,05) (Sekil 20).

Cizelge 9. Gruplar Tb.N (Rod)’ nin p degerleri, *(p<0,05)

Grup Grup p
Th.N(Rod) Kontrol Kolajen 1,000
Tb.N(Rod) Kontrol DDL-TZF 1,000
Tbh.N(Rod) Kontrol TZF 0,028*
Tb.N(Rod) Kolajen DDL-TZF 1,000
Tbh.N(Rod) Kolajen TZF 0,452
Tb.N(Rod) TZF DDL-TZF 0,037*
&
-
o]
)
=]
e
Ne)
] %I
.
-

Kolajen

DDL-TZF

TZF

Kontrol

Sekil 20. Gruplar arasinda Tb.N(Rod) degerlerinin karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada deproteinize sigir kaynakli greft materyali yerlestirilen, kritik boyutlu
kemik defektlerinin iyilesmesinde, Trombositten Zengin Fibrinin (TZF) bariyer
membran olarak etkinliginin, kolajen membranla karsilagtirarak degerlendirilmesi
amaglanmistir. Calismamizin sonucunda en basarili iyilesmeyi sirasiyla kolajen
membran, diisiik doz lazer uygulanan TZF (DDL-TZF), TZF ve bos defekt gruplar
gostermistir.

Hayvan ¢aligmalari; biyomateryalleri, kemik rejenerasyon tekniklerinin etkinligini,
osteojenik potansiyellerini, biyouyumluluklarini, mekanik 6zelliklerini, konak dokularla
etkilesimini  histolojik  ve  histomorfometrik acidan  degerlendirilmesi  igin
gerceklestirilmektedir [120]. Literatiir incelemesi yapildiginda, kemik rejenerasyonunu
incelemek amaciyla farkli hayvan modelleri kullanildigi goriilmektedir. Bu deney
hayvanlarindan sigan ve farelerin, havers sistemine sahip olmamalari, boyutsal olarak
kiiciik olmalar1 ve tespit giicliigii gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Hayvan tiirleri
filojenik agidan iist siniflara yiikseldikce (tavsan, domuz, kdpek ve koyun tiirleri gibi)
havers sistemi olugsmaktadir. Bu nedenle kikirdak ve kemik dokunun degerlendirildigi
hayvan calismalarinda bu tiirler tercih edilmektedir [264]. Domuz ve kdpek tiirleri
genellikle intra-oral olarak planlanan deneysel calismalarda kullanilmaktadir [265].
Ancak bu tiirlerde cerrahi sonras1 goriilen oral hijyen yetersizligi, iyilesme siirecinde
enfeksiyona zemin hazirlamaktadir [266].

Rejeneratif tekniklerin degerlendirilmesi i¢in farkli lokasyonlar arayisina giren
arastirmacilar, koyun iliak kemiginin yapisinin Lekhorm ve Zarb indeksinde agiklandigi
gibi insan mandibulasina benzer oldugunu agiklamistir [266]. Koyunun insanlara benzer
kemik yapisina, fizyolojisine ve remodeling kapasitesine sahip oldugu i¢in kemik
rejenerasyonu ¢aligmalarina uygun bir hayvan tiirii oldugu diistintilmektedir [267].
Ravaglioli ve ark. insan ve koyun kemigi arasinda mineral bilesimi agisindan énemli bir
farklilik olmadigin1 ve benzer metabolik aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir [120,
268], Anderson ve Newman koyun kemiginin insan kemigiyle yakin yenilenme ve
yeniden sekillenme aktivitesi oldugunu [269, 270] bildirmistir. Eitel ve ark. koyun
kemiginin insan kemigi ile karsilastirilabilir kan akim destegi ve rejenerasyon

potansiyeli oldugunu gostermistir [271]. Pabloth yetiskin hayvanlar arasinda, koyun
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kemiginin insan kemigine en yakin fizyoloji ve anatomiye sahip oldugunu bildirmistir
[272]. Ayrica kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde cinsiyet hormonlarindan
Ostrojenin  O6nemli etkisi oldugu ve Ostrojen hormonu diizensizliklerinde kemik
iyilesmesinin olumsuz etkilendigi bilinmektedir [273]. Bu nedenlerden dolay1
calismamizda, deneysel olarak olusturulan defektlerin rejenerasyonunda kullanilan
bariyer membranlarin etkinliginin degerlendirilmesinde deney hayvani olarak yetiskin
merinos tipi erkek koyun secilmistir.

Cesitli hayvan tiirlerinde kritik boyutlu kemik defektlerinin boyutlariyla ilgili
calismalarda tavsan kalvaryasinda 6 mm c¢apinda [274, 275], rat kalvaryasinda 8 mm
capinda [276, 277], kopek mandibulasinda 15 mm c¢apinda [278] olmasi gerektigi
aciklamiglardir. Koyunlarin iliak krestinde gergeklestirilen ¢alismalarda, kritik boyutlu
defekti Scrano ve ark. 4 mm derinliginde 7 mm genisiliginde [120], Murata ve ark. 9
mm genisiliginde ve 10 mm derinliginde [41] olarak bildirmislerdir. Caligmamizda
koyun kemiginin filogenetik yap1 olarak insan kemigine benzemesinden dolay1, insanda
cekim soketi boyutlarina benzer biiyiikliikte, 8 mm c¢apinda 8 mm derinliginde dairesel
kritik boyutlu kemik defektleri olusturuldu.

Periodontal kemik defektlerinin iyilesmesinde, tedavinin ve biyomateryallerin
etkinligini arastirmak amaciyla gerceklestirilen c¢alismalarda iki tip defekt
tanimlanmaktadir. Kronik defekt, periodontal hastaligin dogasi geregi inflamasyon
sonucunda asamali olarak meydana gelen yumusak ve kemik doku kaybini ifade
etmektedir. Akut defekt ise iyilesmeyi gozlemlemek amaciyla cerrahi olarak
olusturulmaktadir. Cerrahi olarak olusturulan defektlerin, kronik defektlerin aksine
bakterisiz ortamda iyilesmesi gozlenmektedir [279]. Akut defektler biyomateryallerin
etkinligini arastirmak amaciyla gergeklestirilen hayvan c¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir [280].

Hayvan modellerinde kritik boyutlu kemik defekti, hayvanin yasami boyunca kendi
kendine iyilesme gosteremeyen en kii¢iik intraossedz yara olarak tanimlanmaktadir [41,
156, 261, 262, 269, 281-283]. Arastirmacilar kritik boyuttaki kemik defektlerinin
biyomateryaller kullanilmadan spontan iyilesme gosteremedigini bildirmiglerdir [41,
156, 269, 281-284].

Koyunlarin sag iliak krestinde trefan frez ile 8 adet olmak iizere (her bir defekt

arasinda en az 5 mm mesafe olacak sekilde), toplam 40 adet akut, kritik boyutlu standart
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defektler olusturulmustur. Bir iliak krestte olusturulan 8 defekt, bir gruptan (Kontrol,
kollajen, TZF, DDL-TZF) iki adet olusturulacak sekilde siniflandirilmistir. Boylece her
bir koyunda, bir gruptan iki defekt elde edilmistir. iliak krestte olusturulan defektlerin
siiflandirilmast yapilirken, her koyunda defektler ikiserli gruplar halinde saat yoniinde
ilerletilmistir. Boylece bariyer membranin etkinliginin degerlendirilmesinde, kemigin
yapisina bagli olusabilecek heterejonitenin dniine gegilmistir. Koyun kemiginin insan
kemigine yakin olan iyilesmesi ve kolajen membranlarin ortalama rezorbsiyon siiresi
g0z Oniine alinarak 12 hafta sonunda hayvanlar sakrifiye edilmistir [34, 285-287].

Kemik rejenerasyonu ile ilgili ¢alismalarda, iyilesmeyi degerlendirmek amaciyla
kullanilan en yaygin yontemler histolojik ve histomorfometrik analizlerdir [288].
Histomorfometrik analizde kemik kiitlesi ve yapis1 hakkinda parametreler elde
edilebilmektedir [288, 289]. Bu parametreler kemigin {i¢ boyutlu geometrisi ile ilgilidir
ve toplam kemik alani ile toplam kemik ¢evresinin dlglimlerinden hesaplanmaktadir
[289]. Calismamizda yeni kemik olusumunu analiz etmek amaciyla gilivenilirligi
literatiirdeki ¢alismalarda rapor edilen histolojik ve histomorfometrik degerlendirme
yontemleri kullanilmistir [34, 102, 113, 151, 288].

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonunda kritik boyutlu kemik defektlerinin
tyilesmesinde kolajen membranin etkisinin degerlendirildigi bir¢ok hayvan caligmasi
bulunmaktadir [119, 283, 290, 291]. Bu calismalarda kolajen membran kullaniminin
erken donemde (30. giin) defektin osteoblastik aktiviteye sahip lameller kemikle
doldugunu [284], membran kullanilan gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
daha fazla kemik rejenerasyonu gozlendigini ortaya koymustur [281, 283, 284, 292,
293]. Ayrica periodontal kemik i¢i defektlerin tedavisinde kolajen membran kullanilan
hayvan ve insan calismalarinda, kolajen membranin sondlama derinligini azalttig:,
klinik atagman kazanci sagladigi ve defekt icinde kemik formasyonunu arttirdigi
gozlenmistir [18, 294-297].

Literatiirde kolajen membranin etkinliginin degerlendirildigi benzer calismalar
incelenmistir. Domuz, tavsan, kopek olmak iizere farkli hayvan modellerinde, 1 aydan
6 aya kadar degisen farkli takip siirelerinde ve farkli boyutlardaki kritik defektlerde
kontrol gruplarinda % 26 ile % 48 arasinda kemik dolumu tespit edilmistir. Bu deger
calismamizda % 20 olarak gozlenmistir. Bu ¢alismalarda kolajen membran uygulanan

gruplarda % 35-60 arasinda kemik dolumu gdsterilmisken bu deger calismamizda
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% 33 olarak bulunmustur. Calismalar aras1 bu farkliliklarin deneylerin metodolojisi ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Calismamiz ve kolajen membranin etkinliginin
degerlendirildigi ilgili calismalar ¢izelge 10°da gosterilmistir.

Bununla birlikte kolajen membranlar, 6ngdriillemeyen rezorbsiyon siiresine sahiptir.
Buna bagli olarak kemik olusum miktar1 6nemli 6l¢iide degisebilmektedir [105, 298].
Bariyer membranin hizli rezorbsiyonu sonucunda, rejenerasyon beklenen alanda rijidite
kayb1 ve yetersiz sert doku formasyonu meydana gelebilmektedir [299, 300]. Yetersiz
mekanik direncinden dolayi, genis defektlerde partikiil greflerle birlikte kullanimi zor
olabilmektedir [301]. Kemik defekti fiziksel bir bariyerle desteklenmezse, kemik
rejenerasyonu basarisizlikla sonuglanmaktadir [105]. Membranla ilgili dokuda
inflamatuar reaksiyon meydana geldiginde ve/veya ekspoze oldugunda, nétrofillerin ve
makrofajlarin enzimatik aktivitesiyle membran hizli bir sekilde rezorbe olmaktadir.
Boylece membranin yapisal biitiinliigli etkilenerek bariyer fonksiyonu azalmaktadir ve
YKR prosediirii daha az kemik rejenerasyonuyla sonuglanmaktadir [302].

TZF, TZP dahil olmak iizere trombosit konsantreleri yumusak ve sert dokularin
rejenerasyon kapasitesini arttirmak amaciyla dis hekimligi, plastik cerrahi, dermatoloji
gibi alanlarda kullanilmaktadir [303]. Bu biyomateryaller dokulardaki biiytiime faktorii
miktarini arttirarak ¢esitli hiicre tiplerinin ¢ogalmasi ve farklilagsmasini diizenlemektedir
[176, 304-306].

TZF  periodontolojide = mukogingival cerrahide, kret korumada, flep
operasyonlarinda, furkasyon defektlerinde, periodontal kemik i¢i defektlerin tedavisinde
yonlendirilmis doku ve kemik rejenerasyonu prosediirlerinde kullanilmaktadir [21, 35,

177].
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Cizelge 10. Calismamiz ve kolajen membranin etkinliginin degerlendirildigi ilgili caligmalar

Yazarlar Deney Defekt Takip siiresi Analiz tiirii Tedavi tiirii Sonug¢
defekt sayisi(n) tiirii
de Lima Taga ve Domuz KBD 3 ay Histomorfometrik ve Kontrol : Bos Test grubunda %60, kontrol
ark. [281] n:42 (9x9mm) radyografik Test: Kolajen membran grubunda %39 yeni kemik
(2008) formasyonu. Farkin istatiksel
olarak anlaml oldugu
bildirilmisgtir.
Colangelo ve ark. Tavsan KBD 1 ay Histomorfometrik Kontrol : Bos Kontrol grubunda neredeyse
[284](1993) n: 30 (9x3mm) Test: Kolajen membran tamamen fibroz doku, test
grubunda osteoblastik aktiviteye
sahip lameller kemik formasyonu
gozlenmistir.
Bornstein ve ark. Domuz n:34 KBD 4 ay Histomorfometrik Kontrol : DSKM 4. Ayin sonunda kontrol grubunda
[307] (6x6X6mm) Test: DSKM+ Kolajen %26,21 test grubunda ise %35,9
(2009) membran oraninda yeni kemik formasyonu
gozlenmistir. Fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.
Cirelli ve ark. [308] | Kopek Periodontal defekt 3 ay Histomorfometrik Kontrol: Flep cerrahisi Yeni kemik formasyonu test
(1997) n: 4 Test: Flep cerrahisi + Kolajen | grubunda ortalama %56,3£11,4
membran iken, kontrol grubunda ortalama
%48,6+£26,9 bulunmustur. Bu fark
istatistiksel olarak anlamlidir.
Sanz ve ark. [283] Kopek KBD 1,3,6 ay Histomorfometrik Kontrol : DSKM 1 ve 3. aylarin sonunda test
(2017) n:18 (10x10x5mm) Test: DSKM+Kolajen | grubunda daha fazla mineralize
membran doku formasyonu gozlenirken 6.
ayda kontrol grubunda daha fazla
gbzlenmistir. Ancak tim
zamanlarda farklar istatistiksel
olarak anlamli degildi.
Cahismamiz Koyun KBD 12 hafta Histomorfometrik Kontrol : DSKM Histomorfometrik analiz
N:40 (8x8mm) Kolajen : DSKM + Kolajen | sonucunda Kolajen grubunda
(kolajen:10, membran yeni kemik formasyonu % 33,68
test: 10) iken kontrol grubunda % 20,46

Fark
anlamh

olarak  belirlenmistir.
istatistiksel  olarak
bulunmustur.




Dis eti ¢ekilmelerinin tedavisinde koronale kaydirilan fleple birlikte kok yiizeyi
tizerine uygulandiginda, TZF kullanildigi durumlarda dis eti kalinliginin arttig
bildirilmistir [309-311]. Koronale kaydirilan fleple birlikte bag doku ve TZF
kullantminin karsilastirildiglr caligmalarda, iki grup arasinda kok kapama ylizdesi
bakimindan fark olmadig1 agiklanmistir [243, 312-315]. TZF kullanilan bdlgelerde daha
az post operatif agr1 oldugu [315], daha fazla dis eti kalinligi [310, 316] ve daha iyi yara
tyilesmesi goriildiigii [316], bag doku grubunda ise daha fazla keratinize dis eti genisligi
meydana geldigi gozlenmistir [316]. Sinif II furkasyon problemlerinin tedavisinde
TZF’nin sert dokunun iyilesme potansiyeli uzerine etkisi arastirilmis ve flep operasyonu
ile beraber TZF uygulamasi yapilmistir. 9 aylik klinik ve radyografik dlgumlerde test
grubunda baglangica gore tiim parametrelerde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli kazang elde edilmistir. Bu sonuglarla TZF nin furkasyon defektlerinin
rejeneratif tedavisinde etkili bir tedavi yontemi olabilecegini bildirilmistir [317].

Dis ¢ekimi sonrasi krette meydana gelen horizontal ve vertikal kayiplar1 azaltmak
ve kreti korumak amaciyla TZF’nin greft olarak kullanildigi randomize kontrollii
calismalarda, TZF kullaniminin lingual [318] ve bukkal kemik rezorpsiyonunu azalttig
[318, 319], daha az krestal kemik kaybi1 gozlendigi [320] ve daha iyi soket koruma
saglandig1 [318-320] bildirilmistir. Ayrica TZF kullanilan gruplarda daha iyi yumusak
doku iyilesmesi gézlenmistir [321].

TZF’ nin periodontal veya kemik defektlerinin tedavisinde kullanimi, dogal doku
rejenerasyonu ve YKR’ ye benzer kemik rejenerasyonuyla sonuglanmaktadir [322].
Periodontal kemik i¢i defektlerin rejeneratif tedavi prosediirlerinde TZF kullanimu ile
ilgili sistematik degerlendirme ve meta analizlerde, TZF kullanildiginda sondlanan cep
derinliginde azalma, klinik atagman seviyesi kazanci ve kemik defekti dolumu
goriildigi rapor edilmistir [317, 322-330].

Farkli  trombosit konsantrelerinin  kemik 1iyilesmesi iizerine etkilerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada kritik boyuttaki defektlerde TZP, TZF, CGF’ nin greft
materyali olarak kullaniminin iyilesmenin erken doneminde yeni kemik formasyonunu
arttirdigr bildirilmistir [156]. TZF’nin kemik rejenerasyonuna etkisini bos defektle
(kontrol grubu) karsilagtirarak degerlendirilmistir. 1 ve 3 aylik donemlerde TZF

grubunda kontrol grubuna gore daha fazla kemik rejenerasyonu gozlenmistir [331].
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Kemik i¢i defekterin tedavisinde tek basina TZF’nin greft materyali olarak
kullanimin1 degerlendiren bir ¢alismada 7, 14 ve 28 giiniin sonunda TZF’ nin tamir
edilen kemigin mikro yapisimi etkilemedigi ve kemik rejenerasyonunu arttirmadigi
gbzlenmisgtir [332].

Kritik boyutlu kemik defektlerinin rejenerasyonunda TZF kullaniminin
anjiyogenezis ve osteogenenezise etkileri karsilastirildiginda, 1, 5 ve 12. Haftanin
sonunda tiim zamanlarda VEGF miktar1 TZF grubunda anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Ancak TZF grubunda kemik formasyonu agisindan anlamli bir fark
gbzlenmedigi agiklanmustir [333].

Literatiir incelemesi yapildiginda TZF’ nin bariyer membran olarak kullanildigi
herhangi bir ¢alisma yoktur. TZF’ nin greft materyali olarak veya greft materyalleriyle
karistirilarak kullanildigi 1 hafta ile 12 hafta arasinda degisen takip siireli ¢aligmalara
ulagilabilmektedir. TZF Bu amagcla kullanildiginda % 21 ile % 60 arasinda degisen
kemik formasyonu oranina sahiptir. Bizim calismamizda bu oran % 20,46 olarak
bulunmustur ve TZF grubu kontrol grubuna gore daha basarili bulunmustur ancak bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayrica TZF grubunun kolajen grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha diisiik oldugu gozlenmistir. Caligmamiz
ve trombositten zengin fibrinin etkinliginin degerlendirildigi ilgili caligmalar ¢izelge 11°
de gosterilmistir.

Gassling ve ark. gergekelestirdikleri in-vitro c¢alismalarinda, TZF ve kolajen
membranin  periost  hiicrelerinin  ¢ogalabilmesinde  etkinligini  ilk  defa
karsilastirmiglardir. Bu calismada; TZF’ nin insan periost hiicrelerinin ¢ogalmasinda
kolajen membrana gore daha iistiin bir cati gorevi gorebilecegi belirtilmistir. TZF
kolajen membrana gore daha piiriizsiiz ylizeye sahiptir, bu yiizey hiicre proliferasyonuna
daha iyi onciililk etmektedir ve biiylime faktorleri bakimindan zengin igerige sahiptir.
TZF’ nin piirlizsiiz yilizeyinin ve biiylime faktoriinden zengin igeriginin periosteal hiicre
proliferasyonunda daha basarili olmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir [161]. Ayrica
TZF’ nin biyouyumlu bir materyal olmasinin yan1 sira diisiik maliyetli olmasi rejeneratif

tedavilerde kullanilabilirligini arttirmaktadir [334].
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Cizelge 11. Calismamiz ve trombositten zengin fibrinin etkinliginin degerlendirildigi ilgili ¢alismalar

Yazarlar Deney Defekt Takip Analiz tiirii Tedavi tiirii Sonug¢
Hayvam, Defekt | tiirii siiresi
sayisi (n)
Knapen ve ark. | Tavsan KBD 5 hafta Histomorfometrik | Kontrol: greft materyali | Yeni kemik formasyonu 5. haftada kontrol
[335] n: 72 (8x8mm) | 12 hafta Test: greft grubunda %6,87; test grubunda %7,20. 12. haftada
(2015) materyali+TZF kontrol grubunda %21,15; test grubunda %21,42
olarak bulunmustur. farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir.
Pripatnanont  ve | Tavsan KBD 8 hafta Histomorfometrik | Kontrol: bos 8. Haftanin sonunda kontrol grubunda %6,24; test
ark. [336](2013) | n: 10 (6x6 mm) Test: TZF grubunda ise %18,81 kemik formasyonu
gozlenmigtir. Bu fark istatististiksel olarak
anlamlidir.
Suruagy ve ark. | Sican KBD 5 giin Histomorfometrik | Kontrol: Bos TZF grubunda kontrol grubuna gore, 5. gilinde
[337] n: 36 (2x2mm) | 15 giin Test: TZF daha az inflamatuar reaksiyon, 15 ve 30. Giinlerde
(2018) 30 giin istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha
fazla kemik formasyonu gézlenmistir.
Faot ve ark. [332] | Tavsan KBD 1,2,4 Micro-CT Kontrol: Bos 4. Haftanin sonunda kontrol grubunda %58,33;
(2017) n: 96 (3x6mm) | hafta Test: TZF test grubunda %60,47 oraninda yeni kemik
formasyonu gozlenmistir. Bu fark istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmamustir.
Cahismamiz Koyun KBD 12 hafta | Histomorfometrik | Kontrol Grubu: Bos Kolajen Grubu’nun kemik formasyonu, diger
n:40 (8x8mm) Kolajen Grubu: | gruplardan istatiksel olarak anlamh olacak
(kontrol:10, DSKM-+Kolajen bicimde yiiksek bulunmustur.
kollajen: TZF Grubu: | TZF Grubu’ nin kemik formasyonu %22,79;
10, TZF:10) DSKM+TZF kontrol grubunun %20, 46 olarak bulundu,

ancak bu fark istatiksel olarak anlamh degildir.




TZF ve kolajen membranin; doku miihendisliginde osteoblast hiicrelerinin gocii,
farklilasmas1 ve g¢ogalmasi iizerine etkileri Gassling ve ark. tarafindan in-vitro bir
calismada  karsilagtirilmistir.  Osteoblast  farklilasmas1  ve  biyouyumlulugun
degerlendirildigi test degerleri, TZF’de kolajene goére daha yiiksek bulunmustur.
Elektron mikroskobu incelemede, iki grupta da osteoblast cogalmasi gozlendigi, ancak
TZF’de yiiksek oldugu bildirilmistir [338].

Kolajen membranlarin ortalama rezorpsiyon siiresi 8 haftadir. Bu durum, defekt
bolgesinin en az 8 hafta stabilizasyonunun saglanmasi demektir. Bu silirenin sonunda
defekt bolgesinde sadece kiigiik parcaciklar halinde bulunmaktadir [339]. TZF nin 7-14
glin boyunca stabil kalabildigi Ehrenfest ve ark. tarafindan in-vitro bir caligmada
gosterilmistir [179]. 7. glinden sonra membran yapisi ¢oziinmeye baslamakta ve
bliylime faktorii salinim miktar1 azalmaktadir [179]. Calismamizda kolajen grubunun
TZF grubuna gore daha basirili bulunmasinin nedenlerinden birinin, TZF nin hizh
rezorbsiyonu sonucu bariyer gorevini erken donemde kaybetmesi olabilecegi
diistiniilmektedir.

TZF fabrikasyon iiretilen ve duragan olan kolajen membranin aksine yasayan canli
bir materyal olarak tanimlanmaktadir. Periodontal tedavi, YDR, ve YKR gibi her bir
detayin onemli oldugu kritik durumlarda, kullanilan TZF’ nin sinirli hacminin ( tek kat
TZF membran) klinik bir problem haline geldigi bildirilmistir [311, 323]. TZF’ nin ince
fibrin matriksinin vaskiilarizasyonun fazla oldugu durumlarda erken ¢o6ziinebilecegi,
istenilen dokuda daha uzun siire stabilitenin saglanabilmesi i¢in kalin ve gii¢lii olmasi
gerektigi bildirilmektedir [28, 340]. Bu nedenle Ehrenfest ve arkadaslari, TZF’ nin
rezorbsiyon siiresini ve mekanik stabilitesini arttirmak amaciyla en az iki kat,
miimkiinse ii¢ kat kullanilmast gerektigini 6nermektedir [323]. Calismamizda TZF’ nin
stabilitesini arttirmak ve rezorbsiyon siiresini uzatmak amactyla iki kat TZF membran
kullanilmistir, ancak bu o6zellikleri gelistirmek amaciyla daha sonraki ¢alismalarda {ig,
dort kat veya daha fazla kat seklinde uygulanmasi test edilebilir.

TZF kolajen membran maliyeti acisindan karsilastirildiginda, TZF daha diisiik
maliyetlidir [132]. Bu nedenle bariyer membran olarak etkinligi daha ileri ¢aligmalarla
kanitlanirsa yonlendirilmis doku ve kemik rejenerasyonunda kolajen membrana gore

daha yaygin kullanilabilecektir.
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TZF’nin iyilesmeye olan etkisinde biiyiime faktorlerinin rolii bilinmektedir [341].
Bu nedenle bariyer membran olarak kullaniminda biiyiime faktorlerinin etkinligini ve
sayisini arttirmak amaciyla, diisik doz lazerin biiyiime faktorleri iizerindeki
biyostimiilasyon etkisinden yararlanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amacla ¢calismamizda
TZF’ye 810 nm dalga boyunda DDL uygulanmigtir [263].

Calismamizda DDL-TZF grubunun yeni kemik formasyonu %23,68 olarak
bulunmustur. Bu deger kontrol ve TZF gruplari ile karsilastirildiginda yiiksek olmasina
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Buna karsilik aradaki fark
kolajen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktiir.

Literatiirde lazerlerin biyostimulasyon etkisinde dalga boyunun 6nemli oldugu,
yiiksek dalga boyundaki enerjinin dokunun yiizey tabakalar1 tarafindan absorbe edilerek
derin tabakalar1 uyaramayacagi belirtilmistir [236]. Lazerin biyostimiilasyon etkisi i¢in
en uygun dalga boyu 660-810 nm araligidir [233, 236]. DDLT'nin arastirilmasi ve farkl
dokulardaki kullaniminin evrensellestirilmesine yonelik standart protokoller heniiz
olusturulmamistir. Bu nedenle DDL ile fotobiyostimiilasyon arastirmalarinin baska
caligsmalarla tekrarlanabilirligi ve karsilastirilabilirligi yetersizdir [253, 342].

Literatiirde DDLT uygulamasiyla kemik rejenerasyonu arasindaki pozitif iliski
yaygin olarak tanimlanmistir [342-344]. Hayvan calismalarinda olusturulan kritik
boyutlu defektlerin rejenerasyonunda fotobiyostimiilasyonun etkinligi
degerlendirildiginde DDLT uygulamasinin kemik dokunun iyilesmesini uyardigi [342]
ve kemik tamirini hizlandirdigi [251] gosterilmistir.

Nagata ve ark. ratlarin mandibulasinda periodontal fenestrasyon defektlerinde
olusturmuslardir. Tyilesmeyi degerlendirmek icin 4 farkli; 1) bos birakilan kontrol grubu
(C), 2)TZP ile kapatilan grup (TZP), 3) DDLT uygulanan grup (630nm) (DDLT) ve 4)
DDLT/ TZP gruplart olusturulmustur. DDLT/TZP grubunda defekte once DLLT
uygulanmis, sonra TZP yerlestirilmis ardindan tekrar DDLT uygulanmistir. 10. giiniin
sonunda kontrol grubunda defektin merkezinde olgunlasmamis kemik trabekiilleri
gozlenmistir. TZP, DDLT ve DDLT/TZP gruplarinda defekt sinirlar1 boyunca 6rgii
kemik olusumu gozlenmistir. 30. giiniin sonunda C grubu disindaki tiim gruplarda;
inflamatuar yanit gozlenmeksizin tiim defekt boyunca kalin kemik trabekiilleri ve
yenilenmis periost gézlenmistir. DDLT gubunda kemik olusumu agisindan anlamli bir

fark gozlenmemistir [33].
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Bahnasy Sleem ve ark. DDLT nin, implantin bukkal kemigine yerlestirilen TZF’ye
biyostimiilasyon etkisini klinik ve radyografik olarak degerlendirmislerdir. Bilateral
birer tane molar disi eksik olan hastalara standart implantlar yerlestirilmistir. Her iki
tarafta implantlarin bukkal yilizeyine TZF yerlestilmistir. Bir taraftaki TZF’ye 1 ay
boyunca haftada iki defa 830 nm dalga boyunda DDLT uygulanmig, diger tarafa
uygulanmamustir. 9 aylik takip sonunda iki grup arasinda kemik dansitesi ve implant
stabilitesi agisindan farklilik bulunmamustir [141].

Ancak DDLT’nin kemik tamiri ve rejenerasyonu iizerinde goriilen etkisinin,
dogrudan kemik hiicreleri lizerindeki etkisiyle veya biiyiime faktorleri ve mezensimal
kok hiicrelerin farklilagmasini tetiklemesi tlizerine olan etkisiyle oldugu konusu hala
tartigmalidir. Bu konudaki kilit molekiillerin, FGF ve TGF-8 konsantrasyonlar1 oldugu
disiiniilmektedir. FGF’nin  artmig  konsantrasyonu, farklilagmis  hiicrelerin
olgunlagmasini yonlendirmektedir [345]. TGF-B’nin konsantrasyonun, lazerin dozuna
baglh olarak insan kemiginde arttii ve bu artisin hiicrelerin ¢ogalmasini ve
farklilasmasini ydnlendirdigi bildirilmistir [346]. Insan dis eti fibroblastlarindan (HGF)
saliman FGF, IGF-I biiylime faktorleri ve IGF-I reseptor konsantrasyonlarinin
biyostimiilasyon sonrast degisimini degerlendirildigi bir c¢alismada, DDLT
uygulamasinin periodontal yara iyilesmesinde onemli yere sahip HGF’den salinan
biiylime faktorlerinin miktarini arttirdigi gosterilmistir [142].

Literatiir incelemesi yapildiginda TZF’nin dis hekimliginde sert doku greft
materyali olarak veya periodontal plastik cerrahilerde yumusak doku grefti olarak
kullanildig1 c¢alismalar yer almaktadir. Ancak TZF’nin yonlendirilmis kemik
rejenerasyonunda bariyer membran olarak kullanildig1 kontrollii caligsmalara ¢alismalara

rastlanmamusgtir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Gruplar arasinda yeni kemik olusumu (BV/TV), kemik hacmi (BV), kemik
yiizeyi (BS) degerlendirildiginde sirasiyla kolajen membran, DDL-TZF, TZF ve
kontrol grubu basarili bulunmustur. Istatistiksel olarak sadece kolajen grubu ile

diger gruplar arasindaki fark anlamlidir.

. Hastanin kendi kanindan elde edilen otolog bir iiriin olan ve biiylime faktorleri

iceren TZF bariyer membran olarak etkinlik gdstermistir, ancak TZF’ nin hizli
rezorbsiyon siiresi kolajen membrana gore en 6nemli dezavantajidir.

. DDL uygulanmig TZF, TZF’ye goére daha basarili sonuglar vermistir. Bu
durumun, DDL uygulamasinin TZF igerisindeki biiylime faktorlerinin uyarilmasi
sonucunda etkinliginin artmasiyla ilgili olabilecegi diistintilmektedir.

Cesitli yontemler ile TZF’nin rezorbsiyon siiresinin uzatilmasi, mekanik
stabilitesinin arttirilmasi ve biiylime faktorlerinin saliniminin stimiile edilmesine

yonelik ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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