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GIRIS

Kemik defektlerinin rejeneratif yontemlerle onarimi, oral ve maksillofasiyal cerrahinin
temel ugrasi alanlarindandir. Cenelerdeki kemik defektlerine bagli; dis hareketleri, dis kaybr,
okluzyonun bozulmasi, estetik, fonksiyon ve fonasyon kaybi meydana gelebilir. Cenelerde
yetersiz kemik seviyesi implant yerlestirilmesi i¢in sinirlayict bir faktordiir. Defekt onarimi
icin monokortikal onlay kemik grefteme, distraksiyon osteogenezi, sandvig¢ osteotomi,
yonlendirilmis kemik rejenerasyonu gibi yontemler kullanilmaktadir. Ayrica, bu yontemler ile
otogreftler, allogreftler, ksenogreftler ve alloplastik biyomateryaller tercih edilmektedir.
Defekt onarimi ameliyatlarinda, otolog kemigin kullanimi osteoindiiktif ve osteokondiiktif
Ozelliklerinden dolay1 altin standarttir. Ayrica, osteojenik hiicreler icerir ve immiin cevap
olusturmaz. Otolog kemigin kullanilmasinin en 6nemli dezavantaji, greftin elde edilme
yontemidir. Bu nedenle alternatif yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Dental implant
yerlestirebilmek i¢in kemik hacmini arttirmada; allojenik kemik, demineralize kemik
matriksleri, seramik ve polimer greft materyalleri gibi ¢esitli biyomalzemeler kullanilir(1).
Alloplastik ve sentetik bir greft materyali olan beta-trikalsiyum fosfat (B -TCP) otolog kemik
greftine alternatif olarak en sik kullanilan biyomateryallerdendir. Siniis tabani yiikseltilmesi
tizerine yapilan bir meta-analiz sonucuna gore, p —TCP’nin otolog kemik greftinden sonra

greft materyalleri arasinda en fazla kemik hacmi artis1 sagladigi tespit edilmistir(2).

Kemik defektlerinin tedavi edilmesinde en giincel yaklasimlardan birisi kemik doku
mithendisligidir. Kemik doku miihendisliginde, biyoaktif molekiiller ve kok hiicrelerin
kombinasyonu kullanilarak kemik dokusu {iretilmesi iizerine c¢alisgilmaktadir. Doku
mithendisliginde kullanilan kok hiicre kaynaklari, elde edilmek istenen dokunun &zelligine
gore degiskenlik gosterir. Kok hiicreler kaynagma gore ve farklanma kapasitesine gore
siniflandirilabilir. Elde edildigi kaynaga gore; embriyonik, fetal, kordon kani, plasenta,
amniyon sivisi, eriskin ve mezenkimal kok hiicreler olarak ayrilabilir. Ayrica farklilasma
kapasitesine gore, totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent olabilir. Giiniimiizde,
multipotent erigkin kok hiicreler klinik olarak kullanilmaktadir(3). Yag dokusu kaynakli kok
hiicreler(ACSs), 2001 yilinda Zuk et al.(4) tarafindan kesfedilmistir. Yag dokusu viicudun
bircok bolgesinde bulunmaktadir ve kolayca elde edilebilir. Bu durum yetiskin kok hiicre
kaynagi olarak ASCs’i, kemik iligi kaynakli kok hiicrelere (BMSCs) cazip bir alternatif haline
getirmektedir(5). Ayrica, yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, hiicre yiizey
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isaretleri, farkl hiicrelere degisim potansiyelleri ve biiyiime 6zellikleri kemik iligi kaynakli
kok hiicrelere benzerlik gostermektedir(6, 7). Buna ek olarak kemik iligi toplanmasi islemi;

pelviks kemiginde agri, sislik ve 6dem gibi verici alan morbiditesine neden olabilir(8).

Son yillarda, yag dokusu, rejeneratif tip alaninda hiicresel bir kaynak haline gelmistir (9,
10). Yag dokusunun enzimatik sindiriminden elde edilen stromal vaskiiler fraksiyon (SVF);
endotel onciileri ve ASCs de dahil olmak iizere gesitli hiicre tiplerini igerir(11). In vitro
ortamda ASCs, adipojenik, kondrojenik ve osteojenik hiicrelere dogru degisim kapasitesine
sahiptir(12).

Kemik olusumunun anjiyogeneze bagli bir siire¢ oldugu bilinmektedir(13). Yapilan
caligmalarda osteoblast Onciillerinin, yeni kemigi olusturmak i¢in kan damarlarmin endotel
yiizeyini kullanabilecegi gosterilmistir(14, 15). SVF’deki endotel ve mezensimal progenitor
hiicrelerin kiiltiirde idamesinin dogal kemik yenilenmesini arttirdigy
gosterilmistir(16). Yumusak dokuyu (17) ve kikirdak dokuyu (18) yenileyebilme yetenegine
sahip olan SVF’nin, ayn1 zamanda kemik biiyiimesini de arttirdigi bildirilmistir(19, 20). SVF
icindeki multipotent hiicreler iskele materyaline ¢cok hizli baglanip, hizla cogaldig1 ve

osteojenik hiicrelere doniisebildigi gosterilmistir(21).

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonunda SVF'nin damarsal 6zellikleri, ossifikasyon igin
gerekli vaskiiler ag1 sentezleyebilir ve destekleyebilir (22, 23). Bu nedenle, taze uygulananan
SVF'nin (24, 25) kemik rekonstriiksiyon potansiyeli, toplama kolayligi ve istenilen miktarda

elde edilebilmesi sayesinde ASCs ve BMSCs’ye alternatif olarak diisiiniilebilir.

Oksidatif stres kemik rejenerasyon siirecini etkileyen faktorlerden birisidir. Reaktif
oksijen ve nitrojen tiirleri doku igerisinde, antioksidanlar tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Aksi durumda, dokunun zarar gérme ihtimali ortaya ¢ikar ve bu durum
oksidatif stres olarak tanimlanir(26). Normal siiregte, antioksidanlar olusan oksidatif stresi
ortadan kaldirmak icin serbest radikalleri etkisiz hale getirir. Ancak organizmanin zayif

diistiigii durumlarda disaridan antioksidan takviyesi yapilabilir(27)

Son zamanlarda kemik iyilesmesinin mekanizmasi ile ilgili bir¢ok calisma yapilmis
olup, bu ¢alismalarda kemik iyilesmesinin hizlandirilmasi amaglanmistir(28-30) Yardimci
tedavi yontemlerinin; iyilesme dokusu(kallus) olusturmak, yeniden sekillenmeyi(remodeling)
ve mineralizasyonu(kalsifikasyon) arttirmak suretiyle kemik iyilesmesini hizlandirdig:

diistiniilmektedir(31, 32). Kemik iyilesmesini desteklemek ve iyilestirmek amaciyla gesitli



biyomateryaller ve yontemlerden faydanilmaktadir. Bunlardan birisi antioksidan o6zellige
sahip ozon uygulamasidir(33). Ozon; ii¢ oksijen atomu igeren ve dogada gaz halinde bulunan
bir molekiildiir. Ayrica; ozon diinyadaki en giiglii oksitleyici ajanlar arasinda {igiincii
siradadir(34). Ozon, bagisiklik hiicrelerinin  gogalmasini ve immiinoglobulin sentezini
uyararak hiicresel ve humoral bagisiklik sistemini etkiler. Makrofaj aktivasyonunu ve
mikroorganizmalarin fagositozunu arttirir. Ozon, enflamasyonu azaltir ve yara iyilesmesinde
yararli olan interlokinler, I6kotrienler ve prostaglandinler gibi biyoaktif maddelerin
sentezlenmesini saglar(35). Literatiirde ozonun kemik rejenerasyonu iizerine etkilerini

arastiran birkag ¢alisma bulunmaktadir (33, 36-38).
Bu tez ¢aligmasinin tasarlanmasinda 3 ana hipotez temel olusturmaktadir. Bu hipotezler;

1-SVF, YKR bdlgesine uygulandiginda yeni kemik hacmi ve matiirasyonu
olusturmada kok hiicre kadar etkili olacaktir.

2- Ozon uygulamasi, YKR bolgesinde kontrol grubuna gore daha fazla miktarda
ve daha matiir kemik dokusu olugmasini saglayacaktir.

3- SVF ile ozonun birlikte uygulanmasi, sinerjistik etki sayesinde tek basina
kullanimlarina ve kok hiicre grubuna gore YKR bolgesinde daha fazla yeni kemik

hacmi ve matiir kemik olusmasini saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KEMIK DOKUSU

Kemik, kalsifiye olmus hiicre dis1 materyal, kemik matriksi ve ii¢ ana hiicre tipinden
olusan 6zel bir bag dokusudur. Kemik kesitleri incelendiginde, kompakt kemik ve slingerimsi
kemik olmak iizere iki tipi oldugu goriiliir. Uzun kemiklerde, dis silindirik kisim yogun
kompakt kemiktir. Kompakt kemigin kemik iligine komsu i¢ yiizeyi ise siingerimsi kemiktir.
Yenidoganlarda, uzun kemiklerin ilik bosluklar1 kirmizidir ve kan hiicreleri iiretir.
Yetiskinlerde ise, uzun kemiklerin ilik bosluklar1 normalde saridir ve yag hiicreleri ile
doludur(39). Yetiskin iskeletinin temel bileseni olan kemik dokusu, viicut i¢in saglam bir
destek saglar, kafa ve gogiis bosluklarindaki hayati organlar1 korur. Ayrica kemik dokusu
viicut sivilarindaki konsantrasyonu korumak i¢in kontrollii olarak salinabilen veya
depolanabilen kalsiyum, fosfat ve diger iyonlar i¢in depo gorevi yapmaktadir. Bunlara ek
olarak iskelet kaslari ile birlikte viicudun hareket etmesini saglar. Dolaysiyla kalsifiye olmus

kemik dokusu, iskelete mekanik ve metabolik islevler kazandirir(40)

2.1.1 Kemik Dokusu Hiicreleri

2.1.1.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar, tip 1 kollajen lifleri, glikoproteinler ve osteonektin gibi kemik matriksinin
organik bilesenlerini sentezleyip salgilarlar(Sekil 5). Ayrica osteoblastlar kemikteki inorganik
bilesenlerin birikimini etkiler. Olgun osteoblastlar genellikle yan yana dizilmis sekilde kemik

matriks yilizeylerinde bulunur. Aktif matriks sentezi sirasinda, osteoblastlar kiibik ya da



silindirik sekilli ve bazofilik sitoplazmaya sahiptir(41). Sentezleme aktiviteleri azaldiginda
osteoblastlar diizlesmeye baslar ve bazofilik 6zellikleri azalir. Endosteum ve periosteumdaki
kemik astar hiicrelerini aktif olmayan osteoblastlar olusturur(40). Osteoblastlar ile mevcut
kemik yiizeyi arasinda osteoid olarak adlandirilan yeni kemik sentezlenir. Bu osteoid tabaka,
heniiz tam anlamu ile kalsifiye olmamistir. Bu apozisyonel kemik biiylime siireci, kalsiyum

tuzlarinin yeni olusan matrikse ¢okmesi ile tamamlanir(39).

2.1.1.2. Osteositler

Bir¢ok osteoblast, zamanla salgiladiklar1 osteoid tabaka ile kusatilir ve mineralize
matriks boyunca diizenli ve aralikli olarak lakiina adi verilen bosluklar icerisinde yerleserek
osteosit adini alirlar. Osteoblastlardan osteositlere gegen hiicreler dendritik uzant1 olarak
adlandirilan, birgok hiicresel uzanti olusturur. Her lakiinada 250-300 nm capl bir¢ok hiicresel
uzantt bulunur. Osteositler ile kan damarlar1 arasindaki metabolitlerin diflizyonu, kemik
matriksi ile hiicresel uzantilar arasindaki hiicre dis1 sivilar yoluyla gergeklesir(40). Osteositler
osteoblastlarla karsilastirildiginda, daha az graniillii endoplazmik retikulum, daha kiigiik golgi
cisimcikleri ve daha yogun niikleer kromatin yap1 bulundurur(40, 41). Osteositler
osteoblastlardan farkl: bir dizi gen dizilimine sahiptir. Ayrica, osteositler sklerostin proteini ve
bazi sitokinler salgilayarak ile kemigin yeniden sekillenmesini diizenler. Bu hiicreler, kemik
matriksini korur ve hizli matriks rezorpsiyonu oliimlerine sebep olur. Osteositler genis
lakiiner ve kanalikiiler ag ile diger tim kemik hiicreleriyle baglantilar yapar. Bu sayede
kalsiyum dengesini saglar ve yeniden sekillenme sirasinda kemik iizerindeki mekanik

streslerin belirlenmesi igin sensor vazifesi goriirler(40).



2.1.1.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar kemik iligi kaynakli hiicrelerin birlesmesiyle meydana gelir. Osteoklastlar,
cok c¢ekirdekli, ¢cok hareketli hiicrelerdir ve kemik biiyiimesi, yeniden sekillenme sirasinda
matriks rezorpsiyonunda Onemli bir rol oynamaktadir(40, 41).(Sekil 5) Osteoklast gelisimi
icin osteoblastlar tarafindan iki polipeptit sentezlenmesi gerekir. Bunlar; makrofaj koloni
uyarict faktor(M-CSF) ve reseptor aktivator niikleer faktor kappa B ligandi (RANKL).
Reseptor aktivator niikleer faktor kappa B (RANK), tiimor nekroz faktor (TNF) reseptor siiper
ailesinin bir iiyesidir. RANK’ m RANKL ile baglanmasi hematopoetik monosit/makrofaj
onciil hiicrelerden osteoklastlarin farklilasmasima (osteoklastogenez) ve olgun osteoklastlarin

aktivasyonuna yol acar(39).

Aktif osteoklastlarin, kemik matriksine bakan yiizeylerinde diizensiz katlantilar olusur.
Bu katlant1 bolgesinde aktin filamentler yogun olarak bulunur. Bu ¢evresel yapisma bolgesi,
osteoklast ile kemik rezorpsiyonu meydana gelen matriks arasinda bir mikro gevre olusturur.
Osteoklastlar bu subseliiler cebe, kollajenaz, katepsin K ve diger enzimleri salgilar. Ayrica,
HA’nin ¢6ziinmesi ve matriks proteinlerinin sindirimini arttirmak i¢in proton pompalayarak
lokal olarak asidik bir ortam olusturur(40). Osteoklastlar, Howship lakiinar1 olarak
adlandirilan rezorpsiyona ugrayan kemik alanlarinda ve matriks igerisinde enzimatik olarak

bosluklar i¢inde bulunur(39)

Osteoklast aktivitesi lokal faktorler ve hormonlar tarafindan kontrol edilir. Osteoklastlar
tiroid hormonu olan kalsitonine ait reseptorler bulundurur. Paratiroid hormon ile aktive olan
osteoblastlar, osteoklastlarin olusumunu ve aktivitesini diizenleyen M-CSF, RANKL ve diger
faktorleri tiretir(40).



Sekil 1: Kemik hiicrelerinin gematik gorseli(42)

2.1.2. Kemik Matriksi

2.1.2.1 inorganik Matriks

Inorganik madde, kemik matriksinin kuru agirliginin yaklastk % 50' sini olusturur.
Inorganik matriksin iceriginde en fazla kalsiyum HA bulunur, bunun yani sira bikarbonat,
sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum iyonlar1 da bulunur. Onemli miktarlarda amorf
(kristal olmayan) kalsiyum fosfat da mevcuttur. HA kristali etrafindaki su tabakasi, mineral ve
viicut sivilar1 arasinda iyon degisimini kolaylastirir. Kalin kollajen fiberlerin HA kristalleri ile
birlesmesi, kemigin sertligini ve dayanikliligini saglar. Ek olarak, paratiroid bezinden salinan
paratiroid hormonu ve tiroid bezinden salinan kalsitonin hormonlarinin etkisi ile kandaki ideal

mineral dengesi saglanir(39).



2.1.2.2. Organik Matriks

Kalsifiye olmus matrikse gomiilii olan organik madde, tip I kollajen, proteoglikan ve
osteonektin gibi yapiskan glikoproteinleri icerir. Ozellikle osteonektin, osteokalsin gibi
kalsiyum baglayici glikoproteinler ve osteoblastlar tarafindan matriks vezikiillerinden salinan
fosfatazlar matriks mineralizasyonunda énemli rol oynar. Tip I kollajen i¢eren diger dokular
osteokalsin veya matriks vezikiilleri icermez ve normalde kire¢lenmezler. (40). Diger bir
matriks proteini olan sialoprotein, osteoblastlar1 plazma membran proteinlerin integrinleri

vasitastyla hiicre dis1 matrikse baglar(39).

2.1.3. Periosteum ve Endosteum

Kemik dis ve i¢ ylizeyleri sirasiyla periosteum ve endosteum olarak adlandirilan kemik
yapiminda 6nemli rolii olan doku katmanlari ile ortiiliidiir.(Sekil 5) Periostun, dis tabakasinda
yogun bag dokusu, kiigiik kan damarlari, kollajen demetleri ve fibroblastlar yer alir. Sharpey
lifleri olarak adlandirilan periosteum kollajen lif demetleri, kemik matriksine niifuz eder ve
periosteumu kemige baglar. Osteoblastlar ve osteoprogenitér hiicreler bulunduran
periosteumun i¢ bolgesi daha hiicresel bir katmandir. Osteoprogenitor hiicreler ¢ogalma ve
osteoblastlara doniisme potansiyeli ile kemik biliylimesinde ve kemik onariminda 6nemli rol
oynamaktadir. Periosteumun temel fonksiyonlari; kemik dokusunu beslemek, apozisyonel
kemik biiyiimesi veya onarimu i¢in siirekli yeni bir osteoblast kaynag: saglamaktir. i¢ kisimda
cok ince bir katman olan endosteum, kemik trabekiillerini ve kemik iligi bosluklarini orter.
Endosteum, periosteumdan olduk¢a ince olmasina ragmen, osteoprogenitor hiicreler,

osteoblastlar ve kemik astar hiicreleri igerir(39, 41).



2.1.4. Kemik Tipleri

Kemik yapis1 makroskopik olarak incelendiginde, yiizeyde kompakt (kortikal) kemik ve
daha derinde siingerimsi kemik oldugu goriiliir(40). Uzun kemiklerde bulunan epifizyal plak,
ince bir kompakt kemik tabakasi ile Ortiilii stingerimsi kemikten olusur(Sekil 3). Diyafiz adi
verilen silindirik kisim, neredeyse tamamen kompakt kemikten olusur ve kemik iliginin
etrafindaki i¢ ylizeyde ince bir siingerimsi kemik alanmi vardir. Bilek ve ayak bilegi gibi kisa
kemikler genellikle kompakt kemik ile tamamen sarilmis siingerimsi kemik cekirdegine
sahiptir. Kalvaryumu olusturan diiz kemikler, diploe adi verilen daha kalin bir siingerimsi
kemik tabakasi ile ayrilmis iki kompakt kemik tabakasina sahiptir. Kemik dokusunun
mikroskopik muayenesinde iki tipi vardir: lamellar(matiir) kemik ve Orgiimsii(immatiir)
kemik(40, 41).

2.1.4.1. Lameller Kemik

Yetiskinlerde, kompakt veya kanselloz olan ¢ogu kemik, her biri 3-7 pm kalinhiginda
kalsifiye olmus, ¢ok tabakali lamellar yapidadir. Lameller birbirine paralel veya merkezi
kanalin ¢evresinde yogunlasmis olarak bulunur. Her lamelde, tip I kollajen lifler paralel
olarak uzanir ve liflerin yonii ardigik tabakalarda ortogonal (yaklagik 90 derece) olarak
bulunur. Havers sistemi(osteon), kan damarlari, sinirler, gevsek bag dokusu ve endosteum
iceren kiiglik merkezi kanali g¢evreleyen ortak merkezli ince lameller kompleksidir. Her
birinde bir osteosit bulunan lakiinalar, dendritik uzantilar iceren kanalikiiler ile birbirine
baglanir(41). Hiicre uzantilari, baglanti kanallari(gap junction) yoluyla temas halindedir ve bir
osteonun tiim hiicreleri, merkezi kanaldaki mikrodamar sisteminden besin ve oksijen destegi
alir. Havers sisteminin(osteon), dis smnir;, sement hatti olarak adlandirilan Kkollajen
bakimindan daha zengin bir katmandir. Merkez kanallar, kemik iligi bosluklariyla ve

periosteumla baglantisini birbirine ¢apraz uzanan Volkmann kanallar1 ile saglar (40).

Saglam kemiklerde daginik olarak interstisyel lameller denilen, diizensiz sekilli paralel

lamel gruplar1 bulunur. Bu yapilar, osteonlarin, osteoklastlar tarafindan kemik biiylimesi ve



yeniden sekillenmesi sirasinda kismen tahrip edilmesi sonucu kalan lamellerdir. Kemik
remodelingi yasam boyu devam eder ve kemik yikimi ve yapimi ayni anda gergeklesir(40).
Kompakt kemikte, yeniden sekillenme sirasinda, eski osteon pargalar1 absorbe edilir ve
yenileri iretilir. Rezorpsiyon, osteoklastlarin hareketlerini icerir ve osteoklastlar cogunlukla
tiinel benzeri bosluklarda eski kemigin rezorpsiyonu icin gruplar halinde calisirlar. Bu tiir
tiineller, endosteum veya periosteumdan gelen bir¢cok osteoprogenitor hiicreler ve filizlenen
kilcal damarlar tarafindan hizla doldurulur. Osteoblastlar gelisir, tiinellerin duvarina siralanir
ve kemikteki konsantrik tabakay1 olusturan osteoidi kendilerini kusatacak sekilde salgilamaya
baglar. Saglikli erigkin bireylerde kemik dokuda yillik % 5 -10 oraninda yenilenme (turn over)
meydana gelir.(39, 40)

2.1.4.2. Orgiimsii (immatiir) Kemik

Lameller yapida olmayan orgiimsii kemik tip | kollajen liflerin rastgele dizilmesi ile
meydana gelir. Embriyonik gelisimde ve kirik onarmminda goériinen ilk kemik dokusudur.
Orgiimsii kemik genellikle gegicidir ve eriskinlerde lameller kemik ile yer degistirir.
Yetiskinlerde, kalvaryumun sutura bolgelerinde, tendonlarin kemige giris yerlerinde ve oral
bolgedeki alveol soketlerde orgiimsii kemik bulunur. Alveol soketlerde bulunmasi sayesinde
ortodontik tedavideki dis hareketleri saglanabilir. Immatiir kemik, fetiis dénemi disinda
yetigskinlerde kemigin yeniden sekillendirildigi alanlarda da bulunur. Diizensiz, i¢ ige gecmis
kollajen lif dizisine ek olarak, bu tiir kemiklerin mineral igerigi diisiiktiir (x-1g1nlar1 tarafindan
daha kolay niifuz eder) ve lamellar(matiir) kemige oranla birim alandaki hiicre sayis1 daha
fazladir(40, 41). Bu o6zellikler 6rgiimsii(immatiir) kemiklerin daha hizh iretildigini, ancak
lameller kemikten daha az mukavemeti oldugunu gdstermektedir. immatiir kemik matriksi,
matiir kemigin matriksine gore daha ¢ok ara madde bulundurur. Immatiir ve matiir kemik
matrikslerinin boyanma karakterleri farklidir. Immatiir kemik matriksi hematoksilen ile matiir

kemigin matriksi eozin ile daha yogun boyanir(40).

10



konsantrik
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Sekil 2: a. 6rgiimsii (immatiir) kemik, b. lameller (matiir) kemik yapisi(42)

2.1.5. Kemiklesme (Osteogenezis)

Kemik gelisimi veya osteogenezis siireci iki farkl sekilde olusur:

e Intramembrandz kemiklesme; osteoblastlar dogrudan mezenkimden farklilagir
ve osteoid salgilamaya baslar.
eEndokondral kemiklesme; hiyalin kikirdagin matriksi agindirilir, osteoblastlar

tarafindan isgal edilir ve osteoid {iretimine bagslanir(40).

Kemiklesme tipi isimleri, baslangicta kemigin olustugu mekanizmalara atifta bulunur;
Her iki siirecte de ilk ortaya c¢ikan kemik dokusu orglimsii(woven) kemiktir ve kisa siire
icinde daha giiclii lameller kemik ile yer degistirir. Tiim kemiklerin biiylimesi sirasinda orgii
(woven) kemik alanlari, kemik rezorpsiyon alanlar1 ve lameller kemik alanlar1 birbirine bitisik
olarak bulunur(39, 40).
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2.1.5.1.intramembranéz Kemiklesme

Embriyonik mezenkimal dokunun yogunlasmasi membranlar iginde gergeklestigi igin
intramembrandz kemiklesme olarak adlandirilmistir.  Viicuttaki birgok yass1i  kemik,
intramembrandz kemiklesme ile olugur. Kafatasinin frontal ve parietal kemiklerinin yani sira
oksipital ve temporal kemiklerin bazi pargalar1 ile mandibula ve maksilla intramembrandz
kemiklesme ile olusur. Mezenkim tabakasinin yogunlastig1 bdlgelerde, kemik olusumunun
baslangi¢c noktalarina kemiklesme merkezleri adi verilir. Bu alanlarda mezensimal hiicreler
osteoprogenitdr hiicrelere farklilasir, gogalir ve gelismekte olan kilcal damar aginin etrafinda
osteoblastlara dontigiirler. Osteoblastlar, kan damarlar1 yiizeyi boyunca, osteoid bilesenlerini
salgilar ve orgiimsii(woven) kemik trabekiilleri olusturur. Matriks lakiinasi i¢inde farklilagan
osteositler, kanalikiiller igerisindeki ince sitoplazmik uzantilari vasitasiyla hiicreler arasi
iletisimlerini saglar. Salimimi devam eden matriksin kalsifikasyonu ve sonrasinda meydana
gelen trabekiiler biiyiime sayesinde komsu ossifikasyon merkezlerinin kaynasmasi
gerceklesir. Kemik iligi ve daha biiyiik kan damarlari, kanselloz kemigi cevreleyecek sekilde
kompakt kemik katmanlarmi olusturur(40). Kafatasi yassi kemiklerinde, hem i¢ hem de dis
yiizeylerde meydana gelen kemik olusumu, kemik rezorpsiyonundan baskindir. Béylece orta
boliim (diploe), siingerimsi yapisini korurken, iki kompakt kemik tabakasi (i¢ ve dis plaklar)
ortaya ¢ikar. Yenidogan bebeklerin kafa kemikleri arasinda fontanella(bingildak) veya

"yumusak alanlar", heniiz kemiklesmemis olan bag doku alanlaridir(39).

2.1.5.2. Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesme baglangicinda, hiyalin kikirdaktan minyatiir bir model
olusturulur ve bunu takip eden siiregte kikirdak modelin yerini kemik doku alir. Basta uzun
kemikler olmak iizere vucutaki birgok kemik, endokondral kemiklesme ile olusur.(sekil 6) ilk
kemik dokusu, kikirdak modelinin diyafizini ¢evreleyen bir yaka olarak goriliir.(39) Bu
kemik yaka, perikondriumda olusan osteoblastlar tarafindan {iretilir. Yaka, dejeneratif

degisiklikleri tesvik etmenin yani siwra oksjen ve besin maddelerinin alttaki kikirdaga
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diftizyonunu engeller. Kondrositler alkalen fosfataz iiretmeye baslar ve lakiinalarini
genisleterek sisirirler(hipertrofi). Bu degisiklikler matriksi dar trabekiiller haline sikigtirmakta
ve bu yapilar da kemiklesmeye neden olmaktadir. Kondrositlerin Sliimii ile kikirdak
kalintilarindan olusan gozenekli bir yap1 olusur ve bu kikirdak kalintilar1 osteoblast tabakasi
ile kaplanir. Daha sonra periosteum adini1 alacak perikondriumdaki kan damarlar1 kemik
yakasindan niifuz ederek osteoprogenitor hiicreleri gdzenekli merkez bolgesine getirir. Daha

sonra osteoblastlar kikirdak matriksin kalintilarina baglanir ve 6rgiimsii(woven) kemik iretir.

Bu asamadaki kalsifiye olmus kikirdak, bazofilik goriiniir ve yeni kemik daha
asidofiliktir(40).
ikincil Eklem
kemiklesme kikirdagi
merkezi /)
4 Spongiyoz %% bt
Kikirdak matriks i J
bozulmasi /
/_Hlyalm kikirdak Epifizyal s s
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\ | kemiklesme \ ! \ / o
N /' / merkezi \ Y / Mediiller
/ ! ( / bosluk
—_— 1-':7 —_— —_— —_
| —— Kemik yaka i "
/ \ periosteumdan
f : damar [ B*
“filizlenmesi .
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@ Hiyalin kikirdak / J '..'3‘:‘..».: 1
modelin @ Hiyalin \ -
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Sekil 3: Uzun kemigin endokondral kemiklesme asamalari(43)

Diyafizdeki bu siirecte, hamileligin ilk {i¢ ay1 kadar erken donemde baslayarak bir¢cok
kemikte birincil ossifikasyon merkezi olusur. Ikincil ossifikasyon merkezleri daha sonra
kikirdak modelinin epifizinde goriiliir ve benzer sekilde gelisir. Biiyiime ve yeniden
sekillenme(remodeling) sirasinda, birincil ve ikincil kemiklesme merkezleri, yavas yavas

kemik iligi ve slingerimsi kemik trabekiilleri ile dolu bosluklar tiretir(sekil 5).
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Sonug olarak hiyalin kikirdak model iki bolge hari¢ tamamen kemiklesir;

eEklem i¢ini 6rten kikirdak tabakast,
oEpifizi diyafizle birlestiren, biiyiime plagi olarak da bilinen, epifizyal
kikirdak tabakasi(39)

Ozetle kemik uzunlugunda artis, epifiz plagindaki kondrositlerin cogalmasiyla olusur.
Bununla birlikte, diyafizdeki kondrosit matriksi kireclesir ve hiicreler oliir. Osteoblastlar,
kalsifiye olmus kikirdak matriksi iizerinde yeni bir tabaka olusturur. Bu iki karsit olay
(proliferasyon ve destriiksiyon) yaklasik olarak esit oldugundan, epifiz plagr kalinligi
degismez. Bunun yerine, diyafizden uzaklasarak kemigin uzunlugu biyiimektedir(40).
(Sekil 5)

2.1.6. Kemik Biiyiimesi, Remodeling ve Onarim

Kemik dokuda hayat boyu devam eden dongii, daha once olusturulmus kemik
dokusunun kismen rezorpsiyonunun yani sira yeni kemik yapimini igerir. Biiyiiyen bir
kemikte osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin toplami, kemik sekillenmesi siirecini
olusturur. Kemik sekillenmesi sirasinda, kiitlede artis meydana gelmesine ragmen kemigin
genel sekli korunur(41). Kemik dongti hizi, kii¢iik ¢ocuklarda yetiskinlerden 200 kat daha
fazladir. Yetiskinlik doneminde de osteoblastlar ve osteoklastlar koordineli olarak kemikte

yapim ve yikim faaliyetlerini devam ettirirler(40).

Kemik dokusu, sertligine ragmen plastiSiteye ve degisen stres karsisinda igyapisini
degistirebilme yetenegine sahiptir. Kemik plastisitesinin en iyi bilinen 6rnegi, cene kemiginde
ortodontik kuvvet uygulanmasi ile dis pozisyonlarnin degistirilebilmesidir. Gerilim
uygulanan tarafta kemik yapimi, basing uygulanan tarafta kemik yikimi olugsmaktadir. Bu
sekilde, disler ¢ene boyunca hareket ederken kemik yeniden sekillenir. Kafa kemiklerinin
biiylimesi, suturalar ile dis kemik yiizeyi arasindaki periosteum tarafindan kemik dokusunun
olugsmasi ile meydana gelir. Ayn1 zamanda, i¢ yiizeyde rezorpsiyon gergeklesir. Kemiklerin
esnekligi, beynin biiyiimesine ve bdylece yeterli boyutta bir kafatasi olugsmasina izin verir.

Periosteum, endosteum ve kemik iligi osteoprogenitér kok hiicre igerigi ve yliksek
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vaskiilarizasyonu sayesinde, kemik dokusu onariminda miikemmel bir Kabiliyete sahiptir.
Kemik kiriklarinin ve diger hasarlarin onarimi; hiicreler, sinyal molekiilleri ve kemik
sekillenmesinde etkin olan mekanizmalar ile gerceklesir. Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu
amaciyla cerrahi olarak olusturulan kemik bosluklari, saglikli periosteal doku varliginda yeni
kemikle doldurulabilir(40).

2.1.7. Agiz, Dis ve Cene Cerrahisinde Kemik Ogmentasyon Uygulamalar

2.1.7.1. Monokortikal Onlay Kemik Greftleri

Yetersiz alveol kretler, kortikal ve siingerimsi otojen kemikten olusan onlay greftler
kullanilarak basarili bir sekilde ogmente edilebilir. Greft kokeninin endokondral veya
Mmembrandz olmasinin ogmentasyon basarisina etkisi tartisma konusudur. Otojen greftler agiz
ici ve agiz dis1 bolgelerden elde edilebilir(44)(Tablo 5). Hayvan modelleri kullanilan bir
calismada membrandz kemigin, endokondral greftlere kiyasla (tavsanlarda %65-% 19,5
maymunlarda% 88 - % 17,2) resorpsiyona daha direngli oldugu gosterilmistir(45). Bu
calismanin sonuglarinda membranéz kemigin dstiin iyilesme Ve boyutunu koruma
kapasitesine sahip oldugunu rapor edilmistir(45). Kortikokanselloz blok greftler, kortikal
bileseni ile alic1 bolgeye aninda yapisal destek saglarken, siingerimsi bileseni ile greftin daha
hizli yeniden damarlanmasini saglar. Boylece greft rezorpsiyonunu sinirlandirir.  Ayrica, blok
greftler kullanilarak bariyer membrana ihtiya¢ duyulmaksizin, biyiik defektler tedavi
edilebilir. Membrana ihtiyag duyulmama sebebi; grefte desteklik saglayan kortikal kemik
bilesenidir. Blok greftteki kortikal kemik yetersizligi, rezorpsiyonu arttirir ve yeniden

damarlanmay: azaltir(46).
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Tablo 1: Geft verici bolgeleri ve kemik tipleri(44)

Verici Bolge Kemik Tipi

Mandibular simfiz Kortikokanselloz
Mandibular ramus Kortikokansellz
Koronoid ¢ikinti Kortikal
Zigomatik ¢ikinti Kortikal
Maksiller tiiber Kortikokansell6z
Maksiller torus Kortikokansell6z
Mandibular torus Kortikokansell6z
Kalvaryum Kortikal
Klavikula Koritkal
Iliak Kortikokanselldz
Fibula Kortikokanselloz
Kosta Kortikokansell6z

2.1.7.2. Distraksiyon Osteogenezisi

Gavril Ilizarov distraksiyon osteogenezini tanimlamisg ve gelistirmistir(47). Distraksiyon
osteogenezi, baslangigta uzun kemiklerin boyunun arttirilmasinda kullanilmistir. Giintimiizde
implant yerlesimi 6ncesinde mevcut kemik hacminin arttirilmasi i¢in de uygulanmaktadir(48).
Distraksiyon osteogenezi asamalari; latent faz, distraksiyon fazi ve konsolidasyon(pekistirme)
fazidir. Latent faz cerrahi sonrasi kuvvet uygulanmayan 7 giinliik bekleme asamasidir.
Distraksiyon fazi, kuvvet uygulanarak kemik uglarmin, gilinlik 1 mm birbirinden
uzaklastirildigi asamadir. Daha sonra, kemik plaklar1 arasindaki boglugun rejenere kemik ile
doldugu konsolidasyon(pekistirme) fazi gerceklesmektedir. Konsolidasyon evresinin

uzunlugu boslugun biyiikliigiine baghdir ve olusturulan her 1 mm igin 5 giin gereklidir(49).

Bu teknik sadece, anatomik yapilarin iizerinde 6-7 mm kemik yapisi bulunan oral

bolgelerde kullanilabilir(48). Distraksiyon osteogenezisi hakkinda literatiirde yer alan hayvan
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caligmalarinda, distraksiyon osteogenezinin kemik boyutunu vertikal olarak 9 mm'ye kadar
arttirdig1 gosterilmistir. Histolojik incelemelerde bu yontem ile saglikli yeni kemigin olustugu
rapor edilmistir(50, 51).

2.1.7.3. Sandvic Osteotomi (Interpozisyonel Greft Uygulamasi)

Schettler et al.(52) tarafindan 1976'da atrofik mandibulalarin ogmentasyonu igin
tanimlanmis bir yontemdir. Baslangigta anterior bolgenin ogmentasyonu i¢in onerilmis, ancak
son zamanlarda posterior atrofik mandibulada tedavisi i¢in de basarili sekilde
uygulanmaktadir(53, 54). Bu yontem ile mandibulanin osteotomize edilen segmentinin
koronal olarak yiikseltilmesinden sonra elde edilen bosluga blok kemik grefti yerlestirilir.
Yikseltilen kemik segmenti, lingual tarafta periosteumdan ayrilmaz ve boylece kemik
greftinin yeniden sekillendirilmesi igin yeterli kan akimi saglanir(55, 56). Koronal segment,

bazal kemige 2.0 mm' lik mini plaklar ve vida kullanilarak sabitlenir(56).

Sandvi¢ teknigi, inferior alveolar sinire paralel olarak gerceklestirilen yatay bir
osteotominin uygulanmasmi gerektirir. Sandvi¢ osteotomi yontemi; genellikle mandibular
atrofik posterior bolgede uygulandigi i¢in yiikseltilen segment mandibular kanalin giivenligi
icin ¢ok ince olabilir. Bu belirgin atrofik durumlarda, fiksasyon sirasinda ¢ok ince olan
koronal segmentin kirilma riski vardir(57). Bu nedenle, yiikseltilecek segmentin Yyeterli
kalmhiga sahip olmasi onemlidir. Sonug olarak, sandvi¢ osteotominin uygulanabilmesi i¢in
mandibular kanalin iizerinde en az 6 mm alveol kemik yiiksekligi olmasi tavsiye edilmektedir.
Boylece, hem yiikseltilecek segmentin yeterli kalinlikta olmasi hem de osteotomi hattinin

alveol sinirden uzakta kalmas1 saglanabilecektir(53).
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2.1.7.4. Yonlendirilmis Kemik Rejenerasyonu

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu rezorbe olabilen veya olmayan bariyer membranlar
kullanilarak hizli ¢ogalan epitel ve bag dokusu hiicrelerini uzaklastirarak yavas ¢ogalan kemik
hiicrelerinin biiyiimesini tesvik etme prensibine dayanmaktadir(58). ik kez 1980’lerin
baginda Nyman ve Gottlow tarafindan genisletilmis politetrafloroetilen(e-PTFE) bariyer
membran kullanilarak tanimlanmistir(59, 60). Agiz igindeki iyilesme siirecinin ilk agsamasi
sirasinda, dort farkli doku hiicresi arasinda rekabet vardir: (1) diseti dokusu; (2) periodontal
baglar; (3) bag dokusu; (4) sement. Bunlarm arasinda, gingival epitel hiicrelerinin ulastigi 0.5
mm/giin biiylime orani diger ii¢ hiicre tipinden 6nemli 6lglide daha fazladir. Bu nedenle,

periodontal kemik defekti sonunda uzun baglanti epiteli ile birlesir.(61)

YKR islemlerinden sonra, belirli olaylar dizisinden sonra kemik rejenerasyonu gelisir.
Bu siirece bakildiginda, ilk 24 saat icerisinde bariyer membran ile olusturulan bosluk kan
pihtist ile dolar. Daha sonra kan pihtisindan nétrofilleri ve makrofajlari ¢gekmek igin biiylime
faktorleri (6rnegin trombosit kaynakli biiyiime faktorii) ve sitokinler (6rnegin interlokin-8)
serbest birakilir. Olusturulan boslukta once siingerimsi kemikten bir c¢at1 olusturulur. Daha
sonra bu yapmin mineralizasyonu ile lameller kemik olusur. Bu baslangi¢c yapmin degisimi
kompakt ve siingerimsi kemigin bulundugu olgun kemik dokusu olusana kadar devam eder.

Bu olaylar cerrahiden sonra yaklasik 3-4 ay siirer(62).

2.1.7.4.1. Bariyer Membranlar

YKR de bariyer membran tedavinin temel unsurudur. Giiniimiize kadar farkli
malzemeler ve modifikasyonlar kullanilmistir(Tablo 1). YKR i¢in kullanilan bariyerden
beklenen oOzellikler; biyouyumluluk, konak dokulara entegre olabilmesi, klinik kullanim

kolayligi, bosluk olusturabilme 6zelligi, yeterli mekanik ve fiziksel 6zellikte olmasidir(62).

Birinci nesil bariyer membranlar1 temel olarak PTFE ve e-PTFE olusturmaktadir. Genel

olarak bu membranlar biyouyumluluk ve bosluk olusturma ozelligi gosterirler. Fakat bu
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membranlar rezorbe olmadiklarindan ikinci bir cerrahi yapilmasi gerekmektedir. Daha sonra

ikinci nesil olarak rezorbe olabilen membranlar gelistirilmistir. Bu membranlarin da ¢esitli

avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir(58).(Tablo 1)

Tablo 2: Biyomateryallerin tipine gére YKR i¢in kullanilan membranlarin siniflandirilmasi(58).

Membran
GruplaryMateryaller

Sentetik polimerler/
Politetrafloroetilen

Alifatik polyesterler/
polilaktik asid, poliglikolik asit,
polikaprolakton

Dogal polimerler/

Sigir, domuz ve insan kaynakli
kollajen ve hiicre dig1 matriksler,
Kitosan,Alginat

Metaller/
Titanyum ve titanyum alagimlar1
Kobalt-krom alasimlari

Inorganik bilesikler/
Kalsiyum siilfat,
Kalsiyum fostat

Temel Avantaj

Biyolojik sistemde inert ve
kararh polimer

Biyoemilim, islenebilirlik,
kullamim kolaylig1 ve ilag
kapsiilleme

Biyoemilim, diisiikk immiin
cevap, Ilac kapsiile edebilme
ozelligi, biyolojik
bilesenlerin bir araya
getirilmesi

Yiiksek dayaniklilik, sekil
alabilme yetenegi

Biyoemilim, osteokondiiktif
olmasi

Temel Dezavantaj

Rezorbe olmamasi

Yetersiz sertlik ve
stabilizasyon

Yetersiz sertlik ve
stabilizasyon

Rezorbe olmamasi

Diisiik dayaniklilik, diisiik
sekil alabilme yetenegi

Klinik agidan, YKR sonucunun tahmin edilmesi zordur. Basarili YKR i¢in, epitelyum

ve bag dokusunun defekt bolgesinden uzak tutulmasi, bosluk olusturulmasi, fibrin pthtinin

stabilizasyonu ve agiklik kalmayacak sekilde cerrahi alanin kapatilmasi seklindeki dort ilkeye

uyulmasi gerekir(63).
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2.1.7.4.1.1.Titanyum Bariyerler

Y KR membranlari, ortadan siddetliye kadar kemik defektlerin tedavisinde kullanilabilir.
Bariyerin dogal fiziksel 6zelligine bagl olarak ve yumusak dokularin basinciyla membran
defekte dogru ¢okme meydana gelebilir, bu durum olusan yeni kemik miktarini 6ngoriilemez
hale getirir(62, 64). Titanyum bariyerin temel avantajlar;; YKR alanmni korur, esnektir ve
biikiilebilir. Kemik rejenerasyonuna yardimci olabilmesi i¢in sekillendirilebilir ve
uyarlanabilir. Ayrica oral dokularla biyolojik olarak uyumludur(62). Sert titanyum bariyer ile
YKR, bir¢ok in vivo ¢alismada kemik dokusunu giiclendirmek i¢in basariyla kullanilmistir.
YKR bolgesinde kortikal kemik perforasyonu olusturulmasmin anjiyojenik ve osteoblastik

hiicrelerin kapali alana hareket etmesini sagladigi rapor edilmistir(65-69).

2.1.7.4.2. Greft Materyalleri

Kemik rejenerasyonu 1¢ farkli mekanizma ile gerceklestirilebilir: osteogenez,
osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon. Osteogenez, lokal diferansiye olmamis mezenkimal
kok hiicrelerin(MSCs) olmadigi durumlarda bile kemigin olusmasi ve gelismesidir.
Osteoindiiksiyon, sadece canli kemikte bulunan biiyiime faktorleri yoluyla, farklilagsmamais
MSCs’in osteoblast veya kondroblastlara doniisiimiidiir. Osteokondiiksiyon ise, yeni kemigin
olugsmast ve mezenkimal hiicrelerin greft {izerinde ¢ogalmasi igin biyolojik iskele

saglanmasidir(45).

Kemik greft materyalleri otogreftler, allogreftler, ksenogreftler ve alloplastik greftler
olarak smiflandirilir. Tiim greft tiirleri osteogenez, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon
mekanizmasindan bir veya daha fazlasma sahiptir. Greftlerin etki mekanizmalari, kdkeni ve
bilesimine baglanir. Hastadan toplanan kemik ile osteogenez, osteoindiiksiyon ve
osteokondiiksiyon ile yeni kemik olusturulur.  Kadavralardan toplanan allogreftler
osteokondiiktif ve muhtemelen osteoindiiktif 6zelliklere sahiptir, ancak osteojenik degildir.

Ksenogreftler ve alloplastik greftler genellikle osteokondiiktiftir(46).

20



2.1.7.4.2.1. Otojen Greftler

Otojen kemik osteojeniktir ve greft malzemelerinin altin standardi olarak kabul edilir.
Otojen kemikle yapilan greftleme isleminin basarisini artiran faktorler; igeriginde protein,
kemik arttiric1 substratlar, mineraller ve canli kemik hiicrelerinin bulunmasidir(67). Otogreft,
ayn1 kigide bir bolgeden digerine aktarilan dokudur. Otojen kemigin toplanabilecegi alanlar,
iliak, fibula kemigi gibi ekstraoral bolgeler ve mandibular simfiz, maksiller tiiber, ¢cekimden
8-12 hafta sonraki soketler(70), ramus, toruslar veya ekzostozlar(71) gibi intraoral bolgelerdir.
Otojen kemik blok veya partikiillii otogreft olarak toplanabilir. Donér bélgelerinden kemik
toplanmasinda yiiksek veya yavas hizdaki el aletleri, keskiler, trefan frezler, piezocerrahi
aletleri, kemik pensleri veya kemik kaziyicilar1 kullanilabilir. Toplanan otojen kemik,
trabekiiler(stingerimsi), kortikal veya kortikotrabekiiler olabilir. Genel olarak, trabekiiler
kemigin, hematopoetik kemik iligi igerigi sayesinde kortikal kemikten daha fazla osteojenik
potansiyele sahiptir ve trabekiiler kemikte daha fazla multipotent hiicre bulunmaktadir(62).

Otojen greftin kortikal tabakasi trabekiiler boliimiine gére daha az osteojenik hiicre
icerir, ancak kortikal tabaka alic1 bolgeye kemik morfogenetik proteinini (BMP) saglar. BMP,
konak mezensimal kok hiicreleri osteoblastlara doniistiiriir. Buna ek olarak, BMP yumusak
dokunun iceri dogru biiyliimesini engelleyerek greft yapismin resorpsiyonunu azaltir ve ayni
zamanda kan damarlarimin greftin i¢ine dogru gelismesi i¢in gerekli siireyi uzatabilir.
Kortikotrabekiiler blok greftler alic1 bolgeye gore sekillendirilebilir ve trabekiiler kisim alici

yatagina bakacak sekilde yerlestirilir(72).

Ancak bir¢ok avantajina ragmen, otojen kemikle ilgili baz1 olumsuz durumlar vardir.
Bunlar; ikinci bir cerrahi alanin gerekliligi, muhtemel hasta morbiditesi ve 6zellikle intraoral
bolgelerden yeterli miktarda elde etme zorlugudur. Bu kisitlamalar, greft materyali elde

edilmesi konusunda alternatif arayisina girilmesine sebep olmustur(71).
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2.1.7.4.2.2.Allogreftler

Bir kisiden, ayni tiire ait genetik olarak benzer olmayan baska bir kisiye aktarilan doku
allogreft olarak adlandirilir. Allogreftin avantajlari, ikincil bir dondr alaninin olmamasi,
cerrahi silirenin, kan kaybmin ve konak¢i morbiditesinin azalmasidir. Bununla birlikte,
allogreftler osteojenik degildir, kemik olusumu genellikle daha uzun siirer ve bu nedenle
otojen greftlerden daha az rejenerasyon olusturular. Allogreft uygulamasi ile hastalik
bulasmas1 hakkinda endiseler bulunmaktadir. Ancak, hassas bir verici tarama ve 6rnek igleme
yontemleri ile risk oldukca diistirilmiistiir(73). Allogreftler, demineralize ve mineralize
dondurularak kurutulmus kemik allogrefti olmak tizere iki formda kullanilabilir. Mineralize
formu, demineralize olana gore daha yavas rezorpsiyona ugrar ve mezenkimal dokulara

implante edildiginde daha osteokondiiktif bir iskele olusturur(62).

2.1.7.4.2.3. Ksenogreftler ve Alloplastik Greftler

Ksenogreftler, konak¢t disinda bir tiirden elde edilen doku greftleridir. En ¢ok bilinen
ksenogreftler HA ve anorganik kemik matriksidir(AKM). Ksenogreftler yeni kemik olusumu
icin bir iskele gorevi goren inert osteokondiiktif materyallerdir. Dogal HA, hayvan
kemiklerinden elde edilir. Dogal kemigin ii¢ boyutlu mikroyapisia sahiptir ve komsu sert ve
yumusak dokulara olduk¢a biyouyumludur. AKM, sigir kokenli inorganik bir kemiktir.
Insanlarda dogal kemik minerallerine benzer bir kalsiyum/fosfat oranina ve Kristal yapili bir
apatit igerigine sahiptir. Zamanla AKM greft materyali insan kemigi ile biitiinlesir ve zamanla
yeni olusan kemik ile yer degistirir. Bununla birlikte, yeniden sekillendirme siireci uzun
zaman alir ve ¢alismalar 18 aydan sonra bile defekt alaninda AKM bulundugunu
gostermistir(62). Sinlis ogmentasyonundan sonra yapilan biyopsilerde, AKM’nin ameliyattan
sonra 10 yila kadar ortamda bulundugu goriilmiistiir(74). Ksenogreftlerin dezavantajlari,
konak bagisiklik cevabi, kirilganlik ve kolay migrasyon riskidir(71). Ksenogreftler dogal
kemikle biitiinlesmis gibi goriinmektedir, ancak diigiik rezorpsiyon hiz1 greftlenmis bolgenin
iyilesmesini olumsuz etkileyebilir ve rejenere kemigin mekanik ve biyolojik o6zelliklerini
tehlikeye atabilir(62).
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Alloplastlar inert bir sentetik greft malzemeleridir. En sik kullanilan alloplast
materyalleri; kalsiyum karbonat, kalsiyum siilfat, biyoaktif cam polimerler ve sentetik
seramik malzemelerdir. HA ve trikalsiyum fosfat (TCP) sentetik seramik materyaller
arasindadir(62).

2.1.7.4.2.3.1. Trikalsiyum Fosfat(TCP)

Sentetik biyosereramik bir greft materyali olan trikalsiyum fosfat(TCP), kemigin %60-
70’ini  olusturan inorganik bilesenlerine benzer yapidadir. Organizmada HA’ya
doniistiiriilebilir(75). TCP, kemik rejenerasyonu igin iskele vazifesi gorme konusunda g¢ok
bagarihidir. Literatiirde, TCP’nin kok hiicreler igin basarili bir iskele materyali oldugu rapor
edilmistir(76). Makro gbzenekli yapisi kemik biiyiimesini ve yeni damarlarin filizlenmesini
kolaylastirir.  TCP, hayvan ¢alismalarinda uygun biyokimyasal, osteokondiiksiyon ve
rezorpsiyon Ozellikleri gostermistir(77, 78). HA’ya gore daha c¢abuk rezorbe olur ve yerini
yeni kemige birakir. Cok yliksek oranda biyouyumlu oldugu i¢in YKR calismalarinda siklikla
tercih edilmektedir(79).

2.1.8. Kemik Doku Miihendisligi

Kemik doku miihendisliginde biyoaktif molekiiller ve kok hiicrelerin kombinasyonu
kullanilarak kemik dokusu iiretilmesi i¢in ¢alisilmaktadir. Doku miihendisliginde kok hiicre
kaynaklari, elde edilmek istenen doku Ozelligine gore degiskenlik gosterir. Kok hiicreler,
embriyonik, fetal, kordon kani, plasenta, amniyon sivisi, erigkin ve mezenkimal kaynakli
olabilir. Ayrica farklanma kapasitesine gore, totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent
olabilir. Gliniimiizde, multipotent eriskin kok hiicreler klinik olarak kullanilmaktadir. Kemik
doku miihendisliginde en avantajli kok hiicre kaynaklari, elde edilirken en diigiikk morbiditeye
neden olan ve tiim siiregler boyunca farklanma potansiyelini koruyanlardir. Yag dokusu

kemik rejenerasyonu igin tekrarlanabilir bir MSCs kaynagidir(3, 80). Kemik iliginde
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osteojenik hiicreler, hematopoietik hiicreler ve yag hiicreleri bulundugu i¢in adipogenez ile
osteogenez arasinda iliski oldugu bildirilmistir(80). MSCs adipositlere farklilasabilir, daha
sonra in vitro olarak osteoblastlara doniisebilir. Insan kemik iligindeki kok hiicreler, diisiik
yogunlukta bulunurken, adipoz kok hiicreler yag dokusundan ¢ok sayida elde edilebilir ve in
vitro olarak kolayca g¢ogaltilabilir. Doku miihendisligi modelinde, hastalardan otojen adipoz
kok hiicreleri hasat etmek ve yeniden emilebilir bir iskele iizerine yerlestirmek

miimkiindiir(3).

Kemik dokusu miihendisliginde c¢esitli bigim ve tipteki biyomalzemeler iskele gorevi
gorebilir. Bunlar igerisinde blok ve partikiil formda biyomateryaller bulunmaktadir. Yiik
tastyabilme yetenegi olmamasma ragmen partikiil formlar hiicresellestirme i¢in daha biiyiik
bir yiizey alani sunar. Partikiiler form blok formlarma gore konak dokulara daha hizli
yerlestirilir ve blok formlarinda daha yavas remodeling gelisir. Graniil kalsiyum fosfat
seramikler ve HA’lar, makro ve mikro yap1 6zellikleri ile doku miithendisliginde potansiyel
biyomalzemeler haline gelmistir. Bu 6zellikleri ile doku miithendisliginde hiicresel bileseninin,

hayatta kalmasini, sinyal vermesini, biiyiimesini ve ¢gogalmasini etkiler(81).
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2.2. KOK HUCRE

Kok hiicreler, kendini yenileme, in vivo ve in vitro sartlarda uygun uyarana maruz
kaldiklarinda g¢esitli hiicrelere doniisme 6zelligi olan farklilasmamis hiicrelerdir(82).
1960’larda hematopoetik kok hiicrelerin bulunmasi ile baglayan arastirmalar MSCs bulunmasi
ile devam etmistir. 1990’11 yillara gelindiginde ise bir¢ok organdaki(karaciger, beyin v.s.) kok
hiicrelerin varlig1 bilimsel olarak gosterilmistir. Giincel yaklagimda ii¢ ana kok hiicre kaynagi
vardir. Bunlar; yetiskin kok hiicreler, kordon kanmdan iiretilen kok hiicreler ve embriyonik
kok hiicrelerdir. Koken aldiklar1 dokularin hiicrelerine doniisebilmenin yani sira cesitli

sinyallere maruz birakildiklarinda birgok farklilagsmis doku hiicresine doniisebilirler(83).

2.2.1. Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri

2.2.1.1. Farklanma (Plastisite), Kendini Yenileme ve Kokliiliik

Farklanma, kok hiicrelerin biiyiime faktorleri, hiicrelerarasi etkilesimin, hiicre disi
matriks protein ve sitokinlerin birlikte etkisiyle gegirdikleri bir¢ok farklilasmay1 ifade eder.
Farklanmaya hazirlanan hiicre, bolinmeyi durdururken etrafindan gelen sinyallere cevap
vermek i¢in hazirlik yapar. Aktivasyon yolaklari, hiicre i¢i reseptorler ve enzim bagiml yilizey
reseptorlerin meydana gelmesiyle ¢esitli olaylarin baglamasini saglar. Boylece hiicre,
cevreden gelen sinyallere cevap verebilir(84). Bir ¢alismada, Notch sinyalizasyonuna maruz
birakilan noral kok hiicrelerin gliya prekiirsorlerine farklandigi rapor edilmistir(85). Ayrica,
farklanmanin onkogen iirlinler nedeniyle geri donmesi ve malign tiimor olusturmasi
miimkiindiir. Ornek olarak AIDS bulgularindan olan, herpesviriis 8’in olusturdugu “Kiitanoz

Kaposi’s Sarkoma” verilebilir(84).

Farklilagsmaya ugramadan oOnce kendisini kopyalama kok hiicrelerin temel
ozelliklerindendir. Kok hiicreler bir taraftan bir hiicreye 6zellesirken diger taraftan kendini

kopyalamak suretiyle yedegini olusturarak asimetrik hiicre boliinmesine ugrar. Boylece kok
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hiicre sayis1 tiim hayat boyunca degismeden kalir. Bu duruma &rnek olarak, Drosophila

yumurtaliklarindaki ¢ogalma gosterilebilir(82).

Kok hiicrelerin ayirt edilmesi i¢in kullanilan bazi molekiil ve hiicre diizeyindeki
farkliliklar kokliilik olarak tanimlanir. Kok hiicreler bu 6zelliklere(6zel gen ifadeleri ya da
translasyonu takiben bazi degisimler) sahip olduklar1 i¢in ¢ok karakteristik yapilarini ve
islevlerini devam ettirebilirler. Farklanma kiimeleri (CD, Cluster of differentiation) ad1 altinda
toplanan ayiraglar kullanilarak kok hiicre tipi belirlenebilir. CD33 ve CD45 hematopoetik kok
hiicrelerin, CD29,CD79,CD105 MSCs ayirict belirtecleridir. Ayrica biliylime faktorleri,

transkripsiyon faktorleri ve enzimler de kok hiicre ayiraci olarak kullanilmaktadir(86, 87).

2.2.2. Kok Hiicrelerin Simiflandirilmasi

Kok hiicre siniflandirilmasi yapilirken kokeni ve farklilagsma kabiliyeti dikkate alinir.
Farklilasma kabiliyetine gore totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent olarak
adlandirilir. Kokenine gore ise kordon kani, fetal, erigkin, plesenta, embriyonik olarak

tanimlanir(88).

2.2.2.1. Farkhlasabilme Potansiyeline Gore Kok Hiicreler

2.2.2.1.1. Totipotent Kok Hiicreler

Totipotent kok hiicreler, organizmanin tamamini olusturabilme potansiyeli olan
hiicrelerdir. Morula safhasindaki blastomerin her biri tek basmna tiim embriyonik yapilari
meydana getirebilir. Bu yiizden blastomerler totipotent potansiyele sahiptir(89). Totipotent
hiicreler, embriyo, embriyo sonrasi tiim doku ve organlar gibi yapilar1 olusturabilecek sinirsiz

potansiyele sahiptir. 11k sekiz blastomerin totipotent potansiyeli vardir(83).
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2.2.2.1.2. Pluripotent Kok Hiicreler

Dollenmenin yaklasik besinci giiniinde kompaksiyon ve blastosist olusumu gergeklesir.

Blastosistin i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler pluripotenttir. Embriyonal kdk hiicre kaynagi

blastosistin i¢ hiicre kitlesidir. Embriyonel kok hiicrelerin sinirsiz proliferasyon potansiyeli,

cok miktardaki telomeraz aktivitesinden kaynaklanmaktadir(83).

Tablo 3: Farklilagabilme potansiyeline gore kok hiicrelerin farklanma yonleri(84)

Hiicre Tipi(Yerlesim) Farklanma yonii

Farklanma

Embriyonik kok
hiicre

Embriyonik kok
hiicre

Embriyonik kok
hiicre

Embriyonik kok
hiicre

Embriyonik kok
hiicre

Yetiskin kok
hiicre

Morula asamasindaki
hiicreler

Blastosist
asamasindaki i¢ hiicre
kitlesi hiicreleri

Gastrula
asamasindaki epiblast
hiicreleri

Ektoderm endoderm
ve mezoderm
hiicreleri

Ozgiin doku hiicreleri

Bir dokudaki yerlesik
hiicreler

Totipotent

Pluripotent

Pluripotent

Pluripotent

Multipotent

Unipotent

Etkinligi

Embriyo ve
embriyo dis1
dokular

Embriyo
govdesi(tim
somatik ve germ
hiicreleri)
Endoderm,
mezoderm ve
ektoderm hiicreleri

Tum somatik
hiicreler

Dokuya gore bir
veya daha fazla
hiicre

Bir hiicre tip1
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2.2.2.1.3. Multipotent Kok Hiicreler

Fetal yasamda goriilen kok hiicrelerdir ve 6zel hiicre tiplerine farklanabilme kabiliyeti
vardir. Multipotent hiicreler, karakteristik olarak bulunduklar1 doku hiicrelerine farklilasirlar.

Multipotent hiicrelere 6rnek olarak kordon kani ve yetigkin kok hiicreleri verilebilir(83).

2.2.2.1.4. . Unipotent Kok Hiicreler

Sadece tek bir hiicre cesidine doniisebilen kok hiicrelerdir. Endotelyal progenitor
hiicreleri, kornea epitelyal hiicreleri, spermatogonium ve oogonium hiicreleri unipotent kok

hiicrelere 6rnek olarak verilebilir(90).

2.2.2.2. Elde Edilen Kaynagina Gore Kok Hiicreler

2.2.2.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicrelerin kaynagi blastosistin i¢ hiicre kitlesidir. Bu hiicreler vucuttaki
tim hiicrelere farklilasabilir(91). 1981 yilinda, Evans and Kaufman(92) fare embriyosundan,
1998 yilinda Thompson et al.(91) insan embriyosundan in vitro olarak kok hiicre tiretmeyi
basarmistir. Doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda, embriyonik kok hiicreler ¢ok
onemli bir arastirma alanidir. Embriyolojik kok hiicreler, blastosistin i¢ hiicre kitlesinden 6zel
immiinolojik ve mekanik yontemler kullanilarak ayrigtirilir. Daha sonra 6zel besi yeri ve
bitylime faktorleri igeren ortamlara ekilerek elde edilirler. Emriyonik kok hiicreler pluripotent
kok hiicrelerdir. Uygun uyaran verildiginde organizmada yaklasik 200 hiicre ¢esidine
doniisebilir. Embriyonik kok hiicreler kendini yenileme yoluyla farklilagsmaksizin ¢ogalmasi
ve indiiklendiklerinde farkli hiicre tiplerine doniisebilme 6zelliklerinden dolay1 rejeneratif tip

alaninda ¢ok 6nemli bir noktaya gelmistir(83).
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Embriyonik kok hiicreler, yakin bir gelecekte tedavi edilemeyen bir¢ok rahatsizlik igin
yapilan ¢aligmalarda umut vaad eden sonuglar vermistir. Multiple skleroz, Parkinson hastaligi,
dibet, kanser, alzeimer hastaligi, travma sonrasi felg, bagisiklik sistemi rahatsizliklari,

osteoartrit, kalp kas1 yetmezligi gibi hastaliklar bunlar arasinda sayilabilir(93-95).

Ote yandan, etik ve tibbi acidan kok hiicre uygulamalarinin bazi sakincalari
bulunmaktadir. Uygulama igin hayvan kaynakli olan malzeme ve kiiltiir ortam1 kullanilmasi,
capraz kontaminasyon riskini ortaya cikarir. Insan embriyonik kok hiicreleri ¢ok anstabil
oldugundan, uzun donemde Ongiiriilmesi miimkiin olmayacak sekilde farklilasabilirler. Bunun
disinda farklilagsmis kok hiicreler, bagisiklik cevabina neden olabilecek molekiiller

iiretebilirler.
Tedavi dncesi cevaplanmasi gereken iki temel soru vardir. Bunlar;

eOzel hiicre cesidine farklanmis hiicreler hastada uygun bolgeye nasil
nakledilecek?

e Uygun fonksiyona adapte olmalar1 nasil saglanacak?(84)

2.2.2.2.2. Fetal Kok Hiicreler

Sonsuz sayida boliinebilen, kendini yenileme kabiliyetine sahip olan ve kaynag diisiik
yapan kadmlar olan pluripotent kok hiicrelerdir. Gelisimin daha ileri asamasinda {iretildigi
icin embriyonik kok hiicre gibi tek basma tiim vucudu olusturabilme kapasitesine sahip

degildir. Ancak farklilagsarak yumurta veya sperm hiicresine doniisebilir(96).

2.2.2.2.3. Kordon Kam Kok Hiicreleri

1990’lh yillarin basinda yapilan kdk hiicre ¢alismalarinda, plasenta ve gdobek

kordonunun hematopoietik kok hiicre agisindan ¢ok zengin bir kaynak oldugu goriilmiistiir.
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Kordon kani ancak 100 ml gibi diisiikk miktarda oldugundan alicilar1 genellikle ¢ocuklardir.
Fakat son yillarda, birka¢ bebekten alinan kanin bir bireye uygulanabildigi tespit edilmis ve
boylece doku uyumu gosteren yetigkinlere de uygulanmasi miimkiin hale gelmistir. En sik
uygulandigi kisiler, ailesinde ve ¢evresinde uygun dondr bulanamayan ve kok hiicre nakli

yapilmasi gereken hastalardir(84, 97).

2.2.2.2.4. Plasenta Kok Hiicreleri

Amniyon zar1 ve koryonda bulunan kok hiicrelerin kdkeni embriyo dis1 mezodermdir.
Amniyon zar1 kok hiicreleri, cogu zaman dogum aninda alinir. Yiizey 6zellikleri, kemik iligi,
MSCs ve kordon kani kaynakli olan kdk hiicrelere benzerdir. Ilave olarak embriyonik kok

hiicre yilizey 6zellikleri tasidigi i¢in daha yiiksek farklilagsma kapasitesine sahiptir(88).

2.2.2.2.5. Amniyon Sivis1 Kok Hiicreleri

Hamileligin 15-18. haftalarinda genetik tarama i¢in amniyosentez yapilmaktadir. Alinan
amniyon sivisindaki kok hiicreler 6zel yontemler ile ayristirilip, izole edilebilip ve daha sonra
kiiltiire edildiginde 36 saat periyodunda kendini yeniledigi goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda,

uygun uyaranlar altinda amniyon sivist kok hiicrelerinin her ii¢ germ yapragina doniisebildigi

gosterilmistir(88).
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2.2.2.2.6. Eriskin Kok Hiicreleri

Erigkin kok hiicreler(somatik kok hiicreler), bulundugu doku icerisindeki 6zel hiicrelere
doniigebilme yetenegi ile hiicre 6liimii ve doku hasar1 durumunda fonksiyon goriirler(98).
Viicudun olgunlasmasi ile birlikte kok hiicre ve Onciil hiicrelerin sayis1 azalarak sadece belirli
anatomik bolgelerde sinirlt kalirlar. Bu nedenle dokunun yenilenme kapasitesi, yasla birlikte
azalir. Organizmada hasar géren dokularin tamiri iki yoldan gergeklesir. Birincisi, farklilagmis
ve islev goren hiicrelerin uyarilarak ¢ogalmasidir. Bu duruma o6rnek olarak iskelet kaslari,
karaciger ve damar endotel hiicreleri verilebilir. Ikincisi; yetiskin kok hiicrelerin farklilasarak
dokudaki hasar1 gidermesidir. Bu duruma 6rnek olarak kemik iligi kok hiicreleri, periferik kok

hiicreleri, MSCs ve organlarda bulanan eriskin kok hiicreler verilebilir(99-101).

2.2.2.2.7. Hematopoetik Kok Hiicreleri

Hematopoetik kok hiicreler, kandan veya kemik iliginden elde edilebilen multipotent
ozellikte ve apopitoza ugrayabilen hiicrelerdir. Bu hiicreler, ‘Nis’ olarak adlandirilan kemik
iliginde bulunan 6zel mikrogercevelerde cesitli siireglerden gecerek fonksiyon kazanirlar.
Nisler hiicre dis1 matriks elemanlari, osteoblastlari, osteoklastlari, stromal hiicreleri, faktorleri,
sitokinleri barindirirlar. Nisi olusturan hiicre ve ortam sayesine hematopez(kan yapimi)

saglanir(84).

Hematopoietik kok hiicre klasik olarak anestezi altinda kalga kemiginden siringa ile
aspirasyon yapilarak elde edilmektedir. Bu yontemle elde edilen hiicrelerden 1/10-100000
kadar1 hematopoietik kok hiicredir. Kemikten alinan parganin direkt kemik iligi naklinde
kullanilabilmesi fikri ilk basta biiyikk ilgi uyandirmustir. Son zamanlarda bu fikir,
hematopoietik kok hiicrenin kaynagidan perifere atilmasi seklinde uygulanmaktadir. Kan
dolagiminda az sayida progenitor ve kok hiicre oldugu uzun siiredir bilinmektedir. Son on
yilda yapilan ¢aligmalarin sonuglarina gore; graniilosit koloni uyarici faktér(G-CSF) benzeri
sitokinleri donore uygulayarak birgok hiicrenin kemik iliginden periferik dolasima katilmasi

saglanabilir. Hiicre toplama prosediiriinde, G-CSF enjeksiyonundan birka¢ giin sonra dondr
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veni igerisine filtre sistemi yerlestilir. Filtre icerisinde CD34+ hiicre i¢eren lokositler toplanir
ve eritrositler dolasima geri katilir. Filtre sayesinde toplanan hiicrelerin %5-10"u kok hiicredir.
Toplanan CD34+ hiicreler farkli seviyelerde olgunlasmis lokositler, kok hiicre ve progenitor
hiicrelerden olusan bir karigimdir. Son birka¢ yilda otolog ve allojenik kemik iligi naklinde,
kemik iliginden daha cok periferik yontem ile elde edilen l6kositler tercih edilmektedir.
Losemi ve lenfoma tedavisi i¢in de uygulanmistir. Bu hastalarmm tedavi prosediiriinde,
kanser6z hematopoetik hiicreler kemoterapi veya radyasyon kullanilarak o6ldiriliir. Daha
sonra dondriin periferik dolasimindan elde edilen hematopoetik kok hiicreler hastaya
nakledilir(102).

2.2.2.2.8. Mezenkimal Kok Hiicreler

Ilk kez 1976 yilinda Fredenstein(103) tarafindan tanimlanan MSCs, bircok hiicreye
(ligament, yag, kemik, kikirdak, kas, tendon hiicresi gibi) doniisebilen yetiskin kok
hiicrelerdir. MSCs, diger adiyla stromal kok hiicreler, yiizey antijenlerinin ekspresyonu,

plastige yapisma, stromal karakteri, multipotent farklilasma potansiyeli degerlendirilerek ayirt
edilir(104, 105).

MSCs en fazla kemik iliginde olmakla birlikte, kas dokusu, kemik, periost, dis pulpasi,
karaciger, kan ve yag dokusu aspirasyon materyallerinde de bulunmaktadir. MSCs
mezenkimal dokulara(osteoblastik, kondrojenik ve adipojenik) ek olarak noral ve
kardiyomiyojenik dokulara da farklilasabildigi gosterilmistir. MSCs’in bazi ortak dzellikleri
vardir. Bunlar; plastik kiiltiir kaplarina yapigma, fibroblast benzeri yapiya sahip olma, bazi
yizey Ozellikleri(%95 den fazla oranda CD10, CD73, CD90) ve multipotent farklanma
potansiyelidir(86, 94).

MSCs, proliferasyon ve farklilasma yetenegini kaybetmeden laboratuvar ortaminda
cogalmaya uygundur. Hasarli hiicre ile birlesme 6zelligine sahip olmalari, biyoaktif maddeler
ve bliyime faktorleri gibi ¢oziiniir faktor salinimi yapabilmeleri, migrasyon yapabilme ve
immiinmodiilator, antienflamatuar, antiapopitotik ve anjiyogenik 6zellikleri sayesinde dokuda

meydana gelen tahribatin tedavi edilmesine yardimci olurlar. Hasarli bolgeden salinan stromal
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kokenli faktor-1, monosit kemoatraktan protein-1 gibi ¢oziiniir faktorlerin salinmasiyla, kok

hiicreler nislerinden hedef dokuya go¢ ederler(106).

2.2.2.2.8.1. Yag Dokusu Kaynakh K6k Hiicre

Adipoz doku eriskin MSCs’in en fazla bulundugu ve en rahat elde edilebildigi
kaynaktir. Yag dokusu igindeki kok hiicrelerin sikligi, 1/ 100 ile 1/1500 hiicre arasindadir.
Yag dokusu, kemik iliginden ¢ok daha fazla mezenkimal kok hiicre yogunluguna sahiptir.
Ayrica, yag dokusu oOzel sinyaller ile uyarildiginda, adipojenik(107), kondrojenik(108),
miyojenik(109), osteojenik(110) ve norojenik(9) hiicrelere farklilagsma kapasitesine sahip olan
bir multipotent hiicre kaynagi olarak tanimlanmustir(Sekil 6). Basarili bir adipoz doku
anjiogenezisi icin, tiibiiler yapida bir iskeleye ihtiyac¢ vardir. Adipoz kdk hiicre i¢in kullanilan

iskele yapilar,, genel olarak doku hacmini koruyacak sekilde ve dokuya benzer
olmahidir(111).
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Adipoz Kok Hucre

Sekil 4: ASCs’in farklilagtig1 hiicreler(111)

2.2.3. Kok Hiicrelerin Klinikte Kullanim Alanlan

Organ nakillerinde ve diger hastaliklarin tedavi edilmesinde, kok hiicrelerin kendini
yenileyebilme, farklilagabilme  ve  doku/organ  olusturabilme  &zelliklerinden
faydalanilmaktadir. Embriyo, kan, kemik iligi ve yag dokusu basta olmak iizere birgok
kaynaktan kok hiicre iretilebilmektedir. Embriyonik kok hiicrelerin parkinson, diyabet,
medulla spinalis yaralanmalari, kalp yetmezligi, osteogenezis imperfekta gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanimi deneysel seviyededir. Bu durum, nakil sonrasi kok hiicre davraniglarini
ongdérmenin ¢ok zor olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yiizden, klinik kullanima siiphe ile
yaklagilmaktadir(112-114).

Kemik iltihaplari, gelisimsel bozukluklar, travma, dejeneratif rahatsizliklar(osteoartrit,
osteoporoz) ve tiimorler gibi iskelet sistemi hastaliklarinda MSCs kullanilmasi igin ¢alismalar
yiirtitiilmektedir. Kemik ve kikirdak tamiri gerektiren durumlarda, travma ve yashhk
nedeniyle gelisen osteoartritte, MSCs uygulanmasi olumlu sonuglar vermektedir. MSCs,
osteoporoza bagh kirik tedavisinde ve osteoartrit gelisen vakalarda kemik ve kikirdak
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rejenerasyonu igin basartyla kullanilmistir. Ayrica, miyokard enfarktiisii sonrasi kalp
dokusunun onariminda etkili olmustur. MSCs’in immiinstipresif 6zellikleri, graft versus host

hastalig1 ve romatoid artrit komplikasyonlarini azaltmak igin kullanilmistir(115).

In vivo galigmalarda, MSCs‘in osteoblastik faaliyeti ve kemik yapimmi arttirdig: rapor
edilmistir(116, 117). Taguchi et al.(118) kemik iligi hiicrelerinin in vivo migrasyonu ve kemik
tamirine olan etkisini degerlendirmek i¢in Kimerik farede femur kirik modeli olusturmuslardir.
Kuyruk veninden GFP(green fluorescent protein) kemik iligi hiicreleri verildikten sonra kirik
bolgesinde olusan kallus dokusundaki ve kemik ¢eperindeki hiicrelerin tamamimin GFP
pozitif oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, kok hiicrelerin osteoblastlara farklilastigini ve MSCs’in

kemik iyilesmesiyle ilgisinin oldugunu kesin bir sekilde kanitlamaktadir.

MSCs calismalarda, bir iskelet gorevi goren, dogal ve sentetik biyomateryaller ile
birlikte kullanilmaktadir(119, 120). Kon et al.(121) koyunlarda defektif tibia kirtk modeli
tizerinde hidroksiapatit(HA) tasiyicilar ile HA+kemik iligi kaynakli osteoprogenitdr hiicre
gruplarmni karsilagtirmiglardir. 2 ay sonunda HA verilen grupta ¢ok az miktarda kemik yapimi
goriilirken, HA+kemik iligi kaynakli osteoprogenitér hiicre grubunda daha fazla kemik
olusumu gozlenmistir. Mevcut ¢alismalar kemik defektlerinin kanselloz greftlere alternatif

olarak iskele gorevi goren greftlerle tedavi edilebilecegini gostermektedir(122, 123).
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2.3. STROMAL VASKULER FRAKSiYON

2.3.1. Stromal Vaskiiler Fraksiyon Tarihgesi

Stromal vaskiiler fraksiyon(SVF); literatiirde ilk kez yag doksunun hiicre agisindan
zengin stromal boliimii olarak, Rodbell M. Tarafindan 1964 yilinda tanimlanmustir(124).
Stromal vaskiiler fraksiyonun igeriginde, progenitor hiicrelerin bulundugunu ve adipositlere
donistiikleri daha sonra gosterilmistir(125). Ailhud et al.(126) 1992 yilinda SVF’nin miks bir
karistm oldugunu ve igerisinde progenitor hiicreler, perisitler, diiz kas hiicreleri,
preadipositler, fibroblastlarn bulundugunu rapor etmistir. SVF igerisinde multipotent kok
hiicrelerin bulundugu Zuk et al. tarafindan 2002 yilinda gosterilmistir(9). 2004 yilinda
Lendeckel et al.(127) tarafindan, yaygin travmatik kalvaryum defektlerini tedavi etmek icin
bir cerrahi prosediir ile otolog yag dokusundan elde edilen SVF’nin ilk klinik uygulamasi
bildirilmistir(127) Pak, 2011 yilinda insan hastalarda cerrahi prosediir olmaksizin, kikirdak ve
kemik rejenerasyonu i¢in otolog yag dokusundan elde edilen SVF'yi basariyla
kullanmistir(128). SVF ve ASCs giincelligini korumaktadir ve doku miihendisligi alaninda

calismalar son yillarda artis gostermistir.

2.3.2. Stromal Vaskiiler Fraksiyon Icerigi

Yag dokusu, mezenkimal bag dokudan kaynaklanan adipositlerden olusur. Adipositler
tek tek veya bag dokusu iginde gruplar halinde bulunur. Adipositler, damarsal olarak zengin
bag dokusu ile ayrilmis lobiiller olusturur. Santriftij edilmis yag dokusu ¢esitli fraksiyonlar
icerir. Ortadaki fraksiyon, preadipositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri,

perisitler ve kok hiicreler igeren stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) olarak bilinir(129).(Sekil 2)
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Sekil 5: Yag dokusu kaynakli stromal vaskiiler fraksiyon ve icerigi, SVF: stromal vaskiiler fraksiyon (130)

Stromal vaskiiler fraksiyonu(SVF) vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii(VEGF), temel
fibroblast biiylime faktorii ve Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor(GM-CSF) gibi bir¢ok
sitokin, anjiyogenetik ve antiapoptotik faktor icerir. VEGF'nin endotelyal hiicre biiyiimesi ve
anjiyogenez tizerinde etkili oldugu gosterilmistir(9). Adipokinler, yag dokusundan salgilanan,
endokrin, parakrin ve otokrin etkileri olan proteinlerdir. Adipoz dokuya spesifik bir sitokin
olan monobiitinin, anjiyogenetik ve endotelyal proliferasyonda etkili oldugu gosterilmistir.
SVF'de ayrica, kollajen, proteoglikan ve elastin sentezleyen fibroblastlar da mevcuttur.
Trombosit biiylime faktér-f ve trombosit kaynakli bliyime faktorii, fibroblastlardan

kaynaklanan diger 6nemli faktorlerdir(129).
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Tablo 4: SVF igerigindeki hiicre populasyonu(%)(131)

Hiicre Tipi %
Hematopoetik Hiicreler
e Kok ve progenitdr hiicreler <01
e Granulositler 10-15
e Monositler 5-15
e Lenfositler 10-15
Endotel Hiicreleri 10-20
Perisitler 3-5
Stromal Hiicreler 15-30

Bireysel yag dokusunda farkliliklara ek olarak, kollajenaz miktar1 SVF'deki kok
hiicrelerin etkinligini ve yasayabilirligini etkileyen onemli bir rol oynayabilir. Yiiksek dozaj
veya uzun siiren kollajenaz maruziyeti kok hiicreler i¢in toksik olabilir. Bununla birlikte,
yetersiz miktarda kollajenaz, verimsiz ve yetersiz miktarda kok hiicre ile sonuglanabilir.
Dolayisiyla, dogru miktarda kollajenazin kullanilmasi ¢ok 6nemlidir. Buna ek olarak, dogru

tiir kollajenaz kullanimi da 6nemlidir(132).

2.3.2. Otolog Yag Doksundan Elde Edilen SVF’nin Kemik Rejenerasyonunda Giincel
Klinik Uygulamalan

Kemik dokusu, dogustan rejenerasyon yetenegine sahiptir. Kirik olustugunda konak
progenitor kok hiicreler skarsiz iyilesme olustururlar. Ancak, birka¢ klinik durumda, kemik

onarimi ve yenilenmesini kolaylagtirmak igin terapétik girisimler gerekir(128).
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2.3.2.1. Femur Bas1 Osteonekrozu

Femur baginin osteonekrozu, etyolojisi bilinmeyen, genellikle geng¢ erkeklerde goriilen,
kalga ekleminin ¢cokmesine neden olabilen, iskelet sistemi rahatsizligidir ve hastalikli eklemin
yerine total kalga protezi yerlestirilmesi gerekebilir. Literatiirdeki mevcut caligmalarda,
adipoz kaynakli SVF femur baginda osteronekroz olan hastalarin tedavisinde basarili bir

sekilde kullanilmistir(128, 133, 134).

2.3.3.2.2. Kemik Kiriklan

Literatiirde kemik kiriklarmin adipoz kaynakli SVF kullanilarak basarili olarak tedavi
edildigini gosteren raporlar mevcuttur(19, 135). Tedaviden 12 ay sonra alinan biyopsilerde,
yapisal olarak kemikten morfolojik olarak ayrilan ve SVF hiicrelerinin osteojenik yapisini
diisiindiiren kemik ossikiilleri olustugu goriilmiistiir. Bu sekilde otolog adipoz SVF’nin, kirik

mikro ortaminda spontan kemik dokusu ve damar olusturdugu gosterilmistir(19).
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2.4 OZON

2.4.1. Ozonun Tarihgesi

Farkli bir kimyasal bilesik olan ozon ilk kez 1839'da Schonbein tarafindan tarif
edilmistir. Schonbein "elektrik maddesinin kokusu" olarak tanimladigi ozonun pozitif
elektrodda karakteristik bir koku tirettigini bildirmistir. Schonbein, yeni madde i¢in Yunanca
kokenli ve anlami1 koku kaynagi olan ozon adini 6nermistir(136). 19. yiizyilin sonlarinda,
ozonun ¢ok sayida organik bilesigi oksitleyebildigi ve kontamine atik sulardaki bakterileri
inaktive edebildigini gosteren bir¢ok rapor yaymlanmistir(137). Bu 6zellikler ozonu, su
dezenfeksiyonunda klora alternatif hale getirmistir. Ozonun keskin a¢ili molekiiler yapis1 20.
yiizyilda tanimlanmistir(138). Ozon klinik olarak 1915 yilinda kullamlmustir. 1lk zamanlarda
ozon topikal olarak uygulanarak, Birinci Diinya Savasi’nda yaralanan askerlerdeki gangrenler,
kemikteki kirik, apse ve iltihaplar basar1 ile tedavi edilmistir(137). Ozonlanmis kanin
intraven6z uygulamas: ilk kez WOIff(139) tarafindan gergeklestirilmistir. 1958'de
Haénsler(140) degisken oranlarda ve istikrarli ozon/oksijen karigimi {iretebilen ilk tibbi ozon
jeneratorii modelini gelistirmistir. Bu bulus ozonlanmig otohemoterapi prosediiriiniin
baslangici olarak diisiiniilmekte ve son 40 yilda ozon tedavisinin yayginlastirilmasi i¢in temel

olusturmaktadir. (Tablo 2)

2.4.2. Tibbi Ozon Jeneratori

Tibbi ozon jeneratorii, saf oksijenin yiiksek bir voltajdan(5-13 mv) gecirilmesiyle

asagidaki tepkimeyi meydana getirerek ozon tiretir.
30,+68,400 cal ——» 203

Tibbi ozon jeneratdriiniin, ozon iiretimi yapan kisimlar1 inert malzemelerden(celik,

aluminyum, seramik, cam, teflon) iiretilmesi gerekir. Ozon vermek i¢in kullanilan aparatlar
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ise polietilen, teflon, polipropilen veya camdan yapilmasi gerekir. Hava ile temasmin
kesilmesinin nedeni; hava ile reaksiyonu sonucu olsan nitrozoksidin(N20>) toksik olmasidir
Sonug olarak, her zaman % 95'den az oksijen ve % S5'den fazla ozon igermeyen bir gaz

karigimi elde edilir(34).

Medikal ozon cihazlarinda ozon yogunlugu fotometre ile dl¢iiliir. Bunun i¢in mor otesi
dalga boyuna yakin 254 nm band1 baz alinir. Ozon tedavisinde genellikle kullanilan “gama”

birimi 1 mL ozon/oksijen karisimmda 1 pg ozonu ifade eder(141).

2.4.3. Ozonun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Dogada, firtinalar sirasinda elektrik bosalmalar1 nedeniyle oksijen molekiilii(O2) ile
serbest oksijen atomunun(O) reaksiyonu sonucu o0zon(O3z) olusur(128).(Sekil 6) Ozon,
oksijene gore 1,6 kat daha yogun ve 10 kat fazla suda ¢oziiniir (100 mL 0 °C suda 49 mL
¢Oziinlir). Ozon radikal bir molekiil olmasa da, flor ve persiilfattan sonra en giiclii iigiincii
oksidandir. Ozon depolanamayan, stabil olmayan bir gazdir ve 20°C’de yarilanma 6mrii 40 dk
oldugu i¢in bir kerede kullanilmalhdir. Ozon tartismalara konu olan bir gazdir c¢linki
stratosfere tehlikeli B ve C ultraviyole radyasyonlari absorbe ederek ¢ok yararli olmasima
ragmen troposferdeki karbon monoksit (CO), N20; ile karistiginda toksiktir. Goézler ve
akcigerler ozona kars1 cok hassastir, ¢linkii antioksidan ve notrlestirme yetenekleri azdir ve bu

nedenle ozon bu organlarla higbir zaman temas etmemelidir(34).
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Sekil 6: Oksijen molekiiliiniin ozon molekiiliine déniisiimii(142)

2.4.4. Klinik Uygulamada Ozonun Etki Mekanizmasi

Ozonun etki mekanizmasi ile ilgili temel kavramlar;

a) Ozon sicaklik, basmng ve ozon konsantrasyonuyla iliskili olarak saf suda fiziksel
olarak ¢oziiniir. Ancak bu durumdaki ozon reaksiyona girmez ve sikica kapatilmis bir cam

sisede, ozonlanmis su birkag giin aktif kalir.

b) Ozon, biyolojik sivilarda (fizyolojik salin, plazma, lenf, idrar) isiya, basinca ve

konsantrasyona bagl olarak saniyeler iginde ¢oziinerek reaksiyon verir;
Os + biyolojik molekiiller —— > 02 +0

Ozon gaz1 biyolojik molekiilii oksitlerken ortama son derece reaktif oksijen atomu
yayar. Ozonun cilt ve mukozadan niifuz ettigi veya hiicrelere girdigi konusundaki yanlis
inanclarin aksine, belirtilen reaksiyonun ardindan ozonun artik var olmadigi goriilmektedir.
Ozon ilk olarak, ¢oklu doymamus yag asitleri (polyunsaturated fatty acids-PUFA), askorbik ve
iirik asitler gibi antioksidanlar, sistein gibi indirgeyici glutatyon (GSH) ve albumin gibi -SH
gruplu tiyol bilesikleri ile reaksiyona girer. Ozon dozuna bagli olarak karbonhidratlar,
enzimler, DNA ve RNA da etkilenebilir. Bu bilesiklerin tiimii elektron verici olarak hareket

eder ve oksidasyona ugrar.
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c) Ana reaksiyonda, bir mol hidorjen peroksit(reaktif oksijen iiriinii-ROS) ve iki mol lipid
oksidasyon iiriiniinden(LOP) olusmaktadir.(Sekil 7) Temel reaktif oksidasyon molekiili
hidrojen peroksittir(H202) ve radikal olmayan bir oksidandir ve ¢esitli biyolojik ve terapdtik
etkileri meydana getiren sorumlu iiriin olarak ortaya ¢ikabilir. Baglangigta ROS' un her zaman
zararli oldugu kavrami disiiniilmekteydi. Fizyolojik miktarlarda ROS’un, sinyal iletim
diizenleyicisi ve konak savunmasi i¢cin 6nemli mediatorlerlerden oldugu anlasildiktan sonra
bu diistince degismistir(34). Bunun yani sira, ROS'un 6mrii bir saniyeden az olsa da 6nemli
hiicre bilesenlerine zarar verebilir ve bu nedenle hasar olusturmadan biyolojik etki elde etmek
icin uygulanan ozon dozu dikkatli ayarlanmalidir. Uygun doz, kan antioksidan kapasitesine
gore belirlenebilir. Antioksidan kapasitesi arttrmak amaciyla, ozon tedavisi dncesinde ve

boyunca antioksidanlar agizdan kullanilabilir(34).

Plazmada ROS olusumu son derece hizlidir ve ozon dozuna bagli olarak antioksidan
kapasitesinin gegici ve kiigiik bir azalmasi (% 5-25) eslik eder. Bu durumun 15-20 dakika
icinde normale donebilmesi, oksitlenmis bilesiklerin etkili bir sekilde geri doniismesine

(deaskorbik asidin askorbik aside doniismesi gibi) baglidir(143).

H>0O,, plazmadan hiicrelere kolayca dagilir ve sitoplazmada aniden ortaya ¢ikmasi,
tetikleyici uyariyr temsil eder. Hiicre tiirline bagh olarak, farkli biyokimyasal yollarla
eritrositleri, 16kositleri ve trombositleri eszamanl olarak aktive edilebilir ve birgok biyolojik
etkiye neden olabilir.(Tablo 5) Hiicre sitoplazmasmna girdiginde hizli bir sekilde
antioksidanlar  tarafindan yok edilir. Sitoplazmadaki konsantrasyonu, plazmadaki
konsantrasyonun en fazla %10’u kadardir. Suya hizl bir sekilde indirgenme, GSH, katalaz ve
glutatyon peroksidazin yiiksek konsantrasyonu ile gergeklestirilir; bununla birlikte, birkag

biyokimyasal yolun aktive edilmesi i¢in H20> esik konsantrasyonunun {iizerinde

olmalidir(144).(Tablo 5)
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R-CH=CHR' + O;+ H,0 mmmmm) R-CH=0 + R-CH=0 + H,0,

PUFA LOP ROS

Sekil 7: Ozonun organik ortamlardaki temel reaksiyonu, PUFA-¢oklu doymamis yag asitleri (Polyunsaturated
fatty acids), LOP-lipit oksidatif iiriinleri (Lipid oxidation products), ROS-reaktif oksijen tiirleri(34)

d) LOP olusumu, plazmada bulunan PUFA'nin peroksidasyonunu takiben gelisir(sekil 7).
PUFA; heterojen olup lipoperoksitler, alkoksil radikaller, lipohidroperoksitler, izoprostanlar
ve alkenaller olarak smiflandirilabilir; bunlarin arasinda 4-hidroksi- 2,3 transnonenal ve
malondialdehit sayilabilir. Radikaller ve aldehitler esasen toksiktirler ve ¢ok diisik
konsantrasyonlarda olusmalidirlar. Bu radikaller ROS'dan ¢ok daha kararli yapidadir ancak
neyse ki, kana karistiklarinda, viicut sivilari, idrar ve safra yoluyla atilimda belirgin miktarda
seyreltilir ve GSH-transferaz ve aldehid dehidrojenazlar tarafindan metabolize edilirler. Bu
nedenle, sadece submikromolar konsantrasyonlari, akut oksidatif stres sinyali olusturacak
sekilde, 6zellikle kemik iligi, karaciger, merkezi sinir sistemi, endokrin bezlere ulagabilirler.
Bu sekilde organlarda diisiik derecede oksidatif strese neden olurlar(145). Ayrica LOP’lar
hem oksijenaz-1(HO-1) gibi oksidatif stres proteinlerini de indiikler. HO-1 hem molekiiliinii
pargalayarak antioksidan Ozellikteki bilirubin  ve karbonmonoksit(CO) olusumunu
saglar(146). Oksidatif stres sonrast HO-1'in indiiksiyonu birgok ¢alismada en Onemli
antioksidan koruma enzimden biri olarak tanimlanmistir. Tedaviler boyunca LOP, kemik iligi
mikro ortamlarinda akut oksidatif stres faktorleri olarak davranarak metalloproteinazlarin
salmimini aktive edecek ve bu sekilde ozellikle kok hiicrelerin ayrilmasini ve dolasima
katilmasimi saglayabilecektir.(Tablo 5) Bu hiicreler, yaralanma (travma veya iskemik
dejeneratif olay) gerceklesen yerlere go¢ edebilir. Bu yontem, kemik iligi toplamaya dogal,
diigiik maliyetli ve etkili bir yenilik getirdigi i¢cin 6neme sahiptir(34).

Submikromolar LOP seviyelerinin uyarici ve faydali olabilecegi, bunun yaninda yliksek
diizeylerin toksik oldugu vurgulanmaktadir. Bircok deneysel veriye(145) dayanan bu sonug,
optimum ozon konsantrasyonlarinin terap6tik bir sonug¢ elde etmek i¢in kritik oldugunu

44



gosterir. Cok diisiik konsantrasyonlarda pratik olarak yararsizdir. Doz ¢ok yiiksek olursa
negatif bir etki(bitkinlik, yorgunluk) ortaya ¢ikarabilir. Toksisite olmaksizin, biyolojik etkileri
tetikleyebilen akut, tamamen gecici oksidatif stres yaratmak igin, dozun esik seviyesinin biraz
iizerinde olmasi1 gerekir. Sonug olarak, hem kanda, hem de intradiskal ya da kas dokusunda
ozonlama prosesi akut bir oksidatif stres olusturmaktadir. Bununla birlikte, ozon dozu dikkatli
hesaplandig1 siirece, zararli degildir, hatta bircok yararli biyolojik tepki ortaya cikarma
yetenegine sahiptir. Yaslanma, kronik enfeksiyonlar, seker hastaligi, ateroskleroz,
osteonekroz, hepatik iskemi ve kansere karsi yararl etkileri oldugu gosterilmistir(34, 147-
149). Ozon tedavisi siiresince antioksidan enzimlerin ve HO-1 diizeyinin arttigi bulgulari
calismalar ile desteklenmektedir Bu sayede viral enfeksiyonlarin, iskemi ve hiicre

dejenerasyonunun iistesinden gelebilecegi one siiriilmektedir(149)

| Dokulara daha rahat
h oksijen birakma
T —
uyarilmasi

b 2 Biiyiime faktérlerinin
Trombosit ‘

, - salinmasi

| 0zon g Plazma |

\ h m ‘ NO salinmasinda artis

Oksidatif strese direngli
Kemik R S eritrosit yapimi ve kék

Sl h iligi hiicre aktivasyonunda
artig
w Antioksidan enzim
—

Sekil 8: Ozon tedavisinin metabolik etkileri(150)
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2.4.5. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Kararli atomlarda elektronlar ¢iftler halinde bulunur. Ancak atom, molekiil ve
iyonlarda, eslesmemis elektron varsa diger molekiiller ile ¢ok hizli bir sekilde elektron
aligverisi yaaprlar. Bu molekiillere ‘reaktif oksidan tiirleri(ROS)’ denir. Siklikla lipit yapilarla
olusmasma karsin organizmada bircok yolla ROS olusabilir.(tablo 5) H2O», ¢iftlenmemis
elektron tasimamasina ragmen, membranlardan rahatlikla gegip hiicrelerde bir¢ok fizyolojik
etkiler olusturabilir. H2O2, superoksit(O2’), hidroksil(OH") ile birlikte reaktif oksijen tiirleri
olarak adlandirilir. Bir bagka ROS grubu ‘singlet oksijen’ olarak adlandirilan ve orbitallerinde
eslesmis 2 adet elektron bulunduran molekiildiir.(Tablo 2) Singlet oksijen hiicre mebranindaki

doymamus yag asitleri ile hizli bir sekilde reaksiyona girer ve lipit peroksitleri olusturur(151).

Tablo 5: Reaktif oksijen tiirleri(152)
1. Radikaller

e Siiperoksit radikal (O2)
e Hidroksil radikal(OH")

o  Alkoksil radikal(LO")
e  Peroksil radikal(LO")

2. Radikal olmayanlar

e Hidrojen peroksit(H20,)
e Lipid hidroperoksit(LOOH")
e Hipoklorik asit(HOCI)

3. Singlet oksijen (*Oy)
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2.4.5.1. Reaktif Oksidan Tiirii Kaynaklar

Aerobik hayat i¢in gerekli olan oksijen molekiilii, solunum ve enerji metabolizmasi i¢in
zorunlu olmasmm yani swra bazi olumsuz durumlara da neden olmaktadir. Oksijenli
solunumda ve birgok anabolik ve katobolik reaksiyon mitokondrilerde gerceklesirken,
molekiil seviyesinde elektron kagislar1 meydana gelir. Bu sekilde ROS’lar olusur(153).(Tablo
6)

Tablo 6: Metabolik ROS kaynaklar1(153)

1. Normal Biyolojik islemler

e  Oksijenli solunum

e Anabolik ve katabolik islemler

2. Oksidatif Stres Yapic1 Durumlar

e Iskemi, hemoraji, travma, radyoaktivite, intoksifikasyon

e Ksenobiotik maddelerin etkisi(ilag, alkol vb)

e Stres ile artan ketakolamin oksidasyonu

e Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma(monosit, makrofaj vb)
e  Uzun siireli metabolik hastaliklar

e Diger nedenler(sicak soku, giines 1s1n1, sigara)

3. Yashhk

Hemoraji, iskemi, travma ve radyoaktivite mitokonrideki dengeleri bozmak suretiyle
daha fazla ROS olugmasma neden olur. Ayrica yaslanma ile birlikte organik reaksiyonlarda
aktif olan enzimlerin azalmasi ile ROS miktar1 artar.(Tablo 6) Diabet hastaliginda kandaki
glikoz seviyesi uzun siire yiiksek seyreder. Glikoz molekiilii proteinlerle reaksiyona girerek
ROS miktarini arttirarak hastalarda ‘oksidatif stres’ olusturur. Ayrica enfeksiyon ile viicudun
miicadele etmesi i¢in ihtiyag duyulan ROS’lar gerektiginden fazla salgilanirsa faydadan

ziyade zarara neden olabilir(152).
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Sekil 9: Oksidatif stres ve olusturdugu etkiler(154)

2.4.5.2. Antioksidan Savunma

Organizmay1 olusturan yapilarin (kKarbonhidrat, lipid, DNA v.b.) ROS’lar tarafindan
oksidasyon riski yasam boyu devam etmektedir. Bu durumu engelleyen ya da geciktiren

maddelere antioksidan ve bu siirece de antioksidan savunma ad1 verilir. Hiicre i¢i ve hiicre

dis1 antioksidan ajanlar vardir.(151).(Tablo 6)
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Tablo 7: Hiicre i¢i ve hiicre dis1 antioksidanlar(151)

1. 1in Vivo- Hiicre I¢i Antioksidanlar

e  Siiperoksit Dismutaz
e Katalaz

e Glutatyon Peroksidaz

e E ve C Vitamini
Transferrin

o Haptoglobin

e Seruloplasmin
e Albumin

e Bilirubin

e P —Karoten

o A-L Antitripsin

2.4.6. Ozonun Klinik Kullanim Yollan

Topikal ozon tedavisi, tip alaninda ilk ozon uygulama yontemidir. Dezenfekte etmek
icin yiiksek konsantrasyonda, epitelizasyon ve iyilesmeyi hizlandirmak icin diisiik
konsantrasyonda  kullanilmaktadir. Ozon solunum yolu hari¢ bircok yoldan

kullanilabilir(34).(Tablo 8)
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Tablo 8: Medikal ozon uygulama yontemleri(34)

Eksternal uygulama yontemleri

e Ozonlu antiseptik salinlerin kullanim1
e Ozonlu merhemler ve ozonlanmis bitkisel yaglarin uygulanmasi
o Algak basing altinda ozon ile havalandirilan plastik torbalar (Gaz torbalari)

e Balneoterapi

Parenteral uygulama yontemleri

e Ozonlanmis kanla major ve mindr otohemoterapi

o Ekstrakorporal plazma ve lenf tedavisi

e Biyolojik olarak aktif noktalardaki deri alt1 ozon enjeksiyonlari
e Paravertebral, intramiiskiiler enjeksiyonlar

e Ozonlanmis fizyolojik ¢zeltinin intravendz inflizyonlar1

e Bolgesel uygulamalar(nasal, tubal, aurikular, oral, nazal, vajinal, rektal)

2.4.6.1.Major otohemoterapi

Bu protokolde, hastadan 200-270 cc kan alinmasini takiben uygun doz kabin igine
verilir. 5-10 dakika beklendikten sonra, 15 dakika siire zarfinda ozonlanmis kan damar
yoluyla hastaya tekrar geri verilir. Ozon dozu olarak, 15-80 ug/ml tavsiye edilmektedir. 90
pg/ml tzerindeki dozlarda eritrositlerin %4-5 ‘i hemoliz olur. Antioksidan etkinin olustugu
esik deger 15-20 pg/ml oldugu rapor edilmistir. Haftada iki seans yapilmasi tavsiye
edilmektedir. Ancak uygun sartlarda iki giinde bir hatta gerekli durumlarda giinde ii¢ seans

bile yapilabilecegi bildirilmistir(34).
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2.4.6.2.. Minor Otohemoterapi

Hastdan 5 ml kan alindiktan sonra ayni hacimde ozon ile karistirilir. Daha sonra

beklenilmeden gluteal bolgeye intramuskuler enjeksiyon yapilir(149).

2.4.6.3.Topikal Ozon uygulamasi

Birinci Diinya Savasi’nda yaralar oksijen ve ozon gazi karisimi kullanilarak tedavi
edilmistir. Glincel yaklasimda bunun yani sira, ozonlanmis damitik su, ozonlanmig yag ve
kremler de kullanilmaktadir. Gilinlimiizde bolgesel ozon terapisi kutanoz ilserlerin/yaralarin,
yaniklarin ve yiizeyel enfeksiyonlarin, osteomiyelit, diyabetik ayak, yatak yaralari, herpes

enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmaktadir(34).

2.4.6.4.0zon gaz1 enjeksiyonu

Ozonun lipid oksidasyonu yapmasi 6zelligiyle, bolgesel yag eritme amaciyla direkt

doku igerisine enjekte edilir. Ayrica kas agrilarinda antienflamatuar etkilerinden dolay1 kas

icerisine enjekte edilebilir(34).

2.4.6.5. Rektal uygulama

Bu yontem damar yolu problemi olanlarda veya ¢ocuklarda daha sik tercih edilir. Rektal
olarak ozon-oksijen karigimi verilir. Yetiskin dozu 10-25 pg/ml olacak sekilde 150-300 ml,
¢ocuklarda 10-20 pg/ml 10-30 ml hacminde gaz enjeksiyonu tavsiye edilir. Enjeksiyon rektal
tiip araciligiyla yavas bir sekilde yapilmalidir(141).
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2.4.7. Ozon Tedavisinin Endikasyonlar

Cerrahide ozon kullanimi

e Genel/diffiiz/lokal peritonit peritonit

¢ Yumusak dokunun kontamine yaralar1

e Uzun kemiklerin osteomiyeliti

e Artroampiyez(eklem bosluguna cerahat birikmesi)
e Tropik/basi lilserleri

e Osteoartrit

e Perferik arter hastaligi

I¢ Hastahklarda ozon kullanin

e Ateroskleroz ve Iskemik Kalp Hastalig1

e Hipertansiyon

e Diabet

e Kronik bronsit ve bronsial astim

e Kronik piyelonefrit

e "B" Tipi Kronik Gastrit

e Ulser

e Mide/Duedonum Ulseri

e Kronik Noniilseratif Kolit

e Kronik Hepatit

e Jinekolojik hastaliklar(adneksit, endometrit, parametrit, pelvioperitonitis gibi)

e Dermatolojik hastaliklarda(egzama, akneiform eriipsiyonlar, piyoderma, herpes, sedef
hastalig1, mantar hastalig1)

e Norolojik hastaliklar(kronik form serebrovaskiiler yetmezlikler, spinal osteokondroz
norolojik belirtileri, enflamatuar beyin hastaliklari, migren, iskemik ve kompresyon
tipi mono- polindropatileri)(155).
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2.4.8. Ozon Tedavisinin Kontrendikasyonlari

e Kan pihtilasma bozuklugu olan tiim vakalar
e Trombositopeni

e Ozon Allerjisi/intoleransi

e Hemorajik veya Apoptik Inme

e ACE inhibitorleri ile tedavi olan hastalar

e Gebelik(ozellikle ilk donem)

e Glikoz-6-fosfat-dehidrojenaz eksikligi (favizm)
e Hipertiroidi

e Agir anemi

e Siddetli miyasteni

o Aktif kanama(142, 149).

Ayrica, diisiik konsantrasyonlarda ozonun pihtilagsmayr azalttigir bilinmektedir, bu
nedenle kan pihtilasmasini azaltan tiim ilaglar (antikoagiilanlar, aspirin, vb.) Ozon tedavisi
stiresince  kesilmelidir. Kadmlarda menstriiel donemlerinde ozon tedavisine ara
verilmelidir(155).

Calismamizin hipotezleri;

1- SVF, YKR bolgesine uygulandiginda yeni kemik hacmi ve matiirasyonu
olusturmada kok hiicre kadar etkili olacaktir.

e SVF igerisindeki anjiogenetik antiapoptik sitokinler ve biliylime faktorleri
sayesinde daha fazla kok hiicre aktivasyonu, kemik dokusu iiretilecegi
Ongorilmiistiir.

2- Ozon uygulamasinin yonlendirilmis kemik rejenerasyonu bolgesinde kontrol
grubuna gore daha fazla miktarda ve daha matiir kemik dokusu elde edilecektir.

e Ozon uygulamasi ile YKR bolgesinin oksijenlenmesi, biiyiime hormonlarmin
salinimi, antienflamatuar sistemin uyarilmasi ve kok hiicre aktivasyonunun
artis1 saglanarak daha fazla miktarda ve daha matiir bir kemik dokusu olugmas1
beklenmektedir.

3- SVF ile ozonun birlikte uygulanmasi sinerjik etkilesimi sayesinde, tek basina
kullanimlarina ve kok hiicre grubuna gore YKR bolgesinde daha fazla yeni kemik hacmi ve
matiir kemik olusturacaktir.

e Ozon uygulamasi, SVF igeriginde bulunan progenitdr hiicreler, sitokin ve
biiylime faktorleri lizerinde uyarici etki olusturarak potansiyelize edecektir.

Ayrica, ¢alismaya pozitif kontrol grubu olarak yag dokusu kaynakli kok hiicre dahil
edil
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calismada 2,5-3 kg agirligindaki 30 adet beyaz, eriskin, erkek Yeni Zelanda tavsani
(Saki Yenilli Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuvari, Ankara) kullanilmistir. Bu g¢alismanin
deney asamalari, deneklerin bakimi ve sakrifikasyonu Afyonkocatepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda yapilmistir. Calismada kullanilmak i¢in yag dokusu kaynakli
kok hiicreler Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalr'ndan elde edilmistir. Orneklerin sterolojik ve immiinohistokimyasal
degerlendirilmesi Samsun 19 Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan titanyum bariyerler (Elektron
Medikal, Ankara, Tirkiye) yiiksekligi 4 mm, i¢ ¢ap1 8 mm, kenar kalinligi 0,3 mm olan standart
sertlikte diiz yiizeyli kenarlar1 kivrik, yarim kiire seklinde ve iizerindeki 3 mm g¢apindaki delige
uygun teflok kapak yaptirildi.(Resim 2) Ozon iretmek igin kullanilan medikal ozon
cihazi(Turkozone® Blue S Medikal Ozon Jeneratdrii, Ozon saghk Hizmektleri I¢ ve Dis
Ticaret Sanayi Ltd.Sti, Istanbul)(Resim 1) disaridan temin edildi.

3.1.Etik Kurul

Calismaya baglamadan once, 30.12.2015 tarih ve 49533702/128 sayili Afyonkocatepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onay1 alinmis ve calisma sirasinda Afyonkocatepe
Universitesi Etik Kurulu yonergesinin 13. maddesinde belirtilen “Etik kurallara uygunluk esas1”

kararina uyulmustur.

3.2. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Tavsanlar, birbirlerinden ayr1 olacak sekilde standart deney kafesleri igerisine konuldu ve
tavsanlara takip siliresince hayvan odasinda (22-24 °C, % 55-70 nem, 1 atm basing, 12 saat

aydinlik/karanlik oda) standart laboratuvar diyeti uygulandi. Tavsanlarin laboratuvar ortamina
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uyum saglayabilmeleri i¢in, tavsanlar deneyden iki hafta 6nce kafeslerine yerlestirildi ve gézlem

altina alindi.

3.3.Cahisma Dizaym

Cahsmada kullanilacak denek sayisi, Izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Boliimii’nde istatistiksel gili¢ analizi sonrasi belirlenmistir. Benzer birkag makale
(65, 68) verileri referans olarak alinarak, istatistiksel gii¢ tahmin edilmistir. Gpower ver. 3.1.9.2.
programina gore en az %80 istatistiksel gii¢ i¢in her grupta 4 6rnek yeterli olmaktadir. Caligmada
denek kaybedilme riski goz Oniine alinarak her grup icin 6 adet 6rnek yapilmasina Karar

verilmistir.
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Operasyonlardan 1 ay 6nce bir tavsanin inguinal bolgesinden
yag dokusu alinmasi ve laboratuvarda kok hiicre elde edilmesi

l - Calisma dis1 bir tavsamin inguinal bolgesinden
QOPERASYON GUNU | puu yag dokusu alindi ve SVF elde edildi
**SISTEMIK KAN | SVF LOKAL _KOK HUCRE _KONTROL
OZON OZON+KAN
Bariyerin altina Bariyerin altina Bariyerin altina Bariyerin altina yalnizca
Bariyerin altina ksenogreft Yyerlestirilen ksenogrefte Yyerlestirilen ksenogrefte Bariyerin altina yerlestirilen ksenogrefte k t yerlestirildi.
kulak arterinden alinan Elde edilen SVF eklendi. yerle;tin:‘l}en ksenogrefte daha once hazirlanan senogrefi yerlestirildi

yerlestirildi. Rektal yolla

kok hiicreler ilave edildi.

50 ug/ml 20 cc ozon otolog kan ilave edildi. ozonlanmusotolog kan
uygulandu. ilave edildi.
*Kok hiicre grubu calismanuzin pozitif kontrol
**SISTEMIK - grubudur.
OZON+KAN RANtTOVE .
T MY Nel VSl B *Kontrol grubu, SVF, lokal ozon ve sistemik ozon
OZON+KAN uyvgulamalari icin karsilastirma parametresidir.
m— % *SISTEMIK OZON+SVE

**Sistemik ozon tiim ¢calisma gruplarinda giinagir: 15

seans rektal yolla uygulands.

Tiim deneklerin 4 hafta sonunda sakrifiye edilerek, kemik kubbelerin stereolojik ve
immunohistokimyasal degerlendirme yapilmasi i¢in laboratuvara gonderilmesi

Sekil 10: Calisma akis semas1 ve gruplarin tanimi
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Tablo 9: Calisma ve kontrol grubu tablosu

Grup Adi Ornek Sayisi

Kontrol

Sistemik ozon

Kok hiicre

Lokal ozon+Kan

Kan

SVF

SVF-Lokal ozon+Kan
SVF-Kan

Sistemik ozon-Kan
SVF-Sistemik ozon

D OO O O O O O O O O

3.3.1. Cilt Alt1 Yag Dokusunun Elde Edilmesi

Titanyum bariyerlerin yerlestirilecegi operasyon giinii, bir adet tavsan 50 mg/kg
ketamin + 10 mg/kg Xylazin karisimla uyutuldu. Denekler ameliyat masasma sirt {stii
yatirilarak her iki kasik bolgesi tiras edildi. Bolge daha sonra betadin soliisyonla temizlenerek
sag kasiktan sol kasik bolgesine kadar U seklinde yapilan insizyonla cilt kat1 gecildi. Tavsanin

kasik bolgesinde bulunan cilt alt1 yag dokusunun tamamui cerrahi olarak alindu.

3.3.2. Yag Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Titanyum bariyerlerin yerlestirilmesinden yaklasik bir ay once, bir adet tavsanin
inguinal bolgesinden alinan yag dokusundan ayristirilan hiicreler 25 cm?’ lik hiicre kiiltiir kab1
i¢ine alind1. Sonrasinda bu hiicrelerin 37 °C de ve %5 CO: kosulunda ¢ogalmasi ve konfluent
olmasini saglamak i¢cin % 15 fetal buzagi serumu (S0113, Biochrom, Berlin, Germany), 50
pgr./ml. Gentamisin (A2712, Biochrom, Berlin, Germany), 100 Ul/ml. penisilin ve 100
Ul/ml. Streptomisin (A2213, Biochrom, Berlin, Germany), 100 Ul/ml. Amfoterisin (A2612,
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Biochrom, Berlin, Germany) ve 200 mM L-glutamin (K0282, Biochrom, Berlin, Germany)
iceren 0-MEM (F0915, Biochrom, Berlin, Germany) kiiltiir ortamima birakildi. Ug giin sonra
kok hiicreler ve yiizeye tutunmayan hiicreler besi ortaminin degistirilmesi sonucu ortamdan

uzaklastirildi. Daha sonra hiicre kiiltiir kabina yapisan hiicrelerin vasati konfluent olana kadar
iki giinde bir defa degistirildi(156).

Yaklasik 16-18 giin sonra, inverted mikroskop (IX71, Olympus, Japan) altinda
hiicrelerin tiremeleri kontrol edildi; kiiltiir kabinin tabami %70-80 oraninda hiicre ile
dolduruldugunda (%70-80 konfluente ulasildiginda) alt-kiiltiir (pasaj) islemine geg¢ildi.
Birincil kiltiir sifirnc1 pasaj (PO) kabul edilerek, birincil kiiltiirii takip eden her alt-kiiltiir
islemi sonrasi pasaj sayilar1 P1, P2, P3 seklinde belirtildi(157). Calismamizda P3’teki hiicreler
Thoma laminda sayilarak her bir uygulama icin 1x10° hiicre olacak sekilde besiyeri igerisinde

ppd enjektorlerinde hazirlandi.

3.3.3. Yag Doku Kaynakh Stromal Vaskuler Fraksiyonun Elde Edilmesi

Islem giinii ¢alisma dis1 bir tavsanm inguinal bdlgesinden alman yag dokusu
laboratuvarda makas ile petri kabma kiyildi. Uzerine 20 ml amfoterisin B, penisilin ve
streptomisin i¢eren Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) (Sigma, USA) konuldu ve 2
dakika boyunca yag dokusunun sivida askida kalmasina izin verildi. Yag dokusu sivinin st
fazinda askida kaliyor olmasindan dolay1 alttaki tiim sivi uzaklastirildi. Bu islem 5 kere
tekrarlanarak kan ve diger yapilar1 yag dokusundan uzaklastirildi. Yag dokusu 75 mm?’lik
hiicre kiiltiir kabma aktarildi. Uzerine HBSS igerisinde hazirlanmis % 0,2 kollajenaz
soliisyonu(Sigma, USA) eklendi. 37 °C ’de 150 dakika karistirilarak bekletildi. Fetal bovin
serum ile kollajenaz inaktive edildi. 5000 rpm hizinda 10 dakika santrifiij yapilip, iistte kalan
siv1 atildiktan sonra alttaki hiicre pelleti ile calismaya devam edildi. Hiicre pelleti i¢erisindeki
eritrositleri uzaklastrmak i¢in 20 ml hiicre liziz tamponu(Merck, USA) eklenip oda
sicakliginda 10 dakika beklemeye birakildi. Hiicre siispansiyonu dnce 40 mm c¢apa sahip
delikli yapidan siizdiiriildii. Daha sonra 50 ml'lik tiipte toplanan hiicreler 100 mm ¢apa sahip
delikli yapidan siizdiiriildii. Boylelikle hiicre disindaki biiyiik yapilar uzaklagtirildi. 5000 rpm

hizinda 5 dakika santrifiij yapilarak hiicrelerin ayrilmasi saglandi. Santrifiij sonras1 en iistte
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beyaz bulutumsu bir tabaka dikkatlice ¢ekilip yeni bir tiipe aktarildi. Bu hiicre
siispansiyonunun istte kalan sivi kismi atildiktan sonra tiipiin tabaninda bulunan pellet,

mikropipet araciligi ile taze bir sekilde titanyum bariyerlerin altina yerlestirildi(158).

3.3.4. Ozon Uygulamasi

Islem giinii baslanmak iizere rektal olarak 50 pgr/ml, medikal ozon jenaratdrii
(Turkozone® Blue S Medikal Ozon Jeneratdrii, Ozon saglik Hizmektleri I¢ ve Dis Ticaret
Sanayi Ltd.Sti, Istanbul)(Resim 6) ile lateks icermeyen slikonize enjektdrlere(Resim 6) her
hayvan i¢in 20 cc gaz karisimi (%3 Oz + %97 O2) ¢ekildi. Gaz konsantrasyonu 254 nm'de
ayarlanmis dahili bir ultraviyole spektrofotometre kullanilarak Ol¢tilmiistiir.  Kaniil
aracilifiyla rektal olarak 0zon uygulamasi her bir tavsan i¢in giinasiri, 2 dakika icerisinde ve
kademeli bir sekilde gergeklestirildi.(Resim 8) Rektal ozon uygulamasi titanyum bariyerlerin
yerlestirilmesinden sonraki 4 hafta boyunca giin asiri, 15 seans uygulanmistir. Ozon dozu ve

uygulama yolu 6nceki ¢aligmalara gore belirlenmistir(159-162).
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Resim 1: Ozon enjektorii ve medikal ozon jenaratorii
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3.3.5. Cerrahi Teknik

Titanyum bariyerler paketlenip 2,2 atm basingta 134 °C’de 15 dakika otoklavda (ERS-5512
S, Eryigit Tibbi Cihazlar A.g. Ankara) steril edildi. Tiim cerrahi iglemler steril cerrahi kosullar
altinda asepsi, antisepsi ve sterilizasyon kurallarina dikkat edilerek gerceklestirildi. Genel
anesteziyi saglamak i¢in deney hayvanlarimin hepsine Xylazine (Rompun, Bayer, Almanya) 10
mg/kg ve Ketamin hidrokloriir (Ketasol % 10, Richter Pharma AG, Avusturya) 50 mg/kg
enjeksiyonu intramiiskiiler yolla yapildi. Anestezi sonrasi, tavsanlarin kafataslar1 iizerinde
insizyonun yapilacagi bolge tirag edildi. Operasyon sirasinda ve sonrasinda 3 giin boyunca 24
saatte 1 kez olacak sekilde Baytril-K 50 cc .M. (Rocephin, Roche, Basel, Isvicre) ve enjeksiyonu
yapildi. Operasyon sahasi povidon iyot (Batticon standart soliisyon, Adeka, Tiirkiye) ile
temizlendikten sonra steril ortiiler ile operasyon sahasi acikta kalacak sekilde ortiildii. Tavsanin
kafatas1 lizerinde, orta hat boyunca yaklasik olarak 4 cm uzunlugunda longitudinal deri
insizyonunu takiben periost kesilerek, tam kalmlikli kutanéz flep kaldirilip tavsanin kafatasi
kemigi a¢iga cikartildi.(Resim 2) Bariyerin ortasinda kalacak kemikte kanlanmayi saglamak
amaciyla, kortikal kemik iizerinde, serum fizyolojik sogutmasi altinda ¢ap1 yaklasik 1,5 mm olan
celik rond frezle ¢ift tarafli olarak 9’ar tane delik agildi.(Resim 4) Bariyerler orta siiturun her iki
yaninda birer tane olacak sekilde, her tavsan i¢in iki adet yerlestirildi. Bariyerler kafatasina, doku
yapistiricist olan NBSA (Histoacryle, B. Braun, Melsungen, Almanya)(Resim 3) kullanilarak
sabitlendi.(Resim 5) Bu islem ile ayni zamanda, titanyum bariyerlerin igerisine yumusak doku
invazyonunun da engellenmesi saglandi. Kontrol grubunda, kemikte sadece dekortikasyon islemi
yapilarak titanyum bariyerler ile sentetik kemik grefti (Suprabone, 1-2 mm, BMT CALSIS Saglik
Teknolojisi, Ankara, Tiirkiye) yerlestirildi. Deney grubundakilerde ise titanyum bariyerlerin
icerisine; tavsanin kulak arterinden alinan kendi kan1 (Resim 6) yani otojen kan ile kemik grefti,
sentetik kemik grefti ile lokal ozon uygulamasi, kemik grefti ile sistemik ozon uygulamasi,
sentetik kemik grefti ile stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) ve bu materyallerin kombinasyonlari
kullanildi. Yapilan ¢alisma uygulamalar1 ve hayvan sayilar1 Tablo 9’da gosterilmistir. Titanyum
bariyerler NBSA ile tavsanin kafatasina fikse edildikten sonra, deney gruplarindaki uygulamalar
bariyerlerin tizerindeki delikten yerlestirildi.(Resim 7) Delikler teflon kapak ile kapatilacak ve
sonrasinda teflon kapagin fazla olan kismi gelik separe ile kesilerek ¢ikartildi. Titanyum
bariyerlerin kapladigi hacimden dolay1 dikilmesi imkansiz olan periost dikilmeden birakildi. Cilt
ve cilt alt1 dokular 3/0 poliglaktin 910 (Vicryl, Ethicon, ABD) ile dikildi. Cerrahi islem sonrast ii¢
giin boyunca analjezi saglamak i¢in diclofenac sodyum 2,5 mg/kg subkiitan ve Enrofloxasin %5

cozelti intramuskuler yolla 24 saatte bir 3 giin boyunca verildi.
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Resim 2: Titanyum bariyer ve teflon kapak

Resim 3: N-butil-2 siyanoakrilat (Histoacryl®)

Resim 4: Cerrahi bdlgenin agilmasi, dekortikasyon yapilmasi
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Resim 5: Bariyerlerin kafatasina, doku yapistiricisi olan NBSA

ile sabitlenmesi

Resim 6: Kulak arterinden kan aspirasyonu
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Resim 7: Greft ile kok hiicre ve SVF nin karigtirilmasi ve titanyum bariyerin igerisine uygulanmasi

Resim 8: Kok hiicre ve SVF’nin uygulanmasi
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Resim 9: Kanin ozonlanmast ve ozonlanmig kanin greft ile karigtirilmasi iglemi

Resim 10: Rektal ozon uygulanmasi

Tavsanlar 30. giinde yliksek dozda (200 mg/kg) intrakardiyak yolla verilen Ketamin
Hidrokloriir (Ketalar-Eczacibas) ile sakrifiye edildi. Otenazi sonrasinda tavsanlarm kafa derileri
periost ile beraber kesildi ve sonrasinda deri ve deri alt1 dokular disseke edilerek bariyerler agiga

¢ikartildi. (Resim 11) Titanyum bariyerler kemik blogundan ayrildi. Sonrasinda kafatasi serum
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fizyolojik sogutmasi altinda frez ile kesilerek titanyum bariyer ile birlikte iki adet kemik blogu
elde edildi.(Resim 12) Ornekler % 10> luk tamponlanmis formaldehit dolu biyopsi kaplarinda
muhafaza edildi.

Resim 11: Titanyum bariyerlerin agiga ¢ikartilmasi

Resim 12: Titanyum bariyerlerin ¢ikartilarak frez ile kemikten ayrilmasi
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3.3.6. Histolojik Degerlendirme

Gruplardan elde edilen kalvaryum ornekleri  %10'luk formolde (10 ml % 40'lik
formaldehit, 90ml distile su) 10 giin boyunca fikse edildikten sonra % 5’lik formik asit
soliisyonu igerisinde, li¢ glinliik periyotlarda degistirilerek, 21 giin boyunca dekalsifiye edildi.
Dekalsifikasyon sonrasinda distile su ile yikanan dokular doku takip islemine tabi
tutuldu.(Tablo 11) Oncelikle dehidrasyon amaciyla alkol serilerinden (%70-%80-%96-%100)
gecirildi. Sonrasinda ksilen serileri ile seffaflastirma yapilarak parafinde bekletildi.

Sonrasinda 58°C’deki parafin kullanilarak dokular bloklandi.(Tablo 11)

Tablo 10: Parafin takip protokoli

Islem Kullanilan Madde Siire
Tespit %10 formalin 7 glin
Dekalsifikasyon %5 formik asid 21 giin
%70 Alkol 1 saat
% 80 Alkol 1 gece
% 96 Alkol 1 saat
Dehidratasyon % 96 Alkol 1 saat
% 100 Alkol 1 saat
% 100 Alkol 1 saat
Ksilen 15 saat
Seffaflastirma Ksilen V5 saat
Ksilen-parafin 1 saat
Infiltrasyon Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin

Bloklardan sistematik rastgele drnekleme kuralina uygun olarak 1/30 6rnekleme ile
stereolojik analizler i¢in tek kullanimlik c¢elik bigaklar ve Leica RM 2125RT rotary
mikrotomu (Leica, Nussloch, Germany) kullanilarak 7 pm kalinhiginda koronal kesitler
alindi.(Resim 13) Elde edilen kesitler, deparafinizasyon i¢in bir gece boyunca 60°C etiivde

bekletildi.(Resim 13) Ardindan ksilen serileri ile deparafinizasyon islemine devam edildi.
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Sonrasinda kesitler alkol serilerinden (%100-%96-%80-%70) gegirilerek dehidrasyon
islemine tabi tutuldu. Deparafinizasyon sonrasi kesitler ve ksilende deparafinize edildikten
sonra dehidratasyon islemi hematoksilen-eozin (Harris’in Hematoksileni) yontemi ile

boyanarak kanada balsamu ile kapatildi. (Tablo 12)

Tablo 11: Boyama protokolii

Islem Kullanilan Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiiv 1 gece
Ksilen 5 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 5 Dakika
Ksilen 5 Dakika
Rehidratasyon %100 Alkol 5 Dakika
%96 Alkol 5 Dakika
%80 Alkol 5 Dakika
%70 Alkol 5 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Boyama Hematoksilen 10 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Diferansiyasyon Asit-alkol 1 Saniye
Yikama Akarsu 5 Dakika
Boyama Eozin 2 Dakika
Akarsu 5 Dakika
%80 Alkol 1 Saniye
Yikama %96 Alkol 1 Saniye
%96 Alkol 1 Saniye
Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan
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Resim 13: a: doku takip cihazi, b: mikrotom, c: etiiv, d: hematoksilen & eozin boyama seti, e: kamera atagmanh

mikroskop ve goriintiileme sistemi.

3.3.6.1.Stereolojik Degerlendirme

Stereolojik analizler i¢in sistemik rastgele 6rnekleme kuralina gore 1/30 drnekleme ile
alinan 7 um kalinligindaki transvers kesitler kullanildi(163, 164) Bu 6rnekleme, stereolojinin
etkinlik prensibine uygun olarak yapilan bir pilot ¢aligma ile ‘’hata katsayis1 (HK)™’
hesaplanarak belirlendi. Tim kesitlerden x10 luk biiylitmede kamera atagmanli 151k
mikroskobunda (Olympus, Center Valley, Carl Zeiss, Germany) goriintiiler alindi.(Resim 13)
Elde edilen resimler {izerindeki bag doku hacmi, yeni kemik hacmi, kapiller hacmi ve 87 x 87
um? lik “’noktali alan 6lciim cetveli’> kullanilarak Cavalieri prensibine (165)gére hesaplandi.
[lgili yapilarm hacmi (V); diisen toplam nokta sayis1 (Zp), bir noktanin temsil ettigi alanin
[p(a)] ve kesit kalmligmn (t) ¢arpimui ile asagidaki formiil ile hesaplanmistir(166) (Sekil 11):

V =3p x [p(a)] x t

Ayrica her gruba ait ‘degisim katsayis1 (DK)’ degerleri hesaplanarak uygun sayida
hayvan analiz i¢in kullanilmistir. Uygun DK, her grup i¢in < % 20 olarak hesaplanirken,
uygun HK, her hayvan i¢in < 0.05 olarak kabul edilmistir(166)
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Sekil 11: Hematoksilen& Eozin ile boyanan kesitlerden elde edilen goriintiiler lizerinde noktali alan cetveli
kullanilarak(A”) Cavalieri yontemi(165) ile hacim hesabi yapildi. P(a): bir noktanin temsil ettigi alan.

3.3.6.2.immiinohistokimyasal Boyama

Histolojik takip sonrasi elde edilen 5 pum kalinlhigindaki kesitler 1 saat etiivde
tutulduktan sonra 10’ar dakika boyunca 3 farkli ksilen soliisyonunda tutuldu. Sonrasinda alkol
serilerinde dehidrate edildikten sonra akarsuda 5 dakika bekletildi. Dokudaki intrinsik
peroksidin uzaklastirilmasi igin numune % 0,3 H202 ¢ozeltisi ile reaksiyona sokuldu. Kesitler
deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinin ardindan 0.01 M sodyum sitrat soliisyonu (pH
6.0) icinde, 500 Watt mikro dalga firinda 5 dakikalik iki dongiide tutuldu. Sonrasinda sitrat
soliisyonunda sogumaya birakilan dokular sirasiyla 0.2 M fosfat tamponu ve distile su ile
yikandi. Daha sonra kesitler 1 gece boyunca +4 °C’de primer antikorlarla (anti-RANKL: 1:
200, anti- BMP 7 ve anti BMP 2: 1:100) reaksiyona sokularak bekletildi. Sonrasinda
biyotinlenmis sekonder antikor kullanilarak (Sigma Aldrich, A.B.D.) 2 saat inkiibasyonu
saglandi. 0.2 M Fosfat tamponunda yikandiktan sonra Avidin—biyotin kompleksi (Sigma
Aldrich, A.B.D.) ile numuneler, soliisyonu ile oda sicakliginda (22+2 °C) 30 dk boyunca
inkiibe edildi. Substrat kromojen soliisyonu (Diaminobenzidin, DAB) (Sigma Aldrich,
A.B.D.) kullanilarak 5 dakika siiresince uygun reaksiyon saglandi. Cesme suyu ile reaksiyon
durduruldu. Zemin boyanmasi icin Mayer’s Hematoksilen (Merck, Almanya) kullanildi.

Pozitif boyanan hiicreler kahverengi olarak 151k mikroskobik diizeyde gézlemlendi (Resim x).
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Kesitlerde gozlemlenen immiinohistokimyasal RANK, BMP-2 ve BMP-7 reaktivitesi
histolojik skorlama yapilarak degerlendirildi. %25’den az olan zayif boyanmis pozitif hiicreler
(+) ile, %25 ile %50 arasindaki orta derecede boyanmis pozitif hiicreler (++) ile, %50’den

fazla olan yogun boyanmis pozitif hiicreler ise (+++) ile gosterildi.

Resim 14: 5 pm kalinhigindaki 6rnek kesitte RANKL pozitif hiicreler beyaz ok ile gosterilmistir. (Orijinal
biiyiitme: x400)

RANKL, reseptorii olan RANK’a baglanarak onciil ve olgun osteoklastlar1 uyarir.
RANKL, osteoklast olusumunun yani sira apoptozun inhibisyonunu saglamaktir(167).
RANKL kemik kaybi ve rezorpsiyonunu arttirir(168). RANKL-RANK sinyali osteoklast
diizenlenmesinde 6nemlidir(169). Kemik morfogenik proteinler (BMPs) TGF- B siiper
ailesinin bir iyesidir. Kemik olusumunda prototip olarak yer alirlar, ancak hiicre
proliferasyonunu, farklilagmasini, morfogenezisini ve apoptozlarmi diizenleyebilen ¢ok
fonksiyonlu sitokinler oldugu da gosterilmistir(170). BMPs arasinda BMP-2, 4, 5, 6, 7 ve 9
yiiksek osteojenik aktivite sergiler(171-173). BMP-7, alkalen fosfataz gibi osteoblastik
farklilasma Dbelirteglerinin  ekspresyonunu indiikler ve Kkalsiyum mineralizasyonunu
hizlandirir(174, 175)
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3.3.7. [Istatistiksel Degerlendirme

Gruplara ait veriler SPSS 20.0 for Mac (IBM Corporation) istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi. Gruplarin karsilastirilmasinda One Way ANOVA (Tukey Post-
Hoc Test) testi kullanildi ve 0.05 anlamlilik derecesi (p) baz alindi. Normal dagilim
gostermeyen gruplarda, Kruskal-Wallis yapild1.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Genel anestezi sonrasi anesteziye bagli olarak tavsan kaybi yasanmadi. Operasyon
sonrasi tavsanlarin haftada 1 defa olmak tizere diizenli olarak yapilan agirlik olgtimlerinde,
deneklerden bazilarmm ilk hafta sonunda 100-150 g kadar kilo kaybettikleri, sonraki
haftalarda ise kilo almaya devam ettikleri ve operasyon sonrasi ortalama 3-3,5 kg olduklar1
goriildii. Deneysel calisma siiresince tavsanlarin uygulanan cerrahi islemi iyi tolere ettigi,
beslenmeleri agisindan herhangi bir olumsuzluk gelismedigi, operasyona bagli herhangi bir
enfeksiyon olusmadigi ve deneklerin genel saglik durumlarinin iyi oldugu goézlemlendi.
Sakrifikasyon sonrasinda yapilan klinik degerlendirmede cerrahi operasyon sirasinda
dikilmeden birakilan periostun titanyum bariyerleri tamamen kapladigi goriildi.Titanyum

bariyerlerin durumlarinin ise gayet iyi olduklar1 gézlemlendi. (Resim 11)

4.2. Stereolojik Bulgular

Resim 15: Kan, SVF-Kan ve Sistemik ozon-Kan gruplarma ait dokulardan elde edilen hematoksilen & eozin
boyal1 kesitlerde yeni olusan kemik alanlari siyah ok basi ile gosterilmistir. Bar: 100 pm.
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Resim 16: SVF, SVF-sistemik ozon ve SVF-lokal ozon+kan gruplarina ait dokulardan elde edilen hematoksilen
& eozin boyali kesitlerde yeni olusan kemik alanlari siyah ok basi ile gosterilmistir. Bar: 100 um.

Resim 17: Kok hiicre, kontrol, sistemik ozon ve lokal ozon gruplarina ait dokulardan elde edilen hematoksilen &
eozin boyal1 kesitlerde yeni olusan kemik alanlari siyah ok basi ile gosterilmistir. Ayrica lokal ozon grubunda
goriilen bag doku infiltrasyonu diger gruplara kiyasla daha fazla géze ¢arpmaktadir. Bar: 100 pm.

73



Resim 18: Kan, SVF-Kan ve Sistemik ozon-kan gruplarma ait dokulardan elde edilen hematoksilen & eozin ile
boyali kesitlerde yeni olusan kemik alanlar1 (*) ile gosterilirken damarlar beyaz ok ile gosterilmistir. Yeni kemik
alan1 etrafinda bulunan osteoblastik aktivite de dikkat cekmektedir. Barlar: 50 pm ve 200um.

1 SVF-Lokal ozon+Kan

Resim 19: SVF, SVF-Sistemik ozon ve SVF-Lokal ozon gruplarma ait dokulardan elde edilen hematoksilen &
eozin ile boyal1 kesitlerde yeni olugan kemik alanlar1 (*) ile gosterilirken damarlar beyaz ok ile gosterilmistir.
Osteoblastlar, x40lik biiylitmede ¢ekilen goriintiilerde yeni kemik g¢evresinde goriilmektedir. Barlar: 50 pm ve
200um.
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Kok Hiucre . = Lokal ozon+Kan

Kontrol

Resim 20: Kok hiicre, kontrol, sistemik ozon ve lokal ozon gruplarina ait dokulardan elde edilen hematoksilen
& eozin ile boyali kesitlerde yeni kemik alani etrafinda bulunan osteoblastik aktivite beyaz ok basi ile
gosterilmistir. Barlar: 50 pum ve 200pum.
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3 Y ar
SVF-Lokal Ozon+Kan
S Y AT *p :.:"1}:{',"'."‘

Resim 21: Siyah ok; yeni kemik, Yildiz; damar, Dikdortgen alan; infiltrasyon alani, Kesik ¢izgili alan; sinir

Tablo 12: Stereolojik degerlendirme sonuglari; Yeni kemik, Bag dokusu ve Kapiller hacim degerleri

Gruplar

SVF-LOKAL
OZON+KAN
SVF-SISTEMIK OZON
SISTEMIK OZON-KAN
SISTEMIK OZON
SVF
KAN
KOK HUCRE
KONTROL
LOKAL OZON+KAN
SVF-KAN

YeniKemik+SD

(mm’)

7.56+0.35
7.78+0.70
9.44+1.01
6.91£0.33
7.35+0.34
12.66+1.43
12.59+1.27
11.94+1.32
12.65+0.67
9.17+0.45

Bag Doku+SD

(mm’)
11.20+1.27
7.50+1.04
9.18+1.28
8.14+0.60
7.73+£0.39
10.80+2.38
11.31£1.83
7.92+0.47
17.67+£2.07
10.25+0.12

Kapiller+SD

(mm’)
2.60+0.55
2.10+0.11
2.22+0.46
1.74+0.34
1.64+0.52
3.00+0.41
1.854+0.31
2.61+0.35
2.57+0.22
2.50+0.15
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12

SVIF-Kan

Lokal ozon+kan

Kontrol

Kok hiicre

SVF

Sistemik ozon

Sistemik ozon-Kan

SVF- Sistemik ozon

SVF-Lokal ozont+kan

16.00-

14.007

12.007

10.00+

8.007

6.009

Sekil 12: Stereoloji analizi sonuglarina gore, yeni kemik hacmi
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25.007

20.00-

15.00

10.00+

5.007

SVF-Kan

L.okal ozont+kan

Kontrol

Kok hiicre

Kan

SVF

Sistemik ozon

Sistemik ozon-Kan

SVFE-Sistemik ozon

SVFEF-Lokal ozon+kan

Sekil 13: Stereoloji sonuglarma gore, bag dokusu hacmi
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4.00
3.50+
3.00+
2.50
2.00+
1.50-
1.00-

SVF-Kan

Lokal ozon+kan

Kontrol

Kok hiicre

Kan

SV

Sistemik ozon

Sistemik ozon-Kan

SVFEF-Sistemik ozon

SVFEF-Lokal ozont+kan
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Tablo 13: Gruplara ait immiinohistokimyasal boyama skorlari

Sistemik

Sistemik

Ozon Ozon+

Kan

Svf+
Sistemik
Ozon

Kontro
|

BM  +++  ++ +++ + +++ + ++ + ++
P-2 +
BM  ++ ++ + ++ +++ + +++ +++ ++
p-7

RAN  +++  ++ +++ + +++ + ++ + ++
KL +

*+: <025, ++:%25-%50, +++:>%50

Anti- BMP-2 (+)

7

gl

7

Resim 22: Gruplara ait anti-BMP-2 pozitif boyanan hiicreler siyah ok ile gosterilmistir. Bar: 10 um, Orijinal

biiylitme: x400

5888838
e
— |
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Resim 23: Gruplara ait anti-BMP-7 pozitif boyanan hiicreler siyah ok ile gosterilmistir. Bar:
10 pm, Orijjinal biiyiitme: x400

“oaddy @M
Cssromonn |5 ¢

s¥88s858388

Resim 24: Gruplara ait anti-RANKL pozitif boyanan hiicreler siyah ok ile gosterilmistir. Bar:
10 um, Orijinal biiyiitme: x400.
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Resim 25: G: greft, M:maturasyon, YK: yeni kemik. Gruplara ait mature olan kemik
alanlar1.(hematoksilen eozin boyama, barlar: 200 pm ve 25 pm).
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4.4. Istatistiksel Bulgular

Tablo14: Kontrol ile caligma gruplarindaki yeni kemik hacminin, One Way ANOVA analizi

ile karsilagtirilmasi

Grup Adi

SVF-Lokal ozon+kan

Ortalama Fark

Standart sapma

p degeri

(* p<0.05)

SVF-Sistemik ozon 4.16 0.58 0.00*
Sistemik ozon-Kan 2.49 0.58 0.01*
Kontrol Sistemik ozon 5.03 0.62 0.00*
SVF 4.58 0.62 0.00*
Kan -0.72 0.62 0.97
Kok hiicre -0.65 0.62 0.99
Lokal ozon+kan -0.70 0.62 0.98
SVF-Kan 2.76 0.62 0.00*

Tablo 15: Kontrol ile ¢alisma gruplarindaki bag dokusu hacminin, One Way ANOVA analizi

ile karsilastirilmasi

Grup Adi

SVF-Lokal ozon+kan

Ortalama Fark

Standart sapma

p degeri

(* p<0.05)

SVF-Sistemik ozon 0.42 0.90 1.00
Sistemik ozon-Kan -1.25 0.90 0.92
Kontrol Sistemik ozon -0.21 0.94 1.00
SVF 0.19 0.94 1.00
Kan -2.87 0.94 0.11

Kok hiicre -3.38 0.94 0.03*

Lokal ozon+kan -9.74 0.94 0.00*

SVF-Kan -2.33 0.94 0.32
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Tablo 16: Kontrol ile ¢alisma gruplarindaki kapiller hacmin, One Way ANOV A analizi ile

karsilastirilmast

Grup Adi

SVF-Lokal ozon+kan

Ortalama Fark

Standart sapma

p degeri
(* p<0.05)

SVF-Sistemik ozon 0.46 0.25 0.70
Kontrol
Sistemik ozon-Kan 0.34 0.25 0.92
Sistemik ozon 0.83 0.26 0.09
SVF 0.93 0.26 0.03*
Kan -0.43 0.26 0.82
Kok hicre 0.71 0.26 0.21
Lokal ozon+kan -0.04 0.26 1.00
SVF-Kan 0.06 0.26 1.00
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5. TARTISMA

Hasta veya zarar gormiis doku ve organlarin tamiri ya da saglikli olanla degistirilmeleri
tibbin temel ugrasi alanlarindandir. Giliniimiizde Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi alaninda ayni
maksatla, kemik doku rejenerasyonu basta olmak iizere, bircok girisim uygulanmaktadir(176).

Kemik rejenerasyonu; kirik iyilesmesinde ve yeniden sekillenme siirecinde meydana
gelen organize bir kemik olusum siirecidir. Bununla birlikte, c¢esitli sebeplerle(travma,
enfeksiyon, tiimor rezeksiyonu Vb.) olusan kemik defektlerinin rekonstriikksiyonunda,
rejeneratif slirecte sorun yasanilan durumlarda(avaskiiler nekroz, atrofik nonunion vb.) ve
iskelet  anomalilerinde(osteoporoz ~ gibi)  biiyilk miktarda kemik rejenerasyonu
gerekmektedir(177).

Kemigin tamir mekanizmasit skar dokusu olugsmadan remodeling ve translasyon
strecleri ile gerceklesmektedir. Kiiciik kemik defektleri kendiliginden iyilesebilmesine
ragmen, travma, konjenital deformiteler, enfeksiyon ya da cerrahi operasyon sonrasi meydana
gelen genis defektler kendiliginden i1yilesemez. Bu yiizden, biiyiik kemik defetlerinin tedavi
edilebilmesi i¢in farkli yontem ve biyomateryallere ihtiya¢ duyulmaktadir. Cene ve yiiz
bolgesindeki defektlerin tedavi edilmesinde, alic1 bolgenin beslenmesinin  yanisira
yerlestirilen biyomateryalin osteojenik potansiyeli ve miktar1 biiylik 6neme sahiptir(176).
Rejeneratif yontemlerde en ¢ok kullanilan biyomateryaller kemik greftleridir.

Kemik greftleri arasinda hastanin kendisinden aliman otojen greftler osteojenik,
osteoindiiktif ve osteokonduktif 6zelliktedir. Bu yiizden otojen kemik greftleri altin standart
olarak kabul edilir(177). Otojen kemik greftleme sonrasi olusan biyolojik siire¢, uzun kemik
kiriklarmin iyilesmesine benzerdir. Osteojenik doku gelisimi, iylesmenin erken fazini takiben
hemen baslar ve sonugta yeniden sekillenme gerceklesir. Erken faz sirasinda hemostaz, pihti
olusumu ve inflamasyon olusur. Erken fazi takiben, uygun kimyasal sinyaller olusturularak
osteojenik doku iiretilir. Daha sonra yeniden sekillenecek yeni kemik dokusu olusturulur.
Otojen greft alict bolgeye yerlestirildiginde, canli osteojenik hiicreler tasir ve bu sekilde
osteoid olusumuna katkida bulunur. Bu osteojenik hiicrelerin, greftin periosteum, endosteum,
kemik iligi ve intrakortikal yapilarindan kaynaklandigi disiiniilmektedir(178). Kemik grefti
alict bolgede, baslangigta iltihabi doku ile kusatilir. Greftin kismi kemik nekrozunu
osteoklastlar gergeklestirir. Osteoklastik aktivitenin kapsami ve siiresi, kemik greftinin
niteligine (kortikal ve/veya kanselloz) ve greft yogunluguna baglidir. Bir miktar nekroz ve
rezorpsiyona ugrayan greft materyali, i¢erisinde neoanjiogenezisin olugmasi igin bir iskele
vazifesi goriir. Greft icerisine dogru ilerleyen damar penetrasyonu osteojenik hiicrelerin grefti
istila etmesine ve boylece yeni kemik olusumuna imkan saglar. Bu olaylar dizisine
osteokondiiksiyon denir. Greftlemenin proliferatif fazi1 swrasinda belirli molekiiller,
osteoprogenitdr hiicrelerin 6nemli miktarlarda mitozuna neden olur ve daha sonra bu hiicreler
osteoblastlara farklilagirlar. Bu fenomen, osteoindiiksiyon olarak adlandirilir ve bu
molekiillerden olan kemik morfogenik protein (BMP), kapsamli bir sekilde incelenmis ve
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yeni kemik olusumu f{izerinde, 6zellikle BMP-2, BMP-4 ve BMP-7 ‘nin 6nemli bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir.

Allojenik greftler bagka bir insandan elde edilirken ksenojenik greftler bagka bir tiirden
elde edilir. Bununla birlikte, allojenik ve ksenojenik kemik greftlerinin kullanimini avantajli
hale getiren bazi faktorler vardir. Bunlar istenilen miktarda greft elde edilebilmesi, ikincil
cerrahi sahaya ihtiya¢ duyulmamasidir. Otojen greftleme tekniginin 6nemli dezavantajlardan
birisi donor saha morbiditesidir(176). Younger and Chapman(179) tarafindan 239 hastada
otojen greft almmasi sonrasi donor saha morbiditesi degerlendirilmistir. Major
komplikasyonlarin genel oran1 % 8.6 oldugu rapor edilmistir. Baglica komplikasyonlar ve
goriilme oranlar1; enfeksiyon % 2.5, uzun siiren yara drenaji % 0.8, biiyilk hematomlar % 3.3,
reoperasyon % 3.8, alt1 aydan uzun siiren agr1 % 2.5, duyusal kayip % 1.2 olarak rapor
edilmistir. Kii¢iik komplikasyonlar olarak degerlendirilen yiizeyel enfeksiyon, gecici duyu
kayb1 ve hafif agr1 % 20.6 oraninda goriilmiistiir. Verici saha morbiditesinin diginda ihtiyag
duyulan miktarda elde edilebilmesindeki zorluklar da arastirmacilari yeni greft materyalleri ve
ilave yontemler gelistirmeye yonlendirmistir(180-182).

Implantolojide allojenik kemik greftlerinin kullanimi giderek artmaktadir. Allojenik
greftlerle ilgili en biiyiik endiselerden birisi, antijenite ve insan immiin yetmezlik viriisii
(HIV) bulasma olasiligidir. 30 yillik bir allogreft uygulamasi sonrasi belirgin bir antijenite
tespit edilmedigi literatiirde rapor edilmistir(183). Ayrica, allojenik bir kemik greftinin
islenmesinden sonra, vericilerin daha iyi taranmasi sayesinde 1/8.000.000 ihtimal ile HIV ile
enfekte olabilecegini(183) ve hastaligin etkin bulasma oranmnin yaklasik 1/1.600.000 gibi son
derece diisiik oldugu belirtilmistir(184).

Ksenogreftler 1960’larda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bugiine kadar en
fazla kullanilan ksenogreft kaynagi sigir kemigidir.  Ancak, sigir kaynakli greftlerin
otoimmiin rahatsizliga sebep oldugu rapor edildikten sonra popiilaritesi azalmistir. 1990’larda
daha ileri deproteinizasyon yontemlerinin gelistirilmesi ile antijenik 6zellikleri azaltilmis ve
boylece daha biyouyumlu hale getirilen ksenogreftler daha sik kullanilmaya
baslanmistir(185). Ksenogreft kullaniminin baslica nedenleri, verici alan morbiditesini
azaltmak ve istenilen miktarda greft elde edilebilmesidir. Literatiirde ksenogreftlerin, otojen
greftler kadar basarili olabilecegini gosteren birkag rapor mevcuttur(186, 187).

Diger greft materyali olan alloplastlar, kalsiyum tiirevi inorganik materyallerin (6zellikle
kalsiyum fosfatlar, kalsiyum siilfatlar ve biyoaktif cam) blok veya partikiil formlarindan
olusan dogal veya sentetik malzemelerdir. Alloplastlar siklikla otojen veya allojenik kemik ile
birlikte kullanilirlar. Daha yakin zamanlarda, ¢esitli biiylime faktorleri ve trombosit agisindan
zengin plazma da bu kombinasyona eklenmistir. Bu malzemeler, dogal kemik dokusunu taklit
eder ve otojen kemik hiicrelerine iskele vazifesi yapar. Giiniimiizde tek basina kemik greft
materyali olarak etkinlikleri kanitlanmamustir(44).

Uzun yillar boyunca, yonlendirilmis kemik rejenerasyonu teknigi (YKR) basarili bir
sekilde kemik hacminin arttrilmasi i¢in kullanilmistir(65-69). YKR i¢in temel ilke, kan
pihtisint korumaktir. Kemik defekti etrafinda kapali bir bosluk yaratmak igin bir bariyer
membranin yerlestirilmesi ile kemik olusturan hiicrelerin diger hiicreler ile rekabet olmadan
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cogalmasi saglanir. Genellikle bu tiir bariyer membranin besinlerin yenilenen dokulara
diftizyonunu desteklemek igin gegirgen olmasi gerektigi varsayilmistir(65). Hatta, baslangigta
okliizif bariyerlerin YKR bdlgesine besin maddelerinin ve biiyiime faktorlerinin niifuz
etmesini zorlastiracagi ve bu nedenle kemik olusumunu engelleyebilecegi diigiiniilmiistiir(188,
189). Ancak, Schmid et al.(190), titanyum bariyer ile diger permeabil membranlar
karsilastirildiginda, ayn1 miktarda kemik olusturulabilecegini gostermistir. Ayrica, Mardas et
al.(191) diferansiye olmamis mezenkimal hiicrelerin ¢evresindeki yumusak dokudan korunan
bariyere invazyonunun, YKR ile kemik olusumu igin gerekli olmadigmi rapor etmistir.
Hemisferik titanyum bariyerler, biyouyumluluk, vyeterli sertlik, uygun stabilite, bosluk
olusturabilme, yeterli kan tedariki ozelliklerine sahiptir. Tavsan kalvaryumlarinda sert
titanyum bariyer ile YKR, daha 6nceki bir¢ok ¢alismada basariyla kullanilmistir(65-68).

Titanyum engellerin altinda otojen kan kullanarak kemik olusturulmasi iizerine birkag
calisma yapilmistir(66, 192). Kortikal kemik perforasyonunun anjiyojenik ve osteojenik
hiicrelerin YKR alanina go¢ etmesine izin verdigini rapor edilmistir(65, 66, 68, 69).
Nishimura et al.(193) tavsanlarda yonlendirilmis kemik rejenerasyonunda kemik perforasyonu
biiyiikliigiiniin histolojik etkilerini degerlendirmistir. Calismada, kilcal damar indiiksiyonunun
osteogenezisi tesvik ettigi gosterilmistir. Ayrica, mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara
dontismesinin, filizlenen damarlarla iliskili oldugu rapor edilmistir. Biiyiik korteks
perforasyonlarmin  bosluk alanda vaskiilarize bag doku olusumunu indiikleyerek
kemiklesmeyi arttirdigr ileri stirtilmiistiir(193). Calismamizda kan ile kontrol gruplarinin
karsilastirilmasinda, istatistiksel fark olusturacak diizeyde olmasa da kan grubunda kontrol
grubuna gore daha fazla yeni kemik hacmi goriilmiistiir. BMP-2 sonuglar1 yeni kemik
hacminin stereolojik sonuglar1 ile Ortiismektedir. BMP- 7 sonuglarina gore kan grubu ile
kontrol grubu arasinda osteoklastik aktivite neredeyse ayni tespit edilmis ancak RANKL
sonuglar1 ile birlikte degerlendirildigindekan grubunda kontrol grubuna gére maturasyonun
biraz daha fazla oldugu diistiniilmiistiir. Mevcut sonuglar literatlirdeki diger ¢alismalar ile
uyumludur.

YKR bolgesine, fibroz bag dokusu gogiiniin Onlenmesi i¢in bariyer membranlar
yeterince tikayici olmalidir(65, 66). Rezorbe olmayan e-PTFE membranlar ve emilebilir
membranlar ¢cokme egilimi gosterdiginden bariyeri desteklemek i¢in farkli greft malzemeleri
kullanilmustir(65). Lundgren et al. (194) YKR yonteminde, e-PTFE membranlar ile titanyum
bariyerleri karsilastrmistir. 4 haftalik iyilesme periyodundan sonra e-PTFE zarlarinin
coktiigiinii ve rejenerasyonun titanyum bariyerlerin altindaki defektlerde daha fazla
gorildiigiinii rapor etmislerdir. Bununla birlikte, e-PTFE, titanyum, vb. gibi absorbe
edilemeyen membranlar ekspoze olabilir ve daha sonra iltihaplanmaya neden olabilirler(195).
Bu caligmamizda benzer sorunlarla karsilasmamak i¢in titanyum bariyer kullanildi ve bu
sekilde YKR boslugunun idamesi basariyla saglandi. Caliyjmamizda, hi¢bir denekte titanyum
bariyerler ekspoze olmamig ve enflamasyon bulgular1 goriilmemistir. Ayrica mevcut
calismamizda, titanyum bariyerlerin altinda yeterli miktarda yeni kemik olusturulmus ve
titanyum bariyerlerde herhangi bir ¢okme goriillmemistir.

Kemik doku miihendisligi tizerine c¢aligmalar, 1980’lerin ortalarindan itibaren
baglamistir. Kemik doku mithendisligi alanina olan ilgi ve bu alandaki ilerleme, arastirmalarin
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katlanarak artmasiyla yillar icinde muazzam bir biiyime kaydetmistir. Kemik doku
mithendisligi calismalari, mevcut tedavi yontemlerinin olumsuz yonlerini (verici bdlge
morbiditesi, smirli kullanilabilirlik, immiin cevap, patojen transfer riski gibi) ortadan
kaldirabilmek i¢in alternatif tedavi yontemleri gelistirmeye odaklanmistir(194). Doku
mithendisligi alaninda genel ilke tasiyici ve uyarict materyallerin kullanilmasidir. Hiicre
temelli kemik dokusu miihendisligi, osteojenik hiicreler ve osteoindiiktif sinyaller saglayarak
kemik olusumunu arttirmayir amaglayan umut verici bir stratejidir. Bu sekilde greftin tek
basmma kullanilmasmma gore, daha kisa siirede yeterli ve kaliteli kemik dokusu elde
edilebilir(12).

Oziinde, kemik dokusu miihendisligi, biyouyumlu iskeletlere ve osteokondiiksiyon ve
neovaskiilarizasyon i¢in {i¢ boyutlu doku benzeri yapilara, MSCs (dogal veya genisletilmis)
veya olgun hiicrelerin (osteoblast) ekilmesini igerir. Ayrica, osteoindiiksiyon saglayarak
kemik tlretmek ve devamliliimmi saglamak i¢in biiyiime faktorleri bu kombinasyona dahil
edilebilir. Ozellikle biiyiik kemik defektlerinin tedavisinde, boyle gelistirilmis birlesik
greftlere onemli 6lgiide gereksinim duyulmaktadir. Su an mevcut olan birlesik greftler, kemik
iligi veya biiylime faktorleri (BMPs) ekilen sentetik veya biyoemilebilir iskelelerdir. Bu
yaklagim, otolog kemik greftine alternatif olarak sunulmaktadir(177).

Doku miihendisliginin 6nemli bir alani, klinik olarak kullanilabilecek tasiyicilarin
iretilmesidir. Tasiyicilar, kemik rejenerasyonu i¢in kemik hiicrelerinin gbg¢ etmesini,
cogalmasini ve farklilagsmasini tesvik eden sentetik veya dogal biyomalzemelerden yapilmis
iskelelerdir. Polyester, bioseramikler ve hidrojel gibi birgok biyomalzeme, kemik dokusu
miihendisliginde iskelet olarak test edilmistir. Bu biyomalzemeler arasinda, polyesterlerden
yapilmis iskeleler daha i1yi mekanik oOzelliklere sahip olmakla birlikte, hidrofobik
Ozelliklerinden ve hidroliz irlinlerinin asiditesinden dolay1r iltihaplanmaya neden
olabilirler(79). Iskele gorevi gdrecek ideal bir tasiyic1 malzeme, besin maddelerinin difiizyonu
icin gozenekli yapida, biyouyumlu, osteokondiiktif ve yeterli mekanik dayanikliga sahip
olmalidir(195).

Bilinen tasiyict malzemeler arasinda, dogal polimerler(kitosan ve kollojen)(196),
sentetik polimerler(poliglikolik asid, polikaprolakton)(197), kalsiyum fosfat bazli seramik
tastyicilar(B-TCP ve HA)(3, 181) sayilabilir. Kalsiyum fosfat(CaP) i¢eren biyomalzemelerin
proteinler i¢in yiiksek bir afiniteye sahip olmasi, biyoaktif peptidler, kemik biiylime faktorleri
veya MSCs i¢in ideal tasiyicilar haline gelmelerini saglar(198-200). Kalsiyum fosfat
materyalleri giivenilirdir ayrica osteojenik ve osteokonduktif biyomateryaller ile beraber
kullanilabilir(71). Kalsiyum fosfat igerikli greftlerin osteokondiiktif oldugu kabul edilir. Ug
boyutlu geometriye sahip CaP biyomalzemeleri, dolagimda endojen BMPs (6zellikle BMP-2)
baglayabilir, konsantre edebilir ve osteoindiiktif hale gelebilir(75, 201). Caligmalarda,
BMSCs’in in vitro gozenekli kalsiyum fosfat iceren biyomalzemelerde kiiltiire edilebilecegi
ve kemik rejenerasyonu i¢in doku miihendisligi materyali olarak implante edilebilecegi rapor
edilmistir(198, 200). Ortopedik ve dental(Ti veya Ti alagimi) implantlar {izerine kaplama
olarak kullanilan kalsiyum fosfat biyomalzemeleri, materyale bioaktivite kazandirarak iskelet
fiksasyonunu hizlandirmistir(202-204). Kalsiyum fosfat bilesikleri yilizeylerinde kemik apatiti
benzeri yap1 veya karbonat HA olusturabilir. Kalsiyum fosfat biyomateryali biyoaktif ve
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osteokondiiktif 6zellikleri ile hiicresel fonksiyonu uyararak kemik rejenerasyonunu arttirir ve
boylece kemik ile benzersiz bir arayiiz olusmasmi saglar. Uygun geometrisi sayesinde
kalsiyum fosfat biyomalzemeleri, doku miihendisliginde sert dokularin rejenerasyonunu
arttiran BMP, biyoaktif peptidler veya MSCs i¢in tastyici olarak hizmet edebilir(198, 199).

CaP ticari olarak; farkli kaynaklardan (dogal veya sentetik), farkli kompozisyonlarda
(HA, beta-trikalsiyum fosfat ve bifazik CaP) veya farkli fiziksel formlarda (partikiiller,
bloklar, metal implantlar {izerine kaplamalar, polimerler ve kompozitler) elde edilebilir(75).

HA ve B-trikalsiyum fosfat (B-TCP) gibi kalsiyum fosfat(CaP) esasli malzemelerin,
kemik hiicresi baglanmasina ve biiylimesine yardimci olan yiizeyler sagladigi saptanmistir.
Miikemmel osteokondiiktif Ozellik gosterirler, 6zel tasarlanmis sekil ve ebatlarda imal
edilebilirler ve doku reddi veya enfeksiyon riski tagimazlar. Daha oOnceki g¢aligmalarda,
HA’nin ¢ok gec rezorbe oldugu bildirilmistir(79, 205), ancak beta-TCP' nin in vivo olarak
indirgendigi ve tamamen konak kemik dokusu ile yer degistirdigi bildirilmistir(79, 206).
Ayrica, kalsiyum fosfat bilesikleri titanyum(207-209), biyocam(210), emilebilir polimer ve
hidrojel(197, 211, 212) malzemeler iizerinde osteokonduktif yiizey olusturabilmektedir. Bu
osteokonduktif yiizeylerin olusmasi, kemik dokusu miihendisligi i¢in ACSs’lerin osteojenik
farklilagmasma imkan tanir. Kalsiyum fosfat igerikli malzemelerin, MSCs’in ostoblastik
farklilagsmasini destekleyerek yeni kemik olusumuna katk1 saglamaktadir(213).

B-TCP, yiiksek derecelerde (1125° C) sinterleme yontemi ile elde edilen, kalsiyum ve
fosfat iyonlarindan olusan CaP formudur. B-TCP biyokaktivite 6zelliginden dolay1 kemik
dokusu ile kalsiyum ve fosfat aligverisi yapar. Rezorpsiyon siiresi 12-18 ay arasidadir.
Rezorpsiyon stiresini  etkileyen faktorler; kimyasal yapisi, porozitesi ve partikiil
biiytikligidiir(75).

Wu et al.(79) tarafindan képek mandibulasinda defekt tamiri i¢in B-TCP iskelelere
kemik iligi kaynakli osteoblastlar ekilmistir. 12 hafta sonunda, bu biyosentetik greftler, otolog
kemik greftine benzer sonuglar vermistir. Bu nedenle ¢alisma sonuglarinda, kemik iligiyle
kombine edilen B -TCP, travmatik kemik defekti ve atrofik nonunion tedavisinde otogreftlere
alternatif oldugu tespit edilmis ve bu yontemin otolog kemik toplamanin dezavantajlarini
Onleyebilecegi rapor edilmistir.

Literatiirde yer alan in vivo ve klinik caligmalar(79, 181, 214) dikkate alinarak
calismamizda graniil formda f -trikalsiyum fosfat (B-TCP) icerikli greft kullanilmistir.

Kok hiicreler, elde edilmesinin kolaylagsmasi ile kemik doku miihendisliginde onemli
bir yere gelmistir. Multipotent 6zellikte olan MSCs, bu konuda ¢ok biiyliik potansiyele
sahiptir. Kok hiicre kaynag1 se¢ciminde, toplama kolayligi, elde edilen hiicrelerin sayisi, donor
saha morbiditesi ve implantasyondan sonra hiicrelerin giivenilir olmasi (Orn. immiino-
reaksiyon) dikkate almmalidir(195). Kok hiicrelerin kemik defekt iyilesmesine katkida
bulunabilecek, kendini yenileme ve bir¢ok hiicreye faklilasma potansiyeli vardir. Tim
bireylerin somatik dokularinda bulunan MSCs, kemik rejenerasyonunda kiiltiire edilebilen bir
otolog hiicre kaynagidir(195)
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Kemik iligi kaynakli kok hiicreler (BMSCs), bildirilen ilk MSCs’dir(215). BMSCs doku
mithendisligi alaninda basariyla kullanilmistir ve kemik rejenerasyonu icin yetigkin kok
hiicrelerin kullanilmasina olan ilgiyi arttirmistir(216-218). Multipotent MSCs, kemik iliginin
disinda, yag dokusu, gébek kordonu kani ve diger birgok dokudan elde edilebilir. Bununla
birlikte, ASCs’in kemik rejenerasyon uygulamalarinda kullanimi i¢in farkli goriisler vardir
¢linkii bazi in vivo ¢aligmalar, ASC’ lerin BMSC’lerden daha diisiik seviyede oldugunu rapor
etmistir(196, 219).

Niemeyer et al.(196) tarafindan in vivo defekt modelinde, kollojen tastyicilarda BMSCs
ile ASCs-PRP kombinasyonu karsilastilmistir. 2 haftada bir radyolojik degerlendirme ve 26
hafta sonunda histolojik degerlendirme yapilmistir. Sonug olarak, ASCs, osteojenik
potansiyeli bakimindan BMSCs'den daha diisiik gibi goriinmektedir ancak bu farkin kismen
PRP eklenerek telafi edilebilecegi rapor edilmistir(196).

Bir diger arastrmada ise, Stockmann et al.(220) kemik defektlerinin tedavisinde yag
dokusu, periost ve kemik iliginden izole edilen otolog MSCs’ in etkinligi degerlendirilmistir.
Ug farkli grup MSCs’ de benzer sonuglar elde edilmistir.

Son yillarda kemik dokusu miihendisligi alaninda bircok 6nemli teknik ilerleme
kaydedilmistir. Ozellikle molekiiler ve hiicresel diizeyde kemik iyilesmesi daha fazla
anlagilmistir. Lokal kemik rejenerasyonu i¢in, doku miihendisligi yontemi kullanilan ¢ok
sayidaki hayvan ¢alismasi(76, 79, 121, 123, 157, 195, 221) ve klinik ¢alisma(3, 127, 180, 181,
214) yirttilmiistiir.

Kokemueller et al.(221) tarafindan yapilan bir in vivo arastirmada, silindirik B-TCP
iskeleler tizerine, otojen kemik iligi yerlestirilmis ve latissumus dorsi kasina implante
edilmistir. Bu ¢alismada vaskiilarize biyo-yapay kemik greftlerinin in vivo olarak elde
edilebilecegi gosterilmistir. Ayrica, otojen greftin donoér morbiditesi ve yeterli miktarda elde
edilememesi gibi kisitlamalarin azaltilmas1 amaglanmistir(221).

Arastirmacilar, MSCs kaynagi olarak, kemik iligi ve periost yerine yag dokusunun
kullanimin1 tavsiye etmektedir. Bunun nedeni diisiik morbidite, ¢ok fazla miktarda elde
edilebilmesi olarak gosterilmistir(220). Yag dokusunda, hiicrelerin % 1-10’u kok hiicre olarak
kabul edilirken, kemik iliginde bu oran sadece % 0,0001-0.01°dir(9). Ek olarak, yag
SVF'sindeki ¢ekirdekli hiicrelerin sayisi, yag dokusunun grami basma 500.000 ila 2.000.000
hiicre arasinda degisebilir. 1 g yag dokusunda MSCs sayis1 araligi 5.000-200.000 kok hiicre
olabilir(222). Boylece, teorik olarak, 0,5-20 milyon ASCs, 100 g yag dokusundan
cikartilabilir. ASCs transplantasyonunun zamanlamasi ¢cok dnemlidir. Akut yaralanmada etkili
olmakla birlikte, nakilin 8 hafta geciktirilmesi etkilerini 6nemli 6lgiide distirtir (128).

ASCs’in in vitro ortamda osteojenik hiicrelere farklilasabildikleri ve osteojenik genleri
ifade edebildikleri gosterilmistir. Bu 6zellikleri ile ASCs, kemik dokusu miihendisligi ve
rejeneratif tip i¢in milkemmel hiicre kaynagi haline gelmistir(4, 223). Ayrica, in vivo olarak
sistemik veya lokal enjekte edilen ASCs, kemik defektlerinin iyilesme siirecini 6nemli 6l¢iide
hizlandirmistir(224).  Bununla birlikte, nakledilen ASCs yaralanma bolgesinde endojen kok
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hiicreler ve Oncii hiicreler i¢cin homing sinyalleri olarak islev gdren sitokinler ve kemokinler
iretmektedir(181).

Literatiirde kemik rejenerasyonu i¢in ASCs, sinirh sayida klinik calismada ve vaka
raporunda kullanilmigtir.

Kern et al. yaptiklar1 ¢alismada gobek kordonu, kemik iligi ve yag dokusundaki kok
hiicreleri karsilagtrmiglardir. Bu kok hiicrelerin tiimiiniin ayni fibroblastoid morfolojiyi
paylastigint ve benzer farklilasma kabiliyetlerine ve yiizey belirte¢lerine sahip oldugunu
gostermislerdir. Ancak, ASCs’ lerin osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilasmasini
daha tstiin bulmuslardir(215).

Mesimaki et al.(214) tarafindan, ilk kez otolog insan ASCs’i, maksillofasiyal bir
defektin onarimi igin bir trikalsiyum fosfat iskelesi ve BMP-2 ile birlikte basarili bir sekilde
kullanilmistir. Maksiller rekonstriiksiyonda, elde edilen ASCs kullanilarak abdominus rektus
kas1 icerisinde ektopik kemik formasyonu saglanmistir. 8 ay sonra titanyum kafes icerisinde
olusturulan ektopik kemik, mikrovaskiiler rekonstriiksiyon ile maksillofasiyal bolgeye
nakledilmistir. Daha sonra cerrahi bolgeye 4 adet dental implant basar1 ile yerlestirilerek
hastanin okluzyonu saglanmistir. 36 ay takip edilen hastada herhangi bir komplikasyon
yasanmamistir.

Thesleff et al.(181) tarafindan kalvaryum defekti olan dort hastada adipoz kok hiicre ve
B-TCP kombinasyonu kullanilarak kraniyoplasti yapilmistir. Radyografik degerlendirmede
kranioplasti bolgelerinin, postoperatif 1 yil igerisinde intakt kraniyal kemigin giiciine
yaklastig1 tespit edilmistir(181). Bu calismanin yazarlarina gére, ASCs’in farklilasmasi ve
homing kapasiteleri ile B-TCP'nin osteokondiiktivitesi sinerjik ¢alisarak iyi kemiklesmis bir
yap1 olusturmustur(181).

Bu alandaki 6nemli klinik ¢alismalardan birisi Sandor et. al(180) tarafindan yapilmuistir.
Bu ¢alismada, kraniomaksillofasiyal sert doku defekti olan 13 olgu adipoz kokenli kok
hiicreler implante edilerek rekonstriikte edilmistir. Defektlere adipoz kokenli kok hiicreler
(ASC) ekilmesinde tasiyici olarak biyoaktif cam ya da B-TCP iskeleler kullanilmistir. Calisma
sonuglarinda, 13 olgunun 10'unda kemik defekti basari ile tedavi edilmistir.

Genel olarak, kemik dokusu miihendisligi heniiz emekleme asamasindadir ve genel
klinik uygulamaya gecilmeden 6nce etkinlik, giivenlik ve maliyet konularmin ele alinmasi
gerekmektedir. Kiiltiire edilmis hiicreler, tiimor olusturabilecek mutasyonlara ya da epigenetik
degisikliklere sahip olabilir(177). Bununla birlikte, in vitro ve in vivo kanitlar, timor olusum
riskinin minimal oldugunu disiindiirmektedir(225). Kikirdak onariminda otolog BMSCs
kullanilan ve ortalama 11 yil 5 ay kadar takip edilen 41 hastada timor gelisimi rapor
edilmemistir(226).  Mevcut  ¢alismamizin  stereolojik  ve  immiinohistokimyasal
degerlendirmelerinde herhangi bir tiimdral olusum tespit edilmemistir.

Bugiine kadar, kemik defektlerinin tedavisi i¢in kiiltiire edilmis, genetik olarak
modifiye edilmemis MSCs’i kullanan insan ¢alismalarinin bazilar1 uzun kemiklerde(227, 228)
bazilar1 ise maksillofasiyal bolgede(214, 229-232) rapor edilmistir.
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Her ne kadar ¢alismalar oldukc¢a heterojen ve kesin kanit elde etmek zor olsa da, MSCs
ekilen defektlerde yeterli seviyede olmasa da kemik appozisyonu sagladiklar1 goriilmiistiir.
Ayrica, doku mithendisligi yaklasimi, kirik iyilesme siirecini hizlandirmak veya kemik-protez
arayliziinii genisletmek ve total eklem artroplastisinde aseptik gevsemeyi 6nlemek i¢in etkili
ve gilivenli olarak kullanilmistir(177, 233, 234).

Calismamizin stereolojik sonuclarina gore, istatistiksel fark olmasa da kok hiicre
grubunda kontrol grubuna gore daha fazla yeni kemik hacmi ol¢tilmiistiir. BMP-2 sonuglar1
yeni kemik hacmi ile ilgili stereolojik bulgular ile oOrtigmektedir. BMP-7 ve RANKL
sonuglarina gore kok hiicre grubunda kontrol grubuna kiyasla remodeling ve maturasyon
stireclerinin tamamlanmis oldugu diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak kok hiire kontrol grubuna
gore ¢ok daha hizli kemik matiirasyonu saglamistir. Bu sonuglar literatiir ile uyumludur.

Yag dokusu, mezenkimal bag dokudan kdken alan adipositlerden olusur. Adipositler tek
tek veya bag dokusu i¢inde gruplar halindedir. Damarsal a¢idan zengin bir bag dokusu ile
ayrilmis lobiiller olustururlar. Adipokinler, yag dokusunda salgilanan, endokrin, parakrin ve
otokrin etkileri olan proteinlerdir(129). Adipoz dokudan stromal vaskiiler fraksiyon(SVF) ilk
olarak Zuk et al.(9) tarafindan tarif edilmistir. Santrifiij edilen yag dokusu ¢esitli fraksiyonlari
icerir. En alttaki fraksiyon, preadipositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri,
perisitler ve kok hiicreler igeren stromal vaskiiler fraksiyon olarak bilinir. Stromal vaskiiler
fraksiyon, bir¢ok sitokin, VEGF, B-FGF, TGF-B ve GM-CSF gibi anjiyogenetik ve
antiapoptotik faktorleri igerir. VEGF'nin endotel hiicresi biiylimesi ve anjiyogenez iizerinde
etkili oldugu gosterilmistir. Kollajen, proteoglikan ve elastin sentezleyen fibroblast, SVF'de
de mevcuttur. TGF-B ve trombosit kaynakli biiyiime faktori fibroblastlardan kaynaklanan
diger 6nemli faktorlerdir. Adipoz dokuya o6zel bir sitokin olan monobiitin'in anjiyogenetik ve
endotelyal proliferasyonda etkili oldugu gosterilmistir(129).

SVF’nin kolay ve diisiik maliyetle elde edilmesi, etik problemlerin olmamasi, terapotik
potansiyeli sayesinde popiilarite kazanmistir. Hiicre kompozisyonu, giivenirligi ve etkinligi
lizerine arastirmalar ve klinik g¢alismalar devam etmektedir(235). SVF' nin osteojenik
kapasitesi, ¢esitli biyomateryaller/ BMP eklenmesiyle veya implantasyondan dnce osteojenik
farklilastirma ile arttirilabilir(24, 236).

Kim et al.(24) tarafindan tavsan segmental ulna defektinde, SVF' nin osteojenik
potansiyeli degerlendirilmistir. Calisma sonuglarinda, SVF hiicreleri ekilen poliglikolik
asid(PGLA) iskeleti uygulamasinin, tek basma PLGA iskele uygulamasma gore kemik
iyilesmesini hizlandirdig1 rapor edilmistir. Behfar et al.(158) yaptiklar1 in vivo g¢alismada,
SVF kullanimmin tendon onarimlarmimn ylike bagl ozelliklerinde artis sagladigini rapor
etmiglerdir. Tendon onariminin tedavisinde BMSCs’ e alternatif olarak kiiltiirlenmemis SVF'
nin kullanilabilecegi gostermistir.

Toplu ve ark.(129) SVF' nin osteojenik potansiyelini degerlendirmek igin, 20 adet rat
iizerinde zigomatik defekt olusturmustur. Cerrahiden 10 ve 20 hafta sonra radyolojik ve
histolojik olarak karsilastirmistir. Histolojik degerlendirmede, SVF uygulanan tarafta daha
fazla kallus olustugu ve 20. haftada aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu rapor
edilmistir. Ayrica, 20. haftada SVF uygulanan tarafta, daha az inflamasyon ve nekroz gelistigi
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goriilmiistiir. Arastirmacilar, SVF'nin yiiz kemik defektlerinin iyilesmesini artirabilecegi
sonucuna varmistir.

Kemik onarmminit i¢cin SVF kullanimi bugiine kadar, az sayidaki klinik ¢aligmada
arastirilmig(20, 128, 214) ve bilimsel, teknik, pratik ve diizenleyici engeller nedeniyle rutin
klinik uygulamaya almamamistir. Literatiirde ASCs igeren otolog SVF cesitli ortopedik
uygulamalar ic¢in klinik olarak kullanilmaktadir. Otojen yag SVF’si, osteoartrit (OA),
kondromalazi, meniskiis yirtig1, femur basi osteonekrozu ve tendon yaralanmalarinin
tedavisinde potansiyel kikirdak, kemik ve tendonlarin rejenerasyonunu arttirabilme kapasitesi
nedeniyle kullanilmaktadir.(237)

Pak et al. (238) 91 kronik ve dejeneratif eklem hastasina, kiiltiire edilmemis ASCs ile
PRP karigimini perkiitan6z enjeksiyon ile eklem bolgesine uygulamistir. Hastalarin  %50-
60’sinda agr1 skorlarinda azalma olmustur. Agrilarin tamamen iyilesmesi hi¢bir hastada rapor
edilmemistir. Enjeksiyon yapilan bolgenin manyetik rezonans(MR) goriintiilerinde tiimoral
bir olusum rapor edilmemistir.

Lendeckel et al.(127) bir vaka sunumunda kafa travmasi sonrasi ¢ok pargali kalvaryum
kirig1 tedavisi igin, fibrin yapistiric1 ve SVF kullanmistir. Ug ay sonraki bilgisayarli tomografi
goriintiilerinde defektlerde belirgin kemiklesme tespit edilmistir.

Bir baska vaka serisinde, kalga osteonekroz tedavisi i¢in 3 adet hastada SVF, PRP ve
hyaluronik asit kullanilmistir. 3 ay sonra alinan MR goriintiisiinde yeni kemik alanlar1 tespit
edilmistir. Aragtirmacilar, yenik kemik alanlar1 olusmasma SVF igerisindeki kok hiicrelerin
katki sagladigin1 distinmistiir. Ayrica, konsolidasyonu veya rejenerasyonun devam
edebilmesi igin neovaskiilarizasyonun gerekli oldugu belirtilmistir. EK olarak, fizik tedavi
sonuglarinda, subjektif agr1 ve fonksiyonel durum parametrelerinde iyilesme
gOriilmiistiir(128).

Saxer et al.(19) yakin zamanda yaptigi bir ¢alismada, eksojen faktorler olmaksizin
insan kaynakli SVF hiicrelerinin, rat kirik modelinde ve insan humerus kiriginda dogrudan
kemik olusumuna ve vaskiilarizasyona katkisini degerlendirmistir(19). Calismada SVF eldesi
icin dzel bir cihaz(Cytori Therapeutics, Inc., San Diego, CA, USA) kullamlmstir. In vivo
calismada, 8 hafta sonunda sadece SVF ile tedavi edilen kiriklarda mekanik dayaniklilik rapor
edilmistir. SVF grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide, daha fazla
mineralize kemik hacmi ve toplam kemik hacmi bulunmustur. In vivo calismanimn
sonuglarinda, ortamda SVF hiicrelerinin bulunmasi, mekanik stabilite, mineralizasyon ve
kemik olusumunda belirgin bir iyilesme saglamistir. Elde edilen verilere dayanarak, 8
hastanin  humerus kirig1 tedavisinde SVF kullanommin giivenligi ve fizibilitesi
degerlendirilmistir. Islemden 2 ay sonra osteodansimetri dlgiimii yapilmistir. Ayrica, plaklar 2
ay sonra ¢ikartilirken kirik bolgesinden biyopsi alinarak radyolojik ve histolojik analizler
gergeklestirilmistir. Klinik ¢alisma sonuglarinda; SVF grubunda kontrol grubuna gore daha
fazla mineralizasyon ve yeni kemik hacmi rapor edilmistir. Ayrica alinan biyopsi sonuglari,
SVF hiicrelerinin direkt kemik yapimina katki sagladigini gostermistir(19).

93



Literatiirde, agiz dis ve ¢ene cerrahisi alaninda SVF sadece Prins et al.(20) tarafindan
kullanilmistir. Bu ¢aligmada, maksiler siniis yiikseltilmesinde, kalsiyum fosfat tasiyicilarmin
otolog SVF ile kombine edilmesinin fizibilite, emniyet ve etkinligi arastirilmistir. 6 adet cift
tarafli, 4 adet tek tarafli siniis yiikseltilmesi ¢alismaya dahil edilmistir. Kontrol grubunda
kalsiyum fosfat igerikli greftler tek basina kullanilirken, c¢aligma grubunda taze elde edilmis
SVF ile kalsiyum fosfat tasiyic1 greftler birlikte kullanilmistir. Bu ¢alismada SVF’nin elde
edilmesi i¢in 6zel bir cihaz(Cytori Therapeutics, Inc, San Diego, CA, USA) kullanilmstir.
Calisma sonuglarinda, kullanilan, mineralize olmayan osteoid ylizdeleri ¢alisma tarafinda,
kontrol taraflarina gore daha yiiksek bulunmustur. Mineralize kemik olusumunun baslangic1
olan bu yliksek osteoid igerigi, SVF desteginin, bolgede kemik olusturma kapasitesini belirgin
bir sekilde arttirdigin1 ve dental implant yerlestirilmesinin ardindan daha yiiksek kemik
hacmiyle sonuc¢lanabilecegini diisiindiirmektedir. Yazarlar tarafindan, SVF'nin bu etkisini en
iyi sekilde kullanmak i¢in daha erken bir zamanda, 6rnegin rutin otolog kemik uygulamasmda
yapildig1 gibi 4 ay sonra dental implant yerlestirilebilecegi diisiiniilmektedir(20).

Aynmi1 c¢alismada(20), SVF ekilen bifazik kalsiyum fosfat ve B-TCP iskeletlerini
karsilastirirken, greftlenmis alanda kemik olusumunda belirgin bir fark gézlemlendi. B-TCP
kullanilan grupta kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek kemik hacmi artis1 gozlenmistir.
Yazarlar bu durumu, yiizey topografisi, kristal yapisi, tanecik boyutu, pordzitesi ve kimyasal
bilesim gibi kalsiyum fosfat iskeletlerinin sayisiz 6zelliginin klinik sonucu etkileyebilecegini
ifade etmislerdir. Mevcut calisma belirleyici faktoriin belirlenmesine izin vermemistir.
Arastirmacilar, tiim iskele / SVF kombinasyonlarinin tek tek test edilmesi ve genelleme
yapilmamasi gerektigi sonucuna varmislardir(20).

Cerrahi islem ile ile ayn1 seansta tedavi uygulanarak SVF nakline bagl potansiyel
risklerin minimalize edilmesine ragmen, intrensek ve ekstrensek risk faktorleri hala devam
etmektedir. SVF’deki intrensek progenitor potansiyele sahip heterojen hiicre popiilasyonunun
varligi, neoplazm veya istenmeyen doku farklilasmasi kaygisi uyandirirmaktadir(235). Yakin
zamanda yapilan bir sistematik derlemede, ASCs' in 6nemli bir kanser tesvik edici 6zelliginin
varligina isaret etmistir, ancak ASC' ler ve SVF arasinda hi¢bir ayrim yapilmamistir(239).

Bir diger ¢alismada, kiiltiire edilmeden enjekte edilen lipotransfer isleminden ve meme
kanseri hiicrelerinden saflastirilan insan CD34 + hiicrelerinin, immiin yetmezligi olan
farelerde tlimor biliylimesini arttirdigi ancak bu biiylimenin, adipositlerden kaynaklanmadigi
gosterilmistir(240).

Literatiirdeki bir in vivo ¢alismada(241) adipoz SVF nin yan etkileri rapor edilmistir.
Detiger et al.(241) kegilerde enzimatik olarak intervebtebral disk dejenerasyonu olusturmus
ve daha sonra SVF enjekte ederek intervertebral disk rejenerasyonu elde etmeye ¢aligmistir.
Yazarlar altta yatan yikici mekanizmayi tanimlayamamis olmasma ragmen; lenfositik
infiltrasyon, neovaskiilarizasyon ve u¢ plak yikimi ile karakterize ciddi inflamasyon
olustugunu belirtmistir. Yan etkilerin tiire bagimli veya modele 6zgii oldugunu belirtmeseler
de, sorumlu ajan(lar) tanimlanana kadar otolog SVF enjeksiyonlarmimn intervebtebral disk
tedavisinin  klinik uygulamasinda dikkatli kullanilmasmni tavsiye etmektedir. Mevcut
caligmamazin sonuglarinda herhangi bir inflamasyon bulgusu goriilmemistir.
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Otolog, islem gormemis SVF i¢in ekstrensik risk faktorleri potansiyel olarak hiicre
eldesinden (tehlikeli sterilite ve degisken hiicre verimi) kaynaklanmakla birlikte, doz ve
uygulama yonteminden de kaynaklanabilir. Ornek kontaminasyonu ve hiicre verimi agirlikli
olarak kullanilan izolasyon yontemine (enzimatik veya mekanik izolasyon, acik veya kapali
sistem izolasyon) baglidir(235).

Ne yazik ki, gilivenilir bir doz-etki iliskisi olusturmak icin yeterli veri yoktur. Bu
nedenle, tedavi i¢in gerekli olan yliksek doz hiicre, istenmeyen etkiler riskini artirabilir.
Ayrica, yogunlastirilmig hiicreler, hematopoietik kok hiicre nakillerinde goriildiigii gibi,
intravendz olarak inflize edildiginde, agrega olabilir ve uygulamayi takiben pulmoner emboli
veya enfarktiise neden olabilir(235).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada(242), SVF ile tedavi edilen 1114 hastada ciddi bir
yan etki, sistemik enfeksiyon veya kanser goriilmedigi rapor edilmistir. Boylece, SVF'nin
eklem igerisine uygulanmasinin giivenli bir yontem oldugunu ifade edilmistir.

ABD'de, 06zel kliniklerde SVF'nin kontrolsiiz  kullanimi, hiicre terapisinin
denetlenmesinden ve diizenlenmesinden sorumlu, Gida ve Ilag Kurumu’nun (FDA)
miidahalesine yol agmistir. FDA su anda SVF’ yi birden fazla kriteri goz Oniine alarak ilag,
cihaz ve / veya biyolojik {iriin olarak tanimlamaktadir. Birincisi; adipoz dokularm, adipoz
durumlar digindaki kullanimi nonhomolog olarak kabul edilir. Bu nedenle kok hiicreler temel
islevlerini donorde oldugu gibi gergeklestirmez. FDA tarafindan kurulan Federal
Diizenlemeler Kanunu’na gore, yag dokusu diger dokular1 tamponlamak ve desteklemek
iizere tasarlanan yapisal doku olarak siniflandirilir. SVF, bu amacm disindaki kullanimlar i¢in
viicuda girdiginde, bu homolojik olmayan kullanim ilgili ilag diizenlemesine tabi olmaktadir.
Ikincisi, SVF iiretmek igin gereken iiretim adimlari, kollajenaz ile enzimatik sindirim
yapilmasi, "minimum manipiile hiicreler" uygulamasi smirini agmaktadir. Sindirim islemi
sirasinda, yag dokusundan gelen yapisal bilesenler ¢ikarilir ve bdylece manipiile edilmis bir
iirlin haline gelir. Yine, SVF kullanim1 dogal biyolojik islevinin diginda kalir ve FDA’ 1n ilag
diizenleyici kurallarina uymalidir. ilag diizenlemelerinden muafiyet ancak adipoz doku ayni
cerrahi prosediirde hasat edilmesi ile miimkiindiir. ABD’de SVF iiretimi i¢in yag dokusunu
kullanimi ilag veya cihaz diizenlemeleri ile siki olarak denetlenmektedir(235).

Literatiir sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde SVF uygulamasmin tek basina
veya ilave biyomateryaller ile kullanimi kemik iyilesmesini olumlu yonde -etkiledigi
goriilmektedir. Caliymamizin stereolojik sonuglarma goére, SVF ile kontrol gruplarmin
karsilastirilmasinda, SVF grubunda kontrol grubuna goére daha az yeni kemik hacmi
Olclilmiistiir. Osteoklastik aktivite BMP-7 ve RANKL immiin boyamalarmma gore
degerlendirildiginde, SVF grubunda kontrol grubuna gére maturasyonun ¢ok ¢ok daha once
tamamlandigin1 ve SVF nin maturasyonu hizlandirdigini diisindiirmektedir. SVF grubunda az
miktarda Olciilen yeni kemik hacmi maturasyon ile ortiismektedir. Yeni olusan kemigin
neredeyse tamami matiire olmustur.

Ozon, li¢ oksijen atomundan olusan reaktif bir molekiildiir. Ozon, notrofilleri aktive
edebilir, sitokin sentezini uyarabilir ve boylece bagisiklik diizenlenmesi saglar. Bu sayede,
ozon tedavisi bazi enfeksiydz hastaliklarm tedavisine katki saglar(149). Ayrica ozon tedavisi,
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oksijen metabolizmasi, hiicre enerjisi, antioksidan savunmalar ve vaskiiler sistem iizerinde de
etkilidir(243). Ozonun, hiicre ¢ogalmasini ve yumusak doku iyilesmesini uyarmasi nedeniyle,
bifosfonat gibi ilaglar kullanan hastalarda kemik nekrozu tedavisinde veya oral cerrahi
alanlarinda yararl oldugunu bildirilmistir(147).

Agrillo et al.(244) 131 adet bifosfonata bagli kemik osteonekrozu hastasinda ozon
uygulamasinin etkinligi degerlendirilmistir. Calisma sonuglarinda, 57 hastada (% 60)
semptomlarin azalmasiyla birlikte tamamen iyilesme; 28 olguda (% 30) lezyonlarda belirgin
bir azalma ile semptomlarin diizelmesi birlikte gozlenirken, 9 hastada (% 10) lezyonda kismi
iyilesme saglanmistir. Arastrimacilar ozon uygulamasi ile kemik nekrozundaki iyilesmenin
saglanmasini, ozon tedavisinin bazi Ozelliklerine baglamislardir. Baslica 6zellikler
arasinda; aerobik ve anaerobik bakterilere (6zellikle Staphylococcus aureus'a
kars1),mantarlara ve virlislere kargi antimikrobiyal etkinligi, dolasim sistemi uyarimi ile
hemoglobin oran1 ve kirmizi kan hiicrelerini arttirarak doku oksijenlenmesini yiikseltmesi,
sitokin gibi davranarak fagosit olusumunu ve diyapedezi arttirmasi, anjiyogenezisi ve
fibroblast olumununu uyararak bagisiklik hiicrelerinin tepkisini modiile etmesi belirlenmistir.
Aragtirmacilara gore ozon; kemik sekestr olusumuna neden olur, altta yatan kemigin
vaskiilarizasyonunu arttirir ve graniile dokularin olusumunu uyarir. Sonug olarak, cerrahi
tedavi yapilmadan yenilenen bir doku ortaya ¢ikartmaktadir.

Alan ve ark.(245) yaptigi calismada, diisik seviye lazer tedavisi(LLLT) ve ozon
tedavisinin kemik iyilesmesi tizerindeki etkisileri karsilastrmustir. Otuz alt1 eriskin erkek
Wistar albino si¢an femurunda monokortikal defektler olusturulmus ve defektler nano- HA ile
doldurulmustur. Topikal ozon uygulamasi cerrahi yapildig: giin 30 saniye olacak sekilde ozon
jenaratorii araciligiyla yapilmistir. Denekler 4 ve 8 hafta olmak iizere 2 donemde sakrifiye
edilmistir. Histolojik kesitlerde inflamasyon yogunlugu, bag dokusu olusumu, osteojenik
potansiyel, osteokalsin aktivitesi ve yeni kemik alani1 degerlendirilmistir. 4 hafta sonuglarinda
gruplar arasinda istatistiksel fark goriilmemesine ragmen, 8 hafta sonuglarinda osteokalsin
pozitif hiicrelerin sayisi ozon grubunda 8 haftanin sonunda lazer grubuna gore daha yiiksek
bulunmustur. 4 haftanin sonunda yeni kemik alan1 kontrol grubunda, lazer ve ozon grubunda
gore daha fazla goriilmiistiir. 8 haftanin sonunda ise lazer ve ozon grubundaki yeni kemik
alan1 kontrol grubundan fazla goriilmiistiir. Yeni kemik alani agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark 8 haftanin sonunda sadece kontrol ile lazer gruplar1 arasinda goriilmiistiir. Ozon
tedavisi ile lazer tedavisi arasinda istatistiksel anlamli fark goriilmemesine ragmen iki
uygulamanin da greftlenen defekt bolgesinin iylesmesinde olumlu etkisi oldugu goriilmiistiir.

Petrucci et al.(148) 12 adet multiple myelom ile iliskili ¢ene osteonekrozu gelisen
hastaya antibiyotik tedavisi, ozon tedavisi ve cerrahi tedavi kombinasyonu uygulamistir.
Antibiyotik(amoksilin+kalvulonik asid 2x1, metranidazol 1x1) tedavisi altinda toplamda 15
giin topikal ozon uygulamas: yapilmistir. 8. giin cerrahi tedavi gerceklestirilmistir. Cerrahi
giinii 2 kez topikal ozon uygulamasi yapilmistir. Tedavi edilen 8 hastada(%75) bulgular
tamamen iyilesirken, 4 hastada(%25) kismi iyilesme goriilmiistir. Tiim hastalarda agri,
sekresyon ve agiz kokusu sikayetleri ortadan kalkmistir. Kismi iyilesme, hastalik hikayesi
daha uzun olanlar, daha onceden de bifosfonat kullananlar ve daha biiyiikk cerrahi islem
yapilanlarda goriilmistiir.
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El Hadary et al.(246) siklosporin etkisi altindaki tavsanlarin tibialarna yerlestirilen
implantlarin osseointegrasyonu lizerindeki topikal ozonlanmig yag uygulamasmin etkisini
degerlendirmistir. Tavsanlar 8 hafta sonra sakrifiye edilmis ve Ornekler elde edilmistir.
Sonuglarda, topikal ozon grubunda implantin yiizeyi ile yeni olusan olgun kemik arasindaki
sik1 temas gozlemlenmistir. Yeni olusan kemik c¢ok sayida osteon ve interstisyel kemik
adaciklar1 gorilmistir. Ozon grubunda implanta komsu kemik yiizeylerinde hiicresel
cogalma, farklilagma goriilmiis, giiclii ve daha organize bir matiir kemik dokusu olusmustur.
Kontrol grubu orneklerinde, olgunlasmamis kemik dokusunu temsil eden primer osteonlar
gorilmiistiir. Benzer sekilde, ¢calismamizin stereolojik sonuglarinda istatistiksel fark olmasa
da lokal ozon grubunda kontrol grubuna gore daha fazla yeni kemik hacmi Ol¢iilmiistiir.
Lokal ozon grubu ile kontrol grubu, BMP-7 ve RANKL boyamalar1 gézoniine alinarak
karsilastirildiginda, lokal ozon uygulamasinin matiirasyonu hizlandirdigi diisiiniilmektedir.
Calismamizin lokal ozon grubunun sonuglari literatiirdeki mevcut sonuglar ile ortiismektedir.

Ozdemir ve ark.(38), 27 erkek Wistar sicanin kafatasinda kritik boyutta kemik defekti
olusturmustur. Denekler otojen kemik grefti grubu; ozon tedavisi olan otojen kemik grubu ve
kontrol grubu olacak sekilde 3 gruba ayrilmistir. Ozon uygulamasi 2 hafta boyunca haftada 3
kez ve 30 saniye, %80 oksijen olacak sekilde lokal olarak medikal ozon jenaratorii ile
uygulanmistir. 8 hafta sonra sakrifikasyon gergeklestirilmistir.  Histomorfometrik
degerlendirmeler ve histolojik analizler yapilmistir. Birincil degerlendirme kriteri olarak;
toplam kemik alani, ikincil degerlendirme kriteri olarak; osteoblast sayis1 ve yeni kemik
yapimi belirlenmistir. Calisma sonuglarinda; ozon tedavisi, otogreft grubuna kiyasla belirgin
sekilde yeni kemik olusumuna neden olmustur. Ayrica ozon grubunda toplam kemik alan1 ve
toplam kemik alani yiizdesi otogreft grubundan istatistiksel olarak anlamli 6lgiide daha
fazladir. Caligma sonuglari, ozon tedavisinin yeni kemik olusumunu arttirdigini ve ayni anda
osteoblastlarm amplifikasyonuna neden oldugunu ortaya koymaktadir.

Kazancioglu ve ark.(36) yaptigi calismada diisiik seviyeli lazer (LLLT) ve ozon
tedavisinin sigan kafatasinda kritik kemik defekti iyilesmesindeki etkisini degerlendirmistir.
Toplam 30 Wistar erkek sican kafatasinda 5 mm ¢apinda defektler agilmistir. Tiim gruplara
bifazik kalsiyum fosfat greft yerlestirilmistir. Calisma gruplarma, LLLT ve o0zon
uygulanmigtir. Ozon uygulamasi 2 hafta boyunca, haftada 3 kez, 120 saniye % 80 oksijen
olacak sekilde lokal olarak uygulanmistir. 4 hafta sonra sakrifikasyon gergeklestirilmistir.
enflamatuar infiltrasyon, bag dokusu ve yeni kemik alanlar1 degerlendirilmistir. Histololojik
goriintiilerde ozon grubunun rejenere kemik alanlarinda daha yiiksek miktarda osteoblast ve
osteositlerin bulundugu rapor edilmistir. Calisma sonuglari, 0zon ve lazer terapisinin sigan
kalvaryum defektinde olumlu etkisinin oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, ozon
tedavisinin LLLT tedavisine gore daha etkili oldugu rapor edilmistir. Calismamizda benzer
sekilde, lokal ozon uygulanan grupta kontrol grubuna gore daha fazla yeni kemik hacmi ve
matiirasyonu tespit edilmistir.

Ripamonti et al.(247) yaptig1 calismada ozonlanmig yagin lokal olarak 10 dakika, 3-10
seans uygulanmasi ile 10 adet cene osteonekrozu hastasini cerrahi miidehaleye gerek
kalmadan basar1 ile tedavi etmistir. Frascino et al.(248) hiperglisemik farelerde kemik
iyilesmesi ilizerine 0zonlu suyun etkilerini analiz etmistir. Kirk sekiz erkek Wistar sigan,
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hiperglisemik ve kontrol grubunlarma ayrirarak, femurlarinda monokortikal defekt
olusturulmustur. Caligma grubunda yara bolgesi, 100 ml ozonlu su ile (0.004 mg/ml)
operasyon sirasinda bir kez yikandi. Kontol grubunda yikama islemi saf su ile yapildi. 14 ve
21 giin sonra Ornekler elde edilmistir. Histomorfolojik sonuglar, ozonlu suyun vaskiiler
neoformasyonu ve iyilesme bdlgesinin yakininda osteoklast sayisini arttirarak kemik
onarimini etkileyebilecegini, ancak kemik trabekiiler neoformasyonunu stimule edemedigini
ortaya koymustur. Calisma sonuglarinda ozonlu su uygulanan grupta yara bolgesinde daha
fazla osteoklast goriilmiistiir. Arastimacilar, osteoklast aktivitesinin  diizenleyici
mekanizmalarindan birinin reaktif oksijen tiirleri (ROS) oldugunu ve ozonlu suyun ROS
konsantrasyonunu artirarak yaranmn = yakmindaki osteoklast goglinii uyarabilecegini
varsaymiglardir. Calismamizin sonuglarinda lokal ozon uygulamasi kontrol grubuna gore bag
doku hacmi ve yeni kemik hacmini arttirmistir ancak kapiller hacim kontrol grubuna benzer
oldugu goriilmiistiir. Kapiller hacimde farklilik gdzlenmemesi uygulanan ozon dozu ve
uygulama yontemi ile ilgili olabilir. BMP-7 boyamalar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
osteoklast sayilar1 neredeyse ayni fakat RANK boyama sonucglarna gore lokal ozon
uygulamasinin maturasyonu hizlandirdig1 anlagilmaktadir.

Erdemci ve ark.(37) dis ¢ekimi sonrasi sistemik ve topikal ozon uygulamalarmin
alveolar kemik 1iyilesmesi iizerine etkilerini arastrmistir. Uzun stireli preoperatif ve
postoperatif sistemik ozon uygulamasi ile tek basina preoperatif sistemik ozon ve tek basina
topikal ozon uygulas1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha yliksek trabekiiler kemik
olustugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, ilave topikal ozon uygulamasi istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olusturmamustir. Yazarlara gore postoperatif uzun donem sistemik ozon
uygulamasinin alveoler kemik iyilestirmesini hizlandirdigini rapor etmislerdir. Bu durumu iki
yolla ag¢iklamiglardir. Birincisi, iyilesme siirecinin ameliyat sonrasi baslamasi ikincisi, kan
pihtis1 olusumu ve alveol kemigini 6rten yumusak dokunun topikal ozonun yara bolgesine
nufuz etmesini engellemesidir(37). Bu bulgulara dayanarak, ¢alismamizda ozon uygulamasi
postoperatif, uzun dénem ve sistemik olarak uygulanmistir. Calismamizda, topikal ozon
uygulamanin Onceki arastirmalardaki smirlandirmalarini ortadan kaldirmak igin bariyerin
altina ozonlanmis kan uygulanmustir. Literatiirde kemik rejenerasyonu amaciyla bu tiir
uygulama bulunmadigi i¢in daha 6nceden tanimlanmis minér hematerapi yonteminin(149) bir
modifikasyonu uygulanmistir.

Kan ve ark.(249) 60 adet wistar rat kullanarak hiperbarik oksijen ve sistemik ozonun tek
basma ve kombine kullaniminin kafatasinda olusturulan kritik boyutta kemik defektlerinin
iyilesmesi {izerindeki etkinligini karsilastrmistir. Ratlar 5, 15 ve 30. giinlerde sakrifiye
edilmistir. Calisgma sonuclarina gore, hiperbarik oksijen ve ozonun, kemik iyilesmesini
arttirmada esit derecede etkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, tek basina hiperbarik
oksijen veya ozon tedavisinin, kombine kullanima gore daha etkili oldugu rapor edilmistir.

Ozon tedavisi, genellikle ozonun ¢esitli gazlar ya da sivilar ile karistirilmasi ve bu
karigimlarin vajina, rektum, kas ve deri altinda enjekte edilmesi veya otohemoterapi gibi
yontemler ile uygulanmaktadir(155). Ozon / oksijen karisiminin rektal uygulanmasi, en eski
ozon tedavisi yontemlerinden biridir. Diger yontemlere gore basittir ve diisiik maliyetlidir.
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Ayrica herhangi bir yan etkisi yoktur. Ozon iriinlerinin bagirsak duvarindan emilimi ile kan
dolagimina girdigi ve bdylece tiim organizmaya yayildigi diisiiniilmektedir (149).

Uygulanacak ozon dozu beklenen etkilerin ortaya ¢ikmasi agisindan kritik oneme
sahiptir. Ozon dozu oksidatif stresi tetikleyecek ancak diger doku ve organlarda herhangi bir
yikim olusturmayacak minimum seviyede olmalidir. Daha 6nce yapilan preklinik(159-162)
caligmalarda 1 mg ozon uygulanmasmin etkinligi gosterildigi icin ¢aligmamizda ayni doz
kullanilmistir. Daha onceki tavsan galismasinda rektal yol ile giinagir1 15 seans ozon tedavisi
uygulamasi1 giivenli bir sekilde kullanildig1 i¢in, c¢alismamizda da ayni protokol
uygulanmistir(159).

Literatiirdeki mevcut calismalara bakildiginda, yonlendirilmis kemik rejenerasyonu
modelinde lokal ve sistemik ozon uygulamasmin kemik olusumu ve kalitesi tizerine etkisinin
incelenmedigi goriilmektedir. Ancak, kemik iyilesmesi ve kirik modellerinde lokal ve
sistemik ozon uygulamasinin olumlu etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Caligmamizin
stereolojik bulgularma gore; yeni kemik hacmi sistemik ozon grubunda, kontrol grubuna gore
daha az olarak ol¢iilmiistiir. BMP-2 sonuglar1 yeni kemik hacmi ile ilgili stereolojik bulgular
ile uyumludur. Ancak, kontrol grubu ile karsilastirildiginda sistemik ozon grubunda yeni
kemigin daha az goriilmesi BMP-7 ve RANK boyamalarindan yola ¢ikarak, olusan kemigin
hizlica matiire olmasmdan kaynaklandiginmi diisiindiirmektedir. Kontrol grubuna gore sistemik
ozon uygulamasi maturasyonu arttirmistir denilebilir. Bu bilgiler literatiirdeki diger
calismalarin sonuglari ile paralel goziikkmektedir.

Literatiirde titanyum bariyerlerin altina ozonlanmis kan uygulanmasmin yeni kemik
olusumu ve kemik matiirasyonu iizerine etkisinin degerlendirildigi ¢caligma bulunmamaktadir.
Calismamizin stereoloji sonuglarma gore; istatistiksel fark olmasa da lokal ozon grubunda
kontrol grubuna gore daha fazla yeni kemik hacmi dl¢iilmiistiir. Istatistiksel fark olusturacak
diizeye ulasmamis olma nedeni, yetersiz dozdan veya uygulama yonteminden kaynaklanmis
olabilir. YKR modelinde ozonlanmis kan uygulamasimin etkisi daha 6nce degerlendirilmedigi
icin arastrmamiz pilot calisma degerindedir. BMP-7 ve RANKL boyamalar1 dikkate
almdiginda lokal ozon uygulamasinin maturasyonu bir miktar hizlandirdigi sdylenebilir.
Ozonlanmis kanin bdlgeye uygulanmasi ile matiirasyonun artmasi baslangictaki hipotezimizi
dogrular niteliktedir.

Yeni kemik dokusu olusumunda etkili mekanizmay1 anlamak agisindan énemli oldugu
icin sadece otolog kan uygulanan kan grubu ile ozonlanmis kanin uygulandigi lokal ozon+kan
gruplar1 kargilagtirilmustir. Stereoloji sonuglarina gore, yeni kemik hacmi agisindan kan grubu
ile lokal ozontkan grubuplar1 arasinda herhangi bir fark goriilmemektedir. BMP-2 sonuglar1
yeni kemik hacmi ile ilgili stereolojik sonucglari dogrulamaktadir. BMP-7 ve RANKL
sonuglar1 degerlendirildiginde lokal ozonun matiirasyonu hizlandirdigi sdylenebilir. Lokal
ozonda osteoklastik aktivite fazla olmasma ragmen istatistiksel fark tespit edilememesinin
sebebinin ozon dozu ve uygulama yontemi ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir.

Literatiirdeki daha 6nceki ¢alismalarda YKR modelinde, SVF ile lokal/sistemik ozon
tek basma ve kombine uygulandiginda yeni kemik alaninda nasil bir etki olusturacagi
degerlendirilmemistir. Calismamizin hipotezinde; SVF ile lokal/sistemik ozonun birlikte
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uygulamasinin  sinerjistik etki olusturarak kemik miktar1 ve kalitesini arttiracagi
ongorillmiistiir. Bu hipotezin degerlendirilmesi i¢in SVF ile SVF+sistemik ozon grubunun
karsilastirilmasi 6nemlidir. Stereolojik sonuglara gore; SVF ile SVF+sistemik ozon gruplari
karsilastirildiginda, SVF+sistemik ozon grubunda SVF grubuna gore daha fazla yeni kemik
hacmi tespit edilmistir. BMP-2 sonuglar1 yeni kemik hacmindeki stereoloji sonuglari ile
ortiismektedir. Yine BMP-7 ve RANK boyamalarma bakildiginda osteoklastik aktivitenin
SVF grubuna gore hala devam ettigi diisiiniilmektedir. Sistemik ozon, SVF’nin tek basina
gosterdigi hizli matiirasyon mekanizmalarint farklt hiicre i¢i yolaklar1 ile baskilamig olabilir
veya sistemik ozonun dozu ile ilgili bir etki ortaya ¢ikmis olabilir. SVF tek basma sistemik
ozon ile kombine kullanimina gére matiirasyonda daha etkilidir.

Yine ayni hipotezden yola ¢ikarak, stereoloji sonuglarina gore, SVF-lokal ozon+kan
grubunda SVF grubu ile benzer yeni kemik hacmi tespit edilmistir. BMP-2 sonuglar1 yeni
kemik hacmindeki stereoloji sonuglar1 ile ortiismektedir. BMP-7 ve RANK boyamalarina
bakildiginda yine sistemik ozona benzer sekilde lokal ozon, SVF’nin tek basma gosterdigi
hizli maturasyon mekanizmalarmi farkli kaskatlarda baskilamis olabilir veya lokal ozonun
dozu ile ilgili olabilir. SVF tek basina maturasyonda lokal ozon ile kombine kullanimina gére
daha etkilir. Lokal ozonun dozu ve uygulama yontemi ile ilgili ¢aligmalarm yapilmasma
gereksinim vardir.

Mevcut literatiir incelendiginde sistemik ozon uygulamasmin yonlendirilmis kemik
rejenerasyonu bolgesine yerlestirilen kanin aktivasyonu iizerine etkisini inceleyen bir caligma
bulunmamaktadir. Calismamizin diger hipotezinde, ydnlendirilmis kemik rejenerasyonu
bolgesine yerlestirilen otolog kan ile sistemik olarak uygulanan ozon tedavisinin sinerjistik
etki gosterecegi ve yeni olusan kemigin miktarmi ve kalitesinin artacagi ongoriilmiistiir.
stereoloji sonuglarma gore, kan ile sistemik ozont+kan gruplarinin karsilastirilmasinda, kan
grubunda sistemik ozon+kan grubuna gore daha fazla yeni kemik hacmi 6lgtilmiistiir. BMP-2
sonuglart yeni kemik hacmindeki stereoloji sonuglar1 ile ortiismektedir. BMP-7 ve RANKL
boyamalar1 degerlendirildiginde tek basmma kan uygulamasmin,  sistemik o0zon+kan
uygulamasina gore daha hizli maturasyon yaptigini gostermektedir. Bu sonug sistemik ozonun
dozu, uygulama siiresi ve uygulama yolu ile ilgili olabilir.

Calisma verileri total olarak degerlendirildiginde, tiim gruplar igerisinde en hizli
maturasyon SVF, sonra kok hiicre, grubunda gozlemlenmistir. SVF kok hiicreye gore ¢ok
daha hizli ve kaliteli kemik matiirasyonu saglamistir. SVF deki bu durumun, mevcut doku
biitiinliigiinlin kok hiicre grubuna gore daha fazla korundugu yapilarin (6rnegin interselliiler
maddelerin ve interlokin 6-8 gibi kimyasal yapilar) hiicre farklilasmasma olan muhtemel
etkilerinin daha fazla olmasmdan kaynaklandigi sdylenebilir. Yani, kiiltiire edilmis kok
hiicrelere gore SVF igerisindeki az miktardaki kok hiicre interselliller maddelerin katkisi ile
daha hizli farklanma gdstermis olabilir.

Uygulama yapilmasi, bakimi ve yerel laboratuvarlardan temini nispeten kolay oldugu,
bireylerin neredeyse aym genetik Ozellikte oldugu ve bu nedenle hayvanlar arasinda
anatomik, histolojik ve fizyolojik 6zelliklerde ¢ok az fark oldugu i¢in g¢alismamizda Yeni
Zelanda tavsanlar1 deney hayvanlar1 olarak secildi(246). Ayrica, kisa bir hayati dongiiye
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sahiptirler ve arastirma siiresinin daha kisa bir siirede incelenmesini kolaylastirirlar. Yagam
sliresi acisindan degerlendirildiginde tavsanm 1 ayi, insan yagaminda 8 aylik siireyi ifade
etmektedir(250). Yonlendirlmis kemik rejenerasyonu modelinde tavsan kalvaryumunda
yapilmis ¢alismalar literatiirde mevcuttur(65-68, 251).

Calismamizda, tavsan kafatasina islem Oncesi Onceki c¢alismalarda gosterildigi gibi 9
adet dekortikasyon yuvasi acilmistir(65, 67). Delik ¢apimnin yeni kemigin hacmini etkisinin
olmadig1 6nceki bir galigmada gosterilmistir(67). Osteoindiiksiyon olarak adlandirilan siirecin
proliferatif fazinda belirli molekiiller, osteoprogenitdr hiicrelerin 6nemli miktarlarda mitozuna
neden olur ve daha sonra bu hiicreler osteoblastlara farklilagirlar. Bu molekiillerden kemik
morfojenik protein (BMP), kapsamli bir sekilde incelenmistir. BMP-2 yeni kemik alanlarinda
sentezlenen bir proteindir. BMP-7 sadece degil ancak ¢ogunlukla osteoklastlardan sentezlenen
bir proteindir ve remodeling siirecinde etkildir. RANKL osteoklastik aktivite belirtecidir(252).
Mezenkimal kok hiicre kaynakli bazi BMPs kemik iliginde bulunmaktadir. Ayrica, {i¢ boyutlu
geometriye sahip CaP biyomalzemeleri, dolasimda endojen BMPs’i(6zellikle BMP-2)
baglayabilir ve osteoindiiktif hale gelebilir(75, 201). Calismamizda dekortikasyon ile kafatasi
kemik iligi agilarak kanama saglanmistir. Bu sekilde kemik iligindeki BMPs
aktiflestirilmistir.

Kullanim kolaylhigi, dokular i¢in toksik olmamasi ve siki bir baglant1 yapmasi nedeniyle
calismamizda NBSA kullanilarak, herhangi bir vidalama islemi yapilmamistir. Titanyum
bariyerin altmma yumasak doku gd¢iinii engellemesi ve ¢ok i1yi adapte olmasi gerektigi i¢in
yapistirilmasinin en uygun yontem oldugu diisiintilmiistiir.

Benzer hayvan calisma modellerinde 4 haftalik takip siirecinin yeterli oldugu
belirlenmistir(65, 253). Bu nedenle ¢alismamizin siiresi 4 hafta olmasina karar verilmistir.
Tavsan yasan siiresinde 1 aylik siire insan yasaminda 8 aylik siirece tekabiil ettigi g6z Oniine
alindiginda, tavsanda 4 haftalik siiregte YKR bolgesinde daha fazla matiir kemik hacmi
beklenmektedir. Bu agidan bakildiginda, 4 haftalik siire¢ sonunda olusan kemigin remodeling
asamasini tamamlamas1 istenmektedir. 4 hafta sonunda, YKR bolgesinde yeni kemik alanlar1
yerine matiirasyonunu tamamlamis lameller kemik alanlar1 bulunmasi tercih edilmektedir.

Stereoloji, histomorfometrinin bir dali olup iki boyutlu kesitler kullanilarak ii¢ boyutlu
yapilarin bilgisine ulagir. Herhangi bir yapinin bilesenleri boyunca gecen kesitler yapida
bulunan bilesenlerin boyutuna, sekline, hacmine ve yOniine bagli olarak izdiistimler
iiretecektir. Bu izdilisiimlerden yola ¢ikarak dogrudan yorum yapmak bunlarin ait oldugu
bilesenlerin 3 boyutlu 6zelligine ait gergek verilere ulasilamamasindan dolay1 yaniltict
olabilir. Bu hususta hismorfometrik sonuglar, uygun metotlarla desteklenmezse yaniltici
sonuglar ortaya ¢ikarabilir. Stereolojinin temelini ise "sistematik rastgele drnekleme kurali"
olusturur. Doku, belli araliklarla sistematik olarak Orneklenir ve bdylece her alana esit
ornekleme sans1 sunar. Boylece, stereoloji etkin ve tarafsiz yaklagimlari ile yaniltici sonuglari
ortadan kaldiran ¢oziimler sunar. Stereolojik metotlar, kisa zamanda daha az hatali sonug verir
ve gercek degerden sapmaya yol agmaz(252, 253). Literatiirde yoOnlendirilmis kemik
rejenerasyonunda yeni kemigin mikro yapisi genellikle histomorfometrik analiz ile
degerlendirilmistir. Caligmamizda daha giivenilir, objektif sayisal degerlendirmeye ve ii¢
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boyutlu analize imkan taniyan stereolojik degerlendirme yapilmistir.  Ayrica
immiinohistokimyasal boyamalar(BMP-2, BMP-7 ve RANKL) ile yeni olusan kemik alan1 ve
matiirasyonu degerlendirilmistir.

Calismamizin smirlandirmalari;

Farkli dozlarda SVF, lokal ve sistemik ozon uygulamasi yapilmamasi

Farkli  yiizey Ozelliklerindeki ve partikiil boyutlarindaki  B-TCP
biyomateryallerinin kullanilmamasi

Farkl tiirde tastyic1 materyallerinin ¢alismaya dahil edilmemesi

Farkl siirelerde ortaya ¢ikabilecek etkilerin arastirilmamasi

Elde edilen SVF igerigindeki kok hiicre sayisi, kalitesi ve canliligmin
standardize edilmemesi

SVF’nin osteoblastik farklilasma kapasitesinin 6lgiilmemesi

Titanyum bariyer icerisinde greft materyalinin ve homojen dagilimin
saglanamamasi

Mineralizasyon degerlendirilmesinin yapilmamasi
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6. SONUC VE ONERILER

Kemik dokusunda, yasam boyunca yenilenme ve yeniden sekillenme devam eder. Bu
potansiyeli sayesinde, fizyolojik kosullarin yani sira yaralanma veya travma durumunda
kemik gelisimini ve biiylimesini saglar. Kemik biiylimesi ve yeniden sekillenmesi igin
bolgeye yeterli kan desteginin olmast ve kemik remodeling hiicrelerinin de ortamda
bulunmasi ile gerekmektedir. Osteoblast ve osteoklast hiicreleri ile mikrovaskiiler endotel
arasindaki iligki kemik rejenerasyonuna yol agan hiicresel aktiviteleri diizenler.

Onceki ¢alismalarda dogal kemik rejeneratif nisin taklit edilmesi ve kontrol edilebilmesi
icin, farkl hiicresel kombinasyonlar degerlendirilmistir. Ancak, hiicre elde edilmesindeki
bagli baz1 sinirlamalar nedeniyle ideal hiicre kombinasyonu ve bu hiicrelerin potansiyelini en
ist diizeye cikartan kosullar heniiz tanimlanamamustir. Literatiirde yOnlendirilmis kemik
rejenerasyonunda SVF, lokal ve sistemik ozonun tek basina ve kombine olarak etkinliginin
degerlendirildigi benzer bir caligma bulunmamaktadir. Calismamizin histolojik analizinde
stereolojik degerlendirmenin kullanilmas1 ve pozitif kontrol grubu olarak MSCs’in de
calismaya dahil edilmesi ¢alismamiza 6zgiinliik ve giivenilirlik kazandirmaktadir.

Calismamizin smirlandirmalarina ragmen tavsan kafatasinda yonlendirilmis kemik
rejenerasyonu modelinde;

e Kemik doku miihendisliginde SVF kullanimi kok hiicre kullanirmma gore; diisiik
maliyetli, kullanim1 kolay, etik kurallar agisindan daha uygulanabilir ve terapotik
potansiyeli bulunmasi nedeniyle umut vaad eden bir yontemdir. Bu nedenle
calismamizin hipotezinde; SVF’nin tek basina ve lokal/sistemik ozon uygulamalari ile
birlikte uygulanmasi kok hiicredeki kadar iistiin sonuglar verecegi Ongorilmiistiir.
Nitekim kok hiicrenin de iginde oldugu tiim ¢alisma gruplar1 igerisinde en fazla
matiirasyon SVF grubunda goriilmiistiir. Matiirasyonun fazla olmasmin, mevcut doku
biitliinliigiiniin kok hiicre grubuna gore daha fazla korundugu yapilarin (6rnegin
interselliiler maddelerin, sitokinler ve interlokin 6-8 gibi kimyasal yapilar) hiicre
farklilasmasma olan muhtemel etkilerinin daha fazla olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. 1Ileriki ¢alismalarda SVF kullannminin diferansiyasyonu ve
matiirasyonu hangi mekanizma ile sagladiginin gosterilmesine ihtiya¢ vardir. Kiiltiire
edilmis kok hiicre grubuna gore, SVF’deki az miktardaki kok hiicre popiilillasyonu
miks yapis1 sayesinde, daha {ist diizey diferansiyasyon ve kemik matiirasyonu
saglamis olabilir.

e (Caligmamizin baslangicinda, sistemik ozon uygulamasinin organizmada ortaya
cikarilacagi reaksiyonlar sayesinde YKR bolgesinde kontrol grubuna goére daha fazla
miktarda ve daha matiir kemik elde edilecegi Ongoriilmiistiir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda sistemik ozon grubunda yeni kemigin daha az goriilmesi BMP-7 ve
RANKL boyamalarindan, olusan kemigin hizlica matiire olmasindan kaynaklandigi
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anlagilmaktadir. Nitekim kontrol grubuna goére sistemik ozon grubunda kemik
matiirasyonu daha fazla goriilmiistiir. Ancak; sistemik ozon grubunda kok hiicre
grubuna gore daha fazla matiirasyon goriilmiistiir. Kok hiicre seviyesinde matiirasyon
elde edilmesinin muhtemel sebepleri; hiicresel komponentlerin azlig1, sistemik ozonun
uygulama yolu, uygulama dozu ve uygulama siiresi olabilir. Ileriki ¢alismalarda bu
konularm {izerinde yogunlasilabilir.

YKR bolgesine ozonlanmis kan uygulamasi ile ortaya ¢ikacak reaksiyonlar sayesinde
bolgede kontrol grubuna gore daha fazla miktarda ve daha matiir kemik elde edilecegi
ongiiriilmiistiir. Caligma sonuglarinda, lokal ozon grubunda kontol grubuna gore daha
fazla yeni kemik hacmi Ol¢lilmiistiir. Ayrica, kontrol grubuna gore lokal o0zon
uygulamasi1 matiirasyonu hizlandirmistir.  Ancak; lokal ozon grubunda koék hiicre
grubuna gore daha az matiirasyon gorilmiistiir. Kok hiicre seviyesinde matiirasyon
elde edilemesinin muhtemel sebepleri; hiicresel komponentlerin yetersizligi, sistemik
lokal uygulama yolu, uygulama dozu ve uygulama siiresi olabilir. Ileriki calismalarda
bu konularin iizerinde yogunlasilabilir.

SVF ile sistemik ozonun birlikte uygulanmasi potansiyel etkileri nedeniyle sinerjistik
etki olusturarak, tek basmna kullanimlarma gore YKR bolgesinde daha fazla miktarda
kemik miktar1 ve matiirasyonu olusturacagi ongoriilmiistiir. Calisma sonuglarinda;
kombine kullanimda istenilen matiirasyon elde edilememistir. Bunun muhtemel
sebebinin; sistemik ozon uygulamasinin SVF’nin etkin matiirasyon mekanizmasimni
farkli hiicre i¢i yolaklar1 olumsuz etkilemis olabilecegi ya da ozon tedavisinin
uygulama ydntemi, dozu veya siklig1 oldugunu diisiinmekteyiz. Ileriki ¢alismalarda,
SVF ile sistemik ozonun uygulanmasmin etkinliginin hiicresel seviyede ve farkli
tedavi psrosediirleri ile degerlendirilmesine gereksinim vardir

Lokal ozonun bdlgede olusturacagi reaksiyonlar sayesinde lokal ozontkan grubunda
ile kanin yalniz basmna kullanildig1 gruba gore YKR bolgesinde daha fazla miktarda ve
daha matiir kemik elde edilecegi ongoriilmiistiir. Yeni kemik hacmi agisindan gruplar
aras1 fark goriilmemistir. Lokal ozon osteoklastik aktiviteyi dolayisiyla matiirasyonu
hizlandirmistir. Lokal ozonda osteoklastik aktivite fazla olmasina ragmen kemik
hacmi acgisindan istatistiksel fark tespit edilememesi uygulanan ozonun dozu ve
uygulama sekli ile ilgili olabilir.

SVF’ nin kok hiicre seviyesine ¢ikarilmas: i¢in uygulanan lokal ve sistemik ozon
yontemleri yeterli olmamistir. Bunun altindaki muhtemel faktor olarak uygulanan
ozonun dozu, uygulama yontemi veya SVF’nin igeriginin standardize edilemesi
olabilir.
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e Lokal ozon grubunda kok hiicre grubundan daha fazla yeni kemik olusumu tespit
edilmesine ragmen matiirasyon agisindan daha diisiik seviyededir. Daha fazla kapiller
hacim elde edilmesine yonelik yontemler gelistirilmelidir.

e Tiim gruplar icerisinde en hizli maturasyon SVF, sonra kok hiicre, sonra da kan
gruplarinda gozlemlenmistir.

o lleriki ¢aligmalarda SVF’nin igeriginin ve kemik rejenerasyonundaki etki
mekanizmasinin hiicresel diizeyde arastirilmasina ihtiyag vardir.

e SVF, lokal ozon ve sistemik ozon uygulamalarmin akut donem etkilerinin farklh
immiinoljik isaretgiler ile ortaya konulmasina ihtiya¢ vardir.

e Mevcut ¢alismamiz, yonlendirilmis kemik rejenerasyonu modelinde indiiklenmemis
SVF hiicrelerinin prospektif kullanimini belgeleyen ilk calismadir. Ek calismalar, SVF
risklerini ele alacak ve hiicrelerin yerlestirildikten sonraki sag kalimi, reddedilmesi ve
islevsel 6zellikleri gibi 6nemli sorular1 ele almalidir.

Ozellikle, insanlarda in vivo olarak MSCs, SVF ve lokal/sistemik ozonun kemik
rejenerasyonu tizerine etkileri ile alakali hiicresel temel hakkinda sasirtict derecede az bilgi
mevcuttur. Bu alanda daha fazla bilgi sahibi olmak iskelet tamirinde entegre bir stratejinin
anahtar1 olabilir. Gelecekte, kemik olusumunun normal siirecini taklit eden tedavi stratejileri
gelistirilmesi ile kemik rejenerasyonu gerektiren durumlarin basarili bir sekilde tedavisi
saglanacak ve uzun vadede morbidite ve maliyetleri azaltacaktir. Travmaya, ablatif cerrahiye
bagl kemik rezeksiyonu, yaglanma ve metabolik veya genetik iskelet bozukluklar1 gibi bir¢ok
kemik hastalig1 bu sayede basariyla tedavi edilebilecektir.
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OZET

Tavsan Kalvaryumu Modelinde Yeni Kemik Olusumu Uzerine Stromal Vaskuler
Fraksiyon ile Lokal Ve Sistemik Ozon Kullaniminin Etkinliginin Karsilastirmali Olarak

Arastirilmasi

Bu calismanin amaci, tavsan kalvaryumunda ydnlendirilmis kemik rejenerasyonu
modelinde, antioksidan &zellige sahip ozon ve stromal vaskiiler fraksiyon(SVF) etkinliginin
arastirilmasidir. Bu ¢alismada 30 adet eriskin, erkek Yeni Zelanda cinsi tavsan kullanild1
Tavsanlar biri kontrol digerleri deney grubu olmak iizere 10 gruba ayrildi. Kontrol grubunda,
kemikte sadece dekortikasyon yapilarak titanyum bariyerlerin altina sentetik kemik grefti
yerlestirildi. Deney grubundaki titanyum bariyerlerin igerisine dekortikasyonu takiben; lokal
ozon uygulamasi, sistemik ozon uygulamasi, SVF ve bu uygulamalarin kombinasyonlari
kullanilmistir. Tavsanlar 30. giinde sakrifiye edilerek, ornekler elde edildi. Elde edilen
orneklerde; yeni kemik, bag dokusu ve kapiller hacim stereolojik olarak olgiildii. Ayrica
orneklerde immiinohistokimyasal boyama yapildi. Kontol grubuna gore, lokal ve sistemik
ozon uygulamasmin kemik matiirasyonunu hizlandirdig: anlasildi. Tiim gruplar igerisinde en
hizli maturasyon SVF grubunda, daha sonra kok hiicre grubunda goézlendi. Calisma
sonuglarimiza gére; SVF uygulamasi, kok hiicre uygulamasina gore ¢ok daha hizli ve kaliteli
maturasyon sagladigi anlasildi.

Anahtar Kelimeler: yonlendirilmis kemik rejenerasyonu, ozon, stromal vaskiiler fraksiyon,
yeni kemik, tavsan kalvaryumu

106



ABSTRACT

Comparative Investigation of the Bone Formation Effects of Stromal VVascular Fraction,
Local And Systemic Ozone Used Guided Bone Regeneration Model on the Rabbit

Calvarium

The aim of this study is investigate the efficacy of ozone and stromal vascular fraction
(SVF) on guided bone regeneration model in rabbit calvarium. Thirty adult male New
Zealand rabbits were used in this study. The study included ten groups, one of which was a
control group. Two titanium barriers were fixed on each rabbit’s calvarium. Synthetic bone
graft was placed under the titanium barriers after decortication application in the control
group. Local ozone, systemic ozone, SVF application and combinations of these procedure
following decortication into the titanium barriers in the experimental group. The rabbits were
sacrificed after 30 days and samples were obtained. New bone, connective tissue and capillary
volume were measured stereologically in the samples. Immunohistochemical staining was
also performed in the samples. It has been understood that local and systemic ozone
administration accelerates bone maturation compared to the control group. Our findings
suggest that, the fastest maturation was observed in the SVF group, then in the stem cell
group among all groups. SVF application provides much faster and better maturation than
stem cell application in this study.

Key words: guided bone regeneration, ozone, stromal vascular fraction, new bone, rabbit
calvarium
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