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OZET

BUYUME FAKTORLERINDEN ZENGIN PLAZMA (PRGF)’NIN, KEMIK
REJENERASYONUNDA KULLANILAN FARKLI GREFT
MATERYALLERININ IYILESMESI UZERINE ETKIiSININ DENEYSEL
OLARAK INCELENMESI

Amag¢: Bu tez ¢alismasiin amaci, greftlerin (otogreft, allogreft, ksenogreft)
PRGF ile kombine edilmesinin erken dénemde (4 hafta) kemik iyilesmesi iizerine
etkisinin histolojik ve radyolojik olarak arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismaya 6 aylik 12 adet erkek Yeni Zelanda Tavsani
dahil edildi. Tavsanlar rastgele 2 ana gruba ayrildi. Kontrol gruplarinda farkli defektlere
otogreft (KO grubu), allogreft (KA grubu) ve ksenogreft (KK grubu) uygulandi. PRGF
gruplarinda ise farkli defektlere otogreft + PRGF (PO grubu), allogreft + PRGF (PA
grubu) ve ksenogreft + PRGF (PK grubu) uygulandi. Denekler cerrahi operasyondan 28
giin sonra sakrifiye edildi. Defektlerde ki kemik dokusu, bag dokusu ve yeni damar
dokusu miktarlar1 stereolojik olarak, kemik yogunlugu ise radyolojik olarak
degerlendirildi.

Bulgular: Stereolojik incelemeler sonucunda, PRGF kullanilan biitiin gruplarda
ki kemik miktar1 Kontrol gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek
bulundu (p=0,00). PRGF kullanilan gruplarda kontrol gruplarina gore bag dokusu
miktarinin daha az, yeni damar dokusu hacminin ise daha fazla oldugu goriildii (p=0,00).
Radyolojik incelemeler kemik yogunlugunun yalnizca PA ile KA gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugunu (p<0,05) diger gruplar arasinda Ki
farkin ise anlamsiz oldugunu ortaya koydu (p>0,05).

Sonuglar: Otogreftlerin, allogreftlerin veya ksenogreftlerin tek baslarina
kullanimlar1 ve PRGF ile karistirilarak kullanimlar1 karsilastirildi. Sonug¢ olarak bu
greftlerin PRGF ile karistirilarak kullanilmasmin eken dénemde kemik iyilesmesini
artirdigi bulundu.

Anahtar Kelimeler: PRGF; otogreft; allogreft; ksenogreft, tavsan kalvaryast,
kritik boyutlu kemik defekti
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ABSTRACT

EXPERIMENTAL INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PLASMA RICH IN
GROWTH FACTORS (PRGF) ON THE HEALING OF DIFFERENT GRAFT
MATERIALS USED IN BONE REGENERATION

Aim: The aim of this thesis is to investigate histologically and radiologically the
effect of Plasma Rich in Growth Factor (PRGF) mixed with grafts (autograft, allograft
and xenograft) on the ossification of critical size defects in rabbit calvaria in the early
period (4 weeks).

Materials and Methods: Twelve New Zealand male rabbits (6 months old)
were included in this study. Subjects were randomly divided into two groups. Autograft
(KO group), allograft (KA group) and xenograft (KK group) were applied to different
defects in the control groups. In the PRGF groups, autograft + PRGF (PO group), allograft
+ PRGF (PA group) and xenograft + PRGF (PK group) were applied to different defects.
All subjects were sacrificed 28 days after surgery. The amounts of bone, connective tissue
and neoangiogenesis in the defects were evaluated stereologically, and bone density in
the defects were evaluated radiologically.

Results: As a result of the stereological examinations of our study, in all groups
using PRGF, the amount of bone in the defects was higher than the control groups and
the differences between these groups were statistically significant. (p=0,00). The amount
of connective tissue was lower in PRGF groups than control groups (p = 0.00) and the
amount of neoangiogenesis was higher in PRGF groups than control groups (p = 0.00).

As a result of radiological examinations, bone density was higher in the PRGF
group than in the control group. However, this difference was statistically significant only
between PA and KA groups (p <0.05). When the other groups were compared, the
difference was statistically insignificant (p> 0.05).

Conclusions: The use of autografts, allografts or xenografts alone and their use
with PRGF were compared. As a result, it was found that mixing these grafts with PRGF
increased bone healing.

Keywords: PRGF; autograft; allograft; xenograft; rabbit calvaria; critical size
defect
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SIMGELER VE KISALTMALAR

%: Yizde

a: Alfa

fB: Beta

y: Gama

0: Delta

pum: Mikrometre

cm: Santimetre

dk: Dakika

G: Rolatif Santrifij Kuvveti (RCF)

HU: Haunsfield Unit

kg: Kilogram

m: Metre

mg: Miligram

ml: Mililitre

mm: Milimetre

mmHg: Milimetreciva

nm: Nanometre

Nm: Newtonmetre

°C: Santigrad Derece (Celsius)

rpm: Dakikadaki Devir Sayisi

SS: Standart Sapma

Casz(POs)2: Kalsiyumfosfat

CaCl,: Kasiyumkloriir

Ha: Hidroksiapatit

TKEF: Trikalsiyum Fosfat

BHA: Sigir Kaynakli Hidroksiapatit

DFDBA: Demineralize Edilip Dondurularak Kurutulmus Kemik Allogrefti
DK: Dondurulmus kemik

FDBA Dondurularak Kurutulmus Kemik Allogrefti
A-PRF: Gelistirilmis Trombositten Zengin Fibrin
I-PRF: Enjekte Edilebilir Trombositten Zengin Fibrin
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L-PRF: Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrin
L-PRP Lokosit ve Trombositten Zengin Plazma
OFG: Otojen Fibrin Yapistirici

PPGF: Buyume Faktorlerinden Fakir Plazma
PPP: Trombositten Fakir Plazma

P-PRF: Lokositten Fakir Trombositten Zengin Fibrin
P-PRP: Lokositten Fakir Trombositten Zengin Plazma
PRF: Trombositten Zengin Fibrin

PRFM: Trombositten Zengin Fibrin Matriks
PRGF: Blyume Faktorlerinden Zengin Plazma
PRP: Trombositten Zengin Plazma

T- PRF: Titanyum-Trombositten Zengin Fibrin
Ang: Angiopoetin

BMP: Kemik Morfogenetik Protein

BSP: Kemik Sialoprotein

MCP: Monosit Kemotaktik Protein

OC: Osteokalsin

OPG: Osteoprotegerinin

OPN: Osteopontin

ALP: Alkalenfosfataz

MMP: Matriks Metalloproteinaz

TRAP: Tartrate'e Direncgli Asit Fosfataz

CGF: Konsantre Buyume Faktori

CTGF Bag Dokusu Biiyiime Faktorii

EGF Epidermal Blyime Faktor(

FGF: Fibroblast Buyume Faktor

HGF: Hepatosit Buyume Faktori

IGF Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

IL: Interldkin

KGF: Keratinosit Buyime Faktori

M-CSF Makrofaj Koloni Stimdile Edici Faktor
NGF Sinir Blylme Faktori



PDGF: Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii
PF: Trombosit Faktor

PIGF: Plasenta Buyume Faktori

PPAR: Adipogenik Transkripsiyon Faktor(
RANK: Reseptor Aktive Eden Nukleer Faktor
Runx2: Osteojenik Transkripsiyon Faktori
SDF: Stromal Hicre Kaynakli Faktor

TGF: Transforme Edici Blylime Faktord
TNF: Tamor Nekroz Faktor(

VEGF: Vaskiiler Endotelial Buylime Faktori
CXCR: Kemokin Reseptor

EGFR: EGF Reseptoru

PTH1R: Tip | Paratiroid Reseptori

RANKL: Reseptor Aktive Eden Niikleer Faktor Ligandi
HSC: Hematopoetik Kok Hiicre

MSC: Mezensimal Kok Hiicreler

NK: Dogal oldiiriicii hiicreler

DDH: Dana Hastalig

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

KBD: Kritik boyutlu defekt
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1. GIRIS

Dis hekimliginde alveolar kemik defektlerinin onarimi, uygulanmasi planlanan
tedavilerin seyri agisindan biiylik 6nem arz etmektedir. Clnku bu defektler planlanan
tedaviyi zorlastirabilmekte, engelleyebilmekte ya da tedaviden sonra bir takim estetik
problemlere yol acabilmektedir.

Alveolar defekt onariminda partikiillii kemik greftleri, blok kemik greftleri,
distraksiyon osteogenezisi veya kret split uygulamalar1 gibi, tercih edilebilecek bircok
kemik artirma yontemi bulunmaktadir (1). Bu yontemler arasinda en sik partikiilli kemik
greftleri tercih edilmektedir clinkii hasta tarafindan iyi tolere edilmektedir, hekim
tarafindan kolay uygulanmaktadir ve maliyetinin digerlerine gore daha diistiktiir (2).

Sert doku greftlemelerinde dogal ve sentetik kemik greftler kullanilmaktadir.
Greft materyali olarak dogal kemikten elde edilen otogreftlerden, allogreftlerden,
ksenogreftlerden, alloplastlardan  veya bunlarin kombinasyonlarindan  sikga
yararlanilmaktadir. Bu greftler arasinda otojen kemik grefti altin standart olarak kabul
edilmektedir (3-5). Ancak cerrahi sahada Ki artis, donér saha morbiditesi ve yeterli greft
materyali elde edilememesi birgok vakada otogreftlerin kullanimini sinirlamaktadir. Bu
dezavantajlar klinisyenlerin farkli yaklasimlara ve farkli greft materyallerine
yonelmelerine neden olmaktadir.

Otojen kemiklere alternatif olarak allogreftler, alloplastlar ve ksenogreftler gibi
kemik greftleme materyalleri kullanilabilmektedir. Ancak bu greft materyallerinin
osteoindiiktif Ozelliklerinin sinirli olusu, yeni kemik olusturma hizinin diisiik olusu,
rezorpsiyon siirelerinin gerekenden kisa ya da uzun olusu ve yiiksek maliyet gibi
dezavantajlart mevcuttur. Greftlerin bahsedilen dezavantajlarini ortadan kaldirmak i¢in
bir¢ok farkli yontem denenmektedir.

Arastirmacilar son yillarda rejeneratif yaklasimlara yonelmektedirler.
Rejeneratif materyaller ile greft kombine edilerek greftlerin bu dezavantajlarinin asilmasi
ve elde edilen kemik kazaniminin artirilmasi planlanmaktadir (6, 7). Boylece daha kisa
strede daha kaliteli ve daha az maliyetli tedaviler mimkin hale gelebilmektedir.

Rejeneratif yontemlerin basinda biliylime faktorleri gelmektedir. Biiyiime
faktorlerinin doku iyilesmesi ve kemik olusumunda kritik rolleri vardir. Bu faktorler
ozellikle mezensimal hcrelerin, osteoblastlara doniismesini aktive ederek kemik

olusumunu hizlandirmaktadir (7).



Buylme faktorleri ¢ogunlukla trombositlerden salinmakta ve trombositten
zengin kan Uriinlerinde daha fazla bulunmaktadirlar (8). Cesitli yogunlastirilmis
trombosit Griinleri bulunmaktadir: Ozellikle, Blyime Faktorlerinden Zengin Plazma
(PRGF), diger triinlere gore daha giivenilir ve daha biyoaktif bir materyal oldugu
bildirilmistir (9).

Bu teknigin, blyume faktorlerince zengin olmasi, beyaz kan hicreleri
icermemesi, inflamatuar mediyatorlerden fakir olmasi, kisa zamanda hazirlanmasi ve
aktivasyon i¢in sigir tromboplastini gerektirmemesi gibi 6nemli avantajlar
bulunmaktadir (10).

Bu dogrultuda projemizin amaci; greftlerin (otogreft, allogreft, ksenogreft)
PRGF ile kombine edilmesinin erken donemde (4 hafta) kemik iyilesmesi iizerine

etkisinin histolojik ve radyolojik olarak arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik viicudun mekanik ve metabolik fonksiyonlarinin korunmasinda énemli
rol oynayan mineralize bir dokudur. Yetiskin bir insanin iskeletinin yapisinda ki en blyuk
pay bu dokuya aittir. Kendine ait hiicrelere sahip, siirekli bir yapim-yikim (remodelasyon)
ile dinamizmini siirdiiren essiz bir dokudur ve yasamsal fonksiyonlarda ¢ok onemli
gorevler tistlenmistir (11). Bunlardan bazilari:

1. Doku ve organlara desteklik saglar. Dik postiirii saglar.

2. Kaslar ile birlikte harekette rol oynar. Kaslardan aldig1 giicii kaldirag sistemi
gibi kullanip hareketi ya da kuvveti artirir. Hareketin agiga ¢ikarilmasinda
ve kisitlanmasinda kilit rol {istlenir.

3. Organ ve dokularin korunmasini saglar. Beyin ve i¢ organlar gibi hayati
oneme sahip dokular1 dis etkilere kars1 korur.

4. Barindirdig kemik iligi ile hematopoeze katki saglar.

5. Depoladigi kalsiyum, fosfat ve diger iyonlarla metabolizma dengesini, iyon
dengesini ve pH dengesinin saglar.

6. Isitme sisteminde ses iletiminde gérev alir (12, 13).

Kemikler olgunluk durumuna gére birincil (immatdr, 6rgu, nonlameller) ve
ikincil (olgun, lameller) olmak iizere ikiye ayrilir. Orgii kemik normalde olmay1p bazi
fizyolojik veya patolojik slireclerde ortaya ¢ikar. Lamellar kemik ise “substantia
compacta” (kompakt kemik, kortikal kemik) ve “substantia spongiosa” (spongiyoz
kemik, stingerimsi kemik) olarak iki tabaka halinde gozlenir (14).

2.1.1. Kemigin Makroskobik Yapisi

Orgi Kemik

Fizyolojik siiregte embriyolojik gelisim sirasinda ve kemik iyilesmesi sirasinda
(dis ¢ekimi soketlerinin iyilesmesi vb.) olusan kemiktir. Yeni kemik iiretiminin oldugu
bolgelerde (yasst kemiklerin eklem yiizeyleri ve tendonlarin kemiklere baglandiklar
bolgeler) de orgli kemik formasyonuna rastlamak miimkiindiir. Ayrica patolojik bir
durum olan Paget Hastalig1 gibi hizli ve reaktif kemik yapimi goriilen hastaliklarda da bu
kemik goralur (14).
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Sekil 1.1 Kemigin olgunlasma evreleri — Yiceer Cetiner*®’den

Icerdigi elemanlar lamellar kemikle aynidir ancak Tip 1 kollajenlerin dizilimi
daha diizensizdir, osteosit yogunlugu daha fazladir ve mineral igerigi daha diisiiktiir. Org
kemik lamellar kemige gore metabolik olarak daha aktiftir ancak kuvvetlere daha
direngsizdir (Sekil 1.1) (16).

Lamellar Kemik

Yapisinda Havers sistemini (osteon) bulunduran kemiklere lamellar kemik ismi
verilir. Olgun bir kemigin temelini osteonlar olusturur. Havers sistemi kan damarlarini,
lenf damarlarin1 ve sinir liflerini saran 5-20 es merkezli lamel ve osteositlerden olusan
karmagik bir sistemdir. Osteositlerin besin ve oksijen ihtiyacini karsilayan arterler
(osteonal arter) hem periosttan gelen arterlerle hem de kemik iliginden gelen arterlerle
anastomoz yapar. Osteonlar ¢ogunlukla kemigin uzun aksina paralel sekilde uzanirlar.
Havers sistemlerinin arasinda kalan alanlarda birbirlerine paralel, ¢ok sayida ancak belli
bir merkezi bulunmayan “intersitisyel (ara) lameller” bulunur. Bu lameller yeni Havers
sistemleri olusurken eski sistemlerin osteoklastlar tarafindan kismen yikilmasi sonucu
olusur. Osteonlar arasi iletisimi Volkmann kanallar1 ad1 verilen transvers kanallar sistemi
kurar. Volkmann kanallarinin etrafi osteonlar tarafindan sarilmaz.

Es merkezli ve ara lameller disinda, osteoblastlarin olusturdugu ve kemigin
enine biiylimesini saglayan i¢ ve dis dairesel lameller de bulunmaktadir. Dis lameller
periostun hemen altinda, i¢ lameller ise kemigin meduller kismini gevreleyecek sekilde

konumlanmustir.
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Sekil 1.2 Kemigin lamellar yapis - Grivas”)’tan degistirilerek

Havers sisteminin bir baska elemani da osteositlerdir. Osteositler, lameller
uzerindeki “lakiina” denilen bosluklarda bulunur ve bu lakunalar mikrokanallar araciligi
ile birbirleriyle baglantilidir. Osteositlerin salgiladiklar: Tip 1 kollajen, kemik lamellerin
icinde oldukea diizenli bir sekilde de biriktirilir ve lamellerin fiziksel kuvvetlere karsi
direncli olmasini saglar (16, 18).

Bir lamellar kemigin uzun eksenine dik alinan bir kesitte kabaca kemigin %
80’ini olusturan yogun bir dis kortikal tabaka ve igeride trabekiillerden olusan az yogun
bir i¢ stingerimsi tabaka gozlenir. Kortikal tabakada osteonlar oldukga diizenli ve kemigin
uzun eksenine paralel siralanir. Siingerimsi kemikte osteonlar bulunmasina ragmen

kortikal kemik kadar organize degildir (Sekil 1.2)(19).

Kortikal (Kompakt) Kemik

Kortikal kemik, kemiklerdeki sert ve siki korteks tabakasini (diyafiz tabakasini)
olusturur. Uzun kemiklerde silindir seklindeyken yass1 kemiklerde iki tabaka halinde
spongioz kemigi Orter (6rnegin kafa kemiklerinde ki diploe tabakasini Orter). Kortikal
kemik, dokuya sertlik ve dayaniklilik kazandirir. Temel yapisini Havers sistemi olusturur.

Bu sayede kompakt yapisina ragmen metabolik fonksiyonlarmi strdardr (20).

Sungerimsi (Spongioz) Kemik
Kortikal kemik yiizeylerinin arasinda konumlanir. Karmagsik trabekiler

yapidadir. Trabekiillerin aras1 kemik iligi ile doludur. Bosluklarin kemige oran1 yaklasik



olarak % 50°dir (kortikal kemikte yaklasik % 10). Kortikal kemige gore daha esnektir ve
bu esneklik fazla enerjiyi sonimleme yetenegi saglar. Yasst kemiklerde iki kortikal
tabakanin arasinda bulurken uzun kemiklerde epifiz ve metafiz tabakalarinda bulunur.

Ayrica diafiz tabakasinin da ¢ok az bir kismini olusturur (Sekil 1.3) (19).

Proksimal _| | ¢
Epifiz B

Sekil 1.3 Kemigin makroskobik yapisi — Grivas®")’tan degistirilerek

Osteogenezis
Kemik Uretimi “osteoblast” ad1 verilen kemik doku icin 6zellesmis bir tiir hiicre
tarafindan gergeklestirilmektedir. Osteoblastlarin irettikleri ilk kemik 6rgl kemiktir.
Daha sonra yeniden organizasyon ile 6rgt kemik yerini lamellar kemige birakir. Kemigi
tireten hiicreler ve ortaya ¢ikan {iriin ayni olsa da kemik Gretiminde iki farkli mekanizma
vardir (14, 21):
1) Intramembranoz (perikondral, direkt) kemiklesme
2) Kondral (inderkt) kemiklesme
a) Perikondral kemiklesme
b) Endokondral kemiklesme

Intramembranéz Kemiklesme

Mezensimal kok hiicre kaynakli osteoblastlarin dogrudan kemik dokuyu
salgiladiklar1 yontemdir. Mezensimal hiicreler belli alanlarda toplanir ve bu alanlarda
kanlanma artar. Yogunlasma bolgesindeki bazi mezensimal hiicreler kollajen lifleri
salgilayarak bir membran olustururlar. Membranin i¢inde kalan hiicreler, osteoblastlara

farklilagirlar. Boylece osteoblastlar kemigin temel elemanlarini sentezler ve salgilarlar.



Salgilanan bu ilk maddeye “osteoid” ismi verilir. Osteoidler kollajen lifleri ve jelatindz
bir ara maddeden olusur. Zamanla osteoid iizerine kalsiyum ve fosfor gibi iyonlarin
cOkelmesi ile matriks daha sert bir hal alir. Bolgesel osteoid olusumu ve osteoidlerin
mineralizasyonu ile "spikuller” (6ncul trabekuller) olusmaya baslar. Kemik olgunlastik¢a
mineralize osteoid icerisinde kalan osteoblastlar osteositlere doniisiir. ilk olustugunda
zay1f bir yapiya sahip olan spikuller Gzerinde biriken yeni osteoid ve bu osteoidlerin
mineralizasyonu ile trabekilleri meydana getirirler. Bu esnada trabekiillerin arasinda

kalan mezensimal doku yerini zamanla hematopoetik dokuya birakir (Sekil 1.4).
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Osteositlere Farkhlasmas: Formunun Olusumu
Sekil 1.4 Intramembranéz kemik olusumunun asamalari - Papageorgiu®°dan

Mezensimal doku iginde gelisen kemiklere, yassi1 kemikler (frontal parietal,
oksipital ve temporal kemik, mandibulanin simfiz ve koronoid ¢ikintis1 hari¢ kalan
bolgeleri buna Ornektir) ve uzun kemik olmasina ragmen Klavikula 6rnek olarak
gosterilebilir (23).

Kondral Kemiklesme
Bir kikirdak taslagin kemik Uretimine onciiliik ettigi kemiklesme ¢esididir.

Kendi iginde perikondral ve endokondral kemiklesme olmak (izere ikiye ayrilir.

Perikondral Kemiklesme

Kikirdak dokuyu cevreleyen perikondriyumdan koken alan mezensimal
hicrelerin osteoblastlara donlismesi sonucu kikirdak yapinin ¢evresinde intramembranz
tarzda bir matriks ve mineral birikimi olur. Bu yap1 organize bir sekilde katman katman

birikir. Bu mekanizma ile uzun kemiklerin kalinlagsmasi saglanir (24).

Endokondral Kemiklesme
Endokondral kemiklesme, uzun kemiklerin “embriyonik kikirdakli model” ile
uzunlamasina biiyiimeye katkida bulundugu bir strectir. Ekstremite kemikleri, vertebra

ve pelvis kemigi, kafatas1 kemikleri endokondral kemiklesmeyle olusan kemiklerdir.



Kikirdak yikimi ve kemik yapiminin birlikte olmasi nedeniyle endokondral kemik

olusumu oldukga karmasiktir (24).

Sekil 1.5 Endokondral kemik olusumunun asamalar1 - Papageorgiu®?’dan

Bag dokusu veya mezensimal doku igerisinde, kemiklesmenin gerceklesecegi
alanda, meydana gelecek olan kemigin sekline benzer kiigiik bir hyalin kikirdak taslag
olusur. Bu taslagin yiizeyinde bulunan mezensimal hucreler ileride perikondriyumu
olustururlar. Daha sonra hyalin kikirdak olgunlasir ve kondrositler gogalarak orta bolgede
hipertrofiye ugrarlar. Urettikleri ekstraseliiler matriks daha sonra kan damarlari,
osteoklastlar, kemik iligi hiicreleri ve osteoblastlar tarafindan istila edilir (25). Boylece
primer kemiklesme merkezini olusturmaya baglarlar. Kondrositler arasinda bulunan
hiicreler arasi madde Alkalen Fosfataz’in (ALP) ve Osteokalsin’in (OC) etkisiyle
mineralize olur. Bu sirada da hipertrofik kondrositlerin apoptozisi ger¢eklesmeye baslar.
Bolgeye ulasan osteoprojenitor hiicreler osteoblastlara farklilagarak kemik matriksinin
depolanmasini gergeklestirirler (Sekil 1.5) (24, 26).

2.1.2. Kemigin Mikroskobik Yapisi

Kemigin Hiicreleri

Kemigin tretiminden ve yenilenmesinden sorumlu hiicreler iki farkli kok huicre
grubundan koken alirlar. Bunlar mezensimal “kok hiicre kaynakli” olan osteoprojenitor
hlcreler, osteoblastlar, osteositler, kemik astar (6rttic) hucreleri ve “monosit-makrofaj

kaynakl1” olan osteoklastlardir(27, 28).



Mezensimal Kok Hucre Kokenliler

Osteoprojenitor Hicreler

Endosteumun ve periosteumun i¢ tabakasinda bulunurlar. Biiylime ve
transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle osteoblastlara doniiserek kemik yapiminda rol
oynarlar. Yasamlar1 boyunca cogalabilme o&zellikleri vardir. Biliylime ve gelisim
stirecinde surekli aktiftirler. Hayat boyunca kemik ortict htcreleri olarak kalirlar ve
kemik Uretimini gerektiren durumlarda yeniden aktiflesirler (29, 30).

Osteoprojenitdr hiicreler, mezensimden koken alan, osteojenik hiicrelerdir.
Kemige 6zel bazi hiicrelere farklilasabilme yetenekleri vardir. Mezensimal kok hticreler
(MSC) kemik iliginde ve bag dokusunda bulunabilen multipotent stromal hiicrelerdir. Bu
hlcreler osteoblastlara, kondrositlere ve adiposit hiicrelerine farklilasabilirler. Morfolojik
olarak, tek ve blyuk bir ¢ekirdege sahip, ig seklinde, fibroblast benzeri hiicreler olarak
tanimlanabilirler. MSC'ler, doku zedelenmesi ve/veya iltihaplanma bolgelerine baglanma
ozelligine sahiptirler. Kemik hasari sirasinda salgilanan insiilin benzeri biiyiime faktorii-
1 (IGF1) ve stromal hiicre kaynakl faktor 1 (SDF-1) gibi bircok biiylime faktorleri ve
kemokinler MSC'lerin gégiinii diizenler. B lenfositler ve dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK)
gibi immiin hiicrelerin ¢ogalmasini ve olgunlasmasini potansiyel olarak uyarabilir ya da
inhibe edebilirler. Kemik iyilesmesi sirasinda, MSC'ler kallus olusumunu uyarmak igin
kondroblastlara ve osteoblastlara farklilasabilirler. Kemik dokusundaki MSC
farklilasmasi, birtakim molekdl ve hiicre ici sinyal yolu ile diizenlenir. MSC'lerde Wnt /
B-katenin sinyalinin aktivasyonu, Adipogenik Transkripsiyon Faktori’nii (PPAR-y)
baskilar ve osteoblast farklilasmasi i¢in gereken bir transkripsiyon faktorii olan Runx2'yi
uyarir. Pro-osteojenik  biuyume faktorleri, MSC'lerin  osteokondral hiicrelere
farklilagsmasini diizenleyen sinyal yollarini (6rnegin, MAPK, p38 ve SMAD yollarini) da
uyarir (31-33).

Osteoblastlar

Osteoblastlar, mezensim kokenli osteoprojenitér hiicrelerin farklilasmasiyla
olusurlar. Tek ¢ekirdekli, metabolik olarak aktif, kemigin biiyiliyen yiizeylerini kaplayan
hicrelerdir. Kemik matriksinin sentezlenmesi, diizenlenmesi ve mineralizasyonundan
sorumludurlar. Ayni zamanda mekanoreseptdr olarak gorev alirlar. Kan-kalsiyum

dengesinin saglanmasinda 6nemli bir yere sahiptirler (29, 34, 35). Aktiviteleri azalmaya



basladiktan sonra bir bolimii osteositlere doniisiirken, digerleri endosteal ve periosteal
yuzeylerdeki ortiicl (astar) hiicrelere doniistirler (36).

Osteoblastlar, kemik yizeyinin biyidk bir bolimdni kaplayan kiboidal
hicrelerdir (37). Tamamen farklilasmis osteoblast, protein Ureten hicrelerin (6rnegin,
biylk cekirdek ve salgi organel ve graniillerinde zengin olan sitoplazma gibi) tim
Ozelliklerini sergiler (38). Osteoblastlar kemik olusumunun erken evresinde mineralize
olmamis matriks (osteoid) biriktirir. Osteoblastlar tarafindan tretilen kemik matriksi,
kollajen proteini esas olarak kollajen tip | ve osteopontin (OPN), kemik sialoprotein
(BSP), OC dahil olmak tizere kollajen olmayan proteinlerden olusur (39). Bu osteoid
doku, kemik apatitin niikleasyonu ve biiylimesi ile asamali olarak minerallesir.
Osteoblastlarin tirettigi ALP kemik mineralizasyon strecinin diizenlenmesinde buyik rol
oynar (40). Osteoblastlar ayrica tiimor nekroz faktorii alfa (TNF- o), reseptor aktive eden
nikleer faktor kappa-B (RANKL) ligandinin (RANKL) ve osteoprotegerinin (OPG)
reseptor aktivatorii gibi osteoklastlarin olusumunda rol oynayan ¢esitli sitokinleri de
uretebilir (41). Osteoblastlarin kemik iireten hiicreler olarak rolii kemige gomiildiikten ve
osteositler haline geldikten sonra tamamlanir. Ayrica osteoblastlar inaktif hale gelebilir
ve duz bir morfolojiye sahip olan ve kemigin yiizeyini kaplayan kemik astar hicrelerine
dontigebilirler (39).

Osteositler

Osteositler y1ldizimsi hiicrelerdir ve tiim kemik hiicrelerinin % 95'inden fazlasini
olusturdugu i¢in memeli kemiklerinin ana hiicresel bileseni olarak kabul edilirler (38).
Osteoblast kemige gomiilerek bir osteosit haline geldiginde, hiicresel morfolojilerinde
degisiklik, hucre igi organellerde azalma ve hiicre biiyiikliglinde azalma gibi onemli
degisiklikler meydana gelir. Osteositler kemik dokusunda “lakiina” adi verilen
bosluklarda bulunurlar ve “kanalikil” adi verilen kii¢iik kanallardan gecen sitoplazmik
uzantilar1 sayesinde birbirleriyle iletisim kurarlar. Molekiiler seviyede, osteoblastlarin
osteositlere farklilagmasinda, ALP, BSP, OC, tip | kollajen ve Runx2 gibi birkag
molekilin daha diisiik iiretimi rol oynar (42). Osteositler iskeletin mekanik yiklenmesine
adaptif tepkileri kontrol etmek icin mekanik sensorler gibi davranirlar. Cesitli uyaranlara
cevap verebilir ve iskelet hemostazini diizenleyebilirler. Osteositlerin kemigin tamir
ihtiyacin1 hissedebildigi disiiniilmektedir (43). Osteositler uzun Omdarlidir; ancak

6liimsiiz hiicreler degildir ve apoptozis ile dliirler. Kemik mikro hasaria cevap olarak
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osteositlerin apoptozisinin kemigin yeniden sekillenme strecini baslattigi ve artirdigi

Oongoriilmiistiir (44).

Kemik Astar (Ortiicti) Hucreleri

Kemikler Gretim ya da rezorpsiyon fazinda degillerse, kemik yiizeyi kemik astar
(Ortticu) hiicreleri olarak adlandirilan yassi ve uzun hiicre katmanlari ile tamamen
kaplanir. Organeller agisindan fakirdirler. Organel iceriginden de anlagilacag lizere ok
az aktivite isareti gosterirler. Farklilasmis osteoblastlar olarak kabul edilirler. Kemik
yuzeyini kaplayarak, osteoklastlarin rezorptif aktivitelerinden kemigi korurlar. Osteoblast

olusturmak i¢in tekrar aktif hale getirilebilirler (45).

Monosit-makrofaj Kokenli Hucreler

Monositler, kanda dolasan ve insan viicudundaki tiim l6kositlerin yaklasik % 3-
7'sini olusturan fagositik hiicrelerdir (46). Normal kosullarda, monositler, bag dokuya gé¢
edebilirler (47). inflamatuar sinyallere cevap olarak monositler, travma veya enfeksiyon
bolgelerine hizla go¢ eder ve makrofajlara farklilasirlar (48). Cesitli inflamatuar
mediyatorleri salgilarlar ve mikroorganizmalari veya yabanci partikiilleri fagosite ederler.
Kemik iyilesmesi sirasinda makrofajlar sadece iltihaplanma evresinde degil, kemik
olusumu ve yeniden sekillenmesinde de rol oynarlar (49). Monositler ya da makrofajlar
hiicreleri sadece osteoklastlara degil, ¢ok ¢ekirdekli hicreler ve biyomateryal
implantasyonuna cevap olarak yabanci cisim dev hiicreleri gibi diger fenotiplere de
farklilasabilirler (50). Her ne kadar monositlerin aktiviteleri, immiin yanit ve inflamasyon
ile yakindan iligkili olsa da, materyal-doku entegrasyonunda énemli bir rol oynadiklarina

inanilmaktadir (51, 52).

Osteoklastlar

Osteoklastlar, kemik iliginde bulunan myeloid hematopoetik hiicrelerin
flizyonuyla ortaya ¢ikan ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir. Osteoklast 6nculleri, kemik dokusu
veya dolasimdaki monositlerdir (53). Osteoklastlar, yuksek konsantrasyondaki asit
fosfatazlarla dolu vezikiil ve lizozomlardan dolayr homojen, “kopiik” gorinimlu bir
sitoplazma ile karakterizedirler (54). Osteoklastlarin aktivitesine bagli olarak olusan
asidik ortam nedeniyle mineralize matriksin ¢zuinmesi sonucunda “Howship lakiinalar1”
olusur. Kalan organik bilesenler, kollajenolitik enzimlerin (6zellikle katepsin K)

toplanmasiyla ¢ozinlr (55). Tartrate'e direncli asit fosfataz (TRAP), osteoklastlar
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tarafindan iretilir ve kemigin rezorpsiyon surecine dahil edilir. Baz1 kemokinler, kemik
iyilesme bolgelerinde osteoklast dnciillerinin toplanmasi, ¢cogalmasi ve farklilasmasini
duzenler. Monosit kemotaktik protein 1 (MCP-1) ve stromal hiicre tlrevli faktor 1
(CXCL12 / SDF-1), osteoklast onciillerinin kan dolasimindan kemige veya bir kemik
iyilesme bolgesi icerisine gecisini kontrol etmede dnemli molekiiller olarak kabul edilirler
(56-58). Makrofaj koloni stimile edici faktér (M-CSF) ve osteoblastlar tarafindan
eksprese edilen RANKL, osteoklast farklilasmasi ve aktivitesinde anahtar rol oynar.
RANKL-RANK etkilesimi yoluyla osteoprojenitorlerle, osteoklast énciilleri arasindaki
iletisimin, olgun osteoklast olusumunu uyardigr diisiiniilmektedir. Bu etkilesim,
osteoblast tarafindan {iretilen bir baska sitokin olan OPG ile engellenebilir (30). Ayrica,
TNF- o ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinler kemik remodelingi sirasinda osteoklastogenez

icin 6nemli aracilardir (59, 60).

Kemigin Organik ve inorganik Matriksi

Kemik matriksi organik ve inorganik bilesenlerden olusan kompozit bir yapidir.
Organik matriks, 1slak kemik agirliginin ~% 20'sini olusturur ve temel olarak kollajenden
olusur. Kollajen, kemik matriksinin ana yapisal bilesenidir; buradaki ¢ogunluk Tip |
kollajendir (~% 90) ve daha az miktarda kollajen Tip 1lI, V, X ve XII bulunur (14).
Kollajen, ~1000 aminoasitten olusan, ¢ boyutlu bir yapiya sahip ve uzunlugu ~300nm
olan lifli bir proteindir. Bir kollajen fibrili, iki al ve bir a2 polipeptid zincirinden olugan
ve osteoblastlar tarafindan sentezlenen prokollajenden olusan U¢li sarmal seklindedir (61,
62). Prokollajen molekulleri osteoblastlardan salgilandiklarinda tekli yapilardir, daha
sonra kollajen fibrilleri olusturmak i¢in spontan olarak birlesirler (63, 64).

Kollajen kemige esneklik verirken, kollajen agina mineral ilavesi kemige sertlik
saglar. Kemik dokunun mineral bileseni eksik olursa kemigin esnekligi artar. Tersine,
kollajen bileseni eksik olursa kemigin kirilganligr artar. Bu durum, kemige kollajen ve
mineralin miktarin1 ve dagilimin1 degistirerek, esneklik ve sertlik gereksinimlerini
dengeleme kabiliyetini saglar (65). Yaslanma veya osteogenezis imperfekta (66) gibi
genetik anormalliklerden kaynaklanan kollajen yapisindaki degisiklikler, kemik
dokusunun yapisal biitiinliigiinii tehlikeye atabilir ve daha zayif bir yapiya neden olur. Bu

durum kirilmaya karst normalden daha fazla yatkinlik gosterir (63, 67).
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Kollajene ek olarak, organik matriksin % 10'u fibronektin, OPN, osteokalsin ve
BSP gibi kollajen olmayan proteinlerden dekrin ve biglikan gibi proteoglikanlardan
olusur. BSP ve osteopontin, kemik matriksinde bulunan kollajen olmayan proteinlerin
¢ogunu olusturur. Kollajen olmayan proteinler ve proteoglikanlar, organik matriksin
toplam kiitlesine az miktarda katkida bulunurken, osteoblast farklilasmasi, doku
mineralizasyonu, hicre adezyonu ve kemik yeniden sekillenmesi sirasinda onemli
fonksiyonlara hizmet ederler (64).

Inorganik matriks, kemigin 1slak agirhiginin yaklasik % 65-70'ine katkida
bulunur ve toplam viicut kalsiyumunun yaklasik % 99'unu, fosforun yaklasik % 85'ini ve
vicut sodyumunun ve magnezyumunun % 40-60"'in1 depolayan bir iyon rezervuari gorevi
gordr. Bu iyonlar kollajen liflerini ¢cevreleyen kristal yapilari olusturur ve kemige sertlik
kazandirir. Kemik kristallerinin boyutu ~200A'dur ve iskelette bulunan temel mineral
olan kalsiyum, hidroksiapatit [Ca10POsOH.] formundadir. Hidroksiapatit kristalleri hem

yuzeyde bulunabilir hem de kollajen fibrillerinin aralarina niifuz edebilir (64, 68, 69).

Kemigin Zarlar1 (Periosteum ve Endosteum)

Kemigin dis ve i¢ ylizeyleri sirasiyla periosteum ve endosteum denilen 6zel bag
dokusu ile kaphidir. Periosteum, kortikal kemik ile kortikal kemige komsu yumusak doku
veya kas doku arasinda ayirici bir tabaka gorevi gorir. Eklem ylzeyleri, tendon baglanma
yerleri ve sesamoid kemiklerinin ylzeyleri harig, tim kemiklerin dis yilizeylerini kaplar
(70, 71).

Periosteum iki ayr1 katmana ayrilabilir. Distaki “fibroz” katman, belirgin bir
sinir ve mikrovaskiiler agin yani sira fibroblastlari, kolajen fibrilleri ve elastin lifleri
icermektedir (71, 72). i¢ “cambium” veya “hiicresel” katman kemik yiizeyi ile dogrudan
temas halindedir. Bu tabaka osteoblastlara ve kondrositlere farklilasabilen MSC’leri,
farklilasmis osteoprojenitor hiicreleri, fibroblastlari, mikrodamarlari ve sempatik sinirleri
liflerini icerir. Icinde MSC'leri ve osteoprojenitor hiicreleri bulunduran cambium
tabakasi, doku miihendisligi alani i¢in ila¢ tedavileri ve kok hiicre elde edilmesinde
6nemli bir alan haline getirmistir (73-76).

Bir kemigin i¢ ylzeyi meduller kanala bakar ve endosteum adi verilen
membrandz bir kilif ile kaplidir. Endosteum, kemik iligini i¢ine almak i¢in endokortikal
ve trabekiler kemik yiizeyleri tGzerinde kemik astar hucreleri (olgun osteoblastlar) ve

osteoblastlardan olusan ince bir zar ile kaphdir (77). Ayrica endosteumda aktif kemik
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rezorpsiyon bolgelerinde osteoklastlar bulunabilir. Endosteum osteoprojenitor hicreler
icermesine ragmen, MSC veya hematopoetik kok hicreler (HSC'ler) icermez. Bununla
birlikte, endosteumun ig¢indeki hiicrelerin dogrudan veya dolayli olarak multipotent

HSC'leri destekleyebilir ve/veya etkileyebilir (78).

2.1.3. Kemik Iyilesmesi ve Evreleri

Kemik iyilesmesi, farkli hiicre tiplerinin (6rnegin hematopoetik hiicreler, immin
hlcreler, vaskdler ve iskelet hiicre dnciilleri) ve proteinlerin yan1 sira, fonksiyonunun ve
yapisal biitiinliigiiniin yeniden olusturulmasi i¢in calisan ¢esitli genlerin, arasindaki
etkilesimleri iceren karmasik ve iyi diizenlenmis bir siirectir. Iyilesme siirecinde hiicre
gocl, cogalmasi, farklilagmasi, ve hiicre dis1 proteinlerin sentezi gibi birgok hucresel olay
yasanmaktadir. 1ki tip kemik iyilesmesi vardir: birincil veya dogrudan ve ikincil veya
dolayli iyilesme (Sekil 1.6) (79).
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Sekil 1.6 Kemik onarimi - Grivas")’tan degistirilerek

Primer Iyilesme

Primer iyilesme, kemik uglarinin anatomik olarak bosluklar olmadan ug¢ uca
temasi1 ve mutlak mekanik stabilite kosuluyla, yani optimum kosullar altinda, gerceklesir.
Bu iyilesme tipinde, kallus olusumu ve inflamatuar asama olmadan dogrudan iyilesme
gerceklesir. Primer iyilesme temas ve bosluk iyilesmesi olarak ikiye ayrilabilir (80).

Primer temasta iyilesen kirik kemik uglari tam temas halindedir ve tam stabildir.
Osteoklastlar kirllma bolgesine go¢ eder eder ve kemigi rezorbe eder. Kirilma bolgesi
uzun ekseni boyunca 50-80 pum / giin oraninda konik ¢atlaklar olusur. Bu catlaklar,

boyunca yeni damarlar olusur ve bu damarlardan mezensimal kok hticreleri bolgeye goc
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eder. Son olarak kirik hatt1 boyunca osteonlar yenilenir, boylece kirilan kemik uglarimi
birlesir (81).

Primer bosluk iyilesmesi, kirik uglar arasinda kiigiik bosluklar (150-200 um)
mevcut oldugunda meydana gelir. I1k olarak, bosluklar, kirilma uglarini képriiler seklinde
birlestiren ossifiye doku ile doldurulur. Olusan lameller, kortikal kemikte oldugu gibi
kemigin uzun eksenine paralel olarak diizenlenmemistir. ikinci asamada, tabakalar

kemigin uzun ekseni boyunca yeniden sekillendirilir (79).

Sekonder lyilesme

Kemik kiriklarinin konservatif veya cerrahi tedavisinin ¢ogu vakasinda,
stabilizasyon primer kemik iyilesmesine izin vermek i¢in yeterli degildir ve bu nedenle
sekonder iyilesme gerceklesir. Kemik iyilesmesi devamli bir siiregtir, ancak {i¢ asamada

(iltihaplanma, kemik olusumu ve yeniden sekillenme) incelenebilir (82).

Inflamasyon (Yangi) Evresi

Bir kirilma meydana geldiginde lokal kan akimi kesilir ve kirik alanindaki
hiicrelerin 6limii ile sonuglanir. Bunu 1-2 gin stren aseptik bir inflamatuar yanit izler.
Kemik hasari ile birlikte damarlar, kemik matriksi ve ¢evresindeki yumusak dokular hasar
gorir. Vaskuler endotel hasar ile kan, damar disina ¢ikar ve trombosit agregasyonu
sonucu kan pihtis1 (hematom) olusur. Hematom, hiicresel go¢ igin yollar saglayan fibrin
bir agdir. Bu ag icindeki trombositler ve inflamatuar hticreler, hiicre go¢l, ¢cogalmasi ve
farklilasmasi, doku matriks proteinlerinin sentezi ve sentezlenen proteinlerin bir doku
matriksi olusturacak sekilde duzenlenmesi gibi kemik iyilesmesinin erken hiicresel
olaylarmi diizenleyen farkli biiyiime faktorlerini ve sitokinleri dretir. inflamasyon
evresinde TGF-B, IL-1,-6, M-CSF gibi ve MSC gb¢linde PDGF-BB, TNF-a, SDF-1,
BMP-2, -4, -5, -6 gibi mediyatorler rol oynar (Sekil 1.7) (22).

PMN'ler, doku makrofajlari ve kan monositlerini igeren inflamatuar hiicreler,
yaralanma bolgesine en erken gelen hiicreler arasindadir. Ve bu hiicreler IL-1, IL-6, TNF-
a, MCP-1 ve SDF-1 gibi antiinflamatuar sitokinler ve kemokinler salgilarlar. Bu
faktorler, ekstra inflamatuar hiicrelerin, fibroblastlarin ve MSC'lerin go¢ini tesvik eder.
MSCl'lerin iyilesme bolgesine go¢ etmesi ve toplanmasi kemik rejenerasyonunun erken
evrelerinde meydana gelen 6nemli olaylardandir. SDF-1 ve SDF-1 reseptort kemokin
reseptor tip 4 (CXCR4), MSC gbc¢iinde énemli bir rol oynadigr diistintilmektedir. SDF-
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I'in salinimi, hematomdaki hipoksik durumlarda uyarilir. Ayrica hipoksi nedeniyle
fibroblastlar ve endotel hiicreleri, yeni kan damarlarinin olusumunu indiiklemek igin
VEGF gibi anjiyojenik faktorleri salgilarlar. VEGF sadece anjiyojenik bir faktor olarak
kabul edilmez, ayn1 zamanda inflamatuar hicreler icin gucli bir kemotaktik uyarici,
MSC'lerin ve osteoblastlarin gogii ve cogalmast icin 6nemli bir aktivator olarak da islev
goriir. Ayrica pro-osteojenik, transforme edici buyume faktort (TGF) ailesi ve BMP'ler
de iyilesmenin erken evresinde {retilir ve MSC'lerin fibroblastlara ve osteojenik
hiicrelere farklilasmasinda énemli bir rol oynar (83, 84). Iyilesmenin ilk giinleri boyunca,
fibroblastlar grantlasyon dokusunu olusturmak igin kollajen uretirler, olusturulan
granilasyon dokusu bagisiklik sistemi hiicrelerini, hiicre dig1 matriksi olusturan hiicreleri

ve kan damarlariin olusumu ile baglantili gesitli hiicre tiplerini destekler.

Formasyon (Onarim) Evresi

Kemik onarimi, biyofiziksel ortama bagli olan farkli spesifik mekanizmalarla
gerceklesebilir.  Kemik olusumu intramembrandz ve endokondral kemiklesme
sureclerinde ayrica iyilesmenin onarici asamasinda gerceklesir (85). Intramembrandz
kemiklesme, kemik olusumu, kikirdak kallusu olusmadan, dogrudan gerceklesir.
MSC'ler, osteoid doku olusumu icin osteoblastlara farklilagtiklart bir kemiklesme
merkezi olusturmak iizere kilcal kan damar1 ag1 etrafinda ¢ogalir ve yogunlasir (86). Ote
yandan, endokondral kemiklesme, bolgeler arasi bosluk ve mobilite ortaminda
gerceklesir. Kikirdak matriksi GOretmek icin MSC'ler kondroblastlara farklilagirlar.
Kondroblastlar sayica ¢ogalirlar ve yogunlasirlar. Boylece kikirdak kallus sablonunu
olusturmak i¢in kikirdak matriksi salgilamaya baslarlar (86, 87). Kondroblastlar, kendi
matrikslerine gdmduldukten sonra kondrosit halini alirlar ve kikirdak matriksi kalsifiye
eden hipertrofik kondrositleri olustururlar (88, 89). Matriks kalsifikasyonundan sonra,
hipertrofik kondrositler apoptoz gegirirler ve kan damarlar1 bolgeye niifuz eder. Kan
damarlarinin bolgeye tasidigi osteoprojenitor hiicreler kikirdak matriksinin trabekdler
kemik ile yer degistirmesini saglarlar (88).

Kemik yaralanmasindan sonra iyilesme tipini, defektin biyiikliigl, alanin
stabilitesi, kanlanma ve oksijen miktar1 gibi gesitli faktorler etkiler. Ornegin, endokondral
kemik olusumu, kemik kirig: iyilesmesinde ana kemik onarim seklidir (90). Ote yandan,
silindirik bir kemik defekti olusturma durumunda meydana gelen (matkap deligi, punch

defekti ) kemik yaralanmasinda intramembranoz ossifikasyonla kemik olusumu goralur.
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Bu iyilesme tipleri slreci destekleyen hucrelere, molekdler sinyallere, iyilesme
alanindaki sitokinlere ve biiylime faktorlerine bagli olarak degisir (91).

Kemik {iretiminin yumusak kallus olusumu asamasinda Ang-1, -2, FGF-2,
VEGF-A, PIGF-A, PDGF’ler ve BMP’ler anjiyogenezisi diizenler, TGF-p’lar, IGF-1,
PDGF-BB, FGF, GDF-5 ve BMPs ise kondrogenezis ve matriks iiretiminde gorev alir.
Kallusun mineralizasyonu ve rezorpsiyonu asamasinda VEGF’ler anjiyogeneziste, M-
CSF RANKL OPG, TNF-a kikirdak kallus rezorpsiyonunda, BMP’ler ve Wnt ligandlar
MSC’lerin farklilasmasinda ve kikirdak ile kemigin yer degistirmesinde rol alir (Sekil
1.7) (22).

Kemik Yapim Sirasinda Osteoprojenitor Hiicrelerin Farklhilasmasi

Kemik olusumuna katkida bulunan MSC'lerin potansiyel kaynaklar1 periosteum,
kemik iligi ve kan dolasimidir (92). MSC'lerin kondrosit/osteoblast hiicrelerine
farklilagsmasi ig¢in uyarilmasi, esas olarak BMP'ler, TGF-B ve TGF-a slper aile
molekiilleri tarafindan diizenlenir. Bu molekiiller farkli hiicre tipleri tarafindan iiretilir ve
progenitor hucrelerde serin/treonin kinaz membran reseptorleri tzerinde etki eder. Bu
reseptorlerin aktivasyonu, cekirdekteki gen ekspresyonunu uyaran hicre ici sinyal
yollarm tetikler (93). BMP’ler, kemotaksis, mezensimal hiicre gogalmasi, farklilagsmasi
ve hiicre dis1 matriksin kontrollii sentezi de dahil olmak (izere, kondro-osteogenez igin
siralt bir olaylar dizisini indlkler. BMP'lerin duzenleyici etkisi, hedeflenen hicrenin
tipine, farklilagma asamasina, ligandin lokal konsantrasyonuna ve diger dolagimdaki
faktorlerle etkilesimine baglidir. 14 tip BMP arasinda, MSC'lerden osteoblast
farklilasmasini en glgli uyaranlar BMP-2, -6 ve -9 gosterilmektedir (94). Ayrica, TGF-
B, MSC'lerin gocuni tesvik eder ve osteojenik hicrelere farklilagmalarini ve
cogalmalarin1 destekler. Aslinda, hem TGF-f hem BMP'ler MSC'ler (zerindeki
reseptorleri ile baglanir ve osteojenik genlerin ekspresyonunu tetikleyen osteojenik
transkripsiyon faktoruni (Runx2) aktive eder (95).

SMAD ve p38 MAPK yollar1 gibi osteoprojenitor hicrelerin farklilagmasinda
cesitli hiicre i¢i yollar bulunur (33). Wnt sinyali ayn1 zamanda MSC'lerin osteojenik
farklilagsmasi i¢in onemli bir diizenleyici yoldur. Wnt sinyal yolunun aktivasyonu,
MSC'lerin osteokondral hiicrelere farklilasmasin1 saglar, ek olarak adipogenik
farklilasmay1 da engeller. Ayrica, Runx2'nin varlig ile yiiksek diizeyde Wnt sinyali

olusur, bOylece osteoblastogenezi tesvik eder (96). MSC'lerin osteojenik farklilagmasi,
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genellikle osteoblast fenotipinin en erken belirtecleri olan ALP ve kollajen Tip I'in yuksek
ekspresyonu ile iliskilidir. ALP, Tip I kollajen ve Tip | paratiroid reseptori (PTH1R)
osteoblastlar olgunlastik¢a yiikselen erken belirteclerdir, ancak osteoblastlar osteositler
haline geldik¢e azalir (97). Ayrica, mineralize osteoid ile iligkili proliferatif olgun
osteoblastlarda, OC yliksek diizeyde regiile edilir ve bu nedenle osteoblastlarin ge¢
belirteci olarak kabul edilir (98).

Remodelasyon (Yeniden yapilanma) Evresi

Kemik remodelingi, kalsiyum homeostazisi ve iskeletin biitiinligiinii korumak
icin gerekli olan, yasam boyu siiren bir kemik yapim/yikim olayidir (99). Ayn1 zamanda,
0rgl kemigi lamellar kemik yapisina ¢evirmek ve kemigin orijinal seklini ve kuvvetini
eski haline getirmek i¢in kemik iyilesmesi sirasinda da ortaya ¢ikar. Bu asamada c¢esitli
kemik bolgelerinde zayif trabekiiller, kemik yikimina ve yapimina ugrarlar. Bu islem,
kemik dokusunun iki ana hiicresinin islevine dayanir; kemik matriksi tahrip eden
osteoklastlar ve yeni kemik olusumundan sorumlu hticreler olan osteoblastlar. Osteositler
de 6zel mekanik-duyusal islevleri ile bu siirecine katilan bagka bir 6nemli hiicre tipidir
(43,99, 100).

Yeniden yapilanma sureci, sistemik aktive edici sinyaller (6rnegin paratiroid
hormonu) ve islemi baslatip stirduren lokal biyomekanik uyaricilar araciligiyla meydana
gelmektedir (101). Yeniden sekillenme islemi, osteositlerden iletilen sinyallere cevap
olarak astar hiicrelerinin altindaki kemikten ayrilmasiyla baslatilmaktadir. Osteoblastlar
ve osteoklastlar, temel ¢ok hiicreli birimler (BMU) adi verilen hiicresel bir sisteme
baghdirlar. Yeniden sekillenme bolgesinde, vaskiler hiicreler ve bagisiklik hiicreleri
arasinda bircok hiicresel olay ve etkilesim gerceklesmektedir. BMU igerisindeki
hicrelerin benzersiz duzeni, aktivasyon, kemik olusumu, kemik rezorpsiyonu ve
sonlandirmayi igeren remodelasyon isleminin fazlarinin koordinasyonunu saglar (99).

Kemigin yeniden yapilanma evresinde kemik rezorpsiyonundan RANKL
sorumluyken kemik yapimindan BMP-2, PTH, IGF-1 ve Wnt ligandlar sorumludur (Sekil
1.7) (22).
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Sekil 1.7 Kemik iyilesmesinin fazlari - Papageorgiou®?’dan degistirilerek

2.1.4. Kritik Boyutlu Kemik Defekti

Kemikte doku kaybi meydana getiren yaralanmalar sekonder kemik doku
iyilesmesi mekanizmalar1 kullanilarak onarilir. Normal bir iyilesme siirecinden sonra
yaralanma bolgesinde herhangi bir defekt ya da skar formasyonu kalmasi beklenmez.
Ancak kaybedilen kemik doku miktar1 belirli bir biiyiikliigli astiginda kemik iyilesme
mekanizmalar1 tam anlamiyla islemez ve disaridan bir miidahale (greftleme vb.)
olmadik¢a yara bolgesinde eksik bir iyilesme izlenir. Kemik dokunun kendini
iyilestiremeyecegi en kiguk boyutlu defekte “kritik boyutlu defekt (KBD) ad1 verilir.
Kemik dokudaki bu eksik iyilesme fibroz doku ile tamamlanir (102).
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2.2. Kemik Greftleri

“Doku miihendisligi, canli hiicrelerin, destek malzemeleri ve/veya biyolojik
molekiillerin yardimiyla biyolojik dokular1 olusturmalaridir.” Bu ifade ile 2001 yilinda
Avrupa Komisyonu doku mihendisligini tanimlamistir. Doku miihendisligi kaybolan,
eksilen veya fonksiyonunu kaybeden dokularin onarimina olanak saglar. insan dokular
endojen ya da eksojen kaynakli nedenlerden dolay1 zarar gorebilir. Viicudun kendi
kendine onaramayacagi hasarlarin en kisa zamanda kayipsiz veya en az kayipla
onarilmasi fonksiyon ve estetigin yerine koyulmasi bu alandaki ilerlemeler ile miimkiin
olacaktir. Doku miihendisligi alanindaki gelismeler, dis hekimligini de yakindan
ilgilendirir.

Dis hekimligi ile iliskili olan 6nemli dokulardan biri kemik dokusudur. Clnkii
kemik dokusunda ki degisimler direkt ya da dolayli olarak agiz saghgimi etkiler. Alveolar
kretin uzun siire dissiz kalmasi, ileri periodontal harabiyet, 6nceden gecirilmis cerrahi
operasyonlar, uyumsuz protez kullanimi ve kemikleri etkileyen bazi sistemik hastaliklar
kemik dokusunda kayba neden olur. Bu kemik kayb1 alveolar kretin yiiksekliginin veya
genigliginin azalmasina ya da bolgesel kemik defektlerine neden olur (103). Cene
kemiklerindeki kalici kayiplarin onarilmasinda siklikla kemik greftleri ya da kemik
olusumunu destekleyici birtakim biyouyumlu materyaller kullanilir. Sert doku greftleri
kullanilarak kaybolan kemik dokusunun kazanilmas1 islemi aslinda birkag¢ asir onceye
dayanmaktadir. Dogan ve Zafer%), ilk ksenogreftin 1668 yilinda Jop Van Meekeren
tarafindan, ilk otogreftin 1820 yilinda Philips Von Walter tarafindan ve ilk allogreftin
1880 yilinda William Macewen tarafindan uygulandigini bildirmistir .

2.2.1. Kemik Greftlerinin Dis Hekimligi Alanindaki Kullanim
Endikasyonlar:

Kemik dokudaki kalici kayiplarin giderilmesinde greft kullanimi giderek
artmaktadir. Kullanilacak greft materyalinin 6zelligi ve miktar1 alic1 sahanin ihtiyaglarina
gore secilmelidir. Aym1 zamanda uygulanacak operasyon cesidi de greft se¢imini
etkilemektedir. Dis hekimliginde sert doku greftlemesinin kullanildigr alanlari asagidaki
gibi siralayabiliriz:

1. Alveol defektlerinin olusumunun engellenmesi ya da onarimi: Travmatik

dis ¢cekimi, gomiilii dis ¢gekimi, kist ve tiimor operasyonlar1 esnasinda defekt
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10.

olusabilecegi ongoriilebiliyorsa ve ya operasyon sonrasin da olusmus bir
defektin onarimi gerekiyorsa sert doku greftlemesi yapilabilir.

Kirik tedavisi: Ozellikle kirik fragmanlarindan doku kayb1 varsa veya kirik
hattinda tekrar bir onarim yapilacaksa sert doku greftlemesi yapilabilir.
Protez 6ncesi hazirlik: Uzerindeki proteze fonksiyonel ya da estetik olarak
yetersiz olan alveol kretin restorasyonunda sert doku greftlemesi yapilabilir.
Implant operasyonu o6ncesi hazirlik: Dental implant uygulamalarinda
alveolar kretin yiiksekliginin veya genisliginin yetersiz olmasi siklikla
karsilagilan bir durumdur. Bu tip vakalarda sert doku greftlemesi
uygulanarak alveol kemik miktarinin artirilmasi planlanir. Ayrica anatomik
yapidaki kisithliklar ekarte etmek i¢in de kullanilabilir (6rnegin alveolar
inferior damar-sinir paketinin lokalizasyonunun degistirilmesi).

Ortognatik operasyonlar: Bu operasyonlar esnasinda olusabilecek defektler
ya da olusturulan kirik hatti1 agilacak sekilde konumlandirilacaksa uzaklik
miktarina gore sert doku greftlemesi yapilabilir.

Temporomandibular eklem operasyonlari: Temporomandibular eklemin
kemik segmentlerine yonelik bir operasyonda sert doku greftlerine ihtiyac
duyulabilir.

Periodontal ve periimplat defektler veya endoperio lezyonlar: Olusan defekt
dokunun rejenerasyon kapasitesini asiyorsa sert doku greftlemesi
yapilabilir.

Bir dokunun ya da organim bir kismimnin ya da tamaminin kaybi: Blyuk
boyutlara ulagmis veya agresif ilerleyen timorlerin, metastazlarinin ve
Kistlerin genis rezeksiyonlar1 sonucu ve trafik kazalari, is kazalar1 ve atesli
silah yaralanmalar1 sonucu bir dokunun ya da organin bir kisminda ya da
tamamin da kayip meydana gelebilir.

Bifosfonat, medikaman ya da enfeksiyon kaynakli osteomyelitlerin neden
oldugu defektler: Osteomiyelitin siddetine gore kemik dokusunun kaybi da
degisir. Kayip kemik dokusuna gore sert doku greftlemesi yapilabilir.
Konjenital anomaliler veya bir sendromun neden oldugu anomaliler: Damak
yariklari, retrognati, prognati, Crouzon Sendromu, Pfeiffer Sendromu gibi

anomalilerin tedavilerinde sert doku greftlemesi yapilabilir (105-112).
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Kemik greftleri kullanilirken hedeflenen tedavi sekli nemlidir. Dikkat edilmesi
gereken konu, cerrahin tedavi edilen alanda “onarim” veya “rejenerasyon” ile ilgili
amacidir. CUnki bu iki kavram birbirinden farklidir. Onarim, bir parganin fiziksel olarak
benzer olan ancak biyolojik olarak veya fizyolojik olarak orijinal yapiyla ayn1 olmayan
bir seyle degistirilmesidir. Buna karsilik, rejenerasyon, eksik viicut kisminin, kaybedilen
ile her sekilde 6zdes biyolojik bir yapi ile degistirilmesine olanak saglayan olaylari igerir.
Bir cerrah onarim ya da rejenerasyon hedefine gore greft materyali secimi yapmalidir.
Secilen grefte bagli olarak vital kemigin yiizdesi, hacim artis1 ve iyilesme hizi ilgili
degisimler olabilir (113).

Kemik greft materyalleri esas amaci olan yeni kemik olusumunu saglamak i¢in
asagidaki ilk 4 yolun en az birini kullanir (114). 5. yol ise tek basina ayr1 bir alternatif
degildir:

1. Osteoinduksiyon:  Pluripotensiyel — mezensimal kOk  hicrelerin  ve
osteoprogenitorlerin, osteoblastlara farklilasmasinin indiklenmesi islemdir. Bu
hicresel olaylarin kaskatina, en 6nemlileri BMP'ler ve TGF-beta stper ailesi olan
bir dizi bitylime ve farklilagma faktorii aracilik eder (115). Bu asamada Fibroblast
Bilyiime Faktorii (FGF), Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF), Insiilin
Benzeri Biylme Faktori 2 (IGF 2) ve Vaskiiler Endotelial Buyiime Faktori
(VEGF) gibi ¢esitli sitokinler ve kemokinler de gorev alir (92, 116-118).

2. Osteokonduksiyon: Greft materyalinin, kemik olusumunda rol oynayan hicresel
elemanlarin  ve vaskiiler infiltrasyonun hiicresel elemanlarinin go¢ igin
mikroskobik ve makroskobik iskelet gorevi gormesidir. Osteoblastlar osteoid
uretebilen tek hiicrelerdir ve mezensimal koOk hicrelerden koken alirlar.
Mezensimal kok hicrelerini kemotaksisi, osteositlere farklilasmasi ve osteoidin
salgilanmasi; greftin bilesiminden, geometrisinden, mekanik stabilitesinden ve
greftin yuzey 6zelliklerinden buyuk 6lgtde etkilenir (118-122).

3. Osteogenez: Yeni kemik olusturabilme yetenegi anlamina gelir. Ideal bir kemik
greftinin yeni kemik olusturabilmesi beklenir. Greft materyalinin hicre
olusturabilme kapasitesi olmasi igin igerisinde canli osteoblast ve osteoklastlar
ya da mezensimal kok hiicreleri icermelidir. Ayn1 zamanda alic1 bolgede immiin
reaksiyon olusturmamalidir. Bu sadece otogreftlerle mumkinddr. Ek olarak bir

greft materyalinin osteogenezis 6zelliginin olabilmesi i¢in hem osteoindktif hem
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de osteokondiiktif olmalidir. Alic1 bolgedeki osteoblastlar1 uyararak yeni kemik
olusumunu uyarmali, yeni olusan kemige de bir iskelet gorevi gormelidir.
Osteogenez olugsmasinda BMP, TGF-B, IGF, FGF, PDGF, VEGF ve bazi
interlokinler mediyator olarak gérev alir (7, 114, 123-125).

4. Osteointegrasyon: Biyouyumlu bir materyal ile kemik dokusu arasinda direkt bir
temas ile birlikte kimyasal baglanti olusmasidir. Defekt bolgesine konan greft
materyali ile kemik doku arasinda da bu tip bir baglant1 istenir. Baz1 durumlarda
iki yiizey arasina fibrotik dokular girebilmektedir. Bu tip bir durum bir kapsul
olugsmasina ve greftin basarisizligina neden olur (7, 126-128).

5. Osteopromosiyon: Bir materyalin osteoinduktif 6zelliklere sahip olmadan,
osteoindilksiyona katki saglamasidir. Ornegin, enamel matriks tirevi
biyomateryaller, demineralize dondurularak kurutulmus kemik allogreftinin
(DFDBA) osteoinduktif etkisini artirir, ancak tek bagina kemik buylmesini
uyarmaz (129).

2.2.2. Ideal Kemik Greft Materyali

Elde edilen sonuglarin kalite ve kantite agisindan optimum olmasi i¢in ideal greft
materyali secilmedir. Bohner ve ark3®>na gore, ideal bir greft materyalinin 3 6zelligi
vardir:

1. Yik tasima Ozelligi: Bu materyallerin mekanik 6zelligi uygulandig:

bolgeden daha iyi ya da en az uygulandig1 bolge kadar iyi olmalidir.

2. Bozunabilirlik: Kullanilan materyal zamanla rezorbe olup yerini normal
kemige birakabilmelidir.

3. Osteokonduiktivite: Yeni kemik olusumu, materyalin yiizeyi tarafindan
desteklenmelidir. Ek olarak biyouyumlu olmalidir. Greft materyali, alict
bolgedeki hiicreler lizerinde olumsuz etki olusturmamalidir.

Bu 3 ana o6zellige ek olarak osteoindiiktif olmasi, osteointegre olabilmesi,
uygulandigi bolgenin seklini 3 boyutlu olarak yeterli dogrulukta alabilmesi ve
koruyabilmesi 6nemli parametrelerdir. Anjiyogenezisi uyarmasi istenir. Ancak antijenik,
karsinojenik ve toksik olmamalidir. Kullanimi i¢in &6zel ekip ve donanima ihtiyag
duyulmamalidir. Sterilize olabilmeli, raf dmrii uzun olmali, yeterli miktarlarda elde

edilebilir olmalidir. Son olarak kabul edilebilir bir maliyetinin olmasi beklenir (131).
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Greft Materyalinin Kemiklesmesi ve Alic1 Bolge ile Birlesmesi

Greft materyali alic1 bolgeye yerlestigi andan itibaren kemik doku iyilesmesine
benzer bir siire¢ baslar. Oncelikle hemostaz olusur, ardindan inflamasyon faz1 gelir,
sonrasinda Onciil kemik olusumu ve kalsifikasyon olusur son olarak olusan kemigin
yeniden sekillendirilmesi asamasi baslar. Greft eger vaskiilerize degil ise hemostaz
sadece alic1 sahada olusur. inflamasyon ise hem greftte hem de alic1 bolgede gerceklesir.
Greft vaskilerize olmasa dahi alici sahadan gelen inflamatuar hicreler greftte de
inflamasyonu baslatir. inflamasyon fazi nedeniyle farkli miktarlarda hem greftte hem
alict bolgede rezorpsiyon olusur. Onciil kemik olusumu asamasinda birinci faz
mezensimal kok hiicre gocii ve ¢ogalmasidir. Mezensimal hiicrelerin kondroblastlara ve
kondrositlere doniismesi ile ikinci faz baslar ve greft ile kemik yilizeyi arasinda bir
kikirdak kallus olusur. Ugiincii fazda ise bu kikirdak kallusa kan damarlar1 girmesi ile
baslar ve mezensimal hiicrelerden farklilasan osteosit ve osteoblastlarin kemik matriks
iiretmesi devaminda da kemik matriksi kalsifiye etmesi ile sonuglanmir. Onciil kemik
olustuktan sonra yapim ve yikim olaylari ile olgun kemik halini alir. Boylece greft
materyali alic1 bolgedeki kemik yapisina uygun sekilde kemiklesmis ya da kemikle
birlesmis olur (132, 133).

Greft materyalinin kemiklesmesi greftin ¢esidi, biiyiikligii ve beslenmesi, alici
bolgenin karakteristigi, inflamatuar yanitin siddeti, greftin immobilizasyonu gibi
faktorlere baglidir (134-138).

2.2.3. Kemik Greftlerinin Siniflandirilmasi
Kemik greft materyalleri kisinin kendisi kaynakli olabilecegi gibi baska bir kisi,
bagka bir canli kaynakli veya yapay olarak tretilmis bir materyal olabilir. Giincel
literatiirde greftlerin alindig1 kaynaga gore, icinde barindirdiklar1 materyallere gore,
greftin biytkliigli ya da sekline gore, vaskiilerite durumuna gore ve hazirlanma sekline

gore farkli siniflamalar mevcuttur (Tablo 1.1) (12, 13, 104, 131, 139, 140).
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Tablo 1.1 Greft materyallerinin siniflandirilmasi

1-Otojen Kemik Greftleri (Otogreftler)

a) Kanselloz Greftler Otogreftin Sekline Gore
b) Kortikal Greftler Alternatif Simiflama
c) Kortikokansell@')z Greftlel_r i Blok Otogreft
d) Otojen Kemik Iligi Grefti ii. Partikullii Otogreft
e) Vaskulerize Greftler « Bone Mill
f)  Osteokondral Greftler * Bone Scraper
g) Kompozit Greftler * Plezo
® Bone Filter
2-Homojen Kemik Greftleri (Homogreft)
a) Allojenik kemik Greftleri (Allogreftler) b) izojenik Kemik Greftleri
(izogreftler)
I. Taze Allogreft Alternatif Simflama
1. Deproteinize Kemik Matriksi A)  Kanselloz
11l Dondurulmus Kemik Allogreftler
1V. Dondurulmus Kurutulmus B) Kortikal
Kemik Allogreftler
V. Demineralize Dondurulmus C) Osteokondral
Kurutulmus Kemik Allogreftler

3-Heterojenik Kemik Greftleri (Ksenogreft, Heterogreft)

a) Demineralize Edilmis Kemik
b) Deproteinize Edilmis Kemik

Ksenogreftin Alindig1 Kaynaga Gore Alternatif
Siniflama

e Sigir kaynakl
hidroksiapatit

i Hayvan Kaynakli Ksenogreftler
ii. Mercan Kaynakli Ksenogreftler
iii. Kalsifiye Alg Kaynakli Ksenogreftler

4-Alloplastlar
a) Seramikl | b) Kompozit c¢)Kalsiyum Fosf] d) Kalsiyum Sulfat e) Metalle |f) Jelatin
er Polimerler r film
1) Hidroksi 1) Polimetilmetakrilat 1) Rezorbe olanlar
Apatit 2)  Proplast 2) Rezorbe olmayanlar
2) Trikalsiyum 3) Polyalioxanone
Fosfat 4)  Poliamide Metch
3) Biyoaktif 5)  Polyglactin 90
Camlar 6) Polietilenler
7) Polipropilen
8) Silikonlar
9) Politetrafluor-etilen
(Teflon)

5-Kombine Greftler

6-Doku Kaynakh Biyomateryaller ve Yenilikler
1) Dentin greftler
2)Kikirdak greftler
3) Bliyime faktorleri
4)Kollajen
5) Gen terapisi
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Otojen Kemik Greftleri

Otojen kemik grefti ya da otogreft bireyin kendi kemiginden elde edilen grefttir.
Diger greft materyallerinin aksine canli hiicreler i¢erdigi gibi cogunlugu tip I kollajenden
olusan matriks proteinleri, osteopontin, kemik sialoprotein, osteonektin, osteokalsin,
fibronektin ve BMP de igermektedir. Ayrica immiinolojik agidan tam olarak uyumlu
olmalar1 en blyuk avantajlarindan biridir (141). Otojen olarak alinan greftler eger dogru
sekilde saklanirsa 2 saate kadar canliligini koruyabilir. Greftleme isleminden 6nce greft
materyali kuru bir ortamda saklandig: takdirde 30 dakika i¢inde greftin igerdigi hiicreler
canliligimi yitirmektedir (142, 143).

Diger greft cesitlerinde olmayip otogreftlerde olan bir diger Ozellikte
osteoinduksiyon, osteokondiiksiyon ve osteogenez Ozelliklerinin bir arada olmalaridir.
Icinde bulundurduklar1 osteoprojenitor hiicreler ile ostoegeneze, hidroksiapatit kollajen
matriks ile osteokonduksiyona ve igerdikleri hiicresel mediyator ve bliyume faktorleri ile
osteoindlksiyona Katki saglarlar (144, 145). Bu 6zellikleri bir arada barindiran tek greft
materyali olmalar1 onlar1 “altin standart” yapmaktadir (146).

Bas ve boyun cerrahisinde kullanilan greftler genellikle nonvaskiiler blok ve
partikullt greftlerdir. Bu greftler endikasyona, gerekli miktar ve tire gore intraoral ve
ekstraoral olarak elde edilebilirler. Kemigin kalitesi dolayisiyla alinacak olan greftin
kalitesi bireyler arasinda ve ayni bireyde alindig1 yere gore farkliliklar gosterir. Greft
aliacak bireyin yasi, cinsiyeti, sistemik sagligi, kullandigi ilaglar, greft alinacak bolge ve
alinma yoOntemi; greftin geometrisini, kortikokanselloz oranini, osteojenitesini,
osteokonduktivitesini ve osteoinduktivitesini etkiler (147-150).

Oral ve maksillofasiyal cerrahide kemik bloklarini toplamak i¢in en sik
kullanilan ekstraoral donor bolgeler (Tablo 1.2) anterior ve posterior iliak krest, tibia ve
kalvaryadir (151). Iliak kret ve tibia endokondral kemiklesirken kalvarya intramembrantz
kemiklesir (152, 153). Intraoral olarak ise siklikla mandibular simfiz ve ramus, maksillar
tuber, cenelerdeki ekzositozlar, cekim bolgesindeki interdental ve interradikiler
septumlar greft elde etmek i¢in donor alan olarak kullanilabilirler (128, 146, 154). Bu
bolgelerden mandibula intramembrandz kemiklesirken maksilla endokondral
kemiklesmektedir. Bu embriyonik kemiklesme temellerindeki farkliligin greftin

Ozelliklerini etkileyecegini, intramembrandz kemigin endokondral kemikten daha énce
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revaskulerize oldugunu, rezorpsiyonun ise daha yavas oldugunu belirten arastirmalar
bulunmaktadir (155-158).

Tablo 1.2 Otojen kemik grefti alinabilecek yerler ve miktarlari - Garg ve ark.>’dan

Greft Alinabilecek Alan Greft Formu M'aksimum Alinabilecek
Miktar (mL)

Ekstraoral bélge

Posterior iliak krest Blok ve/veya partikiil 140

Anterior iliak krest Blok ve/veya partikiil 70

Tibia Partikul 20-40

Kranium Kortikal blok 40

intraoral bélge

Mandibula, ramus Blok 5-10

Mandibula, simfiz Blok ve/veya partikiil 5

Tuber Partikal 2

Otojen greftler elde edilme ya da uygulama prosediirii esnasinda kontamine
edilmedikc¢e biyouyumlu ve guvenlidirler. Otogreftler hidrofiliktir bu ylizden kan ya da
serum fizyolojik ile islatilabilir. Biitiin otogreftler rezorbe olabilirler. Rezorpsiyon
miktarini ise alindig birey, alindigi bolge ve alim yontemi etkiler (151).

Farkli alim yontemleri farkli greft partikiil morfolojilerine neden olur. Bu
morfoloji ise buytume faktorleri ya da canli hiicre igerigini etkiler. Bir greft partikuli ne
kadar islenirse ve manipule edilirse canli hiicre icerigi o kadar diiser (159-163).
Islenmemis kanselloz kemikte kortikal kemige gdre daha fazla osteogenez hiicresi
bulunur. Bu ayni zamanda maksillar kansell6z kemigin mandibular kortikal kemikten
daha fazla hiicre igerdigini ortaya koymaktadir (164).

Donor bolgeden kemik alma yontemleri asagidaki gibi siralanabilir:

1. Donér alandan kemik blogu alinabilir: kemik blogunun biiyiikliigiine ve

alindign bolgeye gore kanselloz-kortikal oranlart degisebilir. Istenilen
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Ozelliklere gore kemik blogu alinirken cesitli frezler, osteotomlar ve
piezoelektrikli cihazlar kullanilabilir. Blok greftlerin partikilli greftlere
gore klinik olarak daha stabil oldugu boylece greftleme ile kazanilan hacmin
daha iyi korundugu gosterilmistir (165, 166).

Kemik blogu almip bir kemik &giiticiiden gegcirilir ve partikillu hale
getirilebilir: elde edilen partikullerin karakteri orijinal blogun geometrisine
ve kullanilan kemik ogiitiiciistine baghdir (167). Partikiil buyiikligi
azaldik¢a yiizey alani artar boylece BMP’lerin ve biiyiime faktorlerinin
etkinligi artar. Sonug olarak osteoindlksiyon ve osteokondiksiyon artar.
Benzer sekilde greftin revaskiilerizasyonu kolaylagir. Ancak partikuller
kiiciildiikge igerdikleri canli hiicre sayis1 da diiser (162, 165).

Kemik kaziyici ile partikiillii kemik grefti elde edilebilir: kemik yiizeyinden
kemik pargalar1 toplayarak kemik grefti elde edilir. Partikiil biyiikligi
kemik ogiitiiciide hazirlanana gore daha kiiciikk ancak piezo-cerrahi ve
kemik filtreleri ile elde edilene gére daha buyuktir. Toplanan greft
materyali c¢ogunlukla kortikaldir. Kortikal kokenine ragmen invitro
calismalarda osteojenik hiicrelerin varligi kanitlanmistir (160-162).
Piezoelektrikli cihazlarla partiktlli greft elde edilebilir: Bu cihazlar
ultrasonik mikrovibrasyonlar ile ¢alisir. Cevre yumusak dokulara zarar
vermemesinden dolayr geleneksel yontemlere gore kemigi ilgilendiren
cerrahilerde son donemlerde daha sik tercih edilir olmuslardir. Cevre
yumusak dokulardaki koruyucu 6zelliginin osteojenik hiicrelerde de
gosterdigi varsayillmaktadir (168).

Kemik filtreleriyle partikilli kemik grefti toplanabilir: bir aspiratére
baglanmis filtre ile toplanan kemik partikiilleri greft materyali olarak
kullanilabilir. Toplanan kemik partikiilleri icerisinde canli osteoblast ve
osteositler de bulunmaktadir ancak diger yontemlere gore sayilar1 oldukca
diismektedir. Benzer sekilde partikiil biyiikliigl diistigii i¢in rezorpsiyon
hizinin artifin1 gosteren caligmalar bulunmaktadir. Ayrica oral floradan

kontaminasyon riski oldukca fazladir (162, 168-170).
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Jensen ve ark.t™? 2016 da yapmis oldugu calismada otogreftlerin icerdikleri
osteojenik aktiviteleri, buyume faktorleri, mekanik stabiliteleri ve rezorpsiyonlar: bir
tablo ile gostermislerdir (Tablo 1.3).

Tablo 1.3 Otogreft gesitlerine gore 6zellikleri tablosu — Jensen ve ark.">dan

Greft Tipi Osteojenik Biiyiime Mekanik Rezorpsiyon
Hiicreler Faktorleri Stabilite Potansiyeli

Kortikal Blok Greftler ++ ++++ ++++ +
Kotikokansell6z Blok +H++ +++ +++ ++
Grefler
Kortikal Partikiillii + +++ ++ +++
Greftler
Kanselloz Partikilli +++ ++ + -+
Greftler
Kemik Kaziyici ile + +++ + ++++
Elde Edilmis Greftler
Piezocerrah ile Elde + + + ++++
Edilmis Greftler
Filtreler ile Elde + + - 4
Edilmis Greftler

Sert doku greftlemelerinde otojen kemik greftleri “altin standart” olmalarina

ragmen bir takim dezavantajlari da vardir. Bunlar:

1. Ikinci bir operasyon sahasi gerektirmesi
Operasyon siresini uzatmasi
Operasyonun karmasikligini artirmast
Hizli rezorpsiyon riski
Dondr alanda morbiditeye neden olmasi
Donér alanda agr1
Donoér alanda enfeksiyon riski

Sinirli miktarlarda greft elde edebilme

© © N o g bk~ DN

Hospitalizasyon siiresinin uzamasidir (106, 109, 172-177).
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Otolog Kansell6z (Stingerimsi, Spongiyoz) Kemik Greftleri

Otojen greft materyali dondr alandan alindiktan sonra optimum kosullarda
saklanip uygun kosullarda alic1 sahaya uygulansa dahi igerdigi canli hiicrelerde iskemi
olusur ve apoptoza girerler. Transplantasyon islemi sirasinda olusan iskemiye en
dayanikli hiicreler kemik iligindeki farklilasmamis mezensimal hiicreler ve endotelial
projenitor hucrelerdir. Bu hicreler transplantasyondan kaynaklanan hipoksiye, pH
degisimlerine ve sitokin duzeyindeki dengesizliklere ragmen canli kalabilirler (128).
Kansell6z kemik bu hicreleri ve uygun ortami barindirma acisindan en avantajli greft
cesididir. Ayrica igerdigi BMP ve buyime faktorlerinin etkileriyle osteoindlktif etki
gosterirken hidroksiapatit kollajen matriks ile de osteokonduktif etki gosterir. Bu
dogrultuda defekt onarimi agisindan en etkili greft materyali olarak bilinir (178). Ancak
alic1 bolgenin dzelliklerinden ve greftlenen alanin biiyiikliigiinden etkilenirler (179). ilk
uygulandiklarinda yapisal 6zellikleri yetersiz olmasina ragmen 6-12 ayda alic1 blgenin

dayanikliligina ulasirlar (146).

Otolog Kortikal Kemik Greftleri

Dondr sahadan alinan kortikal kemik grefti alic1 bolgeye uygulandiginda kemik
greft matriksi, osteositlerin canli kalmasi i¢in gerekli olan maddelerin diflizyonuna yeterli
diizeyde izin vermez. Bu nedenle immiin reaksiyonu uyarmayan nekrotik bir kemik grefti
olusur. Kortikal greftlerin avantaji alic1 bolgede mekanik destek saglamalaridir (128).
Buyuk oranda osteokonduktif az miktarda osteoindiktiftirler. Kanselléz kemik
greftlerine gore daha fazla miktarda elde edilebilirler. 6 cm Uzeri kemik defektlerinde iyi
bir secgenektir ancak 12 cm uzerindeki defektlerde vaskulerizasyondaki gecikmenin
basariy1 yari yariya disiirdiigi bildirilmistir (146).

Transplante edilen kortikal kemik greftindeki nekroze osteonlar icin ve
revaskilerizasyon icin osteoklastlar tarafindan rezorpsiyon baslatilir. Bu rezorpsiyon
nedeni ile ilk 6 ay greftin mekanik direnci diiser. Rezorpsiyonun siddetine gore greftte
fraktiir goriilebilir, alic1 saha ile kaynasmasinda gecikme olabilir ya da kaynasmayabilir
(7, 146).

Elde edilen greft kanselloz kemik grefti kadar osteojenik degildir hatta
osteojenik olarak kabul edilmez (128). Bu nedenle otojen kanselldz kemik greftlerine
gore basarilar1 daha diistiktiir. Postoperatif donemde revaskiilerizasyon daha yavastir.

Daha az mezensimal kok hiicre igerirler (7, 124).
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Vaskulerize Kortikal Otojen Kemik Greftleri

Kemik greft materyali ile birlikte bu yapiy1 besleyen arter ve venlerin alinip alici
bélgede uygun anastomozlar1 saglanarak yapilan greftleme islemidir. Uygun kosullarda
yapilan greftleme ile greftte iskemi gelismez ve osteoblastlarin % 90’a yakini canl
kalabilir (180). Vaskilerize olmayan kortikal greftlere gore revaskiilerizasyon ¢ok diistik
oldugu icin osteoklastik aktivitede de oldukg¢a azdir. Bu nedenle vaskiilerize olmayan
kortikal greftlerde goriilen ilk 6 aydaki yapisal direncgteki diisme bu greftlerde olugsmaz.
12 cm’yi gegen buyik defektlerde diger greftlere oranla basari sanslar1 daha yiiksektir (7,
106).

Otolog Kemik iligi Grefti

Kemigin i¢inde bulunan ve kemik iligi olarak adlandirilan kisim igerisinde
osteoblastlara farklilasabilen kok hicreleri icerir. Birtakim 6zel teknikler ile bu temel kok
hicreler izole edilebilirler ya da izole edilen kok hucreler hucre kaltirlerinde
cogaltilabilirler (181). Yapilan bazi ¢alismalarda bu kok hiicrelerin kemik dis1 bir alanda
yeni kemik olusturabildikleri goriilmiistiir (182). BOylece kemik olusturmak amaci ile
greft materyali olarak kullanilmislardir. Ayrica osteokondiiktif 6zelligi olan diger greft

materyalleri ile karigtirilarak uygulandiklarinda basariy1 artirdiklar1 gériilmiistiir (183).
Homogreftler

Allojen Kemik Greftleri

Biyolojik agidan ayni tiir olan bireylerden birinden alinan greft materyali, bir
digeri igin allogrefttir. Allogreftler kadavralardan ya da canli bireylerden elde edilebilirler
ve ortopedik ve maksillofasial cerrahide siklikla kullanilirlar. Allogreftlerin kalitesi de
otogreftlerinkine benzer faktorlerden etkilenir. Sinirli da olsa bir standart olusturulmak
isteniyorsa dondr taramasi ve alinan materyalin makroskobik olarak degerlendirilmesi
gerekir (184). ideal bir allogreft icerisinde enfeksiyon barindirmamali, alerjik reaksiyon
olusturmamali, kolay steril edilebilmeli, osteokondiiktif ve osteoindiiktif olmali, mekanik
oOzellikleri iyi, elde edilmesi ve kullanim1 kolay olmalidir (13).

Allogreftlerin basarilar otojen kemik greftlere gore daha diisiiktiir. Osteojenik
Ozellikleri bulunmaz. Alic1 bolge ile kaynasma siireleri daha uzundur. Ayrica az da olsa

bakteriyel ve viral hastalik tasima olasiliklari vardir ve immiinolojik reaksiyon
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olusturabilirler. EK olarak allogreftin kalitesi verici bireye ve bolgeye gore degisiklik
gosterir.

Allogreftlerin basarilar1 otojen kemik greftlere gore daha diisiiktiir. Osteojenik
Ozellikleri bulunmaz. Alic1 bolge ile kaynagma siireleri daha uzundur. Ayrica az da olsa
bakteriyel ve viral hastalik tagima olasiliklart vardir ve immiinolojik reaksiyon
olusturabilirler. Ek olarak allogreftin kalitesi verici bireye ve bolgeye gore degisiklik
gosterir.

Allogreftler greftin yapisina gore kortikal, kansell6z, kortikokansell6z ve
osteokondral gibi yapisal c¢esitleri vardir. Hazirlama yontemine gore taze olarak
uygulanabilirler, dondurularak, dondurulup-kurutularak (freeze drying) (liyofilizasyon)
kimyasal koruyucular uygulanarak, deproteinize edilerek ve cozlculer ile dehidrate
edilerek (solvent dehyratation) uygulamaya hazir hale getirilebilirler. Allogreftlerin taze
olarak uygulanmasi 6nerilmez. CUnku taze allogreftler canli hiicre igermesi nedeni ile
immiin reaksiyon olusturma ihtimalleri yuksektir. Bu nedenle allogreftlerin icerdikleri
canli hiicreler uzaklastirilmalidir (104, 184). Bunlara ek olarak alinan greftler istenilen
ozellige gore deproteinize ya da demineralize edilebilirler.

Allogreftlerde dondurma islemi iki sekilde yapilabilir:

1. Derin dondurulmus (deep freezing), -70 °C deki dondurucularda
dondurulur. Dondurma islemine ek olarak dondurulan greftin nemi
vakumlanip % 5 kadar indirilirse kurutma islemi uygulanmig olur ve
dondurulmusg-kurutulmus allogreft olur. Ek olarak uygulanan kurutma
islemi immiin reaksiyon riskini de distiriir (13, 128).

2. Sivi azot ile dondurma(cryopreservation), -196 °C deki sivi azot ile
dondurulur (13).

Dondurma islemi ile osteoindiiktif ve osteokondiiktif ozellikler kaybolmaz.
Allogreftlere kimyasal koruyucu olarak gliserinli, civali veya formaldehitli bilesikler
uygulanabilir. Dehidratasyon islemi ¢oziicii kimyasallar ile de elde edilebilir. Cozliculer
ile dehidrate edilirken hidrojen peroksit ve aseton uygulanabilir. Hidrojen peroksit
enfeksiyon riskini diisiirlirken aseton dokudaki yaglarin ve suyun uzaklastirilmasini

saglar (13, 185).
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Allogreftler hazirlama yontemlerine gore; taze allogreft, dondurulmus kemik
(DK), dondurulmus ve kurutulmus kemik (FDBA), demineralize dondurulmus ve
kurutulmus kemik (DFDBA) ve deproteinize kemik olmak izere 5 gruba ayrilabilir.

Taze allogreftler canli donérden alinirlar ve minimal islem gorerek alic1 sahaya
aktarilirlar. Greftteki kemik iligi hiicreleri ve periost hiicreleri biiyiik oranda antijenik
oldugundan grefti reddetme ihtimali yiiksektir (yaklasik % 50) (186, 187). Ayrica bir
hastalik tagima ihtimalleri de oldugundan genellikle kullanilmazlar. Bu dezavantajlarin
iistesinden gelmek i¢in farkli yollar kullanilmis, greft sterilize edilmeye ve antijenik
oOzellikleri azaltilmaya ¢alisilmistir (188).

DK greftleri, donor sahadan alindiktan sonra gesitli ¢Ozeltilerden ve
antimikrobiyal ajanlardan gegirilir ve yaklasik -70°C de dondurulurlar. Dondurma iglemi
immiinojenik 6zelligi diisiiriir ancak tamamen ortadan kaldirmaz (189). Icerdigi
proteinler biiyiikk oranda korundugu igin osteoindiktif 6zellikleri vardir ancak antijenik
proteinler de korundugu i¢in siklikla tercih edilmezler (7, 189, 190).

FDBA greftler, DK greftlere dehidratasyon ve liyofilizasyon islemleri
uygulanmasi ile elde edilirler. Bu islemler proteinlerin yapisini bozar, bdylece
imminojenik yanitin olugma riski diiser ancak osteoindiiktif 6zelligin kayboldugu
distiniilir. Sadece osteokondiiktif 6zellik kalir. Ayrica kollajen liflerin tzerinde mikro
catlaklar olusmasina neden oldugu igin greftin mekanik 6zelliklerini olumsuz etkiler
(189).

DFDBA greftler ise DK greftlere bir asit tatbiki sonrasi 1s1, dehidratasyon,
liyofilizasyon, gama isinlart ve etilen oksit uygulanarak elde edilir. Kullanilan asidin
cesidine bagh olarak osteoindiiktif 6zelligin az da olsa kalabilecegi diisiiniilmektedir
ancak klinik olarak sadece osteokonduktif etki gosterir. FDBA greftlerde kemigin
inorganik yapisi ¢ikarildig i¢in yapisal saglamliginda fazladan kayip meydana gelir. Bu
nedenle yiik tasiyan alict sahalarda yeterli desteklik saglayamayacagi goz oOniinde
bulundurulmalidir (128, 191-193).

Bu allogreftler partikdlli (kortikal ya da kansell6z), blok (kortikal ya da
kansell6z) veya putty (kortikal ya da kansellz) seklinde uygulanabilmektedirler. Ayrica
giincel yaklagimlarda alic1 bolgedeki defektin 3 boyutlu taranmasi ile o bolgeye en uygun
sekilde bir greft blogu tiretmekte miimkiindiir (194).
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izojen kemik greftleri
Alicmin tek yumurta ikizinden elde edilen allogreftlere izojen greftler

(izogreftler) ad1 verilir. Diger 6zellikleri bakimindan allogreftlere benzerdir (12).

Heterogreftler (Ksenogreftler)

Ksenojenik kemik greftleri ya da ksenogreftler bir tiirden, baska bir tiire nakil
edilmek i¢in alinan grefti ifade eder. Greft vericisinden aliciya bulasici hastalik gecme
riski daha disiiktiir. Antijenik 6zellikleri allogreftlerden yuksektir. Yabanci cisim
reaksiyonuna ya da ciddi immiin cevaba neden olabilirler (128). Immiin yaniti1 dnlemek
igin grefte bazi islemler uygulanmaktadir ancak bu islemler matriks proteinlerine zarar
verir. Bu nedenle osteoinduktif ve osteogenez Ozellikleri yoktur, ksenogreftler bir tiirden,
baska bir tiire nakil edilmek i¢in alinan grefti ifade eder. Greft vericisinden aliciya
bulasici hastalik gecme riski daha diisiiktiir. Antijenik 06zellikleri allogreftlerden
yiiksektir. Yabanci cisim reaksiyonuna ya da ciddi immiin cevaba neden olabilirler
Hayvan kaynakli ksenogreftler kazlar, kartallar, tavsanlar, domuzlar, kopekler, atlar,
maymunlar ve sigirlar gibi ¢ok cesit hayvan tiirlerinden elde edilebilecegi gibi mercan ve
kalsifiye alg gibi kemik benzeri alternatif dogal yapilardan da elde edilebilirler. Ancak en
sik sigir kemigi kaynakli ksenogreftler tercih edilmektedir (166, 195-202) .

Sigir kaynakli ksenogreftler taze dondurulmus ve dondurulmus kurutulmus
olarak denenmistir. Sigir kemigine 1s1, kimyasal maddeler ve gamma radyasyon
uygulanarak kemigin protein bilesenleri elimine edilerek deproteinize sigir kaynakli
kemik greftleri (BHA) elde edilmistir. Ve bu greftin avantajlari nedeni ile glincel olarak,
siklikla. BHA greft derivasyonlari tercih edilmektedir. Ciinkii organik komponenti
bulunan ksenogreftler immin yanita neden olabilmektedir. Ayrica prionlarla bulasan Deli
Dana Hastaligit (DDH) (bovine spongioform encephalopathy) (insandaki formu
Creutzfeldt-Jakob’dur.) gibi bulasici hastalik riskini en aza indirebilmek igin
deproteinizasyon islemi son derece 6nemlidir. Deproteinize edilen kemik dokusu DDH
agisindan son derece giivenlidir. Ayrica Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kemik dokusunu
prion hastaliklar1 agisindan giivenilir oldugunu bildirmistir. Ek énlem olarak DDH’nin
goriilmedigi bolgelerdeki sigirlardan elde edilen ksenogreftler tercih edilebilir (203, 204)
ya da atlardan elde edilen ksenogreftler kullanilabilir (205).

BHA greftler, osteokondiiktif olmalari, hazirlanmasinin ve sekil verilmesinin

kolay olmasi, blok ya da partikul halinde kortikal, kansell6z ya da kortikokansell6z olarak
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bulunabilmesi ve biyouyumlu olmasi gibi avantajlara sahiptir. Deneysel, klinik ve
histomorfometrik arastirma raporlari, BHA greftlerinin periodontal, oral ve
maksillofasial rekonstriiksiyonda, tek basina ya da otojen greftlerle kombine
kullanilabilecek en uygun ksenogreftler oldugunu bildirmislerdir (166, 195-199).

Son yillarda daha diisitk maliyet, daha az immiin reaksiyon ve daha diisiik
bulasici hastalik riski i¢in mercan kaynakli ksenogreftler tiretilmistir. Mercanlar tirlerine
gore farkli por biiyiikliiklerine sahiptir. Porlu yapis1 kemik dokuyu taklit eder ve greft
konulduktan sonra kemik iligi hiicreleri porlara gog¢ eder. Anjiyogenez basladiktan sonra
osteoklastlar mercan yapisini rezorbe ederken agiga ¢ikan kalsiyum iyonlarini kullanarak
osteoblastlar yeni kemik sentezlerler. Bu asama yaklasik 8-24 hafta strer. Ancak greftin
partikulleri fazla biiyiikk olurlarsa rezorpsiyonu gergeklesmeyebilir ya da kismen
gerceklesir (203, 206, 207).

Ksenogreftlerin bir 6nemli avantaji da otogreftlerle kombine olarak

kullanilabilmesidir. Boylece kullanilan otogreftin miktari diisiiriilebilir (208).

Alloplastlar

Alloplastlar sentetik olarak tiretilmis ve greft fonksiyonu goren materyallerdir.
Uretildikleri materyalin 6zelliklerine ve iiretilme sekillerine gore birgok ¢esidi
bulunmasina ragmen kemigin inorganik komponenti ile benzerlik gostermesi nedeni ile
siklikla kalsiyum fosfat (CaP) turevleri olan hidroksiapatit (Ha) ve trikalsiyum fosfat
(TKF) ile calisilmaktadir.

Sentetik CaP greftler biyouyumludur ve yabanci cisim reaksiyonuna neden
olmazlar. Osteokondiiktif &zellikleri vardir ancak osteojenik hiicre ve osteoindiiktif
molekil igermezler. Mezensimal kok hiicreler osteoblastlarla ya da biiyiime faktorleri ile
kombine edilerek tek baglarina ortaya cikarabilecekleri etkiden daha giiglii bir etkiye
sahip olabilirler (209).

Ha, kemiklerin ve dislerin yapisinda bulunan bir kalsiyum bilesigidir. Mercan
ve sigir kemigi gibi dogal kaynaklardan elde edilebilecegi gibi yapay olarak da
sentezlenebilir. Greft materyalinin partikiil biiytikligii, kalsiyum /fosfat orani, por yapisi
greftin fiziksel direncini ve rezorpsiyon hizini etkiler (106).

TKF, Ha gibi bir CaP bilesigidir ancak kemik ve dis yapisinda bulunmaz. Ha‘e
gore por yapisi daha diizensizdir, daha kontrolsiiz bir biyobozunmaya sahiptir ve daha
hizli rezorbe olurlar (10-20 kat). Yiik tasimayan alanlarda tercih edilirler (106, 210).
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Bir diger alloplastik greft materyali de biyoaktif camlardir. Yapilarinda cesitli

oranlarda silika, kalsiyum oksit, disodyum oksit ve pirofosfat ihtiva ederler. Porlu bir

yapiya sahip olmadiklarindan greft igerisine dogru bir anjiyogenez goriilmez. Yeni kemik

yapimi ile birlikte c¢evre kemik dokuya kimyasal baglar ile tutunurlar. Bir nevi

osteointegre olurlar. Direkt olarak osteojenik ve osteoindiiktif etkileri olmamasina

ragmen yiiksek biyoaktif 6zelligi bu etkileri aktive eder (106, 146).

Yukaridaki alloplast greft materyallerinin disinda kompozit polimerler,

kalsiyum siilfatli bilesikler, metaller ve jelatin filmler alloplastik greft materyali olarak

kullanilabilmektedir. Ancak teknolojinin gelismesi ve malzeme bilimi alanindaki

ilerlemeler daha iyi sonuglar veren greft materyallerinin Uretilmesine olanak sagladik¢a

bu greft materyalleri terk edilmektedir.

Ideal alloplast materyalinde olmasi gereken dzellikler:

Biyouyumlu olmali

Sitotoksik olmamali

Kanserojen olmamali

Immiin reaksiyon olusturmamali
Fibrotik aktiviteyi uyarmamali
Biyolojik olarak inert olmamali
Kullanimi ve depolanmasi kolay olmali
Maliyeti diislik olmali

Osteokonduktif ve mimkinse osteoindiksiyonu desteklemeli
Kolay uygulanabilmeli

Mekanik kuvvetlere direncli olmali
Hidrofilik yapida olmali

Kolay steril edilebilmeli

Fiziksel 6zellikleri alict sahaya uyum gostermelidir (13).

Kombine Greftler

Bir kemik grefti ideal olabilmesi i¢in daha dnceden de bahsetmis oldugumuz

bircok o0zelligi kendinde barindiriyor olmalidir. Ancak biitiin avantajlart kendinde

barindiran bir greft materyali heniiz kesfedilememistir. Bu problemin Ustesinden

gelebilmek i¢in birkag farkl tiirde kemik greftinin bir arada kullanilmas diistiniilmiistiir.
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Kombine kemik grefti kullanimi ile birlikte farkli greftlerin avantajlart birlestirilerek
ideale yakin bir greft elde edilebilir. Bunlardan en sik kullanilani, ilik igeren spongioz
kemik ile allogreftlerin kombinasyonudur. Bu kombinasyondaki allogreft faz Il
osteogenezde gorev alirken kemik iligi i¢eren spongioz kemik faz I osteogenezde gorev
alir. Ayrica yeterli miktarda otogreft alinamayan durumlarda otogreft diginda bir greft
kullanilarak otogrefte olan ihtiyag¢ azaltilmis olur(211).

Ancak unutulmamalidir ki kullanilan greft materyalinin tiirii kadar cerrahi alanin
kanlanmasi, enfekte olmamasi, mobil olmamasi ve greft materyalinin fiziksel 6zellikleri

(6rnegin partikiil biiytikligii ve sekli) de 6nemlidir (212).

Doku Miihendisligi ve Yeni Uygulamalar

Son yillarda kemik doku kaynakli olmayan yeni alternatifler maddeler ve
yontemler gelistirilmistir. Bu yeni maddeler direkt olarak greft materyali olarak
kullanilabildigi gibi greftlerle karistirilan kimyasallar kemik yapimini aktive edebilir ya
da genler tzerinden bu kimyasallarin salinimini aktive edebilir.

Giincel uygulamalarda dentin dokusunun greft olarak kullanilmasi ytikselen bir
popiilariteye sahiptir. Dentin dokusu bir otogreft olarak uygulanir. Otogreft olmasi nedeni
ile alic1 i¢in bulasict hastalik riski tasimaz, immiin reaksiyon olusturmaz, osteoindiiktif
ve osteokonduktiftir. demineralize edilerek, kismi demineralize (% 70) edilerek,
demineralize edilmeden; partikillu ve blok olarak kullanilabilmektedir (213).

Otogreftler disindaki greftlerin osteoindiiksiyon o6zellikleri ya ¢ok diisiik ya da
hi¢ yoktur. Bu problemi ¢6zmek amaci ile bu greftlerin biiylime faktorleri ile kombine
edilmesi  disiiniilmistir. Biiylime faktorlerinin  proliferasyon, diferansiyasyon,
kemotaksis ve anjiyogenez gibi 6zelliklerinden faydalanilarak greftlere osteoindiksiyon
ozelligi kazandirilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (214).

Greftlerle birlikte kollajen kullanilmast da bu yeni yontemlerden biridir.
Kollajen lifleri greft i¢in hem bir tasiyici rolii iistlenir hem de anjiyogenez ve osteogenez
igin iyi bir iskelet olusturur (140).

Genetik bilimindeki ilerlemelerle birlikte baz1 gen bolgelerinin aktive edilmesi
ya da yeni gen bolgeleri eklenerek kemik yapisinda kullanilan maddelerin veya kemik
yapimini artiran Kimyasallarin sentezinin artirilmasi saglanabilmektedir. Ancak bu
yontemler heniiz ¢ok yeni ve maliyetli oldugundan daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir (215, 216).
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2.3. Trombosit Konsantreleri

Doku rejenerasyonunda trombositler biliylime faktorlerinin ve iyilesmeyi
hizlandirici proteinlerin potansiyel bir kaynagidir. Cerrahi bir alanda ya da hasar gérmiis
bir dokuda iyilesmeyi hizlandirici birgok iirtin gelistirilmeye c¢alisilmistir. Fibrin
yapistiricilar ile baslayan bu ¢aba otolog trombosit konsantreleri ile devam etmektedir.
Kanda bulunan trombositleri konsantre hale getirmek ve diger hiicresel elemanlardan
ayirmak i¢in santrifiij islemi uygulanir (217, 218).

Hastadan alinan kan tiiplere konur. Santrifiij cihaz1 bu tiipleri istenilen hizda ve
stirede belirli bir a¢1 ile bir aks etrafinda ¢evirir. Bu hiz, slre, ag1 ve donme ekseninin ¢ap1
tiiplin igerisindeki kana dolayisiyla kan hiicrelerine ve proteinlerine bir merkezkag
kuvveti uygular. Uygulanan merkezka¢ kuvveti siirtiinme ve kaldirma kuvvetlerini
yendiginde kan i¢indeki maddeler 6zkiitlelerine gore (6zkiitlesi en biiyiik olan tiiplin en
altinda toplanacak sekilde) siralanirlar. Eritrositler en altta lokositler ortada ve
trombositler ve plazmanin biiyiik kismi en istte kalir. Boylece bir trombosit konsantresi
olusur. Ayrica eritrositlerin ve l16kositlerin elimine edilmesi yara iyilesmesini hizlandirir
(219, 220).

Istenilen son iiriine gore antikoagiilan bulunan ya da bulunmayan tiipler

kullanilabilir ya da santrifiij asamasi tekrarlanabilir (221).

2.3.1. Trombositler

Trombositlerin en énemli gorevi hemostaz1 saglamaktir ancak damarlanmanin
(anjiyogenez), hiicre  proliferasyonunun, kollajen  lif  olusumunun, hiicre
proliferasyonunun ve doku rejenerasyonunun indiiklenmesinde rol oynar (222).

Trombositler, kemik iliginde bulun megakaryosit kaynakli 1-3 um c¢apinda oval
stoplazmik fragmanlardir. Cekirdekleri yoktur ancak geligmis bir hiicre iskeleti, reseptor
yapisi ve sekretuvar graniillere sahiptir (a, B ve ) (223). Bir mm? kanda ortalama 140,000
ile 400,000 adet trombosit bulunur. Bir trombositin ortalama yasam stiresi 7-10 gundur
(224).

Trombositlerin membrani ¢ift katli fosfolipid bir yapidan olusur ve ince, burusuk
bir goriiniime sahiptir. Bu 6zellik genis membran yiizeyi saglar. Membranin ylzeyinde
kiiciik agikliklar kanalciklar sistemiyle baglantilidir. Hiicre membrani glikokaliks
tabakasi ile cevrilidir ve bu tabaka hemostatik cevap vermeyi saglayan glikoprotein

reseptorleri barindirmaktadir. Sitoplazmalarinda 3 major tip salgi organeli bulunur.
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Bunlar a graniiller, yogun graniiller (6 graniiller) ve lizozomlardir (225). Bu granullerde;
otokrin ve parakrin proteinler, adeziv proteinler, koagilasyon faktérleri kemokinler,
sitokinler, buytme faktorleri, proteoglikanlar, immunoglobdlinler, proteazlar ve proteaz
inhibitorleri bulunur (226).

Alfa granuller (o graniiller)

Trombositte en fazla bulunan organeller alfa granulleridir. Caplari 200-500 nm
arasinda degisir. Her trombositte 40-80 adet bulunur. Bulundugu zona gore igerigi
farklilik gosterse de genel olarak kemokinler, proteoglikanlar, fibrinojen ve von
Willebrand faktor bulundururlar. Bu graniller ekzositoz yoluyla intersitisyel araliga
icerigini salar. o graniiller pek cok biiyiime faktoriiniin de kaynagidirlar. Bu biiyiime
faktorleri doku iyilesmesinde gerceklesen hiicre ¢ogalmasinda, hiicre gogiinde ve planlt
hlcre 6limlerinde rol oynar (227).

Alfa graniilleri kaynakli basglica biiylime faktorleri:

e Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF):

PDGF nétrofil, monosit, ve fibroblast gibi yara bdlgesine gelen hiicreler igin
kemotaktik olarak tanimlanan ilk buyume faktoridir. Kemotaksi ozelligi ggliidiir.
Fibroblast proliferasyonunu uyarir ve hiicre dist matriksin (6zellikle tip 1 kollajen)
tiretimini artirir. Ulser tedavisinde onaylanan ilk bilyiime faktoriidiir (228). PDGF
yaralanma sonras1 erken donemde trombositlerden ¢ok miktarda salinir. Diger yandan
fazla salinan PDGF fibroblastlarin fazla aktive olmasina neden olarak asir1 bir hiicre dis1
matriks yapimi nedeniyle hipertrofik yara izine ya da keloid olusumuna neden olabilir
(229). PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC ve PDGF-DD gibi alt tlrleri
bulunmaktadir (226) .

e Fibroblast btytme faktori (FGF):

FGF’ler 22 farkli subtipten olusular ve 4 farkli FGF reseptoriinii (FGFR 1-4)
aktive ederler. Aktivasyon icin heparin ya da heparan silfata ihtiyac duyarlar (230). FGF
grubunun iiyelerinin ¢ogu mezodermal, ektodermal ve endodermal hicrelerin
proliferasyonunu stimile eder. FGF-7 [keratinosit biyume faktori (KGF)] yetiskin bir
bireydeki epitelial hiicreler i¢in 6zellesmistir. FGF-1 ve FGF-2 anjiyogenezis Uzerine
etkilidir. FGF’ler fibroblastlar ve keratinositler lzerinde mitotik etki gosterir (231).
Ayrica baz1 FGF tiirlerinin stres altindaki hiicreleri koruyucu ve destekleyici etkisi

bulunmaktadir (232).
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e Epidermal buyume faktori (EGF):

EGF, farkli hiicre tiplerinin proliferasyonunu uyaran yaygin bir mitojenik
faktordiir. Ozellikle fibroblastlar ve epitel hiicreleri lizerinde etki gésterir. EGF, hiicre igi
sinyallesmeyi baglatan EGF reseptoriinii (EGFR / ErbB) aktive eder. EGF sadece mitotik
hlcrelere degil, ayn1 zamanda postmitotik ndronlara da etki eder ve bir¢ok c¢alisma
EGF'nin ¢esitli noron tipleri {izerinde néromodiilator etkiye sahip oldugunu gostermistir
(233). Ayrica bazt EGFR’lerinin onkojenik hale gelebildigi bildirilmistir (234).

e Vaskiler Endotelial Buyime Faktort (VEGF):

Vaskuler endotel biytme faktorti (VEGF), endotel hiicreleri Gizerinde mitojenik
ve anti-apoptotik etkiye sahiptir, vaskiiler gegirgenligi ve hiicre goglinii artirir. Bu etkiler
nedeniyle, normal ve patolojik anjiyojenik islemlerin diizenlenmesinde aktif olarak
katkida bulunur. VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E (viral VEGF), VEGF-
F, plasenta biyume faktorii (PIGF) ve son kesfedilen endokrin bez kaynakli vaskuler
endotelial buytime faktorti (EG-VEGF) ile ayni ailede bulunur (235). Ayrica VEGF’nin
kemik rejenerasyonunda hem osteogenez hem de anjiyogeneze aracilik ettigi
bildirilmistir (236).

e Insiilin Benzeri Biiyiime Faktori (IGF):

IGF-1 ve IGF-II, instlin reseptorine benzeyen bir tip tirozin kinaz olan tip 1 IGF
reseptOrii araciligiyla birgok farkli hiicre tipinin hayatta kalmasini saglar ve mitogenezini
uyarir. IGF -1 ve -II, metabolizma, biiylime, farklilagsma ve gelisimin diizenlenmesi i¢in
onemli peptidlerdir. IGF'ler etkilerini otokrin, parakrin veya endokrin olarak ortaya
koyabilir (237). Ek olarak, birka¢ ¢aligma, 6zellikle diger biiylime faktorleriyle birlikte
eksojen IGF-I'in yara iyilesmesi iizerindeki yararl etkileri oldugunu ortaya koymustur
(238).

e Sinir Buyume Faktort (NGF):

NGF, hem merkezi hem de periferik sinir sistemlerinde belirli sempatik ve
duyusal ndronlarin gelisimi ve hayatta kalmasi igin gerekli olan polipeptitlerden
norotrofin ailesinin bir prototipidir. Inflamasyonun baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde rol
oynar. Yaraya digsaridan uygulanan NGF nin kutanéz doku iyilesmesine faydali oldugunu
bildiren yayinlar bulunmaktadir (239, 240).
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e Transforme Edici Blyume Faktori- Beta (TGF-p):

TGF-B siiper ailesi, homeostazis, hastalik ve tamir sirasinda 6nemli roller
oynayan c¢ok cesitli proteinleri igerir. TGF -B1, -B2 ve - B3 seklinde subtipleri
bulunmaktadir (241). Her bir TGF-B izoformu, yara iyilesmesi lizerinde farkli bir etki
gosterebilir. Ozellikle, TGF-B1 yetiskinlerin yaralarinda fibrozise aracilik edebilirken,
TGF-B3 fetusta skarsiz iyilesmeyi saglar (242). U¢ TGF-p izoformunun, fibroblastlar igin
mitojenik oldugu gosterilmistir, ancak keratinositler dahil olmak iizere cogu diger
hiicrenin ¢ogalmasini inhibe eder. Ayrica, bu sitokinler hiicre dig1 matriks proteinlerinin
ve integrin ekspresyonunun ¢ok gii¢lii uyaricilaridir (243). Boylece, yara iyilesmesi
senaryosunda en ¢ok calisilan molekiiller arasinda yer almaktadir.

e Bag Dokusu Buytime Faktort (CTGF):

Damarlanmayi, kikirdak doku onarimini ve fibrozisi aktive edici rolii vardir
(244).

e Trombosit Faktor 4 (PF4):

PF4 fibroblast ve notrofillerin inflamasyon alanina gog¢linden sorumludur, ayni
zamanda endotel hiicre ¢ogalmasi iizerine negatif etki yapar ve damarlanmayi azaltir
(245).

e Temel Fibroblastik Buytme Faktori (b-FGF):

b-FGF, kondrositlerin proliferasyonunu indlkleyen cok etkili bir biyime
faktorudir. Ayrica mezensimal kok hiicreleri ve endotel hiicreleri tizerinde uyarici etkisi
vardir (246).

Biiyiime Faktérlerinin Sert Doku Iyilesmesi Uzerine Etkisi

Doku rejenerasyonu sitokinler ve buyume faktorleri gibi pek ¢ok molekiliin
farklt miktarlarda ve genis bir etkinlik alani igerisinde diizenlenen karmasik bir siirectir.
Sitokinler ve biiylime faktorleri yaralanma bolgesinde hiicre cogalmasi, farklilagmasi ve
organize olmasinda lokal sinyal molekdlleri olarak gorev alirlar (247).

Embriyolojik olarak mezensimal kokenli olan kemik doku, mineralize bir
matriks ve kemik dokuya 6zel hiicrelerden olusur. Kemik dokunun biiylimesi gelismesi
bir takim hormonlarin, biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin etkisi altinda gergeklesir.
Kemik iyilesmesi esnasindaki revaskulerizasyon, matriks sentezi, matriks
mineralizasyonu ve kemik iligi olusturulmasi gibi olaylar hiimoral ve hiicresel isbirligi

ile saglanmaktadir. Kemik iyilesmesinin ve yumusak doku iyilesmesinin ilk asamalari

41



birbirleri ile benzerlik gosterir. Her iki asamada da yara bélgesinde yeni doku formasyonu
olusur. Ancak sonrasinda yumusak doku iyilesmesinde fibrozis gorullrken kemik
tyilesmesinde normal kemik anatomisi goriiliir. Kirik bir kemik iyilesirken bu bolgeye
mezensimal hiicreler go¢ ederler, ¢ogalirlar ve hiicreler arast matriksi salgilarlar.
Kemikteki yaralanma sonrasi iyilesme hemen baglar. Yaralanma bolgesinde olusan
hematom igerisine trombositler ve inflamatuar hiicreler tarafindan biiyiime faktorleri
salinir. Olusan hematomdaki biliylime faktorleri kirik onarmmi sirasinda hiicresel
proliferasyon, farklilasma ve hiicre dis1 matriks sentezinin merkezi diizenleyicileri oldugu
distiniilmektedir (248). Ayrica, anormal biiylime faktorii ekspresyonunun, diger
dokularda bozulmus veya anormal iyilesmeye neden oldugu, bunun da anormal veya
gecikmis kirik onarimindan da sorumlu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (248).

Yogun Graniiller

Yogun graniiller, o graniillere oranla hem daha kii¢clik hem daha az sayidadirlar.
Belirli bir morfolojileri yoktur. Yogun graniiller; kalsiyum, magnezyum, fosfor,
pirofosfat gibi iyonlart ATP, ADP, GTP, GDP gibi niikleotidleri CD63, LAMP 2 gibi
membran proteinlerini ve transmitter olarak seratonini depolar.

Lizozomlar

Lizozomlar, yogun graniillerden daha az sayida bulunurlar. Bir trombositte hi¢
lizozom bulunmayacag1 gibi 3 adetten fazla da bulunmazlar. a graniillerinden daha
kiiciiktiirler ve oval bir sekli vardir. iceriginde asit hidrolazlar, katepsin D ve E, lizozomal
membran proteinleri LAMP-2 ve CD63 bulundurur.

Fibrinin Yapis1

Fibrinojen a-heliks sarmalli, keratin, miyosin ve epidermin igeren bir lifli
proteindir. insan kan plazmasinda 1.5-4 g/L konsantrasyonda bulunur ve bu oran
hemostaz, yara iyilesmesi, iltihaplanma, anjiyogenez ve diger bir¢ok biyolojik fonksiyon
icin 6nem teskil eder. Fibrinojen, ¢oziiniir bir makromolekiildiir, ancak damar duvari
hasari, aktif kan hiicreleri veya yabanci bir ylizey tarafindan tetiklenen enzimatik
reaksiyonlar ile aktive edilen serin proteaz enzimi, trombininin etkisiyle fibrinojenin
fibrine doniistimiine neden olur ve ¢dzliinmeyen bir piht1 veya jel olusturur. Kan kaybini
onlemek (kanamayi durdurmak hemostaz olarak adlandirilir) ve yara iyilesmesini

desteklemek i¢in mekanik olarak stabil bir piht1 gereklidir. Fibrin pihtilari, pozitif ve
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negatif geri beslemeli bir dizi enzimatik reaksiyona etki eden fibrinolitik sistem
tarafindan ¢oziiliir (249).

Fibrin ilk asamada ekstraseliiler matriks gorevi tistlenir. Cevre dokudan hiicre
gOcu icin ve go¢ eden hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasi i¢in uygun ortam olusturur.
Fibrin ag endotel hiicrelerinin gog¢li ve kolonilesmesini kolaylastiracagindan
anjiyogeneze yardimeci olur.

Trombosit tiriinlerinde fibrin dogal yollarla (trombositten zengin fibrin) ya da
disaridan miidahale ile (trombositten zengin plazma) olusturulabilmektedir. Olusturulma
yontemine gore fibrin kendi arasinda farkli baglar kurar. Kurulan baglarin yapis1 fibrin
matriksin yogunlugunu etkiler (227).

Fibrin yapistiricilar fibrin polimerizasyonunu baslatmak igin bir sigir trombini
velveya kalsiyum klorir (CaClz) karisimi kullanir. Bu reaksiyonun hizi, kullanilan
aktivatdriin miktar ve cesidi ile iliskilidir. Ote yandan PRF, santrifiijleme sirasinda dogal
olarak ve yavasca polimerlesme gosterir. Disaridan herhangi bir aktivator eklenmedigi
icin buradaki fibrinizasyon neredeyse fizyolojiktir. Polimerizasyon ¢esidi, nihai fibrin
matriksinin mekanik ve biyolojik 6zelliklerini énemli 6l¢iide etkileyecektir. Jellesme
sirasinda, fibrin fibrilleri aralarinda 2 farkli biyokimyasal bag kurulabilir:
yogunlastiritlmis tetramolekiiler (gift tarafli, bilateral) baglantilar ve trimolekiler
(eskenar, equilateral) baglantilar. Iki tarafli baglantilar, gliclii trombin konsantrasyonlar
ile olusturulur ve yogun bir agin olusumuna yol agar, fibrin polimerlerinin kalinlasmasina
izin verir. Bu nedenle sitokin dolasimina ve hiicre gociine elverigsizdir. Buna karsilik,
zay1f trombin konsantrasyonlari, ¢ok sayida eskenar bag olusmasi anlamina gelir. Bu
baglantilar sitokinlerin yapigsmasini ve hiicresel gocii destekleyebilen ince ve esnek bir
fibrin agimin kurulmasint saglar. Bu 3 boyutlu organizasyon, esnek, elastik ve guclu bir
PRF olusmasini saglar. Fibrin yapistiricilarin glcli polimerizasyonu, sitokinlerin fibrin
matriksine etkili bir sekilde girmesini zorlastirir. Dolayisiyla, salinan trombosit sitokinleri
digsal, yani jellesme sirasinda fibrin aglari arasinda degil kolloidal siispansiyonda kalmis
olacaktir. Buna bagli olarak fizyolojik eliminasyonlar1 hizli olacaktir. Eskenar
polimerizasyonda, dolagimdaki sitokinlerin fibrin aglarina girme orani daha yiiksektir.
Boylece, sitokinler daha uzun siire salinir (uzun vadeli etki). Boylece, hiicreler skatrisyel

matriks remodelingine basladiginda, sitokinlerin etkileri devam ediyor olacaktir.
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PRF bilesiminin biyokimyasal analizi, bu biyomateryalin, yavas bir sekilde
polimerize edilmis bir fibrin ag1 igine yerlestirilmis sitokinlerin, glikanik zincirleri ve
yapisal glikoproteinleri (fibronektin) igerdigini gostermektedir. Bu biyokimyasal

bilesenlerin iyilesme siiregleri tizerinde iyi bilinen sinerjik etkileri vardir (250).

2.3.2. Kandan Elde Edilen Uruinler ve Tarihsel Gelisimleri

Tip biliminin ortaya ¢ikisindan beri kan ve kan tiriinleri hem tedavi edici amacla
(ciddi kan kayiplarinda replasman gibi) hem de koruyucu (canli asi) amacla
kullanilmistir. Kanin hiicresel elemanlar ve plazmadan olustugunun kesfi ile daha spesifik
olarak hiicrelerin yada plazmanin transferine baslanmustir. Ozellikle kandaki sekilli
elemanlardan biri olan trombositlerin ve trombositlerin irettigi fibrinin, pihtilagma
mekanizmasindaki yerinin anlagilmasindan sonra trombosit transfiizyonu ayri bir 6nem
kazanmistir. Yapilan arastirmalarda trombositlerin fibrinden olusan bir matriks
salgilayarak pihti olusmasina ve doku iyilesmesini hizlandiric1 bir takim kimyasallar
(buyume faktorleri) salgilayarak yara iyilesmesine katkida bulundugu anlasilmistir. Bu
asamadan sonra yliksek trombosit konsantrasyonu igeren {iriinlerin yara bolgesine lokal
olarak uygulanarak kanamanin durdurulmasi ve iyilesmenin aktive edilmesi fikri ortaya
cikmigtir. 1950‘lerin ortalarina dogru trombositten zengin kan triinleri elde edilmeye
baglanmistir (251).

Fibrin yapistiricilar

1900’1 yillarin baglarinda fibrin yapistiricilar ve fibrin yapistiricilarin topikal
kanama durdurucu olarak kullanimi Onerilmisgtir. Kanama durdurucu materyallerin
gelistirilmesi ile operasyon siiresinin azalmasi, cerrahi doku yonetimi kalitesinin
artirtlmasi gibi avantajlar elde edilmesi amaglanmistir. 1. Diinya Savasi esnasinda fibrin
yapistiricilar yumusak dokuda kanama durdurucu olarak kullanilmiglardir (252). 1940
yilinda Young ve Medawar@®® periferal sinir onariminda adeziv olarak kullanmus, 1944
yilinda Tidrick ve Warner®> kan pihtis1 olusturmak ve deri greftlerini iyilestirmek
amactyla kullanmistir. 1970’lerde Avrupa’da fibrinojen ve sigir kaynakli trombin
kombinasyonu bir fibrin yapistirict kullanima sunulmustur (255). 1985°te Dresdale ve
ark.®® kriyopresipitat ve sigir trombini karigimi ile edilen bir fibrin yapistirict
tanitmigtir.

Ik fibrin yapistiricilar, fibrini olusturan fibrinojen, bu reaksiyonun baslamasi

icin gerekli olan trombin ve tepkimeyi hizlandiran kalsiyum kloriir ihtiva etmekteydi.
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Fibrin yapistiricilardaki temel amag cerrahi alani ya da yara bdlgesini primer olarak
kapatmak, eger bu miimkiin degilse sizdirmazligi saglamakti. Otojen olarak elde
edilebilen fibrin yapistiricilarin fibrinojen ve trombin yogunluklarimin diisiik olmasi
nedeni ile saglanan etki yeterli olmamaktaydi ayrica hastanin birkag¢ giin 6nceden kan
bankas: ile iletisime gegmesi, kan bankasi tarafindan yapilan kayit hatalar1 ve hekimin
kan bankasi ile ¢alismasi gibi zorluklar nedeni ile rutin olarak uygulanamamuistir (257).
Bu nedenle allojen fibrin yapistiricilar kullanima sunulmus ve fibrinojen yogunlugu
artirllarak istenilen 6zelliklerde bir materyal elde edilmistir. Ancak allojen olmasinin
getirdigi bir takim dezavantajlar ortaya ¢ikmistir. Bunlar kaynaktan aliciya bulasici
hastalik ge¢isi ve alicida immiin reaksiyon olusmasidir. Ayrica fibrin yapistiricilarin diger
dezavantaji trombosit bulunmamasi nedeni trombositlerin salgiladiklari yara iyilesmesini
aktive eden maddelerden yoksun olmasidir (258).

Trombosit iceren fibrin yapistiricilar tretilmis ve platelet jeller olarak
isimlendirilmiglerdir. Bu Uriinler fibrin yapistiricilarin otolog bir modifikasyonudur.
Platelet jeller, otolog kanin ¢ift asamali santrifiijii sonrasi elde edilen trombosit
bakimindan zengin bir plazmanin trombin ve kalsiyum kloriir ile karistirilmasiyla
hazirlanir. Klinik olarak Kinghton ve ark.®® 1986’da kutanéz iilserlerde kullanmis
Whiteman ve ark.?®” da birkag yil sonra oral ve maksillofasial cerrahide kullanmustir.
Fibrin yapistiricilarin dezavantajlari nedeni ile kullanimlart giderek azalmistir ancak
ginimuzde Ozellikle kardiyovaskuler prosedirlerde olmak Uzere noérosiriirji, plastik
cerrahi, torasik cerrahi, oral cerrahi, jinekolojik prosedirler ve farkli Kklinik
uygulamalarda kullanimlari1 s6z konusudur (260, 261).

Trombosit Konsantreleri

Trombositten zengin plazma (PRP)

PRP fibrin yapistiric1 ve fibrin jelden farkli olarak az bir hacimdeki plazmanin
icindeki konsantre trombosit anlamma gelir. Trombosit konsantreleri aslen
trombositopeni tedavisi i¢in kullanilmaktaydi. 1954 yilinda standart trombosit
konsantreleri Kingsley®®? tarafindan “trombositten zengin plazma” olarak isimlendirildi
ve maksillofasial cerrahide kullanimma Marx ve ark.?®? tarafindan greftler iizerinde
yapilan bir ¢alisma neticesinde baslandi. Zamanla popiler hale gelen PRP igin farkli

prosediirler ve kitler onerilmistir. Ancak temel olarak iki asamada hazirlanir.
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Sekil 1.8 Kanin 1. santrifiijden sonra elde edilen tabakalarin temsili goriintiisii

Operasyon esnasinda ya da hemen 6nce hastadan antikoagiilanli bir tiipe kan
alinir. Ik asamada nispeten diisiik hizda ve kisa siireli santrifiij (soft spin) uygulanir.
Santrifiijdeki temel ama¢ Kandaki hiicrelerin ve maddelerin 6zgiil agirliklarindan
faydalanarak ayni tiir olanlar1 bir araya toplamaktir. Boylece hem birbirlerinden ayirmasi
mimkun olur hem de daha az bir hacimde daha ylksek konsantrasyonlar elde edilebilir.
Kanin santrifiijiinden sonra 3 katmani bulunur. Bu katmanlar yukaridan asagi dogru;
trombositler ve plazmanin birlikte bulundugu tabaka [bu tabaka teoride iki kisimdan
olusur ustteki kisin trombositten fakirken (PPP) alt kisimlar trombositten zengindir
(PRP)], beyaz hiicre tabakas1 (buffy coat layer) ve eritrosit tabakasidir (Sekil 1.8) (263).

Ikinci asamada ise trombositlerin bulundugu plazma katmani (PPP ve PRP),
beyaz kan hiicreleri katmani ve istenmeden de olsa bir miktar eritrosit alinarak ikinci bir
tiipe aktarilir. Bu tlp birinciye gore daha hizli ve daha uzun siire santrifiij (hard spin)
edilir (farkli protokollerde uygulamalar farklilik gosterebilir). Tip igerigi yukaridan
asagiya olacak sekilde PPP tabakasi, PRP tabakasi, beyaz hiicre tabakasi ve ince bir
kisimda eritrosit tabakasi olusur (Sekil 1.8). Bu asamada trombositler daha konsantre bir
hal alir ve PRP elde edilir. Protokole gore beyaz kan hiicreleri PRP ye dahil edilebilir ya
da edilmeyebilir. Elde edilen PRP fibrin matriks olusturmasi igin trombin, kalsiyum
klorid ya da benzer bir aktivatorle karistirilip cerrahi alana veya yara bdlgesine

uygulanabilir (263, 264).
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Trombositten zengin fibrin (PRF)

Fibrin yapistiricilar, trombosit jelleri ve PRP’den sonra 2001 yilinda yeni bir
protokol de Choukroun ve ark.?® tarafindan tanitildi. PRE’de, fibrin yapistiricilardan ve
trombosit jellerden oldukca farklidir. PRP’ye benzerlik gosterse de tek asamali santrifiij
uygulanir. Hastadan alinan kana antikoagiilan ve aktivator (trombin, kalsiyum klorid, vb.)

konulmaz. Bu asamalarin elimine edilmesi klinik kolaylik ve zamandan tasarruf saglar.

Aselller
______ Plazma
Tabakasi

m — Fibrin Pihh

SANTRIFUJ Tabakasi

— Lokosit
Tabakasi

Eritrosit
Tabakasi

Santrifuj Santrifij
Oncesi Sonrasi
Kan Topi Kan TipU

Sekil 1.9 PRF elde edilirken santrifiij islemi sonrasi elde edilen iiriinlerin sematik goriintiisii

Cerrahi esnasinda yada oncesinde hastadan tiip igerisine yeterli miktarlarda
vendz kan aliir ve bekletilmeden santrifiij edilir. Alman kana antikoagiilan
karistirllmadig i¢in aktivatdr olmadan trombositler aktiflesir ve fibrinojenden fibrin
olusmaya baglar. Santrifiij esnasinda bu islem devam eder. Santrifiij islemi bittiginde tiip
icerisinde en Ustte aseluler bir plazma tabakasi hemen altinda kalin bir fibrin piht1 ve en
altta da eritrositler birikir (Sekil 1.9).

Trombositler ve 16kositler kendiliginden olusan bu pihtida bulunur. Olusan
fibrin matriks oldukga gucludir ve kendi kendine c¢ozinmez. Yara bolgesine
uygulandiginda dogal pihtinin ortadan kaldirilmasi igin gerekli olan mekanizma
gereklidir (221, 265).
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Trombosit Konsantrelerinin Terminolojisi ve Simiflandiriimasi

Trombosit kaynakli kan iiriinlerinin kullanimi yayginlastik¢a farkli protokoller,
kitler ve santrifiij parametreleri kullanilmaya baglanmis, bunun sonucunda ortaya ¢ikan
irlinlin isimlendirilmesinde karisikliklar olmustur. 2009 yilinda bu karisikligi gidermek
amacit ile bir siniflama 6nerildi ve terminolojinin netlesmesi adina dnemli bir adim oldugu
diistiniilmektedir. Smiflamanin mantig1 oldukg¢a basit 2 degiskene baglidir. Bunlar;
sonugta kullanilacak {irlinlin 16kosit icerip igcermemesi ve fibrin matriks igerip

igcermemesidir. Bu siniflamaya gére 4 ana baslik vardir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4 Trombosit konsantrelerinin siniflamasi — Dohan ve ark.%%)°dan degistirilerek

[ Trombosit Konsantreleri ]

| |
‘ P-PRP \ ‘ L-PRP \ P-PRF L-PRF

l 1 ' R e A
Otomatik Manuel Otomatik Manuel Manuel Manuel
Protokoller Protokoller Protokoller Protokoller Protokoller Protokoller
\ y, \ y,
Smart-Prep-PRP Curasan-PRP
PCCS-PRP REGEN-PRP
Plazmaferez Nihita PRP
. Magellan-PRP Friadent-Schutze Fibrinet PRFM Choukroun's PRF
Vivostat PRF Anitua's PRGF
GPS-PRP Plateltex
Angel-PRP Ace-PRP

1. Saf Trombositten Zengin Plazma (P-PRP), (LOkositten Fakir
Trombositten Zengin Plazma)

Bu grup 16kosit igermez ve diisiik yogunlukta fibrin matrikse sahiptir. ikinci
santrifiijden sonra 16kosit tabakasi alinmaz. Ilk iiretildiginde siv1 bir ¢dzelti halindedir
ancak aktive edilirse jel formu da alabilir. Bu iki formun farkli kullanim alanlar1 vardir.
Siv1 formu iyilesmeyi desteklemek icin doku icin enjekte edilebilirken jel formu cerrahi
alan1 veya yara yiizeyini kapatmada kullanilabilir(267).

Santrifiij disinda farkli hiicre ayirma yontemleri (plazmaferez) kullanilarak da

hazirlanabilirler. Bu yontemler otomatik veya manuel protokollere sahip olabilir. Ayri bir
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baslik altinda bahsedilecek olan Buyume Faktorlerinden Zengin Plazma (PRGF),
[EndoRet, Biotechnology Institute BTI, Vitoria, Spain] kendi igerisinde ki protokolleri
Ozellesmis olsa da esas olarak bir manuel protokollii P-PRP rlnudir. Bir baska teknik
olan Vivostat PRF (Platelet-Rich Fibrin, Vivostat A/S, Alleroed, Denmark)
isimlendirmede ki PRF ifadesi nedeni ile karisikliga neden olmakta ancak bu iiriin de
otomatik protokolli P-PRP grubuna dahildir (268).

2. LoOkosit ve Trombositten Zengin Plazma (L-PRP)

Bu Urtiniin P-PRP den tek farki 16kosit igeriyor olmasidir. Ikinci santrifiijden
sonra lokosit tabakasi da alinir. P-PRP gibi sivi halde dokuya enjekte edilebilir ya da
aktive edilerek jel formunu alabilir ve diisiik yogunlukta fibrin icerir. Jel formu yara ve
cerrahi alanlarda kullanilabilir.

L-PRP kullanimi1 P-PRP’ye gore oldukca yaygindir. Suanda iiretilen ticari
preparatlar protokolii olduk¢a standartlagtirmis ve kolaylastirmistir. Bunlara &rnek
olarak; otomatik protokol ile hazirlananlar Harvest Smart-PreP (Harvest Technologies,
Plymouth, MA, USA) and Biomet GPS Il (Biomet Inc., Warsaw, IN, USA) iken manuel
protokol ile hazirlanan Plateltex (Prague, Czech Republic) or Regen PRP (RegenLab, Le
Mont-sur-Lausanne, Switzerland)’dir (268).

3. Saf Trombositten Zengin Fibrin (P-PRF), (Lokositten Fakir

Trombositten Zengin Fibrin)

Bu grubun PRP gruplarindan en biiyiik fark: yiiksek yogunlukta fibrin matriks
icermesidir. Yalnizca jel formunda bulunurlar ve igerdigi yogun fibrin matriks nedeni ile
doku icerisine enjekte edilemezler. Santrifiij isleminden sonra alinan kisima l6kosit
tabakas1 dahil edilmez. Yalniz manuel protokolleri mevcuttur ancak diger PRF grubu olan
L-PRF (I6kosit ve Trombositten Zengin Fibrin)’e gore daha karmagik ve daha
maliyetlidir. Glncel ticari preparati ortopedik uygulamalarda da kullanilan Tromboitten
Zengin Fibrin Matriks (PRFM) (Cascade Medical, Wayne, NJ, USA)’dir (267).

4. Lokosit ve Trombositten Zengin Fibrin (L-PRF)

Bu grup da yiiksek yogunluklu fibrin matrikse sahiptir ancak P-PRF den farkli
olarak 16kosit barindirmaktadirlar. P-PRF’ler gibi yalnizca jel formlari bulundugu icin
doku icerisine enjekte edilemezler ancak solid yapilari nedeni ile bir takim uygulamalara
daha uygun olabilirler (267, 269).
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L-PRF hazirlama protokolii (2700rpm, 12dk veya 3000rpm, 10dk) ve tip yapisi
(yuvarlak uglu cam ya da plastik kapli cam tiip) degistirilerek [daha yavas santrifiij (1500
rpm) ve daha uzun zaman (14 dk)], (diiz cam tabanli tiip) fibrin liflerinin daha dizenli
dagilmasini saglamak, daha uzun siire biiyiime faktorii ve sitokin salgilanmasini saglamak
amaciyla Gelismis PRF (A-PRF) tiretilmistir (267, 268, 270).

Fujioka - Kobayashi ve ark.?™ A-PRF’i modifiye edilerek (1300 rpm, 8 dk) A-
PRF+’y1 sunmuslardir. Bu modifikasyondaki amag¢ diisiik santrifiij hizi sayesinde
l6kositlerin ve trombositlerin fibrin matriksten uzaklasmasini dnlemektir.

Biitin PRF tiirevleri jel formunda oldugu i¢in doku igine enjekte
edilememektedirler. Fibrin yap1 olusmadan 6nce hiicre ayirimi yapmak ve PRF’i sivi
halde elde etmek igin santrifiij protokolleri degistirilmistir (700 rpm, 3 dk). Bdylece
Enjekte Edilebilir PRF (I-PRF) elde edilmistir (272).

Santrifiij hiz1 artirllarak (2400-2700rpm) daha yogun bir fibrin matriks ve daha
konsantre trombosit elde etmeyi amaclayan bir yontem 2006 yilinda Sacco®™ tarafindan
“Konsantre biuyume faktori (GCF)” olarak tanimlanmustir.

Santrifiij esnasinda kullanilan cam veya plastik tiipler yerine titanyum tiipler
kullanilarak benzer santrifiij degerlerinde daha yogun bir fibrin matriks elde edilmistir ve
Titanyum-PRF olarak isimlendirilmistir. Kullanilan titanyum tuplerin daha biyouyumlu
olusu silikanin zararl: etkilerinin elimine edilmesi ile fibrin yapinin daha gii¢lii kuruldugu

diistiniilmektedir (274).

BlUylume Faktorlerinden Zengin Plazma

1999 yilinda Anitua®”® manuel protokollii bir P-PRP cesidi olan PRGF’yi
tanittt. Bu sistemdeki temel amag klinik prosedirlerin azaltilmasidir. Ayrica yara
iyilesmesi i¢in gerekli olan biiyiime faktorlerinin hem daha fazla miktarda, hem de daha
uzun sirede salinimini saglamaktir (275).

PRGF normal periferal kana oranla iki-Ug¢ kat daha fazla trombosit icerir. Bu orta
dereceli trombosit yogunluguna denk gelir. Bu seviyeden az olursa biiylime faktorlerinin
miktarlarinin diismesine bagl olarak biyolojik fayda diisecektir. Bu seviyenin iizerinde
olmast durumunda biyoyararlanimin artmasi beklenirken artan trombosit miktar
inhibitor gorevi gorebilir ve beklenen fayda saglanamayabilir (276, 277).

Hastadan alinan ven6z kan antikoagiilanli plastik bir tiipte tek asamali santrifij

edilir. Tek asamali santrifiij islemi klinik uygulama isleminin karmasikligin1 azaltir. Islem
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sonunda elde edilen urundn I6kosit icermesi istenmez. Lokositlerin her ne kadar
enfeksiyon ile mucadelede ¢ok 6nemli bir yeri olsa da salgiladiklar1 lizozomal enzimler
(6zellikle polimorfoniklear notrofillerin Grettikleri elastaz, kollajenaz, katepsin, vb.) ve
serbest radikaller ile inflamasyonu alevlendirerek saglam dokuda ve uygulanan
biyomateryalde harabiyete neden olabilmektedirler (278). Bu harabiyet rejenerasyonu
olumsuz etkiler. Bu nedenle kan drtind ile gelen lokositler elimine edilir ve bolgenin
enfeksiyon ile micadelesi dokudan gelen I6kositler araciligi ile saglanir (227, 277, 279).

PRGF ilk elde edildiginde bir sivi ¢ozelti seklindedir. Ancak jel formunda
kullanilmak isteniyorsa bir fibrin matriks oOlusturulmalidir. Antikoagiilanli tiip
kullanildigr i¢in plazma trombini bu islemi ger¢eklestiremez. Sigir kaynakli trombin
kullanimi immiin reaksiyon sonucu ciddi kogulopatilere veya ¢apraz enfeksiyon gegisine
neden olabildigi bilindigi i¢in kalsiyum klorlr (CaClz) (50 uL/mL) kullanilmistir. Ayrica
kalsiyum kloriir sigir kaynakli trombin kadar giiclii bir aktivator degildir. Bu nedenle
fibrinojenin fibrine doniisiimii zaman alir. Bu siire boyunca biiyiime faktorleri salinmaya
devam eder. Boylece doku daha uzun sire blyiime faktorlerinden yararlanir.

Aktivasyondan sonra, trombositlerin a-grandlleri, hiicre ¢ogalmasi, bilylime ve
farklilasma gibi cesitli biyolojik stirecleri etkileyen ve uyaran biyolojik olarak aktif
protein karisimi salgilar. Bu biyolojik olarak aktif protein karigimi bol miktarda trombosit
kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelial biiyiime faktori (VEGF),
transforme edici blytime faktorl — beta tip 1 (TGF-B1), fibroblast blyume faktori (FGF),
epidermal buytme faktoért (EGF), insilin benzeri blytme faktort (IGF-1) ve hepatosit
bluyume faktori (HGF) igerir.

PRGF teknolojisi dis hekimligi, implantoloji, ndrobiyoloji, ortopedi, spor
hekimligi ve oftalmoloji gibi alanlarda yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu amaciyla
kullanilmaktadir (280). PRGF’nin bir diger avantaji da bir¢cok farkli formunun
bulunmasidir. Boylece farkli alanlarin isteklerini  karsilayabilecek  Ozellikte

uretilebilmektedir (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10 (A) PRGF-Endoret supernatant ve fibrin matriks, (B) Sivi PRGF-Endoret, (C) PRGF-Endoret

matriks, (D) Otolog fibrin membran — Anitua ®??>dan

1-PRGF-Endoret supernatant:

Santrifujizasyon isleminden sonra iistte kalan sivi kisim PRGF siipernanti olarak
isimlendirilir. Fibrin yap1 igermez ancak trombositlerden salinan biiylime faktorlerini ve
plazma proteinlerini igerir. Goz kurulugunda géz damlasi olarak, korneal defektlerde
tercih edilebilirler. Ayrica hiicre kiltir ortamini desteklemek igin kullanilabilirler (281).

2-Sivi PRGF-Endoret:

Sivi PRGF doku i¢ine uygulanabilecegi gibi eklem araliginda ve dis
hekimliginde implant uygulamasinda da kullanilabilmektedir. implant yerlestirilmeden
once implant ylizeyine uygulanan sivi PRGF biyoaktif bir nano membran gibi davranir.
Bu membrandan salinan bitylime faktorleri ile daha hizli kemik iyilesmesi ve daha erken
osteointegrasyon olmasi beklenir. Ek olarak eklem ici enjeksiyonlarda, cerrahi alanlarda
ve deri rejenerasyonunda kullanilmaktadir (282).

3-PRGF-Endoret matriks:

Aktivator uygulandiktan sonra olusan yapida 3 botlu bir matriks, buyime
faktorleri, plazma proteinleri ve trombositler bulunur. PRGF matriks 6zellikle agik
yaralarda ve doku miihendisliginde kullanilmaktadir. Ayrica aktivatér uygulanmadan
once greft ile karistirilip sonra aktivator uygulandiginda fibrin lifleri greft partikilleri
arasinda olusarak biyolojik bir tutkal gibi partikiilleri bir arada tutan bir yap1
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olusturulabilir. Boylece hem greft igerisine hiicre go¢ii kolaylasir hem biiyiime faktorleri
ile kemik rejenerasyonu hizlanir hem de greftin uygulamasi kolaylasir (282, 283).
4-Otolog fibrin membran:

Koagllasyon isleminden sonra olusan fibrin yap1 biiziilerek elastik, yogun,
hemostatik fibrin yapisindaki PRGF’yi olusturur. Bu son form o&zellikle dis ¢ekim
soketlerini doldurmak ve bu bdolgelerde tam bir epitelizasyon olusturmak igin
kullanilabilmektedir (282).

PRGF tuplerinde bulunan antikoagiilan miktari Avrupa yasalarina gore tibbi
{irin smifina girdigi icin 2016 yilinda Anitua®? tarafindan yeni bir PRGF tiirevi
gelistirilmistir. Kullanilmakta olan protokol PRGF-A, yeni protokol ise PRGF-B olarak
isimlendirilmistir. PRGF-A modulunin ekstraksiyon tlptinde 0,9 mL trisodyum sitrat ve
aktivatoriinde 50 puL kalsiyum kloriir bulunmaktaydi. PRGF-B’de ise antikoagiilan olarak
0,4 ml trisodyum sitrat ve aktivatérinde 20 pL kalsiyum klortir bulunmaktadir. Temel
hematolojik parametreler, trombosit fonksiyonu, buytime faktori igerigi ve biyolojik etki
her iki PRGF protokolii arasinda karsilastirildi. PRGF-B’nin diger yonteme gore
trombosit aktivasyonlar1 daha yiiksek, salinan biiytime faktorii miktar1 daha fazla ve pihti
olusum siiresi daha kisa oldugu goriildii (284).

PRGF iizerindeki calismalar devam etmektedir. Son yillarda PRGF’nin
damarlanmaya katkida bulundugu (282), antibakteriyel etki gosterdigi (Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli'ye karsi) (285), antiinflamatuar etkisin bulundugu (monosit
kemotaktik protein-1 inaktivasyonu ile) (286) ve karaciger rejenerasyonuna katkida
bulundugu (iceriginde bulunan trombositlerden salinan seratonin sayesinde) yoniinde

raporlar bulunmaktadir (287).

PRGF Hazirlama Protokoli:

e Hastadan alinan vendz kan mavi kapakl tiiplere konur. Tiipler santrifiij
cihazina yerlestirilir. Genellikle cihazin donme hizi ve siiresi otomatik
olarak programlanmistir (ancak firmanin talimatlar1 580 G ve 8 dakika
santrifiij edilmesi seklindedir).

e Santrifiij islemi sonucunda tiip icerisinde en altta koyu kirmiz1 eritrosit
tabakasi, ortada parlak bir 16kosit tabakasi (buffy coat) en istte de

trombositleri iginde bulunduran plazma tabakasi bulunur (Sekil 1.11).
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SANTRIFUJ ——— Aktivatdr
______ —— Fraksiyon 1
(PPGF)
""" ——— Aktivator
_— Fraksiyon 2
Lékosit _ . _____. — (pRGF))l
Tabakasi e
Eritrosit
Tabakasi
Santrifuj 1. Santrifuj
Oncesi Sonrasi
Kan Topi Kan TopU

Sekil 1.11 PRGF hazirlanirken sanntrifiij islemi sonrasi elde edilen iiriinlerin sematik goriintiisii

e Bu plazma katmanini iki tabaka halinde diisiinmek miimkiindiir. Ustte
kalan hacimce plazmanin yaklasik olarak % 60’lik kismina denk gelen
trombositten fakir tabakadir (PPP) (fraksiyon-1). Trombositten fakir olarak
adlandirilsa da periferik kandan daha fazla oranda trombosit igerir.

e Trombositten zengin tabaka (fraksiyon-2) ise fraksiyon-1’den de daha
yiiksek oranda trombosit igerir. Gerek goriiliirse tiip tizerinde fraksiyonlarin
ayrilma noktalarina tahmini bir isaret konabilir.

e Tiplerin santrifiijden cikarilirken ve tiiplin kapagi acilirken, tabakalarin
birbirine karigsmamasi i¢in, sarsilmamasina 6zen gosterilmelidir.

e Kitte bulunan plazma aspire cihazi ile tiiplerden fraksiyon-1 tabakalar
toplanarak beyaz kapakli tiipe konur ve fraksiyon-1 olarak isaretlenir.

e Daha sonra fraksiyon-2 tabakalari toplanir ve fraksiyon-2 olarak ayrilan
beyaz kapakli tiipe konur. Burada dikkat edilmesi gereken nokta fraksiyon-
2 tabakasi alinirken hemen altinda bulunan 16kosit tabakast alinmamalidir.

e Kalsiyum kloriir igeren aktivator, etkinlestirme enjektoriine ¢ekilerek her
bir beyaz kapakli tiipe dozu 20 pl/ml olacak sekilde fraksiyonlara eklenir
ve karistirilir.

e Karisimlar cam godelere aktarilarak Plasmaterm H (BioTeknoloji Enstitiisu
(BTI), Victoria, Ispanya) cihazina konur ve 37 °C’ta fraksiyon-2 yaklasik
10 dakika, fraksiyon-1 yaklasik 20 dakika bekletilir ve {iriin hazir hale gelir
(220, 227, 281).
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PRGF Sisteminin Avantajlari:

Kolay elde edilebilir (otolog vendz kandan elde edilebilir).

Otoimmin reaksiyon gelisme ihtimali yoktur.

S1g1r trombini kullanilmadigr i¢in koagiilopati gelisme ihtimal yoktur.
Bagka bir verici olmadigindan bulasic1 hastalik riski yoktur.

Tek agamali santrifiij sistemi klinik kolaylik ve zamandan tasarruf saglar.
Aktivator olarak kalsiyum kloriir kullanilmasi fibrin yapiin daha yavas
olusmasina ve biiylime faktorlerinin daha uzun siire salinmasini
saglamaktadir.

Trombosit konsantrasyonunun normal kana oranla 2-3 kat fazla olmasi
optimum orani saglamaktadir. Anitua’ya gore bu oranin daha az ya da daha
cok olmasi biyolojik fayday: diisiirecektir

Lokosit icermemesi nedeniyle inflamasyonun artmasi ve inflamasyona
bagli doku yikimi 6nlenmis olur.

Farkli tibbi alanlarda kullanilabilecek formlarimin bulunmasi etki alanini

artirmaktadir (268).

PRGF Sisteminin Dezavantajlari:

Ozel ekipmana ihtiyac duyulur.
Kitlerin depolanmasi zordur.
Pipetleme yapilirken standardizasyonun saglanamamasi fraksiyon

kalitelerinin degismesine ya da son Uriiniin igerisine 16kosit karismasina

neden olabilmektedir (268).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu deneysel ¢alisma i¢in Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 03/10/2018 tarihli ve 68489742-604-E.21906 sayili onay1 alinmistir.
Deney hayvanlarinin temini, cerrahisi, bakimi ve sakrifikasyonu Ondokuz May1s
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, gerceklestirildi.

Calismamizin her asamasinda Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Yonergesi’nde belirtilen kurallara 6zenle uyulmustur.

Calismamiza Ondokuz Mayis Universitesi Proje Yonetim Ofisi tarafindan
PYO.DIS.1904.18.017 dosya numarasi ile desteklenmistir. Ayrica bu c¢alismanin
histolojik incelemesi Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda ve radyolojik incelemesi Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi

Radyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.
3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezi (DEHAM)'nden temin edilen 12 adet, yetiskin, her biri yaklagik
olarak 3 kg agirliginda, erkek, Yeni Zelanda Tavsani kullanildi. Denekler yetistirilme ve
deney siiresi boyunca optimum laboratuvar kosullarinda (uygun kafes biiyiikliigii, 12 saat
gece ve 12 saat giindiiz uygulamasi, 21 +2 °C’de % 40-60 bagil nem orani) ayr1 ayri
kafeslerde tutuldu, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Uygulama Merkezi (DEHAM)'nden temin edilen steril standart tavsan yemleri ve ad
libitum olarak su ile besledi. Calisma siiresince denekler, veteriner hekim kontrolii altinda

tutuldu.

3.1.2. PRGF
Calismamizda PRGF protokolii olarak PRGF [Biotechnology Institute BTI,
Vitoria, Spain], kullanildi. PRGF Kkiti olarak:

KIT KMU 15
a. 4 adet mavi kapakli ekstraksiyon tiipii [vakumlu, 9ml, (0.4ml, % 3,8
sodyum sitrat icerir)],

b. 2 adet beyaz kapakli fraksiyonlama tiipii (vakumlu, 9ml),
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c. 1 adet plazma aspirasyon pipeti,

d. 1 etkinlestirme siringasi (instilin enjektorii),

e. 1 adet aktivator (1ml, kalsiyum kloriir 20 uL ),
f. 1 adet kanatli kan alma seti,

g. 5 adet tanimlama etiketi, kullanildi.

Ayrica PRGF hazirlanirken iiretici firma Onerileri dogrultusunda kite 6zel
. Santrifuj sistemi V,

. Plasmaterm H,

. s rafi,

. Etkinlestirme konteynerleri (50 mm ¢apinda) (cam gode),

. Dijital zamanlama birimi, kullanildu.
3.1.3. Greftler

Allogreft

Allogreft olarak demineralize dondurulmus kurutulmus, insan kaynakli,
kortikokanselléz, 0.25-0.5 mm partikiil biyiikliiglinde greft materyali (Maxxeus
Community Tissue Services, Ohio, USA) kullanildx.

Ksenogreft

Ksenojenik greft materyali olarak sigir kaynakli anorganik kemik grefti (sigir
kaynakl1 hidroksiapatit) (Integros Boneplus-xs® , Integros Saglik Uriinleri Ar-Ge Imalat,
Ithalat, ihracat, San. ve Tic. Ltd. Sti., Adana, Tiirkiye) kortikokansell6z 0.25-0.5 mm
partikiil biiytikliiglinde greft materyali kullanild1.

Otogreft

Bikortikal defekt olusturmak i¢in 6 mm ¢apli, 10 mm kullanim uzunlugu
bulunan kesici oOzellikte trephine frez kullanildi. Olusturulan defektlerden alinan
bikortikal kortikokanselloz kemikten, pens seklinde bir kemik degirmeni (Sekil 2.5)
kullanilarak partikill otogreft elde edildi.

3.1.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Bu ¢alismada 12 adet deney hayvani, 6ncelikle PRGF uygulanan (PRGF+greft,

deney grubu) ve PRGF uygulanmayan (sedece greft, kontrol grubu) olmak Uzere rastgele
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iki ana gruba ayrildi. Her bir hayvanin kalvaryasina 3 adet kritik boyutlu defekti
olusturulup, her bir defektin bir greft meteryeli ile ya da PRGF+greft karisimi ile
doldurulmasi planlandi (Tablo 2).

Tablo 2 Deney gruplarinin gemasi

Gruplar Otogreft Grubu (n) Allogreft Grubu (n) Ksenogreft grubu (n)
Kontrol 6 6 6
PRGF 6 6 6

n: 6rneklem sayisi

3.2. Metot

3.2.1. Deneyin Uygulanmasi

Her bir deney hayvani intramuskuler 50 mg/kg Ketamin (Ketalar; Pfizer,
Istanbul, Turkiye) ve 8mg/kg Xylasine (Rompun; Bayer, Istanbul, Tiirkiye) ile genel
anestezi altina alindi. Genel anesteziyi takiben deney hayvaninin kafasinin iist kismindaki
tiiyleri, kulaklar1 birlestiren hayali bir hattan g6z cukurlarinin anterior kenarlarini
birlestiren bir baska hayali hatta kadar tiraglandi. Tiraglanan alanin antisepsisi povidon-
iyodin soliisyonu (Baticonol®, Dermosept, Tiirkiye) ile saglandi ve bu bolge cerrahi alani
acikta birakacak sekilde delikli steril bir ortii ile ortiildii.

PRGF’nin Hazirlanmasi

Denek hayvaninin uyutulmasini takiben kulak povidon-iyodin sollsyonu ile
silinerek antisepsi saglandi. Kulak merkez arterinden 5ml kan alindi, alinan kan
antikoagiilan (sodyum sitrat) iceren mavi kapakli tiipe konuldu ve yavas hareketlerle ters-
diiz edilerek antikoagiilan madde ile karigmasi saglandi.

PRGF-Endoret kitine 06zel santrifiij cihazt ile (PRGF Sistem V, BTI-
Biyoteknoloji Enstitiisii, Victoria, Ispanya) iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
Anitua®®® 289 (1902 rpm, 580 G, 8 dakika) santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonucunda
kan, yukaridan asagiya sirali olarak, biiyiime faktorlerinden fakir plazma tabakasi
(PPGF), biiylime faktorlerinden zengin plazma tabakasi (PRGF), l0kosit (buffy-coat)

tabakas1 ve eritrosit tabakasi olmak {izere 4 kisima ayrilmis oldu.
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Sekil 2.1 (A) Denegin santral kulak arterinden kan alinmasi, (B) Santrifiijlemeye hazir otolog kan, (C)

Santrifiijlenmis otolog kan ve fraksiyonlarin goriiniimii, (D) Fraksiyonlarin ayrilmasi

PPGF ve PRGF tabakalarinin ayrimi goz ile miimkiin olmadigi i¢in
Anitua®®’nin énerisi dogrultusunda ayrim noktasi plazma tabakasinin yaklasik olarak
orta kismi1 olarak kabul edildi (Sekil 2.1). PPGF tabakasi pipetlenerek beyaz kapakli bir
tipe (herhangi bir madde ihtiva etmeyen tip) konuldu ve tlp, fraksiyon 1 olarak

isaretlendi.

Sekil 2.2 (A) Standart miktarda greftin cam kaba yerlestirilmesi, (B) Greft ve fraksiyon 2’nin karistirilmasi,

(C) Aktivatorin eklenmesi
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Ayni sekilde fraksiyon 2 kismi da alinarak baska beyaz kapakli tiipe konuldu ve
fraksiyon 2 olarak igaretlendi. Fraksiyon 1 uygun bir cam kaba aktarildi. Fraksiyon 2’ler
ise uygun bir cam kapta greft materyalleri ile karistirildi. Her iki kaba da aktivator
(CaCl2) eklendi (Sekil 2.2). Fraksiyon 1 ve greft ile karistirllmis olan fraksiyon 2’ler
plazmaterm cihazma (Plasmaterm H, BTI-Biyoteknoloji Enstitiisii, Victoria, Ispanya)
konuldu. Fraksiyon 2’ler 8 dk, fraksiyon 1’ler ise 20 dk sonra uygulamaya hazir halde
cihazdan ¢ikarildi (Sekil 2.3.).

Sekil 2.3 (A) Karigimlarin plazmaterm cihazindaki géruntimleri, (B) Plazmaterm cihazindan ¢ikan otogreft

ve aktive olmus fraksiyon 2 nin gériiniimii, (C) Aktive olmus fraksiyon 1’in gériiniimii

Cerrahi Operasyon

Her bir hayvan igin, operasyon alaninda 1:200,000 epinefrin ve 20 mg artikain
iceren (Ultracain-DS; Hoechst Marion Roussel, Istanbul, Tiirkiye) 0,5 ml soliisyon ile
lokal anestezi saglandi. Sagittal sutura ile frontoparietal suturanin kesistigi nokta ortada
kalacak sekilde sagittal sutura paralel, tam kalinlik, 3 cm uzunlugunda insizyon yapildi.
Periostun biitiinliiglinii bozmamaya 6zen gosterilerek parietal ve frontal kemiklerin bir

kismi1 (operasyon icin yeterli olan en kii¢iik alan) agiga cikarildi.
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Sekil 2.4 3 boyutlu model tzerinde defekt alaninin planlanmasi

Bir adet sol parietal kemikte, bir adet sag parietal kemikte ve bir adet de sag
frontal kemikte olacak sekilde 3 defekt alami belirlendi (Sekil 2.4). Bir trephine frez
10.000 rpm hiz ve 40 Nm tork ile ¢alistirilarak oda sicakligindaki % 0.9 izotonik sodyum
Kloriir soliisyonu ile (Biofleks, Osel Ilag San. ve Tic. A.S. Tiirkiye) sogutma yapilarak,

belirlenen alanlarda 6 mm ¢apinda bikortikal defektler olusturuldu.

Sekil 2.5 (A) Otojen kemik elde edilmesi, (B) Bir denekten elde edilen toplam otogreft miktari, (C) ve (D)

Otogreftin partik(lli hale getirilmesi, (E) Partikilli otogreftin son hali,

Defektlerden ¢ikan otogreftler daha sonra kullanilmak iizere bir kemik 6giitiicii

yardimi ile kortikokansell0z partiktllt greft materyali haline getirildi (Sekil 2.5).
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Defektlerin iyilesmelerinin birbirlerinden etkilenmemeleri i¢in aralarinda en az 3 mm
saglam kemik birakilmaya 0zen gosterildi. Kanama kontrolii saglandiktan sonra
greftleme asamasina gegildi. Greftleme yapilirken greftin defekti tam doldurmasina,
tasmamasina, duramatere baski yapmamasina ve greft partikiillerinin yakin boyutlarda

olmasina dikkat edildi.

Sekil 2.6 Volkman kiiret ile, konulan greft miktariin standardize edilmesi

Kullanilan greft miktarinin standart olmasi agisindan her bir defekte bir olgek
kemik grefti konuldu ve 6lgek olarak VVolkman kiiret 10 x 6 mm ( Standard curette 17 cm
140803, Kruuse, Denmark) kullanildi. Bir dlgekte yaklasik olarak 0.06 cc grefte denk
gelmektedir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.7 Kontrol gruplarinin olusturulmasi (Beyaz ok KK grubu, siyah ok KA grubu, sar1 ok KO grubunu
gostermektedir.)

1. Kontrol Grubuna greftler asagidaki sekilde uygulandi (Sekil 2.7):
A. Sag frontal defekte yanlizca otogreft (KO, grubu)
B. Sag parietal defekte yalnizca ksenogreft (KK, grubu)
C. Sol parietal defekte yalnizca allogreft (KA, grubu)

Sekil 2.8 PRGF gruplarinin olusturulmasi (Beyaz ok PK grubu, siyah ok AA grubu, sar1 ok PO grubunu
gostermektedir.)

2. Deney Grubunda (PRGF Grubu) ise greftler, PRGF protokoli ile elde edilen
fraksiyon 2 ile karistirthp aktive edildi. 8 dk plazmaterm (Plazmaterm H, BTI-
Biyoteknoloji Enstitiisii, Victoria, Ispanya) cihazinda bekletildi ve asagidaki sekilde
uygulandi (Sekil 2.8).

A. Sag frontal defekte otogreft+PRGF (PO, grubu)
B. Sag parietal defekte ksenogreft +PRGF (PK, grubu)
C. Sol parietal defekte allogreft +PRGF (PA, grubu)

Kontrol grubunda herhangi bir membran materyali kullanilmadi, deney
grubunda ise defektlerin iizeri PRGF protokoliiniin bir avantaji olarak elde edilen aktive
edilmis fraksiyon 1 materyali ile ortiildi (Sekil 2.9).

Operasyon sahasi tabakalar halinde cilt alt1 dokular rezorbe olabilen siitur (4/0

Vicryl®, Johnson & Johnson, Briiksel, Belgika) ile sonra da cilt ipek siitur (Ipek Siitur
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4/0, Dogsan, Trabzon, Tirkiye) ile kapatildi (Sekil 2.10). Operasyon alani serum
fizyolojik ile temizlenip, insizyon hattina Neo Caf Sprey (intervet, MSD, italya)
uygulandi.

Sekil 2.9 PRGF gruplarinin cerrahi asamalar1 (A) Bos defekt goriintiisii, (B) Defekte greft ve PRGF
karisgiminin yerlestirilmesi, (C) Defektlerin greftli goriintisi (D) Fraksiyon 1 ile defektlerin

izerinin ortulmesi

Sekil 2.10 (A) Cerrahi alanin hazirlanmasi ve antisepsisi, (B) Operasyon alaninin anestezisi, (C) insizyon

hatt1, (D) Derinin ve periostun eleve edilerek kalvarya kemiklerine ulasilmasi, (E) Trephine frez
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ile bikortikal kemik kesilerinin olusturulmasi, (F) Bos defektlerin goriintiisii, (G) Defektlerin

greftlendikten sonraki goriintiisii, (H) Flebin kapatilmasi

Postoperatif Bakim

Operasyon sonrasi postoperatif agr1 ve enfeksiyon kontrolii amaciyla analjezik
(Tramadol, 1mg/kg; Contramal, Abdi Ibrahim, istanbul, Tiirkiye) ve antibiyotik
(Cefazolin sodium,50 mg/kg; Sefazol, M Nevzat, Istanbul, Tiirkiye) 2x1, i.m., 5 gin
uyguland1. Ayrica 5 giin boyunca Neo Caf Sprey (Intervet, MSD, Italya) ile cerrahi alanin
pansumani yapildi. Hayvanlarin yem ve su tiiketimleri, viicut agirliklart ve genel
durumlar belirli glinliik olarak uzman bir veteriner hekim tarafindan 28 giin takip edildi.

Kafes temizligine ve ortam kosullarinin iyi olmasina dikkat edildi.

3.2.2. Deneyin Sonlandirilmasi
28 glin sonra yiiksek doz Ketamin ve Xylasine HCL kullanilarak sakrifiye edilen
hayvanlarin kafa kemiklerinin radyografik goriintiileri alindi. Radyolojik islemlerin
ardindan, defektleri iceren kalvaryal kemikler alindi. Yumusak doku kalintilari, kas
atacmanlar1 ve periost diseke edildikten sonraki kalan kemik dokusu seyreltilmis formalin

(% 10) icerisinde fikse edildi.
3.2.3. Orneklerin incelenmesi

Radyolojik inceleme

Orneklerin  radyografilerinin  alinmasi ve radyografik  gorintilerin
degerlendirilmesi Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim
Dali’nda yapildi. Deneklerin kafa kemiklerinin ve defektlerin yiiksek c¢oziintirliiklii
bilgisayarli tomografi goriintiisii, cok kesitli tomografi cihazinda (Aquilion 16 system,
Toshiba Medical Systems Corporation, Tokyo, Japan) kiiciik hayvan tarama protokoliine
gore elde edildi. Orneklerin goruntiisti 1 mm’lik kolimasyonda, 250 mAS ve 120 kV cihaz
degerlerinde, 512x512 matriks boyutunda, 0,5 mm kesit kalinliginda ve kemik

algoritmasi baz alinarak olusturuldu (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 Kontrol ve PRGF gruplarinda defekt bolgesindeki kemigin bilgisayarli tomografi goriintiileri
(A) Sagittal kesit gortinumi, (B) Koronal kesit goérinumi (C) Aksiyal kesit gériunimi

Defektlerde olusan kemigin yogunlugu, Osirix 10.0 programi (Anova, Brezilya)
kullanilarak Haunsfield Unit (HU) cinsinden 6l¢ldi (Sekil 2.12). Sonuglarin giivenirligi
acisindan bu islem 2 kez tekrarladi. Elde edilen sonuglarin ortalamalar1 nihai degerler
olarak kabul edildi.

Sekil 2.12 Defektlerde kemigin yogunlugunun Osirix 10.0 programi (Anova, Brezilya) kullanilarak,
Haunsfield Unit (HU) cinsinden 6l¢llmesi
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Stereolojik Inceleme

Orneklerin stereolojik incelemeye hazirlanma asamalari Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda
gergeklestirilmistir.

% 10’luk formalin (% 40’lik formaldehit 1 ml, distile su 9 ml) icerisinde 10 giin
boyunca fikse edilen dokular, 21 gin boyunca % 5’lik formik asit soliisyonunda
dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon islemi sonucunda 6rnekler distile su ile yikandi. Alkol
serileri ile (% 70 - % 80 - % 96 - % 100) dehidrate edilen dokulara ksilol uygulanip
saydamligi artirildi ve sivi parafin (58-65 °C) igerisine yerlestirildi.

Parafin soguduktan sonra olusan bloklar bir mikrotoma (Leica Ultracut UCT,
Leica Microsystems GmbH, Almanya) yerlestirilerek 5 pm kalinliginda kesitler alindi.
Alman kesitler sicak su banyosundan gecirildi (35-40 °C). Banyodan gegirilen doku
kesitleri lam tiizerine alindi ve 1 gece etiivde bekletildi. Daha sonra dokudaki parafini
tamamen temizlemek ve saydamlastirmak icin ksilol ile muamele edildi. Elde edilen
preparatlart mikroskop altinda gorlndr hale getirmek icin Hematoksilen-Eosin ile
boyandi. Son olarak boyanmis preparatlar entellan denilen 6zel bir madde ile kapatilarak
kurumaya birakildi.

Orneklerin histolojik incelemesi Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunan bilgisayar destekli
stereolojik analiz sisteminde (Stereoinvestigator 9.0. MicroBrieldField; Colchester;
USA) Cavalieri Hacim Hesaplama Y 6ntemi kullanilarak defektlerdeki kemik miktar1, bag

dokusu miktar1 ve yeni damar dokusu miktar: degerlendirildi.

Cavalieri Hacim Hesaplama Ydntemi

Bu yontem belirli kalinlikta alinan 6rneklerin iizerinde yapilan Olciimler ile
istenilen doku miktarinin toplam hacmini belirlemeye yardimer olur. En sik kullanilan
hacim hesaplama yontemlerinden birisidir.

Incelenecek yapidan belirli kalinlikta kesitler alinir. Alman kesitlerin ayn1 ydne
bakan yiizey alanlar1 hesaplanir. Histolojik incelemelerde bu yontem kullanilirken kesitin
yiizey alaninda belirli bir yapmin hacmi hesaplanmak isteniyorsa “noktali alan 6l¢giim
cetveli” kullanilir. Diizgiin araliklarla yerlestirilmis nokta ya da sekillerden olusan bu
cetvel alinan kesit goriintiisiiniin iizerine konur. Hacmi hesaplanmak istenen yapinin

izerine isabet eden nokta sayisi sayilir, noktanin temsil ettigi alan ve belirlenen kesit
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kalinlig1 ile g¢arpilir bdylece istenen yapinin toplam hacmi hesaplanabilir. Cavalieri
Hacim Hesaplama formiilii agagidaki gibidir.

V=txapx )P

V= hacim

t= kesit kalinlig

a/p= 1zgarada bir noktanin temsil ettigi alan

> P=dilimlerin yiizeylerine diisen toplam nokta

[statistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin islenmesi i¢in SPSS 21.0 programi (IBM Corporation,
USA) kullanildi. Gruplar arasi karsilastirmalar One Way ANOVA testi, ikili
karsilastirmalar ise Tukey-Post-Hoc testi ile degerlendirildi ve P<0,05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
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Sekil 3.1 Gruplara ait yeni kemik alanlarinin temsili histolojik goriintiileri. Oklar yeni kemik alanlarini,
yildizlar rejenerasyon alaninda yerlesik bag doku infiltrasyonunu, yuvarlaklar ise bag dokuda

bulunan kan damarlarini gostermektedir. Hematoksilen-Eosin boyama.
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4.1. Klinik Bulgular
Bu c¢alismanin anestezi ve deney asamasinda herhangi bir komplikasyon
gelismedi. Postoperatif donemde cerrahi operasyon bolgesinde inflamasyona bagli 4-5
giin siren hafif 6dem goriildii. insizyon hattinda herhangi bir agilma, pii formasyonu ya
da enfeksiyona ait bir bulgu gézlenmedi.

4.2. Stereolojik Analiz Bulgulari
Calismamizda deney hayvanlarinin biitiin defektlerinden alinan 6rnekler defekt
bolgesindeki kemik dokusu, bag dokusu ve damar dokusu miktarlar stereolojik analizler
ile 6lculdi. Bu analizler igin olusturulan 6rneklerden bazilart Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirme sonuclari asagidaki gibidir.

4.2.1. Defekt Bolgesindeki Kemik Dokusu Miktarinin Stereolojik Olarak
Degerlendirilmesi

Kontrol gruplarinin ve PRGF gruplarinin hem kendi aralarinda hem de birbirleri
ile karsilagtirilmalar1 sonucu bulunan farklar ileri derecede anlamlidir (p=0,00). Tiim
gruplar arasinda defektte ki kemik dokusu miktar1 en yiksek bulunan PK grubuyken
(13,4500 + 0,12910 mm?®), en diisiik kemik dokusu miktarina sahip grup KO grubudur
(3,6750 + 0,06455 mm?).

Kontrol ve PRGF gruplarinin kemik dokusu miktar1 degerleri Sekil 3.2°de,

ortalama degerleri ve standart sapma degerleri ise Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1 Kontrol ve PRGF gruplarinda ortalama kemik dokusu miktar1 degerleri (Ortalama + Standart
Sapma), (mm3)

Defekt Bolgesindeki Kemik Dokusu Miktari

Gruplar
(Ortalama * Standart Sapma) (mm?)

KO 3,6750 + 0,06455
KK 7,4750 + 0,11902
KA 6,6875 + 0,08539
PO 4,3375+0,11087
PK 13,4500 + 0,12910
PA 8,1125 + 0,08539
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Defekt Bolgesindeki Kemik Dokusu Miktarinin
Gruplara Gore Dagilimi

14.0000
13.0000
12.0000
11.0000
10.0000
9.0000
8.0000
7.0000
6.0000
5.0000
4.0000
3.0000
2.0000
1.0000
0.0000

Kemik Dokusu Miktari (mm3)

Otojen Greft Ksenojen Greft Allojen Greft
Grubu Grubu Grubu

== Kontrol Grubu 3.675 7.475 6.6875
= PRGF Grubu 4.3375 13.45 8.1125

Sekil 3.2 Kontrol ve PRGF gruplarinda kemik dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gore dagilimi

Kontrol gruplarinin kendi aralarinda karsilastirilmasinda KK grubunda kemik
dokusu miktarinin (7,4750 * 0,11902 mm?) KO ve KA gruplarina gére anlamli derecede
fazla oldugu goriildii (p=0,00). En diisiik kemik dokusu miktari ise KO grubunda 6l¢uldu
(3,6750 + .0,6455 mm?3).

PRGF gruplarindaki kemik dokusu miktari kendi igerisinde degerlendirildiginde
PK grubunun degerleri (13,4500 + 0,12910 mm?®) diger PRGF gruplarma gore anlamli
derecede fazla oldugu goézlendi (p=0,00). Bu gruplar arasinda en diisiik kemik dokusu
miktar1 PO grubunda bulundu (4,3375 + 0,11087 mm?), (Tablo 3.1 ve Sekil 3.2).

Tablo 3.2 KO ve PO gruplarinda ortalama kemik dokusu miktar1 degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Kemik Dokusu Miktari

Gruplar

(Ortalama + Standart Sapma) (mm?)
KO 3,6750 = 0,06455
PO 4,3375 +0,11087
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5.0000

4.0000

3.0000

2.0000

1.0000

Kemik Dokusu Miktari (mm3)

0.0000

KO PO

Sekil 3.3 KO ve PO gruplarinda kemik dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gére dagilimi

Otojen kemik grefti kullanilan gruplar kendi igerisinde karsilastirildiginda PO
grubunda 6lctilen kemik dokusu miktar1 (4,3375 + 0,11087 mm?), KO grubuna (3,6750 +
0,06455 mm?) gore anlamli derecede yiiksektir (p=0,00) (Tablo 3.2 ve Sekil 3.3).

Tablo 3.3 KK ve PK gruplarinda ortalama kemik dokusu miktar1 degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Kemik
Gruplar Dokusu Miktar:1 (Ortalama *+ Standart

Sapma) (mm?®)

KK 7,4750 * 0,11902
PK 13,4500 + 0,12910
__ 16.0000
"E 14.0000
£ /4
= 12.0000 /%
£ 10.0000 /
2 8.0000 f
2 7 /
£ 60000 / /
2 4.0000 - % %
£ 20000 - / / —
0.0000 -
KK PK

Sekil 3.4 KK ve PK gruplarinda kemik dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gére dagilimi
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Ksenogreft kullanilan gruplar birbirleri arasinda karsilastirildiginda PK
grubunda 6lgiilen kemik dokusu miktar1 (13,4500 + 0,12910 mm?), KK grubuna (7,4750
+0,11902 mm?) gére anlaml1 derecede yiiksektir (p=0,00), (Tablo 3.3 ve Sekil 3.4).

Tablo 3.4 KA ve PA gruplarinda ortalama kemik dokusu miktar1 degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Kemik Dokusu Miktari
Gruplar
(Ortalama + Standart Sapma) (mm?)

KA 6,6875 * 0,08539

PA 8,1125 + 0,08539

KA PA

Sekil 3.5 KA ve PA gruplarinda kemik dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gore dagilimi

Allojen kemik grefti kullanilan gruplar kendi arasinda karsilagtirildiginda PA
grubunda 6lgiilen kemik dokusu miktari (8,1125 + 0,08539 mm?), KA grubuna (6,6875 +
0,08539 mm?) gore anlamli derecede yiiksektir (p=0,00), (Tablo 3.4 ve Sekil 3.5).

4.2.2. Defekt Bolgesindeki Bag Dokusu Hacminin Stereolojik Olarak
Degerlendirilmesi

Kontrol gruplarinin ve PRGF gruplarinin bag dokusu hacmi agisindan hem kendi
aralarinda hem de birbirleri ile karsilastirilmalar1 sonucu bulunan farklar ileri derecede
anlamlidir (p=0,00). Tiim gruplar arasinda bag dokusu hacmi en yiiksek bulunan KA
grubuyken (7,6000 *+ 0,09129 mm?3), en diisiik bag dokusu hacmine sahip grup PO
grubudur (4,1125 + 0,06292 mm?).

Kontrol ve PRGF gruplarinin bag dokusu hacmi degerleri Sekil 3.6’te, ortalama

degerleri ve standart sapma degerleri ise Tablo 3.5’da gosterildi.
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Tablo 3.5 Kontrol ve PRGF gruplarinda ortalama bag dokusu hacmi degerleri (Ortalama = Standart Sapma)

(mm3)
Defekt Bolgesindeki Bag Dokusu
Gruplar .
Hacmi (Ortalama * Standart Sapma) (mm?)
KO 6,1125 + 0,08539
KK 7,2875 +0,08539
KA 7,6000 = 0,09129
PO 2,5625 = 0,08539
PK 6,7625 = 0,12500
PA 4,1125 + 0,06292
Defekt Bolgesindeki Bag Dokusu Hacminin
Gruplara Gore Dagilimi
8.5000
&~  8.0000
g  7.5000 pe
g  7.0000
—  6.5000
£  6.0000
S 55000
T  5.0000
= 4.5000
@ 4.0000
~ 3.5000
S  3.0000
oo 25000
o  2.0000
@ 1.5000
1.0000
0.5000
0.0000 : : :
Otojen Greft Ksenojen Greft Allojen Greft
Grubu Grubu Grubu
2 Kontrol Grubu 6.1125 7.2875 7.6
® PRGF Grubu 2.5625 6.7625 4.1125

Sekil 3.6 Kontrol ve PRGF gruplarinda bag dokusu hacmi degerlerinin gruplara gore dagilimi

Kontrol gruplarmin kendi aralarinda karsilastirilmasinda KA grubunda bag

dokusu hacminin (7,6000 + 0,09129 mm?) KO ve KK gruplarina gore istatistiksel olarak

anlamli derecede fazla oldugu goriilmiistiir (p=0,00). Kontrol grubu icerisinde en diisiik
bag dokusu hacmi ise KO grubunda 6lgiildii (3,6750 + .0,6455 mm?).

PRGF gruplarindaki bag dokusu hacmi istatistiksel olarak degerlendirildiginde

PK grubunun degerleri (6,7625 + 0,12500 mm?) diger gruplara gore istatistiksel olarak

anlaml derecede fazla oldugu gozlendi (p=0,00). Bu gruplar arasinda en diisiik kemik

dokusu miktar1 PO grubunda bulundu (2,5625 + 0,08539 mm?®), (Tablo 3.5 ve Sekil 3.6).
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Hem kontrol hem de PRGF’li gruplarinda en diisiikk bag dokusu hacmi otogreft

kullanilan gruplarda goriildii.

Tablo 3.6 KO ve PO gruplarinda ortalama bag dokusu hacmi degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Bag Dokusu

Hacmi (Ortalama + Standart Sapma) (mm?®)
KO 6,1125 + 0,08539
PO 2,5625 + 0,08539

Gruplar

7.0000
6.0000
5.0000
4.0000
3.0000
2.0000
1.0000
0.0000

Bag Dokusu Hacmi (mm3)

KO PO

Sekil 3.7 KO ve PO gruplarinda bag dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gore dagilimi

Otojenik kemik grefti kullanilan gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda PO
grubunda ol¢iilen bag dokusu hacmi (2,5625 £ 0,08539 mm3), KO grubuna (6,1125 +
0,08539 mm3) gore anlamli derecede diistiktiir (p=0,00), (Tablo 3.6 ve Sekil 3.7).

Tablo 3.7 KK ve PK gruplarinda ortalama bag dokusu hacmi degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Bag Dokusu

Gruplar )

Hacmi (Ortalama + Standart Sapma) (mm?®)
KK 7,2875 £ 0,08539
PK 6,7625 + 0,12500

75



7.6000

7.4000

7.2000

7.0000

6.8000

6.6000

Bag Dokusu Hacmi (mm3)

6.4000

Sekil 3.8 KK ve PK gruplarinda bag dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ksenojenik kemik grefti kullanilan gruplar birbirleri arasinda karsilastirildiginda
PK grubunda 6lgiilen bag dokusu hacmi (6,7625 + 0,12500 mm3), KK grubuna (7,2875
+ 0,08539 mm3) gore istatistiksel olarak anlamli derecede diistiktiir (p=0,00), (Tablo 3.7
ve Sekil 3.8).

Tablo 3.8 KA ve PA gruplarinda ortalama bag dokusu hacmi degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Bag Dokusu
GRUPLAR _
Hacmi (Ortalama + Standart Sapma) (mm?)
KA 7,6000 + 0,09129

PA 4,1125 + 0,06292

9.0000
8.0000
7.0000
6.0000
5.0000
4.0000
3.0000
2.0000
1.0000
0.0000

Bag Dokusu Hacmi (mm3)

KA PA

Sekil 3.9 KA ve PA gruplarinda bag dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gore dagilimi

Allojenik kemik grefti kullanilan gruplar birbirleri arasinda karsilastirildiginda

PA grubunda 6lgiilen bag dokusu hacmi (4,1125 + 0,06292 mm3), KA grubuna (7,6000
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+ 0,09129 mm3) gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktiir (p=0,00), (Tablo 3.8
ve Sekil 3.9).

4.2.3. Defekt Bolgesindeki Damar Dokusu Hacminin Stereolojik Olarak
Degerlendirilmesi
Kontrol gruplarinin ve PRGF gruplarinin damar dokusu hacimleri hem kendi
aralarinda hem de birbirleri ile karsilastirildi. Tim gruplar arasinda damar dokusu hacmi
en yiksek bulunan PK grubuyken (6,4275 + 0,44821 mm?®), en diisiikk damar dokusu
hacmine sahip grup KA grubudur (4,1350 + 0,36428 mm?).
Kontrol ve PRGF gruplariin damar dokusu hacmi degerleri Sekil 3.10°da,

ortalama degerleri ve standart sapma degerleri ise Tablo 3.9’da gosterildi.

Tablo 3.9 Kontrol ve PRGF gruplarinda ortalama damar dokusu hacmi degerleri (Ortalama + Standart
Sapma) (mm3)

Defekt Bolgesindeki Damar Dokusu Hacmi

Gruplar
(Ortalama * Standart Sapma) (mm?)

KO 4,2305 £ 0,34743
KK 4,5100 £ 0,21939
KA 4,1350 + 0,36428
PO 5,4475 £ 0,26813
PK 6,4275 £ 0,44821
PA 5,8350 + 0,19296

Defekt Bolgesindeki Damar Dokusu Hacminin
Gruplara Gore Dagilimi

Otojen Greft Ksenojen Greft Allojen Greft
Grubu Grubu Grubu
= Kontrol Grubu 4.2305 4.,5100 4.1350

H PRGF Grubu 5.4475 6.4275 5.8350

Damar Dokusu Hacmi (mm?3)
w
o
o
o
o

Sekil 3.10 Kontrol ve PRGF gruplarinda damar dokusu hacmi degerlerinin gruplara gére dagilimu

77



Kontrol gruplarinin kendi aralarinda karsilastirildiginda KK grubunda damar
dokusu hacminin (7,6000 + 0,09129 mm?®) KO ve KA gruplarina gore fazla oldugu
goriilmiistiir ancak aradaki fark anlamli degildir. (p > 0,05). Kontrol grubu icerisinde en
diisiik damar dokusu hacmi ise KA grubunda élciildii (4,1350 + 0,36428 mm?q).

PRGF gruplarindaki damar dokusu hacimleri degerlendirildiginde PK grubunun
degerlerinin (6,4275 + 0,44821 mm?®) diger gruplara gore fazla oldugu goézlendi ancak
aradaki fark PK ile PO gruplar1 arasinda anlamliyken (p < 0,05), PK ile PA gruplari
arasinda anlamsizdir (p > 0,05). Bu gruplar arasinda en diisiik damar dokusu miktari PO
grubunda bulundu (5,4475 + 0,26813 mm?), (Tablo 3.9 ve Sekil 3.10).

Hem kontrol hem de PRGF’li gruplarinda en yiiksek damar dokusu hacmi
ksenogreft kullanilan gruplarda goriildii.

Tablo 3.10 KO ve PO gruplarinda ortalama damar dokusu hacmi degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Damar Dokusu Hacmi
Gruplar
(Ortalama * Standart Sapma) (mm?)
KO 4,2305 + 0,34743

PO 5,4475 £ 0,26813

7.0000

6.0000

5.0000
4.0000

3.0000

2.0000
1.0000

Damar Dokusu Hacmi (mm3)

0.0000

KO PO

Sekil 3.11 KO ve PO gruplarinda damar dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gére dagilimi

Otojenik kemik grefti kullanilan gruplar karsilastirildiginda PO grubunda
6lctlen damar dokusu hacmi (5,4475 + 0,26813 mm3), KO grubuna (4,2305 + 0,34743
mm3) gore anlamli derecede yiiksektir (p=0,00), (Tablo 3.10 ve Sekil 3.11).
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Tablo 3.11 KK ve PK gruplarinda ortalama damar dokusu hacmi degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Damar Dokusu Hacmi
Gruplar
(Ortalama + Standart Sapma) (mm?)
KK 4,5100 £ 0,21939

PK 6,4275 + 0,44821

8.0000
7.0000
6.0000
5.0000
4.0000
3.0000
2.0000
1.0000
0.0000

Damar Dokusu Hacmi (mm3)

KK PK

Sekil 3.12 KK ve PK gruplarinda damar dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gore dagilimi

Ksenogreft kullanilan gruplar birbirleri arasinda karsilastirildiginda PK
grubunda o6l¢ilen damar dokusu hacmi (6,4275 + 0,44821 mm3), KK grubuna (4,5100 +
0,21939 mma3) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (p=0,00), (Tablo 3.11
ve Sekil 3.12).

Tablo 3.12 KA ve PA gruplarinda ortalama damar dokusu hacmi degerleri (Ortalama + Standart Sapma),
(mm3)

Defekt Bolgesindeki Damar Dokusu Hacmi

GRUPLAR

(Ortalama + Standart Sapma) (mm?)
KA 4,1350 + 0,36428
PA 5,8350 + 0,19296
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7.0000

6.0000

5.0000
4.0000

3.0000

2.0000

1.0000

A\
W

Damar Dokusu Hacmi (mm3)

0.0000
KA PA

Sekil 3.13 KA ve PA gruplarinda damar dokusu miktar1 degerlerinin gruplara gére dagilimi

Allogreft kullanilan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda PA grubunda
6lctlen damar dokusu hacmi (5,8350 + 0,19296 mm3), KA grubuna (4,1350 + 0,36428
mm3) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (p=0,00), (Tablo 3.12 ve Sekil
3.13).

4.3. Radyolojik Bulgular
Defekt bolgesindeki kemik yogunlugu PA grubunda (935,25 + 175,404 HU) KA
grubuna (667,416 + 99,93767 HU) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir
(P<0.05). PK grubunda (1088 + 208,4126 HU) KK grubuna (989,667 + 230,7554 HU)
gore ve PO grubunda (983,5 £ 201,1017 HU) KO grubuna (836,2500 + 186,8885 HU)
gore kemik yogunlugu sayisal olarak yiiksektir. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildir (P>0.05), (Tablo 3.13 ve Sekil 3.14).

Tablo 3.13 Kontrol ve PRGF gruplarinda defekt bolgesindeki kemigin ortalama mineral yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma), (HU)

Defekt Bolgesindeki Mineral Yogunlugu

Gruplar
(Ortalama * Standart Sapma) (HU)

KO 836,2500 + 186,8885
KK 989,667 + 230,7554
KA 667,4167 + 99,93767
PO 983,5 +201,1017

PK 1088 + 208,4126

PA 935,25 + 175,404
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Defekt Alanlarinin Ortalama HU
Degerleri ve Standart Sapmalari

1400
1200
1000
800
600
400
200

HU Degeri

Otojen Greft  Ksenojen Greft  Allojen Greft

i Kontrol Grubu  ® PRGF Grubu

Sekil 3.14 Kontrol ve PRGF gruplarinda defekt bolgesindeki kemigin ortalama mineral yogunlugunun

gruplara gore dagilimi

Benzer sekilde deneklerin kalvaryalarimin 3 boyutlu tomografi goriintiilerini
inceledigimizde defektlerde olusan kemik miktarlarinin PO grubunda KO grubuna gore
PK grubunda KK grubuna gore ve PA grubunda KA grubuna gore daha fazla oldugu
makroskobik olarak gozlendi (Sekil 3.15).

KONTROL GRUBU PRGF GRUBU

Sekil 3.15 Kontrol ve PRGF gruplarinda defektte olusan kemigin 3 boyutlu bilgisayarli tomografi datasi

ile olusturulan sanal modellerde ki gériinimi
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5. TARTISMA

Tip alanindaki deneysel calismalarda deney hayvanlari siklikla kullanilmaktadir.
Koyun, maymun, domuz, képek vb. hayvanlar kullanilmakla birlikte iiretimlerinin
kolayligi, tek seferde fazla birey elde edebilme, olgunluga ulasma siirelerinin nispeten
kisa olmast, bakim kolaylig1 ve bakim maliyetlerinin diigiik olmasi gibi avantajlart nedeni
ile sican, fare ve tavsan siklikla tercih edilmektedir. Tavsanlar cerrahi operasyonun
agirhigini kaldirabilme agisindan sigan ve fareye gore daha direnglidir. Ayrica tavsanin
kemikleri sican ve fareye gore daha hacimli oldugundan defekt olusturmada ve greft
uygulamada giivenlik ve kolaylik saglar (290).

Tavsanlarda osteogenesiz insanlara gére oldukc¢a hizlidir. Ancak temelde kemik
onarim mekanizmalar1 benzerdir (291). Bu sebeple kemik defektlerinin iyilesmesini
olumlu veya olumsuz etkileyen faktorlerin, maddelerin ve yontemlerin incelenmesinde
kullanimlari uygundur (290).

Tavsanlarin kalvaryum kemikleri embriyolojik gelisim agisindan maksillofasial
kemiklerle benzerlik gostermektedir. Parietal ve frontal kemikler gibi maksillar kemik ve
mandibulanin korpus kismi da intramembrandz kemiklesmektedir. Ayrica kalvaryal alana
cerrahi ulasim kolaydir. Insizyon esnasinda ya da flep kaldirilirken ciddi komplikasyon
olusturabilecek bir anatomik yap1 yoktur. Agizdan uzak bir bolge oldugundan bakteriyel
kontaminasyon riski diigiiktiir ve deney hayvaninin beslenmesini zorlastirmaz. Ayrica
hayvanin géremeyecegi bir alan olmasi ve hayvan tarafindan ulasilmas: zor bir alan
olmasi nedeni ile postoperatif donemde cerrahi alan daha giivende olacaktir (290).

Kemik metabolizmasin1 inceleyen aragtirmalarda tavsan tibiast da tercih
edilebilmektedir. Tibia ortopedi ¢aligmalarina daha uygun olmakla birlikte, embriyolojik
olarak endokondral kemiklestigi ve yukarida sayilan avantajlara sahip olmamasi
maksillofasial arastirmalarda goz oniinde bulundurulmalidir. Ayrica Kahraman®®2mn
yaptigi c¢alismada tibiada olusturulan defektin kirik olusumuna neden olabildigi
bildirmistir. Kokdere?®)nin tavsan tibiasinda defekt olusturarak yaptigi calismada
intraoperatif herhangi bir komplikasyon olmamasina ragmen postoperatif bakim sirasinda
3 hayvanda tibia kirig1 olustugunu bildirmistir. Molina-Minano ve ark.?*?’nin yaptig
caligmada tibia kg1 olusmasindan kacinmak icin defekt capin1 4 mm ile sinirlamak

zorunda kaldiklarini bildirmislerdir.
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Calismamizda bu avantaj ve dezavantajlar goz 6niinde bulundurularak kalvaryal
kemikler tercih edildi. Bir hayvanda daha giivenli sinirlarda daha fazla defekt olusturuldu.
Boylece hem mumkiin olan en az sayida deney hayvani kullanildi hem de daha biyik
boyutlarda defekt olusturuldu.

Insizyonun boyutuna dair bir standardizasyon yoktur. Deneyin gerektirdigi
kosullara gore insizyon uzunlugu belirlenmektedir. Dag®®>’1n yaptig1 arastirmada 11

mm’ lik tek defekt i¢in 4,5 cm uzunlugunda insizyon kullanilmistir. Zhou ve ark.?%®”

(297)»

nin
yaptig1 arastirmada 5 cm, Paknejad ve ark.”””’nin 10 c¢cm uzunlugunda insizyon
kullandigr bildirilmistir. Bazi calismalarda (298-302) ise insizyon uzunlugu
belirtilmemistir. Calisma planimizda belirledigimiz parietal ve frontal kemikler ortaya
cikacak sekilde 3 cm’ lik insizyon hatti olusturduk. Calisilan kemige gore flebi ekartorler
ile yonlendirerek yeterli goriis alan1 sagladik. Miimkiin oldugunca kisa insizyon hatti
kullanarak komplikasyon riskini en aza indirmis olduk.

Klinik uygulamalarda biyolojik stabilite ve osteoinduktif 0Ozelliklerini
dogrulamak amaciyla tavsan kalvaryasinda olusturulan defektler kullanilarak bir¢ok
kemik greft materyali degerlendirilmis ve gelistirilmistir. Bir greft materyalinin kemik
olusturma yetenegi arastirilirken, defektin kendi kendine iyilesme ihtimalini elimine
etmek gerekir. Bu da ancak kritik boyutlu defekt kullanimi ile miimkiindiir. Defektlerin,
spontan iyilesme kapasitesi agisindan literatiirde fikir birligi yoktur ve farkli galismalarda
KBD' lerin 10-15 mm araliginda olmasi 6nerilmistir (303). KBD boyutu belirlenirken
iyilesme siiresi de goz 6niinde bulundurulmahdir. Shon ve ark.®%®“nin yaptig1 calismada
6 mm’lik bir defekt 2 ve 4 haftada kendi kendine iyilesemezken 12 haftalik iyilesme
periyodunda defekt alanimin her bolgesinde yeni kemik alani olustugu goriilmiistiir.
Paknejad ve ark.®% tavsan kalvaryasinda greftlerle calisirken 4 haftalik iyilesme
periyodu icin 5 mm’ lik capta defektler kullanmuslardir. Paknejad ve ark.®? baska bir
calismasinda tavsan kalvaryasinda 3.3x6.6 mm boyutlarinda defekt olusturmus 4. ve 8.
haftalarda sakrifizasyon uygulamistir. Behnia ve ark.(’® 8 mm capindaki tavsan
kalvaryasindaki defektler i¢in 6 ve 12 haftalik iyilesme periyodu planlamislardir. Dag®®®
benzer bir ¢alismada 11 mm ¢apinda defekt olusturup iyilesme periyodunu 8 hafta olarak
belirlemistir. Bu ¢alismalar iyilesme siiresinin deneylerin amacina goére segilmesi

gerektigini gostermektedir.
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Ayrica, unutulmamalidir ki miimkiin olan en kiigiik defekt kullanildiginda bir
hayvanda birden fazla defekt olusturarak denek sayisini diisiirmek mudmkin olur ve
incelenen tiim materyallerin bir hayvanda testi, bireysel degisimlerin 6niine geger (303).

Tavsan modellerinde kemik metabolizmas1 insana gore yaklasik olarak 3 kat
daha hizlidir (306, 307). Calismamizda deney hayvanlarina greft uygulanmasini takiben
4 hafta sonra sakrifikasyon uygulandi. Bu bekleme siiresi insanda 3 aya denk gelmektedir.
Calismamizda greftlenen alanlardaki kemik yapimina ve olgunluguna PRGF’nin erken
donemde bir etkisinin olup olmadigi arastirilmaktadir. Bu bilgiler dikkate alinarak 4
haftalik iyilesme periyodunun ve 6 mm’ lik defekt ¢apinin erken donemdeki kemik
iyilegsmesinin degerlendirilmesi i¢in uygun olacagini planladik.

Tavsan kalvaryalarinda defekt olusturarak iyilesme iizerine yapilan caligsmalarin
siireleri hakkinda belirli bir goriis birligi yoktur. Torres ve ark.®%) kalsiyum fosfat veya
polimer greftlerin kemiklesmesi igin tavsan modellerinde anjiyogenez ve kemik
olusumunu goézlemlemek i¢in 4 haftalik bir implantasyon sdresinin yeterli oldugu
goriisiindedirler. Pelegrine ve ark.®%) tavsan modelde yaptigi ¢alismada uzun dénem
kemik iyilesmesini degerlendirmek i¢in 8 hafta iyilesme periyodunu beklemistir. Ancak
bu stirede defekt bolgesinde olugan yeni kemigin mineral seviyesinin normal kemikten
daha diisiik oldugunu bildirmistir. Bunlarin disinda defekt bolgelerindeki kemik
tyilesmesini 3., 4., 6., 7., 8., 12. haftalarda ve 6. ayda incelemeyi uygun goren bir¢ok
yayin mevcuttur (295).

Kemik defekteri olusturulurken round, fissiir ya da trephine frezler
kullanilabilmektedir. Trephine frezler defekt standardizasyonu saglamasi agisindan diger
frezlere gore avantajlidir. Calismamizin dizayni agisindan trephine frez kullanilmasi
otojen greft temini agisindan da tstiinliik saglamistir. Maksillofasial cerrahide maksillada
tuber bolgesinden, mandibulada simfiz ve ramus boélgelerinden ve iliak kemikten otojen
greft aliminda trephine frezler siklikla kullanilmaktadir. Diger frezler ile defektler
asindirma seklinde olusturuldugundan greft elde etmek miimkiin olmamaktadir. Trephine
frezler ile olusturulan greftlerde ise blok halinde otojen kemik elde etmek mumkinddir.
Ayrica trephine frezlerin kullaniminin kolay oldugunu, verici sahada daha az
komplikasyona neden oldugunu, defekt boyutlarini standardize ettigini bildiren yayinlar
bulunmaktadir (309, 310).
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Trephine frez ile elde edilen blok greftler partikullt hale getirilirken kemik
ogiitiiciiler, kemik degirmenleri ve kemik eziciler kullanilmaktadir (295). Calismamizda
Sekil 2.5’te gorllen pens seklinde bir kemik ezici kullandik.

PRGF otolog kandan elde edilen bir iiriindiir. Bu agidan deney tasarlanirken
otolog kan ihtiyacin1 karsilayabilecek bir deney hayvam se¢ilmelidir. Viicut agirlig
arttik¢a alinabilecek kan miktar1 da artmaktadir. Agirligi yaklasik olarak 25 gr olan farede
2.6 ml, 250 gr olan siganda 28 ml, 4 kg olan tavsanda 250 ml, 10 kg olan kopekte 850ml,
30 kg olan domuzda 1950 ml ortalama toplam kan hacmi bulunmaktadir (293). Bu toplam
kan hacminin % 30-40’1 veya daha fazlasi alindiginda hipovolemi ve kardiyovaskiiler
yetmezlik nedeni ile 6liim gerceklestigi, % 15-20’si alindiginda arteriyal basingta ve kalp
atis hizinda diisiis oldugu gézlemlenmistir (217, 293). Eger deney hayvanlarinin vital
bulgular1 degismesi istenmiyorsa alinabilecek en fazla kan hacmi bu toplam kan hacminin
yaklagik olarak % 10’udur (293). Bu bilgilere bakilarak bir tavsandan fizyolojik bulgular
degismeden ortalama 25 ml kanin glivenle elde edilebilecegi anlagilmaktadir.

Paknejad ve ark.M? tavsan kalvaryasinda 3.3 x 6.6 mm boyutlarindaki 2 defekt
i¢in Sml otolog kandan PRGF elde ettiklerini bildirmislerdir. Behnia ve ark.% 8 mm
capindaki 2 adet kalvarya defektinde kullanacaklari PRGF i¢in 10ml otolog kan
almislardir. Bizim ¢alismamizda her deney hayvanindan 5ml otolog kan alinda.

Tavsanlardan kan elde edilirken santral kulak arteri ve intrakardiyak teknik
kullanilabilmektedir (293). intrakardiyak teknikte perikardiyum ile kalp arasinda
gerceklesecek bir kanama deney hayvaninin 6liimiine neden olabileceginden sakincali bir
yontemdir. Ancak deneyin sonlandirilacagi ve/veya fazla miktarlarda kan gerektigi
durumlarda 6nerilen bir kan alma teknigidir (311). Buna ragmen Behnia ve ark.®% tavsan
kalvaryasinda olusturduklart defektlerde PRGF kullanmak i¢in intrakardiyak teknigi
tercih etmislerdir. Daha diisiik hacimlerde kan gerektigi durumlarda santral kulak
arterinin tercih edilmesi daha dogrudur (312). Ancak kulak damarlarinin son derece frajil
oldugu, santral arterden kan alindiktan sonra arter basinci nedeni ile kanamay1 durdurmak
icin 1yl bir kompres gerektigi ve istenilen miktarda kan elde etmenin zor oldugu goz
oniinde bulundurulmalidir. Calismamizda otolog kan elde etmek i¢in kulak santral arteri
kullanilmistir.

Cene kemikleri, icerisinde disleri ve periodontal dokular1 icermesi, sik travmaya

maruz kalmasi ve ¢ok iyi bir rejenerasyon kabiliyetine sahip olmasi bakimindan viicudun
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diger kemiklerinden ayrilmaktadir. Yiiksek onarim kabiliyetine ragmen ¢ene kemikleri
de diger kemikler gibi konjenital, gelisimsel ya da kazanilmis olarak eski hacimlerini ve
formlarin1  kaybedebilmektedirler. Bu kayiplar alveolar krette, yaygin olarak
gorulebilmekte veya bolgesel olarak kalabilmektedir.

Olusan kemik kaybinin boyutuna ve bolgesine bagli olarak estetik ve
fonksiyonel problemler olusabilmekte veya uygulanmasi planlanan tedaviye engel teskil
edebilmektedir. Bu nedenle alveolar kret {izerinde olusan kayiplarin en giivenilir, en hizl,
en kolay ve en az maliyetle geri kazanilmasi1 gerekmektedir. Giinlimiizde bu amagla
kemik greft materyalleri siklikla kullanilmaktadir.

Maksillofasial rekonstriiksiyon cerrahisinde kullanilan greft materyalleri, kemik
dokularinin basarili bir rejenerasyonu ic¢in uygun olan fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklere sahip olmalidir (313, 314). Bu amagcla siklikla; otogreftler, allogreftler,
ksenogreftler ve alloplastlar kullanilmaktadir (109, 315). Otogreftlerin ikinci bir cerrahi
alana ihtiya¢ duyulmasi ve smurli miktarlarda elde edilebilmesi gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Ikinci cerrahi alan morbiditeyi artirmakta ve enfeksiyon riskini
yukseltmektedir. Biiyiik defektlerde istenilen greft miktarlarini agiz i¢i donor sahalardan
elde etmek mumkin olmayabilir. Ekstraoral verici alanlar ise islemin karmasikligini
artirmaktadir. Otojen kemik greftleri igerdikleri biiyliime faktorleri, hormonlar ve canli
hicreler nedeniyle diger greft materyallerine gore bir adim 0ndedir. Ancak bu blyume
faktorlerinin, hormonlarin ve canli hiicrelerin etki alanlar1 olduk¢a kisitlidir. Hatta bazi
yayinlarda otogreftin verici sahadan alic1 sahaya nakli sirasinda olusan hipoksik ortam
nedeniyle kemik icerisindeki hiicrelerin yaklasik % 80’inin canliligmi yitirdigi
bildirilmistir (316-320).

Biitiin dezavantajlaria ragmen otogreftler tasidigi canli hiicreler, biiylime
faktorleri ve kemik onarmmimi destekleyen mediyatorler ile osteogenezisi,
osteoindiiksiyonu ve osteokondiiksiyonu saglarlar. Osteojenik ozelligi, igerdigi
osteoprojenitor hicreler sayesinde operasyondan sonra 2 hafta kadar devam eder.
Osteoindiiksiyon 6zelligi ise 2-6 hafta arasinda baglayarak yaklasik 6 ay kadar siirer
(321). Bu bakimdan diger kemik greft materyalleri arasinda altin standart olarak kabul
edilirler. Walsh ve ark.®?? koyunun her iki taraf femurunda olusturduklar kritik
boyutlardaki defektlerin birisine otogreft koyarken digerini bos birakmiglardir. Bos olan

tarafta fibrotik iyilesme izlenirken otogreftli tarafta normale yakin iyilesme izlenmistir.
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Allojenik ve ksenojenik kemik greftleri otoimminiteyi uyarabilmelerine ve/veya
capraz enfeksiyona neden olabilirler. Diger taraftan kolay ve istenilen miktarlarda elde
edilebilir olmalar1 nedeni ile otogreftlerin ardindan siklikla tercih edilen greft
materyalleridir (323, 324).

Allojenik kemik genellikle demineralize edilmis dondurularak kurutulmus bir
greft olarak islenir. Bu greftin osteojenik ve osteoindiiktif 6zelliklerin olmamasindan
dolay1 eksik Ozelliklerinin kazandirilmasi amaciyla ya otojen greftlerle ya da bu
ozellikteki kan iiriinleri ile karistirilir. iki populer allogreft formu (FDBA ve DFDBA)
mevcuttur. Her ikisi de benzer hazirlama prosediiriine sahiptir; ancak DFDBA, BMP’ye
maruz kaldiginda osteoindiiktivite kazandigi bildirilmistir (325).

DFDBA'nin farkli ticari iirtinlerini kullanan farkli calismalardan ¢esitli sonuclar
elde edilmistir. Temel sebep, BMP'nin farkli alagimlarda aktivitesi ve konsantrasyonu
olabilir ve bu da sonuglar1 tahmin edilemez kilar. Allogreftler genellikle kadavralardan
temin edilir ve geng kadavralar daha yiiksek BMP seviyesine sahiptir. Ayrica kortikal ve
membrandz kemikler sirasiyla trabekiiler ve endokondral kemikten daha yiiksek BMP
konsantrasyonlarina sahiptir. Ek olarak, 1s1nlama veya etilen oksitle sterilizasyon yontemi
bile BMP ve DFDBA 6zelliklerinin miktarini etkiler. Bu nedenle, imalat, formiilasyon ve
farkli islem adimlart DFDBA'min kalite ve osteokondiiktif 6zelliklerinde kritik bir role
sahiptir (326, 327). Calismamizda allogreft c¢esidi olarak yaygin kullanimi ve
avantajlarindan dolay1t DFDBA tercih edildi.

Ksenogreftler, allogreftlerden daha kolay elde edilir. Hala kullanilmakta olan
ksenogreftlerin ¢ogu domuz ve sigir kokenlidir ¢linkil yap1 ve kimyasal bilesim (6zellikle
karbonatli hidroksiapatit ve Tip I kollajen) olarak insan kemigine benzerlik gosterirler
(328). Calismamizda sigir kaynakli hidroksiapatit (BHA) kullanilmistir. Sigir tiirevli
hidroksiapatit hem kristalimsi hem de morfolojik yapisi bakimindan insan spongioz
kemigine benzer. Ayn1 zamanda biyolojik olarak uyumlu ve osteokondiiktiftir ancak
osteoindiiktif 6zelligi yoktur. BHA nin yaklasik 6 aylik periyotta yeni kemik olusumunu
destekledigini bildiren bir¢ok yaym bulunmaktadir (329-331). Calismamizda BHA nin
PRGF ile kombine edilmesinin ile erken donemde de yeni kemik olusumuna katki
saglayip saglamadiginin degerlendirilmesini amagladik.

Bununla birlikte, emiliminin hiz1 ve mekanizmasi hala belirsizdir (331). Sartori

ve ark.®3?, 10 yil takipli calismalarinda, BHA'nin emiliminin yavas ama siirekli bir siireg
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oldugunu bildirmistir. Ayrica, emilim oraninin ilk 2 yil i¢in yillik % 3.6 oldugunu ve
ardindan takip eden 8 yil boyunca ayda ortalama % 0.58 degerinde tutarli bir sekilde
azaldigin1 buldular. Artzi ve ark.*® BHA nin 6 ay sonunda tamamen rezorbe olmadigini
bildirmislerdir. Schlegel ve Donath®®* greftleme prosediiriinden 6 yil sonra BHA'nin tam
olarak rezorbe olmadigini buldular ve BHA'y1 kalic1 bir greft olarak bildirdiler. BHA greft
materyalinin istenmeyen erken rezorpsiyonunun 6nlenmesi, bu greft materyalinin ilave
bir avantaji gibi gorinmektedir (331).

Alloplastlar yabanci cisim reaksiyonu olusturabilmeleri, rezorbe olmamalar1 ya
da uzun siirede rezorbe olmalar1 gibi dezavantajlar1 ve 6zellikle implant uygulanacak
bolgelerde kullanimlarinin 6nerilmemesi nedeni ile gliniimiizde diger greftler kadar sik
tercih edilmemektedirler (335). Kaya ve ark.®) alloplastlarin ksenogreftlere gére daha
biyouyumlu oldugunu rapor etmis olmalarina ragmen Ohsushi ve ark.(337) ratlar
tizerinde olusturduklar1 defektlere seramik esasli bir alloplast greft uygulamislar ancak
olusan kemik miktarini yetersiz bulmuslardir (338).

Greftler alict bolgeye blok, partikiil veya her ikisinin kombinasyonu seklinde
uygulanabilmektedir. Blok kemik greftleri partikilli greftlere goére daha minimal
rezorpsiyon gosterir, alici bolgede daha stabil kalir, kemige gelen yiiklerin bir kismi greft
materyali tarafindan karsilanabilir ve greft yapisal bir biitiinlige sahiptir (339). Ancak
osteogenezis i¢in son derece dnemli olan yeni damarlarin blok kemik greftleri igerisinde
olusumu partikiillii greftlere gére olduk¢a zordur. Bu dezavantaj yeni kemik olusumunu
geciktirirken greftin enfekte olma riskini artirir. Partikllli greft uygulanan bolgede yeni
damarlarin olusumu daha hizlidir. Béylece yeni kemik olusumu daha hizli ve daha kolay
gerceklesir (154, 340). Ek olarak ¢alismamizda kullanilacak olan trombosit iiriinii ile
karigtirllabilmesi agisindan partikiillii greft kullanilmasi daha avantajlidir. Bu nedenlerle
calismamizda partikiillii otogreftlere, allogreftlere ve ksenogreftlere yer verilmistir.

Gunumuzde defekt onariminda yeni kemigin sadece daha yogun ve daha fazla
olugmasi yeterli degildir ayn1 zamanda daha hizli1 olugsmas1 da istenmektedir. Boylece
fonksiyonun estetigin ve fonasyonun geri kazanimi daha kisa siirede saglanarak hasta
konforsuzlugu en aza indirilecektir. Bunlarin yaninda operasyon alanindaki yumusak
doku iyilesmesini de destekleyerek ozellikle diabet gibi yara iyilesmesinin bozuldugu
sistemik hastaliklarda veya bifosfonat kullanimi gibi kemik iyilesmesinin bozuldugu

durumlarda sorunsuz bir iyilesmenin tesvik edilmesi istenmektedir. Bu sekilde cerrahi
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bolgenin agilmasi ve greftin enfekte olmasi engellenerek maddi acidan ve zaman
acisindan tasarruf edilir, riskler en aza indirilerek bu tip operasyonlar hem hekim hem de
hasta agisindan daha kabul edilebilir hale getirilmis olur.

Ancak bu oOzellikleri greft materyallerinin tek baslarina gergeklestirmeleri
miimkiin degildir. Bu amagla yeni kemik olusumunu artirici, hizlandiric1 ve yara
iyilesmesini destekleyici baz1 yontemler kullanilmig ya da greft materyalleri birtakim
maddeler ile karistirilarak daha Ustiin 6zellikte greftleme materyalleri elde edilmek
istenmistir (4, 275, 294, 341, 342).

Giincel klinik pratiginde yaygin bir yaklagim, tedavi sonuglarini gelistirmek
amaciyla trombosit konsantrasyonlarinin, kemik grefti materyalleriyle karistirilmasidir.
Boylece greft materyalinin hem isleme o6zellikleri hem de rejenerasyon o6zellikleri
gelistirilmis olur (343).

Marx ve ark.?®?’na gore bunlarin arasinda trombosit konsantrasyonlar: en
etkilisidir, ¢linkii hastanin kendi kanindan elde edilir. Trombosit konsantrasyonlarindan
enfeksiyon bulagmasi riski ve immiinolojik reaksiyonlarin olusma riski yoktur. Ayrica,
rekombinant biiylime faktorlerine kiyasla pahali degildir.

Birgok ¢aligmaya gore trombosit konsantrasyonlarin kemik rejenerasyonunu ve
osteointegrasyonunu artirmada rol oynamaktadir (262, 342, 344, 345).

Oral ve maksillofasial cerrahide daha hizli ve daha yogun kemik rejenerasyonu
saglamak icin mevcut greftleme tekniklerini iyilestirmeye yonelik bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Buytme faktorleri, kemik ve yumusak doku iyilesmesini desteklemenin dogru
bir yoludur. Trombositler, VEGFnin fizyolojik bir kaynagidir. Trombositlerden
salgilanan TGF-B2 ve TGF-B1'in kemik rezorpsiyonunu durdurdugu ve erken yarada
kollajenin hizli bir sekilde olgunlagmasini tetikledigi gosterilmistir (346). PDGF, yara
lyilesmesinde gorev alan hiicrelerin popiilasyonunu ve yara bolgesine diger anjiyojenik
biiylime faktorlerini artirir (10, 347).

Son birkag on yilda literatiirde defekt bolgesini iyilestirmeyi amaglayan cerrahi
teknikler ve greftleme materyalleri 6énerilmistir. Ozellikle, trombosit konsantreleri
potansiyeli olan rejeneratif materyaller olarak kabul gormiistiir. Plateletten Zengin
Plazma (PRP) (262), Platelet Zengin Fibrin (PRF) (264) ve bunlarin farkli protokolleri

dahil olmak iizere gesitli yontemler uygulamaya konulmustur (343).
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Zechner ve ark.®®)  PRP’nin iyilesmenin erken evrelerinde kemik
rejenerasyonuna katki sagladigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Lee ve ark.®*9
PRP’lerin osteogenezisin ilk fazinda etkili oldugunu bildirmislerdir. Gerard ve ark.®%9,
deneysel bir modelde, PRPnin ilk ve ikinci aylarda kemik olusumunu ve yeniden
sekillenmesini artirdigini, ancak bu faydali etkiler 3. aydan sonra azaldigini tespit etti.
Marx ve ark.?%? PRP ile otojen kemik grefti kullanildiktan 4 ay sonra olgun kemik
trabekiillerinde 6nemli bir artis oldugunu bildirmistir. Molina-Mifiano ve ark.?%¥)
PRP’nin greft ile kombine edilmesinin radyolojik ve histomorfometrik olarak istatistiksel
fark olusturdugunu bildirmistir. Torres ve ark.G® BHA'nin PRP ile kombine edilmesi,
iyilesmenin erken asamalarinda iki kati artmis kemik hacmi ile sonuglandigini
gostermistir.

Messora ve ark.®*Y’na gore PRP ve greft kombinasyonlarmin biyolojik
aktivitelerini PRP'nin artirip artirmadig1 tartigmalidir. Luaces-Rey ve ark.%? PRP’lerin
sekonder alveolar kret greftlemesinde ostoegeneze etkisi olmadigini bildirmislerdir.
Aghaloo ve ark.®® 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada PRP ilavesinin kemik
olusumunda radyografik veya histomorfometrik olarak istatistiksel anlamli bir farklilik
bulamamuslardir. Raghoebar ve ark.®> nin yaptig1 insan ¢alismasinda maksillar siniis
taban1 yiikseltmesinde otojen kemikle kombinasyon halinde 6nemli avantajlar
gostermemistir. Lafzi ve ark.®®® periodontal furkasyon defektlerinde otogreftler ve
PRGF ile karigtirllmis otogreftleri denemis her iki grupta da osteosentezin olustugunu
gormiis ancak gruplar arasinda anlamli bir fark bulamamustir.

Ayrica farkli PRP iiretim sistemlerini karsilastiran bir dizi ¢alismanin varligina
ragmen “trombosit konsantrasyonunun optimum degeri” konusunda fikir birligi yoktur
(276, 351), PRP'de optimum trombosit konsantrasyonu belirlenememis olsa da, Weibrich
ve ark.?®  1.000.000 / pl'nin altindaki konsantrasyonlar, optimuma yakin etkiler
sergilerken, daha yliksek konsantrasyonlarin inhibe edici etkiler gdsterebilecegini 6ne
sirmiiglerdir. Bu konudaki bir bagka goris ise, hedef dokudaki reseptor
konsantrasyonunun PRP'deki blylme faktorlerinin konsantrasyonundan daha 6nemli
oldugunu savunmaktadir (351).

Bizim galismamizin sonuglar1 greftlere bir PRP tirevi olan PRGF eklenmesi

defekt bolgesindeki kemik miktarini artirdigi gosterdi.
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Baz1 yazarlar bir avantaj olarak PRP'nin biyomateryal rezorpsiyonu
hizlandirabilecegini 6ne siirmiislerdir, ¢clinkll kemik rejenerasyonunda 6nemli bir husus
emilim kapasitesidir. Yeni olusturulmus kemik i¢indeki rezorbe olmayan granillerin
varligi istenmeyen bir durumdur. Cunki elde edilen dokunun Kkalitesini ve 6zelliklerini
etkiler. Bu durum, implantlarin osteointegrasyon kapasitesini tehlikeye atabilir (308,
356). Torres ve ark.®%® biyomateryal rezorpsiyon belirtileri tespit edememistir.
Calismamizda da benzer sekilde PRGF’nin greft rezorpsiyonunu artirdigina dair bir
bulguya rastlanmadi. Ancak 4 haftalik periyot greft rezorpsiyonunu degerlendirmek i¢in
kisa bir siire olabilecegini diistinmekteyiz.

PRGF temelinde bir PRP protokoliidiir. Ancak PRP’den fakli olan ve ayni
zamanda karisikliga neden olan iki nokta vardir bunlardan birincisi PRP’ler fibrin iskelet
igermezler. PRGF’de ise CaCly kullanilarak bir fibrin matriks yapi elde edilebilir. Ikinci
onemli nokta ise PRP protokolleri iki basamakli santrifiij gerektirir. PRGF protokolinde
ise santrifiij islemi bir kez yapilir (268, 275). Bu 6zellikleri bakimindan PRGF’nin hem
PRP’nin hem de PRF’nin avantajlarina sahip oldugu sdylenebilir.

PRGF, trombositleri ve plazma proteinlerini elde etmek i¢in kullanilan yeni bir
sistemdir ve zaman tasarruf saglamasi, daha az ven0z kan gerektirmesi, santrifujlemenin
tek adimda gerceklesmesi ve aktivasyon i¢in sigir tromboplastinine ihtiya¢ duymamasi
gibi benzersiz avantajlara sahiptir (10).

Teorik olarak, fibrin matriks icinde fizyolojik sinirlarin {izerinde bir degerde
trombosit konsantrasyonunun olusturulmasi, TGF-1, PDGF, VEGF ve IGF dahil olmak
uzere yliksek konsantrasyondaki biiyiime faktorlerinin salgilanmasini saglar. Bu nedenle,
bu yapinin lokal uygulamasinin, cerrahi travma sonrasi yeniden iyilesme, anjiyogenez ve
hiicre dig1 matriks olusumunun uyarilmasiyla yara iyilesmesini artirmasi beklenmektedir
(357).

Ek olarak, fibrin matriks, fibrin membranlar1 ve plazma gibi klinik olarak
uygulanabilir PRGF iiriinlerinin ¢esitli formlar1 bulunur. Bu formlar santrifiijlemeden
sonra plazma kismindan olusturulan farkli fraksiyonlarindan elde edilir (358). Bu
sistemin derideki yara iyilesmesi, hasarli tendon ve kikirdak onarimi alanlarinda da tatmin
edici sonuclar elde edildigi bildirilmistir. Ancak PRGF ve fibrin membran1 iizerine

yapilan arastirmalar sinirlidir ve bu alanda daha ileri ¢alismalar gereklidir (10).
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Diger trombosit konsantrasyonlarinin aksine, PRGF protokolii lokal
proinflamatuar etkilerin olusumunu en aza indirmek amaciyla kasitli olarak 16kositlerin
dislanmasini igerir (357). Invitro ¢alismalar, PRGF'nin hem fibroblast hem de osteoblast
gocunu ve proliferasyonunu uyararak yumusak ve sert doku rejenerasyonunu
gelistirebilecegini gostermistir (343).

Farkl1 tip alanlarindan yapilan klinik ¢alismalar, PRGF'nin kronik tlserler, sinir
rejenerasyonu ve ortopedik hastaliklarin tedavisine katkida bulunabilecegini de
bildirmistir (358, 359). Son yirmi yilda, PRGF oral cerrahi ve oral implantolojide yogun
olarak uygulanmaktadir. Ekstraksiyon soketlerinde uygulanmasinin epitelizasyon, doku
olgunlagmasi ve kemik rejenerasyonunu hizlandirarak iyilesmeyi artirdigi savunulmustur
(275). Diyabetik hastalarin ekstraksiyon soketlerinin yara iyilesmesinde ve bas ve boyun
radyasyonu Oykiisii olan hastalarda yararli sonuglar da bildirilmistir (360-362). Ayrica,
PRGF'nin kret genisletme prosediirlerinde uygulanmasinin, olumlu sonuglarla iliskili
olduguna dair kanitlar vardir, ancak bu ¢aligsmalar tizerinde bir kontroliin bulunmamasi,
etkilerinin uygun bir sekilde degerlendirilmesine izin vermez (363, 364).

PRGF'nin maksillar sinus tabani yiikseltmesinde kullanilmasi, inflamasyon ve
postoperatif agrilarin yani sira yeni kemik olusumu miktar1 agisindan da olumlu sonuglar
vermistir (227). Anitua ve ark.®%) siniis taban1 yiikseltmesinde ksenogreft ile PRGF-
ksenogreft karisimini karsilastirilmis elde edilen kemik yogunlugunun PRGF-ksenogreft
karistminin oldugu Orneklerde istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugunu
bildirmistir. Lopez ve ark.%®) ksenogreftler ile PRGF-ksenogreft karisimini uzun dénem
sonuglar agisindan degerlendirmis ve Anitua ve ark.®%®°nin sonuclarina benzer sonuglar
bulmustur. Ek olarak biiyiime faktorlerinden zengin bir otojen kan tiirevi ile birlestirilmis
partikulll ksenogreft kullanimin, hizlandirilmis vaskiilerizasyon, gelismis yumusak doku
iyilesmesi, daha az postoperatif morbidite sagladigi bildirilmistir (367). Bagka bir
calisgmada, PRGF'nin bir beta-trikalsiyumfosfat greft ile uygulanmasi, kollajen membran
kullanimina bakilmaksizin  peri-implant kemik defektlerinde belirgin  kemik
rejenerasyonu ile sonuclanmistir (368). Molina-Minano ve ark.?®¥ PRGF'nin Yeni
Zelanda tavsanlarinda olusturulan kemik defektlerine otojen kemik ile birlikte
uygulanmasinin bir ay sonra radyografik kemik yogunlugunda 6nemli farkliliklar
olusturdugunu kaydetmistir. Ancak, iki ay sonraki farklarin artitk anlamli olmadigin

bildirmistir. Mansori ve ark.®® biyolojik uyumluluk iizerine calismis ve ksenogreftlere
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PRGF eklenmesinin biyouyumlulugu artirdigi ancak kontrol grubu aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini bildirmistir. Bazi1 klinik ¢alismalar ise PRGF'nin
benzer uygulamalarda kullanimiyla iliskili herhangi bir faydasinin olmadigini
savunmaktadir (370, 371). Torres ve ark.G% sonuclardaki celiskilerin cerrahi bélgenin
farkli olusuna bagli olabilecegini diistinmiislerdir.

Eppley ve ark.®"?’na gore plazma bilyiime faktorleri, canli hiicre biiyiimesini
uyardigindan, allogreftler gibi canli hiicrelerin yoklugunda, sadece cevredeki canli
kemigi stimiile edebilirler. Sonu¢ olarak, biiyiime faktorlerine cevap allogreftlerde,
otogreftlerden daha zay1f olur. Ancak bizim ¢alismamizda Kontrol grubu ile PRGF grubu
arasinda en fazla farki ksenogreft uygulanan 6rneklerde bulduk ikinci sirada yeni kemik
olusumu otogreft grubundayken en az farki allogreft grubunda bulduk.

Calismamizdaki Ornekler, defekt bolgesindeki kemik miktar1 agisindan
degerlendirildiginde biitiin PRGF gruplarinda, Kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak
ileri derecede anlamli diizeyde fark bulundu. Ksenogreft uygulanan 6rneklerde, allogreft
ve otogreft uygulanan orneklere gore kemik miktarinin fazla ¢ikmasini ksenogreftin
rezorpsiyon siirecinin yavas islemesinden kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Ayrica
calismamizda ksenogreft ve allogreft uygulanan 6rneklerde greft ve yeni kemik miktar
ayr1 ayr1 degerlendirilmemistir, otogreft 6rneklerinde ise otogreft ile yeni olusan kemigi
ayirt etmek miimkiin degildir. Bu nedenle ksenogreft, allogreft ve otogreft uygulanan
gruplarin kemik miktarlar1 agisindan birbirleri ile karsilastirilmasi yanlis sonuclar
doguracaktir.

Ancak her bir defekte uygulanan greft miktarlari esit oldugu icin PO ile KO, PK
ile KK ve PA ile KA gruplarinin arasindaki kemik miktar farki yeni olusan kemikten
kaynaklanmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda PRGF uygulanan gruplarda olusan yeni
kemik miktarinin artti§1 sonucuna varildi.

Anjiyogenez osteogenezden Once olusur ve hem osteogenez hem de kemik
onarimi i¢in son derece onemli bir adimdir (373). Yeni damarlar yoluyla osteojenik
hiicreler farkli alanlara go¢ ederek osteogenezi desteklerler (374).

Trombositler, VEGF, FGF, ve PDGF gibi anjiyogenezin ana duzenleyicilerinin
temel kaynagidir. Ozellikle VEGF, anjiyogenez ve osteogenezin modiilasyonu yoluyla
kemik iyilesme siirecinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica osteoblastlar ve osteojenik hiicreler

tizerinde dogrudan kemotaktik ve mitojenik etkilere sahip oldugu belirtilmistir (375).
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Yapilan in vitro ve in vivo galismalarda fibrin matriks varliginda, VEGF
ekspresyonunun daha uzun siireli oldugu ve fibrin matriksin greft vaskdlerizasyonunu
kolaylastirdig: bildirilmistir (375-377).

Choukroun ve ark.®™®, PRF'nin uzun vadede hiicresel ¢ogalmay1 arttirmadigi,
ancak anjiyogenezi destekleyerek greftin revaskilarizasyonunda 6nemli bir rol
oynayabilecegini bildirmistir.

Zayif kan destegi bozulmus kemik iyilesmesi igin bir risk faktorl olarak
gorilmektedir (373, 379). Hausman ve ark.®®9°nin yaptig1 hayvan calismasinda, kemik
iyilesmesi sirasinda Ki zay1f vaskiilerizasyonun, insan kemiklerinde gorulen kaynamama
benzeri bir iyilesmeye neden oldugu bildirilmistir.

Zhang ve ark.®® PRF’nin ksenogreftler ile kullanilmasmin etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda yeni kemik olusumunun fazla oldugu bolgelerde bag
dokusunun diisiik damarlanmanin yiiksek oldugunu, yeni kemik olusumunun diisiik
oldugu bolgelerde ise greft partikiillerinin damarlanmadan zayif fibroz doku ile g¢evrili
oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda, Zhang ve ark.®®Y°nin sonuglarina paralel bulgular elde
edilmistir. Kemik miktarinin yiiksek oldugu gruplar yani PRGF’li gruplarda kontrol
gruplarina gére damar dokusu hacmi yiiksek bag dokusu hacmi diisiik bulunmustur. Bu
acidan ¢alismamizin sonuglar1 kendi igerisinde tutarlilik gostermektedir.

PRGF gruplarinda bag dokusundaki anlamli azalma kemik rejenerasyonunun
tamamlanmaya yaklastigin1 ve matiirasyon siirecinin bagladigini isaret etmektedir. Cilinkii
rejenerasyonun baslangi¢ siirecinde ilgili alana yogun bag doku gocli olmakta,
rejenerasyonun tamamlanmasini takiben bag doku miktar1 azalmaktadir.

Maksillofasial kemiklerin incelenmesinde radyolojik yontemler siklikla
kullanilmaktadir. Konvansiyonel rontgenler bu amagla kullanilan ilk yontemler olmasina
ragmen agiz bolgesine 0zel periapikal ve panoramik rontgenler daha sik tercih edilir
olmustur. Son gelismelerle birlikte bilgisayarli tomografiler kullanilmaya baslanmuis,
boylece kemik dokuyu 3 boyutlu olarak gorebilme ve belli bir bolgedeki kemik
yogunlugunu Slgebilme imkani dogmustur (382). Molina-Mifiano ve ark.?*¥ cerrahi
defektlere PRGF uygulamig, PRGF uygulanan defektlerin 1 aylik donemde radyografik
kemik yogunlugu skorlarindaki farkin anlamli oldugunu ancak 2 aydan sonra farklarin

anlamli olmadigini bildirmistir. Calismamizda 1 aylik iyilesme periyodundan sonra ince
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kesit bilgisayarli tomografi goriintiileri kullanilarak kemik yogunlugunu HU degeri
olarak hesapladik ve 3 boyutlu goriintiiler olusturduk. 3 boyutlu goriintiiler ile de defektte
olusan kemik miktarini degerlendirdik.

Calismamizda kemik yogunlugu degerleri (HU) PO grubunda KO grubuna gore
PK grubunda KK grubuna gore ve PA grubunda KA grubuna gore sayisal olarak
yiiksektir. Ancak bu fark PA ve KA gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamliyken,
diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdir. Deneklerin kalvaryalarinin
3 boyutlu bilgisayarli tomografi goriintiilerini inceledigimizde defektlerde olusan kemik
miktarlarinin PO grubunda KO grubuna gore PK grubunda KK grubuna gore ve PA
grubunda KA grubuna gore daha fazla oldugunu gordiik. Kemik yogunlugunun ve
miktarinin PO, PK ve PA gruplarinda yiiksek ¢ikmasinin, PRGF’nin erken dénemde (4
hafta) greft rezorpsiyonunu azaltmasindan ve yeni kemik yapimini artirmasindan
kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Pryor ve ark.®) radyografik skorlama mineral yogunlugunu ayirt edebilmesine
ragmen sonuglarin yeterli guvenirlikte olmadigin1 ve histolojik dogrulamanin gerekli
oldugunu bildirmistir. Calismamizda kullanilan greftin mineral yogunlugunun radyolojik
goriintiiyii ve HU degerinin etkiledigi hatali pozitif ya da negatif sonuglar elde
edilebilecegi anlasilmistir dolayisiyla Pryor ve ark.®%) nin gériisiine katilmaktayiz.

Literatiirde PRGF’nin farkli greft materyalleri {izerindeki etkilerini arastiran
insan ve hayvan deneyleri bulunmaktadir. PRGF’nin greft materyalinin kemiklesmesi
Uzerine olumsuz bir etkisinin oldugunu bildirin herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Erken donem kemiklesmeye faydali oldugunu bildiren yayinlar cogunluktayken anlamli
fark bulamayan c¢alismalar da bulunmaktadir. Uzun donem c¢alismalarda ise PRGF’nin bu
alanda herhangi bir etkisinin olmadigin1 bildiren caligmalar ¢ogunluktayken tersini
bildiren arastirmalar da bulunmaktadir.

Bu calismada radyolojik ve stereolojik bulgular birbirlerini desteklemektedir.
PRGF sert doku greftlerinin iyilesmesine erken donemde katki saglamaktadir. Ancak
kemik iyilesmesini destekleyici materyallerle, yontemlerle ya da trombosit
konsantrasyonlarinin  diger protokolleriyle karsilastirildiginda iistinligiiniin - olup

olmadigini belirleyebilmek icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Otojen kemik greftlerinin PRGF ile birlikte kullanilmasinin otogreftlerin
tek baslarina kullanilmasina gore erken donem (4 hafta) kemik
tyilesmesini olumlu yonde etkiledigi bulunmustur.

Allojenik kemik greftlerinin  PRGF ile birlikte kullanilmasinin
allogreftlerin tek baslarina kullanilmasina gore erken donem (4 hafta)
kemik iyilesmesini artirdig1 bulunmustur.

Ksenojenik kemik greftlerinin PRGF ile birlikte kullanilmasinin
ksenogreftlerin tek baslarina kullanilmasina gore erken déonem (4 hafta)
kemik iyilegsmesini destekledigi bulunmustur.

PRGF kullanilan gruplardaki bag dokusu hacminin kontrol gruplarina
gore daha az olmasi, bu gruplarda kemik iyilesmesinin daha hizli
oldugunun bir gostergesidir.

Damar dokusu hacminin PRGF’1i gruplarda kontrol gruplarina gére daha
yiksek bulunmasi, bu gruplarda kemik iyilesmesinin daha hizh
oldugunun ve PRGF’nin kemik iyilesmesini neoanjiyogenezisi uyararak
gerceklestirdiginin bir kanitidir.

Radyolojik inceleme sonuclari stereolojik inceleme sonuglarini
desteklemistir. PRGF kullanilan gruplar kontrol gruplarina gore daha
yiiksek mineralizasyon gdstermislerdir. Ancak bu mineralizasyon farki
allogreft kullanilan gruplar disinda anlamli degildir.

Kemik mineral yogunlugunun degerlendirildigi ileri radyolojik
goriintiileme yontemlerinin (mikro CT) kullanildig1 ¢aligmalara ihtiyag
vardir.

Trombosit konsantreleri ile ilgili birgok protokol bulunmaktadir. Ancak
PRGF’nin diger trombosit konsantreleri ile karsilastirildig yeterli sayida
calisma bulunmamaktir. Bu konudaki arastirmalar bilime katki

saglayacaktir.
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