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OZET

Elif Ash Giilsen, Gelistirilmis Trombositten Zengin Fibrin, Konsantre Blyime
Faktorii ve Trombositten Zengin Fibrinin Yeni Kemik Olusumu Uzerindeki
Etkisinin Radyolojik Ve Stereolojik Olarak Incelenmesi, Zonguldak Biilent
Ecevit Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi, Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim
Dali, Uzmanlik Tezi, Zonguldak, 2018

Calismanin amaci, TZF (Trombositten Zengin Fibrin), KBF (Konsantre Bulyilime
Faktorl) ve G-TZF’nin (Gelistirilmis Trombositten Zengin Fibrin) tek basina ya da
otojen kemikle birlikte kullaniminin, rat kalvaryumunda olusturulan kritik
boyutlardaki defektlerde yeni kemik olusumu iizerindeki etkisinin radyolojik ve
stereolojik olarak degerlendirilmesidir. Cerrahi prosedur igin 8 grup olusturulan 80 rat,
kan alimi i¢in ise 15 rat kullanilmistir. Ratlarin kalvaryumunun 6n tarafin1 ortaya
¢ikarmak i¢in semilunar insizyonla flep kaldirilmistir. Trefan frez yardimiyla 5 mm’lik
kritik boyutlarda defektler olusturulmustur. Kontrol grubundaki defektler bos
birakilarak kapatilmigtir. Diger gruplar sirayla otojen kemik, TZF, KBF, G-TZF, TZF
ve otojen kemik, KBF ve otojen kemik, G-TZF ve otojen kemik ile doldurularak
kapatilmistir. Hayvanlar 4 hafta sonra sakrifiye edilmistir. Yeni kemik miktarlart
stereolojik ve radyolojik olarak incelenmistir. Yeni kemik dokusu olusumu en az
miktarda bos kontrol grubunda en yiiksek oranda ise G-TZF ve otojen kemigin birlikte
yerlestirildigi grubunda gozlenmistir. Bununla birlikte otojen kemik grubuyla G-TZF
ve otojen kemigin birlikte yerlestirildigi grup arasinda istatistiksel agidan anlamli fark
bulunmustur. Ayrica yeni kemik hacmi agisindan G-TZF ve otojen kemik grubu ile
TZF ve otojen kemik grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
Ayrica defektlere G-TZF, KBF ve TZF'nin tek basina yerlestirilmesi 4. haftada
belirgin bir sekilde kemik olusumunu arttirdi. Sonug olarak gelecekte G-TZF, KBF ve
TZF, otojen kemik Uzerindeki benzer olumlu etkileri sayesinde kemik greftleme

islemlerinin basarisini arttirmak icin kullanimi yayginlasabilir.

Anahtar sézcikler: G-TZF, KBF, TZF, otojen kemik, kemik iyilesmesi



ABSTRACT

Elif Ash Giilsen, The Radiological and Stereological Analysis of The Effect of
PRF, CGF and A-PRF on New Bone Formation, Oral and Maxillofacial Surgery,
Expertise Thesis, Zonguldak, 2018

The purpose of the study was to evaluate the influence of the PRF (Platelet Rich
Fibrin), CGF (Concentrated Growth Factors) and A-PRF (Advanced Platelet Rich
Fibrin) with or without autogenous bone(AB) on bone healing in surgically created
critical-size defects (CSD) in the rat calvaria, by histological and stereological
analysis. Eighty animals of 8 groups were used for surgical procedure, 15 rats used
for cardiac puncture. A semilunar incision was made in the scalp on the anterior region
of the calvarium. A 5-mm diameter CSD was created with a trephine bur. Defects of
control group was left empty. Other groups were filled with autogenous bone, PRF,
A-PRF, CGF, PRF with autogenous bone, A-PRF with autogenous bone and CGF with
autogenous bone. The animals were sacrificed at 4 weeks. New bone formation was
assessed by stereological and radiological analysis. The total percentage of newly
formed bone was lowest in group empty and highest in group A-PRF with autogenous
bone. Mean newly formed bone volumes between the A-PRF with autogenous bone
group and autogenous bone group was statistically significant. Besides that, the
difference between the A-PRF+AB group and PRF+AB group wasn’t statistically
significant in terms of the newly formed bone volume. Addition of A-PRF, PRF, and
CGF have had significantly increased the bone formation at the 4th week. The effect
of A-PRF, PRF, and CGF was similar and may be useful in the future to increase the
success rate of bone grafting.

Key words: A-PRF, PRF, CGF, autogenous bone, bone healing
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1.GIRIS:

Modern agiz, dis ve ¢ene cerrahisinde hastalarin estetik, fonksiyonel ve
fizyolojik problemler yasamamalari igin siirekli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu yizden
kemik kayiplarmin ideal rekonstriiksiyonu gunimuzde artan bir 6nem
tasimaktadir(1).

Travma, enfeksiyon, timor ya da konjenital nedenlerle olusan kemik
defektlerinin onarilmasinda, kemik rejenerasyonunu saglayabilmek agisindan klinik
uygulamalarda 6nem tagimaktadir. Bu defektlerin kapatilmasinda ¢ok fazla giincel
yaklagim bulunmasina ragmen, defektlerin tamamiyla onariminda klinik sorunlar
yasanmaktadir. Bu tiir sorunlarin iistesinden gelebilmek icin halen bir¢ok farkli
yontem arastirilmaktadir(2).

Agiz, dis ve gene cerrahisi, dental implantlar, maksillofasiyal rekonstriksiyon
ve diger rejeneratif islemler gergek anlamda etkin bir kemik rejenerasyonuna baglidir.
Greft materyalleri ve bariyer membranlar kemik kalitesini artirmak i¢in siklikla
kullanilan kemik rejenerasyon tekniklerindendir.

Kemigin iyilesmesi ve yeniden sekillenmesi bir¢ok hiicre tipinin katildigi
hicre ici ve hiicre dis1t molekuler sinyal yollarini ve osteoindiiktif ve osteokonduktif
mekanizmayi igermektedir(3). Bu nedenle aragtirmacilar daha hizli ve daha yogun bir
kemik olusumu saglamak ve kemik greftleme tekniklerini gelistirmek igin
caligmaktadirlar(4).

Otojen kemik greftleri osteoindlktif, osteojenik ve osteokonduktif olmalart
nedeniyle diger kemik greftlerine gore daha belirgin rejeneratif kapasiteye sahiptir.
Bundan dolay1 6zellikle genis lateral ve vertikal kayiplarda altin standart olarak kabul
edilir(5). Ancak yeterli miktarda otojen kemik grefti elde etmek igin yapilan
ameliyatin zorlugu, ikinci bir operasyon gerektirmesi, operasyon siiresini uzatmasi ve
ameliyat sonrasi rahatsizlik gibi dezavantajlart mevcuttur(6). Bu nedenle iyilesmeyi
hizlandirip komplikasyonlar1 azaltabilmek i¢in farkli materyaller kullanilmigtir.

Kemik iyilesmesi diger bag dokusu iyilesmelerinden ¢ok farklidir. Ciinkii diger
bag dokularda oldugu gibi sadece kollajen birikimiyle skar birakarak iyilesmez.

Tamamen hiicresel yenilenme ve mineral matriks tiretimi ile gerceklesir(7)



Trombositler kanin pihtilasmasinda etkili kan hiicrelerindendir. Bununla
birlikte dokularin iyilesmesinde de 6nemli roli oldugu bilinmektedir. Trombositlerin
yara iyilesmesindeki fizyolojik Ozelliklerini gelistirebilmek igin gesitli ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu amagla gelistirilen trombositten zengin plazma, trombositten zengin
fibrin, fibrin yapistirici ve adezivler gibi farkli formlardaki trombositlerin terapotik
uygulamalarda kullaniminda artisa neden olmustur(8). Blylme faktorleri yara
tyilesmesini kontrol eden biyoaktif materyallerdir. Doku rejenerasyonu i¢in hiicre
goclinii, hiicre c¢ogalmasin1 ve yeni damar olusumunu artirmada onemli rolleri
vardir(9).

Biiytime faktorleri ile yapilan c¢alismalar son zamanlarda oldukga
yayginlagmistir. Doku rejenerasyonlarina ve iyilesme iizerine olan olumlu etkileri ile
gelistikce uygulama kolayliklarinin da artmasi dikkatleri daha c¢ok biiylime
faktorlerine cekmeye baglamustir.

Bu calismada hayvanlar {izerinde trombositten zengin {irlin ¢esitlerini
kullanarak kemik iyilesmesi tizerindeki farklar1 degerlendirilmistir. Bu amagla seksen
adet rat sekiz gruba ayrilmistir. Kemik iyilesmesini degerlendirebilmek i¢in ratlarin
kalvariumlarinda kritik boyutlarda defektler olusturulmustur. Gruplardan iki tanesi
kontrol grubu olarak ayrilmistir. Kontrol gruplarindan biri bos birakilirken digerine
otojen greft yerlestirilmistir. U¢ gruptaki kritik boyutlardaki defektlere tek basina
trombositten zengin fibrin, konsantre biyime faktorl ve gelistirilmis trombositten
zengin fibrin yerlestirilmistir. Son ¢ gruba ise kalvariumdan elde edilen otojen
greftlerle birlikte trombositten zengin fibrin, konsantre biylime faktori ve gelistirilmis
trombositten zengin fibrin yerlestirilmistir. Hayvanlar 28 gun sonra sakrifiye
edilmistir. Sonuglar mikro bilgisayarli tomografi ve histomorfometrik olarak

degerlendirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik

2.1.1. Kemik yapis1

Kemik oldukga gucli bir biyolojik yapidir. DOkim bir demirin (cte biri
agirligina sahip olmasina ragmen demirinkine esdeger bir gerilim kuvvetine ve
egilmelere karst sert bir odun ile demir arasinda bir kirllma noktasina sahiptir. Bu
ozellikler mihendislik prensiplerine dayanan igeriden gii¢clendirilmis ara maddeyle ve
iist iste binmis i¢i bos borular halindeki katmanli yapiyla saglanir. Boylece kemige
beslenme ile mekanik ve hormonal uyarilara karst dinamik bir 6zellik saglanmig
olur(10).

Kemik viicuda kalsiyum, fosfat ve diger iyonlarin salinimini saglayabilecek
zengin bir depodur. Fiziksel yapisi sayesinde organlari korur ve ¢evresindeki kaslara
destek olarak kasilmalar sirasinda viicuda hareket kazandirilmasina katkida
bulunur(11).

Kemik; mineral dengesini, hareketi ve koruma gorevini iistlenmis, 0zellesmis
bir bag dokusudur. Hucreler ile organik ve inorganik olmak tizere iki tip ara maddeden
olusur. Yapisal olarak spongiyoz ve Kortikal olmak tizere iki gesittir(12). Kemiklerin

i¢ yUzeyini endosteum, dis ylizeyini ise periosteum orter(11).

2.1.2. Kemik dokusu hucreleri

2.1.2.1.0steopregenitor hiicreler
Osteoprogenitor hiicreler embriyonik mezenkimden koken alan igsi sekilli
hlcrelerdir. Bu hiicreler periosteum ve endosteumun i¢inde yer alirlar. Hayat boyunca

daimi olarak kok hiicre seklinde kalirlar. Herhangi bir kirik veya hastalik durumlarinda



aktive olarak kemigin tamir mekanizmasinda goérev alirlar. Bu hcrelerin
osteoblastlara dontisebilme yetenekleri vardir(10).

Cok sayida biiyiime faktorleri, hormonlar ve sitokinlerin hiicre zarlarindaki
reseptorlere etki etmesi ile osteoprogenitor hiicrelerin ¢ogalmasi ve osteoblastlara
farklilagmasi  saglanir. Mezenkimal hicrelerin  mitotik aktivitesi sayesinde
osteoprogenitor hiicrelerin sayilari artar ve osteoblastlara doniiserek periosteumun i
kismi gelisir. Osteoprogenitor hiicreler, kemik icerisinde yer alan kilcal kan
damarlarini, sinirleri ve gevsek bag dokusunu ¢evreleyen Havers kanallarinda
bulunurlar (10, 11).

2.1.2.2. Osteoblastlar

Osteoprogenitor hicreler olarak bilinen farklilasmamis kok hicrelerden kdken
alirlar. Kemik iligi, kemik kanallari, endosteum ve periosteumda yer alirlar.
Osteoprogenitor hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasiyla intramembrandz ve
endokondral kemik olusumu saglanir(12).

Osteoblastlar kemik yizeyi boyunca yer alan, toplam yerlesik kemik
hlcrelerinin %4-6'si1 olusturan, kemik formasyonunda gorevli, kiibik sekilli bazofilik
sitoplazmal1 hiicrelerdir. Morfolojik olarak salgi bezlerindeki kadar bol miktarda
grandllii endoplazmik retikulum ve golgi aparati igererek protein sentezleyebilen
hicrelerdir(13). Osteoblastlar yeni mineralize olmus kemik yiizeyindeki hiicre dig1 ara
maddesinde aktif olarak sentezlenir(14).

Osteoblastlar son olarak 3 yol izleyebilirler. Kemikte aktif osteoblastlar olarak
kalabilirler, osteositlere doniisebilirler ya da inaktif olarak kemik yiizey hiicreleri
sekline gelebilirler. Kemik yiizey hiicreleri olgun kemigin yiizeyinde yan yana bulunan
ince ve uzamis sekilli hiicrelerdir. Kemik yiizey hiicreleri metabolik olarak inaktif ve
az sayida organellere ve sitoplazmaya sahip olduklarindan birbirlerine ve osteositlere
sitoplazma uzantilariyla baglidirlar. Dinlenme osteoblastlar ya da yiizey osteoblastlari
olarak da adlandirilirlar(12). Ara maddede bulunan osteoblastlar osteositlere
dontisiirler ve kemigin mineralize ara madde kismina gdmiilmiis olan hiicrelerin %90-
95 ini olustururlar(14).

Elektron mikroskobuyla gozlendiginde aktif osteoblastlar sayica ¢ok fazla
miktarda ribozom, grandllii endoplazmik retikulum, golgi aygitt ve mitokondri

igerirler. Cekirdekleri ise hiicrelerin tam ortasinda yer alir(12).



Osteoblastlar kemik ara maddesine proteoglikanlar, kollajen ve kollajen dist
proteinleri yani organik maddeleri salgilar. Ayrica kemik formasyonuna etki eden
enzimlerin salgilanmasina yardimci olur(10).

2.1.2.3. Osteositler

Her osteosit hiicresi kemik sivisi igeren mineralize bir kanalcik (lakuna)
icerisinde bulunur. Osteositlerin morfolojik yapilart bulunduklari kemik yapilarina
gore farklilik gosterir. Stingerimsi kemikte daha yuvarlak sekilliyken kortikal kemikte
daha uzamis formdadirlar(15).

Osteoblastlardan farklilagmalar1 sirasinda osteositler sitoplazmalarinin bir
kismin1 kaybederek kiculerek dort evre gegcirirler. Bunlar osteoid osteosit, preosteosit,
genc osteosit ve olgun osteosittir(16).

Osteositler kemikten kalsiyum ve diger iyonlarin hareket etmesini ve kanallar
araciligiyla kemik yilizeyindeki viicut sivilarina tasinmasini saglayarak kalsiyum
dengesinin saglanmasinda gorev alirlar. Osteositler fiziksel degisiklikleri kimyasal
sinyallere doniistiirerek osteoblast ve osteoklast aktivitelerini diizenler ve boylece
kemigin yeniden sekillendirilmesinde gorev alir(10).

2.1.2.4. Osteokilastlar

Osteoklastlar hematopoetik kok hiicre ailesinin mononikleer hucrelerinden
koken alirlar(15). Bu hiicreler buyik, kendi kendine hareket edebilen ve fazla sayida
cekirdek iceren hiicrelerdir. Osteoklastlarin sitoplazmalari osteoblastlarinkinin aksine
asidofiliktir. Kemik yikimimin gergeklestigi Howship lakunasi olarak adlandirilan
alanlarda yer alirlar.(17).

Osteoklastlarda graniillii endoplazmik retikulum miktari osteoblastlardakine

g0re az iken, mitokondri sayisi viicuttaki diger hiicrelere gore oldukca fazladir(12).

2.1.3. Kemik matriksi

Kemigin hiicreler disindaki matriksini organik ve inorganik maddeler
olusturur. Kemigin kuru agirhi@inin yaklasik %35’ini organik kisim, %65’ini ise
inorganik kisim olusturur. Organik kismi kollajen proteinler ile kollajen olmayan;

proteoglikanlar, osteokalsin, osteonektin, osteopontin, fibronektin, kemik



sialoproteinleri, kemik morfojenik proteinleri ve biylime faktorleri gibi proteinler
meydana getirir. Organik matriksi Oncelikle osteoblastlarin sentezledigi ve hicre
disina salgiladigi kollajenler olusturur. En ¢ok tip 1 kollajen bulunur. Bununla birlikte
tip V, VI, VII ve XII kollajen bulunmaktadir(11, 12, 15).

Inorganik kisim ise kemigin gerilme direncini saglar ve fizyolojik
fonksiyonlarda gorevli iyonlar1 barindirir. Sinir iletiminde ve kas kasilmasinda gorevli
iyonlar1 barindirmasiyla fizyolojik fonksiyon goriir(12). Inorganik matriksi kalsiyum,
fosfat, bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum olusturur. En fazla
miktarda ise kalsiyum ve fosfor iyonlarmin olusturdugu hidroksiapatit kristalleri
bulunmaktadir(17).

2.1.4 Kemik dokusu ¢esitleri

2.1.4.1. Primer kemik dokusu

Kemigin mikroskobik tiplerinden olan primer kemik dokusu, olgunlagsmamis
kemik ya da 6rgii kemik olarak da adlandirilir. Primer kemik dokusu diizensiz yapili
tip 1 kollajenden olusan, ¢ok sayida osteosit iceren kemiktir. Igerdigi mineral miktar:
azdir. Daha cok fetal hayatta mevcuttur ve eriskinde birkag bolge disinda yer almaz.
Daha sonra degisime ugrayarak ikincil kemigi olusturur(11, 17).

2.1.4.2. Sekonder kemik dokusu

Olgunlagmamis ya da lameller kemik olarak da adlandirilir. Erigkinlerde
bulunan kemiklerin ¢ogu sekonder kemiktir. 3 ile 7 um kalinliginda iyi mineralize
olmus diizenli lamellerden olusur(17). Eriskin viicudunda siingerimsi ve kortikal
olmak uzere iki tipi bulunur.

2.1.4.2.1. Sungerimsi kemik

Kanselléz ya da trabekiler kemik olarak da adlandirilir. Omur ve uzun
kemiklerinin metafiz ve epifizlerinde bulunan yumusak ve sert doku bilesenlerini
iceren siingerimsi, plriizlii ve sirali kemik dokusudur. Mekanik fonksiyonlarini
icerdigi mineraller, kollajenler ve yapisal sekli sayesinde yerine getirir(14). Kemik
iligi cevresini saran kemiktir. Siingerimsi kemik her zaman kompakt kemikle

cevrilidir(17).



2.1.4.2.2. Kompakt kemik dokusu

Kompakt, siki ya da kortikal kemik olarak adlandirilir. Kompakt kemik
igerisinde kemik iligi kavitesi ya da trabekdiil bulunmaz. Ciplak gozle bakildiginda sert
ve homojen yapida oldugu goriliir. Mikroskopla bakildiginda ise kemigin uzun aksina

paralel veya dik yerlesebilen kanallara sahip oldugu gozlenir(10, 11, 17).

2.1.5. Kemik olusumu

Iki sekilde meydana gelir. Bunlar zar i¢inde meydana gelen direkt kemiklesme
olan intramembrandz kemiklesme ve kikirdak iizerinden meydana gelen endokondral
kemiklesmedir. Kemik olusumu gerceklesirken dnce birincil kemik olan 6rgu kemik
olusur. Kemik biiyiimesiyle birincil kemik alanlar1 rezorpsiyona ugrayarak ikincil
kemik meydana gelir. Bu degisim yeniden sekillenme ya da remodeling olarak
adlandirilir(10, 11).

2.1.5.1.Intamembranoz Kemiklesme

Cogunlukla yass1 kemiklerde meydana gelen kemiklesme seklidir. Damarlarda
bulunan mezenkimal kaynakli hiicrelerin osteoblastlara farklilasarak primer
kemiklesme alanlarinin olugsmasiyla baslar. Daha sonra diizensiz formda osteoid doku
olusarak Orgu kemik meydana gelir. Kalsifikasyonlarin artmasi ve osteositlerin
birikmesiyle trabekiil denen merkezler olusur. Trabekiillerin biiyiiyerek birlesmeleri
ile kan damarlar1 bolgeye gelir ve mitotik aktivitenin artmasiyla diger farklilagmamis
mezenkimal hiicreler kemik iligindeki kan hiicrelerine doniisiir. Boylece siingerimsi
kemik meydana gelir(17).

2.1.5.2. Endokondral Kemiklesme

Daha ¢ok uzun kemiklerde meydana gelen kemiklesme seklidir. Hiyalin
kikirdagin kiiclik bir kemik modeli olarak gorev yapmasiyla gerceklesir. Birincil ve
ikincil kemik merkezlerinin olustugu iki basamakli bir mekanizmayla gerceklesir.
Kikirdak zarindaki damarlanma kondrojenik hiicrelerin osteoblastlara farklilagacak
olan osteoprogenitor hiicrelere doniismesine neden olur. Bu durumda kikirdak zari
kemik zarina donlismiis olur. Bu bolgede osteoblastlar kemik zarinin altinda matriks

meydana getirir. Boylece alttaki kemik zar1 yoluyla da intramembrandz kemiklesme



saglanir. Kikirdagin orta bolgesinde halka seklinde silindirik bir kemik dokusu
olusmus olur. Kikirdagin merkezindeki hiicreler hipertrofiye ve dejenerasyona
ugrayarak ilik i¢cin gerekli olan genis kaviteler birakirlar. Bu yikim siireci sonunda
kalsifiye olmus kikirdak matriksinden olusan ii¢ boyutlu bir yap1 olusmus olur. Bir
yandan osteoklastlar kikirdak merkezindeki kemik halkasinda delik agar. Buradan
damarlar ¢ikarak osteoprogenitor hiicreleri salgilar. Osteoblastlar burada kemik
matriksi salgilarlar ve kikirdak matriksini sararlar. Boylece kalsifiye kikirdak ya da
kalsifiye kemik kompleksi olusur. Bdylece birincil kemik merkez ortaya cikar.
Kikirdak modelin ug kisimlarindaysa ikincil kemik merkezleri olusur. Gelisim devam

ettikge kemik iligi ile dolan bosluklar olusur(11, 17).

2.1.6. Kemik iyilesmesi

Kemik iyilesmesi diger bag dokusu iyilesmelerinden farkli olarak sadece
kollajen birikimiyle skar birakarak iyilesmez. Tamamen hiicresel yenilenme ve
mineral matriks dretimi ile meydana gelir(7).

Mezenkimal kaynakli kok hiicreler bolgeye gelir ve ¢ogalip farklilagarak yeni
kemik olusumunu baslatir. Yeniden sekillendirme olarak adlandirilan kemik iyilesme
streci, osteoklastlarin yardimiyla endokondral ve intramembrandz yoldan
kemiklesmeyle meydana gelir. Yeniden sekillenmenin onemli bir kismini zarar
gormiis olan kemigin ve meydana gelen yeni kemik dokusunun revaskiilarizasyonu
olusturur(18).

Kirik, defekt, kemik beslenmesindeki yetersizlik veya implant yerlestirilmesi
gibi herhangi bir hasar o bolgede biiyiime faktorlerinin ve diger sinyal molekiillerinin
salimimina neden olur. Boylece kemigin lokal olarak rejenerasyonu baslar(19).

Kemik defektlerinin iyilesmesi kirik iyilesmesinin aksine mekanik
faktorlerden ve bdlgenin beslenebilmesinden daha az etkilenmektedir. Bu nedenle
defekt iyilesmesi kemik yenilenmesinin incelenmesi agisindan cerrahi ve farmakolojik
Olgtimlerin etkilerini arastirmada klasik bir teknik olarak kullanilir.

Kii¢iik delik seklindeki, caplar1 0.1 ve 1.0 mm arasinda olan Kkortikal
defektlerde, iyilesme tamamiyla defekt boyutuna baglidir. Defektlerin iyilesmesi



osteoklastik rezorpsiyondan onceki birkag¢ giin igerisinde baglar. 0.2 mm ¢apindaki
delikler lameller kemik ile dolar. Daha genis captakilerde ise ilk olarak 6rgl kemikten
bir iskele olusur ve daha sonra trabekiiller arasina lameller kemik depolanir.
Apozisyonel biylimede, lameller kemikteki matriks birikimi her giin bir ¢ift mikron
ile smirlidir. Buna karsilik 6rgii kemik ise genis defektlerde hizli bir sekilde kopriiler
olusturarak defekt bolgesini kapatabilir. Dort hafta sonunda kiigiik ve genis defektlerin
ikisi de kompakt kemik ile dolmus olur. Siingerimsi kemigin ufak defektlerinde de
iyilesme benzerdir. Iyilesme, defektin 6rgii kemik formasyonu ile baslayan ve daha
sonra yeniden sekillenme sonucu trabekiiller olusmasiyla devam eden iki fazdan
olusur(20, 21).

2.1.7. Kritik Boyutlarda Kemik Defekti

Bir canlinin dogal olarak tamamiyla kendiliginden iyilesemeyen en kiigiik
boyuttaki kemik defektine kritik boyut defekti denilmektedir. Kritik boyuttaki
defektlerde, herhangi bir materyal kullanilmazsa ¢ogunlukla fibréz doku ile iyilesme
olmaktadir(22).

Hayvan modellerinin kalvaryumlarindaki defektlerin kullanilmasi Freeman ve
Turnbull’un (23) yaptiklar1 c¢aligmalara dayanmaktadir. Caligmalarinda 500 mg
agirh@indaki Wistar ratlara 2 mm ¢apinda defektler olusturmuslardir. 12 hafta sonra
yaptiklar1 degerlendirmede defekt bolgesindeki periyost ve pariyetal kemigi
inceleyerek tamamiyla iyilesemedigini savunmuslardir.

Mulliken ve Glowacki (24, 25) 1980 ile 1981 yilinda yaptiklar ¢aligmalarda
28 giinliik Charles River ratlarin pariyetal kemiklerine 4 mm capinda defektler
olusturmuslardir. Herhangi bir materyal yerlestirilmeyen primer kapatilan defektlerde,
6 ay sonra yapilan incelemelerde iyilesme gézlenmedigini, demineralize kemik tozu
yerlestirilen defektlerde ise ilk 2 haftada kemik olusumunun goézlendigini tespit
etmislerdir

Deney hayvanlarindaki defektlerin boyutlar: ile ilgili ger¢ek anlamda bir
tanimlama 1982 yilinda Takagi ve Urist (26) tarafindan yapilmistir. Yaptiklart

calismada rat kalvaryumlarinda olusturduklart  defektlerin  kendi basina



lyilesemediklerini savunmuslardir. Ayrica daha 6nce yapilan femur defektlerinden
farkli olarak fiksasyon gerektirmeyen, hizli ve kolayca olusturulabilen defektler
olusturulmasin1 saglamislardir. Calismalarinda 6 aylik Sprague-Dawley ratlarin
kalvaryumuna 8 mm’lik defektler acarak sigir kaynakli kemik morfojenik protein
yerlestirmislerdir. Kemik iyilesmesini tespit edebilmek i¢in radyolojik ve histolojik
inceleme yapmuslardir. Iyilesmenin, defekt kenarlarinda lameller kemik olusmasiyla,
merkezde ise fibr6z doku olusumuyla basladigini tespit etmislerdir. Defekt bolgesinde
4 hafta sonunda defekt boslugunun 8 mm’den 5 mm’ye diistiigiini belirlemislerdir.
Sonug olarak; yapilan ¢alismalarla 4 mm ile 8 mm arasindaki defektler kritik boyutta
defekt olarak kabul edilmektedir.

2.1.8. Oral ve maksillofasiyal cerrahide kullanilan greft materyalleri

Kemik defektleri konjenital ya da patolojik kaynakli olabilmektedir. Bu
defektlerin ideal bir sekilde onarilmasi kemik rejenerasyonunu saglayabilmek
acisindan klinik uygulamalarda oldukg¢a 6nemlidir. Bu defektlerin kapatilmasinda ¢ok
fazla giincel yaklagim bulunmasina ragmen, defektlerin tamamiyla onariminda klinik
sorunlar yagsanmaktadir. Bu nedenle halen birgok farkli yontem arastirilmaktadir(2).

Aragtirilan  uygulamalarin  insanlarda  kullanilmasindan  Once, yeterli
calismalarin yapilmis olmasi gerekmektedir. Gegmiste ve gliniimiizde farmasétiklerin,
tibbi calismalarin ve cihazlarin klinik uygulamalara gecilmeden ©nce hayvan
deneylerinde kullanilmas1 6nemli yere sahiptir. Hayvan deneyleri i¢in etik kaygilar ve
alternatif  arayislar1  olmasma ragmen, giiniimiizde kullanilmakta olan
standartlagtirilmis hayvan deneyleri, tibbi teknolojilerde 6nemli bir yere sahiptir(2, 27,
28).

Ilk modern kemik greftleme isleminin 1668 yilinda Meekeren (28) tarafindan
yapildigima inanilmaktadir. Greft materyalleri rekonstriktif olarak bosluklart
doldurmak, kemik miktarini artirmak, osteokonduktif agidan kemik defektlerinin
tamirini kolaylastirmak ve gelistirmek, kemige mekanik bir zar destegi saglamak, kan
pihtisin1 yerinde tutmak ve antibiyotiklerle buyime faktorlerinin tasinmasi igin arag

gorevi gormek gibi amaglarla kullanilmaktadir(19).
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Greft materyalleri olas1 ii¢ etki ile kemik rejenerasyonunu saglayabilir:
Osteoindiksiyon, direkt osteogenez (osteointegrasyon), osteokonduksiyon. Yeni
kemik bu mekanizmalardan biri ya da bir gogunu igererek olusturabilir(7).

Osteoindiksiyon: Farklilasmamus, ilkel ve pluripotent hiicrelerin bir sekilde
uyarilip kemik tireten hiicrelere doniiserek kemik olusturmasidir. Osteogenezin
uyarildigr siire¢ olarak da anilmaktadir(7, 29).

Osteokonduksiyon: Yerlestirilen matriksin bir iskele gorevi gérerek komsu
kemikten ya da periyosttan yeni kemik olusturulmasidir. Osteokondiiktif bir materyal
yiizeyinde, i¢indeki gézenek ve kanallarda kemik gelisimine izin verir. Bu durumda
matriks ya direkt kollajene ya da hiicre adezyon molekdilleri olan fibrin, fibronektin ve
vitronektine baglanmalidir(7, 29).

Osteointegrasyon: Bu terim ilk olarak 1977 yilinda Branemark (30) tarafindan
canli ve organize kemik ile fonksiyonel yiikleme altindaki implant arasindaki direk ve
yapisal baglant1 olarak tanimlanmustir. Direkt osteogenez osteoblastlar tarafindan
olusturulan osteoid formasyonudur. Bir kemik greftinin osteogenezi c¢ogunlukla
transplant osteogenez olarak tanimlanir. Bu durumlarda genis ylizey alan1 ve ¢ok
sayida kok hiicre icermesi nedeniyle daha ¢ok slingerimsi kemigin endosteumunda
hayatta kalan osteoblastlar yeni kemik olusumu i¢in bagslica kaynaklardan sayilir(7).

2.1.8.1. Otojen kemik greftleri

Ayni1 bireyin agiz i¢i ya da agiz dis1 verici bolgelerinden elde edilen greftlerdir.
Icerik olarak %30 organik, %70 inorganik komponentlere sahiptir. Organik kisim
cogunlukla tip 1 kollajenden ve osteokalsin, osteopontin, kalsitonin ya da sialoprotein
gibi kollajen olmayan proteinlerden olusur. Inorganik kisim ise cogunlukla
hidroksiapatit kristallerini olusturacak olan kalsiyum fosfattan olusur(19). Otojen
kemik greftlerinin transplante edilmesiyle verici bolgedeki kemik yapimini uyaran
blyume faktorleri ve canli osteojenik hiicreler de alic1 bolgeye gelmis olur(31).

Otojen kemik greftleri ile kemik iyilesmesi 3 fazda gerceklesir. Ilk faz
greftlemeden sonraki ilk 4 haftada en aktif olan fazdir. Hayatta kalan hiicreler
osteogenez icin osteoid doku Uretimi yaparlar. Ikinci faz osteoindiiksiyon fazidir.
Greftlemeden iki hafta sonra baglar ve alt1 haftada maksimum seviyeye ulasarak altinci
aya dogru hizla azalir(32). Uglincii faz ise kemigin inorganik kismimin kemik matriksi
ve mineral kaynagi olarak osteokonduksiyon benzeri etki gosterdigi fazdir(33). Otojen
kemik greftleri kemik Uzerinde (¢ etkiyi de gOsterebilirler yani; osteoinduktif,

osteokonduiktif ve osteojeniktirler(19).
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2.1.8.2. Allojenik greftler:

Ayni tiriin farkli genotiplere sahip bireylerinden elde edilen greftlerdir.
Kadavralardan elde edilmis islenmis ve kemik bankalarinda depolanmis
materyallerdir. Kolay elde edilebilmeleri, alici saha gerektirmemesi, operasyon ve
anestezi siiresini kisaltmasi, kanama ve komplikasyonlarin azalmasi gibi avantajlar
vardir. Bunun yaninda alicinin anamnez bilgileri olmadigi igin enfeksiyon riski
mevcuttur. Bu nedenle farkli islemlere tabi tutulmus ii¢ tipi vardir. Bunlar: Taze
dondurulmus, dondurulmus kurutulmus ve demineralize dondurulmus kurutulmus
allogreftlerdir. Kullanildiklarinda kemik iyilesmesi osteoindiiksiyon sayesinde
olmaktadir. Osteoindiiktif ve osteokondiiktif etkinligi olup osteogenez etkinligi
yoktur(33). Osteoinduktif etkiden demineralize kemik greft materyalleri icerisinde
bulunan kemik morfogenetik proteini (KMP) sorumludur(34, 35).

2.1.8.3. Zenojenik greftler

Farkli tiirlerden elde edilen greftlerdir. Hayvanlardan tiiretilen kemik
minerallerinden ya da kalsifiye olmus mercan veya alglerin kemik benzeri
minerallerinden elde edilir.

2.1.8.4. Alloplastik greftler

Kemik gelisiminde ya da yumusak doku desteklerinin saglanmasinda
kullanilan sentetik ya da biyolojik olarak uyumlu materyallerdir. Kalsiyum fosfat,

biyoaktif cam ya da polimer olmak Uzere ii¢ ¢esidi vardir(19, 33).

2. 2. Trombositler ve Bayume Faktorleri

Trombositler megakaryositler olan dev huicrelerden kdken alan hicrelerdir.
Caplar1 2-4 pm arasinda degismektedir. Cekirdekleri yoktur ve sadece sitoplazmadan
olusurlar. Trombositler viicut dolasiminda 10 giin yasarlar. Trombosit zarmin dig
yuzeyinde adezyondan sorumlu glikozaminoglikanlar ve glikoproteinler bulunur.
Hiicre i¢ kisminda ise graniiller, mitokondri ve glikojen proteinleri bulunur. Graniiller
yogunluklarina gore alfa, delta ve lambda graniilleri olarak adlandirilir. Delta
grantlleri adenozin difosfat (ADP), adenozin trifosfat (ATP), kalsiyum iyonlar1 ve

pirofosfat igeren yogun graniillerdir. Plazmadan daha fazla serotonin bulundururlar.

12



Lambda grantlleri sadece lizozom igeren granillerdir. Bolgedeki pihtinin
eritilmesinden sorumludurlar. Digerlerinden daha biiyiik ¢aptaki alfa graniilleri
fibrinojen, faktor V, cozllebilir adezyon molekilleri (vitronektin, von willebrand
faktor), trombosit kaynakli biiyiime faktorleri (trombosit kaynakli biiyiime faktorleri,
transforme edici biyume faktorleri, epidermal blyime faktorleri, instlin benzeri
biytme faktorleri, fibroblast benzeri blyiime faktorleri, vaskiler endotelyal buyime
faktorleri) ve proteinler bakimimdan zengindir. Inflamasyonda, hemostazda ve doku
iyilesmesinde esas gorevli graniillerdir. Isik mikroskobuyla gézlenebilen graniller;
alfa granulleridir(11, 36).

Kirik, patoloji ya da operatif olarak herhangi bir nedenle trombositler
aktiflesebilir. Aktiflesen trombositler sekil degisikligine ugrar. Eksositozla buylime
faktorlerince zengin olan graniillerini hiicre disina salar.

Biiyiime faktorleri yara iyilesmesini kontrol eden biyoaktif materyallerdir.
Doku rejenerasyonu i¢in hiicre go¢iinii, hiicre ¢ogalmasini ve yeni damar olusumunu
artirmada O6nemli rolleri vardir(9). Bu faktorler kanda trombositler ve plazma

icerisinde bulunurlar.

2.2.1. Trombosit kaynakh biiyiime faktorleri (TKBF)

Yara iyilesmesinde baslica gorevleri olan ve 27000 ile 30000 dalton arasinda
kiitleye sahip bir glikoproteindir. ilk olarak 1974’te fibroblastlari, damarlarin diiz kas
hiicrelerini ve glial hiicrelerin ¢ogalmasini uyaran trombosit bagimli serum faktorii
olarak tanimlanmistir(37). Polipeptid yapida, isiya olduk¢a dayanikli, katyonik
faktordlr. Trombositteki alfa graniiller icinde yer aldig1 gibi makrofajlar, monositler,
diiz kas hiicreleri ve endotel hiicreleri tarafindan da salgilanabilmektedir(6, 36). A ve
B olmak Uzere iki polipeptid zincir icerir. Homodimer veya heterodimer olarak AA,
BB ve AB alt gruplar1 vardir. (38) Huicre ylzeyinde TKBF-a ve TKBF-f olarak iki
ayr1 reseptor bulunmaktadir. TKBF-BB o ve [3 reseptorleriyle sinyal verebilir.
Rekombinant formu, tedavi edici olarak kullanilmak igin gelistirilebildiginden
evrenseldir. TKBF-BB insulin benzeri biiyime faktori ve transforme edici biyime

faktori ile birlikte kemik yapiminda gorevli hiicrelerin ¢ogalmasinda oldukga
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etkilidir(39). Mitojenik ve kemotaktik aktiviteleri sayesinde de doku iyilesmesinde
gorev uUstlenebilirler. Fibroblastlarin ortama gelmesini ve ¢ogalmasini, makrofajlarin
uyarilmasimi ve bag dokusu olusumunu artirirlar. Kemik iyilesmesinde gorevli
vaskiler endotelyal biyime faktori ve interl6kin-6’nin salinimini artirir(40).
Damarlarin yapilarinin olusumu ve olgunlagmasinda da 6nemli etkileri oldugu
bilinmektedir. Perisitlerin kiiciik damarlar ¢evresinde kiimelenmesinde rolleri oldugu
diistiniilmektedir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleriyle birlikte kullaniminin

damar gelisimi yoniinden etkinligi artirdig1 diisiiniilmektedir(41).

2.2.2. Transforme edici buyume faktort (TBF-f3)

Kiitlesi yaklasik 25000 dalton olan ve disiilfid baglariyla bagh iki zincirli
dimerik bir polipeptiddir. Kemik morfojenik protein ailesinin de i¢inde bulundugu ¢ok
genis bir siiper ailenin iiyesidir. Otuz izomorfu vardir. Ug farkli gen yapisinda
bulunabilir. En fazla TBFB1 Uretilmektedir(6, 42).

Transforme edici biylme faktori kemik iligi hiicrelerine, fibroblastlara ve
preosteoblastlara parakrin olarak etki edebilir. Ayn1 zamanda otokrin mekanizmayla
da hedef hiicrelerden kendi salinimini artirabilir(6).

Kemik iyilesmesi acisindan en 6nemli fonksiyonlar1 rejenerasyon ve yeniden
sekillenmedeki etkileridir. Osteoblast Onciillerinin  bolgeye ¢agrilmasin1  ve
¢ogalmasini saglamaktadirlar. Yara ve kemik iyilesmesinde osteoblastlarin kollajen
matrikste birikmesinde gorevleri bulunmaktadir. Ayrica osteoklast formasyonunu ve

kemik rezorpsiyonunu baskilayarak iki yonden de kemik yapimini artirmaktadir(42).

2.2.3. Vaskuler endotelyal biytme faktori (VEBF)

Homodimerik proteinlerden olusmaktadir. Anjiogenezi ve damarlanmay1
artirmakta gorevlidir. Damar duvarindaki endotel hiicrelere etki ederek damar

gecirgenligini artirir. Fibroblastlarin ve endotelyal hiicrelerin gecirgenligini artirir.
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Kikirdak damarsiz bir doku olmasina ragmen, neovaskuilarizasyon sayesinde kemik
blylime plaklarinin olusumu saglar. Biiyiime plagindaki hipertrofik kondrositler
VEBEF firetirler. Hiicre disindaki matriksin yeniden sekillenmesi, damarlanmasi ve
kemik olusumu bu sekilde saglanir. Kan yapiminda da Onemli gorevleri

bulunmaktadir(43).

2.2.4. Trombosit kaynakh epidermal biiyiime faktorii (TKEBF)

Ik biiyiime faktorii olarak 1962 yilinda Cohen tarafindan tanimlanmustir.
Epidermal rejenerasyonu; epitel, endotel ve mezodermal kaynakli hiicrelerin
mitojenitesini uyararak artirir. Keratinositlerin ve dermal fibroblastlarin ¢ogalmasini
uyararak yara iyilesmesini hizlandirir. Diger biiyiime faktorlerinin Uretimini ve

etkilerini artirir(44).

2.2.5. Fibroblast buyume faktéri (FBF)

Fibroblast biliylime faktorii hiicre i¢i voltaj bagimli sodyum kanallar1 ve diger
molekdller icin kofaktdr gérevi goren proteinler ve tirozin kinaz enzimi igin gerekli
sinyal proteinlerinden olusur. Direkt olarak ¢ekirdege ve diger hiicresel proteinlere etki
edebilirler. Fibroblast biytime faktorleri parakrin ya da otokrin etki yaparak hiicrelerin

¢ogalmasini, hayatta kalmasini, farklilasmasini ve metabolizmalarini kontrol eder(45).

2.2.6. Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IBF)

Tek zincirli 7500 dalton agirhiginda polipeptiddir. IBF-1 %47 oraninda
insiilinle benzer yapiya sahiptir.  Kikirdak biliylimesini, kemik matriksinin

formasyonunu ve preosteoblastlarla osteoblastlarin replikasyonunu saglarlar. Aktive
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olduklarinda otokrin etkiyle osteoblastik hiicrelerdeki alkalen fosfataz miktarini artirir

ve direkt olarak hicreleri uyarabilmektedirler. Yara bolgelerindeki makrofajlarda

parakrin etkiyle bolgesel mesajlasmada gorev alirlar. TKBF ile birlikte oldugunda

yara iyilesmesinin kalitesini 6nemli oranda artirmaktadirlar(6).

Tablo 1. Blyume faktorlerinin kaynak aldiklari hiicreler ve fonksiyonlari

Buyime Molekdler Kaynak Hiicreler Hedef Hiicreler Etkileri
Faktorleri ~ Ozellikler
TKBF Katyonik Trombositler, Fibroblastlar diz kas Hedef hicrelerde kemotaksis ve
polipeptid makrofajlar, hicreleri, glial hucreler, mitotik aktiviteyi uyarma, kollajen
monositler, makrofajlar, notrofiller sentezi ve salgilanmasi
endotelyal hicreler,
diiz kas hucreleri
TBF 2 zincirli ~ Trombositler, Trombositler, endotelyal Endotelyal, fibroblastik ve
polipeptid, makrofajlar, T ve epitelyal hicreler, osteoblastik mitozu
insanda 3 farki lenfositleri, kemik iligi kok hiicreleri, uyarma/baskilama, kollajen sentezi
gen Urunl: TBF-  monositler, preosteablastlar ve salgilanmasi, diger biiyiime
p1,p2,83 nétrofiller faktorlerinin - mitojenik  etkilerini
diizenleme, endotelyal kemotaksis ve
anjiogenezi uyarma
VEBF Homodimerik Makrofajlar, Endotelyal hiicreler, Damar  gegirgenligini artirma,
polipeptid keratinositler fibroblastlar, inflamatuar anjiogenezi artirma
hucreler
TKEBF Polipeptid Trombositler, Fibroblastlar, endotelyal Endotelyal kemotaksis ve
makrofajlar, ve epitelyal hiicreler anjiogenezi uyarma, kollajen sentezi
monositler ve salgilanmast,
epitelyal/mezenkimal mitozu uyarma
FBF Asidik ve bazik Endotelyal hicreler, Endotelyal hiicreler, Mezodermal kokenli hiicrelerde,
polipeptid makrofajlar fibroblastlar, keratinositler ~ fibroblastlarda kemotaksis, ¢cogalma
ve angiogenezi artirma, Yyara
iyilesmesi, kan hiicrelerinin
farklilasmasi
iBF Tek zincirli  Osteoblastlar, Fibroblastlar, Kikirdak bitylimesini uyarma, kemik
polipeptid makrofajlar, osteoblastlar, kondrositler ~ matriks formasyonunu,
monositler, preosteoblastlarin ve osteoblastlarin
kondrositler replikasyonu, otokrin ve parakrin
etkiler, TKBF ile  kombine
edildiginde yara iyilesmesini artirma
(6, 42)
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2.3. Trombositten Zengin Kan Urunleri

Doku miihendisliginin ve ideal bir biyomateryal arastirilmasinin temel amaci,
defektli bolgede rejenerasyona ve etkili bir yara iyilesmesinin saglanmasina onciiliik
edecek bir doku reaksiyonu olusturabilen materyaller gelistirebilmektir. Boylece
defektleri ortecek klinikte uygulanabilir doku uyumlu gecici bariyerler saglanmis ve
doku rejenerasyonu artirilmis olur. Defektli alanin damarlanmasi da 6nemli rol
oynamaktadir. Bu sayede bolgenin siirekli olarak beslenmesi ve artiklarin alandan
uzaklastirilabilmesi saglanir. Tek basina ya da farkli primer mezenkimal veya
endotelyal hucrelerle biyomateryallerin kullanimi doku miihendisliginin klinik
uygulamalarinda yayginlagmistir. Bununla birlikte hiicrelerin islenebilmesi ve izole
edilebilmesi icin aseptik kosullardaki ameliyathane ortamlarinda zamana ve 6zel
ekipmanlara ihtiyag vardir. Basit, kolay ve hizli uygulamalarla hiicrelerin elde
edilmesi hedeflendiginde ise bu durumu saglamak olduke¢a zordur. Ozellikle klinik
uygulamalarda bu durum ¢ok fazla 6nem tagimaktadir.

Agiz, dis ve gene cerrahisi, dental implantlar, maksillofasiyal rekonstriiksiyon
ve diger rejeneratif islemler ger¢ek anlamda etkili bir kemik rejenerasyonuna baghdir.
Greft materyalleri ve bariyer membranlar kemik kalitesini artirmak i¢in siklikla
kullanilan ¢esitli kemik rejenerasyon tekniklerindendir. Basarili bir kemik greftleme
islemi greft ya da membranlardan hangisi kullanilirsa kullanilsin iyi damarlanmis
olabilmesi, primer olarak kapatilmasi ve beslenmenin saglanmasiyla miimkiin olur.
Molekiiler dlizeyde hemostatik suire¢ tam olarak anlasilamamis olsa da trombositlerin
sadece hemostazda degil, iyilesme siirecinde de onemli rolii oldugu bilinmektedir.
Trombositlerin, yara iyilesmesindeki fizyolojik 6zelliklerini daha iyi anlayabilmek
i¢in yapilan ¢aligmalar, trombositten zengin plazma, trombositten zengin fibrin, fibrin
yapistirici ve adezivler gibi farkli formlardaki trombositlerin terapotik uygulamalarda
kullaniminda artisa neden olmustur(8).

Ik olarak 1954 yilinda Kingsley kanin pthtilasmasinda nemli yeri oldugunu
belirterek trombositten zengin plazma terimini kullanmistir(46).

Yaralarin kapatilmasinda ve yara iyilesmesinin uyarilmasinda kandan elde
edilen drdinlerin kullanimu ilk olarak yaklasik 50 y1l 6nce yogunlastiriimig fibrinojen
iceren fibrin yapistiricilarla baslamistir(47). 1990°da Gibble ve Ness (48), fibrin

Ortlictlere ve fibrin jellere alternatif olarak gucli hemostatik ve adeziv 6zellikleri olan
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ajanlarin fibrin yapistiricilan gelistirilmesine sundu. Daha sonra fibrin jelin otolog bir
modifikasyonu olan trombositten zengin plazma jel tanimlanmis ve basarili bir sekilde
cesitli klinik uygulamalarda kullanilmaya baslanmistir(49). 1994 yilinda Tayapongsak
ve arkadaslar1 (50) otolog fibrin adezivlerini 33 vakada kansell6z kemige ekleyerek
mandibula bolgesindeki rekonstriiksiyonu saglamak i¢in kullanmiglardir. Greftlerin
yerlestirilmesi sirasinda siingerimsi kemik partikiillerini baglayic1 avantajlar

acgisindan basarili sonuglar almislardir.

2.3.1. Trombositten zengin plazma (TZP)

Trombositten zengin plazma, ilk olarak 1997 yilinda maksillofasiyal cerrahide
uygulanabilmesi ag¢isindan tanitilmistir.  Trombositlerin jel kivamdaki TZP’den
uyarilmasiyla blylme faktorlerinin  salimimi sayesinde, yara iyilesmesinin
hizlandirdigim1  savunmuslardir. Sonu¢ olarak laboratuvar ortaminda ayristirma
islemleriyle elde edilen trombosit konsantrasyonlar1 agiz, yiiz ve ¢ene cerrahisi
alaninda da kullanilmaya baglanmistir.(51)

Marx ve arkadaglari (42) 1998 yilinda ilk kez kemik greftleriyle trombositten
zengin plazmayr kombine edip uygulayarak ilgi ¢ekici bir ¢aligma yapmuslardir.
Mandibulasinda 5 cm ya da daha biiyiik 6l¢iilerde iyi ve kotii huylu tiimér bulunan
radyoterapi almamis 88 hastayr 2 gruba ayirmislardir. Gruplardan birine yalnizca
stingerimsi kemik, digerine ise trombositten zengin plazma ve stngerimsi kemik
birlikte yerlestirilmistir. Yapilan radyolojik ve histomorfometrik degerlendirmelerle
trombositten zengin plazma eklenerek greft materyalleri yerlestirilen grubun diger
gruba gore niceliksel olarak daha basarili oldugunu goéstermistir. Marx tarafindan
gelistirilen c¢alismalar sayesinde dikkatler transfiizyon ic¢in kullanilan santrifiij
tekniklerinin gelistirilmesine yonelmistir.

TZP’nin farkli greft materyalleri ile birlikte kullanilmasinin, kemik iyilesmesi
tizerinde her zaman hizlandiric1 bir etki gosteremedigi bilinmektedir. TZP’nin,
allogreftler icerisinde canli hiicre olmamasina bagli olarak allogreftlerle kullaniminda
osteoinduktif bir etki gosteremedigi ancak bununla birlikte otojen kemik ile

kullaniminin kemik yapimini uyaran ve hizlandiran bir etki gosterebildigi, bolgedeki
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canlt osteoprogenitor hiicrelerde ve kok hiicrelerinde TZP’nin tespit edilebildigi ileri
strilmektedir(52).

Benzer sekilde on adet koyun iizerinde yapilan bir ¢alismada farkl: allogreftler
TZP ile birlikte kullanilarak siniis lift operasyonu yapilmistir. Sonug¢ olarak da
TZP’nin allogreft ile birlikte kullanimimnin kontrol grubuna oranla olumlu bir etki
yaratamadigini tespit etmislerdir(53).

Durmuslar ve arkadaslarinin (54) 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise 18
hastanin maksillofasiyal bolgedeki kemik i¢i defektlerinin bir tarafina sigir kaynakl
hidroksiapatit kemik greftini kendi kanindan elde ettikleri TZP ile birlikte ve diger
tarafina ise yalniz basina kullanmiglardir. Sonuglari ise TZP’ nin antijenik olmamasi
ve kolay kullanilabilmesinin yani sira kemik greftleri ile kullaniminin kemik ve
yumusak doku iyilesmesi iizerinde belirgin 6l¢iide olumlu etkilerinin oldugunu tespit

etmislerdir.

2.3.2. Trombositten zengin fibrin (TZF)

Ikinci jenerasyon trombosit konsantrasyonu olarak trombositten zengin fibrin
ilk olarak 2001 yilinda Fransa’da Choukroun ve arkadaslar1 (55) tarafindan spesifik
olarak ag1z ve ¢ene yliiz cerrahisinde kullanilmak tizere gelistirilmistir.

Trombosit, 10kosit, sitokin ve fibrin matriksle gevrili kok hucreler iceren
trombosit  konsantrasyonlari oldugundan bahsedilmistir. Elde edilmesinde
antikoagulan, trombin ya da herhangi bir jellestirici ajan gerektirmemektedir(40).
TZP’nin elde edilmesinde, kanin pihtilagsmasini 6nleyen maddeler ve kalsiyum klorid
eklenmesi hizl1 bir polimerizasyon saglar. Ancak TZF’ye bu maddelerin eklenmemesi
nedeniyle TZF’nin polimerizasyonu TZP’ye gore daha dogal ve yavastir. Bu nedenle
de TZF sitokinler ve buyime faktorleri icin daha uygun bir fibrin agi deposu
olmustur(56).

Pihtilagma Onleyici igermeyen 10 ml’lik tiiplere alinan kanin 10 dk. boyunca
3000 rpm hizla yani 400 gr kuvvetle santrifiij edilmesiyle elde edilir. Santrifiij
isleminin baglamasindan birka¢ dakika sonra tiip duvarlarina ¢arpan ¢ogu trombosit

pihtilagsma faktorlerini salar. Baslangigta trombin fibrine doniismeden dnce fibrinojen
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tiipiin st kisminda yogunlasir. Daha sonra alttaki kirmizi tanecikler ve iist kisimdaki
hiicresiz plazma arasinda tiipiin orta kisminda fibrin piht1 olarak birikir. Teorik olarak

trombositler fibrin aginin igerisinde konumlanmistir(40)(Sekil 1).
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Sekil 1. Toplanan kanin santrifuj edilmesiyle ortaya ¢ikan katmanlar

2.3.3. Konsantre buytime faktori(KBF)

Farkl1 bir trombosit konsantrasyonu olan konsantre bilytime faktori ilk olarak
2006 yilinda Sacco (57) tarafindan gelistirilmistir. Trombositten zengin fibrine benzer
olarak alinan vendz kanin santrifuj edilmesi ile elde edilir. Konsantre buylme
faktorlinli elde edebilmek ig¢in trombositten zengin fibrin elde ederken kullanilan
santrifij hizindan farkli hizlar kullanilmistir. Konsantre biyume faktorinu elde
ederken hiicrelerin ayristirilabilmesi igin 2400-2700 rpm hizlarda santriflj islemi
uygulanir. Bu nedenle trombositten zengin fibrindekinden daha biiyiik, daha yogun ve
cok sayida fibrin bloklar olusur. Bu iglem sonunda meydan gelen fibrin agimin daha
iyi bir rejenerasyon ve daha yiiksek verimlilik sagladigi gosterilmistir(58, 59).

Konsantre blyltme faktorii trombositten zengin fibrine gore daha sert bir
yapiya sahiptir. Bu durum mekanik olarak konsantre biiylime faktoriine 6zel bir durum
saglamistir. KBF TZF’ye gore yiiksek gerilme kuvvetine, daha fazla sayida biiylime
faktoriine, yiiksek viskoziteye ve yliksek yapigkanliga sahiptir. Boylece cerrahi
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islemlerde bariyer membrani olarak yumusak doku iyilegsmesini veya kemik greftleri
ile karistirllarak yeni kemik yapimini hizlandirmak amaci ile kullanilabilir. Ayrica
trombosit konsantrasyonlarinin sigir kaynakli trombositlerin aksine enfeksiyon tagima
riski yoktur. Bununla birlikte KBF’nin, bag dokusuna uygulandigi zaman agri, kanama

ve inflamasyonu da azalttig1 goriilmiistiir(58).

2.3.4. Gelistirilmis trombositten zengin fibrin (G-TZF)

Gunimuzde trombositten zengin triinlerin kullanildigi yontemlerin klinik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilabilmesi i¢in hizli1 ve kolay bir sekilde klinik
rutine uygun olarak uyumlandirilmasi gereklidir. Bu yiizden hazirlama ve uygulama
arasindaki basamaklarin miimkiin oldugunca azaltilmasi ve pratiklestirilmesi gerekir.
Bu nedenle saglik sistemi ve hastalar i¢in maddi agidan ger¢ekei, dogal kaynakli ve
hastaya yakin konseptlerin gelistirilmesi saglanmalidir. Bu gerekliliklerden otur
aragtirmacilar hastalarin kendi kanindan elde edilen iiriinler olan biyomateryaller
gelistirmiglerdir(60). ilk jenerasyon olan trombositten zengin plazmanmn doku
iyilesmesi iizerine olumlu etkileri bulunmustur. Ancak antikoagilan ile sigir serumu
icerdikleri ve cift santrifiij islemi uygulandigi i¢in klinik olarak zorlayicidir(55). Daha
sonra ikinci jenerasyon olan trombositten zengin fibrin gelistirilmistir. Tek santrif(j
islemiyle etkili sonuglar alinabilmesi, klinik uygulamalarda kolaylik saglamistir.
Choukroun ve arkadaslar1 (60) son olarak gelistirilmis trombositten zengin fibrini
gelistirmislerdir. Otolog olarak vakumlu ve steril 10 ml’lik cam tiiplere alinan kanin
1500 rpm hizda 14 dakika santriflj edilmesiyle elde edilmistir.

Kobayashi ve arkadaslar1 (61) yaptigi calismada TZP, TZF ve G-TZF’nin
blylme faktorleri salimimlarini karsilastirmistir. Erken dénemde TZP’nin biiyiime
faktorleri salinim orani digerlerinden daha fazla bulunmustur. Ancak 10 ginin
sonunda yapilan arastirmada G-TZF’deki biiyiime faktorleri salinimi digerlerine

oranla 6nemli 6l¢tide daha yuksek ¢ikmuistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Zonguldak Bilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurul Bagkanligi'nin 2016 tarihli 2016-30-05 protokol numarali izni ile
gerceklestirilmistir. Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2016-68370268-01 say1 ve 08/11/2016
tarihli karari ile desteklenmis ve projelendirilmistir.

Calismada 6-8 haftalik 200-250 gr agirliginda 95 adet Wistar albino cinsi
erigskin disi ratlar kullanilmistir. Ratlar igin cerrahi islem sonrasinda 22+2 °C sicaklikta
12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamlarda enfeksiyon kontrollerine ve ideal yasam
kosullarina uygun ortamlar saglanmistir. Denekler ¢alisma boyunca 6zel kafeslerde rat
yemi ve su ile serbest olarak beslenmiglerdir.

Calismamizda doksan bes adet ratin on bes tanesi trombositten zengin Urlinler
elde edebilmek icin intrakardiyak olarak kan alinmasi i¢in kullanilmistir. On bes adet
rat tiim kanin alinmasi nedeniyle ayni zamanda sakrifiye edilmistir. Donér olan ratlarin
her birinden intrakardiyak olarak yaklasik 5 ml kan elde edilmistir. Her bir rattan alinan
kanin santrifiijii sonucu yaklasik 2 ml TZF, KBF ya da G-TZF elde edilmistir.

Diger seksen adet rat ise onar adet rattan olusan sekiz gruba ayrilmustir. ilk iki
grup kontrol grubu olarak secilmistir. ilk grupta defekt bdlgesi bos birakilmus ve ikinci
grupta ise tek basina otojen greft yerlestirilmistir. Diger ti¢ grupta TZF, KBF ve G-
TZF tek basina yerlestirilerek flep primer kapatilmistir. Son {i¢ grupta ise TZF, KBF
ve G-TZF otojen greftlerle birlikte yerlestirilmistir.

3.1. TZF, KBF Ve G-TZF’nin Elde Edilmesi

On bes adet rat 35 mg ketamine hidrokloriir (10% [w/v] Ketasol; Richter
Pharma AG, Wels, Austria) ve 3 mg/kg xylazine hidroklorir (Rompuns; Bayer,

Leverkusen, Germany) intraperitonal enjeksiyonu ile uyutulmustur. Intrakardiyak
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olarak kanin tamami (yaklasik 5 ml) alinarak antikoagilan icermeyen cam tiplere
yerlestirilmistir.

TZF elde edebilmek icin Process For PRF Duo (Duo Centrifuge, Process For
PRF, Nice, France) cihazinda TZF ayar1 olan 3000 rpm hizda 10 dakika boyunca
santrifiij edilmistir (Sekil 3). Daha sonra presel yardimiyla TZF tiip igerisinden
cikartilmigtir. TZF’nin altinda kalan eritrositleri iceren pihtt makas yardimiyla
uzaklastirllmistir. Daha sonra TZF makas ve bistiliri yardimiyla kiiciik parcalara

ayrilmistir.

Sekil 2. TZF elde edilmesi i¢in santrifiij isleminden sonra tiipte olusan goériintii

Sekil 3. TZF ve G-TZF elde edilmesinde kullanilan santrifuj cihazi

Medifuge CGF (MEDIFUGE CGF; Silfradent srl., Forli*, Santa Sofia, Italy)
cihazinda 2700 rpm de 2 dakika, 2400 rpm de 4 dakika, 2700 rpm de 4 dakika, 3000
rpm de 3 dakikalik ¢alismasi ile KBF elde edilmistir (Sekil 5). Daha sonra presel
yardimiyla KBF tiip icerisinden c¢ikartilmistir. KBF’nin altinda kalan eritrositleri
iceren pthti makas yardimiyla uzaklastirilmistir. Daha sonra KBF makas ve bistiri

yardimiyla kiigiik parcalara ayrilmistir.
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Sekil 4. KBF elde edilmesi igin santrifiij isleminden sonra tiipte olusan goriintii

Sekil 5. KBF elde edilmesinde kullanilan santrifuj cihazi

G-TZF icin ise Process For PRF Duo (Duo Centrifuge, Process For PRF, Nice,
France) 1500 rpm hizda 14 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Daha sonra presel
yardimiyla G-TZF tiip igerisinden ¢ikartilmistir (Sekil 3). G-TZF’nin altinda kalan
eritrositleri iceren piht1 makas yardimiyla uzaklastiritlmistir. Daha sonra G-TZF makas

ve bistiiri yardimiyla kii¢iik parcalara ayrilmistir.
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Sekil 6. G-TZF elde edilmesi i¢in santriflij isleminden sonra tiipte olusan goriintii

Sekil 8. Elde edilen G-TZF
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3.2. Cerrahi Teknik

Deneklere 35 mg ketamine hidroklorir (10% [w/v] Ketasol; Richter Pharma

AG, Wels, Austria) ve 3 mg/kg xylazine hidroklorir intraperitonal (Rompuns; Bayer,
Leverkusen, Germany) enjeksiyonu ile genel anestezi uygulanmistir. Anestezinin
derecesini gozlemleyebilmek icin yeterli sire beklendikten sonra anestezi
uygulanmamis taraftaki ayak ¢imdiklenerek tepki Olgiilmiistiir. Tepki veren
hayvanlarda ek doz uygulamasi yapilmstir.
Aseptik kosullar hazirlandiktan sonra operasyona baglamadan oOnce denekler
dorsoventral olarak pozisyonlandirilmistir.  Islem  yapilacak olan  bolge
polivinilpirolidon-iyot (Batticon; Adeka, Istanbul, Turkiye) icerikli antiseptik
soliisyonla silinerek tirag edilmistir. Hemostazi saglamak ve lokal anestezi icin ilgili
bolgeye articain hidrokloriir (Ultracain®, DS, 1:200.000, Awventis, Frankfurt,
Germany) uygulanmistir.

Kafatasinin orta bolgesinden kemik temasi alinarak sagittal siitur hizasinda
longitudunal olarak kulaklar arasina kadar cerrahi bistiiri ile 20 mm cilt insizyonu
yapilmustir. Periyost elevatorii yardimiyla insizyon bélgesinden subkutan dokular ve
periyost dokusu eleve edilerek tam kalinlik flep kaldirilarak kranyum ortaya
cikarilmigtir (Sekil 9). Ratlarin kafatasinda bregma noktasi referans alinarak
midsagittal hattin lateralindeki pariyetal kemikte 5 mm olan kritik defekt boyutu
isaretlenmistir. Irrigasyonla 5 mm ¢apindaki trefan frez yardimiyla beyin ve duraya
zarar vermeden bikortikal kemik kesisi olusturulmustur. Sogutma islemi i¢in %0,9’luk
steril sodyum kloriir kullanilmistir. Periyost elevatorii yardimi ile 5 mm ¢apindaki
kemik dokusu dikkatli bir sekilde ¢ikartilmistir (Sekil 10). Daha sonra kemik dokusu

steril beher iginde kiicuk parcalara ayrilmistir.
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Sekil 10. Kalvaryumdan unilateral olarak 5 mm ¢apindaki kemik fragmaninin
¢ikarilmast

Kritik boyutta defektler olusturulduktan sonra;

Birinci grupta (bos), on adet rat kalvaryumuna kritik boyutta defekt
olusturulduktan sonra defekt bolgesi bos birakilarak herhangi bir ek islem uygulanmadan
flep primer kapatilmustir.

Ikinci grupta (otojen kemik), on adet rat kalvaryumuna kritik boyutta defekt
olusturulduktan sonra defekt bolgesine otojen greft yerlestirilip flep primer kapatilmustir.

Uciincli grupta (TZF), on adet rat kalvaryumuna kritik boyutta defekt
olusturulduktan sonra defekt bolgesine kiigik parcalar halindeki TZF yerlestirilip flep
primer kapatilmistir.

Dorduncu grupta (KBF), on adet rat kalvaryumuna kritik boyutta defekt
olusturulduktan sonra defekt bolgesine Kiigiik parcalar halindeki KBF yerlestirilip flep

primer kapatilmustir.
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Besinci grupta (G-TZF), on adet rat kalvaryumuna kritik boyutta defekt
olusturulduktan sonra defekt bolgesine kugik pargalar halindeki G-TZF yerlestirilip flep
primer kapatilmustir.

Altinct grupta (TZF+Otojen), on adet rat kalvaryumuna kritik boyutta defekt
olusturulduktan sonra defekt bolgesine otojen greft ve kiglk parcalar halindeki TZF
yerlestirilip flep primer kapatilmigtir.

Yedinci grupta (KBF+Otojen), on adet rat kalvaryumuna kritik boyutta defekt
olusturulduktan sonra defekt bolgesine otojen greft ve kiucuk parcalar halindeki KBF
yerlestirilip flep primer kapatilmigtir.

Sekizinci grupta (G-TZF+Otojen), on adet rat kalvaryumuna kritik boyutta defekt
olusturulduktan defekt bolgesine otojen greft ve kicik parcalar halindeki G-TZF
yerlestirilip flep primer kapatilmustir.

Denekler 28.glinde 35 mg ketamine hidroklorir (10% [w/v] Ketasol; Richter
Pharma AG, Wels, Austria) ve 3 mg/kg xylazine hidroklorir intraperitonal (Rompuns;
Bayer, Leverkusen, Germany) enjeksiyonu ile genel anestezi ile uyutulduktan sonra
servikal dislokasyonla sakrifiye edilmistir. Daha sonra deneklerin ense kismindan
baslayan horizontal cilt insizyonu ile kalvaryum agiga ¢ikarilmistir. Operasyon alanina
zarar vermemek i¢in cevredeki saglam kemik dokusu ile birlikte kalvaryum
cikarilmigtir.  Pariyetal kemikler c¢evre dokulardan diseke edilerek Morse

dekalsifikasyon (%10 sodyum sitrat, %20 formik asit) soliisyonuna yerlestirilmistir.

3.3. Radyolojik Degerlendirme

Elde edilen 6rnekler formaldehit ¢ozeltisi igerisinde saklanmis ve Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’nda bulunan mikro bilgisayarl
tomografi (SkyScan 1174, SkyScan, Kontich, Belgium) cihaziyla degerlendirilmistir.
Numuneler 33 pum ¢oziiniirliikte 800 mA, 50 kVp, 0,7 rotasyon basamagi ve 2800
milisaniye tarama stresi ile 180° rotasyonda taranmustir. Tarama ile elde edilen veriler
NRecon (SkyScan, suriim 1.6.4.8; Kontich, Belgika) yazilimi ile kesit goriintiileri elde
edilmistir. Elde edilen goriintiiler CTan (SkyScan, surim 1.11.10.0, Kontich, Belgika)
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isimli yazilimla islenmis ve iki ve ii¢ boyutlu 6l¢iimler bu program ile yapilmistir.
Kemik degerlendirilmesi yapilabilmesi i¢in ortaya ¢ikan goriintiillerde defekt
bolgesinin alt ve {ist smirlar1 belirlenmistir. Bu siirlar igerisinde hacimsel

degerlendirme yapilmistir.

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Radyolojik degerlendirmeleri yapilan 6rnekler daha sonra Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina
getirilmistir. Tamponlanmis %10’luk formalinde 24-72 saat fikse edilmis Ornekler
daha sonra dekalsifiyer ¢ozeltisine alinmistir. Cozelti iki giinde bir degistirilip bir hafta
boyunca dekalsifiye edilmistir. Elde edilen 6rnekler akar su ile yikandiktan sonra doku
takip prosediirii uygulanmis ve Ornekler parafin bloklara gomiilmiistiir. Parafin
bloklarindan elde edilen 5 pm kalinligindaki 6rnekler hemotoksilen-eozin yontemiyle

boyanip 1s1k mikroskobunda incelenmistir.

3.5 Istatistiksel Degerlendirme

Her grup icgin 10 rat olarak %95 giiven sinir1 ile %80 power icin 6rnek sayisi
belirlenmistir. Verilerin degerlendirilebilmesi igin Paket Veri Programi olarak SPSS
(Statistical Package for Social Sciences, Chicago IL, ABD) 19.0 kullanilmstur.
Kolmogorov-Smirnov testi ile veriler normal dagilima uygunluk yo6niinden
arastirtlmistir. Gruplar arasi karsilagtirmalarda normal dagilima uydugu tespit edilen
verilerin Tek Yonlu Varyans Analizi (One-way ANOVA) ve Post Hoc Bonferroni

testleri kullanilmistr.
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4 BULGULAR

4.1 Mikro bilgisayarh tomografi (u-CT) bulgular

Ratlarin kalvaryumlarina olusturulan kranyal defektlerin mikro bilgisayarli
tomografi goruntusi gosterildigi goriintiler Sekil 11°da gortilmektedir. Yeni kemik
olusumu miktarlarinin gruplara gore dagilimi Sekil 12°de gosterilen grafikte

gorulmektedir.

TZF G-TZF

Otojen TZF+Otojen KBF+Otojen G-TZF+Otojen

Sekil 11. Kritik boyutlardaki defektlerin mikro bilgisayarli tomografi gériintiileri
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Yeni Kemik Miktari (mm?q)

-I-
Bos  Owoen  TZF

Sekil 12. Mikro bilgisayarli tomografi ile yeni kemik miktarlari ortalamalarinin

TZF+Otojen KBF

Gruplar

G-TZF

KBF+Otojen et

gruplara gore dagiliminin grafigi

Elde edilen veriler Tablo 2’ de gosterildigi gibi Bonferroni istatistiksel analizi

ile degerlendirilmistir.

Tablo 2. Radyolojik olarak deney gruplarindaki yeni kemik hacim ortalamalari

Gruplar Ortalama Deger (mm?) Standart
Sapma(SS)
Bos 1,176 0,129
Otojen 9,706 1,426
TZF 1,451 0,296
KBF 1,588 0,223
G-TZF 1,610 0,254
TZF+Otojen 11,156 1,975
KBF+Otojen 11,938 1,779
G-TZF+0Otojen 12,090 1,767
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Tablo 3. Radyolojik olarak gruplar arasi yeni kemik hacimlerinin karsilastirilmasi

(A) Grup (B) Grup Ortalamalar Standart P degeri
arasindaki Sapma(SS)
fark (A-B)
Bos 9,979 0,557 0,000
Otojen 1,450 0,557 0,317
TZF 9,704 0,557 0,000
TZF+Otojen KBF 9,567 0,557 0,000
G-TZF 9,545 0,557 0,000
KBF+Otojen -0,782 0,557 1,000
G-TZF+Otojen -0,934 0,557 1,000
Bos 10,761 0,557 0,000
Otojen 2,232 0,557 0,004
TZF 10,487 0,557 0,000
KBF+Otojen KBF 10,350 0,557 0,000
G-TZF 10,328 0,557 0,000
TZF+Otojen 0,782 0,557 1,000
G-TZF+Otojen -0,151 0,557 1,000
Bos 10,913 0,557 0,000
Otojen 2,384 0,557 0,002
TZF 10,638 0,557 0,000
G-TZF+Otojen  KBF 10,502 0,557 0,000
G-TZF 10,480 0,557 0,000
TZF+Otojen 0,934 0,557 1,000
KBF+Otojen 0,151 0,557 1,000

Gruplar arasindaki kemik miktarlarinin istatistiksel olarak degerlendirmeleri
Tablo 3’te gosterilmektedir.

Bos grup i¢in ¢ok diisiik miktarda kemik olusumu gozlemlendigi, defekt
bolgesi yumusak doku ile iyilestigi icin radyolojik olarak hemen hemen hi¢ kemik
dokusu olugumu tespit edilmedigi goriilmiistiir.

Otolog konsantrasyonlardan TZF, KBF ve G-TZF’nin yalniz basina
yerlestirildigi gruplarda ise yeni kemik olusumu varligi tespit edilmis olsa da
radyolojik verilerimize gore istatistiksel anlamda bos kontrol grubu ile aralarinda
anlamli sayilabilecek bir fark bulunmamistir(p>0,05).

Otojen kemigin yalniz basina yerlestirildigi grupta; kranyal defekt bolgesinin
kenarlar1 ve yerlestirilen otojen kemik cevresi basta olmak iizere defekt bolgesinde
yeni kemik olusumu bos gruba gore anlamli seviyede yliksek olarak tespit edilmistir.

Benzer sekilde otojen greftin tek basina yerlestirildigi kranyal defektteki yeni
kemik olusumunun, otolog konsantrasyonlarin tek basina yerlestirildigi gruplardakine

oranla daha yliksek oldugu tespit edilmistir.
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TZF, KBF ve G-TZF’nin otojen kemikle birlikte yerlestirildigi kranyal
defektlerde ise yeni kemik olusumunun bos kontrol grubuna ve otolog
konsantrasyonlarin tek basina yerlestirildikleri gruplara oranla istatistiksel olarak
anlaml bir fark oldugu tespit edilmistir.

Bununla birlikte otojen greftin tek basina yerlestirildigi grup ile KBF ve G-
TZF’nin otojen kemikle birlikte yerlestirildikleri gruplar arasinda defekt bdlgesinde
olusan yeni kemik miktar1 acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmistir
(p<0,05). Buna karsin TZF’nin otojen greftle birlikte kullanildig1 grupla otojen greftin
tek basina yerlestirildigi grup arasinda radyolojik sonuclara goére istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0,05).

G-TZF ile otojen kemigin birlikte kullanilarak yerlestirildigi kranyal defektteki
otojen kemigin defekt kenarlar1 ile birleserek defekt bolgesinin biiylik bir kismini
orttiigl gorulmektedir.

Kendi igerisinde kiyaslama yapilacak olursa, G-TZF ile otojen kemigin birlikte
kullanilarak yerlestirildigi kranyal defektteki yeni kemik olusumu, TZF ya da KBF ile
otojen kemigin birlikte yerlestirildigi gruplara oranla daha fazla miktarda oldugu
bulunmustur. Ancak bu durum istatistiksel agidan anlamli sayilacak dlgiide bir degisim

olarak tespit edilmemistir (p>0,05).
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4.2. Histolojik Sonuclar

Calisma gruplarinin  yirmi  sekiz ginin sonunda sakrifiye edilen
kalvaryumlarimnin stereolojik degerlendirmesi sonucu elde edilen yeni kemik miktarlar

Sekil 13’deki gibi gdsterilmistir.

Yeni Kemik Hacmi

* %

3.0 §

| %k

| *%
2.5 I I

*
2.0 x* I o e ‘ oo o I
[
g 1s/ T
1 I

1.0
0.5
0.0 " T T T T T

Bos Otojen TZF TZF+Otojen G-TZF G-TZF+Otojen KBF KBF+Otojen

Gruplar

Sekil 13. Yeni kemik hacmi acgisindan gruplar arasi anlamli farkliliklar1 gésteren grafik
sunulmustur. P<0,05 diizeyindeki farklilik * ile gosterilirken, P<0,01 duzeyindeki

farklilik ** ile gosterilmektedir.
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Otojen Greft

Sekil 14. Bos kontrol (A) ve otojen greft (B) gruplarmna ait 151k mikroskobik
goruntuler. A ve B’de sol taraftaki kare igerisindeki alan biiyiitiilmiis olup sag tarafta
infiltrasyon alan1 beyaz renkte yildiz (*) ile gosterilmistir. Otojen greft grubundaki
greft alanlar1 G harfi ile gosterilmistir. Isik mikroskobik goriintiilerde barlar 50 pm,
100 pum ve 250 pm’yi gostermektedir.
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Sekil 15. TZF+otojen greft (A) ve TZF (B) gruplarina ait 151k mikroskobik goriintiiler.
A ve B’de sol taraftaki kare igerisindeki alan sag tarafta biiyiitiilmiis olup yeni kemik
alanlar1 beyaz ok ile gosterilmistir. TZF+otojen greft grubundaki greft alanlar1 G harfi
ile gosterilmistir. Isik mikroskobik goriintiilerde barlar 50 pm, 100 pm ve 250 um’yi

gOstermektedir.
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KBF-Otojen Greft

Sekil 16. KBF+otojen greft (A) ve KBF (B) gruplarina ait 151k mikroskobik goriintiiler.
A ve B’de sol taraftaki kare icerisindeki alan sag tarafta biyiitiilmiis olup yeni kemik
alanlar1 beyaz ok ile gosterilmistir. KBF-otojen greft grubundaki greft alanlar1 G harfi
ile gosterilmistir. Isik mikroskobik goriintiilerde barlar 50 pm, 100 um ve 250 um’yi

gOstermektedir.
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Sekil 17. G-TZF+otojen greft (A) ve G-TZF (B) gruplarina ait 151k mikroskobik
goruntdler. A ve B’de sol taraftaki kare icerisindeki alanlar sag tarafta biiyiitiilmiis
olup yeni kemik alanlar1 beyaz ok ile gosterilmistir. Ok baslar1 ise vajinasyon
bolgelerine isaret etmektedir. G-TZF-otojen greft grubundaki greft alanlar1 G harfi ile
gosterilmistir. Isik mikroskobik goriintiilerde barlar 50 pm, 100 pm ve 250 pm’yi
gOstermektedir.
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Stereolojik degerlendirme sonucu elde edile veriler Bonferroni istatistiksel

analizi ile degerlendirilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Stereolojik olarak deney gruplarindaki yeni kemik hacim ortalamalari

Gruplar Ortalama Standart

Deger(mm?) Sapma(SS)
Bos 1,038 0,107
Otojen 1,535 0,190
TZF 1,067 0,077
KBF 1,081 0,066
G-TZF 1,086 0,089
TZF+Otojen 1,662 0,159
KBF+Otojen 1,702 0,175
G-TZF+Otojen 1,742 0,105

Bos grupta sadece fibrozis ile iyilesme oldugu ve yeni kemik dokusuna
rastlanilamadigi ancak TZF, KBF ve G-TZF’nin tek basina yerlestirildigi gruplarda
ise yeni kemik olusumunun basladig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte bos grupla
TZF, KBF ve G-TZF’nin tek basina yerlestirildigi grup arasinda yeni kemik dokusu
acisindan anlamli sayilacak bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Otojen kemigin yalniz basina yerlestirildigi defekt bolgesinde yerlestirilen
greftin etrafinda ve defekt kenarlarinda yeni kemik yapiminin mevcut oldugu tespit
edilmistir. Bog kontrol grubu ile otojen kemik arasindaki fark anlamli bulunmustur
(p<0,05).

TZF, KBF ve G-TZF’nin otojen kemikle birlikte yerlestirildigi kranyal
defektlerde ise yeni kemik olusumunun tespit edildigi; bos kontrol grubuna ve otolog
konsantrasyonlarin tek bagina yerlestirildikleri gruplara oranla istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde yeni kemik dokusunun daha fazla oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Otojen kemigin yalniz basina yerlestirildigi grup ile TZF+otojen kemik ve
KBF+otojen kemik gruplar1 arasinda histolojik degerlendirmeye gore anlamli bir fark
bulunmamustir (p=0,866; p=0,139).

G-TZF ile otojen kemigin birlikte kullanilarak yerlestirildigi kranyal defektteki
otojen kemigin defekt bolgesinde kemik dokusu yapimini artirdigi belirgin bir sekilde
gorilmektedir. Otojen kemigin tek basina yerlestirildigi grup ile kiyaslandiginda ise,
G-TZF+otojen kemik grubuna ait yeni kemik hacminde anlaml1 diizeyde artis oldugu

tespit edilmistir(p=0,017).
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G-TZF+otojen grubu ile TZF+otojen grubuna ait yeni kemik hacimleri
arasinda da herhangi bir farklilik bulunmamistir(p>0,05).
Benzer sekilde, G-TZF+otojen kemik grubu ile KBF+otojen kemik gruplari

arasinda anlamli bir fark bulunmamstir (p>0,05).

Tablo 5. Stereolojik olarak gruplar aras1 yeni kemik hacimlerinin karsilagtirilmasi

(A) Grup (B) Grup Ortalamalar Standart P degeri
arasindaki fark  Sapma(SS)
(A-B)

Bos 0,643 0,048 0,000

Otojen 0,187 0,048 0,866

TZF 0,614 0,048 0,000

TZF+Otojen KBF 0,601 0,048 0,000
G-TZF 0,596 0,048 0,000

KBF+Otojen -0,020 0,048 1,000

G-TZF+0tojen -0,060 0,048 1,000

Bos 0,664 0,048 0,000

Otojen 0,207 0,048 0,139

TZF 0,635 0,048 0,000

KBF+Otojen KBF 0,621 0,048 0,000
G-TZF 0,616 0,048 0,000

TZF+Otojen 0,020 0,048 1,000

G-TZF+0Otojen -0,039 0,048 1,000

Bos 0,703 0,048 0,000

Otojen 0,247 0,048 0,017

TZF 0,675 0,048 0,000

G-TZF+Otojen KBF 0,661 0,048 0,000
G-TZF 0,656 0,048 0,000

TZF+Otojen 0,060 0,048 1,000

KBF+Otojen 0,039 0,048 1,000
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5. TARTISMA

Kemik deformitelerinin duzeltilmesinde ve osteoindiktif biyomateryallerin
arastirilmasinda birgok hayvan modeli kullanilabilmektedir. ideal bir hayvan modeli
kolay ve fazla sayida iiretilebilmeli, ilgili klinik islem igin farkli materyallerin ve
operasyonlarin kullanimina uygun olmali, bir¢ok analiz i¢in kullanilabilmeli, calisma
sirasinda kolay hastalanmamali ve mortalite oran1 diisiik olmalidir(2).

Hayvan modelleri degerlendirilirken; istatistiksel degerlendirme igin yeterli
veri saglayabilecek zaman gerektirmesi, calisma maliyetinin diisiik olmasi ve
arastirmaci i¢in deney asamalarinin gergeklestirilmesini 6grenebilmek agisindan kolay
olmasi dikkat edilmesi gereken diger faktorlerdendir(62).

Ratlar, insan hastaliklarinin incelenmesi agisindan diger hayvanlara oranla
daha fazla avantaj saglayan bir 6rnek olmaktadir. Rat fizyolojisi insanlarinkine ¢ok
benzemektedir. Deneyler sirasinda, ratlarin fizyolojilerini izleyebilmek oldukca
basittir. Uretimleri hizli ve kolaydir. Bilgi ve hafiza ile ilgili ¢aligmalarda rahatca
kullanilabilmektedir. Ciinkii diger deney hayvanlarina oranla 6grenme ve hafiza
kapasiteleri yuksektir. Ratlar, farelerden daha akilli olduklari igin biling gerektiren
deneylerde de daha ¢ok kullanilmaktadirlar(63). Ayrica ratlar Uzerinde, kemik
iyilesmesinde ve gelisiminde katkilari i¢in biiylime faktorlerinin kullanimi ile ilgili
histolojik ya da radyolojik arastirmalarin uzun siiredir yapilabildigi bilinmektedir(64-
66).

Calismada da kolay elde edilebilmesi, bakimmin rahat ve ucuz olmasi,
caligmadaki materyallerin kullanimi ve uygulanacak degerlendirilme tekniklerine
uygun olmasi nedeniyle ratlar kullanilmustir.

Kemik iyilesmesi iizerindeki etkinligini arastirdigimiz, operasyon bolgesine
yerlestirilmesi planlanan, trombositten zengin Triinlerin elde edilebilmesi icin
ratlardan kan alinmasi1 gerekmektedir. Kardiyak punktur deney hayvanlarindan ¢ok
miktarda kan almak gerektiginde kullanilan rutin yontemlerden biridir. Parasuraman
ve arkadaslarinin (67) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada biyomedikal arastirmalarda
deney hayvanlarindan kan almanin en 6nemli prosediirlerden biri oldugunu ve basit
bir hatanin bile sonuclar1 degistirebilecegini savunmuslardir. Calismalarda genel
olarak, deney hayvanlarindan tek, iyi kalitede ve biiylik miktarda kan toplanmasi i¢in

kalp ponksiyonunu 6nermislerdir. Kalbin kollaps olmasimi engellemek igin kanin
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ventrikiilden yavasca alinmasi gerektigini vurgulamislardir. Anestezi uygulamasindan
sonra iglem icin 1 ila 5 ml enjektor ile 19 ila 25 G igne ve kan 6rnegi toplama tiipleri
gerekli gormiislerdir(67, 68). Arastirmada 15 adet rat TZF, KBF ve G-TZF elde
edebilmek i¢in enjektor ile tiiplerimize intrakardiyak kan alarak sakrifiye edilmistir.

Deney hayvanlarinin kranyumlarindaki kemik deformitelerinin rejeneratif
kapasitelerinin insanlarinkine oranla daha fazla oldugu bilinmektedir. Morfolojik ve
embriyolojik olarak kranyum intramembrandz gelisim gosterir. Bu yiizden kranyum,
cene ve yiiz bolgesinde bulunan diger kemiklere benzemektedir. iki kortikal tabakadan
olusan kranyum anatomik olarak da mandibulaya benzerlik gosterir. Fizyolojik olarak
da kranyumdaki kortikal kemik, atrofik mandibulayla benzer 6zellikler gosterir(22,
69, 70).

Kranyumun etrafinda bulunan periosteum ve dura, kranyal defektlerin
beslenmesinde oldukga etkilidir. Ayrica olusturulan defekt bolgesi Olii bosluk
kalmaksizin rahatca primer olarak kapatilabilmektedir. Boylece bosluklara fibroblast
gocliniin azaltilmasiyla kemik iyilesmesinin artmasi da saglanmis olur(71, 72).

Rat gibi kiiciik boyutlardaki deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda, artmis
kortikal yogunlugu, kemik kiitlesi ve kemik boyutu agisindan iskeletsel drnek teskil
etmesi nedeniyle femur kemiginin kullanilmasi uygun olarak tanimlanmigken,
kraniomaksillofasiyal kompleks yapilarina 6rnek teskil etmesi agisindan kemik kaybi
ve diigiik mineral yogunlugu nedeniyle mandibula ve kalvaryum kemiklerinin
kullanilmasi uygun olarak tanimlanmistir. Buna goére, kalvaryal kemik, kii¢iik hayvan
modellerinde genellikle kemik dokusunu igeren operasyonlar ve bunlarin
komplikasyonlarna yatkin olmasi, dahili veya eksternal fiksasyon kullanilmadan
biyomateryallerin yerlestirilmesine izin vermesi nedeniyle Kritik boyutlardaki
defektler olusturulmasi i¢in oldukga uygundur(73).

Femur ya da mandibula kiriklar1 ile olusturulan defektlerde, internal ya da
eksternal fiksasyonla stabilizasyon gereklidir. Stabilizasyon igin ekstra malzeme
kullanilmast gerektigi icin maliyet de artmaktadir. Deney hayvanlarinin hareket
ettirmek i¢in bu kemiklerin etrafindaki kas dokularini kullanarak kuvvet uygulamasi
nedeniyle enfeksiyon ve immobilizasyon riski artmaktadir. Rat kalvaryumu
stabilizasyon i¢in fiksasyon gerektirmeyen ve kolay, hizli bir sekilde iiretilebilen
defektler olusturmak agisindan oldukga elverislidir(2, 74).

Femur endokondral kemik biiyiimesi agisindan iyi bir 6rnek olmasina ragmen

bu durum femurun biiyiikk boyutlarda olmasi ve konvansiyonel statik bir kemik
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biiyiimesi ag¢isindan genis bir biiylime ortami gerektirmesi nedeniyle de dnemli bir
dezavantaja sahiptir(75).

Mandibula kiriklar1 ile yapilan c¢alismalarda ise cerrahi zorluklardan dolay1
kicik hayvanlar cok tercih edilmemektedir. Mandibula kiriklar1 ile yapilan
calismalarda kopek ve maymunlar ideal modellerdir(22).

Yapilan bazi ¢alismalarda kemik kiiltiir modelleri igin kalvaryum seciminin
intramembran6z kemik blylmesi nedeniyle kolay bir yontem oldugunu bildirilmistir.
Ayn1 zamanda ek olarak basit bir biyokimyasal analiz icin yeterli malzemenin
saglanmasi i¢in de avantaj saglamaktadir(76, 77).

Femur veya mandibulada olusturulan defektlerin literatiirlerde bahsedilen
dezavantajlarindan dolay1 ¢calismamizda kritik boyutlarda defekt olusturulmasi i¢in bu
kemikler tercih edilmemistir. Kullanilan jel kivamdaki trombositten zengin triinlerin
kolayca yerlestirilmesini saglayabilmek, insan fizyolojisine benzer bir kemik
iyilesmesini saglayabilmek, enfeksiyon ve stabilizasyon komplikasyonlarindan
kaginabilmek, yeni kemik dokusu tespiti amaciyla histolojik ve radyolojik
degerlendirmeleri yapabilmek i¢in ratlarin kalvaryumu secilmistir.

Maksillofasiyal cerrahi ve ortopedi pratiginde, herhangi bir nedenle olusan,
kiriklarda veya kemik defektlerinde meydana gelen, iyilesememe ya da kemik
yapiminda  yetersizlik  sikga  karsilagilan  komplikasyonlardandir.  Bu
komplikasyonlarin deneysel olarak hayvanlarda olusturulmasi kolay degildir. Deney
hayvanlarinda bu sekilde tek basina iyilesemeyen kemik defektlerinin
olusturulmasinda 1iki teknik gelistirilmistir. Birinci teknik kemigin sadece
rejenerasyonunu bozarak ya da engelleyerek yapay olarak olusturulan defektlerdir.
Ikinci teknik ise kemik yapimmn hi¢ olmadifi, dogal olarak kendiliginden
lyilesemeyecek kadar biiylik defektler olusturulmasidir. Bu teknikle kritik boyutta
defekt olusturulmasina baglh bir iyilesememe durumu meydana gelmis olur(22).

Calismada ikinci teknik kullanilarak tek basina iyilesmenin olamadig: defektler
olusturularak yeni kemik miktar1 olusumu degerlendirilmistir. Bu amagla kritik
boyutta olusturulan defektler tercih edilmistir.

Kemik iyilesmesinin degerlendirilmesi i¢in bir model olarak kritik boyutlarda
defekt kavrami maksillofasiyal bdlgedeki kemiklerin onarimi igin herhangi bir
materyalin incelenmesi agisindan standartlastirilmis bir protokol olmustur. Eriskin
ratlarin  kalvaryumunun pariyetal kemiklerine acilan defektlere yerlestirilen

materyallerin, toksisite ve etkinlik a¢isindan degerlendirilmesi ucuz ve kolay bir
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tekniktir. Bu defektler, ufak parcalar halindeki ya da jelimsi kivamdaki materyallerin
yerlestirilmesi i¢in olduk¢a uygundur. Rat ve tavsanlarin kalvaryumlarinin ince
olmasi, ylksek c¢Ozindrlikli radyolojik incelemelerde ve gorintilerin histolojik
korelasyonunda kolaylik saglamaktadir. Insanlar iizerinde yapilmasi planlanan
uygulamalar i¢in Ornek teskil edebilecek deneylerde kullanilan insan dis1 canlilar
hayvan modeli olarak kabul edilmektedir. Sonug¢ olarak maksillofasiyal cerrahide
kemik onariminda kullanilacak yeni bir materyal arastirmasi i¢in materyalin
osteojenik  potansiyelinin, otojenik kemik greftleriyle karsilastirilmasi ile
belirlenebilir(78). Calismada ratlarin kalvaryumlarina kritik boyuttaki defektler
olusturarak kemik iyilesmesini dogru ve standart bir sekilde gdzlemleyebilmek
hedeflendi.

Literatirde denekler (izerinde farkli boyutlarda defektler olusturuldugu
bilinmektedir. ilgili calismalar incelendiginde ratlarda en sik kullanilan kritik defekt
boyutlarinin 5 ile 8 cm arasinda oldugu saptanmistir(79).

Kranyal defektlerde 5, 6, 7 ve 8 mm boyutlarindaki defektlerin sikc¢a
kullanilmasiyla birlikte, miimkiin oldugunca kiiciik boyutlarin tercih edilmesi
islemlerin komplikasyon riskini azaltir. Ayrica operasyon sonrasi hayvanlardaki agri
ve stres de minimalize edilmis olur. Bununla birlikte ratlarin pariyetal kemiklerinin
boyutlart gbéz Oniine alindiginda kiiglk boyutlardaki defektler bilateral defekt
yapilmasi planlanan c¢aligmalarda defektlerin sigdirilabilmesi igin olanak saglar(79,
80). Bununla birlikte bilateral olarak agilan defektlerde ise lokal olarak uygulanan
jeller veya sivilar gibi diisiik viskoziteye sahip biyomateryaller veya biiylime
faktorlerinin, yan yana olan defektlerin yakinligi nedeniyle kontrol bdolgesinde
kontaminasyon riski mevcuttur. Literatiirlerde 6 ve 7 mm boyutlarinda kranyal kritik
defektler kullanilarak yapilan ¢aligmalarin sayisi diger boyutlarla yapilan ¢alismalara
oranla oldukg¢a azdir. Bu nedenle bu boyutlardaki defektler kemik yapimi konusunda
degerlendirme yapabilmemiz agisindan yeterli giivenilirligi saglayamamaktadir(79).

Bosch ve arkadaslar1 (81) yaptiklar ¢alismada 56 adet 6 aylik Wistar ratin
pariyetal kemiklerine ¢ift tarafli 5 mm’lik kritik boyutta defektler a¢mislardir.
Defektlerin sol tarafi bos birakilirken sag tarafina kemik yapimini artiran demineralize
kemik matriksi ya da hidroksiapatit yerlestirilmistir. Calismada kullanilan 48 adet rat
6 ay sonra ve 8 adet rat ise 12 ay sonra sakrifiye edilerek histolojik degerlendirme
yapilmistir. Materyallerin yerlestirildigi defektlerde yeni kemik formasyonu

gozlenirken, bos birakilan defektlerde ise kemik rejenerasyonu gozlenmedigi ve
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sadece fibroz doku ile iyilesme oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte ratlarin
kalvaryumlarina agilan 8 mm’lik defektlerin kullanildig1 ¢alismalarda ise sadece
merkezi konumda, iki pariyetal kemigi ve midsagittal siituru iceren defektler
acilabildiginden, islem sirasinda kanama gibi komplikasyonlar ve operasyon
zorluklart nedeniyle sonuclarin olumsuz olarak etkilenebilecegini savunmuslardir. Bu
iki farkli boyuttaki defektinin karsilagtirilmasiyla, 5 mm’lik defektlerde operasyon
sirasinda sagittal siniliste yaralanma olasiligina bagli olarak hemoraji ve ndérolojik
komplikasyonlara neden olma riskinin azalmasi gibi gesitli avantajlar bulundugunu
tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak rat kalvaryumlarina agilan 5 mm’lik defektlerin,
kraniomaksillofasiyal bolgedeki kemik rejenerasyonlarini uyarmada kullanilacak
olan, kemik yapimini artiran materyallerin etkinligini arastirmak icin yeterli bir
deneysel model oldugunu kanitladiklarini savunmuslardir(81).

Yapilan c¢alismada da operasyon sirasinda ve sonrasinda olusabilecek
komplikasyon risklerini azaltmak, hayvanlarin islem sonrasi agri ve stresini en aza
indirerek hayat standartlarin1 maksimum seviyede koruyabilmek amaciyla en uygun
boyutlarda bir defekt olusturulmasi planlanmistir. Bu amagla ratlarin yasi ve kilosu
g0z Oniinde tutularak yukarida bahsedilen literatiirdekilere uygun bir sekilde yaygin
olarak kullanilan 5 mm’lik defekt boyutu kullanilmistir. Calismada, kemik yapimini
artirmas1 i¢in jel kivamdaki trombositten zengin {iriinler kullanildig1 igin,
kontaminasyon ve komplikasyon riskini azaltmak amaciyla defektler, ratlarin pariyetal
kemiklerine midsagittal siituru icermeyecek sekilde unilateral olarak olusturulmustur.

Aragtirmacilar; agiz, dis ve ¢ene cerrahisi klinik uygulamalarinda kemik
deformitelerinin  ideal rekonstriiksiyonunu saglayabilmek i¢in  ¢alismalar
yapmaktadirlar.  Bunun igin kemik greftleme tekniklerini sturekli olarak
gelistirmektedirler. Kemik defektlerinin, tek basina ya da kemik greftleriyle birlikte
daha yogun ve daha hizl1 bir sekilde rejenerasyonunu saglayabilmek igin yeni materyal
ve yontem arastirmalart yapmaktadirlar(82). Kemik rejenerasyonunda kullanilan
otojen kemik greftleri halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte
diger greft materyalleri de alternatif olarak sikca kullanilabilmektedir(83).

Kemiksel deformitelerin rekonstriksiyonunda, otojen kemik greftleri
osteojenik, osteoindiktif ve osteokondiktif etkileri sayesinde dncelikle tercih edilen
greft materyalleri olarak kullanilmaktadir (84). Otojen kemik grefti, igerisinde
bulundurdugu osteoprogenitor etkili hucreler sayesinde, defektlere yerlestirildigi

andan itibaren osteogenez etkinligini 2 hafta boyunca gostermektedir.
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Osteoindiksiyon etkinligi ise 2 ile 6 hafta arasinda baslar ve yaklasik olarak 6 ay
boyunca devam eder(33).

Koyun femurlarinda yapilan bir ¢alismaya gore, olusturulan cift tarafli
defektlerin bir tarafina otojen kemik grefti uygulanmis, diger tarafina ise herhangi bir
materyal yerlestirilmemistir. Bos birakilan grupta fibrotik iyilesme gozlenmekteyken
otojen greft yerlestirilmis grupta saglikli siingerimsi kemige benzer yapida bir kemik
dokusu olusabildigi saptanmistir(85).

Baston ve arkadaslar1 (86) 2014 yilinda yayinladiklar1 bir vaka raporunda,
hastanin kalvaryumundan elde ettikleri otojen kemigi pargalara ayirdiktan sonra,
atrofik maksiller sinlis bolgesine yerlestirerek kemik ogmentasyonu saglamislardir.
Operasyondan 6 ay sonra implantlar yerlestirilmek tizere bolge agildiginda 6n ve arka
kisimlarindan histolojik degerlendirme igin 2 ayr1 6rnek almiglardir. Histolojik
degerlendirmede greft bolgesinin dis tabakasinda nekroz olmasina karsin i¢ kisminin
osteojenik aktivitesinin saglikli oldugunu tespit etmislerdir. Hastanin 2 yil boyunca
radyolojik takipleri sonucu kemik iyilesmesinin ideal oldugunu tespit etmislerdir.
Sonug olarak kalvaryumdan elde edilen otojen kemigin kemik ogmentasyonu igin
uygun ve basarili olabildigini savunmuslardir. Bu nedenle ¢alismamizda altin standart
olarak kabul edilen otojen greftin, kemik rejenerasyonundaki etkisini artiracak
materyallerle birlikte kullanilmasi hedeflenmistir. Bununla birlikte arastirmada bos
kontrol grubu ile otojen kemigin tek basina yerlestirildigi grup arasinda anlamli fark
bulunmasi, yukaridaki ¢aligmalar tarafindan da desteklenmektedir.

Otojen kemik grefti elde edilmesinde farkli teknikler ve materyaller
kullanilmaktadir. Calismada defektleri olusturmak ve defektlerden elde edilen otojen
kemikleri greft materyali olarak kullanabilmek igin trefan frezler kullanilmigtir. Bu
sayede ayni boyutlarda defektler olusturularak standart bir arastirma yapilmasi
saglanmistir. Benzer sekilde yapilan bazi ¢alismalarda da greft elde edilmesinde
kullanilan trefan frezlerin bazi avantajlart  bulundugu savunulmustur(87).
Kullaniminin basit ve kolay oldugu, komplikasyon yaratma riskinin diisiik oldugu,
bazi materyallere oranla daha ucuz oldugu ve standart boyutlarda defektler
olusturulabildigi belirlenmistir. Agi1z i¢cinde mandibulada simfiz ve ramus bolgesinde,
maksillada tiiber bolgesinde ve agiz disinda ise iliak kemikten otojen greft elde
edilmesinde sik¢a kullanilmaktadir. Hayvan modelleri (izerinde yapilan galigmalarda
trefan frez kullaniminin greft toplamada kolaylik sagladigi ve dondr sahada daha az

komplikasyon yarattig1 tespit edilmistir(87-89).
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Dondr sahadan toplanan greft materyalleri blok ya da partikiil halde alici
bolgeye transfer edilebilmektedir. Yapisal biitiinliik saglayabilen ve stabil olarak
yerlestirilebilen blok greft materyaller ayn1 zamanda minimum rezorpsiyon
gostermektedir(84). Bununla birlikte rijit bir fiksasyon saglayarak alic1 sahaya
yerlestirilmesinin zorlugu, enfeksiyon riski, greftin zarar gorebilme ihtimali ve flep
altinda kanlanmasinin zorlugu gibi nedenlerle beslenememe gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Partikiil greftlerin etrafinda blok greftlere oranla daha kolay yeni kan
damar1 olusabilmesi ve bu nedenle daha kolay beslenerek hizlica olgunlasabilmesi
saglanmaktadir(33, 90, 91).

Benzer nedenlerle, blyime faktorinin kemik rejenerasyonu (zerindeki
etkinligi i¢in yapilan birgok arastirmada kalvaryal defektlerde tek basina veya diger
materyallerle kolay karistirilarak kullanilabilmesi i¢in de partikiill forma
doniistiiriilmiis otojen kemik grefti kullamilmistir(2, 92). Calismada da otojen greftin
jel kivamdaki fibrin konsantrasyonlarla karigimini ve birlesimini kolaylagtirmak,
greftin kanlanmasini artirarak olgunlagmasini hizlandirmak igin kalvaryumdan elde
edilen greft kemik ogiitiicii ile kicuk parcalara ayrilarak defekt bdlgelerine
yerlestirilmistir.

Calismada sakrifikasyon suresini belirlerken, bircok arastirmacinin kemik
rejenerasyonundaki anjiogenezi ve yeni kemik olusumunu gézlemleyebilmek igin
yeterli slirenin 4 hafta oldugunu belirledigini goz oniinde bulundurduk(93). Benzer
sekilde standart bir rat veya fare modelinde tedavi edilen bir kirigin tam bir
biyomekanik iyilesmesinin 3 ve 4 haftada meydana geldigi disiiniilmektedir(94-96).
Erken donem kemik iyilesmesinin belirlenebilmesi i¢in degerlendirme siiresinin €n
fazla 30 gun olarak smirlandirilmast gerektigini savunan ¢alismalar mevcuttur. Yeni
kemik olusumunun bu sure icinde gozlendigi, daha sonraki siirede ise rezorpsiyon ve
maturasyon fazinin basladigi ileri siirtilmiistir(97, 98). Bununla birlikte rat
kalvaryumuna agilan 5 mm’lik defektlerin ilk 15 giinde kemik rejenerasyonunun
heniiz baglamadig da ileri siiriilmektedir(99). Yapilan ¢alismalarda defekt bélgesinde
ilk 10 glindeki sureg, hematom formasyonu ile birlikte fibrin, kirmizi kan hiicreleri ve
inflamasyon gozlenmesi ile karakterizedir. Erken donemde baskin olan nétrofiller
daha sonra fibroblast benzeri hiicrelerle yer degistirirler. Kiglk atar damarlar
sayesinde periyost altindan yara yerinin beslenmesi saglanir. Hiicre dist matriks
geliserek fibroblast ve osteoblast miktari artar. 14. gunde kollajen benzeri fiberler

organize olmaya baslar. 21. giinde ise hiicre dis1 matrikste merkez ve ¢evresindeki skar
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dokusu artarak olgunlasma fazi baglar. Dordiincii hafta iginde defektin merkez ve
cevresinde yogun, fibrotik bag doku ile kemik adalar1 ve kollajen fibrilleri olugsmus
olur. Yirmi sekizinci ginde ise kemik kopriileri olusmasiyla iyilesmenin histolojik
olarak tespit edilebildigi savunulmustur(100).

TZF ve beta trikalsiyum fosfatin birlikte kullaniminin kemik {izerindeki
etkinliginin mikro bilgisayarli tomografi ile arastirildig1 bir ¢alismada ratlar 1, 2, 3, 4
ve 6 hafta sonra sakrifiye edilerek kalvaryal defektler degerlendirilmistir. ilk 3 haftada
yeterli veri elde edilmezken 3.haftanin sonunda, 4 ve 6.haftalarda elde edilen
sonuglarin kendi arasinda anlamli bir fark bulunmadigi tespit edilmistir(101).

Cacciafesta ve arkadaslari (102) 2001 yilinda, rekombinant insan biyime
hormonunun, kemik iyilesmesi tiizerindeki etkinligini karsilastirmak igin
politetrafloroetilen membran kullanarak kapattiklar1 defektler Uizerinde bir arastirma
yayinlamiglardir. Bu amagla 40 adet Wistar rati iki gruba ayirdiktan sonra 5 mm’lik
kranyal defektler agmislardir. Operasyondan sonra 28. giiniin sonunda ratlar1 sakrifiye
ederek kalvaryumlarin1 biyomekanik testler ve mikro bilgisayarli tomografi
goriintiileme ile degerlendirmislerdir. Sonug¢ olarak insan rekombinant biylme
faktorliniin sistemik uygulamasinin, membranlarla kapatilmis olan kritik boyuttaki rat
kalvaryal defektlerdeki kemik rejenerasyonunu ve kemigin mekanik giiciini

arttirabildigini ileri stirmiiglerdir.

Arastirmamizda erken donemde kemik iyilesmesi iizerinde etkinligini
gosterebilen trombositten zengin konsantrasyonlarin kullaniminin yeni kemik
olusumu {tizerindeki etkinligi histolojik ve radyolojik sonuglari incelenmistir. Bu
nedenle yapilan ¢aligmalarla benzer sekilde yeni kemik olusumunun tespit edilmesi

icin yeterli olan siire 28 giin olarak belirlenmistir.

Sakrifikasyonu tamamlanmis olan ratlarin kalvaryumlarindaki kemik
miktarlarmin degerlendirilmesi i¢in radyolojik ve histolojik incelemeler yapilmistir.
Radyolojik degerlendirme yapabilmek icin sert dokularda (¢ boyutlu olarak Olgiim
yapabilmesi gibi avantajlart olan mikro bilgisayarli tomografi tercih edilmistir. Mikro
bilgisayarlt tomografi, bilgisayarli aksiyel tomografinin mikrometre boyutunda
rezolisyonudur. Bu yontemle kemigin ii¢ boyutlu goriintiisii sayesinde radyolojik
olarak kemigin hacmi ve miktartyla ilgili ayrintili bilgi elde edilebilmektedir. Sert
dokularda histomorfometrik hesaplar ile elde edilmeyecek yapisal verilerin

hesaplanabilmesi saglanabilmektedir(103). Biyomedikal alanda dogrusal olarak
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Olciim yapabilmesinden dolay1 sert dokular1 ve mineral konsantrasyonunu kolayca
Olcebilmektedir. Yapilan bir¢ok hayvan modeli c¢alismalarinda da kemik miktart
incelemeleri  i¢in  mikro  bilgisayarli  tomografi  degerlendirmelerinden
yararlanilmistir(104). Benzer sekilde Streckbein ve arkadaslari (105) 2013 yilinda
ratlarin mandibula bdolgesine actiklart kritik boyutlardaki defektlerde biyoaktif
implantlarin (fibrin yapistirict igerisindeki yag dokusu kaynakli hiicrelerin) kemik
tyilesmesi tizerindeki etkinligini arastirmislardir. Bu nedenle 8 hafta sonra sakrifiye
ettikleri ratlarin mandibulalarindaki yeni kemik olusumunu goriintiileyebileceklerini
ve hesaplayabileceklerini disiindiikleri mikro bilgisayarli tomografi yontemini

kullanmiglardir.

Caligmada radyolojik olarak hesaplanan yeni kemik miktariyla ilgili
sonuclarin desteklenebilmesini saglamak amaciyla histolojik analizler de yapilmistir.
Histolojik degerlendirmelerle hesaplama yapabilmek igin ¢esitli avantajlar1 olan
stereolojik yontemler gibi farkli teknikler kullanilabildigi bilinmektedir. Scalize ve
arkadaglar1 2015 (106) yayinladiklar1 ¢alismada rat kalvaryumlarina agilan kritik
boyutlardaki defektlere diisiik enerjili lazer tedavisi uygulayarak kemik tizerindeki
iyilesmeyi daha dogru ve basit yoldan gosterebilecegini diisiindlkleri stereolojik
yontemleri kullanmislardir. Benzer sekilde Arosarena ve arkadaslari (107) ratlarin
femur kemigine agtiklart 4 mm’lik kritik boyutlardaki defektlere kemik iligi kok hiicre
slispansiyonu, sigir kaynakli greft materyali, kalsiyum hidroksiapatit ve buyime
faktorleri karisimi yerlestirmislerdir. Sekiz hafta sonra hayvanlari sakrifiye ederek
histolojik degerlendirme igin ornekleri toplamislardir. Bu amagla sonuglari yeni
kemik, olgun kemik ve fibroz doku miktarlari i¢in hacim hesaplamasi verebildigi ve
istatistiksel olarak tarafsiz, niceliksel bir tahmin saglayabildigini savunduklari i¢in

stereolojik teknikle incelemeyi tercih etmislerdir.

Histolojik arastirmalarda biyolojik yapilarin incelenmesinde kullanilan
stereolojik teknikler, iki boyutlu kesitlerden yararlanarak t¢ boyutlu olan 6rneklerin
cesitli matematiksel ve istatistiksel yontemlerle geometrik 6zelliklerini (hacim, say1,
yilizey alani vs.) belirlemeye yaramaktadir. Standart histolojik incelemelere oranla
derinlik degerlendirilebilmesine izin vermektedir. Tarafsiz yontemler olup sistematik
olarak hatalardan uzak bir sekilde bagimsiz sonuglar elde edilmesini saglar. Stereolojik
yontemlerle arastirilan dokudan ornekleme yapilarak toplam hiicre sayisini tespit

etmek daha kolaydir. Uygulanmasi zor ve zaman gerektiren hiicre sayimi, boylece
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daha pratik bir hal kazanmistir(108, 109). Bu nedenlerle sadece hacim hesaplamasi
icin degil yeni kemik dokusu alanmmin da hesaplanmasinda kolayca
kullanilabilmektedir.

Calismamizda da yeni kemik dokusunun degerlendirilebilmesi igin yapilan
incelemenin, gergege daha yakin, objektif sonuclar elde edilebilecegi, kolayca hacim
ve alan hesaplamasi yapilabilecegi diislinlildiigii icin stereolojik ydntem tercih
edilmistir.

Basta maksillofasiyal cerrahi olmak iizere, kemik ogmentasyonu ve
rejenerasyonu icin dental ve medikal uygulamalarda ¢esitli biiyiime faktorlerinin tek
baslarina ya da kemik greftleriyle kullanim1 her gegen giin artmaktadir(101).

Piht1 olusumunda etkili olan trombositler ayn1 zamanda yara iyilesmesinin
basindan sonuna kadar goérevli olan ve rejeneratif islemlerde basarili bir sekilde rol
oynayan biiylime faktorlerini de salgilamaktadirlar. Santrifij cihazlariyla 6zel
islemlere tabi tutularak farkli yogunluklarda trombosit konsantrasyonlari elde
edilmektedir(42).

Kemik metabolizmasi bazi kimyasal, mekanik ve elektriksel uyarilar sayesinde
diizenlenmektedir. Kemiklerde meydana gelen herhangi bir hasar sonrasinda
makrofaj, fibroblast ve trombositlerden polipeptid yapidaki bazi faktorlerin
salgilandig1 bilinmektedir. Kemik rejenerasyonu sirasinda bu faktdrler sayesinde
gerceklesen proliferasyon, migrasyon, diferansiasyon ve rezorpsiyon ile kemigin
yeniden sekillenmesi organize edilmektedir. Kemik iyilesmesi {izerinde en etkili olan
buyime faktorlerinin  TBF, TKBF, TKEBF, VEBF, IBF, FBF oldugu
bilinmektedir(110, 111). TKBF, osteoblast ve fibroblast sentezinin, osteosit
proliferasyonunun, osteoid olusumunun ve kollajen sentezinin  artmasin
saglamaktadir. Boylece rejenerasyon sirasinda kemik matriks olusumunun da
artmasinda etkili olmaktadir(112).

Trombositlerin aktive olmasiyla trombositlerden salgilanan TBF, TKBF,
TKEBF, VEBF, IBF ve FBF gibi biiyiime faktorlerinin yara yerindeki
konsantrasyonlari da artmig olmaktadir. Bununla birlikte beyaz kan hucreleri,
fibrinojen, fagositoz yapan hiicreler, damar yapiminda ve kemotaksiste etkili
hiicrelerde de artis olmaktadir (113). 2013°te Lee ve arkadaslarinin (114) yaptigi bir
aragtirmaya gore otolog kanin santrifiij edilmesiyle elde edilen trombositten zengin
plazmanin trombosit konsantrasyonunun ve igerisindeki bilylime faktdrii miktarinin

tam kandakinden ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir. Calismalar g6z Onlne
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alindiginda kemik metabolizmasinin her agamasinda etkinlik gosterebilen biiylime
faktorlerinin kemik olusumu istenen bdlgelerde artirilmasinin, kemik iyilesmesini
hizlanabilecegi ve yeni kemik miktarini artirabilecegi diisiindiirmiistiir. Bu nedenle
calismada olusturulan defekt bolgesinde biiyiime faktorlerini artirabilmek igin
trombositten zengin iirlinler yerlestirilmesi planlanmistir.

Dolder ve arkadaslar1 (115) 2006 yilinda bir ¢alisma yaparak 4 adet Wistar
ratin intrakardiyak olarak biitiin kanin1 alinarak 800 rpm hizda 15 dk. boyunca santrif(j
yaparak trombositten zengin plazma (TZP) elde edilmesinde kullanmiglardir. Cesitli
DNA, RNA, polimerize zincir reaksiyonu ve kemik iligi hiicreleri analizlerinden sonra
istatistiksel veriler elde etmislerdir. Sonu¢ olarak trombositten zengin plazmanin
kemik yapimini artiran biiylime faktorlerini icerdigini savunmuslardir.

Nagata ve arkadaslar1 (116) yaptigi ¢calismada 50 adet rat kalvaryumuna ¢ift
tarafli 5 mm boyutlarinda kritik defektler olusturmuslardir. Defektleri otojen kemikle
tek basina veya farkli miktarlardaki trombositten zengin plazma ile birlikte
doldurmuslardir. Otojen kemigin TZP ile kullaniminin kemik iyilesmesi {izerine olan
etkisinin kontrol gruplarina gore daha olumlu oldugunu tespit etmislerdir.

Khairy ve arkadaslarinin (117) 2013°te yaptiklar1 bir ¢aligmaya gore 3 ve 6 ay
arayla TZP ve otojen kemik birlikte ve otojen kemik tek basina kullanilarak
degerlendirilmistir. ilk 3 ayda kayda deger bir fark bulunmazken 6 ay sonra yapilan
incelemede TZP’nin iyilesmeyi olumlu dl¢lide artirdigini savunmuslardir. TZP’nin
kullaniminin yeni kemik yapimini artirdig1 gézlenen benzer ¢alismalarda trombositten
zengin Urlinlerin kullanilmasi ile ortamda biiylime faktorlerinin artmasinin saglanacagi
kanisina karar verilmistir.

Bununla birlikte guniimuzde TZF ve diger yeni nesil trombositten zengin
konsantrasyonlarin TZP’ye gore avantajlart oldugu bilinmektedir. TZP igerisinde
fazladan madde (heparin, sigir trombini, EDTA) bulunan tuplerde uzun sureli
santrifiijle elde edilmektedir(56, 61). TZP'nin bildirilen dezavantajlarindan birinin
doku onariminda rol oynayan bir dizi biiyiime faktdriine ragmen dogal iyilesme
stirecine miidahale eden bir antikoagiilan icermesi oldugu bilinmektedir. Daha sonra
gelistirilen fibrinlerde ise bu dezavantajlarin iistesinden gelinmis ve daha fazla protein
igcerebilen konsantrasyonlar elde edilmistir(118).

Giannini ve arkadaglar1 (119) 2015 yilinda TZP, biyume faktorlerinden zengin
plazma (BFZP) ve TZF’nin ii¢ protokoliinii temel &zelliklerinde karsilagtirmak ve

boylece uygulayicilara rejeneratif cerrahide en iyi kan {iriiniinli 6nerebilmek i¢in bir
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calisma yapmislardir. Calismanin sonuglarina gére TZF’nin igerisinde diger
konsantrasyonlara oranla en yuksek miktarda trombosit, buytime faktorleri icerdigi ve
%65 oraninda l6kosit oldugu, fibrin, vitronektin ve fibronektin agisindan son derece
zengin oldugu tespit edilmistir. Yeni damar olusumu, bagisiklik sistemi diizenleyici
ve osteokonduktif oOzellikler ile icerdikleri mezenkimal kaynakli kdk hiicreler
acisindan da TZF digerlerine gore istiin bulunmustur. Miktar olarak daha fazla elde
edilebilmesi, maliyetinin diisiik olmas1 ve daha kolay bir protokolle elde edilebilmesi
de diger avantajlarindan oldugunu savunmuslardir. Ayrica herhangi bir biyokimyasal
madde ilave edilmeyen TZF’nin, bu nedenle dogal kan triinii oldugu ve TZP’ye oranla
daha sik1 yapida fibrin iskeleti igeren bir konsantrasyon oldugu bilinmektedir(40, 119).

Dohan ve arkadaglar1 (40) yaptiklari c¢aligmada kemik rejenerasyonunun
basladig1 24 saat i¢inde biiylime faktorleri saliniminin TZP’de maksimum seviyeye
ulagsmakta oldugunu, sonraki 7 giin boyunca azalarak sonlandigini savunmaktadir.
TZF’de ise ilk 7 glin boyunca arttig1 ve 2 haftanin sonunda maksimum seviyeye
ulasarak yaklasik 1 ay boyunca salinimin devam ettigini ileri stirmiislerdir.

Literatiirlerde de anlatildigir gibi TZF’nin TZP’den iistiin 6zelliklere sahip
oldugunu kanitlayan benzer calismalarda da gorildiigi gibi arastirmamizda TZP
degerlendirilmemistir. Bunun yerine TZP’ye gére daha yeni jenerasyon olan TZF,
KBF ve G-TZF’nin kemik iyilesmesi {izerindeki etkilerini karsilagtirmali olarak
degerlendirilmesi tercih edilmistir.

Kazakos ve arkadaslari(120) 2011 yilinda yayinladiklari caligmada jel
kivamdaki TZP’nin, yonlendirilmis doku rejenerasyonu ile birlikte ya da tek basina
kullaniminin kemik iyilesmesi tizerindeki etkinligini arastirmiglardir. Bu amacla 30
adet tavsanin cenelerinin on tarafa yakin bolgesine actiklari 1 cm’lik yuvarlak
defektlere tek basina insan kaynakli membran, tek basina TZP ve iki materyali birlikte
yerlestirerek lic grup olusturmuslardir. 12 hafta sonra sakrifiye ettikleri tavsanlarin
¢enelerini histolojik olarak incelemislerdir. Analiz sonuglarina goére TZP’nin tek
basina ya da insan kaynakli membranla birlikte kullaniminin kemik iyilesmesini
artirmadigini sadece skar dokusuyla iyilesme olugunu tespit etmislerdir. Bu sonucu,
TZP’nin tek basina kullanilmasinin yumusak doku onarimini artirmasi ile
aciklamislardir.

Kim ve arkadaslarinin(121) 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada 20 adet tavsana
kranyal defektler acarak bos birakmis ya da TZF, TZP ve KBF ile doldurmuslardir. 6

ve 12 hafta sonra sakrifiye ederek mikro bilgisayarli tomografi yontemiyle ve
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histomorfometrik analizle incelemislerdir. Sonug olarak kemik iyilesmesine biiyiime
faktorlerinin katkisinin oldugunu ancak uzun dénemde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadigin1 tespit etmislerdir.

Calismada, yukaridaki ¢alismalara benzer sekilde, otojen greft kullanilmadan
trombositten zengin iirlinler yerlestirdigimiz gruplarin birbirleri ve bos kontrol grubu
ile aralarinda anlamli bir fark bulunmamasi, otojen greft yerlestirilmeden kullanilan
blylme faktorlerinin kemik iyilesmesi tizerindeki etkinliklerini yeteri kadar
gosteremedigini diisiindiirmektedir. Bu durum trombositten zengin drlnlerin, tek
basina yerlestirilmesinin, yumusak doku onarimina olan katkilarinin kemik iyilesmesi
tizerine olan katkilarindan daha fazla oldugu ile agiklanabilir.

Bununla birlikte trombositten zengin runlerin osteojenik etkinliklerini
gosterebilmeleri igin canli hiicrelere ihtiyag duyuldugu da bilinmektedir. (52) Bu
nedenle diger gruplarimizda trombositten zengin urunler defekt bolgesine allogreftler
gibi materyaller yerine otojenik greft ile birlikte yerlestirilmistir. Zhang ve
arkadaglarmin  (122) 2012°’de yaptiklart ¢alismanin sonuglari da bu karar
desteklemektedir. Yaptiklart calismada maksiller siniis yiikseltilmesi operasyonunda
sigir kaynakli bir greftle TZF karistirilmig, kontrol grubuna ise sigir kaynakli greft tek
basina uygulanmistir. 6 ay sonra yapilan degerlendirmeye gore TZF nin greftle birlikte
kullanim1 yeni kemik olusumunu bir miktar yiikseltmis olsa da kontrol grubu ile
kiyaslandiginda bu farkin anlamli olmadigini tespit etmislerdir. TZF nin s1g1r kaynakli
greft ile kullaniminin yeni kemik olusumunu artirmada etkili olmadigini
savunmuslardir. Buna karsin yaptigimiz  c¢alismada trombositten  zengin
konsantrasyonlarin otojen kemikle birlikte kullanimi, otojen kemigin tek basmna
yerlestirildigi gruba gére anlamli sonug verebilmistir. Bu sonucun trombositten zengin
konsantrasyonlarin canli hiicreler iizerinde daha fazla etkinlik gosterebilmesinden
kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Sohn ve arkadaslarmin (123) yaptig1 ¢alismada 53 hastaya 61 siniis lateral
duvardan pencere agilarak yiikseltme ve implant operasyonu yapilmistir. Implantlar
yerlestirilmeden once ylikseltilen siniis tabanina tek bagina KBF’nin otolog fibrinden
zengin bloklarimi yerlestirmislerdir. On ay sonra yapilan histolojik, radyolojik ve
klinik muayeneler sonrasinda yeni kemik olusumunun yiiksek miktarda oldugu tespit
edilmistir.

Sohn ve arkadaslarinin (58) yaptig1 baska vaka raporuna gore ise implant

operasyonu yapilmasi planlanan olan ii¢ ayr1 vaka incelenmistir. Ilk vaka iist ¢eneye
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sinus elevasyonu gereken bir hasta, ikici vaka bukkal duvari olmayan bir bolgeye sahip
hasta ve son vaka ise kemik genisligi yetersiz alt ¢enesi bulunan bir hasta olarak
tamimlanmustir. Kemik yetersizligi olan ve ogmentasyonu planlanan bolgelere KBF,
sigir kaynakli greft veya allogreftlerle karistirarak ve membran olarak uygulanmustir.
Yapilan radyolojik degerlendirmeler sayesinde KBF’nin kemik olusumuna 6nemli
Olciide katkida bulundugu ve yonlendirilmis doku rejenerasyonu agisindan da etkili
oldugu tespit edilmistir.

Arastirmanin sonuglarina gore yukarida anlatilan ¢aligmalara paralel olarak
KBF’nin herhangi bir materyal kullanilmaksizin yerlestirildigi grupla bos kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir. Sohn’un maksiller siniis yiikseltilmesi
uyguladigi vakada KBF’nin anlamli sonug¢ vermesi ise operasyon tiiriine bagli olarak
gerceklesmistir.

KBF’nin otojen kemikle birlikte kullanildigi, Durmuslar ve arkadaslarinin
(124) 2016’da yaynladiklar1 ¢alismada ise 4 aylik 20 adet Yeni Zelanda tavsanini 4
gruba ayirarak kullanmiglardir. Tavsanlarin tibialarina periimplantitis olusturmak
amacityla 2 adet 8 mm’lik monokortikal defektler agildiktan sonra implant
yerlestirmiglerdir. Gruplar; defektlerin bos birakildigi kontrol grubu, KBF’nin tek
basina yerlestirildigi deney grubu, otojen kemigin tek basina yerlestirildigi deney
grubu ve KBF ile otojen kemigin birlikte kullanildiklar1 deney gruplaridir. 8 hafta
sonra sakrifiye edilen tavsanlarin histomorfometrik ve stereolojik analiz sonuglarina
gore KBF’nin kemik rejenerasyonunu, otojen kemikle birlikte kullanildiginda diger
gruplara oranla énemli 6lglide artirdigr tespit edilmistir. Diger sonuglardan biri olan
KBF’nin yalniz bagma kullanildigi grup ile bos kontrol grubu arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir fark bulunmamasidir. Bu sonuglar ¢galismamizin bos kontrol grubu,
KBF’nin tek basma ve otojen greftle kullanildigi gruplarin arasindaki sonuglari
desteklemektedir. Bu durum, otojen greft yerlestirildiginde iskele gorevi de
gorebilmesi ve greftten uzun sure boyunca biyiime faktorl salinabilmesi sayesinde,
kemik iyilesmesine katkinin belirgin olarak artmasi ile agiklanabilir.

Calismada G-TZF’ nin tek basina yerlestirildigi grupta yeni kemik yapiminin
uyarildig1r ve buna bagli olarak yeni kemik dokusunun bulundugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte bos birakilan grupta ise sadece yumusak doku ile iyilesme
gozlenmistir. Benzer sekilde 2018 yilinda yayimnlanan, G-TZF ile ilgili ilk klinik

calisma olan aragtirmanin sonuglarina gore de G-TZF tek basina yerlestirildigi

54



gruplarda, bos birakilan gruplara oranla kemik yikimini azalttig1 ve kemik yapimin
artirdig1 tespit edilmistir(125).

Kobayashi ve arkadaslar1 (61) 30 ve 60 yas arasindaki 6 goniillii donérden elde
ettikleri kanla 18 kan 6rnegi almislardir. Ornekler TZP, TZF ve G-TZF igin Ozel
protokollere sahip santriftjlere tabi tutulmustur. TZP, TZF ve G-TZF’nin her biri i¢in
3’er adet 6rnek olusturmuslardir. Ornekler 15 dakika, 60 dakika, 8 saat, 1 giin, 3 giin
ve 10 gln boyunca biiyiime faktorii salinimi i¢in karistiric1 plakalara yerlestirilmistir.
Icerisindeki TKBF-AA, TKBF-AB, TKBF-BB, VEBF, TBF, FBF ve IBF miktarlar
ELISA analizleri ile degerlendirilmistir. Trombosit konsantrelerinden salinan en
yuksek buyume faktorinin TKBF-AA oldugu, ardindan sirayla TKBF-BB, TBF,
VEBF ve TKBF-AB oldugu tespit edilmistir. Genel olarak, 15-60 dakikalik tiretimin
ardindan TZP’nin, TZF ve G-TZF’ye kiyasla onemli dl¢iide daha yiiksek miktarda
biiyiime faktorleri saldigi tespit edilmistir. Daha sonra 10 giine kadar, rutin olarak G-
TZF’nin en yiliksek oranda biiylime faktorlerini salgilamakta oldugu bulunmustur.
Ayrica, G-TZF’nin, TZP ve TZF'ye kiyasla 10 giinliik siire sonunda énemli 6l¢iide
daha yiiksek miktarda protein biriktigini savunmuslardir. Sonug olarak erken dénemde
TZP kemik iyilesmesinde etkili olan proteinleri daha fazla salgilatmasina ragmen uzun
donemde G-TZF’nin 6nemli 6l¢iide daha fazla miktarda biiytime faktorii salgiladig
ve biriktirdigini tespit etmislerdir. Bu nedenle rejeneratif islemlerde G-TZF’nin daha
etkili olabilecegini savunmuslardir.

Calismamizin sonuglarina gore G-TZF nin otojen greftle birlikte kullaniminin
stereolojik ve radyolojik olarak degerlendirilmesi sonucunda KBF ve TZF nin otojen
kemikle kullanimina oranla daha fazla miktarda kemik dokusu olustugu tespit
edilmistir. Bu durum, Kobayashi ve arkadaglarinin (61) yaptigi caligmaya benzer
sekilde, 28 glnluk strenin sonunda G-TZF’nin diger kan iiriinlerine oranla daha uzun
siire biiylime faktorii salinmasina bagl olarak kemik iyilesmesine daha fazla katkida
bulunmasi ile agiklanabilir.

Isobe ve arkadaglar1 (126) 2017°de yayinladiklari bir ¢alismada G-TZF, KBF
ve trombositten fakir fibrin komplekslerinin membran formuna dontistiirerek mekanik
ozelliklerini incelemislerdir. 27 ve 56 yas aralifindaki sigara icmeyen ve saglikli 4
erkek gondlli bireyden antikoagiilan igermeyen tiiplere kan alinmistir. G-TZF ve KBF
elde edebilmek i¢in uygum degerlerde santrifiij yapilmigtir. Kirmizi kan hiicrelerini
iceren kisim elimine edildikten sonra elde edilen KBF ve G-TZF steril 1slak sarg1 bez

icerisinde paslanmaz celik iki plaka arasina konarak sikistirllmistir. Béylece 1mm
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kalinliginda belli bir gerilime sahip membranlar elde edilmistir. Elde edilen
membranlar elektron mikroskobunda degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak KBF ve G-
TZF’nin mekanik parametreler ve rezorbe olmasi agisindan benzer olduklarini, buna
ragmen trombositten fakir fibrin kompleksine oranla daha giiglii olduklarini ve daha
ge¢ bozunduklarint tespit etmislerdir. Bu nedenle kemik rejenerasyonu igin
ogmentasyonu yapilmasi planlanan bolgelerde membran olarak kolaylikla
kullanilabileceklerini savunmuslardir.

Masuki ve arkadaslar1 (127) ise 2016 yilinda yaptiklari ¢alismada 37 ve 68 yas
arasindaki 6 saglikli goniillii erkek donérden 2 hafta arayla 6zel tiiplere 3 ayr1 kan
ornekleri alinmistir. Tiipler trombositten zengin plazma (TZP), biiyiime faktorlerinden
zengin plazma (BFZP), konsantre blytime faktorii (KBF) ve gelistirilmis trombositten
zengin fibrin (G-TZF) elde edilmesi i¢in uygun hiz ve zamanlama ile santrifiij
edilmistir. G-TZF ve KBF preparatlar1 oziitlerin iiretimi i¢in standartlastirilmis ve
homojenize edilmistir. G-TZF ve KBF preparatlarindaki beyaz kan hiicreleri ve
trombositler, tam kandaki kirmizi kan hiicresi fraksiyonlari, hiicresiz serum ve
KBF/G-TZF eksiidasyonlarmin ¢ikarilmasiyla belirlenmistir. ELISA kitlerini
kullanarak TBF, TKBF, VEBF gibi blyume faktorlerinin ve interlokin-1 ve interlokin-
6 gibi proinflamatuar sitokinlerin konsantrasyonlarini belirlemislerdir. Yaptiklart
calismanin sonuglarina gore beyaz kan hiicreleri ve trombosit sayilarinin KBF ve G-
TZF’de BFZP ve TZP’dekine oranla istatistiksel analizde anlamli derecede yiiksek
bulmuslardir. igerdikleri biiyiime faktérleri agisindan da en yiiksek oranda G-TZF’de
ardindan KBF’de, ardindan TZF’de ve son olarak en az miktarda BFZP’de
bulunmustur. Proinflamatuar hiicreler agisindan sirayla en yliksek oranda TZP’de,
daha sonra KBF’de, daha sonra G-TZF ve BFZP’de bulmuslardir. Bu nedenle
yaptiklart ¢alismanin sonuglari dogrultusunda KBF ve G-TZF’nin bir iskele rolii
gormesiyle birlikte biiylime faktorleri acisindan da bir rezervuar gorevi oldugunu
savunmuglardir. Bu nedenle G-TZF ve KBF’nin anjiogenez, yara iyilesmesi ve doku
rejenerasyonunun baglatilmasinda TZF’ye gore daha yiiksek bir kapasiteye sahip
oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Calismada G-TZF’nin diger trombositten zengin konsantrasyonlar ile
karsilagtirmali olarak yeni kemik olusumu Uzerindeki etkisi arastirtlmistir. Sonug
olarak otojen kemik kullanilan gruplarda G-TZF’nin iyilesmede diger
konsantrasyonlara oranla daha etkin oldugu, ancak tek basina bu etkinligi

gosteremedigi ve diger iirlinlerle aralarinda fark olmadigi sonucuna varilmistir.
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Trombositten zengin drinlerin, yerlestirildikleri bdlgenin  kanlanmasint  ve
beslenmesini artirmasi, bolgeye kemik yapimini artiran hiicresel elemanlarin gogiini
artirmas1 ile otojen kemik cevresinde yeni kemik olusumunu hizlandirdig:
diistiniilmektedir. Masuki ve arkadaslarinin(127) yaptig1 ¢alismanin sonuglar1 da bu
sonucu desteklemektedir.

Maksillofasiyal bolgede kist, timor gibi patolojilerin rekonstriksiyonunda,
travmalarin tedavisinde ve implant operasyonlari planlanan hastalarin erken dénemde
sagligina kavusabilmesi ve fonksiyonel ihtiyaglarini kisa siirede karsilayabilmesi igin
kemik grefti uygulanan bolgenin hizla iyilesmesini saglayabilecek islemler
uygulanmasi gerekmektedir. Bu nedenle hekimler igin elde edilmesi ve uygulanmasi
kolay, hasta agisindan ekonomik ve yan etkisi olmayan Urunlerin tercih edilmesi
onemlidir. Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina gére; TZF, KBF ve G-TZF, ratlarin
kalvaryumlarina agilan defektlerde otojen kemikle birlikte kullanildiginda kemik
rejenerasyonunu artirmada basarili oldugu belirlenmistir. Trombositten zengin
urtnlerle birlikte 6zellikle daha yeni bir jenerasyon olan G-TZF’nin greft materyalleri
ile kullaniminin daha iyi aydinlatilabilmesi ve dis hekimligi ile tipta klinik
kullaniminin yayginlastirilabilmesi i¢in daha fazla klinik ve histolojik arastirma

yapilmas1 gerektigi diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

1. Defektlerde enfeksiyon, kanama veya iyilesememe gibi herhangi bir
komplikasyon gbzlenmemistir.

2. Trefan frez kullanilarak ratlarin kalvaryumlarna acgilan 5 mm’lik defektler
bliylime faktorlerinin kemik iyilesmesi {iizerindeki etkinligini arastirmak igin
uygundur.

3. Ratlardan intrakardiyak olarak alinan kanin uygun degerlerde santrifiijii ile
TZF, KBF veya G-TZF elde edilebilmektedir.

4. Buyume faktorlerince zengin olan trombositten zengin trlnlerin; elde edilmesi
basit, ucuz, uygulama isleri kolay ve komplikasyon riski diisiiktiir.

5. Partikil haldeki otojen kemiklerin jel formda olan trombositten zengin trtinler
ile karistirilmasi ve yerlestirilmesi kolaydir.

6. Otojen greftin trombositten zengin triinlerle kullaniminin, kontrol grubuna ve
tek basina trombositten zengin iirlinlerle kullanildig1r gruplara oranla histolojik ve
radyolojik olarak yapilan degerlendirmeye gore kemik rejenerasyonu tzerinde olumlu
bir fark oldugu tespit edilmistir.

7. Histolojik ve radyolojik olarak defekt bolgesinde tek basma trombositten
zengin Urlinlerin kullanildigr gruplarin kendi aralarinda ve bos kontrol grubu ile
aralarinda istatistiksel olarak anlamda bir fark gézlenmedigi sonucuna varilmstir.

8. G-TZF’nin otojen kemik ile birlikte kullanilarak greft bolgesine yerlestirildigi
grupta histolojik ve radyolojik olarak KBF ya da TZF ile otojen kemigin birlikte
kullanildig1 gruplara oranla kemik rejenerasyonunun daha fazla oldugu saptanmustir.
9. Sonug olarak 28 giinlik siirede partikiil formdaki otojen greftin basta G-TZF
olmak iizere KBF ya da TZF ile karistirilarak kullaniminin tek baslarina kullanimina
oranla daha hizli ve daha yogun bir kemik rejenerasyonu sagladigi tespit edilmistir.
10.  Elde edilmesi ve uygulama kolayligi, diisiik maliyeti, diisiik komplikasyon
riski diisiintildiigiinde, kemik rejenerasyonunun kisa siirede, saglikli ve dogal bir
sekilde gergeklesebilmesi i¢in trombositten zengin ({iriinlerle otojen kemigin
karistirilarak uygulanmasinin basarili sonuglar verebildigi gozlenmistir.

11. Ileri calismalarla birlikte trombositten zengin iiriinlerin basta G-TZF olmak

tizere, otojen kemik ile birlikte kullaniminin, preprotetik cerrahi, rekonstriksiyon
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saglanmasi ya da implant operasyonlari yapilmasi amaciyla kemik yetersizligi bulunan
maksillofasiyal bolgedeki defektlerde klinik uygulamalarda rahat¢a kullanilan

yontemler olabilecegini diistinmekteyiz.
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