T.C. SAGLIK BIiLIMLERI UNiVERSITESiI, GULHANE SAGLIK
UYGULAMA VE ARASTIRMA MERKEZi

PLASTIK, REKONSTRUKTIF VE ESTETIiK CERRAHI ANABILIiM DALI

OTOJEN KEMIiK GREFT UYGULAMASINDA YAG GREFTININ KEMIK
IYILESMESI UZERINE OLAN ETKIiSi: DENEYSEL CALISMA

Dr. Deniz UYANIK

TIPTA UZMANLIK TEZI

ANKARA/2018



T.C. SAGLIK BIiLIMLERI UNiVERSITESiI, GULHANE SAGLIK
UYGULAMA VE ARASTIRMA MERKEZi

PLASTIK, REKONSTRUKTIF VE ESTETIiK CERRAHI ANABILIM DALI

OTOJEN KEMIiK GREFT UYGULAMASINDA YAG GREFTININ KEMIK
IYILESMESI UZERINE OLAN ETKIiSi: DENEYSEL CALISMA

Dr. Deniz UYANIK

Tez Damismam

Doc. Dr. Sinan OKSUZ

TIPTA UZMANLIK TEZI

ANKARA/2018



TESEKKUR

Bu tez, Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi, Plastik, Rekonstriiktif ve
Estetik Cerrahi Anabilim Dali tarafindan bana verilmis ve otojen kemik greft

uygulamalarinda yag greftinin kemik iyilesmesi lizerine olan etkisi arastirilmistir.

Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerahi uzmanlik egitimimde tecriibeleri ve
degerli katkilariyla beni yetistiren, dogrular1 6grenmem adina higbir fedakarliktan
kaginmayan, iyi bir insan ve iyi bir plastik cerrah olabilmem i¢in bana 6rnek olan,
hosgoriisiiyle zor donemleri atlatmamda biiyiik pay sahibi ve 6gretim {iyesi vasfinin
yaninda bir agabey olarak gordiigiim sayin hocam Dog. Dr. Sinan OKSUZ’e sonsuz

tesekkiir ederim.

Asistan egitim siirecimde bana gosterdigi ilgi, destek ve bilimsel tecriibesini
esirgemeyen cok degerli hocam Prof. Dr. Mustafa DEVECI’ye saygi ve minnetlerimi

sunarim.

Alt1 y1l i¢inde bir arada ¢aligsma firsatt buldugum sayin hocam Prof. Dr. Naci
KOSTAKOGLU’na, Dog. Dr. Umut TUNCEL’e, Yrd. Dog. Dr. Aydin TURAN’a ve
bir¢ok aci ve tath aniyr yasadigimiz donem arkadasim Dr. Mehmet Esat OLGUN’a,
ayrica ¢ok degerli hemsire, klinik personeli ve yanik merkezi personel arkadaslarima

siikranlarimi1 sunarim.

Plastik cerrahi egitim siiresi boyunca ¢ok fazla zaman geg¢iremedigim ama
destegini ve sevgisini her zaman yanimda hissetti§im sevgili nisanlim Dr. Ferdi
GUNES’e ve bugiine gelmemde biiyiik emekleri olan annem, babam ve kiz kardesim

Elif UYANIK’a da sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt sttt sae s [
ICINDEKILER ....c.cvviiiiiteieicictce ettt ettt i
SIMGELER VE KISALTMALAR ........cocooiitetiiitieeeieeeeeie e 1\
TABLO LISTESI...coiiiiiiiiiicce ettt %
RESIM LISTEST ..ottt Vi
GRAFIK LISTESI ...viiiiiteesece ettt Vil
SEKIL LISTESI...ocviiiiiiiiceeeee ettt ettt viii
OZET ..ttt iX
ABSTRACT L.ttt et e e b nree s xii
1. GIRIS VE AMAC ...ttt en ettt sn st en s sas e 1
2. GENEL BILGILER .....cooviiiiiiiiiiiiicisisseier et 4
2.1 TARTHCE .....oooieieieeeeeceee ettt 4
2.2. KEMIK DOKUSU ....cvoiiiiiiisriceeieiessssssiese st 5
2.2.1. Kortikal ve Kanselloz Kemik Dokusu.........cccovvviiiiiiiiiniiiiic e 5
2.2.2. Primer ve Sekonder Kemik DOKUSU ...........ccccuiviiieininrciisiseecnceeees 7
2.2.3. Kemik Dokusu HUCTEIETT......cocuviiiiiiiiiiieiiiie e 7
2.2.3.1. Osteoprogenitdr hliCreler..........oovvviiiiiiiiiiii 7
2.2.3.2. OSteobIaStlar...........ccooiriiiiic s 8
2.2.3.3. OStEOSITIEN ... 8
2.2.3.4. OStEOKIASHIAr..........cviviiiiiiicc 8

2.2.4. KeMIK MELIKSE ....cooviveiiiiiiicice e 9
2.2.5. Kemigi Saran Yapilar ..o 9
2.2.5. 1. PEIOSTEBUM ...ttt 9
2.2.5.2. ENAOSTEUM ...ttt 10

2.2.6. Kemigin VaskUlaritesi .......ccouerireeiieiiiiiiieisie e 10
2.2.7. Kemik Olusumu (KemikIesme) .........ccoceeiiiiiiiiiiiiieiiceeee e 10
2.2.7.1. Enkondral KemiKIESMe.........ccceeviiviiiiiiiiiiiiiiiie e 10
2.2.7.2. Intramembrandz KemiKIESME ...........cccevevevevereeeeeieieeee e, 12

2.2.8. KemiK TYileSmeSi .....vuiveveriiiieceereieiieecteie et 12
2.2.8.1. Primer 1¥1l€SIME ......vveiiiiiieiiie e 12



2.2.8.2. Sekonder 1ylle$me .......cccveviiiiiiiiiiieseci e 13

2.2.9. Kurik Iyilesmesini Etkileyen FaKtSrler .........coocevvvcveirirererceeiseerereeenaan, 15
2.2.9.1. Lokal faktOrler........cueeiiiiiieiieiieeeiie e s 16
2.2.9.2. Genel faKIOTIET .....ccvieiiiiiiieie s 17

2.2.10. KeMIK Greftler..... ..o 17

2.2.11. Otojen Kemik Greftler........oooviveiiie e 18

2.2.12. Otojen Kemik Greftlerinde IyileSme .........ccoevvevevevereeeceeceeeee e, 19

2.2.13. Kemik greft iyilesmesini etkileyen faktorler .........ccooeviiiiiiiiiiiniiiinnns 20

2.3. YAG DOKUSU ..ottt 21

2.3.1. YAZ GEOTHL cueeiiieei e 21

2.3.2. Yag Grefti Elde Etme ve Uygulama............ccocoovniiniiiiiiiie, 23

2.3.3. Yag Greftin IyileSmeSi........cccvuriverrirereiireiicreieseissssesse e, 23

2.4. TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA ..ottt 24

2.4.1. Trombositten Zengin Plazma Elde Etme ve Uygulama: ..............cccco..... 25

3. GEREC VE YONTEM .....csiiiiiieteeies e e st es et ensas et en st sss st 26
3.1. DENEY MODELI VE GRUPLAR .......cccoevvitreeeceeeetee e 27
3.2. OPERASYON TEKNIGI ....coorvriiiiiiiiineisiscsssiseessesssssssesss e 30
3.3. DENEY PROTOKOLU ......ceeietiieieieieeieee ettt 31
3.4. DEGERLENDIRME YONTEMLERI ........cocooviiiiiiceeeceecee e 32

3.4.1. Radyolojik degerlendirme...........cccccoeriiiiiiiiiiiicn e 32

3.4.1.1. Bilgisayarli tomografi goriintiilerin degerlendirilmesi: ..................... 32

3.4.1.2. Bilgisayarli tomografide kemik greft dansitelerin degerlendirilmesi 33

3.4.2. Histolojik degerlendirme ............cccocveiiiiiiiiiie e 34
3.4.3. Istatiksel deZerlendirme...........ccccveveviieieecuereeiiee e 35

A, BULGULAR .....cooeieceeeee et see st n s sn et sss e 36
4.1. KLINIK BULGULAR ......oooiietitieceeieeeeeeee e, 36
4.2. RADYOLOJIK BULGULAR ......c.coooitiiiiecteieteeeeeee e, 37
4.3, HISTOPATOLOJIK BULGULAR ......c.cocoiiieieieeceeeeeeeee e, 41
5. TARTISMA ..ottt teee ettt s ettt n ettt en et ne st enenes 44
6. SONUC ..ottt ettt s et en et na st n et s s et en st ensntasns et enees 48
7 KAYNAKLAR ..ot enae sttt sen s s s aane e 49
OZGECMIS .ottt ettt e ettt et et en e 59



ALP
ATP
BMP
BT
CAMP
EGF
FGF
PDGF
PRP
TFP
TGF-B
TNF-a
TZP
VEGF

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Alkalenfosfataz

: Adenozintrifosfat

: Kemik morfogenetik protein

- Bilgisayarli tomografi

: Siklik adenozinmonofosfat

: Epidermal biiylime faktorii

: Fibroblast biiytime faktorii

. Platelet kaynakli biiyiime faktorii
: Platelet-rich plasma

: Trombositten fakir plazma

: Transforme edici biiyiime faktorii - beta
: Timor nekroz faktori - alfa

: Trombositten zengin plazma

: Vaskiiler endoteliyal biiytime faktorii



TABLO LIiSTESI

Tablo 1: Gorsel analiz i¢in uygulanan skorlama. Modifiye Lane ve Sandhu
radyolojik skorlama kriterlerinden uyarlanmistir. ..........ccocoevvveeiiveennnen. 33

Tablo 2: Histopatolojik evreleme Kriterleri..........cooooiiiiiiiiiiiice 34



Resim 1:

Resim 2:
Resim 3:
Resim 4:
Resim 5:
Resim 6:

Resim 7:

Resim 8:

RESIM LISTESI

Kortikal kemigin morfolojik yapisi. Uzun eksene parallel seyreden

Havers kanallann ve eksene dik seyreden Volkmann kanallarmin

GOTUNTIMTL ..ttt e e e e s bn e s 6
Enkondral kemiKIeSme. ...........cccuiiiiiiiiiiiiiii e 11
Yeni zellanda tavsani ..........coocvieeeiiiiiee e 26
Tavsan kraniumunda kemik defekt olusturulmast. ..........cccccccevvvvveennnne. 27
Grup 1’de kemik defekt alanlarin otolog kemik greft ile onarimu. ........ 28
Gruplarin oluSturUIMASL........cueeiiiiiieie e 28

Grup 2’de kemik defekt alanlarin onarimi + yag grefti
UYGUIAMASI. ..ot 29

Grup 3’de kemik defekt alanlarin onarimi + TZP uygulamasi. ............. 30

Vi



Grafik 1:

Grafik 2:

GRAFIK LISTESI

Gruplara gore kemik dansitesi dagilimi. Tek yonlii varyans analizi
(P < 0.05). it 41
Histopatolojik analizin gruplara gore dagilimi. Tek yonlii varyans

aNAliZi (P < 0.05). cooiiieiiie 43

vii



SEKIL LiSTESI

Sekil 1: Deney gruplari ve degerlendirme takvimi..........cocccevviiiiiiinniiien e 32

viii



OZET

Kritik boyutta kemik defektleri organizmada kendiliginden iyilesemeyecek en
kiiglik boyuttaki kemik defekti olarak bilinmekte ve tedavisinde ¢esitli kemik greft
materyallerin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Gliniimiizde kritik boyuttaki kemik
defektlerinin tedavisinde altin standart yontem otojen kemik grefti uygulamalaridir.
Fakat otojen kemik grefti uygulamalarinda rezorbsiyon sebebiyle, baslangigta elde
edilen tatmin edici sonuglar zamanla hacim ve kontur bozukluklarina yol
acabilmektedir. Ayrica defekt boyutlarmin fazla oldugu ve alici sahada yetersiz
vaskiilarizasyonun oldugu durumlarda vaskiilarize kemik greft uygulamalar1 6n plana
cikmaktadir. Vaskiilarize kemik greft uygulamalari mikrocerrahi teknikler
yardimiyla gergeklestirilmektedir. Bu yontem zor oldugu kadar komorbidite ve
komplikasyonlarla  seyretmektedir. Bu nedenlerle otojen kemik  greft
uygulamalarinda defekt boyutunda azalma saglayic1 teknikler ve greft

inkorporasyonunu arttirict yontemler gelistirilmeye calisilmistir.

Yag greftinin bol miktarda barindirdigt mezenkimal kaynakli kok hiicreler
morfolojik ve fenotipik olarak diger kok hiicrelerden farkli degildir. Mezenkimal
kaynakli kok hiicrelerin adipojenik, osteojenik, kondrojenik, myojenik ve ndrojenik
hiicrelere doniisiim potansiyeli oldugu gosterilmistir. Trombositten zengin plazma
(TZP) ise organizmanin kendi kanindan elde edilen ve konsantre plazma iginde,
normal kana gore yiiksek oranda trombosit iceren ayrica icerdigi biiyiime faktorleri
sayesinde osteogenitor hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasi saglayan biyolojik bir

mediyatordiir.

Bu deneysel calismada; tavsanlar {izerinde olusturulan kritik boyutlu kranial
kemik defektinin kemik greft ile rekonstrilksiyonunda, yag grefti ile birlikte
uygulanmasinin veya plateletten zengin plazma ile birlikte uygulanmasimin kemik

iyilesmesi tlizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir.

Calismamiz i¢in tavsan kranial kritik boyutlu kemik defekt modeli segildi.

Deney hayvan sarfinin azaltilmasi igin 4000-4500 gr agirhiginda 27 adet yetiskin



Yeni Zelanda cinsi erkek tavsanin sag ve sol parietal kemik bolgeleri kullanilarak
18’er parietal kemikten olusan 3 gruba ayrildi (n=54). Her tavsanin sag ve sol
parietal bolgelerinden alinan 15 mm'lik kemik greftleri ile kritik biiyiikliikte kemik
defekt alanlart olusturuldu. Alinan kemik greftlerin  karsilikli  olarak yer

degistirilmesi ile otolog kemik grefti ile onarim saglandi.

Grup 1 deneklerde kranium kemik defekti sadece otojen kemik grefti ile
onarildi. Grup 2 deneklerde kranium kemik defekti, otojen kemik greft ve tavsanlarin
inguinal bolgelerinden alinan ve 3000 rpm’de santrifiij edilen 1cc yag grefti ince bir
tabaka halinde kemik greft {izerine yerlestirilerek onarildi. Grup 3 deneklerde ise
kranium kemik defekti otojen kemik greft ve otojen kandan hazirlanan lcc TZP

kemik grefti lizerine enjekte edilerek onarildi.

Cerrahi prosediir sonrasinda 2., 6. ve 12. haftada her gruptan iicer adet tavsan
sakrifiye edilerek, sag ve sol parietal kemiklerine uygulanan kemik greftleri
histopatolojik incelemeye alindi. Bunun disinda tavsanlara 0. giin, 2. hafta, 6. hafta
ve 12. haftalarda 3 boyutlu maksilofasyal bilgisayarli tomografi yardimiyla

radyolojik goriintiileme yapilarak kemik dansitesi hesaplanmaistir.

Histolojik degerlendirme 2. hafta ve 6. haftada en iyi skorun TZP uygulanan
Grup 3’te oldugu, 12. haftada ise Grup 1 ve Grup 3’iin, yag grefti uygulanan Grup
2’ye gore daha 1y1 histopatolojik 1yilesme gosterdigi istatiksel olarak gosterilmistir.
Radyolojik degerlendirmede en iyi iyilesme sonuglarinin TZP uygulanan Grup 3’te
oldugu gorilldi. 12. haftada yapilan 3 boyutlu maksilofasyal tomografi
gorlntiilerinin degerlendirmesinde gorsel olarak Grup 1 ve Grup 3’teki tiim
tavsanlarda tam iyilesme izlenmistir. Fakat yag grefti uygulanan Grup 2’de, 5
tavsanda tam 1iyilesme izlenmemis olup, yapilan degerlendirmede en koti

Iyilesmenin izlendigi grup oldu.

Calismada yag grefti uygulamasinin otojen kemik greft ile kombinasyonunda
kemik iyilesmesi lizerine olumlu bir etkisi gézlenmemistir. TZP uygulamasinin ise
kemik greftin iyilesme siirecinin dzellikle erken doneminde olumlu etkileri oldugu
gozlenmistir. TZP kemik iyilesme siirecini hizlandirmis ve diger gruplara kiyasla

daha vyiiksek kemik dansitesi artis1 ile iyilesme saglamistir. Calismamizda



gordiigiimiiz TZP uygulamasinin olumlu etkileri literatiirde mevcut ¢alismalar ile
uyumlu olup, yag grefti uygulamasinda ise kemik greft osteogenez hattinda nekrotik

bir bariyer gorevi gorerek iyilesmeyi olumsuz etkiledigi diisiiniilebilir.
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ABSTRACT

Critical bone defects are known as the smallest bone defects that can not heal
spontaneously in the organism and require the use of various bone graft materials in
their treatment. Today, the gold standard method for the treatment of critical size
defects is "autogenous bone graft" application. However, due to resorption in
autogenous bone graft applications, initially satisfactory results may lead to volume
and contour disorders over time. In addition, vascularized bone graft applications are
at the forefront in cases where the defect size is large and the recipient site has
inadequate vascularization. For these reasons, attempts have been made to develop
methods to decrease the defect size and to increase graft incorporation in autogenous

bone graft applications.

Mesenchymal stem cells stemming from fat grafts are morphologically and
phenotypically like other stem cells. Mesenchymal stem cells have been shown to
have the potential to be transformed into adipogenic, osteogenic, chondrogenic,
myogenic, and neurogenic cells. Platelet-rich plasma (PRP) is a biological mediator
that allows the multiplication and differentiation of osteogenitor cells by the growth
factors of the organism, which are obtained from their own blood and contain high

platelets in the concentrated plasma in comparison with normal blood.

In this experimental study, it was aimed to investigate the effects of co-
administration of fat graft or co-administration of platelet-rich plasma on bone
healing in bone graft reconstruction of critical dimension cranial bone defect on
rabbits. A rabbit cranial critical dimension bone defect model was chosen for our
study. There were 27 adult New Zealand rabbits weighing 4000-4500 gr, used for
their right and left parietal bone zones to reduce experimental animal consumption. 3
groups of 18 parietal bones were separated (n = 54). Large bone defect areas were
formed with 15-mm grafts of the right and left parietal regions of his rabbit. The
reciprocal bone grafts were replaced for autologous bone graft repair.

xii



In group 1 subjects, the cranium bone defect was repaired only by autogenous
bone grafting. Group 2 subjects were repaired by placing a autogenous bone graft
and 1 cc fat graft from the inguinal regions which centrifuged at 3000 rpm, lay on
cranium bone defect in a thin layer. Group 3 subjects cranium bone defect were
repaired by autogenous bone graft and injecting 1 cc PRP prepared from autogenous
blood, onto autogenous bone graft.

Histopathological examination of the bone grafts applied to the right and left
parietal bones was performed after three rabbits were sacrificed from each group at
the 2nd, 6th and 12th week after the surgical procedure. Besides, rabbits were
examined radiographically with 3D maxillofacial computed tomography at day 0 and

2, 6, and 12 weeks and bone density was calculated.

Histological evaluation showed statistically that the best scoring at week 2
and week 6 was in group 3 with PRP and at week 12, Group 1 and 3 showed better
histopathologic improvement than group 2 with fat graft. Radiological evaluation
showed that the best healing results were in Group 3, which was administered PRP.
Evaluation of the 3-dimensional maxillofacial tomography images performed at 12th
week showed visual improvement in all rabbits in Group 1 and Group 3. However, in
Group 2 with fat grafting, no complete healing was observed in 5 rabbits, and the
group with the worst healing was observed.

In the study, there was no positive effect of fat graft application on bone
healing in combination with autogenous bone graft. PRP application was observed to
have positive effects especially during the early period of healing period of bone
graft. PRP accelerated bone healing process and improved recovery with higher bone
density compared to other groups. We think that the positive effects of the PRP we
have seen in our study are compatible with the existing studies in the literature and
that fat grafting can be considered as a necrotic barrier in the bone graft osteogenesis
line with a negative effect on healing.

Xiii



1. GIRIS VE AMAC

Kemik dokusu; igerdigi hiicreleri, kanalikiiler sistemi, inorganik ve organik
yapilardan olusan matriksiyle, son derece iyi organize olmus, yapisindaki
kalsiyumdan otiirii sertlesmis bir destek dokusudur (2,3). Yasam boyu kendini

yenileyebilen ve skar olusturmadan iyilesebilen tek dokudur.

Kemik doku defektleri siklikla travmalar olmak iizere, konjenital anomaliler,
enfeksiyonlar ve cerrahi rezeksiyonlar nedeniyle olusmaktadir (1). Kiiglik kemik
defekt alanlar1 sekonder iyilesme mekanizmasi ile kendilerini onarabilmektedir.
Fakat kritik boyut defekti adi verilen organizmanin yasami boyunca kendiliginden
iyilesemeyecek en kiiclik boyuttaki kemik i¢i defektleri, fibroz bir bag dokusu ile
kapanma egilimindedirler (4). Boyle defektlerin rekonstriikksiyonunda ¢esitli

biyomateryaller veya kemik greftleri kullanilmaktadir (5).

Ideal bir kemik grefti/biyomateryali; en kisa siirede anatomik forma en uygun
kemik 1yilesmesi saglamali, maliyeti uygun olmali, ideal boyutlarda temin
edilebilmeli, mekanik kuvvetlere karsi direngli olmali, istenilen bigimde kolayca
sekillendirilebilmeli, defekt bolgesi icinde seklini ve stabilizasyonunu korumal,
ikinci bir operasyona ihtiya¢ duymamali ve immun reaksiyonlara yol agmamalidir
(5). Giiniimiizde kullanilan materyaller bu 06zelliklerin sadece bir kismini
karsilayabilmektedir. Tedavide altin standart halen “otojen kemik grefti”
uygulamalaridir (5). Otojen kemik greftleri viicudun bir bolgesinden alinip ihtiyag
duyulan farkli bir bolgesine nakledilen ve canliligini nakledilen bolgenin kosullarina

gore olusturan kemik dokusu olarak bilinir.

Otojen kemik greftin iyilesmesi sirasinda stabilizasyonu, periostun varligi,
mekanik stres ve alict sahanin vaskiilarizasyonu, greftin iyilesmesini etkileyen
onemli faktorlerdir. Alict sahada vaskiilarizasyonun fazla oldugu veya stimiile
edildigi durumlarda kemik greftin yasayabilirliginin arttifin1 gosteren caligmalar

literatiirde mevcuttur (6,7).



Yag dokusu mezansimal kaynakli adipositlerden ve “stromal-vascular
fraction” denilen fibroblast, diiz kas hiicreleri, perisit, endotelyal hiicreler ve
periadipositlerden olusmaktadir (8). Otolog yag grefti ise hastanin viicudunun bir
bolgesinden alinan yag dokusunun alic1 bolgeye aktarilmasi islemidir. Otolog yag

transferi, yag enjeksiyonu, “liposculpture” gibi isimlendirmeleri mevcuttur (8,9,10).

Yag dokusu kok hiicre icerigi bakimindan olduk¢a zengindir. Kok hiicrelerin
yag dokusu igerisindeki varliklar1 ise ilk kez Zuc P.A. tarafindan 2001 yilinda
gosterilmistir. 1 gr yag dokusunda yaklasik 5 x 10% adipoz kokenli kok hiicre bulunur
(11). Yoshimura ve arkadaslarimin yaptiklart g¢alismada intakt yag dokusunun
%16’smin adiposit, %30’ unun kok hiicre, %15’inin endotel, %9 unun kan kaynakli
hiicrelerden olustugu bildirmistir. (12) Tipik mezenkimal kok hiicre 6zelligi tagiyan
adipoz kokenli kok hiicreler plastige yapisarak cogalan, multipotent farklilasma
yetisine sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler dokunun ihtiyacina gore kemik, kikirdak, kas
ve yag hiicresine transforme olurlar. Migrasyon 6zellikleri sayesinde hasarli dokulara
ulagabilirler. Yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicreleri i¢in pozitif belirtegler;
CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90, CD105, CD106, CD117, CD140b,
CD146 ve CD166 olarak, negatif belirtecler ise; CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34,
CD45, CD79a, CD133 ve CD144 olarak bilinmektedir (120).

Yag doku kokenli kok hiicrelerin ortamdaki biiylime faktorleri ve uyaranlara
cevap olarak hem adipositlere hem de vaskiiler endoteliyal hiicrelere doniistiigii deneysel
caligmalarda gosterilmistir. Greft uygulanmasinin 2-4. giinlerinde yag dokusu i¢inde

yerlesmis mast hiicreleri ve trombositler TNF-0, VEGF, PDGF, TGF-f salgilar (120).

Bir biiyiime faktorii olan VEGF, kemik iyilesmesinde anjiogenezi
tetiklemesinin yaninda osteoblastik ve osteoklastik aktiviteyi diizenleyerek

osteogenez yoniinde etki saglayan dnemli bir sitokindir.

Yukarida siralanan yag greftinin multifonksiyonel 6zelliklerinden dolay1
ortopedi, plastik cerrahi ve agiz ve ¢ene cerrahisi tarafindan kemik iyilesmesi iizerine
kisith sayida da olsa gesitli ¢alismalar yapilmstir (76,77,83,84), fakat yag greftinin

kemik grefti iyilesmesi iizerine etkisine dair literatiirde yeterli caligma yoktur.



Bu ¢aligmada kritik boyutlu kemik defektlerinin kemik greft ile onariminda,
yag greftinin osteogenez iizerine olan etkisinin incelenmesi ve daha once literatiirde

olumlu etkileri kanitlanmig olan TZP uygulamasi ile kiyaslanmasi amaglanmuastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Milattan 6nce 3000’li yillarda Giiney Amerika’da yasayan yerlilerin kranial
trepanizasyon sonrasi gelisen kemik defektlerini metal plaklar ve su kabagi ile
onarmalart tarihte saptanan ilk bulgulardir. Kemik defektlerin onarimindaki ilk resmi
kayit ise 16. yiizyilda bir hastaya altin plak ile kranioplasti uygulamasi olmustur (17).
17. yiizyilada Jon Janszoon Van Meekeren tarafindan kemik ksenogreft uygulamasi

yapilmis ve bu uygulama yiiziinden hastasi kiliseden aforoz edilmistir (17).

1809 yilinda Daniel Merrem kraniumdan ¢ikartilan kemik dokularin tekrar
yerine konuldugunda ¢evre dokuya tutunma gosterdigini gdzlemlemistir. Bu bilgiden

yola ¢ikan Paul Bert gibi aragtirmacilar deneysel ¢alismalara baglamiglardir (18).

1872 yilinda Richard von Volkmann, Berlin’de sundugu bir olguda atesli
silah ile yaralanma sonucu pargalanan kemik segmentlerin anatomik pozisyonuna

yerlestirildiklerinde iyilesme izledigini belirtmistir (18).

1912 yilina geldigimizde Macewen, humeral defekti olan bir ¢ocukta iliak
kemik grefti kullanarak basarili sonuclar elde etmistir. Viyanali bir cerrah olan
Michael Barth 1893-1908 yillar1 arasinda yaptigi caligmalarda kemik greft
icerisindeki hiicrelerin transplantasyon sirasinda biiyiik oranda canliligini yitirdigini
ve 0sseos rejenerasyonun nekrotik kemik greftinin “creeping substitution” ile yer
degistirdigini ortaya atmistir. 1914 yilinda Dallas B. Phemister tiim diinya {izerinde
kabul gérmiis olan “The Fate of Transplanted Bone” adli yazisini yayimlamis ve
periostun ve endosteumun transplantasyon siirecinde canliligin1 korudugunu ortaya
koymustur (19). Bu calismada periostun Oneminin yani sira kanselléz kemik
greftlerin kortikal kemik greftlerine gore surveyinin daha fazla oldugu ve bu
durumun por6z yapilari nedeniyle osteoblastlarin daha iyi difiizyona ugramasiyla
iliskili oldugu belirtilmistir. 1920 yilindan itibaren kemik greft uygulamalarin temel

prensipleri belirlenmis ve sik¢a uygulanmaya baslamilmistir. 1960’11 yillarda



Mowlem tarafindan kemik greftin aslinda tamamen rezorbe olmadigi ve canli

hiicrelerin de taginmasina imkan taniyan bir skafold oldugu one siiriilmistiir (20,21).

Kemik greftlerine ait bu goriisler halen giincelligini korumakla birlikte
giinlimiizde kemik greftlerin inkorporasyonunu arttirmaya yonelik ¢alismalar devam

etmektedir.

2.2. KEMIiK DOKUSU

Kemik iskelet sistemini olusturan, kas ve tendonlarla birlikte viicut hareketini
saglayan, toraks ve kranium boslugunda bulunan 6nemli organlar1 koruyan, ses
iletimini saglayan, icerdigi hematopoetik sistemle kan hiicrelerini iireten, mineral

rezervuari saglayan 6zel bir bag dokusudur (13).

Kemik dokusu mekanik, metabolik, endokrin ve beslenme kosullarina duyarl
olan aktif bir dokudur (14). Yetiskin bir insanda 206 kemik bulunur.

Anatomik sekillerine gore 5 gruba ayrilirlar;

- Uzun kemikler (6rn: humerus, radius, femur)

- Kisa kemikler (6rn: karpal kemikler, falankslar)

- Yasst kemikler (6rn: kalvarium kemikler, skapula)

- Diizensiz (irregiiler) kemikler (6rn: sfenoid kemik)

- Sesamoid kemikler (6rn: patella)

Makroskopik yapisina gore kompakt (kortikal) ve spongiyoz (kanselloz)

olmak tzere iki ayr1 formu olan kemik dokusu, inorganik ve organik

komponentlerden olusmustur (15).

2.2.1. Kortikal ve Kanselloz Kemik Dokusu

Kortikal kemik; yass1 kemiklerin i¢ ve dis tabakalar1 ile uzun kemiklerin dis

yiiziinii olusturur (15). Siki dizilimi olan bosluk icermeyen bir doku olup igerisinde



kemige paralel uzanan Havers kanallar: bulunur. Kollajen liflerin havers kanallar
etrafinda dairesel seklinde dizilim gosterdigi lameller yapiya Havers lamelleri denir.
Havers kanallar1 icerisinden kemigin beslenmesinde onemli rolii olan vaskiiler
yapilar seyreder. Bu kanal ve lameller sisteminin olusturdugu yapiya osteon veya
Havers sistemi denir. Bu sisteme dik uzanim gosteren ve havers kanallarinda mevcut
vaskiiler yapilarla iligki kurabilen bir diger kanal sistemi ise Volkmann kanallart

adin alir (16) (Resim 1).

Eriskin bir insanin kemik dokusunun %80’ine yakini kompakt kemikten
olusur. Kompakt kemigin en 6nemli fonksiyonu biinyesinde barindirdigi mekanik

gii¢ olup bu 6zelligi osteonlarin siki diziliminden kaynaklanir (15).

Kansell6z kemik; uzun kemiklerin metafizinde ve yassi kemiklerin i¢i kisminda
yer alir. Birbirleriyle baglantili olan trabekiillerden ve aralarinda bal petegi goriiniimii
olusturan bosluklardan olusur. Bu bosluklar kemik iligi ile doludur. Havers ve
Volkmann kanallar yoktur, beslenmesi kanalikiiller araciligi ile saglanir (15,16).

Mikroskobik olarak incelendiginde ise ayni yapi taslarma sahip olmalarina
ragmen kollejen dizilislerinin ve dagilimlarinin farkli oldugu iki kemik tiirii
mevcuttur. Bunlar; primer kemik (olgunlagsmamuis, birincil veya 6rgiimsii kemik) ve

sekonder kemik (olgun, ikincil veya lameller kemik) dokusudur.

Havers szistemi

=== Periosteum

Volkmann
kanah
Endosteum

Havers kanal

Resim 1:  Kortikal kemigin morfolojik yapisi. Uzun eksene parallel seyreden Havers
kanallar1 ve eksene dik seyreden Volkmann kanallarinin gériiniimii.



2.2.2. Primer ve Sekonder Kemik Dokusu

Primer kemik dokusu immatiir kemiktir. Embriyoda, yenidoganda, kirik
kallusunda ve biiyiime siirecinde kemigin metafizer bolgesinde bulunur. Ayrica
yetigskinlerde kafatasi yassi kemiklerde, dis alveollerinde ve tendonlarin kemige
tutundugu bolgelerde de bulunur. Kollajen liflerinin diizensiz siralanisi, sekonder
kemik dokusuna gore daha az mineral igerige sahip olmasi ve daha fazla osteosit

icermesi temel mikroskopik 6zelliklerindendir (21).

Sekonder kemik dokusu genellikle yetiskinlerde goriliip kortikal ve
spongiyoz olmak tiizere iki farkli yapisal 6zellikte bulunur. Tipik olarak kollajen
liflerin birbirine paralel ya da bir damar kanalinin etrafinda dairesel olarak yerlesmis
lameller seklindedir (22).

2.2.3. Kemik Dokusu Hiicreleri

Kemik dokusu kemik matriksi ve dort tiir kemik hiicrelerinden olusmustur.
Bunlar; mezenkimal kaynakli osteoprogenitor hiicreler, matriksin organik kisminin
sentezini yapan osteoblastlar, matriks icinde lakiina denilen bosluklara yerlesmis
osteositler ve kemik absorbsiyonu ve remodelizasyonundan sorumlu ¢ok ¢ekirdekli

osteoklastlardir (13).

2.2.3.1. Osteoprogenitor hiicreler

Multipotansiyel mezenkimal hiicrelerin farlilagmasiyla ortaya c¢ikan igsi
yapidaki hiicrelerdir. Biiylime siirecinde siirekli aktiftirler. Eriskin donemde ise
travma ve kirik iyilesmesinde tekrar aktiflesen bu Oncii hiicreler, preosteoblastlara

doniisiim gosterirler. Bu hiicrelerden osteoblastlar gelisir (13).



2.2.3.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar aktif olarak osteoid adi verilen kemigin organik matriksini
sentezlemekle gorevlidirler. Kiibik seklinden prizmatige kadar degisen bazofilik
sitoplazmal1 ve yiiksek seviye alkalen fosfataz aktivitesi gdsteren hiicrelerdir. Uretim
islevleri azalmaya basladiginda sekilleri yassilasip, sitoplazmalarindaki bazofilik

ozellik kaybolur.

Osteoblastlar kemik matriksinin tip 1 kollajen, proteoglikanlar ve
glikoprotein gibi organik bilesenlerini sentezlerler. Etraflarina kemik doku matriksini
salgilayarak doku igerisinde yerlesirler ve minerilizasyondan sonra osteositlere

dontsiirler (15).

2.2.3.3. Osteositler

Olgun osteoblastlardir. Lakiina adi verilen bosluklara yerlesmis olan
osteositler, kanalikuli adi verilen kiigiik baglantilar ile kan damarlart ve diger
osteositler ile iliski kurarlar. Cevresel faktorlerden etkilenerek siklik adenosin
monofosfat (cAMP), osteokalsin ve IGF salgilar, bunu takiben dnciil osteoblastlarin

sayisi artarak kemikte remodelingi saglarlar (23,24).

2.2.3.4. Osteoklastlar

Kemikte rezorbsiyonu gerceklestiren, mononiikleer fagositer sisteme ait
hiicrelerdir. Kemikte Howship lakiinasi adi verilen bosluklara yerlesmislerdir.
Osteoklastlar icerdikleri kollajenaz ve diger proteolitik enzimlerle kemigi rezorbe
etmektedirler. Kemik remodelizasyonu sirasinda sayisi azalan, rezorbsiyonun arttig1

durumlarda ise artan hiicrelerdir (15).

Osteoklastlar mineralize kemik matriksini rezorbe ederken, osteoblastlar
kemik {iretimini yapar ve dmiir boyu bu islevlerini devam ettirerek dengeli bir sistem

olustururlar (23).



2.2.4. Kemik Matriksi

Kemik matriksi inorganik (%65) ve organik (%35) matriks elemanlarindan
olusur. Organik komponent; kollajen lifler (tip 1 ve tip 5), glikozaminoglikanlar,
glikoproteinlerden olusmaktadir. Inorganik komponent ise basta kalsiyum fosfat
olmak ftizere kalsiyum karbonat, kalsiyum florit, magnezyum florit, magnezyum
hidroksit, magnezyum siilfat, sitrat ve karbonat iyonlarindan olugur. Kalsiyum ve
fosfat mineralleri hidroksiapatit kristallerini olusturup, bunlar organik komponette

kollajen fibrinler iizerine ¢oker ve kemige sertlik kazandirirlar (14).

Kemik agirliginin yaklasik %20°’si sudur. Kuru kemik agirliginin ise yaklasik
%60-70’1 inorganik komponentten, %30-35’i ise organik komponentten olusur.
Organik matriksin %901 Tip 1 kollajen geri kalani ise proteindir. En sik rastlanan
proteinler; osteokalsin, osteopontin, osteonektin ve siyaloproteindir. Gelismis bir
kemik dokuda kollajen lifler birbirine paralel ve arada porlar birakacak sekilde
dizilmislerdir. Bu kollajen liflerin aralarina hidroksiapatit kristalleri yerlesmistir, bu
sayede kemik dokunun direnci ve sertligi saglanir. Eger kemik doku dekalsifiye
edilirse seklini korur ancak bir tendon kadar esnek hale gelir. Eger kemik dokuda
organik matriksi olusturan kollajen uzaklastirilirsa, kemik yine seklini korur fakat
kirtlgan hale gelir (14,26). Kemigin fonksiyonunu tam olarak yerine getirebilmesi

organik ve inorganik matriksin birbiriyle uyum i¢inde olmasina baglidir.

2.2.5. Kemigi Saran Yapilar
2.2.5.1. Periosteum

Yapisinda fibroblast, kan ve lenf damarlari, duyu sinirleri, elastik ve kollajen
liflerin bulundugu, eklem yiizeyleri hari¢ biitiin kemik dokuyu distan ¢evreleyen bag
dokusudur. Periosteum kemige Sharpey lifleri ile ara lamellere kadar dikey ve yatay
sekilde uzanarak baglanir. Igerdigi kan ve lenf damarlari ile kemigin beslenmesini ve
gelisimini saglar. Kemik tamiri durumunda ise yapisinda bulunan hiicreler aktiflesir

ve iyilesme siirecine katkida bulunur (14).



2.2.5.2. Endosteum

Endosteum kemik iligi dokusunun devami olup kemik iligi kavitesini ve
kompakt kemikteki kanal sistamini igerden c¢evrelemektedir. Retikiiler bag
dokusundan olusmustur. Hematopoetik hiicreleri ve kemik doku hiicrelerini

tiretebilme yetenegine sahiptir (26).

2.2.6. Kemigin Vaskiilaritesi

Kemik dokusunun dolasimi birbiriyle anastomozlarla yakin iliskide bulunan
tic farkli vaskiiler sistem tarafindan saglanir. Bunlar medullar sistem, metafizyel
sistem ve periosteal sistemdir. Medullar sistemde nutrient arter diafiz bolgesini
kanlandirmadan sorumludur. Metafizyel sistem kanselloz kemigin baskin olarak
bulundugu metafiz bolgesindeki kanlanmadir. Periosteal sistem kemigin dis
kortikalindeki kanlanmadan sorumludur. Bu ii¢ sistemden herhangi birinde bir sorun
olusursa anastomozlar yardimiyla saglam kalan diger sistemler baskin hale gegerek

kanlanmanin devamliligini saglarlar (1).

2.2.7. Kemik Olusumu (Kemiklesme)

Kemik olusumu enkondral ve intramembrandz kemiklesme olmak {izere 2

sekilde gercgeklesir;

2.2.7.1. Enkondral kemiklesme

Uzun ve kisa kemiklerde goriiliir. Hyalin kartilaj dokusunun kemik dokusuna

dontigmesi ile gergeklesir (31).

Enkondral kemiklesmede primer ve sekonder ossifikasyon merkezleri olusur
(Resim-2). Primer ossifikasyon merkezinde oncelikle progenitdr hiicrelerin

kondroblastlara farklilagsmasiyla bir kikirdak cati olusur. Bu kikirdak catinin
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perikondriyumuna dogru zamanla gelisen vaskiilarite artis1 i¢ tabakada bulunan
progenitdr hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasini saglar. Olusan osteoblastlar
subperikondrial alanda matriks sentezi yaparlar ve kondroblastlarin ylizeyini
kaplayan kemik matriks, kondroblastlarin dolasimini bozar, hipertofiye ugramalarina
ve sonug olarak 6lmelerine yol agar. Osteoklastlar bu esnada aktiflenerek kemik
tizerinde vaskiiler yapilarin girisine imkan tantyan foraminalar1 agar. Kan damarlari
bu deliklerden gegerek osteoprogenitdr hiicrelerin, kalsiyum ve fosfatin ve
hematopoetik hiicrelerin iceri dogru tasinmasini saglarlar. Alkalen fosfataz araciligi
ile kalsiyum ve fosfat tuzlar1 kemik matrikse ¢okerler ve diafizde bir kemiklesme
merkezi ortaya c¢ikar. Bu olaylar zinciri diafizde ortaya ¢ikan primer ossifikasyon

merkezinin epifiz disinda kalan kemik dokuyu olusturmasi ile sonlanir (28,29,30).

Kemiklesme epifize dogru ilerledikce bu kez epifizde bir sekonder
ossifikasyon merkezi olusur. Her iki odak arasinda kemiklesmeye ugramayan bir
kikirdak doku kalir. Buraya epifiz plagi denir. Kemiklesme siirdiigii miiddetce epifiz
plagimin diafize bakan kisminda kondroblastlar c¢ogalarak kikirdak yapinin
devamliligini stirdiiriirken, asagida da bu kikirdak dokusu devamli olarak kemik
dokusuna doniisiim gosterir ve kemigin boyuna biiylimesini saglar. Bu slire¢ epifiz

plaginin ossifikasyonu ile sonlanir (28,30).

Resim 2: Enkondral kemiklesme.

Hyalin kikirdak yapisindaki ¢atinin olusumu sonrasi diyafiz bolgesindeki perikondriyumda yer olan
progenitor hiicrelerin osteoblasta farklilagsmasi ve primer ossifikasyon merkezinin olusumu
gerceklesir. Daha sonra sekonder ossifikasyon merkezinin olusumu gerceklesir ve primer ve sekonder
ossifikasyon merkezi arasinda epifiz plag1 goriiniir hale gelir. Epifiz plagindaki kondrositler ¢ogalarak
kemigin boyuna bilyiimesini saglar.
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2.2.7.2. intramembrano6z kemiklesme

Embriyolojik hayatin 8. haftasinda baglar. Bu kemiklesme tipinde
vaskiilariteden zengin mezenkimal dokunun direkt osteoblastlara farklilagsmasi ve
osteoid iiretimi ile gerceklesir. Osteoblastlar kalsifiye olarak osteositlere doniistirken,

¢evre mezenkim doku periost ve endosteuma doniisiim gosterir (31,32).

Kranial kemikler gibi yasst kemikler ve uzun kemiklerin enine biiyiimeleri bu

tip kemiklesme ile gergeklesir (32).

2.2.8. Kemik lyilesmesi

Kemik iyilesmesi kirigin olusmasini takiben baslayan kompleks biyolojik
olaylar sonucunda ger¢eklesir. Bu siirecte gerceklesen intraselliiler ve ekstraselliiler
olaylar biiylime faktorleri, vaskiilarite, oksijenizasyon, pH, hormonlar, elektriksel

yogunluk ve mekanik stabilite gibi pek ¢ok faktorden etkilenir (33).

Kemik iyilesmesi siirecinde skar olusmayip iyilesme rejenerasyonla sonuglanir.
Primer iyilesme ve sekonder iyilesme olmak iizere iki sekilde gerceklesir. Primer
iyilesme ¢ok kiigiik defektlerin iyilesmesi veya rijit fiksasyon uygulanan durumlarda

izlenen 1yilesmedir, diger tiim kirik iyilsemeleri sekonder 1yilesme formundadir.

2.2.8.1. Primer iyilesme

Kraniofasyal veya uzun kemik fraktiirlerinin anatomik rediiksiyonu ve rijid
internal fiksasyonu sonrasi gozlenen iyilesmedir. Primer kemik iyilesmesi esnasinda
kallus formasyonu izlenmez, ¢ok az ya da hi¢ olusmayan hematom ve daha az

inflamasyon goriliir (33).

Primer kemik iyilesme siirecinde ilk basamak canli kemik segmentleri
arasinda yer alan nekrotik alanlarin osteoklastlar ile temizlenmesidir. Osteoklastlar

Havers kanallarindan gecerek kemik rezorpsiyonuna baslarlar. Osteoklastlarin
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yapmis oldugu bu yikimin arkasindan osteoblastlar vaskiiler yapilari igeren osteonlari
olusturmaya baglarlar. Bu esnada olusan yeni kemik oncelikli olarak immatiir

karakter sergiler ve birkag ay sonrasinda matiir forma doniisiir (34).

Periost osteoprogenitor hiicreler icermesi nedeniyle kemik iyilsemesinde ¢ok
onemli role sahiptir. Fakat plaklarla onarim sirasindan en Onemli dezavantaj
periostun serbestlestirilmesi ve periostal kan akimimin bozulmasidir. Bu nedenle

plaklarla onarim yapilan kiriklardaki primer iyilesme, sekonder iyilesmeye kiyasla

daha ge¢ olmaktadir (33).

2.2.8.2. Sekonder iyilesme

Sekonder iyilesme rijit fiksasyon uygulanmayan kiriklarda izlenen iyilesme

tipidir. 3 faz altinda incelenir;
- Inflamatuar faz
- Onarim fazi
- Remodelizasyon fazi
a. Inflamatuar faz:

Inflamatuar faz kemik travmasini takiben olusan ve organize hamtom
olusumu ile sonlanan kemik iyilesme siirecinin birinci evresini olusturur. Kirik
olusumu ile beraber kemik matrikste hasarlanma, periost ve endosteumda
laserasyonlar, hiicrelerde nekroz ve kemik kirik uglariin yer degistirmesi meydana
gelir. Vaskiiler biitlinliglin bozuldugu kirik alaninda osteositlere giden kan akimi
azalir ve bos lakiinalar, lizis ve piknotik goriiniimde osteositler olusur. Kirik alaninda
kan ve lenf birikimi olusarak hematom gelisir. Yaralanma sonrasinda hematom alani
48 saat icerisinde organize bir hal alip fibrinden zengin bir yapiya doniisiir. Bu yap1
kirtk alaninda stabilizasyonu saglarken igerdigi farkli hiicrelerden (basta trombosit
olmak {tizere) salgilanan biiylime faktorleri iyilesme siireci iizerine diizenleyici

etkilerini baslatirlar. Hematom kirik iyilesmesinde 6nemli bir asamadir, kirik uglarini
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bir arada tutar fakat acik kiriklarda hematomun disariya disloke olmasi iyilesmeyi

geciktiren bir durumdur (36).

Travma olusumunu takiben erken donemde goriilen adrenalin desarjina bagl
vaskiiler odaklarda vazokonstriiksiyon izlenirken, ilk 24 saatte gerceklesen mast
hiicre artig1 ve histamin salinimi ile vazodilatasyon ve 6dem meydana gelir. Daha
sonrasinda ortama go¢ eden makrofajlar, I0kositler ve lenfositler gibi akut
inflamasyon hiicrelerin salgiladiklar1 IL-1, IL-6, TGF-o VE PDGF gibi sitokinler
iyilseme siirecinin biyokimyasal yolaklarinda rol alirlar (36). Inflamatuar faz

travmanin olusumunu takiben 1-4. giin arasinda siirer.
b. Onarim fazi:

2. giin baslayip 40. giine kadar devam eden ve primer kallus yapinin olustugu
asamadir. Onarim fazi hematomun organize olmasiyla baslar. Bu asamada lokal
sitokinlere cevap veren periosteal ve endosteal progenitor hiicreler, fibroblast,
kondroblast ve osteoblast olusturmak itizere farklilasirlar. Bu siire¢te travma
bolgesindeki kimyasal, mekanik ve elektriksel faktorlerin bir biitiin halinde
etkilesimi Onemli rol oynar. Progenitor hiicrelerinin farklilasmasiyla organize
hematom alaninda yumusak graniilasyon dokusu gelisir. Bu graniilasyon dokusunda
yerlesen fibroblastlar kollajen sentezlerken, kondroblastlar glikozaminoglikan,

osteoblastlar ise osteoid sentezini gergeklestirirler (35).

Onarim fazimin 2-3. giiniinde anjiogenez olusmaya baslar. Inflamatuar fazda
ozellikle ortama go¢ eden makrofajlar tarafindan salgilanan TNF- o, VEGF, FGF-2,
EGF gibi biiyiime faktorleri ¢cevredeki endotel hiicrelerini uyarmasiyla olugsmaktadir.
Anjiogenez her ne kadar erken evreden itibaren olugmaya baglasa da osteojenik hiicre
cogalmasma paralel seyredemez ve geride kalir. Bu ylizden anjiogenezin fazla
oldugu progenitor hiicrelerde osteoblast gelisimi olurken, kirigin u¢ kisminda
kanlanmanin daha az oldugu bolgelerde kondroblast olusumu daha 6n planda izlenir.
Zamanla her iki kirik uglarda olusan kikirdak dokusu birlesir ve kallusun dig kismini
olusturur. Primer kallus (yumusak kallus) olarak tanimlanan bu yap1 kirik sonrasi
ortalama 7-12. giinlerde ortaya ¢ikar ve baslica kikirdak, immatiir kemik, fibroz

doku, osteoid ve yeni olusan vaskiiler yapilari igerir (33,35).
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Kirik hatlart bu primer kallus yapisiyla daha stabil hale gelir. Anjiogenezin
kallus igerisine ilerlemesi ve vaskiilaritenin artmasi ile primer kallus yapisi
olgunlasarak sekonder kallusa (sert kallus) doniisecektir. Fakat bu siiregte primer
kallus yapis1 igerisindeki proteoglikanlarin negatif yiikii ve vaskiiler yapilarin sahip
oldugu sialik asidin negatif ylizii birbirini iten negatif kutuplar olmasi nedeniyle
vaskiiler yapilarin kallus icerisine ilerlemesi zorlagacaktir. Kalsiyum bu asamada
onemli bir role sahiptir ve osteoidin kalsiyum ile mineralizasyonu ile ortamdaki
negatif yiikii pozitife ¢evirir ve yeni vaskiiler yapilarin kallus igerisine ilerlemesine

olanak tanir.

Osteoidin mineralizasyonu osteoblastlarin kollajen sentezlemesi ile baglar ve
kollajen lifleri {lizerine kalsiyum hidroksiapatit kristalleri ¢okerek mineralizasyon
gerceklesir. Kollajen cat1 iizerinde kalsiyum hidroksiapatit kristallerinin ¢dkmesi
osteoid tizerindeki yer alan yiiksek konsantrasyondaki kalsiyum, fosfat, CAMP, ATP,
ATPaz, kalsiyum baglayici protein, ALP, pirofosfataz ve fosfoserin iceren matriks

vezikiillerinin desarj olmasi ile gergeklesir (33,34,36).

Kalsifiye olan doku i¢inde kalan ve diflizyonla beslenen kondroblastlar 6liir,
yerlerinde lakiinalar olusur. Bu lakiinlara vaskiiler yapilar ve kemik hiicreleri

ilerlemeye baslar ve olgunlasan sert kallus dokusu olusur.
c. Remodelizasyon fazt:

Kemik iyilseme siirecinde en uzun siiren fazdir (25-100 giin). Bu fazda
immatiir olan kemik yapisinin lamellar kemik formuna doniismesi gerceklesir.
Osteoklastik ve osteoblastik aktivite sayesinde sert kallus rezorbe olurken matiir
kemik yerini alir. Klinik olarak ise agri ortadan kalkar ve normal fiziksel aktivite

izlenebilir (28).

2.2.9. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Baslica lokal faktorler ve sistemik faktorler olarak iki baglik altinda

incelenebilir;
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2.2.9.1. Lokal faktérler

Iyilesme siirecinde rol oynayan lokal faktdrler travmanin derecesi, kirik
uclarin birbirine konumu, kirik alanin vaskiilaritesi, kirilan kemigin tiirii, cilt ve
yumusak doku yaralanmasi, periost hasari, kan akimi, enfeksiyon, molekiiler

etkilesimler gibi degiskenler sayilabilir.

Vaskiilarite ile kemik iyilesmesi arasinda Oonemli bir iliski vardir. Fare
deneylerinde epifiz biiyiime plaklarinda anjiogenezin inhibisyonu ossifikasyonun
hasarlamasi, radyoterapinin kemik iyilesmesi iizerine olumsuz etkisi angiogenez ile
osteogenez arasindaki bu yakin iligkiyi ortaya koymaktadir. Kemik iyilesmesi

esnasinda anjiogenez olusumunda VEGF ve FGF-2 faktorler kritik rol oynarlar (37).

Iyilesme esnasinda anjiogenezi tetikleyen biiyiime faktorleri disinda
inflamatuar hiicrelerin gocii, farklilasmasi, proliferasyonu ile kallus ve kemik

olusumu sirasinda 6nemli rol iistlenen mikromolekiillerin baglicalar,

- Kemik morfogenetik proteinler (BMP), TGF-f ailesinin bir iyesidir.
BMP’ler sinyal peptiti iceren genis molekiiller olarak salinir ve baslica
osteoblastlarin mitogenezini ve kemotaksisini stimiile eder, progenitor

hiicrelerin kemik ve kartilaja farklilagsmasina aracilik ederler (37).

- Transforme edici bliylime faktori-p (TGF-pB), kemik iyilesmesi sirasinda
osteoblast kematoksisi ve Oncii hiicrelerin prliferasyonunda rol oynar
(37,38). Osteoklastlar {izerinde inhibe edici etki gosterir ve bag dokusunda

hasara yol agan proteolitik enzimleri baskilar.

- Platelet derive biiylime faktorii (PDGF), baslica trombositlerden koken
alan, hiicresel proliferasyon ve kemotaksis esnasinda aktif rol alan bir
bliyiime faktoriidiir. Osteoblastlarin  kemotaksisini, proliferasyonunu

arttirirken diferansiasyonunu azaltir (37).

- Fibroblast biiyiime faktorii (FGF), osteoblast kiiltiirleri {izerinde yapilan in
vitro ¢aligmalarda hiicresel proliferasyonu ve kollajen miktarini arttirdig

gosterilmistir (37).
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2.2.9.2. Genel faktorler

Genel faktorler, kisinin komorbidite durumunlarindan, kullandigr medikal

tedavilere kadar genis bir yelpazeyi kapsar.

Kirik iyilesmesinde yasin etkisi 6zellikle periost matiirasyonuyla iliskili olup,
geng populasyonda periost matlirasyonu tamamlanmamis olup mezenkimal

hiicrelerin farklilasmalar1 daha hizli sekilde gergeklesir (38).

Diyabet, anemi, tiiberkiiloz, rasitizm gibi kronik hastaliklarda ve inflamatuar
sistemik hastaliklarda kemiklesmede azalma ve osteoporoz egiliminde artig

goriilmektedir.

Hormonlar kemik iyilesme siirecini etkileyen bir diger sistemik faktordiir.
Parotiroid hormonun osteoklast sayisini arttirici ve osteolizisi hizlandiric1 etkisi
mevcutken, kalsitonin kompakt ve trabekiiler kemik yapimini arttirici etki gosterir.
Kortikosteroidler oncii hiicrelerin osteoblastlara doniisiimiinii engellerken kemik
matriks sentezini yavaslatirlar. Steroidler ayrica FGF, EGF ve PDGF iizerine
antagonist etki yaparak kemik iyilesme siirecini negatif yonde etkilerler. Bunun
disinda insiilin, biiylime hormonu, tiroid hormonlar ve Ostrojen gibi anabolizan

hormonlar kemik iyilesmesini stimiile eden hormonlardir (38).

Kisinin nutrisyon durumu ve vitamin diizeyi kemik iyilesmesi esnasinda
onemlidir. A vitamini normal dozlarda mezankimal hiicre farklilagsmasini uyarirken,
C vitamini kollajen sentezinde aktif rol alir. D vitamini kalsiyum geg¢isinde rol
alirken. Kemik hiicrelerin sitrat iiretimini stimiile eder. B6 vitamin eksikligi ve K

vitamini antagonistleri kemik iyilesmesini olumsuz yonde etkilerler.

2.2.10. Kemik Greftler

Kemik dokusunun yagami boyunca kendiliginden iyilesmeyecek en kiigiik
kemik defektine “kritik boyutta kemik defekti” adi verilir (4). Bu tip defektler fibroz
bir bag dokusu ile iyilesme gosterirler. Onarimlarinda kemik greft materyallerine

ihtiya¢ duyarlar.
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Kritik boyutlu kemik defektlerin onariminda siklikla tercih edilen ve
organizmada kandan sonra en sik transplante edilen doku kemik greftleridir. Kemik
greftlerini elde etme ve hazirlama 6zelliklerine gore birgok farkli tipi mevcuttur.
Bunlarin tamamu birbirinden farkli osteokonduktif (alic1 kemikten vaskiiler yapilarin
grefte ilerlemesi igin, greftin ¢at1 gorevi listlenerek ylizeyinde yeni kemik olusumunu
destekleyebilmesi), osteoindiiktif (pluripotent hiicrelerin osteoblastik fenotipe
transformasyonunu uyarabilme etkisi) ve osteojenik (greft materyali igindeki
hiicresel elemanlarin, transplantasyon sonrasi hayatta kalarak, nakledilen alanda yeni

kemik olusturabilmesi) etkiye sahiptirler.

2.2.11. Otojen Kemik Greftler

Kisinin bir bolgesinden alinip farkli bir bolgesine nakledilen canli kemik
dokusudur. Otojen kemik greftlerde biyouyumluluk en iist seviyede olup immun
cevap olusturmazlar, osteojenik, osteokondiiktif ve osteoindiiktif 0Ozelliklere
sahiptirler. Bu nedenlerden otiirii gliniimiizde otojen kemik uygulamalart kritik
boyutlu kemik defektlerin kemik greft ile onarimlarinda altin standart yontemdir
(39). Dezavantajlar1 ise donor saha morbiditesi olusturmasi, sinirli miktarde elde
edilmesi, enfeksiyon riski, anestezi siiresinde uzama, kanama ve alict sahada

rezorpsiyon sebebiyle kontiir ve hacim bozukluklar ile kargilagsma riskidir (40,41).

Otojen greftler kanselloz, kortikal veya kortiko-kanselloz yapida olabilirler.
Kanselloz kemik greftlerde erken donemde mekanik destek giicii kortikal kemik
greftlerdekinden daha az oranda izlenir. Kanselloz kemik greftler, kortikal greftin
sagladigt mekanik destek giice ulagsmak i¢in 6-12 ay arasinda bir zamana ihtiyag
gosterirler (42). Kanselloz kemik greftlerin bosluklu yapilari sayesinde vaskiiler
yapilarin daha fazla ve daha kolay greft icine ilerledigi goriiliir. Ayrica kanselloz kemik
greftlerde osteojenik hiicreler daha yogun bulunur (43). Bu yilizden kanselloz kemik
greftler hizli revaskiilarize olup tamamen rezorbe olarak yeni kemik olusumunu yogun

derecede stimiile ederken, kortikal kemik greftlerde rezorbsiyon tam olamamaktadir.

Kanselloz kemik greftlerin osteokondiiktif, osteoindiiktif ve osteojenik

etkileri yiiksek olup, kortikal greftlerde iyilseme siirecinde asil etki ise
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osteokondiiktif olup, icerisinde yer alan osteoblastlar sayesinde kismi bir osteojenik
etki ve az miktarda osteoindiiktif etki olusmaktadir (44,45). Bu yoniiyle kanselloz
kemik greftler iyilesme agisindan daha yiiksek potansiyele sahip olup mekanik

destek agisindan daha zayif kalirlar.

Kortikokansell6z kemik greftlerin en biiyilik avantaji esit miktarda olmasa bile
kortikal greftlerdeki gibi mekanik destek ve kanselloz greftlerdeki gibi osteogenezde

aktif bir etkiden kismen de olsa es zamanli faydalanilmasini saglamalaridir (46).

2.2.12. Otojen Kemik Greftlerinde Iyilesme

Kemik greftlerinde iyilesme kirik iyilesmesine benzemektedir. Erken
donemde inflamasyon ve ardindan graniilasyon dokusu olusumu izlenir. Graniilasyon
dokusu hem greftin revaskiilarizasyonu hem de osteoprogenitor hiicrelerin ortama

yerlesmesine imkan saglamaktadir.

Kotikal ve kanselloz kemik greftlerde iyilseme graniilasyon agamasi ardindan

bazi farkliliklar icermektedir (47).

Kortikal kemik greftlerinde kanselloz greftlerden farkli olarak iyilesme
osteoklastik aktivite ile baslayip “creeping substitution” ile devam eder. Osteoklastik
aktivite sonucu nekrotik odaklarin debrtimani saglanir ve 1. haftanin sonunda
periferal vaskiiler penetrasyon baglar (48,49). Greft vaskiilarizasyonunun
tamamlanmas1 1-2 aya kadar siirebilir. Kortikal greftlerde kanselloz greftler gibi
vaskiilarizasyon i¢in genis ve uygun bir yiizey olmamasi, osteoklastik aktivite ile
neoanjiogenezisin ilerleyebilecegi bosluklarin agilmasini gerektirir (50). Bir sonraki
basamak ise osteoblastik aktivasyondur. Once immatiir kemik dokusu gelisir ve

ardindan matiir kemik dokusu formuna doner.

Kortikal kemik greftlerde erken donemde goriilen osteoklastik aktivite
nedeniyle mekanik desteginin %40’1na varan bir azalma gergeklesir. 1-2 yil igerisinde

tamamlanan remodelizasyon agamasi sonucu normal kemik direncine ulagir (51).

19



Kanselloz kemik greftin iyilesmesinde basamaklar inflamasyon fazindan
sonra osteoblastik aktivasyonla devam eder. Artan osteoid iiretimi mekanik destek
giiciin artisi1 da saglar. Vaskiiler penetrasyon 2. giin baslar ve bunun igin
osteoklastik aktivasyona ihtiya¢ duyulmaz. Kansell6z greftlerde revaskiilarizasyon 2.
haftada tamamlanir ve olusan immatiir kemik formunun “creeping substitution” ile

matiir kemik halini almasi uzun zaman alir (47).

2.2.13. Kemik greft iyilesmesini etkileyen faktorler

- Mekanik stres; kemik greftin iyilesmesi siiresince fizyolojik dozlarda

mekanik stres kemik depozisyonu ve hipertrofisine yol agar (47).

- Fiksasyon; uygun fiksasyon mekanik stresin aktarilmasina izin verir,
revaskiilarizasyonun daha hizli gelismesini saglar. Yapilan ¢aligmalarda
fiksasyon uygulandigi durumlarda kemik greftin yasayabilirliginin artmis

oldugu gozlemlenmistir (52,53).

- Periost; kemik greftlerine periostun dahil edilmesi revaskiilarizasyonu

arttirir ve icerdigi onciil hiicreler sayesinde osteogenezisi hizlandirir (54).

- Alict saha; greft inkorporasyonu ig¢in alict sahanin vaskiilaritesi ¢ok
onemlidir. Ornegin doku genisletici uygulanip vaskiilaritesi artmis bir
alanda greft canliliginin artt1g1, radyoterapi gérmiis ve vaskiiler yapilarin
hasarlanmis oldugu bir zeminde ise greft yasayabilirliginde azalma oldugu

gosterilmistir (55).

- Greft oryantasyonu; yapilan ¢alismalarda greftin yerlestirilmesi esnasinda
kansell6z kismin alic1 kemikle dogrudan temas ettigi, periostal yiizeyin ise
yumusak dokulara baktigi durumlarda greft inkorporasyonunun artmis

oldugu gozlemlenmistir (56,57).

- Embriyolojik kdken; 1951 yilinda Peer yaptig1 bir ¢calismada enkondral
kokenli kemik greftlerde fibroz doku gelisimi saptarken, membrandz
kokenli kemik greftlerde fibroz doku gelisimi olmadigimi goézlemlemistir

(58). Arastirmacilar membrandz kokenli kemik greftlerde yasayabilirligin
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daha fazla olmasini erken revaskiilarizasyonla iliskilendirmis olup bazi
caligmalar ise embriyolojik kokenin kemik greftlerin yasayabilirliginde bir

etkisinin olmadigin1 saptamislardir (59,60).

2.3. YAG DOKUSU

Mezenkimal kok hiicreler multipotent 6zellikte olup gestasyonun ilerleyen
donemlerinde kondroblast, adipoblast ve osteoblast gibi mezenkimal Oncii hiicrelere
farklillasirlar.  Adipoblastlar molekiiler ve ¢evresel uyaranlarin etkisiyle
preadipositlere ve daha sonra kaskadin son basamagi olan adipositlere doniistirler.
Matiir yag dokusu adipositler ve stromal vaskiiler komponentten meydana gelen
mezenkimal kaynakli bir bag dokusudur (64). Stromal vaskiiler hiicre komponenti
fibroblastlar, kan hiicreleri, makrofajlar, mezenkimal kok hiicreler, preadipositler ve
endotel hiicrelerinden olugsmaktadir. Yapilan arastirmalar yag dokusunda bulunan
mezenkimal kok hiicrelerin, kemik iligi kokenli kok hiicreler kadar proanjiogenetik
ozellige sahip oldugu ve yag dokusunun kemik iligine gére 100 kat daha zengin kok

hiicre igeren bir rezervuar oldugunu ortaya koymustur (61-63).

2.3.1. Yag grefti

Otolog yag grefti uygulamasi 19.ylizyila kadar uzanmakta olup ilk kez
Neuber tarafindan 1893 yilinda Alman Cerrahi Toplulugu kongresinde sunulmustur
(65). 1980°1i yillarda Yves-Gerard Illouz ve Pierre Fournier saglikli bireylerin karin
ve uylugundan yag dokusunu uzaklastirmak i¢in liposaksin islemini tarif etmislerdir
ve c¢ok daha az skar dokusu birakarak yag dokusu toplayabilmenin miimkiin
oldugunu gostermislerdir. Bu sayede otolog yag grefti uygulamasi hizla popiiler bir
girisim olmaya baglamistir (66,67). 1987 yilinda Coleman yiize yag transfer etmeye
baslamis ve olumlu deneyimlerini aktarmistir. Yag greftinin sagladigi degisikliklerin
uzun donemde korundugu ve yag greftinin kalic1 oldugunu gézlemleyen Coleman
kendine ait teknigi literatiire sunmustur (68). Coleman’in tekniginde alinan yag grefti

santrifiij edilerek sivi haldeki yag, kan ve diger siv1 bilesenler ayrigtirilarak, hem
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greft sagkalim oranini arttirdigint hem de 6n goriilebilir sonuglar elde edilebildigini

belirtmistir (69).

Giliniimiizde otolog yag grefti kullanim kolaylig1 ve diisiik maliyeti nedeniyle
siklikla tercih edilen bir yontemdir. Kolay uygulanabilir olmasi, istenilen miktarda
elde edilebilme olanagi, immunojenik olmamasi, yabanci cisim reaksiyonuna yol
acmamasi, asiri duyarlilik reaksiyonuna yol agmamasi, hacim artis1 yaninda deri
kalitesinde diizelme saglayabilmesi, dogal goériinlim ve doku yapisina yiiksek uyum
saglayabilmesi yag grefti uygulamasinin en Onemli avantajlardir. Otolog yag
greftinin en biiyiik dezavantaji ise greft rezorpsiyonunun tahmin edilememesidir.
Literatiir incelendiginde otolog yag grefti yasayabilirlik oranlari %20-90 arasinda

cok genis bir dagilim gostermektedir (70).

Yag greftinin klinikte kullanim alani ¢ok genistir. Ozellikle otolog yag
enjeksiyonu plastik cerrahide ¢ok yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Estetik
cerrahide hem kontur restorasyonu hem de genglestirmede c¢ok sik kullanilmakta
olup yumusak doku defektlerinde, radyoterapi ya da yanik skarlarinin kalitesini
arttrmada, kronik ilserler, faringoplasti hatta dupuytren kontraktiirinde dahi
kullanim1 mevcuttur (71-75). Literatiirde rastladigimiz kemik iyilesmesinde yag
grefti uygulamasi ile ilgili yapilan ¢alismalarda yag greftinin ¢ogunlukla ¢esitli
implantlar veya osteojenik materyallerle birlikte uygulandigi goriillmektedir (76,77).
Kemik greft uygulamasiyla ilgili ise daha ¢ok greft iizerine adipoz kaynakli kok
hiicrelerin uygulanmas: ile ilgili ¢aligmalara rastlanmaktadir (78-82). Literatiirde
kemik greft uygulamasinin yag grefti uygulamasi ile kombine yapildigi ¢alismalar
yetersiz olup genellikle kemik defektlerin {izerine yag grefti uygulamasi yapilip
kemik iyilesme siireci izlenmistir. Oliveira’nin yaptigi bir deneysel c¢alismada
tavsanlarda olusturdugu kritik boyutta kemik defekt bolgesine fragmente yag grefti
yerlestirmesi sonucu 15. ve 40. giin kontrol grubuna goére kemik matriks depositlerin
artmis oldugunu gostermistir (83). Juhani E. Merikanto tarafindan yapilan baska bir
calismada ise kranial kemik defekti olusturulan tavsanlarda, yag dokusunun
osteogenezisi olumsuz etkiledigi gosterilmistir (84). Maksilla rekonstriiksiyonu
yapilan ve kemik greft ile pedikiillii yag flebinin kombine uygulandigi hastalarda ise

yag dokusunun kemik iyilesmesi iizerine olan etkisinden ¢ok fasyal simetri ve estetik
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sonuglar iizerine olan olumlu etkilerin degerlendirildigini gériiyoruz (85,86). Sonug
olarak goriilmektedir ki kemik greft iyilesmesi lizerine yag greftinin islevselligi

konusunda literatiirde yeterli ¢calisma mevcut degildir.

2.3.2. Yag Grefti Elde Etme ve Uygulama

Yag grefti elde etmede birden fazla farkli yontem mevcuttur. ilk uygulanan
yontemde almman yag grefti herhangi bir islem uygulamadan dogrudan alic1 alana
yerlestirilmistir. Fakat bu yontemde goriilen yag grefti vaskiilarizasyon siirecinde,
damarlanma periferden baslar ve santralde vaskiilarizasyon yetersiz kaldigi i¢in
nekroza gitme ihtimali yiiksektir. Yag greftinin kesici alet yardimiyla kiyilmasi
teknigi ise yag dokusunda yiizey alanini arttirip vaskiilarizasyon siirecinin daha hizl
gelismesini ve rezorpsiyonun azalmasini amaglamistir. Giiniimiizde kullanilan
yontem ise vakum yardimiyla yag greftinin alinmasi ve ¢esitli santrifiij ya da siizme

islemlerinden gecirildikten sonra alici alana enjeksiyon uygulamasidir (87).

Yapilan calismalarda cerrahi olarak alinan yag dokusunun sag kalimi vakum
ile elde edilen yag dokusunun sag kalimima gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Glnlimiizde yag greftlerinin ne kadar miktarda rezopsiyona ugrayacaginin
bilinememesi en Onemli dezavantajlaridir. Giincel c¢alismalarda yag grefti
rezorpsiyon orant %?20-90 gibi genis bir aralikta oldugu bildirilmektedir. Yag
greftinin kalicilik siiresi ise 3 ay ile 8 yil arasinda degismektedir (88).

2.3.3. Yag Greftin Tyilesmesi

Alinan yag greftinin alic1 sahaya aktarilmasi ile tiim greftlerde de goriildigi
gibi damarlanmasi kesintiye ugrar. 24 saat sonra alici alana makrofaj, histiyosit,
multiniikleer dev hiicrelerin ve notrofillerin gelmesi ile hiicresel debris temizlenir.
Tipkt deri greftlerinde oldugu gibi yag greftlerinde de ilk 3 giin beslenmenin
plazmatik imbibisyon ile gergeklestigi diisiiniilir. Calismalarda yag greftinde

anjiogenezin alici alana aktarildiktan 2-4 giin sonra basladigi, baz1 ¢aligmalarda ise
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vaskiilarizasyon siirecinin 7-21 giin siirdiigli gosterilmistir (88). Adipositler bu ara
donemde degisen oranda iskemiye maruz kalmakta ve bu iskemi sonucu olusan

inflamatuar siirecte yag greftinde nekroz, fibrozis veya yag kistleri olusmaktadir.

Yag greftlerinde sag kalim erken vaskiilarizasyonun gerceklesmesine
baglidir. Erken donemde goriilen rezopsiyon nedeni iskemi sonucu gelisen nekroz
iken, ge¢ donemde kayiplarin sebebi apopitoza bagl adipositlerin azalmasidir (89).
Yag greftlerinin kiiciik boyutlarda nakledilmesi iskemi siiresini kisaltip,
vaskiilarizasyon siirecini hizlandirdig: i¢in inflamatuar siireci de azaltmaktadir (90).
H. Suga ve arkadaglarinin yaptig1 deneysel c¢alismada ratlarin inguinal yag
yastik¢iklart ¢evre dokulardan ve femoral arterden diseke edilerek ayristirilmis ve
parsiyel oksijen basinci %20’ye kadar diisiiriilmiistiir, sonug¢ olarak 28. giinde yag
dokuda iskemiye bagl fibrozis ve atrofi ile karsilasilmistir. iskemiye bagli hasar
goren hiicreler cogunlukla adipositler, vaskiiler endotelyal hiicreler ve kan hiicreleri
olmustur. Fakat bunlara ragmen iskemi altinda yag doku kokenli kok hiicrelerin ise

canli kaldig1 ve doku onarimi i¢in sayilarinin arttigi gosterilmistir (91).

2.4. TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA

Trombositten zengin plazma (TZP) otolog kandan elde edilen ve
trombositlerin  konsantre halde bulundugu kiicik hacimde bir plazmadir.
Trombositler aktive oldugunda alfa graniillerinde depolanmis biyomolekiiller
degraniile olup ortama temel biiyiime faktorleri salgilanir. Bu biyomolekiillerden
baglicalari; adeziv proteinler, pihtilasma faktorleri ve iliskili proteinler, fibrinolitik
faktorler ve iliskili proteinler, proteaz ve antiproteazlar, biiyiime faktorleri, sitokin ve

kemokinler, antimikrobial molekiiller ve membran glikoproteinleridir (91).

Salgilanan biiylime faktorleri yara iyilesme ve doku onarimu siirecinde etkin rol
oynarlar. Bunlardan baglicalar; trombosit kaynakli bityiime faktori (Platelet derived
growth factor: PDGF), doku biiyiime faktorii (Tissue growth factor B: TGF-p), vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (Vascular endothelial growth factor: VEGF) ve epitelyal
biiylime faktorii (Epithelial growth factor: EGF)’diir. Bu faktorler doku rejenerasyonunu,

neoanjiogenezisi ve hiicre proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu uyarirlar (92,93).
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Ayrica TZP invitro ortamda fetal osteoblast benzeri hiicrelerin rejenerasyon ve

fonksiyonelligini arttirip, mezenkimal kok hiicrelerin ortama gdciinii saglamaktadir.

PDGF hiicre proliferasyonunu uyarir ve gili¢lii bir kemoataktandir. TGF-3
kemik iyilesmesinde rolii olan iki halkali bir polipeptittir. VEGF ve EGF giicli
anjiogenik faktorler olup endotelial hiicre proliferatorleridirler. Trombosit
icerisindeki biliylime faktorlerinin yara iyilesmesi ve kemik iyilesmesi iizerine etkileri
1990’1 yillarda kesfedilmis ve yapilan deneysel caligmalarda olumlu etkileri oldugu
gosterilmistir (94-97).

2.4.1. Trombositten Zengin Plazma Elde Etme ve Uygulama:

Trombositten zengin plazma elde etmek icin alinan kan 6rnegi santrifiij
edilmelidir. Bunun i¢in farkli santrifiij hizlar1 tanimlanmistir ki buradaki amag¢ kan
bilesenlerini ayristirmaktir. Santrifiij sonrasi en altta kirmizi kan hiicreleri ve onun
iistlinde 10kositlerin oldugu tabaka, onun da istiinde ise ‘buffy coat’ denilen ve
trombositten zengin olan katman bulunur (98). TZP elde edilirken donérden alinan
antikoagule edilmis kan santrifiij edildiginde 3 tabaka ortaya ¢ikmaktadir. En altta
kirmizi kan hiicrelerinden zengin tabaka, en iistte plazma (trombositten fakir plazma)
ve ortada trombosit ve lokositlerden olusan katman bulunur. Ortada yer alan bu
katman dikkatli sekilde enjektorle c¢ekilip uygulama icin hazir hale gelir. Pek c¢ok
calismada TZP’ye eklenen cesitli aktivator maddeler sayesinde trombositlerin
aktivasyonu yapilarak uygulama yapilmistir. Baz1 ¢aligmalarda ise aktivatore gerek

olmadig1 ve travma alaninda trombositlerin aktive olduklari belirtilmistir (99).

TZP alici sahaya enjekte edilerek veya direkt olarak uygulanabilir.
Trombositlerin o-graniillerinde depolanmis halde bulunan biiyiime faktorleri,
trombositlerin aktivasyonu ile degraniile olur. ilk 1 saat iginde biiyiime faktorlerinin
%95°1 ortama salinir. Bu ilk salinim sonrasinda trombositler hayat dongiileri olan 7-
10 giin boyunca biiyiime faktorii ve diger proteinlerin salinimina devam ederler. TZP
icindeki biiyiime faktorleri metabolik olaylarin akisini hizlandirir, kdk hiicrelerde

farklilasmayn tetikler ve iyilesmeyi hizlandirirlar (100,101).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gaziosmanpasa Universtesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayinin alinmasini takiben 2016 HADYEK-40 nolu
proje altinda yiiriitildii (Ek-1,2). Deney hayvanlarinin kullaniminda Helsinki

Deklarasyonu’na ve Avrupa Konseyi’nin 6nerdigi sartlara uyuldu.

Deney hayvanlarinin iiretimi, temini, bakimi ve ¢aligmanin cerrahi bdliimii
Gaziosmanpasa Universitesi, Deneysel Tip Arastirma Birimi Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Calisma igin 4000-4500 gr agirliginda 27 adet erkek Yeni Zellanda
tavsan kullanildi (Resim 3). Tavsanlar her birine uygun, ayri kafeslerde, 23 + 1 °C
sicaklikta, 12 saat karanlik/12 saat aydinlik ortam sartlarinda barindirildi. Caligma
esnasinda deney hayvan sarfin1 azaltmak amaciyla tavsanlarin sag ve sol parietal
kemikleri kullanilmak {izere her hayvandan 2 adet 6rneklem elde edilecek sekilde

planlama yapildi.

Resim 3: Yeni zellanda tavsani

26



3.1. DENEY MODELI VE GRUPLAR

Calisma icerisinde yer alan biitiin tavsanlarda parietal kemikte kritik
biiytikliikte (15 mm) kranial kemik defekt modeli olusturuldu (Resim 4). Bunun igin
parietal kemik tamamen ortaya koyulduktan sonra sagittal siitiir hattin sag ve sol
tarafindan 15 mm ¢apinda yuvarlak kemik segment c¢ikartildi. Cikartilan kemik
segmentler kemik greft olarak hazirlandi; sag parietal bolgeden ¢ikartilan kemik

segment sol taraf defektin onarimi icin, sol parietal bolgeden cikartilan kemik

segment sag taraf defektin onarimi igin kullanild: (Resim 5).

Resim 4: Tavsan kraniumunda kemik defekt olusturulmasi.

A: Insizyonun ¢izimi B: Parietal kemigin eksplore edilmesi C: Kemik defekti olusturulacak alanin
I5mm capinda 2 adet yuvarlak siyah karton kalip ile gosterilmesi. D: Olusturulan kemik defekt
boyutlariimn 15 mm ¢apinda siyah karton kaliplar ile doldurularak gosterilmesi.
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Resim 5: Grup 1°de kemik defekt alanlarin otolog kemik greft ile onarimu.

Cerrahi asamada ek olarak grup 2 igerisinde yer alan 9 tavsanda sag ve sol
parietal kemik greft ile onarim yapilan alan {izerine yag grefti uygulamasi ve grup
3’teki 9 tavsanda kemik greft ile onarim yapilan sag ve sol parietal kemik alan

bolgesine TZP uygulamasi yapilmistir.

Gruplarin smiflandirilmasi cerrahi asamada kemik greft uygulamasi ardindan

uygulanan veya uygulanmayan islemler dogrultusunda yapildi (Resim 6).

Grup 2: kemik Grup 3: kemik greft
greft + vag grefti +TZP

Resim 6: Gruplarin olusturulmasi.

Grup 1: sadece kemik greft ile defekt onarimi (n:9). Grup 2: kemik greft + yag grefti ile defekt
onarimi (n:9). Grup 3: kemik greft + TZP ile defekt onarimi (n:9)
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Grup 1: Tavsanlarin sag ve sol parietal bolgelerinden alinan 15 mm'lik
kemik greftleri ile kritik biiylikliikte defekt alanlari olusturuldu. Alman kemik
greftlerin karsilikli olarak yer degistirilmesi ile defekt alanda otolog kemik grefti ile

onarim saglandi (Resim 5).

Grup 2: Tavsanlarin sag ve sol parietal bolgelerinden alinan 15 mm'lik
kemik greftleri ile kritik biiyiikliikte defekt alanlar, alinan kemik greftlerin karsilikli
olarak yer degistirilmesi ile onarildi. Ardindan tavsanlarin inguinal bélgelerinden
alinan ve 3000 RPM de santrifiij edilen 1cc yag grefti ince bir tabaka halinde kemik
greft lizerine yerlestirilerek kapatildi (Resim 7).

Resim 7: Grup 2’de kemik defekt alanlarin onarimi + yag grefti uygulamasi.

A: Inguinal yag yastikgigin almmasi. B: Santrifiij edilen yag grefti. C: Tavsan kraniumunda kemik
defektlerin otolog kemik greft ile onarilmasi D: Kemik greftleri lizerine yag grefti uygulamasi.

Grup 3: Tavsanlarin sag ve sol parietal bolgelerinden alinan 15 mm'lik
kemik greftleri ile kritik biiytlikliikte defekt alanlar, alinan kemik greftlerin karsilikli
olarak yer degistirilmesi ile onarildi. Ardindan tavsanlarin otojen kanindan

hazirlanan 1cc TZP kemik grefti tizerine direk uygunarak kapatildi (Resim 8).
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Resim 8: Grup 3’de kemik defekt alanlarin onarimi + TZP uygulamasi.

A: Kemik greftlerin hazirlanmasi. B: TZP kiti (KFDA Class III Approved for PRP Collection,
NeoGenesis.) C: elde edilen 1 cc TZP. D: TZP’nin uygulanmig hali.

3.2. OPERASYON TEKNIGi

Cerrahi islemler genel anestezi ve steril sartlar altinda gergeklestirildi.
Tavsanlarin genel anestezisi 0,5 ml/kg Ketamin (Ketalar, Parke-Davis, Morris Planis,
NJ) ve 1ml/kg Ksilazin (Alfazyne, %2 solution, Woerden, Netherlands)
kombinasyonu ile saglandi. Anesteziyi takiben kranium bdlgesi tras edilerek, batikon
(%10 povidoniyodin poliiyot) ile cerrahi saha dezenfekte edildi ve steril oOrtiiler ile
kapatildi. Cerrahi islemde steril aletler kullanildi. Kafa derisine yapilan yaklasik 3
cm uzunlugundaki V seklindeki insizyonla girilerek, subperiostal alanda uygulanan
diseksiyonla tiim parietal bolge ortaya konuldu. Her iki paryetal kemikte birbirine
simetrik olacak sekilde 15 mm ¢apli dairesel defektler olusturuldu. Bu amagla daha
onceden planlanip hazirlatilmis olan 1 cm capli ve yaklasik 3 mm yiikseklige sahip el
matkabi1 ile uyumlu olabilecek metal bir u¢ kullanildi. Boylece el matkabi yardimiyla
altta duramater zedelenmeyecek sekilde tam kat sirkiiler defektler meydana getirildi.
Defektler olusturulurken elde edilen pargalar otojen kemik grefti olarak ¢alismada
kullanild1 (105).

Grup 1’de olusturulan kranium kemik defekti sadece otojen kemik grefti ile

onarildi. Sag taraftan alinan kemik greft sol taraftaki defekte, sol taraftan ¢ikartilan
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kemik greft sag taraftaki kemik defekt alanina yerlestirildi. Ardindan periost ve
yumusak doku 6/0 prolenle siitiire edilerek defekt bolgesi kapatildi. Grup 2’de
kranium kemik defekti otojen kemik grefti ile aymi teknikle onarildiktan sonra
tavsanlarin inguinal bolgelerinden yapilan 1 cm’lik insizyon ve ardindan yapilan
diseksiyonla eksplore edilen yag dokusu greft amachi alindi ve 3000 RPM de
santrifiij edilip 1cc yag grefti ince bir tabaka halinde kemik greft iizerine yerlestirildi.
Periost ve yumusak doku kemik greft ve yag greftin lizerine dikkatli sekilde ortiilerek
6/0 prolenle siitiire edilip kapatildi. Grup 3’te ise kranium kemik defekti otojen
kemik grefti ile ayni teknikle onarildiktan sonra tavsanlarin her iki kulak veni de
kullanilarak ve Ca-sitrat ile yikanmig vakumlu enjektorler yardimiyla 6-8 cc otojen
kan alindi. Kan alinma islemi sonrast zaman kaybetmeden TZP kitinin i¢inde mevcut
olan tiiplerin her birine (BD Vacutainer® CPT™ Cell Preparation Tube) otojen kan
atravmatik sekilde dolduruldu. Takiben santrifiij cihazina yerlestirilerek (Elektro-
Mag M615E) 3200 RPM de 8 dakika santrifiij islemi uygulandi. Santrifuj sonrasi
tiplerde olusmus olan TZP, TFP ve eritrosit tabakalarinin birbirinden ayristigi
gbzlendi. Bunlarin igerisinde dumanli goriinlime sahip olan TZP tabakasi spinal
ponksiyon igneleri ile ayristirildi. 6-8 cc kana karsilik yaklasik 1 cc TZP’nin elde
edildigi gozlendi, daha sonra elde edilen bu miktar 1cc’lik enjektorlere aktarilarak
uygulamaya uygun hale getirildi. Elde edilen 1cc TZP kemik grefti iizerine ve greft
lyilesme hatlarina dogrudan uygulandi. TZP’nin greft iyilesme hatlarin1 doldurdugu
izlendi. Dikkatli sekilde periost ve yumusak doku 6/0 prolenle siitiire edilerek defekt

bolgesi kapatildi. Cilt siitiirasyonu ve pansumanlarla operasyonlar sonlandirildi.

3.3. DENEY PROTOKOLU

Her gruptan 2., 6. ve 12. haftalarda liger adet tavsan sakrifiye edilerek, sag ve

sol parietal kemiklerine uygulanan kemik greftleri histopatolojik incelemeye alindi.

Bu sayede her gruptaki tavsanlardan elde edilen altisar adet kemik grefti
ornegi histopatolojik olarak incelenebildi ve kemik iyilesmesinin 2., 6. ve 12.

haftalardaki asamalar1 gosterildi.
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Ayrica tiim gruplardaki tavsanlara 0. giin, 2. hafta, 6. hafta ve 12. haftalarda 3
boyutlu maksilofasyal BT (LightSpeed Ultra; GE, Milwaukee, USA) c¢ekilip
radyolojik olarak degerlendirme yapild1 (Sekil 1).

operasyon giinii 2. hafta 6.hafta 12.hafta

Grup 1 .
emik greft
/= D O cl)

fcemik greft + yag

Grup 3 HISTOPATOLOJIK
femiic greft + PZP DEGERLENDIRME

n:27

Sekil 1: Deney gruplari ve degerlendirme takvimi.

3.4. DEGERLENDIRME YONTEMLERI
3.4.1. Radyolojik degerlendirme

Gaziosmanpasa Universitesi Radyoloji AD’da gergeklestirildi.

3.4.1.1. Bilgisayarh tomografi goriintiilerin degerlendirilmesi:

0. giin, 2., 6. ve 12. haftalarda tiim tavsanlara 3 boyutlu maksilofasyal
bilgisayarli tomografi (LightSpeed Ultra; GE, Milwaukee, USA) goriintiilemesi
yapildi. Ttim tetkikler denekler anestezi altinda ve supin pozisyonda iken, sert damaga
paralel olacak sekilde aksiyel planda, 120 kV ve 70 ma degerleri ile, 1 mm kesit
kalinliginda, helikal modda taramayla yapildi ve 8 kesitli multidedektor bilgisayarh
tomografi cihaz1 (LightSpeed Ultra; GE, Milwaukee, USA) kullamldi. Ug boyutlu
goriintiileme i¢in "GE Advantage Windows Workstation 4.2" is istasyonu kullanildi.

Tavsanlara ait kemik greft kenarlarinin periferal kemik doku ile yaptiklar
flizyon ve kemik greft sinirlarinda gerceklesen osteogenezis 3 boyutlu goriintiilerde
gorsel olarak analiz edildi. Deneyden bagimsiz iki gézlemcinin yapmis oldugu gorsel

analizde kullanilan skorlama Tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1: Gorsel analiz igin uygulanan skorlama. Modifiye Lane ve Sandhu
radyolojik skorlama kriterlerinden uyarlanmistir.

Kemik greftin ¢evresindeki kranial kemiklerle higbir sekilde fiizyon- | . .
. IYILESME YOK - 0 PUAN
kemiklesme yok

Kemik greftin, ¢evresindeki kranial kemiklerle sadece 1 kenardan -
. . KOTU -1 PUAN
fiizyon yapmus - kemiklesmis olmast

Kemik greftin, ¢evresindeki kranial kemiklerle 2 farkli kenardan
. . ORTA -2 PUAN
fiizyon yapmis — kemiklesmis olmasi

Kemik greftin, ¢evresindeki kranial kemiklerle 3 farkli kenardan L
) ) IYI -3 PUAN
fiizyon yapmis - kemiklesmis olmast

Kemik greftin, gevresindeki kranial kemiklerle 4 farkli kenardan
flizyon yapmuis ve periferal kemik dokusu tiim kemik grefti ile | TAM IYILESME — 4 PUAN

biitiinlesmis, greft kenarlarinin tamamen kemiklesmis olmasi

3.4.1.2. Bilgisayarh tomografide kemik greft dansitelerin

degerlendirilmesi

Tomografi goriintilleri “GE  Advantage Windows Workstation 4.2”
programinda, kemik greftin alani manuel olarak ROI (region of interest) ile
cevrelendi ve bu alandaki kemigin dansitesi Hounsfield iinite (HU) degeri ile

otomatik olarak ol¢iildi.

Kemik iyilesme kalitesini gosteren kriterlerden biri olan kalsifikasyonunu
yani kemik yogunlugunu radyolojik goriintiilerde, bilgisayar ortaminda
degerlendirmek miimkiin olmaktadir. Bu amagcla yapilan o6lglimler, bilgisayarl
tomografi i¢cin Hounsfield initesi (HU) olarak degerlendirilir. Hava -1000 HU, su 0
HU ve kemik 1000 HU olarak degerlendirilirken, 6lciilen alanin yogunlugu ise bu

degerlere dayanarak nisbi bir deger olarak verilmektedir.

0. giin, 2., 6. ve 12. haftalarda tiim tavsanlara tomografi goriintiilemesi
yapilmasi ardindan radyolog ve arastirmact esliginde veriler degerlendirildi, istatiksel

analize sunuldu.
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3.4.2. Histolojik degerlendirme

Histolojik ~degerlendirme Gaziosmanpasa Universitesi Patoloji AD’da
gergeklestirildi. 2., 6. ve 12. Hafta sonlarinda her gruptan 3’er adet tavsan sakrifiye
edilerek, kranial kemik Ornekleri alindi. Kranial kemik Ornekleri saglam kemik
dokusunu da igerecek sekilde 6x5 cm boyutlarinda alindi. Alinan 6rnekler asit (HCL-
formik asit) ile dekalsifiye edildi. Ardindan dekalsifiye edilmis 6rneklemlerden sag
ve sol kemik greftin ¢cevresel kemik doku ile yapmis oldugu iyilesme hattindan 3 adet

ornek alinarak standart olarak hematoksilen & eozin ile boyandi.

Her gruptan alinan 3 kranial kemik Orneginden sag ve sol kemik greft
degerlendirmeleri ayr1 ayr1 yapilarak toplam 6 drneklem elde edilmis oldu. Iyilesme
bolgesi histolojik olarak incelendikten sonra, iyilesme durumu, incelenilen preparatin
ait oldugu grup hakkinda bilgilendirilmeyen tecriibeli bir histolog tarafindan

evrelendirildi (Tablo 2). Veriler istatiksel olarak degerlendirildi.

Tablo 2: Histopatolojik evreleme kriterleri

Skor | Histopatolojik bulgu

1 Tamamen fibr6z doku var
2 Fibréz doku baskin ancak az miktarda
kikirdak var

Fibroz doku ve kikirdak esit miktarda var

4 Kikirdak olusumu baskin ancak az
miktarda fibréz doku var

5 Tamamen kikirdak var

6 Agirlikh kikirdak ve az miktarda immatiir
kemik dokusu var

7 Esit miktarda kikirdak ve immatir kemik
dokusu var

8 Agirlikli immatir kemik ve az miktarda
kikirdak doku var

9 immatiir kemik ile kemik iyilesmesi

10 Matir kemikile kemikiyilesmesi
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3.4.3. Istatiksel degerlendirme

Degerlendirmeler istatistik yazilim ile yapildi (IBM SPSS Statistics 19, SPSS
inc., an IBM Co., Somers, NY). Siirekli degiskenler ortalama ve stadandart sapma,
nitel degiskenler say1 ve yiizde ile sunulmaktadir. Oncesi ve sonrasi &lgiimlerin
gruplar yoniinden farkliligi tekrarli Olglimlerde varyans analizi kullanilarak
degerlendirildi. Herbir dl¢limde gruplar arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi

ile degerlendirildi.
Gorsel analiz verileri say1 ve yiizde ile ifade edildi. Ki-kare testi kullanildi.

Gruplara gore kemik dansitesi ve histopatolojik degerlendirmede Tek yonlii
varyans analizi kullanildi. Coklu karsilastirma i¢in Tukey HSD testi kullanildi.
Tekrarli 6l¢iimlerde iki yonlii varyans analizi kullanildi. Coklu karsilastirma icin
Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Olgiimlerin grup dagilimlart gubuk grafik ile
sunuldu. p degerleri 0.05’den kiiglik olarak hesaplandiginda istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. KLINiK BULGULAR

Makroskopik degerlendirme ve Orneklemlerin toplanmasi ayni cerrah

tarafindan gerceklestirildi.

1. haftanin sonunda grup 1 igerisinde yer alan tavsanlarin 1 tanesinde, cerrahi
islem sirasinda kaldirilan V seklindeki skalp deri flebin u¢ kisminda 0,5 cm
genisliginde nekroz ile karsilasildi. Diger deneklerde normal yara iyilesme siireci

izlendi. Grup 2 ve 3 igerisinde yer alan tavsanlarda normal yara iyilesme siireci izlendi.

2. haftanin sonunda gruplara anestezi esliginde tomografi ¢ekimleri
yapilmadan once, grup 1’e ait parsiyel nekroz gelisen bu tavsanda nekrotik alanin
eksizyonu ve resiitiirasyonu gerceklestirildi. Ayrica 2. hafta baslanan histopatolojik
orneklemlerin alinmasi sirasinda grup 2’de diger gruplara kiyasla kemik greftlerin

daha instabil oldugu gozlemlendi.

6. haftanin sonunda grup 2 igerisinde yer alan deneklerin cerrahi sahalarinda
V flebe ait skarin neredeyse kayboldugu, traslama yapilan alan iizerinde tiiylerin
uzadig1 ve saglikl flep dokusunun varligi izlendi. Grup 3’te benzer sekilde iyilesme
stireci izlenirken, grup 2’ye ait deneklerde skalpte daha parlak tiiylerin uzadigi
gozlemlendi. Grup 1’de ise V fleplerin normal iyilesme siirecinin devam ettigi fakat
insizyon skarlarinin diger gruplara gore daha belirgin oldugu ve yer yer tiiylerin
dokiildiigii kiiglik alanlar oldugu gozlemlendi. 6.hafta sonunda alinan kemik greft
orneklemlerin kemik greft sinirlarindaki “gap” ‘in degerlendirilmesinde grup 3’te
diger gruplara kiyasla belirgin olarak azalmis oldugu ve kemik greftlerin stabil

oldugu klinik olarak gézlemlendi.

12. haftanin sonunda tiim tavsanlarin yasadig goriildii. Hepsinde yara iyilesmesi
tamamland1 ve norolojik bir sekel izlenmedi. Alinan histopatolojik 6rneklerde grup 1 ve
3’e ait deneklerde kemik greftler stabil olarak izlenmis olup, grup 2°de halen kemik greft

smirlarinda kemiklesmenin olmadig kiigiik alanlar gdzlemlenmistir.
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4.2. RADYOLOJIK BULGULAR

Tiim gruptaki tavsanlarin 0. giin, 2. hafta, 6. hafta ve 12. haftalarda ¢ekilen 3
boyutlu maksilofasyal BT goriintiilerinden kemik greft smirlarinin  fiizyonu
degerlendirildi ve kemik grefte ait dansite 6l¢timii yapildi. Elde edilen veriler say1 ve
yiizde ile ifade edildi. Gorsel degerlendirmede ki-kare testi kullanildi. Kemik greftin
dansite degerlendirmesinde tek yonlii varyans analizi kullanildi. Coklu karsilagtirma

icin Tukey HSD testi kullanildi.

Grup 1, 2 ve 3’teki deneklerin 3 boyutlu maksilofasyal BT goriintiilerinden
yapilan gorsel analiz degerlendirmesinde; 0. glin tiim gruplarda kemik greftlerinin
komsu saglam kemik dokusu ile hicbir sekilde osteojenik baglanti kuramadigi
radyolojik olarak gozlendi (Resim 9). 2. haftada yapilan degerlendirmede gorsel
olarak en yiiksek skora sahip olan PRP uygulanan grup 3 olmus, grup 1 ve 3 arasinda
yapilan kiyaslamada elde edilen verilerde istatiksel olarak anlamli farklilik
izlenmemistir (Resim 10). Grup 2’deki denekler ise en disiik gorsel skora sahiptir
(Tablo 3).

6. haftada yapilan degerlendirmede gorsel olarak puanlanan en iyi grup yine
PRP uygulanan Grup 3 olmustur (Resim 11). Grup 2 en diisiik gorsel skora sahiptir.
Grup 1 ile 3 arasinda ise istatiksel fark yoktur (Tablo 3).

12. haftada yapilan degerlendirmede gorsel olarak Grup 1 ve Grup 3’te tiim
deneklerde kemik greftlerin sinirlarinin osteogenezle kapandigi ve greftin perifer
kemik dokuyla tam flizyon sagladigi goriilmustiir. Fakat yag grefti uygulanan Grup
2’de, 12. haftanin sonunda dahi 5 tavsanda tam iyilesme izlenmemis olup (Resim
12), yapilan degerlendirmede en kotii iyilesmenin izlendigi grup oldugu istatiksel

olarak gosterildi (Tablo 3).
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Resim 9: 0. giin tim gruplarda kemik greftlerinin komsu saglam kemik dokusu ile
hicbir sekilde osteojenik baglant1 kuramadigi radyolojik olarak gozlendi.

Grup 3 "0.giin"' Grup 3 "2.hafta"

Resim 10: PZP uygulanan grup 3’e ait bir tavsanin 3 boyutlu maksilofasyal BT

gorseli.

Cerrahi uygulamadan sonraki 2. haftada greft kenarlarinda izlenen kemiklesme ve fiizyon
goriilmektedir.
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Tablo 3: Gorsel analizin istatiksel degerlendirme tablosu.

Gorsel 0, gin

Go

Gorsel 2, hafta

-
“

|
|

Gérsel 6, hafta

Gérsel 12, hafta

==

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Kota 18{100) 18{100) 18(100)
Orta 0{0) 0(0) 0(0)
lyi 0{0) 0{0) 0{0)
Cokiyi 0(0) 0{0) 0{0)
Tam iyilesme 0(0) 0(0) 0(0)
Kot 0(0) 0(0) 0{0)
Orta 0(0) 0{0) 0(0
lyi 11{61.1})a 5(27.8)a 8(44.4)a
Cokivi 2(16.7)ab 0(0)b 5(27.8)a
Tam iyilesme 0(0)a 0{0)a 4(22,.2)a
Kota 0(0) 0(0) 0(0)
Orta 0(0) 0(0) 0(0)
Iyi 2(16,7)a 8(66,7)b 1(8,3)a
Cokiyi 9(75)a 433.3)a 5(41.7)a

iy { i )
Kota 0(0) 0(0) 0(0)
Orta 0(0) 0(0) 0{0)
Iyi 0(0) 0(0) 0{0)
ok iyi 0(0)a 5(83.3)b 0(0)a
landdlesme 6000008 L2070 01001,

X2 P
28,000 <0,001
19,009 0,001
13,846 0,001

Veri say1 ve yiizde ile ifade edildi. Ki-kare testi kullanildi. Farkli harfler istatiksel anlamliligt

gostermektedir.

Kirmuzi renk belirtegler: Radyolojik olarak gorsel analizde en iyi iyilesme sonuglarinin PRP
uygulanan grup 3’de oldugu goriildii. Mavi renk belirtecler: 12. haftada yag grefti uygulanan grup 2,

istatiksel olarak en kotii iyilesmenin izlendigi gruptur.

-
-~
-

Grup 3 "6.hafta"

Resim 11: PZP uygulanan grup 3’e ait bir tavsanin 3 boyutlu maksilofasyal BT gorseli.
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Cerrahi uygulamadan sonraki 6. haftada greft kenarlarinda izlenen kemiklesme ve

flizyon goriilmektedir.

Grup 2 "0.giin" Grup 2 "2.hafta"

Resim 12: Yag grefti uygulanan grup 2’ye ait bir tavsanin 3 boyutlu maksilofasyal

BT ¢ekimlerinin goriintiileri.

A: 0O.giin diger gruplarda da oldugu gibi hicbir kemiklesme ve greft kenarlarinda fiizyon
izlenmemektedir. B: 2. haftada greft kenarlarinda kemiklesme ve yer yer flizyon alanlar1 izlenmekte
olup bu iyilesme diger gruplara gore yetersiz kalmistir. C: 6. haftada greft kenarlarinda kemiklesme
ve yer yer flizyon alanlar1 2. haftaya gore artmis oldugu izlense de, bu iyilesme diger gruplara gore
yine yetersiz kalmistir. D: 12. haftaya gelindiginde halen iyilesmenin tamamlanmadig1 ve yer yer
kemiklesmeyen alanlarin oldugunu gérmekteyiz.
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Biitiin tavsanlarin 0. giin, 2. hafta, 6. hafta ve 12. haftada tomografi
cekimlerinde kemik greft alanlarin radyolojik olarak kemik dansitesi hesaplandi,
Grup 1 ‘de tiim deneklerdeki kemik greftlerin dansitesinin zamanla dogru orantili
olarak arttig1 gozlendi. Grup 2’deki deneklerin kemik greftlerinde 2. ve 6. haftalarda
dansitede azalma izlendi, yalnizca 12. haftada dansitede artis gozlendi. Grup 3’te
zamanla kemik dansitelerinde artis izlenmistir. Grup 3’te kemik dansitesinin en fazla
arttig1 zaman 6. haftada olup, bu artisin diger gruplara gore istatiksel olarak anlamli
oldugu goézlendi (Grafik 1).

1.500,00— LIKemik yogunlugu 0. giin
kel yogunlugu 6. hafta
i Kemik yogunlugu 12. hafta
;é 1.000,00— [ w {: [
O
ﬁ 500,00 é Z J %

[
5
£
b=
h

Grup 1 Grup 3

Grafik 1: Gruplara gore kemik dansitesi dagilimi. Tek yonlii varyans analizi (p <
0.05).

4.3. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Her gruptan 3’er tavsan 2. hafta, 6. hafta ve 12. haftada sakrifiye edilip,
dikkatli sekilde kranium kemigi total ¢ikartildi ve beyin dokusundan siyrildi. Her bir

tavsandan 2 adet kemik greft uygulanmis sag ve sol pariatel kemik materyali elde
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edildi. Boylece her gruptan ayr1 ayri 2. 6. ve 12. haftalarda degerlendirilmis toplamda

6 adet 6rnekleme ulasildi.

Bu materyaller patoloji tarafindan degerlendirilmek tizere her bir kemik
greftin komsu parietal kemikle yapmis oldugu iyilesme hattindan alinan Kkesit, 3

pargaya ayrilarak histopatolojik olarak analiz edilmistir (Resim 12).

Degerlendirmede 2. hafta ve 6. haftada en iyi histopatolojik iyilesmenin TZP
uygulanan 3. grupta oldugu ve bu haftalarda grup 3’iin diger iki gruba gore istatiksel

olarak anlamli oldugu goriildii.

12. haftada ise hem grup 3 hem de grup 1’de matiir kemik dokusunun
izlendigi goriildii, bu iki grubun, yag grefti uygulanan grup 2’ye gore istatiksel olarak

daha iyi iyilesme gosterdigi bulunmustur (Grafik 2).

Resim 13: Gruplara gore histopatolojik kesitler.

A: mavi oklarda lamellar kemik dokusu ve g¢ekirdekli osteositler goriinmektedir. B: mavi oklar
lamellar kemik dokusu ve osteonu gostermektedir. Kirmizi ok vaskiiler yapilari gostermektedir. C:
sar1 oklar nekrotik yag dokularin varligini gostermektedir.
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Grafik 2: Histopatolojik analizin gruplara gore dagilimi. Tek yonlii varyans analizi

(p <0.05).
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5. TARTISMA

Otojen kemik greftleri, kemik defektlerin onariminda uzun siiredir
kullanilmakla beraber, rezorpsiyon sebebiyle hacim kaybina ugramalar1 ya da yeterli
vaskiilarizasyonun olmadig1 bolgelerde tercih edilememesi gibi dezavantajlar1 vardir.
Bu noktalar gbz oniine alindiginda otojen kemik greftlerin iyilegsme siireci iizerine

olumlu etkiler olusturacak uygulamalarin tedavideki 6nemi artmaktadir.

Kemik greftlerin iyilesmesi siirecinde revaskiilarizasyonun énemli bir basamak
oldugu diisiiniilmekte olup greft iyilesmesi tlizerine literatiirde pek c¢ok calisma
yapilmstir (6,7,102,103). Anjiogenezin inhibe edildigi deneysel ¢alismalarda kemik
iyilesme siirecinde duraklama izlendigi, stimiile edildigi durumlarda ise iyilesmenin
hizlandig1r gozlemlenmistir (106). Angiogenezin greft inkorporasyonu iizerine olan
olumlu etkilerinden yola ¢ikarak kemik greft uygulamarinda plateletten zengin

plazmanin kombine edilerek uygulandigi ¢alismalar yapilmistir (100,101).

Yag dokusu; icerdigi kok hiicre miktarinin fazla olmasi, kolay elde edilebilir
olmasi ve viicutta yag dokusu miktarinin yeterli olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle
aragtirmacilar i¢in ilgi odagi olmustur. Zuk ve ark. yaptig1 calismalarda yag dokusu
kok hiicrelerin kemik, kartilaj ve kasa farklilagtigini gostermislerdir (11). Yag
dokusundan elde edilen kok hiicrelerin uygulanmasinin kemik olusumunda olumlu
sonuglar sagladig: literatiirde gosterilmistir (107-111). Yag greftinin icerdigi kok
hiicreler ve yag dokusunda canli kalan adipositler sayesinde hem hacim hem de daha
hizli iyilesme istenilen bolgelerde kolay uygulanabilir olmas: biiyiik avantajlardir.
Bu sayede pek cok merkezde kok hiicre izolasyonu yapmadan klinik uygulamalar
kolaylikla yapilabilmekte ve olumlu sonuglar bildirilmektedir. Literatiirde yag grefti
uygulamalariyla ilgili pek ¢ok calisma olmasina ragmen kemik greftle kombine
uygulamalariyla ilgili yeterli calisma yoktur. Hatta yag dokusu kaynakli kok
hiicrelerin osteogenez iizerine olumlu etkileri kanitlanmis olmasina ragmen Juhani E.
Merikanto ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada kranial kemik defekti olusturulan
tavsanlarda, kok hiicre izolasyonu yapmadan sadece yag dokusu ile uygulama

yapildiginda osteogenezisi olumsuz etkileyebildigi gosterilmistir (84). Bu durum yag
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dokusundan elde edilen kok hiicre uygulamalar ile yag grefti uygulamalarindan elde

edilecek sonuglarin farkli olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda tavsan kraniumunda, kritik boyutta kemik defektlerin kemik
greft ile onariminda, yag greftinin kemik greft iyilesmesi {izerine etkinligini
inceledik. Bu amagla literatiirde farkli hayvan modellerinde “kritik boyutta kemik
defekti” olarak adlandirilan, dairesel, tam kat ve hayvanin yasami boyunca
kendiliginden kapanma sansi olmayan en kiiciik boyutta kemik defektleri
tariflenmistir. Farkli kaynaklarda degisik rakamlar verilse de, kraniumda kritik
boyutta kemik defekti ¢ap1 sigan i¢in 8 mm, tavsan i¢in 15 mm, képek ve maymun

i¢cin 20 mm olarak genel gegerlilik kazanmigtir (112-119).

Grup 1°de kranial kemik defekti, kemik greft ile onarilirken, Grup 2’de kemik
greft, yag grefti ile kombine edilerek defekt onarimi gergeklestirildi. Bunun yaninda
daha once kemik greft iyilesmesi iizerine olumlu sonuglar (119) bildirilmis olan
trombositten zengin plazma uygulamasiyla da 3. bir grupta kemik grefti ile birlikte

uygulanarak kiyaslamaya ve degerlendirmeye gidilmistir.

Bu calismada deney modeli olarak tavsanda kritik biiytikliikte kranial kemik
defekti secilmistir. Kemik defekti modeli olarak kranial yassi kemik tercih etmemizin
nedeni; lokalizasyonlar1 geregi oldukga osteoindiiktif bir ortam saglamalari sayesinde
kombine ettigimiz yag grefti veya TZP’min osteojenik potansiyellerini
kiyaslamamiza katki saglamasidir. Kranial kemik iyilesmesinde duramaterin
korunmasmin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Kemik defekti olusturulurken

duramater ve altindaki sagital siniis korunmustur.

Bizim yaptigimiz calismada yag greftinin kemik greft iyilesmesi ilizerine
olumlu etkisi gézlemlenmemistir. Elde edilen histopatolojik ve radyolojik bulgularda
yag grefti uygulanan kranial kemik greftlerde, yag grefti uygulanmayan grup 1’e ve
kemik greft ile birlikte TZP uygulanan grup 3’e gore kotii iyilesme izlenmistir. Elde
edilen veriler istatiksel olarak anlamli bulunup hem histopatolojik hem de radyolojik
olarak en kotii iyilesme yag grefti ile kemik greftinin kombine uygulandigi grup 2’de

goriilmiistiir.
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Calismada kranial kemik greftlerin perifer kemik dokusuyla osteojenik
baglantilarla ger¢eklestirdigi fiizyon orani, ii¢ boyutlu maksilofasiyal BT goriintiileri
ile degerlendirildi. Yapilan gorsel analizde; 2. ve 6. haftada kemik greftin perifer
kemik dokusuyla en fazla fiizyonu TZP uygulanan grup 3’te oldugu ve yag grefti
uygulanan grup 2’ye gore istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir. 12. Haftada
yapilan degerlendirmede gorsel olarak grup 1 ve 3’teki tiim tavsanlarda tam fiizyon
izlenmistir. Fakat yag grefti uygulanan grup 3’teki bazi deneklerde kemik greftlerin
periferle tam filizyonun tamamlanmadig1 goriilmiis ve yapilan degerlendirmede en
kotii iyilesmenin gozlemlendigi grup olmustur. Bu bulgular dogrultusunda yag grefti
uygulanan grup 3’te yag dokusunun, kemik greftin perifer dokuyla flizyonunu
engelleyen nekrotik bir bariyer gibi islev gordiiglinti diisiindiirmiistiir. Yag greftinin
icerdigi mezenkimal kaynakli kok hiicrelerin osteogenezisi indiikleyerek iyilesmeyi
hizlandiracag1 6n goriilse de, ¢calismamizda yag dokusu, kemik iyilesmesinde goriilen
periferal vaskiiler penetrasyona engel oldugu diisiinilmektedir. Nitekim normalde
higbir kombinasyonun uygulanmadigi ve sadece kemik greft ile 12. haftada tam
iyilesme izlenmesi beklenen kontrol grubu 1’de tiim tavsanlarda tomografi
goriintiilerinde tam fiizyon izlenmis, fakat grup 2’de 5 tavsanda kemik greftin perifer

kemik dokusuyla fiizyonunun tamamlanmadig: alanlar ile karsilagilmistir.

Maksilofasyal BT degerlendirmelerinde tavsanlarin 0. giin, 2., 6., ve 12.
haftalarda kranium kemik greftlerinin radyolojik olarak dansitesi hesaplanmistir.
Grup 1’de kemik greft dansite degerlerinin ilerleyen haftalarda orantili olarak arttig:
izlenmistir. Grup 2’de 2. ve 6. haftalarda kemik dansite degerleri azalirken 12.
haftada artisa gectigi gozlemlenmistir. Grup 3’te kemik greft dansite degerleri
ilerleyen haftalarda siirekli artmis olup, bu artis orani grup 1°de izlenildigi gibi
orantili ve sabit izlenen bir artis seklinde olmamistir. Grup 3’te 6. haftada
gbzlemlenen kemik dansite artis orani en yiiksek olup, diger gruplara gore anlamh
derecede farkli oldugu istatiksel olarak gosterilmistir. Bu bulgular esliginde TZP
uygulanan grup 3’de kemik greft dansitesinin erken donemde artmis oldugu ve TZP
uygulamasinin  erken donemde osteogenez {izerine pozitif etki ettigini
diistindiirmektedir. Nitekim grup 1 de kemik greft dansitesi haftalara gore orantili
olarak artmis olup, TZP uygulandiginda ise bu etkinin 6. haftada belirgin bir ivme ile

artis gosterdigi gozlemlenmistir. Literatlir degerlendirmemizde TZP’nin benzer
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sonuglari ile karsilagmaktayiz. Marx ve ark. yaptiklari bir ¢alismada tek basina kemik
grefti uygulamasi ile kemik grefti + TZP uygulamasmi karsilagtirmis ve TZP
uygulamasimin kemik dansitesinde, kemik bi¢imlenmesinin hiz ve derecesinde daha

cok arttirdigini ve bunun PDGF ve TGF-p sayesinde oldugunu belirtmistir (119).

Yag grefti uygulanan grup 2’de ise 2. ve 6. haftalarda kemik yogunlugunda
azalma ile karsilagtik. Bu bulgular esliginde yag greftinin kemik greft iyilesme
siirecinde, Ozellikle erken donemde gerekli olan anjiogenez siirecine olumsuz bir
etkisi oldugunu ve kemik greftte rezorpsiyona neden oldugunu diisiinmekteyiz.
Literatiirde osteogenez lizerine yapilan deneysel calismalarda adipoz kaynakli kok
hiicrelerin anjiogenezisi indiikleyici etkisi oldugu gosterilmistir (89,90,91). Fakat
calismamizda gosterdigimiz dogrudan yag grefti uygulamasi yapildiginda, kok
hiicrelerin bu rejeneratif etkisinin geri planda kaldigim1 ve kemik greftin iyilesme
hatlarinda periferden ilerleyecek olan vaskiiler baglantilarin yag dokusu bariyeriyle

engellendigi disiiniilebilir (84).

Histopatolojik degerlendirmede kemik greft iyilesme hatlar1 incelenmis olup
2. ve 6. haftalarda en iyi skor grup 1 ve 3’te izlenmistir. 12. haftaya gelindiginde
grup 1 ve 3’te artitk matir kemik dokusu izlenirken grup 2’de greft iyilesme
hatlarinda immatiir kemik dokusu ile karsilasilmistir ve skorlamada istatiksel olarak
anlamli bulunmustur. Tavsanda izlenen normal kemik greft iyilesme siirecinde 12.
haftada matiir kemik dokusu olusmasi beklenir (25) ve g¢alismamizda kontrol grubu
olan grup 1’de bunu gérmekteyiz. Fakat grup 2’de 12. haftanin sonuna gelindiginde,
halen immatiir kemik dokusuyla karsilasilmasinin nedeni olarak; yag dokunun,
immatur kemik dokunun ‘creeping substitution’ yoluyla matiir hale donmesine engel

olmasi, bunu da mekanik bir bariyer gorevi gorerek gergeklestirdigi diistiniilebilir.
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6. SONUC

Yag dokusunun igerdigi kok hiicreler sayesinde rejeneratif potansiyelinin
oldugu gosterilmis olsa da, calismamizda yag grefti kemik greft uygulamasi ile
kombine uygulandiginda, kemik iyilesmesi tizerinde rejeneratif bir etkisinin olmadigi
goriilmiistiir. Yag greftinin kemik greft iyilesme siirecinde nekrotik bir bariyer gibi

islev gorerek osteogenezisi olumsuz etkilemis olmas1 miimkiin olabilir.

TZP uygulamasmin, kemik greftin iyilesme siirecinin 6zellikle erken
déneminde olumlu etkileri oldugu gozlenmistir. Bu bulgular literatiirde mevcut
caligmalar ile uyumlu olup, yag grefti uygulamasi ile ilgili ise daha fazla arastirma

yapilmasi gerekmektedir.
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