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1. GIRIS

Kemik dokusu; iyi organize olmus ve yapisindaki kalsiyum sebebi ile
sertlesmis 6zel bir dokudur (1). Yasam boyu remodelasyon ile kendini yenileyen ve
kendi kendini tamir edebilen kemik dokusu, skar olusturmadan iyilesebilen tek
dokudur (2). Bununla beraber belli bir boyutun {izerindeki defektlerde, kritik boyut
defekt (KBD), kemik dokusu defekti kendi kendini tamamen iyilestirmekte yetersiz
kalir. Boyle defektlerin rekonstriikksiyonunda c¢esitli biyomateryaller ve kemik
greftleri kullanilmaktadir (3). Kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda kullanilan
kemik grefti/biyomateryallerin esas gorevi defektlerin olabilecek en kisa siirede
anatomik forma en uygun sekilde iyilesmesini saglamak ve yeni olusacak dokulara
rehberlik etmektir. ideal bir kemik grefti/biyomateryal; cerrahi sahadaki mekanik
kuvvetlere karst direngli olmali, yeterli miktarda temin edilebilmeli, maliyeti uygun
olmali, ikinci bir operasyona ihtiya¢ duymamali, istenilen forma kolayca
getirilebilmeli, defekt bolgesi igerisinde stabilizasyonunu ve seklini muhafaza
edebilmeli, uygulanmasi kolay olmali, uzun siire saklanabilmeli ve antijenik 6zellik
tasimamalidir (4). Giinlimiizde kullandigimiz greft materyalleri bu 6zelliklerin
sadece bir kismmi karsilayabilmektedir. Ideal materyali olusturmak icin yapilan
calismalarda, kemik greflerinin yani sira kemik morfojenik proteinleri (KMP) gibi
kemik yapiminda goérev alan pek ¢ok faktdr kemik yapimini uyarici biyomateryal

olarak kullanilmaya baglanmistir (5,6).

Hyaliironik asit (HA), viicutta hemen hemen biitiin hiicreler tarafindan
sentezlenmektedir (7). Glikozaminoglikan ailesinin bir {iyesi olan bu molekiil
ekstraseliiler matriksin (ESM) 6nemli bilesenlerindendir (8). Yiiksek su baglama
kapasitesi olan HA'nin, ESM'nin yapisal biitiinliigini  korumasmin ve
desteklemesinin yaninda hiicre-hiicre, hiicre-matriks etkilesimini saglamasi, osmotik
basinci dengelemesi, atiklarin uzaklastirilmasi, yiikksek molekiil agirlikli proteinlerin
dagilimin1 dengelemesi temel gorevleri arasindadir (9). Ayrica bakteriostatik 6zelligi
de mevcuttur. Temel o6zellikleri ile beraber bulundugu doku ve salgilandigi hiicre

tipine gore farkli gorevler iistelenebilmektedir (10).

Kemik dokusunda da diger dokularda oldugu gibi 6nemli goérevleri vardir.

HA, kemik metabolizmasinda rol alan hiicreler (monosit, fibroblast, osteoblast,



osteklast, osteosit) ile oldugu kadar proteinlerle (biiyiime faktorleri, kollajen tip I,
kollajen tip V, fibronektin, kalsitonin gibi) de etkilesim igerisindedir. Kemik
formasyonunda rol alan osteoblast, osteosit ve osteoklast hiicrelerinin migrasyon,
diferansiyasyon, proliferasyon gibi fonksiyonlarini yerine getirmelerinde yardimci
olur (11, 12).

Yukarida siralanan multifonksiyonel yapisindan dolay: oftalmoloji, ortopedi
ve dermatoloji alanlarinda sik¢a tercih edilen bu biyomateryalin oral ve
maksillofasial cerrahi alaninda uygulanmasi tizerine olduk¢a kisith sayida calisma

mevcuttur (7, 9, 13, 14).

Calismamizda sican mandibula modellerinde olusturulan defektlerde; HA ve
kemik greftinin tek baslarina ve kombine uygulamalarinda kemik iyilesmesi iizerine
olan etkileri karsilagtirilmistir. Defektlerde olusan kemik iyilesmesi histopatolojik
olarak incelenirken kemik metabolizmasi belirte¢lerinin aktivitesi
immiinohistokimyasal olarak Olgiimlendirilmistir. Ayrica defektlerde yeni olusan
kemik dokusunun mineralizasyonu mikrobilgisayarli tomografi (MBT) ile

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik dokusu; hiicreler, lifler ve ara maddeden olusan ve yapisindaki
kalsiyum ile sertlesmis 6zel bir bag dokusudur (15). Kemik dokusu diste bulunan
mine dokusundan sonra en sert ve kikirdak dokudan sonra strese karst en dayanikli
dokudur (16, 17). Kemik, iskelet sisteminin en 6nemli yapitasini olusturur (15).
Diger 6nemli gorevleri ise kaslarla beraber viicut hareketini saglamasi, kranium ve
toraks boslugunda bulunan organlari g¢evreleyerek korumasi, viicuttaki en kiiglik
kemikler olan ¢ekig, 6rs ve iizengi ile ses iletimini saglamasi, i¢erdigi hematopoetik
yap1 ile kan hiicrelerini iiretmesi ve kalsiyum-fosfor deposu olmasidir (15, 18).
Yasam boyu remodelasyonu devam eden kemik metabolik, endokrinal ve mekanik
degisimlere kars1 duyarli olan aktif bir dokudur (19). Kendi kendini tamir edebilme

0zelligi olan bu doku skar olusturmadan iyilesebilen tek dokudur (2).

2.1.1. Kemik Dokusu Hiicreleri

2.1.1.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Mezensimden koken alan osteoprogenitdr (osteojenik) hiicreler kemigin ana
hiicreleridir (15, 18). Asidofilik sitoplazma ve soluk boyanan cekirdege sahiptirler.
Endosteumda, periosteumun i¢ tabakasinda, Havers ve Volkmann kanallarmin
yiizeylerinde ve uzun kemiklerin metafizindeki kikirdak matrikste bulunurlar (15,
18). Biiylime siirecinde siirekli aktif olan bu hiicreler erigkinlerde sadece kirik tamiri

gibi durumlarda aktif hale geger (15, 18).

2.1.1.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar, osteojenik hiicrelerin diferansiyasyonu ile olusan hiicrelerdir.
Osteoblastlarin diferansiyasyonunda Runt Related Transcription Factor 2 (RUNX 2)
ve osteriks (OSX) en 6nemli iki faktordiir (20, 21). Kiibik veya prizmatik sekilde



olan bu hiicrelerin ¢ekirdekleri iri, sitoplazmalar1 bazofiliktir. Iyi gelismis

endoplazmik retikulum, mitokondri ve golgi cisimcigine sahiptirler.

Kemik matriksinin olusmasinda ve osteoklast hiicrelerinin
diferansiyasyonunda rol alan bu hiicreler yiiksek seviyede alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesi gosterirler (15, 20). Kemik olusumunun aktif oldugu bolgelerde
periosteumun altinda diziler halinde diizenli olarak siralanirlar (18). Osteoblastlar
sentezledikleri osteoidin etrafinda kiimelesirler. Osteoblast maturasyonu denilen bu
donem yaklagik 10 giin siirer (17). Osteoblastlarin matriks sentezi, dnceden
sentezlenmis olan matrikse temas eden ylizeyde gergeklesir. Boylece yeni olusan ve
heniiz kalsifiye olmamis matriks, osteoblast hiicreleri ile 6nceden sentezlenmis olan
matriks arasinda yer alir. Bu olaya kemik apozisyonu denir. Zamanla kalsiyum
tuzlariin  bolgeye bir takim glikoproteinler araciligi ile ¢dkmesi sonucu

kalsifikasyon tamamlanir (16, 20, 21).

2.1.1.3. Osteositler

Kemik dokusunun esas hiicreleridir. Lakiina ad1 verilen bosluklarda hapsolan
osteoblastlar zamanla osteositlere doniisiirler. Osteositler tamamen olgunlasmis
hiicrelerdir. Gelisimlerini tamamlamis olduklar1 i¢in sentez yapamazlar. Bu nedenle
endoplazmik retikulum ve golgi cisimciklerinde azalma meydana gelir.
Sitoplazmalar1 bazofilik 6zelliklerini kaybetmislerdir. Hiicreler yassilasir ve ince
sitoplazmik uzantilar yaparlar. Bu uzantilar ile kanalikiiller icinde diger hiicreler ile
temas kurarlar (18). Osteositler, kemik matriksinin devamliligini saglayan
hiicrelerdir (16). Kemik dokusunun kimyasal veya mekanik degisikliklere karsi ¢cok
hizli yanit vermesini saglayarak dokunun adaptasyonuna yardimci olurlar (17).
Kemik yikimi oldugu zaman hapsolduklar1 lakiinalardan ¢ikip osteojenik hiicrelere
dontisebilirler (18). Kalsiyumun kemik dokusundan dolasima gegmesinde rol alirlar.

Bu hiicrelerin 6lmesi halinde matrikste rezorbsiyon baglar.

2.1.1.4. Osteoklastlar

Cok c¢ekirdekli olan bu hiicrelerin caplart 20-100 pum arasinda degisir.

Sitoplazmalar1 asidofilik 6zellik tasir. Gelismis golgi cisimcikleri vardir ve ¢ok



sayida mitokondri ve lizozom igerir (16). Kemik dokusunda Howship lakiinasi adi
verilen alanlarda bulunurlar. Hiicre yapisinda belirgin bir kutuplagsma goze carpar.
Cekirdekler hiicrenin dis yiizeyinde yani daha diizgiin sinirli boliimiinde yer alir.
Kemigin rezorbsiyonundan sorumlu olan boliim ise daha girintili ¢ikintili sinirlara
sahiptir. Bu alana dantel kenar adi verilir (18). Bu yapi osteoklastlarin tipik
goriintiisiinii olusturur. Kemik dokusunun rezorbsiyonunu igerdikleri kollajenaz ve
proteolitik enzimler ile gergeklestirir. Rezorbe olan kemik dokusunu, dantel kenarda

yaptiklar1 basit hareketler ile hiicre igine alirlar.

Osteoklastlar, hematopoetik kokenli monosit hiicrelerinin birlesmesi ile
meydana gelir (18). Osteoklast 6nciil hiicrelerinin osteoklastlara doniisebilmesi i¢in
temel 2 yolak vardir. Bunlar Makrofaj Koloni Stimiilan Faktér (M-CSF) ve Reseptor
Aktivator Niikleer Kappa B (RANK)-Reseptor Aktivator Niikleer Kappa B Ligandi
(RANKL) yolaklaridir. Bu yolaklar, osteoklastik diferansiyasyonu saglamalarinin
yani sira, osteoklastlarin fonksiyonel ozelliklerini kazanmalar1 ve yasamsal
faaliyetlerini devam ettirmeleri i¢in gereken faktorlerdir. Bu nedenle her iki yolagin

da aktif halde olmas1 gerekmektedir (Sekil 1a).

Osteoblast ve osteoklastlarin beraber fonksiyon gérmesi kemik yapim-yikim
dongiisiinii etkileyen onemli faktorlerden biridir (22, 23). Kemik rezorpsiyonunu
stimiile edici faktorlerin (hormonlar, sitokinler gibi) osteoblastlar {izerine etkisiyle
beraber osteoblaslarin hiicre membraninda RANKL sentezlenir. Osteoblastik
hiicreler ayrica M-CSF'nin sentezini gergeklestirir. RANKL ve M-CSF varliginda
osteoklast oOnciil hiicreleri membranlarinda RANK ve c-Fms ifade ederler. Bu
reseptorlerin  etkilesimi ile (RANK/RANKL ve M-CSF/c-Fms) preosteoklastlar
matiir osteoklastlara diferensiye olurlar ve kemik rezorbsiyonunu gerceklestirirler
(24). Ote yandan yine osteoblastlar tarafindan sentezlenen osteoprotegerin (OPG),
RANKL i¢in yalanci reseptor gorevi gorerek RANK/RANKL baglanmasini engeller
ve bdylece osteoklastik aktiviteyi inhibe etmis olur (Sekil la ve b). Yapilan
calismalar sonucunda OPG/RANKL oranmin kemik kiitlesini belirleyen esas faktor

oldugu goriilmistiir (24, 25).
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OPG
a@Q RANKL/OPG

osteoblast osteoblast

Sekil 1b. OPG mediatoriiniin yalanci reseptor gorevi gorerek osteoklastik akviteyi
baskilamasi.



2.1.2. Kemik Matriksi

Kemik matriksi organik (%35) ve inorganik (%65) olmak {izere 2 bilesenden
olusmaktadir (18). Organik kisim; kollajen lifler (tip I ve tip V),
glikozaminoglikanlar (kondroitin/keratan siilfat ve HA) ve glikoproteinlerden
(osteonektin, osteokalsin) olusmaktadir (18). Organik matriks kemige elastikiyet
kazandirir. Gelismis bir kemik dokusunda kollajen lifler ara madde i¢inde birbirine

paralel ve aralarinda porlar olacak sekilde sirali halde bulunurlar.

Kemik matriksinin inorganik kismin1 ise basta kalsiyum fosfat (%85) olmak
tizere kalsiyum karbonat, kalsiyum florit, magnezyum florit, magnezyum hidroksit,
magnezyum siilfat bilesikleri ile sitrat ve karbonat iyonlar1 olusturur (18). Kalsiyum
ve fosfat mineralleri hidroksiapatit (Ha) kristallerini olusturur. Bu kristaller kollajen
fibriller iizerinde kii¢iik tabakalar veya ¢ubukg¢uklar halinde birikir. Ha kristalleri ile
kollajen fibrillerin bu sekilde organize olmasi kemige sertlik 6zelliginin yanisira
dayaniklilik 6zelligini de kazandirir. Ha kristallerinin yiizeyi hidrate olmus bir
tabakaya sahiptir (17). Bu tabakaya hidrasyon tabakasi ad1 verilir. Viicut sivilari ile
matriks arasindaki iyon degisimi bu tabaka ile saglanir. Kalsiyum fosfatin kemik
matriksi tizerine ¢Okiip Ha kristallerinin olusum mekanizmasini agiklayabilen ortak
bir goriis yoktur. Kalsifikasyonun, kalsiyum tuzlarinin kollajen fibriller lizerinde
birikmesi ile basladig1 bilinmektedir. Bunu proteoglikanlar ve kalsiyum baglamada
yiiksek affinitesi olan osteopontin (OPN) gibi glikoproteinler baslatir (16, 22, 23).
Biriken kalsiyum tuzlari osteoblastik aktivite ile ESM'de yogunlagir. Osteoblastlar
tarafindan tiretilen ALP'nin de bu islemi hizlandirdig: diistintilmektedir (16).

Kemik dokusunun organik bdliimii arindirilirsa kirilgan bir hale gelir;
inorganik kismi ¢ikarildigi zaman ise minerallerinden yoksun olan kemik sertligini
yitirir ¢abuk sekil degistirebilen bir hal alir. Kemigin islevini gorebilmesi icin
inorganik ve organik kisimlarin oranlarin1 koruyacak sekilde devamliliginin

saglanmasi1 gerekmektedir.

Kemik dokusunun matriksi sert oldugu i¢in diffiizyona izin vermez; beslenme
kanallar aracilig1 ile olmaktadir. Kompakt kemikte enine alinan kesitlerde bu kanal
sisteminin diizenli olarak yerlesmis halkalar seklinde oldugu goriilmektedir. Bu

halkalar 3-7 um kalinliginda ve genelde kemik kanali (Havers kanali) etrafinda



olacak sekilde diizenli dairesel bir yapi1 olusturur. Bu dairesel yapilar; Havers
lamelleri, periost altindaki dis esas lameller (dis lameller), endosteum etrafindaki i¢
esas lameller (i¢ lameller) ve ara lamellerdir (intersitisyel lameller). Kemik
dokusunun en i¢ tabakasindan en dis tabakasina kadar besin aktariminin saglanmasi

bu lameller ile olmaktadir (16).

Havers lamelleri; 20-100 pm ¢apinda olan ve vaskiiler yap1 i¢ceren Havers
kanali etrafinda i¢ ice ge¢mis dairesel yapilardan olusur. Vaskiiler yapi1 genelde
kapiller, postkapiller veniil veya nadiren arteriol olabilir. Etrafinda lameller, hiicreler
ve matriks bulunur. Osteositlerin kanalikiiller iginde yapmis oldugu uzantilar
sayesinde Havers sisteminin en i¢ lameli ile en dis lameli arasinda baglant1 kurulur.
Lamellerin sayis1 4 ile 20 arasinda degismektedir. Bir Havers kanali ile etrafindaki
lamellerin tiimiine osteon adi verilir. Havers kanallar1 kompakt kemikte kemigin
uzun eksenine paralel bulunur. Volkmann kanallar1 ise kemigin uzun eksenine dik
olan kanallardir. Kemik iligi ile periosteum arasindaki iletisim Volkmann kanallar

sayesinde saglanir (15, 18).

Havers sistemleri arasinda farkli biiytikliikte ve diizensiz sekilli lameller
bulunmaktadir (18). Bu sisteme intersitisyel lamel sistemi denilmektedir. Bu iki
sistem yapistirict ¢izgi denilen keskin bir hat ile birbirinden ayrilir. Kompakt
kemikler en dis tabakadan en i¢ tabakaya kadar dis ve i¢ lameller ile ¢evrilmistir
(18).

Kemik dokusunun beslenmesini gerceklestiren bu kanal sistemi kemik

dokularinda farkli diizenlerde goriilmektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kemigin histolojik yapisi.

2.1.3. Kemigi Saran Yapilar
2.1.3.1. Periosteum

Eklem yiizeyleri hari¢ biitiin kemikleri distan g¢evreleyen bag dokusudur.
Yapisinda bol miktarda fibroblast, kan ve lenf damarlari, duyu sinirleri, elastik ve
Kollajen lifler bulunmaktadir (16, 18). Sharpey lifleri ile dis esas lameller ve ara
lamellere kadar dikey ve yatay sekilde uzanarak kemige baglanirlar (18). Periost, dis
ve i¢ olmak {lizere 2 tabakadan olusmaktadir. Dis tabaka daha cok bag dokusu
yapisindadir. Icerdigi kan ve lenf damarlari ile kemigin beslenmesini ve gelisimini
saglamaktadir. Kan damarlar1 kemik kanallarinda devam ederek kemik dokusunun
tim alanlarma ulagir. Duyu sinirleri de kan damarlart ile beraber seyreder ve
endosteum, kemik iligi boslugu ve epifiz bdlgelerinde sonlanir (17). I¢ tabaka ise

hiicre bakimindan zengindir. Yapisinda bulunan hiicreler kemik tamiri gibi

durumlarda osteoblastlara doniiserek fonksiyon goriirler; ancak bunun disinda aktif

degildirler (15).



2.1.3.2. Endosteum

Bu tabaka kemik iligi kavitesi ve kompakt kemiklerdeki kanal sistemini
cevrelemektedir. Kemik iligi dokusunun devami olup retikiiler bag dokusundan
olugsmustur (18). Hem hematopoetik hiicreleri hem de kemik doku hiicrelerini

iretebilmektedir (15).

2.1.4. Kemik Histogenezi

Embriyojenik olarak intramembran6éz ve kondral olmak iizere iki tiir
kemiklesme vardir. Kemik dokusu aktif bir doku oldugu i¢in yapimi ve yikimi
sadece bliylime gelisme evresindeki bireylerde degil yetiskin bireylerde de hizim

azaltarak hayat boyu devam eder.

2.1.4.1. intramembranéz Kemiklesme

Mezensimal doku iginde olusan kemiklesmeye denilmektedir. Frontal,
temporal, oksipital ve parietal kemikler ile mandibulanin koronoid proges ve simfiz
disindaki bolgeleri ve maksillanin baz1 kisimlar1 intramembrandz kemiklesme ile
olusur. Viicuttaki kisa kemiklerin biiyiimesi uzun kemiklerin ise kalinlagmas1 yine bu

kemiklesme ile gerceklesir (16, 26).

Kemiklesme mezensimal hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasi ile baslar.
Yeni kemik matriksinin olusup kalsifikasyonun tamamlanmasindan sonra
osteoblastlarin bir kismi osteositlere doniisiir. Mezensimal doku yogunlasmalar ile
kemiklesmenin bagladig1i ilk noktaya primer kemiklesme merkezi denir (16).
Geligsmekte olan bu kemik adaciklarina spikiil adi verilir (16). Spikiiller iclerinde
kapillerler, kemik iligi hiicreleri ve farklilasmamis hiicreler bulunduran kaviteler ile
birleserek spongioz kemik yapisini olusturur (16). Birden fazla kemiklesme merkezi
bu sekilde birleserek spongioz kemigi meydana getirirler. Cesitli kemiklesme
merkezleri radial alanda biiyiliyerek baslangigtaki bag dokusunun yerini alir (16).
Bebeklerdeki bingildak diye bilinen kafatasindaki yumusak bolge bunun tipik
Ornegidir. Spongioz kemigin bulunacagi bolgelerde trabekiiller yap1 daha fazla

devam etmez ve damarli bag dokusu da yavas yavas yerini hematopoetik dokuya
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birakir. Kalsifikasyona katilmayan c¢evre mezensimal doku ise periosteum ve

endosteuma dontistir (18).

2.1.4.2. Kondral Kemiklesme

Kisa ve uzun kemikler kondral kemiklesme ile sekillenir. Perikondral ve

enkondral olmak {izere birbirini tamamlayan iKi tipi vardir (15).

2.1.4.2.1. Perikondral Kemiklesme

Bu tiir kemiklesme kikirdagi saran mezensim kaynakli hiicrelerin
osteoblastlara donilisiimii ile baglar. Osteoblastlar ara maddeyi salgilayarak
osteositlere doniisiirler. Ara maddenin sentezinden sonra kalsifikasyon baglar. Uzun
kemiklerde diafizin ortasindan baslayarak uglara dogru gelisen kikirdagi ¢evreleyen
bir perikondral kemik dokusu olusur. Bu yolla kemigin enine biiylimesi gerceklesir
(15).

2.1.4.2.2. Enkondral Kemiklesme

Enkondral kemiklesme; kemigin hyalin kikirdaktan olugmus kiigiik bir model
etrafinda olusmasidir. Kisa ve uzun kemiklerin sekillenmesi enkondral kemiklesme
ile gerceklesmektedir. Kikirdak hiicrelerinde goriilen farklilasmalar sonucunda doku
zonlara ayrilmaktadir. Dinlenme zonu; morfolojik degisim gdstermeyen kikirdak
hiicrelerinin bulundugu zondur. Biiylimiis ve sitoplazmalarinda glikojen birikmis
olan kikirdak hiicrelerinin bulundugu zon ise hipertrofi zonudur. Hiicrelerin artik
yavag yavas dejenere olmaya baglayarak ortama kalsiyum iyonlarinin ¢oktiigii zon
ise kalsifikasyon zonu olarak adlandirilir (15). Periosttan gelen osteoprogenitor
hiicreler ve kan kapillerinden olusan osteojenik tomurcuk, dejenere olmus
kondrositlerden kalan bos lakiinalara yerlesir. Osteoprogenitér hiicreler
osteoblastlara doniislir ve kikirdak yapidaki septumlari matriks icin destek yapi

olarak kullanir (16).
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2.1.5. Kemik lyilesmesi

Kemik dokusunun anatomik biitiinliigliniin bozulmas1 sonucunda elektriksel,
kimyasal ve mekanik bir dizi karmasik mekanizma ile kemik iyilesmesi gergeklesir.
Gerekli mekanizma aktivasyonu muhtemelen elektriksel akim ile baglar ve bu akim
kemik biitiinliigii bozuldugu ilk zamanlar ¢ok yiiksek olup 2-3 hafta iginde yavas
yavas azalir (16).

Kemik iyilesmesi 3 evreden olusmaktadir (Sekil 3). Her evrede hiicrelerin
gorevleri, ESM bilesenlerinin oran1 ve pH farklidir. Histolojik olarak iyilesme
evrelerinin birbirinden kesin sinirlarla ayrilmast miimkiin degildir (27). Asagida

kemik iyilesmesi evreleri kirik iyilesmesi 6rnegiyle sunulmustur.
Enflamasyon Reperasyon Remodelasyon
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Sekil 3. Kirik iyilegsme evrelerinin zamana dagilimi.
2.1.5.1. Enflamasyon (Yangi) Evresi

Yumusak doku yaralanmalarinda oldugu gibi kemik dokusunda da iyilesme
enflamasyon evresi ile baslar. Bu evre yaklasik 3-4 giinliik siireyi kapsar. Bolgede
olusan yaralanmanin siddetine bagli olarak; ¢evre yumusak dokular, periost, kan ve
lenf damarlar1 yaralanabilir. Kirik olustuktan sonra damarlarda kisa siireligine
vazokonstriiksiyon ve ardindan mast hiicrelerinin histamin salgilamasi sonucu

vazodilatasyon gelisir. Kirik uglar1 arasinda kan ve lenf sivist birikir ve hematom
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olusur (16). Vaskiiler endotelyal hasarin olugsmasi bolgede platelet agregasyonuna ve
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEBF) salgilanmasina neden olur (5).
Bolgede olugsan hematom iyilesme i¢in dnemli bir faktordiir. Yapmis oldugu basing
ile kirik uglariin stabilizasyonunda rol alirken trombosit ve makrofajlar1 yapisinda
bulundurur. Bu hiicreler bir takim mediatorleri salgilayarak iyilesme icin gereken
mekanizmay1 baslatmis olur (16). Hematom 48 saat sonra organize olur. Fibrinojen;
gama globulin, albumin, lizin ve fenilalanin ile fibrin agina doniigiir. Olusan fibrin
ag1 igerdigi periosteum ve endosteum kaynakli onciil hiicreler ve olusturdugu cati
sayesinde iyilesme igin Onemli bir faktordiir (28). Monosit ve makrofajlar igin
kemotaktik ajan gorevi gdren faktdrlerden birisi de ESM'dir. lyilesmenin erken
sathalarinda yara bolgesinin oksijenizasyonu azdir ve ortam asidiktir. Bu ortam
polimorf niiveli 16kositlerin (PNL) ve makrofajlarin fonksiyon gormesi igin gayet
uygundur. Evreler ilerledikce pH ve diger ozellikler de degisecektir (5, 29).
Makrofajlar sadece bakteriel fagositoz yapmaz, ilerleyen evrelerde, interlokin-1 (IL-
1) ve tiimor nekrotizan faktor (TNF) gibi mediatorlerin salgilanmasini ve kallusun
olusumunu saglar (30). Bu mediatdrler akut faz proteinlerinin salgilanmasini, 16kosit

gociinil ve fibroblastlarin kollajen sentezini artirir.

Kirik uglar1 arasinda anastamoz bozuldugu icin bu bolgede dolasim bozulur
ve nekrotik alanlar olusur. Osteositler bolgede lizise ugrar. Hem kirik uglarinda
goriilen nekrotik alanlar hem de bolgeye salinan prostoglandin, enflamatuar yanitin
baglamasinda 6nemli rol oynar. Yeni olusan vaskiiler sistem, VEBF ile gegici
baglantilar kurar ve bu yonden periosteum kaynakli arterlerden farklidir. Proteinlerin,
graniilositlerin, mast hiicrelerinin ve lenfositlerin ekstravaskiiler bosluga gecisine izin
verecek yapidadir. Bu kapiller fibroblastlarin beslenerek ara maddeyi ve kollajeni
olusturmasina yardimci olur. Kemik yapimi devam ederken diger yandan da
osteoklastlar nekrotik kemigi rezorbe eder. Iyilesmenin 2. ve 3. giinlerinde
endosteum ve periosteumdan gelen osteoblastlarin ve kondroblastlarin sayisinda ani

bir arti olur ve sonraki evrelerde osteogenezis baslar (16).
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2.1.5.2. Reperasyon (Onarim) Evresi

Reperasyon evresi kemik iyilesme evresinin en onemli asamasidir. Kirik
olustuktan sonraki saatlerde baslasa da kendini 7-12 giin sonra belli eder (16). Kirik
iyilesmesinde periosteal damarlar kilcal damarlarin tomurcuklanmasina yardimci
olur. Ancak hiicrelerin ¢ogalmasi ile kan damarlarinin proliferasyonu ayni hizda
gerceklesmez. Kirik uglarima yakin olan bolgelerde kan damarlart ve osteojenik
hiicreler yogun olarak bulunur. Kirik uglarindan uzaklastik¢a vaskiilerizasyon azalir
ve kondroblastlar goriilmeye baslar. Graniilasyon dokusu, kirig: takiben devam eden
3-5 giin i¢inde olusur. Kollajenler; doniistiiriicii biiyiime faktorii ve KMP gibi
faktorlerin alt tabakada muhafaza olmasimi saglayarak bu faktorlerin hiicre
diferansiyasyonunda gorev almasina yardimeci olurlar. Hiicrelerin dereceli olarak
diferansiyasyonu, salgiladiklart maddelerin birikimi ve ESM olusumu ile kallus
formasyonu baglar. Kallusun gorevi kirik bolgesinin stabilizasyonunu saglamaktir.
Kallus 6nce yumusaktir ve radyografide goriilmez. Ancak daha sonra osteoid iiretimi
ve mineralizasyonun baslamasi ile sert kallusa doniisiir (27). Damar endoteli ve
kikirdak doku negatif yiikliidiir. Bu durum anjiogenezisi engeller. Kalsiyum iyonu
ise bolgenin yikini degistirerek anjiogenezisi baglatir. Sert kallus igin

vaskiilerizasyon; vaskiilerizasyon igin ise osteoidin mineralizasyonu sarttir (28).

Kikirdak dokunun oldugu bolgelerdeki kondrositler hipertrofik kondrositlere
doniistir ve kikirdak matriks salgilanmasi baglar. Kikirdak matriks kalsifiye oldugu
zaman kondrositler beslenemezler ve Oliirler. Bos kalan lakiinalar iginde vaskiiler
gelisim baglar. Kalsifikasyon olmadan vaskiilerizasyon olmaz. Kemik hiicreleri
vaskiilerizasyon ile beraber bdlgeye go¢ etmeye baslar. I¢ ve dis kallus olusumu ile
kemik uglar1 ¢ok daha stabil bir hal alir. Sert kallus olugmasi, kirik bolgesinde

iyilesmenin biiyilik oranda gergeklestigi anlamina gelir (16).
2.1.5.3. Remodelasyon (Yeniden Sekillenme) Evresi

Remodelasyon evresi kemik iyilesmesinin en uzun evresidir. Onarim
evresinin ortalarinda baslayip 4-16 hafta kadar stirmekle beraber kimi zaman yillarca

devam edebilir. Kemik dokunun yeniden sekillenmesi Wolff kanununa goredir;
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kemigin islevsel (mekanik) durumundaki degisikler yapisal degisikliklere yol acar.
Kallus, kas kuvveti ve mekanik streslere paralel olarak diizenlenmis osteonlardan
olusan lameller kemik ile yer degistirir. Bu degisimler ile gii¢lii ama diizensiz olan
kallus yerini diizenli lameller kemige birakir. Kirik ¢evresinde gelisen fazla kemik
doku rezorbe olur ve medullar kanallar agilir. Mekanik strese maruz kalan kisimda

osteoklastik aktivite, diger tarafta osteoblastik aktivite baskindir (16).

2.1.6. Kemik Organizasyonu

Birincil kemik dokusu (olgunlagmamis kemik dokusu, agsi kemik),
embriyojenik gelisim siirecinde ve kemik tamiri asamasinda (kemiklesme tiirii ne
olursa olsun) olusan kemik tiiriidiir. Kollajen fibriller matriks i¢inde dagilarak agsi
bir goriiniim olusturur. Ikincil kemik dokusuna gbre mineral oran1 daha diisiiktiir,
osteosit hiicrelerinin ve glikozaminoglikanlarin yogunlugu daha fazladir (17, 18).
Yetiskinlerde yass1 kemiklerin eklem bolgeleri, alveoler kemik ve tendonlarin kemik
ile baglandig1 yerler disinda yerini zamanla ikincil kemik dokusuna birakmaktadir
(18).

ikincil kemik dokusu (olgun kemik dokusu), birincil kemik dokusu olustuktan
sonra zamanla bu dokunun yerini alir. Ikincil kemik dokusundaki kollajen lifler,
birincil kemik dokusunun aksine birbirine paralel ve vaskiiler bir kanal etrafinda
dairesel halde dizilerek kendine 6zgii lameller sistemini olusturur (17). Bu kemik
dokusunda, Havers ve Volkmann kanallarindan olusan diizenli lamel sistemi goriiliir.
Bununla beraber daha az sayida hiicre lameller sistemi tizerinde yer alir. Uzun, kisa,
yass1 ve diizensiz sekillerde olabilen ikincil kemikler, siingerimsi ve kompakt olmak

tizere iki tiir kemik dokusu igermektedir (18).

2.1.6.1 Siingerimsi Kemik

Stingerimsi kemik (spongioz kemik), kisa ve uzun kemiklerin epifiz ve
metafizi ile yassi kemiklerin i¢ kisimlarinda yer almaktadir. Birbiri ile baglantili olan
trabekiiller ve bu trabekiillerin arasindaki diizensiz bosluklar ile peteksi bir goriiniime
sahiptir. Trabekiiller i¢inde yer alan kemik lamelleri birbirine paralel yerlesmislerdir.

Bosluklarda ise kemik iligi bulunmaktadir. Bu kemik tiiriinde, Havers ve Volkmann
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kanallar1 olmadig1 i¢in beslenme kemik iligindeki damarlarin kanalikiillerle yaptigi

baglant1 ile ger¢eklesmektedir (18).

2.1.6.2. Kompakt Kemik

Viicuttaki biitiin kemiklerin dis yiizeyleri, uzun kemiklerin diafizi kompakt
kemik ile kaplidir. Bu kemik tiirii her zaman olgun kemik yapisindadir. Makroskobik
goriintiisii homojen ve dolgun olan bu kemik tiiriiniin mikroskobik olarak da diizenli
lamel ve kanal sistemine sahip oldugu goriilmektedir. Havers sistemi kompakt
kemigin karakteristik yapisint olusturur ve bu sistem sayesinde metabolik

fonksiyonlar devam eder (18).

2.2. Kemik Greftleri

Kemik grefleri, doku ve organlarin kazanilmis veya konjenital
deformitelerinin rekonstriiksiyonunda yer tutucu 6zelligi olan ve kemik yapimini
uyaric1 materyallerdir (31). Greft materyalleri otogreft, allogreft, xenogreft ve
alloplastlar olmak iizere immiinojenik orijinlerine gére siniflandirilirlar (32). Kemik
greftleri ¢ene cerrahisinde travma ve enfeksiyon sonucu gelisen Kist, tiimor gibi
patolojilerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi sonucu olusan defektlerin tamiri, konjenital
anomalilerin rekonstriiksiyonu, preprotetik cerrahi gibi alanlari kapsayan genis bir

yelpazede kullanilir (33).

2.2.1. Kemik Greftlerinin Siniflandirilmasi

2.2.1.1. Otojen Greftler

Ayn1 bireyde bir yerden baska bir yere nakledilen greft tipidir. Otolog veya
otogreft olarak da adlandirilir. Kortikal, kansell6z ve kortikokanselloz, olmak tizere 3
sekilde elde edilebilir (34). Kortikal greftler mekanik olarak dayaniklidir ve bu
nedenle ylikiin geldigi alanlarda daha ¢ok tercih edilir (35). Kanselloz greftler ise
kortikal greftlere goére daha ¢abuk vaskiilarize olur ancak kortikal greftler kadar

mekanik olarak dayanikli degildir (36, 37). Kortikokanselloz greftler ise hem kortikal
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hem kanselloz greftlerin 06zelliklerini tamamen olmasa da belirli oranlarda
tasimaktadir (33). Otojen greftler intraoral olarak simfiz, ramusun 6n kenari,
maksiller tiiber bolgesi, korpus, koronoid ¢ikinti, alveolar kret, zigomatik kemik ve
toruslardan; ekstraoral olarak da iliak kret, kosta, tibia, femur ve kalvaryumdan elde
edilebilmektedir. Osteojenik etkiye sahip olan tek greft materyali olmasi ve
immiinojenik yanit gostermemesi otojen greftleri altin standart yapmaktadir ancak
postoperatif donemde agri, dondr sahanin bulundugu yere gore gelisebilen cesitli
komplikasyonlar, ikinci bir cerrahi saha olugmasi ve sinirli miktarda elde edilmesi

otojen greftlerin dezavantajlaridir (38).

2.2.1.2. Allogreftler

Allogreftler aymi tiirden ancak genetik olarak farkli bireyler arasinda
uygulanan greft materyalleridir. Tek yumurta ikizlerinden elde edilen greftlere ise
izogreft denilmektedir. Allogreft yasayan insanlardan veya kadavralardan elde edilir
(39). Allogreftlerin hazirlanmasi1 ve sterilizasyonu ile immiinojenik yanit riski
azalirken greftin osteoindiiktif, osteokondiiktif ve mekanik ozellikleri de etkilenir
(40). Hazirlanma yontemlerine gore dondurulmus kemik (DK), dondurulmus-
kurutulmus kemik (DKK) ve demineralize dondurulmus-kurutulmus kemik (DDKK)

olmak iizere 3 gruba ayrilir.

DK, antibiyotik i¢eren soliisyonlarla yikandiktan sonra -70°C'de dondurularak
elde edilir. Bu islemler ile immunojenik etkileri azalir ancak tamamen ortadan
kalkmaz (41). Osteoindiiktif proteinler biiylk oranda korundugu igin
osteoindiiksiyon 0zellik gosterir ancak hastalik riski tasidigi ve antijenik

Ozelliklerinin eliminasyonu tam olmadig1 i¢in nadiren kullanilir (39-41).

DKK, antibiyotik i¢eren soliisyonlarla yikanarak -70°C de dondurulmus olan
kemige liyofilizasyon isleminin uygulanmasi ile olusur. Bu islemler sonucunda
greftin immunojenik yanit olusturma ihtimali ¢ok aza indirilir ancak osteoindiiktif
proteinler harap oldugu i¢in greft osteoindiiksiyon &zelligi gostermez sadece
osteokondiiktif olarak etki goOsterir ayrica su miktar1 biiyiilk oranda azaldigi igin

mekanik dayaniklilig1 azalir (41).
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DDKK, demineralize kemik matriksi olarak da bilinir ve standardize edilmis
bir dizi islemden gegerek kullanilir hale gelir. Hidroklorik asit i¢cinde 3 saat boyunca
demineralize edilip daha sonra sirayla 1s1, yagdan arindiric1 ajan, gama isinlar1 ve
etilen oksite tabi tutularak sterilizasyon islemi tamamlanir. DDKK'nin bazi
yayinlarda sadece osteokondiiktif 6zelliginin oldugu belirtilse de giinlimiizde gegerli
olan fikir kollajen, nonkollajen protein ve az miktarda biiyiime faktorlerini igerdigi

i¢in osteoindiiktif etkisinin de oldugudur (41, 42).

Allogreftlerin ikinci bir cerrahi alan ihtiyacini azaltmasi, istendigi formlarda
(partikiil greft veya blok greft) ve miktarda elde edilmesi gibi avantajlar1 varken,
maliyetli olmasi ve osteoindiiksiyon etkisinin otojen grefte gore ¢cok daha az olmasi

da dezavantajlar olarak gosterilebilir (29).

2.2.1.3. Xenogreftler

Farkli tiirden canlilar arasinda nakledilen greft materyallerine verilen isimdir.
Heterojen greftler olarak da bilinen bu greftler memeli kemiklerinden veya mercan
dis iskeletinden elde edilebilmektedir. Bu grupta en ¢ok tercih edilen greft materyali
sigir kaynakli greft materyalidir. Yapilan bir seri islem ile sigir kemiklerinin organik
kismui kaldirilip sadece inorganik kismi birakilir. Kemigin inorganik komponentinin

olusturdugu poréz yap1 sadece osteokondiiktif 6zellik gosterir (43).

Mercan kaynakli greftler ise mercanin kalsiyum karbonattan olusan dis
kabugunun gamma radyasyon ile steril edilmesi sonucu kullanilir hale gelir.
Yapisinda kalsiyum, fosfor ve karbonat bulundurur. Porlu bir yapiya sahip olan bu
greft tirti osteokondiiktif Ozellik gosterir (43). Rezorpsiyonunun 1-2 yil siirmesi

greftin dezavantajidir.

2.2.1.4. Alloplastlar

Tamamen sentetik olarak iiretilen ve kemik rekonstriiksiyonunda diger greft
materyallerine alternatif olarak kullanilan bu materyallerin biyouyumlu olma,
mekanik saglamliga ve esneklige sahip olma, islem sirasinda kolay

sekillendirilebilme, bozulmayan ve reaktif olmayan ylizeye sahip olma gibi
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Ozellikleri bulunmalidir (33). Giiniimiizde kullanilan ve bu 6zelliklerin birgoguna

sahip olan bu materyaller olusturulduklar1 bilesenlere gore siiflandirilir.

2.2.1.4.1. Seramikler

2.2.14.1.1. Ha

Bir kalsiyum fosfat birleseni olan bu greft materyali, ¢esitli kivam ve sekilde
tiretilebilmektedir (39, 44). Mercanin, kalsiyum karbonat igeren dis iskeletinin 1s1 ile
kalsiyum hidroksiapatite doniisiimii sonucu elde edilir. Mercan kaynakli xenogreft ile
icerik olarak benzerlik gostermekle beraber kalsiyum ve fosfat bilesenlerinin oranlari
farklidir (33). Internal gdzenek capi ve uygulanacag: alan kullamlacak Ha icin
degerlendirilen ana kriterlerdir (35). Yapilan ¢alismalar Ha’nin kanselloz otogrefte
gore mekanik olarak 2 kat daha dayanikli oldugunu gostermistir (35, 44). Ha'nin
osteokondiiktif 6zelliginin yanisira KMP’e baglanma kapasitesinin yiiksek olmasi
yapilan g¢alismalarla desteklemistir (44). Yiiksek derecede kristalize Ha (mercan
kaynakli) in vivo olarak stabildir ve yilda %5-10 oraninda rezorbe olur.
Rezorbsiyonunun ¢ok uzun siire almasi sebebiyle trikalsiyum fosfat (TKF) ile

karisimi olan birlesimleri kullanilmaya baglanmustir.

22.14.1.2. TKF

TKF bir kalsiyum fosfat formudur ve daha ¢ok B-TKF seklinde kullanilir.
Partikiil halinde olan TKF, basing altinda sikistirilarak elde edilir ve bu sebeple hizli
rezorbe olur. Macun, partikiil, blok ve enjekte edilebilen formlari mevcuttur (35, 44).
Enjekte edilebilen ¢imento formlar1 kisa zamanda sertlesmesine ragmen 1s1 agiga
¢ikarmaz. Bu materyaller yiik tasimayan defektlerde tercih edilir (44). TKF,
kortikospongioz kemikle karigtirilarak tiimor eksizyonunun ve kemik defektlerinin
tamirinde kullanilir. Osteokondiiktif 6zellik gosteren bu materyalin Ha'ya gore
nispeten daha kii¢iik grenli olmasi ve ¢ok hizli (1-2 ay iginde) rezorbe olmasi

dezavantaj olusturur (44).
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2.2.1.4.1.3. Biyoaktif Camlar

Silikon dioksit, kalsiyum dioksit, disodyum oksit ve pirofosfat bilesiklerinin
gesitli oranlarda birlesimi ile olusur. Partikiil, blok, dis kokii ve ¢ubuk seklinde
formlar1 vardir. Biyoaktif cam rezorbe olan ve olmayan sekillerde bulunabilir.
Yapisal destek bakimindan Ha'dan daha dayaniklidirlar. Kollajen, biiyiime faktorleri
ve fibrine baglanarak osteojenik hiicrelerin ilerlemesini saglayan poréz bir matriks
olusturur (45, 46). Hayvan g¢alismalart sonucunda bioaktif camin osteokondiiktif
Ozelliginin yan1 sira osteoindiiktif ozellik de gosterebilecegi rapor edilmistir.
Periodontal defektlerde ve dis kaybi sonrasi alveol kret korunmasi amaciyla

(6zellikle kok formu verilmis formlar1) kullanilabilir (44).

2.2.1.4.2. Kalsiyum Karbonat

Mercan kaynakli olan bu materyalin rezorbsiyonu yavastir. Kalsiyum
karbonat, iyi derecede hemostatik 6zellige sahiptir, ilgili alandan kolay uzaklasmaz
ancak stres altinda yapisi degisebilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda diger
alloplastik materyallerle kiyaslandiginda kemik yapimimin bu materyallerde daha

fazla oldugu belirtilmistir (35).

2.2.1.4.3. Kompozit Kopolimer

Polimerler dogalar1 geregi sayisiz konfigiirasyonda sekillendirilebilirler.
Partikiil, jel, kok ve enjekte edilebilen formlar1 vardir. Rezorbe olan (poliglikolik asit
ve polilaktik asit) ve olmayan (polimetil metakrilat ve polihidroksietil metakrilat)
tiirleri vardir. Rezorbe olabilen tiirleri, siitur ve fiksasyon materyallerinin iiretiminde
de kullanilmaktadir (35, 36). Poliglikolik asit ve polilaktik asit birlesiminden olusan
bu greft materyallerinin yiiksek ve diisiik molekiil agirlikli formlar1 bulunmaktadir.
molekiil agirligr yiiksek olan polimerlerin degradasyonu 3 yil siirebilirken, bu deger
molekiil agirh@g: disiik olan polimerlerde yaklasik 4-5 ay olabilmektedir.
Polimerlerin degradasyonu hastanin yasindan, sistemik durumundan, defektin

lokasyonundan etkilenebilmektedir (35).

20



2.2.1.4.4. Kalsiyum Siilfat

Paris algis1 veya Gypsum adlariyla da bilinen kalsiyum siilfat hizli rezorbe
olur (4-12 hafta). Onemli avantajlar1 enfeksiyon varliginda kullanilabilmesi ve ucuz
olmasidir. Biyoabsorbe olabildigi i¢in diger materyallere kiyasla avantajlidir. Buna
karsin, bu materyalin kullanimina bagli allerjik reaksiyon ve enflamatuar cevap bazi

calismalarda rapor edilmistir (47).

Gilinlimiizde kullanilan greft materyalleri ¢esitli avantaj ve dezavantajlara
sahiptir. Greft materyalinin tercihi bahsedilen avantaj ve dezavantajlar dikkate

aliarak yapilmalidir.

2.2.2. Kemik Greftlerinin Kabulii

Kemik greftlerinin kullaniminda amag, hedef bolgede kemik iyilesmesi igin
yanit olusturmaktir. Klinik basari, olusan yeni kemigin c¢evre kemik dokusu ile
yapisal olarak biitlinlesmesi ve fonksiyon gérmek i¢in yeterli mekanik dayanikliliga

sahip olmasi ile belirlenir.

Greft materyalleri; osteogenez, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon olmak

tizere 3 farkli mekanizma ile kemik iyilesmesine katkida bulunurlar.

Ostegenez, greft materyalinde bulunan hiicresel elemanlarin alic1 bolgede
kemik olusturmasina denilir (40). Otojen greftler osteojenik 6zellik gosteren tek greft
materyalidir ancak nonvaskiilarize otojen greftlerde bu 06zelligin 5 giin iginde
kayboldugunu belirten caligmalar vardir (48). Kanselloz greftler, otojen greftler

arasinda en ¢ok osteogenetik etkiye sahip olan grefttir (39).

Osteoindiiksiyon, greft materyalinde bulunan biiylime faktorlerinin (6zellikle
KMP-2 ve KMP-7) c¢evre dokuda pluripotent hiicrelerin osteoblast veya

kondroblastlara doniismelerini uyarmasina denilir (39, 40).

Osteokondiiksiyon ise alict bolgedeki vaskiiler yapilarin greft materyalini
iskelet olarak kullanip i¢ine dogru ilerlemesine denilir (40). Materyallerin

osteokondiiktif etki gosterebilmesi i¢in porlu yapiya sahip olmasi gerekmektedir
(39).
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2.3. HA
2.3.1. Tanim

Hiicreler arasi ortami dolduran ESM temelde iki ana molekiil grubundan

olusur; glikozaminoglikanlar ve kollajen, elastin, fibronektin gibi fibroz proteinler.

Proteoglikan

,—lﬁ} . Hyaliironan
: likoz-

A J\‘ aminoglikan

Protein

e
0o | Plazma

membram

integrir‘l/ \%D44

Sekil 4. ESM yapisi.

Glikozaminoglikanlar, dogrusal yonde tekrarlayan ve dallanma goéstermeyen
disakkarit birimlerinden olusan kompleks polisakkarit zincirleridir. Bu tekrarlayan
birimler genel olarak amino sekeri (asetilglukozamin veya asetilgalaktozamin) ile
tironik seker (glukuronik asit veya idiironik asit) veya galaktoz icerir. Her bir seker

molekiilii lizerindeki siilfat veya karboksil gruplari nedeniyle olduk¢a negatif
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yukliidiirler. Negatif yik ozmotik olarak aktif katyonlar1 c¢ektigi icin oldukca

hidrofilik 6zellik gosterirler.

Tekrarlayan disakkaritlerin yapisina bagli olarak glikozaminoglikan ailesi
kondroitin = siilfat/dermatan siilfat, heparin/heparan siilfat, keratan siilfat ve

hyaliironan olmak iizere 4 gruba ayrilir (49).

Glikozaminoglikan ailesinin bir {iyesi olan hyaliironan, birbirine glikozidik
baglarla bagli olan D-N-asetilglukozamin ve D-glukuronik asit molekiillerinden

olusur (13, 50, 51). Hyaliironanin, diger {iyelerden farklari (52):

1) Cok uzun bir zincir yapisina sahiptir. Degisik uzunluklarda olabilen bu
polimer, 25,000 kez kadar tekrar edebilen disakkarit birimi ile oldukca
biiyiik boyutlarda bulunabilir. Cok yiiksek molekiil agirligina (10,000
kDa) sahip yapida olabilmekle beraber dokularda en ¢ok 2000-4000 kDa
agirliginda gozlenir. Viicutta yiikksek molekiil agirlikli (YMA) hyaliironan
zinciri devamli surette metabolize olarak diisiik molekiil agirlikli (DMA)

fragmanlara (<1000 kDa) ayrilir (9, 52).

2) Bir protein c¢ekirdege baglanma gostermez; diger glikozaminoglikanlar

gibi proteoglikan olusturmaz.

3) Diger glikozaminoglikanlar gibi siilfat grubu icermez.

CH,0OH

[ =]
COOH
OH

CH,OH
: OH

COOH —
] .
, NHCOCH,

OH

OH

OH
NHCOCH;

OH

D-Glukiironik asit N-asetil D-glukozamin D-Glukiironik asit N-asetil D-glukozamin

Sekil 5a. Hyaliironan molekiiler yapisi.
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D-Glukiironik asit N-asetil D-glukozamin

Sekil 5b. Daginik halde bulunan hyaliironan.

HA ismi; yunanca camsi anlamina gelen hyaloid ve yapisinda bulunan tironik
asit kelimelerinden tiiretilmistir. Isim babas1 olan Karl Meyer ve John Palmer, 1934
yilinda ilk olarak bu polisakkariti sigir goziinlin' vitréz humor'undan izole ettigi i¢in
(vitroz=hyaloid) bu adi vermistir (53). Takip eden yillarda hem ¢esitli 6karyot sistem
yapilarinda hem de prokaryot sistemlerde HA izole edilmistir. Biyokimya
literatiirtinde viicutta mevcut oldugu polianyonik formunu ifade etmek icin
‘hyaliironan’ terimi tercih edilir (54). HA, sodyum tuzu olan sodyum hyaliironat
adryla ticari olarak mevcuttur. Bununla beraber genel olarak hyaliironan, sodyum
hyaliironat ve HA literatiirde ayni anlami ifade etmek i¢in kullanilir. Bu ¢aligmada

molekiiliin her 3 formundan HA olarak bahsedilecektir.

2.3.2. Bulundugu Doku ve Organlar

HA, diger glikozaminoglikanlar ile beraber ESM'nin temel zemin maddesini
olusturur (18). Ayrica periseliiler ve intraseliiler alanlarda da mevcuttur (8, 55).
ESM'de, ortamda bulunan glikoproteinlere; hiicre yiizeyinde ise reseptorlere bagli
halde bulunur (Sekil 4). Ortalama 70 kiloda olan bir yetiskinin viicudunda yaklasik
15 gram HA mevcuttur (56). Tim dokularda mevcut olan HA, vitr6z humor,
umblikal kordon, dermis, sinoviyal sivi ve kalp kapaklarinda yiiksek miktarda
bulunmaktadir. Akciger, bobrek, beyin, karaciger ve kas dokularinda da belli
miktarda bulunur. Kan ve lenf dolasiminda ise serbest halde ve en diisiik oranda

goriiliir (56).
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2.3.3. Sentezi

HA'nin sentezlenmesinde rol alan en énemli hiicreler mezensimal hiicrelerdir.
Fibroblastlar, kondrositler, sinoviyal hiicreler ve karaciger hiicreleri basta olmak
lizere viicutta hemen hemen biitiin hiicreler tarafindan sentezlenir (7). Hiicre
membranin i¢ kisminda yer alan bir tiir 6zellesmis membran proteini olan enzimler
tarafindan Ttretilir (Sekil 6). Bu enzimler hyaliironan sentaz (HAS) olarak
adlandirilir. Sentezlenen HA, hiicre zarindaki por benzeri yapilardan ESM'ye salinir
(13, 57). HAS enzimleri HAS1, HAS2 ve HAS3 olmak iizere 3 adet enzim
grubundan olusmaktadir. HAS1 bobrek ve eklemlerde, HAS3 keratinosit
hiicrelerinde daha fazla bulunur. HAS2'nin ise viicutta hemen hemen her hiicrede
oldugu distinilmektedir. HAS2 enzimi uzun HA zinciri (>1000 kDa)
sentezleyebilirken HAS1 ve HAS3 enzimleri daha kisa zincirli (100-1000 kDa
araliginda) HA sentezler (58, 59).

Hyaliironan
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Hyaliironan sentaz

Sekil 6. Hyaliironan sentezi.
2.3.4. Metabolizmasi

HA, hyaliironidaz (HY AL) ad1 verilen enzimler tarafindan pargalanir. HY AL
enzim grubunda HYALL, HYAL2, HYAL3, P1 ve PH20 gibi g¢esitli tyeler

mevcuttur (9). Her bir enzim farkli molekiil agirligina sahip HA'nin farkli bolgelerde
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yikilmasinda rol alir. Ornegin HYAL?2 ekstraseliiler HA yikimindan sorumlu iken
HYALI intraseliiler HA katabolizmasindan sorumludur. Yine HYAL1 hem YMA
HA'y1 (>1000 kDa) hem DMA HA'y1 (<500 kDa) pargalayabilirken, HY AL2 sadece
YMA HA'nin parcalanmasini saglar (58). HYAL enzimleri ile HA, DMA
oligosakkarit birimlerine pargalanir. Tetrasakkarit seviyesinde pargalanan HA
lizozomda bulunan B-glukuronidaz ve p-N-asetil-glukozaminidaz enzimleri
vasitasiyla en kii¢iik (monosakkarit) birimine ayrilir (13). HA katobolizmasi anlatilan
sekilde dokularda lokal enzimler tarafindan gergeklesirken, ESM’de kii¢iik boyutlara
ayrilan HA molekiiliiniin bir kismi ise lenfatik sistem ile drene olur. Lenf
diiglimlerinde metabolize olur ve oradan kan akimina gegerek karacigerde ve

bobreklerde atilimi gergeklesir (52).

HA'nin yarilanma 0mrii her organda farklilik gosterir. Dolasimda yarilanma
omrii 2-5 dakika arasinda iken, dermiste 1-2 giin, kartilaj dokusunda ise 1-2 hafta
olarak belirtilmistir. HA yarilanma Omrii ciddi kan kayiplari, septisemi, ciddi
yaniklar ve major cerrahi gibi durumlarda artar (56). HA'nin ortamda uzun kalmasini
gerektiren bu gibi durumlarda HYAL enzimlerinin inhibitorleri ile HA'min

parcalanmasi engellenmeye ¢alisilir. Bu inhibitorler karacigerde sentezlenir (56).
2.3.5. Fonksiyonu

Asirt derecede hidrofilik 6zelligi olan HA, su bagladik¢a viskoelastik 6zellik
kazanir ve jelimsi bir hal alir. Molekiil agirliginin bu kadar yiiksek olmasina ragmen
viskositeyi ve elastisiteyi aynit anda barindirmasi ¢ok nadir goriilen bir ozelliktir.
Sahip oldugu bu benzersiz reolojik 6zelligi molekiile lubrikasyon o6zelligini de
kazandirir (13). HA, bu 6zelligi ile su damlasina benzetilmektedir. Su damlasinda
oldugu gibi kisa stireli kuvvet uygulandigi zaman yapisal biitiinligiinii korur. Ancak
kuvvet uzun siire uygulanirsa HA pargalarina ayrilip tekrar birlesir (52). Bu 6zelligi
sayesinde kuvvetlerin yikici etkisini adeta 'sok emici' gorevi gorerek engellemektedir
(58). Ornegin, embriyojenik hayatta bol miktarda goriilen HA yeni gelisen dokularin
mekanik kompresyondan korunmalarin1 saglar (60). Viicuttaki eklemler sahip

olduklar1 lubrikasyon ve viskoelastik Ozelliklerini HA sayesinde kazanirlar. Sok
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emici ve lubrikasyon saglama ozelliklerinin yani sira HA'nin; kartilaj gelisiminde ve

sinoviyal sivinin devamliliginda 6nemli rolii vardir (13).

HA, hacminin 1000 kat1 kadar su baglama o6zelligi ile dermisin hacmini ve
esnekligini artirir (13, 14). ESM'nin ve periseliiler ortamin yapisal biitinligiiniin
korunmasina yardimci olur. Vitroz humorda ise su baglayarak kazandig1 genis hacim
ve yogun kivami, alan doldurucu ozelligi saglamaktadir (9). HA'nin eksikligi
ozellikle yogun ve molekiil agirlig1 yiiksek olarak bulundugu dokularda, fonksiyon

kaybina ve yapisal dejenerasyona neden olur.

HA aym zamanda aktif bir sinyal molekiildiir. Hiicrelerin; proliferasyonu,
apoptozu, migrasyonu, diferansiyasyonu ve morfogenezi i¢in ideal ortam olusturur.
Hiicrelerde migrasyon ve proliferasyon gibi fonksiyonlari 6zel membran proteinleri
veya hyaladherin olarak adlandirilan 6zel proteinler ile gergeklestirir (13). Dokular
arasinda molekiil transportunu kolaylastirir, molekiil agirligi yiiksek olan proteinlerin
dagilimmi ve ozmotik basinci dengeler (9, 52, 56). Hiicre ylizeyinde yer alan bir
takim reseptorler aracilig ile hiicre-hiicre, hiicre-matriks etkilesimini saglar, hiicre ici
reaksiyonlari tetikleyerek fonksiyonlari diizenler (61). HA igin spesifik olan ¢esitli
hiicre ylizey reseptorleri -CD44, Toll-4, hyaliironan-media motilite reseptorii
(RHAMM), lenfatik damar endotelial HA reseptorii-1, endositoz i¢in hyaliironan
reseptorii, ve layilin- tanimlanmistir. Bu reseptorler i¢inde en fazla tanimlanmis

olanlar1 CD44 ve RHAMM dur.

HA, sadece hiicresel davraniglarda ve ESM biitlinliiglinii saglamada degil
hiicrelerin korunmasinda da etkili bir molekiildiir. Viral ve bakteriel etkenlere karsi

hiicreleri adeta bir kalkan gibi sararak korudugu gézlenmistir (52).

YMA HA ile fragmanlari (DMA HA), hiicre reseptorlerine baglanabilme
kapasitelerindeki farkliliklarindan dolay1 ¢ok farkli hatta tamamen zit fonksiyonlara
sahiptirler (9). Fragmanlara ayrilmamis YMA HA; alan doldurucu, apoptotik,
antienflamatuar ve antianjiojenik ozellige sahipken DMA HA; antiapoptotik,
enflamatuar ve anjiojenik o6zelliklere sahiptir (13). En kiigiik HA (3-10 disakkarit
birimi igeren HA) biriminin bile kendine 6zgii ve 6nemli gorevleri vardir (62, 63)
Disakkaritler, heat sok proteinlerini indiikler ve antiapoptotik etkileri ile hiicre

Oliimlerini baskilar (56). Molekill agirhgi 6-20 kDa olan HA ise anjiojenik,
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enflamatuar sitokinlerin salinimini1 stimiile etme, matriks metalloproteinaz (MMP)

enzimini aktive etme, doku yaralanmalarinda endotel uyarimini artirma gibi etkiye

sahiptir (56).

YMA HA ve DMA HA'nin farkli fonksiyonlarinin goézlendigi en iyi drnek
yara iyilesmesidir. Yara iyilesmesinin ilk evresinde YMA HA'min sentezinde ciddi
art1g goriiliir. YMA HA hiicrelerin migrasyonunu, proliferasyonunu artirir. Fibrinojen
ile yaptig1 bag sayesinde piht1 olusumunu destekler. Iyilesmenin ilerleyen evrelerinde
graniilasyon dokusunun organizasyonuna yardimci olur. Yara bdlgesine PNL'nin
daha hizl1 ulasabilmesini ve bdlgede hizli hareket etmesini saglar. Bakteriostatik
etkisi ile iyilesmeyi destekler. YMA HA'nin bolgede sentezlenmesini kolaylastiran
diger bir faktor de asidik ortam pH'sidir. Yara iyilesmesinin ilk evrelerinde HY AL2
inhibitorlerinin ortamda olmast YMA HA'ya ihtiya¢ duyuldugunun bir gdstergesidir.
Iyilesmenin ilerleyen evrelerinde HYAL2 inhibitdrleri ortamdan yavas yavas ¢ekilir
ve YMA HA fragmanlarina ayrilmaya baslar. DMA HA; endotelyal hiicreler,
eozinofiller ve epitelyal hiicrelerin gen ekspresyonunda ve makrofajlarin
kiimelenmelerinde stimiile ekdici olara rol alir. Fragmanlar fibroblast
proliferasyonunu ve takibinde anjiogenezisi baglatir (56). Ortamda olusan serbest
radikalleri baglayarak adeta ¢opcii gérevi goriir. Yara iyilesmesinin son evrelerinde
ozellikle yara kenarlarinda HA salinim miktar artar. Bu alanda matriks-hiicre, hiicre-
hiicre etkilesimini destekler, kollajenlerin ve keratinositlerin organize olmasini
saglar. Dicker ve ark. embriyojenik donemde skar kalmamasinin nedenini, HA'nin
¢ok miktarda sentezlenmesi ve uzun siire ortamda muhafaza edilmesi olarak

aciklamistir (59).

HA'nin ve fragmanlarmin tiimoér gelisiminde de onemli gorevleri vardir.
Saglikli epitel doku ile tiimor gelisiminin gorildiigi epitel doku arasinda HA
yogunlugu ve molekiil agirligi agisindan ciddi fark oldugu goriilmistiir. Ortamda
HYAL enzimlerinin artmasi molekiiliin fragmanlarinin artmas: anlamina gelir. Bu
fragmalarin artmasi timor gelisimini tetikler ve artmis HA fragmanlarinin anjiojenik

etkisi tiimor metastazinin ger¢eklesmesinde rol alir (59).
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2.3.6. Kemik Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Kirik olusumundan sonra 3-5 giin icerisinde olusan graniilasyon dokusu
icinde YMA HA bol miktarda ve daginik bir sekilde bulunur. Kirik iyilesmesi,
graniilasyon dokusunu takiben yumusak kallus ve sert kallus olusumu ile devam
eder. Bu nedenle graniilasyon dokusunun organizasyonu biiylik 6énem tasir. YMA
HA'nin, graniilasyon dokusunun organize olmasinda etkili bir faktér oldugu
diisiiniilmektedir. Osteoprogenitdr hiicrelerin  bulundugu alanlarda YMA HA
yogunlugunun olmasi, bu hiicrelerin diferansiyasyonunda ve proliferasyonunda
HA'nin rolii oldugunu diistindiirmektedir. Osteoprogenitér hiicrelerin diferansiye
olup fonksiyon gormelerinin ardindan YMA HA'nin fragmanlarina ayrilip hiicre
icine alindig1 disiiniilmektedir. Kemik iyilesmesinin ilerleyen safhalarinda
osteositlerin sitoplazmalarinda HA fragmanlarina rastlanmigtir. Fragmanlarina
ayrilarak ortamda DMA olarak bulunan HA, anjiojenik etkisi ile vaskiilerizasyonda
rol alir. DMA HA ayrica bolgeye enflamatuar hiicrelerin go¢ etmesini saglayan
faktorlerin basinda gelmektedir. Kirik iyilesme evrelerini birbirinden ayirmak
miimkiin degildir. Bu nedenle iyilesmenin goriildiigii farkli alanlarda ayni zaman
dilimi igerisinde HA'min ve fragmanlarinin rol aldig1 goriilmiistiir. Kemik iyilesmesi
sirasinda HA'nin nasil dagilim gosterdigini arastiran bir baska calismada ise fare
tibiasinda enkondral iyilesme sirasinda HA'nin hipertrofik bélgedeki lakiinalarda bol
miktarda goriildiigli ancak proliferasyon ve maturasyon bdlgesinde bu kadar yogun
goriilmedigi  saptanmistir. Bu durumun nedeni olarak kondrositlerin HA
sentezleyerek hidrostatik basing olusmasina ve lakiinalarin ¢evresinin genislemesi
gosterilebilir. Bu sayede kartilaj matriksinin olusumunda 6nemli rolii olan kollajenaz
ve proteaz gibi enzimlerin sentezi i¢in uygun alan da elde edilmis olur. HA’ya
rezorbsiyon bolgesinde yer alan lakiinalarda rastlanmamakla beraber bu bolgedeki
osteoprogenitdr hiicrelerin sitoplazmalarinda rastlanmistir. HA'nin CD44 reseptorii
aracilif1 ile rezorbsiyon bolgesinde yer alan hiicrelerce pargalandigi ve hiicre igine
alindig1 diisiiniilmektedir. Rezorbsiyon bolgesinde osteoklast artiginin, DMA HA'nin
makrofaj hiicrelerinin osteoklast hiicrelerine doniisiimiinii tetiklemesi sonucu oldugu

diistiniilmektedir (64).
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HA'nin kemik metabolizmasi iizerine olan etkisi bir¢ok hiicre ve protein ile
etkilesimi sonucu olmaktadir (13). Viicutta diger dokularda oldugu gibi kemik
dokusunda da bulunan HA; kondrosit, fibroblast, osteosit, osteoklast, osteoblast gibi
hiicreler ve OPN, kemik sialoproteini gibi proteinler ile etkilesime girerek fonksiyon
goriir ve etkisinin biiyiik bir kismin1 CD44 reseptorii araciligr ile gergeklestirir. Bu
reseptOr; monosit, fibroblast, osteoblast, osteklast ve osteosit gibi kemik yapiminda
aktif rol alan hiicrelerin yilizeylerinde bulunabildigi gibi biiyiime faktorleri, kollajen
tip I, kollajen tip V, fibronektin, kalsitonin gibi proteinlerle de etkilesime
gecebilmektedir. CD44 ve HA etkilesimi; reseptorii oldugu hiicre tipine, HA'nin
yogunluguna ve molekiil agirligina bagh farklilik gosterir (11, 12).

HA'nin molekiil agirligina bagl olarak osteoklastik aktiviteyi hem artirici
hem azaltici yonde etkisi oldugu disiiniilmektedir (65). YMA HA'nin, M-CSF
yolagimmi osteoklastlar {izerinde bulunan reseptorlere baglanarak engelledigi
belirtilmistir. MCS-F yolagmin engellenmesi ile RANKL yolaginin aktiflesmesini
saglayan enzimlerin salinimi bloke olur. Bu sayede YMA HA’nin, osteoklastik

matiirasyonu engelleyerek kemik rezorbsiyonunu 6nledigi rapor edilmistir (66).

HA'nin kemik rezorbsiyonunu artirict yondeki etkisini osteoklastlara
baglanarak yaptigi belirtilmektedir. Osteoklastlarin kemik yiizeyine tutunmada OPN
gibi hiicre adezyonunu saglayan proteinlerin yan1 sira HA'yr da kullandigi
bildirilmistir (55). Fuji ve ark. CD44 reseptoriinin RANKL/RANK etkilesiminde
onemli bir faktor oldugunu, bu reseptor ortamda olmadiginda osteoklastik aktivitenin

azaldigini rapor etmistir (67, 68).

HA'nin kemik remodelasyonu {izerine olan etkisinin degerlendirildigi pek ¢cok
calisma sonucunda, beraber kullanildig1 biyomateryaller ile hiicrelerin gogalmasinda,
migrasyonunda ve diferansiyasyonunda aktif rol aldigi bilinmektedir. Aslan ve ark.
yaptiklar: ¢caligmada defekt sahasinda goriilen iyilesmenin kemik grefti ile kombine
HA kullanilan grupta, sadece kemik grefti kullanilan gruba goére daha hizli oldugunu
rapor etmigtir. HA'nin bu etkisini kemik biiylime faktorii ve kalsitonin ile olan
etkilesimine baglamislardir (8). Suzuki ve ark. OCP graniilleri ile DMA HA ve YMA
HA'y1 sigan kalvaryumunda olusturulan defekt bolgesinde beraber kullanarak kemik

iyilesmesi lizerine olan etkisini karsilagtirmistir. Kemik iyilesmesinin 3. ve 6.
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haftalarinda degerlendirildigi calismada HA ile OCP graniillerinin beraber
kullanildig1 grupta goriilen kemik iyilesmesi, sadece OCP graniillerinin kullanildigi
gruba gore hem 3. hem de 6. haftalarda daha fazla bulunmustur. DMA HA'nin hizl
rezorbe olarak, iyilesmenin 3. haftasinda OCP graniilleri etrafinda olusan kemik
dokusuna yerini biraktigr; YMA HA’nin ise kismen rezorbe olup OCP graniilleri ile

beraber yeni olusan kemik i¢in zemin maddesi gorevi gordiigii belirtilmistir (63).

2.3.7. Biyomedikal Preparatlari ve Tibbi Kullanimlari

HA, 1970-1980'i yillarda g6z cerrahisinde uygulanmak tizere 'Healon' adiyla
piyasaya siriilmistiir. O tarihten giiniimiize ortopedi, dermatoloji, kardiovaskiiler
cerrahi ve kanser teshisi gibi tibbin degisik alanlarinda yararlanilan bir biyomedikal
tirtin haline gelmistir. Elde edildigi kaynaklar arasinda horoz ibigi, umblikal kordon,
vitrdz humor, deri ve tendon gelmektedir. A grubu streptokoklarin ekstraseliiler
kapsiiliinde de bulunan bu molekiiliin 1993 yilinda streptokoklarin fermantasyonu ile
elde edilmesi takibinde giiniimiizde HA {iretimi temel olarak bakteriyel fermentasyon

veya izolasyon yoluyla olmaktadir (13, 14).

Vitréz humorun ana komponentlerinden olan HA, gbéz operasyonlarindan
sonra damla formunda oldukg¢a sik kullamilir. Katarakt operasyonlarindan sonra
uygulanan HA igeren g6z damlalar1 doku tamirini hizlandirir ve yer tutucu 6zelligi
ile de 6n odanin formunu korumasma yardimci olur (9). Antiadeziv 6zelligi ile

bakteri adezyonunu engelleyerek enfeksiyon riskini azaltir (13, 57).

HA, hacminin 1000 kat1 kadar su baglama kapasitesi ile dermisin hacmini ve
esnekligini artirir (13, 14). Bu nedenle cilt bakimu iiriinlerinde sik¢a kullanilir. Lokal
olarak kullanilan formunun, epitel doku icine penetre olarak hem keratinosit
proliferasyonunu hizlandirdigit hem de retinoik asit miktarin1 artirarak cildi
nemlendirdigi gozlenmistir. Bunun yan1 sira kozmetik amacgli dolgu maddesi olarak
enjeksiyonu (dudaklarin kalinlastirilmasi, yiizdeki kirisikliklar veya yumusak dokuda
goriilen ¢okiintlilerin doldurulmasi) 2003 yilinda FDA onayr almistir. Kozmetik
amagl olarak, suda ¢oziinmeyen yapist ile seklini koruyan ve viskdz 6zelligi ile cilt

altina kolay uygulanabilen ¢apraz bagli formlar1 kullanilmaktadir (64).
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Temporomandibuler eklem ve diger eklemlerde olusan osteoartroz
olgularinda eklem icinde goriilen en erken degisikliklerden biri HA yapisim
olusturan proteoglikanlarin kondrositler tarafindan salgilanmasinin azalmasi ve
MMP-3 enziminin artist ile eklem ylizeylerindeki yikimmn artmasidir (50).
Osteoartroz goriilen eklemlerde HA yogunlugu ve molekiil agirhginda da azalma
goriilmiistiir (13, 50). HA miktarinin azalmasiyla kikirdak matriks dejenerasyonunun
basladig1 bildirilmistir. Eklem araligina HA enjeksiyonunun eklem yiizeyinde olusan
yikimi  durdurdugu, prostoglandin ve sitokin gibi mediatorleri baglayarak
antienflamatuar etki gosterdigi, biiylime proteinleri ve kondrositler ile baglanarak
dejenere olmus kemikte rejenerasyonu baslattigi bildirilmistir (51). Enjekte edilen
HA’nin ortamda uzun siire kalarak kondrositleri ve sinoviyositleri uyarip HA
salinimini  tetikledigi gorilmisutir (61). Gilinimiizde osteoartroz tedavisinde
Orthovisc (Sodyum Hyaliironat), Synvisc (Hyalan G-F 20) ve Adant (Sodyum
Hyaliironat) olmak lizere 3 preparat kullanilmaktadir. Orthovisc ve Synvisc horoz
ibiginden, Adant ise bakteri fermantasyonu ile elde edilir (50). Ticari olarak temin
edilen HA, yapisinda bir takim degisiklikler olusturularak kullanilmaya hazir hale
getirilir. Yapisinda gelistirilen ¢apraz baglar ile DMA veya YMA olarak iiretilmesi,
kisa veya uzun donemde rezorbe olmasi, jel veya lifsi yapida {retilerek

manipiilasyonunun kolaylagmasi saglanmaktadir.

2.4. MBT

MBT, X ismlarmi kullanarak kesitsel goriintiiler alan ve bu goriintiileri
birlestirerek nesnelerin {i¢ boyutlu incelenmesini saglayan bir tekniktir. Mikro terimi
cihazin aldig1 kesitsel goriintiilerin mikrometre cinsinden ifade edilmesinden
kaynaklanir (69). Alinan kesitlerin kalinligi ve kesit araliklari, nesnelerin
¢cozlinilirliginii belirleyen degerlerdir (70). Bilgisayarli tomografi (BT) ile kesit
araliklar1 yaklasik 1,5 mm civarinda iken; MBT sistemleri i¢in bu araliklar 81 pum, 34
um ve 12,5 um gibi ¢ok daha diisiik degerlere ulasir (71, 72). Bu sayede MBT ile

elde edilen goriintiilerin ¢oziiniiliirligii daha yiiksek olmaktadir.
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MBT ile ii¢ boyutlu goriintii elde edilmesi temelde iki 6nemli asama ile olur.
Birinci agamada goriintiilerden belirli araliklar ile kesit (segmentasyon) elde edilir.
Ikinci asamada ise segmentasyon sonucu elde edilen data-set (gdoriintii y1gini)
rekonstriiksiyonuyla 3 boyutlu goriintii elde edilir. Bu biitiin 6rnek igin elde
edilebilecegi gibi incelenen 6rnek iizerinde lokalize bir alan i¢in de olabilir. Elde
edilen ii¢ boyutlu goriintiinlin ardindan biitiin 6rnegin veya sadece bir boliimiiniin
degerlendirilmesi region of interest (ROI) ile olmaktadir. Bu durum, incelenmesi
istenen bolgenin baslangi¢ noktasindan baglayarak mesafenin belirlenip {ic boyutlu

olarak incelenmesi ile gergeklesir (73, 74).

MBT ile ii¢ boyutlu goriintii elde edilmesinin yani sira, kemik dokunun
mikroyapisinin incelenmesi ve mineralizasyon seviyelerinin degerlendirilmesi de
miimkiin olmaktadir. Data-set rekonstriiksiyonunun ardindan elde edilen goriintiide
'eri alanlar’ mevcuttur. Bu alanlarin yogulugu veya baska bir ifade ile tonu
mineralizasyon seviyesi ile ilgili bilgi verir. Bu nedenle 6l¢tim sirasinda kemik gibi

sert dokular siyaha yakin iken yumusak dokular beyaza yakin renkte goriintii verir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Koordinasyon
Birimi (3850-D2-14 no'lu proje) tarafindan desteklenmistir (Ek 1). Arastirmamiz
Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan

degerlendirilerek hayvan etigi agisindan uygun goriilmiistiir (Ek 2).
3.1. Deney Hayvanlar

Iskeletsel gelisimini tamamlamis 40 adet 12 aylik 450-550 gram agirliginda
Sprague-Dawley cinsi erkek sican, deney hayvani olarak kullanilmak iizere Ankara
Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuar1 San. Tic. A.S. ve Siileyman Demirel
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuar
Bagkanligi'ndan temin edilmistir. Deney hayvanlarmin cerrahi islemleri Siileyman
Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma

Laboratuari'nda yapilmistir.

Sigan mandibulasinin model olarak kulanildig: kisith sayida ¢alisma olmasi
nedeniyle deneylere baslamadan 6nce cerrahi protokolii olusturmak ve standardize
etmek icin pilot caligma yapildi. Pilot ¢calismada 3 adet deney hayvani kullanildi ve 6
hafta takip edildi. Pilot calisma sonucunda cerrahi protokoliin olusturulmasinin yan
sira bu calisma icin kullanilmasi gereken deney hayvanlarinin agirliklarina karar

verildi ve postoperatif donemde bakimlari ve beslenmeleri ile ilgili tecriibe edinildi.
3.2. Uygulanan Biyomateryaller

Calismamizda kemik grefti olarak insan kaynakli kortikal kemigin DKK ve
partikiil formu (DuraGraft, Gainesville, Amerika Birlesik Devletleri); HA olarak ise
bakteri fermantasyonu ile elde edilen formu (Hyaloss, Reggio Emilia, Italya)
kullanilmistir. Calismamizda kullanilan HA; lifsi yapida olup molekiiliin karboksilik
gruplarinin  propiyofenon tiirevlerinin hidroksil gruplartyla parsiyel olarak

esterlenmesiyle iiretilen HA ester tiirevidir.
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3.3. Cerrahi Yontem

3.3.1. Kemik Defekti Olusturulmasi

Her bir deney hayvanina 90 mg/kg Ketamin HCl (Alfamine®, Ege-Vet,
Tiirkiye) ve 10 mg/kg Xylazine HCl2 (Alfazyne, Ege-Vet, Tiirkiye) intraperitoneal
olarak enjekte edilerek genel anestezi saglandi. Genel anestezinin derinligi pedal
refleksinin kaybolmasi ile teyit edildi. Sag ve sol olmak {izere her iki taraftaki
operasyon sahasi iizerindeki cilt, iyot soliisyonu ile silindikten sonra tiraglandi.
Sicanlarin basi, kopiik blok iizerinde konumlandirildiktan sonra ense bolgesindeki
cilt tizerinden 10 cc'lik enjektér ucu yardimiyla kdpiik bloga sabitlendi (Resim 1).
Insizyon hattinin cerrahi saha iizerinde kalmamasi icin cilt yukar1 dogru gerilerek
mandibula alt kenarinin yaklagik 3 mm iizerinden ve mandibula alt kenarina paralel
olarak 12 mm uzunlugunda longitudinal cilt insizyonu yapildi (Resim 2). Kaslarin
kiint diseksiyonu ve periostun keskin diseksiyonu ile kemige ulasim saglandi. Kiiciik
Langenbeck retraktorleri yardimi ile kaslar superior ve inferior yonde ekarte
edilerek; mandibula posterior kenari, inferior kenar1 ve sigmoid notch goriilecek
sekilde ramus lateral ylizii ortaya ¢ikarildi (Resim 3). Defektin olusturulacagi bolge;
mandibula inferior ve posterior kenarlarina 3mm uzakta olacak sekilde belirlendi.
Serum fizyolojik irrigasyonu altinda tur motoru piyasemenine takili 5 mm ¢apindaki
yuvarlak uclu cerrahi trefin frez ile bikortikal osteotomi ardindan blok halinde kemik

¢ikarilarak diizgiin sinirh defekt olusturuldu (Resim 4, 5).
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Resim 1. Islem sahas1 tiraslanmus sicanlarin kopiik blok iizerinde sabitlenmesi.

Resim 2. Sigan mandibulasinda cilt insizyonu.
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Resim 4. Trefin frez ile 5 mm ¢apinda olusturulan defekt.
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Resim 5. Defekt olusturularak ¢ikarilan bikortikal kemik.

3.3.2. Biyomateryal Uygulamasi

Deney hayvanlari, her grupta rastgele secilmis 10 adet denek bulunmak {izere
4 gruba ayrild1 (Tablo 1). Grup 1'deki hayvanlarda, olusturulan defekt bos birakildi.
Grup 2'deki hayvanlarda, defekte defekt sahasini tamamen dolduracak miktarda
partikiil kemik grefti yerlestirildi (Resim 6). Grup 3'teki hayvanlarda, HA'nin bir
demetinin yaris1 kesilerek defekte yerlestirildi (Resim 7, 8). Grup 4'te ise HA, bir
demetinin yaris1 olacak sekilde defekt sahasina yerlestirildikten hemen sonra defekt

sahas1 tamamen dolacak sekilde greft materyali eklendi.

Tablo 1. Caligma gruplarinin dagilimi.

Gruplar N Kullanilan Materyal
Grup 1 10 Bos birakilan defekt
Grup 2 10 Kemik grefti

Grup 3 10 HA

Grup 4 10 HA ve kemik grefti

38



Resim 7. Defekt sahasina yerlestirilmis HA.
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Resim 8. Her kutuda iki adet demet halinde temin edilen lifsi yapiya sahip HA.

Kas ve cilt dokular1 ayri ayri, 4/0 vicryl (Dogsan, Trabzon, Tirkiye) ile
devamli kilitli siitur teknigi kullanilarak siiture edildi. (resim 9, 10).

Tim islemler mandibulanin karsi tarafinda tekrar edilerek bilateral olarak

uygulandi.

Cerrahi islemler biitiin deney hayvanlarinda tek bir kisi tarafindan
gerceklestirildi. Her deney hayvaninda yeni bir bistiiri ve siitur materyali kullanildi.
Kopiik blok tizerine serilen cerrahi ortli ve cerrahi el aletleri ise her bir cerrahi islem
sonras1 dezenfekte (CIDEX® OPA, Istanbul, Tiirkiye) edildi.

Resim 9. Kas dokusunun devamli kilitli stitur teknigiyle siiture edilmesi.
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Resim 10. Cildin devamli kilitli siitur teknigiyle siiture edilmesi.
3.4. Operasyon Sonrasi Takip

Cerrahi islem giinii ve postoperatif 2 giin boyunca biitiin siganlara enfeksiyon
kontrolii i¢in intramuskiiler 5 mg/kg/giin amikasin siilfat (Amikozit®, Eczacibasi,
Istanbul, Tiirkiye) antibiyotik ve agri kontrolii icin intraperitoneal ketoprofen

(Profenid® ampul, Sanofi Aventis, Istanbul, Tiirkiye) analjezik uyguland.

Postoperatif donemde deney hayvanlari normal sehir suyu ve %21 protein
iceren Ozel yemler ile beslendi. Pelet formundaki sert yemler toz haline getirildikten
sonra su ile karistirilarak kalip halinde kemirmeye uygun kivamda hazirlandi. Bu
sayede beslenme sirasinda mandibulaya fazla kuvvet gelmesi engellenirken
hayvanlarin kemirme aligkanliklar1 korunarak dislerin ekstriizyonu engellendi. Toz
yemlere ek olarak ciddi kilo kaybimi engellemek icin postoperatif birinci hafta
boyunca protein ve kalsiyum degeri yliksek biskiiviler (Cici Bebe, Eti, Boziiylik,

Tiirkiye) sabah ve aksam 1 adet olacak sekilde verildi.

Deney siiresi boyunca sicanlar; 21-22°C oda sicakliginda, %50 nem ayarl,
optimize edilmis kii¢iik hayvan bakim odalarinda, tek siganlik kafeslerde ayr1 ayr
barindirildi. Giin igerisinde yapilan kontrollerde si¢anlarin genel saglik durumlari,

yem ve su alimlari, davranig sekilleri takip edildi ve kafes temizlikleri yapildi.
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3.5. Orneklerin Elde Edilmesi

Postoperatif 6. hafta sonunda anestezi dozu 2 katina cikarilarak deney
hayvanlar1 sakrifiye edildi. Mandibula, ¢evreleyen yumusak doku ve kaslar diseke
edildikten sonra tek parca halinde ¢ikarilip orta hattan iki ayr1 parcaya ayrildi (Resim
11). Mandibulanin her bir parcast %10'luk formalin (Merck, Darmstadt, Almanya)

icerisine konularak dl¢iimlendirme islemleri yapilana dek muhafaza edildi.

Mandibulanin sag yarisindan elde edilen Ornekler histopatolojik ve
immiinohistokimyasal incelemeye tabi tutularak kemik iyilesmesi degerlendirildi.
Mandibulanin sol yarisindan elde edilen ornekler ise MBT ile incelenerek yeni
olusan kemik dokunun yogunlugu incelendi. Ornekler degerlendirilmek igin ilgili
laboratuvarlara gonderilmeden 6nce kodland1 ve 6rneklerin hangi gruba ait olduguna

dair bigiler, dlgtimlendirmeleri yapan ¢alismacilar ile paylagilmadi.

Defekt bolgesi

Resim 11. Kontrol grubuna ait bir denekten elde edilen ornekte, ¢evreleyen yumusak

dokularindan arindirilmis mandibula bir yarisi.
3.6. Histopatolojik ve Iimmiinohistokimyasal inceleme

Orneklerinin histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeleri Mehmet
Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'nda
gerceklestirildi. Kemik 6rnekleri, ayn1 patolog tarafindan farkli zamanlarda 2 defa

incelendi.
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Formaldehit igerisinde bekletilen kemik ornekleri histopatolojik ve
immiinohistokimyasal incelemeleri yapilmadan once 2 hafta boyunca dekalsifiye
soliisyonunda (%5'lik nitrik asit) bekletildi. Yumusayan kemik ornekleri defektin
oldugu bolgede 3 ayr1 pargaya bdliinerek takip prosediiriine alindi ve bu sayede

defekt bolgesinin 3 seviyede incelenmesi saglandi.
3.6.1. Histopatolojik inceleme

Her bir sigana ait kemik Ornekleri ayr takip kasetlerine konuldu. Akarsu
altinda 1 saat yikanan dokular doku takip cihazina yerlestirildi. Dokular, gece
boyunca diistik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere (%70’den %100’e)
gecirilerek igeriginde bulunan su alindi. Bu islemi takiben 2 defa ksilolden gegirilip
igeriginde bulunan yagdan arindirildi. Son olarak doku bogluklarina parafin dolmasi
icin sicak parafine gecirildi. Bir sonraki giin dokular parafine gomiilerek bloklama
islemi yapildi. Bloklarda 4-5 saat sogutulmalarinin ardindan rotary mikrotom ile 5
mikron kalinliginda 2 farkli seviyede kesitler alindi. Bu sayede 3 parcaya ayrilan
defekt bolgesi, 2 ayr1 seviyedeki kesitleri ile birlikte toplam 6 farkli alanda

orneklendi.

Kesitler hematoksilen eozin ile boyandiktan sonra x400'lik biiyiitme ile 151k
mikroskobu altinda incelendi. Defekt bolgesinde olusan kemik iyilesmesi Tablo 2'de

belirtildigi gibi Emery skalasi kullanilarak skorlandi (8).

Tablo 2. Emery histopatolojik kemik iyilesme skalast.

wn
Py
o
=

Doku bulgular:

Bos kavite

Sadece fibr6z doku gelisimi

Fibrokartilaj doku gelisiminden daha fazla gelisimi fibr6z doku
Fibroz doku gelisiminden daha fazla fibrokartilajdoku gelisimi
Sadece fibrokartilaj doku

Kemik gelisiminden daha fazla fibrokartilaj doku

Fibrokartilaj doku gelisiminden daha fazla kemik doku

Sadece kemik doku

~N o oA DN B O
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3.6.2. Immiinohistokimyasal Inceleme

Immunoperoksidaz ydntemi icin streptoavidin-biotin peroksidaz metodu
kullanildi. Immunhistokimyasal incelemede sekillenen yeni dokudaki OPN, OSX ve
ALP aktiviteleri sirasiyla anti-osteopontin antibody (ab8448, 1/100 diliisyon), anti-
Sp7/osterix antibody - ChIP Grade (ab22552, 1/100 diliisyon) ve anti-alkaline
phosphatase, tissue non-specific antibody (ab65834, 1/100 diliisyon) kitleri (Abcam,
Cambridge, Birlesik Krallik) ile incelendi.

Kesitler sira ile dereceli alkollerden ve ksilol gegirildi. Bu islemleri takiben
dehidrate ve deparafinize edildi. Dokular 10 dakika siireyle suda yikandi. Icerdikleri
endojen peroksidaz aktivitesini gidermek amaciyla dokular, %3’lilk metanoldeki
hidrojen peroksit ile 20 dakika siireyle muamale edildi. Bu islemi takiben dokular,
Phosphate-Buffer Saline (PBS) solusyonunda 2 defa 10’ar dakika siireyle yikandi.
Daha sonra nonspesifik boyamalari onlemek amaciyla normal serum iginde 45
dakika bekletildi. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan primer serumlar uygulandi
ve ornekler +4°C'de 1 gece bekletildi. Ertesi giin dokular aym sekil ve siireyle
PBS'de yikandi, takiben biotinli serum ile 30 dakika siireyle muamele edildi ve
PBS'de 2 defa 10’ar dakika tekrar yikandi. Bu islemden sonra dokular streptoavidin
alkalen fosfataz konjuguate ile 30 dakika siireyle muamele edildi ve tekrar PBS ile
yikandi. Ardindan 30 dakika siireyle biotinli sekonder antikor ile inkiibe edildi.
Islemleri takiben &rnekler DAB (3,3 diaminobenzidine) kromojen ile boyandi. Karsit
boyama i¢in Harris hematoksilen kullanildi ve preparatlar 151k mikroskobunda

incelendi.

Her bir grupta belirtilen OPN, OSX ve ALP yogunluklar1 0 ile 3 arasinda

skorlanan siiflamaya gore dl¢timlendi (Tablo 3).

Tablo 3. immiinohistokimyasal belirteglerin yogunlugunun &lgiimlendirilmesi.

Negatif 0
Hafif pozitif 1
Orta siddette pozitif 2
Siddetli pozitif g
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Boyanmis kesitler Olympus CX41 model mikroskop ile Database Manual
Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus Corporation, Tokyo,

Japan) kullanilarak fotograflandi.

3.7. MBT ile Degerlendirme

Orneklerin MBT ile degerlendirmeleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Anatomi Anabilim Dali'nda, MBT cihaz1 (SkyScan 1174 compact Micro CT,
Kontich, Belgika) kullanilarak gergeklestirildi (Resim 12).

Resim 12. Kemik yogunlugunun tayini i¢in kullanilan MBT cihazi.

Calismamizda kemik ornekleri, ayni ¢alismaci tarafindan farkli zamanlarda 2
defa incelendi. Her bir sigana ait kemik 6rnegi icerdigi formaldehit soliisyonunu
uzaklastirmak i¢in kagit havlu ile kurulandi. Hafif nemli halde olan kemik drnekleri
6 cm capindaki hazir silindirik kaliplarin tam merkezine dik bir sekilde yerlestirildi.
Ornekler, kaliplarin igerisinde seffaf akrilik rezin (Orthoplast, Vertex, Zeist,
Hollanda) yardimiyla stabilize edildi. Silindirik kaliplar igerisinde inceleme igin

sabitlenen 6rnekler, MBT cihazinin i¢inde bulunan 6rnek tablasina yerlestirildi.

Her bir 6rnegin taranmasinda Flat-Field programi kullanildi. Bu programda
tarama siiresi 2300 milisaniye ve donme derecesi 0,7 derece olarak ayarlandi. Biitiin
taramalar 180 derecelik donme agis1 ile yapildi. Bu esnada her bir 0,7 derecelik

donmede 3 adet goriintii elde edildi. Tarama islemleri tamamlandiktan sonra NRecon
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programi kullanilarak elde edilen ham verilerden 33 mikrometre kalinliginda
transvers kesitler alindi. Bu sayede her bir 6rnek i¢in toplamda 272 adet kesit elde
edildi. Elde edilen kesitler bmp formatina doniistiiriildii ve CTan yazilim programina
aktarildi.

Kesitlerin yazilim programina aktarilmasimnin ardindan ROI ile defekt
bolgesinde ilgili alanlar secildi. ROI ile kesitlerdeki goriintiilerde defekt alt sinir1 0
noktasi olarak kabul edilerek bu noktadan 5 mm mesafedeki alan isaretlendi. Bu iki
nokta arasinda yeni olusan kemik alanlarinda goriilen farkli mineralizasyon
seviyeleri {i¢ boyutlu olarak degerlendirildi ve farkli yogunluktaki alanlar 'Gri
Alanlar' olarak kaydedildi. En diisilk mineralizasyon Diisiik Gri Alan (DGA), en
yiiksek mineralizasyon Yiiksek Gri Alan (YGA) olarak belirtildi. Yeni olusan
dokunun mineralizasyon seviyesinin degerlendirilmesini saglayan bu protokol her bir

kemik 6rnegi i¢in ayn1 sekilde uygulandi.

3.8. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical Package for Social Sciences,

Chicago IL, ABD) 20.0 yazilim paket programi kullanilarak yapildi.

Elde edilen verilerin parametrik testlerin on sartlarindan olan normal dagilima
uyum sartin1 saglayip saglamadigi Anderson-Darling testi uygulanarak bakildi.
Parametrik testlerin en 6nemli sartlarindan biri olan varyans kovaryans matrisinin
homojenligi 6n sartinin saglanip saglanmadigi ise Box's M testi ile irdelendi. Yeni
kemik olusum skorlari, ALP, OPN ve OSX belirtecleri yogunluk skorlar1 ve yeni
kemik mineralizasyon (DGA ve YGA) degerleri parametrik testlerin varyanslarin
homojenligi ve gozlemlerin normal degerleri 6n sartlarini saglamadigi i¢in gruplar
arasit karsilagtirmalar Kruskall-Wallis testi uygulanarak analiz edildi. Gruplarin
RANK ortalamasindaki farkliliklarin belirlenmesinde bu 6zellikler i¢in ¢oklu

karsilastirma yontemi olan Bonferroni-Dunn testi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerin Gruplara Gére Dagilim

Caligsmaya dahil edilen toplam 40 adet deney hayvaninin 8 adedi operasyon
sirasinda olusan fraktiir, 2 adedi defekt bolgesinde gelisen apse, 3 adedi deney
siiresini tamamlayamadan oOliim nedenleri ile c¢alisma dis1 birakildi. Ayrica
mandibula Ornekleri alinirken 2 denegin mandibulasinin sag yarisinda; 1 denegin
mandibulasinin sol yarisinda fraktiir gézlenerek bu ornekler ¢alisma dis1 birakildi.
Calismada toplamda 27 adet kemik 6rnegi histopatolojik ve immiinohistokimyasal
olarak incelenirken, 28 adet kemik Orneginin kemik yogunlugu degerlendirildi

(Tablo 4).

Tablo 4. Her bir grupta degerlendirmeye katilan 6rnek sayisi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup4 Toplam

Immfinohlstokgnyasal 4 9 9 5 97
ve Histopatolojik
MBT 5 10 9 4 28

4.2. Makroskobik Kemik Tyilesmesi

Biitiin gruplara ait 6rneklerin makroskobik incelemesinde kemik defektlerinin
yeni olusan doku ile kaplandigi ve yeni olusan bu doku ile defekt sinirlar1 arasinda
sik1 bir baglant1 oldugu gozlendi. Yeni olusan dokunun Grup 1'de diger gruplara gore
daha yumusak bir yapida oldugu dikkat ¢ekiciydi. Deneylerde kullanilan materyaller
rezorbe oldugu icin Grup 2, Grup 3 ve Grup 4'te kullanilan biyomateryallere

rastlanmadi.
4.3. Histopatolojik Kemik Iyilesmesi

Histopatolojik incelemeler ile postoperatif 6. haftada biitiin gruplarda defekt
siirlarindaki kemik dokuda proliferasyon oldugu goriildii. Yeni gelisen graniilasyon

dokusunda yogun sekilde vaskiilerizasyon saptandi. Yine biitiin ¢alisma gruplarina
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ait orneklerde, Ozellikle defekt bolgesinin merkezine yakin yerlerinde belirgin

sekilde yogunlagan enflamatuar hiicre infiltrasyonu gézlendi (Resim 13-16).

Resim 13. Grup 1’e ait kemik iyilesmesine dair bir 6rnek. Ok baglar1 defekt gevresindeki
kemik dokuyu, oklar yeni sekillenen dokuyu gostermektedir (Bar=100 um).

Resim 14. Grup 2’ye ait kemik iyilesmesine dair bir 6rnek. Ok baglar1 defekt ¢evresindeki
kemik dokuyu, siyah oklar enflamatuar hiicre infiltrasyonunu, beyaz oklar yeni gelisen

kemik dokusunu gdstermektedir (Bar=100 um).
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Resim 15. Grup 3’c ait kemik iyilesmesine dair bir 6rnek. Ok baslar1 defekt gevresindeki
kemik dokuyu, siyah oklar enflamatuar hiicre infiltrasyonunu, beyaz oklar yeni gelisen

kemik dokusunu gdstermektedir (Bar=100 um).

Resim 16. Grup 4’¢ ait kemik iyilesmesine dair bir drnek. Ok baslar1 defekt gevresindeki
kemik dokuyu, siyah oklar enflamatuar hiicre infiltrasyonunu, beyaz oklar yeni gelisen

kemik dokuyu gostermektedir (Bar=100 pm).

Gruplar aras1 defekt bolgesindeki histopatolojik kemik iyilesmesinin Emery
skalasina gore skor degerleri Tablo 5'te sunulmustur. Kemik iyilesmesinin en diisiik
0 ve en vyiksek 7 oldugu skalada elde edilen degerler gruplar arasinda
karsilastirildiginda en diistik seviyede kemik iyilesmesi kontrol grubu olan Grup 1’e
ait orneklerde (1,25+0,25) gozlendi. Grup 1’e ait Orneklerdeki kemik iyilesmesi
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degerleri ile Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (tiim gruplar i¢in p<0,01). Greft ve HA kullanilan grupta kemik
lyilesmesi skala ortalamasi biyomateryal kullanilan diger iki gruptan (sadece greft
materyalinin kullanildigi ve sadece HA kullanilan grup) daha yiiksek olmakla
beraber aradaki fark istatistiksel olarak anlamli seviyelerde degildi. Kemik iyilesmesi
skoru ortalamasi Grup 2’de 4,67+0,41, Grup 3'te 4,67+0,41 ve Grup 4’te 5,60+0,25
idi.

Tablo 5. Calisma gruplarina ait 6rneklerde kemik iyilesmesi degerleri. Ayni harf ile
isaretlenmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yok iken farkli harfler ile

isaretlenmis gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark mevcuttur (St. Hata: Standart
hata; St. Dev.: Standart deviasyon).

Ortalama St.Hata St.Dev. Minimum Medyan Maksimum

Grup 1l 1,25b 0,25 0,50 1,00 1,00b 2,00
Grup 2 4,67a 0,41 1,23 3,00 5,00a 6,00
Grup 3 4,67a 0,41 1,23 3,00 5,00a 6,00
Grup 4 5,60a 0,25 0,55 5,00 6,00a 6,00

4.4. Kemik-Yapim Belirteclerinin Aktivitesi

Calisma gruplarina ait 6rneklerde ALP immiinoreaksiyonu Resim 17-20;
OSX immiinoreaksiyonu Resim 21-24, OPN immiinoreaksiyonu Resim 25-28’de
sunulmustur. Resimlerden de izlenebildigi ilizere incelenen belirteclerin tiimiiniin
aktivitesinde artis goriildii. Bag dokuda ve enflamatuar hiicrelerde bu belirteclerin
aktivitelerinde artis daha siddetli iken kemik ve kas dokularinda daha hafif siddette
oldugu belirlendi.

Tablo 6, Tablo 7 ve Tablo 8 sirasiyla ALP, OPN ve OSX aktivitelerinin
istatistiki degerlerini vermektedir. Kemik yapim belirteclerinin aktivitesi dl¢iimiinde
kullanilan, en diisiik 0 en yiiksek 3 olan skorlamaya gore calisilan her 3 kemik yapim
belirtecinin aktivitesi tiim ¢alisma gruplarinda genel olarak 2-3 (orta siddetli-siddetli
pozitif) seviyesindedir. Calisilan gruplar arasinda kemik belirtegleri seviyesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemektedir.
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Resim 17. Grup 1’e ait bir Ornekte defekt bdlgesinde gelisen dokudaki ALP
immiinoreaksiyonu. Tim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon goézlenmektedir

(Bar=100 pm).

Resim 18. Grup 2’ye ait bir Ornekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki ALP
immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gézlenmektedir. Cevre

kemik doku ok baglari ile gosterilmigtir (Bar=100 pum).
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Resim 19. Grup 3’e¢ ait bir oOrnekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki ALP

immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmektedir. Cevre

kemik doku ok baslari ile gosterilmistir (Bar=100 pm).

Resim 20. Grup 4’c¢ ait bir Ornekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki ALP
immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmektedir. Cevre

kemik doku ok baglari ile gosterilmistir (Bar=100 pm).
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Resim 21. Grup 1’e ait bir Ornekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki OSX

immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmistir (Bar=100

pm).

Resim 22. Grup 2’ye ait bir Ornekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki OSX
immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmektedir. Cevre

kemik doku ok baglari ile gosterilmistir (Bar=100 pm).
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Resim 23. Grup 3’e ait bir Ornekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki OSX

immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmektedir. Cevre

kemik doku ok baslar1 ile gosterilmistir (Bar=100 pum).

—

Resim 24. Grup 4’e¢ ait bir Ornekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki OSX

immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmektedir. Cevre

kemik doku ok baglari ile gosterilmigtir (Bar=100 pum).
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immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmistir (Bar=100

um).

&3 3

Resim 26. Grup 2’ye ait bir Ornekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki OPN

immiinoreaksiyon. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gdsterilmektedir. Cevre

kemik doku ok baglari ile gosterilmistir (Bar=100 pm).
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Resim 27. Grup 3’e ait bir oOrnekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki OPN
immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmektedir. Cevre

kemik doku ok baslari ile gosterilmistir (Bar=100 pm).

Resim 28. Grup 4’e¢ ait bir Ornekte defekt bolgesinde gelisen dokudaki OPN
immiinoreaksiyonu. Tiim hiicrelerde siddetli immiinpozitif reaksiyon gosterilmektedir. Cevre

kemik doku ok baslari ile gosterilmistir (Bar=100 pm).
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Tablo 6. Calisma gruplarina ait 6rneklerde saptanan ALP belirteci aktivitesi. Degerlerin
isaretlendigi harflerin ayn1 olmasi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigin1 belirtir (St. Hata: Standart hata; St Dev.: Standart deviasyon).

Ortalama St.Hata St.Dev. Minimum Medyan Maksimum

Grup1l 2,50a 0,29 0,58 2,00 2,50a 3,00
Grup 2 2,44a 0,18 0,53 2,00 2,00a 3,00
Grup 3 2,56a 0,91 2,73 2,00 3,00a 3,00
Grup 4 2,60a 0,25 0,55 2,00 3,00a 3,00

Tablo 7. Calisma gruplarina ait orneklerde saptanan OPN belirteci aktivitesi. Degerlerin
isaretlendigi harflerin aymi1 olmasi1 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigini belirtir (St. Hata: Standart hata; St Dev.: Standart deviasyon).

Ortalama St.Hata St.Dev. Minimum Medyan Maksimum

Grup 1l 2,25a 0,25 0,50 2,00 2,00a 3,00
Grup 2 2,44a 0,24 0,73 1,00 3,00a 3,00
Grup 3 2,67a 0,17 0,50 2,00 3,00a 3,00
Grup 4 2,60a 0,25 0,55 2,00 3,00a 3,00

Tablo 8. Calisma gruplarina ait orneklerde saptanan OSX belirteci aktivitesi. Degerlerin
isaretlendigi harflerin ayni olmasi1 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigin belirtir (St. Hata: Standart hata; St Dev.: Standart deviasyon).

Ortalama St.Hata St.Dev. Minimum Medyan Maksimum

Grup1 2,50a 0,29 0,58 2,00 2,50a 3,00
Grup 2 2,56a 0,18 0,53 2,00 3,00a 3,00
Grup 3 2,78a 0,15 0,44 2,00 3,00a 3,00
Grup 4 2,80a 0,20 0,45 2,00 3,00a 3,00

4.5. Kemik Yogunlugu

Deneklerde olusturulmus defekt bolgesinin postoperatif 6. hafta sonunda
MBT ile tarama gorselleri Resim 29-32’de izlenmektedir. Yeni kemiklesen dokuda
DGA kemik mineralizasyon seviyesinin en diigik gorildiigi; YGA ise kemik

mineralizasyon seviyesinin en yiiksek goriildiigii alandir. Calismamizda incelenen
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orneklerde DGA sahalar1 defekt sahasinin merkezinde veya merkezine yakin

goriiliirken, YGA sahalar1 defekt sinirlarinda veya sinira yakin alanlarda gorildii.

Yeni olusan kemik dokunun sahip oldugu en diisiik mineralizasyon seviyesi
bakimindan elde edilen verilere ait tanitici istatistikler Tablo 9'da gdsterilmistir. Grup
I’e ait ornekler (57,60£1,60) en diisiik DGA ortalamasina sahipken Grup 3’e ait
ornekler (69,33+3,98) en yiiksek DGA ortalamasina sahiptir. Her iki grubun DGA
degeri diger gruplardan istatiksel olarak farkliyd: (her iki grup i¢in p<0.05). Grup 2
(63,80+0,20) ve Grup 4 (64,25+3,33) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

goriilmedi.

Yeni olusan kemik dokunun sahip oldugu en yiiksek mineralizasyon seviyesi
bakimindan elde edilen verilere ait tanitici istatistikler Tablo 10'da gosterilmistir.
Tablodan da goriilecegi tizere Grup 3 (242,56+2,80) ve Grup 4 (241,3+13,8) en
yiiksek YGA ortalama degerlere sahip iken Grup 1 (221,80+5,20) ve Grup 2
(227,00+0,00) en diisik YGA ortalama degerlerine sahipti. Grup 3 ve Grup 4
ortalama degerleri ile Grup 1 ve Grup 2 ortalama degerleri arasindaki bu farklar
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Bununla beraber Grup 1 ve Grup 2’ye ait
ornekler arasinda ve Grup 3 ve Grup 4’e ait Ornekler arasinda YGA degerleri
acisindan anlamli bir farklilik mevcut degildi. (Degerlendirmeler sirasinda en yiiksek

mineralizasyon seviyesine sahip olan alan 256 sayisi ile ifade edilir.)

Tablo 9. Calisma gruplarina ait 6rneklerde 6lgiilen DGA degerleri. Degerlerin isaretlendigi
harflerin farkli olmas1 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu; ayni olmasi
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini belirtir.

Ortalama St.Hata St.Dev. Minimum Medyan Maksimum

Grup 1 57,60c 1,60 3,58 56,00 56,00c 64,00

Grup 2 63,80b 0,20 0,63 62,00 64,00b 64,00

Grup 3 69,33a 3,98 11,93 63,00 66,00a 101,00

Grup4  64,25hc 3,33 6,65 60,00 61,50bc 74,00
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Tablo 10. Calisma gruplarina ait 6rneklerde 6l¢iilen YGA degerleri. Degerlerin isaretlendigi
harflerin farkli olmas1 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu; ayni olmasi
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini belirtir.

Ortalama St.Hata St.Dev. Minimum Medyan Maksimum

Grupl 221,80b 5,20 11,63 201,00 227,00b 227,00

Grup2  227,00b 0,00 0,00 227,00 227,00b 227,00

Grup3  242,56a 2,80 8,41 227,00 241,00a 255,00

Grup4  241,30a 13,8 27,50 200,00 255,00a 255,00

Resim 29. Grup 1’e ait defekt sahasinin goriintisii.
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Resim 30. Grup 2'ye ait defekt sahasinin goriintiis.

Resim 31. Grup 3'e ait defekt sahasinin goriintiisii.
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Resim 32. Grup 4'e ait defekt sahasinin goriintiisii.
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5. TARTISMA

Oral ve maksillofasial cerrahide kemik greftleri yaygin kullanim alanina
sahiptir. Herhangi bir sebepten dolay1 kemik biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda
yeni kemik dokusunun olusumunu hizlandirmak ve giiglendirmek amaclanarak pek
cok greft materyali ve biyouyumlu materyal gelistirilmis olup bu konu {izerine

caligmalar devam etmektedir (75, 76).

Ideal bir biyomateryalin esas gérevi defektlerin kisa siirede anatomik forma
en uygun sekilde iyilesmesini saglamak ve yeni olusacak dokulara rehberlik etmektir.
Bunun yani sira cerrahi sahadaki mekanik kuvvetlere karsi direngli olmali, yeterli
miktarda temin edilebilmeli, maliyeti uygun olmali, ikinci bir operasyona ihtiyag
duyulmamali, istenilen forma kolayca getirilebilmeli, defekt bolgesi igerisinde
stabilizasyonu ve seklini muhafaza edebilmeli, uygulanmasi kolay olmali, uzun siire

saklanabilmeli ve antijenik 6zellik tasimamalidir (4).

Giliniimlizde kullandigimiz greft materyalleri bu 06zelliklerin sadece bir
kismini Kkarsilayabilmektedir. Ideal greft materyalini olusturmak igin yapilan
calismalarda; KMP, kollajen, fibrin, fibroblast biiyiime faktorii gibi kemik yapiminda
gorev alan pek ¢ok faktdr kemik yapimini uyaric1 biyomateryal olarak kullanilmaya
baslanmistir (6, 29). HA ise bircok fonksiyonu ile c¢enelerde olusan kemik
defektlerinin tamirinde umut vaat eden bir biyomateryal olarak son yillarda
karsimiza ¢ikmaktadir (7). HA, ESM'nin 6nemli bir yapitast olup viicutta hemen
hemen biitiin hiicreler tarafindan iiretilir. Yara iyilesmesi, timor progresyonu gibi
durumlarda sentezinde artis goriilen bu faktor; hiicre diferansiyasyonu,
proliferasyonu ve migrasyonunda onemli rol alir. Bu ozelliklerine ek olarak
bakteriostatik ozelligi ve yiiksek su baglama kapasitesi sayesinde oftalmoloji,
ortopedi ve dermatoloji alanlarinda sikca tercih edilen bu biyomateryalin oral ve
maksillofasial cerrahi alaninda uygulanmasi iizerine oldukga kisitli sayida calisma

mevcuttur (7, 57, 62, 64).

Kemik iyilesmesinin; histolojik, histomorfometrik ve biyomekanik ac¢idan
degerlendirildigi pek ¢ok calismada kopek, tavsan, domuz, koyun, kedi ve sican gibi
deney hayvanlar1 kullanilmaktadir (39, 77). Calismamizda ise HA ile allogreftlerin

cene kemiklerinin iyilesmesi tizerine olan etkisi Sprague-Dawley cinsi sigan modeli
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kullanilarak karsilagtirildi. Mandibula biiyiime ve gelisimleri insanlara benzerlik
gosteren siganlarin (78- 80) bakimlar1 ve maniiplasyonlar1 nispeten kolay oldugu i¢in
calismamizda tercih edildi. Hormonal degisikliklerin 6zellikle dstrojen hormonunun
kemik metabolizmasi iizerinde Onemli etkisinin bulunmasi ve disi si¢anlarda
mandibula yiiksekliginin daha az olmasi nedenleri ile erkek siganlar kullanildi (80,

81).

Sicanlar tizerinde kemik iyilesmesi ile ilgili yapilan caligmalarda kolay
uygulanabilir olmasi nedeni ile tibia ve femur gibi uzun kemikler tercih edilmekle
beraber kimi ¢aligmalarda kalvaryum ve mandibula gibi kraniofasial kemikler
incelenmistir (81-83). Uzun kemikler ve kraniofasial kemiklerin asagida
siraladigimiz farklhiliklart  dikkate alinarak, bu c¢aligmada test ettigimiz
biyomateryallerin kemik defektlerinin iyilesmesine etkisi mandibular kemik model

alinarak karsilastirilmistir.

1) Uzun kemikler enkondral kemiklesme ile olusurken, kraniofasial kemikler
intramembrandz kemiklesme ile olusmaktadir (84). Yapilan ¢aligma sonucunda
bu farkliligin kemik iyilesmesini etkiledigi, ancak iyilesmenin hem uzun
kemiklerde hem de kraniofasial kemiklerde once kartilaj dokusunun olusmasi ile

gerceklestigi goriilmiistiir (85).

2) Uzun kemikler ile kraniofasial kemiklerdeki hemostatik mekanizma ve hiicresel
yanitlar farklhidir (81). Mekanik ve hormonal pek ¢ok uyari kemik dokusunun
hemostatik fonksiyonlarini ve hiicresel yanitlarii etkilemektedir. Paratiroid
hormon ve kalsitonin gibi kalsiyum metabolizmasini diizenleyen hormonlar,
biiyiime hormonlari, dstrojen ve glikokortikoid gibi sistemik hormonlar ve PGE2,
inslilin benzeri biiyiime faktorii, TGF-f gibi lokal faktdrler hemostatik
fonksiyonlar1 etkileyen oOnemli faktorlerdendir. Belirtilen faktorlerde olusan
eksiklikler metabolik kemik hastaliklarinin (Paget hastaligi, hiperparatiroidizm
ve osteoporoz gibi) olusumuna neden olur. Viicuttaki biitiin kemikleri etkileyen
bu hastaliklar uzun kemikler ile kraniofasial kemikler icin ayni derecede etkili
olmamaktadir. Ornegin, deney hayvanlarinda &strojen hormonu kisitlamasi ile
olusturulan osteoporoz hastali§i sonucu mandibulada goriilen kemik kaybinin

femurda goriilen kemik kaybina kiyasla ¢ok daha az oldugu belirtilmistir (81).
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3)

4)

5)

Paratiroid hormonun saliniminda olusan degisimin kemik yogunlugu iizerine
olan etkisinin degerlendirildigi bu c¢alismada mandibulanin femur kadar

etkilenmedigi goriilmiisgtiir (81).

Kemik hiicreleri, kemik iyilesmesini etkileyen diger onemli faktordiir (86).
Yapilan calismalar ile insan mandibulasinda bulunan kemik hiicrelerinin
osteojenik potansiyelinin, iliak krette bulunan kemik hiicrelerinin osteojenik
potansiyelinden daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica mandibulada bulunan
kemik hiicrelerinin, osteoblastik diferansiyasyonda onemli rolii olan KMP-2'ye
olan duyarliliginin, iliak krette bulunan kemik hiicrelerinin duyarliligindan daha

fazla oldugu rapor edilmistir (81).

Osteoradyonekroz veya bifosfonata bagli gelisen osteonekroz gibi kemik
metabolizmasini etkileyen dis faktorlerin mandibula ve femur kaynakl
osteojenik hiicreler lizerinde yarattigi etki birbirinden farklhidir. Bifosfonat
kullannmina bagli olusan ALP salimiminda ve hiicre proliferasyon hizinda
goriilen azalmanin, mandibula kaynakli osteojenik hiicrelerde femur kaynakli
osteojenik hiicrelere kiyasla daha az oldugu goriilmiistiir. Osteoradyonekroz
sonrast goriilen iyilesme doneminde mandibula ve maksilla kaynakli osteojenik
hiicrelerin, femur kaynakli osteojenik hiicrelere oranla daha hizli yenilenebildigi

rapor edilmistir (81).

Uzun kemikler ile kraniofasial kemikler arasindaki hiicresel farklilik osteoklastik
diferansiyasyon ve fonksiyonlarda da gozlenmektedir. Preosteoklastlarin
osteoklastlara diferansiye olup biitiin fonksiyonel 6zelliklerini kazanmasinda rol
alan 2 temel yolak vardir. Bu yolaklar RANK/RANKL ve M-CSF yolaklaridir.
Yapilan caligsmalarda mandibula kaynakli preosteoklastlarin sadece osteoblastlar
tarafindan sentez edilen RANKL araciligi ile osteoklastlara doniisebildigi
gbozlenmistir. Ancak femur kaynakli preosteoklastlarin lenfatik hiicreler
tarafindan sentezlenen RANKL aracilifiyla da diferansiye olabilecegi rapor
edilmigtir (81). Bu nedenle femur kaynakli preosteoklastlarda, osteoblast
kaynakli RANKL eksikliginde osteoklastik diferansiyasyon goriilebilirken,
mandibula kaynakli preosteoklastlar sadece osteoblastlar tarafindan sentezlenen

RANKL ile diferansiye olabilmektedirler.
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Sigan mandibulast modeli iizerine olduk¢a kisith sayida calisma bulunmasi
nedeniyle deney protokoliiniin tam olarak olusturulmas:t igin deneylerimize
baslamadan 6nce bir pilot ¢calisma gergeklestirdik. Bu pilot ¢aligma sonucunda, 450-
550 gram agirhigindaki siganlarin mandibula boyutlarinin olusturacagimiz KBD i¢in
yeterli blyiikliige ulastigini tecriibe ettik. Operasyon sirasinda ve sonrasinda
gelisebilecek fraktiir ihtimali, belirtilen kilo araligindaki hayvanlarda agirlig: diisiik

hayvanlara gore daha diigiiktii.

Yaptigimiz pilot calisma sonucunda elde ettigimiz bir diger bulgu ise
masseter kasinin kiint diseksiyonu ile operasyon sahasina ulagimin, kasin keskin
diseksiyonuna gore komplikasyonsuz iyilesme ag¢isindan daha giivenli oldugu idi.
Sican mandibulasinda gergeklestirilen caligsmalarda cerrahi islem sirasinda masseter
kasi ile ilgili farkli tekniklere rastlanmaktadir. Chin ve ark. ve Benedicta ve ark.
masseter kasinda kiint diseksiyon yapmay1 tercih ederken, Adam ve ark.
pterigomasseterik birlesim bolgesinden koterleyerek kemige ulasmustir (87-89).
Sigan mandibulast modeli ile ilgili olarak ayrica, Adam ve ark. ve Benedicta ve ark.
yaptiklar1 caligmalarda lingual bdlgede bulunan adductor mandible externus medialis
kas1 ile kemik arasina periost elevatoriinii yerlestirmislerdir. Bu sayede hem
mandibulay1 desteklediklerini hem de lingual bolgede yer alan kasin zarar gérmesini
engellediklerini belirtmislerdir (88, 89). Yaptigimiz pilot ¢aligma sonucunda bu
yontemin daha travmatik oldugunu ve kas yapisikliklarinin siyrilmast ile
mandibulanin beslenmesinin bozulacagini diisiindiigiimiiz i¢in deneylerde bu teknik
tercih edilmedi (88, 89). Calismamiza benzer olarak Chin ve ark. lingual bolgeye
miidahale etmeden yaptiklar1 c¢alismada postoperatif donemde, olusturduklar:
bikortikal defekt sahasinda iyilesmenin komplikasyonsuz gelistigini bildirmislerdir
(87).

Sican mandibula modelinin kullanilmas: planlanan c¢alismalarda dikkat
edilecek bir diger husus hayvanlarin postoperatif donemde beslenmesidir.
Postoperatif donemde siganlarin beslenmesi ile ilgili literatiirde farkli tercihler
mevcuttur. Hoogeven ve ark. yaptiklari ¢alismada standart laboratuar yemine devam
ettiklerini bildirmistir (90). Adam ve ark. ise postoperatif bir hafta boyunca jel yem
sonra yumusak diyet tercih etmistir (89). Yaptigimiz pilot calisma sonucunda

yumusak diyet ile beslenen sicanlarda alt ve list keser dislerde ekstriizyon goriildii.
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Bu durum beslenmelerine engel oldugu i¢in asir1 kilo kayiplar1 goézlendi.
Calismamizda postoperatif donemde beslenme sirasinda mandibulaya fazla kuvvet
gelmesini engellemek amaciyla 6zel hazir pelet yemler toz haline getirildikten sonra
su ile karigtirilarak kalip halinde kemirmeye uygun kivamda hazirlanmasina dikkat
edildi. Bu sayede sicanlarin kemirme aliskanliklar1 korunarak dislerin ekstriizyonu

engellendi ve asir1 kilo kayiplar1 goriilmedi.

Calismamizda olusturulan 5 mm c¢apindaki bikortikal defekt, KBD olarak
belirlenmistir. KBD, viicudun kendi kendine tamir edemeyecegi minimum boyuttaki
defekt olarak adlandirilmaktadir (91). Deney hayvanlarinda olusturulan KBD'nin
cap1; canlinin tiirline, cinsine, yasina, defektin olusturulacagi anatomik bolgeye ve
bolgedeki kortikal kemik yogunluguna baglidir (81, 91). Sicanlarda KBD; kalvaryum
icin 8 mm, femur i¢in 5-8 mm olarak rapor edilmistir. Sigan mandibulasinda KBD
degeri elde etmek i¢in yapilmis gesitli ¢alismalar mevcuttur. Adam ve ark. sigan
mandibulasinda olusturdugu 1 mm, 3 mm ve 5 mm ¢apindaki defektleri 12 hafta
sontra MBT ile incelemistir. Kemik kopriilerin 1 mm ve 3 mm ¢apindaki defekt
bolgelerinde olustugu ancak 5 mm c¢apindaki defekt bolgesinde olusmadigi
izlenmistir (89). Chin ve ark. hipertansif sicanlarda kemik iyilesmesini
degerlendirdigi calismada kendiliginden iyilesen defektlerin 4 mm ve daha kiigiik
capli defektler oldugunu rapor etmistir (87). Bu caligmalarin disinda yapilan diger
calismalar da sican mandibulasinda KBD'nin 5 mm oldugunu desteklemektedir (90,
92, 93).

Arastirmamizda deneysel olarak olusturulan defektlerin boyutunun se¢iminde
dokularin kendi kendini tamamen tamir edemeyecegi minimum boyut tercih
edilmekle beraber, olusturulan boyuttaki defekt bir takim olumsuzluklari da
beraberinde tagimistir. Calismamizda olusturulan defektler ¢igneme kuvvetlerine
direkt olarak maruz kalmayacagini diisiindiiglimiiz ramus i¢inde konumlandirildi.
Bununla beraber bolgedeki kemik kalinliginin bukko-lingual yonde ince olmasi ve
olusturulan defektin ramusta genis bir alan kaplamasi1 nedeniyle mandibular kemigin
kuvvetlere direnci azaltilmis oldu. Defektten baslayarak posterior yonde veya
inferior yonde olmak {izere operasyon sirasinda iatrojenik olusan 8 fraktiire ilave
olarak 3 hayvanda Orneklerin alinmasi sirasinda fraktlir saptandi. Sican

mandibulasinda yapilmasi planlanan benzer c¢aligmalarda, fraktiir olasiliginin
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azaltilmas1 i¢in bolgenin insan mandibulasinda kullanilan rekonstriiksiyon plagina
benzer islev goren plaklama ile kemigin mekanik kuvvetlere direncinin artirilmasi

saglanabilir.

Calismamizda gruplar arasinda hem histolojik hem de radyolojik olarak
karsilastirma yapmak i¢in kemik iyilesmesine izin verilen siire 6 hafta olarak
belirlenmistir. Sigan mandibulasinda olusturulan kemik defektlerinin iyilesmesinin
arastirlldigr diger calismalarda iyilesmenin incelenmesinde farkli zaman dilimleri
kullanilmistir. Schliephake ve ark. sigan mandibulasinda olusturdugu KBD'nin
iyilesmesini postoperatif 6. haftada incelemistir (92). Suzuki ve ark. OCP ile HA
karisiminin si¢an kalvaryumunda kemiklesmeye olan etkinliklerini postoperatif 3. ve
6. haftanin sonunda degerlendirmistir (63). Kemik iyilesmesinin degerlendirildigi
stire ile ilgili belirleyici olan diger bir faktor ise kemik yogunlugunun
Ol¢timlendirilmesidir. Miguez ve ark. yaptiklari ¢alismada sigan mandibulasinda
olusturduklar1 defekt bdlgesinin iyilesmesini postoperatif 2. haftada; Streckbein ve
ark. ve Deconde ve ark. postoperatif 8. haftada; ve ark. postoperatif 2., 4. ve 12.
haftada degerlendirmistir (90, 93-95).

Calismamizda bos birakilan defektlerde 6. hafta sonunda sadece fibréz doku
gelisimi gozlenmistir. Sadece HA ve sadece kemik greftinin kullanildig1 grupta yer
yer sadece fibrokartilaj doku/ kemik gelisiminden daha fazla fibrokartilaj doku
goriilirken, HA ve kemik greftinin birlikte kullanildigi grupta yer yer kemik
gelisiminden baskin fibrokartilaj doku/fibrokartilaj doku gelisiminden daha baskin
kemik doku olusumu goézlenmistir. Sadece HA kullanilan grup ile sadece kemik
greftinin kullanildig1 grupta benzer seviyede kemiklesme gozlemlemekle beraber,
literatiirdeki veriler 15181inda her iki biyomateryalin farkli mekanizmalarla fonksiyon
gordigiinii diisinmekteyiz. Kemik grefti; kemik hiicreleri, hiicrelerin salgiladigi
organik matriks, kandan gelen mineralize yap1 ve kan damarlarinin bolgede idamesi
icin bir iskelet yap teskil ederek osteokondiiktif etki gosterir. ‘Creepingsubstitution’
adi verilen bir proges ile kemik grefti zamanla rezorbe olarak yerini defektin
periferinden yonlenen yeni olusan kemik ile yer degistirir. HA ise bu iskelet sablon
icinde hem yer tutucu olarak gorev iistlenmekte hem de kemiklesmede rol alan
hiicrelerin, molekiillerin ve kan damarlarinin olusum ve organizasyonunu

tetiklemektedir. Bu konu hakkinda detayli tartisma ilerleyen boliimlerde verilmistir.
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Bu nedenle HA ve kemik greftinin beraber uygulandigi gruptaki histolojik
tyilesmenin bu iki materyalin tek tek kullanildigi gruba gore daha fazla olmasinin,
arasindaki farkin, her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa da, klinik olarak

onemli oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamizda 6. hafta sonunda en hizli iyilesmenin goriildiigii grupta (Grup
3) MBT ile o6lgiilen kemik yogunlugu ortalamas1 242,56+2,80 olarak bulgulanmustir.
MBT’de en yiiksek kemik yogunlugu referans degeri ise 256 idi. Buna gore 6 hafta
stiresi sonunda 5 mm capindaki bir defektin biyomateryal katkisi ile iyilesmesi,
lyilesmesini tamamlamis kemik yogunluguna oldukca yakindir. Caligmamizda 6.
haftanin sonunda incelenen kemik yapim belirte¢leri yogunlugu ise tiim gruplarda en
yiiksek seviyelerde cikmistir. HA’nin kemik iyilesmesini hizlandirmasi {izerine
yapilacak ilave ¢aligmalarda biyomateryalin etkinliginin hem tomografik olarak hem
de immiinohistokimyasal olarak 6 haftadan 6nce ve sonra olmak {izere farkli zaman
dilimlerinde incelenmesinin yararli olacagi kanaatindeyiz. Histolojik incelemeler i¢in
dekalsifikasyon islemlerine tabi tutulan Orneklerde kalsifiye materyal olan kemik
grefti bolgeden uzaklastirilmigtir. Calismamizda kullandigimiz insan kaynakli DKK
grefti  partikiillerine  histolojik incelemeler sirasinda rastlanmazken MBT
goriintiilerinde, partikiillerin tamamen rezorbe olmadig1 goriilmiistiir. Bu bulgudan
postoperatif 6. hafta sonunda yerlestirilen partikiil greftin heniiz tamamen rezorbe
olmadig1 soOylenebilir. Bdlgeye yerlestirilen greftlerin tamamen rezorbe olma
siiresinin belirlenmesi i¢in 6 haftadan daha uzun siireler beklenmesi gerektigi de

ayrica gézlenmistir.

HA’nin  viicudun farkli bolgelerinde olusturulan defektlerdeki kemik
iyilesmesi tiizerine etkisi ¢esitli ¢aligmalarca arastirilmigtir. Aslan ve ark. uzun
kemiklerin enkondral iyilesmesinde HA ve kemik greftinin etkinligini
karsilastirmistir. Tavsan tibiasinda olusturduklar1 3 mm cap ve derinligindeki defekt
bolgesinde postoperatif 40. giinde sadece kemik grefti kullaniminda histolojik olarak
fibrokartilaj doku ve fibrotik doku; HA ile kombine kemik grefti kullaniminda ise
fibrokartilaj doku ile yeni kemik doku olusumu goriilmiistiir (8). Suzuki ve ark. sigan
kalvaryumuna OCP graniilleri ile HA karigiminin uygulamiglardir. Postoperatif 3. ve
6. hafta itibariyle kemiklesme iizerine olan etkisinin, HA’nin ozellikle

kemiklesmenin erken donemlerinde OCP’nin osteokondiiktif etkinligini artirdigi

68



yonde oldugunu belirtmislerdir (63). Ayrica, HA ve OCP graniilleri karisimi kadar
olmasa da HA’nin tek basina kemiklesmeyi artirdigi bildirilmistir (63). Zou ve ark.
yaptig1 c¢alismada, domuz lumbar boélgesinde olusturulan defekt sahasinda kok
hiicreler ile jel formundaki HA'min etkinligini karsilastirmistir. Postoperatif 21.
giinde defekt bolgesinde HA ile kok hiicrelerin beraber kullanildig1 grupta goriilen
kemik olusumu, sadece kok hiicrelerin kullanildigi gruba oranla daha fazla
bulunmustur (96). Sigan mandibulasinda olusan defektlerde HA'nin tek basina veya
kemik grefti ile beraber kullanimmin kemik yapimi iizerine olan etkinliginin
karsilastirildigi arastirmamizda elde ettigimiz bulgular yukarida bahsi gecen
caligmalarla uyumludur. Literatirde mevcut olan kimi c¢alismalar ise c¢ene
kemiklerindeki defektlerin iyilesmesinde HA’nin kemik greftlerine bir iistlinliigliniin
olmadigimi bildirmistir. Segari ve ark. kopeklerde apikal rezeksiyon yapmis ve kemik
defektlerinde sadece OCP ve OCP ile HA karisimiin etkinligini karsilagtirmistir.
Postoperatif 60. giinde yeni olusan kemik dokusu ve trabekiiler kemik kalinligi
histolojik ve histomorfometrik analiz ile degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda
her iki grupta da defekt alanlarinin kemik ve fibrovaskiiler bag dokusu olusumu ile
tyilestigi; OCP ile HA karisiminin kullanildigi grupta fibrotik vaskiiler yapinin daha
fazla yer tuttugu ancak her iki grup arasinda kemik iyilesmesi a¢isindan anlamli fark
olmadig1 goriilmiistiir. Arastirmacilar, elde ettikleri sonug ile ilgili olarak HA'nin
yeterli dozda kullanilmadigini diisiindiiklerini belirtmislerdir (97). Kullanilan YMA
HA'nin birlikte kullanildig1 materyal tizerindeki etkisini belirleyen bir diger faktor ise
yogunlugudur. Calismamizda kullandigimiz lifsi formda olan HA'nin yogunlugu ile
bahsi gecen ¢alismada kullanilan HA yogunlugu arasinda direkt olarak karsilastirma
yapmak giictiir. Bununla beraber ¢alismamizda kullandigimiz HA yogunlugunun
artirilmasinin, HA'nin tek basina veya kemik grefti ile beraber kullanimi ile elde

edilen pozitif sonuclar1 gliglendirecegini ongdérmekteyiz.

Kemigin organik matriksi olan osteoid, kollajen lifler ve non-kollajen protein
molekiillerini igeren ESM’den olusur. Kollajen lifler iizerinde kalsiyum ve fosfat
tuzlarinin birikimi ile kemigin mineralizasyonu gergeklesir. Osteoid formasyonu ve
mineralizasyonunda osteoblastlar ve osteositler tarafindan OPN ve diger non-
kollajen glikoproteinler sentezlenir. Kalsiyum baglamada yiiksek affinitesi olan

OPN, hiicreler ve Ha kristalleri arasinda bir koprii gorevi gorerek osteoidlerin
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mineralizasyonunda onemli rol oynar (22, 23, 84). Osteoklastlar tarafindan da
sentezlenen OPN, osteoklastlarin  kemik duvarina tutunup rezorbsiyonu
gerceklestirmesinde de etkili oldugu diisiintilen bir faktordiir (98). Ayrica, yine
osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve aktif kemik yapiminda kemik ESM’sinde
seviyesi artan ALP’nin, osteoid mineralizasyonunda 6nemli roli vardir (84). Kemik
olusumunda rol alan esas hiicreler olan osteoblastlar, osteojenik hiicrelerin
diferansiyasyonu ile olusur. OSX ise osteoblastlarin diferansiyasyonunda rol alan iKi
Oonemli faktorden biridir (99). Calismamizda bahsi gecen bu ii¢ belirteg aktif kemik

yapiminin gostergesi olarak kullanilmistir.

Calismamizda osteoblastik farklilasmayr ve mineralizasyon olusumunu
gosteren belirtecler, kemik iyilegsmesinin 6. haftasinda incelenen biitiin gruplarda orta
siddette pozitif/ siddetli pozitif ¢ikmis olup gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamistir. Histolojik incelemede ise kemik iyilesmesini kemik grefti ve/veya
HA uygulanan gruplarda bos birakilan gruptan belirgin olarak daha yiiksek
seviyelerde oldugu goézlenmistir. Kemik olusumunu yansitan belirteglerle ilgili
bulgularimizin (6zellikle ALP yogunlugu) histolojik kemik iyilesmesi bulgulari ile
uyum igerisinde olmamasinin birka¢ agiklamasi olabilir. Bunlardan bir tanesi HA nin
ve kemik greftlerinin kemik iyilesmesine katkilarinin bu molekiillerin modiilasyonu
disinda farkli mekanizmalar araciligiyla olmasi ile olabilir. Gruplar arasinda
istatistiksel anlamliliga erismeyen farkin bir diger olast nedeni, g¢alismamizda
kullandigimiz olgiimlendirme seklinden kaynaklanabilir. Calismamizda belirteglerin
yogunlugu immiinokimyasal boyanmadaki yogunlugun; negatif, hafif, orta ve
siddetli olmak tizere dortli Likert skalast kullanilarak subjektif olarak
Ol¢iimlendirilmis; non-parametrik istatistiksel yontemlerle analizleri yapilmistir. Bos
birakilan defektlerde de viicudun kemik tamiri faaliyeti ile bolgede oldukca yiiksek
seviyeye ulasan (en yiiksek skor olan 3 {izerinden 2,25-2,50) belirte¢ yogunlugu
gbzlenmistir. Ileride bu konuda yapilacak arastirmalarda bu belirteglerin ordinal
kodlama yerine sayisal degerlerle ol¢iimlendirilmesi ve parametrik yontemlerle
analizi, daha hassas sonuglar ¢ikmasini saglayabilir. Son olarak, kemik yapimini
yansitan bu belirteglerin yogunlugu, calismamizda ol¢iimlendirmeleri yaptigimiz
zaman dilimi (6 hafta) disindaki bir zamanda gruplar arasinda farklilasabilir.

Ornegin; OXS osteoblastlarin farklilasmasin1 modiile ederken ALP ve OPN osteoid
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mineralizasyonunda rol oynar. Dolayisiyla kemik olusumunun farkli evrelerinde
farkli yogunlukta olmalar1 beklenir. Yine ileride yapilacak aragtirmalarda her iki
biyomateryalin kemik iyilesmesindeki etkinliklerinin, hem bu ve benzeri kemik
olusumu belirteglerinin hem de diger kemik yapimi1 ve mineralizasyon
degerlendirmelerinin farkli zaman araliklarinda 6l¢timlendirilmesini 6dnermekteyiz.
Olgiimlendirmelerin farkli zaman araliklarinda degerlendirilmesi ile hem erken
donem hem de ge¢ donem kemik iyilesmesi sirasinda HA'nin etkinligi hakkinda daha
fazla fikir sahibi olunmasinda yardimci olacaginmi diisiinmekteyiz. Kemik iyilesmesi
sirasinda 4 haftalik siirede HA ile OPN arasindaki dengenin degerlendirildigi bir
caligmada iyilesmenin baslangi¢ asamalarinda HA yogunlugunun arttigini; ilerleyen
asamalarinda ise OPN seviyesinin arttigini gostermistir. Kirik olusumu sonrasi 3-5
giin icerisinde olusan graniilasyon dokusunda bol miktarda HA mevcuttur. HA,
yumusak kallus icinde de yiiksek miktarda mevcut iken sert kallusta azalir.
Mineralize olmaya baslayan dokularda ve osteoklastlarin fonksiyon gérdiigii yerlerde
ise OPN sentezinin arttig1 belirtilmistir (100). Ge¢ donem iyilesmeyle ilgili olarak da,
kemik grefti rezorbe olurken HA’nin kemik iyilesmesindeki etkisi postoperatif 6.
hafta sonrasinda da devam edebilir. lyilesmenin ileriki evrelerinde de ESM’de
bulunan veya hiicre i¢ine alman HA fragmanlarinin kemik iyilesmesini modiile

etmesi s6z konusu olabilir.

Viicutta YMA olarak sentezlenen HA biodegredasyon ile fragmanlarina
ayrilarak DMA HA formuna doner. HA her iki formunda farkli fonksiyonlar
kazanarak kemik iyilesmesinde aktif rol oynar (9). HA, kemik dokusunda hiicreler ile
olan etkilesimini CD44 reseptorii araciligr ile gerceklestirir. YMA HA'min bu
reseptore baglandigi zaman hiicrelerde olusturdugu yanit ile DMA HA'nin
olusturdugu yanitin farkli oldugu disiiniilmektedir (101). Kemik yapiminin erken
evrelerinde bolgede baskin olarak bulunan YMA HA, ge¢ evrelerde fragmanlara
ayrilarak DMA HA seklinde mevcut olmaktadir. Graniilasyon dokusu ic¢inde bol
miktarda bulunan YMA HA'nin, bu dokunun organize olmasinda etkili bir faktor
oldugu diistiniilmektedir. Osteoprogenitor hiicrelerin bulundugu yerlerde YMA
HA'ya rastlanmistir. Osteoprogenitér hiicrelerin diferansiye olup fonksiyon
gormelerinin ardindan YMA HA fragmanlarina ayrilir. Ortamda DMA HA

miktarinda artis olur. DMA HA, anjiojenik etkisi ile vaskiilerizasyonda rol alir.
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DMA HA ayrica bolgeye enflamatuar hiicrelerin goc¢ etmesini saglayan faktorlerin
basinda gelmektedir. Kirik iyilesme evrelerini birbirinden ayirmak miimkiin degildir.
Bu nedenle iyilesmenin goriildiigii farkli alanlarda ayni zaman dilimi igerisinde
HA'nin ve fragmanlarinin rol aldig1 goriilmiistiir. Kiiglik fragmanlara ayrilan HA nin
daha sonra hiicre i¢ine alindig1 diistiniilmektedir. Kemik iyilesmesinin ilerleyen
evrelerinde mineralizasyon olusmaya basladik¢a osteositlerin sitoplazmalarinda
DMA HA'ya rastlanmaktadir. HA’nin enkondral iyilesme sirasindaki dagiliminin
arastirlldigt bir ¢alismada fare tibiasinda iyilesme hattindaki hipertrofik zonda
bulunan lakiinalarda bol miktarda HA saptamistir. Kondrositlerin HA sentezleyerek,
olusturduklar1 hidrostatik basing ile lakiinalarin ¢evresini genislettigi ve bu sayede
kartilaj matriksinin olusumunda Onemli rolii olan kollajenaz ve proteaz gibi
enzimlerin sentezi i¢in uygun alan elde edildigi bildirilmistir. HA, rezorbsiyon
zonunda yer alan lakiinalarda goriilmemekle beraber bu zonda yer alan
osteoprogenitor hiicrelerin stoplazmalarinda izlenmistir. HA'min CD44 reseptorii
aracilif1 ile rezorbsiyon zonunda yer alan hiicrelerce pargalandigi ve hiicre igine
alindig1 distiniilmektedir. Rezorbsiyon zonunda yer alan hiicrelerin osteoklastik
aktivitelerinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu durumun nedeni, DMA HA'nin
makrofajlarin osteoklastlara doniisiimiinii tetiklemesi olarak yorumlanabilir (11). Bu
bulgular1 destekleyici olarak Lee ve ark. in vitro ortamda yaptiklar1 ¢alismada 50
kDa molekiil agirligina sahip DMA HA'min osteoklastik aktiviteyi artirdigini
saptamistir (10). Osteoklastlar kemik rezorbsiyonunu hiicre zarimin dantel kenar
olarak adlandirilan bdliimiinde gerceklestirir. Bu boliim, salgiladigi enzimler ile
parcalara ayirdigi molekiillerin basit hiicresel hareketler ile hiicre igine alimmasini
saglar. Bununla beraber osteoklastlarin kemik ylizeyine tutunmasma da yardimci
olur. Osteoklastlarin, kemik yiizeyine tutunmasinda OPN gibi kemik matriks
proteinlerinden de yararlandigi bilinmektedir. Prience, DMA HA'nin osteoklastlarin
rezorbsiyon i¢in salgiladigi enzimlerin diffiizyonunda ve kemik ylizeyine
tutunmasinda yardimei oldugunu 6ne siirmiistiir (55). Bu diisiinceyi destekleyen bir
klinik ¢aligma sonucunda osteoartrit bulunan hastalarda HA'nin molekiil agirliginin
ve yogunlugunun azaldigt ve DMA HA'nin osteoklastik fonksiyonlar1 artirdigi
belirtilmistir. Calismanin diger 6nemli bulgusu ise YMA HA'nin, subkondral
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osteoblastlarin proliferasyonunu artirdigt ve PGE2 ve IL-6 gibi enflamatuar

mediatorleri baglayarak ¢opgii gorevi gordigidiir (102).

YMA HA'nin osteoklastik aktiviteyi azalttigi, DMA HA'nin ise bu aktiviteyi
artirdigma dair literatiirde pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (11, 64, 67). Farkli molekiil
agirhigina sahip olan HA'nin hiicresel fonksiyonlar iizerine olan etkisinin incelendigi
bir arastirmada, Chang ve ark. fare ve insan osteoklast onciil hiicrelerinin kullanildig1
in vitro ortamda DMA HA (25 kDa) ile YMA HA'min (1300 kDa), osteoklastlarin
diferansiyasyonu ve proliferasyonu iizerine olan etkisini osteoklastlar tarafindan
kemik rezorpsiyonunda salinan tartarat direngli asit fosfataz (TRAP) incelenerek
arastirmistir (66). DMA HA'nin bulundugu kiiltirde TRAP aktivasyonunun ¢ok
yiiksek oldugu ancak YMA HA'min bulundugu kiiltirde TRAP aktivasyonunun
olmadig1 goriilmiistiir. Bu durumun nedeni olarak YMA HA'nin TLR4 reseptorii
aracilig1 ile M-CSF yolagimi baskilayarak onciil osteoklastlarin matiir osteoklastlara
doniistimiinde rol oynayan RANK metabolizmasini azaltmasi gosterilmistir (66).
RANKL, preosteoklastlarin ylizeyinde bulunan RANK reseptdriine baglanarak
osteoklastlarin maturasyonunda ve fonksiyonel 6zelliklerini kazanmasinda 6nemli rol
alan yolaktir. Ariyoshi ve ark. tarafindan yapilan bir diger in vitro ¢alismada DMA
HA (800 kDa) ile YMA HA'min (9000 kDa) RANKL sentezi tizerine olan etkisi
degerlendirilmistir (65). DMA HA'nin ortamda RANKL olmadan osteoklast
diferansiyasyonunda etkili olmadigi ancak ortamda RANKL bulundugu zaman
osteoklast diferansiyasyonunu hizlandirdigr belirtilmistir. RANKL tek basina TRAP
aktivitesini artirmistir ancak DMA HA ile birlikte bu aktivite 1,5 katina ¢ikmustir.
YMA HA'nin; RANKL sentezlenmesinde, TRAP aktivitesinde ve osteoklastik
diferansiyasyonda roliiniin olmadig1 belirtilmistir (65). Ariyoshi ve ark. konu tizerine
yaptig1 bagka bir ¢alismada YMA HA'nin (2500 kDa) CD44 reseptorii araciligi ile
RANKL salintmini inhibe ettigini gdstermistir. Bununla beraber CD44 reseptor
antagonistinin  bulundugu kiiltiirlerde RANKL sentezinde azalma olmadig:
belirtilmistir (64). Ote yandan Cao ve ark. YMA HA'nin (2000 kDa) fare famuru
kemik iligi kok hiicrelerinde 7. haftanin sonunda CD44 reseptorii vasitasityla RANKL
sentezinde etkili oldugunu goérmiis, bu bulguyu HA’nin kemik metabolizmasi

tizerinde ne derecede 6nemli rol aldigi seklinde yorumlamistir (67).
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Huang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada farkli molekiil agirligina sahip HA'nin
sigan kalvaryumundan elde edilen ve in vitro ortamda c¢ogaltilan mezensimal
hiicreler iizerine olan etkinligini karsilastirmigtir (50). Kiiltiirlerde 7-20 giin arasinda
YMA HAmm (2300 kDa) hiicre proliferasyonunu, osteokalsin salinimini,
mineralizasyonu ve ALP aktivitesini artirarak etki gosterdigi belirtilmistir. DMA
HA'nin (90 kDa) hiicre biiylimesini tetikledigi ve osteokalsin salmimini artirdigi
ancak mineralizasyon ve ALP aktivitesi lizerine bir etkisinin olmadig1 vurgulanmistir

(50).

HA'nin kemik dongiisii iizerine olan etkisi sadece hiicresel boyutta degil
kemik olusumunda rol alan proteinler araciligr ile de olmaktadir. Bu proteinlerin
basinda KMP gelmektedir. KMP, kemik metabolizmasi iizerine olan etkisini
osteoblast ve osteoklastlarin diferansiyasyonunu ve proliferasyonunu diizenleyerek
gerceklestirmektedir (75). Bununla beraber mitojenik, kemotaktik, morfojenik ve
apoptotik etkileri de vardir (103). Ozellikle KMP-2 ve KMP-4'iin kemik dokunun
gelisiminde, KMP-7'nin ise kikirdak dokunun gelisiminde daha etkili oldugu
bilinmektedir (12, 29, 107). Luo ve ark. yaptig1 calismada YMA HA'nin KMP-7'nin
etkinligini CD44 reseptorii araciligr ile artirdigini belirtmistir (12). Kawano ve ark.
YMA HA'min, KMP-2 kaynakli osteoblastik diferansiyasyon flizerine olan etkisini
incelemis, KMP-2 kaynakl1 gelisen osteoblastik diferansiyasyonun YMA HA (2000
kDa) varliginda daha hizli oldugunu bulgulamistir (75). Sican mandibulasinda
olusturulan KBD iyilesmesi lizerine KMP-2 ve KMP-4'lin etkisinin karsilastirildig
bir arastirmada, YMA HA emdirilmis siingerler KMP i¢in zemin maddesi olarak
kullanilmistir. HA'nin hiicre fonksiyonlar1 i¢in uygun bir ortam yaratarak diger
zemin maddesi olarak kullanilan materyallere gore kemik iligi kaynakli mezensimal
kok hiicrelerin doniistimiinii daha ¢ok tetikledigi belirtilmistir (103). Kalsiyum fosfat
ve HA'nin zemin maddesi olarak karsilastirildigi baska bir ¢calismada HA kullanilan
grupta kalsiyum fosfat kullanilan gruba gore %30 daha fazla kemik dokusu olustugu
goriilmiistiir. Mezengimal hiicrelerin aktivitelerinde artisa sebep olan HA'nin zemin
maddesi olarak kullanilip esas materyali desteklemesinin yani sira osteogenezise
direkt katilarak hiicrelerin aktivitesini artiran bir faktér oldugu ¢aligma sonucunda
rapor edilmistir (104). Bernard ve ark. yaptigi ¢alismada KMP-2'nin ve beraberinde

kullanildig1 zemin maddelerinin (HA veya kollajen siinger) kemik yapimi tizerindeki
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etkinliklerini karsilagtirmistir. Zemin maddesi olarak HA'nin kullanmildig1r grupta
goriilen kemik miktarinin ve kemik yogunlugunun kollajen siingerin kullanildig:

gruptan daha fazla oldugu izlenmistir (105).

KMPnin tek bagina uygulandigt KBD'de postoperatif 4. haftada sadece
yumusak kallus olusumunu baglatabildigi ve zemin maddesi ile birlikte
kullanilmadig1 siirece etkinliginin yeterli olmadigi belirtilmistir (99, 106).
Calismamizda ve HA ile ilgili yapilan pek c¢ok calismada HA'nin bir zemin
maddesine ihtiyag duyulmadan kullanildigi goriilmiistiir. Sanz ve ark. sican
kalvaryumunda olusturduklart KBD'de icine uyguladiklart HA ve/veya KMP-2
etkinligini kiyaslamiglardir. Postoperatif 8. haftanin sonunda HA'nin tek basina
kullanildig: biitiin gruplarda kaliteli kemik olusumu goriilmiistiir. HA ve 5 ug KMP-
2 kullanilan grupta da benzer goriintiilere rastlanmistir (107). Aksine Kim ve ark.
tarafindan yapilan bir c¢alismada sican kalvaryumunda olusturulan defektte
postoperatif 4. haftada HA uygulanan grup ile bos birakilan grup arasinda fark
gozlenmezken; HA, KMP-2 ve mezensimal hiicrelerin oldugu grupta olusan kemik
dokusunun diger gruplardan belirgin sekilde daha fazla oldugu goézlenmistir.
Caligmacilar bulgulari HA'nin tek basimma kemik formasyonunda rol alamadigi

seklinde yorumlamustir (108).

Calismamizda yeni olusan kemik mineralizasyon seviyesi MBT ile
incelenmistir. Yeni olusan kemik dokusunda DGA degerleri defekt merkezine yakin
olan alanda goriiliir iken YGA degerleri defekt sinirlarima yakin olan alanlarda

saptanmigtir.

YGA degeri acisindan sadece HA kullanilan grup ile HA ve kemik grefti
kullanilan grup arasinda anlamli fark bulunmamustir. Sadece kemik greftinin
kullanildig1 grup ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmamis olup YGA
degeri diger 2 gruba gore diisiik ¢ikmistir. Baska bir ifade ile HA kullanilan ¢aligma
gruplar1 YGA degeri agisindan diger 2 gruptan farkli ve daha yiiksek degere sahiptir.
YGA, defekt sinirlarina yakin alanlardaki mineralizasyon seviyesini gosteren bir
degerdir. Bu alanda vaskiilerizasyon, defekt merkezine goére daha geligmistir.
Bununla beraber defekt simirmin cati alan olusturmast da mineralizasyonu

kolaylastiran diger faktorlerdendir. Sadece greft materyali kullanilan grup
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mineralizasyon seviyesi kontrol grubu ile benzerlik gostermektedir. HA'nin
kullanildig1 ¢calisma gruplarinda bu alanda mineralizasyon seviyesinin yliksek ¢ikmis
olmasinin pek c¢ok faktdr tarafindan etkilendigini disiinmekteyiz. Bernard ve ark.
Pirc ve ark. yaptig1 caligmada negatif yiikli HA'nin pozitif yiikli iyonlara karsi
affinitesinin oldugunu o6zellikle kalsiyum iyonunu baglayarak Ha kristallerinin
olusmasinda 6nemli etkisinin oldugunu belirtmistir (109). Bu duruma ilave olarak
YMA HA'mi, HA sentezini tetiklemesi ile ortamda YMA HA miktarinin artacagi
Ongoriilebilir. Bu sayede artmis YMA HA seviyesi ile HA'min KMP gibi
mineralizasyonda etkili proteinleri aktive etmesindeki ve Ha birikimini
hizlandirmasindaki etkilerinde de artis goriilecektir. YGA degerinin HA kullanilan
her 2 grupta da diger gruplardan daha fazla olmasinin nedeni olarak bu faktorler

gosterilebilir.

Calismamizda, DGA degeri agisindan en yliksek degere sadece HA kullanilan
grup sahip olmustur. Sadece kemik grefti kullanilan grup ile HA ve kemik greftinin
beraber kullanildig1 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur ve sadece
HA kullanilan gruptan daha diisiik degere sahiptirler. Kontrol grubu ise en diisiik
DGA degerine sahip gruptur. Yeni olusan kemik dokunun mineralizasyonu ile ilgili
ortak teori; osteoid i¢inde bulunan matriks vezikiilleri igeriginin salinimina dayanir
(84). Merkeze yakin alanlarda goriilen mineralizasyon seviyesinin sadece HA
kullanilan grupta en yiiksek degere sahip olmasinda bolgede olusmus olan zemin
maddesi diisliniilebilir. Sadece HA kullanilan grupta olusan osteoid merkeze yakin
alanlarda diger gruplara gore daha yogun ise HA'nin etkisi ile bolgedeki
mineralizasyon seviyesinin diger gruplardan yiiksek olmasi1 beklenen bir durumdur.
Bununla beraber tamamen rezorbe olmamis greft materyalinin bulunmasi bu durumu
destekler niteliktedir. Osteokondiiktif ozellik tasiyan materyallerin yerini kemik
dokuya birakmasi kemik greftinin rezorbe olmasi ile miimkiin olmaktadir. Greft
materyallerinin tamamen rezorbe olmamis olmasi ile bolgede fiziksel olarak yer
tutmaktadir. Bu nedenle heniiz tamamen rezorbe olmadigi i¢in mineralizasyon
rezorbe olmus olan bosluklarda gerceklesmistir. MBT goriintiilerinde sadece greft
materyali kullanilan grupta kemik greftlerinin bukkal ve lingual alanlarda bulundugu
merkeze yakin bolgelerde bulunmadigi gorilmiistir. HA ve kemik greftinin

kullanildig1 grupta ise kemik greftinin homojen olarak dagildigi goriilmiistiir. Bu
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durum YGA ve DGA degerlerinin gruplar arasindaki farkliligin1 destekler
niteliktedir. Sadece kemik greftinin kullanildig1 grupta merkeze yakin alanlarda
rezorbsiyon olmus olup beraberinde mineralizasyonun da basladigi diisiiniilebilir.
Ancak defekt sinirma yakin alanlarda kemik greftlerinin goriilmesi rezorbsiyonun
olmadigimi gostermektedir. HA ve kemik greftinin beraber kullanildigi grupta ise
greft materyalinin homojen dagilimi ile her alanda esit rezorbsiyon sagladig
diistintilebilir. DGA degerinin greft materyallerinin kullanildig1 gruplarda daha diisiik
olmasinin nedeni olarak kemik greftinin tam olarak rezorbe olmamas1 gdsterilebilir.
Bu bilgiler 151¢inda HA'nin kan ile temas ettikten sonra jel halini almas1 ve adeziv
Ozelligi sayesinde greft materyalinin homojen dagilmasimi sagladigimi sdylemek

mumkindiir.

Tartismanin 6nceki boliimlerinde bahsi gecen kemik greftinin rezorbe olarak
yerine yeni yapilan kemikle yer degistirmesi progesi, defektin ve kullanilan greftin
blyiikliigiine bagh olarak aylar iginde gergeklesir. Bu siire icerisinde greft materyali
bolgede osteokondiiktif etki yaratirken bir yandan da uzaysal olarak defektin kolaps
olmamasi i¢in yer tutucu gorevi gérmiis olur. Viicutta dogal olarak bulunan HA nin
metabolizmas1 olduk¢a kisadir (dermiste 1-2 giin, kartilaj dokuda 1-2 hafta).
Calismamizda kullandigimiz lifsi yapiya sahip olan HA, bakterilerden fermente
yoluyla iiretilmesi takibinde karboksil grubunun esterlenmesi suretiyle baglanmistir.
Yapisinda olusturulan bu degisim ile daha kararli bir yap1 kazanirken lifsi formu ile
maniiplasyonu daha kolay hale getirilmistir. S1vi formda iiretilen muadillerine gore
daha wuzun siirede biodegrade olur. Bu kimyasal bag sayesinde, dokuya
uygulandiginda hidrojel forma gecen bu biyomateryal, kademeli ve kontrollii olarak
blinyesindeki HA’y1 serbestlestirerek ortama salinimini  gergeklestirir. HA
molekiiliiniin serbestleserek tamamen yikima ugramasi 40 giin i¢inde olmaktadir.
Calismamizda YMA HA (1300 kDa molekiil agirliginda) kullanilmistir. Dolayisiyla
calismamizda kullandigimiz formuyla YMA HA’nin uzun siireler ortamda kemik
yapimina katkida bulundugunu belirtebiliriz. Bu durum, 6zellikle defekt sinirlarinda,
yeni kemik yapimimin oldugu boélgede sentezlenen YMA HA'nin bulunmasiyla
bolgede osteoklastik aktivitenin azalmasi beklenen bir sonugtur. Kullandigimiz
biyomateryalin yliksek molekiil agirlikli hali ile ortamda uzun siire yer almasi

osteoblastik aktiviteyi artirmasinin yani sira, osteoblast kaynakli sentezlenen
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RANKL metabolizmasini da etkileyebildigi diistiniilmektedir. Mandibula kaynakli
preosteoklastlarin sadece osteoblast kaynakli RANKL kullanarak diferansiye oldugu
belirtilmektedir (81).

HA, kan ile temas ettikten sonra jel haline gegip yer tutucu 6zelligi tasir. Bu
nedenle YMA HA'min etkinligi goriilmekte ancak yer tutucu 6zelligi oldugu icin
tamamen rezorbe olduktan sonra kemik iyilesmesinde daha etkili bir hal almasi
beklenebilmektedir. Patterson ve ark. yaptiklar1 ¢alismada yavas biyodegrade olan
YMA HA'min degrade olduktan sonra kemik iyilesmesi lizerine olan etkisinin
artacagini belirtmislerdir (68). Farkli zamanlarda rezorbsiyonu gergeklesen 3 tip HA
zemin maddesi olarak KMP-2 ile birlikte sigan kalvaryumunda olusturulan KBD'de
kullanilmistir. Bu materyaller hizli orta ve yavas degrade olabilen materyaller olup
postoperatif 3. ve 6. haftalarda kemik olusumlar1 tizerine olan etkileri
degerlendirilmistir. Biitlin gruplarda 6. haftanin sonunda yeni olusan kemik
mineralizasyonu arasinda fark goriilmemistir. Ancak hizli ve yavas degredasyon
gosteren HA gruplarinda diger gruba gore kollajen olusumunun daha diizenli oldugu
goriilmiistiir. Calismacilar hizli degrade olan HA'nin kemik formasyonunu
hizlandirdig1 ve erken kollajen olusumunu tetikledigi, yavas degrade olan HA'nin ise
kemik formasyonunu daha yavas ama kollajen depolayarak gerceklestirdigini
diisiinmiislerdir. Yavag rezorbe olan HA'nin yer tutucu 6zelligi nedeni ile tamamen
rezorbe olmasinin ardindan bosluklarin hizli bir sekilde kemik dokusu ile dolacagini

belirtmislerdir (68).

Calismamizda kullandigimiz HA'min klinik kullanimai ile ilgili ¢ok az sayida
¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan biri Ballini ve ark. tarafindan yapilmistir
(110). Arastirmacilar kemik i¢i defektlerde, DMA HA'nin esterlenmis formunu
otogreftler ile  berababer kullanilarak  kemik iyilesmesindeki  etkisini
degerlendirmistir. Postoperatif 9. ayda alinan radyograflar ile kemik kazancinin 2,6
mm oldugu belirlenmistir. Kontrol grubu bulunmayan bu ¢alismada sonuglar, kemik
kazancinin ancak 0,5 mm oldugu membran ve otogreftin beraber kullanildig:
calismacilarin benzer vakalariyla kiyaslanmistir. Bu sonuca dayanarak, DMA HA ile
otogreftin birlikte kullanilmasimin osteogenetik etkiyi ciddi oranda artirdigi One
stiriilmiistiir (110). Calismamizda kullandigimiz YMA HA'nin kullanildig1 bir diger
calisma Baldini ve ark. tarafindan yapilmistir (111). Calismada HA ile otogreftin
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beraber kullanildig1r grup, sadece otogreftin kullanildig1 grup ile karsilastirilmistir.
Her hastada iki adet ve ayni arkta yapilan dis ¢ekimlerini takiben ¢ekim soketlerine
HA ve otogreft kombinasyonu ile sadece otogreft uygulanmistir. Postoperatif 4. ayda
¢cekim soketlerinden alinan biyopsi sonucunda kemik iyilesmesinin HA ve otogreft
kombinasyonu uygulanan grupta sadece otogreftin kullanildigi gruptan daha dstiin
oldugu belirtilmistir (111).
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizin bulgular1 sonucunda, HA’nin sigan mandibulasinda olusturulan
kemik defektlerinin iyilesmesinde tek basmna kullammminda en az kemik grefti
kullanim1 kadar hizlandiric1 etkisinin oldugu; HA defektlerin mineralizasyon
procesinde kemik greftlerinden daha iistiin oldugu goriilmiistiir. HA, cenelerde
olusan kemik defektlerinin tamirinde, tek basmna veya kemik greftleriyle kombine

olarak, umut vaat eden bir biyomateryaldir.

HA'nin tek basma uygulanmasinda direkt cigneme kuvvetlerine maruz
kalmayacagi sinlis agiimentasyonu gibi kavite tarzi defektlerin tamirinde
kullaniminin yararli olacagini diisiinmekteyiz. Mekanik kuvvetlere maruz kalacagi
kret yiikseltme ve genisletme gibi girisimlerde ise blok kemik greftlerine emdirilerek

greftlerin etkinligini artirmada uygulama alan1 bulabilir.

Literatiirde HA’nin ¢enelerdeki defektlerin tamirindeki etkinligi konusunda
oldukca kisith sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu baglamda ¢alismamiz bulgularinin
literatiire O6nemli katkilar sagladigimi diisiinmekteyiz. Bununla beraber konunun
aragtirtlmay1 bekleyen bir¢ok yonii bulunmaktadir. Bunlardan birkacini siralayacak

olursak;

Bu biyomateryalin kemik defektlerinin tamirinde gerekli olan optimum
yogunluk ve molekiiler agirlig: ile ilgili olarak ileri deneysel ve klinik ¢aligmalara

ihtiyag vardir.

Calismamizda olusturulan KBD’de meydana gelen kemik iyilesmesi
postoperatif 6. hafta olmak {izere sadece bir zaman periodu kullanilarak
incelenmistir. Incelenen biyomateryallerin kemik iyilesmesi {izerine etkisi farkli

zaman araliklarinda 6l¢iimlendirilebilir.

Calismamizda OPN, OSX ve ALP kemik iyilesmesini yansitacak belirtegler
olarak incelenmistir. Bununla beraber HA farkli mekanizmalar iizerinde etki ederek
kemik iyilesmesinde gorev aliyor olabilir. HA ve/veya kemik greftlerinin ¢ene
kemiklerindeki defektlerin iyilesmesi tizerine olan etki mekanizmasi ilave

calismalarla netlik kazanacaktir.
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HA’nin sadece kemik greftleriyle degil diger biyomateryallerle kombine
kullamiminin etkileri arastirmaya agiktir. Ornegin, ¢enelerdeki defektlerin tamirinde
popiiler olarak kullanilan plateletten zengin plazma (PZP) ile HA’nin bir arada
kullanimi iizerine literatiirde bir ¢alisma bulunmamaktadir. HA'nin PZP i¢indeki

bliytime faktorleri iizerinden farkli mekanizmalari tetikleme ihtimali olabilir.
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OZET

Kemik Defektlerinin Iyilesmesinde Hyaliironik Asit ve/veya Kemik Grefti

Etkinliklerinin Karsilastirilmasi

Oral ve Maksillofasial Cerrahide kemik defektlerinin rekonstriiksiyonu
yaygin kullanim alanina sahiptir. Son yillarda, ¢esitli biyomateryallerin tek basina
veya greft materyalleri ile beraber kemik iyilesmesini artirma kapasiteleri yogun
arastirma konusu olmustur. Bu ¢alismanin amaci, hyaliironik asit ve/veya kemik
greftinin sican mandibulasinda olusturulan defektlerde kemik iyilesmesi {izerine olan
etkinliginin degerlendirilmesidir.

Prospektif ve randomize tasarlanan ¢alismamiza 40 adet 12 haftalik 450-550
gram agirhginda Sprague-Dawley cinsi erkek sican dahil edildi. Deney hayvanlari
her grupta 10 sigan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Genel anestezi altinda, ekstraoral
yaklagimla mandibula lateral yiiziine ulasim saglanmasi ardindan, trefin frez
yardimiyla ramusta 5 mm ¢apinda bikortikal defekt olusturuldu. Grup 1°de yer alan
deneklerde olusturulan defektler bos birakildi. Grup 2’deki deneklerde defektlere
sadece kemik grefti; Grup 3’dekilere sadece hyaliironik asit; Grup 4’dekilere ise
kemik grefti ve hyaliironik asit karisimi yerlestirildi. Doku katmanlar1 siiturlanarak
bolge primer olarak kapatildi. Her bir denekte uygulanan islem karsi taraf
mandibulada tekrar edildi. Postoperatif 6. haftanin sonunda hayvanlara Otenazi
uygulandi. Mandibula sag yarilarindan alinan oOrnekler boyanarak mikroskobik
diizeyde kemik iyilesmesi agisindan ve osteopontin, osteriks ve alkalen fosfataz
yogunlugu acisindan incelendi. Mikroskopik kemik iyilesmesi 7°li skala ile
immiinokimyasal boyanma yogunluklar1 4°1i skala ile 6lglimlendirildi. Sol yaridan
alman Orneklerin kemik mineralizasyonu mikrobilgisayarli tomografi yardimiyla
ol¢uldi. Veriler Kruskal-Wallis ve Bunferroni-Dunn testleri ile analiz edildi.

Bos birakilan defektlerde histolojik diizeyde kemik iyilesmesi en yiiksek
degeri 7 olan skalaya gore 1,25 iken sadece greft ve sadece hyaliironik asit
yerlestirilen gruplarda 4,65; greft+hyaliironik asit yerlestirilen grupta ise 5,60 olarak
Olctildii. Bos birakilan defektlerdeki iyilesme biyomateryal uygulanan defektlerdeki
iyilesmeden anlaml olarak diistiktli (p<0.05); ancak biyomateryal kullanilan gruplar
arasindaki fark anlamli diizeyde degildi.

Her bir gruptaki orneklerin osteopontin, osteriks ve alkalin fosfataz
belirtegleri i¢in boyanma yogunluklar1 orta siddette pozitif/siddetli pozitif diizeyde
olup gruplar arasinda anlamli fark olmadigi goriildii. Orneklerde mineralizasyonu
Olctimlendiren YGA degerleri en yiiksek hyaliironik asit uygulanan (tek basina veya
greft ile beraber) gruplara ait idi; diger gruplarla aradaki fark istatiksel olarak
anlamliyd1 (p<0.05). Istatiksel olarak anlamli olarak en yiiksek DGA degeri ise
sadece hyaliironik asit kullanilan grupta izlendi (p<0.05).

Sonug olarak, hyaliironik asit tek basina veya kemik grefti ile beraber
kullaniminda ¢ene kemiklerinde olusan defektlerin iyilesmesine pozitif yonde katki
saglamaktadir.

Anahtar sozciikler: Hyaliironik asit, sigan, mandibula, kemik defekti.
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ABSTRACT

Evaluation of the Efficiency of Hyaluronic Acid and/or Bone Graft on Healing
of Bone Defects

Reconstruction of bone defects is commonly employed in Oral and
Maxillofacial Surgery practice. In recent years, several biomaterials, alone or in
combination with bone grafts, have been the focus of research for their capacity to
enhance bone healing. The aim of this study was to evaluate efficacy of hyaluronic
acid with or without bone graft on the healing of bony defects created in the rat
mandible.

In our prospective and randomized study, 40 Sprague- Dawley breed, 12-
week old, 450-550 gram-weigh male rats were included. Animals were divided into 4
groups having 10 rats. Under general anesthesia, following access to the lateral
surface of the mandible through extra-oral approach, a 5 mm-diameter bicortical
defect was created using a trephine drill. The defects in animals in Group 1 was left
empty. Bone graft was placed into defects in animals in Group 2, hyaluronic acid
was placed into those in Group 3 and graft and hyaluronic acid mixture was placed
into those in Group 4. The wound was primarily closed by suturing tissues in layers.
The same procedure was repeated on the other side for each animal. The animals
were sacrificed at the end of postoperative 6-week. Samples taken from the right side
of the mandible were stained and examined for microscopic bone healing and for the
expression of osteopontin, osterix and alkaline phosphatase. Microscopic bone
healing was scored using 7-point scale whereas intensity of immunohistochemical
staining was scored using 4-point scale. Bone mineralization of samples from the left
side was quantified using microcomputed tomography. Data were analyzed by
Kruskal-Wallis and Bunnferroni-Dunn tests.

Using the scale in which the highest score is 7, healing in defects that was left
empty had a score of 1,25 while those received either of the biomaterials alone had a
score of 4,65 and those received both bone graft and hyaluronic acid had a score of
5,60. Healing of the defect that remained empty was significantly poorer than those
in each of the groups that received biomaterials (p<0.05); but no significant
differences found between those received biomaterials either alone or in
combination. Each group had a mean score of moderately positive/ severely positive
intensity of staining for osteopontin, osterix and alkaline phosphatase, no difference
between groups were obtained. Highest HGA for mineralization was achieved in
those groups that received hyaluronic acid (alone or in combination with graft), the
difference with the other two groups was significant (p<0.05). Significantly highest
LGA was achieved in the group that received hyaluronic acid alone (p<0.05).

In conclusion, hyaluronic acid either alone or in combination with bone graft,
positively contributes to healing of bone defects in jaws.

Key words: Hyaluronic acid, rat, mandible, bone defect.
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BAP Komisyonu gerekli girirse projeyle daili cahgmoalan galigma yerinde inceleyebilic. Bu durumiards proje yonaticisi
orojeyle igili ker i teknik, dan vo mal biigler ve belgsieri incelemeye hazir bulunduimak ve incelemeyi kolayiagtiracak bltun
yardimian yapmakia gérevic,

Gelisme Rapor Tariblesd

1 Geligme Rapor Tarihis  3LUT.2004 1 Getigme Rapor Tarili: - 31012018 11, Cielisme Rapor Tarthi: 01082015
IV, Cetigme Rapor Fariti. 31012016 V. Gelisme Rapor Taribi 29.62.2016 V1 Geitsme Rapor Tarihi: 25002007

7. PROJEDE GOREV ALAN YARDIMC! PERSONELLER
Cansu G ‘"F mﬁu

(:\/ }(\, /“t £

KESIN RAPOR

8. Proje yoneticls! projenian biliminde bltdn teknk aynnbilan ve belaeleri kapsayan kesin raporu hyglayarak  BAP
Komisyonu'na vermekls yikGmiudir, :

Ayrica Proje sonugiunn iitiva eden ve Slisyman Demirel Universitest bilimse! makale esaslanna uygun bigimde
hazirianm:s bir makaloyi de Univarsitenin poriyodik yapnlanndg yeyiniamak {zere kesin raporia birlikte goadermekie géreviidir.

fyrica, yonotic! isterse makalesinl yurdiginda herhang! bir dergide Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindar desteklendigi
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atifta bulunulerak yaymlatiabilir,

GUVENLIK TEDBIRLERI:

% gartan bakimindan is kanunu ve sosyal sigorialar kanuny ve iigill

9. Proje Yo
3 Lk tedbiterini al nmasindsn sorumludur,

diger kanun, 120k v

GizLiuk:

10. Proje Yaneticisi, proieylc Hgili clarak clda edileck bilgilerin gizliiginin kerunmasi bakimmndan BAP Komisyonuna kargt
sorumludur.

Proje kesin ruparu BAP Komisyonu ksbu! ve durum teblig edilinceye kadar, proje yoneticisi veya projede galigan dijer
personel larefindan BAP Komisyonurdan win alinmadan, projeyle iigil haber veya beyanat verilemez, yayin yapilamaz, rapor
agikianamaz

PERSONEL VE HARCAMALAR!:

1. Projede Gaiigacak [aborant ve teknisyen gibi yardunc: personel ile tam zamank aragtinciiar proje yoneticsi tarafingan
bulunup segliit ve proje milracaat formuller ncticesinde géreviendirilis

Bu clemaniara yapilacak ademeler ve proje bakimindan gerekil baska narcamalar proje ybneticisi tarafindan, Bilimsa!
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimingen ahinacak avansian karsilanabiiir.. uUcratier ve asemelerden yapilacak gelir vergist, sigorta
primi, damga vergisi gibl her iy kesinticrin yapimasindan ve gerekl: mercilere yatinimasiadan praje ybneticisi sorumludur

DESTEK MIKTARL:

12. Projeyi desteklemek amacivia BAP Koorginasyon Biriminden, aynintifar protokole ekli aragima projesi miracaat
formunda gosterien toplam 2248088 TL desiek saglnacakur

ODEMENIN KESILMES]:

13. Stzlesme geregince yapian cdemicienin, proje amag ve programina, soziegme sartianna uygun olarak kufiamimadi§i:
geligme raporianndan istenen ayrintili bilgilerden, yapilan ince! i veye bagka sekilierde anlagilirsa veya proje gefigme rapotian
yapdan hatirlatmaya ragmen zamaninda verdmez ise, bagkaca ihbara luzum kalmadan sozlesme gersdince yapilan ddemeler

durulabilir. Bagka talepler sakii kaimak iere variimig arag, gereg, donatim demal geri afinir. O glne kadar yapilnug tim harcamaiar
sorumiulara faizi lle bicikle Sdetilic.

YURORLOLUK SURESI:
14, Bu Protoko! 31012004 tarilinden 30,09.2014  tarihine kadar yuroriikiedn
PROTOKOLUN UZAMASI:
45. Protokol slresinin uzatimas:, uzatmanin proje yeneticisi tarafingan protoke! stresnin bitimi tarihinden 1 ay énce teklif
edilmesine ve BAP Komisvonu tarafindan uygun gortlerek bu konudaki esasler geregince karariastinimasina baghdur,
GOREV YERININ DEGISTIRILMESE:

16. Su Protokalie iigi yazigma ve tebligat birncl madoede yazili adrese yapitr. Proje yoneticisi adresin! degigtirdigi taktirae
bunu en geg 10 gun iginde BAP Komisyonuna bidirmeye mecbusdur Gorev yeri degigikiigi bildiriimezse aski gorev yenne génderilen
yaz: ve teblgat o géirev yerinde yap:mis sayihr
PROTOKOL GIDERLERI:

47. Protokol giderleri proje ybaeticisine aittir

YETKIL| MERCI:

18. Anlegmaziik hainge yatkili mere:, Isparta Mahkeme ve cra musiriokiericis

Piroje Yardime: Farsenck
Cansu Gill EFEOGLU

g
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SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESE REX TORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanhit

SAY1 :21438139-21 12/02/2014
KONU: Etik Kurul Karan

SAYIN
) Dog. Dr. Nurgiil KOMERIK
(SDU Dig Hekimligi Fak. Afnz, Dig ve Cene Cerrahisi A.D.)

flgi: 21.61.2014 tarih ve 21 sayil dilekgenize istinaden, 09.01.2014 tarih ve 04 sayih karara ek
olarak;

“Kemik Defektlerinin Iyilesmesinde Hyaliironik Asit vefveya Kemik Greftlerinin
Etkinliginin Kargilaghrilmasi” bashkh gahsma; degerlendirilmis ve belirtilen Gneriler iginda
kurulumuza tekrar sunulmas: Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
12 SUBAT 2014 tarih ve 06 sayih karan ile uygun bulunmustur. Kararm bir &medi ckte sunulmustur.
Bilgilerinize rica ederim.

Ek: 1 Adet HADYEK Karan

Brirs UnigZzsi‘.as’f

SLI GIBIDIR
07 -06- 2015

T
SDU-HADYEK Sekoretert: Murat OZKAN 0246 211 3770, Fals: 0246 237 1164 B - mail: hadyek@sdu.edutr
Adres: SBU Tip Fak. Morfoloji Binas: Zemin Kat {Hastane kargiss} 32260 Chntir / ISPARTA

95



I.C.

SOLEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI REKTORLUGO
[Tayvan Deneyleri Yerel Etik Kerul Karar

~  TOPLANTI TARIHL

TOPLANTI SAYISI

WARAR SAYIST

12.02.2014

06

06

itgi: 21.01.2014 tarih ve 21 sayili dilekgenize istinaden, 09.01.2014 tarih ve 04 sayil karara ek olarak;

Siileyman Demirel Universitesi Rektdrliigi Hayvan Dencyleri Yerel Etik Kurulu 12 §UBAT 2014
tarihinde Saat 14:00°da toplanarak asafdaki kararlan almstir,
Siileyman Demirel Universitesi Dig Hekimligi Fakiiltesi Afz, Dis ve Cene Cerrahisi A.D. Ogretim Uyesi Dog.
Dr. Nurgiil KOMERIK in yiriitiiciisi oldugu Prof. Dr. Ozlem OZMEN, Prof. Dr. Hakan Hamdi CELIK, Yrd.
Dog. Dr. Ozgiir KOSKAN, Dt. Cansu Gill EFEOGLU’nun yardimer arastumact olarak yer aldig, “Kemik
Defektlerinin  Iyilegmesinde Hyaliironik Asit ve/veya Kemik Greftlerinin  Etkinliginin
Kargilagtirilmasi” baghkli galigma, degerlendirilmis ve belirtilen éneriler 1s1¢inda kurulumuza tekrar

sunulmasi uygun goriilmiistir.

1- Mandibulamin her iki tarafinda da islem yapilacag: igin, beslenme bozuklugunun etik
kurulumuzea gézlenmesi adina pilot galigma yapilmas: gerekmektedir. Bunun igin 2 sigan
kullamimasi, veferiner kontroliinde yapilan islem sonrasi en az 15 giin takip edilmesi

uygundur.

2- Beslenme problemi olursa jel yemin denenmesi de énerilir.

Dog. Dr. Efkan UZ
BASKAN

Prof. Dr. Miinire CAKIR
BASKAN YARDIMCISI

Dog. Dr. Ibrahim. Metin CIRIS

OYE i

Yrd. Dog. Dr. Pinar ASLAN KOSAR

Yrd. Dog. Dr. Gitlnur OZGUNER

Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AKSOY

UYE CYE UYE
w KATILMADI KATILMADI
Ogr. Gor. Ibrahim ONARAN Vet. Hekim fsmail UZ Ecz. Mustafa Serhan DERYAL |
UYE UYE UYE
'r v X e P
| /;%Kj\\ KATILMADI |
IO

{1 GIBIDIR
02 -08- 2015

e S S ST A T B o e
SDO~HADYEK Sekreteri: Murat OZKAN 0246 2113770, Faks: 0246 237 1164, E - mail: hadyek@sdueduty
Adres: SDU Tip Pak. Morfoloji Binas) Zemin Kat (Hastane karsist) 32260 Cintir / ISPARTA

96



OZGECMIS

Elaz13’da 1986 yilinda dogdum. Ilkokulu Evren Pasa ilkdgretim Okulu’nda;
orta ve lise egitimimi Elazig Anadolu Lisesi’nde tamamladim. 2010 yilinda
Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi'nden mezun oldum. 2011 ylinda
Siileyman Demirel Uiversitesi Agiz Dis ve Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim

Dali’nda doktora egitimi almaya basladim.
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