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1. GIRIS

Oral ve maksillofasiyal bolgedeki kemik defektlerinin yapisal ve fonksiyonel
rekonstriiksiyon problemleri, heniiz tatmin edici bir sekilde ¢6ziimlenememis olup,
modern cerrahinin en zor ugraslarindan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Agiga
cikan genis kemik defektlerinin iyilesmesi amaciyla gesitli kemik greftleri veya
kemik yerine gecen biyomateryallerin kullanimi {izerine arastirmalar devam
etmektedir.

Kemik iyilesmesi tibbin cesitli alanlarinda 6nemle iizerinde durulan bir
konudur. Kemik yapmin tamirinde uygun malzemenin se¢imi tedavi siirecinin
basarisini derinden etkilemektedir. Temel amag¢ hizli ve kayipsiz iyilesmenin
saglanmast olmalidir. Kemik eksikliginin olustugu bolgeye ve eksikligin
biyiikliigiine gore hekim bu defektleri greft malzemeleri ile tedavi edebilme
olanagina sahiptir. Agiz ve ceneler bolgesinde kullanilabilecek greft cesitleri;
otogreftler, alloplastlar ve allojenik greftler olarak siralanabilir.

Genis kemik defektlerinin tedavisinin, altin standart olarak tanimlanan otojen
kemik greft materyalleri ile miimkiin olabilecegi diisiiniilmiis, verici bdélgenin
morbiditesi ve alinan materyalin siirli miktarda olmasi arastirmacilar1 alternatif
tedaviler uygulamaya yonlendirmistir. Ideal kemik greftleri giiclii, kolay elde
edilebilir, osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zelliklere sahip, kolay uygulanabilir ve
ekonomik materyaller olmalidir.

Hastalarin cerrahi sonrasinda normal fonksiyonlarint daha hizli sekilde
kazanmalar1 amaciyla giiniimiizde kemik iyilesmesini hizlandirmak i¢in bir¢ok
uygulama gergeklestirilmektedir. Bunlarin arasinda; lokal ve sistemik ilag
uygulamalar1 (kalsiyum fosfat, fibrin yapistiricilar, kemik morfojenik proteinler,
trombositten zengin plazma uygulamalari, vitamin D, biiyiime faktorleri, hormonlar),
elektromanyetik alan ile uyari, hiperbarik oksijen tedavisi ve fiziksel stimiilasyon
sayilabilir (Jones 2005, Leisner et al., 2002). Kemik iyilesme siirecini hizlandirmaya
ve komplikasyonlarin1 azaltmaya yonelik tekniklerden birisi de son yillarda
uygulama siklig1 artan ve arastirma konusu olan trombositten zengin fibrin (TZF)

uygulamasidir.



Biiyiime ve farklilasma faktorleri basta trombositler olmak {izere bir¢ok
hiicreden salgilanabilmektedir. Bu faktorler lokal veya sistemik olarak hiicrelerin
biiyiimesini, fonksiyonunu, fenotipik 6zelliklerini ve matriks sentezini hiicre yiizey
reseptorlerine  baglanarak  otokrin,  parakrin  veya  endokrin  yolla
etkileyebilmektedirler.

Gliniimiizde pek cok biliylime veya farklilasma faktori tek basina veya
kombine olarak kemik rejenerasyonunu arttirmak amaci ile kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda en yaygin olarak kullanilanlar PDGF (trombosit kaynakli biiyiime faktorii),
IGF (insiilin benzeri biiyiime faktorii), TGF-B (doniistiiriicii bliylime faktori p),
VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii), EGF (epidermal biiyiime faktorii), FGF
(fibroblast biiylime faktorii) ve BMP (kemik morfojenik protein) olarak sayilabilir.
Mevcut kosullarda, bunlar pahali tedavi alternatifleri oldugu i¢in kullanimlari
siirhdir.

TZF’in, yiikksek oranda PDGF ve TGF-f igermesi ve bu biiyiime faktorleri
saliniminin anjiogenezin pik yaptigi, kemik yapiminin basladigi 7-28 giin boyunca
devam etmesi, iyilesmenin ilerleyen safhalarinda makrofajlarin aktivasyonunu ve
kemotaksisini saglamasi ve yara iyilesmesinde en onemli kriter olarak diisliniilen
pithtinin stabilizasyonunu saglamasi yara iyilesmesindeki 6nemini gostermektedir
(Dohan et al., 2006b, 2006c).

Biiyiime ve farklilagsma faktorlerinin 6nemli bir kismini iceren ve hastanin
kendi kanindan elde edilebilen trombositten zengin fibrin (TZF)’in direkt olarak veya
bagka bir materyal ile karistirilarak kemik rejenerasyonunda kullanilmasi son
donemlerde bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmektedir. Trombositten zengin
fibrin; son yillarda ortopedi, plastik cerrahi, oral ve maksillofasiyal cerrahi gibi
kemik iyilesmesi ile ilgili branslarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Calismamizda deneysel olarak olusturulan kemik defektlerine, yalnmiz TZF ve
TZF ile partikiil otojen kemik grefti kombinasyonu uygulamasmin kemik

iyilesmesine olan etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kemik Dokusunun Ozellikleri

Kemik dokusu, yapisinda bulunan farkli hiicrelerin ve ara maddenin iizerine
organik ve inorganik tuzlarin ¢cokelmesiyle saglamlik, esneklik gibi fiziksel 6zellikler
kazanmus, ileri derecede 6zellesmis bir bag dokusu tiiriidiir (Baron 1999). Kemik,
embriyolojik olarak mezensimal hiicrelerden enkondral ya da membrandz
kemiklesme yolu ile farklilasan bir dokudur. Viicudun hareketini ve postiiriinii
saglamak amaciyla kas ve tendonlara destek saglar, iskelet sistemini olusturup
kaslarla birlikte hareketi saglar, kranial ve torasik bosluklardaki hayati organlari
cevreleyip korur, kan hiicrelerinin yapildigi kemik iligini ve hemotopoietik hiicreleri
igerir, kalsiyum deposu olarak gorev alir (Bancroft and Stevens 2006). Kalsiyum,
fosfat ve diger iyonlarm viicut sivilarindaki konsantrasyonlarini sabit diizeyde
tutabilmek icin bu Onemli iyonlarin kontrollii olarak saliverilmelerini ya da
depolanabilmelerini saglamaktadir (Junquiera ve ark., 1998). Gelisimini tamamlamis
kemik dokusu disin mine tabakasindan sonra dentin ile birlikte viicudun en sert
dokusudur ve insan iskeletinin en 6nemli yapitasini olusturmaktadir (Cireli 1999).
Kemik; biitiinlesmis birgok hiicreden olusan, metabolik ve biyolojik agidan dinamik
bir dokudur. Bu yonden kemigin biiylime ve iyilesmesi ¢ok sayida biyokimyasal,
biyomekanik, hiicresel, hormonal ve patolojik olaym zincirleme reaksiyonu gibi
diisiiniilebilir (Junqueira and Carneiro 2003). Ayrica kemik, kendisini yapisal olarak
tamir edebilen, kiitle, sekil ve yapisal Ozelliklerini mekanik gereksinimler
dogrultusunda diizenleyebilen ve yasam siiresince istemli fiziksel aktivitelere direng

ve destek saglayan bir sistemin temel 6gesini olusturmaktadir (Jee 2001).



2.2 Kemik Hiicreleri

Kemik hiicreleri morfoloji, fonksiyon ve karakteristik o6zelliklerine gore
osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve farklilasmamis (osteoprogenitor) hiicreler
olarak 4 gruba ayrilmistir. Osteoblast, osteosit ve osteoprogenitor hiicrelerin her biri
digerine doniisebilir, yani tek bir hiicre tipinin farkli gelisim evrelerini temsil
etmektedirler. Osteoklastlar ise dolasimda bulunan biitiin hiicreleri icine alan
hematopoietik (kani olusturan) hiicre ailesine aittir ve monositlerden koken
almaktadir. Bu nedenle kdken ve islevine bagli olarak sahip oldugu yapiyla da
osteoklastlar diger ii¢ hiicre tipinden oldukga farkli bir 6zellige sahiptir (Cowin

2001).

2.2.1 Osteoprogenitor Hiicreler

Periostun i¢ kisminda ve merkezi kanallarin ¢evresinde yerlesen endotelde yer
alan, mezensimden koken alan hiicrelerdir (Ober ve Izzetoglu 2006). Kemigin
normal biiylimesi sirasinda aktif olan bu hiicreler eriskinlerde inaktif durumdadir.
Ancak kemik yaralanmasi gibi durumlarda aktive edilerek mitozla cogalirlar ve
¢ogalan bu hiicrelerin bir boliimii kemigi olusturan osteoblastlara dontisiir. Kemik
yapimi durdugunda da osteoblastlar, osteoprogenitor hiicrelere dontisebilirler

(Erkogak 1975).

2.2.2 Osteoblastlar

Osteoblastlar kemik yapici hiicreler olup %90 oraninda Tip I ve az miktarda
Tip V kollajen salgilamalarimin yam sira kemik mineralizasyonu i¢in énemli olan,
glikoproteinleri,  proteoglikanlari,  osteokalsin,  osteonektin,  osteopontin,
osteoprotegerin, interlokin (IL), kemik morfojenik protein (BMP), doniistiiriicti
biiyiime faktorii (TGF), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF), trombosit kaynakl
bliylime faktorii (PDGF) gibi sitokinleri salgilarlar. Bu faktorler hiicre

metabolizmasini diizenler. Sitokinlerin ¢esitliligi ve sayis1 osteoblast ve osteojenik



prekiirsorlerinin fizyolojik durumlaria gore degisiklik gosterir. (Junquiera ve ark.,
1998). Kemik yapici gorevleri sona erdiginde, yeni sentez edilmis matriks iginde
kalarak osteositlere doniisiirler. Osteoblastlar ile daha 6nce meydana gelmis kemik
matriksi arasinda “osteoid” adini alan yeni ancak heniiz kalsifiye olmamis matriks

olusur. Bu olaya “kemik apozisyonu” denir (Baron 1999).

2.2.3 Osteoklastlar

Osteoklastlar ¢ok c¢ekirdekli, 30-100 mikron biiyiikliigiinde, monositlerin
birlesmesiyle meydana gelen kemik rezorpsiyonundan sorumlu hiicrelerdir (Cireli
1999). Osteoklastlar kokenini kandan alan monositlerin birlesmesi sonucu
olusturduklart “mononiikleer fagositik sistemin” i¢inde yer alsalar da, fagositoz
yapma yetenekleri bulunmamaktadir. Bu hiicreler kemik rezorbsiyonunun basladigi
bolgelerde enzimatik olarak acilmis Howship lakiinalar1 denilen g¢ukurcuklarda
bulunurlar (Ober ve izzetoglu 2006). Osteoklastlar salgiladiklar: asit fosfataz ile
kemigin mineral matriksini yikar, lizozomal enzimler aracilig1 ile de kollajen ve
diger organik matriks yapilarini sindirerek rezorbsiyonu gerceklestirirken kemik
rezorbsiyonu sirasinda meydana gelen atiklarin da dokularca emilmesini

saglamaktadirlar (Junquiera ve ark., 1998).

2.2.4 Osteositler

Kemik yapimi sirasinda osteoid madde icinde kalan osteoblastlar,
organellerinin ¢ogunu kaybederek osteositlere doniisiirler. Osteositler kemigin esas
hiicreleri olup olgun kemik hiicresi adin1 almaktadir (Baron 1999). Osteoblastlardan
koken alan osteositler, matriks lamelleri arasinda bulunan lakiinalar i¢inde yerlesmis
olarak bulunurlar. Osteositler, kemik matriksinin devamlilig1 i¢in aktif rol oynar, kan
kalsiyum diizeyini dengede tutar ve besin maddelerinin hiicre igine gegisini saglar
(Junqueira ve ark., 1998). Osteositlerin kemigin diger hiicre tiplerine doniisebilme

ozelligi de vardir. Kemik yikimi sirasinda i¢inde bulunduklari lakiinalardan disari



cikarak dinlenme halindeki osteoprogenitor hiicrelere, bunlar da osteoblastlara

dontisebilir (Erkogak 1975).

2.3  Kemik Matriksi

Kemik matriksi, organik ve inorganik matriks olmak iizere iki bdliimde
incelenir. Kemigin organizmadaki gerekli iglevlerini tam olarak yerine getirebilmesi
ancak dokudaki organik ve inorganik matriks elemanlarinin uyumlu birlikteligine
baghdir. Kemik agirliginin yaklasik %20’si sudur. Kuru kemik agirliginin ise %60-
70’ini inorganik matriks, %30-35ini ise organik matriks olusturur (Guyton ve Hall
2007). Kemik matriksinin organik kismint %90 oraninda tip 1 kollajen olusturur.
Kalan %]10’unu ise glikozaminoglikanlar (kondroitin siilfat, keratan siilfat,
hyaluronik asit), glikoproteinler (osteonektin, osteopontin, sialoprotein), kemige
6zgl K vitamini bagimli proteinler (osteokalsin, matriks Gla-protein, protein S) ve az
miktarda tip V kollajen olusturur (Lynch 2008). Osteoblastlar tarafindan salgilanan
mineralize olmamis kemigin organik matriksini olusturan bilesenlere “osteoid” adi
verilir (Ober ve Izzetoglu 2006). Inorganik matriks, kuru kemik agirliginin % 60-
70’ni olusturmaktadir. Kalsiyum ve fosfattan oldukca zengindir. Igerdigi diger
mineraller ise; bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyumdur. Viicuttaki
kalsiyumun %99’u, fosforun %85’i, magnezyum ve sodyumun %40-60’1 kemik
dokusunda bulunmaktadir. Kalsiyum ve fosfor kompozisyonu ile hidroksiapatit
kristalleri olusur. Kollajen liflerinin yaninda, amorf madde ile ¢evrili halde
bulunurlar. Hidroksiapatit kristallerinin Onemi, osteoid mineralizasyonu ve
kollajenler ile birlikte kemik sertligini ve dayanikliligini saglamalaridir (Junqueria ve
ark., 1998).

2.4 Kemigi Saran Yapilar

Kemigin i¢ yiizeyini orten tabakaya endosteum, dis yiizeyini orten tabakaya ise
periosteum denir. iki tabakanin da temel islevleri, kemik dokusunun beslenebilmesi,

biiyiiyebilmesi ve onarimi igin gerekli olan yeni osteoblastlar1 araliksiz olarak



saglamalaridir. Bu nedenle kemik cerrahisinde periosteum ve endosteumun
korunmasina ¢ok dikkat edilir (Junqueria ve ark., 1998).

Iki tabakadan meydana gelir. I¢ tabaka; fibroz tabaka ve dis tabaka; osteojenik
tabaka olarak adlandirilir. Fibroz tabakanin yapisinda temel olarak kollajen ve elastik
lifler bulunur. “Sharpey lifleri” adi verilen kollajen uzantilar ile kemige
baglanmaktadir. Sharpey lifleri, matriks igine girerek periostu kemige baglar.
Hiicreden daha zengin olan gevsek bag doku igeren periostun i¢ tabakasi ise boliiniip
farklilasarak osteoblastlar1 olusturabilme potansiyeline sahip olan yass1 hiicrelerden
yana zengindir (Cowin 2001).

Endosteum, kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemlerini
cevreleyen ince retikiiler bir bag dokusudur. Endosteum tek kat yass1 hiicreler ile gok
az miktarda bag dokusundan olusur (Junqueria et al., 1998). Bu tabaka i¢inde kemik
ve kan hiicrelerinin &nciileri olan osteoprogenitor hiicreler vardir (Ober ve izzetoglu
2006).

2.5 Kemik Dokusu Tipleri

Kemik dokusu birincil kemik dokusu ve ikincil kemik dokusu olarak iki ayr1

baglik altinda incelenmektedir.

2.5.1 Birincil (Olgunlasmams-Orgii) Kemik Dokusu

Birincil kemik, prenatal donemde, biiyiime ve kemik iyilesmesi sirasinda
tiretilir. Embriyonik iskeleti olusturur. Gegici bir kemik yapis1 olup yetiskinlerde,
kafadaki yassi1 kemik eklemleri, dis alveolleri ve tendonlarin kemige tutundugu
bolgeler gibi birka¢ yer disinda yerini 3 yasindan sonra lameller kemige birakir.
Oldukg¢a hizli olusan, hiicrece zengin, lameller yap1 yerine yeni sekillenmis diizensiz
kollajen fibriller iceren kemiktir. Mineral igerigi azdir ve mekanik direnci diistiktiir.
Birincil kemikte kollajen fibriller ince ve degisik yonlere dagilarak doku ig¢inde ag
yapilar1 olusturur (Junqueira ve Carneiro 2009).



2.5.2 Ikincil (Olgunlasmis-Lamelli) Kemik Dokusu

Ikincil kemik dokusu yetiskinlerde bulunan kemik dokusudur. Birincil kemik
dokusuna gore daha az sayida olan kemik hiicreleri, kollajen liflerin diizenli
dagilimina bagh olarak gelisen kemik lamelleri tizerinde diizenli bir sekilde yer alir.
Kalsiyum tuzlart hidroksiapatit kristalleri seklinde kollajen lifler lizerinde birikmis
olup, mineralizasyon tamamlanmistir. Bulundugu yere ve fonksiyona gore
Ozelleserek ikiye ayrilir. Bunlar; kortikal (kompakt) kemik ve spongioz (kanselloz-
trabekiiler-siingerimsi) kemiktir.

Kortikal kemik, tim kemiklerin dis tabakasinda bulunur. Kortikal kemik
dokusunda bulunan ve igerisinden kan damarlarinin gegtigi havers ve volkmann
kanallar1 vardir. Havers kanallari, yatay ya da oblik seyreden volkmann kanallar
aracihigi ile kemik iligi bosluklar1 ve periosteum arasinda baglant: kurar. VVolkmann
kanallarinin etrafinda Havers kanallarinda oldugu gibi dairesel lameller yoktur ve
kanallar lamelleri delerek gecer. Bu kanallarda arterioller, veniiller, kapillerler,
lenfatikler ve sinirler yer alir. Kortikal kemigin mekanik giicii havers kanallarinin
siki dizilimine baghdir (Junqueira ve Carneiro 2009).

Spongioz kemik, kemiklerin metafiz ve epifizlerin i¢ kisimlari ve yassi
kemiklerin i¢ yiizeylerinde bulunur (Junqueria ve ark., 1998). Genis trabekiiler
araliklar: vardir, daha yavas bir yasam dongiisiine sahiptir. Trabekiillerin arasinda ve

kemik dokunun mediiller kanalinda kemik iligi bulunur (Ataoglu 1999).

2.6 Kemik Yapim Mekanizmalari

Kemik olusumu, osteoblastlarin salgiladiklar1 matriksin dogrudan dogruya
mineralizasyonu ile gergeklesen intramembrandz kemiklesme ya da daha once
varolan kikirdak matriksinin {izerine kemik matriksinin ¢0kmesi ile olusan

endokondral kemiklesme yoluyla olusmaktadir (Junqueira ve Carneiro 2009).



2.6.1 Intramembranéz Kemik Yapim

Frontal, parietal, oksipital, temporal kemikler ile maksillanin bazi boliimleri ve
mandibulanin processus koronoideus ve simfizis disindaki bolgeleri intramembrandz
kemiklesme ile meydana gelir. Bu tip kemigin olusacagi bdlgelerde mezensim
hiicreleri yogunlasip birbirleriyle baglanti kurarlar. Mezensim yogunlasmasi iginde
kemiklesmenin bagladigi ilk noktaya “birincil kemiklesme” merkezi denir. Bir grup
mezensim hiicresi osteoblasta doniisiir. Yeni kemik matriksinin olusmasini
kalsifikasyon takip eder. Bunun sonucunda osteoblastlarin etrafi sarilir ve daha sonra
bu hiicreler osteosit haline gelirler. Gelismekte olan bu kemik adaciklarina spikiil ad1
verilir. Spikiiller, kapillerleri, kemik iligi hiicrelerini ve farklilasmamis hiicreleri
iceren bosluk ile birleserek spongioz kemik yapisinit olusturur. Bag dokusunun
kemiklesmeye katilmayan bdliimleri ise periosteum ve endosteumu olustururlar

(Junqueria ve ark., 1998).

2.6.2 Endokondral Kemik Yapimi

Temel olarak endokondral kemiklesme iki asamadan olusmaktadir. flk asama
kemik modelindeki kondrositlerin hipertrofisi ve harabiyetidir. Bu yikimla kemik
lakiinalar1 olusur. Ikinci asama ise, farklilasmamis mezensimal hiicrelerin kikirdag
rezorbe etmeleri, osteoprogenitor hiicreler ve kan kapillerlerinden olusan osteojenik
tomurcuklarin, dejenere olmus kikirdak hiicrelerinden geriye kalan araliklara girmesi
ve osteoblastlarin olusmasidir (Junqueria ve ark., 1998).

Endokondral kemiklesmede, 6nce mezensim doku kemigin yetiskin seklinin
kiiciik bir hiyalin kikirdak modelini olusturur ve kemiklesme bu kikirdak model
icinde baslar. Kemigin kikirdak model i¢inde gelismesi i¢in once bu kikirdak
dokunun yikilmasi gerekir. Kikirdak yikimi ve kemik yapiminin yan yana seyretmesi
nedeniyle endokondral kemik olusumu daha karmasik seyreder (Soydan 1992).

Her iki yolla da ilk ortaya ¢ikan kemik dokusu, birincil ya da olgunlagmamisg
kemik dokusudur. Birincil kemik dokusu gegicidir ve kisa bir siire sonra yerini

ikincil kemik dokusuna birakir. Kemigin yapimi ve yikimi (apozisyon-rezorbsiyon)



sadece biiyiiyen kemiklerde olmayip, yetiskinlerde de hizin1 oldukga azaltarak hayat
boyu devam eder (Junqueria ve ark., 1998). Ayrica her iki kemiklesme tipinde de
dokunun biiyiimesi ile ¢evredeki bag doku periosta doniisiir. Periost, kemige sharpey
lifleri ile baglanir. Periost; i¢ tabaka “osteoblastik tabaka” ve dig tabaka “fibrotik
tabaka” olmak tlizere iki tabakadan olusur. Seliiler ve osteoblastik olan i¢ tabaka
damarlardan zengin bir yapidadir. Osteoblastik olmayan dis tabaka ise kas ve
ligamentlerin baglandig1 kollajen ve elastik liflerden olusur. Periostun i¢ tabakasinin
osteoblastik  aktivitesiyle de  “apozisyonel  kemiklesme”  olusmaktadir.
Intramembrandz kemiklesme meydana geldikten sonra kemiklesme periosteal

faaliyetlerle stirdiiriiliir (Kostopoulos and Karring 1995).

2.7 Kemik lyilesmesi Safhalar

Kemikte meydana gelen herhangi bir hasar sonucunda, kemik iligi boslugu,
korteks, periosteum ve kemigi saran yumusak dokularda farkli reaksiyonlar meydana
gelir. Hasarin tipine, lokalizasyonuna ve tedavi metoduna bagli olarak bu
reaksiyonlar ayni anda veya ilerleyen donemlerde gelisebilir (Zhang et al., 2005).

Kemik iyilesmesi ¢esitli biyolojik ve mekanik faktorlerden etkilenir. Kemik
kan akimi kemik iyilesmesinin ana belirleyicisidir (Zhang et al., 2005). Kemik kan
akimi; besinleri kemik yaralanmasi olan yere getirir. Hasar bolgesinde olusan damar
yaralanmasina bagli olarak gelisen ilk tepki kemik kan akiminda bir azalmanin
olusmasidir. Saatler ya da giinler iginde kemik kan akimi artar. Ikinci haftada kan
akimi miktar1 zirve yapar ve 3-5 ayda normale doner (Junqueira ve ark., 1998).

Kemikte hasar olusur olugsmaz, kemik iligi yapilarinin normal yapis1 bozulur.
Kallus dokusu cevresindeki kan damarlar1 kaybolur, kemik iligi hiicresel igerigi
yeniden organize olur. Yiiksek hiicresel yogunluga sahip alanlarda endotelyal
hiicreler polimorfik hiicrelere doniislirler ve bu hiicreler 24 saat igerisinde
osteoblastik ozellik gostererek yeni kemik iiretmeye baglarlar (Junqueira and
Carneiro 2003).
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2.7.1 Enflamasyon Evresi (1-4 giin)

Kemikte meydana gelen hasar sonucunda, bolgedeki kan damarlar1 zarar goriir
ve kanama olusur. Hasar olusumundan hemen sonra periosteum, ¢evre kaslar ve
damarlar yirtilir ve kan, lenf ve doku sivilardan olusan sivi karisimi bdolgede
hematomu olusturur. Bu hematom, kemik iyilesmesinin erken doneminde kritik
Ooneme sahip hiicresel faaliyetlerin baslamasini saglayan interlokin ve sitokinler
igerir. Bu tip sitokinlerin salinimlarinin devam etmesi defekt alaninda kemik
kopriniin ~ olusumunu saglayan fibroblastlarin, endotelyal hiicrelerin ve
osteoblastlarin bolgede faaliyetlerinin baglamasini saglarlar (Hall and Miyake 1995).
Bu esnada trombositlerden de mezensimal hiicrelerin bolgeye go¢ etmesini
saglayarak, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda O©nemli rol oynayan
doniistiiriicii bliylime faktorii beta (TGF-B) ve trombosit kaynakli biliyiime faktorii
(PDGF) salinmmi gergeklesir. Enflamatuar hiicreler (makrofajlar, monositler,
lenfositler ve polimorfoniikleer hiicreler) ve fibroblastlar, prostoglandin etkilesimi ile
kemige infiltre olurlar. Bu gelismelerle hasar bdolgesinde graniilasyon dokusu

olusumu, vaskiiler doku ve mezensimal hiicre gocii olusur (Altunatmaz 2004).

2.7.2 Onarmm Evresi (2-40 giin)

Onarim mekanizmasinda rol oynayan hiicreler mezensimal kokenli ¢ok yonli
gelisim giliciine sahip (pluripotent) hiicrelerdir. Cogunlukla kirik bdlgesindeki
graniilasyon dokusunun i¢inden, ayrica periosteumun osteojenik tabakasi ve daha az
olarak da endosteumdan koken alirlar. Bu hiicreler farklilagmaya basladiginda, ilk
degisiklige ugrayan hiicreler, kilcal damarlarla hematom igine giren
“fibroblastlar’dir. Ugiincii giinde hasar bdlgesinde, yogun mezensimal hiicre vardir.
Periosteal ve endosteal osteojenik hiicrelerle, fibrin matriksteki fibroblastlarin
cogalip farklilagmasiyla, bu graniilasyon dokusu olusur (Kilicoglu 2002). Bu
dokunun i¢indeki makrofajlar olusan debrisi temizlemeye yardim ederler.
Graniilasyon dokusu, makrofajlarin rezorbe ettigi sahalara dogru yayilir. Periosteum

ve endosteumdan gelisen fibroblastlar bolgeye go¢ ederler. Bazi fibroblastlar,
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kollajen fibrilleri salgilarken bazi fibroblastlar ise kondroblastlara farklilasarak
kartilaj sentezleyip fibrokartilaj bir yap1 olan yumusak kallusu olustururlar.
Hiicre farklilasmasi sonucunda fibroblastlar osteoblastlara doniislir ve yeni

kemik dokusu olugmaya baslar (Hall and Miyake 1995).

2.7.3 Osteoid Doku Olusumu (12-21 giin)

Osteoblastlar arasinda yart kati bir madde olan osteoid dokusu olusmaya
baslar. Bu yar1 kati maddeye kalsiyum tuzlarinin ¢dkmesiyle sert kallus ve i¢
taraftaki yumusak kallus bolgesinde de endokondral kemiklesme siireci ile kikirdak
dokudan yavas yavas kemik doku olusumu baslar, sert kallus biiyiir ve defekt hattinin
hareketliligi azalir. Bu donemde kemik kallusu normal kemige gore daha zayiftir ve
tam giiciinii yeniden sekillenme evresinde kazanir.

Bunun sonucunda defekt hattinin hareketliligi azalir ve kemik sahasinda

siskinlik olusur (Hall and Miyake 1995).

2.7.4 Gegici Kallusun Kalsifikasyonu (21. giinden sonrasi)

Osteoidin mineralizasyonu, sert kallusun olusumu ve yapisal stabilite igin
gereklidir. Kalsiyum tuzlari, osteoid dokunun {izerine tam olarak ¢oker ve lameller
kemik olusmaya bagslar. Bu donemde hareketlilik azalmistir. Bolge daha sonra
periosteum ile kaplanir ve tamir islemi tamamlanmais olur.

Bundan sonra kemikte remodelling meydana gelir. Kallusun yerlesimine gore

kanselloz veya kompakt kemige doniistir (Hall and Miyake 1995).

2.8 Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide Kullanilan Greft Materyalleri

Greft terimi, doku ve organlarin kazanilmis veya konjenital deformitelerinin
rekonstriiksiyonunda yer tutucu 6zelligi ve kemik yapimini uyarici tiim materyaller

i¢in kullanilir (Jablanski 1982). Oral ve maksillofasiyal bolgenin kemik yapilarinda
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da atrofik maksilla ve mandibulanin rekonstriiksiyonunda, konjenital, travmatik,
dejeneratif, enflamatuar, enfeksiyoz, kistik ve neoplastik orijinli deformitelerin
giderilmesinde kemik greftlerine gereksinim duyulmaktadir (Schenk 1994).

Greft materyalleri 3 farkli mekanizma ile kemik iyilesmesine katkida
bulunurlar (Marx and Saunders 1986).

Osteogenezis; kemik greft materyalleri, igermis olduklar1 organik materyalleri
ile direkt olarak osteoblast hiicrelerinden kemik olusturma yetenegine sahiptir.
Dokuda farklilagmamis mezensim hiicrelerinin olmadigi ortamlarda bile bu tiir
organik maddeler osteogenez kabiliyetine sahiptir. Osteogenetik materyaller canl
kemik hiicrelerinin bir birlesimidir. Greft hiicreleri de yeni kemik yapma
ozelliklerine sahiptir. Bu nedenle osteogenez karakterine sahip tek greft materyali
otojen kemiktir. Bu tip greftlere canli kanselloz kemik, kemik iligi ve periosteal
greftler 0rnek olarak verilebilir.

Osteoindiiksiyon; osteoblastik aktiviteyi arttirarak kemik olusumunun
saglanmasini ifade etmek i¢in kullanilan bir terimdir. Bu mekanizmada osteoblast ve
kondroblastlar igerisinde bulunan farklilasmamis mezensimal hiicrelerin fenotipik
degisimle kemik hiicrelerine doniismesi saglanmaktadir. Otojen kemik greftleri ve
demineralize kemik greftleri osteoindiiktif etkiye sahiptir.

Osteokondiiksiyon; bazi greft materyallerinin, mevcut defektin kenarlarindan
olusacak yeni kemik dokusu i¢in bir yap1 iskelesi (¢at1) olusturmasidir. Greftin i¢inde
ve c¢evresindeki kapillerlerin, osteoprogenitor hiicrelerin alici bolgeye gocii ve komsu
kemik boélgesinden kemik apozisyonu ile kemik olusumu saglanmaktadir. Kortikal
kemik, allojenik ve alloplastik greftler ve heterojenik kemik materyalleri
osteokonduktif etki saglamaktadir.

Kemik greft materyalleri temel olarak, su sekilde sinifladirilir (Constantino and
Freidman 1994).

1- Otogreftler

2- Allogreftler

3- Heterojen Greftler (Ksenogreftler)

4- Kemik Esasli Olmayan Sentetik Biyomateryaller (Alloplastlar)
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2.8.1 Otogreftler

Otogreft, greftin ayni bireyden almnip yine ayni bireyde kullanilmasi
durumudur. Alict ve dondr ayni kisidir (Bauer and Muschler 2000). Olusan kemik
defektlerinin rekonstriiksiyonunda, osteoindiiktif ve osteokondiiktif potansiyele ve
osteojenik hiicrelere sahip olan otojen kemik greftleri dncelikli olarak tercih edilir.
Giiniimiizde otojen kanselloz (spongioz) kemik grefti "altin standart” olarak kabul
edilmektedir. Aynm1 zamanda kemik morfojenik proteinlerinin  varliginda
osteoblastlara doniisebilen mezensimal hiicreleri saglamaktadirlar. Canli hiicre
kapasitesine sahip olduklarindan, alic1 bolgede osteoblastlart stimiile ederler (Tomin
ve ark., 2002). Alindiklar1 bolgeye gore kortikal, kanselloz ve kortiko-kanselloz
olarak alt gruplara ayrilirlar. Otojen kemik greftleri agiz icinde g¢enelerin dissiz
bolgelerinden, iyilesmekte olan ¢ekim bosluklarindan, maksillanin tiiber
bolgesinden, mandibula retromolar bolgeden, mandibular simfiz bolgesinden, kemik
cikintilar1 ve ekzostozlardan alinabilir. Agiz disinda otojen kemik greftlerinde tercih
edilen bolgeler ise iliak kemik, tibia, fibula, kalvaryum ve kostalardir (Tuskan ve
Yaltirik 2002). Otojen kemik grefti, intramembrandz orjinli (kalvarial kemik,
mandibula) veya endokondral orjinli (iliak, kostalar) olabilir. Intramembranéz tipteki
kemik grefti ile defekt direkt olarak kemikle iyilesir. Endokondral tipteki kemik
greftinde ise, defekt kartilaj formasyon fazi aracihigiyla iyilesir. Intramembranéz
kemik endokondral kemikten daha once revaskiilarize olur, rezorbsiyonu ise daha
yavastir (Tomin ve ark., 2002).

Otojen kemik greftlerindeki kemik gelisme mekanizmasi 3 asamadan
olugmaktadir. Greftin kanselloz kisminda primer olarak bulunan canli transplante
hiicreler etraftaki damarsal dokulardan beslenerek 3-4 gilin ayakta kalirlar.
Transplantasyon isleminden arda kalan kemik trabekiilleri i¢indeki osteositler, yeni
osteoid doku olusumu ve proliferasyonundan sorumludur. Bu osteojenik asama faz 1
yapim asamasi olarak adlandirilir. Kan damarlari, fibr6z doku ilerleme hizinda
(giinde yaklasik 1 mm civarinda ) greft sahasi igine dogru ilerleyebilir. Greftin
basaris1 bu yiizden erken damarlanmaya baghidir. Bu asama 4 hafta icinde
azalmaktadir. Transplante kemik hiicreleri o6ldiikce, konagin kemik hiicreleri

rezorpsiyon ile grefti yeniden sekillendirmektedir. indiiktif proteinler ve biiyiime
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faktorleri transplante hiicreler tarafindan salinarak faz 2 osteoindiiktif fazi1 baslatir.
Bu faz yaklagik greftlemeden sonra 6. haftada baslar ve 6 aya kadar gelisebilir.
Kortikal kemik morfojenik proteinlerin baslica kaynagidir. Kortikal kemik sahada
osteokondiiktif etki saglayarak cati gorevi de goérmektedir. Bu faz, 3. faz olarak
adlandirilir. Bu yilizden otojen kemik greftleri 3 faz1 da igerdigi icin, greftleme
teknikleri i¢inde altin standart olarak kabul gormektedir (Jensen 2000, Misch 2003).
Hizli revaskiilarize olmalar1 ve immiinolojik reaksiyona yol a¢mamalari
acisindan avantaj saglarken, ikinci bir cerrahi isleme ihtiya¢ gostermesi, genel
anestezi gerektirmesi, cerrahi iglem siiresini uzatmasi, kan kaybini arttirmasi,
otogreftin erken rezorpsiyonu, dondr bodlgede agri, parestezi, hareket kisitliligi,
yiiksek oranlarda verici sahada morbidite olusturmasi ve istenilen miktarda elde

edilememesi gibi baz1 dezavantajlart mevcuttur (Rabie et al., 2000).

2.8.2 Allogreftler

Allogreftler alici ile ayni tiirden olan ancak genetik olarak farkli bireylerden
elde edilen kemik dokularidir. Bu greftler yasayan insanlardan veya kadavralardan
elde edilmekte ve kemik bankalarinda saklanmaktadir.

Hazirlanma yontemlerine gore ti¢ tip allogreft vardir (Nasr et al., 1999).

a) Dondurulmus kemik allogreftleri
b) Dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleri

¢) Demineralize dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleri (DDKKA)
a) Dondurulmus kemik allogreftleri
Taze dondurulmus kemik allogreftleri sadece dondurma islemi ile hazirlandig
icin  osteoindiiktif  proteinleri ~ korunmaktadir.  Antijenik  6zelliklerinin

eliminasyonundaki giicliikler ve hastalik transferi riski nedeniyle oral cerrahide fazla

kullanilmamaktadir (Nasr et al., 1999).
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b) Dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleri (DKKA)

Giliniimiizde kullanilan kemik allogreftlerinden biri olan dondurulmus
kurutulmus kemik greftleri osteokondiiksiyonla 1iyilesirler, ayrica bu kemik
allogreftlerinin osteoindiiktif potansiyeli yoktur (Marx et al., 1981). Bu tip greftler
kadavradan elde edilen kemigin -80°C’de dondurularak asamali olarak
kurutulmasiyla ve materyalin yaklagik 2 hafta siire ile dehidratasyon islemine tabi
tutulmasiyla elde edilmektedir. Kemigin i¢indeki su miktart %35’in altina
diistiigiinden greft materyalinin mekanik 6zellikleri de zayiflamaktadir. Viriis tagima
olasiliklar1 diisiik olmasina ragmen hiicresel immiinolojik reaksiyonlara sebep
olabilmektedirler (Tuskan ve Yaltirik 2002).

¢) Demineralize dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleri (DDKKA)

Hidroklorik asit banyosundan gegcirilip etanol ve kloroform uygulanir ve yaglar
eritilir. Bu islemler ile proteinlerin % 90°1 yok edilir. Yogun bir sekilde yikandiktan
sonra dondurulup kurutulur. Bu islem sonunda kemikte kalan proteinlerden biri,
kemik olusumunu uyarici gorev yapan kemik sekillendirici proteindir (BMP) (Amler
1987).

Baz1 yazarlar bu tiir greftlerin osteoindiiksiyon ile iyilestiklerini ileri siirerler
(Petri 1991). Bu siireg greftin yerlestirildigi alict dogal kemikten kaynaklanan ¢ok
potansiyelli hiicreleri kapsar. Bolgeyi dolduran bu hiicreler farklilasarak
osteoblastlara doniistirler (Nasr et al., 1999).

Allogreftler, altin standart otojen greftler ile karsilastinildiginda koti
biyomekanik 6zellikleri ve diislik kaynama oranlar1 gosterirler. Biyolojik olarak zayif
ozellikte olup enfeksiyon ve enflamasyon riskleri tasimaktadirlar (Tomin ve ark.,
2002). Bu dezavantajlarinin yaninda allogreftlerin istenilen miktarda bulunma gibi

avantajlar1 da bulunmaktadir.
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2.8.3 Heterojen Greftler (Ksenogreftler)

Ksenogreft olarak da adlandirilirlar. Memeli hayvanlarin kemiklerinden veya
mercan kabuklarindan elde edilirler. Giinlimiizde kullanilmakta olan iki tip

heterogreft vardir (Nasr et al., 1999).

a) Sigir kaynakli hidroksiapatitler

Sigir kemiklerinin tam olarak deproteinize edilmesi ile elde edilirler. Geri
kalan inorganik boliim, poréz hidroksiapatit partikiilleridir ve yapisal olarak insan
kanselloz kemigine benzerdir. Alic1 doku tarafindan iyi tolere edilirler. fyilesmeye
osteokondiiktif katki gosterirler. Ksenogreftler, farkli boyut ve sekillerde piyasaya
sunulmustur. Blok formlar1, plastik ve rekonstriiktif cerrahi ile maksillofasiyal
cerrahide onlay greft olarak kullanilirken graniil formlar1 periodontal kemik
defektlerinde, ¢ekim kavitelerinde ve kiiciik kist operasyonlarinda basarili bir sekilde
hem fonksiyonel hem de estetik kayiplarda rahatlikla kullanilmaktadir. Daha giicli
materyaller ile birlestirilerek kombine olarak da kullanilabilirler (Kokden ve Tiirker
1999).

b) Mercan kaynakli kalsiyum karbonatlar

Mercan kaynakli greftler osteokondiiktif, kolay hazirlanabilen, kolay
sekillenebilen, biyouyumlu ve maliyeti diisiik olan greftlerdir. Kemige, yapisal
olarak yakinligi ve biyolojik olarak inert bir madde olmasi nedeni ile ideal bir greft
materyalidir. Mercan greftleri, direkt osteoblastik apozisyonlanma i¢in iskelet gorevi
goriir (Revell 1986).
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2.8.4 Sentetik Greft Materyalleri (Alloplastlar)

Sentetik greft materyalleri, canli dokulardan elde edilmeyen sentetik olarak
tiretilen maddelerdir. Alloplastlar olarak da adlandirilan sentetik greft materyalleri su

sekilde siniflandirilabilir (Cila 2004).

a) Biyoseramikler

Hidroksiapatit tozlarmin yiiksek 1s1 ve basing altinda birbirleriyle
kaynastirilmas1 (sinterizasyon) ile elde edilirler. Kalsiyum fosfat greft maddeleri

olarak da adlandirilirlar (Newman 2002).

b) Biyoaktif camlar

Bioaktif camlar esas olarak silikon dioksit, sodyum oksit, kalsiyum oksit ve
fosfor oksitten ibarettir. Biyoaktif 6zellikleri olan bu materyallerin osteogenezisi

yonlendirip arttirarak hizli yeni kemik olusumuna neden oldugu ileri siiriilmektedir

(Cila 2004).

c) Polimerler

Polimetilmetakrilat, polihidroksietilmetakrilat ve kalsiyum hidroksitten
meydana gelen doku uyumlu, mikropordz bir greft maddesidir. Alveol kemigi ile
yakin temasta oldugunda yeni kemik olusumu i¢in bir yap iskelesi gorevi gordiigii
ve osteokondiiktif etki gosterdigi anlasiimaktadir (Freihofer 2000).

Uzun yillardir genis kullanim sahasi bulunan sentetik greft materyalleri,
hidroksiapatit (Mocan ve Kisnisci 1990) ve trikalsiyum fosfattan (Igten ve ark.,
1989) olusur ve bu materyallerin biyouyumluluklari oldukga iyidir.
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2.8.5 Kemik Greft Materyallerinin Patofizyolojisi

Greft uygulanan bdlgede operasyondan hemen sonra dakikalar i¢inde o alanda
trombosit agregasyonu olusur. Trombositler, fibroblast biiyiime faktorii (FGF),
insiilin bliylime faktorii (IGF) gibi biiyliime faktorlerini salgilarlar. 1-18 saat iginde
polimorf niikleer 16kosit kemotaksisi ve akiimiilasyonu olusur. Bunu 1-3. giin i¢inde
mezensimal hiicrelerin gocii ve ¢ogalmasi, 5-9. giinlerde kondrosit farklilasmasi, 10-
12. giinlerde osteoblast farklilasmasi ve primer kemik doku olusumasi, 12-18.
giinlerde artmis osteoblastik aktivite ile kemik remodelingi olusmasi takip eder. 21.
giinden sonra kemik iligi olusumu baslar (Kekilli ve ark., 2005).

Canli kemik greft hiicrelerinden erken kemik olusumu (kallus formasyonu)
cerrahi sonrasinda 4-8. giin arasinda olur. Kanselloz kemik greftinin, yeni kemik
olusum potansiyeli (ylizey alan1 fazlalifina ve osteoblast gogiine bagli olarak)
kortikal greftten ¢ok daha fazladir. Kemik remodeling siirecinde, osteoklastik
aktiviteyi osteoblastik aktivite izler. Biitiin birincil kemik dokunun yerini sekonder
kemik doku alir ve bu islem 6miir boyu siirer (Kekilli ve ark., 2005).

Kemik greftlerinde bes evre sonunda sekillenmis kemik olusur. Bunlar
inflamasyon, osteogenezis, revaskiilarizasyon, remodeling ve sekillenmis kemik
evreleridir. Kanselloz kemik greftleri genellikle tamamen rezorbe edilip alicinin
kemik dokusu ile yer degistirirken; kortikal kemik greftleri tamamen rezorbe
edilemezler. Kanselloz kemikteki ikinci glinden itibaren revaskiilarizasyon baglarken,
osteoklastlar vasitas1 ile greftin rezorpsiyonu da baslamis olur. Revaskiilarizasyon
greft cevresinde basladigindan, kansell6z kemik greftinin orta kisminda nekrotik bir
saha olusabilir ve bu da radyolojik olarak densite artistyla izlenebilir. Inflamasyon,
revaskiilarizasyon ve osteoindiiksiyon ¢ok erken baslayan dinamik bir siire¢ iken

remodeling ve osteokondiiksiyon aylar siiren bir siirectir (Kekilli ve ark., 2005).
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2.9 Trombositten Zengin Fibrin (TZF)

Kan kaynakli iirtinlerin ilk formu olan fibrin yapistiricilari ilk olarak 1980’lerin
basinda cerrahi adeziv olarak tanimlanmis ve kullanilmistir. Bu yillarda fibrin
yapistiricilarin hemostatik ajan ve cerrahi yapistirict olmasinin yani sira doku
iyilesmesini de iyi yonde etkileyebilecegi saptanmistir (Niekisch 1980). Sonraki
yillarda ise trombositlerdeki TGF-p’nin da kesfedilmesiyle bu ajanin sert ve
yumusak doku rejenerasyonunda kullanilabilecegi diisiiniilmeye baglanmistir
(Tamimi et al., 2006). Tekniklerin ve kullanilan ekipmanlarin hizli bir sekilde
gelismesiyle 1990’1arda fibrin yapistiricidan daha yiiksek konsantrasyonda trombosit
ve fibrinojen iceren TZP kullanima sunulmustur. ilk defa Whitman et al. (1997)’in
yapmis oldugu calisma ile oral cerrahi alaninda da taninmistir. Elde edilen bu
geligsmis fibrin yapistirici, yillardir hemostatik bir ajan ve cerrahi adeziv olarak
kullanilmaktadir.

Trombositten zengin fibrin (TZF) ise kan kaynakli iriinlerin son gelistirilen
tipidir. 2001 yilinda Fransa’da Choukroun tarafindan bulunmustur. Bu yontemle kan
herhangi bir antikoagiilana (sigir trombini, heparin, kalsiyum klorid, EDTA) ihtiyag
duyulmadan alinir ve hemen sonrasinda diisiik hizda santrifiij edilir (Process
protocol, Nice, France). Choukroun’un TZF’inde dogal pihtilasma siireci olur ve
kanin herhangi biyokimyasal modifikasyonuna ihtiya¢ duyulmadan trombosit
aktivasyonu ve fibrin polimerizasyonu uyarilarak l6kositten ve trombositten zengin
fibrin piht1 kolay bir sekilde elde edilir (Dohan et. al, 2006a).

TZF, iyilesme ve immiinite igin gereken tiim kan elemanlarini igeren ve tek bir
fibrin yapida toplayan, otolog, sikatrisyel bir matrikstir. Bu matriks trombositler,
lokositler, sitokinler ve dolasimda bulunan kok hiicrelerin konsantre halde
bulundugu, kompleks, giiglii i¢ boyutlu mimaride fibrin yapidan olusur (Dohan et
al., 2011). Alinan kanin igerisindeki trombositlerin % 97’sinin, 16kositlerin ise %50’
den fazlasinin bu ii¢ boyutlu fibrin yapisi ile TZF piht1 igerisinde bulundugu
belirtilmistir (Dohan et al., 2011).
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2.9.1 TZF’in Iyilesme Mekanizmasina Etkisi

TZF’in yavas polimerizasyon prosesi, trombosit sitokinlerinin ve glikanik asit
zincirlerinin fibrin ag igerisinde birlesmesine izin verir. Uygulamadan sonra hemen
¢oziilmez; giiclii fibrin yap1 dogal kan pihtisina benzer sekilde remodelasyona ugrar.
Bu sekilde 16kositler ve trombositler bir araya toplanirlar. Biiyiime faktorleri ve
trombositlerin yaklagik %951 fibrin matriks iginde kalir (Dohan et al., 2006a).
Trombosit sitokinleri, fibrin matriksin fizyolojik rezorbsiyonu esnasinda diizenli
olarak salinir ve matriks glikoproteinleri TZF’in fibrin mimarisi igerisinde hizli hiicre
gbclinli ve hiicre ¢ogalmasini saglar. Sitokinlerin diizenli salinimi yaralanan doku
icerisindeki enflamatuar olaylarda diizenleyici rol oynamaktadir. Fibrin matriks ve
icerigindeki biiyltime faktorleri sinerjistik etkilesim ile sert ve yumusak dokularin
dogal yolla ve daha hizli iyilesmesine olanak tanir. Bu sitokinler ve biiyiime
faktorleri yara iyilesmesi, hasar gormiis dokularin yerine konmasi ve vaskiiler
biitiinligiin saglanmasinda rol oynar (Dohan et al., 2006a).

TZF’in doku iyilesmesini hizlandirmasinda, etkili neovaskiilarizasyon 6zelligi,
hizli sikatrisyel doku iyilesmesi ve enfeksiyoz olaylarin hemen hemen hig
olusmamasi gibi faktorler etkilidir (Dohan et. al., 2011).

TZF, tetra molekiiler yapisi ile endotelyal hiicreler ve fibroblastlar i¢in matriks
olusturur. Hizli anjiogenez ve fibrinin kolay remodelasyonunu saglar. TZF sadece
basit bir fibrin yapi degil ayn1 zamanda iyilesmeyi saglayan tim molekiilleri ve
hiicresel elemanlar1 igeriginde bulunduran bir matrikstir (Choukroun et al., 2006a).
Erken donemde yara bolgesini korur ve yumusak dokunun primer kapanmasina
yardimet olur (Del Corso et al., 2009a).

Fibrin, kollajen sentezi ve biyomekanik yara direncinin saglanmasinda
onemlidir, ayrica fibrin ag yapisi biiylime faktorlerinin proteolitik degradasyonlarin

onleyerek TZF’in etkili olmasini saglar (Lundquist et al., 2008).
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2.9.2 TZF’in Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Glintimiize kadar gelistirilen kan kaynakl iiriinler arasinda kolay uygulanabilir,
otojen kaynakli ve ekonomik bir yontem olarak dikkati cekmektedir.

TZF’in dogal ve yavas polimerize olarak herhangi bir otoimmiin reaksiyona
yol agmamasi, alic1 ya da verici sahada enfeksiyon riski olugturmamasi, 28 giin
boyunca biiyiime faktori salimimi yaparak kemik mezensimal kok hiicre
cogalmasinda ve farklilagmasinda etkili olmasi1 avantajlari arasinda belirtilmistir
(Dohan et al., 2009a). Bireyin kendisinden elde edildigi i¢in az miktarda tiriin elde
edilmesi ve sadece verici kisiye spesifik olmasindan dolayr doku bankalarinin

kullanimina izin vermemesi gibi dezavantajlari da belirtilmistir (Dohan et al., 2011).

2.9.3 TZF’in Hazirlanmasi

Choukroun’un TZF’i alinan ventz kanin 10 mL’lik kuru cam tiiplere veya cam
kapli plastik tiiplere toplanarak 3000 rpm devirde 10 dakika boyunca santrifiij
(Process Protocol, Nice, France) edilmesiyle elde edilir. Trombosit aktivasyonu ve
fibrin polimerizasyonunu saglamak i¢in sigir trombini, heparin, kalsiyum klorid ve
EDTA gibi antikoagiilan kullanimina gerek yoktur. Antikoagiilanlarin yoklugunda
birka¢ dakika igerisinde tiipe komsu trombositlerde, trombosit aktivasyonu ve fibrin
polimerizasyonu uyarilir ve koagiilasyon siireci baslar (Dohan et al., 2006a).

Santrifiij sonunda tiip igerisinde 3 katman olusmaktadir. Tiipiin en istteki
kisminda trombositten fakir plazma ortada TZF piht1, en alt tabakada ise kirmizi kan
hiicreleri (KKH) birikmektedir (Dohan et al., 2006a, Resim 1).

TZF, steril bir penset yardimiyla tiipiin u¢ kismina dogru ¢ekilir ve KKH
tabakasindan ayrildiktan sonra steril bir metal kabin igerisine aktarilir (Dohan et al.,

2006a).
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Buffy
coat

Resim 1. Santrifiij sonras1 TZF goriiniimii

Ciplak gozle bakildiginda, TZF’in ana govdesinin sart bir fibrin pihtt
tabakasindan olustugu goriiliir. Pihtinin u¢ kismindaki KKH’lerinden olusan kirmizi
bolge ile sar1 fibrin piht1 arasinda “buffy coat” olarak adlandirilan beyaz renkli bir
tabaka bulunur (Resim 1). Bu bolge genis ve yogun kiimeler halinde bulunan fibrin
ve trombositlerden olusur. Fibrin yap1 histolojik olarak incelendiginde ise dagilmis
hiicresel elemanlarin, fibrin agin ¢ok kalin paralel lifler halinde bulunmasi nedeniyle
ayirt edilemedigi belirtilmistir (Dohan et al., 2006b).

Fibrin piht1 ve KKH tabakas1 birlegsiminin ilk 2 mm’lik kisminda pitht1 boyunca
trombosit ve 16kosit dagilimi homojen dagilim gosterirken pihti igerisindeki
trombosit ve 16kosit dagilimi esit degildir. Trombosit ve 16kositler, fibrin piht1 ve
KKH tabakas1 arasindaki tabakada yogunlasmaktadir. Bu nedenle TZF pihtinin ug
kisminda bir miktar KKH tabakasi birakilarak daha ¢ok sayida trombosit ve 16kosit
toplanabilir. Bu da TZF’in kirmiz1 renkli kismmimn da klinik uygulamalarda etkili
olabilecegini gostermektedir (Dohan et al., 2011).

Bu teknigin basarist kanin toplanma ve santrifiije aktarilma hizina baghdir.
Yavas ve yetersiz kan alma iglemi, toplanan kan Orneginin hemen pihtilagsmaya
baslamasina ve zayif mekanik 6zelliklere sahip, stabil olmayan TZF benzeri kiigiik
bir kan pihtisinin olusmasina sebep olacaktir. Bu yapmin bilinmeyen seviyelerde
biiyiime faktorii ve hiicre igerigine sahip olabilecegi de belirtilmistir. Bu TZF benzeri
yapiy1 alttaki KKH tabakasindan ayirmanin kolay olmadigi ve iiriinde fazla miktarda
kirmizi kan hiicresi bulundugu belirtilmistir (Dohan et al., 2011).
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2.10 TZF’in Kullanim Alanlar1

Ikinci nesil trombositten zengin plazma (TZP) olarak da adlandirilan TZF,
greft materyali (sealant) olarak ya da membran formunda basarili bir sekilde
kullanilabilmektedir (Choukroun et al., 2006a).

TZF, tiipten steril pensetler yardimi ile ¢ikarildiktan sonra kirmizi kan
hiicrelerinden kesilerek ya da siyrilarak uzaklastirilir (Resim 2 ve 3). Iki gazli bez
arasinda sikistirthip eksuda kismi ayristirilarak membran haline getirilebilir (Resim
4). Ya da bir siire spanglarin arasinda kendi haline birakilarak da membran haline

gelebilir.

S <

Resim 2. TZF'in penset yardimu ile tiipten ¢ikarilmast

Resim 3. TZF'in kirmizi kan hiicrelerinden ayristirilmasi
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Resim 4. TZF’in iki spang arasinda sikilarak membran haline getirilmesi

Resim 5. TZF kutu (Toffler et al., 2010)

Resim 6. TZF membranin olugsmasi (Del Corso et al., 2010)
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Bu islem igin 0zel olarak iiretilmis TZF kutu (PRF Box, Process Ltd., Nice,
France) da kullanilabilir (Resim 5). TZF kutu sabit kalinlikta membranlar olusturarak
bu membranlari hidrate bir sekilde korur ve fibrin pithtidan elde edilen fibronektin ve
vitronektinden zengin eksudayi toplamak ig¢in kullanilir. TZF, kutunun 1zgaralari
tizerine yerlestirildikten sonra iizeri kapatilir (Resim 6). Kutunun alt kisminda
toplanan serum TZF’in saklanmasinda ve greft materyallerini nemlendirmede
kullanilir (Dohan et al., 2006b).

Son yillarda TZF’in hem tip hem dis hekimligi uygulamalarinda kullanimi
dikkat ¢cekmektedir. TZF’in maksillofasiyal cerrahideki kullanim alanlari yumusak
ve sert doku iyilesmesine sagladigi katkilardan dolay1 ¢ok genistir. TZF ile ilgili in
vitro c¢alismalar ve iyilesme potansiyelini belirlemek igin deneysel ve klinik
arastirmalar devam etmektedir. Klinik olarak TZF’in; greft materyali formu dis
¢ekim soketlerinde, siniis yiikseltme islemlerinde, kist eniikleasyonu sonucu olusan
kavitelerde ve alveoler yarik rekonstruksiyonu islemlerinde kullanilmaktadir
(Choukroun et al., 2006a, Choukroun et al., 2006b, Sengimen ve ark., 2009, Toffler
et al., 2010). Membran formu ise yonlendirilmis doku rejenerasyonu islemlerinde ve
implant uygulamalarinda greft materyalinin dagilmasini engelleyerek birarada tutma,
sinlis membranin1  olusabilecek perforasyonlardan koruma, olusan siniis
perforasyonlarin1 onarma, diseti ¢ekilmelerini, kemik i¢i defektleri ve furkasyon
defektlerini tedavi etme amaciyla kullanilmaktadir (Choukroun et al., 2006a, Diss et
al., 2008, Del Corso et al., 2009b, Kanakamedala et al., 2009, Tunali et al., 2009, Del
Corso et al., 2010). TZF, greft materyaliyle birlikte kullanildiginda ise greft
partikiilleri arasinda biyolojik bir yapistiric1 gérevi gorerek, osteoblastik ¢ogalmay,

farklilagsmay1 ve neoanjiogenezi stimiile ederek kemik rejenerasyonunu arttirir (Del

Corso et al., 2010).

2.11 Fibrin Yapisi

Fibrin plazmatik bir molekiil olan fibrinojenin aktive olmus formudur
(Mosesson et al., 2001). Hemostaz sirasinda trombosit agregasyonunda belirleyici bir
rol oynayan bu ¢oziinebilir fibriler molekiil hem plazmada hem de trombositlerin a-

grantillerinde bol miktarda bulunmaktadir. Biyolojik bir yapistirict gérevi gorerek
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baslangi¢ trombosit agregasyonunu saglar ve koagiilasyon sirasinda damar ¢eperleri
tizerinde koruyucu bir duvar olusturur. Aslinda fibrinojen biitiin koagiilasyon
reaksiyonlarmin son Uriiniidiir. Coztnebilir bir protein olan fibrinojen, trombin
tarafindan ¢oziinemeyen fibrine dondstiiriiliir. Polimerize olan fibrin jel hasara
ugrayan bolgede ilk skatrisyel matriksi olusturur (Dohan et al., 2006a).

TZF, iyilesme i¢in gereken ii¢ anahtar faktor olan anjiogenez, immiinite ve
epitelyal ilerleme igin destek saglamaktadir. Ciinkii fibrin anjiogenezin dogal
rehberidir. Anjiogenez hasarli doku igerisinde yeni damarlarin olusumudur.
Anjiogenez migrasyon, divizyon ve endotelyal hiicrelerdeki fenotipik degisim icin
bir matrikse ihtiyag duyar (Dvorak et al., 1987). Fibrin matriksin anjiogenez 6zelligi
ise fibrinin 3 boyutlu yapisiyla ve bu yapi1 igerisine hapsolan sitokinlerle
aciklanmaktadir (Sekil 1). Buna ek olarak bFGF, VEGF, anjiopoietin ve PDGF gibi
asil anjiogenez biiyiime faktorleri fibrin yapi igerisinde bulunmaktadir (Sekil 2 ve 3).
bFGF ve PDGF’niin fibrine kars1 yiiksek afinite gosterdikleri belirtilmistir (Sahni et
al., 1998, Feng et al., 1999). Fibrinin anjiogenezi uyarmasi bir ¢ok farkli biiyiime
faktoriiniin fibrine baglanmasiyla agiklanabilir (Choukroun et al., 2006a).

Hazirlanan in vitro modellerde fibrin pihtinin yapisal ve mekanik 6zelliklerinin
de onemli oldugu gosterilmisti. VEGF ve bFGF stimiilasyonuna yanit olarak
endotelyal hiicreler tarafindan kapiller olusumunda fibrin matriks rijiditesinin etkili
oldugu bildirilmistir (Nehls and Herrmann 1996). Bu fibrin matriks yapisindaki
degisiklikler; fibrin yapistirict, TZP ve TZF arasindaki biyolojik farkliliklar
belirlemede ¢ok onemlidir (Sekil 1, 2, 3). Ayrica fibrin, anjiogenezi saglamak i¢in
endotelyal hiicreler tarafindan integrin salinimini saglayarak hiicrelerin fibrin,
fibronektin ve vitronektine baglanmasinda direkt etkili olmaktadir (Feng et al.,
1999).
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Sekil 1. Fibrin yapistirict polimerizasyonu sonucu olusan fibrin agin bilgisayar

modelleme ile olusturulan semasi (Dohan et al., 2006b).

Sekil 2. Trombositten zengin plazma (TZP) polimerizasyonu sonucu olusan fibrin
agin bilgisayar modelleme ile olusturulan semasi. (1) Fibrin jel yapi igerisinde
hapsolan trombositler (2) Soliisyon igerisinde yer alan sitokinler (Dohan et al.,
2006b)
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Sekil 3. Trombositten zengin fibrin (TZF) polimerizasyonu sonucu olusan fibrin agin
bilgisayar modelleme ile olusturulan semasi. Fibrin matriksteki, yapisal
glikoproteinler (fibronektin) ve ekstrinsik sitokinler. (1) Fibrin ag igerisinde hapsolan
sitokinler. (2) Soliisyon igerisinde yer alan sitokinler. (3) Fibrin ile iliskili glikanik
zincirler. (4) Fibronektin. (5) Fibrin ag ile iliskili glikanik zincirler ve sitokinler
(Dohan et al., 2006b).

Fibrin, bagisiklik sistemine dogal destek saglamaktadir. Fibrin ve fibrinojen
yikim Triinleri noétrofil migrasyonunu ve membranlarin CD11¢/CD18 reseptor
ekspresyonunu uyarir ve bu reseptor, notrofillerin endotelyal hiicrelere ve fibrinojene
baglanmasina izin verir (Loike et al., 1991). Ayrica fibrin ve fibrinojen yikim
tirtinleri, notrofillerin fagositozunu ve enzimatik prosesi diizenler (Kazura et al.,
1989). Monositler yara bolgesine nétrofillerden sonra ulagsmaktadirlar ve makrofajlar
tarafindan diizenlenen yara kolonizasyonlari, fibrin aglari arasinda yer alan
kemotaktik ajanlar ve fibronektin araciligi ile kontrol edilmektedir (Lanir et al.,
1988).

2.11.1 Fibrinin Kemik fyilesmesi Uzerine Etkileri

Fibrinin kemik iyilesmesi lizerine etkili oldugunu gosteren deneysel caligmalar

bulunmakla birlikte, fibrin ve kemik hiicreleri arasindaki etkilesimi agiklayan sinirli
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sayida c¢alisma bulunmaktadir. Fibrinin kemik iyilesmesini hizlandirdigi ya da
herhangi bir etkisinin bulunmadigi konusunda ortak bir goriis yoktur. Ortaya ¢ikan
bu celiskinin; farkli tiir denek kullanilmasi, farkli tipte kemik defektlerinin
olusturulmas1 ve farkli tip fibrin driiniin uygulanmasindan kaynaklandig
disiiniilmektedir (Choukroun et al., 2006a).

Bununla birlikte fibrin, kemik morfojenik protein (BMP) uygulamalarinda da
destek matriks gorevi gormektedir. Bu nedenle fibrin matriks, kemik morfojenik
proteinin;  osteokonduktif,  anjiotropik ve  hemostatik  Ozellikleri ile
iliskilendirilmektedir (Kawamura et al., 1988).

Choukroun et al. (2006a), kist eniikleasyonundan sonra olusan defektlerin, bos
birakildiginda 6-12 ay arasinda, TZF uygulandiginda ise 2 ay igerisinde tamamen
tyilestigini ve TZF’in kok hiicrelerin dogal giiclerini kullanarak kemik iyilesmesini

hizlandirdigin1 rapor etmistir.

2.11.2 Fibrinin Yara lyilesmesi Uzerine Etkileri

Fibrin matriks, fibroblastlarin ve epitelyal hiicrelerin metabolizmalarini
etkileyerek hasar goren dokularin ortiilmesine ve korunmasina yardimci olur. Yara
kenarlariin etrafindaki epitelyal hiicreler bazal ve apikal kutuplarin1 kaybederler ve
yara bolgesine dogru uzanarak fibrinojen, fibronektin, tenaskin ve vitronektinden
olusan ge¢ici matriks tizerinden go¢ ederler. Bu go¢ basit bir doniisiimden farkl
olarak ciddi bir matriks yikimini gostermektedir (Choukroun et al., 2006a).

Fibrin, fibronektin, PDGF ve TGF-B fibroblast proliferasyonu, integrin
ekspresyonu ve fibroblastlarin yara bolgesine go¢ etmesinde etkilidir. Plazminojen
aktivatorii salgilandiginda fibroblastlar, fibrin piht1 igerisinde hareket edebilmek icin
proteolitik aktivite baglatirlar. Yapilan bir ¢alismada fibrin jel icerisindeki fibroblast
migrasyonun, o-zincirleri arasinda maksimum sayida ¢apraz baglantilar olustugunda
en iist seviyeye ulastigi belirtilmistir (Brown et al., 1993). Bu durum TZF’in yavas
polimerizasyonu ile fibrin yapistirict ve TZP’nin hizli polimerizasyonu arasindaki
biyolojik farkliligi agiklamaktadir. Bu olaylarin ardindan fibroblastlar kollajen

sentezine baglamaktadir (Choukroun et al., 2006a).
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Bu ozellikleri ile TZF, yiizeyine epitelyal hiicre gogiinii yonlendirebilen ve
mikrovaskiilarizasyonu saglayabilen dogal, fibrin bazli bir biyomateryaldir
(Choukroun et al., 2006a). TZF, agik yaralar1 korumada ve iyilesmeyi hizlandirmada
etkili olmasinin yani sira yiiksek miktarda 16kosit igermesi nedeniyle enfekte
yaralarda kullanimiyla da 6n plana ¢ikmaktadir. Yapilan klinik bir ¢alismada, ¢ekim
soketlerine TZF uygulanmistir. TZF pihtiya dogru hizli bir neovaskiilarizasyon
gelistigi ve epitelyal iyilesme olustugu belirtilmistir. Sonug olarak soketin enfeksiyoz
ve enflamatuar durumuna ragmen soket; hizli, agrisiz, piiriilan akinti olmadan

komplikasyonsuz bir sekilde iyilesmistir (Choukroun et al., 2006a).

2.11.3 Fibrin ve Mezensimal Kok Hiicreler

Kemik iligi kaynakli mezensimal kok hiicreleri biitiin kemik hiicrelerinin ve
diger dokularin rejenerasyonunda onemlidir. Bu farklilasmamis hiicreler kan ile
hasar goren bolgelere iletilir ve bolgede birgok farkli hiicre tipine doniistiiriiliirler.
Baslangig farklilasmasint  ve vaskiilarizasyonunu saglamak igin fibrin ve
fibronektinden olusmus gecici bir matrikse ihtiyag vardir. Hasarli bolgeye ulasan
dolasimdaki mezensimal kok hiicreler, bu fibrin matriks i¢ine hapsedilerek pihti
igerisinde sekretuar fenotipe doniisiirler. Bu da fibrinin destekleyici matriks olarak
kullanilmasini agiklamaktadir (Choukroun et al., 2006a). Bu durumun genis kemik
defektlerinin iyilesmesinde 6nemli oldugu bildirilmistir (Boo et al., 2002, Bensaid et
al., 2003).

2.12 Trombositlerin Yapisi ve Icerikleri

Trombositler, kemik iligindeki megakaryositler tarafindan iretilen 1-4 pm
capinda cekirdek igermeyen sitoplazma parcaciklaridir. Dinlenme halinde tipik
olarak diskoid sekilde olmalarma ragmen aktive olduklarinda 5 pm’ ye kadar
ulagabilen psodopodlar iceren globiiler bir sekil alirlar. Viicutta her zaman dalakta
lokalize olarak bulunur ve periferik dolasima gectikten sonra ortalama 7-10 giin

yasarlar. Periferik yaymada kiimeler halinde gozlenen trombositler tek tek
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incelendiginde acik mavi boyanan periferal “hyalomer”, mor graniller ve
mitokondrilerden olusan santral “graniilomer” kisimlarindan olustugu goriiliir. Hiicre
zarlariin sitoplazma ic¢ine parmak seklinde girmesi sonucu olusan ve yiizeye acilan
“a¢tk kanalikiiler sistem™ olarak adlandirilan bir kanalikiil sistemine ve hyalomer
bolgesinde trombosit aktivasyonu i¢in gerekli olan Ca iyonlarini depolayan “yogun
tiibiiler sistem” adi verilen ikinci bir kanalikiil sistemine sahiptirler. Yiizeylerinde
bulunan reseptorleri, trombin, kollajen gibi molekiillerin uyarmasiyla aktif hale gecer
ve sitoplazmalarindaki aktif molekiilleri igeren graniilleri “ac¢ik kanalikiiler sistem”
yoluyla disar1 atarlar (Carlson and Roach 2002).

Elektron mikroskopik inceleme ile ayirt edilebilen baslica 3 tip graniil
bulunmaktadir. Bu graniiller, yogunluk ve iceriklerine gore alfa, delta ve lambda
olarak adlandirilir (Rendu and Brohard-Bohn 2001).

2.12.1 Alfa Graniiller

Hemostaz, inflamasyon, kemik ve yara iyilesmesinde gorevli bir¢ok protein ve
biiylime faktorlerini igermesi sebebiyle; trombositlerin yogunlastirilarak klinik olarak

yara ve kemik iyilesmesi gibi alanlarda kullaniminin diistiniilmesine neden olmustur

(Reed et al., 2000).

2.12.2 Delta Graniiller (Yogun Cisimler)

Kalsiyum iyonlari, pirofosfat, ADP ve ATP gibi protein olmayan molekiiller

ve plazmaya gore 100 kat fazla serotonin iceren graniillerdir (Reed et al., 2000).

2.12.3 Lambda Graniiller (Lizozomlar)

150-250 nm c¢apli olan, glikozidaz, proteaz gibi bakterisidal etkili lizozomal
enzimler igeren graniillerdir. Tamir fazindan sonra plazminin, bélgedeki pihtiyl

eriterek ortadan kaldirmasina yardime1 olur (Reed et al., 2000).
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2.13 Trombositlerden Salinan Biiyiime Faktorleri

Anjiogenez terimi ilk kez plasentadaki yeni damar olusumunu tarif etmek i¢in
1935°te kullanima girmis ve daha sonra tiim yeni damar olusumlar1 i¢in kullanilmaya
baglamistir (Hertig 1935). Son yillarda biiylime faktorlerinin yara iyilesmesini ve
anjiogenezi olumlu yonde etkiledigi saptanmis ve etki mekanizmalarinin agikliga
kavusturulmasi ile arastirmacilarin kemik, yara, tendon, sinir iyilesmesine yonelik
deneysel ve klinik uygulamalarinda bu faktorleri daha biiyiik ilgi ile kullanmalarina
neden olmustur (Weiler et al., 2004). Biiyiime faktorleri, hiicrelerin doku tamirindeki
anahtar hiicresel olaylar1 (proliferasyon, kemotaksi, farklilasma, matriks sentezi)
spesifik hiicre reseptorlerine baglanarak diizenleyen biyolojik bir medyator sinifidir
(Lind 1996).

Biiyiime ve farklilagma faktorleri etki mekanizmalarina gore bes farkli gruptan
olusur (Tablo 1). Biiyiime faktorleri hiicre tarafindan salgilandiktan sonra otokrin
yoldan etki ederek kendi biiylimesini ve fonksiyonunu degistirebildigi gibi parakrin
yoldan etki ederek bir hiicrede salgilanip baska bir hiicrede etki gosterebilir. Biiyiime
faktorlerinin ¢cogu ekstraseliiler matrikste depolanir ve matriks yikilmasi esnasinda
ortama salinan bu medyatorler doku remodelasyonu ve rejenerasyonu sirasinda farkli
etkilere sahip kompleks bir sinyal agin pargasi olarak gorev yaparlar (Lynch et al.,
1991).

Farklilagma faktorleri de biiytime faktorleri gibi ¢alisarak mezensimal hiicreler
gibi Onciil hiicrelerin, osteoblast gibi tam olgunlagsmis fonksiyonel hiicrelere

doniligsmesini saglarlar (Lynch et al., 1991).
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Tablo 1. Biiyiime ve farklilagma faktorlerinin etki mekanizmalar1 (Kutlu 2011)

Faktor kan yolu ile taginir ve

Endokrin etki
uzakta ki hedef hiicre etkilenir.

Parakrin etki

Parakrin etki

Salinan hiicrenin etrafindaki .
farkl hiicreler etkilenmektedir.

Otokrin etki Hedef hiicre salinim yapan 'mmm-d"""‘,

A/
hiicrenin kendisidir.

Biiyiime faktorleri

) ) salgilandiklar1 hiicre zarina
Justakrin etki

baglanarak komsu hiicreyi

etkilerler.

. Biiyiime faktorii/reseptor
Intrakrin etki

kompleksi hiicre i¢ine alinir.

Cerrahi girisim sonrasi trombositler aktive olarak yara bolgesinde stabil bir
pihtt meydana getirirler. Bunu takiben trombositler degraniilasyona ugrayarak
lyilesme ve formasyon siirecini hizlandirmak i¢in ortama bir takim biiylime faktorleri
salgilarlar. Farklilasmamis mezensimal hiicrelerde farklilagma siireci ve bu siiregte

biiylime faktorlerinin etkili oldugu agamalar Tablo 2.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2. Biiyiime ve farklilagma faktorleri ve etkileri (Hsu and Chang 2004)

Biiylime ve

Farklilagsma Kaynak Hedef Hiicre Etkisi
Faktorii
Diiz kas hiicreleri
PDGF Endotelyal Fibroblast . .
. hiicreler o . Kollajen sentezi,
(Trombosit . Glia hiicreleri . .. .
Makrofaj . Fibroblast kemotaksisi, proliferasyonu,
kaynakl . Makrofaj o
- . Monosit . Makrofaj aktivasyonu
biiyiime faktorii) . Notrofil
Trombosit
Osteoblast
Makrofaj . .
.J Endotelyal hiicreler Kollajen sentezi,
TGF-B Monosit . . ..
e ) Fibroblast Kollajenaz kontrolii
(Doniistiiriicti Notrofil o tese . : q
. v . Kemik iligi hiicreleri Osteoblast ve fibroblast proliferasyonu,
biiyiime faktorii)  T-lenfosit
. Pre-osteoblastlar Damarlanma,
Trombosit
IGF-I Kondr05|_t Fibroblast .
. . Makrofaj . Osteoblast proliferasyonu,
(Insiilin benzeri Kondrosit .
. .. .. Osteoblast osteoblast sentezi, damarlanma
biiyiime faktorii) . Osteoblast
Trombosit
VEGF
(Vaskiiler Keratinosit .
. E lyal hiicrel D I
st Makrofaj ndotelyal hiicreler amarlanma
biiyiime faktorii)
FGF Endotelyal ~ Endotelyal hiicreler . - .
(Fibroblast hiicreler Fibroblast Fibroblast kemotaksisi, proliferasyonu,
. . . L Damarlanma
biiyiime faktorii) ~ Makrofaj Keratinosit

2.13.1 Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

PDGF faktorii esas olarak trombositlerde ki o-graniillerinden salinan bir

bliylime faktoriidiir. Bundan baska makrofajlar, endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve
keratinositler tarafindan da sentezlenerek salinmaktadir. Yaralanma sonrasinda erken
donemde doku konsantrasyonu artan faktorlerdendir. Trombosit kaynakli biiyiime
faktori fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve endotelyal hiicreleri iizerinde kemoatraktan
ve mitojenik etki gosterir. Trombosit kaynakli biiyiime faktoriiniin bu hiicreler
tizerindeki [ reseptor aktivasyonu anjiogenez, Kkollajen sentezi ve fibroblast
proliferasyonuna onciiliik eder. Boylece fibroblastik ve osteoblastik yanitlar artar,
hiicreler farklilasarak biiylime faktorlerinin makrofaj gibi hiicreler tizerindeki etkileri

hizlanir (Marx et al., 1998).
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Kemik iyilesmesinde PDGF, osteoblastik ve enflamatuar mediatérlerin
kemotaksisine, mezensimal kok hiicre ve fibroblast sentezine, osteoid yapinin
olusmasina, kemik hiicre proliferasyonuna, kollajen sentez ve dongili arttirnmina,
kemik matriks sentez ve dongii uyarimima diger anjiyojenik faktorlerin salinimini
uyararak etki eder (Lind 1996).

Her 1 milyon trombositte yaklasik 0.06 mg PDGF bulunmaktadir. Bu hesapla,
her trombositte yaklagik 6 x 10% gram ya da 1200 molekiil PGDF bulundugu
sOylenebilir. Bu rakamlar PDGF’niin giiclinii bolgedeki trombosit sayisi
arttirildiginda yara iyilesmesinde ve kemik rejenerasyonunda elde edilebilecek biiyiik

ilerlemeleri ortaya koymaktadir (Marx et al., 1998).

2.13.2 Déniistiiriicii (Transforme Edici) Biiyiime Faktorii (TGF)-p

TGF-B, dokularda ti¢ farkli gen yapisinda (TGF-Bi, TGF-B,, TGF-B3)
bulunmaktadir (Ksander et al., 1990). TGF-B; trombositlerde ve kemikte yiiksek
konsantrasyonlarda bulunurken TGF-B, ise osteoklastlar tarafindan sentezlenip
salgilanir (Oursler, 1994). TGF-B1 ve TGF-B, bag dokusu iyilesmesi ve kemik
rejenerasyonunda goérev alan, TGF-B’nin en sik goriilen alt gruplaridir. TGF-B; ve
TGF-B2’nin en 6nemli fonksiyonlari, osteoblast oncii hiicrelerinin kemotaksisini ve
mitogenezini saglamalaridir. TGF-B’lar osteoklast formasyonunu ve kemik
rezorbsiyonunu inhibe eder ve rezorbsiyonu Onleyerek kemik olusumunu saglarlar
(Lind 1996).

TGF-B’lar otokrin ve parakrin mekanizmalar ile etki gosterirler (Lind 1996).
Parakrin etkilerini fibroblast, kemik iligi kdk hiicresi ve preosteoblast gibi hiicreler
tizerinde gosterirlerken otokrin etkilerini ise bu hedef hiicrelerin yine TGF-p
salgilamast ve depo etmesiyle saglarlar (Aukhil 2000). Boylece TGF-f kemik
lyilesmesini  baglatmakla kalmayip remodeling asamalar1 ve kemik grefti
olgunlagsmasinda da etkili olabilmektedir (Lynch et al., 1991, Nall ve ark., 1996;
Marx et al., 1998).
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TGF-B ailesinin bir {iyesi olan kemik morfojenik proteinler (BMP) ise
mezengimal hiicreler ve osteoblastlar i¢in mitojeniktir. Kallus olusumu artirir, kemik

iyilesmesini hizlandirir (Hsu and Chang. 2004).

2.13.3 Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF-1 ve IGF-11)

Insiilin benzeri bilyiime faktdrii adim insiiline benzeyen yapisindan almaktadir.
IGF-1 ve IGF-II olmak tizere iki formu vardir ve kemikte ¢ok fazla miktarda bulunur.
Dolasimda bulunan IGF-I’in kaynag: biiyiik 6lglide karaciger dokusudur. IGF-11 ise
kemik matriksinde en yiiksek miktarda bulunan biiylime faktoriidiir. IGF-I ve IGF-
I'nin yeni kemik olusumu sirasinda osteoblastlar tarafindan yine osteoblastlarin
sayilarini arttirmak igin salgilandiklart diistiniilmektedir. Kemik olusumunu otokrin
yolla diizenlerler. IGF’ler kemik matriksi igerisinde depo edilirler ve kemik matriksi
rezorbe oldugunda kemik olusumu igin aktive olurlar. IGF’ler osteoblast Oncii
hiicrelerine mitojenik etki ederek farklilagsmis osteoblastlar ile kemik olusumunu
stimiile ederler (Marx et. al, 1998).

PDGF ile birlikte sinerjistik etki gosterirler (Sanchez et al., 2003). Implant
etrafina uygulanan PDGF-IGF kombinasyonunun erken donemde iyilesmeyi stimiile
ettigi ve Klinik olarak bu kombinasyonun kullanimimin hizlanmis ve artmis

osseointegrasyona yol agtigi rapor edilmistir (Lynch 2008).

2.13.4 Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Fibroblast biiyiime faktorlerinin i¢inde en ¢ok incelenmis olan bazik fibroblast
biiylime faktorii (bFGF)’diir. Osteoblastlar, endotel hiicreleri, fibroblastlar,
kondrositler ve keratinositler tizerinde mitojenik etki gosterir. Anjiogenezin
baglamasi igin gerekli olan kapiller endotelyal hiicrelerinin proliferasyonunu ve

fibroblastlardan kollajenaz tiretimini saglar (Cetin ve Capan 1994).
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2.13.5 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF )

Aghaloo and Freymiller (2005), VEGF’niin, en kuvvetli anjiogenez uyaricisi
oldugunu belirtmislerdir. VEGF, vaskiiler gecirgenligi arttirirak yara iyilesmesinde
onemli rol oynayan fibroblastlarin, enflamatuar ve endotelyal hiicre migrasyonunun
ve proliferasyonunun uyarilmasinda rol alir (Fuerst et al., 2003). Kemik iyilesmesi
sirasinda osteoblastlar, osteoklastlar ve mezensimal hiicrelerden yogun olarak salinir
(Lucarelli et al., 2003).

2.14 Sitokinlerin Yavas Salimmminda Lokositlerin Rolii

TZF olusum siireci boyunca lokositler, hemostatik ve enflamatuar olaylarin
uyarilmasia karsilik olarak sitokin salgilamaktadirlar. Lokositlerden salinan
sitokinler; kiigiik, ¢oziinebilir molekiillerdir ve santrifiij sonucunda fibrin polimer
mimariyle birlesir ve bu yapt igerisinde kalirlar. Polimerizasyon sirasinda
trombositler gibi bu fibrin ag yapisi icerisinde hapsedilerek daha sonra yavasga
salinimlari saglanacaktir (Dohan et al., 2006b). Trombositten zengin plazma (TZP),
trombositten fakir plazma (TFP) ve TZF piht1 eksiidasi; PDGF-BB, TGF-B1, IGF-I
acisindan karsilastirlldiginda TFP ile TZF pihti eksudast arasinda sitokin
konsantrasyonlar1 agisindan farklilik bulunamamistir. Bu degerlerin ise TZP’den
diisiik oldugu belirtilmistir. Bu durumun TZF pihtida bulunan sitokinlerin, fibrin ag
yapist igerisinde hapsolmus halde bulunmasindan kaynaklandigi rapor edilmistir
(Dohan et al., 2006b).

Trombosit kaynakli iriinler igerisinde bulunan I6kositlerin rolii halen
tartisgilmakta olan bir konudur (Everts et al., 2008). Trombosit kaynakli iiriinlerden
olan trombositten zengin plazma (TZP) 16kosit igerirken trombositten zengin biiyiime
faktorii (PRGF) 16kosit icermemektedir (Sanchez et al., 2003). Baz1 arastirmacilar
enflamatuar olaylar1 6nlemek amaciyla lI6kositlerin trombosit konsantrasyonlarindan
¢ikarilmasini onermislerdir (Anitua et al., 2007). Ancak lokositlerin enflamasyonda
anahtar rol oynadigin1 gosteren olumlu ¢aligmalar degerlendirildiginde l6kositlerin

toplanmamasi gerektigi belirtilmistir (Martin and Leibovich 2005).
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Baz1 aragtirmacilar ise 16kositlerin direkt etkisine (Moojen et al., 2008) ya da
immiin regiilasyonda oynadiklar1 antienfeksiy6z rol iizerine dikkat c¢ekmislerdir
(Dohan et al., 2006a, EI-Sharkawy et al., 2007).

Antienfeksiyoz rollerinden baska lokositler, yara iyilesmesini hizlandiran ve
anjiogenezde rol alan VEGF’nii biiylik miktarlarda salgilamaktadir (Nielsen et al.,
2001). Buna ilaveten trombositler hem anjiyogenez uyaricilarini (VEGF, bFGF) hem
de trombosit inhibitérlerini (endostatin, trombospondin-1) igerirler (Italiano et al.,
2008).

TZF igerisindeki aktive olmus l6kositlerin 6nemli miktarlarda TGF-p; ve
VEGF salgiladigi ve biliylime faktorleri i¢in kaynak olarak gosterilebilecegi
diisiniilmektedir (Dohan et al., 2009a). Bu faktorlerin seviyeleri distiigiinde
lokositler, bu faktorleri yeniden salgilayarak gerekli olan diizeylere ¢ikmalarini
saglayabilir. Ote yandan TZF’in igerisindeki sitokinlerin yavas saliniminm, fibrin
matriks icerisinde bulunan 16kositler tarafindan diizenlendigi dusiiniilmektedir
(Dohan et al., 2009a).

Trombositten fakir plazma (TFP) ve TZF piht1 eksiidas1 arasinda interlokin-1,
interlokin-6, timor nekroz faktor-a, VEGF ve interlokin-4 sitokin konsantrasyonlari
acisindan farklilik bulunmadigi, ancak TZF’in sitokin degerlerinin plazma sitokin
degerlerinden yiiksek oldugu belirtilmistir (Dohan et al., 2006c¢).

TZF’in igeriginde bulunan enflamatuar sitokinler soyledir:

Interlokin-1p (IL-/4); disiik konsantrasyonda lokal inflamasyon mediatori
olarak etki gosterir. IL-1B, fibroblast proliferasyonunu, arasidonik asit
metabolizmasini, kollajen sentezini, kollajenaz ve hyaliironidaz aktivitesini uyarir.
Vaskiiler endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu inhibe eder (Tokgoz 1997).

Interlokin-6  (IL-6); degisik dokularn biiyiimesini ve farklilasmasim
diizenleyen birgok islevi olan bir sitokindir (Madhok et al., 1993). IL-6' nin
sitotoksik T-hiicreleri, megakaryositler ve diger hemotopoietik hiicreler {izerinde
proliferasyon ve farklilasma saglayici etkilerinin yaninda, hepatik akut faz
proteinlerinin ve plazma hiicreleri tarafindan immiinglobulinlerin yapiminin
uyarimina neden oldugu bildirilmistir (Dasgupta et al., 1992).

Tiimo6r Nekroz Faktor-a (TNF-a); akut faz proteinlerinin stimiilasyonunda ve

16kosit infiltrasyonu artisinda rol oynamaktadir. Fibroblastlar i¢in mitojenik 6zellik

39



tasir; kollajen, kollajenaz biyosentezi ve prostaglandin E; salinimini uyarir. In vitro,
endotel hiicre proliferasyonunu inhibe etmesine ragmen anjiogenezi uyarici etkisini
ikinci bir mesajci1 yoluyla yaptigi sanilmaktadir (Pike et al., 1993).

Interlokin-4 (IL-4); B hiicrelerininin proliferasyonu ve farklilasmasimi
arttirmasinin  yaninda T-lenfosit, mast hiicreleri ve hematopoietik progenitor
hiicrelerin de proliferasyonunu stimule eder. Boylece iyilesme siirecini desteklerken
enflamasyonu yonetir. Ayrica T-lenfositlerden Ig E salinimini saglar (Mire-Sluis and
Thorpe 1991).

40



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi Destekleme Protokolii (2314-D-10 no’lu proje) tarafindan
desteklenmistir. Arastirmamiz Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan hayvan etigi agisindan uygun goriilmistiir (Ek 2).
Caligmamizda kullanilacak 24 adet iskeletsel gelisimini tamamlamig, 6-8 aylik,
erkek, ortalama 2500-3000 gram agirliginda Yeni Zelanda cinsi tavsanlar, deney
hayvam olarak kullamilmak {izere Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari
Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuar1 Baskanligindan temin edilmistir (Resim
7). Calismamizda kullanilan deney hayvanlarinin ameliyatlar1 Siileyman Demirel
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuarinda

yapilmustir.

Resim 7. Yeni Zelanda Tavsani
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3.2 Gruplar

Deney hayvanlar1 her grupta 12 tavsan olacak sekilde rastgele iki (2) ana
gruba ayrilarak 30 ve 60. giinlerde sakrifiye edildikten sonra histolojik ve
histomorfometrik degerlendirme yapildi (Tablo 3).

Grup 1: A, B, C, D alt gruplarini iceren ve 12 tavsandan olusan bu grupta,
her hayvanin sag ve sol tibia kemigine ikiser adet 3,3 mm’lik defektler olusturuldu.
Ve bu gruptaki tiim deney hayvanlar1 30 giin sonra sakrifiye edildi.

A grubu: Sag tibiadaki ilk defekte sadece partikiil haline getirilmis otojen kemik
grefti uygulandi.

B grubu: Sag tibiadaki ikinci defekt kontrol grubu olarak bos birakildi.

C grubu: Sol tibiadaki ilk defekte partikiil haline getirilmis otojen greft ve TZF
karistirilarak birlikte uygulandi.

D grubu: Sol tibiadaki ikinci defekte sadece TZF greft materyali olarak uygulandi.

Grup 2: A, B, C, D alt gruplarini iceren ve 12 tavsandan olusan bu grupta,
her hayvanin sag ve sol tibia kemigine ikiser adet 3,3 mm’lik defektler olusturuldu.

Ve bu gruptaki tiim deney hayvanlar1 60 giin sonra sakrifiye edildi.

A grubu: Sag tibiadaki ilk defekte sadece partikiil haline getirilmis otojen kemik
grefti uygulandi.

B grubu: Sag tibiadaki ikinci defekt kontrol grubu olarak bos birakildi.

C grubu: Sol tibiadaki ilk defekte partikiil haline getirilmis otojen greft ve TZF
karistirilarak birlikte uygulandi.

D grubu: Sol tibiadaki ikinci defekte sadece TZF greft materyali olarak uygulandi.
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Tablo 3. Aragtirma Gruplarini Olusturan 1.Grup , 2. Grup ve Alt Gruplari

Gruplar Greftlerin Uygulanis Bicimleri Postoperatif N
Tyilesme
Siiresi
Grup 1l
A Sadece partikiil otojen greft 30gin 12
B Bos
C TZF+Otojen greft
D Sadece TZF
Grup 2
A Sadece partikiil otojen greft 60 gin 12
B Bos
C TZF+Otojen greft
D Sadece TZF

3.3 Cerrahi Girisim

Tavsanlara 100mg/kg ketamin HCI (50 mg/ml Ketalar®, Parke Davis) ve
10mg/kg Xylazin HCI (23.32mg/ml Rompun®, Bayer) intramuskuler enjeksiyon

yapilarak genel anestezi saglandi1 (Resim 8).

Resim 8. Genel anestezi i¢in kullanilan ilaglar
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Anestezi meydana geldikten sonra TZF elde etmek igin tavsanlarn santral
kulak veninden 6-8 ml kan alinarak antikoagiilan igermeyen, cam partikiil igeren bos
plastik tiiplere (Vacuette, Greiner Bio-One, GmbH, Kremsmunster, Austria) aktarildi
(Resim 9). Santrifiijii gergeklestirmek icin tiipler santrifiij cihazina (Hettich®,
Tuttlingen, Almanya) yerlestirildi. Tek tip kan alindigi i¢in dengeyi saglamak
amaciyla santrifiij cihazinda kan ile dolu olan tiipiin tam karsisina ayni miktarda su
ile doldurulmus baska bir tiip yerlestirildi (eger iki tiip TZF elde edilecekse, kan ile
dolu olan tiipler karsilikli yerlestirilmelidir). Tiipler 2700 rpm devirde 12 dakika
boyunca santrifiij edildikten sonra iist katmanda trombositten fakir plazma (TFP),
ortada TZF ve en altta kirmiz1 kan hiicrelerine (eritrositler) ayristirilarak {i¢ tabaka

elde edilmis oldu (Resim 10).

Resim 9. Tavsanin kulak veninden kan alinmasi

44



Resim 10. 2700 rpm devirde 12 dakika siiren santrifiij islemi ve TZF eldesi

Hayvanlarin sag ve sol tibiasi operasyon sahasi iyot soliisyonu ile dezenfekte
edildikten sonra tiraglandi. Steril kosullar altinda her iki taraftaki tibialarin dig-medial
tarafina dogru 4-5 cm uzunlugunda longitudinal cilt insizyonu yapilarak kiint
diseksiyonla kaslar ve periost eleve edildikten sonra tibialarin medial yiizlerine
ulagildi (Resim 11 ve 12). Serum fizyolojik irrigasyonu altinda tur motoru
piyasemenine takili 3,3 mm capindaki yuvarlak uglu cerrahi trefin frez yardimi ile
korteksten medullaya ulasan, her bir tibiada ikiser adet olmak {izere 3,3 mm ¢apinda
toplam dort adet kritik boyutta yapay kemik defekti olusturuldu (Resim 13).
Defektler aras1 mesafenin 3 mm’den fazla olmasina dikkat edildi. Alinan blok kemik
greftlerinin kemik o6giitlici yardimiyla partikiil haline getirilmesi sagland: (Resim
14). Bu siirecte santrifiijjde hazir hale gelen TZF bir penset yardimiyla tiipten
cikarildi (Resim 15). Alinan blok greftlerden bir tanesi partikiil haline getirildikten
sonra TZF ile kanigtirilarak defekte uygulandi. Geri kalan bloklar partikiil haline
getirildikten sonra sadece otojen greft uygulanmasi planlanan defekte, defekt tam
olarak doluncaya kadar uygulandi (Resim 16). Sag tibiadaki ilk defekte sadece otojen
partikiil kemik grefti uygulandi. Sag tibiadaki ikinci defekt bos birakildi. Sol
tibiadaki ilk defekte otojen partikiil kemik grefti ve TZF greft materyali karistirilarak
birlikte uygulandi. Sol tibiadaki ikinci defekte ise sadece TZF greft materyali olarak
uygulandi (Resim 17).
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Resim 12. Tibia kemiginin agiga ¢ikarilmasi
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Resim 14. 3,3 mm’lik trefin frezle elde edilen blok otojen greft ve ¢ikarilan blok

kemik greftlerinin kemik 6giitiicii yardimiyla partikiil haline getirilmesi
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Resim 16. Partikiil halindeki kemik grefti ile TZF’in karigtirilmasi
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Resim 17. Olusturulan defektler ve greft materyallerinin uygulanisi

Greftlerin yerlestirilmesinden sonra cerrahi alan serum fizyolojik ile yikanarak
atik dokular uzaklastirildi. Kemik yiizeyinden diseke edilen kaslar 3/0 katgiit siitur
(Dogsan®, Trabzon, Tirkiye), cilt ise 3/0 ipek siitur kullanilarak (Dogsan®,

Trabzon, Tiirkiye) primer olarak siiture edildi (Resim 18).

Resim 18. Operasyon alaninin siiture edilmesi

3.4 Postoperatif Takip

Ameliyat sonrasi {i¢ (3) giin siireyle tiim tavsanlara enfeksiyon kontrolii i¢in
intramuskuler (IM) 5 mg/kg amikasin siilfat/glin (Amikozit® 500 mg flakon,
Eczacibagi, Tiirkiye) antibiyotik ve agri kontrolii i¢in de intraperitonal 5 mg/kg/giin
tramadol hidrokloriir (Contramal® 100mg ampul, Abdiibrahim, Tiirkiye) analjezik
enjekte edildi (Resim 19).
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Resim 19. Postoperatif uygulanan amikasin siilfat ve tramadol hidrokloriir

Tavsanlar normal sehir suyu ve %21 protein igeren hazir 6zel pellet yem ile
bazal miktarda (ad libitum) beslendi. Calismada etik kurallara uygun olarak deneye
tabi tutulan her hayvan deney siiresince 21-22°C oda sicakliginda, %50 nem ayarli,
optimize edilmis kiiciik hayvan bakim odalarinda, tek tavsanlik kafeslerde ayr1 ayr
barmdirildi (Resim 20). Giin igerisinde yapilan kontrollerde tavsanlarin genel saglik
durumlari, genel giicsiizlik, yem ve su aliminda azalma, dispne, cilt ve tiy

degisikligi, kafes temizligi takip edildi.

Resim 20. Tavsanlarin barinma ortamlar1 ve kafesleri
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3.5 Deney Hayvanlarindan Kemik Ornegi Elde Edilmesi

Postoperatif 30 ve 60. giinlerde, ketamin hidrokloriir intramuskuler dozu iKi
katina ¢ikarilarak deney hayvanlarimin sakrifikasyon islemleri tamamlandi.
Tavsanlarin sag ve sol bacaklarindaki tibiayir ¢evreleyen yumusak dokular diseke
edilerek tibiaya ulasildi. Tibialar rezeke edildi. Defekt bolgelerini icine alan tibial
kemik ornekleri tek tek %10’luk formalin (Merck®, Darmstadt, Almanya) igerisinde

histolojik kesitler alinmak tizere muhafaza edildi.

3.6 Kesit Hazirlama Yontemi

Elde edilen kemik ornekler kemik dokusunun histomorfometrik analizine izin
verecek sekilde histolojik kesit hazirlama asamalarindan gegirilerek hazirlandi

(Resim 21). Bu asamalar sirasiyla soyledir.

Resim 21. Postoperatif tibianin rezeksiyonu ve iyilesen defektler

3.6.1 Fiksasyon ve Formalinden Arindirma islemi

%10’luk tamponlu notral formalin igerisinde en az 72 saat fikse edilen dokulari
formalinden arindirmak igin ornekler 6nce akan ¢esme suyunda sonra tamponlu
fosfat sollisyonunda (Merck®, Darmstadt, Almanya) en son ise distile suda yikandi.

Bu islemler sonunda dokular formalinden arindirilmis oldu.
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3.6.2 Dekalsifikasyon Islemi

Dekalsifikasyon islemi i¢in boyaya ve kemik dokuya zarar vermeden
dekalsifiye etme yetenegi yliksek olan TBD-2 (Merck®, Darmstadt, Almanya)
dekalsifiyer soliisyonu kullanildi. 24 saat bu soliisyon icerisinde bekletilen kemik
orneklerinin kesilebilecek kadar dekalsifiye olanlart soliisyon igerisinden alinirken
yeterince dekalsifiye olmayanlar1 bir siire daha bekletildi. Tiim 6rnekler dekalsifiye
olduktan sonra 3-4 saat akan suda yikandi. Kemik Ornekleri iizerlerine ornek

numaralar1 yazilan doku takip kasetleri ile kasetlenerek doku takibi islemine gegildi.

3.6.3 Doku Takibi Islemi

Doku takip islemi kapali devre otomatik ototeknikon cihazinda (Thermo
Shandon® Pathcenter, Pensilvanya, ABD) gergeklestirildi (Resim 22). Doku takibi
icin parafin teknigi kullanildi. Bu takip cihazi ile doku takip kasetleri icerisindeki
dokulara 1s1, pres, vibrasyon ve titrasyon uygulamalar1 otomatik olarak

gerceklestirildi. Daha sonra sirasiyla;

1. %10’luk tamponlu nétral formalin (Merck®, Darmstadt, Almanya)
uygulama,

2. Alkol (Fluka®, Buchs, Isvigre) uygulama,

3. Ksilen (Merck®, Darmstadt, Almanya) uygulama ve

4. Parafin (Isolab®, Wertheim, Almanya) uygulamalarindan gegirilerek doku

takip islemi sona erdirildi.
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Resim 22. Otomatik doku takip cihazi

3.6.4 Bloklama islemi

Takip islemi tamamlanan dokular bloklama iglemine tabi tutuldu. Bu islem
doku takip kaseti (Thermo Shandon®, Pensilvanya, ABD) igeriSinde gergeklestirildi
(Resim 23). Bloklama sonrasi dokular dondurucuda (Thermo Shandon® Histocenter
3, Pensilvanya, ABD) -20 °C’de donduruldu (Resim 24 ve 25).
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Resim 23. Bloklama cihazi ve kaset i¢erisinde bloklama yontemi

Resim 24. Bloklar1 -20°C’de dondurma cihazi

e (A ied s e

. i

A s i R

Resim 25. Kaset igerisinde bloklanmis ve dondurulmus dokular
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3.6.5 Kesit Alma Islemi

Dondurularak kesit almaya hazir hale getirilen dokulardan tam motorize
mikrotom cihazi (Thermo Shandon® Rotary, Pensilvanya, ABD) (Resim 25 ve 26)
yardimiyla daire seklinde ki defekt hattina paralel olacak sekilde horizontal olarak
ikiye ayrilan tibianin (toplam 2 adet) her bir parcasinin kesi yiizeyinden 4 pm
kalinligindaki ilk kesitler elde edildi. Bu kesitler sicak su banyosuna alinarak
dokularin kirigikligmin ac¢ilmasi saglandiktan sonra lam (lsolab®, Wertheim,

Almanya) iizerine tasindi. Lamin iizerine taginan kesitler kurutuldu.

Resim 26. Tam motorize mikrotom cihazi

3.6.6 Hematoksilen-Eozin Boyama islemi

Boyama isleminde sirasiyla su islemler uygulandi (Resim 27):

1. Ksilende bekletme
2. Alkolde bekletme
3. Hematoksilen boyas1 (Merck®, Darmstadt, Almanya) i¢inde bekletme
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Suda yikama
. Asit alkol (Fluka®, Buchs, Isvigre) i¢inde bekletme

4

5

6. Suda yikama
7. Amonyakli suda bekletme

8. Suda yikama

9. Eozin boyas1 (Merck®, Darmstadt, Almanya) i¢inde bekletme
10. Alkolde bekletme ve

11. Ksilende bekletme

Resim 27. Hematoksilen Eozin boyama iglemi

3.6.7 Kesitleri Kapama islemi

Kesitler ksilenden ¢ikarildiktan sonra iizerine 1 damla entellan (Merck®,

Darmstadt, Almanya) damlatilarak lamelle (Isolab®, Wertheim, Almanya) kapatild:.
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3.7 Histomorfometrik Analiz

Hematoksilen eozin ile hazirlanan preparatlar Nicon Eclipse E-400 (Nikon,
Tokyo, Japonya) 1sik mikroskobu ile degerlendirildi (Resim 28). Bu degerlendirme
esnasinda ayni zamanda 151k mikroskobuna bagli bulunan Nikon Coolpix 5000
(Nikon, Tokyo, Japonya) ile de fotograflandirildi. Fotograflar ¢ekilirken ayni
mikroskop biiylitmesinde Nikon micrometer microscope slide (MBM11100 Stage
Micrometer Type A) goriintiisi de dijital olarak kaydedildi. Tim goriintiiler
bilgisayar ortamina aktarildi ve Clemex Vision Lite 3.5 Image Analysis programi
(Clemex Technologies, Quebec, Kanada) ile degerlendirilmeye baslandi.
Degerlendirilmeye baslama esnasinda ilk olarak Nikon micrometer microscope slide
goriintiisii ile uzunluk kalibrasyonu yapildi. Daha sonra her preparat i¢cin miimkiin
oldugunca ayni bélgeleri kapsayan 562375,2 um®lik alanlar se¢ildi ve tim islemler
bu birim alanda gerceklestirildi. Her olguda 562375,2 umz’lik alandaki osteoblast ve
osteoklastlar isaretlenerek adi gegen goriintii analiz sistemi ile otomatik olarak
saydirildi. Yeni kemik olusum alanlar1 da ayn1 birim alanda goriintii analizi programi
ile hesaplandi (Resim 29). Bu hesaplama islemi i¢in goriintiiler gri tonlamaya tabi
tutuldu. Ardindan bu gri tonlamadaki resimlerde kemik koyulugundaki alanlar
renklendirildi (Resim 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37). Sonunda bu renkli alanlar ;,trn2
cinsinden hesaplandi. Alan hesaplamasindaki bu islemlerin tiimii Clemex Vision Lite
3.5 Image Analysis program: (Clemex Technologies, Quebec, Kanada) ile

gerceklestirildi.

Histomorfometrik analiz islemleri Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda yapildi. Goriintii analizini yapan patolog, gruplart ve olgular

bilmeden degerlendirdi.
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Resim 28. Nikon Eclipse E-400 151k mikroskobu

-
P

—_— Lt || 8 |2
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Resim 29. Clemex Vision Lite 3.5 Image Analysis programi ile kesitlerin gri

tonlamaya tutulmasi
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Resim 30. A grubunun 1.1.0 o6rnegine (Grup 1, sadece otojen greft uygulanan
defekte) ait histolojik kesit; Ob: Osteoblast Oc: Osteoklast v:Ven (x10 ve HE)

Resim 31. B grubunun 1.1.b. 6rnegine (Grup 1, bos birakilan defekte) ait histolojik
kesit; Ob: Osteoblast Oc: Osteoklast v:Ven (x10 ve HE)
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Resim 32. C grubunun 1.3.to. ornegine (Grup 1, TZF+otojen greft uygulanan
defekte) ait histolojik kesit; Ob: Osteoblast Oc: Osteoklast v:Ven (x10 ve HE)

Resim 33. D grubunun 1.3.t 6rnegine (Grup 1, sadece TZF uygulanan defekte) ait
histolojik kesit; Ob: Osteoblast Oc: Osteoklast v:Ven (x10 ve HE)
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Resim 34. A grubunun 2.4.0 ornegine (Grup 2, sadece otojen greft uygulanan
defekte) ait histolojik kesit; Ob: Osteoblast Oc: Osteoklast v:Ven (x10 ve HE)

Resim 35. B grubunun 2.4.b 6rnegine (Grup 2, bos birakilan defekte) ait histolojik
kesit; Ob: Osteoblast Oc: Osteoklast v:Ven (x100 ve HE)
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Resim 36. C grubunun 2.3.to 6rnegine (Grup 2, TZF+otojen greft uygulanan defekte)
ait histolojik kesit; Ob: Osteoblast Oc: Osteoklast v:Ven (x10 ve HE)

Resim 37. D grubunun 2.9.t 6rnegine (Grup 2, sadece TZF uygulanan defekte) ait
histolojik kesit; Ob: Osteoblast Oc: Osteoklast v:Ven (x10 ve HE)
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3.8 Iistatistik

Arastirmada istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social
Sciences, Chicago IL, ABD) 16.0 yazilim paket programi kullanilarak yapildu.

Calismada iizerinde durulan parametrelerden elde edilmis olan osteoblast ve
osteoklast sayilar1 transforme edildikten sonra yeni kemik olusum alani ile birlikte bu
3 parametreye, parametrik testlerin on sartlarindan olan normal dagilima uyum
sartinin saglanip saglanmadigi Anderson-Darling testi uygulanarak bakilmistir. Yine
parametrik testlerin en 6nemli sartlarindan biri olan varyans kovaryans matrisinin
homojenligi 6n sartinin saglanip saglanamadigi da Box’s M testi ile irdelenmistir.
Parametrik testlerin 6n sartlar1 saglandigi i¢in c¢alismada {izerinde durulan
parametreler bakimindan elde edilen rakamlar faktoriyel diizende tekrarlanan
Olciimlii varyans analizi teknigi ile analiz edilmistir. Calismada osteoblast ve
osteoklast oOzellikleri karakok transformasyonuna tabi tutularak analize dahil
edilmistir. Grup parametresinin Grup 1 ve Grup 2 olmak {lizere 2 seviyesi, defekt
faktoriiniin de A-B-C-D olmak lizere 4 seviyesi mevcuttur. Tekrarlanan 6l¢iimler
defekt parametresinin seviyelerinde gergeklestirilmigtir. Ortamlar arasindaki
farkliliklarin  belirlenmesinde ¢oklu karsilastirma yontemlerinden Tukey testi

uygulanmigtir.
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4. BULGULAR

4.1 Calisma Gruplan

Aragtirmaya dahil edilen 24 adet deney tavsaninin 1 adedi fungal enfeksiyona
bagl olarak, 3 adedi postoperatif tibia fraktiiri nedeni ile, 3 adedi ise histolojik kesit
alma islemi sirasinda defekt bolgesinden uygun kesit alinamamasi nedeni ile ¢alisma
dis1 birakilmistir. Operasyon sonrasinda ve sakrifikasyon islemine kadar higbir
denekte osteomiyelit, abse formasyonu, yara yiizeyinde agilma goériilmemistir (Tablo
4). Grup 1’de, dokuz (9), Grup 2’de, sekiz (8) deney hayvani olmak tizere toplamda
onyedi (17) deney hayvani yani otuzdort (34) tibia ¢alismaya dahil edilmistir. Grup
1’deki denekler, operasyonlari takiben 1. ay (30. giin) sonunda, Grup 2’deki denekler

ise operasyonlari takiben 2. ay (60. giin) sonunda sakrifiye edilmislerdir.

Tablo 4. Caligma dis1 birakilan tavsanlar ve tibialarin gruplara gore dagilimi (Deney

hayvani ve tibia sayisi (n))

Enfeksiyona Tibia Histolojik Cahsmaya  Toplam
Bagh Fraktiirii Kesit Alma Dabhil Tibia
Calisma Olusan Sirasinda Edilen Sayisi
Dis1 Denek Olusan Denek
Birakilan Sayis1 Problemler Sayis1
Deney Nedeniyle
Hayvanlarn
Grup 1 1 1 1 9 18
Grup 2 - 2 2 8 16
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Calismamizda, Grup 1 ve Grup 2 olarak adlandirilan her bir ana grup 4 alt
gruba ayrilmaktadir. Her 2 grupta daha oncede belirtildigi gibi bu gruplar soyledir
(Tablo 5).

A grubu: Sag tibiadaki ilk defekte sadece partikiil haline getirilmis otojen kemik
grefti uygulandi.

B grubu: Sag tibiadaki ikinci defekt kontrol grubu olarak bos birakildi.

C grubu: Sol tibiadaki ilk defekte partikiil haline getirilmis otojen greft ve TZF
karistirilarak birlikte uygulandi.

D grubu: Sol tibiadaki ikinci defekte sadece TZF greft materyali olarak uygulandi.

Tablo 5. Gruplar, Alt Gruplar, Ornek Numaralar

Ana Grup 1 Grup 2
Gruplar  Postoperatif iyilesme donemi Postoperatif iyilesme donemi
30 giin 60 giin
Alt A B C D A B C D
Gruplar  Otojen  Bos TZF+ TZF Otojen  Bos TZF+ TZF
Greft (b) Otojen (1) Greft (b) Otojen ®
(0) Greft (0) Greft
(to) (to)
11.0 1.1b 1.1.to 1.1t 2.1.0 2.1b 2.1.t0 2.1t
1.2.0 1.2.b 1.2.to 1.2t 2.2.0 2.2.b 2.2.10 2.2t
1.3.0 1.3.b 1.3.to 1.3t 2.3.0 2.3.b 2.3.to 2.3t
l4.0 14.b 1.4.t0 14t 2.4.0 2.4.b 2.4.10 2.41
Ornek 15.0 15D 1.5.to 15t 2.5.0 25.b 2.5.t0 2.5
No 1.6.0 1.6.b 1.6.to 1.6.t 2.6.0 2.6.b 2.6.to 2.6.t
1.7.0 1.7.b 1.7.to 1.7t 2.7.0 2.7.b 2.7.to 2.7
1.8.0 1.8.b 1.8.to 1.8t 2.8.0 2.8.b 2.8.to 2.8t
1.9.0 1.9.b 1.9.to 1.9t 2.9.0 2.9.b 2.9.to 2.9t

1100 1.10b 1.10t0 1.1t 2.100 2.10.b 2.10.to 2.10.t
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Ana gruplar ve alt gruplar arasinda sayica fazla 6rnek oldugundan karisiklig
onlemek ve kolay anlasilabilirligi saglamak amaciyla Ornekler sirasiyla iyilesme
siiresi, deney hayvani numarasit ve defekte uygulanan materyale gore su sekilde

numaralandirilmistir (Sekil 4 ve 5).

Sag Tibia Sol Tibia
Otojen Kemik ¢ o @ ——>  TZF+Otojen
Grefti (0) Kemik Grefti (to)
Bos (b) «—O0 o—> TZF (1)

Sekil 4. Her bir deney hayvaninin sag ve sol tibiasinda ayr1 ayr1 olusturulan deneysel

defektler ve bu defektlere uygulanan materyaller

1.1.to 2.3.b
<N 7N

Iyilesme TZF+Otojen fyilesme Bos
stiresi 1 ay 1 no’lu kemik grefti siiresi 2 ay 3no’lu
deney deney
hayvani hayvam

Sekil 5. Orneklerin numaralandiriimasi
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4.2 Histomorfometrik Bulgular

Her olguda 562375,2 pmz’lik alandaki osteoblast ve osteoklastlar isaretlenerek
Clemex Vision Lite 3.5 Image Analysis sistemi ile otomatik olarak saydirildi. Yeni
kemik olusum alanlar1 da ayn1 birim alanda hesapland1 (Tablo 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13).

Tablo 6. Grup 1, A defekti, 9 deney hayvani osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni

kemik olusum alan1 degerlerinin histomorfometrik degerlendirmesi

Grup A Osteoblast Osteoklast Yeni kemik olusum alani
Ornek No. Sayisi Sayisi (nm®)

1.1.0 24 2 251263,1
1.2.0 23 7 348124,0
1.3.0 42 8 281172,2
1.4.0 14 4 189717,2
15.0 24 3 311526,5
1.6.0 21 5 310921,8
1.7.0 21 3 293770,9
1.8.0 - - -

1.9.0 19 3 181986,1
1.10.0 24 2 225173,6

Tablo 7. Grup 1, B defekti, 9 deney hayvani osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni

kemik olusum alan1 degerlerinin histomorfometrik degerlendirmesi

Grup B Osteoblast Osteoklast Yeni kemik olusum alani
Ornek No. Sayisi Sayisi (nm?)

1.1b 25 2 339536,7
1.2.b 21 3 377672,0
1.3b 29 5 138951,8
1.4.b 25 9 178726,6
15b 37 4 1951445
1.6.b 20 4 339920,8
1.7.b 31 4 272884,0
1.8.b - - -

1.9.b 27 5 336181,7
1.10.b 24 3 192273,8
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Tablo 8. Grup 1, C defekti, 9 deney hayvani osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni

kemik olusum alan1 degerlerinin histomorfometrik degerlendirmesi

GrupC Osteoblast Osteoklast Yeni kemik olusum alani
Ornek No. Sayisi Sayisi (um?)

1.1.to 30 0 264772,7
1.2.to 49 2 368260,2
1.3.to 62 5 342670,1
1.4.to 55 1 312604,6
1.5.to 46 4 358775,4
1.6.to 39 0 292883,0
1.7.t0 40 3 378450,6
1.8.to - - -

1.9.to 42 0 397477,2
1.10.to 40 3 407344,7

Tablo 9. Grup 1, D defekti, 9 deney hayvani osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni

kemik olusum alan1 degerlerinin histomorfometrik degerlendirmesi

Grup D Osteoblast Osteoklast Yeni kemik olusum alani
Ornek No. Sayisi Sayisi (nm?)

1.1t 41 3 245588,7
1.2t 43 2 341571,4
1.3t 54 3 362618,9
141 64 1 303977,6
15t 52 0 408522,2
1.6.t 49 0 321260,6
1.7t 59 1 360678,8
1.8t - - -

19t 50 3 370417,4
1.10.t 41 3 245588,7
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Tablo 10. Grup 2, A defekti, 8 deney hayvani osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni

kemik olusum alan1 degerlerinin histomorfometrik degerlendirmesi

Grup A Osteoblast Osteoklast Yeni kemik olusum alam (umz)
Ornek No. Sayisi Sayisi

2.1.0 = - -

2.2.0 39 2 293770,9
2.3.0 21 3 172592,8
24.0 45 2 318301,7
2.5.0 32 1 225143,8
2.6.0 26 3 311948,1
2.7.0 36 3 312604,6
2.8.0 38 3 344636,4
2.9.0 25 2 265101,3
2.10.0 = - -

Tablo 11. Grup 2, B defekti, 8 deney hayvani osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni

kemik olusum alan1 degerlerinin histomorfometrik degerlendirmesi

Grup B Osteoblast Osteoklast Yeni kemik olusum alanm (umz)
Ornek No. Sayis1 Sayis1

2.1.b - - -

2.2b 54 0 336181,7
2.3.b 22 3 301221,7
2.4.b 35 2 236968,2
2.5.b 20 1 258772,2
2.6.b 38 5 344636,5
2.7b 42 1 321260,6
2.8.b 33 2 203065,3
2.9.b 29 2 265949,1
2.10.b = - -
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Tablo 12. Grup 2, C defekti, 8 deney hayvani osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni

kemik olusum alan1 degerlerinin histomorfometrik degerlendirmesi

Grup C
Ornek No.
2.1.to
2.2.to
2.3.to
2.4.t0
2.5.t0
2.6.to
2.7.to
2.8.to
2.9.to

2.10.to

Osteoblast
Sayisi

44
49
26
53
61
46
37
37

Osteoklast
Sayisi

P OORFRPMNODNEBE

Yeni kemik olusum alam

(nm°)

378186,5
336314,2
282778,1
399631,3
318315,5
378186,5
360825,5
478094,0

Tablo 13. Grup 2, D defekti, 8 deney hayvani osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni

kemik olusum alan1 degerlerinin histomorfometrik degerlendirmesi

Grup D
Ornek No.
2.1t
2.2.t
2.3t
241
2.5t
2.6.t
2.7t
2.8t
2.9t
2.10.t

Osteoblast
Sayisi

56
52
43
41
58
52
35
30

Osteoklast
Sayisi

PNOPFP,POPRFL P+~ O

Yeni kemik olusum alani

(um°)

407344,7
278225,2
333733,6
324250,4
3721429
446170,0
2994009,2
302059,7
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4.3 Istatistiksel Bulgular

Ana gruplar ve alt gruplar arasinda osteblast sayisi, osteoklast sayis1 ve yeni

kemik olugsum alani karsilastirmasinda Tukey testi bulgular1 soyledir.

431 Ana Gruplar ve Alt Gruplar Arasinda Osteblast Sayisi
Karsilastirmasinda Tukey Testi Bulgular:

Osteoblast sayisi bakimindan elde edilen verilere yapilan varyans analizi
sonucunda, “defekt x grup” interaksiyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Bunun anlami; defekt parametresinin seviye ortalamalari arasindaki
farklarin Grup 1°de baska Grup 2’de baska oldugudur. Baska bir deyisle gruplar
arasindaki farkliligin defektten defekte sabit kalmayip degistigidir. Nitekim bu
durum Tukey testi sonuglarinda da bu esasa gore yapilarak Tablo 14, 21, 22, 23, 28
ve 29’da degerlerin hemen yan tarafinda italik latin harfleriyle gosterilmistir. Buna
gore; tablolarda degerlerin yaninda yer alan biiyiik harfler (6rn: 23,56 Bb), defektler
arasinda (sagdan-sola) istatistiksel farkliligi, kiigiik harfler ise gruplar arasindaki
(yukaridan asagiya) istatistiksel farkliligi gostermektedir. Bu durum asagida ornekler

ile gosterilmistir.

Ornek 1:
A B
(Otojen) (Bos)
32,75 Ca 34,13 BCa
L [statistiksel olarak
8 . anlaml farklilik
Ornek 2: Joktur.
A
(Otojen)

[statistiksel olarak

23,56 Bb — anlamh farklilik
32,75 Co m— vardir.
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Tablo 14. Ana Gruplar ve Alt Gruplar Arasinda Osteblast Sayisi

Osteoblast A B C D ?;Sﬁ:
Sayis1  (Otojen) (Bos) (TZF+Otojen) (TZF) Defektler)
Grupl 2356Bb 26,56 Ba 44,78 Aa 50,78 Aa 36,42
Grup2 32,75Ca 34,13BCa 44,13 ABa 45,88 Aa 39,22
Genel 27,88 30,12 44,47 48,47

Grup 1°de osteoblast sayilart bakimindan A ve B grubu ile C ve D gruplar
kendi aralarinda anlamli farklilik gostermezken A ve C, Ave D, Bve C,Bve D
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05).

Grup 2’de osteoblast sayilart bakimindan A ve B grubu, B ve C grubu ile C ve
D gruplar1 kendi aralarinda anlamli farklilik géstermezken A ve C, A ve D, B ve D
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05).

A grubunun osteoblast sayisi, Grup 1 ve Grup 2 arasinda istatistiksel olarak
anlamli iken B, C, D gruplarinin osteoblast sayilart Grup 1 ve Grup 2 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemistir (p<0.05).

Detayli agiklayacak olursak; osteoblast sayisi, tim defektler igin 1. ay
(36,42+£2,31) ve 2. ay (39,2242,00) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p<0.05).

Caligmamizda, 1. ay grubunda osteoblast sayisi bakimindan otojen greft
(23,56+2,54) uygulanan defekt ile bos defekt (26,56+1,75) arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmamistir. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt
(44,78+3,17) ile sadece TZF uygulanan defekt (50,78+2,49) arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik bulunmamaistir. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt
(44,78+3,17) ile bos birakilan defekt (26,56+1,75) arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklhilik bulunmustur. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt
(44,78+£3,17) ile sadece otojen greft uygulanan defekt (23,56+2,54) arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt
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(50,784+2,49) ile bos birakilan defekt (26,56+1,75) arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt (50,78+2,49) ile sadece
otojen greft uygulanan defekt (23,56+2,54) arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmustur (p<0.05).

Calismamizda, 2. ay grubunda osteoblast sayist bakimindan otojen greft
uygulanan defekt (32,7542,90) ile bos birakilan defekt (34,13+3,89) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir. TZF ile birlikte otojen greft
uygulanan defekt (44,13+3,83) ile sadece TZF uygulanan defekt (45,88+3,60)
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir. TZF ile birlikte otojen
greft uygulanan defekt (44,13+3,83) ile bos birakilan defekt (34,13+3,89) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir ancak istatistiksel olarak farklilik
olmasa da TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defektin (44,13+3,83) osteoblast
sayisinin bos defekte gore (34,13+3,89) sayica fazla goriilmektedir. TZF ile birlikte
otojen greft uygulanan defekt (44,13+3,83) ile sadece otojen greft uygulanan defekt
(32,754£2,90) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF
uygulanan defekt (45,88+3,60) ile bos birakilan defekt (34,13+£3,89) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt
(45,88+3,60) ile sadece otojen greft uygulanan defekt (32,7542,90) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.05).

Ana gruplar ve alt gruplar arasi osteoblast sayist tanitict istatistik degerleri
Tablo 15, 16, 17, 18, 19, 20°de gdsterilmistir.

Tablo 15. Alt Gruplar Arasinda Osteoblast Sayis1 Tanitici Istatistik Degerleri

Osteoblast Toplam
Sayis1 Hayvan Ortalama
Defekt  Sayis1

Standart Standart

Hata Sapma Minimum Maksimum

A 17 27,88 2,18 9,00 14,00 45,00
B 17 30,12 2,19 9,05 20,00 54,00
C 17 44,47 2,39 9,84 26,00 62,00
D 17 48,47 2,17 8,93 30,00 64,00
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Tablo 16. Ana Gruplar Arasinda Osteoblast Sayis1 Tanitici Istatistik Degerleri

Osteoblast Toplam Ortalama Standart Standart Minimum Maksimum

Sayis1 Defekt Hata  Sapma

Genel Sayisi
Grup 1 36 36,42 2,31 13,84 14,00 64,00
Grup 2 32 39,22 2,00 11,30 20,00 61,00

Tablo 17. Grup 1 ve Grup 2 A Defektinin Osteoblast Sayisi

el Standart Standart - .
Sayis1 N Ortalama Minimum  Maksimum
Hata Sapma

Defekt A
Grupl 9 23,56 2,54 7,63 14,00 42,00
Grup2 8 32,75 2,90 8,21 21,00 45,00

Tablo 18. Grup 1 ve Grup 2 B Defektinin Osteoblast Sayisi

Osteoblast
Sayim1 N Ortalama SRR | ST Minimum  Maksimum
Hata Sapma

Defekt B
Grupl 9 26,56 1,75 5,25 20,00 37,00
Grup2 8 34,13 3,89 11,00 20,00 54,00

Tablo 19. Grup 1 ve Grup 2 C Defektinin Osteoblast Sayisi

Osteoblast N Ortalama Standart Standart Minimum Maksimum

Sayisi Hata Sapma
Defekt C
Grupl 9 44,78 3,17 9,52 30,00 62,00
Grup2 8 44,13 3,83 10,83 26,00 61,00

Tablo 20. Grup 1 ve Grup 2 D Defektinin Osteoblast Sayisi

Osteoblast Standart Standart - .
Sayist N  Ortalama Minimum  Maksimum
Hata Sapma

Defekt D
Grupl 9 50,78 2,49 7,48 41,00 64,00
Grup2 8 45 88 3,60 10,19 30,00 58,00

74



432 Ana Gruplar ve Alt Gruplar Arasinda Osteklast Sayisi
Karsilastirmasinda Tukey Testi Bulgular:

Osteoklast sayist bakimindan, elde edilen verilere yapilan varyans analizi
sonucunda “defekt x grup” interaksiyonu istatistiksel olarak onemli degildir. Defekt
parametresinin seviye ortalamalari arasindaki farkliliklar ise istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.01). Tukey testi sonuglari Tablo 21°de ortalama degerler tizerinde

gosterilmistir.

Tablo 21. Ana Gruplar ve Alt Gruplar Arasinda Osteklast Sayisi

Genel

Osteoklast Sayisi A B C D (Tiim
(Otojen) (Bos) (TZF+Otojen)  (TZF) pefektler)

Grup 1 4111 4,333 2,000 1,556 3,000 a

Grup 2 2,375 2,000 0,875 0,750 1,500 b

Genel 3,294 a 3,235a 1,471 Db 1,176 b

Tiim alt gruplarin osteoklast sayilar1 degerlendirildiginde Grup 1 ve Grup 2
arasinda anlamli farklilik bulunmustur. Bu durum tiim defektlerde benzer sekilde
gorillmektedir (p<0.01).

Grup 1 ve Grup 2’nin her ikisinde de A ve B ile C ve D grubunun osteoklast
sayilar1 kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli degil iken A ve C, A ve D, B ve
C, B ve D gruplarinin aralarinda osteoklast sayilar1 bakimindan istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmustur (p<0.01).

Detayli agiklayacak olursak; osteoklast sayisi, tiim defektler icin 1. ay
(3,00+£0,361) ve 2. ay (1,500+0,211) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Calismamizda, 1.ay grubunda otojen greft uygulanan defekt (4,111+0,716) ile
bos defekt (4,333+0,667) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamastir.
TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt (2,000+0,624) ile sadece TZF
uygulanan defekt (1,556+0,412) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
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bulunmamistir. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt (2,000+0,624) ile bos
birakilan defekt (4,333+0,667) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmasa da TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defektin (2,000+0,624)
ostaeoklast sayisinin bos defekte (4,333+0,667) gore sayica az oldugu goriilmektedir.
TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt (2,000+0,624) ile sadece otojen greft
(4,111£0,716) uygulanan defekt arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt (1,556+0,412) ile bos birakilan defekt
(4,333+0,667) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF
uygulanan defekt (1,556+0,412) ile sadece otojen greft uygulanan defekt
(4,111+0,716) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.01).
Calismamizda, 2. ay grubunda otojen greft uygulanan defekt (2,375+0,263) ile
bos defekt (2,000+0,535) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir.
TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt (0,8754+0,295) ile sadece TZF
uygulanan defekt (0,750+0,250) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt (0,875+0,295) ile bos
birakilan defekt (2,000+0,535) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmasa da TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defektin (0,875+0,295)
ostaeoklast sayisinin bos defekte (2,000+0,535) gore sayica az oldugu goriilmektedir.
TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt (0,875+0,295) ile sadece otojen greft
(2,375+0,263) uygulanan defekt arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt (0,750+0,250) ile bos birakilan defekt
(2,000+0,535) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF
uygulanan defekt (0,7504+0,250) ile sadece otojen greft uygulanan defekt
(2,375+0,263) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.01).
Ana gruplar ve alt gruplar arasi osteoklast sayisi tanitici istatistik degerleri

Tablo 22, 23, 24, 25, 26, 27°de gosterilmistir.
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Tablo 22. Alt Gruplar Arasinda Osteoklast Sayis1 Karsilastirmasinda Tukey Testi

Sonuglart

Osteoklast Toplam

ndart Standart . . .
Sayist ayvan Ortalama Sta Minimum Maksimum

Hata  Sapma
Defekt ~ Sayst

A 17 3,294 a 0,444 1,829 1,000 1,000
B 17 3,235a 0,511 2,107 0,000 9,000
C 17 1,471b 0,375 1,546 0,000 5,000
D 17 1,176 b 0,261 1,074 0,000 3,000

Tablo 23. Ana Gruplar Arasinda Osteoklast Sayis1 Karsilastirmasinda Tukey Testi
Sonuglari

Osteoklast |
m
g Standart Standart

Sayist  pefekt  Ortalama Minimum Maksimum
Hata  Sapma

Genel Sayisi
Grup 1 36 3,000 a 0,361 2,165 0,000 9,000
Grup 2 32 1,500 b 0,211 1,191 0,000 5,000

Tablo 24. Grup 1 ve Grup 2 A Defektinin Osteoklast Sayisi

Osteoklast
Sayst N Ortalama e Minimum  Maksimum
Hata Sapma
Defekt A
Grupl 9 4111 0,716 2,147 2,000 8,000
Grup2 8 2,375 0,263 0,744 1,000 3,000
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Tablo 25. Grup 1 ve Grup 2 B Defektinin Osteoklast Sayisi

Osteoklast
Sayist N Ortalama SIEMEERE | SR Minimum  Maksimum
Hata Sapma
Defekt B
Grupl 9 4,333 0,667 2,000 2,000 9,000
Grup2 8 2,000 0,535 1,512 0,000 5,000
Tablo 26. Grup 1 ve Grup 2 C Defektinin Osteoklast Sayisi
Osteoklast
Sayisl N Ortalama SIEMRELT | SR Minimum  Maksimum
Hata Sapma
Defekt C
Grupl 9 2,000 0,624 1,871 0,000 5,000
Grup2 8 0,875 0,295 0,835 0,000 2,000
Tablo 27. Grup 1 ve Grup 2 D Defektinin Osteoklast Sayisi
Osteoklast
Sayist N Ortalama SIEMEECE | SEmAErT Minimum  Maksimum
Hata Sapma
Defekt D
Grupl 9 1,556 0,412 1,236 0,000 3,000
Grup2 8 0,750 0,250 0,707 0,000 2,000
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4.3.3 Ana Gruplar ve Alt Gruplar Arasinda Yeni Kemik Olusum Alani
Karsilastirmasinda Tukey Testi Bulgular:

Yeni kemik olusum alani bakimindan, elde edilen verilere yapilan varyans
analizi sonucunda “defekt x grup” interaksiyonu ve gruplarin ortalamalari arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamli degildir. Fakat defektlerin seviye ortalamalari
arasindaki farklar istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.01). Tukey testi

sonuglar1 Tablo 28’de ortalama degerler tizerinde gosterilmistir.

Tablo 28. Ana Gruplar ve Alt Gruplar Arasinda Yeni Kemik Olusum Alani

A s c o o

Aslam (Otojen) (Bos) (TZF+Otojen) (UFZT) [ o

Grup 1 265962 263477 347027 334436 302725

Grup 2 280512 283507 366541 345417 318994
Genel 272809 B 272903 B 356210 A 339603 A

Tiim alt gruplarin yeni kemik olusum alanlar1 degerlendirildiginde Grup 1 ve
Grup 2 arasinda anlamli farklilik bulunmamustir (p<0.01). Bu durum tiim defektlerde
benzer sekilde goriilmektedir.

Grup 1 ve Grup 2’nin her ikisinde de A ve B ile C ve D grubunun yeni kemik
olusum alanlar1 kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli degil iken A ve C, A ve
D, B ve C, B ve D gruplarinin aralarinda yeni kemik olusumu bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.01).

Detayli agiklayacak olursak; yeni kemik olusum alani, tiim defektler i¢in 1. ay
(302725£11930) ve 2. ay (318994+11621) gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir.

Calismamizda, 1.ay grubunda, otojen greft uygulanan defekt (265962+19220)
ile bos birakilan defekt (263477+29456) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt (347027+16099) ile
sadece TZF uygulanan defekt (334436+16178) arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliik  bulunmamistir. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt
(347027£16099) ile bos birakilan defekt (263477+29456) arasinda istatistiksel olarak
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anlamli farklilikk bulunmustur. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt
(347027£16099) ile sadece otojen greft uygulanan defekt (265962+19220) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt
(334436+16178) ile bos birakilan defekt (263477+29456) arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt (334436+16178) ile
sadece otojen greft uygulanan defekt (265962+19220) arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur (p<0.01).

Calismamizda, 2.ay grubunda, otojen greft uygulanan defekt (280512+20126)
ile bos birakilan defekt (283507+17832) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt (366541+20744) ile
sadece TZF uygulanan defekt (345417+20614) arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliik  bulunmamustir. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt
(345417420614) ile bos birakilan defekt (283507+17832) arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur. TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defekt
(366541+20744) ile sadece otojen greft uygulanan defekt (280512+20126) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt
(345417+20614) ile bos birakilan defekt (283507+17832) arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur. Sadece TZF uygulanan defekt (345417+20614) ile
sadece otojen greft uygulanan defekt (280512+20126) arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 farklilik bulunmustur (p<0.01).

Ana gruplar ve alt gruplar aras1 yeni kemik olusum alani tanitici istatistik

degerleri Tablo 29, 30, 31, 32, 33, 34’te gosterilmistir.
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Tablo 29. Alt Gruplar Arasinda Yeni Kemik Olusum Alani Karsilastirmasinda Tukey

Testi Sonuglar

Yeni
Kemik
Olusum
Alani
Tiim

Defekt

A

B
C
D

Toplam
Hayvan
Sayisi

17
17
17

17

Ortalama

272809 B
272903 B
356210 A

339603 A

Standart Standart

Hata

13582
17361
12772

12596

Sapma

56001
71580
52662

51933

Minimum Maksimum

172593
138952
264773

245589

348124
377672
478094

446170

Tablo 30. Ana Gruplar Arasinda Yeni Kemik Olusum Alani Tamitici Istatistik

Degerleri
Yeni
Kemik Toplam
Olusum Defekt Ortalama R R Minimum Maksimum
Hata  Sapma
Alam Sayisi
Genel
Grup 1 36 302725 11930 71578 138952 408522
Grup 2 32 318994 11621 65741 172593 478094

81



Tablo 31. Grup 1 ve Grup 2 A Defektinin Yeni Kemik Olusum Alani

Yeni
Kemik
Olusum  ortalama STEMEET | S Minimum  Maksimum
Alam Hata Sapma
Defekt A
Grupl 9 265962 19220 57660 181986 348124
Grup2 8 280512 20126 56926 172593 344636

Tablo 32. Grup 1 ve Grup 2 B Defektinin Yeni Kemik Olusum Alan1

Yeni
Kemik
Olusum  ortalama SRR | S Minimum  Maksimum
Alam Hata Sapma
Defekt B
Grupl 9 263477 29456 88369 138952 377672
Grup2 8 283507 17832 50437 203065 344637

Tablo 33. Grup 1 ve Grup 2 C Defektinin Yeni Kemik Olusum Alan1

Yeni
Kemik
Olusum N Ortalama SNSRI | Sl Minimum  Maksimum
Alam Hata Sapma
Defekt C
Grup 1 9 347027 16099 48297 264773 407345
Grup 2 8 366541 20744 58674 282778 478094
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Tablo 34. Grup 1 ve Grup 2 D Defektinin Yeni Kemik Olusum Alani

Yeni

Kemik

Olusum |\ Qpggjama  Stondart  Standart . o
Alam Hata Sapma

Defekt D

Grup 1 9 334436 16178 48535 245589

Grup 2 8 345417 20614 58305 278225

Maksimum

408522

446170
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5. TARTISMA

Oral ve maksillofasiyal cerrahi ile ilgilenen arastirmacilar siirekli olarak kemik
greftleme tekniklerini gelistirmek i¢in ¢alismalar yapmaktadir. Daha hizli olgunlasan
ve daha yogun kemik ile iyilesmeyi saglayacak yontemlerin gelistirilmesinin yanisira
kemik defektlerinin kendiliginden ya da kemik grefti ve kemik benzeri alloplastik
maddelerin daha az komplikasyonla kemik ile biitlinlesmesine yardimci olacak
yontemler {izerinde ¢alismaktadirlar (Raghoebar 2005).

Kemik metabolizmasinin bazi kimyasal, elektriksel ve mekanik uyarilarca
diizenlendigi, kemik iyilesmesi sirasinda trombosit, makrofaj ve fibroblastlardan bazi
polipeptid biiylime faktorlerinin salgilandigi bilinmektedir. Bu proteinler kemik
iyilesmesi sirasindaki karmasik prosesi diizenleyerek migrasyon, proliferasyon ve
diferansiasyon ile rezorpsiyon arasindaki hassas dengeyi saglamaktadirlar. Bugiine
kadar yapilan ¢alismalarda, kemik iyilesmesinde rol alan birgok kemik uyarici faktor
tanimlanmistir. Son yillarda rekombinant teknolojinin gelismesi, bu yolla elde edilen
bliylime faktorlerinin kemik iyilesmesi {izerine etkilerinin daha 1iyi ortaya
konulmasina yardimci olmustur. Calismalar en ¢ok doniistiiriicii biiyiime faktori
(TGF) ailesinden olan kemik morfojenik proteinler (BMP) iizerine yogunlagmis
olmakla birlikte, kemik iyilesmesindeki etkisi ortaya konulan diger biiyiime
faktorleri TGF-f, PDGF, FGF, VEGF ve IGF’diir. Bunlarin deneysel ¢alismalarla
kemik iyilesmesi lizerine etkinligi gosterilmistir. Bazilarinin smirlt da olsa klinik
uygulamasi yapilmasina ragmen, rutin klinik kullanima girmeleri mevcut kosullarda
maliyetinden dolay1 ¢ok zordur (Boden 1999, Khan et al., 2000, Mathes 2006).

Trombositten zengin fibrin (TZF) ise kan kaynakli maddelerin yeni nesil
rtiniidiir. Transplante edilebilen doku tipleri icerisinde yeniden yapilanma ve yer
degistirme olaylarinin rol aldig1 kemik dokusu en sik kullanilan dokudur. Transplante
edilen dokunun osteojenik, otojenik kalite ve kantitesi ¢cok dnemlidir. TZF, bireyin
kendisinden elde edildigi i¢in otolog 6zellik gosterirken igerigindeki fibrin sayesinde
immiin kontrolii saglamakta ve kok hiicreleri indiikleyip yiiksek kalite yara
iyilesmesi ve anjiyogenez saglamaktadir. Kolay elde edilmesi, yiiksek miktarda

bliylime faktorleri ve sitokinler igermesi, iceriginin herhangi bir biyokimyasal
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islemle degistirilmemesi dolayisiyla yabanci doku reaksiyonu geligtirmemesi ve
maliyetinin az olmasi1 TZF’in 6nemli avantajlarindandir (Dohan et al., 2010).

Greft materyali se¢iminde, alici1 kemik yatagi 6zellikleri, greft malzemesinin
osteojenik, osteokondiiktif, osteoindiiktif potansiyelleri ve hastanin genel saglik
durumu gibi pek ¢ok faktér géz Oniinde bulundurulmalidir. Otojen kemik greft
materyali kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda osteoindiiktif, osteokondiiktif ve
osteojenik etkileri nedeni ile oncelikli olarak tercih edilmektedir (Lundgren et al.,
1997).

Kemik grefti, uygulanacagi bolgeye blok ya da partikiil formda
yerlestirilebilmektedir. Blok kemik greftleri yapisal biitiinliiklerinin iyi olmasi,
stabilizasyon saglamalar1 ve korteks yapisinin greftleme sonrasi gelisecek
rezorbsiyona karsi koymasi ile One ¢ikmaktadir (Lundgren et al., 1997). Bu
avantajlarina ragmen blok kemik greftlerinin igerisinde yeni kan damari olusum hizi
partikiil kemik greftlerine gore daha yavastir. Bu nedenle partikiil kemik greftleri
blok kemik greftlerine gore daha hizli olgunlasmaktadir (Garg 2004, Felice et al.,
2009). Calismamizda bu hizli olgunlasma 6zelliginden yararlanmak icin trefin frezler
yardimi ile toplanan blok kemik greftleri, kemik oOgiitiicii ile partikiil haline
getirilmistir. Her bir denekte olusturulan dort adet kemik defektine, yalniz partikiil
otojen greft, TZF ile birlikte partikiil otojen greft ve yalmiz TZF uygulamasi
yapilmus, bir defekt ise kontrol grubu olmak iizere bos birakilmistir. Boylece essiz
fibrin mimarisi ve igerdigi biiylime faktorleri sayesinde kemik iyilesmesi lizerinde
hizlandiric1 etkileri oldugu bilinen trombositten zengin fibrin (TZF) ile partikiil
otojen kemik greftinin birlikte kullaniminin kemik defektlerinin iyilesmesi lizerine
etkileri histolojik olarak incelenmistir.

Deneklerin her iki tibia kemigi kullanilarak deney ve kontrol grubu aym
hayvanda olusturulmustur. Boylelikle deney ve kontrol grubunun ayni hayvan
tizerinde olusturularak, deney hayvam farkliligindan kaynaklanacak olumsuzluklarin
oniine gecilmesi planlanmigtir. Develioglu et al. (2005) ¢alismalarinda ayni1 hayvanda
olusturulan deney ve kontrol gruplarinin hayvan farkliligindan dogabilecek
degisiklikleri elimine ettigini bildirmistir. Calismamizla benzer olarak Stubbs et al.
(2004), Walsh et al. (2008), Lee et al. (2011), tavsan tibialarinda yaptiklari
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calismalarda her iki tibia kemigi iizerinde defektler olustururarak deney ve kontrol
gruplarii ayni deney hayvani tizerinde olusturmuslardir.

Deneysel olarak hazirlanan kemik defektlerinin kritik boyutlarda olusturulmasi
onemlidir. Kritik boyutta defekt, yasam boyu kendiliginden iyilesemeyecek en kiiclik
boyuttaki defek olarak tanimlanmistir (Schmitz et al., 1986). Her deney hayvani igin
bu boyut degismektedir. Dodde et al. (2000), Jan et al. (2006), Moghadam et al.
(2004), tavsan kalvaryumunda yaptiklar1 ¢alismalarda kritik boyutta defektler i¢in 15
mm capli defektlerin olusturulmasi konusunda goriis belirtirlerken tavsan tibialari
icin bu boyutun 2-8 mm oldugunu belirten ¢aligmalar bulunmaktadir. Tavsanlarin
anatomik farkliliklar1 g6z oniine alindiginda bu beklenen bir durumdur (Greiff 1979,
Cacchioli et al., 2006). Walsh et al. (2003), Guehennec et al. (2005) yaptiklari
calismalarda agirlign 3-3,5 kg olan bir tavsan icin tibianin ortalama 8 mm
genisliginde oldugunu bildirmislerdir. Caligmamizda tibianin diyafiz bolgesi
operasyon sahasi olarak belirlenerek ortalama diyafiz ¢aplar1 6-7 mm olan tibialarin
yarisi ¢apinda kritik boyutta defektler planlanmistir. Tavsan tibialarinda toplam dort
adet defekt olusturulmasi ve defektler sebebiyle tibianin yeterli mekanik direnci
saglayamayip kirilmasinin oniine gecilmesi amaciyla her deney hayvaninda iki tibia
tizerinde ikiser adet defekt olusturulmus ve 3-4 mm capinda defektler hazirlanmasi
uygun bulunarak 3,3 mm’lik trefin frez ile deneysel defektler olusturulmustur.
Defektler arasi mesafenin 3 mm’den fazla olmasina dikkat edilmistir.

Calismamizda iyilesme siiresi boyunca tavsanlarda tibia fraktiirii olusmamistir.
Ancak antibiyotik uygulanmasi sirasinda ayak tirnaklarinin kafese takilmasi sonucu
tibia fraktiirii olusan 3 adet deney hayvanmi galisma disi1 birakilmigtir. Kahraman
(2010), tavsan tibialarina trefin frez ile defektler olusturarak yaptigi ¢alismada, 3
mm’den az mesafe birakilan tibialara binen kuvvetler karsisinda kemik direncinin
azaldiginmi ve kirik olustugunu, 3 mm ve daha fazla mesafe birakilanlarda ise kemigin
daha direncli oldugunu belirtmistir.

Kemik grefti elde edilmesinde trefin frezler; kullanim kolayligi saglamasi,
komplikasyonunun az olmasi ve standart boyutta defektler olusturabilmesi nedeni ile
tercih edilmektedir. Trefin frez kullanilarak mandibular simfiz, mandibular ramus,
maksiller tiiber bolgesi ve iliak kemikten otojen kemik grefti toplanabildigi

bilinmektedir. Cesitli ¢aligmalar sonucunda greft materyalinin trefin frez kullanilarak
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kolaylikla elde edildigi ve verici sahada az hasar olusturdugu bildirilmistir
(llankovan et al., 1998, Nkenke et al., 2001, Raghoebar et al., 2001, Dértbudak et al.,
2002, Alfaro et al., 2005). Calismamizda kullandigimiz tavsan tibialarinda deneysel
olarak yapay kemik defektlerini olusturmak ve ayni zamanda blok kemik grefti
toplamak i¢in trefin frez kullanilmigtir. Ayrica ayni trefin frez kullanilarak standart
boyutta defektlerin olusturulmasi hedeflenmistir. Calismamizda trefin  frez
kullanilarak  greft alinmasmin; kolay uygulanabilen, diisik verici saha
rahatsizliklarina neden olan, 3 boyutlu kemik rekonstriiksiyonu ve defekt
boyutlarinda standardizasyonu saglayan bir yontem oldugu sonucuna varilabilir. Bu
konudaki bulgularimiz Raghoebar et al. (2001) ve Alfaro et al. (2005)’in ¢aligma
bulgular1 ile uyumludur.

Choukroun’un TZF’i insanlar i¢in dizayn edilmistir. Dolayisiyla insan kan
hacmine ve kan basincina gore adapte edilmistir. Deney hayvanlan ile yapilan
aragtirmalarda kan alindiktan sonra vital bulgularda herhangi bir degisiklik
gbzlenmeksizin hayvanin yasamasi isteniyorsa, dolasimda bulunan toplam kan
miktarinin % 10’undan fazlasinin alinmamasi gerektigi belirtilmistir (McGuill and
Rowan 1989, Waynforth and Flecknell 1992, van Zutphen et al., 1993, Morton et al.,
1995). Toplanan kan hacminin, deney hayvanimnin total kan hacminin %15-20’sini
geg¢mesi halinde arteriyel basing ve kardiyak atimda azalma goriildiigii, alinan kan
miktar1 %30-40’a ciktiginda ise hipovolemi ve kardiyovaskiiler yetmezlik sebebiyle
hayvanin oliimiine sebep oldugu bildirilmistir (Waynforth and Flecknell 1992,
Morton et al., 1995, Issi 2008). Dohan et al. (2006d), yeterli kan alinabilmesi ve kan
alindiktan sonra hayati tehlike olusmamasi i¢in TZF’in kopek, babun, domuz, kegi,
sigir ve at gibi insanlarla benzer Olgiilerde veya daha biiyliik hayvanlarda
yapilmasinin uygun oldugunu belirtmistir. Ancak deney hayvani olarak tavsan
kullanildiginda TZF hazirlamak i¢in 6-10 ml kanin yeterli oldugunu bildiren ¢ok
sayida deneysel ¢alisma bulunmaktadir (Phurisat 2008, Jang et. al., 2010, Lee et al.,
2010, Tunal1 et al., 2012). Tavsandan daha kii¢iik deney hayvanlar lizerinde yapilan
calismalarda bu miktarda kanin alinmasi miimkiin olmamaktadir. Van Zutphen
(1993)’e gore, ortalama agirlig1 25 gr olan fare 2.6 ml, ortalama agirlig1 250 gr olan
rat 28 ml, ortalama agirlig1 4 kg olan tavsan 250 ml, ortalama agirligt 10 kg olan

kopek 850 ml kan hacmine ve ortalama agirligi 30 kg olan domuz ise 1950 ml
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ortalama kan hacmine sahiptir. Calismamizda literatiir bilgileri 1518inda, biiyiik boy
deney hayvanlar arasinda en kolay bakim, barinma ve beslenme 6zelliklerine sahip
olan Yeni Zelanda tavsani deney hayvami olarak sec¢ilmistir. Tavsanlarin vital
bulgular ile ilgili herhangi bir degisiklik olusmamasi i¢in dolasimdaki toplam kan
hacminin %10’ unu ge¢meyecek sekilde 6-8 ml kan alinmistir.

Deney hayvani olarak tavsan kullanilan arastirmalarda, kan alimi igin
intrakardiyak teknik ve santral kulak veninden kan alim teknigi tercih edilmektedir
(Graham 2006, Jang et al., 2010, Lee et al., 2010). Calismanin sonlandirilmasi ve
fazla miktarda kan alinmasi gerektigi durumlarda intrakardiyak kan alim teknigi
tercih edilir. Ancak atriyuamdan kan alindiginda perikarda kan sizmasi buna bagl
olarak kalp durmasi ve Oliim riskinden dolayr bu teknigin sakincali oldugu
bildirilmistir (Morton et al., 1995). Bu nedenle c¢alismanin sonlandirilmasi
durumunda bu teknigin kullanilmasi daha uygundur. Santral kulak veninden kan alim
teknigi ise, tavsanlarda damarlarin ve dokularin frajil bir yapida olusu ve santral
venin her zaman bulunamamasi sebebiyle kan alimini giiclestirebilir (Graham 2006).
Hem kalpten hem de kulak veninden kan alarak yaptigimiz pilot calismada
intrakardiyak kan alimi sirasinda toplanan kanin daha basingli ve hizli bir sekilde
temin edildigi saptanmistir ancak zor ve tecriibe gerektiren bir teknik olmasi
nedeniyle hayati komplikasyonlarin onlenmesi diisiiniildiigiinde deneyimli kisiler
tarafindan uygulanmasi gerekli goriilmistiir. Caligmamizda 24 adet deney hayvam
kullanilmis ve her bir deney hayvanin santral kulak veninden 6-8 ml kan alinarak
TZF olusturulmustur. Santral kulak veninden kan alinmasinin kolay bir islem oldugu,
yeterli miktarda kan alinabildigi ve alinan kanin hayvanlarda herhangi bir sistemik
sorun olusturmadig1 gézlenmistir.

Kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde cinsiyet hormonlarindan 6strojenin
onemli etkisi oldugu ve Ostrojen hormonu eksikliginde kemik 1yilesmesinin geciktigi
bilinmektedir (Kagel et al., 1995). Disi hayvanlarda kemik metabolizmasinin,
menstruel siklus doneminde cinsiyet hormonu seviyelerinden etkilendigi gz oniinde
bulundurularak deney hayvani olarak erkek Yeni Zelanda tavsani se¢ilmistir.

Tavsanlarin ¢ene ve yiiz bolgesi, cerrahi calismalar agisindan cesitli zorluklar
icermektedir. Kemikte bulunan yaranin agiz ortamiyla iliskide olmasi1 durumunda

enfeksiyon riski artmaktadir. Tavsan ¢enelerine yapilan operasyonlar sonrasinda
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enfeksiyon, agri ve cerrahi bolgeye zarar verme riski nedeni ile hayvanlarin
diyetlerinde zorunlu olarak degisiklik yapmak gerekmektedir (Morton et al., 1995).
Uzun kemiklerin maniiplasyonlarinin kolay olmasi ve postoperatif donemde
yilesmenin daha az riskli olmasi gibi avantajlarindan dolayr aragtirmamiz tavsan
tibialar1 lizerinde gerceklestirilmistir. Cene kemiklerinin olusumu ve kemik
defektlerinin iyilesmeleri intramembrandéz kemiklesme yoluyla olmaktadir.
Kemiklesme tipleri birbirinden farkli olsa da yapilan arastirmalar sonucunda
viicudun herhangi bir bolgesindeki kemik dokusunun iyilesmesi ile ilgili elde edilen
bulgularin, baska bir bolgedeki kemik iyilesmesi i¢in de gegerli olabilecegi ortaya
konmustur (Dziedzic-Goclawska et al., 1988, Hall and Miyake 1995).

Kemik doku iizerine yapilan ¢alismalarda kemik iyilesmesinin degerlendirme
slireleri arasinda ortak bir goriis yoktur (Schmidmaier et al., 2001, Demircan ve ark.,
2008, Gielkens et al., 2008). Uusitalo et al. (2001), histolojik olarak defektin yeni
kemik dokuyla ilk haftada doldugunu, ayn1 zamanda kortikal kemigin Kapanmasinin
6 hafta sonunda gerceklestigini bildirmislerdir. Tavsanlarda yaptiklart kemik
iyilesmesi ile ilgili calismalarda Miranda et al. (2006), 7., 15., 30., 60. giinlerde,
Ohya et al. (2005), 2., 4., 8. haftalarda, Aghaloo (2005), 1., 2., 4. aylarda, Yildiz
(2006), 14., 30., 60. giinlerde, Butterfield (2005), 2., 4., 8. haftalarda, Jung et al.
(2005), 4. hafta sonunda, Nagata et al. (2009), 4. ve 12. hafta sonunda, Hatakeyama
et al. (2008) ise 2. hafta sonunda hayvanlar1 sakrifiye etmislerdir. Aghaloo et al.
(2002, 2004) tavsanlarda TZP ile yaptiklar1 c¢alismada tavsanlari 4., 8. ve 16.
haftalarda sakrifiye etmislerdir. Yazawa et al. (2004) tavsanlarda 1., 4. ve 8.
haftalarda radyolojik ve histolojik degerlendirme yapmislardir. Aghaloo et al. (2004),
Yazawa et al. (2004), Butterfield et al. (2005), Jung et al. (2005)’1in yaptiklari
caligmalarda 1. ve 2. haftalarda kemiklesmenin basladigin1 6. ve 8. haftalarda da
defektlerin doldugunu bildirmektedirler. Kemikteki aktivasyon, rezorpsiyon ve
formasyon asamalar1 sigma periyodu olarak adlandiriimaktadir. Bu periyod
insanlarda 3-6 ay, tavsanlarda ise yalnizca 6 haftadir (Parfitt et al., 1990). Bu bilgiler
dogrultusunda, c¢alismamizda tavsan tibialarindaki  kemik  iyilesmesini
degerlendirmek icin 30. ve 60. giin sonundaki iyilesmeler esas alinmis ve bu siireler

sonunda hayvanlar sakrifiye edilmistir.
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TZF, osteojenik potansiyelin arttirilmasi i¢in giiniimiize kadar gelistirilen kan
kaynakli iiriinler arasinda essiz fibrin mimarisi, yogun 16kosit icerigi, kolay
uygulanabilmesi ve ekonomik bir yontem olmasiyla dikkati ¢ekmektedir. TZF’de
fibrin yapistiric1 ve TZP’den farkli olarak fibrin polimerizasyonu i¢in antikoagiilan
(heparin, si1g1ir trombini, kalsiyum klorid, EDTA) kullanilmamaktadir. Sigir trombini
kullaniminin faktér V, faktér XI ve trombine karsi antikor olusturarak hayati
koagiilopatilere yol agabilecegi belirtilmistir (Sanchez et al., 2003). Landesberg et al.
(1998), TZP hazirlanmasi sirasinda rekombinant insan trombini, otolog trombin ya
da saflastirilmis trombin gibi alternatif metodlarin kullanimu ile ilgili ileri caligmalar
yapilmasint onermistir. Biyokimyasal madde ilave edilmemesi nedeniyle TZF’in
sadece santrifiije edilmis dogal kan {iriinii oldugu ve kandaki dogal fibrin yapisindan
daha sik1 yapida fibrin igerdigi ayrica bireylerde herhangi bir immiin reaksiyona yol
agmayan otolog bir yap1 oldugu belirtilmistir (Dohan et al., 2006b). Fibrin piht1
igerisindeki trombositler, a-graniillerinden diisiik hizda biiyiime faktorii salinimina
izin verirler. TZF’de biiyiime faktori salinimi kemik yapiminin basladigi ilk 7 giin
boyunca artar ve 14. giinde pik yapar daha sonra 28. giine kadar azalarak devam
eder. TZP’de ise biiyiime faktorlerinin, ilk 24 saatte pik yaptigi daha sonraki
giinlerde ise ¢ok az miktarda salinarak 7 giin sonunda salinimin durdugu belirtilmistir
(Dohan et al., 2006b, 2006c). TZF’de biiyiime faktorlerinin optimal yara iyilesmesini
saglayacak hizda salgilandigi bildirilmistir (Dohan et al., 2009). TZF’in diger
trombosit lirlinleri ile karsilastirilmasini yapan az sayida ¢alisma bulunmakla birlikte,
yapilan bir ¢alismada TZP ve TZF’in biyolojik yapisinin rat osteoblastlarindaki
proliferasyon ve farklilasma iizerine etkileri degerlendirilmistir. TZF’in biiylime
faktorlerini devamli salgilamasinin, rat osteoblastlarinin proliferasyonu ve
diferansiasyonu iizerinde TZP’ya gore daha gii¢lii ve daha uzun siireli etkisi oldugu
belirtilmistir (He et al., 2009). Dohan et al. (2006c) ise TZF’in TZP’ya gore daha
kisa iyilesme siliresi oldugunu bildirmislerdir. Literatiirde kan kaynakli {riinler
arasinda belirtilen Ustliin Ozellikleri nedeniyle arastirmamizda TZF kullanilmasi
planlanmistir.

Choukroun et al. (2006a), TZF elde etmek i¢in vendz kanin 3000 rpm devirde,
10 dakika siiresince santrifiij edilmesi gerektigini belirtmistir. Ancak Sacco (2006)’a

atfen, Rodella et al. (2011) yaptig1 caligmada 2700 rpm devirde, 12 dakika siiren
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santrifiij islemi sonrasi daha siki ve yogun kivamda TZF olustugunu belirtmistir.
Calismamizda, bu nedenle tavsanlarin kulak veninden alinan kan 2700 rpm devirde
12 dakika boyunca santrifiij edildi. Dohan et al. (2011), farkli tiiplerin (cam veya
cam kaplh plastik) kullaniminin ve kompresyon prosediirlerinin (kuvvetli veya sert)
TZF membraninin fibrin mimarisinde etkili olup olmadigini arastirmislardir. Sonucta
santrifiijiin olusturdugu kuvvete bagli olarak alinan kanin igerisindeki trombositlerin
% 97’sinin, 16kositlerin ise %50’ den fazlasiminTZF pihtist igerisinde bulundugu ve
spesifik ii¢ boyutlu dagilim gosterdigi bildirilmistir. Trombositlerin ve fibrinin,
kirmizi kan hiicreleri tabakasinin birka¢ milimetre uzaginda genis koagiilasyon
kiimeleri olusturdugu ve fibrin agin oldukga yogun ve olgun oldugu gosterilmistir.
Kullanilan farkli tiiplerin ve kompresyon tekniklerinin TZF mimarisinde 6énemli bir
degisiklik yaratmadigi goriilmiistiir. Yapilan pilot calismada kullandigimiz cam
tiiplerden TZF’in 6nce bir spatiil yardimiyla duvarlardan ayrilmasi sonra penset ile
tutularak alinmasi gerektigi tecrilbe edilmistir. Bunun iizerine ¢calismada daha kolay
maniiplasyona izin veren cam partikiil igeren plastik tlipler tercih edilmistir
(Vacuette, Greiner Bio-One, GmbH, Kremsmunster, Austria). TZF’in bu tiiplerden
sadece bir penset yardimi ile kolaylikla ¢ikarilabildigi goriilmiistiir.

TZF’in fibrin ag1 icerisindeki 16kositlerin aktive olmasi ve sitokinlerin fibrin ag
ile birlesmesinin bagisikliktaki rolii dnemlidir. Sitokinlerin devamli salinimi greft
materyali igerisindeki enflamatuar ve enfeksiydz olaylarin kontroliinde 6nemli rol
oynar. Fibrin agin rejenerasyon bdlgesine integrasyonu, hiicre migrasyonunu
kolaylastirir. Bu durum 0Ozellikle neoanjiogenez, vaskiilarizasyon ve greftin
canliligin1 saglayan endotelyal hiicreleri ve kok hiicreleri igin 6nem tasimaktadir.
Trombosit sitokinleri, fibrin matriks rezorbe oldukc¢a salinirlar ve iyilesmede rol
alirlar. Bu devamli salinim prosesi organizma tarafindan iyilesmeye yardimeci olmak
ve bag doku remodelasyonunu saglamak i¢in kullanilmaktadir. Bu sitokin igerigi ile
TZF pihtis1 bir tir immiin regiilasyon nodu olarak degerlendirilebilir. TZF’in
enfeksiyonlara karsi savunma kapasitesi bu sitokinlerin kemotaktik ozellikleri ve
neovaskiilarizasyonu hizlandirma yetenekleri sayesinde olmaktadir. TZF bu 6zelligi
ile kemik greftlerinde enflamasyonu ve sepsis riskini kontrol edebilmektedir
(Simonpieri et al., 2009a, 2009b). Bu durum TZF kullanim1 sonrasinda postoperatif

donemde enfeksiyon olusmamasini agiklayabilmektedir. Calismamizda sadece 1 adet
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deney hayvani enfeksiyona bagli olarak calisma dis1 birakilmistir. Bu hayvanin tiiy
ve cilt rengindeki degisimler gézlendiginde fungal etkenlere bagl olarak enfeksiyon
olustugu gbrilmiistiir.

Dohan et al. (2006c) ve Choukroun et al. (2006a), TZF kullaniminin
postoperatif agr1 ve 6demi azalttigl, mindr enfeksiydz olaylar1 sinirladigini rapor
etmiglerdir. Simon et al. (2009) ve Kim et al. (2012) deneysel defektlere TZF
uyguladiklar1 ¢alismalarinda hayvanlara islemden sonra ii¢ giin siireyle antibiyotik
vermiglerdir. Postoperatif donemde herhangi bir enflamasyon bulgusuna
rastlanmadigini bildirmislerdir. Bu iki ¢alisma da Dohan et al. (2006a) ve Choukroun
et al. (2006a)’in bulgularini desteklemektedir. Calismamizda da tiim tavsanlara
enfeksiyon kontrolii i¢in intramuskuler (IM) 5 mg/kg amikasin siilfat/giin
(Amikozit® 500 mg flakon, Eczacibasi, Tiirkiye) ameliyat sonrasi ii¢ (3) giin siireyle
uygulanmistir. Calismamiza dahil edilen diger hayvanlarin tiimiinde postoperatif
donemde enfeksiyon, yara iyilesmesinde gecikme, yabaci cisim reaksiyonu
goriilmemistir.  Ameliyat sonrast makroskopik  gozlemlerimiz ~ sonucunda
komplikasyon yaratacak boyutta 6deme rastlanmamustir. Bu sebeple, bulgularimiz
TZF kullaniminin postoperatif 6demi ve agriy1 azaltmaya yardimci oldugunu bildiren
arastirmalar1 destekler niteliktedir.

TZF’in siki, esnek ve giiglii yapist ile siiture edilebilmesine olanak saglamasi,
klinik uygulamalarda; primer olarak kapatilamayacak durumdaki yara kenarlarinin
lyilesmesini hizlandirabilecegini ve klinik uygulamalarda avantaj yaratabilecegini
gostermektedir. Calismamizda tiim hayvanlarda operasyon sahalari, TZF defektlere
uygulandiktan sonra, periost iceren tam kalinlikta flep ile oOrtiilerek primer olarak
kapatilmis ve postoperatif donemde yara bolgelerinde acilma gézlenmemistir. Klinik
olarak TZF’in kesilmesine ve siiture edilmesine olanak saglamasi, oda sicakliginda
stabil olmasi, manipiilasyona zaman saglamasi, kolayca hazirlanmasi, dogal fibrin
agmma benzerligi, biyolojik ve biyomimetik oOzellikleri ile hiicre migrasyonu ve
proliferasyonuna izin vermesi, kritik olan ilk 7 giin boyunca hizli yara iyilesmesini
saglamasi, biyokimyasal madde ve antikoagiilan kullanimini gerektirmemesi, farkli
greft materyalleri ile birlikte kullanildiginda materyalin integrasyonunu arttirmasi
gibi Ozellikleri avantajlar1 arasinda belirtilmistir (Choukroun et al., 2006a). Otolog

bir yap1 oldugu i¢in sadece diisiik miktarlarda iriinlerin olusturulmasi, verici kisiye
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spesifik olmasi nedeniyle allojenik greft materyalleri gibi doku bankalarinin
kullanilmasina imkan vermemesi gibi dezavantajlar1 da belirtilmistir (Dohan et al.,
2011).

Otojen kemik grefti, kemik iyilesmesinde altin standart olarak kabul
edilmektedir. Otojen kemigin yiiksek osteojenik potansiyeli sebebiyle kemik
defektlerine uygulanmasinin basarili sonuglar verdigi ozellikle de partikiil otojen
kemik greftlerinin damarlanmay1 arttirarak osteogenezi arttirdigini bildiren ¢ok
sayida ¢alisma vardir. (Axhausen 1956, Rivault ve ark., 1971, Renvert ve ark., 1985).
Ancak ¢aligmamizda hem 1. ay grubunda hem de 2. ay grubunda, sadece otojen
kemik grefti uygulanan defektler ile bos birakilan defektler arasinda osteoblast sayisi
ve yeni kemik olusumu bakimindan anlaml farklilik goriilmemistir. Otojen greftin,
beklenen pozitif etkiyi gostermemesine partikiil otojen greftin bir membran ile
stabilize edilmemesi dolayisiyla defektler igerisinde sabit kalamamis olmasi sebep
olarak gosterilebilir.

Simonpieri et al. (2009b), TZF’i birka¢ milimetrelik pargalar halinde keserek
greft materyali ile karistirildiktan sonra yara bolgesine uygulamislardir. TZF
kullanimiyla daha iyi postoperatif kontrol, integrasyonda ve biyomateryal
remodelasyonunda artig saptayarak islemin basarili oldugunu bildirmislerdir. Del
Corso et al. (2009a), TZF’in greft materyaliyle birlikte kullanildiginda partikiiller
arasinda biyolojik bir yapistirict gorevi gorerek neoanjiogenezi, osteoblastik
cogalmayr ve farklilagmay: stimiile ederek kemik rejenerasyonunu arttirdigini
bildirmistir. Calismamizda ise TZF, parcalanmadan jelatindz formda kullanilmistir.
TZF ile birlikte otojen greft uyguladigimiz defektler ile yalniz otojen greft uygulanan
defektler arasinda ise osteoblast sayis1 ve kemik olusum alanlar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farklilhik bulunmustur. TZF ile birlikte otojen greft
uyguladigimiz defektlerde gozlenen yiiksek osteoblast sayisi ve kemik olusum
alanlar1 degerlendirildiginde bu grupta membran kullanilmamasina ragmen TZF’in
otojen greft materyalini stabilize ederek kemik rejenerasyonunu arttirdigi
diistintilebilir. Bu bulgu tek basina defekte yerlestirilen partikiil otojen greftin kemik
iyilesmesine olumlu etki gdstermeme durumunu agiklarken greftin defektler
igerisinde stabil kalamamis olmas1 varsayimini da gii¢clendirmektedir. TZF ile birlikte

kullanimi, partikiil formundaki greftlerin migrasyon problemini ortadan kaldirabilir.
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Simonpieri et al. (2009b) yaptiklar1 c¢alismada fibrin pihtinin mekanik rol
oynamastyla TZF’in, greft biyomateryalini korudugunu ve stabilize ettigini
dolayisiyla TZF’in kemik partikiilleri arasinda biyolojik birlestirici olarak rol aldigin
ve olusan kohezyon kuvvetiyle greftin, iyilesmenin erken donemlerinde gerekli olan
biyokimyasal gilice sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu durumda partikiil otojen
greftin TZF membran ile Ortiilmesi de stabilizasyonu saglamak agisindan dikkate
aliabilir.

Antikoagiilan kullanan 50 hasta iizerinde yapilan bir ¢alismada hastalarin
antikoagiilan tedavileri kesilmeden dis ¢ekimleri yapilmis ve ¢ekim soketlerine TZF
uygulanmistir. 38 hastada tam hemostaz saglanirken 10 hastada hafif kanama 2 hasta
da ise lokal kanama durdurma teknikleri ile durdurulabilen hemoraji meydana
gelmistir. Antikoagiilan tedavisi goren hastalarda, TZF’in dis ¢ekimi gibi cerrahi
islemler sonrasi gliglii hemostatik etkisi ile glivenle kullanilabilecegi bildirilmistir
(Sammartino et al., 2011). Dolayisiyla calismamizda, TZF’in igerdigi trombosit ve
fibrin yapis1 nedeniyle sahip oldugu hemostatik etkinin de stabilizasyon agisindan
onemli oldugu, kemik i¢i defektlerden gelen kanin daha kisa siirede pihtilasmasina
olanak saglayarak, greft partikiillerinin ortamdan uzaklagmasin1 engelleyebilecegi ve
defekt icerisinde sabit kalmasina yardimci olabilecegi sonucuna da varilabilir.

TZF, membran olarak kullanildiginda da igerdigi yiiksek miktardaki biiyiime
faktorleri nedeniyle iyilesmeyi ve yara kenarlarinin kapanmasinit hizlandirirken greft
materyalini stabilize eder ve yara bolgesini dis etkenlerden korur (Simonpieri et al.,
2009a). Literatirde TZF’in membran formunda kullanimiyla ilgili ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Toffler et al. (2009), demineralize dondurulmus kurutulmus
kemik grefti (DDKG), TZF matriks ve TZF membran kombinasyonunu kemik
defekti, alveoler kret augmentasyonu ve sinus augmentasyonu islemlerinde
uygulamislardir. Bu calismada TZF membran kret augmentasyonu isleminde, greft
materyalini korumak ve stabilize etmek amaciyla kullanilmistir. Bu olgularin klinik
olarak gozlendigi ¢alisma sonucunda TZF’in kemik iyilesmesine etkisini ve kemik
greftlerinin maturasyonunu arttirdigint bildirmislerdir. Simonpieri et al. (2009b)
yaptiklar iki asamali ¢alismada % 0.5’lik metronidazol soliisyonu ile demineralize
dondurulmus kurutulmus kemik grefti (DDKG), TZF matriks ve TZF membran

uygulayarak alveoler kret augmentasyonu yapmuslardir. TZF membrani cerrahi
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bolgeyi korumak ve yumusak doku iyilesmesini hizlandirmak amaciyla
kullanmiglardir. TZF kullanimmin postoperatif agri ve O6demi azalttigi, mindr
enfeksiyoz olaylar1 sinirladig1 rapor edilmistir. Yonlendirilmis doku rejenerasyonu
islemlerinde ise TZF, membran olarak kullanildiginda hem grefti korur hem de yara
iyilesmesini hizlandirir (Dohan et al., 2006a). TZF’in in vitro olarak insan
fibroblastlar1 i¢in iskelet olusturmasi kemik doku miihendisligi uygulamalar1 igin
yararli bulunmustur (Dohan et al., 2009b). Ayrica, siniis tabani1 elevasyonunda
partikiiler greftleme yoOntemi ile kullanilabilecegi gibi membran seklinde de
kullanilarak osteotom kullanimi sirasinda sinlis membranini koruyabilir (Toffler et
al.,, 2010). Sinus elevasyonu esnasinda tespit edilemeyen bir perforasyonun
kapatilmas1 amaciyla TZF membranin greftten once yerlestirilmesi dnerilmektedir.
Ciinkii sinlis membran1 kendisini 15 glinde tamir edebilirken TZF membran ortalama
3 haftada rezorbe olmaktadir (Choukroun et al., 2006b, Zumstein et al., 2011). Tunali
et al. (2012) ise tavsanlar iizerinde yaptiklari ¢calismada TZF’in rezorpsiyon siirecinin
10. glinde bagladigini ve 30. giine kadar devam ettigini bildirmislerdir.

TZF membran ile kollajen membranin (BioGide, Osteohealth Co., Shirley,
NY) karsilagtirildigi bir ¢alismada, bu membranlarin doku mimarisinde iskelet
olusturma kapasiteleri degerlendirilmistir. TZF’in insan periosteal hiicrelerinin
proliferasyonu i¢in olusturdugu iskeletin, kollajen memmbrandan iistiin oldugu
gosterilmistir. TZF membranin kemik dokusu miihendisligi i¢in in vitro periost
hiicresi kiiltiirtinde kullaniminin uygun oldugu bildirilmistir. Yine ayni ¢alismada
TZF membran ve kollajen membranin her ikisinin de kemik rejenerasyonunda uygun
iskelet yap1 saglayacak materyaller oldugunu ancak TZF membranin canli hiicre
icermesi ve greft partikiillerini bir arada tutma kapasitesinden dolay1 daha {istiin
oldugunu belirtmiglerdir (Gassling et al., 2011). Literatiir incelendiginde TZF
membran uygulamasinin, basit manipiilasyona izin veren bir yontem olmasi, etkili ve
daha hizli iyilesme gdstermesi, bariyer membranlarinin yerlestirilme, stabilizasyon
zorlugu ve ekspoze olusu gibi dezavantajlarin1 elimine etmesi gibi sebeplerden otiirii
ideal bir bariyer gorevi gorebilecegi diisliniilebilir. TZF optimal bir kan pihtisi
oldugundan, farkli greft materyalleri ile kombinasyonu greft materyalinin
integrasyonunu arttirmaktadir, ¢ilinkii fibrin, fizyolojik bir yapistirict gorevi gorerek

greft materyalleri arasindaki kohezyonu arttirir (Dohan et. al, 2011). Calismamizda
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bu Ozellik degerlendirilerek TZF’in greft materyali olarak kullaniminin partikiil
otojen greftin stabilizasyonunu sagladig1 géz oniinde bulundurulmus ve stabilizasyon
icin membran kullanimina gerek duyulmadan uygulama yapilmistir. Simon et al.
(2009) kopekler iizerinde yaptiklart diger bir calisma g¢ekim soketlerine; TZF
matriks, TZF membran ve demineralize dondurulmus kurutulmus kemik grefti
(DDKG) ve kollajen membran (BioGide, Osteohealth Co., Shirley, NY)
uygulamiglardir. Denekler 4 gruba ayrilmistir. Birinci gruba sadece TZF, ikinci gruba
TZF ve DDKG birlikte, ti¢ilincii gruba TZF ve kollajen membran, dordiincii gruba ise
DDKG ve kollajen membran uygulanmistir. TZF ile tedavi edilen bolgelerde TZF ile
tedavi edilmemis bolgelere gore iyilesmenin daha hizli oldugunu ve 3. haftada
soketlerin tamamen kemikle doldugunu bildirmislerdir. TZF ve TZF ile birlikte
kollajen membran uygulanan grup arasinda kemik iyilesmesi agisindan fark
goriilmedigi belirtilmistir. Bu da bize TZF varliginin membran kullanim gerekliligini
ortadan kaldirdigini diistindiirmektedir. Bizim arastirmamizda, TZF ile birlikte otojen
greft uygulanan defektlerin yalniz otojen greft uygulanan defektlere gore kemik
iyilesmesi bakimindan daha olumlu sonuglar vermesi bu diisiinceyi destekler
niteliktedir.

TZF, ozellikle ¢ekim soketlerinde tek basina veya bir dolgu materyali ile
beraber kullanilabilir (Dohan et al., 2006b). TZF, ¢ekim soketlerinde dolgu materyali
olarak kullanildiginda, neovaskiilarizasyon i¢in stabil kan pihtis1 olarak gorev alir ve
doku rekonstriiksiyonunu hizlandirir (Choukroun et al., 2006a). Literatiirde TZF’in
greft materyali olarak kullanimini degerlendiren c¢aligmalar mevcuttur. Diss et al.
(2008), osteotomla yapilan sinus elevasyonu ve ardindan yapilan implant
uygulamalarindan sonra TZF’i tek basina greft materyali olarak uygulamislar ve
apikal kemik seviyesindeki degisiklikleri radyografik olarak incelemislerdir. Elde
edilen smirli kemik yiiksekligine ragmen kemigin, iyilesmenin 2 ve 3. aymnda
abutment sikistirilmasi sirasinda uygulanan 25 Nem'’lik tork kuvvetine yeterli direnci
gosterdigini belirtmiglerdir. Siniis elevasyonu ile elde edilen kemik kazanci ise
ortalama 3,2 mm olarak bulunmustur. Zhao et al. (2011), TZF’in dis ¢ekim soketine
yerlestirildiginde kemik densitesini arttirdigini ve implant yerlestirilmesi esnasinda

soketin tamamen kemik ile doldugunu bildirmislerdir.
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Choukroun et al. (2006a), ¢ekim bolgelerinin korunmasi amaciyla elde ettikleri
TZF’i, TZF kutu (PRF Box, Process Ltd., Nice, France) igerisine yerlestirerek kalin
kiiciik pargalar haline getirerek ¢ekim kavitelerine kolaylikla yerlestirilebildigini
gostermislerdir. Alhijazi et al. (2011) yaptiklar1 baska bir c¢alismada ise dis
¢ekiminden sonra elde edilen TZF’e kompresyon uygulamadan direkt operasyon
sahasina uygulayarak soket koruma islemi uygulamislardir. Islemden 4 hafta sonra
yapilan kontrollerde TZF uygulanan tarafta daha hizli kemik iyilesmesi oldugunu
belirtmislerdir. Choukroun et al. (2006a), maksilladaki kist bosluguna TZF
uygulayarak 2 ay sonra defektin yogun, kortikal kemik ile doldugunu yine diger
vakalarinda ¢ekim soketine TZF uygulayarak operasyon sonrasinda agri, kuruluk ve
piiriilan komplikasyon olugsmadigini bildirmislerdir. Bagka bir calismada ise, TZF’in
daha hizli iyilesme saglamasi nedeniyle soket korumada basarili oldugu rapor
edilmistir (Simon et al., 2009). Bununla birlikte Giirbiizer et al. (2010), ¢ift tarafli
yumusak doku retansiyonlu yirmi yas dislerini ayn1 seans opere ederek tek taraftaki
cekim bosluguna TZF uygulamis diger tarafi ise bos birakmislardir. 4 hafta sonra
sintigrafik degerlendirme sonuglar1 karsilastirildiginda TZF yerlestirilen tarafta daha
az agr1 olustugunu ancak kemik iyilegsmesinde belirgin farklilik goriilmedigini
bildirmislerdir.

Bu ¢aligmalarda TZF’in greft materyali olarak uygulandigi durumlarda kemik
lyilesmesine olumlu yonde etki ettigi gosterilmekle birlikte TZF’in tek basina
uygulandigi vakalarda kesin bir yargiya ulasgilamamugtir. Phurisat (2008) yapmis
oldugu deneysel calismada tavsan kalvaryumlarina 10x10 mm boyutlarinda ikiser
adet kritik boyutta defekt olusturmustur. 8 hafta sonunda tiim hayvanlar1 sakrifiye
etmistir. Denekleri 4 gruba ayirmustir. Birinci gruba otojen kemik grefti ve bos
defekt, ikinci gruba otojen kemik grefti ile birlikte deproteinize sigir kemigi
kombinasyonu ve yalmiz deproteinize sigir kemigi ti¢lincii gruba TZF ile birlikte
otojen kemik grefti ve yalniz TZF, dordiincii gruba ise TZF ve otojen kemik grefti ile
deproteinize si8ir kemigi kombinasyonu ve TZF ile birlikte deproteinize sigir kemigi
kombinasyonu uygulamistir. Tim defektleri kemik iyilesmesi bakimindan
birbirleriyle karsilagtirmistir. 8. hafta sonunda, TZF uygulanan defektlerde bos
birakilan defektler ile otojen greft uygulanan defektlere gore kemik olusumunun

daha fazla oldugunu bildirmistir. Yalniz TZF uygulanan ve bos birakilan gruplar
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arasinda yeni kemik olusumu bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmadigini ancak TZF grubunda kemik olusum alaninin sayisal olarak bos defekt
grubuna gore oldukca yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

TZF’in dolgu maddesi olarak gérev alacagi diisiiniilerek ¢alismamizda TZF’in
matriks formu (greft materyali) kullanilmistir. Sadece TZF uygulanan defektler ile
sadece otojen greft uygulanan defektler ve sadece TZF uygulanan defektler ile bos
birakilan defektlerin karsilastirilmasi yapilmistir. 1.ay gruplarinda sadece TZF
uygulanan defektlerde osteoblast sayilar1 ve kemik olusum alanlarinin bos birakilan
defektlere ve sadece otojen greft uygulanan defektlere gore daha fazla oldugu
goriilmistiir. Bu defektler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
TZF ile ilgili yapilan hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 TZF’in osteoblastlarin proliferasyon
ve farklilasmasini hizlandirdigini gostermistir. TZF’in bu 6zelligi ile kemik
rejenerasyonuna katki sagladigini belirtmislerdir (Dohan et al., 2007, Dohan et al.,
2009b, He et al., 2009, Gassling et al., 2009, Dohan et al., 2010). Chang et al. (2010),
insan osteoblastlar iizerinde yaptig1 hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda TZF’in ekstraseliiler
sinyal diizenleyici protein kinaz (p-ERK) ekspresyonunu regule ederek osteoblast
proliferasyonunu sagladigini ve TZF’in osteoprotegerin (OPG) salinimini arttirip
osteoklastogenezi baskilayarak yeni kemik olusumunu arttirdigini rapor etmistir.
Calismamizda bos defektlere ve sadece otojen greft uygulanan defektlere gére TZF
uygulanan defektlerin osteoblast sayilari ve yeni kemik olusum alanlarinin belirgin
sekilde farkli oldugu gbz Oniine alindiginda bahsedilen g¢aligmalarin bulgular ile
uyumlu olarak TZF’in yeni kemik rejenerasyonununa yardimci oldugu sonucuna
varilabilir. 2. ay sonunda elde edilen osteoblast sayilar1 ve kemik olusum alani
degerlerinin ise 1. ay degerlerine ¢ok yakin oldugu goriilmistiir. 1. ay ve 2. ay
arasinda TZF uygulanan ve bos birakilan defektler ile TZF uygulanan ve sadece
otojen kemik grefti uygulanan defektlerde kemik iyilesmesi yoniinden anlamli
farklilik bulunmamistir. Bu bulgu TZF’in erken dénem yeni kemik olusumunu
arttirdigin1 1. aydan sonra ise herhangi bir degisiklik yaratmadigimi gostermektedir.
TZF kullanimimin erken donem kemik iyilesmesi iizerindeki etkisi, trombositlerin
biiylime faktorii saliniminin, anjiogenezin pik yaptigi ve kemik yapiminin basladigi
ilk 7 giin boyunca artarak 14. giinde pik yapmasi ve 28 giin boyunca devam etmesi

ile agiklanabilir. Calismamizin bulgulart Choukroun et al. (2006b), Simon et al.
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(2009), Zhao et al. (2011)’in TZF uygulamasinin erken donem yeni kemik
olusumunu arttirdigin1 gosteren bulgulariyla da paralellik gostermektedir. 1. aydan
sonra kemik olusumunda anlamli bir fark yaratmamasi ise Phurisat (2008)’1n ¢alisma
bulgularini desteklemektedir.

TZF, farkli greft materyalleri ile kombine olarak kullanilabilmektedir. Greft
materyalleri ile birlikte kullanildiginda partikiiller arasinda biyolojik bir yapistirici
gorevi gorerek kemik rejenerasyonunu arttirir (Dohan et. al, 2011). TZF’in birlikte
uygulandig1 greft materyalinin integrasyonunu ve maturasyonunu arttirdigma dair
goriisler de mevcuttur (Choukroun et al., 2006b, Dohan et al., 2006c¢, Toffler et al.,
2009, Sohn 2010). Literatiirde TZF’in bir¢ok greft materyali ile birlikte kullanimi
rapor edilmistir. Lee et al. (2010)’in 10 Yeni Zelanda tavsani {izerinde yaptiklar
calismada, deneklerin parietal kemiklerine 9 mm capinda yuvarlak sekilli defektler
Olusturulmustur. Sag tarafa TZF ve ipek protein uygulanmis, sol taraf ise bos
birakilmistir. Yapilan histolojik inceleme sonucu TZF ve ipek proteinin birlikte
uygulandig: tarafta daha hizli kemik iyilesmesi oldugunu bildirmislerdir. Buna
benzer olarak Jang et al. (2010) yine 10 Yeni Zelanda tavsani {izerinde yaptiklari
calismada, deneklerin tibilarina 7 mm’lik trefin frezle 2 adet monokortikal defekt
olusturmuslar ve defekt boyutlarindan daha dar olan 3 mm c¢apinda 10 mm
uzunlugunda 2 adet implant yerlestirmislerdir. Deney grubundaki implant ¢evresinde
bulunan defektlere TZF ve ipek protein birlikte uygulanmis, kontrol grubu defektleri
ise bos brrakilmigtir. 8 hafta sonra denekler sakrifiye edilerek histomorfometrik
analizleri yapilmistir. Deney grubunun yeni kemik formasyonunun, kontrol grubuna
gore daha yiiksek degerler gosterdigini belirtmislerdir. TZF konusunda bir¢ok
arastirmasi olan Choukroun et al. (2006b), siniis tabani elevasyonunda kemik
rejenerasyonunu arttirmak i¢in TZF’in dondurulmus kurutulmus kemik allogreftiyle
(DKKG) beraber kullanilma potansiyelini arastirmislar ve 8. ayin sonunda TZF ve
DKKG kombinasyonunun kemik rejenerasyonunu arttirdigini gostermislerdir.

Bu calismalar g6z onilinde bulundurulmakla beraber, otojen greftlerin altin
standart olmas: ve literatiirde TZF ile kombine kullanimina dair ¢ok az g¢alisma
bulunmasi, erken ve gec¢ iyilesme donemini birlikte degerlendiren baska bir
calismaya rastlanmamasi nedeniyle arastirmamizda diger greft materyalleri yerine

otojen kemik grefti kullanimi tercih edilmistir. Calismamizda 1. ay grubu ve 2. ay
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grubunun her ikisinde de TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defektlerin bos
birakilan defektlere gore osteoblast sayilari ve kemik olusum alanlar
degerlendirildiginde TZF ile birlikte otojen greft uygulanan defektlerin yeni kemik
olusumunu arttirdig1 sonucuna varilmistir. Lee et al. (2007)’in, 6 kopek iizerinde gift
tarafli olarak sinus membrani elevasyonu yaptiklart c¢alismanin sonuglari, bu
bulgularimiz1 desteklemektedir. Bu ¢alismada sag sinus bosluguna TZF ve otojen
kemik grefti karistirilarak uygulanirken sol sinus bosluguna ise sadece otojen kemik
grefti uygulanmistir. Ayn1 zamanda 2 implant yerlestirilmistir. TZF ile otojen kemik
greftinin kombine kullanildig: tarafta kemik implant yiizeyinin % 40,5, kemik
yiiksekliginin ortalama 12,2 mm sadece otojen kemik grefti uygulanan tarafta ise
kemik implant yiizeyinin % 32,3, kemik yiiksekliginin ortalama 10,7 mm oldugunu
belirtmislerdir. TZF’in otojen kemik ile kombine olarak kullanimi {izerine yapilan bu
2 caligma incelendiginde, bulgularimizla uyumlu olarak TZF’in otojen kemigin
rejeneratif potansiyelini arttirdigini diisiinmekteyiz.

Calismamizda, TZF’in otojen kemik greftleri ile birlikte kemik iyilesmesi
tizerine etkisi sadece TZF uygulanan defektler ile osteoblast sayisi ve yeni kemik
alan1 olusumu agisindan karsilastirilmistir. 1. ay grubu ve 2. ay grubunun her ikisinde
de, osteoblast sayis1 ve yeni kemik alan1 olusumu arasinda TZF ve otojen greft
birlikte uygulanan defektler lehinde sayisal olarak belirgin farklilik goriilmekle
birlikte bu fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bulgularimiz ile uyumlu
olarak Phurisat (2008), 8. haftada TZF ve otojen grefti birlikte uyguladigi grupta,
yalmz TZF uyguladigi gruba gore histomorfometrik olarak daha fazla kemik
olustugunu, ancak 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadigin
rapor etmistir. TZF ile otojen kemik grefti kombinasyonunun kemik iyilesmesinde ve
greftin remodeling siirecinde etkili olabilecegini belirtmistir. Phurisat (2008)’1n
bulgularina ilaveten, bizim bulgularimizda 1. ay grubunda sayisal olarak farklilik
tespit edilmis ancak bu fark anlamli bulunmamistir. Bu sonuglara gore klinik
uygulamalarda, osteokonduktif, osteoindiiktif ve osteojenik 6zelliklerinden dolayi
“altin standart” olarak kabul edilen otojen greft ile erken donem iyilesmesinde etkili
olan TZF’in birlikte kullanimu ile ilgili farkli zaman araliklarini da degerlendiren ileri

caligmalarin yapilmasinin yararli olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Calismamizda farkli zaman araliklarinin kemik iyilesmesine olan etkisini
degerlendirmek amaciyla 1. ay grubundaki tiim defektler ile 2. ay grubundaki tiim
esdeger defektlerin karsilastirilmas: yapilmistir. TZF uygulanan esdeger defektlerin
timlinde 1. ay ve 2. ay bulgular arasinda osteoblast sayilar1 ve kemik olusum
alanlar1 bakimindan anlamli farklilik goriilmemistir. Bu durum, TZF’in erken donem
kemik iyilesmesini arttirdig1r bulgusunu desteklemektedir. Ancak osteoklast sayilari
incelendiginde tiim defekt gruplarinda osteoklast sayilarinin 1. ay grubunda 2. ay
grubuna gore sayisal olarak daha fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gozlenmistir. 1. ay grubunda osteoklastik aktivitenin 2. ay grubuna gore daha
fazla olmasi osteoklastlarin Omriiniin ve osteoklastik aktivitenin 2 hafta olmasi ile
aciklanabilir. Osteoblastlar ve osteoklastlar birbirlerine zit mekanizmalar ile
calismaktadirlar. Kemik yapimi esnasinda osteoblast aktivasyonunda artma,
osteoklastik aktivitede azalma olmaktadir (Hall and Miyake 1995). Dolayisiyla tim
alt gruplarda osteoklast sayilarinin, osteoblast sayilarina gore tam tersi sayisal
bulgular vermesi bulgularimizin giivenilirligini ve dogrulugunu kanitlar niteliktedir.
Bulgularimiz dogrultusunda 1. ay ve 2. ay grubunda iyilesme potansiyellerinin ayni
olmasi, uzun donem degerlendirmeler s6z konusu oldugunda avantaj saglamasa da
ozellikle klinik ¢aligmalar disiiniildiiginde erken donemde hizli kemik olusumuna
neden olarak pozitif bir durum yaratabilir.

Kemik grefti uygulanan sahanin erken olgunluga ulasmasi klinisyenin daha
erken bir zamanda implant uygulamasini ve hastanin estetik ve fonksiyonel
ithtiyaclarim1 karsilayacak sabit ve hareketli protezlerine daha erken bir zamanda
kavugmasii saglayacaktir. Kist ve tiimor gibi patolojilerin rezeksiyonu sonrasi
olusan defektlerin rekonstriiksiyonu ile simetri ve fasiyal estetigin erken donemde
elde edilmesi icin daha az bekleme siireci ve fonksiyonlarin erken kazanilmasi
miimkiin olabilecektir.

TZF’in kemik iyilesmesi iizerine olan etkisinin degerlendirilmesiyle, hekim
icin eldesi ve uygulanabilirligi kolay, hasta i¢in ekonomik, erisilebilirligi rahat ve
oral cerrahide kullanimi i¢in otolog 6zellikleriyle kemik dokuyu ilgilendiren her tiirlii
girisimde tedavi plani icin yol gosterici, sik tercih edilecek bir yontem olacagi ve
TZF ile ilgili klinik ve deneysel ileri calismalarin yogunluk kazanacagini

diistinmekteyiz.
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10.

11.

6. SONUC VE ONERILER

Yeni Zelanda tavsanlarindan; hayati tehlike olusmadan TZF elde etmek i¢in
6-8 ml kan alinmasinin uygun oldugu goriilmiistiir.

Tavsan tibialarindan otojen kemik elde etmek ve kemik defekti olusturmak
icin 3,3 mm capinda trefin frez ile agilan kaviteler arasinda 3 mm’den fazla
mesafe birakmanin kirik olugma riskini azaltacagi sonucuna varilmistir.
TZF’in kolay uygulanabilen, otojen kaynakli ve ekonomik bir yontem oldugu
saptanmistir.

TZF hazirlanmasi sirasinda cam partikiil iceren plastik tiiplerin daha kolay
maniiplasyona izin verdigini belirtmek miimkiindiir.

TZF kullanimi alici ya da verici sahada enfeksiyon riski olusturmadan
postoperatif 6dem ve enfeksiyonun kontrol altinda tutulmasima destek
olabilir.

TZF’in birlikte uygulandigi partikiil otojen kemik greftinin rejeneratif
potansiyelini arttirdig1 sonucuna varilabilir.

Partikiil otojen greft uygulanmasi planlanan durumlarda, partikiilleri stabilize
etmek amaciyla otojen greft ile TZF’in birlikte kullanilmasinin kemik
lyilesmesinde olumlu etkilerinin oldugu saptanmustir.

Osteoblastlar1 indiikleme kapasitesiyle TZF, yalniz bagina kullanildiginda da
yeni kemik rejenerasyonunu arttirmaya yardimei olabilir.

TZF’in hemostatik etkisinin de stabilizasyon agisindan 6nemli oldugu, kemik
ici defektlerden gelen kanamanin daha kisa siirede pihtilasmasina olanak
saglayarak, greft partikiillerinin ortamdan uzaklagmasin1 engelleyebilecegi ve
defekt icerisinde sabit kalmasina yardimeci olabilecegi sonucuna varilabilir.
TZF kullaniminin, erken donem yeni kemik olusum miktarmi arttirarak
kemik dokunun tizerinde yapilacak islemlere daha erken donemde hazir hale
gelebilecegi ve ileri cerrahi uygulamalar i¢in bekleme siiresini kisaltabilecegi
sonucuna varilmistir.

TZF uygulamasmin, kemik defekti onarimi, yetersiz alveoler kemik

miktarmin arttirilmast ve implant cerrahisi gibi maksillofasiyal cerrahi
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pratiginde rutin yapilan islemlerdeki etkinliginin arastirilmasi igin farkli

zaman araliklarinda ileri deneysel ve klinik ¢aligsmalar yapilmasi 6nerilebilir.
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OZET

KEMIK DEFEKTLERININ IYILESMESINDE TROMBOSITTEN
ZENGIN FIBRIN (TZFyiN ETKILERININ DENEYSEL OLARAK
ARASTIRILMASI; HISTOMORFOMETRIK DEGERLENDIiRME

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, bireyin kendi kanindan otojen olarak
hazirlanan TZF’in, igerdigi ¢esitli biiylime faktorleri nedeniyle, yara ve kemik
iyilesmesini hizlandirma potansiyeline sahip olabilecegi belirtilmekte ve giiniimiizde
hem tip hem de dis hekimligi uygulamalarinda TZF kullaniminda belirgin bir artis
goriilmektedir. TZF’in siirli sayida klinik uygulamalarinin yani1 sira mevcut
calismalarin daha ¢ok deneysel ve uygun TZF/greft kombinasyonlarini arastirmaya
yonelik oldugu goriilmektedir. Deneysel c¢alismalarda TZF/partikiil otojen greft
kombinasyonun kullanildigi, farkli zaman araliklarini degerlendiren kontrollii bir
deneysel arastirmaya literatiir bilgilerimiz dahilinde rastlanmamistir. Bu ¢alismanin
amaci, tavsanlarda olusturulan defektlere TZF ve TZF ile partikiil otojen greft
kombinasyonu uygulamasiin farkli zaman araliklarinda kemik iyilesmesi {izerine
olan etkisini arastirmaktir.

Calismamizda 24 adet iskeletsel gelisimini tamamlamis Yeni Zelanda tavsani
kullanild1. Hayvanlar rastgele 2 gruba ayrildi. Her hayvanin sag ve sol tibia kemigine
ikiser adet 3,3 mm’lik defektler olusturuldu. Defektlere partikiil haline getirilmis
otojen kemik grefti, TZF ve otojen kemik grefti kombinasyonu ve sadece TZF
uygulandi. Bir defekt ise kontrol grubu olarak bos birakildi. 1. gruptaki tiim deney
hayvanlar1 30 giin, 2. gruptaki tim deney hayvanlar1 ise 60 giin sonra sakrifiye
edildi. Hayvanlardan elde edilen Ornekler histomorfometrik olarak incelendi.
Verilerin istatistiksel analizleri yapildi.

Histomorfometrik analizler sonucunda, TZF’in hem yalnmiz basina
kullanildiginda hem de otojen greft ile birlikte uygulandiginda defektlerde kemik
lyilesmesini hizlandirdig1 gézlendi.

Bu ¢alismanin sonuglari, TZF’in erken donem yeni kemik olusumu miktarini

arttirarak kemik 1yilesmesine olumlu etki ettigini gostermistir.
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ABSTRACT

EXPERIMENTAL INVESTIGATION ON EFFECTS OF PLATELET
RICH FIBRIN (PRF) FOR BONE DEFECTS HEALING;
HISTOMORPHOMETRICAL EVALUATION

In recent studies, it is pointed out that “Platelet-rich fibrin (PRF)”, which is
derived autogenously from the own blood of the individuals might have the potential
to increase regeneration and accelerate the healing of the wound, due to the various
growing factors it consists. And a significant increase recorded in the number of
researches on clinical evaluation of PRF both in medicine and dentistry is
noteworthy. In addition to limited number of clinical studies, it is observed that
current studies are mostly experimental and focused on the researches of appropriate
PRF/graft combination. In experimental studies, we haven’t find any controlled
experimental study in literature about PRF and particulate autugenous graft
combination in different time intervals. Therefore, the aim of our study is to evaluate,
the efficiency of PRF and PRF/autogeonus graft combination on bone healing in
different time intervals.

In this study, 24 skeletally mature New Zealand rabbits were used. Animals
were divided randomly into 2 groups. 3,3 mm two bone defects were created on the
right and left tibia for each. Particulate autogenous bone graft only, only PRF and
combination of PRF/autogenous bone graft was performed to defects. One defect
was left empty as a control group. The animals in the first experimental group were
sacrificed after 30 days. The animals in the second experimental group were
sacrificed after 60 days. Histomorphometrical and statistical analysis was performed.

Histomorphometrical analyzes showed that either PRF used alone or used in
conjunction with autogenous bone graft, PRF accelerate the healing of bone defects.

The results of this study verified that PRF increase new bone formation and has

a positive effect on early bone healing.

Key Words: Bone Healing, Autogenous Graft, Platelet Rich Fibrin, Growth

Factors, Histomorphometry
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EKLER

EK 1: SDU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Karar:

S.D.U. SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU YONETIM KURULU KARARLARI
TOPLANTI TARIHI TOPLANTI SAYISI KARAR NO
13.09.2010 30 01

01- Enstitiimiiz AZiz Dis Cene Hastahklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dal Doktora
dgrencisi (0740308002) Nesligiil NIiYAZ KOKDERE’nin Arastirma Projesi teklifi ile
ilgili Anabilim Dah Baskanlig’nin 13.09.2010 tarih ve B.30.2.SDU.0.21.12.00/204-02/670
sayih yazisi ve eklerinin goriisiilmesi.

Enstitimiiz Agiz Dis Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dali Doktora ogrencisi
(0740308002) Nesligiil NIYAZ KOKDERE’nin Aragtirma Projesi teklifi ile ilgili Anabilim
Dali Bagkanhgi’min 13.09.2010 tarih ve B.30.2.SDU.0.21.12.00/204-02/670 sayili yazisi ve
ekleri goriistild.

Adi gegen Ggrencinin tez konusu ile aymi olan “Kemik Defektlerinin Iyilesmesinde
Trombositten  Zengin Fibrin (TZF)’in  Etkilerinin Deneysel  Olarak  Arastirilmasi;
Histomorfometrik Degerlendirme” bashkli proje uygun goriilmiis olup, Aragtirma Projeleri
Yonetim Birimine teklifine,

Oy birligi ile karar verildi.

(IMZA) (iIMzA) (IMZA)

Prof. Dr.Serpil DEMIRCI  Yrd.Dog.Dr.Duygu K.DOGUC Yrd.Dog.Dr.Elgin ESENLIK TOKLU
Enstitii Miid{irii Enstitii Miidiir Yardimcisi Enstitii Miidiir Yardimcisi
(IMZA) (IMZA) (IMZA)

Dog.Dr.Ahmet KOYU Dog.Dr.Osman SULAK  Yrd.Dog.Dr.Ferdi BASKURT

Uye Uye Uye
(IMZA)
Raportér
Mustafa SAYGIN Erol KAYA
Ogrenci Temsilcisi Enstitii Sekreteri
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EK 2: SDU Deney Hayvanlan Yerel Etik Kurulu Karari

SULEYMAN DEMIREL UNV. HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARI

TOPLANTI TARIHI [
21.07.2010

TOPLANTI SAYISI KARAR SAYISI |
23 01

SDU. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 21 TEMMUZ 2010 tarihinde Saat 15:00’de toplanarak
asagidaki kararlar almistir,

01-Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz Dis Cene Hastaliklari ve Cerrahisi A.D. Dog.
Dr. Timugin BAYKUL ‘un yiiriitiiciisii oldugu, Prof. Dr. Mustafa Cihat AVUNDUK, Nesligiil Niyaz
KOKDERE’nin yardimer arastirmaci olarak yer aldigi, “KEMIK DEFEKTLERININ iYILESMESINDE
TROMBOSITTEN ZENGIN FiBRIN (TZFYIN ETKILERININ DENEYSEL OLARAK

ARASTIRILMASI; HISTOMORFOMETRIK DEGERLENDIRME” konulu galisma;

Deney |

Tiirii Cinsiyeti Sayisi Yagi I
Hayvaminin ‘ Tavsan Yeni Zelanda Erkek 24 6 —8 Ayhk J

Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan uygun

goriilmustiir.

Prof. Dr. Mustafa NAZIROGLU
BASKAN

Yrd. Dog.Dr. Efkan UZ
BASKAN YARDIMCISI

[ Prof.Dr. Fatih GULTEKIN
UYE

KATILMADI

7

p”

Prof. Dr. Miinire CAKIR
UYE

Dog. Dr. Sema BIRCAN
UYE

Yrd. Dog. Dr.Bilge CADIR
UYE

O

— i

f
/Vet. Hekim ismail UZ
UYE

Ecz. Mustafa Serhan DERY AL
UYE

Vet. Hekim Ishak Suat OVEY
UYE

KATILMADI

KATILMADI

SDU-HADYEK Sekreter: Murat OZKAN 0246 211 3770, Raportor; Yrd.Dog.Dr.Efkan UZ 0246 211 3313
SDU Tip Fak. Morfoloji Binasi Zemin Kat (Hastane karsis1) 32260 Giniir / ISPARTA sduba dyek@med.sdu.edu.tr
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EK 3: SDU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Destekleme
Protokolii

T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNiVERSITESI
BiLIMSEL ARASTIRMA PROJELERI KOORDINASYON BiRIMi
DESTEKLEME PROTOKOLU

Toplant: Tarihi ; 15.09.2010
Toplanti No: 2010/04

Proje No 12314-D-10

Proje Yoneticisi : Prof. Dr. Timugin BAYKUL

Yoneticinin Adresi : Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agiz Dig Cene Hastaliklart ve Cerrahisi
Proje Baslig : "Kemik Defektlerinin Iyilesmesinde Trombositten Zengin Fibrin (TZF)’in

Etkilerinin Deneysel Olarak Arastirilmasi; Histomorfometrik Degerlendirme
Proje Biitgesi (TL) 1 9.954,00
Proje siiresi : Baslangi¢ Tarihi : 15.09.2010 Bitis Tarihi: 15.03.2013 - 30 ay

iMZA
Prof.Dr.Mehmet KITIS
B.AP. Komisyon Bagkant

IMZA IMZA iMZA
Prof.Dr.Y1ldiranSONGUR Prof.Dr.Mustafa KUSGU Prof.Dr.Serpil DEMIRCI
Komisyon Uyesi Fen Bilimleri Enstitiistt Midird Saghk Bilimleri Enstitiisti Midiirt
Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi
IMZA IMZA iMZA
Dog.Dr.ilker Hiiseyin CARIKCI Dog.Dr.Ali M. BAYRAKTAROGLU Prof.Dr.Ata Utku AKGIL
Sosyal Bilimler Enstististi Mudiirt Giize! Sanatlar Enstittisti Midiri Su Uriinleri Enstittisii Miidiirii
Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi
IMZA IMZA IMZA
Dog.Dr.Nevin AYTEMIZ Dog.Dr.Sedat AKTAN Dog.Dr.Kamil EKINCI
Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi

PROJE YONETICISINE TEBLIGAT
Saymn: Prof. Dr. Timugin BAYKUL
Stileyman Demirel Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Stileyman Demirel Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonunun yukaridaki karart uyarinca

sundugumuz projenin belirtilen sartlarda desteklenmesine karar verilmistir.

Proje protokoliinil imzalamak iizere asagida belirtilen tarih ve saatte Bilimsel Aragtima Projeleri
Koordinasyon Birimi’nde hazir bulunmanizi rica eder, bagarilarinizin devamuni dilerim.

Tarih ve Saat :

Prof.Dr.Mehmet KiTI$
Bilimsel Aragtirma Projeleri
Komisyon Bagkani
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OZGECMIS

09.12.1983 tarihinde Adapazari’nda dogdum. Ilkokul &grenimimi Denizli
Hiirriyet Ilkokulu, Orta Ogrenimimi Kocaeli 24 Kasim Anadolu Lisesi, Lise
Ogrenimimi ise Denizli Anadolu Lisesi’nde tamamladim. 2001 yilinda Siileyman
Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesini kazandim. Lisans ve yiiksek lisans
egitimimin son déneminde Erasmus &grenci degisim programiyla Oulu Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi, Finlandiya'da bulundum. 2006 yilinda Siileyman Demirel
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesinden dénem birincisi olarak mezun oldum. Ozel
bir klinikte dis hekimi olarak calisma hayatina basladim ve 2007 yilinda Antalya
Agiz Dis Saghigi Merkezine atanarak 9 ay dis hekimi olarak gorev yaptim. 2008
yilinda Siileyman Demirel Universitesi Agiz Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali’na

girmeye hak kazanarak doktora egitimime basladim.
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