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1-GIRIS VE AMAC

Kemik viicudun sekil almasindan ve onemli organlarin korunmasindan sorumlu bir
dokudur. Kemik kiriklari, defektleri ve iyilesmesi literatiirde sik arastirma yapilan
konulardir. Kemik kirik ve defektlerini onarirkenki amag¢ tam ve kisa siirede gergeklesen
bir iyilesme saglamaktir. Kemik defektlerinde belli bir kritik biiyiikligiin altindaki
defektler kendiliginden kapanabilirken, bunu agmis olan defektlerin onarimi i¢in cerrahi
gerekir.(1) Cerrahi miidahale ile yapilan rekonstriiksiyonda metaller, alloplastik materyaller
ve hayvan kaynakli greftler kullanilabilecegi gibi otogreftler de tercih edilebilir.(2)
Bunlardan en hizli ve dogal ¢6ziim otogreftlemedir. Konjenital nedenlerle ya da travmatik
nedenlerle orataya ¢ikan defektlerin onariminda yapilan otogreftlemede her zaman tam bir
kemik greftine ulagsmak miimkiin olmayabilir.(3) Ayrica cerrahi sirasinda kirilan,
pargalanan ve toz halinde a¢iga cikan kemik elemanlarim1 da kullanmak gerekebilir. Bu
anlamda tam kemik grefti, kemik fragmanlar1 ve kemik toz pargalarina eklenmis
Trombositten zengin plazma kullanimi1 ¢alisilmistir. Trombositten zengin plazma Plastik
cerrahinin diginda ¢ene cerrahisi, Ortopedi ve Beyin Cerrahisi ve Genel Cerrahi
hekimlerince de yara iyilesmesi ve kemik uygulamalarla birlikte kullanilmaktadir.

Trombositten zengin plazma PDGF (Trombosit kaynakli biiytime faktorii),
VEGF(Vaskiiler endotelyal bliylime faktorii), TGF- a (Transforme edici biiylime faktorii-
o), TGF- B, IGF (Insiilin benzeri bilyiime faktdrii), FGF (Fibroblast niiyiime faktdrii) ve
EGF (Epidermal biiylime faktorii) icerir ve otolog kanin 2 sefer santrifiij edilmesiyle elde
edilir.(4) Boylece normal plazmadakine oranla trombosit miktart artmig bir plazma eldesi
saglanir. Bu plazmaya trombine eklenerek kemik iyilesmesinde rol alan ve trombositlerde
bulunan mediatdrlerin salinimi saglanir. Bu agamada jel haline gelen iiriin periost iizerine
dogrudan konabilecegi gibi kemik toz, parca ve biitiin kemik greftlerine karistirilip da
konulabilir.

Hastanin kendisinden ve az bir maliyetle iretiliyor olmasi Trombositten zengin
plazmanin klinikte kullanim bulmasini kolaylastirmis ve yapilan calismalarda kemik
iyilesme ve kemik greft tutmasinda faydalar1 gosterilmistir.(5) Onemli bazi faydalari
kaynamay1 hizlandirma, enfeksiyona yatkinliga azaltma, kanama kontroliine yardimci
olmadir. Ancak yine de bu faydalarin sonuclar konusunda siipheler uyandirmasi bu konuda
daha yapilacak cok klinik ¢alismaya ve deney hayvan calismasina ihtiya¢c oldugunu
gostermektedir.(6)



Bu calismanin amaci sabit bir etken olarak trombositten zengin plazmanin eklendigi kemik
tozlari, kemik parcalart ve biitiin kemik greftinin iyilesme ve yasayabilirligini

kiyaslamaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Kemik dokusu

2.1.1 Kemik dokusunun tanim ve genel ozellikleri

Kemik doku, embriyolojik olarak mezenkimal hiicrelerden enkondral ya da membranéz
kemiklesme ile gelisen bir dokudur. Iskelet sisteminin en 6nemli yap1 tasin1 olusturan
kemik doku hayati organlara koruma saglar, viicudu destekler, kan hiicrelerinin yapildigi
kemik iligini igerir ve metabolik 6nemi olan kalsiyum deposu olarak gorev alir. Ayrica
tizerine yapisan kaslarin diizenli kontraksiyonu ile viicudun hareket etmesini saglar.(7)
Tiim bunlar kemik iyilesmesinde goz Oniine alinmali ve olaya hiicresel, mekanik,

hormonal, biyokimyasal agidan da yaklagilmalidir.

2.1.2 Kemik Histolojisi

Kemik Tipleri

Kemik dokunun morfolojik tipleri nonlameller, kortikal ve kanselloz kemiktir.
Embriyonik doénemde, kirik iyilesmesinde, hiperparatiroidizm ve Paget hastaligi gibi
patolojik siireclerde bulunan immatiir kemik 6rgiilii (nonlamellar yap1) iken normal kemik
lamellar yapidadir. Orgiilii kemik dongiisiiniin arttig1 zayif, esnek, histolojik olarak da
rastgele dizili kollojen lifler ve osteoblastlar ile doseli diizensiz vaskiiler bosluklardan
olusan bir yapidir. Daha sonra bu yap1 remodeling ile kortikal ya da kansell6z kemige

doniistir.(7)

A. Kortikal Kemik

Lameller (kompakt) kemik olarak da adlandirilir. Iskeletin %80’ ini olusturur.
Nonlameller kemikten remodeling sonucu olusur. Uzun kemiklerin dis yiiziinii yassi
kemiklerin ise i¢ ve dis yliziinii olusturur. Kortikal kemigin ana yapisin1 “Havers sistemi”
olarak da adlandirilan osteonlar olusturur. Osteon uzunlamasina dizili vaskiiler kanallar
(Havers kanallar1) saran silindirik sekilli vaskiiler kemikten olusur. Horizontal dizilimli
kanallar (Volkman kanallar1) ise komsu osteonlar1 birlestirir. Bu kanallar sayesinde,
Havers kanallar1 kemik iligi ve periosteumla baglanti kurar. Sert bir matrikse sahip olan
kemik dokuda difiizyon olanagi yoktur. Kanal ve kanalikiillerle kemigin disindan igine
kadar iliski kurulur ve bu sekilde metabolizma i¢in gerekli maddeler damar ve

kanalikiillerle hiicrelere kadar tasinir. Kortikal kemigin dayanikliligi osteonlarin siki



dizilimine baglidir. Osteonlar arasinda intersitisyel lamellalar vardir ve Sement hatlar
osteonun dis smirimi yapar. Besinler intraosseoz dolasim ile saglanir.(7) Kortikal kemik,
spongioz kemige gore daha yavas bir dongiiye, daha yiiksek bir Young modiiliisiine,

torsiyon ve biikiilmelere kars1 ¢ok daha yiiksek bir dirence sahiptir.

B. Spongioz Kemik

Spongioz kemik bal petegi goriiniimlii, bosluklarinda kan elemanlar: igeren, 1 mm
kalinliginda trabekiillerden olusur. Spongioz kemik, uzun kemiklerin uglarinda ve
vertebralarda bulunur. Burada trabekiillerin kortekse dik yerlesimli dizilimi sayesinde dig
yiiklenmeye yapisal karsi koyma giicii olusturur. Yogunlugu daha azdir ve stres ¢izgilerine
bagli olarak daha fazla remodeling meydana gelir. Daha yiiksek bir doniisiim hiz1 vardir.
Young modiiliisii daha kiigiiktiir, bu nedenle kortikal kemikten daha elastiktir. Trabekiiler
kemigin plaklar halinde, birbiri ile baglantili, li¢ boyutlu dantele benzer yap1 olusturmast,
yiiksek yiizey/alan orani olusturarak yiiksek metabolik aktivite islevi goriir, ayn1 zamanda
kemige yansiyan cesitli yiiklere (6zellikle kompresif) karst kemigin dayanma giiciinii de
artirtr. Spongioz kemik i¢ endostal yiizeyde siirekli yeniden yapilanma olusturur. Diger

isimleri trabekiiler kemik, kanselloz kemik ve stingerimsi kemiktir.

2.1.3 Hiicresel Elemanlar
* Osteoprogenitor hiicreler,
 Osteoblastlar,

* Osteoklastlar,

* Osteositler,

» Kemik iligi hematopoetik hiicreler
Osteoblastlar

Osteoblastlar olgunlagsmis, metabolik olarak aktif, kemik iireten hiicrelerdir. Bu
hiicreler matriksi olusturan osteoidi tretirler. Mezenkimal kok hiicrelerden gelisen
osteoblastlar, ortalama 1-10 hafta yasarlar. Osteoblastlar 20-30 pum biiyiikligiinde olup

kemigin yilizeyinde tabaka halinde yan yana dizili bulunurlar.

Osteoblastlar kemik matriksin organik kisimlariin, kollojen liflerin, proteoglikanlarin
ve glikoproteinlerin sentezinden sorumludur. Heniiz kalsifiye olmamis olan bu dokuya

osteoid adi verilir. Osteoblastlar meydana getirdikleri osteoid i¢inde gomiilii beklerler. Bu



doku kalsifiye olunca osteoblastik aktiviteler azalir, osteoblastlarin sekilleri basiklasir ve
birer osteosit olurlar. Kemigin inorganik kisimlarinin yapilabilmesi osteoblastlarin
varligina baghdir. Matriks sentezini yapmaya basladiklarinda sekilleri kiibikten prizmatige
kadar degisen bu hiicrelerin aktivite durumlarima gore sekilleri oval de olabilir.
Osteoblastlarin diger osteoblastlar ile temaslarini saglayan sitoplazmik uzantilar1 vardir.
Hiicresel ve sitoplazmik uzantilarin etrafinda matriksin olusmasi lakiina ve kanalciklari
belirginlestirir. Osteoblastlar polarize hiicrelerdir. Matriksin sekresyonu, daha once
yapilmis kemik matriksi ile temas halinde olan osteoblast yiizeylerinden olur. Boylece yeni
ama kalsifiye olmamis matriks, osteoblastlar ile daha onceden olusan kemik matriksi
arasinda yer alir. Bu olay kemik apozisyonudur. Kemik yapimi siiresince kemik trabekiil ve

lamellerin Uzerinde devamli bir osteoblast zinciri vardir.

Osteoblastlar, osteosit ve ekstraselliller matriks ile olan iletisimi transmembran
proteinler ve integrinler araciligiyla saglarlar. Lokal sitokinler ve paratiroid hormon, D
vitamini metabolizmasinin yan iriinleri, gonadal ve adrenal steroidler gibi molekiillere
spesifik reseptor igerirler. Bu reseptorler ile aktif hale gelen osteoblastlar, osteoklastlar
aktif hale getirecek mediatorler salgilar ve ayrica hematopoetik hiicrelerin degisimine

katkida bulunurlar.

Osteoblastlarin gorevi kemik matriksindeki kollojen ve kollojen dis1 protein senteziyle
beraber, ekstraseliiler —matriks fibrillerinin  diizenini ve osteoid materyalin
mineralizasyonunu  saglamaktir. Alkalen fosfataz enzimi sayesinde igerdikleri
adenozintrifosfatazin ortama saldigi Ca® iyonu ile bu mineralizasyonu saglarlar.
Sentezledigi ¢esitli biliylime faktorleri ve sitokinler ile Osteoklastlarin rezorbsiyonuna

yardim ederler.

Osteoblastlar aktif olduktan sonra bir kismu kemik ylizeyinde metabolizmasini
yavaslatip istirahat hiicresi olarak kalir. Istirahat halindekiler az sayida organel igerdikleri
icin yassilagsmiglardir. Sialoprotein, osteonektin, osteopontin ve ALP sentezlerler.
Osteoklastlarin kemik yiizeyinde yerlesmesine PTH etkisiyle aracilik ederler. Kemik
yapimi sonlanmaya basladiginda, osteoblastlarin bir kismi osteositlere doniisiir ve diger
kism1 periost ve endostal ylizeyin oOrtiicii hiicrelerine dontigiirler. Diger bir kismi da

apoptozis ile ortamdan kaybolur.

Osteositler



Osteositler badem sekilli, stoplazmik uzantilari olan, kiigik mononiikleer
hiicrelerdir ve osteoblastlara gore daha az miktarda golgi aparati, mitokondri ve
endoplazmik retikulum igerirler. Daha yogun ¢ekirdek kromatini tagirlar. Tiim kemik
hiicrelerinin %90’ 1 osteosit hiicresidir ve kemikdokuda osteblastlardan 10 kat fazla osteosit
hiicresi bulunur. Osteositler mineralize matriks igerisinde yer alirlar. Osteositler kemik
doku icersindeki haberlesmesinden ve yeniden yapilanmadan sorumlu hiicrelerdir. Kemige
uygulanan fiziksel kuvvetlerin yorumlayip ve uygun cevabin verilmesini saglayan da

osteositlerdir.

Osteositler uzun yasayan hiicrelerdir ve 6mrii birkag¢ yi1l kadardir. Osteositlerin zamanla
matriks tiretme Ozellikleri kaybolur ve hiicre kiigiiliir. Cevredeki matriksi rezorbe ederek
osteositik lakiinalari olustururlar. Olusan her bir lakiinada bir osteosit vardir. Kemigin sert
yapisi i¢inde yerlesmis osteositler, lakiinalar sayesinde viicut sivilariyla ve diger
osteositlerle baglant1 halindedir. Lakunalardan her yone uzanan dar, ince tiinellere de
kanalikuli denir. Her bir osteositten ¢ikan sitoplazmik uzantilar kan damarlarina ve diger
osteositlere uzanarak bir ag olustururlar. Her bir osteositten ¢ikan sitoplazmik uzantilar kan
damarlarina ve diger osteositlere uzanarak bir ag olustururlar. Boylelikle gerekli iyon ve

metabolitlerin transferini ve besin alisverisini saglarlar.(7)

Osteoklastlar

Hematopoetik mononiikleer / fagositik seri hiicrelerinden gelisen oncii hiicreler, kemik
yiizeyinde fiizyona ugrayarak osteoklast olarak bilinen 5-50 arasi ¢ekirdegi olan dev
hiicrelere doniisiirler. Temel olarak bu hiicreler kemik yikimindan sorumludur.(7) Kivriml
kenarlara sahip bu hiicreler, mitokondri ve vakuolden zengin sitoplazmasi, kalsitonin
reseptOrleri vardir ve asit fosfataz, kollojenaz ve diger proteolitik enzimler iiretirler ve
kemigin inorganik ve organik matriksi ile kalsifiye kartilaji ¢ozerler. Bu siire¢ sonunda
“Howship Lakiinalar1” olarak bilinen kemik yiizeyi erozif alanlar1 olusur. Bu Kkavite
kortikal kemikte Haversiyen kanalini olusturur. Osteoklast gelisimi i¢in osteoblastik
aktiviteye ihtiya¢ vardir. Osteoblastlar tarafindan salinan makrofaj koloni uyarici faktor,
osteoklast differansiyasyon faktdr, kalsitriol, PTH, D vitamini, tiroksin, TNF-a, IL-1, IL-3,
IL-6, IL-11 prostoglandin E2 osteoklastlar1 aktive ederken, osteoblast kaynakli
osteoprotogenin, kalsitonin, Ostrojen, bifosfonat, TGF-f, IFN-y, IL-4, IL-13, IL-18 inhibe

eder.



Osteoklastlar1 hormonlar da etkiler. Parathormon, kalsitonin ve osteoblast stimule edici
faktor baglayan reseptorlere sahiptir. Kemik yikimi, kemigin sekillenmesi, kemik
rezorbsiyonu sirasinda meydana gelen artiklarin da ortadan kaldirilmasinda aktif olarak rol

alirlar. Bu olaylarin hepsi osteoklast ve osteoblastlarin uyum i¢inde ¢alismasiyla olur.

Osteoprogenitor Hiicreler

Mezenkim kaynakli ana hiicrelerin alt grubudur ve sonucu 2 tipi vardir. Birincisi
endoplazmik retikulum ve az gelismis golgi cisimcigi bulunan preosteoblastlardir, bu
hiicrelerden osteoblastlar gelisir. Ikinci ise osteoklaslara dnciiliik eden, belirgin mitokondri
ve serbest ribozomlar1 ile taninan hiicrelerdir. Ozellesmis kemik hiicreleri kemigin
olusumundan, rezorbsiyonundan ve kemik yapisinin devamliligimi  saglamaktan
sorumludur. Bu hiicreler uyarilmadiklari zaman kemik yiizeyi yakinlarinda, periostun ig
yiizeyinde, endostta ve Havers kanallarinda bulunurlar. Kirik sonucu uyarildiklarinda,
belirgin niikleuslu fliziform iri hiicrelere donisiirler. Osteoprogenitor hiicrelerin her zaman
mitoz 6zelligi ve kondroblast, osteoblast ve osteoklastlara farklilagsma yetenekleri vardir.
Kemikteki iki ana hiicre olan osteoklastlar ve osteoblastlar, kaynagini hemopoetik ve
stromal hiicre sistemi olarak adlandirilan iki farkli hiicre soyundan alirlar
Osteoprogenitor Hiicreler (Osteojenik Pre-kiirsor Hiicreler)

Osteoprogenitor hiicreler kemigin tiim ylizeylerinde bulunur. Periostun derin tabakasini
ve internal mediiller yiizeye uzanan endosteumu yaparlar. Periost; kaba, vaskiiler konnektif
doku tabakasidir. Kemigin eklem olusturmayan yiizlerinde bulunur. “Fibroz tabaka” olarak
adlandirilan kalin dis tabakasi, diizensiz, yogun konnektif dokudan olusur. Daha ince ve
zayif i¢ tabakasi ise “osteojenik tabaka” olarak adlandirilir ve osteojenik hiicreler
tarafindan olusturulur. Endosteumun fibroz igerigi yoktur. Tek tabaka osteojenik hiicre
igerir.

Kemik hiicresi olma yoniinde kosullanmis mezenkim hiicreleridir. i3 seklinde
fibroblastlara benzerler. Mitozla boliinlip g¢ogalirlar, ¢ogalan hiicrelerin bir boliimii
osteoblastlara dontisiir. Kemiklerde yikilan, kemik dokusunun birim yapisi olarak kabul
edilen osteonlarin yerine yenilerinin yapimi sirasinda ya da kiriklarda yeni kemik dokusu
sekillenirken aktifleserek boliintirler. Boliinerek osteoblastlar1 olustururlar. Periostun i¢

katinda, Havers ve Volkman kanallarindaki bag dokusunda, endosteumda bulunurlar.

Kemik Zarlari



Kemiklerin i¢ ve dis yiizeyleri kemigi olusturan hiicrelerden ve bag dokusundan olusan
tabakalarla ortiiliidiir. Bunlardan dis yiizeyde olanmi periosteum, i¢ yiizeyde olani ise
endosteum olarak isimlendirilir.

Periosteum

Kemik dokusunu distan saran ve eklem yiizeyi hari¢ kemigi distan ¢evreleyen vaskiiler
konnektif bag dokusuna periost (periosteum) adi verilir. Periosteum kemige destek
saglarken beslenme ve tamir olaylarinda da gorev alir. Yapisal olarak kollajen ve elastik
lifler igeren yap1 “Sharpey lifleri” adi verilen kollajen uzantilar ile kemige baglanir.
Perikondriyum bol damar igeren, iki katmanli bir zardir. Kalin dis tabaka fibroz tabaka
olarak da adlandirilir ve diizensiz, yogun konnektif dokudan olusan ipliksel bir yapisi
vardir. Daha ince ve zayif i¢ tabaka ise osteojenik tabaka olarak bilinir ve gevsek bag
dokusunda olup, hiicreden zengindir. Bu hiicreler genelde osteoprogenitor hiicrelerdir.
Tabakalarin her birinin ayr1 fonksiyonlar1 vardir. D1s kat metabolizmada rol alan damarlari
ve lenfatikleri icerir.(7) I¢ tabakanm hiicreleri ise kemik hasarinda osteoblast haline
dontiserek yeni kemik olusumunda aktif gorev alirlar. Kemik onarimina katilan bu hiicreler
normal kosullarda aktif degillerdir.

Endosteum

Periosttan daha ince olan ve retikiiler bag doku niteligindeki bu tabakada tek sira
osteojenik hiicre icerir. Bu hiicreler osteoblastlara doniiserek kemik yapimina katilirlar.
Ayrica kemik iligi kaynakli retikiiler bag dokudan olustugu i¢in kemik doku yaninda,
hemopoetik hiicreleri yapabilme 6zelligi de vardir. Endosteum kompakt kemiklerin ig
yiizlerini ve spongioz kemikleri olusturan trabekiillerin dis ytizlerini orter.

Kemik zarlarinin temel islevi; kemik dokusunun beslenmesi, biiyliimesi ve onarimini

saglamaktir.

2.1.4. Kemik matriksi

Diger destek dokular1 gibi kemik dokusunda da hiicreler arast madde (fundamental
substans, temel madde) ¢ogunlukta, hiicreler azinliktadir. Temel maddenin diger destek
dokulardan farki ise inorganik maddeler de icermesidir. Kemik matriksi genellikle
asidofilik 6zelliktedir. Bunun nedeni; bazofiliyi saglayan proteoglikanlarin (kondriodin 4,6
stilffat) kemikte az bulunmasidir. Kemik agirliginin yaklasik %20’si sudur. Hacminin ise
cogunu kollajen olustururken, kuru kemik agirliginin %60-70’ini inorganik kalsiyum
fosfat, %30-35’ini ise organik fibroz protein ve kollajen olusturur. Kemik iligine kiyasla,

kemikteki hiicre sayis1 daha azdir.



Kemik matriksin organik kismi, Tip 1 kollajenden ve proteinler ile ilgili
glikozaminoglikanlari iceren amorf temel maddeden olusur. Kemik dokusunda az miktarda
bulunan sekilsiz temel maddeyi olusturan; proteoglikanlar; kondroitin-4-stilfat, kondroitin-
6-siilfat, keratan siilfat ve yine bir glikoprotein olan osteonektin, osteokalsin, osteopontin,
kemik sialoproteini meydana getirir. Kalsiyum fosfat kemikte igne bi¢cimli Hidroksiapatit
(HA) kristalleri formunda bulunur. Bunun disinda; inorganik kisimda bikarbonat, sitrat,
sodyum, potasyum, magnezyum, florid bulunmaktadir. Ayrica viicuttaki kalsiyumun
%99°u, fosforun %85’1, magnezyum ve sodyumun %40-60’1 iskelet sisteminde bulunur.
Hidroksiapatit kemik kollajenlerinin yaninda amorf madde ile birlikte i¢ i¢e organize
olmuglardir ve kemikteki dnemi, osteoid mineralizasyonu sayesinde, kollajenlerle beraber
kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir. Kemigin ii¢ temel 6gesi olan kollajen,
hiicreler ve mineraller duragan olmayip devamli bir dongii i¢indedirler. Bu dongii kemik
tizerine etki eden kuvvetlerle baglantili olup, basing altindaki kemikte rezorpsiyon, gerilim
kuvvetleri altinda ise apozisyon goriiliir. Olen hiicrelerin yerine yenisi gecerken, kollojen
ve mineraller devamli olarak rezorbe edilip, yeniden olusturulur. Remodeling adi verilen,
rezorbsiyon ve depozisyon islemleri arasindaki denge sayesinde kemigin sekli ve hacmi
neredeyse degismeden kalir. Rezorpsiyon depozisyon kadar hizli devam edemediginde
kemigin kirilganlig: artar (Paget hastaligi). Yeniden yapilanmadaki (remodeling) dengenin
rezorbsiyon lehine bozulmasinda ise osteoporoz ortaya c¢ikar. Kemik metabolizmasi
hormonlar ve lokal faktorlerin kontrolii altindadir. Bunlardan en 6nemlileri; parathormon,
kalsitonin ve vitamin D’dir. Osteoblastlar kalsiyum reseptorleri igeren yegane kemik
hiicreleridir. Bu sebeple osteoblastlar paratiroid hormon etkisindedirler. Parathormon
kalsiyumun, kemikte kalsiyum iceren bosluklara gecisini artirarak ekstraselliiler kalsiyum
seviyesini diizenler. Vitamin D ise intestinal ve renal kalsiyum baglayici proteinleri
uyararak aktif kalsiyum transportunu kolaylastirir. Kalsitonin de plazma kalsiyum
seviyesinde akut artisa cevap olarak tiroid bezinin parafolikiiler hiicrelerinden salinir ve
kalsiyuma bagli hiicresel metabolik aktiviteyi inhibe eder.

Saglam ve dayanikli bir kemikte kemik matriksin bu kisimlarinin birbirine orani
dengeli olmalidir. Inorganik kisimda eksiklik olursa kemik lastik gibi biikiilebilir.

Organik kisim eksik olursa kemik kirilgan olur.



2.1.5 Kemik Dolasim
A. Anatomi
Kemikler kardiyak ¢ikisin %5—-10" unu alir. Uzun kemikler 3 kaynaktan beslenir;

i. Besleyici arter sistemi, Besleyici arterler ana sistemik arterlerden dallanir. Diafizyal
kortekse nutrient foramenden girerler ve sonra mediller kanala girerek inen ve
cikan kiiclik arterlere dallanirlar. Bu damarlar endosteal kortekste arteriollere
dallanirlar ve haversian sistemi i¢indeki damarlar araciligiyla matiir diafizyal
korteksin i¢ yiiziiniin en az tigte ikisini beslerler.

il. Metafizyal- epifizyal sistem, Periartikiiler vaskiiler pleksustan kaynaklanirlar.

iii. Periosteal sistem, Primer olarak matiir diafizyal korteksin en ¢ok dis tigte birini

besleyen kapillerlerden olusur. Daha diisiik basinglhidir.
B. Fizyoloji

I.AkKimin yonii; Matiir kemikteki arteryel akim yiiksek basingli besleyici arteryel sistemin
ve diislik basingli periosteal sistemin net etkisinin bir sonucu olarak igten disa dogrudur
(sentrifugal). Endosteal sistemin bozuldugu tamamen deplase bir kiriktaki basing gradienti
tersine doner. Periosteal sistem basinct baskin hale gelir ve kan akimi distan ige
dogru(sentripedal) hal alir. Gelismekte olan immatiir kemikte arteryel akim sentripedaldir.
Ciinkii periost yiiksek oranda vaskiilarizedir ve kemik kan akimimnin baskin bilesenidir.
Matiir kemikte vendz akim sentripedaldir. Kortikal kapillerler daha sonra bosaltict venoz

sisteme drene olan vendz sinuzoidlere drene olurlar.

ii. Kemigin s1v1 bilesenleri;

Ekstravaskuler %065
Haversiyan %6
Lakiiner %06

Kirmizi kan hiicreleri %3
Diger %20,

iii. Kemik kan akimindaki fizyolojik durumlarin etkileri;
Hipoksi Akimu artirir

Hiperkapni Akimi artirir
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Sempatektomi Akimu artirir

C. Kirik iyilesmesi sirasinda kan akimindaki degisimler; Kemik kan akimi kirik
iyilesmesinin ana belirleyicisidir. Kemik kan akimi ana besinleri kemik yaralanmasi olan
yere getirir. Kirik bolgesinde olusan damar yaralanmasina bagli olarak gelisen ilk tepki
kemik kan akimindaki bir azalmadir. Saatler ya da giinler i¢inde kemik kan akimi artar. ki

haftada zirve yapar ve 3-5 ayda normale doéner.

D. Diizenleme; Kemik kan akimi metabolik, humoral ve otonomik olaylarin etkisi
altindadir. Kemigin arteryel sisteminin olduk¢a 6nemli bir vazokonstriiksiyon ve daha az
bir vazodilatasyon potansiyeli vardir. Kemik i¢indeki damarlar pek ¢ok vazoaktif reseptor
icerir. Bu reseptorler gelecekte kemik kanlanmasindaki bozukluklara bagli gelisen kemik

hastaliklarinin farmakolojik tedavisinde faydali olabilir.

2.1.6. Kemiklesme

Kemik yapimina osteogenez, ossifikasyon, kemiklesme gibi adlar verilir. Kemiklesme
paratiroid hormonu ve D3 vitamininin kontrolii altinda osteoblastlar ve osteoklastlar
aracilifiyla kemigin biliylime ve yeniden sekillenmesi olaylarini igerir. Yasamin erken
yaslarinda kemik yapimi yikimdan fazla, ileri yaslarda ise kemik yikimi yapimidan daha
fazladir. Yaslhlikta ve menopoz sonrasinda osteoporoz sekillenir, kemik yogunlugu azalir,
kemikler kirilganlasir. D3 vitamini yetmezliginde ise kemik matriksinin
mineralizasyonundaki yetersizlik rasitizm ve osteomalazi hastaliklariyla sonuglanir.
Kemiklesme iki ¢esittir ve her ikisinde de gelisen kemik primer kemiktir, daha sonra bunun

yerini sekonder kemik alir.

A. Intramembranéz kemiklesme

Intramembrandz kemiklesme kikirdak bir model olmadan mezenkimal dokunun direk
kemiklesmesidir. Canlida kafatasi, sternum, pelvis gibi yasst kemiklerde, yiiz
kemiklerinde, mandibulanin processus coronoideus ve simfisis disindaki bolgelerinde, kisa
ve uzun kemiklerin kompakt kisimlarinda goriilir. Once mezenkim hiicreleri hizla
boliinerek osteoprogenitor hiicrelere, bunlar da hizla bdéliinerek osteoblastlara doniisiirler.

Bir kisim osteoblast, sentezlenip kalsiyum yogunlugu artmis olan matriks i¢inde kalarak
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osteosite doniisiir. Boylece mezenkim dokusu i¢inde kemiksi (osteoid) odaklar sekillenir.
Bu odaklar arasindaki mezenkim dokusunda bulunan kan damarlarindan ¢ikip osteoid
dokuya gegen Ca ve P iyonlari, osteoblastlarin salgiladig1 alkali fosfataz ‘in aracilig: ile
CaPO, molekiilleri olustururlar. Boylece osteoid kiregleserek primer kemik dokusunu
olusturur. Spikiil (ignecik) ad1 da verilen Mezenkim dokusu iginde olusan bu primer kemik
merkezleri birbirleriyle birleserek siingerimsi kemigi meydana getirir. Daha sonra devreye
giren osteoklastlar kemikleri i¢ yiizlerinden yerler, osteoblastlar ise dis ylize yeni kemik
lamelleri eklerler. Sekillenen kemik bdylece genisleyip-kalinlasmaya baslar. Siingerimsi
kemik son seklini aldiginda primer kemik dokusu igeren trabekiiller ortadan kalkmis geriye
sadece sekonder kemik yapisindaki trabekiilleri kalmistir. Bunun pesinden bu kemiklerin i¢
ve dis yiizlerine bir miktar kompakt kemik eklenir ve kemiklesme tamamlanmis olur.

Kemik trabekiilleri arasindaki mezenkim dokusu ise kemik iligine doniisiir.

Bag dokusunun kemiklesmeye katilmayan boliimleri periost ve endosteumu
olustururlar. Distraksiyon osteogenezisinde de kemiklesme ayni mekanizma ile herhangi

bir kikirdak model olmaksizin kollajenin kalsifiye matrikse doniisiimii ile gerceklesir.
B. Enkondral kemik olusumu

Embriyolojik yasamdan biiyiime tamamlanincaya kadar iskeletin kikirdaktan olusmus
kistmlarinin kemik yapiya doniismesi olayidir. Intrakartilagindz kemiklesme de denir.
Ekstremite kemikleri ve vertebralar bu sekilde gelisir. Bu kemikler olusmadan 6nce hyalin
bir kikirdak model olusur.(8) Dogum sonrasi stabil olmayan kemik kaynamasi da ayni yolla
olur. Osteoprogenitor hiicreler kikirdak matriks salgilar ve kondrositlere doniisiirler.
Hyalin veya hyalin benzeri ¢cogunlukla tip II kikirdak olusumu goriiliir. Bunu kikirdagin
mineralizasyonu ve vaskiilarizasyonu takip eder. Vaskiilaritenin artistyla hiicreler
kikirdagin rezorbsiyonuna baslar. Rezorbe olan kikirdagin ortasinda mediiller bosluk
olusur. Hematopoetik kemik iligi bu alanda gelisir. Osteoprogenitdr hiicreler kikirdagimsi
septumun stiinii kemik matriksi ile kaplayacak olan osteoblastlara dontislir. Sonraki
asamada ise immatiir kemik ve kalsifiye kikirdak karisimi osteoklastlarca rezorbe edilerek
yerine osteoblastlarca matiir kemik dokusu olusturulur. Enkondral kemik olusum 6rnekleri;
embriyonik uzun kemik olusumu, uzun kemiklerin boyuna biiytimesi, demineralize kemik

kullanilarak olusan kemik.

Kikirdak modelin diafiz bolgesinde perikondrium i¢ katinda bulunan mezenkim hiicreleri

boliinerek osteoprogenitor hiicrelere, onlarda osteoblastlara doniigiir.  Osteoblastlar da
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kemik lamelleri sentezlerler ve bunlarin iizerindeki kovuklara yerleserek osteositlere
doniistirler.

Bundan sonra kemik manseti saran bag dokusu da artik perikondriyum degil periosteum
olarak adlanir. Kikirdagin beslenmesi perikondriyumdan difiizyon ile oldugundan, kikirdak
diafiz’inde kemik manget sekillenince difiizyon engellenir, kikirdak beslenemez. Bu
durum, kondrositlerde 6nce hipertrofiye, ardindan diyafizin orta kismindan baslayarak
tahrip olup, 6lmelerine neden olur. Kikirdak modelin ortasinda birbiriyle devamli bos
kaviteler olusur (kemik iligi) Bu deliklerden kikirdak igine dogru damarlar gelisir,
damarlardan ¢ikan Ca ve P iyonlar1 kondrositlerden kikirdak matriksine gegen alkali
fosfatazin araciligiyla birleserek kikirdak matriksine oturur ve onu kireglendirir. Boylece
kire¢lesmis kikirdak merkezleri meydana gelir. (7)

Kan damarlariyla birlikte yeni mezenkim hiicreleri de ortama gelir, mezenkim
hiicrelerinden farklilasan osteoblastlar kire¢lesmis kikirdak dokusu iizerine dizilerek
primer kemik dokusunu olustururlar. Boylece ortalar1 kireglesmis kikirdak, yiizeyleri
kemikten olusmus primer kemiklesme merkezleri meydana gelir. Bu olaylardan sonra bu
primer kemiklesme merkezleri sekonder kemik doku haline doniisiir. Kemigin ortasinda
olusan kovuktaki mezenkim dokusu ise hematopoetik dokuya doniisiir. Sonugta hyalin
kikirdak model eklem kikirdagi ve epifizyal plak hari¢ iki yer hari¢ tamamen kemige
doniistir.

Epifiz plagi kemigin daha sonraki uzamasmndan sorumludur. Bu sekilde kikirdagin
uzamasi Yirmili yaslara kadar devam eder, daha sonra epifiz diski de kemiklesir ve biiyiime
durur. Kemiklerin epifizlerindeki kemiklesme eklem yiizlerine kadar devam etmez, eklem
kikirdag1 yasam boyu kalir. Gelisme yillarinda bu kikirdak epifizlerin biiylimesini saglar.
Gelismenin durmasindan sonra ise eklem kikirdagi olarak kalir. Kisa kemiklerde epifiz

plagi bulunmaz, bunlarin boyuna biiyiimelerini eklem kikirdaklar: saglar.

2.1.7. Kemik yaralanmasi ve tamiri

Kemigin anatomik biitiinliiglinde bozulma olmasina kirik denir. Kirik olustuktan sonra
cesitli fizyolojik olaylar ile kemik biitiinliigii yeniden saglanmaya ¢alisilir. Istisnai olarak
kemik dokusu skar birakmadan iyilesen tek dokudur. Kirik iyilesmesi iki sekilde olur.

A. Primer kirik iyilesmesi

Kirik uglarmin tam fiksasyonu sonrasi goriilen iyilesme tiiridiir. Dis kallus olusumu
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goriilmez. Bu nedenle direkt kemik olusumu goriiliir. Kirik hattinda canli osteojenik
hiicrelerden osteoklast ve osteoblast farklilagir. Osteoklastlar havers kanallarini genisletirler
ve genisleyen bu kanallara osteoblastlar da yerlesir. Konsantrik lameller kemik olusur.

Periost reaksiyonu goriilmez.
B. Sekonder kemik iyilesmesi

Kirik iyilesmesi kallus gelisimi ile olur. Embriyolojik kemik olusumuna benzedigi i¢in
enkondral kemiklesme de denir. Bu iyilesme siirecindeki fazlari biribirinden kesin sinirlarla

ayirmak giictiir, bir 6nceki veya bir sonraki fazla i¢ igedir. Bu evreler sunlardir:

. Inflamatuar dénem
. Onarim donemi
o Yeniden sekillenme (Remodeling) donemi

inflamatuar donem

Akut inflamasyon hiicrelerinin ¢oklugundan dolayr bu isim verilmistir. Sirasiyla
vazokonstruksiyon, vazodilatasyon, piht1 olusumu, fagositoz, anjiogenez ve graniilasyon
dokusunun olusumu goriilir. Kirik olustuktan sonra periost ve endost yirtilmis, bolgeyi
caprazlayan kan ve lenf damarlar1 hasarlanmis, hematom olusmustur. I¢i hipoksik ve asidik
olan bu hematom ¢evre yumusak dokularca sarilir. Trombositlerce kanama durdurulur ve
nekrotik pithti olusturmak {iizere fibrin depo edilir. Nekroz olusmaya basladik¢a ortama
kalsiyum salinir. Kirik uglar1 rezorbe olmaya baslar. Ilk birkac saat i¢inde olusan fibrin ag

tizerinde osteojenik hiicre proliferasyonu baglar.
Onarim donemi

Onarim donemi inflamatuar evrede olusan hematomun organize olmasiyla baslar ve
organize hematomun kallusa doniisiimii ile devam eder. Kirik hematomu ic¢indeki oncii
hiicreler lokal uyaranlarin etkisiyle fibroblast ve diger hiicrelere farklilasirlar. Farklilasma
sonrast olusan osteoblast ve kondroblast gibi hiicrelerin aktiviteleri lokal ve sistemik
mediatorlerce kontrol edilir. Osteoprogenitor hiicreler vasitasiyla hematom artik olugsmus

ve daha istikrarli olan graniilasyon dokusuna doniismiistiir.

Periostun derin tabakalarinda hizla gelisen osteoprogenitor hiicreler biiytlidiikce
periostun kemikten ayrilmasina neden olur. Osteojenik hiicreler hizla ¢ogalirken kapiller
tomurcuklanma baglar. Kapiller tomurcuklanmaya onciilik eden periostal damarlardir.

Osteojenik ¢ogalma kapasitesi damarlanma hizindan daha fazla oldugu igin periosta uzak
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kistmlardaki hiicreler iskemik kalir ve 6liir. Iskemik bolgede hiicre farklilasmasi kondrosit
yoniinde oldugu icin kallusun ¢evresi kikirdak matriks ile sarilir. Periosta yakin kisimlarda
ise osteoblastlar osteoid sentezlerler. Kallus olustuktan sonra mineralize olmaya baslar.
Osteoblastlarca iginde lipid, yogunlasmis kalsiyum fosfat ve enzimler bulunan matriks

vezikilleri salinir.

Kalsifikasyonu inhibe eden profosfatlar, profosfataz ile pargalanir ve mineralizasyon

baslamis olur. Kalsiyumun ¢okmesi igin gerekli fosfat alkalenfosfataz araciliiyla saglanir.

Daha sonra bu vezikiiller parcalanir ve vezikiil i¢indeki kalsiyum konsantrasyonunun

artistyla kristalizasyon olusur.

Kallusun kalsifiye olmasi sonras1 matriks i¢inde kalan osteoblastlar osteosite doniisiir
trabekiiler yap1 olusur. Bu doniisiim arttikga trabekiiller genisler. Bu iyilesme sekli

intramembrandz kemiklesme gibidir.

Kikirdak doku icinde alkalenfosfataz salgilanmasiyla matriks kalsifiye olur.
Kondrositler diffiizyonla beslendikleri i¢in bu kalsifiye ortamda 6liirler ve kondroklastlarca
sindirilerek lakiinalar1 olustururlar. Bu lakiinalara kilcal damarlar ve kemik hiicreleri girer.
Kalsifikasyon olmadan yeni damar olusumu olmaz. Osteblastlar bu bosluklarda osteoid

sentezlemeye baslarlar.
Yeniden Sekillenme

Kirik uglar kallus ile sikica sabit hale getirildikten sonra, bu tamir dokusunun fazlalik
kisimlar1 resorbe edilir. Bu iyilesmenin en uzun dénemidir. Kemik uclar1 arasindaki stres
aktarim yolundaki trabekiiler kemik yerini kompakt kemige birakir. Bu degisim Once
aktivasyon, sonra rezorbsiyon ve daha sonra formasyon seklinde siralanabilir.

Osteoblastlar parathormon tarafindan uyarilinca kemigin belirli bolgesinden ¢ekilirler
ve bu bosluklara osteoklastlar yapisirlar. Rezorbsiyon yaptiktan sonra yerlerini tekrar
osteoblastlara birakirlar. Kemigin eski seklini almasinda Wolf kanunu olarak bilinen
histolojik degisimlerin rolii vardir. Wolf kanuna gore kemigin islevsel durumundaki
degisiklik, dokuda yapisal degisikliklere yol agmaktadir Mekanik strese maruz kalan
kemigin konveks tarafi pozitif, konkav tarafi ise negatif yiikle yiiklenir. Bu olaya
piezoelektriksel yiiklenme denir. Pozitif yiik osteoklastlar1 uyararak kemik resorbsiyonunu,

negatif yiik osteoblastlar1 uyararak kemik yapimini arttirir.
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2.1.8. Kirik Kaynamasina Etkili Faktorler

Kirik iyilesmesi fazlart gesitli mediatorler araciligi ile kontrol edilir. Bu mediatorlerin

miktarini ve aktivitesini degistiren lokal ve genel faktorler vardir.
A. Lokal Faktorler

Travmanin siddetine bagli olarak kemik ve yumusak doku hasarinin derecesi degisir.
Hasarin biiyiikliigiinden dolay1r olusan nekrotik doku iyilesme icin gerekli mezenkimal
hiicre gocii ve vaskiiler invazyon i¢in bir engel olusturur. A¢ik kiriklarda hematomun disari

bosalmasi sonucu kaynama olumsuz etkilenir

Kirik uglari birbirinden ne kadar uzaksa kaynama da o kadar ge¢ olur. Ciinkii kirik
uclar arasindaki kallusun kanlanmasi periosttan kaynaklanan yeni damarlarin gelismesiyle
miimkiindiir. Kirik kemik uclar1 arasina yumusak doku girmesi de kaynamayi geciktiren bir

faktordur.

Asint cerrahi diseksiyon ile kanlanmasi bozulan ve kanlanmasi sinirli olan kemiklerin
(skafoid, tibia distali gibi) kaynamasi daha ge¢ olur. ~ Spongioz kemik yiizey alani fazla,
hiicresel bakimdan zengin ve kanlanmasi iyi oldugu i¢in daha kolay iyilesir. Segmenter
kiriklarda intramediiller kanlanma da etkilendigi i¢in kaynama daha ge¢ olur. Eklem ici
kirtklarda ¢ogunlukla agik rediiksiyon gerektigi i¢in lokal kanlanma bozulur. Eklem
stvisinin enzimatik icerigi de bu tiir kiriklarda kaynamay1 olumsuz etkileyeceginde eklemi
icine alan kirik da ge¢ iyilesir. Spiral ve oblik kiriklarda kaynama yilizey alani genis
oldugundan kaynama daha hizlidir. Kirik hattinda enfeksiyon olmasi iyilesme hiicrelerinin

beslenmesini engeller. Ortamda olusan nedbe ve fibroz doku iyilesmeyi geciktirir.
Yerel patolojik kosullar

Kemigin zayiflamasina bagli olarak kiigiik bir travma ile kemik kirilabilir. Bu tip
patolojik kiriklarin sebebi dejeneratif ve metabolik hastaliklar, enfeksiyon, radyoterapi
veya tiimoriin kendisi olabilir. Bu gibi patolojik kiriklarin tedavisinde oncelikle altta yatan
nedeni ortadan kaldirmak gerekir. Osteoporozun kirik kaynamasina olumsuz etkisi yoktur.
Fakat temas yiizeyi azlig1 nedeniyle olusan fiksasyon yetersizliginden 6tiirii kaynama geg

olur.
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B. Genel Faktorler
Genel durum

Hormonal bozukluklar, rasitizm, anemi, diabetes mellitus, vitamin eksiklikleri, sigara
kullanim1 ve tiiberkiiloz gibi enfeksiyonlar kirik iyilesmesini olumsuz etkiler. Yeni doku

yapimi i¢in protein ve enerji gerektiginden beslenme de iyilesmede 6nemli bir etkendir.
Yas

Kemik iyilesmesinde yas 6nemlidir. Infantil ¢ag, addlesan ¢aga, addlesan ¢ag eriskin

caga gore avanatjlidir. Bunun asil sebebi yeni damar olusum hizidir.

Vitaminler

A vitamini, mezenkimal farklilagmasin1 uyararak, C vitamini kollajen sentezine katki
yaparak, D vitamini ise Kalsiyum ve Fosfat miktarini artirarak kirik iyilesmesine yardim
eder. Hipervitaminéz A ve hipervitaminéz D durumlarinda ise kemik iyilesmesi olumsuz

etkilenir.
Tlaclar

Antikoagiilan ajanlar, Nonsteroid antienflamatuar ilaglar ve kemoterapoétikler kirtk

iyilesmesini geciktirirler.

Nonsteroid antienflamatuar ilaclar ossifikasyonu; prostoglandin inhibisyonu sonucunda
lokal kan akiminmi azaltarak veya primitif osteoblastlarin fonksiyonunu engelleyerek

geciktirirler. Yiiksek dozlarda indometazinin kirik iyilesmesini durdurdugu bilinmektedir.

Hormonlar

PTH viicutta kalsiyum dengesini saglayan ve kan kalsiyum degerlerini temel
hormondur. Dénemsel salinimi1 kemik yapimini uyarirken devamli salinimi kemik yikimini

baglatir.

Tiroid bezinde parafolikiiler-C hiicrelerinde sentez edilen Kalsitonin en 6nemli etkisi

plazma Ca" konsantrasyonunu diisiirmektir. PTH’a zit ¢calisarak kemik yapimini artirir.

Biiyiime hormonu, biiylime ve gelismeyi genel olarak uyaran hormondur ve kallusun

hacimce artmasimi saglayarak kemik yapimina katkida bulunur. Steroidler ise kallus
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olusumunu yavaglatarak ve PTH’a verilen cevabin artmasina aracilik ederek kemik

yikimint artirir.

Tiroid hormonlart kemik yapimimi1 ve yikimi artirirlar ancak tiroid hormon fazlalig:

durumlarinda kemik dongii artacagindan kemik kaybi gelisir.

Biiyiime Faktorleri

Kemik iyilesmesi sirasinda trombosit, makrofaj ve fibroblastlardan salinan bazi proteinler
ve biiyiime faktorleri hiicre gogii, cogalmasi, farklilasmasi ve emilim gibi olaylar1 kontrol
eder. Bunlardan bazilan TGF-B (transforming growth factor ), BMP-1(bone
morphogenetic protein), BMP-2, FGF (fibroblast growth factor), VEGF (vascular
endothelial growth factor), IGF (insiilin-like growth factor) PDGF (platelet derived growth

factor)* dir.

Diger etkenler

Fiksasyon sonrasi kemigin hareketi, bolgenin denervasyonu kemik iyilesmeyi olumsuz
etkiler. Kirik bolgesindeki sinir harabiyetinin kaynamayi olumsuz etkiledigi

gosterilmistir.

Bolgesel elektrik uygulamasi, diisiik doz lazer, siddeti diisiik ses dalgalariin
uygulanmasinin kemik iyilesmesini olumlu etkiledigine dair yaymlar vardir. Hiperbarik

oksijen uygulamasi ve kiriga hafif yiik bindirilmesi de siireci hizlandirabilir.
Kemik iyilesmesi degerlendirmesinde kullanilan yontemler

Runt transkripsiyon faktorii ailesinin bir iiyesi olan Runx2 (CBFA-1), ve kemik, kikirdak
formasyonunda aktivatér olarak goérev alir.(9) Embriyonal donemde iskelet sisteminin
gelisiminde oldugu kadar, osteoblast farklilasmasinin devaminda da gerekli oldugu ortaya
konulmustur.(10) Runx2, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde osteoblast
matiirasyonunun erken evrelerinde osteoblast farklilasmasini uyarirken gec evrelerde
inhibe eder. Runx-2 ekspresyonu blastik aktivite hakkinda bilgi vericidir ve bu Anti-runx-2

antikoru ile oOl¢iilebilir.

Sp7 (Osterix) osteoblast farklilagmasi igin gerekli transkripsiyonel aktivatordiir ve Spl
transkripsiyon faktor ailesinin bir {iyesidir.(11, 12) Sp-7 ekspresyonu blastik aktivite
hakkinda bilgi vericidir ve bu Anti-Sp7 antikoru ile 6lgiilebilir.(13) Osteonektin kemik
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matriksindeki non-kollojen yapilardan olup kollojen ve mineral komponentler arasinda

kopriiler kurulmasina yardimeidir.
2.1.9 Kemik Greft Iyilesmesi
Inkorporasyon

Greftin alict dokuya tutunmasina inkorporsayon denir. inkorporsayonun iyi olmasi igin

dokunun iyi beslenmesi ve greftin hareketsiz olmasi gereklidir.(14)
Osseokondiiksiyon

Greft damar ve yapici hiicrelerin ilerleyebildigi bir iskele gorevi goriir. Eski kemik bir

yandan rezorbe olurken yeni kemik yapimi gergeklesir.(15, 16)
Osteoindiiksiyon

Lokal dokudaki mezensimal hiicrelerden osteosit olusumudur. Bu islemin kontroliinii

kemik morfojenik proteinlerce kontrol edilir.(15, 16)

Osteogenesis

Kemik greft icinde canliligin1 koruyan hiicrelerin yeni kemik yapmasi olayidir.Pedikiilli
kemik fleplerinde yeni kemik en ¢ok bu yolla olur. Non-vaskiilarize kemik greftlerinde de

kemiklesmenin az bir kism1 bu yolla gerceklesir.(15)

2.2 Trombositler Ve Biiyiime Faktorlerince Zengin Plazma

2.2.1 Trombositlerin icerikleri Ve Fonksiyonlar

Trombositler boyut olarak kiigiik fakat yasamsal dneme sahip hiicrelerdir.(17) Cekirdek
icermeyen bu hiicreler megakaryositlerden koken alirlar ve dalakta depolanirlar. Aktif
olmadiklar1 durumda tipik diskoid sekillerini korusalar da aktive olunca irregiiler
psodopodlar igeren daha biiyiikk bir forma kavusurlar. Trombositlerin iginde kenarlarda
yerlesimli acik mavi boyanan “hyalomer” ve merkezde ve mor boyanan “graniilomer”
yapilar1 vardir. Hyalomerler hiicre hareketinden ve hiicre seklinin korunmasinda sorumlu
iken graniilomerler golgi cisimcigi, mitokondri ve lizozom igerirler.

Trombosit i¢inde bulunan graniiller igerik ve yogunluklarina gore alfa, delta(dense, yogun)

ve lambda (lizozom) olarak 3 ¢esittir.(18-20)
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B)Alfa Graniiller
Major grup olan Alfa graniillerde hemostaz, inflamasyon, kemik ve yara
iyilesmesinde gorevli pek ¢ok protein ve biiylime faktoriinii igerir, depolar ve salar.(21)

Cap1 200-400 nm’dir. Bu igerikler Tablo-1’de gosterilmistir.

Alfa Graniiller \ Delta Graniiller Lambda Graniiller
Thrombospondin Ca Karboksipeptidaz
P-selectin Mg Kollajenaz
Platelet faktor—4 P Asit fosfataz

Beta thromboglobulinler | ATP Arabinozidaz
Fibrinojen GTP Glukoz-6-fosfotaz
Protein S ADP N-Asetil galaktozominidaz
Plazminojen GDP Asit hidrolaz
Faktor V,VII, XI, XIII Membran proteinleri Heparinaz

VWF CD 63 Katepsin
Fibronektin LAMP-2 ATP

Vitronektin Serotonin TGF

Kemokinler GPIb, GPIIb/Illa CD 63

PDGF P-Selektin LAMP-1
TGF-Beta Histamin LAMP-2

VEGF Epinefrin

FGF

EGF

BMP-2

Kondroitin 4 siilfat

Tablo 1: Trombosit graniillerinin i¢erikleri

A) Delta Graniiller

Daha kiiciik (250-300 nm) yapidaki yogun graniillerde kalsiyum, pirofosfat, ADP, ATP
gibi molekiilleri icerir ve serotonin deposu olarak gorev yapar graniillerdir. Delta
graniillerde bulunanlar trombosit agregasyonu, hiicre gocii ve proliferasyonu, vaskiiler

tonus ile ilgilidir.(22)

C) Lizozomal Graniiller
En kiiciik ¢apa (175-250 nm) sahip trombosit graniilleridir. Iginde asit hidrolazlar gibi

lizozomal enzimleri, bakterisidal etkili olan glikozidaz, proteaz gibi proteinleri
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barindirirlar.  Bu graniilden ayrica, asit hidrolazlar, Katepsin-D,E, elastaz ve diger

indirgeyici enzimleri salgilar.(23)

Trombositten Salinan Biiyiime Faktorleri

Trombositlerden salinan biiyiime faktorleri genelde iki aktif tarafi vardir ve bu yiizden
“dimer” olarak adlandirilirlar. Sadece iizerinde reseptdr olan hiicrelere eklenirler. Bu
reseptorler hedef hiicrenin membranindadirlar. Biliylime faktorlerinin yeni kan damari
yapimini artirdigl, yara iyilesmesini hizlandirdigr bilinmektedir. Biiylime faktorleri

mutajenik degildir.

Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF):

PDGFaa, PDGFbb VE PDGFab olamk {izere ii¢ izomeri vardir ve bunlar benzer
etkilere sahiptir. PDGF yara iyilesmesinin evrensel faktorlerindendir. Asil kaynag:
trombosit olsa da makrofajlar, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositler tarafindan
da sentezlenirler. Trombosit kaynakli biiyiime faktorii fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve
endotel hiicreleri iizerinde kemoatraktan ve mitojenik etki gosterir, fibronektin ve
hiyaliironik asit sentezini artirir. (24)PDGF’nin bu hiicreler {izerindeki B reseptor
aktivasyonu fibroblast proliferasyonu, kollajen birikimi ve anjiogeneze aracilik der. Yara
iyilesmesinin erken déoneminde IGF gibi diger faktorlerin sentez ve salinimini da indiikler.
Rekombinan yolla elde edilen PDGF’nin, cerrahi yaralarda, basi yaralarinda ve diabetik

yaralarda kullanim1 vardir.
Transforme Edici Biiyiime Faktorleri (TGF-p1, TGF-p2)

TGF-B1, TGF-B2 47 bilinen iiyesi olan bu siiper ailenin sadece iki tiyesidir. TGF-B1 ve
TGF-B2 PDGF gibi hiicre ¢gogalmasini ve matriks iiretimini uyardig: gibi kikirdak ve kemik

farklilagsmay1 da uyarir.(24-26) Yani grubun diger {iyesi olan Bone Morphogenic Protein
(BMP) gibi morfojendirler.

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF):

Bilinen en kuvvetli anjiogenezis uyaricisi olan VEGF dogrudan mitotik etkisinin
yaninda bir taraftan kismen nitrik oksit sentezini uyararak vazodilatasyona neden olurken,
diger taraftan hiicre gogiinii ve apoptozu inhibe eder.(24, 27, 28) Yara iyilesmesinde
gorevli fibroblast, inflamasyon hiicreleri ve endotelyal hiicrelerin proliferasyon ve gociiniin

uyarir ve vaskiiler gecirgenligi arttirir. VEGF’nin tendon iyilesmesini ve endotel
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olusumunu hizlandirdigin1 belirten ¢aligsmalar vardir. VEGF kirik bolgesinde yeni damar

olusumu arttirarak kemik iyilegsmesine yardimci olur.

Epidermal biiyiime faktorii (EGF):
Epidermal biiyiime faktorii, yara iyilesmesinin baslangicinda fibronektin gibi
proteinlerin tiretimini ve epitel hiicre goglinii uyarir.(24, 29) Etkisi miikoz membranin ve

derinin bazal hiicreleri ile sinirhidir. Hiicre gégiinii ve ¢ogalmay1 uyarir.(29-31)

Insiilin benzeri biiyiime faktorii I IGF-1):

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-l, fibroblast, keratinosit, osteoblast, kondrosit,
mezangial eritroid progenitor hiicreler gibi pek ¢ok hiicre tipinin ¢ogalmasini artirir.(32)
Dolasimda bulunan IGF-I’ in kaynag: biiyiik 6l¢iide karaciger dokusudur. Dolagimdaki
IGF-1’in protein sentezini, periferal glukoz alimini, glikojen sentezini, miyelin sentezini,
kemik olusumunu arttiran anabolik etkileri arttirdigi, kaslardaki protein yikimi gibi
katabolik etkileri azalttig1 bilinmektedir. Tendon ve kikirdak iyilesmesini artirdigina dair

yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur(32, 33).

2.2.2 Trombositten Zengin Plazma

Trombositlerin hemostaz siirecindeki etkin fonksiyonlarinin anlagilmasindan ¢ok sonra,
yara iyilesmesi tizerindeki etkileri oldugu tespit edilmistir.(34)Dolasimdaki trombositler,
aktive olmalar1 durumunda graniilleri i¢inde bulunan g¢ok sayidaki biiytime faktoriinii
ortama salmaktadirlar.(35, 36) Yiiksek yogunlukta trombositin trombin ve kalsiyum ile
aktive edilmesi, mitojenik faktorler yoniinden zengin bir plazma elde edilebilmesini saglar.
Iste buna “trombositten zengin plazma” denir. Trombosit jel adi da verilen bu plazmanin
hazirlanmasi i¢in venoz kandan bir miktar kan alinir ve 2 kez santrifiij edilir. (35)Piyasada
ticari olarak ozel tiretilmis Smart PReP (Harvest Technologies, Norwell MA), Plasma Seal
(Plasma Seal, San Francisco, CA), Platelet Concentrator (Implant Innovations, Inc. 3i,
West Palm Beach, FL), CATS Continuous Autotransfusion System (Fresenius Homecare,
Hamburg, Germany) ve Magellan Autologous Platelet Seperator (Arteriocyte medical

Systems, Hopkinton.MA\) gibi santrifiij cihazlar1 da bulunmaktadir.
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Trombositten zengin plazma insanda otolog ve steril hazirlanmasi gereken bir tiriindiir
ancak rat gibi kiiclik canlilarda imiinolojik potansiyeli ihmal edilebilen canlilarda allojenik

olarak da hazirlanabilir.

Trombositleri korumak amaciyla kalin (19 gauge) bir igneyle vendz olarak alinan 40—
600 cc’lik kan antikoagiilan soliisyon (ACD-A) igerisine alinir ve ¢ift santrifiij isleminden
sonra trombosit konsantresi eldesi saglanmis olur.(35, 36) Bu asamada elde edilen
trombosit konsantresindeki trombosit sayisinin, degisken olmakla birlikte eszamanli kan
trombosit degerinden 47 kat fazla oldugu bildirilmistir (35, 36). Elde edilen trombositten
zengin plazmay1 aktive etmek ic¢in ortama CaCl, ve trombin ilavesi yapmak gerekir. Bu
asamada sigir kaynakli (bovine) trombin kullanilabilir.(35, 37) Trombositten zengin
plazmanin aktiflestirilmesinden sonra bélgede pihti formasyonu ile baslayacak olan
trombosit aktivasyonunu tetiklenir. Olusan piht1 igerisindeki aktive trombositler, alfa
grantilleri igerisinde bulunan biiyiime faktérlerini ortama salgilarlar, bu da uygulama sahasi
icerisinde biiyliime faktorlerinden zengin bir mikro ¢evrenin olusmasini saglayarak

iyilesmeyi hizlandirir.(36)

Klinik olarak ciddi birer problem olan kronik vyaralarda, biiyime faktorlerin

miktarlarinin azaldig1 gosterilmesi arastiricilart bu faktorlerin ortama katildigi caligsmalar
yapmaya itmistir. Basing iilserleri, venoz iilserler, diyabetik yaralarda TZP’nin faydal
oldugu birgok kez bildirilmistir.(36, 37)
Yara iyilesmesini arttiran proteinlerin yaninda bakterisidal igeriklerinin bulunmasi,
enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasina yardimci olmasi ve hastanede yatis siirelerinin
kisalmasini saglamasi, semptomlarda azalmaya neden olmast TZP’nin bulunan
avantajlarindandir.(36, 38) Krupski ve arkadaglari yaptiklart kontrollii caligmada
yukaridaki arastirmacilarin tam tersi sonuglar elde etmislerdir.(39) Tek basina kemik grefti
uygulamast ile kemik grefti + TZP uygulamasini karsilastirdiginda, kemik
bicimlenmesinin hiz ve derecesinde artis saptamis ve bunun PDGF ve TGF-f sayesinde
oldugunu savunmuslardir.(38) Anitua da dis ¢ekimi sonrasi olusan bosluga TZP uygulamis
ve hem epitelizasyonunda hem de kemik yogunlugunda artis oldugunu gostermistir.

TZP periodontal cerrahiden, plastik cerrahiye, beyin ve sinir cerrahisinden ortopediye
kadar birgok brangta klinikte kullanilan ve iizerinde degisik sonuclar bildirilen bir

iiriindiir.(34)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney
Etik Kurul Baskanligi’nin 25.07.2011 tarih ve 2011-080 sayil1 izni ile Necmettin Erbakan
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde gerceklestiri 1di
(28.02.2012 tarihi itibariyle Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi Necmettin Erbakan Universitesime baglanmis ve adi degismistir.) Calismada,
agirliklar1 200-250 gram arasinda degisen, 55 adet 4—5 aylik Wistar-Albino tipi disi sigan
kullanildi. On alt1 denege yapilan uygulamalara ait veriler kullanilamadi, 2 denek ise
anestezi etkisiyle 6ldii. Hayvanlar ¢alisma sonrasinda standart laboratuar sartlarinda, 5’erli
gruplar halinde kafeslerde, 2022 C sicaklikta, 12 saat karanlik - 12 saat aydinlik ortamin
saglandig1 kosullarda ve uzman veteriner kontroliinde izlendi. Hayvanlarin yem ve su
ihtiyaglar1 diizenli olarak karsilandi. Deneklerin kuyruklarina numaralar1 yazilarak ve
bunlar haftada iki kez yenilenerek birbirine karismamasi saglandi.

Deney hayvanlarindan 5’1 yalnizca trombositten zengin plazma hazirlanmasi
asamasinda kan vericisi olarak kullanildi ve cerrahi islemler diger 32 hayvan iizerinde
gerceklestirildi. Kan alinmasi sirasinda ve cerrahi islemler sirasinda 80 mg/kg Ketamine-
HCI (Ketalar®-im) ve 8 mg/kg Ksilazin HCl (Rompun®-im) karisimi ile saglanan anestezi
altinda gerceklestirildi. Post-operatif donemde deneklerin kesi yerlerine glinliik olarak

povidon iyot siiriiliip pansuman yapildu.

3.1 Calisma Gruplari

Toplam 32 adet rat 4 gruba ayrilarak ¢alismaya baslandi. Otuz iki rat kafataslarinda
kritik boyutta (bir kenar1 8mm olan kare sekilli) 32 adet defekt olusturuldu. Cikan kemik
greftleri gruplarin 6zelliklerine gore sonradan degerlendirildi. Calisilan 4 grubun hepsi 8.

Hafta sonunda sakrifiye edilerek histolojik degerlendirmeye alind1 (Sekil-1)

Grup no Say1 (n) ‘ Ozellik ‘
Grup 1 8 Periost lizerine sadece TZP konulan grup

Grup 2 8 Periost lizerine kemik tozu + TZP konulan grup

Grup 3 8 Periost lizerine kemik pargalar1 + TZP konulan grup
Grup 4 8 Periost lizerine biitiin kemik greft + TZP konulan grup

Tablo-2: Hayvan ¢aligmasini gruplarinin gosterilmesi
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Sekil-1: Calisma gruplarinin resimle gésterilmesi

Grup 1’de kemik greft alindiktan sonra olusan defekte sadece yeni aktiflestirilmis TZP
uygulandi. Periost korunarak deri tek kat olarak 4/0 ipek ile devamli siitiire edildi.
Grup 2’de kemik greft alindiktan sonra tur motoru ile toz haline getirildi. Bu kemik tozlar
yeni aktiflestirilmis TZP ile karigtirildiktan sonra bolgeye uygulandi. Cilt kapatildi.
Grup 3’de kemik greft alindiktan sonra osteotom ve makasla ile pargalandi. Bu kemik
parcalart yeni aktiflestirilmis TZP ile karistirildiktan sonra bdlgeye uygulandi. Cilt
kapatildi.

Grup 4’te kemik greft alindiktan sonra disarida serum fizyolojik ile yikandi ve yeni

aktiflestirilmis TZP ile karistirildiktan sonra oldugu gibi bolgeye uygulandi. Cilt kapatildi.

3.2 Trombositten Zengin Plazma (TZP, Platelet Rich Plasma) Hazirlanmasi
Trombositten zengin plazmanin hazirlanmasi i¢in 5 hayvandan toplam 44 ml kan

intrakardiak yoldan kalin igne ile alindi. Islem sonrasinda hayvanlara yiiksek doz sodyum

pentobarbital ile 6tenazi uygulandi.
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Elde edilen kan, pihtilasmasin1 engellemek i¢in Antikoagiilan Sitrat Dekstroz Cozeltisi
Formiil-A (ACD-A) ile karigtirildi. Karisim 44 ml kan/4 ml ACD-A oraninda yapildi ve
daha sonra santrifiij islemi icin uygun bir plastik tiip igerisinde toplandi. ACD-A
soliisyonu kan merkezlerindeki bulunan hazir 500 ml’lik plastik torbalardan elde edildi
(Sekil-2) (Eczacibasi-Baxter Hastane Uriinleri Sanayi ve Ticaret A.S. Ayazaga-
ISTANBUL)

Sekil-2: ACD-A soliisyonu ve bu soliisyon ile karigmis 44 cc rat kani

Trombositten zengin plazma (TZP) elde edilmesi icin ¢ift santrifiij yontemi kullanildi.
Her ikisinde de Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Kan merkezi’nde
bulunan kan santrifiij cihaz1 (Thermo Scientific RC12BP Low-Speed Centrifuge, Thermo
Fisher Scientific MA, USA) kullanildi. Birinci santrifiij 22°C sicaklikta,1000 g (gravite)
giicte ve 4 dakikada yapild1 (4000 g dakika). Santrifiij sonunda kirmizi kan hiicrelerinin
tiiplin en alt kisminda toplandig1 plazma ve trombosit gibi kan elemanlarindan ayrildig
gorildi (Sekil-3).
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Sekil-3: 44 ml kan+4 ml ACD-A karigiminin ilk santrifiijden sonraki hali

Ustte toplanan acik renkli plazma ile en alt tabakada olan eritrositlerin arasinda trombosit
ve beyaz kiireler tarafindan olusturulan ince bir ara tabaka (buffy coat) izlendi. Uzerindeki
plazmayla beraber bu ara tabaka ayri bir tiipe alindi, dipte kalan kirmizi kan hiicreleri

atildi.( Sekil-4)
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Sekil—4: Kirmizi kan hiicreleri atilmig ve ikinci santrifiije hazirlanmig olan Plazma ve Trombosit ve Lokosit

karigimi

Plazma ve trombositleri igceren bu tiip ikinci kez 800g devirde 10 dakika boyunca ayni
santrifiij cihazinda ¢evrildi. Bu islem sonunda az miktardaki kirmiz1 kan hiicrelerinin dibe
¢Oktiigli, trombositlerin ortada yine beyaz ince bir tabaka olusturdugu (PRP, TZP),
trombositten fakir plazmanin (PPP) en iistte toplandigr gortildii (Sekil-5).

Sekil-5: Ikinci santrifiij sonucu TZP’nin eldesi
Olusan trombositten yogun plazma alnarak farkli bir tiipe konuldu. Bdylelikle
hazirlanan TZP’ de trombosit orant normal kana gore 4—7 kat konsantre edilmis oldu.
Ustteki kisim birkag kez alt tabakalara degmeden pipet ile alinir. Geriye kalan ve toplam
kan+ACD-A karigimin %10’u olan kisim TZP’dir.
Elde edilen trombosit zengin plazma, beyaz kan hiicreleri de barindirdigindan her bir
denege otolog iiriin kullanilmadigindan olas1 immiin reaksiyonlar1 azaltmak amaciyla 25

Gy dozunda 1s1nlama yapildi, boylelikle lenfosit inaktivasyonu saglandi.
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Buradan elde edilen 4 ml’lik TZP her hayvana 0,1 ml olacak sekilde 32 hayvana kullanildi.
Trombositten zengin plazmanin kullanilmadan aktiflestirlmesi i¢in %10’luk sivi CACl;

cozeltisi ve sigir kaynakli trombin preperati (Thrombin from bovine plasma Sigma-

Aldrich, MO, USA) kullanild1 (Sekil-6).

Sekil-5: ikinci santrifiij sonucu TZP’nin eldesi

3.3 Hayvan Modeli Ve Cerrahi islem

Cerrahi islemler sirasinda 80 mg/kg Ketamine-HCl (Ketalar®-im) ve 8 mg/kg Ksilazin
HCl (Rompun®-im) karisimi ile saglanan anestezi altinda gerceklestirildi. Ratlarin
kafatasindaki ameliyat sahasi, her iki hemikraniyumu i¢ine alacak sekilde kulaklara kadar
trag edildi. Povidone iyodin (%10) ile bolge temizlendikten sonra alan steril olarak ortiildii.
Tiim cerrahi islemler ayni cerrah tarafindan ve standart teknikler uygulanarak
gerceklestirildi. Cerrahi girisim saglamak amaci ile hayvanlara tespit tahtalar1 lizerinde

pron pozisyonu verildi.
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Cilt insizyonlar1 ve dis periost styrilmasi 15 numara bistiiri ile yapildi ve yumusak doku
subperiostal plandan her iki yana siyrildi. Iki adet tekli kanca ile ekartasyon yapildiktan
sonra ameliyat sahasi tamamen hazir hale getirildi. Her iki paryetal kemikte kenarlar1 8
mm olan kare sekli ¢izildi. Boylelikle literatiir ile uyumlu kritik boyutta kemik defekti
olusturulmus oldu. Cizime uygun olarak 16 numarali karpit frez uclar1 (Ela Hartmetall-
Bohrer, Engelskirschen, Germany) ve kiigiik periost elevatorii kullanilarak, kraniyumda
tam kat kritik biiyiikliikte kemik defektleri olusturuldu. Islem sirasinda duramater ve
damarsal yapilarin korunmasina 6zen gosterildi. Cikarilan kemik greft ve cerrahi alani
kemik toz ve artiklarindan temizlemek amaciyla serum fizyolojik ile irrige edilerek
temizlendi.

Daha sonra olusturulan defektlere asagida anlatildigi gibi kondu (Sekil-7-12).

Grup 1 (n=8): Kontrol grubu — Periost tizerine sadece 0,1 ml TZP +0,01 ml Trombin-
CaCl; karisimi konulan grup

Grup 2 (n=8): Kemik tozu grubu — Periost iizerine kemik tozu + 0,1 ml TZP +0,01 ml
Trombin-CaCl; karisimi konulan grup

Grup 3 (n=8): Kemik parcalar1 grubu — Periost {lizerine kemik parcalari+ 0,1 ml TZP
+0,01 ml Trombin-CaCl; karisimi konulan grup

Grup 4 (n=8): Biitiin kemik grefti grubu— Periost iizerine biitiin kemik grefti+ 0,1 ml TZP

+0,01 ml Trombin-CaCl; karisimi konulan grup

30



Sekil-7: Ratta kritik boyutta kemik defektinin olusturulmasi (6lgekleme ¢ubugu:10mm)
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Sekil-8: Ratta kritik boyutta kemik defektinin kemik tozlari ile doldurulmasi (Olgekleme gubugu:10mm,
Grup-1)
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Sekil-9: Ratta kritik boyutta kemik defektinin kemik tozlar1 + TZP ile doldurulmasi (Grup-2)
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Sekil-10: Ratta kritik boyutta kemik defektinin kemik parcalart ile doldurulmasi TZP konmadan hemen

onceki goriintiisii (Olgekleme cubugu:10mm, Grup—3)
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Sekil-11: Ratta kritik boyutta kemik defektinin kemik parcalar1 + TZP ile doldurulmasi (Olgekleme
cubugu:10mm, Grup-3)
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Sekil 12: Ratta kritik boyutta kemik defektinin biitiin kemik grefti+ TZP ile doldurulmasi (Olgekleme

cubugu:10mm Grup—4)

Deneye baglamadan kemik toz ve parcalara ait 10’ar dl¢lim yapildi. Kemik tozu ve
kemik pargalart dijital 151k mikroskobu kullanilarak (Olmypus BX-51,0lympus
Corporation, Japan) bilgisayar &lglim programi (BS 200 ProP, BAB Goriintiileme
Sistemleri, Ankara, Turkiye) kullanilarak mikron cinsinden Olgiildii. Alan o&lgiimleri
ortalamasi Grup—1 i¢in 75,1464.,5 x10%um? iken Grup—2 icin 3132,6+2004,0 x103um? idi.
Buradaki alan 6l¢iimleri birbiriyle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edildi. (p<0,05, Bagimsiz t testi) Kemik parcalar1 kemik tozlarmin alan olarak 40—45 kat
hacim olarak 200250 kat idi.

Trombositten zengin plazma ile karistiritlan maddeler tagsmayacak sekilde eklendi bir

miiddet beklendi. Eklenen madde pihtilastiktan sonra yara yerleri 4/0 keskin ipek (Ipek-

Dogsan, Trabzon) ile devamli siitiire edilerek kapatildi. Hayvanlarin cerrahi sonrasi bakimi
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standart laboratuar sartlarinda, 5’erli gruplar halinde kafeslerde, 20-22 °C sicaklikta
saglandi.
Calismanin ilk haftasinda kontrol grubundan (Grup—1)1 hayvan anestezi etkisiyle 61dii. Bu

denegin yerine yeni bir denek opere edilerek idamesi saglandi.

Tim gruplardaki denekler 8. haftanin sonunda sakrifiye edildi. Daha sonra orta hat

insizyonundan girilip kemik yap1 etraf saglam dokuyla beraber genisge cikarildi.

Sakrifiye edilen her denekten cevre yumusak dokular temizlendikten sonra alinan rat
kafataslar1 Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

Laboratuvari’nda %10’luk notral formolin soliisyonu i¢inde saklandi.

3.4 Degerlendirme Yontemleri
3.4.1 Genel Degerlendirme

Calismaya dahil edilen hayvanlarin, c¢alisma siiresince genel saglik durumlari,
operasyona bagli norolojik sekelleri ve yara bolgesinde izlenen degisiklikler kaydedildi.
Hayvanlarda noérolojik araz goriilmezken 1. gruptan 1, 3. gruptan 2 hayvanda gérmede
azlama-kismi korliik gelisti. Bu komplikasyonlarin operasyon sirasindaki travmaya baglt

oldugu distiniildi.

3.4.2 Histolojik Degerlendirme

Sekizinci haftada deneklerin sakrifiye edilmesinden sonra alinan tek parga kemik
ornekleri tespit amaciyla, %10’luk formaldehit solusyonunda, oda sicakliginda bekletildi.
Tespit sonrasinda, demineralizasyon amaciyla %15’luk formik asite kondu. Dokular her
giin kontrol edilrek 96 saat sonunda yumusadigi gozlendi. Bdoylece dekalsifikasyon
saglanmis oldu. Her bir defekt ¢evre saglam doku ile birlikte 3—4 mm’lik kesilerek tek bir
parafin bloga sigacak sekilde ayarlandi, doku takip cihazina konmak {iizere kasetlere
yerlestirildi. Kasetler % 10'luk formaldehit soliisyonu i¢inde doku takip cihazina (Leica
ASP 300, Germany) kondu. Alkol ve ksilen soliisyonlarindan gegirilen dokular daha sonra
parafinde bekletildi (Dehidratasyon-Seffaflagtirma-Parafinizasyon). Daha sonra bu dokular
alinarak parafin blok makinesinde (Leica EG 1140 C, Germany) bloklandi. Her bir bloktan

4-5 mikrometre kalinliginda parafin kesitler 2 normal ve 3 lizinli lama
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(immiinohistokimya i¢in) alindi. Normal lamdaki kesitler Hematoksilen Eozin ve Masson-
Trikrom ile boyandi. Ornekler bilgisayar ortamina veri aktarimmm saglayan dijital 151k
mikroskobu (Olmypus BX-51,0lympus Corporation, Japan) ile gériintiilendi.

Iyilesme bélgesi histolojik olarak incelendikten sonra, iyilesme durumu tecriibeli bir
patolog tarafindan degerlendirildi ve 6lgiimler yapildi. Hematoksilen Eozin ile boyanan her
preparatta iyilesme hattinda kemigin en kalin oldugu alan tespit edildi. Bu kemik pargasi
ya da kemik bilgisayar 6l¢tim programi (BS 200 ProP, BAB Goriintiileme Sistemleri,
Ankara, Turkiye) kullanilarak mikron cinsinden 6lgiildii. Her alandan yapilan 5 6l¢limiin
aritmetik ortalamasi alindi ve tablodaki yerine yazildi. Her grup igin elde edilen 8. hafta

degerleri istatistiksel olarak karsilagtirildu.

Bes alanda gerceklestirilen histolojik degerlendirmelerden 1.si rezorbsiyon ve yabanci
cisim reaksiyonunu degerlendirmekti. Bu degerlendirme Hematoksilen-Eozin ile boyanan
preparatlarda yapildi. Grup-1’de kemik doku olmadigindan kiyaslanmadi. Diger gruplarda
ise rezorbsiyon ve yabanci cisim reaksiyonu derecelendirilerek kiyaslandi. Degerlendirme
tecriibeli bir patolog tarafindan yapildi ve rezorbsiyonun ve yabanci cisim reaksiyonunun
siddetine gore 4 grup olusturuldu.

Negatif: Hi¢ rezorbsiyon (ya da yabanci cisim reaksiyonu) yok

+: Zayif rezorbsiyon (ya da yabanci cisim reaksiyonu) var

++:0rta derecede rezorbsiyon (ya da yabanci cisim reaksiyonu) var
+++:Kuvvetli derecede rezorbsiyon (ya da yabanci cisim reaksiyonu) var

Masson Trikrom boyasi ile boyanmis preparatlarda bag dokusu alanlari tespit edildi.

Immiinohistokimyasal Boyalar ve Kullanimi

Immunohistokimya igin Anti-Runx—2 antikoru(runt-related transcription factor 2)
(Abcam plc, Cambridge, UK), Anti-SPARC Antikoru(1B2) (Abcam plc, Cambridge, UK),
Anti-Sp7(Osterix) antikoru(Abcam plc, Cambridge, UK) 1/100 oraninda antikor diluenti

ile sulandirilarak kullanildi.

1. Kemik kesitleri immunohistokimyasal boyama i¢in 1 gece (16 saat) 60 C°’lik etiivde
tutuldu.
2. 30 dakika ksilen uygulanarak seffaflastirma gegeklestirildi.
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15.
16.

17.
18.

19.
20.

21.

22.

23.
24.

15 dakika absolii alkol (%99),15 dakika etil alkol (96%) olmak lizere azalan alkol
serilerinden gegirildi.

15 dakika distile suda ve ardindan bir baska distile suda 15 dakika bekletildi.

ph=6 olan sitrat i¢inde basing altinda (basingl tencere) 20 dakika kaynatildi.

20 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Tekrar distile suya alinarak 5 dakika bekletildi.

Dokularin etrafi hidrofibik kalemle ¢izildi.

5 dakika PBS (Phosphat Buffered Solution)’de bekletildi.

. %3 ‘lik hidrojen peroksit (H,0O2) damlatilarak 20 dakika bekletildi.
11.
12.
13.
14.

5 dakika PBS (Phosphat Buffered Solution)’de bekletildi.

Thermo Scientific marka Large volume Ultra V Block damlatilarak 7 dakika bekletildi.
Hizli bir sekilde iki ayr1 PBS salesine batirilip ¢ikarildi. Antikor asamasina gecildi.

1 saat primer antikorlar (Anti-Runx-2, Anti-Sparc, Anti-Sp7) damlatilarak nemli
ortamda bekletildi.

Distile su ile yikand1 ve 5 dakika PBS’de bekletildi.

Sekonder antikorlardan Thermo Scientific marka Biotinylated Goat Anti-Polyvalent
(sar1 link) damlatilarak nemli ortamda 20 dakika bekletildi.

Distile su ile yikandi ve 5 dakika PBS’de bekletildi.

Sekonder antikorlardan Thermo Scientific marka Streptavidin Peroxidase (kirmiz1 link)
damlatilarak 20 dakika nemli ortamda bekletildi.

Distile su ile yikand1 ve 5 dakika PBS’de bekletildi.

Daha sonra Thermo Scientific marka DAB (Diaminobenzidine) kromojen [DAB
subtrate system (RTU)] damlatildi ve 10 dakika bekletildi.

2 ayn distile su salesinde yikandi ve Harris Hematoksilen boyas1 damlatildi. 2 dakika
bekletildi.

5 dakika ¢esme suyunda yikandi.

%1°lik Amonyakl1 sudan gecirilerek boyanin parlaklig1 saglandi.

Distile suyla yikandi ve Thermo Scientific marka su bazli kapama malzemesi (Vision

Mount) ile kapatilarak boyama igleri sonlandirildi.

Degerlendirme kriterlerinde boyanmanin yayginligina gore 4 grup olusturuldu.

Negatif: Hi¢ boyanma yok

+1:

Zay1f boyanma var

+2:Orta derecede boyanma var
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+3:Kuvvetli derecede boyanma var

Anti-RUNX2 ve Anti-Sp7 antikorunda boyanma hiicre ¢ekirdeklerinden degerlendirildi.
Normal kemik dokudaki boyanma +++ pozitif kabul edildi. Iyilesme hattindaki
boyanmalar buna gore degerlendirildi. Anti-SPARC Antikoru ise kemik matriks boyasidir.
Ancak normal kemik de dahil olmak {izere tiim kemik dokularda boyanma tespit edilmedi.
Bunun yaninda iyilesme hattindaki bag dokusu alanlarda zemin boyanmasi izlendi ve bu
boyanma derecelendirildi. Her grup icin elde edilen degerler istatistiksel olarak

karsilastirildi.

3.4.3 Radyolojik Degerlendirme

Radyolojik degerlendirme amaciyla deneklere sedasyon verildikten ¢ekimler yapildi.
Bilgisayarli Tomografi (BT) incelemesi igin 64 kesitli BT cihazi (SOMATOM Sensation
64, Siemens, Erlangen, Germany) kullanildi. inceleme sonrasi verilerin degerlendirilmesi
icin ise Siemens Leonardo is istasyonu kullanildi. incelemelerde; kolimasyon 0,6 mm,
masa hiz1 0.9, rotasyon zamani 1 sn olarak ayarlandi. Incelemeler igin 80 Kv ve 250 mAs
degerleri kullanildi. Kesit kalinligi 1 mm idi. Incelemede oncelikle topogram goriintiisii
alindi, sonra koronal planda gériintiiler elde edildi. Inceleme sonras1 koronal gériintiilerden
is istasyonu kullanilarak aksiyel ve sagittal planda goriintiiler olusturuldu. Bu
goriintlilerden uygun acilar kullanilarak aksiyel planda verteks seviyesinde olusturulan
defektin en genis oldugu alan tespit edildi. Olgiimler bu alan iizerinden yapildi. Deney
hayvanlarmin biribirne karigsmamasi i¢in kuruklarma numara verildi. Daha sonra bu
numaralar haftada 2 kez cilt kalemi ile yenilendi.
Her bir deney hayvanindan 0. hafta ve sonrasinda 2, 5 ve 8. haftalarda BT incelemesi
yapildi. Elde edilen goriintiilerden; defektin en genis oldugu alandan anteroposterior ve
transvers uzunluk dl¢timleri, is istasyonu lizerinden defektin alan 6lgtimleri yapildi (Sekil—

13).
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‘ oflvistance: 0.72 cm

Zibistance: 0.83 cm
Zilin/Max: 165 /497

Sekil-13: Tomografik goriintillerden defektin ebatlarinin ve hacminin dl¢iilmesi

Ayrica 8. hafta goriintiilerinden kemiklesme olan alanlarda farkli diizeylerden 6 6lgiim
yapilarak ortalama yeni kemik dansite degerleri Hounsfield Unit (HU) olarak tespit edildi.
Sonra bu 6 degerin ortalamasi almarak ortalama yeni kemik dansite degeri

belirlendi(Sekil-14)
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1 Min/Max: 439 /487

1 Mean/SD: 461.1 /13.8
1 Area: 0.00 sg.cm

1 Pixel: 21

2 Min/Max: 479 /647

2 Mean/SD: 566.9 /45.3
2 Area: 0.00 sg.cm

2 Pixel: 44

3 Min/Max: 502 /663

3 Area: 0.00 sq.ém
3 Pixel: 24

4 Area: 0.00 sq.cm b
4 Pixel: 37

5 Min/Max: 330 /4768

5 Area: 0.00 sq.ém -
5 Pixel: 37

6 Area: 0.00 sq.cm
6 Pixel: 64

Sekil-14: 8.hafta goriintiilerden kemiklesmenin oldugu alanlardan her hayvanda 6 ayr1 dlgiim yapilarak

ortalama yeni kemik dansite degeri Hounsfield Unit (HU) olarak hesapland:

3.5 Istatiksel Analiz

Degerlendirilen tiim parametrelerden elde edilen veriler, istatistiksel degerlendirme i¢in
SPSS for Windows v.16,0 programina (Statistical Package for the Social Sciences,
Chicago, IL) aktarildi. Aragtirmanin parametrik degerleri ortalama ve standart hatalar1 (SE)
hesaplandi. Nonparametrik 0Ol¢limlerde MannWhitney-U  kullanilirken —parametrik
Ol¢iimlerde ANOVA ve Tukey testi kullanildi. Kemik toz ve pargalrinin alan kiyasinda
bagimsiz t testi kullanildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Genel Bulgular

Calismanin ilk haftasinda kontrol grubundan (Grup—1) 1, kemik par¢a grubundan
(Grup—3) 1 hayvan anestezi etkisiyle 6ldii. Bu denegin yerine yeni bir denek opere
edilerek idamesi saglandi. Diger hayvanlarda ameliyata bagl ikincil enfeksiyon norolojik

araz ya da bagka herhangi bir komplikasyon goriilmedi.

4. 2 Histopatolojik Bulgular

Calismaya katilan 32 denegin hepsinde histopatolojik degerlendirme yapildi. Grup—1’de
Ol¢iim yapilmaya uygun canli kemik tozu igceren kesite rastlanmadi. Grup—1°den iki ratta
kemik spikiilleri goriilse de bunlar cansiz, rezorbe olmus dokular idi. Bu kemik parcalar

etrafinda yogun yabanci cisim reaksiyonu mevcut idi (Sekil-15,16).

Sekil-15: Kemik tozu ve kemik spikiilii icermeyen yalnizca inflamatuar hiicreler igeren goriiniim

izlenmektedir. (Grup-1,Hematoksilen-Eozin x10)
N .:; : 'j " 1 ,'r.‘,‘ :\ ’."‘\?(;":!1.'; ; ’, ”:’.‘:
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Sekil-16: Cansiz kemik spikiilleri (ok) ve etrafinda yogun yabanci cisim reaksiyonu goriilmektedir

Grup-2’de yer yer kemik spikiil ve tozlarinin beraber oldugu alanlar gézlendi. Bag doku
icinde yer alan vaskiiler yapilar ve iltihabi hiicreler dikkat ¢ekmekte idi (Sekil-17).

.

Sekil-17: Kemik tozlar1 (ok) ve hemen bunlarin saginda uzanan kemik spikiilii gozlenmektedir. (Grup—

2,Hematoksilen-Eozin x20)

Grup-2°de goriilen bu kemik tozlarinin etrafinda bir miktar kemiklesme olsa da genelde

canliligini yitirdigi gozlemlendi (Sekil-18).

A R T TR N\ N\
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Sekil-18: Canliligin1 kaybetmis kemik tozlar1 (ok) ve hemen yaninda canli kemik spikiilii goriilmektedir.
(Grup-2,Hematoksilen-Eozin x10)
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Sekil-19: Canliligin1 kaybetmis kemik tozlari goriilmektedir(oklar) (Grup—2,Hematoksilen-Eozin x20)

Grup-3’te ise goriilen kemik spikiilleri ise daha biiyiik idi. Bag doku iginde vaskiiler
yapilar ve etrafta yabanci cisim reaksiyonu dikkat ¢ekmektedir (Sekil-20).

Sekil-20: Kemik spikiilleri ve etrafta yogun inflamatuar hiicreler gorilmektedir. (Grup—3,Hematoksilen-
Eozin x10)

Grup-4’te ise bag doku icinde vaskiiler yapilar, daha da biiyiik kemik spikiilleri ve bunlarin

etrafinda yabanci cisim reaksiyonu goriildii. Ayrica bu kemik dokunun i¢inde canli kemik

iligi mevcuttu (Sekil-21).
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Sekil-21: kalin kemik pargalart ve canli kemik iligi (kalin ok), kemigin arasina giren bag doku mevcuttu

(ince ok) (Grup—4,Hematoksilen-Eozin x4)

Ayrica Grup-4’te canli kemigin arasina yer yer bag dokusunun da girdigi gézlendi (Sekil—-

Sekil-22: Canli kemik doku arasma girmig canli bag dokusu hiicreleri (Grup—4,Hematoksilen-Eozin x10)

Grup-4’e ait preparatlarda normal yapiin bozuldugu fragmente oldugu dejenerasyon

sahalar1 ve yabanci cisim reaksiyonu olan alanlar bulundu (Sekil-23).
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Sekil-23: Normal kemik yapisinin korunamadigi ve dejenere oldugu, birbirinden ayrilan kemik dokularin

arasina bag dokunun girdigi kesit goériilmektedir. (Grup—4,Hematoksilen-Eozin x4)

N l\n\" Yoo

Sekil-24: Rezorbsiyonun ¢ok belirgin oldugu Grup-4’e ait bir preparat goriilmektedir
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Sekil-26:Dev hiicre ve etrafinda kemik rezorbsiyonu (ince ok) ve etrafinda gelisen bag dokudan zengin

yabanci cisim reaksiyonu izlenmektedir.(Grup—3,Masson-Trikrom,x10)

Bes alanda gergeklestirilen histolojik degerlendirmelerden ilki rezorbsiyon ve yabanci
cisim reaksiyonunu degerlendirmekti. Bu degerlendirme Hematoksilen-Eozin ile boyanan
preparatlarda yapildi. ilk énce rezorbsiyon bulgulari kiyasland:

Grup-1°de kemik olmadigindan rezorbsiyon da goriilmedi, diger tiim gruplarda rezorbsiyon
vardi ve rezorbsiyon olan gruplarin kendi aralarinda anlam yoktu(p>0,05). +++
rezorbsiyon olan preparata rastlanmadi.

Daha sonra yabanci cisim reaksiyonu bulgulari kiyaslandi:

En ¢ok yabanci cisim reaksiyonunu Grup-2°de yani kemik tozu grubunda ve daha sonra

da Grup-3’te yani kemik par¢a grubunda goriildiigi (fark var, p<0,05) anlasildi. Grup—1 ve
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Grup-4’iin ise ayn1 oranda yabanci cisim reaksiyonuna sebep oldugu anlasildi. (fark yok,
p>0,05). +++ yabanci cisim reaksiyonu olan preparata rastlanmadi.

Immiinhistokimyasal bulgular:

Runx-2:

Kemik ve kikirdak formasyonunda aktivator olarak gorev alan Runx2, kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde osteoblast matiirasyonunun erken evrelerinde
osteoblast farklilasmasini da uyarir. Grup—1 ve Grup—2 de Anti-Runx—2 boyanmasi diger
gruplara gore azdir (Sekil-27).

- | " \' " q
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Sekil-27: Hi¢ boyanmanin olmadigi, yani osteoblastik aktivitenin olmadigi Grup—2 ye ait bir goriintii

izlenmekte (Anti-Runx-2, x20)
Grup—3 ve Grup—4’te ise Anti-Runx-2 boyanmasi artmistir. Bu gruplarda tam ya da

tama yakin osteoblastik aktivite artisi izlenmistir (Sekil-28).

Sekil-28: Sekilde kemik etrafinda Anti-Runx-2 ile +++ boyanan Grup-4’e ait bir goriintii izlenmektedir.
(Anti-Runx-2, x20)
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Gruplara goére Anti-

Runx-2 boyanma yiizdeleri

Sekil-29: Gruplara gore Runx ekspresyon yiizdeleri

Hi¢ kemik dokunun olmadigi Grup—1 ile Kemik tozlar1 bulunan Grup—2 arasinda
istatistiksel ac¢idan fark bulunamadi (p>0,05). Grup-1’de Runx—2 ekspresyonu hi¢ yokken
Grup-2°de sadece 2 denekte + seklinde mevcut idi Grup-2’nin diger 6 deneginde Runx—2
ekspresyonu hi¢ yoktu.

Runx-2 ekspresyonunu belirgin oldugu Grup—3 ve Grup—4 ise birbiriyle ile kiyasinda fark
yokken (p>0,05) bu gruplar ile Grup—1 ve Grup-2 arasinda fark vardi (p<0,05).

Sp7 (Osterix)

Sp7 (Osterix) osteoblast farklilagmast icin gerekli transkripsiyonel aktivatordiir ve Spl
transkripsiyon faktor ailesinin bir {yesidir. (40)Mezenkimal hiicrelerin osteoblasta
farklilasmasinda gorev alir. Osterix ekpresyonu kemik formasyonu i¢in elzemdir (Sekil—

29).(41)
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Sekil-30: Hi¢ boyanmanin olmadig1 Grup-1’e ait bir kesit izlenmektedir. (Anti-Sp7, x10)

| Y

>

x20).
100%
80%
60%
B 3+boyanan
%
4o B 2+ boyanan
0,
20% B 1+ boyanan
0% ® o (boyanma yok)
¢ & & &
& & &
Gruplara gore Anti-Sp7 boyanma yiizdeleri

Sekil-32: Gruplara gore Sp7 ekspresyon yiizdeleri

Hi¢ kemik dokunun olmadigi Grup—1 ve Grup-2 ile Grup—3 ve Grup—4 arasinda
istatistiksel agidan fark bulundu (p<0,05). Grup—1°de sp7 ekspresyonu yoktu.

Diger adi Osteonektin olan Sparc non-kollojen bir proteindir ve fibriller kollojeni ve
bazal lamina kollojeni olan kollojen-4°ii baglar. (42) Dolayisiyla Sparc antikoru kemik

matriks boyanmasi yapar.
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Sekil-34: Grup-2’ye ait 6rnekte ++ boyanma gozlenmektedir. (Anti-Sparc, x20)

100%
80%
60%

40% m 3+boyanan

20% B 2+ boyanan

0% M 1+ boyanan

® o (boyanma yok)

Gruplara gore Anti-Sparc boyanma
yiizdeleri

Sekil-35: Gruplara gore Anti-Osteonektin boyanma yiizdeleri



Hi¢ kemik dokunun olmadig1 Grup—1 ile Grup—3 ve Grup—4 arasinda istatistiksel agidan
fark bulundu (p<0,05). Grup—3 ve 4 SPARC ekspresyonu en ¢ok olan gruplardi. Grup—1 en
az olan gruptu. Grup-2 ile Grup—3 ve Grup-3 ile Grup—4’iin birbiriyle ile kiyasinda fark
yoktu (p>0,05).

Histolojik olarak bakilan bir diger parametre de kemik spikiil kalinlig1 idi. Bu 6lgtimler
10’1uk biiylitmede ve kalibre edilerek yapildi. Gruplara gore kemik spikiil kalinliklar1 i¢in
Grup-1’de ortalama deger 0,0 idi ¢ilinkii 6l¢tiim yapilabilecek kemik bulunamadi. Grup-
2’de olgiilen kemik spikiillerinin ortalamasi 151,1+54,4 um, Grup-3’te 527,6+£225,7 um ve
Grup-4’te 1579,1+£374,1 um olarak tespit edildi.

Calisma gruplarindaki kemik
spikiil kalinlik ortalamasi (pm)

Grup-1 .

Grup-2 151,1

Grup—3 527,6

Grup-4 F 1579,1

Sekil-36:Gruplardaki kemik spikiil kalinlik ortalamalart

Grup—1°de oOlgiim yapilabilecek canli kemik dokuya rastlanmadi. Kemik tozunun
oldugu grup (Grup—2) hi¢ kemik tozunun olmadig1 Grup—1’e benzerdi (p>0,05). Spikiil
Olgimlerinin en yiiksek yapildigi grup Grup—3 iken bunu Grup—4 izledi ama bu fark
anlamsizdi (p>0,05).

4. 3 Radyolojik Bulgular
Defekt alan Degerlendirmesi

Operasyonlarda olusturulan defektlerin alam1 radyolojik olarak 0.haftada ve takip
siiresince 2.5.8.haftalarda oOlcilildii. Her grupta bulunan 8 hayvan i¢in 0.hafta defekt
ortalamast Grup-1°de 59,25+4,32mm? Grup-2’de 62,044,20 mm®’, Grup-3’te 81,25+3,16
mm?ve Grup-4’te 30,13+1,80 mm? olarak belirlendi. Gruplara arasindaki bu esitsizligin
sebebi Grup—4’te biitiin kemik greft alanin hesaplanarak olusturulan defekt alandan
¢ikarilmasi ve gergek defekt alanin bulunmasidir (Sekil-37,38)
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iWVlin/Max: 122 /622
iMViean/SD: 228.4 /76.7
i8trea: 0.53 sq.cm
iBPixel:

Sekil-37: Ince kesit tomografiden defekt alnin hesaplanmasi

] a Min/Max: -372 /951
| Mean/SD: 312.7 /253.0

. 1]Area: 0.65 sq.cm
/1’ Pixel: 14671

2 Min/Max: -244 /951

2 Mean/SD: 464.6 /220.9
2 Area: 0.34 sq.cm
2 Pixel: 7675

Sekil-38: Biitlin kemik greftinin oldugu grupta gercek defekt alnin hesaplanmasi
Bu esitsizligin ortadan kaldirilmasi i¢in yiizde iyilesme goz 6niine alinmig ve 2.hafta grafik yiizde alan olarak

verilmistir.(0. Hafta alanlar1 %100 kabul edilmistir.)
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0.hafta defekt

2.hafta defekt

5.hafta defekt

8.hafta  defekt

Ortalama(%) Ortalamasi (%) Ortalamasi (%) Ortalamasi (%)
Grup-1 | 100 87,78 76,50 64,40
Grup-2 | 100 89,11 79,06 66,81
Grup-3 | 100 72,28 57,94 47,41
Grup—4 | 100 95,68 61,02 40,67

Tablo—-3:Gruplarin haftalara gore defekt alan ortalamalarinin % cinsinden ifadesi

120

100

8o

@ (Grup-1

60

@ (Grup-3

40

20

Haftalara gore % olarak kalan defekt alan

e (Grup-2

e Grup-4

Sekil-39: Sifirinc, ikinci, besinci ve sekizinci haftalarda gruplarin kalan defekt alan ortalamalari

2.haftada Grup-3’iin diger gruplara gore daha iyi iyilestigi goriilmistiir (p<0,05). Grup-

4’te defekt biiylimiis gibi goriinse de istatistiksel olarak anlaml1 fark yoktur.

8. haftada ise Grup-3 ve Grup-4’in Grup-1 ve Grup-2’den daha iyi iyilestigi

gbzlenmistir(p<0,05).

Buna gore Grup—1 ve Grup-2’de her gekilen tomografi zamaninda anlamli iyilesme

olmustur (p<0,05).

Grup-3’te 5. hafta ile 8. hafta iyilesmesi arasinda ve Grup-4’te ise 0. hafta ile 2. hafta

tyilesmesi arasinda fark yoktur.

Tyilesmeyi gosteren grafikler:
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Grup-1 Grup-2
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
“2@ “2& «2& ‘2@ g& Q@’ “2@’ «2&
Q " & @- Q P -
m Defekt alan m Defekt alan
m fyilesen defekt yiizdesi m fyilesen defekt yiizdesi
Grup-3 Grup-4
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
20% 20%
0% 0%
SN F
Qo » 67 CoX Q » 6) %
m Defekt alan m Defekt alan
m fyilesen defekt yiizdesi m lyilesen defekt yiizdesi

Sekil-40: Gruplarin haftalar i¢cindeki iyilesmeleri

Kemik yogunluk degerlendirme bulgular:

Dansite Std. Hata
Ortalama
Grup-1 | 453,88 31,93
Grup-2 | 458,75 16,20
Grup-3 | 481,88 20,88
Grup—4 | 485,25 16,41

Tablo—4: Gruplara gore dansite ortalamalari

Yeni olusan kemigin yogunlugunu, 8. hafta sonunda tiim gruplarin deneklerinin

defektleri i¢in tek tek belirlendi. Grup-1’de ortalama deger 453,88+31,93HU, Grup -2’de
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458,75+16,20HU, Grup-3’te 481,88+20,88 HU ve Grup-4’te 485,25+16 olarak tespit
edildi.
Ancak yapilan karsilastirmada gruplar arasinda Hansfield Unit olarak 6lgiilen dansite

degerlerinde anlaml1 fark bulunmamustir.

Dansite Degerleri (HU)
481,88 48525
458,75 ‘
i l l
. l |
Grup-1 Grup-2 Grup—3 Grup—4

Sekil-41: Gruplarin dansite ortalamalar1

U Min/Max: 48
9 Min/Max: 1391 /1800 10 Mean/SD: 1403.7 /137.7
9 Mean/SD: 1686.1 /92.7 10 Area: 0.00 sg.cm
Area: 0.00 sq.cm 10 Pixel: 55

9
ggﬁarMax: 1310 /1502 g pixel- 68

5.
2
1

ean/SD: 1413.9 /47.8 11 Min/Max: 1276 /1362
Area: 0.01 sq.cm 11 Mean/SD: 1331.7 /26.8
8 Pixel: 154 11 Area: 0.00 sq.cm
11 Pixel: 22
1 Min/Max: 1302 /1419
1 Mean/SD: 1349.7 /26.1
1 Area: 0.01 sq.cm ok ine
1 Pixel- 221 ) B 22"
2 Min/Max: 1352 /1848 5
2 Mean/SD: 1710.3 /119.4 v 12 Min/Max: 1364 /1595
2 Area: 0.00 sq.cm 12 Mean/SD: 1492.7 /60.4
2 Pixel: 86 12 Area: 0.00 sq.cm
12 Pixel: 61

3 Min/Max: 1570 /1841 13 Min/Max: 1558 /1806
3 Mean/SD: 1678.4 /70.2 3 & 13 Mean/SD: 1724.6 /59.6
3 Area: 0.01 sq.cm - 13 Area: 0.00 sq.cm

3 Pixel: 177 8 13 Pixel: 58

; - ~14 14 Min/Max: 1331 /1538
4 Min/Max: 1335 /1480 0 - 14 Mean/SD: 1436.7 /55.1
4 Mean/SD: 1389.6 /36.5s 14 Area: 0.00 sq.cm

4 Area: 0.00 sq.cm 14 Pixel: 37
4 Pixel: 89

15 Min/Max: 1253 /1401
\, A 15 Mean/SD: 1343.6 /27.7
5 Min/Max: 1320 /1557 e 15 Area: 0.01 sq.cm 1em)
5 Mean/SD: 1461.4 /50N 1 15 Pixel: 200
5 Area: 0.01 sq.cm
5 Pixel: 150

6 Min/Max: 1454 /1624
6 Mean/SD: 1556.8 /40.6
6 Area: 0.01 sq.cm

6 Pixel: 216

7 Min/Max: 1152 /1355
7 Mean/SD: 1223.4 /45.
7 Area: 0.01 sq.cm

7 Pixel: 244

Sekil-42: Normal kemik dansitesinin 6l¢timii
Ratlara ait normal kemikten rastgele yapilan Ol¢iimlerde normal kemik dansitesi

1480,18 HU olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kemik greftleri kemik defektlerin onariminda kullanilan vazgecilmez yapilardir. Ancak
her zaman tam istenilen boyutta elde edilmesi miimkiin olmayabilir. Biz bu ¢alisma ile
TZP eklenmis kemik toz ve parcalarinin TZP eklenmis biitiin kemik greftine ne kadar
benzedigini ve TZP eklenmis periosttan ne kadar farkli oldugu aragtirmak istedik.

Kemik iyilesmeye olumlu katkisi oldugu bilinen TZP tiim gruplara aym1 miktarda
uygulanmis olmasi sebebiyle TZP hakkinda bu ¢alismada yorum yapilamaz.

Yapilan histolojik degerlendirmede sonucu hi¢ bir grupta yeni kemik olusumu

goriilmedigi gibi aksine mevcut kemik tozlarinin dejenerasyonu ve kemik pargalarinda
rezorbsiyon goriildii. Kemik doku stabil yapida ve zor ¢ogalan bir dokudur. Sakrifikasyon
stiresi olan 8 hafta az gibi goriinse de ratlarin hizli yapim-yikim dongiisii gdz Oniine
alindiginda bu greft tutmasini degerlendirme i¢in yeterli bir siiredir.
Deneklere ait kemik doku spikiillerinin tek tek olgiilmesi ile konulan bu otolog greftlerin
canli kalabilme kapasitesi kiyaslanabilir. Buna gore kemik tozlarinin oldugu grupta
Olciilebilecek canli kemik dokular bulunsa da bunlar konuldugu boyuta gore kii¢iilmiistii ve
bu grup hi¢ kemiklesmenin olmadig1r gruba benzerdi (p>0,05). Kemik parcalar ise tim
kemik grefti kadar iyi bir iyilesmeyi gerceklestirdi (p>0,05). Kemik pargalarda da
kiicilmeler gozlendi ve tiim bu kiiclilmeler rezorbsiyonun bir gostergesi olarak
yorumland.

Dikkat edilmesi gereken bir husus da yine kemigin tamamen toz haline getirilmeden
kondugu gruplarda (Grup—3.4°’te) kemigin canliligin1 korumasi ve sert biyolojik kalkan

olarak gorev yapabilmis olmasidir.

Runx—2 o6zellikle endokondral kemiklesme sirasindaki kemik formasyonunda etkili
olan, fosfolipid bagimli serin ve treonine a spesifik bir enzimdir ve mutasyonunda
¢ocuklarda Kledikranial Displazi goriiliir.(43) Runx—2 esas olarak osteoblastik farklilagma
belirtecidir ve erken osteojenik farklilasma igin kritiktir. (44) Sp7 (Osterix) ise osteoblast
farklilagsmas1 i¢in gerekli transkripsiyonel aktivatordiir ve Spl transkripsiyon faktor
ailesinin bir iyesidir. (40)Mezenkimal hiicrelerin osteoblasta farklilagsmasinda gorev alir.
Osterix ekpresyonu kemik formasyonu igin elzemdir.(41). Grup-1 ile Grup-2 arasinda
Runx—2 ve Sp7 ekspresyonu agisindan fark olmamasi osteoblastik farklilagma agisindan

benzer olduklarini gosterir.
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Grup-1 ve Grup-2 ile Grup—3 ve Grup—4 ile arasinda fark olmasi, fakat Grup-3 ile

Grup—4 arasinda fark olmamasi, sadece TZP olan gruptaki (Grup—1) ve TZP+kemik
tozlarmin oldugu gruptaki (Grup—2) iyilesmenin Grup—3 ve 4’ten geride oldugunu gosterir.
Grup-3 ile Grup— 4 ’in ikili karsilastirilmasi sonucu arasinda fark bulunamamasi kemik
parcalarinin da biitiin kemik grefti kadar yasayabilir oldugunu gostermektedir.
Anti-Sparc boyanma sonucu Hi¢ kemik dokunun olmadigr Grup—1 ile Grup-3 ve Grup—4
arasinda istatistiksel a¢idan fark bulundu (p<0,05), ancak Grup-2 ile Grup—3 ve Grup-3 ile
Grup—4’iin birbiriyle ile kiyasinda fark yoktu (p>0,05). Kemik matriks yapiminin canli
kemik dokusu ile direk orantili olmadigini ancak canli kemik doku biiylidiik¢e artmasi ise
matriks yapiminin biiylik kemiklerde daha ¢ok oldugunu gosterir.

Radyolojik alan 6l¢iimlerinde ise 8. haftada ise Grup—3 ve Grup-4’iin Grup—1 ve Grup-
2’den daha iyi1 iyilestigi gozlenmistir(p<0,05). Yapilan karsilagtirmada gruplar arasinda
Hansfield Unit olarak 6l¢iilen dansite degerlerinde anlamli fark bulunmamustir.

Tam kalinliktaki defekte yerlestirilen kemik pargasinin kemik iyilesmesindeki yeri tam
anlagilamamistir. Gruplar arasi farklilik en ¢ok Grup-2’den Grup-3’e gegerken yasanmaistir.
Bunun sebeplerinden biri kemik tozu elde edilmesi sirasinda termal hasar meydana
gelmesi olabilir. Bir diger neden ise kemik tozunun daha ¢ok makrofaj rezorbsiyonuna ve
yabanci cisim reaksiyonuna maruz kalmasi olabilir. Clune ve arkadaslari kemik
parcalarinin makrofajlar ile rezorbe edilemeyecek kadar biiyiik oldugunu ve ve
ostroindiiksiyon igin bir iskele gorevi gorebilecegini iddia etmislerdir.(45) Ayni1 zamanda
bu kemik pargalarindaki osteoblastalar daha az 1siya maruz kaldiklarindan daha ¢ok oranda
canli kalmig ve etkili olmus olabilirler.(45) Ayrica daha ¢ok kanselloz kemik icermesi
angiogeneze izin verdiginden de olabilir.(46) Yine Hassanein ve arkadaslari kemik
parcalarinin osteoblast dahil yasayan canli hiicreler igerdigini ve bdylelikle osteogenezisi

sagladiklarini iddia etmislerdir.(47)

Grup-1 ve Grup-2 ‘de diger gruplar kadar iyi sonug¢ elde edilememis olmasi, sadece
TZP ve kemik tozu +TZP’nin yeterli olmadigini en azindan kemik parcasinin iyilesme i¢in
gerektigini gostermektedir. Kemik parca ve biitiin kemik greft arasinda fark olmamasi ise
tyilesme i¢in kiigiik kemik parcalarinda yeterli oldugunu géstermistir.

Kok hiicre ¢aligmalar1 ve doku miihendisligi ilerlemesine ragmen kemik doku icin kemik
parcalar kullanilabildigi durumlarda baska yollara bagvurmak hem pahaliya mal olcak hem

de fizyolojik olmayacaktir.
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6. OZET

Kranial kemik rekonstriiksiyonu 6zellikle ¢ocuklarda zor bir islemdir. Alloplastik
materyaller bunun icin kullaniliyor olsa da otolog kemik greftleri halen en iyi segenektir.
Trombosiztten zengin plazma (TZP) kemik kirig1 iyilesmesinde,kemik yapiminda ve yara
iyilesmesinde etkisi oldugu bilinen bir iirlindiir. Bu ¢alismanin amact kemik formasyonu ve
kemik greft yasayabilrligi acisindan TZP eklenmis periost, kemik tozlar1 kemik pargalari
ve biitiin kemik gerftini birbiri ile kiyaslamakti.

Kritik boyutta kemik defekti acilan 32 adet rat 4 gruba ayrildi. Gruplara sirasiyla TZP,
TZP+kemik tozlari, TZP+kemik parcalari, TZP+ biitiin kemik grefti uygulandi. Tiim
gruplar 8. Haftada sakrifiye edildi. Histolojik( rezorbsiyon, yabanci cisim reaksiyonu,
osteoblastik farlilasma i¢in immiinhistokimya) ve radyolojik (2-5 ve 8. haftalarda ¢ekilen
ince kesit tomografi ile defekt alan Olglimii ve kemiklesen alanlarin dansite Slgiimii)
parametrelerle kiyaslamalar yapildi. Yapilan degerlendirmeler sonucu Grup-1 ve Grup-
2’nin benzer ve Grup-3 ile Grup-4’iin benzer oldugu anlasildi. TZP eklenmis kemik
tozlarmin oldugu grup ola Grup—2, hi¢ kemik dokunun olmadig1 sadece TZP nin oldugu
Grup-1’e benziyordu. TZP eklenmis kemik pargalart (Grup—3)ise TZP eklenmis biitiin
kemik grefti grubuna (Grup—4) benziyordu. Sonug olarak TZP eklenmis kemik pargalarinin
TZP eklenmis biitiin kemik gerft kadar iyi canliligin1 korudugu ve TZP eklenmis kemik

tozlarmin ise rezorbe olup kemik olarak gérev yapamadigi anlagildi.
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7.ABSTRACT

Cranial bone reconstruction is a challenging surgery especially in children. Also
alloplastic materials can be used; autogenously bones are the best option. Platelet rich
plasma is a well known agent for bone fracture healing, bone formation and also wound
healing. The aim of this study was to compare the bone formation and bone viability

between PRP added periost, bone dust, bone fragments and whole bone graft.

Critical-size cranial bone defects were created in the parietal bones of 32 rats, which
had been studied in 4 groups: Only PRP (Group-1), bone dust+PRP(Group-2), bone
fragment+PRP (Group-3), and whole bone+PRP(Group-4). All groups were sacrificed
during the 8th week. Histological parameters (resorbtion, foreign body reaction, length of
live bone, immunohistochemistry for osteoblastic differentiation) and radiologic
parameters (defect areas of cranium measured by thin-section CT at 0", 2", 5" and 8"

week and density of bone) were compared.

Considering bone spicule length and immunohistochemical study Group-3 and Group-
4 were the best groups in terms of graft viability (p<0, 05). Group-1 and Group-2 was
statistically same. According to the 8" week tomography recovery of cranial defects in

Group-3 and Group-4 were faster than Group-1 and Group-2 (p<0, 05).

Critical-size defects treated with PRP added bone fragment and PRP added whole bone
graft had more ossification compared PRP added bone dust and PRP added periosteum
(p<0, 05). There were no difference between PRP added bone dust and PRP added
periosteum (p>0, 05). These findings support that PRP added whole bone and PRP added
bone fragments can be used to obtain new bone but neither the PRP added bone dust nor

the PRP itself can create new bone.
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