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1. GIRIS

Oral ve maksillofasiyal bdlgede meydana gelen kemik
defektlerinin yapisal ve fonksiyonel rekonstriksiyonunun saglanmasiyla
estetik, konfor, fonksiyon ve sagligin bireye yeniden kazandiriimasi
modern cerrahinin en zor ugrasilarindan biridir.l > Kemik defektleri,
konjenital ya da gelisimsel malformasyonlar, tumoér cerrahisi, Kkist
enukleasyonlari, gdbmulu dis operasyonlari, travma veya enfeksiyonlar gibi
cesitli sebeplerle olusabilmektedir.>® Cene kemiklerinde meydana gelen
kemik defektleri, ginimuz cerrahisinde giderek yayginlasan kemik igi

implant uygulamalarinda engel teskil etmektedir.’

Kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda cesitli kemik greft
materyallerinin uygulanmasi, yonlendiriimis doku rejenerasyonu veya
distraksiyon osteogenezi gibi yontemler kullanilmaktadir.® Giiniimiize
kadar bu defektlerin onariminda pek ¢ok kemik greft materyali basariyla
kullanilmistir.  Yuksek derecede osteojenik Ozellikte olmalari, minimal
antikor cevabi, nozokomiyal enfeksiyon riskinin olmamasi, mikemmel
damarlanma ve primer kallus olusumu saglanmasi gibi 6zelliklere sahip
olmasi nedeniyle otojen greftler “altin standart” olarak kabul edilmektedir.
Fakat ikinci bir cerrahi saha olusturulmasi, hasta morbiditesindeki artis ve
istenilen miktarda greft materyalinin alinamamasi gibi dezavantajlari
bulunmasi arastirmacilari sentetik vyollarla elde edilen kemik greft

materyallerinin kullanimina yénlendirmistir.®*?

Ksenojenik kemik greftlerinin insanlarda kullanimi 17. ylzyila
dayanmaktadir.® Cesitli hayvanlardan elde edilebilmelerine karsin sigir

kaynakl kemik greftleri daha cok tercih edilmektedir.**



Kemik greft materyallerinin iyilesme sdresinin uzun olmasi,
arastirmacilart bu sdreci hizlandirmaya yonelik c¢aligmalar yapmaya
yoneltmistir. Bu c¢alismalarda kemik morfojenik protein (BMP)- 2,
osteojenik protein-1, buyume faktorleri, donustirict buyime faktoru
(TGF- B), Trombositten Zengin Plazma (PRP), Trombositten Zengin Fibrin
(PRF) gibi ajanlar greft materyalleri ile kombine edilerek kullaniimigtir.
Rekombinant teknik bu molekullerin izolasyonuna, Uretimine ve
uygulanmasina olanak saglamaktadir.’> Ancak bu ajanlarin hazirlanmasi
zor ve maliyetleri yiiksektir.”> Giinimiizde kemik iyilesmesini hizlandiracak

yeni materyallerin arastiriimasi halen surmektedir.

Ankaferd Blood Stopper (ABS), Glycrrhiza Glabra (Meyan),
Vitis Vinifera (Koruk), Alphina Officinarum’ un (Havlican) kurutulmus
yaprak ekstreleri, Urtica Dioica’ nin (Isirgan) kurutulmus kok ekstresi ve
Thymus Vulgaris’ in (Kekik) kurutulmus ot ekstresilerini iceren, Turk
tibbinda hemostatik ajan olarak kullanilan ilk bitki ekstratidir.’®?® Bu
bitkisel karisimin damar endoteli, kan hucreleri, anjiyogenez, huicre
proliferasyonu Uzerine etkileri oldugu ve anti-inflamatuar 6zellige sahip

oldugu bildirilmektedir.?* %

19, 21, 24

Literatiirde ABS’ nin kanama durdurucu etkilerini konu

alan c¢cok sayida calisma mevcut olmasina ragmen kemik iyilesmesi

(izerine olan etkilerini konu alan calisma sayisi azdir.?> 2

ABS’ nin bildirilen etkileri géz 6nune alindiginda, kemik
defektlerinin onarimi surecinde yeni kemik dokusu olusum miktarini

arttirabilecegi dusuntlmuastir. Bu amagla yapilan calismada, deneysel



olarak acilan kemik defektlerine ABS, kemik greft materyalleri ile birlikte

yerlestirilmistir.

Calismamizin amaci; Oral ve maksillofasiyal cerrahide
siklikla karsilasilan kemik defektlerinin iyilesme surecine ABS’ nin etkilerini
histopatolojik ve imunohistokimyasal olarak incelemektir. Bu ¢aligmada
ABS’ nin, kemik defektlerinde kullaniminin klinik olarak guvenilirligi ve
kemik iyilesmesini hizlandiran ajanlara bir alternatif olup olamayacagi

hakkinda bilgiler elde etmek amacglanmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Doku

Kemik dokusu ilk olarak 500 milyon yil 6nce Paleozoik ¢gagda
yasayan canlilarda tanimlanmistir.?” Kollajen matriks icerisinde kalsiyum,
fosfat ve hidroksiapatit kristallerinin olusturdugu konnektif dokunun 6zel bir

formu olan kemik doku?®, viicutta bulunan sert yapilardan biridir.?°

Hidroksiapatit, kollajen, dusuk miktarda proteoglikanlar,
kollajen olmayan proteinler ve sudan olusan bilesimi kemik dokuya degisik

yapisal 6zellikler kazandirmaktadir.*

Kemik dokunun inorganik bilesenleri sert ve basinca karsi
dayanikli olmasini saglarken, organik bilesenleri ise gerilime kargi direncli
olmasindan sorumludur. Bu yapisal ozellikler turlere, yasa, cinsiyete ve

hastaliklara bagli olarak degisebilmektedir.*

Kemik doku vital organlari fiziksel olarak koruyan ve harekete
izin veren yapisal bir iskelet olusturur. Boylelikle mekanik destek saglar.
icerdigi kemik iligi ile kan hicresi yapimini saglayarak mineral
homeostazinda rol oynar.?® ?* 3b 32 Yetiskin iskeletinin ana yapisini
olusturan kemik dokusu, kas yapilarini destekler, kafatasinin Gst kismi ve
gogus kafesi bosluklarinda oldugu gibi yasamsal énem tasiyan organlari
korur.®* * Fonksiyonel ihtiyaglara gore kitle ve morfolojisini adapte
edebilme, skar birakmaksizin kendini tamir edebilme ve metabolik
gereksinim durumunda mineral depolarini hizla harekete gegirebilme gibi

onemli dzelliklere sahiptir.®*



Kemik dokusunda yogun bir damar agi bulunmaktadir ve bu
doku metabolik agidan ¢ok aktif durumdadir. Kalsiyum, fosfat ve diger
iyonlara ait bir depo olarak islev goren kemik doku bu onemli iyonlarin
tutulumunu ya da saliveriimelerini saglayarak viucut sivilarindaki
derigimlerinin  sabit kalmasini saglar. Kemikler iskelet kaslarinin
kasilmalari ile olusan kuvvetleri ¢ogaltarak bunlar vucut hareketlerine
déniistiiren bir kaldirag sistemi olustururlar. iskelete mekanik ve metabolik

islevler kazandirirlar.®®

Kemiklerin i¢ ve dis yuzeyleri, kemik yapimi ve onarimindan
sorumlu hucreleri igeren, i¢ yuzeylerde endosteum, dis yuzeylerde

periostun olusturdugu doku tabakalari ile értilidiir.>®

2.1.1. Kemik Hiicreleri

2.1.1.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitdor hucreler mezengimal kok hicrelerden
olusmaktadirlar. Periosteumun i¢ hucre katmani, havers kanallari,
endosteum, volkman ve mediller kanallarda bulunurlar.?® 3% 3¢ jnaktif
sekillerinin morfolojik yonden tanimlanmasi gugtur. Bunlar kemik hacresi
olma yonunde kosullanmis mezensim hucrelerdir. Ancak herhangi bir
nedenle kemik yapimi uyarildiginda, hem sayica artmalari hem de kemik
yapici hiicrelere doénlismeleriyle ayirt edilirler.3” Osteoprogenitdr hiicreler
i seklinde ve oval gekirdeklidirler. Sitoplazmalari acik renk boyanir.?
Osteoprogenitor hucreler kemiklerin normal buyimesi sirasinda aktiftirler.
29 38 Eriskinlerde yukarida sdz edilen bdlgelerde inaktif (hareketsiz)
dururken; kemikte yaralanma ve kiriklarin iyilesme bolgelerinde ve kemigin

icten yeniden duzenlenmesi sirasinda aktive edilerek mitozla bolunup



¢ogalirlar. Cogalan bu hucrelerin  bir bolumi kemigi olusturan
osteoblastlara donusur. Osteogenez (kemik yapimi) durdugunda
osteoblastlar da osteoprogenitor hiicrelere doniisebilirler.® Diisiik oksijen

konsantrasyonlarinda kondrojenik hiicrelere déniisebilirler.®

2.1.1.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar, Tipl kollajen, glikoproteinler, proteoglikanlar
ile osteokalsin, osteonektin ve osteopontin gibi organik matriks
bilesenlerinin sentezinden sorumludurlar.®* 3% 3 % Kemik iligi mezensimal
kok hiicreleri, endosteum ve periosteumdan kdken almaktadirlar.*t 42
Kemigin inorganik kisimlarinin ¢okebilmesi, canli osteoblastlarin varligina
baglidir. Osteoblast 6mri geng tavsanlarda ortalama 3 gln, insanlarda ise
ortalama 8 haftadir. Osteoblastlar 6zellikle kemik yuzeylerinde, tek katl
epiteli andiran sekilde yan yana bulunurlar. Osteoblastlar aktif olarak
matriks sentezledikleri donemde sekilleri kubikten prizmatige kadar
degisebilir ve sitoplazmalari bazofilik izlenir.®* ** Osteoblastlarin birbirine
dogru uzanan kisa g¢ikintilari vardir. Osteoblast uzantilari arasinda neksus
tipi baglanti birimleri bulunur. Kemik yapiminin aktif oldugu dénemde
osteoblastlar yiuksek dizeyde alkalen fosfataz salgilarlar ve bu enzim
kanda yiikselir.?® ** Uretim islevleri azalmaya basladiginda, yassilasirlar
ve sitoplazmadaki bazofilik 6zellik azalmaya baslar. ** Matriksin sentezi
esnasinda osteoblastlar, aktif protein sentezi yapip salgilayan hucrelerin

ince yapisina sahiptir.?

Osteoblastlar kutuplasmis hucrelerdir. Matriks elemanlari
osteoblastlar ile dnceden meydana gelmis kemik arasinda osteoid adi
verilen ancak henuz kalsifiye olmamis matriks tabakasini olustururlar.
Osteoid doku, dokunun sentezi ile kalsifikasyonu arasindaki osteoblast

matirasyon periyodu adi verilen ve ortalama olarak 10 gin kadar suren



bir siirecte ortaya cikmaktadir.** Bu siireg, kemik apozisyonu heniiz
meydana gelmis matriks Uzerine Kkalsiyum tuzlarinin tortulanmasinin

ardindan tamamlanir.®

2.1.1.3. Osteositler

Osteositler kemigin esas hucreleri olup, osteoblastlarin
fonksiyonlarinin ve morfolojik 6zelliklerinin degismesiyle meydana gelirler.
Kemigin hiicresel yapisinin % 90’ini olusturmaktadir.*® Yassi oval bigimli
kemik hucreleridir. Kalsifiye olmus kemik matriksinde lakunalar iginde
bulunurlar. Sitoplazmik uzantilari kanalikullerin uglarina kadar uzanip,
komsu hucreler ile badlanirlar. Aralarinda bulunan neksuslar, hucreler
arasinda iyon ve kuglUk molekillerin gegisini saglarlar. Cekirdekleri
heterokromatiktir. Granulli endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi az
olmasina ragmen hucreler oldukga aktiftir. Matriks kalsifiye oldugu igin
madde tasinmasi osteositler {izerinden gerceklesir.?®> ** 3" Osteositler,
hlcreler ve kemik dokunun hicresel olmayan bolimuyle genig temas alani
olusturacak sekilde organize olur. Bu diuzenleme sayesinde kan- kalsiyum
hemostazinin duzenlenmesi, mekanik yukin algilanmasi ve bu bilginin

kemik icindeki diger hiicrelere iletilmesi gibi islevleri yerine getirir.>® *3

Yapisal olarak inaktif gorUnim sergilemelerine ragmen
osteositler kemik matriksinin devamlihginda aktif rol oynarlar ve élumlerini
takiben matriks degredasyonu gériliir.®® Osteositlerin canlili§i etrafindaki
kemik matriks yapinin devamhligi agisindan oldukga 6nemlidir. Kemigin
kimyasal ve mekanik ¢evresinde olusan degigsikliklere kargi ¢gok hizli yanit
uretmektedirler. Bu oOzellikleri ile kemigin c¢evresel degiskenlere karsi

gelistirecegi adaptif fonksiyonlarda yonetici rol oynamaktadirlar.? 34



2.1.1.4. Osteoklastlar

Osteoklastlar, kemik iliginde monosit-makrofaj hucrelerinden
koken alan, c¢ok buyuk yapiya sahip, hareket edebilen hucrelerdir.
Geniglemis hiicre gdévdesinde ortalama 50 ¢ekirdeg@i vardir. Osteoklastlar
kemikteki enzimatik olarak ac¢ilmis Howship lakinalari adi verilen derin
kemik rezorpsiyon bodlgelerine yayilmiglardir. Osteoklastlar kemik
matriksine hucum eden asit, kollajenaz, proteolitik ve hidrofilik enzimleri
salgilarlar. Osteoklastlarin gorevi salgiladiklari enzimlerle kemigin organik,
inorganik matriksini ve kalsifiye kartilaji eritmektir. Osteoklast aktivitesi
osteoblastlar tarafindan stimule edilir, kalsitonin, interlokin-10 ve dstrojen
tarafindan regiile ediimektedir.?® 343* 3% Bir osteoklast hiicresi, 100
osteoblast tarafindan sentezlenen mineralize dokuyu rezorbe
edebilmektedir.** Osteoklast hiicre membraninda, hiicre merkezine dogru
uzanan duzensiz, derin katlantilar mevcuttur. Kemik dokuyla temasta olan
bu katlantilar hicrenin aktivite gosterece@i yluzeye daha etkin tutunarak

fizyolojik rezorpsiyonu kolaylastirmaktadir.3> #

2.1.2. Kemik Matriksi

Kemik dokusunun buyuk kismini matriks adi verilen hicreler
arasi madde olusturmaktadir. Kemik matriksi organik madde ve inorganik

madde olmak (izere ikiye ayriimaktadir.®**3*

2.1.2.1. inorganik Madde

Kemik matriksinin kuru agirliginin % 50’sini olugturmaktadir.
inorganik yapi igerisinde yiiksek oranlarda kalsiyum ve fosfat bulunur. Bu

molekiller kemikte hidroksiapatit kristalini [Ca;0(PO4)s(OH),] olustururlar.



Bu kristal yapilarin 20-40 nm uzunluga ve 3-6 nm geniglige sahip igne
bicimli kristaller oldugu bilinmektedir. inorganik matriks icerisinde ayrica
magnezyum, bikarbonat, sodyum, hidroksil, potasyum, Klor, sitrat ve flor
da bulunmaktadir. Hidroksi apatitlerin hidrate olmug yuzey iyonlarinin
olusturdugu tabakaya hidrasyon tabakasi (kabugu) adi verilmektedir.
Hidrasyon tabakasi kristaller ile vucut sivilari arasindaki iyon degigimini

saglamaktadir.?® 32 33

2.1.2.2. Organik Madde

Kemik matriksinin organik komponentinin % 90-95’ lik kismi
tip 1 kollajenden olugsmaktadir. Kollajen disinda organik matriks yapi
icerisinde amorf yapida glikozaminoglikanlar ve glikoproteinlerden olusan

temel madde bulunmaktadir.3% 4% 4

2.1.3. Kemik Doku Tipleri

Mikroskobik olarak primer ve sekonder kemik dokusu olmak

lizere iki farkli kemik doku tipi bulunmaktadir.3*34

2.1.3.1. Primer Kemik Dokusu

Fotal gelisim ve kemik onarimi sirasinda ilk olusan
olgunlasmamis kemik dokusudur. Primer kemik dokusunda kollajen lifleri
dizensiz siralanmistir. Mineral igerik miktari azdir. Sekonder kemik
dokusuna oranla daha fazla osteosit icermektedir. Primer kemik dokusu
gegcicidir. Gelisim surecinde kafatasi suturalari, tendonlarin insersiyo
bolgeleri, diglerin alveolleri gibi bdlgeler disinda primer kemik dokusu

yerini sekonder kemik dokusuna birakmaktadir.*%3*



2.1.3.2. Sekonder Kemik Dokusu

Sekonder kemik dokusu, 3-7 mikron kalinliginda, birbirine
paralel ya da bir damar kanali etrafinda dairesel olarak yerlesmis
lamellerden olusan bir yapi gostermektedir. Bir lamelde bulunan kollajen
lifler birbirine paralel uzanirken komsu lameldeki liflere gapraz yonde ya da
spiraller yaparak seyretmektedirler. Sekonder kemik dokusunun hucreleri
olan osteositler komsu lamellerin arasina duzenli araliklarla sikismiglardir.
Primer kemik dokusuna oranla daha kalsifiye ve glclidur. Sekonder kemik
dokusunun sungerimsi kemik ve kortikal kemik olmak Uzere iki tipi

bulunmaktadir.?® 33

2.1.3.2.1. Siuingerimsi Kemik Dokusu

Birbirleriyle anastomoz yapan kemik trabekullerinden
olusmaktadir. Trabekdullerin aralarinda kemik iligi ve kan damarlari ile dolu
dlzensiz bosluklar bulunmaktadir. Kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve
epifizlerinin i¢ kisimlari ve yassi kemiklerin i¢ yuzleri singerimsi kemikten
olusmaktadir. Stiingerimsi kemik dokusu Havers ve Wolkmann kanallari
icermez. Beslenmesi kemik iliginde bulunan kan damarlarindan
olmaktadir.?® Kemigin metabolik agidan en aktif olan kismi siingerimsi

kemik alanlaridir.®’

2.1.3.2.2. Kortikal Kemik Dokusu

Kortikal kemik dokusu makroskobik olarak homojen ve sert
yapida izlenmektedir. Mikroskobik incelemede kan damarlari tasiyan
kanallar sistemi ve 0zel bicimde yerlesmis lameller izlenmektedir.

Organizmada tim kemiklerin dis ylzeylerini ve yassi kemiklerin i¢ ve dig
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tabakalarini kortikal kemik olusturur. Kortikal kemik dokusunda iki tir kanal

bulunmaktadir.?®

2.1.3.2.2.1. Havers Kanallari

Kortikal kemigin uzun eksenine paralel, belli araliklarla
yerlesmis kanallardir. Enine kesitlerde yuvarlak bicimli izlenmektedir.?®
Kan damarlari, sinir ve interstisyel sivi ile dolu bogluk icermektedir. Havers

kanal duvari yassi hiicreler ile kaplanmistir.*®

2.1.3.2.2.2. Volkmann Kanallari

Komsu havers kanallarini birbirine baglayan yan kanallardir.
Kemiklerin ylUzeylerindeki besleyici deliklerden giren kan damarlari
Volkmann kanallarindan gegerek Havers kanallarina girerler. Boylece kan
damarlari kortikal kemigin timune dagilarak icteki ilik bosluguna (Cavitas
medullaris) gecer. Kemik dokusunun matriksi ve hicreleri bu damarlardan
cikan besin maddelerinin difizyonu ile beslenir. Kanallardaki damarlar

ince, gevsek bir bag dokusu ile kaplidir.3°3*

2.1.3.2.2.3. Kortikal Kemik Lamelleri

2.1.3.2.2.3.1. Havers Lamelleri

Havers kanallarinin gevresinde i¢ ice yerlesmis halkalar
seklindeki lamellerdir. Kan damarlarini, sinirleri ve gevsek bag dokusunu
iceren bir kanalin etrafini saran dairesel kemik kanalciklarindan olusan

sisteme “Havers lameller sistemi” ya da “osteon” adi verilmektedir. Her
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havers sistemini gevreleyen, amorf madde ¢okeltisinden olusan, igerisinde
az miktarda kollajen lif iceren minerallesmis matrikse sement (yapistirici
madde) adi verilmektedir. Osteonlar kortikal kemik dokunun ¢ogunlugunu
olusturmaktadir. Havers sistemi uzun, sik dallanan, diyafizin uzun
eksenine paralel bir silindirdir. Cevresi 4 — 20 dairesel lamelcik ile sarili
merkezi kanaldan meydana gelmektedir. Endosteum ile ortulu her kanalda
kan damarlari, sinirler ve gevsek bag dokusu vardir. Havers kanallari
kemik iligi boslugu, periosteum ve birbirleri arasinda, enine veya capraz

volkmann kanallart ile iliskilidir.3*3*

2.1.3.2.2.3.2. Ara Lameller

Osteonlarin aralarinda kalan alanlari dolduran, tg¢genimsi ya
da dizensiz sekillenmis, degdisik yonde uzanan lamellerdir. Bunlar, kemik
blyume ve yeniden modellenme surecinde, yikilmis havers sistemlerinin

lamelciklerinden arta kalan yapilardir.334

2.1.3.2.2.3.3. Ic ve dis dairesel lameller (Sirkumferensiyal

Lameller)

Kompakt kemiklerin i¢ ve dis yuzeylerinde ust Uste daireler
seklinde bulunan lamellerdir. i¢ dairesel lameller kemik iligi boslugunun
etrafinda, dis dairesel lameller ise hemen periosteumun altinda yer alirlar.

Dis lamellerin sayisi i¢ lamellerin sayisindan daha fazladir.?® *3
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2.1.4. Kemik Zarlari

2.1.4.1. Periosteum

Kemigi distan saran, kollajen lif ve fibroblastlardan olusan
kiliftir. Eklem yiizeyleri hari¢c tim kemikleri distan gevreler.?® 3 %> Kemik
dokusunun beslenmesinde, gelisiminde ve tamir olaylarinda 6nemli rol
oynar. Gelisme evresinde iki kathdir. Dis kat az miktarda fibroblast
kapsayan dizensiz siki bag dokusundan olusmustur. Periosteumun igteki,
hicreden daha zengin tabakasi, fibroblastlara benzeyen, bolinip
farkhlasarak osteoblastlari meydana getirme potansiyeline sahip
osteoprogenitor hucrelerden olusmaktadir. Gelismekte olan kemikte kemik
dokusunun yuzeyine oturan huacreler, osteoprogenitor hucrelerin
farkhlasmasiyla olusan osteoblastlardir. Periosteumun Kkollajen lif
demetlerinden olusan sharpey lifleri matriks igerisine girerek yuzeye yakin

ara lamellerin derinliklerine kadar iner ve periosteumu kemige baglar.

2.1.4.2. Endosteum

Kortikal kemiklerin i¢c yuUzeyleri ve sungerimsi kemik
trabekulleri endosteum ile ortuludur. Retikuler bag dokusundan olusan
endosteumun kemik dokusuna komsu kisminda tek sira halinde
osteoprogenitér hicreler bulunmaktadir. Perisoteuma goére daha ince bir

tabakadir.?® 32 3

2.1.5. Kemik Yapimi (Osteogenezis)

Kemik yapimi intramembran6z ve endokondral kemiklesme

olmak Uzere iki yolla gerceklesmektedir. Her iki yolda da meydana ¢ikan

13



ilk kemik primer kemik dokusudur. Primer kemik dokusu gegici bir dokudur

ve kisa slirede sekonder kemikle yer degistirmektedir.®®

2.1.5.1. intramembrandz Kemiklesme

Osteoblastlarin salgiladiklari matrikse dogrudan minerallerin
cOkelmesi ile gergceklesen kemik sekillenmesidir. Kapillerlerin mezengimal
bolgeye invazyonu ve mezensimal hucrelerin matur osteoblastlara
doénusmesi ile karakterizedir. Osteoblastlar kollajen lifleri ve sekilsiz temel
maddeyi sentezleyip bu maddelerin icine gomulu kalirlar. Baslangicta
odaklar halinde olan bu dokunun aralarinda kalan mezensim dokusu
icinde bol kapiller damarlar bigimlenir. Bu damarlardan c¢ikip osteoid
dokuya giren kalsiyum ve fosfor iyonlari, buradaki osteoblastlarin
salgiladiklari alkali fosfotaz araciliiyla kalsiyum fosfat molekullerini
olustururlar. Boylece osteoid doku kalsifiye olup primer kemik dokusu

halini alir.303

Degisik sekil ve boyuttaki kemik pargaciklarina kemik
trabekull adi verilmektedir. Trabekuller icindeki osteoblastlar ara maddeyi
salgilayarak osteosit halini alirlar. Sekillenen kemik trabekdillerinin
yuzeylerine yeniden olusan osteoblastlar tek sira dizilerek kemik
lamellerini olusturmaya baslarlar. Bu olusumun yinelenmesi sonucu kemik
trabekdllerinin yuzeylerinde sekonder kemik yapisinda katmanlar olusur.
Bdylece slingerimsi kemik dokusu bicimlenir. Osteoklastlar da bu kemikleri
ic yUzeyden rezorbe ederler. Sungerimsi kemikler son gsekillerini
aldiklarinda primer kemik dokusu igeren trabekuller tamamen ortadan
kalkar. Geriye sadece sekonder kemik trabekulleri kalir. Bu kemiklerin i¢

ve dis yuzeylerine intramembrandz yolla bir miktar kompakt kemik eklenip
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kemiklesme tamamlanir. Trabekullerin arasindaki mezensim dokusundan

da kirmizi kemik iligi sekillenmektedir.>%3*

Kafatasinin frontal ve pariyetal kemiklerinin yani sira oksipital
ve temporal kemik gibi yassi kemikleri, mandibula ve maksillanin bazi
kisimlari, kisa ve uzun kemiklerin kortikal bolumleri intramembranoz
kemiklesmeyle olugsmaktadir. Kisa kemiklerin buyimesi ve kemik

kalinlagmasi da bu yolla gergeklesmektedir.?* 3% 404748

2.1.5.2. Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesme, kiguk bir hiyalin kikirdak model
icinde meydana gelmektedir. Baglangigta ilk beliren kemik dokusu kikirdak
modelin orta kismini saran igi bos kemik silindiridir. Kemik halkasi olarak
adlandirilan bu yapi, o bélgedeki perikondriumun iginde zar ici kemiklesme
ile meydana gelmektedir. Kikirdak modelin merkezindeki kondrositlerin
hipertrofiye ugramasindan sonra kikirdak matriks kalsifiye olur, ardindan
kondrositlerin programlanmis hicre olumleri gergeklesir. Sonugcta kalsifiye

olmus kikirdak matriksinden olusan 3 boyutlu yapi ortaya gikar.>%3

Kikirdak modelin diyafiz bdlgesinde perikondriyumun ig
katinda bulunan mezengim hucreleri osteoprogenitor hicrelere, bunlar da
osteoblastlara farklilasirlar.?® ** Osteoblastlar da Ust (iste yerlesen kemik
lamellerini yapar (intramembranéz Kemiklesme). Béylece olusan kikirdak
modelin diyafizinde, olugsan yeni kemidin periosteumu ile kikirdak doku
arasinda silindir bicimde kemik manset ortaya cikar. Olusan kemik
mangset, kondrositlerin difizyonla beslenmesine engel olarak hicrelerin

dejenere olmasina neden olur. Once hipertrofiye ugrayan kondrositler
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daha sonra diyafizin orta kismindan baslayarak dejenere olup 6lirler. Olen
kondrositlerin aralarinda ince septumlar halinde kikirdak matriksi kalir.
Kikirdak modelin ortasinda birbiriyle devamli bos kaviteler olusur (kemik
iligi kavitesi). Bu sirada periosteumda bulunan osteoklastlar kemik manseti
yer yer delerek foramen nutrisyumlari olusturur. Periosteumdaki kan
damarlarinin bir kismi buradan girerek septumlarin arasinda ilerler.
Damarlar ile gelen kalsiyum ve fosfor iyonlari agiga ¢ikan alkalen fosfataz
araciligiyla birleserek septumlar halinde kikirdak matriksine c¢oker ve
kalsifiye olmasina neden olur. Bodylece diyafizde primer kemiklesme
merkezi ortaya cikar. Ortalan kalsifiye kikirdak, yuzeyleri ise kemik

dokusundan meydana gelen kemik trabekiilleri olusur. 30344

Kikirdak modelin epifizleri ile diyafizi arasindaki bdlgede
kondrositler mitoz ile devamli ¢ogalarak alt alta dizilen gruplar yaparlar
(Epifiz Plagi). Boylece kikirdak taslagin boyu da devamli olarak uzar.
Kemik manget de gelismesine devam ederek kalinlasir ve epifizlere dogru
uzanir, kondrositlerin bulundugu bodlgeyi distan sarar ve buradaki
kondrositler irilesip 6lmeye baslarlar. Kemiklesme merkezinde oldugu gibi
once kikirdak matriks kalsifiye olur ardindan da kemik trabekulleri olusur.
Endokondral kemiklesme epifizlere yaklasinca epifizlerin iclerinde
kemiklesme merkezleri belirir. Benzer olaylarin gerceklestigi bu bdlgede
sadece kemik manset olusumu gozlenmez. Eski ve yeni kemiklesme
bdlgeleri arasinda sadece kikirdak yapidaki epifiz plagi kalir. Kemiklesme
sona erinceye kadar epifiz plagindaki kikirdak hucreleri diyafiz yonune
dogru bolunup c¢ogalarak devamli kikirdak dokusunu yapar. Olusan bu
kikirdak dokusu da devamli olarak yerini kemik dokusuna birakir. En

sonunda epifiz plaklari da kalsifiye olarak aktivitesini yitirir.? 33 40 47. 48
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Kemigin boyuna uzamasini saglayan epifiz plaginin genisligi
20 yasina kadar aynen kalmaktadir. Kemigin enine buyumesi ise
apozisyonel buyume ile olur. Periosteumun osteojenik hucreleri,
osteoblasta donugur. Yeni olusan kemik subperiosteal kemik yuzeyine
eklenir ve kemik matriksi genisler. 4’ Uzun kemikler, vertebra, pelvis ve
kafatasi kemiginin tabanini olusturan kemikler, endokondral kemiklesme

ile olusmaktadir. 39344148

2.1.6. Kemik lyilesmesi

Kemik iyilesmesi birbirini izleyen ve birbirleriyle i¢ ice gegmis

morfolojik dénemlerden olusmaktadir.*® (Sekil 1)
1. inflamatuar Dénem (1 - 4 giin )

2. Onarim (Reperasyon) Dénemi ( 2 - 40 gln)
3. Yeniden Sekillenme Dénemi (25 - 100 gun )

2.1.6.1. inflamatuar Dénem

Kemik dokunun iyilesmesi, yara iyilesmesine benzer olarak
birbiri icine gegmis safhalardan olugsmaktadir. Yumusak doku
iyilesmesinde, yaralanan doku yerini fibroz skar dokuya birakmaktadir.
Ancak kemik doku iyilesmesi, yaralanan dokunun yerini, yeni kemik

dokunun almasi ile skarsiz olarak sonlanmaktadir.’**?

Kemikte meydana gelen travma matrikste hasara, hicrelerde
oliume, periosteum ve endosteumda vyirtiklara neden olur. Tium doku

travmalarinda oldugu gibi kemik travmalarinda da ilk verilen yanit
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inflamasyondur. Inflamasyon 48 saatte pik seviyeye ulasir ve travmadan
sonraki 1 hafta icerisinde tamamen sona erer. Travmayi takiben gevre
yumusak dokular ve periost yirtilarak, damarlar yaralanir. Kan, lenf ve

0. 51 Hematom,

doku sivilari bdlgede hematomu olusturur(Sekil 1-A).
kemik iyilesmesi icin gerekli iki Gnemli faktoru saglar. Birinci olarak; olusan
hematom kemik ucu ve komsu yumusak dokularin arasini doldurarak
travma bolgesinde az da olsa mekanik bir stabilite saglar. ikinci olarak
hematom bodlgeye matriks olusumunu baglatan, osteoblastlara ve
kondroblastlara donlugsen, osteoblast ve kondrosit prekirsor hudcrelerini
getirir.>> Ayrica hematom igerisindeki trombositlerden ve zarar gérmis
kemik ve yumusak dokulardan salgilanan inflamatuar mediatorler, kan
damarlarinin vazodilatasyonuna, plazma ekstravasyonuna ve travma
bdlgesinde 6dem olusumuna neden olurlar. Bu mediatorler baglica
inflamatuar hicrelerden salgilanan interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6)
ile trombositlerden salgilanan donustlrict bliyume faktori beta (TGF-B)
ve trombosit kokenli buyume faktoradur (PDGF). Bu mediatorler baslica
polimorfik hucre gocu, proliferasyonu ve mezensimal kok hucre
farklilasmasindan sorumludurlar.®®* Trombositlerden ve 6lii hiicrelerden
salinan inflamatuar mediatdrler kan damarlarinin dilatasyonuna ve plazma
eksudasyonuna sebep olarak defektin erken safhasindaki inflamasyona
onculuk eder. Bolgeye inflamatuar hicrelerden polimorfontkleer I6kositler
(PMN) ve takiben makrofaj ve lenfositler go¢c eder. Bu hucreler
anjiogenezden sorumlu sitokinleri salgilarlar. inflamatuar cevap azalirken
nekrotik doku ve eksuda rezorbe olur. Fibroblast ve kondrositler bolgede
goOrulmeye baslar ve yeni matriks yapimiyla kallus olusmaya baslar. Kemik
tamirini uyaran faktorler muhtemelen inflamasyon fazinda kirik sahasindan
serbestlenen kemotaktik faktorleri ve kemigin bitinliginin bozulmasina
bagl olarak ortaya ¢ikan sitokinleri icermektedir. Travma sonrasi olugan
inflamasyon tum defektlerde ayni sirayi takip etmesine ragmen tamir
dokusu miktari ve tamir hizi her defekt igin farklidir. Bu farklihk defektin

spongioz kemikte, epifizde, metafizde, diafizde ve kortikal kemikte
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olmasina, hastaya ait faktorlere, kemidi c¢evreleyen yumusak doku

hasarina, travma tiiriine bagli olarak degismektedir.>* >°

2.1.6.2. Onarim ( Reperasyon ) Donemi

Onarim doénemi kemik iyilesmesinin en o6nemli kismidir.
inflamatuar hiicreler nekrotik dokulari rezorbe ederken, fibroblastlar
bolgeye gelerek tamir dénemini baglatirlar. ik basamak hematomun
organize olmasidir. Tamir doneminde ilk 48 saat iginde periost, endosteum
ve defekte yakin yerlerdeki Havers kanallarinin tabakalarindan hicre
proliferasyonu baglar; defekt hatti boyunca rezorbsiyon devam eder.
Hucre proliferasyonu sonucu defekt uglarindaki bosluklar hicrelerle dolar.
Lokal aracili mekanizmalarla &éncu hucreler, yeni damar, fibroblast,
hlcreler arasi madde, destek hucreleri ve diger hucreleri olusturmak Uzere
farkhlasmaya baslarlar. Kirik hattindaki hicresel aktivitenin baglamasi i¢in
gerekli uyarim karmasiktir. Kimyasal, elektriksel ve mekanik faktorler sz
konusudur. Tamir igin gerekli hicre ¢ogalmasinin olusumu, muhtemelen
travma bolgesindeki elektriksel akimla baglamaktadir. Bu akim, kirik
sonrasi en yuksektir ve daha sonraki 2—3 hafta iginde yavas yavas azalir.
Onarim evresi, kirik olusumundan sonraki saatlerde baglasa da yapisal
olarak tipik hale gelmesi 7—12 gun surer. Onarim olayinda rol oynayan
hiucreler mezengimal kokenli, ¢ok yonlu gelisim guclne sahip olan
(pluripotent) hucrelerdir. Bu hucreler c¢ogunlukla kirik bdlgesindeki
granldlasyon dokusunun iginden, ayrica periosteumun osteojenik
tabakasindan ve daha az oranda da endosteumdan kdken alirlar. Bu
hicreler farkllagmaya basladiginda, ilk degisiklige ugrayan hicreler,
kapillerle hematom igine giren fibroblastlardir. Ugiincii glinde karsi kirik
uglarinda, yogun olarak mezengimal huicreler bulunur. Bu hucreler kirik
parcalari arasinda yumusak bir granulasyon dokusu olustururlar.
Periosteal ve endosteal osteojenik hicrelerle, fibrin matriksteki

19



fibroblastlarin c¢ogalip farklilagmasiyla, bir granulasyon dokusu geligir.
Fibroblastlar  kollajen  sentezlerken, kondroblastlar kollajen ve
glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoidi salgilarlar. lyilesen kemigin

50, 52,

gerilmeye karsi dayaniklihgi, icerdigi kollajen miktariyla yakin iligkilidir.

55-57

Zamanla her iki kirlk pargasinin ucunda olusan manget
tarzindaki kitle birleserek, kinga butunlik saglayan dis kallusu meydana
getirir. Ayni sekilde ilik boslugunda da benzer olaylar birbirini takip eder. i¢
kemik zari ve iligin kemik yapici hicresinden geligsen trabekullerle, iligin
kodprilenmesi olusur ve i¢ kallus meydana gelir. Ik 7- 12 giinln
sonrasinda yumusak kallus kitlesi, fibroz doku ve kikirdaktan
olusmustur(Sekil 1-B).3® *® Kemik defekti uclari, ic ve dis kallus gelisimiyle
¢ok saglam bir yapiya kavusur. Kallus olusumu, yetigkinlerde gocuktan ve
kompakt kemikte trabekller kemikten daha yavas meydana gelir.
Yaralanmadan sonra kallus olusmasi ve mineralizasyonu 4-16 hafta
arasinda zaman gerektirir. Kallus olugsumuyla beraber kaynamanin
olustugu soylenebilir. Bununla beraber, kaynama henuz son noktasina
ulasmig degildir. Onarim evresinin ortasinda, kallusun gereksiz ve etkisiz
kisimlarinin geri emilimi ve trabekiler kemigin stres gizgileri boyunca

uzanmasi ile yeniden sekillenme evresi baslar.*®

2.1.6.3. Yeniden Sekillenme Donemi

Kemigin yeniden sekillenme donemi en uzun evre olup, aylar hatta yillar
surebilir. Bu evre guclu ama duzensiz sert kallusun, normal veya normale
yakin gucteki daha duzenli lameller kemige doénustmudar. Onarim
evresinin ortasinda baslayip, normalde 4-16 hafta surerken, yillar boyunca

da devam edebilir.
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Yeniden sekillenme evresinde 4 olay gerceklesir:

1- Kalsifiye kikirdak, osteoid dokuyla yer degistirir boylece bir ¢esit birincil
trabekuler doku olusur.

2- Lameller kemik bu dokunun yerini alir.

3- Kompakt kemik uclarindaki kallus, lameller kemikten yapilmis ikincil
osteonlara degisir. Lameller kemik, kas kuvveti ve mekanik streslere
paralel olarak duzenlenmis osteonlardan olusur.

4- llik kanal dereceli olarak yeniden sekillenir. Kanal igindeki kallus,
osteoklastlar tarafindan geri emilir ve bosluklar yeniden dizenlenir (Sekil
1-C).
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Wolf kanuna gore kemigin iglevsel durumundaki degisiklik,
dokuda yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Bu kanun gunumuzde de
kemigin yeniden sekillenmesinde temel bir kural olarak kabul edilmektedir.
Mekanik strese maruz kalan kemigin konveks yuzu pozitif, konkav yuzl
ise negatif elektrikle yuklendiginden, osteoklastik aktivitenin hakim oldugu
konveks yuzde rezorpsiyon osteoblastik aktivitenin hakim oldugu konkav
yluzde ise yeni kemik yapimi olmaktadir. Yani, kirigin konkav tarafinda
kemiklesme, konveks tarafinda rezorpsiyon olur. Kemik yuzeyinin eski
haline dondugu yeniden sekillenme evresi 1-2 yil surer. Fakat bu sure 6-9

ylla kadar uzayabilmektedir.>® %%

2.1.7. Kemik iyilesmesini Etkileyen Faktérler

Kemik yapimi, sekillenmesi, yeniden gekillenmesi ve tamiri
gibi hucresel iglevlerin uyumlu bir sekilde yurutulebilmesi icin c¢esitli
sistemik ve lokal duzenleyici faktorlere ihtiya¢ vardir. Sistemik hormonlar,
tum viacut seviyesindeki degerler dogrultusunda etkili olurken, ayni
zamanda da hedef hucrelerden lokal dizenleyici faktorlerin salinimini
kontrol ederler. Lokal dizenleyici faktorler ise sinirli alanlarda o6zellikli

islevlerin kontroliini Ustlenirler.?

2.1.7.1. Sistemik Faktorler

Kemik  metabolizmasinin  duzenlenmesinde,  sistemik

hormonlarin 6nemli etkileri vardir.®?

Paratiroid hormon (PTH), kemik ve bobrekler tUzerinde etkili

olarak, kanda ve ekstraseliler sivida kalsiyum duzeyinin yuksek
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tutulmasini, osteoblast reseptorlerini etkileyerek, yeni kemik yapiminin
durdurulmasini ve osteoklast uyarici faktorin salgilanmasini saglayarak,
kemik matriksinin rezorbe olmasi sayesinde kalsiyumun serbest kalmasini

saglar.®

Kalsitonin, PTH’ nin antagonistidir. Hem kompakt, hem de
trabekiler kemik yapimini arttinir. Olgunlasmis osteoklastlar Uzerinde,

osteoklastik aktivitelerini engelleyici bir etkisi vardir.®*

Glukokortikoidler, anabolik ve katabolik etkisi olan PTH ve
IGF-1 (insulin benzeri buyume faktoru- tip 1) gibi hormonlarin etkinligini
arttirmaktadirlar.  Glukokortikoidlerin  aktif — osteoblastlar  Uzerindeki
etkilerinin cogu engelleme ydnindedir. Osteoblastlarin apoptozisine neden

olarak, kemik yapimini engellerler.®®

Ostrojen ise kemik kitlesinin  korunmasinda etkilidir.
Ostrojenlerin TGF-B Uretimini uyararak osteoklast élimiinde artisa yol

actig diistnilmektedir .

2.1.7.2. Lokal Duzenleyici Faktorler

Kemik metabolizmasini  etkileyen buyume faktorleri,
trombositler, makrofajlar ve fibroblastlar tarafindan salgilanmaktadir.
Kemigin iyilesme surecinde damarlanmasini, sertligini, mekanik olarak
islev gormesini saglayan bu proteinler genel olarak, kemik iyilesmesini
hizlandiran proteinler, BMP, insulin benzeri blyume faktorleri (IGF),

donustlriacu buyume faktorleri (TGF), trombosit kaynakli baylume faktorleri
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(PDGF) ve fibroblast kaynakli buyume faktorleri (FGF)' dir. Bu proteinler
monosit ve fibroblast gibi mezensim kokenli hlcrelerin gbé¢ etmesini,
¢cogalmasini ve kemik hucrelerine farkllasmasini dutzenlerler. PDGF,
osteoprogenitdr hucreleri ve protein sentezini uyarir. FGF, osteoblast
proliferasyonunu ve Kkollajen sentezini artirir. IGF, preosteoblastik

proliferasyonu stimiile ederler ve kollajen yikimini azaltir.®®

TGF ise, osteoblast olugturan oncul hucreleri uyararak
hicresel olgunlagsmada gorev alir. TGF- salinimi ile Tip | kollajen sentezi

arasinda iligki bulunmaktadir.

Blylime hormonu ise, osteoblastlar tarafindan IGF-1
yapimini artirarak etki gosterir. Prostoglandinler, prostanoik asit adi verilen
doymus yag asidinin turevi olup, osteoblastik hicrelerde adenilat siklazi
aktive ederek PTH’ ye karsi verilen tepkilere benzer yanitlar elde
edilmesine yol acarlar.®®* Kemik iyilesmesini etkileyen sistemik ve lokal

faktorler Tablo-1’ de gosterilmigtir.
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Tablo 1: Kemik iyilesmesini etkileyen sistemik ve lokal faktorler.

Somatomedinler

A Vitamini

D Vitamini

insdlin

Paratiroid Hormonu

Kalsitonin

Anabolik Steroidler

Kortikosteroidler
NSAI ilaglar
Kemoterapi
Sigara Kullanimi
Anemi
Romatoid Artrit
Sepsis

Diabet
Malnatrisyon
Orak Hucreli Anemi
Talasemi Major

Uygunsuz Antididretik
Hormon Salinimi

Sendromu

Mekanik stabilite
Buyime faktorleri
BMP

Elektriksel

Stimulasyon

Mekanik Kuvvet

Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Blylime Hormonu | Osteoporozis lyi vaskiiler destek | Radyasyon
Tiroid Hormonu D Vitamini Eksikligi Genis temas alani | Tumor

Lokal Kemik Hastaligi

Enfeksiyon

Mekanik anstabilite

Kemik mumu

Denervasyon

Boden ve Schimandle tarafindan modifiye edilmistir.®®
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2.2. Ankaferd Blood Stopper

ABS, Turk tibbinda hemostatik ajan olarak kullanilan ilk tibbi
bitki ekstratidir.®** igeriginde, Glycrrhiza Glabra (Meyan), Vitis Vinifera
(Koruk), Alphina Officinarum’ un (Havlican) kurutulmus yaprak ekstreleri,
Urtica Dioica’ nin (Isirgan) kurutulmus kok ekstresi ve Thymus Vulgaris’ in
(Kekik) kurutulmus ot ekstresi bulunmaktadir (Resim 1).*° Bu bitkisel

karisimin - damar endoteli, kan hucreleri, anjiogenez ve hicre

proliferasyonu {izerine etkileri vardir.?®

Resim 1: a- Glycrrhiza Glabra, b- Vitis Vinifera, c- Alphina Officinarum, d- Urtica

Dioica, e: Thymus Vulgaris.

Glycyrrhiza glabra yani meyan kokinin antianjiyojenik
aktivite gosterdigi ve VEGF olusumunu azalttigi bildirilmistir.?” Cesitli
arastirmalarda bu bitkinin antiinflamatuar, antitrombotik, antioksidan ve
antiaterosklerotik etkileri gdsterilmistir.?® ® Ayrica meyan kokiniin,

mineralokortikoid etki nedeniyle kan basincini yiikselttigi bildirilmistir.”

Thymus vulgaris aterosklerozla iligkili lipid peroksidasyonu

gibi canlidaki oksidatif hasari azaltacak anti-oksidan etki gdsterir.”*

Vitis vinifera antiaterosklerotik ve antitimoral etkilere

sahiptir.”?
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Alpinia offcinarum, lipopolisakkaridlerle (LPS) aktive olmusg
fare peritonundan izole edilen makrofajlarda nitrik oksit (NO) Uretimini

inhibe eder.”

Urtica dioica, NO’nun serbest birakilmasi, potasyum
kanallarinin agilmasi ve kasilma guclnin azalmasiyla meydana gelen
vazodilator  bir etki araciiglyla endotelyal hipotansif  etkiler
yapabilmektedir.”

ABS igerigindeki bu bitkiler hi¢bir pihtilastilasma faktorinin
etkisini bozmadan doku oksijenasyonunu ve fizyolojik hemostatik sureci

saglamaktadir.?®

2.2.1. Ankaferd Blood Stopper’ in Etki Mekanizmasi

ABS’ nin etkisini, fibrinojen basta olmak tzere kan proteinleri

ve eritrositlerin plazma ve serumda “Protein agi” meydana getirmesi
suretiyle gosterdigi bildiriimektedir. ABS’ nin etkisi ¢ok hizli baslamakta,
eritrosit ve kan proteinlerinin birlesmesiyle meydana gelen enkapsule
protein agr formasyonu 1 saniyeden daha kisa bir surede meydana

gelmektedir.® "

ABS’nin etki mekanizmasinin pihtilasma faktorlerinden
bagimsiz olmasi sebebiyle, kanama diyatezi olan hastalarda etkin oldugu
gOsterilmigtir. ABS kullanimini takiben plazma fibrinojen aktivitesinde ve
fibrinojen miktarinda azalma oldugu, buna bagl olarak trombin zamaninin

uzadig bildiriimektedir. Ayrica bu tikag etkisi gosteren protein agi olusumu
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sirasinda plazmada; total protein, globulin ve albumin seviyelerinin de
anlamli dlglide dustugu goértulmustar. Bu yuzden, ABS, fibrinojen-eritrosit
aglutinasyon iligkisini etkilemekte ve sonugta eritrosit agregasyonunu

stimiile eden bir protein adi olusturmaktadir.? "

2.3. Biyomateryaller

Yasayan sisteme implante edilmek, organ ve dokularin
islevlerini kismen veya tamamen Uustlenmek Uzere tasarlanmis
materyallere biyomateryal adi verilmektedir.”® ’" Bir defekte yerlestiriimek
Uzere vucuttan tum baglantisi kesilerek alinan doku pargasina ise greft

denir.”®

Greft terimi canli dokununun direkt transplantasyonu
anlaminda kullaniimaktadir.”® Bir veya birkac biyomateryalden olusan
epitel ylzeyinin altina kismen ya da tamamen yerlestirilen tibbi materyale
ise implant adi verilmektedir. Tabiatta dogal olarak bulunan mineraller,
kiymetli taglar ve altin gibi metaller yillardan beri implant materyali olarak

kullaniimistir.”® 7

2.3.1 Biyomateryallerin Tasimasi Gereken Ozellikler

Kullanilacak olan biyomateryallerin sahip olmasi gereken

bazi temel 6zellikler vardir:

1. Biyolojik yonden uyumlu olmasi; Uygulanan biyomateryaller doku
tarafindan kabul edilebilir olmahdir. Spesifik ve non spesifik
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mekanizmalari harekete gecgirmeyecek ve immun sistem tarafindan

tolere edilebilen bir madde olmalidir.

© 00 N o 00 bk N

Kimyasal agidan inert ve stabil olmalidir.
Osteojenik veya osteokonduktif olmalidir.
Immediat stabilizasyon 6zelligi olmalidir.
Toksik olmamalidir.

Kolayca sterilize edilebilmelidir.

Enfeksiyona karsi direncli olmalidir.

Cevre dokulari etkileyebilecek renk ozellikleri bulunmamalidir.

Kolay uygulanabilir olmalidir. Uygulama esnasinda minimal travmaya

neden olmalidir.

10.Kirilmaya ve buklilmeye kargi direngli olmalidir. Elastik olmal ve

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

A.

elastisitesi uygulandigi dokuya yakin olmaldir.
Yeterli mekanik kuvvete sahip olmaldir.

Uygun agirlik ve dansiteye sahip olmalidir.
Uygulama sirasinda sekillendirilebilmelidir.
Rezorbsiyona karsi direngli olmalidir.

Uygulama hasta tarafindan kabul edilebilir olmalid

Uygulamasi kesin sonuglar verebilmelidir.

Ir.

Basarisizlik durumunda kolaylikla ¢ikartilabilmelidir.

Ekonomik olmalidir.

Saklanmasi ve muhafaza edilmesi kolay olmalidir.

2.3.2. Biyomateryallerin Siniflandiriimasi

Kemik Kaynakli Biyomateryaller
a- Otojen kemik grefti (Otogreftler)
1-Kortikal Kemik

2- Kansell6z Kemik

-Agiz ici kaynakli

76, 77
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-Agiz digl kaynakli
3- Kortiko-kansell6z Kemik

b- Homojen kemik grefti (Homogreft)

1- izogreft: Taze kansell6z kemik ilii
2- Allogreft
- Taze dondurulmus kemik
- Dondurulmus kurutulmus kemik
- Dondurulmusg kurutulmus dekalsifiye kemik
- Solventlerle dehidrate edilmis kemik

c-Heterojen kemik grefti (Heterogreft, Ksenogreft)

1- Demineralize edilmis kemik

2- Deproteinize edilmis kemik

B- Kemik kaynakli olmayan sentetik biyomateryaller
a- Doku Kaynakllar
1- Dentin

2- Sement

3- Kikirdak

4- Sklera

5- Duramater vs.
b- Metaller

c- Jelatin Film

d- Polimerler
1- Polimetilmetakrilat
2- Proplast
3- Polidioksanon
4- Poliamid Meg
5- Poliglaktin 910
6- Sert doku replasmani
7- Polietilenler

8- Polipropilen



9- Silikonlar
10- Politetraflouroetilen (Teflon)
e- Seramikler
1- Kalsiyum Sulfat (Paris algisi)
2- Kalsiyum Alimunat
3- Kalsiyum Karbonat
4- Biyoaktif cam ve cam seramikler
5- Kalsiyum Fosfatlar
a- Rezorbe Olanlar
1-Trikalsiyumfosfat
2-Hidroksilapatit
b- Rezorbe Olmayanlar
1-Yogun Hidroksilapatit
2-Poroz Hidroksilapatit

C- Dogal Materyaller

a- Kollajen
b- Demineralize kemik matriksi (DBM)

c- Kemik morfojenik proteinler (BMP)

d- Trombositten zengin plazma (PRP).”’

2.3.3. Kemik Kaynakli Greft Materyalleri

Cok eski zamanlardan beri insanlar, hastalikh ya da zarar
gérmls olan dokular saglikli olanlariyla degistirmeye c¢alismiglardir.
Kemik kaynakl biyomateryaller travma, kemik enfeksiyonlari, kas-iskelet
sistemi tUmor cerrahisi, revizyon artroplasti cerrahisi ve spinal cerrahi gibi
rekonstriktif islemler sirasinda olusan kemik defektlerini tedavi etmek
amaciyla ve konjenital defektlerin, ortognatik deformitelerin, kozmetik

problemlerin duzeltiimesinde, preprotetik cerrahi tedavide artan siklikla
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kullaniimaktadir.* 3 7982 Kemik defektlerinin rejenerasyonunu saglayarak
kemigi orijinal durumuna c¢evirmek amaciyla Amerika’da her yil 500.000

adet kemik grefti uygulamasi yapiimaktadir.*

2.3.3.1. Terminoloji

Greft uygulamalarinda transplante edilen materyaller

immunolojik kaynaklarina gore su sekilde siniflandiriimaktadir.

1. Otojen greftler; ayni bireyde bir bdlgeden baska bir sahaya
nakledilen dokulardir.

2. Homojen greftler; alici ile ayni tirden olan canlilardan alinan
dokulardir.
a) izojen greftler; alici ile benzer genetik yapiya sahip canlidan
alinan dokulardir.
b) Allojen greftler; ayni tirden fakat aliciyla genetik olarak higbir
benzerligi olmayan canlilardan alinan dokulardir.

3. Ksenojen greftler; alicidan farkli bir tirden olan vericiden alinan

dokulardir. 13 55 79, 81,83

Kemik greftleri, doku igeriklerine gore kanselloz kemik,

kortikal kemik, kortikokansell6z kemik veya osteokondral kemik olarak

siniflandirilabilir &

2.3.3.2. Kemik Greftlerinin Tarihcesi

1739 yilinda Duhammel, osteogenezis konusunda bilinen ilk
bilimsel c¢alismayi gerceklestirmistir. Subperiosteal olarak yerlestirdigi

gumus tellerin etrafinda haftalar sonra yeni kemik olusumu gézlemledigi
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rapor edilmigtir. Olusan bu yeni kemik dokusunun periosteumun osteojenik
ozelligi ile iligkili oldugu bildiriimektedir. 1763 yilinda Von Haller tarafindan
periosteumun zengin bir vaskuler yapisi oldugu ve osteogenezisin
arterlerden g¢ikan eksudasyon sonucu olustugu bildirilmigtir. Flourens
tarafindan yapilan c¢alismada 1842 yilinda periosteumun osteojenik
kapasitesinin kemik defektlerinin iyilesmesinde en énemli etken oldugu
rapor edilmistir. 1858 yilinda Ollier tarafindan modern histolojik teknikler
ve aseptik cerrahi yontemlerle gesitli deney hayvanlari Gzerinde ilk gergek
bilimsel c¢alismalar ydrutaimastir. Bu arastirmaci 1867  yilinda
calismalarini konu alan literatlrl yayinlamis ve periosteuma yapisik canli
kemik dokunun en iyi greft formu oldugunu, havers kanallarinin ve

endosteumun kemik rejenerasyonunda énemli rol oynadigini bildirmistir.®*
85

1800’ 10 yillarin sonunda, Barth yaptidi c¢alismalarda
transplante edilen kemik, kemik iligi ve periosteumun canlihgini
kaybettigini ve bu dokularin ¢cevre dokularla yer degistirdigini bildirmistir.
1899 yilinda Grohe tarafindan, O ila 40 dereceler arasinda, 100 saat
saklanan periostun, intramudskuller transplantasyonunda osteogenezisi
arttirdigi saptanmigtir. Osteogenezis ve kemik transplantasyonu Uzerine
en kapsaml ve bilimsel calismalar, 1907 yilinda Axhausen tarafindan
yiritilmistir.®* 8 Bu arastirmaci, deney hayvanlari {zerinde yaptig
calismalarda yumusak doku icine kemik transplantasyonu, otojen greft,
allogreft ve ksenogreft uygulamalari gergeklestirmistir. Calismalari

sonucunda;

1. Kemik iligi iceren kemik greftlerinde yeni kemik olusumunun

vaskuler doku ile temas eden kemik iliginden koken aldigini,
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2. Allogreftlerin canli kalma oraninin ve proliferasyonunun, otojen
greftlere gore daha dusuk oldugunu,

3. Ksenogreftlerin, enkapsile ya da abzorbe oldugunu ve
proliferasyon gostermedigini, yeni kemik olusumu igin bir iskelet
vazifesi gorduguna,

4. Canli periost ile kapl greftte hticresel proliferasyonun daha fazla
oldugunu,

5. Greftin kompakt kemik kisminin buylik boliumunin bos hlcre

alanlari icerdigini saptamistir.2* %

1909 yilinda Nakahara ve Dilger, 1911 yilinda Sasaki, 1912
yiinda ise Jakoi, kemik ve periosttan elde ettikleri emdulsiyonlarda

osteojenik aktiviteyi saptamiglardir.* 8°

Osteokondral greft gereksinimi veya greft transplantasyonu
yapllacak olan hastada yeterli kemik kaynaginin bulunmamasi gibi
nedenlerle arastirmacilar calismalarini allogreftlere yonlendirmislerdir.
Ancak allogreftlerin ihtiyag aninda tedarik edilememesi nedeniyle
kaynatma, dondurma, deproteinize etme ve radyasyona maruz birakma

gibi ydntemlerle allogreftleri saklayip sterilize ederek kullanmislardir.®* 8

Allojenik kemik greftlerinin bazi yontemler kullanilarak
hazirlanip transplante edilmesi amaciyla 1917’ de Groves kaynatiimis —
sogutulmus greftleri, 1942 yilinda Inclan + 2 ° C derecede, sitratli kan
icerisinde 3- 63 gun sakladidi allojenik greftleri, 1947 yilinda Bush canl
dondrlerden alip — 24 °C derecede steril cam kaplarda sakladi§i greftleri

transplante etmisler ve basarili sonuclar elde etmislerdir.®®
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Macewen 1878 yilinda tibiadan elde ettigi grefti humerus
defektine transplante ederek ilk basanli allogreft uygulamasini
gerceklestirmistir. Herndon ve Chase, 1952-1954 yillarinda otojen, taze
allogreft ve saklanmig alogreftler kullanarak 129 kopege patella
transplantasyonu uygulamislardir. Takibini tamamladiklari 56 adet
denekten elde ettkileri sonuglari yayinlamiglardir. Dondurma iglemi
uygulanmis allogreftlere karsi gelisen immin cevabin azaldigini
saptamiglardir. Bu ¢alismalar osteokondral greftlerin  kullaniminin

yayginlasmasini saglamistir.?* 8°

Ulkemizde kemik greftleri ve kemik bankasi lizerine yapilan
ilk derleme 1955 yilinda, Kazim Ismail Girkan ve Hayrullah Kocaoglu
tarafindan yayinlanmistir. Bu yayinda ksenogreftlerin ve homojen greftlerin
alinma teknigi, dondr secimi ve kemik greftlerinin saklanma teknikleri
hakkinda o glne kadarki gelismeleri bildirmislerdir. 1962 yilinda Ridvan
Ege, deney hayvanlari Uzerinde yaptigi vertebra flzyonunda kullandigi
cesitli greft materyallerini karsilastirmistir. En basarili sonuglari, otojen

kemik greftleri kullandigi vakalarda elde ettigini bildirmistir.

2.3.3.3. Kemik Greftlerinin lyilesme Mekanizmalari

Farkh greft materyalleri, farkli mekanizmalar ile kemik
iyilesmesine katkida bulunmaktadir. Bu mekanizmalar osteogenezis,

osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyondur.”® #’
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2.3.3.3.1. Osteogenezis

Osteogenezis, greft materyali igerisindeki  hucresel
elemanlarin, transplantasyon sonrasi hayatta kalarak nakledilen bdlgede
yeni kemik olusturabilmesidir.”® & Greftin alici bolgede canli hiicrelerle
yeni kemik olusumunu saglayabilmesi, greftin osteojenik 6zelligini gosterir.
Taze otojen greftleri ve otolog kemik iligi hicreleri osteojenik 6zellige
sahiptir. Otojen greftlerde osteositler canhligini kaybederek lakinalarin
bosalmasina neden olmaktadir. Ancak preosteoklastlar, preosteoblastlar

ve osteoklastlar canliligini siirdiirmektedir.®®

2.3.3.3.2. Osteoindiiksiyon

Osteoinduksiyon, kemik induktif proteinlerinin  etkisiyle
mezensimal hicrelerin diferensiyasyonu ve stimuilasyonu ile yeni kemik

olusumunun saglanmasidir.® 12 79 87.89.90

Osteoinduktif greftler, indiferansiye dokuyu kemik olusum
yonunde diferansiye eden faktorleri saglamaktadir. Farklilagsmamis primitif
mezengimal hucrelerin osteoblastlara farklilasmasini uyarma yetenegi bir

greftin osteoindiiktif 6zelligini gdstermektedir.®®

Osteoindiiksiyon terimi, 1931 yilinda Huggins®® tarafindan
tanimlanmistir. Levander® ise 1934 vyilinda yaptigi calismada kas
dokusuna enjekte ettigi islenmemis alkol 6zuatunun, kemik formasyonunu

indUkledigini gostermistir.
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1965 vyilinda Urist®, tavsan ve ratlar (izerinde yaptidi
calismada, kas icine demineralize kemik matriksi implantasyonu sonucu
olusan ektopik kemik indlksiyonunu tanimlamistir. Bu calisma, kemik
matriksi icindeki kemik induksiyonunu saglayan maddenin arastiriimasina

énciliik etmesi agisindan énemlidir.*

Kemik matrikste kirik sonrasi olugsan kemik rezorpsiyonunu
takiben kimyasal islemlerle salinan induktif faktorler bulunur. BMP, TGF-3

ve osteogenin, tanimlanan osteoindiiktif faktérlerdir.®

2.3.3.3.3. Osteokondiksiyon

Osteokonduksiyon, alici kemikten vaskuller ve perivaskuler
yapilarin grefte ilerlemesi igin greft materyalinin ¢ati gorevi Ustlenerek

ylizeyinde yeni kemik olusumunu destekleyebilmesidir.® 1% 79 8994

Osteokonduktif materyaller, greftleme alaninda kemigin
iyilesmesini baglatacak olan hucrelerin adezyonu, migrasyonu ve dagilimi
icin gerekli uygun ortami saglar. Yapisal iskeleti ve uygun ortami saglayan
bu materyallerin ayni zamanda biyolojik olarak ¢dzinebilir olmasi
gereklidir. Bu materyaller genellikle osteoprogenitdr hicreleri kendilerine
cekme, migrasyonlarini kolaylastirma ve neovaskulerizasyonu baslatma
Ozelligindedir. Yeni kemik formasyonu basladiktan sonra materyalin islevi

tamamlanir ve zararl artiklar birakmadan emilmesi beklenir.®®
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2.3.3.4. Kemik Greftlerinde Patofizyoloji

Greft uygulanan bdlgede operasyondan hemen sonra
dakikalar i¢cinde o alanda trombosit agregasyonu goézlenir. Trombositler,
FGF, IGF gibi buyume faktorlerini salgilarlar. 18 saat icinde
polimorfonukleer I6kosit kemotaksisi ve akimulasyonu gergeklesir. 1 -3
gun icerisinde mezensim hucreleri gogu ve ¢ogalmasi gorulur. 5 — 9.
glnlerde kondrosit farklilagsmasi; 10 — 12. glnlerde osteoblast farklilagimi
ve primer kemik doku olusumu; 12 — 18. glnlerde atmis osteoblastik
aktivite ile kemik remodellingi izlenir. 21. ginden sonra ise kemik iligi

olusumu baslar.®!

Kansell6z kemik greftleri genellikle tamamen rezorbe edilip
alicinin kemik dokusu ile yer degistirirken; kortikal kemik greftleri tamamen
rezorbe edilemezler. Kanselloz kemikte ikinci glnden itibaren
revaskularizasyon baslarken, osteoklastlar araciligiyla greftin rezorpsiyonu
da baslamis olur. Revaskularizasyon greft cevresinde bagsladigindan,
kansell6z kemik greftinin orta kisminda nekrotik bir alan olusabilir. Olusan
bu nekrotik alan radyolojik olarak dansite artisi olarak izlenebilmektedir.
Inflamasyon, revaskiilarizasyon ve osteoindiiksiyon ¢ok erken basglayan,
dinamik bir surectir. Ancak remodelling ve osteokondiksiyon aylarca

devam etmektedir.®*

Kemik greftinin osteogenezise kaynaklik yapmak ve mekanik
destek saglamak gibi iki ana fonksiyonu bulunmaktadir. Kuvvet tagsimayan
bolgelerdeki kemik defektlerinde kanselloz kemik grefti tercih edilirken,
kuvvet tasiyan bolgelerdeki kemik defektlerinde ise kortikal ya da kortiko-
kanselldz kemik greftleri kullaniir.®* Vaskiler olmayan kemik grefti

hicreleri transplante edildigi bdlgelerde yasayamazlar. Once nekroze
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edilip rezorbe olur daha sonra bu alan canli yeni kemikle yer degistirir. Bu

mekanizma “adim adim yerine gecme” olarak adlandilirir.3* %

2.3.3.5. Greftin Basarisini ve Devamliligini Etkileyen
Faktorler

2.3.3.5.1. Vaskiler Destek

lyi vaskiilarize bir kemik yata@i yerlestirilen serbest bir kemik
greft icin optimal revaskularizasyon kosullari saglar. Eger greftin konak
kemige temas eden yuzeyi yetersizse iyilesme sureci problemli olabilir.

Vaskiilarize greftler alici sahanin kanlanmasindan etkilenmemektedir. ¥’

2.3.3.5.2. Stabilite

Kemik olusumu igin kemik-kemik, kemik-greft ya da kemik-
implant ara ylz stabilitesi c¢ok ©nemlidir. lyilesme sahasinda
mikrohareketler varliginda mezensimal hicreler fibroblastlara ya da
kondroblastlara donuserek iyilesmeyi bozabilir. Greft, vida ya da tellerle

fikse edilebilir.® °’

2.3.3.5.3. Biyvouyumluluk

insan viicuduna yerlestirilen herhangi bir biyolojik ya da
inorganik materyal cerrahi igleme bagl olarak veya kendiliginden bir doku
reaksiyonuna neden olabilir. Transplante edilen materyale ya da implanta
karsi gelisen doku cevabi, spesifik bir immunolojik reaksiyon olabilecegi
gibi nonspesifik bir karakterde de olabilir. Spesifik reaksiyon dondr ve alici

arasindaki major histouyumlu antijenlerin eglesmesine baghdir. B ve T
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lenfositlerinin aktivasyonu sonucu antikorlar dretilir. T lenfositleri ile
yabanci hucreler arasinda direkt etkilesim sonucu transplante edilen
materyal alici tarafindan reddedilebilir. Bu spesifik bir reaksiyondur.
Nonspesifik reaksiyon ise daha ¢ok implant yUzeyi ile ilgili olup implant-

kemik arasindaki biyomolekiillerden ve hiicrelerden etkilenir.® ¥’

2.3.3.5.4. Yumusak Dokunun Defekt icine Dogru
Buyiumesinin Engellenmesi

Genis kemik defektlerinin, yumusak dokunun kavite igine
bldylUmesi veya kollabe olmasi gibi nedenlerle tamamen dolmasi
beklenemez. Kemik iyilesmesi, yonlendirilmis doku rejenerasyonu teknigi
ile daha verimli hale getirilebilir. Bariyer, yumusak dokunun kavite igine
dogru buyumesini engellerken sadece kemik hicrelerinin gégune izin verir.
Greftin entegrasyonu asamasinda yumusak doku ve kemik dokunun
birlikte aksiyonu go6zlenir. Kanselléz greftler gibi péréz greftlerde, kortikal
greftlere gore defekt icine dogru daha fazla yumusak doku gdoct beklenir.
Teorik olarak kortikokansell6z greftler daha iyi entegrasyon saglar. Clnku
kanselloz kisim defekte uyum saglarken kortikal tabaka bariyer gorevi
gorar. Ayrica defektin icini partikil greft materyali ile doldurmanin da

yumusak doku gociinii engelleyecedi bildirilmistir. 7

2.3.3.5.5 Yiukleme

Fonksiyon gormeyen ve ylkleme yapilmayan greftlerin
zaman igerisinde rezorbe oldugu bilinmektedir. Birgok ¢alismada igerisine
implant yerlestiriimis ve ylUkleme yapilmis greftlerin boyutlarini korudugu
bildirilmektedir.>
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2.3.3.6. Kemik Greftleri Cesitleri

2.3.3.6.1. Otojen Kemik Greftleri

Osteojenik hucreler iceren, osteoindiktif ve osteokonduktif
potansiyele sahip olan otojen kemik greftleri, kemik defektlerinin
rekonstruksiyonunda oncelikli olarak tercih edilirler. Ginumuzde otojen

kanselldz kemik grefti halen “altin standart” olarak kabul edilmektedir.® %

98-103

Otojen kemik greftleri canh hicre kapasitesine sahip
olduklarindan, alici bolgede osteoblastlari stimule etmektedirler. Bu
greftler, bireyin yine kendisine uygulandidi igin HIV ya da hepatit virusleri
gibi patojenlerin bulagsmasi ya da immudn reaksiyona neden olmasi s6z

konusu degildir.® 9 98103

Otojen kemik greftlerinin; ikinci bir cerrahi igleme ihtiya¢
duyulmasi, cerrahi islem suresini uzatmasi, kan kaybini arttirmasi, donor
bélgede agri, parestezi, hareket kisithligi olusturmasi verici sahada
morbidite riskinin bulunmasi, alinabilecek greft miktarinin sinirli olmasi, %
8-10 oraninda enfeksiyon riskinin bulunmasi, postoperatif bakim suresinin

uzamasl gibi dezavantajlari bulunmaktadir. '3 80: 95 104-106

2.3.3.6.1.1. Kanselloz Kemik Greftleri

Kansell6z kemik greftleri, transplante edildiginde en fazla
sayida canli kalma kapasitesine sahip hiicreler iceren,®® kolayca ve hizla

yeniden damarlanan ve konak yatagina entegre olan, hizli kemik Uretimi
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saglayan kemik greftleridir.!®” Otojen kanselléz kemik greftleri, osteojenik
kemik ve yuksek osteojenik hicre konsantrasyonuna sahip hematopoetik
kemik iligi hicreleri, osteokonduktif kollajen ve mineral matriksi, matriks

proteinleri ve osteoindiiktif matriks proteinleri igerir.> ™

Burwell 1960’ yillarda yaptigi calismalarda, otojen greft
uygulamasi sonrasi gelisen yeni kemik dokusunda primitif osteojenik
hicrelerin nakil sonrasi hayatta kalarak ileri donemde osteoblastlara
donlstiguni gostermistir.”® Kanselldz kemik greftleri transplante edildigi
dokuya yapisal destek saglamamasina ragmen, 6 — 12 ay igerisinde

kortikal kemigin dayaniklligina ulasabilmektedir.? %

Bu greftlerin
iyilesmesi, revaskularizasyonu ve kaynasmasi diger greft tlrlerine gore

daha hizlidir.®

Agiz igerisinden kansell6z kemik alinabilecek bolgeler tuber
maksilla, mandibular simfiz, dis ¢ekim soketleri ya da retromolar bolgedir.
Blyuk miktarda greftin gerekli oldugu durumlarda ise iliak krestten
kanselléz kemik grefti alinabilmektedir.® Ekstraoral kanselldz kemik grefti
alinabilecek diger bolgeler gerdy tuberklll, radius distal ucu ve tibia

distalidir.”®

Otojen kanselloz kemik greftlerinin 5 — 6 cm’ den kuguk
kemik kayiplarinda kullanimi uygundur. Ayrica kemik kist kavitelerinin ya
da reduksiyon sonrasi olusan kemik bogluklarinin doldurulmasinda tercih
edilebilir.* Alinan kanselldz kemik grefti steril salin sollisyonu iginde
saklanmalidir. Hipertonik ya da hipotonik solUsyonlar transplantasyon
oncesi osteojenik hlcrelerin 6limine neden olmaktadir. Adiz igerisinden

alinan greftlerin aksine iliak krestten alinan kansell6z greft endokondral
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kemikten alindigi icin rezorbsiyona daha yatkindir. Kanselloz kemik
greftleri allojenik, alloplastik ve ksenojenik kemik greftleri ile kombine

edilerek kullanilabilir. Béylece greft materyalinin hacmi arttirilmis olur.®

2.3.3.6.1.2. Kortikal Kemik Greftleri

Kortikal kemik greftlerinin biyolojik uyum orani, otojen
kanselldz kemik greftlerine gére daha dusiiktir.” Osteoindiktif 6zellikleri
yok denilecek kadar azdir. Cogunlukla osteokonduktif &zelliklere sahip
olmalarina ragmen canli kalan osteoblastlar, osteojenik 6zellik
gosterebilmektedirler. * Kortikal kemigin porézitesinin az olmasi nedeniyle
vaskuler yapilarin greftin igine dogru ilerlemesi zor ve yavastir. Kortikal
kemik, trabekuler kemige gore daha az sayida osteoblastik progenitor
hicre igerir. Kortikal kemik hucrelerinin oksijen difizyonu ve besin

aktariminin az olmasi nedeniyle naklediimeye direncleri daha azdir.”

Kortikal kemik greftlerinin baslica avantajlari; mekanik olarak
dayanikh olmalari ve blyuk kemik defektlerinin doldurulmasinda miktar
olarak yeterli olmalaridir. 5- 6 cm’ nin Gzerindeki kemik kayiplarinda otojen
kortikal kemik greftleri kullanilabilir. Ancak 12 cm’ nin Gzerindeki kemik
kayiplarinda, vaskularize olmayan greftlerin bagarisizlik oraninin % 25 -

50 olmasi nedeniyle, vaskiiler greftler tercih edilir.”

Kortikal greftlerin periosteumunda osteojenik potansiyeli olan
az sayida hdcre canli kalabilmis olsa da greftteki osteositlerin ¢ogu, nakil
sonrasinda canhhgini kaybeder. Kalan matriks, alici sahadan gelen ve
osteojenik Ozellikleri olan hucrelerin Uzerine yerlesebilecekleri cansiz

iskelet gorevi gorur. Nekrotik trabekullerden olusan iskeletin Uzerine yeni
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kemik olusumu ve ardindan nekrotik yapilarin rezorpsiyonu ile iyilesen
kanselldz kemik greftlerinin aksine, kortikal greftler yeni kemik olusumu
oncesinde nekrotik osteonlarin rezorpsiyonuna ihtiya¢ duyarlar. Bu durum
kortikal greftte porozitenin artmasina ve torsiyonel dayaniklihgin
azalmasina yol acar. Sonugcta, yeniden damarlanma ve onarim igin olusan
kortikal porozite, 6zellikle buylk kortikal greftlerde gortlen greft kiriimasi,

iyilesme gecikmesi ya da iyilesme sorunlarina neden olmaktadir.”

Kortikal greftler baslangicta yapisal dayanikhliga sahiptirler.
Fakat 6- 8 ay arasinda suren yeniden damarlanma ve yeniden yapilanma
evrelerinde dayaniklihdinin yaklagik olarak Ugte birini kaybederler.
Yaklasik olarak 2 vyl igerisinde normal kortikal kemik yapisina
ulasmaktadir. Ancak greft icerisinde yer yer rezorbe olmamis, canlilik

kazanamayan kemik adaciklari varligini siirdiirmektedir.”

2.3.3.6.1.3. Kortikokansello6z Kemik Greftleri

Kortikokanselloz kemik greftleri, kortikal kemik ve altinda
bulunan kansell6z kemidi iceren greftlerdir. Hem canli osteoblastlari
icerirler hem de yapisal dayaniklilik saglarlar. Kortikal kemik tabakasi
pordzsuz bir yapiya sahip oldugundan dolayi kortikokanselloz greftlerin
kanselldz greftler kadar osteogenezisi arttiric etkileri bulunmamaktadir.*®

198 Genel olarak kaburga ve iliumdan elde edilebilirler.*®

2.3.3.6.2. Allojenik Kemik Greftleri

Allojenik kemik greftleri immunolojik potansiyelleri nedeniyle

2. Dlnya Savasrna kadar popularite kazanamamig, ancak savas
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sirasinda kemik bankalarinda saklanabilmeleri igin yeni metodlarin
gelistiriimesiyle daha sik kullanilmaya baslanmistir.®® Allojenik kemik
greftleri, poér6z yapilari iginde progenitér hucrelerin tutundugu birgok
kimyasal ajan icermektedirler. Ayni zamanda, osteklastlar tarafindan
rezorbe edildiklerinde serbest kalan kemik matriks icerisinde buyume
faktorleri de icermektedirler. Allojenik kemikte, osteoinduktif 6zellik tagiyan

az miktarda BMP de bulunmaktadir.”

Allojenik kemik greftlerinin immunolojik komplikasyonlarini ve
hastalik tagima potansiyellerini ortadan kaldirmak amaciyla hazirlanmalari
esnasinda dondurma, dondurup kurutma gibi kriyobiyolojik metodlar ile
radyasyona tabi tutma gibi prosediirler uygulanmaktadir. " ”® Ayrica bu
amagcla kloroform-metanol, perasetik asit veya hidrojen peroksit uygulama

gibi kimyasal islemler kullaniimaktadir.®

Modern allogreft kemik elde etme islemleri sirasinda
uygulanan ileri yikama basamaklar ile greft icerisinde kalan hlicre sayisi
azalmaktadir. Bu basamaklar ile immunojenik antijenler ve viris kaynakl
hastalik gecme riski de azaltilmis olur.”® Allojenik kemik grefti, secilmis
vericiden postmortem 24 saat icinde ameliyat sartlarinda alinir. Greft
alinacak donorler, hepatit B yuzey antijeni (HbsAg), hepatit B ¢ekirdek
antikoru (HbcAb), Hepatit C antikoru (HcADb), sifiliz, insan T lenfotrofik virls
antikoru, HIV-1 ve HIV-2 antikoru, HIV-p24 (kanda saptandiginda
bulasiciigin yiiksek oldugunu gésteren insan Immiin Yetmezlik Virlsu
cekirdek antijeni) antijeni serolojik testlerle taranmaktadir. Bu testlere
ragmen allojen kemik grefti uygulanan hastalara yaklasik % 0.1 oraninda
viral enfeksiyon gegme riski bulunmaktadir.2* Alinan allojenik kemik grefti
— 20 °C derecede 1 yil veya daha fazla sure saklanarak imminojenik

etkileri azaltihr. Dondurarak kurutma iglemi ile immunojenite daha da
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azaltilir. Bu islem sonrasi greftin mekanik dayanikliigi da %50 oraninda
azalmaktadir. Allojenik greftlerin standart otojen greftlere goére buylk
kemik kayiplarinda yeterli miktarda greft saglanabilmesi, jel, toz, fiber ve
macun olarak gesitli formlarinin bulunmasi ve otojen kemik alimi sirasinda

meydana gelen morbiditenin olmamasi gibi avantajlari bulunmaktadir.”

2.3.3.6.3 Ksenojenik Kemik Greftleri

insanlarda  ksenojenik  greftler 17. vyiizylldan  beri
kullaniimaktadir.*®* Ortopedik cerrahide genis kullanim alani bulmus greft
materyalleridir. Degisik turler arasinda vyapilan tranplantasyonda
kullanildigi igin, ahlcida ciddi immdn yanit olugsmasina neden
olmaktadirlar.®® Bu nedenle kullanima hazirlanirken antijenitelerinin
elimine edilmesi gerekmektedir. Taze alinan greftler su ile yikandiktan
sonra hidrojen peroksit ile oksidize edilirler, protein yapinin bir kismi bu
igslem ile kaybolur. Yag c¢oziculer ile delipidize edilir, aseton ile kurutulur.
Daha sonra gama iginlari ile sterilize edilir. Sonugta elde edilen Grin
yapisal olarak gugcll, antijenik olarak zayiftir. Deproteinize edici slreg
indUktif faktorleri de yok ettigi igin elde edilen materyal osteokonduktif etki

gosterir.%®

Ksenojenik kemik greftleri, memeli hayvanlarin kemiklerinden
ya da mercan kabuklarindan elde edilirler. At, domuz ve sigangillere ait
kemiklerin de kullanilabilir olmasina karsin sigir kaynakli kemik greftleri

daha cok tercih edilmektedir.**

inorganik sigir kaynakli kemik greftlerinin kemik defektlerinin

tamirinde kullaniimasi 1889 yillarina dayanmaktadir. Bu materyal, alveoler
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kret rekonstriksiyonunda, periodontal ve periapikal lezyonlara bagh
olusan kemik kayiplarinda, kemik defektlerinin onariminda ve hemostatik
ajan olarak kullanilmistir.® Sigir kaynakl kemik grefti transplantasyonunu
takiben bir takim immun sistem hastaliklarinin olugmasiyla 1960’ yillarda
popularitesine kaybetmis olmasina ragmen 1990’11 yillarda kemik
partikullerinin deproteinizasyon metodlarinin gelismesiyle tekrar popularite
kazanmistir. Kemigin organik komponenti neredeyse tamamen ortadan
kaldirnlarak greftin antijenitesi azaltilmis ve alici dokunun toleransi

arttirilmistir.*

Ksenojenik greft materyalleri siklikla sigir kemiklerinin tam
olarak deproteinize edilmesi ile elde edilirler. Dogal sigir kemiginin organik
bilesenleri timiyle elimine edilir. Geri kalan inorganik bdlim, pordz
hidroksiapatit partikulleridir ve yapisal olarak insan kansell6z kemigine
benzemektedir. Alici doku tarafindan iyi tolere edilirler ve iyilesmeye

osteokonduiktif katki gosterirler.**

Mercan kaynakli kemik greftleri osteokonduktif, hazirlamasi
kolay, biyouyumlu ve maliyeti dlisuk olan greftlerdir. Kemige yapisal olarak
yakin olmasi ve biyolojik olarak inert bir madde olmasi sebebiyle ideal bir
greft materyalidir. Mercan greftleri, direkt osteoblastik apozisyonlanma icin
iskelet goérevi gorur. Bu tur greftlerde, kemik iliginden gelen hucreler
porlara go¢ eder ve daha sonra damarlanma baslar. Bunu takiben, bir
yandan osteoklastlar greft maddesinin rezorbsiyonunu saglarken, diger
yandan osteoblastlar yeni kemik olusumunu baslatirlar. Dogal mercan
uygulandiginda, osteoblastik ve osteoklastik sure¢ 8-24 hafta arasinda
g6zlenebilmektedir. Dodal mercan osteoklastlar tarafindan yavas yavas
rezorbe edilirken, serbest kalsiyum iyonlari osteoblastlar tarafindan

kullanilarak yeni kemik olugturulur. Ancak, rezorpsiyon derecesi kullanilan
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greft materyalinin baydklagu ile ilgilidir. Greft materyali asir buyuk
oldugunda rezorpsiyon gecikmekte ya da parsiyel olmaktadir. Yeni kemik
olusumunda osteokonduktif etki gdsterirler. Bu greft mikemmel bir doku

uyumu gostererek iyilesme siireci icinde tiimiiyle rezorbe olur.*3 110112

Ksenojenik kemik greftleri, farkli boyut ve sekillerde piyasaya
sunulmustur. Blok formlari, plastik ve rekonstruktif cerrahi ile
maksillofasiyal cerrahide onley greft olarak kullanilirken, granul formlar
periodontal kemik defektlerinde, ¢ekim kavitelerinde, kuglk Kkist
operasyonlarinda ve hem fonksiyonel hem de estetik kayiplarda basarili

bir sekilde kullaniimaktadir.™> 2

2.3.3.6.4. Alloplastik Kemik Greftleri

Otojen kemik greftleri ve allojen kemik greftlerinin
dezavantajlarindan kacinmak amaciyla son yirmi vyildir biyouyumlu

sentetik greft materyalleri kullaniimaktadir.*** **°

2.3.3.6.4.1 Biyoaktif Camlar

ilk kez 1970'li yillarda tanimlanan biyoaktif camlar sert
materyallerdir.*** **°> Sodyum oksit (%24,5), kalsiyum oksit (%24,5), fosfor
pentoksit (%6) ve silikon dioksitten (%45) olugsmaktadir. Uygulandiginda
kollajen, buylume faktorleri ve fibrine baglanarak osteojenik hicrelerin

ilerlemesini saglayan pordz matriks olusturur.” 4
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Biyoaktif camlarin karakteristik 0zelligi, yuzeyinin dokular ile
bagd olusumunu saglayan, biyoaktif hidroksikarbonapatit tabakasindan
olusmasidir. Bu 6zellik sayesinde, biyoaktif camlar ¢evre sert dokuya ve

yumusak dokuya kimyasal olarak baglanabilmektedir.**®

Biyoaktif camlarin en 6nemli 6zellikleri; enzimatik faaliyetleri,
uc boyutlu vaskuler yapr olusumunu desteklemeleri, kemik doku ile
organik baglarla baglanmalari ve kemik dokudaki mezengimal hicrelerin

farklilasmasina yardimci olmalaridir.**

2.3.3.6.4.2. Kalsivum Siilfat

Kalsiyum siilfat, paris algisi olarak da adlandiriimaktadir. ilk
kez 10. ylzyilda kirik tedavisinde Araplar tarafindan kullanildigi
bildiriimektedir. Paris algisi, 1892 yilinda Dreesman tarafindan uzun
kemiklerde gelisen tuberkuloz osteomyelitini iyilestirmek amaciyla

kullaniimis ve basarili sonuglar elde edilmistir.***

Kalsiyum sdllfat; kan damarlari, fibrojenik ve osteojenik
hacreler igcin osteokonduktif matriks gorevi gormektedir. 5-7 hafta
icerisinde rezorbe olabilmektedir. Kanselloz kemige gore basinca karsi
dayaniklihgr daha yuksek, gerilime dayanikhligi daha dusuktur. Kalsiyum
sulfat kuru bir ortama uygulanmalidir. Nem ile karsilastiginda
yumusayarak pargalanabilmektedir. Primer kullanim alanlari kemik igi
kavitelerin doldurulmasidir.*'* Yapilan insan c¢aligmalarinin gogunda bu

materyal diger greft materyalleriyle kombine olarak kullaniimaktadir.**
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2.3.3.6.4.3. Trikalsiyum Fosfat

Kalsiyum fosfat seramigin en bilinen bilesigi trikalsiyum
fosfattir. Trikalsiyum fosfat, kalsiyum fosfatin toz seklinin naftalin gibi bir
tastyici ile sikigtirlmasiyla dretilir. Daha sonra tasiyici olarak kullanilan
naftalin ortamdan uzaklastirilir ve por6z yapi ortaya ¢ikar. Yapilan bazi
deneysel calismalar, bu  materyalin  segmentlerinin  vlcutta

implantasyondan 10 yil sonra bile kaldigini géstermistir.®®

Trikalsiyum fosfat greftler, kortikokanselloz kemik ile
karigtirilarak skolyoz operasyonlarinda, benign timor eksizyonu ve travma
sonrasi olusan defektlerin onariminda kullaniimakta ve basarili sonuglar

alinmaktadir.®®

2.3.3.6.4.4. Beta Trikalsiyum Fosfat

Beta trikalsiyum fosfat, kemik greft materyali olarak kullanilan
en eski kalsiyum fosfat bilesiklerindendir. 1920 yilinda Albee ve Morrison
tarafindan segmental kemik defektindeki bosluga beta trikalsiyum fosfat

enjekte edilen vakalarda kemik iyilesme oraninin arttigini bildirilmistir.***

Beta trikalsiyum fosfatin por6z, solid, partikilli ya da blok
formlari bulunmaktadir. Pordz yapidaki formunun basing ve gerilim
dayanikhhdr kanselldz kemige vyakindir. 6-18 ay igerisinde rezorbe
olabilmektedir. Klinikte daha az rezorbe olan greftlerle ya da otojen kemik

greftleriyle birlikte kullanimi uygundur.***
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2.3.3.6.4.5. Sentetik Hidroksiapatit

Klasik olarak yavas emilen kalsiyum fosfat seramigi
hidroksiapatit olarak adlandirilir. Yuksek derecede kristalize hidroksiapatit
stabil bir bilesiktir ve yilda % 5-15 emilim gosterir. Yapilan deneysel
calismalarda por6z hidroksiapatit implantlarin éncelikle fibrovaskiler doku
ile kaplandigi ve zamanla bu dokunun olgun lameller kemige dénustugu
saptanmigtir. Hidroksiapatitin osteokonduktif 6zellikleri bu materyallerin

kemige siki yapismasina da olanak saglar.

Urist't” yaptigi calismada, hidroksiapatitin lokal blyime
faktorlerine, 6zellikle kemik BMP’ lere karsi kuvvetli kimyasal baglanma

egilimi oldugunu gostermistir.

2.4. Osteokalsin

OC, osteoblastlar, odontoblastlar ve hipertrofik
kondrositlerden sentezlenen, kemikte en c¢ok bulunan nonkollajenaz
kemige ait spesifik bir proteindir.}*®*?° OC, 5900 dalton molekiil agirlkli
olup Uc¢ adet g-karboksi glutamat iceren ve hidroksiapatite baglanan 49
aminoasitli nonkollajenik matriks proteinidir. Kalsiyum iyonunu kemik
matriksine baglayan bir protein olan OC’ nin sentezi, K vitaminine

118, 119, 121

bagimhidir.

OC, kemikteki total protein miktarinin % 2’ sini
olusturmaktadir. Kortikal ve trabekuler kemikte dagiimis durumdadir.

Osteoblastik aktivitenin didzenlenmesi ve hidroksiapatite baglanmada
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onemlidir. OC’ nin kemik iyilesmesinin erken donemlerinde 6nemli oldugu

disinilmektedir.**

Kemik dongusunun arttigi durumlarda serum OC duzeyi
artmaktadir. Ayrica puberte, primer hiperparatiroid, hipertiroid, renal
osteodistrofi, tedavi edilmemis osteomalazi ve metastatik kemik
hastaliklarinda serum OC seviyesi artmaktadir. Hipoparatiroid, hipotiroid,
cushing sendromu, multipl myelom ve malign hiperkalsemi gibi
glukokortikoidle tedavi edilen hastaliklarda ve 06strojen kullaniminda

osteokalsin diizeyi diismektedir.}?*12°

OC’ in dolagsimdaki yarilanma émru 5 dakikadir. Serumdaki
glomerular filtrasyon ile hizli temizlenmektedir. OC ve alkalen fosfataz
osteoblastlarin Urind olmasina ragmen konsantrasyonlari her zaman
birbirine paralel olmamaktadir.'* Serum OC seviyesinin artmasi, kemik
mineral yogunlugunun azalmasina ve osteoporotik kirlk olusma riskinin

artmasina neden olmaktadir.*?®

2.5. Vaskiiler Endotelyal Bliyime Faktoru

VEGF, Ozellikle endotel hicrelerine spesifik etkilere sahip
olan multifonksiyonel bir bilyiime faktori ailesidir.*?” ilk kez 1983 yilinda
Senger ve arkadaslari yaptiklari deneysel ¢alismada damar gegirgenligini
arttirdigini saptadiklart  “Tumoér  Vaskuler Permeabilite  Faktort’na

tanimlamiglardir. 12813

1989 yilinda Ferrara ve Henzel endotel hucre
mitojeni olarak tanimladiklari faktérii VEGF olarak isimlendirmislerdir.'**
131 Daha sonra yapilan DNA calismalarinda, bulunan bu iki faktériin

aslinda ayni oldugu saptanmistir.*?
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VEGF, endotel hicresinin proliferasyonuna, migrasyonuna
ve diferansiasyonuna neden olur. Hem gelisim donemindeki bireyde hem
de yetigkinde vaskilogenez ve anjiogenez igin onemli ve gereklidir. Bu
blylime faktorl, Ozellikle damar olusumunda kritik rol oynarken,
embriyogenez, yara iyilesmesi, tumor buyumesi, miyokardiyal iskemi,
okuler neovaskuler hastaliklar ve romatoid artirit gibi kronik inflamatuar
hastaliklari da kapsayan endotel hicrelerinin yaptidi bircok fizyolojik ve

fizyopatolojik olayda gérev almaktadir. " 1%

VEGF, kemik damarlanmasina, kondrosit ve osteoblastlarin
diferensiasyonuna aracilik ederek normal endokondriyal kemiklesme
sirasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.*®® Epifiziyal blyime plaklari
icerisinde bulunan ve yeni kemik olusumu igin Kkartilaj invazyonunu
destekleyen hipertrofik  kondrositlerin, VEGF eksprese ettikleri
saptanmistir.”®®  Ayrica fraktir iyilesmesinin erken ddnemlerinde

osteoprogenitorlerden giicli VEGF ekspresyonu tespit edilmistir.**?

Son yillarda VEGF Uzerine yapilan calismalar, bu ailenin
Trombosit Kaynakli Bliyume Faktorleri (PDGF) superailesinin énemli bir
liyesi olduklarini ortaya koymustur.'?” VEGF gen ailesi icinde VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F ve Plasental Buylume
Faktori olmak uzere 7 VEGF uyesi tanimlanmistir. Temel olarak
anjiogenez, lenfanjiogenez ve damar permeabilitesini duzenleyen bu

faktorlerin VEGF reseptorlerine baglanma 6zellikleri farklidir.*?°
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VEGF-A, anjiogenezisle en guglu iligkisi olan ve uzerinde en
cok calisma yapilan ve hipoksi ile aktive oldugu gdsterilen tek faktordiir.*?
Calismalarda genellikle VEGF olarak ifade edilen faktér aslinda VEGF-
Adir.*2" 12 yaskiilogenez, anjiogenez ve lenfanjiogenezi diizenler. Damar
permeabilitesinde artisa neden olur. Endotel hucrelerinin buyime ve
farkhlagsmasi igin gereklidir. Ayrica monositler icin kemotaktiktir. Endotel
hlcrelerinde apoptozisi engelleyerek hucresel devamlligi saglar. Noron
koruyucu etkileri bulunmaktadir. Pro-inflamatuar etkilidir ve I6kositlere
baglanabilmektedir.'*® VEGF-A, mezensimal hiicrelerin kartilaj ya da
subperiosteal konnektif dokulara doéntsumanin gerceklestigi
anjiyogenezis surecinde gorev almaktadir. Bu suUre¢ igerisinde
intramembrandz kemiklesme ya da endokondral kemiklesme ile kemik
formasyonu baslamaktadir. VEGF’ nin anjiyogenezis ve osteogenezis

lizerine olan etkileri Sekil- 2’ de gosterilmistir.***
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| Anjiyogenezis | Kan Damarlari invazyonu ya da

neovaskiilarizasyon

Endotelyal Hiicreler

>

@j Mezensimal Hiicreler

Endokondriyal

Kemiklesme

intramembranéz
Osteoblastlar Kemiklesme

@ @ Kondrosit

Hipertrofi

Kemik

Sekil 2: VEGF’ nin anjiyogenezis ve osteogenezis lizerine olan etkilerinin sematik

gi:iriinijmij.134

VEGF-B, monositlerin aktivasyonu ve farkhlasmasi, htcre

adezyonu ve gogiinde rol oynamaktadir.??” 129

VEGF-C ve VEGF-D, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir.
Vaskiler ve lenfatik endotelyal hicrelerde mitojenik etki yapar.'?’ Yara
iyilesmesinde rol oynar.** Ayrica VEGF-C’ nin kaposi sarkomunda énemli
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oranda rol aldi§i saptanmistir.’®* VEGF-D, VEGF-C’ ye benzer islevler

yerine getirmektedir.*?®

VEGF-E ve VEGF-F, VEGF-A’ nin insanlar disindaki

canlilarda bulunan homologlaridir.*?°

Plasental Buyume Faktort, VEGF ailesinin ilk tanimlanan ve
endotel hiicrelerinde en ¢ok bulunan Uyesidir.*?" ' VEGF-A’ ya bagli

endotel hiicre cogalmasini indiiklemektedir.*?°

immiinohistokimyasal analiz, arastirma ve tanisal amagli
patolojide 1950’lerden beri kullanilan, belirlenmek istenen antijenlerin
lokalizasyonu ile doku morfolojisini karsilastirma olanagi saglayan bir
tekniktir. Bu teknik goruntilenmek istenen spesifik antijenlere baglanan
antikorlarin gesitli boyalarla gérunur hale gelmesini saglayan enzimatik bir
kimyasal reaksiyon temeline dayanmaktadir. immiinohistokimyasal analiz,
taze doku ve aspirasyon sitolojilerinde oldugu kadar parafin bloklara

gémiilii doku kesitlerine de uygulanabilmektedir.*®
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calismaya, Gazi Universitesi Rektorligii Hayvan
Deneyleri  Yerel Etik Kurul Baskanhdr'nin 12.02.2010 tarih ve
B.30.2.GUN.0.05.06.00/37-2375 sayili izni alinarak baglanmistir. Gazi
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne doktora tez projesi olarak
sunulmus ve onay alinmistir.(03/2010-19) Calismanin deneysel kismi
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari  Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi’'nin arastirma laboratuarinda, histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler ise Gazi Universitesi Dis Hekimligi

Fakultesi Oral Patoloji Ana Bilim Dal’'nda yapiimistir.

3.1. Deneysel Calisma Gruplari

Calismada ortalama 2,5 kg agirliginda 7-7,5 aylik 24 adet
erigskin Yeni Zelanda tipi beyaz erkek tavsan kullaniimistir. Tim deney
hayvanlari, Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Serum Ciftligi'nden temin
edilmistir. Calisma suUresince bakimlari Gazi Universitesi Laboratuar
Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde yapilmigtir.
Calisma ortamina alismalari agisindan 1 hafta sureyle herhangi bir isleme
tabi tutulmadan bekletilmiglerdir. Butin deney hayvanlarinin bakimlari ayni
oda icerisinde, her kafese 2 adet tavsan yerlestirilerek yapilmistir. Calisma

suresince tavsanlar, kuru pelet yem ve ¢esme suyu ile beslenmistir.

Calismadaki butin tavsanlara ayni sartlar altinda ayni
cerrahi iglem uygulanmistir. Her tavsanin sag ve sol tibialarina 5mm

capinda ikiser kemik defekti agiimistir.
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Sag tibiadaki proksimal defekte greft materyali ve Serum
Fizyolojik (SF) (izotonik NaCl Soliisyonu, Eczacibasl- Baxter) karisimi

yerlestirilmis, distal defekte ise sadece SF uygulanmistir.

Sol tibiadaki proksimal defekte ise greft materyali ve ABS

karigimi yerlestiriimis, distal defekte ise sadece ABS uygulanmistir.

24 adet tavsan her grupta 6 adet tavsan olmak Uzere 4 gruba ayrilmistir.

1. Grup: Bu grupta yer alan 6 tavsan islemden sonra

postoperatif 7. giinde sakrifiye edilmigtir.

2. Grup: Bu grupta yer alan 6 tavsan islemden sonra

postoperatif 15. ginde sakrifiye edilmigtir.

3. Grup: Bu grupta yer alan 6 tavsan islemden sonra

postoperatif 30. ginde sakrifiye edilmigtir.

4. Grup: Bu grupta yer alan 6 tavsan islemden sonra

postoperatif 45. glinde sakrifiye edilmigtir.

Her gruptaki 6 adet tavsana toplam 24 adet kemik defekti

acilimistir. Defektler dort alt grupta degerlendirilmistir:

A (+) Grubu: Agllan kemik kavitesi icerisine kemik greft

materyali ve ABS karisimi yerlestirilmigtir.

A (-) Grubu: Acilan kemik kavitesi igerisine kemik greft
materyali ve SF karigimi yerlestirilmistir.

59



B (+) Grubu: Acilan kemik kavitesi icerisine sadece ABS

uygulanmigtir.

B (-) Grubu: Agilan kemik kavitesi igerisine sadece SF
uygulanmigtir. Grup isimleri olusturulurken 6nce grup numarasi ardindan
alt grup numarasi yazilmistir. [1 A(+), 3 B(-), 4 A(-) vs.]

3.2. Kullanilan Malzemeler

3.2.1. Greft Materyali

Bu calismada kemik greft materyali olarak Bio-Gen® Mix (
Bioteck, Vicenza, Italy) kullaniimistir (Resim 2). Tamamen abzorbe
edilebilir &zellik tasiyan Bio-Gen®, kollajen olmayan, antijenden
arindinimig ve at kemiginden elde edilen ksenojenik kemik malzemesidir.
Spongioz ve kortikal graniller icermektedir. Bio-Gen® Mix; 0,5 mm’lik

kortikal taneleri ve 1 mm’lik spongioz karigimdan meydana gelmektedir.

Resim 2: Kullanilan ksenojenik kemik greft materyali.
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3.2.2. Ankaferd Blood Stopper

Calismamizda deney hayvanlarinin sol tibialarina agilan
kemik defektlerine kemik iyilesmesine olan etkilerini incelemek igin ABS

(Ankaferd ila¢g Kozmetik A.S, istanbul, Turkiye) uygulanmistir(Resim 3).

ankaferd ’
BLOOE’STOPPER

Kanamayi Durdurmaya Yardimci Sprey

10 ml.
Haricen kullanilir

1kaferc!

Resim 3: Ankaferd Blood Stopper.

3.2.3. Trefan Frez

Kemik defektlerini olusturmak amaciyla ¢api 5 mm olan cgelik

trefan frezler ( Elektron Medikal, Ankara, Turkiye) kullaniimigtir (Resim 4).
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Resim 4: Calismada kullanilan ¢elik trefan frezler.

3.3. Cerrahi Protokol

Calismaya alinan 24 adet tavsana 25-35 mg/kg Ketamin HCI
(Ketasol %10, Richter Pharma) ve 5 mg/kg Ksilazin HCL (Rompun %2,

Bayer) intramuskiiler olarak verilerek genel anestezi saglanmigtir.

Uygulanan tum cerrahi iglemler steril cerrahi kogullar altinda
gerceklestiriimigtir. Her iki arka bacak i¢ bodlgeleri trag edilerek ilgili bolge
Povidone-iodine (Batticon®, Adeka) ile silinmistir. Her iki tibia medial
bdlgesine yaklasik 4 cm uzunlugunda cilt insizyonu yapildiktan sonra
(Resim 5), cilt alti, kas ve periost diseke edilerek kemige ulasilmistir
(Resim 6).
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Resim 5: Cilt insizyonu.

Resim 6: Diseksiyon sonrasi tibianin gorinimii.

Her iki tibiaya celik trefan frezle SF irrigasyonu altinda
aralarinda 1 cm mesafe birakilarak iki adet 5 mm ¢apinda kemik kaviteleri

acllmistir (Resim 7).
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Resim 7: Her iki tibiada agilan 5mm g¢apindaki kemik defektleri.

Defektler yikanip hemoraji kontrol altina alindiktan sonra sol
tibiada agilan proksimal defektin icerisine Bio-Gen® Mix ve ABS karisimi
ile hazirlanan kemik greft materyali, taze kemik yarasini tam olarak
dolduracak sekilde yerlestiriimigtir (Resim 8, 9).

Sol tibiada acgilan distal defekte ise insllin enjektorine
cekilen 0,1 cc ABS uygulanmistir.

Sag tibiada acilan proksimal defektin icerisine taze kemik
yarasini tam olarak dolduracak sekilde Bio-Gen® Mix ve SF karisimi ile

hazirlanan kemik greft materyali yerlestirilmistir.
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Sag tibiada agilan distal defekte ise insulin enjektorine

cekilen 0,1 cc SF uygulanmistir.

Resim 8: Greft materyali ve ABS karisimi.

Resim 9: Sol tibiadaki proksimal defekte Greft + ABS yerlestiriimesi.
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Kanama kontrolu saglandiktan sonra kas ve cilt alti dokulari
4/0 Sterigut Chromic rezorbe olabilen sutir (SSM A.S, Turkiye) ile cilt ise
3/0 Plain Catgut rezorbe olabilen sutir (Huaian Angel, China) ile primer

olarak kapatildiktan sonra yara bolgesi Povidone-iodine ile silinmistir.
(Resim 10, 11)

Resim 10: Cilt alti dokularin siitiire edilmesi.

Resim 11: Yara bolgesinin primer kapatilmasi.
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1. gruptaki tavsanlar postoperatif 7.ginde, 2.gruptaki
tavsanlar postoperatif 15.gunde, 3.gruptaki tavsanlar postoperatif
30.glnde, 4.gruptaki tavsanlar ise postoperatif 45.giinde kas ici yluksek
doz ketamin enjeksiyonuyla sakrifiye edilmistir. Sakrifiye edilen deneklerin
sag ve sol tibialar eksize edilerek % 10’luk formalin solisyonu igerisinde

fikse edilmistir.

3.4. Histopatolojik Analiz

Sakrifiye edilen hayvanlarin ilgili bdlgelerinden alinan blok
biyopsiler, %10’'luk tamponlanmig formalin solisyonunda 24 — 72 saat
fikse edildikten sonra %10’luk formik asitle ortalama 3 hafta sire ile
dekalsifikasyonlari saglanmistir(Resim 12). Rutin doku takip prosedurinu
takiben ornekler parafin bloklara gomulmustir. Dokulardan adheziv
lamlara (Surgipath, X-tra Adhesive Microslides, lllinois, USA) 4um
kalinliginda bir adet hematoksilen-eozin (HE) boyamasi igin olmak Uzere
toplam 3 adet, yaklagik 4 ym kalinhginda kesitler alinmistir.

Resim 12: Dekalsifiye edilmis blok materyalin goriiniimii.
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Histopatolojik inceleme ve histomorfometrik dlgim igin rutin
HE boyanan kesitler, 65°C’de etliv iginde deparafinize edilip, sirasiyla
30’ar dakika ksilol ve alkolde bekletildikten sonra gesme suyunda yikanip

boyama iglemine tabi tutulmustur.

Vakalara ait tum histopatolojik degerlendirmeler Leica DM
4000 B (Leica Microsystems GmbH. Wetzlar, Germany) 1sik

mikroskobunda yapiimigtir.

Orneklerin HE boyali kesitlerinde, defekt alaninin genel
durumu, kemik dolum miktar, inflamasyon, olasi yabanci cisim
reaksiyonu, endosteal kemik varligi ve yogunlugu degerlendiriimistir.
Yapilan butin histomorfometrik dlgimler Leica QWin Plus v3.3.1 gorinti
analizi programi (Leica Microsystems GmbH. Wetzlar, Germany)

kullanilarak yapiimistir.

Kemik dolum duzeyi de@erlendirilirken, her bir drnek igin
cekilen fotograf Uzerinde, defekt tabanindan defekt Ust sinirina kadar olan
alan igerisinde yeni olusan mineralize kemik miktari Leica QWin Plus
v3.3.1 goruntl analizi programi ile olgulerek defekt alaninin tamamina

orani yuzdesel olarak skorlanmigtir.

inflamasyon yogunlugunun degerlendiriimesi, x400
blylutmede bag dokusunda yer alan inflamatuar hicrelerin Leica QWin
Plus v3.3.1 goérinti analizi programi yardimiyla sayilmasi ile

13

gergeklestirilmistir. Hirshberg ve arkadaglarinin ! yaptiklari ¢aligsmada

kullandiklari skorlamaya benzer olarak, HE kesitlerde rastgele secilen bes
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baylk buyutme alanindaki inflamatuar hucreler sayilmis ve inflamasyon

yogunlugu dort dereceli bir sistem ile skorlanmistir:

0: Inflamasyon yok

1: Alan basina 15 inflamatuar hlicreden az (Hafif)

2: Alan basina 15-50 inflamatuar hicre (Orta)

3: Alan basina 50 veya daha fazla inflamatuar hucre
(Siddetli).

Endosteal kemiklesme duzeyi degerlendirilirken, defekt
tabaninda olusan endosteal kemiklesme miktarinin defekt alaninin alt
yarisina olan orani Leica QWin Plus v3.3.1 goérintl analizi programi

kullanilarak dort dereceli bir sistem ile skorlanmistir:

: Endosteal Kemiklesme Yok
: % 0 - 30 arasi endosteal kemiklesme mevcut

: % 30 — 70 arasi endosteal kemiklesme mevcut

w N+ O

: % 70 — 100 arasi endosteal kemiklesme mevcut

3.5. immiinohistokimyasal Yontem
VEGF ve OC Monoklonal antikorlari i¢in Avidin-Biyotin

Kompleks (ABC) metodu ile immunohistokimyasal olarak boyanma

yapilmigtir.
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Kesitler etiiv icerisinde 56°C’de 12 saat bekletildikten sonra
30 dakika sureyle ksilol ile muamele edilerek deparafinizasyon, 5’ er
dakika sureyle sirasiyla %100, %96 ve %90’lik etil alkolde bekletilerek
dehidratasyon islemleri gergeklestiriimistir. Kesitler 1 dakika c¢esme
suyunda yikanip distile sudan gegirildikten sonra endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek igin distile su icinde hazirlanmis %3 hidrojen
peroksit (H,O,) 10 dakika sureyle uygulanmistir. Kesitler fosfatla
tamponlanmis serum (PBS, Fosfat Buffer Solusyonu, pH:7,60) ile
puskurtme yontemi kullanilarak iyice yikanmistir. Formalin fiksasyonu ve
parafin bloklama nedeniyle dokuda maskelenmis olan antijenik yapilari
aciga cikarmak amaciyla her iki antikorun da uygulanacagi kesitler, antijen
retreival solisyonu (0,01M sodyum sitrat buffer, pH:6,00) igerisinde ilk 10
dakika orta, son 5 dakika yuksek derecede olmak uzere toplam 15 dakika
mikrodalga firinda islemden gecirilmistir. Takiben kesitler oda isisinda 30

dakika bekletilip, distile su ve arkasindan PBS ile U¢ kez yikanmistir.

Her iki antikor boyamasi i¢cin Zymed Histostain Plus Broad
Spectrum (Lot 1385070, Zymed laboratories Inc, Carlsbad, CA, USA)

kullaniimistir.

Kesitler 5-10 dakika slreyle non-immun bloklama serumunda
bekletildi. Daha sonra OC (Anti-osteocalcin antibody, Lot: ab13420) ve
VEGF (Anti-VEGF antibody, Lot: ab28775) primer antikorlariyla oda
Isisinda 2 saat sureyle muamele edilmigtir. PBS ile 5 dakika puskurtme
yontemi ile yikanip kurulandiktan sonra biyotine baglanmis baglayici
(sekonder) antikor 20-30 dakika uygulanmistir. Kesitler yeniden PBS ile
yikanip kurulandiktan sonra streptavidin ile konjuge alkalen fosfataz
uygulanarak 20-30 dakika bekletilmistir. Takiben kesitler PBS ile yikanarak

kurulanmistir.
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Renk vererek goruntulemeyi saglamak amaciyla yaklagik 5-8
dakika slre ile 3-3’ diaminobenzidine tetrachloride sollisyonu (DAB,
substarate kit, Lot: 11067520, Zymed S.San Francisco, California, USA)
ile inkibe edilmigtir. Kesitler U¢ kez distile sudan gegirilmistir. Zemin
boyamasi igin Harris hematoksilende 5 saniye bekletiimistir. Kesitler 6nce
cesme suyunda ardindan distile suda yikandiktan sonra 5 dakika % 96
alkolde fiksasyonlari saglanmistir. Ksilol icinde 5 dakika bekletilen kesitler
entellan (Clearmount, Lot:10364117, Zymed S.San Francisco, California,

USA) kullanilarak Gstleri kapatiimistir.

Pozitif kontrol olarak OC igin osteosarkom, VEGF igin ise
hemanjiyom dokusu kullaniimigtir.  Primer antikor uygulanmasi
asamasinda PBS igerisinde bekletilen kesitler negatif kontrol olarak kabul

edilmistir.

VEGF ekspresyonu, vaskuler yapilarin duvarlarinda, endotel
hidcrelerinde  sitoplazmik olarak kahverengi boyanmig alanlarda

degerlendirilmistir.

Greft materyali Uzerinde gelisen matrikste, ekstraselller
olarak greft ¢cevresindeki osteoid alanlarinda, sitoplazmik olarak osteoblast
ve osteositlerde izlenen kahverengi boyanmalar, OC igin pozitif kabul

edilmigtir.

VEGF ekspresyonu degerlendirilirken, daha &nceki
calismalarda da uygulandigi gibi, pozitif boyanan vaskuler yapilarin

boyanmayanlara orani, OC ekspresyonu degerlendirilirken ise pozitif

71



boyanan hlcre ve alanlarin, boyanmayanlara orani goéz onune alinarak bu

alanlar arasi skorlama yapilmigtir:

: Boyanan alan yok
: % 0 — 30 arasi pozitif boyanan alan varhgi

: % 30 — 70 arasi pozitif boyanan alan varhgi

w N+ O

: % 70 — 100 arasi pozitif boyanan alan varligi

Osteokalsin ve VEGF pozitif alanlar Leica QWin Plus v3.3.1

goOruntu analizi programi kullanilarak hesaplanmistir.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismada butin istatistiksel analizler, bu alanda
kullanilan bir program olan Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 15.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. ABS’ nin yeni kemik
dolum miktari, endosteal kemiklesme duzeyi, inflamasyon derecesi, VEGF
ve OC skorlamasi Uzerine etkileri istatistiksel olarak degerlendirilirken;
model denklemi kurularak varyans analizi yapilmistir. Faktorlerin cevap
degiskenleri Uzerinde etkili olup olmadigi Anova Testi ile arastiriimigtir.
Calismadaki gruplarin dagiiminin normal dagilima uygun olup olmadigi
incelenirken Shapiro Wilk, varyans homojenligi incelenirken ise Levene

testi kullaniimistir.

Alt gruplar i¢inde ikili gruplar arasinda kemik dolum miktari

acisindan yapilan analizde parametrik test kosullari saglandiginda t testi,
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saglanmadiginda ise Mann Whitney U testi, grup sayisi 2’ den fazla

oldugunda Kruskal Wallis testi kullaniimigtir.

Endosteal kemiklesme duzeyi, inflamasyon miktari, VEGF ve
OC skorlamalari degerlendirilirken Ki- Kare testi kullanilmigtir. Tdm

kararlar % 95 guven duzeyinde alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Elde edilen Orneklerden alinan kesitler, gruplara gore

siniflandirilarak histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

4.1.1. Birinci Grup

Bu gruptaki drneklerin timinde agilan kemik defekti sinirlari
ve kemik iligi net bir sekilde izlenmigtir. Agilan kemik defektlerinin
tabaninda konak kortikal kemik Uzerinde reaktif endosteal kemiklesme
dikkati gekmistir (Resim 13). Orneklerin cogunda defektlerin igerisinde ya

da defekt kenarlarinda yeni kemik formasyonu gézlenmemistir.

A ?v:,. ‘ y : }?" y
Resim 13: Defekt sinirlari (Oklar), greft materyali (G), olusan yeni kemik dokusu
(YK) ve kemik iligi (Ki)(x20, HE) (1A + Grubu).
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Greft materyali yerlestirilen érneklerde defektlerin igerisinde
henlz rezorbe olmamis greft partikllleri ve partikillerin ¢evresinde geng

fibroselller bag dokusu ve fibrin eksuda gérimustir (Resim 14).

Resim 14: Greft materyali (G) gevresinde fibrin eksuda (FE) ve geng fibroseliiler
bag dokusu (BD) (x40, HE) (1A + Grubu).

Greft materyali yerlestirimeyen orneklerde ise defektlerin
tamamen fibrin eksuda ve kanama alanlari ile dolu oldugu izlenmistir. Bazi
orneklerde fibrin eksuda ve kanama alanlarinin yerini granulasyon

dokusuna biraktigr goéralmustir (Resim 15).
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Resim 15: Defekt siniri (Ok) tiim defekti kaplayan fibrin eksuda gorinimi (FE)
(x40, HE) (1B - Grubu).

ABS uygulanan drneklerde diger érneklere kiyasla daha az
inflamasyon saptanmigtir. Ayrica reaktif endosteal kemiklesmenin ABS
uygulanan orneklerde daha fazla oldugu dikkati ¢cekmistir. Hatta bazi
orneklerde endosteal kemiklesmenin defekt tavaninda da meydana geldigi

saptanmigtir.

4.1.2. ikinci Grup

Bu gruptaki drneklerde 1. gruba kiyasla daha az olmakla
birlikte inflamasyon, fibrin eksuda ve serbest kanama alanlari
saptanmistir. Orneklerin gogunda reaktif endosteal kemiklesmede 1. gruba
gore artig gorulmuastur. Fibrin eksuda ile dolu olan ¢ogu defektte defekt
kenarlarindan baslayan yeni kemik formasyonu dikkati ¢ekmistir (Resim
16, 17).
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Resim 16: Defekt sinirindan (Ok) itibaren izlenen yeni kemik yapimi (YK)(x100, HE)
(2B - Grubu).

Resim 17: Konak kemigin hemen altinda endosteal kemiklesme (EK) ve rezorbe
olan greft partikiilleri (G) (x40 HE) (2A - Grubu).
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Greft materyali yerlestirilen defektlerde greft partikullerinin
rezorbe olmaya basladigi gértulmustar. Bazi 6rneklerde greft partikilleri
cevresinde ve konak kemik komsulugundaki defekt sinirlarinda yeni kemik
formasyonu izlenmigtir(Resim 18). Ayrica greft uygulanmis Orneklerin
higbirinde yabanci cisim dev hdcre varligi ya da alerjik reaksiyonu

dusundurebilecek eozinofilik infiltrasyon saptanmamistir.

Resim 18: Greft materyali (G) ¢evresinde aktif goriiniimdeki osteoblastlar ve yeni
kemik yapimi (Oklar) (x200, HE) (2A - Grubu).

ABS uygulanan 6rneklerde diger orneklere kiyasla endosteal
kemiklesmenin ve endosteal kemik miktarinin daha fazla oldugu ve

inflamasyonun daha az ve sinirli oldugu dikkati gekmistir.
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4.1.3. Uciincii Grup

Bu gruptaki orneklerin ¢cogunda genel iyilesmenin buyuk
Olgclde tamamlandigi gorulmustar. Ayrica yeni kemik formasyonunda ikinci
gruptaki orneklere kiyasla artma saptanmistir. Bazi érneklerde minimal
dizeyde inflamasyon izlenmistir. Endosteal kemiklesme 1. ve 2. gruba
kiyasla az olmakla birlikte halen mevcut oldugu gérilmustir. Orneklerin

¢ogunda defekt tavaninin hemen hemen timuyle yeni kemik ile kapanmig

oldugu saptanmistir (Resim 19).

Resim 19: Defekt sinirlarini (Oklar) neredeyse tiimiiyle kapatan yeni kemik dokusu
(YK) ve kemik iligi (Ki) (x20, HE) (3B + Grubu).
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Greft materyali uygulanan defektlerin ¢ogunda greft
partikilleri ¢gevresinde yeni kemik formasyonu izlenmistir. Bazi érneklerde

ise partikullerin ¢gevresinde geng bag dokusu gérulmastur (Resim 20).

Resim 20: Greft partikiilleri (G) ¢evresinde belirgin yeni kemik (YK) yapimi ve
seliiler bag dokusu ( X100, HE) (3B + Grubu)

ABS uygulanan defektlerdeki endosteal kemik yapiminin

diger orneklere kiyasla daha fazla oldugu goralmustir (Resim 21).
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Resim 21: Konak kemikte endosteal kemiklesme (EK) ve vaskiilarize bag
dokusunda heniiz rezorbe olmamis greft partikiilleri (G) (x100, HE) (3A + Grubu).

4.1.4. Dordiincu Grup

Bu gruptaki orneklerde kemik iligine ait hematopoetik
hicreler disinda inflamatuar hdcre varligi saptanmamistir. Cok kuguk
serbest kanama alanlari izlenmigtir. Defekt kenarlarindan basglamak Uzere
hemen hemen tum defektlerin igerisini kapsayan matur ve lamellar yapida
yeni kemik formasyonu dikkati ¢gekmistir (Resim 22). Sadece bir 6rnekte
ylizeyde tek tilk mikroorganizma kolonisi gortimistir. Orneklerin

higcbirinde inflamasyon ve endosteal kemik formasyonu izlenmemistir.
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Resim 22: Defekt sinirlarindan (Oklar) itibaren defekt tavani tamamen yeni kemik
(YK) ile dolmustur (x20, HE) (4 B - Grubu).

Greft uygulanan 6rneklerde yavas yavas greft partikillerinin
rezorbe olmaya basladigr gériimuastir. Rezorbe olmamis partikuller ve
cevresinde yeni kemik formasyonu izlenmemigtir (Resim 23). Bu
orneklerin higbirinde yabanci cisim reaksiyonu saptanmamigtir. Bazi
orneklerde partikullerin gevresinde gen¢ bag doku ve yeni kemik dokusu
izlenmistir. Greft uygulanmayan orneklerde yeni kemik formasyonunun

greft uygulanan érneklere kiyasla daha fazla oldugu goralmustuar.
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Resim 23: Defekt sinirinda (Ok) ve greft partikiilleri (G) etrafindaki yeni kemik
olusumu (YK) ve kemik iligi (Ki) goriiniimii (x40, HE) (4A + Grubu).

4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Ornekler, VEGF ve OC ekspresyonu agisindan incelenmek

uzere immunohistokimyasal olarak analiz edilmigtir.

4.2.1. Osteokalsin

OC ekspresyonu yeni yapilan osteoid matriks etrafinda
dizelenen osteoblastlarda sitoplazmik olarak izlenmigtir. (Resim 24) Ayni
zamanda kalsifiye olmaya baslamis kemik matriks Uzerinde de
ekstraselller olarak pozitiflikler izlenmigtir. Osteoblastik aktivitenin arttigi
greft partikllleri gevresinde, OC pozitifliginde artis gérulmustir. (Resim 25)
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Resim 24: Yeni liretilmis kemik matriksinde ekstraseliiler OC pozitifligi (Oklar).
(x200, ABC)(2B + Grubu).

Resim 25: Greft partikiilleri cevresinde goriilen OC pozitifligi (Oklar) (x200, ABC) (3
A + Grubu)
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Gruplar arasinda boyanma yogunlugu arasindaki fark
degerlendirildiginde, 4. Gruba ait 6rneklerde selller boyanma azalmig

ancak kemik matriks Uzerindeki pozitiflik artmistir.

4.2.2. Vaskuler Endotelyal Blyime Faktori

Yapilan boyamalarda yogunluklari degismekle birlikte tim

orneklerde VEGF pozitifligi saptanmigtir.

VEGF pozitifligi beklendigi gibi kapilleri  ddseyen
endotellerde, bag dokusu fibroblastlarinda (Resim 26) ve birkag
osteoblastta (Resim 27) izlenmigtir. Kullanilan kromojene gore kirmizi,

kahverengi sitoplazmik ve nlkleer boyanmalar pozitif olarak

degerlendirilmigtir.

Resim 26: VEGF eksprese eden endotel hiicreleri (Siyah oklar) ve bag dokusu
fibroblastlan (Sar oklar) (x400, ABC) (3B + Grubu).
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Resim 27: VEGF pozitif boyanmis osteoblastlar (Oklar) (x400, ABC) (2B + Grubu).

Gruplar arasinda boyanma yogunlugu arasinda belirgin bir
fark izlenmemigtir. Ancak 1. ve 2. gruba ait Oorneklerde, VEGF
ekspresyonunun daha fazla olmasi, grantlasyon dokusunun ve dolayisiyla
damarlanmanin daha fazla oldugunu goéstermistir. Gruplar arasinda ABS
kullanilan 6érnekler ile kullaniimayan 6rnekler arasinda VEGF ekspresyonu

acisindan farklilik izlenmemistir.

4.3. istatistiksel Sonuglar
Yapilan histomorfometrik ve immunohistokimyasal analizler

sonucunda elde edilen verilerin anlamliligi istatistiksel olarak analiz

edilmistir.
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4.3.1 Yeni Olusan Kemik Dokunun Degerlendiriimesi

Histopatolojik incelemede yeni olusan kemik dokunun, defekt
alaninin batunine goére orani goze alinarak skorlama yapilmistir. Yeni

kemik dolum miktar verilerinin gruplara gore dagilimi Tablo-2 ve Grafik-1’

de gosterilmigtir.

Tablo 2: Yeni olugan kemik dokusu verilerinin gruplara gére dagilhimi.

GREFT+ABS GREFT+SF
0.000

3.333+£3.3333 6.667+6.6667 3.333+3.3333

(0 -20.0) (0-0) (0 -40.0) (0 —20.0)
20.000£11.2916  18.333+7.9232  20.000+10.000  23.333+11.9490
(0 - 50.0) (0 — 55.0) (0 — 60.0) (0 —70.0)
28.333+ 10.2198  49.167+12.2758 47.500+15.2616 57.500+16.1116
(0 - 55.0) (5.0 — 85.0) (0 —90.0) (0 - 100.0)

61.667+5.8689  62.500+ 8.7321  85.833+2.3863  72.500+13.4629
(40.0 — 75.0) (40.0 — 100.0) (80.0 — 95.0) (15.0 — 100.0)
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Grafik 1: Kemik Dolum Miktarinin Gruplara Goére Dagilimi.
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Veriler incelendiginde beklenildigi gibi yeni olusan kemik
dokusu miktarinin sakrifikasyon gunleriyle dogru orantili olarak arttigi

gOzlenmigtir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edilmigtir:

Kemik dolum miktari sakrifikasyon gunleri acisindan
degerlendirildiginde 4 grup arasinda anlamh fark bulunmustur.
(p= 0,000<0,05 Kruskal Wallis)

1. grup ile 2. gruptaki yeni kemik dolum miktarlari
kargilastirildiginda, 2. gruptaki kemik dolum miktarinin, 1. gruba goére
istatistiksel olarak anlamh derecede yiksek oldugu saptanmistir (p=
0,001<0,05 Mann Whitney U Testi).

2. grup ile 3. gruptaki yeni kemik dolum miktarlar
kargilastirildiginda, 3. gruptaki kemik dolum miktarinin, 2. gruba gore
istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek oldugu saptanmistir (p=
0,006<0,05 Mann Whitney U Testi).

3. grup ile 4. gruptaki yeni kemik dolum miktarlari
kargilastirildiginda, 4. gruptaki kemik dolum miktarinin, 3. gruba gore
istatistiksel olarak anlamh derecede vyuksek oldugu saptanmistir
(p=0,010<0,05 Mann Whitney U Testi).

ABS’ nin kemik iyilesmesine etkisinin degerlendiriimesi
amaciyla dort grup kendi icinde kemik dolum miktari agisindan istatistiksel
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olarak  deg@erlendirildiginde gruplar arasindan anlamh bir fark
saptanmamistir (p> 0,05 Mann Whitney U Testi).

4.3.2. Inflamasyon Diizeyinin Degerlendirilmesi

Yapilan histopatolojik incelemede, defekt alanlarindaki
inflamatuar hicreler sayilarak skorlama yapilmistir (Tablo 3). Elde edilen

veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Tablo 3: inflamasyon Skorlarinin Gruplara Gére Yiizdesel Dagihimi.

iNF. YOK HAFIF ORTA SiDDETLI

0 1 2 3
RUPLAR n % n % n % n %
_ 66.6 2 333 0 00 0 0.0
_ 100 0 00 O 00 0 0.0
_ 100 0 00 O 00 O 0.0
100 0 00 O 00 O 0.0
- 16.6 4 66.6 1 16.6 O 0.0
_ 33.3 0 00 4 66.6 0 0.0
_ 33.3 4 66.6 0 00 O 0.0
33.3 2 333 2 333 0 0.0
- 66.6 2 333 0 00 O 0.0
_ 16.6 4 66.6 1 16.6 0 0.0
_ 50.0 3 50.0 O 00 O 0.0
33.3 3 500 1 166 0 0.0
- 100 0 00 O 00 O 0.0
_ 100 0 00 0 00 0 0.0
_ 100 0 00 O 00 O 0.0
_ 100 0 00 O 00 O 0.0
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24 adet tavsana acilan 96 adet kemik defekti, sakrifikasyon
gunleri ve greft kullanimi géz 6nlne alinmadan sadece ABS uygulanilan
ve uygulanmayan defektler olarak iki gruba ayrilarak incelenmigtir. Yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda ABS uygulanan defektlerdeki
inflamasyon duzeyinin, ABS uygulanmayan defektlerdeki inflamasyon
duzeyine gore istatistiksel olarak anlamli derecede dusuk oldugu
saptanmistir (p= 0,031<0,05 ki kare testi).

Acllan 96 defekt kemik greft materyali vyerlestirilip
yerlestiriimemesi agisindan iki gruba ayrilarak degerlendirilmistir. Yapilan
istatistiksel inceleme sonucunda iki grup arasinda inflamasyon duzeyi

agisindan anlaml bir fark saptanmamistir (p= 0,565>0,05 ki kare testi)

Greft materyali vyerlestiriimis 48 defekt ABS uygulanip
uygulanmamasi agisindan iki gruba ayrilarak, istatistiksel olarak
degerlendirildiginde iki grup arasinda inflamasyon dizeyi agisindan

anlamli bir fark saptanmamistir(p= 0,135>0,05 ki kare testi).

Greft materyali yerlestiriimemis 48 defekt ABS uygulanmasi
acisindan iki gruba ayrilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda iki grup arasinda inflamasyon dizeyi acisindan anlaml bir fark

saptanmamistir(p= 0,186>0,05 ki kare testi).

Gruplar igerisinde, ABS kullaniminin inflamasyon dizeyine
olan etkileri istatistiksel olarak degerlendiriimistir. Yapilan analiz

sonucunda 1., 3., ve 4. Gruplarda ABS uygulanilan defektler ile ABS
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uygulanmayan defektler karsilastirildiginda inflamasyon duzeyi agisindan

anlamli bir fark saptanmamistir.

2. grupta yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda ABS
uygulanan defektlerdeki inflamasyon duzeyinin, ABS uygulanmayan
defektlerdeki inflamasyon duzeyine gére anlamli derecede diusuk oldugu

saptanmistir (p=0,026< 0,05 ki kare testi).

Yine 2. grup icerisindeki 2A (+) grubu ile 2A (-) grubu
inflamasyon dizeyi agisindan kargilastirildiginda, 2A (+) grubundaki
inflamasyon dlzeyinin anlamli derecede dusuk oldugu
saptanmistir(p=0,047<0,05 ki kare testi). (Grafik 2)
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Grafik 2: 2. Grup inflamasyon Diizeyi Grafigi.
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4.3.3. Endosteal Kemiklesme Diizeyi

Yapilan histopatolojik degerlendirmede, defekt bolgelerindeki

endosteal kemiklesme duzeyleri skorlanmistir. Elde edilen veriler yuzdesel

ve istatistiksel

olarak  degerlendirilmigtir.

Endosteal

kemiklesme

duzeylerinin gruplara gore yudesel dagihmi Tablo- 4’ te gosterilmistir.

Tablo 4: Endosteal Kemiklesme Skorlarinin Gruplara Gore Yiizdesel Dagilimi.

Endosteal
Kemiklegsme 0 2 3

Skorlari

Gruplar % % % n %
1A (+) 0.0 83.3 16.6 0 0.0
1A (-) 50 50 0.0 0 0.0
1B (+) 33.3 66.6 0.0 0 0.0
1B () 83.3 0.0 16.6 0 0.0
2A (+) 50 0.0 50 0 0.0
2A (5) 50 16.6 33.3 0 0.0
2B (+) 66.6 0.0 33.3 0 0.0
2B () 83.3 0.0 16.6 0 0.0
3A (+) 16.6 83.3 0.0 0 0.0
3A () 66.6 16.6 16.6 0 0.0
3B (+) 16.6 50.0 33.3 0 0.0
3B () 83.3 0.0 16.6 0 0.0
4 A (+) 0.0 0.0 0.0 0 0.0
4A () 0.0 0.0 0.0 0 0.0
4B (+) 0.0 0.0 0.0 0 0.0
4B (-) 0.0 0.0 0.0 0 0.0
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Toplam agilan 96 defekt, ABS uygulanan defektler ve ABS
uygulanmayan defektler olmak Uzere iki gruba ayrilmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda ABS uygulanan defektlerdeki endosteal
kemiklesme duzeyi, ABS uygulanmayan defektlerdeki endosteal
kemiklegsme dizeyine gore anlamli derecede yuksek
bulunmustur(p=0,006< 0,05 ki kare testi).

Calismada yer alan gruplar incelendiginde ise;

1. grup igerisinde ABS uygulanan defektlerdeki endosteal
kemiklesme duzeyi, ABS uygulanmayan defektlerdeki endosteal
kemiklesme duzeyine gore anlaml derecede yuksek bulunmugtur
(p=0,037<.05 ki kare testi). Ayrica 1B (+) grubundaki endosteal
kemiklesme miktari 1 B (-) grubuna goére anlamli derecede yuksek
bulunmustur (p= 0,043< 0,05 ki kare testi).

2. grup igerisinde ABS uygulanan ile uygulanmayan defektler
arasinda endosteal kemiklesme duzeyi acgisindan anlami bir fark
bulunmamistir (p= 0,457>0,05 ki kare testi).

3. grup icerisinde ABS uygulanan defektlerdeki endosteal
kemiklesme duzeyi, ABS uygulanmayan defektlerdeki endosteal
kemiklesme duzeyine gore anlamh derecede yuksek bulunmugtur
(p=0,007< 0,05 ki kare testi).

4. grup igerisindeki higbir defektte endosteal kemiklesme

saptanmamistir.
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4.3.4. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

imminohistokimyasal inceleme yapilirken pozitif boyanan
hicreler ve alanlarin orani degerlendirilerek skorlama yapilmistir. (Tablo
5).

Tablo 5: immiinohistokimyasal Degerlendirme Skorlarinin Gruplara Gére Dagihmi.

SKORLAR VEGF oC

GRUPLAR

1A (+)

1A ()

1B (+)

1B ()

2A (+) 1 3 2 0 0 2 2 2

2A ()

2B (+) 1 4 0 1 0 3 1 2

2B () \_ \_

s o lolalofalalala

3A ()

3B (+)

3B ()

4A (+)

4A (-)

4B (+)

4B ()




Yapilan istatistiksel analiz sonucunda;

. Acllan 96 defekt VEGF ekspresyonu agisindan karsilastirildiginda;
ABS uygulanan defektlerdeki VEGF ekspresyonunun, ABS uygulanmayan
defektlere gbére anlamli derecede ylksek oldugu saptanmistir (p= 0.006<
0.05 ki kare testi)

. Acllan 96 defekt OC ekspresyonu agisindan karsilastirildiginda
ABS uygulanan gruptaki OC ekspresyonunun, ABS uygulanmayan gruba
g6re anlamli derecede ylUksek oldugu goriimustir (p= 0.031< 0.05 ki kare
testi)

. Acillan 96 defekt greft materyali uygulanan ile greft materyali
uygulanmayan olarak iki gruba ayrildiginda, gruplar arasinda VEGF ve OC
ekspresyonu acisindan anlamh bir fark saptanmamistir (p> 0,05 ki kare
testi).

. Calismadaki alt gruplar kendi igerisinde, ABS ve kemik greftinin
VEGF ve OC ekspresyonu Uzerine olan etkileri acgisindan
kargilastirildiginda higbir grupta istatistiksel olarak anlamh bir fark

saptanmamistir (p>0,05 ki kare testi).
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5. TARTISMA

Travma, enfeksiyon, tiumor rezeksiyonu, gelisimsel ya da
konjenital malformasyonlara bagl olarak, dis ¢ekimi, apikal rezeksiyon ya
da kist enukleasyonu operasyonlari sonrasi, oral ve maksillofasiyal
bdlgede meydana gelen kemik defektlerinin onarimi rekonstruktif cerrahi
icin blylk bir problemdir.®*® *° Oral kavitede meydana gelen kemik
defektleri protetik rehabilitasyonu ve dental implant uygulamalarini

zorlastirmaktadir.**°

Kemik defektlerinin onarim slrecini hizlandirarak tedavi
surecini kisaltmak bdylelikle hasta konforunu arttirmak amaciyla birgok
calisma yapilmis ve halen yapilmaya devam ediimektedir.’** ' Bu
calismada Oral ve maksillofasiyal cerrahide siklikla karsilasilan
problemlerden olan kemik defektleri ve kemik defektlerinin

rekonstriksiyonu konusu ele alinmistir.

Kemik defektlerinin rekonstriksiyonunda yillardir basariyla
kullaniimakta olan kemik greftleri, defekte destek olan ve biyolojik onarimi
hizlandiran materyallerdir.**> Her yil diinya capinda yaklasik 2.2 milyon

kemik grefti uygulamasi gergeklesmektedir.*#> 12

Otojen kemik greftleri osteokonduktif, osteoinduktif ve
osteojenik dzelliklerin timdna igeren tek greft materyali olmasi sebebiyle
glinimiizde halen “altin standart” olarak degerlendirimektedir.!3®: 244 145
Osteojenik 06zellige sahip olduklarindan dolayr konak dokuda kemik
formasyonunu direkt olarak osteoblastlar Uzerinden stimule ederler. Otojen

kanselloz kemik greftlerinde revaskularizasyon ginde yaklagik 1 mm
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olusmakta ve ortalama 2 haftada tamamlanmaktadir. Otojen kortikal kemik
greftlerinde ise revaskullarizasyon 2 aydan daha uzun bir slrede
tamamlanmaktadir.**® Otojen kemik greftleri, siddetli atrofik dissiz alveol
kretlerin augmentasyonu, damak vyarikli hastalarin alveol defektlerinin
onarimi ve tumor cerrahisi ya da travma sonrasi meydana gelen
defektlerin  rekonstriksiyonu  gibi pek ¢ok alanda vyillardir

kullaniimaktadir.4®

Otojen kemik greftlerinin kullaniminin ikinci bir cerrahi alan
olusturulmasi, operasyon zamaninin uzamasi, kanama miktarinin artmasi,
dondr saha komplikasyonlari riskinin bulunmasi ve yeterli miktarda kemik
grefti alinamamasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir.*> Otojen kemik grefti
alinan donor sahada ciddi morbidite ve komplikasyonlar gorulebilmektedir.
Bu komplikasyonlar greft alinan bdlgeye gére degismekle birlikte major ve
mindr komplikasyonlar olarak degerlendirilebilir. Kiguk ¢apli hematomlar,
yuzeyel enfeksiyonlar, ve seromalar gibi minér komplikasyonlarin goérulme
sikhdr % 3.1 ile % 39 arasinda degismektedir. En fazla karsilagilan minér
komplikasyon donér sahada hiperestezi, dizestezi ya da hipoestezi
seklinde his degisiklikleridir.  Direkt olarak yapilan yumusak doku
diseksiyonu miktari ile iligkili olan bu komplikasyon hastalarin % 10 ila %

25’ inde goriilebilmektedir.'*’

Otojen kemik greftlerinin dezavantajlari ve kullaniminin yol
actigi  komplikasyonlar arastirmacilari  alternatif greft materyalleri

kullanimina yénlendirmigtir.*4 148

Ksenojenik kemik greftleri 1960’larda yaygin olarak

kullanilmaya baslanmis ancak sigir kemik greftlerinin transplantasyonu
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sonrasi hastalarda ortaya ¢ikan immuan hastaliklar nedeniyle popularitesini
kaybetmistir. Kemik partikullerinin deproteinize edilmesiyle antijinitesi
azaltilan ve bodylece konak doku tarafindan tolere edilmesi saglanan
ksenojenik kemik greftleri, 1990’larda tekrar kullanilmaya baslanmigtir.**
Dogal hayvan dokularindan elde edilmesi sebebiyle osteokonduktif
Ozellikleri ylksek olan ve elde edilmesi kolay olan ksenojenik greftler en
sik kullanilan greft materyalleridir. Ksenojenik kemik greftlerinin Klinik
basarisi bircok galisma tarafindan kanitlanmis ve kullanimi doktorlar ve
hastalar tarafindan genis kabul gormustir. Ancak yuksek maliyet ve Uretim

slirecinin uzun olmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir.**°

Riachi ve arkadaslari®®, Mannai'*?, Papa ve arkadaslari*>®,

1% ve Rickert ve arkadaslari®®® yaptiklari

Kim ve arkadaslari™*
calismalarda maksiller sinUs lift operasyonlarinda, ksenojenik kemik

greftlerini kullanmislar ve olumlu sonuglar aldiklarini bildirmiglerdir.

Baldini ve arkadaslar®™’ ksenojenik kemik greftlerini
periodontal defektlerin onarimi, ¢ekim soketlerinin doldurulmasi, peri-
implant bolgesi rekonstriksiyonu ve alveoler kret augmentasyonu gibi

cesitli operasyonlarda kullanarak basarili sonuglar elde etmiglerdir.

Heineman ve arkadaslari**® yaptiklari klinik ¢alismada cekim
kavitelerine yerlestirdikleri ksenojenik kemik greftinin, vertikal kemik
boyutundaki degisimlere olan etkisini degerlendirmiglerdir. Ksenojenik
greft materyali yerlestirdikleri soketlerdeki vertikal kemik boyutu kaybinin,

kontrol grubuna gére daha az oldugunu bildirmislerdir.
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Arastirmacilar biyouyumlu olmalari, alici bdlgeye kolayca
adapte olmalari, diger greft materyalleri ile kombine edilerek
kullanilabilmeleri ve postoperatif komplikasyon oranlarinin ¢ok dusuk
olmasi gibi nedenlerle ksenojenik kemik greftlerinin Oral ve maksillofasiyal

Cerrahi pratiginde giivenle kullanilabilecegini bildirmektedirler.*>®

Bu calismada da; deneysel olarak olusturulan kemik
defektlerinin rekonstriksiyonunda klinik kullanimi ¢ok yaygin olan ve
literatirde yer alan bircok calismada cesitli dentoalveoler cerrahi

proseldurlerinde basariyla kullanilan ksenojenik kemik grefti kullaniimistir.

Kemik defektlerindeki iyilesmenin hlicresel anlamda
incelenmesinin daha anlamli oldugu yapilan ¢alismalarda vurgulanmistir.
Ancak histopatolojik ve immunohistokimyasal analiz igin kemik dokudan
biyopsi alinmasi gerekmektedir. Insanlar (zerinde vyapilan Kklinik
calismalarda biyopsi alinmasi etik olarak uygun goérilmemektedir. Bu
nedenle, bu alandaki arastirmalarda deneysel hayvan c¢alismalarinin

yapllmasi daha fazla kabul gérmektedir.**®

Deneysel kemik defekti modeli olusturulan birgok calismada

deney hayvanlari kullaniimaktadir. Schortinguis ve arkadaslar*®® rat

! He ve arkadaslari*®?

164, 165

mandibulasinda, Zwingerberger ve arkadaslari*®
fare femurunda, Shirasu ve arkadaslari'®®, Toker ve arkadaslari rat
kalvaryasinda, Bayat ve arkadaslar’® kedi maksillasinda, Klaue ve
arkadaglarl167 koyun femurunda olusturduklari kemik defektlerinin

rekonstriksiyonunu konu aldiklari galismalari yayinlamislardir.
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Bu calismada yukarida bahsedilen galismalara paralel olarak
¢alisma kosullarinin uygun olmasi, barindirma ve bakim sartlarinin kolay
olmasi ve literatirde kargilastirma yapilabilecek benzer ¢ok sayida
calismanin bulunmasi sebebiyle kemik ici defekt modeli olusturmak
amaciyla deney hayvani olarak tavsan kullaniimigtir. Ayrica yuksek kemik
metabolizma hizina sahip olmalarindan dolaylr tavsanlarda kemik
iyilesmesi ¢cok kisa surede tamamlanmaktadir. Bu oOzellikleri ¢alisma

siiresinin kisa tutulabilmesine olanak saglamaktadir.*®®

Haugen ve arkadaslari*®®, Chung ve arkadaslar*’,
Karunratanakul ve arkadaslari*’*, Casap ve arkadaslari'’® tavsan

tibiasinda, Zhang ve arkadaglan™® 7

tavsan femurunda ve
mandibulasinda, Borie ve arkadaslari*’*, Cavalcanti ve arkadaslari*™, Min
ve arkadaslari*’®, Behnia ve arkadaslari*’’ tavsan kalvaryasinda yaptiklari
calismalarda kemik ici defektlerin rekonstriksiyon yontemlerini konu

almiglardir.

Arastirmacilar defekt olusturmaya uygun, genis, dizgun ve
konveks bir ylzeye sahip olmasi, kas yapisikliklarinin az olmasina bagl
olarak kemik dokuya ulasimin kolay olmasi gibi nedenlerden dolayi kemik
ici defektlerin konu alindigi ¢alismalarda tavsan tibiasinin uygun bir model
oldugunu bildirmislerdir.?”® Bu calismada literatiirde yer alan bircok
calismaya benzer olarak kemik i¢i defekt modeli olusturmak igin tavsan

tibiasi kullaniimigtir.

1986 yilinda Schmitz ve Hollinger*™ kritik boyutlu defekti

(KBD) “ Herhangi bir materyal kullaniimadan hayat boyu spontan olarak
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iyilesme goOsteremeyen en kiuguk boyutlu kemik yarasi” olarak

tanimlamistir.

1988 yilinda Dahlin ve arkadaslarinin'® yaptiklari calismada
tavsan tibiasinda KBD c¢api 5mm olarak saptanmistir. 1994 yilinda ise
Aaboe ve arkadaslari*® Kopenhag beyaz tavsan tibiasinda unikortikal
KBD c¢apinin 8 mm’ den fazla oldugunu bildirmislerdir. Ancak ayni
calismada Kopenhag beyaz tavsan tibiasinda anatomik olarak 8 mm’ den

genis bir defektin olusturulmasinin mimkin olmadigini ifade etmislerdir.

Wohlfahrt ve arkadaslari®® vyaptiklari deneysel hayvan

calismasinda tavsan tibiasindaki KBD capini 3 mm olarak bildirmislerdir.

Veis ve arkadaslari*®® vyaptiklari calismada beyaz Yeni
Zelanda tavsani tibiasinda 6 mm capinda kemik ici defekt olusturmuslar ve
kontrol grubundaki defektlerin tamamen iyilestigini bildirmislerdir. Yazarlar
tavsan tibia ¢apinin ortalama 8 mm oldugunu ve buylk c¢apli defekt

olusturmanin frakturlere neden olabilecegini bildirmiglerdir.

Cacchioli ve arkadaslari*’® tavsan tibiasinda acilacak 8 mm
capindaki bir defektin 6zellikle genc tavsanlarda anatomik yapiya bagh

olarak fraktirlere neden olacagini bildirmislerdir.

Lee ve arkadaslari*®* yaptiklari deneysel calismada, bizim

calismamiza benzer olarak, tavsan tibialarina 2 adet sag tibiada, 2 adet

101



sol tibiada olmak uUzere 3.5 mm c¢apinda 4 adet kemik defekti

olusturmusglardir.

Walsh ve arkadaslari*® tavsan tibialarinda bilateral olarak iki
adet 5 mm capinda kemik defekti acarak vyerlestirdikleri cesitli greft

materyalleri ile birlikte kemik iyilesmesini degerlendirmiglerdir.

Yukarida bahsedilen c¢alismalar incelenerek ve tavsan tibia
anatomisi g6z o6nudne alinarak bu calismada kemik igi defekt modeli
olusturmak amaciyla 24 adet beyaz Yeni Zelanda tavsaninda 5 mm
¢apinda sag ve sol tibialarda ikiser adet olmak Uzere toplam 4 adet kemik
defekti aciimistir. Tibiada acilan iki defektin kemik yapisinin zayiflamasina
neden olacagi dusUnUlerek olasi fraktlr riski ve buna badl olarak
meydana gelebilecek hayvan kayiplarina sebebiyet vermemek agisindan

defekt capi 5 mm olarak planlanmigtir.

ABS, iceriginde Glycrrhiza Glabra (Meyan), Vitis Vinifera
(Koruk), Alphina Officinarum’ un (Havlican) kurutulmus yaprak ekstreleri,
Urtica Dioica’ nin (Isirgan) kurutulmus kok ekstresi ve Thymus Vulgaris’ in
(Kekik) kurutulmus ot ekstresi bulunduran, Turk tibbinda hemostatik ajan

olarak kullanilan ilk tibbi bitki ekstratidir.*®%" %

ABS, fibrinojen basta olmak Ulzere plazma ve serumda
bulunan kan proteinleri ile eritsositlerden olusan bir “Protein agi” meydana
getirir. Bu protein agi enkapsule yapidadir ve 1 saniyeden daha kisa bir

surede olusmaktadir.
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ABS’ nin, damar endoteli, kan hucreleri, anjiogenez ve hucre
proliferasyonu Uzerine etkileri oldugu bildirimektedir.? iceriginde bulunan

bitkilerin sahip olduklari etkiler:

e Antianjiyojenik aktivite,

¢ Antiinflamatuar etki,

e Antitrombotik, antioksidan ve antiaterosklerotik etkiler,
e Kan basincinda yukselme,

¢ Antitimoral etki,

o Endotelyal hipotansif etkilerdir. 2> 6770 7273

ABS, Mayis 2007’ de T.C. Saglik Bakanhg ilac ve Eczacilik
Genel Mduadarligt  tarafindan  eksternal kanamalarin  kontrolliinde
kullaniimak Gzere ara urun olarak ruhsatlandiriimistir. Acil Servis ve 112

Ik Yardim ambulanslarinda da rutin kullanima girmistir.

ABS’ nin lokal hemostatik ajan olarak kanama durdurmadaki

etkinligi, literatiirdeki bircok calismada bildirilmistir.?: 2% 24 186-190

igerigindeki bitkilerin endotel, kan hucreleri, damar olugsumu,
hicresel proliferasyon, vaskuler dinamikler ve mediyatorler Gzerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Bu etkileri gbz dnune alinarak, ABS’ nin olasi diger
etkilerini arastirmak amaciyla c¢esitli galismalar yapilmis ve halen
yapillmaya devam etmektedir.

ABS’ nin antimikrobiyal aktivitesinin arastinidigr  bir
calismada, antibiyotige direncli nazokomiyal enfeksiyonlarin etkenleri olan
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aralarinda Metisiline Direngli Staphylococcus Aureus (MRSA), Escherichia
Coli ve Pseudomonas Aeruginosa’ nin da bulundugu 102 mikroorganizma
uzerinde calisiimistir.  ABS’ nin  c¢alismada kullanilan  butin

mikroorganizmalar (izerinde etkili oldugu bildirilmigtir.***

Antifungal
etkisinin de arastirildig1 bir calismada ise ABS’ nin antifungal etkisinin

olmadigi saptanmistir.?°

ABS’nin yara iyilesmesi Uzerine olan etkisini arastirmak
amaciyla yapilan bir galismada, 80 yasindaki kadin hastada travmaya
bagli olarak gelisen yumusak doku laserasyonu Uzerine ABS
uygulanmigtir. 24 saat sonra yapilan kontrolde yara agzinin kapanmaya
basladigr tespit edilmigtir. ABS’ nin yara iyilesmesini hizlandirdigi

bildirilmistir.

Ozaslan ve arkadaslar'®, serviks kanseri nedeniyle aldig
radyoterapi sonrasi rektal kanama ve ciddi, nekroze alanlar iceren
radyasyon koliti gelisen 71 yasindaki kadin hastaya, ABS uyguladiklari bir
vaka raporu yayimlamiglardir. Uygulamadan birka¢g saniye sonra
kanamanin durdugunu, daha sonra yapilan kontrolde ise genis Ulsere
lezyonun neredeyse tamaminin iyilestigini gézlemlemislerdir. Yazarlar,
kolay uygulanabilir olmasi, etki suresinin kisaligi, toksik olmamasi ve ucuz
olmasi gibi avantajlarindan dolayi radyasyon kolitinin tedavisinde ABS’ nin

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Aktop ve arkadaslari’® yaptiklari hayvan calismasinda 24
adet ratin 12 tanesine sistemik Warfarin uygulamiglar, 12 tanesini kontrol
grubu olarak kullanmislardir. Ratlarin sirt derisine birbirlerinden 2 cm

aralikl, 2 cm uzunlugunda 3 adet bisturi insizyonu yapilmigtir. Yaralardan
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birine kitosan, digerine ABS uygulanirken diger yaraya higbir hemostatik
ajan uygulanmamistir. Sonug olarak her iki ajanin da kanama kontroltinde
etkili oldugunu, ABS’ nin 6zellikle makroskopik olarak klinik gozlemler

agisindan iyilesme Gzerine olumlu etkisinin oldugu tespit edilmigtir.

Yapilan deneysel bir ¢alismada ABS’ nin karacigere olan
etkilerini arastirmak amaciyla 21 rat G¢ gruba ayrilarak, birinci gruptaki
ratlarin karacigerlerine SF, ikinci gruptaki ratlarin karacigerlerine etanol,
Uclncu gruptaki ratlarin karacigerlerine ise esit miktarlarda ABS enjekte
edilmistir. 5. gln sonunda sakrifiye edilen ratlarin karacigerleri
incelenmigtir. ABS uygulanan gruptaki nekroz orani diger gruplara oranla
anlamli derecede yuksek bulunmustur. Yapilan histopatolojik incelemede
sinlzoidal bosluklarda ve safra kanalinda eritrosit agregasyonu

saptanmistir.**®

Bu calismada da kemik greft materyali ile birlikte kullaniminin
kemik iyilesmesi ve inflamasyonu Uzerine olan olasi etkilerini arastirmak
amaciyla tavgan tibialarinda agilan kemik defektlerine ABS uygulanmistir.
Literatirde ABS’ nin kemik greft materyali ile birlikte kullaniminin kemik
defektlerindeki iyilesme Uzerine olan etkilerinin arastirildigi baska bir
calisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz calisma, bu alandaki ilk g¢alisma

olma ozelligi tagsimaktadir.

Calismamizda ABS’ nin etkileri hem histopatolojik hem de
immunohistokimyasal analiz teknigi ile incelenmigtir. Bu teknigi tercih
etmemizin nedenleri; o6zellikle doku morfolojisi ile antijenlerin
lokalizasyonunu karsilastirma imkani saglamasi, bu teknik hakkinda yeterli

tecrubeye sahip olunmasi ve kolay uygulanabilir olmasidir.
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OC, cogunlukla osteoblastlar tarafindan Uretilen, kalsiyum
iyonlarina  yapisma  Ozelligine  sahip, kiglk boyutta gama-
karboksiglutamat proteinidir. Kemikte en ¢ok bulunan, non- kollajen kemik
matriks proteinidir.’®® OC’ nin kemik icerisindeki gdrevi halen
acgiklanamamakla birlikte kemik mineralizasyonu ve kemik ddngusunu

diizenleyici etkileri kesin olarak ortaya konulmustur.**® 1%

Serum oC duzeyinin, kemik metabolizmasinin
degerlendiriimesinde alkalen fosfataz aktivitesine gére daha gulvenilir ve
hassas oldugu bildiriimektedir. OC’ nin kemik dokudaki etkilerinin
arastinldigi in vitro ve in vivo galismalardan farkli sonuglar elde edilmistir.
Yapilan bazi galismalar OC’ nin, osteoblastlari ve osteoklastik aktiviteyi
etkileyerek kemik remodellingini duzenledigini ortaya koymustur. Bazi
arastirmacilar ise OC’nin  kemik formasyonunu arttirdigini  ve
hizlandirdigini bildirmislerdir.**® Yapilan in vivo bir calismada elde edilen
sonuglar OC’ nin anjiyogenezisi stimule ettigini gostermistir. Ayni
calismada OC’ nin kemik iyilesmesinde gorev aldidi, burdan yola ¢ikarak
OC’nin kemik formasyonunda da o&nemli bir yeri oldugu sonucuna

ulasilabilecegi bildirilmistir.**’

Theyse ve arkadaslari*®® yaptiklari deneysel hayvan
calismasinda OC’ nin yeni kemik formasyonu sirasindaki etkinligini
arastirmiglardir. Calismada 12 adet kopegi U¢ gruba ayirmiglar, birinci
gruptaki deneklerin tibialarina distraksiyon osteogenezisi operasyonu,
ikinci gruptaki deneklerin ise tibia kemigine osteotomi uygulamiglardir.
Uglincii gruptaki deneklere ise yalanci cerrahi uygulanmistir. Calisma
sonucunda birinci ve ikinci gruptaki postoperatif OC degerinin preoperatif

OC degerine gore anlamli derecede diusuk oldugu saptanmistir. Ancak
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¢alismanin higbir surecinde gruplar arasinda, OC plazma konsantrasyonu

agisindan anlamli bir fark saptanmamisgtir.

Chaves ve arkadaslar™®® yaptiklari bir calismada 24 adet
tavsana bilateral sinls lift operasyonu uygulamislardir. iki gruba ayirdiklari
deneklerden, birinci gruptakilere otojen kemik grefti, ikinci gruptaki
deneklere sigir kaynakli kemik grefti yerlestirmiglerdir. Yaptiklari
immuanohistokimyasal inceleme sonucunda gruplar arasinda OC

ekspresyonu acgisindan anlamli bir fark saptamamislardir.

Paskalev ve arkadaslar®® yaptiklari calismada deneysel
olarak femoral kirik modeli olusturduklari 6 adet kopekte serumdaki kemik
markerlarinin degisimlerini incelemislerdir. Serum osteokalsin seviyelerinin
osteosentez doneminde preoperatif doneme gore yukseldigini ancak bu

degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigini bildirmislerdir.

OC, hidroksiapatite baglanabilen, osteoblastik aktivitenin
dizenlenmesinde ve kemik iyilesmesinin erken donemlerinde gorev alan,
onemli bir proteindir. Kemik dontgusunin arttigi durumlarda serum OC
seviyesi de artmaktadir. Ayrica anjiyogenezisi stimile ettigi

bildirilmektedir.?®

Yaptigimiz  ¢alismanin immunohistokimyasal  analizi
asamasinda, yukarida bahsedilen 6zelliklerinden dolayi, OC antikoru ile
calisiimigtir. Ayrica bu antikorun ekstraseluler bolgeyi de boyamasi, greft

partikllleri ¢cevresindeki osteoblastik aktiviteyi gostermesi ve kalsifikasyon
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odaklarinin izlenebilmesini saglamasi gibi Ozellikleri de g6z O6nune

alinmigtir.

VEGF, Ozellikle endotel hucrelerine 06zgin, Onemli
fonksiyonlara sahip bir¢ok Gyesi bulunan bir buyime faktoru ailesidir. Bu
ailenin VEGF- A, VEGF- B, VEGF- C, VEGF- D, VEGF- E, VEGF- F ve
Plasental Bluyume Faktoérl olarak isimlendiriimis 7 Uyesi bulunmaktadir.
Basta VEGF-A olmak (zere ailenin tum Uyelerinin; vaskulogenez,
anjiyogenez veya kemotaksi gibi vicutta meydana gelen birgok fizyolojik
olayda ve kanser, neovaskuler hastaliklar veya kronik inflamatuar
hastaliklar gibi gesitli patolojik olaylarda rol almalarindan 6turt son yillarda
oldukga popiiler hale gelmistir.?®* VEGF, anjiyogenezis siirecinde gorev
alan en 6nemli mediatérdiir.*** 2°2 Ayrica endokondral ve intramembranéz
kemiklesmenin her ikisinde birden rol almaktadir. Kondrosit ve osteoblast

diferansiyasyonunu da iceren kemik gelisiminde etkilidir.***

VEGF, osteoblastlarin c¢esitli fonksiyonlariyla iligkilidir.
Yapilan calismalar VEGF’nin primer insan osteoblastlari ve insan
mezensimal progenitdor hdcrelerine, doza bagimh kemoatraktif etkisini
goOstermigtir.  Ayrica VEGF’nin osteoblast diferansiyasyonunda dusuk
dizeyde, mineralizasyon safhasinda yuksek dizeyde eksprese oldugu

bildirilmigtir.

Emad ve arkadaslari®® yaptiklari deneysel hayvan
calismasinda 18 adet tavsanin parietal kemiginde 36 adet kemik defekti
olusturmuslardir. 12 defekte demineralize kemik grefti + VEGF, 12 defekte
sadece demineralize kemik grefti yerlestirmislerdir. Kontrol grubunu
olusturan 12 defekt ise bos birakilmigtir. Sakrifikasyon sonrasi yapilan

histolojik degerlendirme sonucunda demineralize kemik grefti + VEGF
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yerlestirilen gruptaki yeni kemik olusumu diger gruplara gore anlamh

derecede yuksek bulunmustur.

Li ve arkadaslar®® yaptiklari deneysel hayvan galismasinda
Uc gruba ayirdiklarn 23 adet tavsanin tibiasinda segmental kemik defekti
olusturmuslardir. 1. gruptaki tavsanlara VEGF ve fibroblast, 2. gruptaki
tavsanlara sadece fibroblast, 3.gruptaki tavsanlara ise salin uygulanmigtir.
1. gruptaki kemik iyilesmesinin diger iki gruba gore anlamli derecede daha
hizli gerceklestigi saptanmistir. Yazarlar hiicre bazli VEGF gen tedavisinin
anjiyojenik ve osteojenik etkilerinin sonucu olarak uzun kemiklerdeki

segmental defektlerin iyilesmesinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

Tete ve arkadaslar®® vyaptiklari calismada, iliak krestten
aldiklari kemik grefti ile ¢ene kemiklerindeki defektleri onarmislardir.
Yaptiklari immuanohistokimyasal analiz sonucunda operasyondan 4 ay
sonra VEGF ekspresyonunun anlamh  derecede  yukseldigini

saptamiglardir.

Reis- Filho ve arkadaslari®®®

yaptiklari deneysel hayvan
calismasinda bilateral maksiller ikinci molar dislerini ¢ektikleri 32 adet ratin
¢cekim soketlerinden birine ¢ekilen disten elde ettikleri demineralize dentin
grefti yerlestirmisler, diger soketi ise bos birakmiglardir. Yaptiklari
histolojik, morfometrik ve immunohistokimyasal analizler sonucunda
demineralize dentin grefti uyguladiklari soketlerdeki kemik iyilesmesinin
daha hizli ve VEGF ekspresyonunun ise daha fazla oldugunu

saptamiglardir.
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Bu calismada ABS’ nin kemik iyilesmesi, anjiyogenezis ve
damar endoteli tGzerine olan olasi etkilerinin immunohistokimyasal olarak
degerlendiriimesi amaciyla VEGF antikoru ile c¢alisiimistir. VEGF tercih
etmemizin nedeni ise; endotel hucreleri icin 6zgun etkilere sahip,
anjiyogenezis ve vaskulogenezis gibi fizyolojik olaylarda gorev alan 6nemli

bir blyume faktoéri olmasidir.

Kemik iyilesmesi genel olarak inflamatuar dénem, tamir
doénemi ve yeniden sekillenme dénemi olmak Uzere 3 morfolojik evrede
incelenmektedir. Histolojik olarak iyilesme surecindeki evreler birbirinden
zaman olarak kesin sinirlarla ayrilamamaktadir. Her evre daima kendinden

onceki ya da sonraki evre iginde bulunmaktadir.>®

inflamatuar evre kemik yapi ve gevre yumusak dokuya gelen
travma ile baslamakta, kartilaj ya da kemik doku olusumunun baglamasina
kadar devam etmektedir. Yaklasik olarak 3-4 glin surebilen inflamatuar

evre, travmanin siddetine gére uzayabilmektedir.”’

Kemik iyilesmesinin ikinci evresi olan tamir doénemi
travmadan sonraki saatlerde baslasa da yapisal olarak tipik hale gelmesi
yaklasik 10 giin siirmektedir.”® Defekt bolgesindeki pihtinin olusturdugu
fibrin aglan ve fibroblastlardan salgilanan kollajenlerin meydana getirdigi
geng granulasyon dokusuna, yaklasik 1 hafta sonra osteoblast ve
kondroblastlarin da gelmesiyle yumusak fibroéz kallus sekillenmektedir.
Baslangigta olusan bu kallus yumusak yapidadir ve radyolojik olarak
izlenememektedir. Yavas yavas ortama kalsiyum tozlarinin da ¢okelmesi

sonucu On Kkallus sekillenmektedir. Bu sure¢ yaklasik 2- 3 hafta
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surmektedir. 4- 6 haftalik bir slire sonucunda olusan kallus yerini kemiksi

yapidaki sert kallusa birakmaktadir.*

Yeniden sekillenme donemi, onarim doneminin ortasinda,
defektin kallus ile kdprulendigi zaman baslamakta ve yillar boyunca devam

etmektedir.’® %2

Abedi ve arkadaslar®® tibial defekt olusturduklari
tavsanlardaki kemik iyilesmesini radyolojik olarak degerlendirmek
amaciyla yaptiklari hayvan calismasinda, 15., 30., 45. ve 60. gunde

radyografi alarak kemik iyilesmesini incelemislerdir.

Sotoudeh ve arkadaslar®® tibia defekti olusturduklari 44
tavsanda farkli greft materyallerinin kemik iyilesmesine olan etkilerini
degerlendirmek amaciyla yaptiklari ¢alismada, sakrifikasyon zamanlarini

2., 4. ve 6. hafta olarak belirlemislerdir.

Tavsan fibulasinda osteotomi modeli olusturulan bir
calismada 1., 2. ve 4. haftalarda sakrifikasyon uygulanmistir. 1. haftada
sakrifiye edilen grupta yogun htcre varligi, bluyuk miktarda lamelsiz kemik
ve az miktarda lameller kemik izlenmistir. 2. haftada sakrifiye edilen grupta
lamelsiz kemikte azalma, lameller kemikte artis saptanmistir. 4. haftada

sakrifiye edilen grupta ise hiicre yogunlugunda azalma gdzlenmistir.?*°
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Zhang ve arkadaslari’”®  kalsiyjum sitratin  kemik
rejenerasyonu Uzerine etkilerini arastirdiklari  ¢aligmada tavsan
femurlarina kemik defekti olusturmuslardir. Ug gruba ayirdiklari denekleri

4., 6. ve 8. haftada sakrifiye etmislerdir.

Tavsan tibiasinda olusturulan defektlere farkli  greft
materyalleri  yerlestirilerek  kemik  iyilesmesinin  degerlendirildigi

calismalarda Calasans-Maia ve arkadaslari®!*

sakrifikasyon zamanlarini
7., 14. ve 28.giin, Kanthan ve arkadaslari®'? ise 3., 7. ve 11. hafta olarak

belirlemiglerdir.

Al-  Huwaizi ve arkadaslari®®® kemik iyilesmesinde
inflamasyonu deg@erlendirdikleri deneysel hayvan ¢alismasinda tibial kemik
defekti olusturduklar 20 adet tavsani 3., 7., 14. ve 28. gunde sakrifiye

etmislerdir.

Cilbir ve arkadaslari® ise demineralize kemik greftinin kemik
iyilesmesi Uzerine etkilerini arastirdiklari g¢alismalarinda ¢ene defekti
modeli olusturduklari tavsanlari 1., 2., ve 4. haftalarin sonunda sakrifiye

etmislerdir.

Bu calismada kullanilan deneklerin sakrifikasyon gunleri
tavsanlardaki kemik iyilesme hizi ve literaturdeki benzer calismalar goz
onlne alinarak planlanmigtir. ABS’ nin kemik iyilesmesinin erken
doneminde inflamasyon Uzerine olan etkilerini incelemek amaciyla
tavsanlarin bir kismi 7. ve 15. gunde sakrifiye edilmistir. ABS’ nin, kemik

iyilesmesinin ge¢ donemlerinde meydana gelen sert kallus, matur kemik
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ve lameller kemik olusumu Uzerine olan etkilerini incelemek amaciyla diger

sakrifikasyon zamanlari 30. ve 45. glnler olarak belirlenmigtir.

Mooren ve arkadaslar®** #°, PRP’ nin kanselléz kemik ve
ksenojenik kemik greftiyle birlikte kullaniminin erken ve ge¢ dénem kemik
iyilesmesi Uzerine etkilerini inceledikleri c¢aligmalarinda 7. gunde
inflamatuar reaksiyon ve az miktarda fibroz doku olusumu izlemiglerdir.

Yeni kemik dokusu olusumu ya da greft rezorpsiyonuna rastlamamislardir.

Bu c¢alismada 7. gun grubunda vyapilan histopatolojik
degerlendirme sonucunda ABS uygulanan defektlerdeki inflamasyon
dizeyinin, ABS uygulanmayan defektlere goére dusutk oldugu saptanmistir.
Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Yukaridaki
¢calismadaki sonuglara benzer olarak bizim ¢alismamizda da, 7. glnde
inflamatuar donem hakim oldugundan yeni kemik dokusu olusumu ya da

greft materyalinde rezorpsiyon izlenmemigtir.

15. glin grubunda, ABS uygulanan orneklerdeki inflamasyon
dizeyi, uygulanmayan orneklerdeki inflamasyon dlzeyine gore istatistiksel
olarak anlamli derecede disik bulundu. Bu durumun, ABS’nin lokal
hemostatik etkisiyle daha hizli pihti formasyonunun gelismesine ve

inflamatuar hidcre gogunun azalmasina bagl olabilecegi dusunulmustur.

ABS’ nin igeriginde bulunan Glycyrrhiza glabra’ nin anti-
inflamatuar etkisinin incelendigi bir hayvan c¢alismasinda bu bitkinin
inflamasyonu baskiladigi ve doza badimli olarak I6kosit migrasyonunu
216

inhibe ettigi bildirilmistir. Calismamizda ABS uygulanan gruplarda
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inflamasyon duzeyinin daha dusuk bulunmasi, i¢erigindeki bu bitkinin anti-

inflamatuar etkisinin bir sonucu olabilecegini distndurmustar.

isler ve arkadaslari®® ABS’ nin erken dénem kemik iyilesmesi
Uzerine eftkilerini inceledikleri calismada 16 adet ratin tibiasina bilateral
olarak 3 mm ¢apinda ve 2 mm derinliginde kemik defekti olusturmuslardir.
Defektlerden birine 1 cc ABS sprey uygulamiglar, diger defekte ise
herhangi bir igslem uygulamamislardir. 7. ginde sakrifiye edilen ratlardan
aldiklari ornekleri histopatolojik olarak enfeksiyon, nekrozis, fibrozis ve
yeni kemik olusumu acisindan degerlendirmislerdir. Calismamiza benzer
olarak ABS uygulanan gruptaki inflamasyon oranini daha dusuk

bulmuslardir.

Ratlarda dis ¢ekimi sonrasinda uygulanan ABS’ nin doku
iyilesmesi Uzerine etkilerinin incelendigi bir calismada, 24 adet rata
bilateral dis c¢ekimi islemi uygulanmigtir. 1. gruptaki ratlarin ¢ekim
kavitelerine ABS, 2. gruptakilere kitosan uygulanmis, 3. gruptakilere
herhangi bir islem yapilmamistir. 2., 7. ve 21. gunde sakrifiye edilen
deneklerden elde edilen drnekler histopatolojik olarak degerlendirilmigtir.
inflamasyon diizeyi acisindan vyapilan istatistiksel degerlendirme

sonucunda, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.?®

ABS’ nin sinus mukozasi Uzerine etkilerinin arastinidigr bir
calismada, 35 adet tavsanin sinus mukozasi travmatize edilerek bir gruba
ABS diger gruba SF uygulanmstir. iki grup inflamasyon siddeti agisindan
karsilastirildiginda, ABS uygulanan grupta inflamasyonun daha siddetli

oldugu sonucuna ulasiimistir.**’
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Bu iki calismada, bizim ¢alismamizdan farkli olarak, ABS’ nin

anti-inflamatuar etkisinin olmadigi sonucuna ulasiimistir.

Yildinm?’, yaptigi calismada ABS’ nin kontrol grubuna gére
daha fazla yabanci cisim reaksiyonuna neden oldugunu bildirmistir. Ancak
ABS’ nin kemik dokusu iyilesmesine etkilerinin arastirildigi diger
calismalarda® ?° bizim galismamiza benzer olarak ABS uygulanan grupta
herhangi bir yabanci cisim reaksiyonu bulgusuna rastlanmamigtir. Bu
durum, ABS’ nin biyolojik olarak uyumlu bir materyal olmasi ile

iligkilendirilebilir.

Mooren ve arkadaslar®* 21

calismalarinda 6. haftada
inflamatuar hicre sayisinin azaldigini, 12. haftada ise herhangi bir

inflamatuar hicre gorulmedigini bildirmiglerdir.

Yukaridaki ¢alismaya benzer olarak bu calismada da, 30.
gunde bazi 6rneklerde hafif duzeyde inflamasyon izlenirken, 45. gunde
herhangi bir inflamasyon bulgusuna rastlanmamistir. Bu sonug,
inflamasyonun kemik iyilesmesinin erken doénemlerinde gorilen bir

reaksiyon olmasi ile iligkilendirilebilir.

Goshima ve arkadaslari®®® tavsan tibiasinda segmental
kemik defekti olusturduklari ¢aligmanin histolojik analizinde; 2. haftada
granulasyon dokusu, inflamatuar hucreler ve az miktarda immatur kemik
formasyonu saptamiglardir. 4. haftada ise granllasyon dokusunun
mineralize olmaya bagladigini ve osteoklastlarin ortaya c¢iktigini

izlemiglerdir. 6. ve 8. hafta incelemelerinde ise greft partiklllerinin bir
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kisminin rezorbe olmaya bagladigini ve yeni kemik adaciklarinin

olustugunu saptamiglardir.

Bu cgalismalardan elde edilen sonuglar, bizim ¢alismamizin

histolojik analizinin sonuglarina benzerlik gostermektedir.

Kemik dokusu iyilesmesini hizlandirmak amaciyla PRP ve
BMP gibi cesitli preparatlarin®? 21922 |GF-1 ve TGF-B gibi biyiime

faktorlerinin?2>-228

ve dusuk enerji seviyeli lazerler gibi biyostimulan
cihazlarin?°2% kullanimini konu alan ve basarili sonuglar elde edilen

bircok ¢alisma mevculttur.

Literatirde ABS’ nin kemik dokusu iyilesmesi Uzerine olan

etkilerini konu alan ¢alisma sayisi sinirhdir.

Arpaci®® lokal hemostatik ajanlar olan ABS ve kitosanin,
ratlarda dis c¢ekimi sonrasi ¢ekim soketinin iyilesmesine etkisini
degerlendirdigi calismada, bizim ¢aligmamizdaki sonuglara benzer olarak,
ABS ve kitosanin yeni kemik dokusu olusumu Uzerine olumlu etkileri

olmadigi sonucuna ulagsmistir.

isler ve arkadaslari®® ABS’ nin erken dénem kemik iyilesmesi
uzerine olan etkilerini arastirdiklari ¢calismada ABS uygulanan gruptaki
yeni kemik dokusu olusumunun kontrol grubuna gére anlamli derecede

yuksek oldugunu saptamistir. Bu ¢alismada yazarlar ABS’ nin yeni kemik

116



olusumunu stimule ettigini, ABS uygulanan grupta kontrol grubuna gore

nekrozis ve fibrozisin daha az goértldugunu bildirmigtir.

ABS’ nin kemik ylzeylerine etkisinin arastirildigi bir
calismada 30 adet ratin femuruna bilateral olarak 3 mm g¢apinda kemik
defekti olusturulmustur. Sag femurdaki defektlere 0,5 ml ABS uygulanmis,
sol femura herhangi bir madde uygulanmamigtir. Ratlar 7., 28. ve 42.
gunlerde sakrifiye edilerek alinan Ornekler incelenmistir. Yapilan
histopatolojik inceleme sonucunda 7. gun sonuglarina goére ABS
uygulanan grupta yeni kemik yapiminin daha fazla oldugu saptanmistir.
28. ve 42. gunlerde ise kontrol grubuna goére anlamli bir fark
saptanmamisgtir. Yazarlar ABS’ nin erken donem kemik iyilesmesini
hizlandirdigint ve herhangi bir yabanci cisim reaksiyonuna neden

olmadigini bildirmislerdir.?3’

Bu iki c¢alismada, bizim c¢alismamizda elde ettigimiz
sonuglardan farkli olarak, ABS’ nin erken dénem kemik iyilesmesini
hizlandirdigi sonucuna ulasiimistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda ABS’
nin erken donemde endosteal kemiklesme Uzerine olumlu etkileri oldugu
goOrulmustir. Ancak defekt bdlgesi ve tavaninda olusan yeni kemik dokusu

uzerine anlaml etkileri olmadigi sonucuna ulagiimistir.

Literatirde ABS’ nin etkilerinin immunohistokimyasal olarak

deg@erlendirildigi calisma sayisi sinirlidir.

Nagata ve arkadaslarinin®® kemik defektlerinin tamirinde

PRP’ nin otojen kemik grefti ile birlikte kullanimini immunohistokimyasal
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analiz ile degerlendirdikleri g¢alismada, PRP kullanilan grupta OC ve
Osteopontin  ekspresyonunun anlamli  derecede yuksek oldugunu
saptamiglardir. Yazarlar PRP’ nin kemik iyilesmesini olumlu yonde

etkiledigini bildirmiglerdir.

Chaves ve arkadaslar'® yaptiklari calismada 24 adet
tavsani iki gruba ayirarak bilateral sinus lift operasyonu uygulamiglardir. 1.
gruptaki tavsanlarin sinusleri otojen kemik grefti ile 2. gruptaki tavsanlarin
sinUsleri ksenojenik kemik greft ile doldurulmustur. 14. giin ve 30. giinde
mikroskobik ve immunohistokimyasal inceleme yapilmistir. 14. giinde greft
partikullerinin ¢evresinde yogun vaskularizasyon gosteren granulasyon
dokusu, 30. gunde ise artmis osteojenik aktivite saptamiglardir.
immiinohistokimyasal analiz sonucunda ksenojenik kemik greftinin otojen
kemik greftine yakin oranda OC ekspresyonunu arttirdigini rapor

etmislerdir.

Yapilan deneysel bir hayvan calismasinda cesitli greftlerin
kemik matriks proteinlerinin ekspresyonuna etkileri degerlendirilmistir.
Calismada sinus lift operasyonu uygulanan 42 adet tavsan, 4 gruba
ayrilmistir. 1. gruba DBM, 2. gruba kismi saflastiriimis BMP, 3. gruba BMP
ve DBM karisimi ve 4. gruba ise otojen kemik grefti yerlestiriimistir.
iclerinde OC’ nin de bulundugu 6 adet proteinin ekspresyonu immiino
histokimyasal olarak degerlendirilmistir. Yapilan 2. ve 8.hafta analizlerinde
OC ekspresyonunun BMP ve BMP+DBM uygulanan gruplarda daha
yuksek oldugu bildirilmistir. 8. haftada OC ekspresyonunun diger

markerlara oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir.?*°
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Yaptigimiz calismada da, osteoblastik aktivitenin yuksek
oldugu greft partikilleri ¢cevresinde, OC pozitifliginin arttigi izlenmistir.
Ayrica ABS uygulanan érneklerde OC ekspresyonunun daha fazla oldugu
gorulmastur. Bu sonu¢g ABS’ nin osteoblastik aktiviteyi stimule ettigini
dusundurse de yeni kemik olusumu agisindan gruplar arasinda anlaml bir
fark bulunmamigstir. Kemik grefti uygulanan érneklerde ise kontrol grubuna

g6re OC ekspresyonu agisindan anlamli bir fark saptanmamisgtir.

Renno ve arkadaslari®®® yaptiklari calismada 60 adet ratin
tibiasinda 2,5 mm capinda defekt olusturmuslardir. Defekt bdlgelerine
ultrason tedavisi uyguladiklari denekleri, postoperatif 7., 13. ve 25. gunde
sakrifiye etmiglerdir. Yapilan histopatolojik degerlendirmede gruplar
arasinda anlamh fark bulamamislardir. immiinohistokimyasal analiz
sonucunda ise 7. ve 13. gunlerde OC ekspresyon seviyesinin ytkseldigini

saptamiglardir.

Hasegawa ve arkadaslari®®* in-vitro kosullarda tavsan
kalvaryasindan elde ettikleri osteoblastik hticrelere BMP ekleyerek protein
ekspresyonuna etkilerini arastirmislardir. OC seviyesinin 7. ve 10.

gunlerde anlamli sekilde yukseldigini bildirmiglerdir.

Yaptigimiz c¢alismada ise, OC pozitifliginin glnlere goére

degisiminin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilmigtir.

Yapilan bir calismada 27 kemik defekti vakasi U¢ gruba
ayrilmigtir. Birinci gruptaki defektler vaskularize kemik grefti ve ksenojenik

kemik greftiyle, ikinci gruptaki defektler sadece vaskilarize kemik greftiyle,
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uclncu gruptaki defektler ise sadece ksenojenik kemik grefti ile
onariimistir. Serum VEGF ekspresyon dizeyi preoperatif ve postoperatif
2, 4, 6 ve 8.haftalarda dlgliimustir. 2. ve 4. hafta serum VEGF degerleri
batin gruplarda preoperatif 6lgime gore yuksek bulunmustur. 1. ve
2.gruptaki serum VEGF duzeyinin 3. gruba goére yuksek oldugu
saptanmistir. Ancak her ¢ grupta da preoperatif serum VEGF duzeyi ile
6. ve 8.hafta dlzeyleri arasinda fark bulunmamistir. Yazarlar serum VEGF
dizeyinin kemik transplantasyonunun erken evresinde yukseldigini

bildirmislerdir.?*?

Bu calismaya benzer olarak, c¢alismamizda kemik
iyilesmesinin erken donemlerinin incelendigi 1. ve 2. grupta, VEGF
ekspresyonunun diger gruplara gore daha yuksek oldugu gorulmustur. Bu
durum, inflamasyon doéneminde damarlanmanin daha fazla olmasi ile

iliskilendirilebilir.

ABS’ nin gingival fibroblastlar ile in-vitro kosullarda
etkilesiminin degerlendirildigi bir calismada, ABS uygulanan grup ile
kontrol grubu arasinda, VEGF ekspresyonu acgisindan anlamli bir fark
saptanmamistir.?*® Bu galismada da ABS uygulanan drneklerdeki VEGF

ekspresyonu, kontrol grubuna gére daha ylksek bulunmustur.

Nakamura ve arkadaslari®**

sistemik enjeksiyonunun FGF’
nin endosteal kemik formasyonu Uzerine olan etkilerini aragtirmiglardir.
Yazarlar postoperatif 4. glinden sonra endosteal kemiklesme miktarinin

anlami derecede arttigini bildirmiglerdir.
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Slaets ve arkadaslar®®, erken donem kortikal kemik
iyilesmesini degerlendirdikleri deneysel hayvan calismasinda, 12 adet
tavsan tibiasina implant yerlestirmiglerdir. 3., 7., 14., 28. ve 42. gunlerde
denekleri sakrifiye etmiglerdir. Yaptiklari histolojik inceleme sonucunda
endosteal kemik olusumunun 28. gune kadar artarak pik seviyesine
ulastigini, 42. gunde ise azaldigini bildirmislerdir. Yazarlar yeni kemik
olusum surecinin ilk olarak, osteojenik hucreler iceren endosteum ve

periosteumda bagsladigini bildirmislerdir.

Literatirde ABS’ nin endosteal kemiklesmeye etkisinin
incelendigi bir calisma bulunmamaktadir. Calismamizda, 7. ve 30.
gunlerde, ABS uygulanan orneklerdeki endosteal kemiklesme miktarinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yluksek oldugu gorulmustar.
Endosteal kemik olusumunun, cerrahi islem sirasinda meydana gelen
travmaya karsi gelisen reaktif bir cevap oldugu disunulmustar. 45. gun
grubundaki hicbir defektte endosteal kemik formasyonunun izlenmemesi
bu disiinceyi destekler niteliktedir. isler ve arkadaslan®® yaptiklari
calismada bizim galismamiza benzer olarak, ABS’ nin 7. glinde yeni kemik
olusumunu arttirdigini bildirimiglerdir. Ancak bu c¢alismada endosteal

kemik olugumu ile ilgili bir bilgiden s6z edilmemistir.

ABS’ nin endosteumda bulunan osteoblastlarin
diferansiyasyonunu hizlandirdigi ve osteoblastik aktiviteyi stimule ettigi
dusundlebilir. Ancak g¢alismamiz sonucunda defekt bolgesinde ve defekt
kenarlarinda olusan yeni kemik dokusu miktari agisindan deney ve kontrol
grubu arasinda, istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir. 45.
glinde sadece ABS uygulanan defektlerdeki yeni kemik miktarinin, SF
uygulanan defektlerdeki yeni kemik miktarindan daha fazla oldugu

goOrulmustir. Ancak bu fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
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Bu calisma sonucunda ABS’ nin kemik defektlerine
uygulandiginda yeni kemik dolumunu anlamli derecede arttirmadigi
gorulmustir. Lokal hemostatik ajan olarak basariyla kullanilan ABS’ nin,
deneysel olarak tavsan tibiasinda agilan kemik defektlerindeki iyilesmenin
erken donemlerinde inflamasyonu baskiladigi ve endosteal kemik

olusumunu stimule ettigi gorulmustuar.

122



6. SONUG

Ankaferd Blood Stopper’ in ksenojenik kemik grefti ile birlikte

ya da tek basina kullaniminin, kemik iyilesmesi Uzerine olan etkilerinin

histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak degerlendirildigi bu

calismada;

konu alan,

ABS’ nin kemik iyilesme surecinde inflamasyonu

baskiladigi,

ABS’ nin uygulandigi defektlerde herhangi bir yabanci

cisim reaksiyonuna yol agmadigi,

ABS’ nin ksenojenik kemik grefti ile birlikte ya da tek
basina kullaniminin yeni olusan kemik doku miktari

Uzerine anlamli etkileri olmadig,

ABS uygulanan o6rneklerde OC ekspresyonunun anlamli

derecede arttig,

ABS uygulanan orneklerde VEGF ekspresyonunun

anlamli derecede arttig,

ABS’ nin kemik iyilesmesinin erken donemlerinde
endosteal kemik olusumunu anlamli derecede arttirdigi

sonuglarina ulagiimigtir,

Bu ¢alisma ABS’ nin kemik greft materyali birlikte kullanimini

literatirdeki ilk calismadir. Lokal hemostatik ajan olarak
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basariyla kullanilan ABS’ nin, biyouyumlu bir ajan oldugu ve kemik doku
tarafindan iyi tolere edildigi gorulmustiar. ABS’nin inflamasyonu
baskilamasi, oral ve maksillofasiyal cerrahi uygulamalari sonrasinda
gorulen inflamasyon bulgularina olumlu etkileri olabilecegini gostermistir.
Bu calisma sonucunda ABS’ nin kemik defektlerinin onarim surecinde,

yeni kemik olugsumu uzerine anlaml etkileri olmadigi gorulmustar.

ABS’ nin Klinik etkinliginin tam olarak aydinlatiimasi
amaciyla, postoperatif ve uzun dénem sonuglarinin degerlendirildigi

calismalar yapiimasinin faydali olacagdi disundlmustar.
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7. OZET

Ankaferd Blood Stopper’ in Kemik Dokusu iyilesmesi

Uzerine Olan Etkilerinin Deneysel Olarak incelenmesi

Oral ve maksillofasiyal bdlgede, konjenital ya da gelisimsel
malformasyonlar, travma, enfeksiyon gibi c¢esitli nedenlerle kemik
defektleri olusabilmektedir. Olusan kemik defektlerinin rekonstriksiyonu
modern cerrahinin en zor ugrasilarindan biri olarak kabul edilmektedir.
Gunumuze kadar pek ¢ok arastirmaci kemik defektlerinin hizli ve basarili

bir sekilde onarimini saglamak amaciyla gesitli calismalar yapmistir.

Bu calismada, lokal hemostatik ajan olan Ankaferd Blood
Stopper In (ABS) kemik dokusu iyilesmesi Uzerine olan etkilerinin
histopatolojik  ve  immunohistokimyasal olarak  degerlendiriimesi

amaclanmistir.

Calismada 24 adet Yeni Zelanda tipi beyaz erkek tavsan
kullaniimistir. Tavsanlarin tibiasinda, bilateral olarak 5 mm ¢apinda 2 adet
kemik defekti olusturulmustur. Sol tibiadaki proksimal defekte ksenojenik
kemik grefti (Bio-Gen Mix) ve ABS karisimi yerlestiriimis, distal defekte ise
0,1 cc ABS uygulanmigtir. Sag tibiada agilan proksimal defekte ksenojenik
kemik grefti ve serum fizyolojik (SF) karigimi yerlestiriimis, distal defekte
ise 0,1 cc SF uygulanmistir. 24 adet tavsan 4 esit gruba ayrilarak, 7.,
15.,30. ve 45. glinde sakrifiye edilmigstir. Elde edilen érnekler histopatolojik

ve immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir.
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Yapilan histopatolojik degerlendirme sonucunda ABS
uygulanan ornekler ile kontrol grubundaki 6rnekler arasinda, kemik dolum
miktari acgisindan anlamh bir fark bulunmamistir. ABS uygulanan
orneklerde 15. gunde inflamasyon duzeyinin daha dusuk oldugu
gorulmustar. 7. ve 30. gun guplarinda ABS uygulanan defektlerdeki
endosteal kemiklesme miktari daha yuksek bulunmustur. Higbir ornekte
yabanci cisim reaksiyonuna rastlanmamisgtir. Yapilan
immunohistokimyasal analizde ABS uygulanan orneklerdeki Vaskuler
Endotelyal Buyume Faktort (VEGF) ve Osteokalsin (OC) ekspresyonu

anlamli derecede yuksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Ankaferd Blood Stopper, kemik iyilesmesi, ksenojenik

kemik grefti, vaskuller endotelyal blylume faktoril, osteokalsin

126



8. SUMMARY

Effects of Ankaferd Blood Stopper on Bone Healing: An
Experimental Study

Bone defects in oral and maxillofacial region might appear as
a result of many factors such as trauma, congenital or developmental
malformations and infections. The reconstruction of bone defects still
poses a significant problem in modern surgery. Many studies were

performed to repair bone defects successfully by researchers until now.

The aim of this study is to investigate the effects of Ankaferd
Blood Stopper (ABS) on bone healing histopathologically and

immunohistochemically.

In this study 24 New Zealand White male rabbits were used.
Two bone defects (5mm in diameter) were created in rabbit tibias. In the
left tibia, the proximal defect was filled with xenogenic bone graft (Bio-
Gen Mix) and ABS mixture, 0,1 cc ABS was applied to the distal defect. In
the right tibia, the proximal defect was filled with xenogenic bone graft
(Bio- Gen Mix) and sterile saline mixture, 0,1 cc sterile saline was applied
to the distal defect. 24 rabbits were divided into four groups according to
the sacrification days (7", 15", 30"™ and 45" days respectively).
Histopathological and immunohistochemical examinations were performed

on all samples.
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According to the histopathological examination results; there
was no statistical difference in the amount of new bone formation between
ABS and control groups. However, the inflammation scores were
statistically lower in the ABS group than the control group on the 15" day.
On the 7™ and 30" days, the amount of endosteal new bone formation
was higher in ABS groups. No foreign body reaction was seen in all
samples. According to the immunohistochemical examination results;
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and Osteocalcin (OC)
expression scores were statistically higher in the ABS group than the

control group.

Key Words: Ankaferd Blood Stopper, bone healing, xenogenic bone graft,

vascular endothelial growth factor, osteocalcin
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