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Calismam sirasinda bana destek olan sevgili esim ve canim kizima...



OZET

DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN KEMIiK DEFEKTLERINE UYGULANAN
SENTETIK KEMIK GREFTI VE BAZIK FIBROBLAST BUYUME FAKTORUNUN
YENI KEMIK OLUSUMUNA ETKISININ HISTOMORFOMETRIK OLARAK
INCELENMESI

Murat Ugur GURER
Doktora Tezi, Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali
Danigsman:Dog. Dr. Hasan YELER
2011, 66 sayfa

Son yillarda, biyoteknoloji alanindaki gelismeler sayesinde “kemik dokusu
miithendisligi” basligi altinda incelenen, yeni ve gelecek vaadeden tedavi yaklagimlari
ortaya atilmaya baslanmistir. Kemik doku miihendisliginin temeli, kemigin istenen
anatomik bolgesinde kemik iyilesmesi i¢in yanit olusturmaktir. Klinik basari, olusan
kemigin yeniden sekillenmesi sonucu ¢evre kemik dokusu ile yapisal olarak
bltinlesmesi ve olusan kemigin fonksiyon gormek igin yeterli mekanik dayanikliliga
sahip olmast ile belirlenir. Kemik dokusu miihendisligi, poréz yapida ve emici
Ozellikteki c¢esitli matriksler (zerine ekilen hicrelerden doku kultiri elde edilmesi
islemini aciklar. Klinikde ise kemik rejenerasyonunu arttirmak ve hizlandirmak
amaciyla, por6z matriksler ile ¢esitli hiicrelerin ve/veya biiylime faktorlerinin kombine
edilerek implante edilmesi anlamina gelir. Bu nedenle giinimizde osteoindiktif etkili
blylme faktori iceren veya igermeyen tasiyict matriksler {izerine yogunlasilmistir.

Bu c¢alismada, FGF-2 ve p-trikalsiyumfosfat kombinasyonunun muhtemel
osteoindlktif potansiyelini, kritik biyuklikteki kemik defekti modelinde yeni kemik
olusumundaki etkinligini arastirmak amaglandi.

Calismada, 48 adet wistar cinsi rat (sican) kullanilmigtir. Herbir ratin sag
mandibulasinda 5 mm’lik defekt olusturulmustur. 48 adet rat her grupta 16 adet olacak
sekilde kemik grefti(KG) ve kemik grefti + FGF-2(FGF), kontrol(K) olacak sekilde 3



gruba ayrildi. Bu gruplarda kendi aralarinda 7. glin ve 28. giin olmak Uzere 2 alt gruba
ayrilmistir. Ratlar 7. ve 28. gunlerde sakrifiye edilmistir. Alinan doku o&rnekleri
histomorfometrik olarak degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada yapilan histomorfometrik degerlendirmelerin sonuglari, FGF-2’nin
kemik iyilesmesinin erken fazinda ve iyilesme dénemindeki damarlanmada énemli rol
oynayan molekiil olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Kemik rejenerasyonu, greft materyalleri, blytme faktorleri.
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ABSTRACT

HISTOMORPHOMETRIC STUDY OF EXPERIMENTALLY FORMED AND
APPLIED TO THE BONE DEFECTS SYNTETIC BONE GRAFT AND BASIC
FIBROBLAST GROWTH FACTOR'S EFFECT TO THE NEW BONE FORMATION.

Murat Ugur GURER
Doctorate Thesis, Department of Oral and Maxillofacial Surgery
Supervisor: Dog¢.Dr. Hasan YELER
2011, 66 pages

In recent years thanks to developments in biotechnology field new and promising
treatment approaches studied under the title of “ bone tissue engineering” have been put
forward. The basis of the bone tissue engineering is to create a response in the required
anatomic field of the bone. Clinical success is determined by the remodelling of the
bone and its structural integration with surrounding bone tissue. It is also determined by
having enough mechanical resistence whether formed bone is functional. Bone tissue
engineering explains the process of obtaining tissue culture planted on porous and
various adsorptive cells. Clinically, in order to increase and accelerate the bone
regeneration, it refers to having porous matrices and various cells and/or growth factors
combined and implanted. Therefore, nowadays, conveyor matrices including or not
including osteoinductive effective growth factor have been concentrated.

The aim of our study is to evaluate possible osteoinductive potential of FGF-2
and pB-tricalciumphospate combination in the critical size of bone defect model
histomorphically

In this study 48 wistar rats were used. There 5 mm defect get occured on the right
mandibula of each rat. 48 rats were seperated into three groups where each group
consisted of 16, namely the bone graft and bone graft + FGF-2 , and control. These
groups were also divided into 2 sub groups which were 7 days and 28 days in
themselves. The rats were sacrified on the 7th and 28th days. Tissue samples were

evaluated histomorphometricaly.
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After histomorphometric assessments this study reveals that FGF-2 might be a
molecule playing an important role during the early phase of the bone recovery and
vascularition during the recovery period.

Key words: Bone regeneration, graft materials, growth factors.
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1. GIRIS

Glinimiiz agiz, dis ve ¢ene cerrahisi uygulamalarinda, operasyonlardan sonra olusan
kemik defeklerinin tedavisine defektin biiyiikliigiine gore karar verilmektedir. Bu
konuda genel goriis 2 cm’den kiguk kemik defeklerinin primer olarak kapatilmasi, 2
cm’den daha biiyiik olanlarin ise Olii bosluklarin ortadan kaldirilmasi, enfeksiyon
olusmamasi ve yara iyilesmesinin sorunsuz tamamlanmasi i¢in greftlenmesi gerektigidir
(Artzi, 2008; Ellis, 1998).

Maksillofasiyal deformitelerinin tedavisinde dogal konturin devamliliginin
saglanmasi, ve iskeletsel yapinin yeniden sekillenmesi igin kemik greftleri
kullanilmaktadir. Kaburgadan, iliak ve tibial kemikten alinan otojen kemik her zaman
ilk tercih edilen greft tipidir. Ancak her zaman alinacak uygun bélgenin olmamasi ve
kontrol edilemeyen rezorbsiyon siiresi, elde edilen otojen kemik miktarinin bebek ve
cocuklarda ¢ok smirlt olmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Bu sebeplerle otojen
kemik grefti yerine ¢esitli allojen ve heterojen kemik greftleri kullanilmaktadir (Bauter,
2000; Jensen, 2007; Khan, 2000).

Sentetik kemik greftleri osteokonduktif 6zellik gosterirler. Bu tip materyaller,
otojen kemigin lizerlerine ve i¢ine dogru birikmesine izin verecek iskelet olusturarak
kemikle biitiinlesen, inert, dolgu malzemelerdir. Ayrica sentetik kemik greftlerinde
otojen kemiklerde gorilebilen hastalik bulastirma riski bulunmamaktadir (Horowitz,
1989; Moore, 2001; Schwarz, 2007).

B-trikalsiyumfosfatin (B-TCP) pordz, osteokonduktif, biyo-uyumlu, rezorbe
olabilen ve kemik apozisyonu igin ag teskil eden bir yapist oldugu bilinmektedir. Doku
icindeki rezorbsiyonu, yeni kemik apozisyonuna izin verecek bir hizda gergeklesir.
Ancak tek basina uygulandiginda, osteokondiiksiyon yalnizca defekte komsu kemik
ylizeylerinin yakininda goriliir. Bu nedenle otojen kemik iligi veya biiylime
faktorlerinin ilavesiyle greftin etkinligi arttirilabilir (Beck, 1991; Erbe, 2001; Whitman,
1997).

Fibroblast blyime faktor (Fibroblast Growth Factor: FGF) polipeptit buyime
faktorlerinin buyiik bir ailesini olusturmaktadir. Bunlardan bFGF (basic fibroblast
growht factor: FGF-2) 20’ den fazla farkli FGF proteinin i¢inde bulundugu heparin

baglayict biiylime faktorleri ailesinde yer alan endoderm, mezoderm ve ektoderm



kokenli bircok hicrenin proliferasyonu ve farklilasmasimi etkileyen bir biyime
faktoradir (Lin, 2007; Marie, 2003).

FGF-2 kemik matriks bilesenlerinden birisidir ve hiicre kiiltiiri ortaminda
osteoblastlardan salindig1 gésterilmistir. FGF-2, yeni damar olusumunu, hiicre
cogalmasini ve kollajen dis1 protein sentezini artirarak yara iyilesmesini etkiler. Ayrica
bFGF, osteoprojenitor hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagsmasini saglayarak fonksiyonel
osteoblastlarin sayisini artirir. FGF-2 kemik dokusunun gelisiminde, biiyiimesinde,
yeniden sekillenmesinde ve tamirinde rol oynar (Alan, 2007).

Calismamizin  amaci, FGF-2 ve (B-TCP) kombinasyonunun muhtemel
osteoindiiktif potansiyelini, rat mandibulas1 i¢in tanimlanmis olan kritik biiyiikliikteki

kemik defekti modelinde histomorfometrik olarak degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kemigin temel yapisi
Kemikler, insan viicuduna yapisal destek saglayip i¢ organlart koruyan, kalsiyum
depolayan, icerisinde kemik iligi bulunduran, viicut hareketlerini saglayan kaslarin
yapistig1 kompleks organlar sistemleridir (Bancroft, 1996; Gartner, 2001).

Eklem yiizeyleri disinda, tim kemikler periost ile ¢evrelenmistir. Periost kemige
sharpey lifleri araciligiyla yapisir. Periostun iist tabakasi yogun ve fibroz bag
dokusundan, kemige bakan alt tabakasi ise kemik yapici Oncili hiicrelerden olusur.
Kemik iligi bosluklar1 tek tabakali kemik yapici oncii hiicrelerden ve osteoblastlardan
olusan endosteum ile désenmistir (Bancroft, 1996; Gartner, 2001).

Normal bir eriskin iskeletinde iki tiir kemik goriiliir. Kortikal veya kompakt kemik
uzun kemiklerin aksi boyunca ve yassi kemiklerin dis yiizeyinde bulunur. Trabekdler
kemik, ekstremitelerin ve uzun kemiklerin kemik iligi odaklarinda, vertabralarda ve
yasst kemiklerin merkezinde bulunur. Trabekiiler kemik ag seklinde organize olmus,
her biri yaklasik 1mm. kalinligindaki kemik trabekiillerinden olusur. Kortikal kemige
gore daha az sert olmasina ragmen, Ozellikle femur basinda ve vertebralarda
trabekiillerin 6zel dizilimi sayesinde ylik taginmasi yoniinden ideal bir yapi olusturur.
(Bancroft, 1996; Fawcett, 2002; Gartner, 2001).

Kemigin {i¢ temel 68esi olan kollajen, mineraller ve hiicreler duragan olmayip
strekli olarak yenilenilirler. Bu yenilenme kemik uUzerine etki eden kuvvetlerle
baglantili olup, basing altindaki kemikte rezorbsiyon, gerilim kuvvetleri etkisi altinda
ise apozisyon gorilur. Olen hicrelerin yerine yenileri gegerken, kollajen ve mineraller
devamli olarak rezorbe edilip yeniden olusturulur. Remodelasyon adi verilen,
rezorbsiyon ve depozisyon islemleri arasindaki denge sayesinde kemigin sekli ve hacmi
neredeyse degismeden kalir. Depozisyon, rezorbsiyon kadar hizli devam edemediginde

kemigin porozitesi ve kirilganhigi artar (Bancroft, 1996; Gartner, 2001).

2.2 Kemik dokusunun kimyasal yapisi
Kemigin % 65’i minerallerden (inorganik matriks), %351 ise organik matriks, hucreler
ve sudan olusmaktadir. Inorganik matriks bily(ik oranda saf olmayan hidroksiapatitten
olusur.

Karbonat, sitrat, magnezyum, florid ve stronsiyum iyonlar1 ise bu yapinin i¢inde

kristaller halinde tutulur. Yaslanma ile birlikte kalsiyum ve karbonat orani artar, fosfat
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ve magnezyum orani ise azalir (Duthie, 1989). Organik matris %90 oraninda Tip I
kollajenden, %10 oraninda proteinlerden olusur (Jee, 2001; Gorski, 1998). Kollajen
kemigin lifli yapisim1 meydana getirir. Kollajen yapida olmayan osteokalsin,
osteopontin, ve kemik sialoproteinlerinin  mineraliazyonda rol oynadiklari
diistintilmektedir. (Jee, 2001; Gorski, 1998).

2.3 Kemik dokusunun morfolojik 6zellikleri

Femur, tibia, humerus gibi uzun kemikler, kemigin makroskobik yapisinin incelenmesi
i¢in klasik bir modeldir. Tipik bir erigskin uzun kemigi, merkezi silindir olan diyafiz ile,
uclarda genis yuvarlak olan epifizden olusur. Epifiz ile diyafizi birlestiren konik
kisimlara ise metafiz denilmektedir. Cogu kemiklerin uglar1 ortasindan kalindir ¢iinkii,
uclar artikiiler kartilajla cevrilidir ve ayni yiikii tasimak icin kemikten daha fazla
kartilaj dokuya ihtiya¢ duyulmaktadir. Artikiiler kartilaji destekleyen epifizal ve diafizal
kemik yapilar1 bu nedenle daha kalindir (Jee, 1998).

Kemiklerin dis ylizeyini 6rten dokuya periost ad1 verilir. Bu doku kortikal kemik
ile onu ¢evreleyen yumusak dokular ya da kaslar arasindaki baglantiy1 saglar. Eklem
yiizeylerinde tendon baglantilarinda ve sesamoid kemikte periost bulunmaz (Erimoglu,
1990; Hollinshead, 1985; Young, 2000). Periost iki katmandan olusur. Fibroz olan dis
kisim sharpey liflerini igerir. Sharpey lifleri periostun i¢ kismindan ilerleyerek ¢evresel
lamellerin igine ilerlerler. Periostun i¢ katmani olan kambiyum ise kemik htcreleri,
kemik onct hucreleri ve mikrovaskiiler yapidan zengindir. Burada erigkin mezenkimal
on hiicreleri, farklilagsmis osteojenik On hiicreler, osteoblastlar, fibroblastlar, kilcal
damarlar ve sempatik sinirler bulunur. Sempatik sinirler endosteum tabakasina gore bu
kisimda daha yogundur. Ancak bu farkliligin sebebi heniiz bilinmemektedir (Jee, 2001,
Meade, 1984). Damarsal igerik bakimindan zengin olan periost dokusunda ¢ok miktarda
endotelyal perisit hiicresi bulunur. Kilcal damarlarin endotel hiicreleri ile dogrudan
temas halinde olan perisitler osteoblastlara farklilasabilirler. Bu hiicreler osteoprojenitor
hiicre kaynagi olarak periostal kemik olusumuna katkida bulunurlar. Perisitlerin kiiltiir
ortaminda mineralize olarak alkalen fosfataz, osteokalsin, osteopondin ve kemik
sialoproteini sentezlerini gerceklestirebildikleri bildirilmistir (Jee, 2001; Erimoglu,
1990; Hussar, 2001).



2.4 Kemik tipleri
Mikroskobik olarak yapilan incelemeler sonucunda yapisal olarak iki farkli kemik
bulundugu ortaya ¢ikmustir: Bunlar primer (olgunlasmamis) ve sekonder (olgun kemik)

olmak iizere 2 kisimda incelenir (Revell, 1986).

2.4.1 Primer kemik dokusu

Primer kemik, kan damarlarinin yakinindaki osteoprojenitor hiicreler tarafindan prenatal
gelisme, biiyiime ve kemik iyilesmesi sirasinda tiretilir. Gegici bir kemik yapisi olup
yetiskinlerde, kafatasindaki yass1 kemik eklemlerinde, dis alveollerinde ve tendonlarin
kemige tutundugu bolgeler gibi birka¢ yer disinda yerini 3 yasindan sonra lameller
kemige birakir (Junguera, 1998). Primer kemik oldukca az mineral icerir ve mekanik
direnci azdir. Lameller kemige oranla daha kisa omiirliidir (Martin, 1989). Lamel

icermez ve sekonder kemik dokusundan daha fazla osteosit icerir (Martin, 1989).

2.4.2 Sekonder Kemik Dokusu
Sekonder kemik, genellikle yetiskinlerde bulunan kemik dokusudur. Kortikal ve
kanselloz olmak iizere iki farkli yapidadir.

Kortikal kemik, uzun kemiklerin diafizlerini ve metafizlerinin dis tabakasini
kaplayan, solid, kompakt bir dokudur. Erigkin insan iskeletinin yaklasik %80’i kortikal
kemikten olusur. Lamel adi verilen ve ancak mikroskopik olarak goriilebilen matriks
tabakalar icerir. I¢ ice gecmis halkalar gibi konumlanan bu lameller, kemigin uzun
eksenine paralel olarak dizilen Havers kanallarinin etrafinda bulunurlar. Belirli bir
bolgedeki kanallar ile onu cevreleyen lamellere ‘Havers Sistemi’ yada ‘osteon’ adi
verilir. Bu kanallarin icinde damar ve sinir paketi vardir. Kemik yiizeyine dik olarak
konumlanan diger kanal sistemine ise ‘Volkmann kanallari’ adi verlir. Bu kanallar
kemigin i¢ ve dis yiizeylerinin birbiriyle iletisimini saglarlar. Volkmann kanallari
icindeki damarlar havers kanallarinin igindekilerle baglantilidir (Duthie, 1989;
Hollinshead, 1985).

Kanselloz kemik yass1 kemiklerin kortikal tabakalari arasinda ve uzun kemiklerin
metafizinde bulunur. Viicut kemiklerinin hacimsel olarak %20’sini teskil eder.
kanselloz kemik, kompakt kemikten mikroskobik olarak farkliliklar gosterir. kanselloz
kemikte osteon bulunmaz. Makroskobik olarak trabekiill adi verilen plaklar ve
gbzeneklerden olusur. Bunlarin i¢inde kan damarlar1 ve kemik iligi bulunur ve kemik

iliginde bol olarak bulunan kan damarlarindan, sitoplazma uzantilar1 araciligiyla besin
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maddelerini alirlar. Trabekullerin dizilimi rastgele ve diizensiz degildir. Kemik

trabekdlleri gelen streslere, uygulanan yiiklere ve kemigin yapisina goére adaptasyon

gosterirler (Duthie, 1989; Jee, 2001; Gorski, 1998; Gehron-Robey, 1996).

2.5 Kemik hticreleri
Kemik dokusunda, hematopoetik sisteme ait olan kemik iligi hiicrelerinden baska dort

tiir kemik hiicresi vardir. Bunlar osteoprojenitr hiicreler, osteoblastlar, osteositler ve

osteoklastlardir (Bancroft, 1996; Gartner, 2001).

2.5.1 Osteoprojenitor Hcreler

Mitozla gogalabilen kemik yapict 6ncil hiicreler olup, periostun i¢ tabakasinda, havers
kanallarinda ve endosteumda bulunurlar. Embriyonik mezenkimden koken alan bu
hicreler osteoblastlara farklilasabilirler. Diigiik oksijen konsantrasyonlarinda
kondrojenik hicrelere de dontisebilirler. Osteoprojenitor hiicreler sekilleri itibariyle
fibroblastlara benzerler, soluk boyanan bir sitoplazmalari ve yine soluk boyanan tek bir
cekirdekleri vardir. Kemikte biliylimenin yogun oldugu donemlerde daha aktiftirler

(Duthie, 1989; Fawcett, 2002; Gartner, 2001).

2.5.2 Osteoblastlar

Osteoblastlar kemigin organik komponentlerinin sentezinden sorumludur ve kemik
olusumunun devam ettigi yiizeylerde gorilir. Bazofilik sitoplazmali ve kemik
yiizeyinin distaline dogru eksentrik konumlu cekirdekleri tipik 6zellikleridir.
Osteoblastlar kemik yapici hiicreler olup, osteoid dokuyu, kemik matriksini olusturan
Tip | kollajeni, glikoproteinleri, proteaglikanlari, osteokalsin, osteonektin, osteopontin,
osteoprotegerin gibi bazi proteinleri salgilarlar. Kemik yapici gorevleri sona erdiginde
olusturduklart  matriks  igerisinde  osteositlere  doniisiirler.  Ayrica  kemik
rejenerasyonundaki gorevleri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini ¢ekmeye devam eden,
bone morphogenetic proteins (BMP), transforming growth factor (TGF), insiilin growth factor
(IGF-1) ve IGF-I, interleukin-1 (IL-1), platelet derived growth factor (PDGF) gibi sinyal
proteinlerini salgilarlar. Osteoblastlarin yilizeyinde ¢esitli hormonlar, vitaminler ve
sitokinler icin reseptorler de bulunur (Bancroft, 1996; Cormack, 1993; Fawcett, 2002;
Gartner, 2001; Lynch, 1999b).



2.5.3 Osteositler

Osteositler kalsifiye kemik matriksi icindeki lakiin denilen kiiclik bosluklarda yer
alirlar. Lakiinler birbirlerine ve kan damarlarina hiicrelerin metabolizma faaliyetlerinin
devamliligin1 saglayan kanalikiil ad1 verilen kii¢iik kanalciklar ile baghdir. Osteositler
icinde bulunduklari lakiin ile ayni sekilde olup, cekirdekleri yassilagsmistir. Kemige etki
eden kuvvetler karsisinda osteositler sikfik adenosine monofosfat (CAMP), osteokalsin ve
IGF salgilarlar. Bu faktorlerin salgilanmasini takiben pre-osteoblastlarin sayisi artarak
kemikte remodelasyon ve yeni kemik apozisyonu goérulir (Bancroft, 1996; Gartner,
2001).

2.5.4 Osteoklastlar

Osteoklastlar kemik yikici hiicreler olup, 4 ile 40 arasinda degisen sayida c¢ekirdekleri
ve sitoplazmalarinda da bir ka¢ adet mitokondrileri bulunur. Cekirdekleri hicrenin
diizgiin konturlu iist ylizeyine yakin konumlanmistir. Diizensiz sinirlart ve osteoid
dokunun olmayis1 karakteristik 6zelligidir. Rezorbe olan kemik yiizeylerinde, tek olarak
veya gruplar halinde gorilirler. Osteoklastlar1 kendi olusturdugu Howship lakini
denilen kavitelerde gormek mumkundlr. nterfokin (1, 3, 6 ve 11), tumor necrosis factor-o
(TNF-0) ve transforming growth factor-« (TGF-a)’nin osteoklast olusumunu diizenleyen
faktorler oldugu diisiiniilmektedir (Bancroft, 1996; Cormack, 1993; Gartner, 2001;
Lynch, 1999D).

2.6 Kemik olusumu
Kemik olusumu 2 farkli sekilde gercgeklesir.
1-Intramembrandz kemik olusumu (dogrudan kemiklesme)

2-Endokondral kemik olusumu ( dolayli kemiklesme)

2.6.1 intramembranéz kemik olusumu

Intramembrandz kemik olusumunda, bag dokusu bir kalip olusturarak yeni kemik
birikimine yardimci olmaktadir. Mezenkim hiicreleri c¢evrelerindeki membranda
damarlanmanin artmasiyla osteid madde sentezini gergeklestiren osteoblastlara
farklilagirlar. Bunu osteoid maddenin kalsifikasyonu izler (Erbe, 2001; Klinge, 1992).
Kiiciik adaciklar seklinde baslayan kalsifikasyon odaklar1 zamanla birleserek

trabekiilleri yani olgunlagsmasini tamamlamamis olan primer kemigi veya orgii kemigi



olustururlar ve bdylece agsi trabekiiler yap1 saglanmis olur. Periferde yeni trabekuller
olustukca kemigin boyutlar: artar. Ileride kompakt kemigi olusturacak olan kisimlarda
trabekiiller kalinlasmaya devam eder ve orgli kemik kompakt kemikle yer degistirir.
Kalinlasan trabekiillerin aralarinda kalan vaskiiler yapilar da volkmann kanallarini
olusturur. Kalsifiye olmadan kalan mezenkimal dokular gelisen kemigin periostunu ve
endosteumunu olustururlar. (Bancroft, 1996; Fawcett, 2002; Gartner, 2001; Lynch,
1999b). Iskelet sistemindeki kafa kemiklerinin kalvaryumu yapan kisimlari yiiz
kemiklerinde, mandibulanin processus coronoideus ve simfizis digindaki bolgelerinde

goralur (Erbe, 2001; Klinge, 1992).

2.6.2 Endokondral kemik olusumu

Uzun kemiklerin govdesini olusturan kismina diyafiz, eklem uglarmma da epifiz adi
verilir. Uzun kemiklerin gelisiminde once bu kemigin mezenkim dokudan hyalin
kikirdak yapida kiigiik bir taslagi olusur. Daha sonra bu kikirdak taslak apozisyonel
biiyiime yoluyla daha uzun bir sekil alir. Bu modelde hem apozisyonla bliyiime hem de
interstisyel biliylime goriiliir. Kikirdak modelin dig yiizeyine yeni kikirdak ilavesi
seklindeki apozisyonel biiyiime, daha ¢ok kalinligin artmasindan sorumludur. Kikirdak
modelin ig¢indeki hiicrelerin boliinmesiyle gergeklesen interstisyel biiyiime ise daha ¢ok
ekstremitelere dogru gerceklesir ve dolayisiyla uzunlugun artmasindan sorumludur
(Bancroft, 1996; Gartner, 2001; Lynch, 1999b).

Kemigin i¢ kismini olusturacak olan kikirdak modelin ortasindaki kondrositler
hipertrofik olmaya baslayarak oliirler. Bunun sonucunda, kikirdak doku merkezden
baslayarak kemigin her iki ucuna dogru kalsifiye olmaya baglar. Dis yiizeyde
perikondriyal hiicrelerin osteoblastlara baskalagsmasi ile kemiklesme baslar. Ayni
zamanda kapiller damarlar hipertrofiye olduktan sonra dejenere olan kondrositlerin
arasina dogru prolifere olarak, kikirdak modelin merkezindeki kalsifiye alana kadar
ilerlerler. Yiizeyden igeri dogru ilerleyen osteoblastlar da kisa bir siire sonra kalsifiye
olacak olan osteoid dokuyu olustururlar (Bancroft, 1996; Gartner, 2001; Lynch,
1999b). Kondrosit hiicreleri dejenere olduktan sonra genis bosluklar meydana gelir.
Periost kikirdak taslagin {lizerinde ince yeni bir tabaka kemik dokusu olusturur. Ayni
anda ilkel mezenkim dokusu ve kan damarlar1 kikirdak taslagin i¢cindeki bosluklart istila
eder. Bu mezenkim dokusu daha sonra osteoblastlara ve kemik iligi hiicrelerine
doniisiir. Osteoblastlar kikirdak matriksin kalintilarinin yiizeyinde bir hiicre tabakasi

meydana getirerek ags1 kemigi olusturmaya baslar (Erimoglu, 1990; Meade, 1984).
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Kopriiciik kemigi disinda kalan uzun kemiklerin, legen kemiklerinin, omurganin

ve kafa tabaninin kemiklesmesi bu yolla gergeklesir (Erimoglu, 1989; Meade, 1984).

2.7 Kemik onarimi

Kemik kirilmasindan sonra, yarali bolgede genel doku tepkimeleri gortlir. Bunlar
kanama ve graniilasyon dokusunun olustugu pihtilasma olaylardir. Graniilasyon dokusu,
vicudun bir yabanci cisme, harabiyete, yaralanmaya veya enfeksiyonlara karsi
savunmasi sirasinda olusan 6zellikle histiyosit ve lenfositlerden meydana gelen bir doku
cesididir. Pihtilagma siirerken graniilasyon dokusu daha yogun bag dokusu haline
doniistir. Bu doniisiim sirasinda, yapisinda bol miktarda kollajen fibrillleri bulunduran
fibrili kikirdak ve kikirdak dokusu gelismeye baslar. Boylece kirik pargalar arasindaki
bosluk, bag ve kikirdak dokusundan olusan ve kanamayi saglayan bir doku ile
doldurulur. Kirik pargalar arasindaki yeni oOnciil kemik dokusu, periostum ve
endosteumun dipteki tabakalarinda bulunan osteoprojenitor hicrelerin aktivasyonuyla
olusturulmaya baslanir. Boylece periostun altindaki trabekiillerin ags1 yapisi olusur.
Endosteumdan kaynaklanan yeni kemik olusumu da kemik iligi boslugunda yer alan
taze kikirdagimsi doku etrafinda olusur. Endokondral kemik olusumunda oldugu gibi,
fibrilli kikirdak dokusunun kemiklesmesi, kemigin derece derece bu dokuyla yer
degistirmesiyle tanimlanir. Kirik boélgedeki kemik olusumu, iki kirik ucta yeni
sungerimsi kemik meydana gelince hemen hemen tamamlanmis olur (Gartner, 2001;
Lynch, 1999D).

Kemik rezeksiyonu ve kiiretaj gibi kemik kaybina yol agan cerrahi girisimler ve
travma kemik dokusunun zarar goérmesine, kemik htcrelerinin 6limine, periostun
devamliliginin bozulmasina yol acar. Yaralanma sonucu olusan enflamatuvar yaniti
kompleman aktivasyonu, hiicrelerin sinyal alig verisi izler. Operasyonun amacina ve
patolojinin niteligine gore, kemigin kiiretaji ya da rezeksiyonu sirasinda yumusak
dokularin ve vaskiiler yapilarin gordiigii zararlar da farklidir. Kemigin opere edilen
bolgesini besleyen kan damarlarinda, zarar gordiikleri yerden baglayarak en yakin
anastamoz yerine kadar olan kisminda dolasim durur. Bunun sonucunda etkilenen
kisimda osteositler oliir ve kemikteki zedelenme bdlgesi genisler. Periost ve kemik iligi
vaskiiler yonden zengin oldugundan zedelenme boélgesinde kemikte oldugu gibi
genisleme gozlenmez. Zarar goren dokularin proteolitik yikimi sonucu ortaya c¢ikan
kemotaktik faktorler monositleri ve makrofajlar1 bolgeye c¢eker. Aktive olan

makrofajlardan FGF salgilanir ki, bu da endotel hiicrelerinden plasminojen aktivatori
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ve prokollajenaz ekspresyonuna yol agar. Degraniile olan trombositlerden salinan
biytime faktorleri, polimorf kdkenli l6kositler (PMN), lenfositler, monositler ve
makrofajlar i¢in sinyal niteligini tasir. Trombositler, kan pihtilagmas1 yaninda,
mediyator gorevi yapan PDGF, TGF-B ve FGF gibi iytime faktorlerini de salgilarlar
(Gartner, 2001; Lynch, 1999b).

Yaralanmanin oldugu alanda, oksijen konsantrasyonu ve pH azalinca, debrisi ve
mikroorganizmalar1 ortamdan uzaklastiracak olan PMN’ler ve makrofajlar i¢in uygun
bir ortam olusur. Buna ek olarak makrofajlar, yara tamiri devam ederken hiicresel
aktiviteyi arttirip, hiicrelerin ihtiyaca uygun olarak baskalagsmasini, ¢ogalmasini ve
kemotaksi gostermesini saglayan biiyiime faktorlerini iiretirler. (Lynch, 1999b).

Bag dokusundan kaynakli kapiller damarlar ve fibroblastlar, operasyon bolgesinde
olusan kan pihtisinin igine dogru, prolifere olarak graniilasyon dokusunu olustururlar.
Granllasyon dokusunda kan damarlari, hiicreler ve c¢esitli kollajen tipleri bulunur.
Kollajenin en az 18 ayr tipi olup, Tip I kemikte, Tip II kikirdakta, Tip Il ve V
grantlasyon dokusunda, Tip IV ve VI endotelyumda ve Tip X hipertrofik kikirdakta
bulunur. Biiyiime faktorleri kollajen tiplerine segici olarak baglanirlar. Bu segiciligin,
blylme faktorlerinin korunarak hedef hicrelere ulasmasinda ve hiicre ile biiyiime
faktorti iligkisinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi One siiriilmiistir. (Lynch,
1999b).

Periosttan, kemik iliginden ve endosteumdan kaynaklanan osteoprojenitor
hicreler, biiytime faktorlerinin kemotaktik etkisi ile osteoblastlara ve kondroblastlara
farklilasarak, gecici matriks gorevi yapan granilasyon dokusunda tamir islemine
baslarlar (Gartner, 2001; Lynch, 1999b). Hiicrelerin farklilasmasi ve hiicreler arasi
matriksin olgunlagsmasi sonucu birka¢ hafta icerisinde kallus olusur. Kallus,
damarlardan, stromaya ait Urlinlerden, kikirdak dokusundan olusur. Kikirdak zamanla
orgli kemige, orgii kemikde kompakt kemige dontisur. Kallus kirigin stabilizasyonunu
saglar. Stabilizasyon yeterli degilse kirik yerinde kikirdak olusumu artar, stabilizasyon
yeterli ise kemik rejenerasyonuyla kemik eski formu ve fonksiyonu kazandirir. Kirik
rediikte edilip fiksasyon saglandiginda kikirdak olusumu  goézlenmeksizin
intramembrandz yolla kemiklesme gergeklesir (Lynch, 1999b).

BMP’lerin ve kallusun kirik iyilesmesi siirecindeki rolleri heniiz tam olarak
anlasilabilmis degildir. Ancak BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-6 ve BMP-7’nin kirik

iyilesmesi sirasinda anjiyogenez ve hiicrelerin farklilagsmasi ile ilgili proteinler oldugu
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bilinmektedir. Hiicre gruplar1 ve biiylime faktorlerinin karsilikli etkilesimi sonucunda 6-
8 hafta icerisinde kirigin fonksiyonel iyilesmesi saglanmis olur (Lynch, 1999b).

Fonksiyonel 1iyilesmeyi takiben remodelasyon go6zlenir. Remodelasyonda,
kemigin belli bir bolgesindeki osteoblastlar, paratiroid hormon gibi c¢esitli sinyal
proteinlerinin etkisi altinda yerlerini terkederek osteoklastlara birakirlar. Ancak
osteoklastlarin terkedilen yerlere tutunarak rezorbsiyona baslamalarini ve zamani
gelince rezosbsiyonu durdurmalarini saglayan sinyaller heniiz belirlenememistir
(Lynch, 1999D).

2.8 Kemik Defektlerinin Onariminda Kullanilan Materyaller

Genellikle rekonstriktif amacla biyolojik ortama yerlestirilen ve ¢evre dokularla uyum
icinde olacak sekilde hazirlanan gelismis materyallere biyomateryal denir. Bunlar,
cesitli nedenlerle kaybedilmis ya da deforme olmus organ veya dokularin onariminda ve
fonksiyonlarin yerine konmasinda kullanilan dogal veya yapay  materyallerdir
(MacNeill, 1999; Manjubala, 2001; Marinak, 1989; Tadjoedin, 2003; Tuksan, 1999;
Urist, 1970; Walters, 2003). Oral ve maksillofasiyal bdlgede atrofik maksilla ve
mandibulanin rekonstriiksiyonunda, konjenital, travmatik, dejeneratif, enflamatuar,
enfeksiyoz, Kistik ve neoplastik orjinli deformitelerin giderilmesi gibi durumlarda
kemik greftlerine gereksinim duyulmaktadir. Giinlimiizde bu amagla otojenik, allojenik
ve alloplastik kemik greft materyalleri kullanilmaktadir (Begley, 1993; Bifano, 1998;
Gomi, 1993; Jee, 2001; Yukna, 2002).

2.9 Kemik greftlerinin islevleri

2.9.1 Osteogenezis

Bir materyalin dogrudan osteoblastlar ile yeni kemik yapabilme kabiliyetine
osteogenezis denir. Osteogenezde kemik greft materyalleri, direkt olarak osteoblast
hiicrelerinden kemik olusturma kapasitesine sahip organik materyaller icerirler.
Osteogenezisi yapan kemik grefti materyalleri canli kemik hiicrelerinin bir bilesimidir.
Bu nedenle osteogenetik karaktere sahip tek greft otojen kemiktir. Dokuda
farklilasmamis mezenkim hiicrelerinin olmadigi ortamlarda bile, bu tiir oraganik
maddeler osteogenez kabiliyetine sahiptir (Akal, 1995; Den Boer, 2003; Giiven, 2000;
Pompili, 1998; Tuksan, 1999).
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2.9.2 Osteoinduksiyon
Greft uygulanan dokuda kemik biiyiimesinin stimiilasyonu, farklilasmamis mezenkimal
kok hucrelerinin osteoblast veya kondroblastlara doniisiimii ile gergeklesir. Kemik

allogrefi degisik genetik yapiya sahip, farkli insanlardan alinan kemik dokularindan elde

edilir (Akal, 1995; Gomi, 1993; Kirschner, 2001; Pompili, 1998; Tuksan, 1999).

2.9.3 Osteokondiiksiyon

Komsu kemik bdlgesinden kemik apozisyonu ve hiicre gocii ile kemik olusumunun
saglanmasidir. Osteokondiiktif materyaller ektopik bdlgelerde kemik olusumunu
gerceklestiremezler. Bu yilizden; osteokondiiksiyon, kemik veya farklilasmamis

mezenkimal hiicre varliginda meydana gelir (Akal, 1995; Pompili, 1998; Tuksan, 1999).

2.10 Ideal bir greft materyalinde olmasi gereken ozellikler
1) Biyolojik olarak uyumlu olmalidir.
2) Biyoinert, biyokompatibl olmalidir.
3) Osteojenik veya osteokondiktif olmalidir.
4) Yuzey porozitesi olmalidir.
5) Kolay sterilize edilebilmelidir.
6) Enfeksiyona direngli olmalidir.
7) Cevre dokular etkileyebilecek renk 6zellikleri olmamalidir.
8) Toksik ya da antijenik etkiye sahip olmamalidir.
9) Karsinojenik olmamalidir.
10) Kolay sekillendirilebilmelidir.
11) Kirilmaya ve biikiilmeye kars1 direngli olmalidir.
12) Rezorbsiyona direngli olmalidir.
13) Uygulama hasta tarafindan kabul edilebilir olmalidir.
14) Operatif ve postoperatif komplikasyonu minimal olmalidir.
15) Basarisizlik durumunda kolaylikla ¢ikarilabilmeli veya kesilebilmelidir.
16) Saklanmasi ve depolanmasi kolay olmalidir.

17) Pahali olmamali ve kolay elde edilebilmelidir.
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2.11 Greft materyallerinin icinde bulunduklar: doku ya da organ ile iliskileri:

2.11.1 Biyokompatibilite: Biyokompatibilite greftin girdigi ortamdaki biolojik
uyumlulugunu ve ilgili organa ait kesintiye ugramis fonksiyonlar1 yeniden
sagkalayabilme 0zelligidir. Kullanilan materyalin alici bdlgede c¢evre dokularina

uyumlu olmasi gereklidir (Gliven, 2000; Haug, 1999; Ozyuvaci, 2001; Tuksan, 1999).

2.11.2 Biyofonksiyonalite: Yerlestirilen ortamda fonksiyon sirasinda, materyalin
etkisinde kaldig1 kuvvetler karsisinda degisime ugramamasidir. Aksi takdirde
materyalin biyofonksiyonalite yoninden yetersiz oldugu diisiiniilebilir (Guven, 2000;
Haug, 1999; Ozyuvaci, 2001; Tuksan, 1999).

2.12. Greft cesitleri

Oral ve maksillofasiyal cerrahide, travmalar1i ve cesitli patolojileri tedavi etmek
amactyla yapilan miidaheleler sonucu olusan kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda,
kaybedilen fonksiyon ve estetigin tamirinde kullanilan materyaller ve stratejiler

asagidaki gibi siniflandirilabilir.

2.12.1 Otogreftler

Bireyin bir bdlgesinden alinip bagka bir bolgesine yerlestirilen ve osteogenezis i¢in
gerekli olan hiicresel elemanlar1 tasiyan, vaskilarize veya non-vaskilarize greft
materyallerine otogreft denir. Agiz dis1 verici alanlar olarak; anterior veya posterior
stiperior iliak kemigin ilium kismindan operatif olarak veya ponksiyon biyopsisi ile
alinan otojen hematopoetik ilik / siingerimsi kemik, tibia, fibula, kafatas1 ve kostalardan
alman greftler biiyiik defektlerin rekonstriiksiyonunda kullanilabilir. Agiz i¢i verici
alanlar ise; simfiz, tiber maksilla, mental boge, dissiz kret veya retromolar bolgelerdir.
Bu greftlerin osteokondiiktif ve osteoindiiktif olmalarinin yaninda, verici sahada olusan
ikinci bir yaranin varligi, islemlerin zaman alict olmasi, hasta i¢in oldukga travmatik
olmas1 ve greftin alindig1 bolgeye gore degisen komplikasyonlarin ortaya g¢ikabilmesi
gibi dezavantajlar1 da vardir (Kenley, 1993; Lynch, 1999d ; Marchena, 2002;
Oikarinen, 1997; Raghoebar, 2001).
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2.12.2. Allogreftler

Allogreft ayni tiirden fakat genetik olarak aliciyla hicbir benzerligi olmayan canlilardan
aliman dokulara denir. Kemik allogreftleri, degisik genetik tipte farkli insanlardan,
kadavralardan veya kal¢a kiriklar1 gibi insanlardan ¢ikarilan kemiklerden elde edilirler.
Daha sonra bir seri islemlere tabi tutularak kemik bankalarinda muhafaza
edilirler Bunlar osteokondiiktif olup ayrica otogreftlerle kiyaslanabilir diizeyde
osteoindlktif kapasiteye sahiptirler. Dondurulmus kemik, dondurulmus-kurutulmus
kemik, demineralize dondurulmus-kurutulmus kemik olmak Uzere U¢ tiptir. Kemik
dokusunun, alictya nakledilmeden 6nce herhangi bir aktarilabilir patolojik 6zelligi
kalmayacak sekilde aseptik bir doku haline getirilmesi konusunda ¢ok titiz olunmalidir.
Aksi takdirde insan bagisiklik yetmezligi virusu (HIV) , Hepatit B virusu (HBV),
Hepatit C virusu (HCV); Creutzfeldt-jakob hastaligi (CJD), Treponema pallidum,
Mycobacterium tuberculosis kolayca alicilara bulasabilir. Alinan tim 6nlemlere
ragmen, heniiz teshis edilmemis HIV + bir dondrden allogreft alinmast olasiligi yaklagik
olarak 1:1,600,000 olarak bildirilmistir. Ayrica bu greftler alic1 tarafindan reddedilme,

asir1 rezorbsiyon gibi dezavantajlara da sahiptirler (Boyan, 1999)

0 Fenestrasyonlarin kapatiimasi

0 Mindr kret augmentasyonu
o0 Dis ¢ekimi sonrasi alveol soketlerinin doldurulmas:
o Sinus yukseltme operasyonlar

o0 Dehissenslerin ve implant gevresi defektlerin kapatilmasi

2.12.3 Heterogreftler

Bunlar allojen kemik greftlerinin elde edilisine benzer metodlarla tiretilen farkl tiirlerin
verici olarak kullanildig1 greftlerdir. Sigir veya tavsanlardan elde edilmis spongioz
kemik greftleri ile mercan kokenli kalsiyum karbonat bunlara 6rnek olabilir. Bu
materyallerin en 6nemli 6zelligi, dogal kemik minerallerini tasimalari ancak organik

komponentlerinin olmamasidir. Bu greft materyallerinde de enfeksiydz hastaliklarin
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bulasmasi1 ve greftin reddi gibi olasiliklar mevcuttur (Aichelmann-Reidy, 1998; Kenley,
1993).

2.12.4 Alloplastik Materyaller (Kemik Yedek Materyalleri)

Bir kemik yedek materyalinin kemik rejenerasyonunu kolaylastirabilmesi i¢in, normal
hlicre buyumesi ve fonksiyonuna izin verecek fiziksel, kimyasal ve mekanik dzellikleri
olmalidir. Bu 6zelliklerin tiimiine sahip bir alloplastik materyal heniiz elde edilememis
olup, herbirinin digerine iistiin ve/veya zayif yonleri bulunmaktadir. Mercan ve sigir
kokenli hidroksilapatit disindaki tiim alloplastik materyaller sentetik olarak elde
edilirler. Osteokonduktifdirler ve kalsiyum iceren implantlarin ylizeyine viicuda
girdikten kisa bir siire sonra apatit depozisyonunun basladigi, bir¢ok in vitro ve hayvan
caligmalarinda gosterilmistir. Yiizeydeki apatit tabakasi, muhtemelen proteinleri
absorbe ederek ve kemik hiicrelerinin tutunmasina yardimci olarak implante edilen
materyalin alic1 kemigiyle birlesmesini saglar (Lynch, 1999a).

Porozotilerine gére yogun, makropordz veya mikropordz olarak siniflandirilabilen
alloplastik materyaller kristal veya amorf yapida olurlar. Graniiller halinde veya
istenilen bir sekilde kaliplara dokiilerek kullanilabilirler. Alloplastik materyaller,
biyoseramikler, biyoaktif camlar ve polimerler olarak gruplandirilabilir. (Lynch,
1999d).

2.12.4.1 Biyoseramikler
Hidroksilapatit ve trikalsiyum fosfat guvenilir ve tolere edilebilirligi yiiksek

materyallerdir.

2.12.4.1.1 B-trikalsiyumfosfat

Pordz yapidadir ve rezorbe olabilir. Genel olarak agirlik¢a yaklasik %39 kalsiyum ve
%20 fosfor icerir. Kalsiyum ve fosfat oram1 kemiktekine benzerlik gostermektedir.
Kemik apozisyonu icin bir ag teskil eder ve greft rezorbe olduk¢a olusan yeni kemik ile
yer degistirir. Rezorbsiyon hizi materyalin kimyasal yapisina, porozitesine ve partikil
biiyiikliigiine baghdir. Osteokondiiktif olup yeni kemik apozisyonu i¢in fiziksel bir
matriks gorevi goriir. Materyalin birbiriyle baglantili porlardan olusan, bir yapisi vardir.
Implante edilmeden dnce veya implante edildigi yerde, kan ve doku sivilarini kapiller
etki ile bunyesine alarak hicreler, sinyal proteinleri ve metabolizma faaliyetleri igin

uygun bir ortam olusturur. Trikalsiyumfosfat osteojenik veya osteoinduktif
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materyallerle birlikte kullanilabilir (Beck, 1991; Erbe, 2001; Laffargue, 2000; Lynch,
1999d).

B-trikalsiyumfosfat poroz, diisik yogunluga sahip olup, ortalama 1-2um
bilyiikliigiindeki partikiillerinin “fightly fusion” olarak isimlendirilen hafif flizyonuyla
elde edilmistir. Materyalin elde edilmesinde kullanilan primer partikillerin boyutlarinin
kiiclik olmasi poroziteyi arttiran bir etkendir. Bu sayede elde edilen matriksdeki porlarin
%90°1 birbiriyle baglantili olup, por genisligi 1um ile 1000pm arasinda degismektedir
(Erbe, 2001).

2.12.4.1.2 Hidroksilapatit (HA)

Kemigin primer inorganik komponenti olup, Sentetik yolla elde edilebildigi gibi organik
kokenli olarak da elde edilebilir. Organik kdkenli olan HA 250-500 milimikron ¢apinda
porlar icerirken, sentetik yollarla elde edilenler ise por icermeyen solid bir yapiya
sahiptir. Temel yapisinda yer alan kalsiyum fosfat karisiminin, islemlere tabi
tutulduguna bagli olarak Ozellikleri farklilagir. Rezorbe olabilmesi hidroksilapatitin
olustugu sicaklhiga baghdir. Organik igerigi kimyasal yollarla ekstrakte edilmis olan
anorganik sigir kemigi de, HA yapisinda olup rezorbsiyonunda HA’den farkli olarak
osteoklast benzeri hiicreler rol oynar (Aichelmann-Reidy, 1998; Kenley, 1993; Lynch,
1999d).

2.12.4.1.2.1 Rezorbe Olmayan HA

Sinterizasyonla (partikiillerin eriyerek birlesmsesi olay1) yiiksek sicakliklarda
hazirlandiginda, HA rezorbsiyona ve biodegradasyona dayaklidur. Nonpowz, yogun
ve blyuk kristalli yapidadir. Yogun HA greftler osteofilik ve osteokondiiktif 0zellikte
olup, dncelikle inert ve biyouyumlu yer dolduruculardir (Aichelmann-Reidy, 1998).

2.12.4.1.2.2 Rezorbe Olan HA
Diisiik sicaklikta islem goérmiistiir. Sinterize edilmemis ve amorf yapida oldugundan,
rezorbsiyonu devam ederken osteokondiiksiyon yoluyla kemik yapimini saglar ve

kemik icin bir mineral deposu vazifesini gorir (Aichelmann-Reidy, 1998).

2.12.4.2 Biyoaktif Camlar
Kemiktekine benzer oranlarda kalsiyum tuzlarindan, fosfattan, kemik mineralizasyonu

icin gerekli olan sodyum tuzlarindan ve silikondan olusur. Amorf yapida olup, kristal
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yap1 igermez. Por6z yapida olmadigindan dokularin ve kan damarlarinin materyal i¢ine
biiylimesi engellenmis olur. Bu materyalle ilgili caligmalar devam etmekte olup, konak
hiicreleriyle hizla reaksiyona girmesi, bag dokusu ve kemik kollajenine kimyasal olarak
baglanmasi énemli 6zelliklerindendir. SIO,, CaO,, Na,O, P,0s igerir ve greft ylizeyinde
olusan karbonat ile reaksiyona girmis HA katmam sayesinde kemige baglanir.
Biyoaktivitesi yiiksek oldugundan implante edildikten birka¢ dakika sonra dokularla
reaksiyona girmeye baslar. Sonug olarak, kemik yapici hiicreler partikiillerin yiizeyinde
koloniler olusturup burada kollajen yapimina baslayabilirler. Olusturulan kollajen
yilizeydeki partikiillere yapisarak yumusak doku igindeki stabilizasyonlarin1 saglar
(Aichelmann-Reidy, 1998; Lynch, 1999d).

2.12.4.3 Polimerler

Polimerler mineral kdkenli materyallere alternatif olarak gelistirilmistir. Aranan klinik
Ozellige gore polimerlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirmek mumkiindiir.
Belirli bir klinik uygulamaya yonelik olarak arzu edilen sekilde ve buyiklikte
uretilebilirler (Boyan, 1999).

2.12.4.3.1 “Hard Tissue Replacement” Polimerleri (HTR Polimerleri)

Biyouyumlu, mikropor6z yapida  kompozit bir polimerdir. Polimetilmetakrilat
(PMMA), polihidroksimetilmetakrilat (PHEMA) ve kalsiyum hidroksit icerir. Polimer
yavas rezorbe olur ve 4-5 yil i¢cinde yerini kemige birakir. Kemik i¢i cep ve furkasyon
defektlerinin tedavisinde, kret augmentasyonunda ve g¢ekim sonrasi alveol kemiginin
korunmasinda da basarili oldugu bildirilmistir (Aichelmann-Reidy, 1998; Lynch,
1999d).

2.12.4.3.2 Polilaktik Asit (PLA), Poliglikolik Asit (PGA) ve Bunlarin Kopolimerleri
(Polilaktik / Poliglikolik Asit [PLA / PGA])

Bu materyaller tamamen rezorbe olabilirler. Vucutta hidrolize olarak CO; ve H,0O aciga

cikarirlar. Ancak rezorbsiyon sirasinda klinik olarak farkedilebilecek diizeyde

enflamasyona yol agtiklarindan PLA / PGA oranlari degistirilerek daha diizenli bir

rezorbsiyon sekli gosteren ve daha az enflamasyon yaratan tipleri piyasaya

strilmektedir.  Genellikle  kemik  blyime faktorleriyle kombine edilerek

kullanildiklarindan tastyict matriks niteligindedirler (Boyan, 1999; Isaksson, 1993).
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2.12.5 Kompozit Greftler

Birden fazla greft ve/veya kemik yedek materyalinin kombinasyonundan olusurlar.
Genellikle otojen greft materyali ile bir alloplast veya bir allogreft karigimindan
olusabilecegi gibi bunlarin g¢esitli biliylime faktorleriyle kombinasyonlar1 da
kullanilmaya baglanmigtir. Kompozit greft kullaniminda amag¢ implante edilecek
materyal miktarmi arttirirken verici sahada olusan travmayr sinirlamaktir. Ayrica
osteoindiiktif veya osteojenik materyallerden en iyi sonuclar1 alabilmek i¢in ¢esitli

tastyict matrikslerle kombine edilerek kullanilirlar (Kenley, 1993).

2.13 Membranlar

Oral cerrahide ve periodontolojide, yonlendirilmis doku rejenerasyonu uygulamalarinda
kullanilirlar. Yonlendirilmis doku rejenerasyonunda amag, hiicrelerin gecisine izin
vermeyen bir membranla kemik defektini kapatarak, defektin icine fibroz doku
proliferasyonunu Onlemek ve bdylece kemigin rejenere olmasina izin vermektir.
Yonlendirilmis doku rejenerasyonunu diizenleyen hiicresel ve biyolojik olaylar tam
olarak ag¢iklanamamistir. Membranlar, kemik grefti uygulamalarindan sonra veya

sadece kanla dolmasi saglanmis kemik defektlerinde kullanilabilir (Lynch, 1999c).

2.13.1 Rezorbe Olmayan Membranlar

Doku icerisinde ¢oziunmezler. Bunlar Politetrafloretilen (PTFE), poliasetal ve silikon
yapisinda olabilirler. ikinci bir operasyonla bulunduklari yerden cikarilmalari gerekir.
Giliniimiizde, yeni nesil rezorbe olan membranlarin rezorbsiyon siireleri, yeni kemik
olusumuna izin verecek kadar uzatilmis ve rezorbsiyonlar sirasinda olusan enflamasyon
minimuma indirilmistir (Dupoirieux, 2001).

2.13.2 Rezorbe Olan Membranlar

Yerlestirildikleri bolgede zaman igerisinde kimyasal olarak c¢oziinme 06zelligine
sahiptirler. Bunlar, kollajen, poliiiretan, PLA, PGA ve PLA/PGA kombinasyonlaridir
(Nielsen, 1992).
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2.14 Bazik Fibroblast Bluyume Faktort (bFGF, FGF-2)

bFGF(FGF-2), 20 den fazla farkli proteinin i¢inde bulundugu heparin baglayici bitytime
faktorleri ailesinde yer alir ve 16.5 Kda molekiil agirligina sahiptir (Tang, 1996; Marie,
2003). FGF-2, hiicre diizeyinde etkisini, fibroblast buyume faktorl reseptorlerine
(FGFR) baglanarak gerceklestirir. Bliylime faktorii ve reseptoriiniin baglanmasindan
sonra reseptorde otofosforilasyon olay1 ile aktivasyon gergekleserek trankripsiyonu
diizenleyici proteinler uyarilir (Tang, 1996). FGF-2; endoderm, mezoderm ve ektoderm
kokenli birgok hiicrenin proliferasyonu ve farklilagsmasini etkiler (Marie, 2003; Akita,
2004). bFGF ;yeni damar olusumunu, hiicre ¢ogalmasini ve kollajen dis1 protein
sentezini artirarak yara iyilesmesini etkiler. Ayrica FGF-2 ;osteoprojenitor hicrelerin
cogalmasini ve farklilasmasini saglayarak fonksiyonel osteoblastlarin sayisini artirir
(Akita, 2004). FGF-2 kemik dokusunun gelisiminde, biiylimesinde,yeniden
sekillenmesinde ve tamirinde rol oynar (Tang, 1996). FGF-2 ayrica;TGF-beta, VEGF,
IGF gibi biiylime faktorlerinin salinimin1 artirarak indirekt olarak da etki gosterir
(Farhadi, 2005). FGF-2’nin osteoblastik hiicreler iizerinde farklilagmay1r ve
mineralizasyonu artict etkilerinin yani sira inhibe edici etkisi de bildirilmistir (Marie,

2003; Debiais, 2004).

2.15 Osteogenezde Fibroblast Buyume Faktorleri ve Reseptorleri

2.15.1 Osteogenez ve Fibroblast Blyume Faktorleri

Kemik olusumu, dokularin onarimi gibi olaylar, hlcre-hiicre ve hucre-ekstraselluler
matriks etkilesimlerini kapsayan son derece dinamik sireclerdir. Blylme faktorleri bu
dinamik ve karmagik strecleri diizenleyen biyolojik molekillerdir (Hakki, 2000). Bu
biyolojik molekiiller arasinda FGF’ler mezoderm ve ndroektodermden koken alan
fibroblast,osteoblast, duiz kas hticreleri, endotel hticreleri, kondrositler, melanositler gibi
cesitli hiicrelerde kuvvetli mitojenik aktiviteleri, norotropik oOzellikleri ve heparin
baglama ozellikleri olan molekullerdir (Cetin, 2004). FGF’lerin birbirleriyle yapisal
olarak yakin benzerlik gosteren, biiylime ve gelisimin 6nemli basamaklarinda rol
oynadiklari bilinen 23 (lyesi bulunmaktadir.

FGF’ler osteogenez sirecinde 6nemli dizenleyici rollere sahiptirler (Ornitz,
2002). Invitro calismalarda, FGF-2,4,9,18’in olusan kemik dokusundaki hiicrelerin
proliferasyonunda diizenleyici rol tdistlendigi bildirilmistir (Iseki, 1999; Shimoaka,
2002; Walsh, 2003). Bu dizenleyici rollerinin yaninda FGF’lerin, osteoblast hicrelei
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uzerinde mitojenik etkilerinin de oldugu dikkati gézlemlenmektedir (Fakhry, 2005).
FGF’ler hucre proliferasyonundaki etkilerine ek olarak, osteoblast farklilasmasinin
cesitli agamalarinda da etki gosterirler.

Erken dénemde osteoblast farklilasmasinda bir markir olarak kullanilan alkalen
fosfatazin rat kemik iligi prekiirsor hiicrelerindeki salimmiminin FGF-2 tarafindan
artirlldigr ¢gesitli galigmalarda ortaya konulmustur (Noff, 1989; Pitaru, 1993; Zhang,
2002). Runx2, Runt Transkripsiyon Faktoru ailesinin bir Gyesi olan, kemik, kikirdak
formasyonunda aktivator olarak gorev alir (Ducy, 1997; Komori, 1997). Runx2 yoksun
farelerin dogumdan hemen sonra, sekillenmemis bir iskelet kemiklesmesi ile 6ldiikleri
izlenmistir (Komori, 1997; Otto, 1997). Runx2 salinimi FGF-2,4 ve 8 tarafindan uyarilir
(Zhang, 2002). Runx2’nin DNA’ya baglanma kapasitesini ve transkripsiyon aktivitesini

FGF-2 ve FGF-4’iin artirdig: ileri siiriilmektedir (Xiao, 2000; Kim, 2003). FFG-2

matriks minerilizasyonunda da énemli gorevler aldigi bilinmektedir (Noff, 1989). FGF-
2’den yoksun farelerde yapilan deneylede trabekiler yapinin olusumunda belirgin bir
diistis, trabekiiler kemik dokuda haciminde kayip, mineral birikimi ve kemik olusum
oraninda da azalma oldugu gorilmistir (Montero, 2000). Olgunlasmamis
osteoblastlarin  FGF-2’ye maruz birakilmalar1 hiicre proliferasyonunda, olgun
osteoblastlarin maruz birakilmalar1 ise osteokalsin ve matriks minerilazasyonunda
artiglara neden oldugu (Debiasis ve ark., 2004) yaptiklar1 bir g¢alismada ortaya
konmustur.

FGF-2’nin ayn1 zamanda insiilin benzeri biiylime faktorii salinimini hem in vivo
hem de invitro olarak arttirdig1 bazi ¢aligmalarda tespit edilmistir (Zhang, 2002; Power,
2002). Ote yandan fetal kalvarial hiicrelerde TGF-BETA ailesi lyelerinin, FGF-1 ve
FGF-2’nin mitojenik aktivitesini arttirdigi, paralel olarak FGF-1’in de hem olgun hem
de proliferatif osteoblast hiicrelerinden TGF-beta salinimini arttirabilecegi gosterilmistir
(Globus, 1988; Tang, 1996). Serum alinmadan hemen 6nce FGF-2’ye 24 ve 48 saat
maruz birakilan hiicrelerin kaspas-2 ve kaspas-3 aktivitesinin inhibisyonu sonucu
osteoblastlarin apopitotik siirece girmeleri engellenmistir (Debiasis, 2004). Hipoksik
kiltiir ortaminda FGF-2 ye birakilan mezensimal hiicreler rat miyokardial enfarkt
bolgesine transplante edilmis, FGF-2’ye maruz birakilmamis mezensimal kok hiicrelere
nazaran yasama sanslarinin 3 kat daha fazla oldugu ve antiapopitotik Bel-2 saliniminin

artmasiyla da apopitozun azaldig1 ortaya konulmustur (Song, 2005).
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2.15.2 Osteogenez ve fibroblast buytume faktor reseptorleri (FGFR)

FGF’ler parakrin ve otokrin faktorlerin ¢gok 6nemli gruplarindan birisidir. FGF’lerin
reseptore baglanmasi ile reseptorler dimerize olmakta ve bunun sonucunda trozin kinaz
aktivitesi gerceklesmektedir. Bu kinazlar birbirlerini fosforilleyerek sinyal iletimini
baslatmaktadirlar (Cetin, 2004). Daha 6nceden, FGFR-1 saliniminin daha ¢ok osteoblast
farklilagmasi sirasinda oldugu gosterilmisken, (Zhou, 2005; Yu, 2003) FGFR-2’nin ise
osteoblast proliferasyonunda yer aldigi bildirilmistir (Zhou, 2005; Yu, 2003). Aksine
FGFR-3’Un osteogenezin dizenlenmesi Uzerine negatif etkisi vardir;primer
fonksiyonunun endokondral kemik olusumu sirasinda kondrosit proliferasyonu iizerine
oldugu savunulmaktadir (Deng, 1996; Murakami, 2004). Ancak FGFR-3
ekspresyonunun inhibe  edilmesi  osteoprogenitér  hicrelerin  osteoblastlara
farklilagmasini engellemesi FGFR-3’{in aktif olarak osteoblast farklilagsmasinda da rol
alabilecegini ortaya koymaktadir (Funato, 2001).

Calismalar aym1 zamanda FGFR-3’U olmayan genc farelerin osteopenik
olduklarini, diger osteoblast farklilasma markirlarinin ve FGFR-3’lin olmamasinin bir
sonucu olarak ciddi osteomalazi tablosunun sekillendigini ortaya koymustur (Valverde-
franco, 2003). Bununla birlikte, Gly369 Cys mutasyonunun neden oldugu FGFR-3
aktivasyonu, trabekiiler kemik ve hipertrofik kikirdak arasinda osteoklast aktivitesinin
yiikselmesine, d,z ekleminde biiyiime plaginda kemik manset olusumunun ve uzun
kemik trabekiillerinde osteopontin,osteokalsin ve osteonektin salinim diizeyinin artigina
neden oldugusavunulmaktadir (Chen, 1999). Diger FGFR’ lerin aksine FGFR-4’{in
kemik gelisimindeki etkisi ile ilgili olarak herhengi bir bilgi bulunmamakta olup,

rudimenter kemikte ve intramembrandz kemik odaklarinda yiiksek seviyelerde oldugu

bildirilmektedir (Cool, 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (CUBAP) tarafindan
desteklenen DiS-077 kodlu bu calisma, Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda ve Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim

Dali’nda gergeklestirilmistir.

3.1.Etik Kurul

Calismaya baslamadan once, 07/05/2009 tarih ve 50/318 sayili Cumhuriyet Universitesi
Deney Hayvanlari Etik Kurul onayr alinmis ve ¢alisma sirasinda Cumbhuriyet
Universitesi Etik Kurulu yonergesinin 13. maddesinde belirtilen “Etik kurallara

uygunluk esas1” kararia uyulmustur.

3.2. Kullanilan Aracg ve Gerecler

3.2.1 Deney Hayvanlari
Bu calismada Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan saglanan

yaklagik 180-230 gr agirligindaki Wistar cinsi, albino ratlar (sigan) kullanilmistir.

3.2.2 Kullamlan Laboratuvar Geregleri
Hassas terazi (Sartorius, Almanya)
pH metre (Jenco 672, Tayvan)
Mikropippetler
2cc ve20cc enjektor (Hayat, Tirkiye)

Polilizinli lam

3.2.3 Kullamlan Kimyasal Maddeler
Serum Fizyolojik(Eczacibasi, Tiirkiye)
Steril dH,0 (Eczacibasi, Tiirkiye)
NaCl (Sigma, ABD)
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Tris (Sigma, ABD)

3.3 Solusyonun Hazirlanis

3.3.1 FGF-2’nin Hazairlanmasi

Calismamizda Escherichia coli den dretilen liyofilize human rhbFGF(>97% purity;
product no. F0291; Sigma) kullanildi (sekil 3.1). RhbFGF-2’nin kullanima hazir hale
getirilebilmesi icin, liyofilize olarak 25pg rhbFGF, her mikrograminda 50pg bovine
serum albumin icerecek sekilde 1M NaCl iceren 2.5 ml 20mM tris ¢Ozeltisi icerisinde
¢ozildl. Solisyonun mikrolitresinde 10pg rhbFGF konsantrasyonu elde edildi. Her
denege 0Ozel steril uclu pipetler ile defekt bolgelerine 100ul verildi

3.4. YOntemler

3.4.1 Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Bu c¢aligma igin kullanilacak olan ratlar, Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

Bu c¢alismada agirliklar1 yaklasik 180-230 gr olan 48 adet Wistar cinsi albino ratlar
kullanildi. Denekler, 12 saat aydinlik/12 saat karanhik siklusu saglanacak sekilde
tutularak, serbest diyet ve igme suyu ile beslenmeleri saglandi. Oda 1sis1 22 + 2 °C’ de
sabit tutuldu. Odanin havas filtre edilerek, kontaminasyon riski Onlendi. Ratlar tek tek
yerlestirilip altlarinda talas olacak sekilde barindirildi. Kafesler her giin temizlenerek

kuru altliklar konuldu.

3.4.2 Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi

Kemik defekti olusturulan ratlarda, kemik grefti ve bFGF uygulanmasinin kemik
iyilesmesi lizerindeki etkilerinin arastirildigi deney 4 haftalik donem i¢in planlandi. 48
adet rat her grupta 16 adet olacak sekilde kemik grefti (KG) ve kemik grefti + Bfgf
(FGF), kontrol (K) olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Bu gruplar da kendi aralarinda 7. glin

ve 28. glin olmak tizere 2 alt gruba ayrildi. Bu gruplar gizelge 3.1 gosterilmektedir.
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Cizelge 3.1 Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmast

K (n=16) KG(n=16) FGF(n=16)
7.Gun | K7 (n=8) KG7 (n=8) FGF7 (n=8)
28.gin | K28 (n=8) | KG28 (n=8) | FGF28 (n=8)

3.4.3 Cerrahi Teknik

Deneklerin timine intramuskuler (i.m.) yolla 90mg/kg Ketamin Hidroklorur (Ketalar-
Eczacibagi) ve 3mg/kg Xylazine (Rompun-Bayer) enjeksiyonu yapilarak anestezi
saglandi. Anestezi sonrasi hayvanlarin mandibula bolgesindeki tlyler tras edildi. Asepsi
ve antisepsi kurallarina dikkat etmek kaydiyla bolge povidon-iyod (Batticon-adeka) ile
temizlenip steril ortiiler ile operasyon sahasi agikta kalacak sekilde ortiildii.

Ratlarin angulus mandibulasinda, basis mandibulaya yakin bdlgeye 1 cm’lik
insizyon yapilip deri alt1 dokular gegilerek kemik yuzeyi agiga ¢ikarildi (Sekil 3.4, 3.5).
5 mm ¢apindaki terefin frezle mandibular kemikte kritik boyutta kemik defekti
olusturuldu (Sekil 3.6). Kemik defekti olusturulurken serum fizyolojik ile irrigasyon
yapilarak 1smin olusup dokulara zarar vermesi engellendi. Defektler olusturulduktan
sonra, Grup KG’de defekte kemik grefti (Ostrix-B-sekil 3.2), serum fizyolojik ile, Grup
FGF’de ise kemik grefti bFGF ile karistirilarak yerlestirildi (Sekil 3.7). Kontrol
grubunda ise sadece defekt olusturuldu (Sekil 3.6). Son olarak mandibula derisi 4-0
katgut (Dogsan, Turkiye) ile suture edildi.
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Sekil 3.1 Fibroblast buytume faktord.

Sekil 3.2 Ostrix-B kemik grefti.
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Sekil 3.3 Defekt olusturulan bolgenin sematik olarak gosterilmesi.

Sekil 3.4 Operasyon bolgesindeki deri ve deri alt1 insizyonu

Sekil 3.5 Smm c¢apindaki trefin frezle kemik osteotomisi
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Sekil 3.6 5Smm’lik defektin gorlntusu

Sekil 3.7 Defektin FGF ve greft karisimi ile doldurulmasi

3.4.4 Gruplara Gore Calisma Teknikleri

7. gn kontrol(K)grubu: 8 adet ratin sag angulus mandibulasinda defekt olusturulduktan
7 giin sonra ratlar sakrifiye edildi. Operasyon bolgesi, etrafinda saglam sinirlar kalacak
sekilde rezeke edildi.

7. gun kemik grefti(KG)grubu: 8 adet ratin sag angulus mandibulasinda defekt
olusturulup kemik grefti yerlestirildikten 7 giin sonra ratlar sakrifiye edildi. Operasyon
bolgesi, etrafinda saglam sinirlar kalacak sekilde rezeke edildi.

7. gin kemik grefti-fibroblast buyime faktori(FGF)grubu: 8 adet ratin sag
angulus mandibulasinda defekt olusturulup kemik grefti+ bFGF yerlestirildikten 7 giin
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sonra ratlar sakrifiye edildi. Operasyon bolgesi, etrafinda saglam sinirlar kalacak sekilde
rezeke edildi.

28. gun kontrol(K)grubu: 8 adet ratin sag angulus mandibulasinda defekt
olusturulduktan 28 giin sonra ratlar sakrifiye edildi. Operasyon bdlgesi, etrafinda
saglam smirlar kalacak sekilde rezeke edildi.

28. glin kemik grefti(KG) grubu: 8 adet ratin sag angulus mandibulasinda defekt
olusturulup kemik grefti yerlestirildikten 28 giin sonra ratlar sakrifiye edildi. Operasyon
bolgesi, etrafinda saglam sinirlar kalacak sekilde rezeke edildi.

28. gun kemik grefti-fibroblast biyime faktori(FGF)grubu: 8 adet ratin sag
angulus mandibulasinda defekt olusturulup kemik grefti+ bFGF yerlestirildikten 28 giin
sonra ratlar sakrifiye edildi. Operasyon bolgesi, etrafinda saglam sinirlar kalacak sekilde

rezeke edildi.

3.4.5 Ratlarin Bakimi
Ratlara operasyon sonrasi analjezik olarak subkitan yolla 4 mg/kg Carprofen(Rimadyl,
Pfizer) ve antibakteriyel olarak Ceftriaxon 25 mg/kg (Rocephin, Roche) i.m. yolla 5 giin

boyunca uygulandi.

3.4.6 Deneyin sonlandirilmasi

Protokolde verilen giinler tamamlandiktan sonra ratlara Otanazi uygulandi. TUm
gruptaki ratlar 200mg/kg sodyum pentobarbital (Pentothal, Abbot, ABD) ile sakrifiye
edildi. Ratlarin mandibulalar1 alinarak %10’luk formol igine konuldu ve Selguk
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Ana Bilim Dali’na génderildi. Geriye
kalan hayvan atiklar1 plastik torba iginde toplandi ve Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakdltesi Hastanesi tibbi atik boliimiine gonderildi.

3.5 Histomorfometrik Degerlendirme

Doku ornekleri %10’luk formik asit kullanilarak dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon
sonrasinda defekt bolgesine komsu kemik fragmanlarimi igine alacak sekilde defekt
bolgesinin uzun aksina paralel pargalara ayrilarak ototeknikon takibine alindi.
Ototeknikon takibi sonrasi parafine gomiilen doku 6rneklerinden mikrotom yardima ile
5um lik kesitler lama alinarak Hematoksilen Eozin(H-E) ve van Gieson ile boyandi.

Boyanan preparatlar Nikon Eclipse E400 151k mikroskopu ile degerlendirildi.
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H-E ve van Gieson ile boyali preparatlarda miimkiin oldugunca ayni boélgelerin
secimine dikkat edilerek 11tk mikroskopuna bagli Nikon Coolpix 5000 dijital fotograf
makinesi ile her olgu ayni mikroskopik buyutme ile fotograflandirildi. Fotograflama
esnasinda kalibrasyon amaci ile Nikon Stage Micrometer goriintiisii de aym
mikroskopik biiyiitmelerde alindi. Tiim goriintiiler PC ortamina aktarildi ve Clemex PE
3,5 goriintii analizi programu ile degerlendirildi.(Sekil 3.8)

Goriintii analiz programi ile her olguda 0,45 mm?lik alanlar belirlendi ve bu
belirlenen alanlardaki osteoblastlar, osteoklastlar, damar yapilar1 Hematoksilen Eozin
ile boyali preparatlarin dijital fotograflarina isaretlenerek otomatik olarak saydirildi.
Ayrica 0,45mm? alandaki kemik olusum alanlar1 H-E ile boyali preparatlarin dijital
fotograflarindan ayni goriintii analizi programi yardimu ile hesaplandi.

Van Gieson ile boyali preparatlarda goriintii analiz programi ile 0,45 mm?lik

alanlardaki fibroblastlar ve kollajen lifleri ok isaretlenerek otomatik olarak saydirildi.

Sekil 3.8 Clemex PE 3.5 goriintii analiz programu ile yeni olusan kemik bdlgeleri mavi
renkte gosterilmesi.

3.6 Istatistiksel Degerlendirmeler

Calismanin verileri SPSS(Ver;14.0 for Windows) programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi, Tukey testi, Wilcoxon testi kullanilmistir.
Veriler tablolarda aritmetik ortalama + standart sapma seklinde belirtilip yanilma diizeyi

0.05 olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik sonuclar

Olgularda goriintii analiz sistemi de kullanilarak birim alandaki osteoblast, osteoklast,

damar, fibroblast ve kollajen lif sayis1 ile ayni birim alandaki yeni kemik olusumu alani

hesaplanmustir (Sekil 4.1-8).

Sekil 4.1 Hematoksilen boyama ile hiicrelerin gosterilmesi.Ob:Osteoblast Oc:Osteoklast

Sekil 4.2 Kontrol grubuna ait 7. giindeki histolojik goriintii. Ob:Osteoblast Oc:Osteoklast
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Sekil 4.3 Kemik grefti uygulanan gruba ait 7. glindeki histolojik goruntii. Ob:Osteoblast
Oc:Osteoklast

Sekil 4.4 FGF-2 ve Kemik greftinin beraber uygulandig1 gruba ait 7. giindeki histolojik
goruntd. Ob:Osteoblast Oc:Osteoklast
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Sekil 4.5 Kontrol grubuna ait 28. giindeki histolojik gorinti. Ob:Osteoblast Oc:Osteoklast

Sekil 4.6 Kemik grefti uygulanan gruba ait 28. giindeki histolojik goriintii. Ob:Osteoblast
Oc:Osteoklast
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Sekil 4.7 FGF-2 ve Kemik greftinin beraber uygulandigi gruba ait 28. giindeki histolojik
goruntd. Ob:osteoblast Oc:Osteoklast

Sekil 4.8 Von Gierson boyama ile hucrelerin gosterilmesi.V:Damar, F:Fibroblast, C:
Kollajen, NB: Yeni olusan kemik

4.1.1 Osteoblastlarin Degerlendirilmesi

Gruplara ait 7. giindeki osteoblast sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
saydirildi. Elde edilen sayilar karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur. Osteoblast sayilari ikiserli karsilastirildiginda K-KG, K-FGF,
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KG-FGF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005). KG
grubu K grubu ile karsilastirildiginda K grubuna goére, KG grubunda osteoblast
sayisindaki artisgin daha fazla oldugu gorilmistir. FGF grubu K grubu ile
karsilagtirildiginda K grubuna gore, FGF grubunda osteoblast sayisinin arttigi
goriilmiistir. FGF grubu KG grubu ile karsilastirildiginda KG grubuna gore, FGF
grubunda osteoblast sayisinin arttig1 gorilmistiir (gizelge 4.1) (sekil 4.9).

Gruplara ait 28. ginde elde edilen osteoblast sayilar1 karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<.0.005). Gruplara ait degerler
ikigerli karsilagtirildiginda K-KG, K-FGF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunurken (p<0.005), KG-FGF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamustir (p>0.005). KG grubu K grubu ile karsilastirildiginda K grubuna gore,
KG grubunda osteoblast sayisinin arttigr gorilmiistir. FGF grubu K grubu ile
karsilagtirildiginda K grubuna goére, FGF grubunda osteoblast sayisinin arttigi
goriilmiistiir (¢izelge 4.2) (sekil 4.9)

K grubunda 7. ve 28. gunlere ait 6l¢timler karsilagtirildiginda osteoblast sayisi
yonunden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05) (¢izelge 4.3) (sekil
4.10).

KG grubunda 7. ve 28. gunlere ait 6lcimler karsilastirildiginda osteoblast sayisi
yoninden yapilan olgtimlerde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p< 0.05).
KG grubunda osteoblast sayis1 28. glinde, 7. gline gore daha fazla oldugu gorilmiistiir
(cizelge 4.4) (sekil 4.10).

FGF grubunda 7. ve 28. giinlere ait 6lgtimler karsilikli olarak karsilastirildiginda
osteoblast sayis1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05)
(cizelge 4.5) (sekil 4.10).
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Sekil 4.9 Gruplara ait 7. ve 28. glinlerdeki osteoblast degerlerinin dagilimi.
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Sekil 4.10 Gruplar aras1 7. ve 28. gun osteoblast degerlerinin dagilimu.
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4.1.2 Osteoklastlarin Degerlendirilmesi

Gruplardaki 7. gln osteoklast sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
Olgtilmiistiir. Elde edilen sayilar karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Osteoklast 6l¢timleri ikiserli karsilagtirildiginda K-
KG, K-FGF arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemli bulunurken (p<0.005), KG-
FGF arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemsiz olunmustur (p>0.005). KG grubu K
grubu ile karsilastirildiginda K grubuna gore, KG grubunda osteoklast sayisindaki
artisin daha fazla oldugu goriilmiistiir. FGF grubu K grubu ile karsilastirildiginda K
grubuna gore, FGF grubunda osteoklast sayisinin arttigi goriilmistiir (gizelge 4.1) (sekil
4.11).

Gruplara ait 28. gunde elde edilen osteoklast sayilari karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Gruplara ait osteoklast sayilari
ikiserli karsilastirildiginda K-KG arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunurken (p<0.005), KG-FGF ve K-FGF gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel
olarak onemsiz bulunmustur (p>0.005). KG grubu K grubu ile karsilastirildiginda K
grubuna gore, KG grubunda osteoklast sayisinin arttigi goriilmiistiir (gizelge 4.2) (sekil
4.11).

K grubunda 7. ve 28. giinler ait dlgiimler karsilastirildiginda osteoklast sayisi
yonunden istatistiksel olarak farklilik onemli bulunmustur (p<0.005). Osteoklast
sayisindaki artisin 28. giinde 7. gline gore daha fazla oldugu goriilmistiir (cizelge 4.3)
(sekil 4.12).

KG grubunda 7. ve 28. gunlere ait dlcimler karsilastirildiginda osteoklast sayisi
yonunden istatistiksel anlamli farklilik bulunmamustir (p>0.005) (¢izelge 4.4) (sekil
4.12).

FGF grubunda 7. ve 28. ginlere ait 6l¢cimler karsilagtirildiginda osteoklast sayisi
yonunden istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.005) (¢izelge 4.5)
(sekil 4.12).
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Sekil 4.11 Gruplara ait 7. ve 28. giinlerdeki osteoklast degerlerinin dagilima.
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Sekil 4.12 Gruplar aras1 7. ve 28. giin osteoklast degerlerinin dagilimu.
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4.1.3 Yeni Kemik Alani1 Olusumunun Degerlendirilmesi

Gruplara ait 7. giindeki kemik alani sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
Olgtilmiistiir. Elde edilen degerler karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Bu 6l¢timler ikiserli karsilastirildiginda, KG-FGF
ve K-FGF arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken (p<0.005), K-KG
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p>0.005) (cizelge 4.1). FGF
grubu K ve KG grubu ile karsilastirildiginda, FGF grubunda kemik alani degerinin diger
gruplara gore daha fazla arttig1 goriilmistiir (Sekil 4.13).

Gruplara ait 28. gunde elde edilen degerler karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Bu Olcumler ikiserli
yapildiginda K-KG ve K-FGF gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunurken (p<0.005), KG-FGF gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir (p>0.005) (cizelge 4.2). KG grubu K grubu ile karsilastirildiginda K
grubuna gore, KG grubunda kemik alan1 daha fazla bulunmustur. FGF grubu ile K
grubu karsilagtirlldiginda K grubuna gore, FGF grubunda daha fazla kemik alani
bulunmustur (sekil 4.13).

K grubunda 7. ve 28. giinlere ait dl¢iimler karsilastirildiginda kemik alan1 degeri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005) (cizelge 4.3). Kemik
alan1 28. glinde 7.giine gore daha fazla olustugu gorilmiistiir (sekil 4.14).

KG grubunda 7. ve 28. glinlere ait 6l¢iimler karsilastirildiginda kemik alani degeri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. (p<0.005) (sekil 4.14). Kemik
alan1 28. glinde 7.gline gore daha fazla olustugu gorilmiistiir.

FGF grubunda 7. ve 28. gunlere ait dlglimler karsilastirildiginda kemik alani
degeri acisindan istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.005) (sekil 4.14).
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4.1.4 Yeni Olusan Damar Sayisinin Degerlendirilmesi

Gruplara ait 7. giindeki damar sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
hesaplanmistir. Elde edilen damar sayilart karsilagtirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Damar sayilar1 ikiserli
karsilagtirildiginda K-KG gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark anlamli
bulunmazken (p>0.005), K-FGF ve KG-FGF gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
anlamli bulunmustur (p<0.005) (cizelge 4.1). FGF grubu K ve KG gruplan ile
karsilagtirildiginda, K ve KG grubuna goére FGF grubunda damar sayis1 artmustir (sekil
4.15).

Gruplara ait 28. gunde elde edilen damar sayilar1 karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Damar sayilar1 ikiserli
karsilastirildiginda K-KG gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaz
iken (p>0.005), K-FGF ve KG-FGF gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p<0.005) (¢izelge 4.2). FGF grubu K ve KG grubu ile karsilagtirildiginda,
K ve KG grubuna gore FGF grubunda damar sayis1 artmustir (sekil 4.15).

K grubunda 7. ve 28. giinlere ait Ol¢limler karsilastirildiginda damar sayisi
yonunden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.005) (¢izelge 4.3) (sekil
4.16).

KG grubunda 7. ve 28. gunlere ait olglimler karsilastirildiginda damar sayisi
yoniinden istatiksel olarak anlamli fark bulunmustir (p<0.005) (cizelge 4.4). 28.gundeki
damar sayisinin 7. gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (sekil 4.16).

FGF grubunda 7. ve 28. gunlere ait olglimler karsilastirildiginda damar sayisi
yonunden istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005) (¢izelge 4.5). 28.glindeki
damar sayisinin 7. giine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (sekil 4.16).
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4.1.5 Fibroblastlarin Degerlendirilmesi

Gruplara ait 7. giindeki fibroblast sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
Olgtilmiistiir. Elde edilen veriler karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulunmadi (p>0.005) (¢izelge 4.1) (sekil 4.17).

Gruplara ait 28. gunde elde edilen fibroblast sayilar1 karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Fibroblast sayilari
ikigerli karsilastirildiginda K-KG gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmazken (p>0.005), K-FGF ve KG-FGF gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0.005) (cizelge 4.2). FGF grubu K ve KG grubu ile
karsilastirildigina K ve KG gruplarina gére, FGF grubunda fibroblast sayisinda artis
bulunmustur (sekil 4.17).

K grubunda 7. ve 28. giinlere ait ol¢imler karsilastirildiginda fibroblast sayisi
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p>0.005) (gizelge 4.3) (sekil
4.18).

KG grubunda 7. ve 28. giinlere ait 6lgiimler karsilagtirildiginda fibroblast sayisi
yonunden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.005) (cizelge 4.4) (sekil
4.18).

FGF grubunda 7. ve 28. giinlere ait 6l¢iimler karsilastirildiginda fibroblast sayisi
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p>0.005) (gizelge 4.5) (sekil
4.18).
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Sekil 4.17 Gruplara ait 7.giin ve 28. glindeki fibroblast degerlerinin dagilim.
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4.1.6 Kollajen Liflerinin Degerlendirilmesi

Gruplara ait 7. glndeki kollajen lif sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
Olgiilmistiir. Elde edilen kollajen lif sayilart karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Kollajen lif sayilart ikiserli
karsilastirildiginda K-KG ve K-FGF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunurken (p<0.005), KG-FGF gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamustir (p>0.005) (cizelge 4.1). K grubu KG grubu ile karsilagtirildiginda K
grubuna gore KG grubunda kollajen lif sayisinda artis bulunmustur. FGF grubu K grubu
ile karsilastinnldiginda K grubuna gore FGF grubunda kollajen lif sayisinda artis
bulunmustur (sekil 4.19).

Gruplara ait 28. guinde elde edilen kollajen lif sayilar1 karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.005). Kollajen lif sayilari
ikiserli karsilastirlldiginda K-KG ve K-FGF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunurken (p<0.005), KG-FGF gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamustir (p>0.005) (cizelge 4.2). KG grubu K grubu ile karsilagtirildiginda K
grubuna gore KG grubunda kollajen lif sayisinda artis bulunmustur. FGF grubu K grubu
ile karsilagtirildiginda K grubuna gore, FGF grubunda kollajen lif sayisinda artis
bulunmustur (sekil 4.19).

K grubunda 7. ve 28. giinlere ait dl¢iimler karsilastirildiginda kollajen lif sayisi
yonunden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.005) (gizelge 4.3) (sekil
4.20).

KG grubunda 7. ve 28. giinlere ait 6l¢iimler karsilastirildiginda kollajen lif sayisi
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir ( p>0.005) (gizelge 4.4) (sekil
4.20).

FGF grubunda 7. ve 28. giinlere ait olgtimler karsilastirildiginda kollajen lif sayisi
yonunden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir ( p>0.005) (¢izelge 4.5) (sekil
4.20).
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Cizelge 4.1 Her ii¢ grupta 7. giine ait 6l¢timlerin karsilastirilmasi

Gruplar | Osteoblast | Osteoklast | Yeni olusan kemik | Yeni olusan | Fibroblast | Kollajen lif
sayist 7.glin | sayist alani damar sayisi | Sayisi sayist
X +Ss 7.gin 7.gun 7.gun 7.gun 7.gun
X £Ss X £Ss X £Ss X £Ss X £Ss
K 21.38+14.56 | 1.63+1.40 | 19639.91+20438.11 | 28.13+7.08 9,75+4,89 | 6,88+1.25
KG 45.50+9.94 | 5.38+2.26 | 19626.30+78095.64 | 30.50+7.48 10,38+3,8 | 18,38+6,14
2
FGF 74.63+£10.09 | 7.13+1.45 | 210680.3+78716.53 | 58.63+5.23 13,63+3,9 | 23,75+4.98
2
KW:8.06 KW:8.14 | KW:11.31 KW:0.33 KW:2,68 | KW:16,82
P:0.005* P:0.831 P:0.001* P:0.562 P:0,261 P.0*
X: Ortalama deger, Ss: Standart sapma, KW: Kruskal-Wallis ve Wilcoxon testi
p=0,005 (p<0,05)
Cizelge 4.2 Her (¢ grupta 28.glne ait degerlerinin karsilastiriimasi
Gruplar | Osteoblast | Osteoklast | Yeni olusan kemik | Yeni olusan | Fibroblast Kollajen
sayi1sl say1s1 alani damar sayist | Sayisi lif  Sayist
28.gUn 28.gun 28.gUn 28.gun 28.gUn 28.gUn
X +Ss X £Ss X £Ss X £Ss X £Ss X £Ss
K 25.50+13.13 | 4.00+£1.51 | 63685.34+33323.87 | 33.25+4.92 | 12,25+3,11 | §8,25+1,67
KG 67.00£10.46 | 6.75+2.25 | 229337.7£85907.29 | 43.50+6.39 | 12,00+2,83 | 21,25+4,13
FGF 79.00£17.77 | 6.63+5.15 | 246562.60+47285.32 | 79.88+17.43 | 17,50+4,78 | 25,00+6,00
KW:11.31 KW:5.42 | KW:11.32 KW:7.50 KW:7,38 KW:16,06
P:0.001* P:0.02* | P:0.001* P:0.006* P:0.025* P:0*

X: Ortalama deger, Ss: Standart sapma, KW: Kruskal-Wallis ve Wilcoxon testi

p=0,005 (p<0,05)
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Cizelge 4.3 Kontrol grubundaki 6l¢iimlerin karsilagtirilmasi

7.gUn 28.guUn Sonug
X +Ss X +£Ss

Osteoblast 21.38+14.56 25.50+13.13 P:0.440
Osteoklast 1.63+1.40 4.00+£1.51 P:0.011*
Yeni olusan kemik | 19639.91+ 20438.11 63685.34 + 33323.87 | P:0.012*
alani
Yeni olusan damar | 28.13 + 7.08 33.25+14.9 P:0.183
Fibroblast 9,75+ 4,89 12,25+ 3,11 P:0.183
Kollajen lif 6,88 + 1,25 8,25 + 1,67 P:0,105

X: Ortalama deger, Ss: Standart sapma, KW: Kruskal-Wallis ve Wilcoxon testi

p=0,005 (p<0,05)

Cizelge 4.4 Greft grubundaki 6l¢iimlerin karsilastirilmasi
7.gln 28.g0n Sonug
X £Ss X +£Ss

Osteoblast 45.50 +9.94 67.00 + 10.46 P:0.012*

Osteoklast 5.38 £2.26 6.75+2.25 P:0.143

Yeni olugan kemik | 19626.30 + 78095.64 | 229337.7 + 85907.29 | P:0.032*

alani

Yeni olusan damar | 30.50 + 7.48 45.50 £ 6.39 P:0.025*

Fibroblast 10,38 + 3,82 12,00 + 2,83 P:0,40

Kollajen lif 18,38 + 6,14 21,25+4,13 P:0,401

X: Ortalama deger, Ss: Standart sapma, KW: Kruskal-Wallis ve Wilcoxon testi

p=0,005 (p<0,05)
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Cizelge 4.5:Greft+FGF grubundaki 6l¢iimlerin karsilastiriimasi

7.g0n 28.gun Sonug
X +Ss X +Ss
Osteoblast 74.63 +10.09 79.00 £ 17.77 P:0.400
Osteoklast 7.13+£1.45 6.63 +£5.15 P:0.231
Yeni olusan kemik | 210680.3 + 78716.53 | 246562.60 + 47285.32 | P:0.263
alani
Yeni olusan damar | 58.63 + 5.23 79.88 + 17.43 P:0.025
Fibroblast 13,63 £ 3,92 17,50 £ 4,78 P:0,080
Kollajen lif 23,75+ 4,98 25+ 6 P:0,344

X: Ortalama deger, Ss: Standart sapma, KW: Kruskal-Wallis ve Wilcoxon testi

p=0,005 (p<0,05)
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5.TARTISMA

Kemik dokusu, 6zel bir yapi gdsteren, mineralize olmus yogun bag dokusudur.
Viicudun en sert dokularindan biri olup diger yapilar1 destekler ve pek ¢ok hayati organi
korur. Kemik dokusunun %30’u kollajen ve esas maddeden meydana gelen organik
kisimdan, %70’i ise kalsiyum ve fosfat tuzlarindan meydana gelen inorganik kisimdan
olusur. Kemik dokusunda kortikal ve spongioz olmak Uzere iki tabaka mevcuttur.
Kortikal kemik ¢ok serttir ve dis kuvvetlere dayaniklidir. Spongioz kemik ise daha
yumusaktir, strese Kortikal kemige gore daha az dayaniklidir ve iginde kemik iligi
bulundurur (Janquerira, 2005; Tekelioglu, 1993).

Kemik hucreleri; osteoblast, osteoklast, osteosit ve osteoprojenitér hiicrelerden
olugsmaktadir. Osteoblastlar, kemik iliginin mezenkimal kok hiicrelerinden koken alir
ve ekstrasellliler organik matriks sentezi yaparlar (Strewler, 2001). Osteoklastlar
kalsifiye kemik matriksinin rezorbsiyonundan sorumlu olan hematopoetik hiicrelerdir
(Janquerira, 2005). Osteoblastlar ve osteoklastlar siirekli etkilesim halindedir. Kemikte
osteoklastlarin yikima ugrattig1 bolgelere, sinyaller araciligiyla osteoblastlar gelir ve
yeniden kemik olustururlar (Manolagas, 2000). Osteoblast ve osteoklastlarin
birbirleriyle olan bu etkilesimleri pek ¢ok ¢alismaya konu olmustur. Sakano ve ark.
(2002), ratlarda yaptiklart caligmada osteoblast ve osteoklast hiicrelerini
degerlendirmislerdir. Kamo ve ark. (2009), tavsanlarda olusturduklar1 defekte
uyguladiklart FGF-2’nin kemik iyilesmesi iizerine etkilerine karar vermek igin
osteoblast hiicrelerini degerlendirmislerdir. Calismamizda da rat mandibulasinda
olusturulan kemik defeklerinden 7. ve 28. giinlerde alinan 6rneklerde osteoblast ve
osteoklastlar incelendi ve bu hicrelerin yogunlugu degerlendirildi. Sonug¢ olarak
FGF’nin osteoblast sayisini artirdig tespit edildi.

Kemik hicrelerininin, aktivitelerini ve kemik matriksini in situ olarak yogun
laboratuar islemlerine gerek kalmadan degerlendirilebilen tek yontem histomorfometri
oldugu icin, kemik dokusu {iizerinde yapilan ¢alismalarda altin standart olarak kabul
edilir (Iwaniec ve ark., 2008; Humadi ve ark., 2010). Bu ¢alismada da, hiicresel bazda
olusan degisiklikleri incelemek amaciyla Ornekler histomorfometrik olarak
degerlendirildi.

Secilecek olan deney hayvanmin yapilacak olan c¢alismaya uygun olmasi
gerekmektedir. Deney hayvanlarindan domuz, kdpek ve ratlarin immiinitesi ile insan

immunitesi ¢cok benzerlik géstermektedir. Etik olarak lkemizde képekler tizerinde son
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3 yildir ¢alisma yapilmamaktadir. Domuzlarin hem bakimi hem de opere edilmesi
zordur. Bu nedenle llkemizde domuzlarda da ¢alisma yapilmamaktadir. Calismamizda
da kolay bulunmasinin yani sira iretiminin ve bakiminin kolay yapilabilmesi,
maliyetlerinin diisiik olmasindan dolay1 ratlar lizerinde yapilmasina karar verildi.

Hayvan modellerinde, yeni kemik olusumu ve anjiogenezisin gézlemlenmesi i¢in
4 haftalik bir siirenin yeterli bir zaman dilimi oldugu goriisii hakimdir (Schmid ve ark.,
1997; Boo ve ark., 2002; Herron ve ark., 2003). Neidhart ve ark. (2001), ratlarin
femurlarinda olusturduklar1 defekten 1. ve 3. haftada aldiklar1 doku 6rneklerinde kemik
iyilesmesini incelemiglerdir. Frota ve ark. (2010), ratlarin parietal kemiginde
olusturduklar1 defektey -TCP’nin etkilerini inceledikleri ¢alismada 7., 15. ve 30.
giinlerde aldiklar1 doku 6rneklerini incelemislerdir. Takechi ve ark. (2008), ratlarin
tibialara yerlestirdikleri implantlarin osteointegrasyonu iizerine melatonin ve FGF-
2’nin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda 4. haftada aldiklar1i doku Orneklerini
incelemislerdir. Bu ¢alismada da kemik iyilesmesini degerlendirmek i¢in ratlarin
mandibulalarindan 1. ve 4. haftada alinan doku 6rnekleri incelendi.

(Cene kemiginde olusan yaralanma sonrasi kemik dokunun onarimi 4 agamada
meydana gelir. Bu asamalar, kan pithtisinin olusumu, yaranin temizlenmesi, kemik
olusumu ve kemik dokunun yeniden sekillenmesidir. Kan pihtis1 bazi asamalardan
gectikten sonra yerini graniilasyon dokusuna birakir. Graniilasyon dokusu erken ve geg
olmak Uzere 2 donemde degerlendirilebilir. Erken graniilasyon dokusunda ¢ok sayida
makrofaj, az sayida mezenkimal hiicre ve kollajen lifler bulunurken ge¢ granilasyon
dokusunda az sayida makrofaj, ¢ok miktarda fibroblast benzeri hiicreler ve yeni kan
damarlari, bag dokusu matriksinde bulunmaktadir. Olusan bag dokusu osteoprojenitor
hicrelerin migrasyonu ve farklilasmasi ile yerini kemik dokusuna birakmaya baglar
(Linde, 2003). Bu galismada kemik onarimindaki etkilerinden dolay1 kollajen, fibroblast
ve yeni olusan kan damarlar1 degerlendirildi.

Travma, kemik enfeksiyonlari, implant cerrahisi, maksiler sinls ylkseltmelerinde
kemik vyerini tutabilecek kemik greftleri gibi materyaller siklikla kullnilmaktadir
(Greenwald, 2001). Kemik greftlerinin biyolojisini anlamak igin osteogenez,
osteoinduksiyon, osteokondiksiyon kavramlarinin iyi bilinmesi gerekir. Kemik dokusu
olusturma kapasitesine sahip hiicrelerin kemik yapimini gergeklestirmesine osteogenez
denir. Osteogenetik karaktere sahip tek greft materyali otojen kemiktir (Younger, 1989).

Osteoindiiksiyon doku igerisindeki farklilasmamis mezensimal hiicrelerin kemik

yapici osteoblastik hiicrelere doniistiiriilmesiyle meydana gelen bir tiir kemik olusturma
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mekanizmasidir. Osteokondiiksiyon ise greft materyalinin bir ¢at1 olusturmasi ve bu
catinin yer tutucu olarak etrafindaki kemik yapici hiicreler ile kemik buyimesine olanak
saglamasi olarak tanimlanir. Sentetik kaynakli greft materyalleri osteokondiiktif 6zellige
sahiptir (Sandalli, 1995).

Otojen kemik icerdigi tiim kemik yapici 6zelliklerinden dolay1 en kullanigh greft
materyali olarak kabul edilir. Fakat sinirli olarak bulunabilmesi, hasta icin travmatik
olmasi ve ikincil bir cerrahi bolgenin olugmasi gibi dezavantajlart mevcuttur (Arrington,
1996). Bu nedenlerle alternatif kemik materyalleri i¢in aragtirmalar yapilmaktadir.

Allogreftler, otojen greftlere alternatif olarak kullanilabilecek  greft
materyallerinden biridir. Allogreftler spongitz, kortikal ya da bunlarin kombinasyonu
halinde bulunabilirler. Uzun siiredir kullanilmalarina ragmen hastalik bulagma riski,
immin reaksiyona neden olma ihtimali ve maliyetleri bu materyallerin kullanim
alanlarimi kisitlamaktadir (Parikh, 2002).

Otojen ve allojen kemik greftlerinin dezavantajlarindan dolay1 sentetik kemik
greftleri glinimuzde popller hale gelmistir. Bu gruptaki kemik greftleri osteokondiiktif
Ozellik gosterir. Bu materyaller inert doldurma materyalleridir ve kemikle biitiinlesme
gosterirler. Kemigin iizerlerine ve i¢lerine dogru birikmesine izin vererek iskelet yapi
olustururlar (Nasr ve ark., 1999).

Cok g¢esitli sentetik greft materyalleri i¢inde en 6nemli yeri kalsiyum fosfatlar
almaktadir. Kalsiyum fosfat esasli greft materyallerinin en 6nemli 6zelligi kemik
dokusuyla olan biyolojik ortamdaki uyumudur (Carlsson, 1986). Kalsiyum fosfat
biyomateryalleri direkt olarak kemik Uzerine fiske edildiginde kemik ile greft arasinda
fibr6z dokunun olusmadigi materyallerdir. Bu materyallerin osteogenezisi stimiile
edebileceginin diisliniilmiis olmasina ragmen, bu konuda yapilan arastirmalar bu
materyallerin kemik olusumunu indiiklemedigi, ancak sert doku gelisimine uygun
olduklarin1 gostermektedir (Fonseca, 1991).

Kalsiyum fosfat materyallerinden birisi B-TCP’dir. B-TCP’nin  porozli,
osteokonduktif, biyo-uyumlu, rezorbe olabilen ve kemik apozisyonu i¢in ag teskil eden
bir yapisinin oldugu bilinmektedir. Doku igindeki rezorbsiyonu, yeni kemik
apozisyonuna izin verecek bir hizda gerceklesir. Ancak tek basina uygulandiginda,
osteokondiiksiyon yalnizca defekte komsu kemik yiizeylerinin yakininda goriiliir. Bu
nedenle kemik iligi veya kemik biiyiime hormonlart ile kombine edildiklerinde
osteoindiiksiyon igin bir ag teskil ederler (Aichelmann-Reidy, 1998; Beck, 1991; Erbe,
2001; Laffargue, 2000; Whitman, 1997).
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Kondo ve ark. (2005), ratlarin femurlarinda olusturduklar1 defekte uyguladiklari
B-TCP’in miikemmel osteokondiiksiyon ve rezorbe olabilme yetenegine sahip
olduklarini belirtmislerdir.

Bloemers ve ark. (2003), travma sonucu olusan kemik defeklerinde kalsiyum
fosfat igerikli greftlerin kullanimini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda, bir ¢ok greft
materyalinin bu amagla kullanildigim1  vurgularken, kalsiyum fosfatin yiiksek
biyouyumlulugu ve basarili osteogenezisi ile tercih edilen en Onemli greft grubu
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, bu tip greft kullaniminin otogreft komplikasyonlarini
tamamen ortadan kaldirdigi ve bu greft materyallerine blylme faktori eklenmesi
durumunda ise, daha basarili osteogenez saglanabilecegi rapor edilmistir.

Buyume faktorleri, doku tamirindeki hicrelerin proliferasyonu, kemotaksisi,
farkliklagsmas1 ve matriks sentezi gibi anahtar hiicresel olaylari, spesifik hiicre
reseptorlerine baglanarak diizenleyen, dogal biyolojik mediyatorlerdir (Position Paper,
1996). Kemik onariminda BMP, FGF-2, PDGF, TGF-B, VEGF ve IGF gbiltylime
faktorlerinin Onemli gorevleri vardir (Devescovi, 2008). FGF-2 osteoblast ve fibroblast
gibi kemik hucreleri igin kuvvetli bir mitojen olan ve angiogenezi uyaran biyume
faktorlerinden birisidir (Higuchi, 2010).

Kemik rejenerasyonundaki problemleri ¢ozmek icin biyomateryallerin biyime
faktorleri ile birlikte kullanilmas: olumlu sunuclar vermektedir (Draenert, 2009).
Gilintimiizde bu islem ¢ogunlukla BMP ve FGF-2 gibi biiylime faktorii ile yapilmaktadir
(Draenert, 2009). Neidhart ve ark. (2002), ratlarin femurlarinda olusturduklar
defektlere TCP ve BMP’yi beraber uygulamislar; bu uygulamanin kemik iyilesmesini
ilerlettiklerini gdstermis ve otojen kemik greftine alternatif olabilecegine bildirmislerdir.

Laffargue ve ark. (2000), tavsanlarin femurlarinda defekt olusturup, IGF-I
emdirilmis B -TCP’yi defekte uygulamislardir. IGF-1 ve B-TCP karisimimin 4. hafta
incelemelerinde kemik defektlerinde kemik rejenerasyonunu indiikledigini gosterip;
diger biiyiime faktorlerine de B-TCP ilave edilmesi halinde, greft etkinliginin
artabilecegini bildirmislerdir.

Kovacs ve ark. (2005), kopeklerde olusturulan mandibular defeklerde B-TCP
esasli kemik greft materyalinin TZP (Trombositten Zengin Plazma) ile birlikte ya da
yalniz bagina uygulanmasinin degerlendirildigi ¢alismalarinda, TZP’nin etkileri ve yeni
olusan kemigin kalitesi histolojik ve histomorfometrik metodlarla incelenmis ve
TZP’nin 6. ve 12. hafta incelemelerinde sadece B-TCP uygulanan bolgelere kiyasla daha

hizli kemik formasyonu sagladigini bildirmislerdir.
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Lu ve ark. (2002), tavsanlarin mandibulalarinda olusturduklar1 defektlerde
demineralize kemik matriks tozu ile karistirillmis FGF-2 ve taze dondurulmus allojenik
kemik matriksinin karigiminin etkilerini incelemiglerdir. Bu karigiminin - defekt
bolgesindeki yeni kemik miktari1 artiran, iyi bir greft materyali olabilecegini
bildirmislerdir.

Hosokawa ve ark. (2000), kdpeklerin mandibulalarinda olusturduklar1 defekte
icerisinde FGF-2 igeren kollajen minipellet yerlestirip yonlendirilmis kemik
rejenerasyonunda FGF-2’nin etkisini incelemislerdir. Sonug olarak FGF-2 igeren defekt
bolgesinde kontrol grubuna gore daha fazla kemik rejenerasyonu oldugunu
bildirmislerdir.

Kato ve ark. (1998), FGF-2’nin tek doz lokal enjeksiyonunun rat tibialarindaki
segmental kemik defeklerinin iyilesmesini uyardigini bildirmislerdir

Komaki ve ark. (2006), tavsanlarin tibialarinda segmental kemik defekti
olusturmuslar ve bu defekte B-TCP, Tip | kollajen, FGF-2 karigimimi uygulamislardir.
Sonu¢ olarak hem radyolojik hem de mekanik olarak kemik iyilesmesini
gbzlemlemislerdir

Keiichi ve ark. (2008), ratlarda olusturulan femur defeklerine poréz karbonat
apatititin tek basina ve bFGF ile birlikte uygulanmasini degerlendirdikleri ¢alismada,
FGF-2 yukli karbonat apatititin, tek basina uygulanana gore kemik gelisimini daha
fazla artirdigin1 gostermislerdir.

Kemik greftlerine FGF-2’nin ilave edilmesinin, enflamatuvar cevabi diizenleyerek
ve iyilesme mekanizmalarina erken etki ederek osteoblast aktivitesi uyardigini, kemik
gelisimini artirdigin1 bildirmislerdir (Nakamura ve ark., 1998; Thoren ve ark., 1993).
Inui ve ark. (1998), tavsanlarin femurlarinda olusturduklar1 defekte FGF-2
uygulamiglardir. 2., 3. ve 6. hafta sonunda alinan doku &rnekleri incelendiklerinde
kemik iyilesmesinin erken doneminde FGF-2’nin 6nemli bir role sahip oldugunu
belirtmislerdir. Chen ve ark. (2004), tavsanlarin tibialarinda olusturduklar1 metafizal
kirik iyilesmesinde FGF-2’nin etkilerini incelemisler, FGF-2’nin erken kemik
iyilesmesinde 6nemli katkilar1 oldugunu bildirmislerdir. Kawaguchi ve ark. (1994),
ratlarin femurlarinda kirik olusturmuslar ve kirik bolgesine FGF-2 enjekte etmislerdir.
Kirik sonrasi 1. ve 3. haftada alinan doku 6rneklerini incelediklerinde FGF-2’nin kirik
iyilesmesinin erken asamalarinda 6nemli gérevler aldigini belirtmislerdir.

Bu c¢alismada, yabanci cisim reaksiyonu olusturmayan, osteokondiiktif ve

osteoindlktif ozellikler tasiyan, hizli bir sekilde osteogenez gergeklestiren,
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yerlestirildigi bolgeye yapisal destek verebilen ve gorevinin bitiminde rezorbe olabilme
ozelligi tasiyan ideal kemik greftini elde etmek amaglanmistir. Rat mandibulasinda
olusturulan kemik defektine osteokonduktif Ozellik gostere -TCP kemik grefti ve
osteoindiiktif 6zellik gosteren, kemik iyilesmesi iizerinde onemli roller istlendigini
diistindiigiimiiz FGF-2 blylme faktorii birlikte uygulandi. Sonug¢ olarak kontrol
grubuna gore FGF-2 ve B-TCP karisimmin uygulandigi grupta, Ozellikle kemik
tyilesmesinin erken dénemlerinde kemik olusumunun arttig1 goriildii.

Anjiyogenez damarlarin olugsmasindan Onceki evrede endotel hiicrelerinin
kiimelenmesi ile olusan kapillerin dallanmasi, genislemesi ve kiigiik damarlarin
biiyiiyiip gelismesidir. Kisaca anjiyogenez, yeni damar gelisimi olarak tanimlanabilir
(Fayette, 2005). Anjiyogenezisi uyaran en onemli sitokinler; VEGF ve FGF-2’dir
(Fayette, 2005).

Chow ve Rabie (2000), yaptiklar1 ¢alismada kemik greftlerinin uygulandig
boélgede yeni olusan damarlanmanin kemik iyilesmesine olumlu etkisini bildirmislerdir.

Yeni olusan damar sayist ve FGF-2’nin iliskisini incelemek igin Gong ve ark.
(2003), yapmis olduklar: bir ¢alismada, tavsanlardaki mandibuler kemik iyilesmesinde
kullandiklart FGF’nin 6zellikle mikrovaskiiler formasyonu uyardigini belirtmiglerdir.
Higuchi ve ark. (2010), FGF-2’nin osteoblastlar ve fibroblastlar gibi kemik hucreleri
icin gii¢lii bir mitojen oldugunu ve anjiyogenezisi stimiile edebilecegini bildirmislerdir.
Eppley ve ark. (1988), FGF-2’nin tavsan mandibulasindaki kemik greftlerinin
iyilesmesinin erken donemindeki damarlanmasinda 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Lu
ve ark. (2002), yaptiklar1 ¢alismada FGF-2’nin in vitro ve in vivo g¢aligmalarda hem
osteojenik hem de anjiyogenik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada
FGF-2’nin kemik iyilesmesindeki etkisinin yani sira angiyogenez ile olan iliskisi de
incelendi. Ratlarin mandibulasinda defekt olusturulduktan sonra 7. ve 28. giinlerde yeni
olusan damar sayisi incelendiginde FGF-2 uyguladigimiz grupta hem 7. hem de
28.gunde damar sayisinin arttig1 bulundu.

FGF-2’ nin etkinligi kullanilan konsantrasyona ve hedef hiicre maturasyonuna
gore farklidir. Diisiik konsantrasyonlarda, karsi olgun hiicrelerde ve hedeflenen geng
osteoblastlarda FGF-2 kemiksi formasyonu daha fazla uyarir (Tanaka, 2006).
Literatlirde kullanilan FGF dozlar1 karsilastirildiginda ¢ok farkli sonuglar ortaya
cikmigtir. Clinkii defekt modelleri, defekt modellerinin ebat1 ve farkli tastyicilardan

salinma kinetikleri uygulanan FGF dozlarini farkli kilmistir.
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Draenert ve ark. (2009), tavsanlarda olusturduklar1 defekte HA ve 10ug ve 100ug
FGF-2 karisimini uygulamiglardir. 10ng FGF-2 uyguladiklar grupta diger gruplara gore
daha fazla kemik olustugunu belirtmislerdir. Hayashi ve ark. (2007), kopeklerin
mandibulalarina yerlestirdikleri implantlarin boyun kisminda olusan defeklere 0.1, 1,
10, 100 pg FGF-2 uygulamislar ve 10 pg FGF uygulana grupta kemik olusumu
gozlemislerdir. Bu ¢aligmada literatiire benzer olarak 10 pg FGF-2 kullanilmast uygun
gOriilmiistiir.

FGF-2 ve biuyime faktorleri stabil olmayan proteinlerdir ve solliisyon olarak
kullanildigi zaman ortamdan hizli bir sekilde uzaklasmaktadir. Bundan dolayr kisa
yarilanma Omriine sahiptir. Basarili olarak kemik indiiksiyonunun yapilabilmesi,
FGF’nin biyolojik aktivitesinin devamlilig1 igin tasiyici bir materyalin FGF’nin yavas
salinmasina yardimci olmasi gerekmektedir. Bu problemi ¢6zmek icin FGF-2’yi bir
tasiyicit materyal ile beraber kullanmak gerekmektedir. Karboksimetil seliiloz jel, fibrin
jel, kollajen, B-TCP ve hiyaluronik asit tasiyict materyal olarak kullanilmistir (Hayashi,
2007). Higuchi ve ark. (2010), tavsanlarda yaptiklar1 ¢alismada FGF-2 tasiyict materyal
olarak B-TCP kullanmislardir. Neidhart ve ark. (2001), ratlarda yaptiklar1 ¢alismada
BMP-2 tasiyict materyali olarak TCP kullamiglardir. Bu ¢alismada da FGF-2’nin yavas
salinip etkisini devam ettirerek kemik iyilesmesine katki saglamasi amaciyla tasiyici
materyal olarak B-TCP kullanildi.

Butlin bu sonuglar birlikte degerlendirdigimizde FGF-2/B-TCP kombinasyonunun
yeni kemik olusumunun 6zellikle erken donemlerine olumlu bir etkisinin olabilecegi

goruldu.
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6.SONUCLAR

Ratlarin mandibularinda deneysel olarak olusturulan kemik defeklerine uygulanan -
TCP ve FGF-2’nin 7.ve 28.gunlerde osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, yeni olusan
kemik alani, yeni olusan damar sayisi, fibroblast sayisi ve kollajen liflerini incelemek
ve bu bilesiklerin kemik iyilesmesindeki etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bu
calismada histomorfometrik incelemeler sonucunda;

* Ratlarda olusturulan 5 mm’lik defektin kritik buyuklukte defekt icin uygun

oldugu

* Kullanilan FGF-2 dozunun kemik olusumu i¢in yeterli olabilecegi

*  FGF-2’nin kemik iyilesmesine olumlu etkisinin oldugu

* FGF-2’nin yeni olugan damar sayisini artirdigini

* B-TCP’m biiylime faktorleri i¢in tasiyict materyal olabilecegi goriildii.

Bu c¢alismanin sonuglari dogrultusunda, FGF-2’nin kemik iyilesmesini

dizenleyecek ve hizlandiracak ajan olarak gelecekte tedavi amagli kullanilip
kullanilmayacaklarini arastiran, daha kapsamli ileri caligmalarla degerlendirilmesine

ihtiyac oldugunu diistinmekteyiz.
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