T.C.
ONDOKUZMAYIS UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
PERIODONTOLOJI ANABILIM DALI

TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA VE OTOJEN KEMIK
GREFTIi UYGULAMALARININ KOPEKLERDE
FENESTRASYON TiPi DEFEKTLERDE INCELENMESI

DOKTORA TEZi

lker KESKINER

Samsun

Agustos-2007



T.C.

ONDOKUZMAYIS UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU
PERIODONTOLOJI ANABILIM DALI

TROMBOSiT_TEN ZENGIN PLAZMA VE OTOJEN KEMIK
GREFTI UYGULAMALARININ KOPEKLERDE
FENESTRASYON TiPi DEFEKTLERDE INCELENMESI

DOKTORA TEZi

lker KESKINER

Danigsman: Prof. Dr. Gékhan ACIKGOZ
Yrd. Dog. Dr. Arzu ALKAN

Samsun
Agustos-2007



il

TESEKKUR

Tez calismam ve doktora egitimim boyunca tecriibe ve bilgisiyle bana yol
gosteren; yardimlarint ve vaktini benden esirgemeyen degerli hocam saymn Yrd. Dog.
Dr. Arzu ALKAN’a, doktora egitimim ve tez ¢alismalarim boyunca bdliimde rahat bir
calisma ortami saglayan ve hosgoriisiinii esirgemeyen hocam sayin Prof. Dr. Gékhan
ACIKGOZ’e, tezin fikir asamasindan itibaren bilimsel ve teknik bilgilerinden
faydalandigim, Ankara’dan destegini siirekli hissettigim hocam saym Prof. Dr. Nejat
ARPAK’a,

Cerrahi Arastirma Laboratuarinda, zor duruma diistiiglimde yardimlariyla
islerimi kolaylastiran hocam saym Dog¢. Dr. Murat HOKELEK’e, tiim islemlerde
yardimlarindan dolay1 minnettar oldugum Mustafa INCE’ye ve Faruk CEVIK e,

OMU Tip Fak. Kan Bankasi’nin teknik sartlarindan sorunsuzca faydalanmami
saglayan hocam sayin Prof. Dr. Davut ALBAYRAK’a ve tezimin isleyisinde ¢ok
onemli olan islemleri hassas ve 6zverili ¢alisarak halleden Salih KOC’a,

Tezin histolojik inceleme asamasinda bilgisi ve tecriibesi ile bana yardimer olan
O.M.U. Histoloji ve Embriyoloji AD. Ogretim Uyesi sayin Prof. Dr. Siileyman
KAPLAN’a, Gazi Osman Pasa Universitesi Histoloji ve Embriyoloji AD. Ogretim
Uyeleri saym Yrd. Dog. Dr. Ayten Tiirkkam1 Tung ve Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin Aslan’a,
ayrica Fikret GEVREK e,

Yardimlarindan dolay1 boliimdeki hocalarima,

Basta inang CENGIZ olmak iizere, doktora ve tez ¢alismalarim siiresince emegi
gecen boliim arkadaslarima,

Tezimin istatistiksel analizinde vaktini ve yardimlarini esirgemeyen hocam sayin
Dog. Dr. Tamer TURK e,

Hayatim her doneminde doktora egitimim boyunca da benden maddi, manevi
desteklerini esirgemeyen, bu giinlere gelmemi saglayan sevgili annem Remziye
KESKINER ve babam Mustafa KESKINER’e, destegini siirekli hissettigim kardesim
Alper KESKINER’e

Bu doktora tezi i¢in en bliyiik fedakarliklar1 yapan, oglum ALP ile geceleri tek
basina savasan sevgili esim Sevim KESKINER e

Icten ve sonsuz tesekkiirler.



i v
OZET
TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA VE OTOJEN KEMIiK GREFi UYGULAMALARININ
KOPEKLERDE FENESTRASYON TiPi DEFEKTLERDE INCELENMESI
Ilker KESKINER, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi, Samsun, Agustos 2007

Trombositten Zengin Plazma (TZP), kiigiik hacimli bir plazma i¢inde trombositlerin konsantre
edilmis halidir. Trombosit konsantrasyonu oldugu i¢in ayn1 zamanda tiim yara iyilesmelerini baglatan
ve trombositlerden salindigi kanitlanmig biiyiime faktorlerinin de konsantrasyonudur. Bu c¢alismanin
amaci trombositten zengin plazmanin kemik ve sement dokularinin rejenerasyonu iizerine etkilerini tek
basina ve otojen kemik grefti ile beraber 3 farkli zaman araliginda degerlendirmekti.

Calismada 6 adet Tiirk coban kopegi kullanilmigtir. Kopeklerden alinan kandan TZP
hazirlanmasini takiben standart 4x4 mm fenestrasyon defektleri olusturulmustur. Defektler TZP, otojen
kemik, otojen kemik + TZP uygulanan ve kontrol (bos defekt) olmak iizere 4 gruba ayrilmistir.
Histomorfometrik olarak stereolojik yontem ile defektlerde trabekiiler kemik ve sement alani oranlar
4., 8. ve 12. haftalarda incelenmistir.

TZP’deki trombosit sayisi ortalamasi kandakine gdre 5.18 kat artmis bulunmustur (p<0.05).
Trabekiiler kemik alam1 oranlart grup i¢i karsilastirildiginda tiim gruplarda 4. ve 8. haftalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenirken 8. ve 12. haftalar arasinda fark gézlenmemistir. Gruplar
arasi kargilagtirma yapildiginda 4. ve 8. haftalarda TZP, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha
olumlu sonuglar vermesine ragmen 12. haftada fark goézlenmemistir. Tiim zaman araliklarinda
trabekiiler kemik alan1 oran1 yoniinden otojen kemik grubu ve otojen kemik + TZP gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gzlenmemistir. Sement alani oranlari grup i¢i karsilastirildiginda 4.
haftada TZP ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Fakat
otojen kemik ve otojen kemik + TZP gruplar1 kontrol grubuna goére farkli bulunmustur. 8. ve 12.
haftalar karsilastirildiginda tiim gruplar arasinda fark gézlenmemistir.

Sonug olarak TZP tek basina kullanildiginda erken dénemde bos birakilan defekte gore daha
hizli kemik olusumuna neden olabilir. Otojen kemige TZP ilavesi otojen kemigin tek basina
kullanilmasina gore ilave fayda saglamamaktadir. TZP’nin tek basina kullanildiginda erken dénemde
trabekiiler kemik alani i¢in sagladigi olumlu etki sement olusumunda gozlenmemistir. TZP; greftle
beraber kullanildiginda uygulamay1 kolaylastiran, ekonomik, bulasici hastalik riski bulunmayan ve tek

basina kullanildiginda erken dénemde kemik olusumuna olumlu etkileri olan bir yapidir.
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ABSTRACT

THE EXAMINATION OF PLATELET RICH PLASMA AND AUTOGENOUS BONE
GRAFT COMPARISION IN FENESTRATION DEFECTS IN DOGS
ilker KESKINER, Ph.D. Thesis
Ondokuz Mayis University, Samsun, August 2007

Platelet Rich Plasma (PRP) is concentration of platelets in a small volume of plasma. Because
it is a concentration of platelets, it is also a concentration of growth factors proved to be actively
secreted by platelets to initiate all wound healing. The aim of this study was to evaluate the effect of
platelet rich plasma on the regeneration of bone and cement tissues with using autogenous bone and
alone in the 3 different time periods.

6 Turkish sheepdogs were included in the study. After preparing PRP from the blood taken
from the dogs the standart 4x4 mm fenestration defects were formed. The defects were separated as
PRP alone, autogenous bone, autogenous bone+PRP and no treatment as a control groups. Trabecular
bone and cement ratios in the defects were examined histomorphometricaly with the stereologic
method in the 4., 8. and 12. weeks.

The mean platelet number of PRP increased 5.18 times accordance with the blood’s (p<0.05).
When the trabecular bone area ratios were compared in the groups, there was statistically significant
difference in the 4.and 8. weeks, however, no difference in the 8. and 12. weeks. Between the groups,
PRP group gave statistically significant results in the 4. and 8. weeks when compared with the control
group, however, there was no difference in the 12. week. In the all time intervals for trabecular bone
area ratios there was no statistically difference in the autogenous bone and autogenous bone+PRP
groups. When the cement area ratios were compared there was no statistically difference between PRP
and control groups in the 4. week. When the 8. and 12. weeks were compared, there was no statistically
difference between all the groups.

As a conclusion, PRP may cause faster bone formation when used alone accordance with the
empty defect. The addition of PRP to the autogenous bone may secure no benefit when the trabecular
bone ratios were evaluated. The benefit seen in the early time periods for the trabecular bone ratios
when the PRP used alone, was not seen in the cement formation. PRP is a structure which facilitates
the manipulation of the graft, which is economic and which has no disease transmission risk and has

positive effects to the bone formation when used alone.
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1. GIRIS ve AMAG

Periodontal hastaliklar gelismis iilkeler de dahil olmak iizere tiim toplumlarda en
stk gozlenen hastaliklardan biridir. Glinlimiiz periodontoloji biliminde hastaligin
durdurulmas1 yaninda kaybedilen dokularin rejenerasyonunun saglanmasi temel
hedeflerden biri haline gelmistir. Periodontal rejenerasyonun basarisi; enflamasyon ile
zarar gormiis diseti bag dokusunun rejenerasyonunu, sement olusumunu, kayip kemigin
tamirini, bag dokusu fibrillerinin yeniden olusumunu gerektirir. Rejenerasyonu
saglamak amaciyla glinlimiizde ¢ok cesitli insan, hayvan ve sentetik kaynakli kemik
greft materyalleri, bariyer membranlar ve biiylime faktorlerinin tek basina veya birlikte
kullanildig: farkli teknikler mevcuttur. Kemik greft materyalleri arasinda otojen kemik
grefti altin standart olarak kabul edilmektedir. Otojen kemik greftinin diger tiim greft
materyallerine gore baz iistiinliikleri vardir. Bunlar arasinda hastanin kendisinden elde
edilmesinden dolay1 icerdigi progenitor hiicreler ile en yiiksek rejeneratif kapasiteye
sahip olmasi, antijenik ve toksik olmayisi, ¢capraz enfeksiyon riskinin bulunmayisi en
basta gelen Ozellikleridir. Ayrica maliyetinin olmamasi da diger bir 6nemli ekonomik
ozelliktir. Son yillarda ¢alismalarin ivme kazandigi alanlardan biri trombositten zengin
plazma (TZP) kullanilarak yapilan rejeneratif islemlerdir. TZP’nin kullanilisindaki
amag basittir. Trombositlerin hemostaz disinda goérevleri oldugu ¢ok iyi bir sekilde
bilinmektedir. Trombositlerin graniilleri i¢inde salindiklarinda mitozisi, kollajen
sentezini artiran, diger hiicreleri yara bolgesine ¢eken, vaskiiler gelisimi baslatan, hiicre
farklilagmasini arttiran biiylime faktorleri bulunmaktadir. Bu olaylar yara iyilesmesinde
onemli olan asamalardir. Bu fikirden yola ¢ikarak azi bile iyi ise ¢ogu daha iyidir
mantig1 ile trombositlerin konsantrasyonu artirilarak yara bolgesinin hizli ve daha iyi bir
sekilde iyilesebilecegi diisliniilmektedir. Bu mantik zinciri kemik s6z konusu oldugunda
daha yogun bir kemigin daha hizli bir sekilde elde edilebilme ihtimalini akla
getirmektedir. Otojen kemik grefti i¢in yukarida s6zii gecen tiim olumlu 6zellikler
trombositten zengin plazma icin de gegerlidir. Giiniimiize kadar trombositten zengin
plazma c¢esitli greft materyalleri ile karistirilarak klinik olarak kullanilmistir. Fakat
histolojik olarak iyilesmeyi inceleyen calisma az sayida olup, trombositten zengin
plazmanin otojen kemik grefti ile birlikte periodontal defektlerde kullanimini inceleyen

ve yeni olusan sementi degerlendiren ¢alisma bulunmamaktadir.



Bu ¢alismanin amaci1 TZP ve otojen kemik greftinin tek baslarina veya beraber
kullanilmalarinin kemik ve sement olusumlarina olan etkilerini belli zaman araliklarinda
stereolojik metod kullanarak karsilastirmali olarak incelemektir. Boylelikle, iki otojen
kaynakli tirlin birlikte kullanilarak rejeneratif kapasitenin arttirtlmasinin miimkiin olup
olmadig test edilecek ve sonuglarin olumlu olmasi durumunda iilke ekonomisine yiik
getirmeyen otojen kaynakl tiriinlere dikkat ¢ekilmis olacaktir. Ciinkii, tilkemizde sikca
kullanilan biyomateryallerin tamami yurtdisindan ithal edilmekte olan son derece pahali

malzemelerdir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periodontal Rejenerasyon ve YDR Teknigi

Periodonsiyum; diseti, alveol kemigi, periodontal ligament ve sementten olusan,
disi destekleyen bir doku biitlinlidiir ve kaybedilmesi durumunda periodontal hastalik
ortaya cikar. Bunun sonucu meydana gelen kemik defektlerinde rejenerasyonun
saglanmas1 periodontoloji biliminde {izerinde en ¢ok ¢aba harcanan konulardan biridir.
Periodontal tedavinin esas amaci, hastalik sonucu kaybedilmis periodontal dokulari
orijinal yap1 ve fonksiyonu ile miimkiin olan en kisa zamanda hastaya geri
kazandirmaktir. Fakat hasarli periodonsiyumun tam olarak rejenerasyonunu saglamak
kolay degildir.

Rejenerasyonun kriterleri temel olarak; dislerin apikalinden koronaline dogru
uzanan yeni sement olusumu, yeni olusan sementle yeni olusan kemik arasinda uzanan
fonksiyonel olarak diizenlenmis periodontal ligament fibrillerinin varligi seklinde
tanimlanmaktadir (Melcher, 1976).

Periodontal ligament hiicrelerinin rejenerasyon igin yara bolgesinde g¢ogalmasi
gerekmektedir; bunun nedeni sadece periodontal ligament hiicrelerinin; sement ve
kollajen liflerin olusumu ile yeni bag dokusu atasmanini gergeklestirebilmeleridir.
Periodontal ligament hiicreleri disinda kemik hiicrelerinin de kokte rezorbsiyon ve
ankiloz olusturma riski bulunmasina ragmen farklilasma potansiyelleri oldugu
bilinmektedir (Karring ve ark., 1993). Osteoblastlar tamamen periodonsiyum
hiicrelerine doniisemeseler de olusacak yeni kemik, periodontal rejenerasyon igin
olduk¢a onemlidir. Komsu yeni kemik olusumu olmaksizin yeni sement birikiminin
oldugu bolgeler rejenerasyon kriterlerini tam olarak saglamamaktadir.

Bariyer membranla yonlendirilmis doku rejenerasyonunun (YDR), epitel ve
diseti bag dokusu hiicrelerinin kdok yiizeyindeki pihti i¢ine gd¢ etmesini engellemede
basarili oldugu c¢esitli ¢aligmalarda gosterilmistir (Magnusson ve ark., 1985, Aukhil ve
ark., 1986, Salama ve ark., 1994). Bu teknikte, YDR yapilmak istenen bolge iizerine
fiziksel bir bariyer (membran) yerlestirilir. Bariyer, kemik defekti ve kok iizerinde bir

bosluk yaratacak bigimde sekillendirilir. Bu sayede, bariyer altindaki boslukta



periodontal ligament ve kemik hiicreleri pihtiya dogru goé¢ eder ve rejenerasyonu
saglarlar. Bu yontem ile yeni olusan sement ve alveolar kemik arasinda fonksiyonel
olarak diizenlenmis periodontal fibrillerin olusmasi beklenmektedir (Cortellini ve
Tonetti 2000).

Yonlendirilmis doku rejenerasyonu ¢alismalarinda, 1993 yilinda Cortellini, Pini-
Prato ve Tonetti tarafindan yapilan ve rezorbe olmayan e-PTFE membran ile tedavi
edilmis 40 kemiki¢i defektin klinik sonuglarinin sunuldugu  calismalar bir doniim
noktasini olusturmustur (Cortellini ve ark., 1993a; 1993b; 1993c; Prato ve ark.,1993;
Tonetti ve ark., 1993). Yirmiiic hastada toplam 40 kemiki¢i defektin rejeneratif
yontemle tedavi edildigi ve re-entry sonuglarinin degerlendirildigi c¢alismalarda,
tedaviden bir yil sonra ortalama 4.1 mm atagsman kazanci ve ortalama 5.9 mm cep
derinligi azalmasi elde edildigi (Cortellini ve ark. 1993a), ortalama 4.3 mm kemik
rejenerasyonu oldugu ve histolojik incelemede ortalama 4.6 mm yeni sement ve igine
gomiilmiis kollajen liflerinin bulundugu gosterilmistir (Cortellini ve ark. 1993b). Ayni
calismanin devaminda Tonetti ve ark., (1993) membran altindaki defektin duvar
sayisinin rejenere olan dokunun miktarini etkiledigini belirtmislerdir.

Cortellini ve ark., 1994 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, YDR yonteminin
uzun donem sonuglarmi degerlendirmis ve sonugta derin kemikici defektlerde elde
edilen kazanclarin en az 4 yil boyunca idame edilebilecegini ve diizenli destekleyici
periodontal tedavinin elde edilen atagsman kazancinin korunmasimi sagladigini
belirtmisglerdir.

Kemik rejenerasyonu yontemleri de giiniimiiz dis hekimliginde oldukca yaygin
olarak  kullanilmaktadir ve  yonlendirilmis kemik  rejenerasyonu  olarak
tanmimlanmaktadirlar (McAllister ve Haghighat, 2007, Simion ve ark., 2007). Implant ve
protez tedavisi oncesi kret ogmentasyonlarinda, siniis yiikseltilmesi islemleri sirasinda,
kist ve tiimor operasyonlar1 sonrasinda, periodontal olarak destegini kaybetmis dislerde
yonlendirilmis doku rejenerasyonu ile birlikte yonlendirilmis kemik rejenerasyonu
islemleri kullanilmaktadir (Carranza ve ark. 2002).

Periodontal dokularin rejenerasyonu icin yalnizca periodontal ligament
hiicrelerinin ve osteoblastlarin koronale dogru ilerleyecekleri bir bosluk saglamak
yeterli olmamaktadir. Bu hiicrelerin koronal yonde ilerleyerek atagsman, proliferasyon ve

gerekli ekstraseliiler matriks proteinlerinin sentezi ile 6nceden hastalikli olan yiizeyde



siirekli fonksiyonlari yerine getirmeleriyle gercek bir periodontal rejenerasyon
saglanabilmektedir (Somerman ve ark. 1987).

Bu amag i¢in giiniimiizde basta biiylime ve farklilasma faktorleri olmak iizere
birgok sinyal molekiiliinliin yara bolgesine uygulanmasi giindeme gelmistir. Bunun
disinda periodontal rejenerasyonu saglamak amaci ile kemik greflerinin kullanimi

kuskusuz ki yillardir en ¢ok tercih edilen yontemdir.

2.2. Kemik Greftleri

Doku ve  organlarin  kazamilmis  veya  konjenital  defektlerinin
rekonstriiksiyonunda yer tutucu ve kemik yapimini uyarici etkisi olan materyallere greft
adr verilir. Kemik greftleri, periodontal kemik defektlerinin tedavisinde uzun yillardan
beri siklikla kullanilmaktadir. Kemigin yeniden olusumunun gerektigi cerrahi ve
periodontal destek dokularin restorasyonuna ihtiyag duyulan tiim durumlarda kemik
greftleri kullamm alani bulmaktadir. Ideal kemik greft materyalinin ozellikleri su

sekilde 6zetlenebilir:

1. Antijenik 6zellik tagimamali

2. Karsinojenik ve toksik olmamali

3. Yapisal olarak giiclii ve dayanikli olmali, yeterli destek ve stabiliteyi
saglayabilmeli

4. Enfeksiyona dayanikli olmali

5 Kok rezorpsiyonu ya da ankiloza neden olmamali

6 Kolay uygulanabilmeli ve istenilen forma kolayca getirilebilmeli
7. Hizli ve yeterli miktarda elde edilebilmeli

8 Minimal cerrahi islemle kullanilabilmeli

9 Maliyeti ucuz olmali

10. Osteoindiiktif ve kondiiktif 6zellikleri olmali

1. Yeni atagsmant tetiklemelidir. (Rosenberg ve Rose, 1998).

Periodontal dokularin rejenerasyonu acisindan degerlendirildiginde ise ideal

kemik greft materyali osteogenez, sementogenez ve kok iizerinde daha koronal seviyede



atagman saglayabilmeli, fonksiyonel olarak diizenlenmis periodontal ligament

olusturabilmelidir. (Aichelmann-Reidy ve Yukna, 1998).

Kemik greftlerinin siniflandirilmasi (Nasr ve ark., 1999)
A- Insan kaynakl kemik greftleri
1- Otojen greftler (Otogreftler)
2- Allojenik greftler (Allogreftler)
a- Taze dondurulmus kemik
b- Dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti (FDBA)
¢- Demineralize edilmis dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti (DFDBA)
B- insan kaynakh olmayan kemik greftleri
1- Ksenojenik greftler (Ksenogreftler)
a -S181r kaynakli hidroksiapatit
b-Mercan kalsiyum karbonat
2- Alloplastik greftler (Alloplastlar)
a-Polimerler
b-Bioseramikler
i- Trikalsiyum fosfat
ii- Hidroksiapatit

c- Bioaktif camlar

Greft materyalleri, organik yapiya olan yakinliklari, baz1 hiicrelerin varlig1 ve
sahip olduklar1 baz1 kemik olusturucu mekanizmalarla ¢esitli gruplara ayrilmaktadirlar.
Bu mekanizmalar sirasiyla osteogenez, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyondur
(Sandor ve ark., 2003).

Osteogenez, kemik dokusu olusturma kapasitesine sahip hiicrelerin varliginda bu
hiicrelerin kemik yapimini gergeklestirme durumudur. Bu hiicrelerin kemik yapimini
gerceklestirebilmesi herhangi bir uyarandan veya ¢evre dokudaki olaylardan bagimsiz
olarak gerceklesebilmektedir. Bilindigi gibi canli kemik hiicrelerine sahip tek greft
materyali “otojen kemik” yani o canlinin kendisine ait kemik dokusudur. Bir bagka

deyisle osteogenetik karaktere sahip tek greft materyali otojen kemiktir.



Osteoindiiksiyon ise doku igerisindeki farklilagmamis mezenkimal hiicrelerin
kemik yapici osteoblastik hiicrelere doniistiiriilmesi vasitasiyla meydana gelen bir tiir
kemik olusturma mekanizmasidir. Otojen kemikle birlikte allogreftler osteoindiiktif
mekanizmaya sahip greft materyalleri olarak géze ¢arpmaktadirlar.

Allogreftler o tiliriin igerisindeki baska cinslerin iizerinden elde edilen ve
gecirdikleri ¢esitli islemler sonrasinda uygulanmaya hazir hale getirilen greft
materyalleridir. Insan kemigi kaynakli bir baska deyisle kadavralardan elde edilen bu
materyaller; gegirdikleri siireglere goére dondurulmus, dondurulmus-kurutulmus,
demineralize dondurulmus kurutulmus, demineralize olmayan dondurulmus kurutulmus
gibi farkli tiplere ayrilmiglardir (Schwartz ve ark., 1996). Allogreftler spongioz, kortikal
ya da bunlarin kombinasyonu halinde bulunabilirler. DFDB greftlerinin {iretimi
sirasinda takip edilen islem basamaklarinin markalar arasina farkliliklar gdstermesi,
dondriin yasi cinsiyeti ve ilag kullanimi, osteoindiiktif kapasitelerin standart
olmamasia yol agmaktadir. Yaklasik 30 senedir kullanilmalarina ragmen hastalik
bulagma riski, immiin reaksiyona neden olma ihtimali, maliyetleri ile dini ve finansal
nedenler kullanimlarini sinirlandiraktadir (Ong ve ark., 1998; Parikh, 2002).

Ksenogreftler ise hayvansal kaynakli donérlerden elde edilmis ve cesitli
islemlerle deproteinize edilerek organik kismi uzaklastirilmis greft materyalleridir
(Arpak ve ark.,1997). Bu materyaller kimi kaynaklara gore allogreftlerin bir alt grubu
kimi kaynaklara gore ise alloplastlar igerisinde yer alan bir grup olarak kabul
edilmektedir. Gerek allogreftlerin gerekse de xenogreftlerin igerdikleri organik yapidan
tam olarak arinmadiklarina ve viral kontaminasyon riski bulunduguna dair ¢alismalar
bulunmaktadir (Buck ve ark., 1990).

Osteokondiiksiyon ise fiziksel bir oOzelliktir ve greft materyalinin bir cati
olusturmasi ve bu catinin yer tutucu olarak etrafindaki kemik yapici hiicrelerden
kaynakl1 apozisyonel kemik biiyiimesine olanak saglamasi olarak tanimlanmaktadir. Ek
olarak kemik defektini c¢evreleyen yumusak dokularin defektin icine yiiriimesini
engeller. Ayrica mikroskobik olarak bosluklar ve kanallar igeren yapisal defekt
bolgesinden gelecek olan damarlanmayi ve hiicre gelisimini kolaylagtirir.

Sentetik kaynakli greft materyalleri ya da diger adiyla alloplastlar greft
materyalleri arasinda osteokonduktif 6zelligi disinda baska 6zelligi bulunmayan tek

materyallerdir. Otojen ve allojen kemik greftlerinin baz1 dezavantajlar1 sentetik kemik



greftlerinin yaygin olarak kullaniminm1 giindeme getirmistir. Bu gruba dahil kemik
greftleri osteokondiiktif 6zellik gosterir. Bu tip materyaller kimyasal etkisi olmayan
doldurma malzemeleridir ve kemikle biitiinlesirler. Kemigin {izerlerine ve i¢lerine dogru
birikmesine izin verecek bir iskelet olustururlar. Klinik sondlama derinliklerinde ve
atagsman seviyelerinde anlamli gelismeler saglamalarina ragmen histolojik olarak sinirli
rejenerasyon saglamislardir (Nasr ve ark., 1999). Sentetik kemik greftlerinin
allogreftlere karsi olan bir diger avantaji ise bu greftlerde hastalik bulasma riskinin
bulunmamasidir (Lovelace ve ark., 1998).

Otojen greft materyalleri yukarida bahsedilen bu ii¢ kemik olusturucu
mekanizmay1 da biinyesinde barindirirken, allogreftler osteoindiiktif ve osteokondiiktif

ozelliklere sahiptirler (Sandalli ve Karabuda, 1995).

2.2.1. Otojen Kemik Grefti

Otojen kemik greftleri periodontolojide kemik defektlerinin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir. Biyomateryallerden farkli olarak otojen kemik altin standart olarak
kabul edilmektedir. Bunun nedenleri;

1-  osteogenezisi saglayan hiicrelere sahiptir

2-  immunolojik cevabi azaltmadan doku reaksiyonlar1 azalmaktadir

3-  minimal enflamatuar cevap olusmaktadir

4-  greft partikiilleri tarafinda hizli bir damarlanma olugmaktadir

5- greft i¢inde bulunan biiyiime ve farklilasma faktorlerinin salinimi s6z
konusudur (Marx, 1994).

Otojen kemik agiz i¢i ve agiz dis1 olarak iki yoldan elde edilebilir. Mandibulanin
uc kismi (simfiz bolgesi), govdesi ya da ramus bolgesinden blok halinde intraoral kemik
almak miimkiindiir. Biliyiikk blok greftler periodontal cerrahiden ¢ok implant 6ncesi
ogmentasyon amaciyla kullanilmaktadir. Daha kii¢iik hacimde grefte ihtiya¢ oldugunda,
maksiller tiiber bolgesi, zygoma, agizdaki mevcut toruslar, kret diizeltmesi sirasinda
elde edilen kemik pargalari, ¢gekim soketleri, implant hazirlig1 sirasinda ortaya ¢ikan
kemiklerin toplanmasi ile elde edilen kemik parcalar1 kullanilabilir (Misch ve Misch,
1999). Elde edilen otojen kemik belli islemlerden gegirilip farkli form ve biiyiikliiklere
dontstiirtilebilir (kortikal ¢ip (chip), osseoz koagulum, kemik karigimi (bone blend).



Ornegin osseoz koagulum déner baslikli aletler ile elde edilen kemik pargaciklari ile
kanin karistirilmasi sonucu elde edilir. Bu teknigin dezavantaji kemik parcaciklarinin
biiylikliigii ve miktarin standart olmamasidir. Bir diger teknik de trefan frez, ¢isel
veya kemik pensi ile elde edilen kemigin kemik degirmeninden gegirilerek partikiil
biiylikliigii daha belirgin kemik karigimi olan bone blend elde edilmesidir.

Cenelerdeki defektlerde kullanilan greftlerin intraoral kaynakli olmasi, ayni
embriyolojik kokenden geldikleri i¢in avantajlidir. Tek operasyon bdlgesi olmasi,
cerrahi ve anestezi zamanlarin1 azaltmaktadir. Agiz i¢i kaynakli kemik greftleri ¢abuk
iyilesirler ve iyilesirken minimal derecede rezorbe olup yogun yapilarin1 korurlar
(Misch ve Misch, 1999).

Genel olarak otojen kemigin yiiksek osteojenik potansiyele sahip oldugu kabul
edilmektedir ve rejeneratif periodontal tedavi arastirma sonuglart olumludur (Dragoo ve
Sullivan, 1973; Hiatt ve Shallhorn, 1973; Renvert ve ark., 1985). Renvert ve ark.
(1985), derin kemikigi defektlerde intraoral otojen kemik grefti uygulamasimin basarili
sonuglar verdigini bildirmislerdir. Genel olarak partikiillii otojen kemik greftleri
damarlanmay1 arttirmakta ve bdylece osteogenezis artmaktadir (Axhausen, 1956;
Rivault ve ark., 1971)

Yapilan ¢aligsmalarin pek ¢ogunda, otojen kemik greftlerinin agiz i¢inde alindigi
bolgeden bagimsiz olarak konvansiyonel tedavi tekniklerine gore daha basarili sonuglar
verdigi One siriilmiistiir. Agiz i¢i kaynakli otojen kemik greftleri ile kemik ici
defektlerde agiz ici kaynakli kanselloz kemik ve iligi ile tedavi edilen 166 kemik
defektinde ortalama 3.44 mm ve % 50 kemik dolumu saglandig: bildirilmistir (Hiatt ve
Schallhorn, 1973). Arastirmacilar kemik dolum derecesinin kemik ici defektinin
morfolojisine bagli oldugunu gozlemlemiglerdir. Ellegaard ve Loe (1971), de
calismalarinda ii¢ duvarli kemikici defektlerin daha iyi sonug¢ verdigini bildirmislerdir.
Benzer sekilde kemik karigimu tipi greft kullanimu ile agik flep cerrahisine gore anlaml
derecede daha fazla kemik dolumu (sirasiyla 2.98/0.66, yaklasik %75 defekt dolumu)
elde edildigi bildirilmistir.

Sapli otojen kemik grefti (bone swagging)’nin kemikici defektlerde kullanimi ile
ilgili ¢ok az c¢alisma mevcuttur. Zubery ve ark. (1993), basarili bir “bone swagging”
operasyonunun iyilesmesi sonucu histolojik olarak elde edilen klinik atasmanin epitel

ve bag dokusundan olustugunu fakat her ne kadar radyografik olarak kemik olusumu
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gozlense de, sementogenezis ve yeni atagsman aparatinin gézlenmedigini bildirmislerdir.
Alkan ve Keskiner (2006), klinik olarak bagarili bir bone swagging operasyonu
sonrasinda radyografik olarak kemik dolumu yaninda 7 mm’lik atagsman kazanci elde
ettiklerini bildirmislerdir.

Agiz disi kaynakli kemik greftleri daha ¢ok oral-maksillofasial defektlerin
tedavisi ve ileri derecede rezorbe olmus maksilla ve mandibulada uygulanacak implant
tedavisi oncesinde kullanilmaktadir. Siklikla tercih edilen agiz dis1 kemik kaynaklari
iliak kret, tibia ve kranyumdur. Daha az siklikla olmak iizere, kaburgalar ve fibula da
hekimler tarafindan tercih edilebilmektedir (Misch ve ark., 1999).

[liak kanselloz kemik ve kemik iliginden elde edilen otojen kemik kullanilarak
yapilan c¢alismalar sonucu yeni kemik olusumu, histolojik olarak krestal kemik
apozisyonu ve periodontal ligament olusumu gozlenmistir. Ayrica iliak otogreftin
krestal, fasial ve furkasyon defektlerinin dolumunda agiz i¢i kanselloz kemige gore
daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir (Hiatt ve Schallhorn, 1971). Ayrica, tek duvarl
kemik i¢i defektlerde iliak kemik iligi kullaniminin agiz i¢i kanselloz kemik greftine
gore daha fazla kemik dolumu sagladigini1 bildirmistir. Fakat iliak kansell6z kemik ve
ilik kullanimi sonras1 kok rezorpsiyonu ve ankiloz olustuguna dair kanitlar da one
stiriilmiistiir. (Shallhorn ve Hiatt, 1972; Dragoo ve Sullivan, 1973).

Otojen kemik grefti uygulamalarinda bazi dezavantajlar ve zorluklar da
bulunmaktadir. Greft i¢inde kemik olusturabilme potansiyeline sahip hiicreler
bulundugundan, agiz i¢i kaynakli otojen kemik greftlerinin kullanimi periodontistler
tarafindan siklikla tercih edilse de kemik alinabilecek bolgelerin siirli olmasi, ek bir
cerrahi igleme gereksinim duyulmasi ve greft alinirken potansiyel implant sahalarinin
ortadan  kaldirilmas1  ihtimali  otojen kemik  kullanimmin  dezavantajlarin
olusturmaktadir (Froum ve ark., 1998).

Otojen kemik greftinin kullanimina karar verirken donor bolge, grefti elde etme
teknigi ve elde edilen grefti uygulama teknigi degerlendirilmelidir. Ornegin agiz dist
donor bolgeler daha fazla miktarda greft elde etmeye olanak saglarken hastaya ikinci bir
cerrahi iyilesme bolgesi olusturulmasi ve bu bolgeden kaynaklanan rahatsizliklar
meydana gelmektedir.

Sonug olarak agiz dis1 ve agiz ici otojen kemik grefti ve DFDB allogrefti

kullanimi ile kemiki¢i defektlerin tedavi sonuglarinda rejenerasyonun olustuguna dair
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klinik ve histolojik kanitlar olusmustur. Ayrica uzun donem takiplerde rejenerasyon
sonucu elde edilen kazancin kalict oldugu gozlenmistir. Sentetik greft materyallerinin
kullanimi sondalama derinligi ve klinik atagsman kazancinda diizelmelerle sonuglanmis
olsa da, yeni atagman aparati olusturduguna veya baglattiina dair bir kanit heniiz elde

edilememistir.

2.3. Trombositten Zengin Plazma (TZP)

Trombositler yuvarlak ya da oval, 2-4 p capinda kiiciik disklerdir. Kemik
iliginde megakaryositlerden olusurlar. Megakaryositler kemik iliginde hematopoietik
serinin oldukc¢a biiyiik hiicreleridirler ve kemik iliginde ya da kana gectikten bir siire
sonra Ozellikle pulmoner kapillerden ge¢meye calisirken pargalanarak trombositleri
olustururlar. Trombositlerin kandaki normal konsantrasyonu milimetrekiipte 150.000-
350.000°dir.

Niikleuslar1 olmamasina ve ¢ogalamamasina ragmen trombositler hiicrenin pek
cok fonksiyonel karakteristiklerini tasirlar. Sitoplazmalarinda c¢esitli aktif faktorler
vardir. Bunlar;

1- Trombositlerin kasilmasini saglayan ve kas hiicrelerindekine benzeyen aktin
ve miyozin molekiilleri ile diger bir kontraktil protein olan trombostenin

2- Cesitli enzimleri sentezleyen ve ¢ok miktarda kalsiyum iyonlarini depolatan
endoplazmik retikulum ve golgi apereyinin kalintilar:

3- Mitokondri, ATP ve ADP olusturabilen enzim sistemleri

4- Lokal hormonlar olan bir¢ok damarsal ve lokal doku reaksiyonlarini saglayan
prostoglandinleri sentezleyen enzim sistemleri

5- Daha sonra kan pihtilagsmasi ile iliskili olarak énemli bir protein olan fibrin
stabilize edici faktor

6- Damar endotel hiicrelerinin, damar diiz kas hiicrelerinin ve fibroblastlarin
cogalma ve biiylimelerini ve bdylece hasarli damar duvarlarinin tamiri icin gerekli
hiicresel biiylimeyi saglayan biiyiime faktorleridir.

Trombositlerin hiicre membran1 da dnemlidir. Yiizeylerini kaplayan glikoprotein
Ortiisii  trombositlerin normal endotele yapigmasint Onlerken, damar ¢eperlerinin

hasarlanan alanlarina 6zellikle zedelenen endotel hiicrelerine ve damar ¢eperinde daha
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derinlerde agiga cikan kollajene yapismalarini saglar. Aym1 zamanda membranda c¢ok
miktarda fosfolipitler bulunur. Bunlar kan pihtilagsma siirecini birgok noktada aktive
edici rol oynar.

Trombositler ¢ok aktif bir yapidadir. Yar1 dmrii dolagimda 8-10 giindiir. Bu siire
sonunda yasam siiregleri sona erer ve dolasimdan baslica doku makrofajlar tarafindan
uzaklastirilirlar.

Damar yirtiklarinin tamiri trombositlerin 6nemli bazi fonksiyonlarina baglidir.
Trombositler hasara ugrayan damar yilizeyine, 6rnegin damar yiizeyindeki kollajen
liflere ve hatta hasarli endotel hiicrelerine dokunduklari zaman karakteristiklerini agik
bir sekilde degistirirler. Sismeye baglarlar, diizensiz bir sekil alarak ylizeylerinden
sayisiz psOdopotlar uzatirlar. Kontraktil proteinleri giiclii bir sekilde kasilarak ¢ok
sayida aktif faktor iceren graniillerin serbestlesmesini saglarlar, yapiskan hale gelirler ve
dokulardaki kollajene ve von Willebrand faktorii denen bir proteine tutunurlar. Cok
miktarda ADP salgilanir, enzimleri tromboksan A2’yi olustururlar. ADP ve tromboksan
daha sonra ¢evredeki trombositlere etki ile onlar1 da aktive ederler. Bu yeni aktive
edilmis trombositler de yapiskanliklar1 sayesinde baglangigta aktive edilmis
trombositlere yapisirlar. Boylece damarin yirtilan herhangi bir noktasinda, hasara
ugrayan damar duvari ya da damar dis1 dokular gittikge artan sayida trombositin aktive
olmasi ve bu aktive edilen trombositlerin de yeni trombositleri aktive etmesiyle gelisen
bir kisir dongiiyii baglatarak trombosit tikacinin olusumunu saglarlar. Baslangicta zayif
olan bu tikag, damar yirtig1 kiiciikse kan kaybini Onlemede yeterlidir. Pihtilasma
siirecinin sonraki asamalarinda fibrin iplikleri olusarak trombositlere baglanir ve
bdylece siki ve dayanikli bir tikag olusur.

Trombositlerin a graniillerinde yiiksek oranda PDGF - AA, PDGF - BB, PDGF -
AB, TGF - B1, TGF - B2, IGF-I, VEGF ve EGF i¢ermesi ve bu biiyiime faktorlerini yara
tyilesmesinin baginda ortama salmasi, iyilesmenin ilerleyen sathalarinda makrofajlarin
aktivasyonu ile kemotaksisini arttirmasi ve yara iyilesmesinde en dnemli kriter olarak
diistiniilen pihtinin stabilizasyonunu saglamasi, TZP’nin yara iyilesmesindeki dnemini

gostermektedir (Marx, 1998; 2004; Lynch, 1999).
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2.3.1. Buyume Faktorleri

Biiytime faktorleri (polipeptid biiylime faktorleri) hiicrelerin proliferasyonu,
kemotaksisi, farklilagmasi ve matriks sentezi gibi doku tamirindeki anahtar hiicresel
olaylari, spesifik hiicre reseptorlerine baglanarak diizenleyen biyolojik bir medyator
sinifidir (Position Paper, 1996). Periodontal dokularin tamiri sirasinda sementogenezis,
ostegenezis ve periodontal ligamant fibrillerinin olusmasi hedeflenmektedir. Dis
gelisimi ve doku tamirini baslatan ve diizenleyen biiylime faktorleri hakkindaki
bilgilerimizin artmasi sonucu periodonsiyumun rejenerasyonu amaci ile kullanildiklar
arastirmalarin sayisi da artmistir.(Cochran ve Wozney, 1999; Giannobile, 1996; Grzesik
ve Narayanan, 2002; King ve Cochran, 2002)

Periodontal rejenerasyonun olugmasi i¢in basta periodontal ligament ile beraber
sement ve alveoler kemigin de olugmasi gerekir. Bu sebeple periodontal ligament
fibroblastlarinin ¢ogalmasini, migrasyonunu ve kollajen biyosentezini arttirabilecek
ajanlar periodontal ligamentin gelisimini de saglayabilir diisiincesi ile biiyiime faktorleri
tizerinde pek cok calisma yapilmis ve yapilmaktadir (Caton ve ark., 1987). Biiylime
faktorlerinin periodonsiyumdaki yapisal hiicrelerde ¢ogalmayi, migrasyonu ve
farklilasmay1 diizenlemekte 6nemli gorevlere sahip oldugu diisiintilmektedir (Gao ve
ark., 1998; Helder ve ark., 1998; Ivanovski ve ark., 2001; Plemons ve ark., 1996; Shroff
ve ark., 1996).

Sementin olusum asamasinda biliylime faktorlerine ait molekiillerin tretilip,
periodontal rejenerasyon veya tamir gerektigi durumda kullanilmak iizere olgun sement
matriksinde depolandigi bildirilmistir (Somerman ve ark., 1987). In vivo pek ¢ok
hayvan ¢aligmasinda lokal olarak bdlgeye verilen biiylime faktdrlerinin histolojik olarak
sement rejenerasyonuna neden oldugu gozlenmistir (Wikesjo ve Selvig, 1999). Bu
konuda yapilan pek cok arastirmaya ve bazi biiylime faktOrlerinin sementte tespit
edilmesine ragmen yine de sementogenezisin molekiiler mekanizmasi tam olarak
aciklanamamistir (Miki ve ark., 1987; MacNeil ve Somerman, 1993).

Biiyiime faktorleri hiicre tarafindan salgilandiktan sonra otokrin yoldan etki edip
yine kendi biiylimesini ve fonksiyonunu degistirebilir veya parakrin yoldan etki edip bir
hiicrede salgilandiktan sonra bagka bir hiicrede etki gosterebilirler. Biiylime

faktorlerinin ¢ogu ekstraselliiler matrikste depolanir. Matriks yikilmasinda ortama
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salinan bu mediatorler doku remodelasyonu ve rejenerasyon sirasinda farkli etkilere
sahip karmasik bir sinyal aginin bir pargasi olarak gorev yaparlar (Schliephake, 2002).
Farklilagma faktorleri ise tipki biiylime faktorleri gibi islev goriip, bir hiicrenin fenotipik
karakterini kontrol eden oncii hiicrelerin olgunlagsmis hiicrelere doniismesini saglayan
proteinlerdir. Mezensimal hiicreler gibi onciil hiicreler, osteoblast gibi tam olgunlagmis
fonksiyonel hiicrelere degisirler (McCauley ve Somerman, 1998).

Yara iyilesmesine katilan biiyiime faktorleri, hangi kaynaklardan salgilandiklari,
etkiledigi hiicreler ve potansiyel etkileri Tablo 1.1°de goriilmektedir.

Literatiir incelendiginde, PDGF (Trombosit Kaynakli Biiytime Faktorii), TGF-f
(Transforme Edici Biiyiime Faktorii) ve IGF (Insulin Benzeri Biiyiime Faktorii)’iin
periodontal rejenerasyonu indiiklemek amaciyla siklikla kullanildigir goriilmektedir

(Lynch ve ark., 1991a;1991b; Rutherford ve ark., 1992).

2.3.1.1. Trombosit Kaynakl Biiyiume Faktoru (PDGF)

PDGF 30 kD agirliginda, yiiksek derecede bazik ozellikli, dimerik bir
glikoproteindir. PDGF; trombositlerin o graniillerinde yogun sekilde bulundugu i¢in
yara iyilesmesi sirasinda ilk olarak ortaya ¢ikan polipeptid hormondur (Lynch ve ark.,
1999). Genellikle esit biliyiikliikte ve molekiiler agirlikta bulunan iki heterodimer
zincirin disiilfit bagi ile birlesmesi sonucu olusur. Bu zincirler A ve B olarak
adlandirilmaktadir. A ve B zincirlerinin olusturdugu kombinasyonlara gére PDGF-AA,
PDGF-BB ve PDGF-AB formlarinda bulunabilir. Bu hormon basta trombositler olmak
lizere makrofajlar ve endotelial hiicreler tarafindan da salgilanmaktadir.

PDGF’in en 6nemli etkisi hiicre ¢ogalmasini ve protein sentezini arttirmasidir.
Bu hormon hiicreleri boliinmeye hazir hale getiren bir faktor olarak bilinir. Bu nedenden
dolay1 IGF-I gibi diger biiyiime faktorleri ile birlikte ortamda bulunursa, her iki biiyiime
faktorii sinerjistik bir etki ile hiicre boliinmesini ¢ok daha fazla arttirmaktadir
(Giannobile ve ark., 1996). Bununla birlikte PDGF’in tek basina kullanildiginda bile
osteoblastlar ve periodontal ligament hiicreleri {izerindeki mitojenik etkisi yapilan
bir¢ok calismada gosterilmistir (Canalis ve ark., 1988; Centrella ve ark., 1991; Graves
ve ark., 1989). PDGF’in ayn1 zamanda damarlanmay1 ve makrofaj aktivasyonunu

arttirdig1 da bilinmektedir (Lynch ve ark., 1999).
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Biiylime ve Farklilasma

Kaynak Hedef Hiicre Etkisi
Faktori
) ) fibroblast, diiz kas fibroblast kemotaksisi,
trombosit, monosit,
hiicreleri, glia hiicreleri, | proliferasyonu, kollajen
PDGF makrofaj,
makrofaj, notrofil, sentezi, makrofaj
endothelial hiicreler )
osteoblast aktivasyonu
fibroblast, kemik iligi osteoblast, fibroblast
trombosit, t-lenfosit,
) hiicreler, proliferasyonu,
TGF- B makrofaj, monosit, ) )
endothelial hiicreler, damarlanma, kollajen
nétrofil . .
pre-osteoblastlar sentezi, kollajenaz kontroli
Osteoblast proliferasyonu,
trombosit, osteoblast, fibroblast, osteoblast,
IGF-I osteoblast sentezi,
makrofaj, kondrosit kondrosit
damarlanma
trombosit, endothelial damarlanma, diger biiyiime
PDAF endothelial hiicreler
hiicreler faktorlerinin kontrolii
fibroblast,
trombosit, makrofaj, ) proliferasyon, damarlanma,
PDEGF endothelial hiicreler,
monosit ) ) kollajenaz konrolii
epitel hiicreleri
VEGF makrofaj, keratinosit endothelial hiicreler damarlanma
FGF makrofaj, fibroblast, keratinosit, | fibroblast proliferasyonu,

endothelial hiicreler

endothelial hiicreler

kemotaksis, damarlanma

Tablo 1: Biiylime ve Farklilagma Faktorlerinin kaynak ve fonksiyonlari

PDGF ve IGF-1I'in periodontal

ligament

hiicrelerinin  ¢ogalmasini

Ve

kemotaksisini uyardigi gosterilmistir. Ayrica bunlarin beraber kullanimi ile mitojenik

aktivite daha da artmustir. Mitojenik aktiviteye ek olarak PDGF periodontal ligament
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hiicrelerinde kollajen sentezini uyarmaktadir (Matsuda ve ark., 1992). Bunlarin
Otesinde, PDGF insan diseti fibroblastlarinin ¢ogalmasinda inhibitér goérev alan
lipopolisakkaritlerin etkilerini 6nleme 6zelligine de sahiptir (Rutherford ve ark., 1992).
Gr(-) bakterilerde bulunan lipopolisakkaritlerin digeti fibroblastlarin ¢ogalmasini ve
olusumunu engelledigi bilinmekte ve periodontal tedaviyi takiben olusan yara
tyilesmesini olumsuz yonde etkiledigi diistintilmektedir (Bartold ve ark., 1992).

Kopek ve fare caligmalarinda PDGF ve IGF-1’in anlamli derecede yeni kemik ve
sement olusumuna neden oldugu gozlenmistir. Sadece IGF-1 ile yapilan tedavi
sonuglar1 kontrol grubuna gore farksiz bulunmasina karsin sadece PDGF kullanimu ile
atagmanin rejenerasyonunda anlamh derecede artis gézlenmistir (Lynch ve ark., 1991a;
Rutherford ve ark.,, 1992). PDGF ve YDR beraber kullanildiginda tek basma
kullanimina gore daha iyi sonuglar vermektedir (Park ve ark., 1995).

Biiytime faktorleri sadece jel tasiyicilarla degil kemik greftleriyle de defektlere
uygulanmis, kollajen ve saflastirilmis kemik matriksinde PDGF-BB’nin emilim ve
salinim dinamikleri belirlenmeye calisilmistir. Bu ¢alismadaki gézlemler saflastirilmig
kemik minerali, kollajen ve PDGF-BB igeren karisimin gelismis osteojenik 6zellikler
iceren etkili bir kemik greft materyali olabilecegini gostermektedir (Stephan ve ark.,
2000).

Wang ve ark.’min (1994) kopeklerde yaptigi calismada kisa siireli PDGF
uygulamasinin, periodontal dokularda, fibroblastlarin proliferasyonunu stimiile edici
etki gosterdigi gozlenirken, teflon membranla PDGF’nin beraber kullanilmasinin

sonuglara ek bir fayda saglamadigi belirtilmistir.

2.3.1.2. Transforme Edici Buyume Faktori— 8 (TGF- B)

TGF-B; birbirlerine disiilfit baglarla baglanan iki zincirli, 25 kD molekiiler
kiitleye sahip bir polipeptid hormondur (Schliephake, 2002). TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-
B3 olmak iizere 3 farkli formda bulunurlar. TGF- B, fibroblast ¢ogalmasini uyaran
plasenta kaynakli bir madde olarak kesfedildikten sonra tiim viicutta yaygin olarak
bulundugu, hiicre siklusu regiilasyonu, embriyogenez ve organ gelisimi gibi pek ¢ok
biyolojik aktivitede gorev aldig fark edilip ¢esitli arastirmalarda odak noktasi olmustur
(Kanno ve ark., 2005; Pierce ve ark., 1992; Mohan ve Baylink, 1991). Ug farkl

izoformundan TGF- 1 ve B2 trombositlerde bulundugu ispatlanmis olan, bag dokusu
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tyilesmesi ve kemik rejenerasyonunda gorev alan, TGF’iin en sik goriilen alt gruplaridir.
Hiicre biiyiimesi, extraseliiler matriks iiretimi, anjiogenezin uyarilmasi, yara iyilesmesi
ve farklilagmasi gibi ¢esitli biyolojik olaylarda rol alirlar (Altmeppen ve ark, 2004;
Ksander ve ark., 1990; O’Toole ve ark., 2001). Fibroblastlar1 prokollajen tiretimi igin
aktive ederek yarada kollajen depolanmasina neden olurlar (Ksander ve ark., 1990).
TGF-p parakrin olarak etkilerini fibroblast, kemik iligi kok hiicresi ve preosteoblast gibi
hiicreler {izerinde gosterebilirler ve bu hedef hiicreler de yine TGF- B salgilayabilirler
(Aukhil, 2000). Boylece TGF-B yalnizca yumusak doku ve kemik rejenerasyonunu
baslatmakla kalmaz, remodeling asamalar1 ve kemik grefti olgunlagmasinda da etkili
olur. (Lynch ve ark., 1999; Nall ve ark., 1996; Marx ve ark., 1998)

TGF-B1 kemik ve trombositlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Temel olarak hem parakrin hem de otokrin yolla hiicreler tizerinde etkilidirler (Wirthlin,
1989). TGF-B; hem kemik hiicrelerinin proliferasyonunu, kemotaksisini hem de ECM
sentezini arttirir. Bu etki hem bu biiylime faktoriiniin ortamda bulundugu
konsantrasyona hem de osteoblastlarin farklilagma zamanina gore degisiklik
gosterebilmektedir. Bununla birlikte TGF-B’nin  osteoklast formasyonunu ve

rezorbsiyon kapasitesini inhibe ettigi bilinmektedir (Cochran ve Wozney, 1999).

2.3.1.3. insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

Insan proinsiilinine benzerligi nedeniyle bu ismi alan IGF-I, fibroblast,
kondrosit, keratinosit, osteoblast, mezangial eritroid progenitor hiicreler gibi pek cok
hiicre tipinin c¢ogalmasinmi arttirarak biiylimeyi uyarir. Kemik matriksinde en fazla
bulunan biiylime faktoriidiir (Daughaday ve Rotwein, 1989; Mohan ve Baylink, 1991 ).
IGF I ve IGF II olmak iizere iki formu vardir. IGF-I’in kemik olusumuna etkisi IGF-
II’den fazladir. Bu nedenle calismalar genellikle IGF-I iizerinde yogunlagmigtir
(MCCarthy ve Centrerlla, 1989) . IGF I tek zincirli bir polipeptit hormondur. Bu
biiyiime faktorii osteoblastlarin hem biiylimesini hem de pre-osteoblastlarin
osteoblastlara farklilagmasini saglar. IGF’nin ayn1 zamanda osteoblastlardan tip-1
kollajen salmimini arttirdigi  bilinmektedir (Canalis ve ark., 1993). IGF basta
osteoblastlar ve trombositler olmak {izere makrofaj ve monositlerden de

salgilanabilmektedir.
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Diger biiyltime faktorleri sadece lokal ya da bolgesel diizeyde etki gosterirken
IGF’ler bir¢ok hiicre ve dokuda hem metabolik aktiviteyi hem de biiyiimeyi destekleyen
etkilere sahiptir (Schliephake, 2002).

2.3.1.4. Trombosit Kaynakli Epidermal Bliyiime Faktorii (PDEGF)

Cohen tarafindan 1962°de kesfedilmistir ve tanimlanan ilk biiyltime faktoriidiir.
Keratinositlerin ve dermal fibroblastlarin proliferasyonunu stimiile ederek, epidermal
rejenerasyonu ve yara iyilesmesini hizlandirir. Bunun yani sira diger biiylime
faktorlerinin tiretimini ve etkilerini arttirir (Sanchez ve ark., 2003). Epidermal biiyiime
faktorii, yara iyilesmesinin erken safhalarinda fibronektin gibi proteinlerin iiretimini ve
epitel hiicre gogiinii uyarir (Machens ve ark. 2003). Kollajen iiretimini arttirmadan
fibroblastlarin ¢ogalmasin1 sagladigi diislintilmiistiir. Bununla birlikte Brown ve ark.
(1988), sicanlarda insizyon bolgelerine biyosentetik EGF uygulamalarinin ardindan

yaptiklar1 elektron mikroskopik incelemede artmis kollajen olusumu gdstermisler.

2.3.1.5. Trombosit Kaynakli Angiogenezis Faktori (PDAF)

Deneysel olarak PDAF’nin damarlanmay1 arttirict etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Sanchez ve ark., 2003, Wang ve ark., 2004). Vaskiiler endotelyal
hiicreleri direkt veya indirekt yoldan etkilerler. Damarlanmanin olmadig1 dokularda
yeni kan damarlarinin gelismesini saglarlar. Bazi sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin
diizenlenmesi PDAF tarafindan yapilir. Bunlar, IGF-I, TGF a ve B, PDGF, temel
fibroblast biiylime faktorii (bFGF), PDEGF ve interlokin 1B (IL-1B) dir. Bu faktor
hipoksi durumunda oldukga hizl1 bir sekilde bolgede yerini alir (Sanchez ve ark., 2003).

2.3.1.6. Fibroblast Biiytime Faktorii (FGF)

Fibroblast biiyiime faktdrleri mitojenik polipeptid ailesidirler. iglerinde en ¢ok
incelenmis olan altgrup bFGF; fibroblastlar, endotel hiicreleri, osteoblastlar,
kondrositler ve keratinositler {izerinde mitozu arttirici etki gdsterir, anjiogenez ve
endotelyal hiicre gociinde rol oynar, TGF-B’nin dagilimini arttirict etki yapar.
(Klagsbrun ve D’amore, 1991 O’Toole ve ark., 2001). VEGF ve TNF-a ile birlikte
oldugunda maksimum anjiojenik etkisini gosterir. Yara iyilesmesinde &zellikle

keratinositlerin proliferasyon ve gdciline neden olur. Anjiogenezin baglamasi igin gerekli
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olan fibroblastlardan kollajenaz iiretimi ve kapiller endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu saglar (Currie ve ark., 2001; Ribatti ve ark., 2002). Graniilasyon
dokusu olusumunu baglatmaya da yardimer olur (Grotendorst ve ark., 1985). Rashid ve
ark. (1999), bu faktorii kullanarak sigan dorsal fleplerinde anjiogenezisi arttirdigini
saptamiglardir. Fleplerin altina Khouri ve ark. (1991) bFGF’yi, Frank ve ark. (1996) ise

rekombinant bFGF’yi uyguladiklarinda damarlanmanin arttigini rapor etmislerdir.

2.3.1.7. Vaskiiler Endotelyal Buiyliime Faktoru (VEGF)

VEGF’iin, tiimor hiicrelerinden salgilanan, damar gegirgenligini arttirarak asit
olusumuna katkida bulunan bir madde oldugu disiiniilmiis ve bu nedenle 1983’te
“vascular permeability factor” olarak isimlendirilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar
dogrultusunda VEGF olarak ismi degistirilmis, en kuvvetli fizyolojik ve patolojik
anjiogenez uyaricist oldugu tespit edilmistir (Carmeliet, 2000; Currie ve ark., 2001;
Klagsbrun ve D’amore, 1991). Bes adet izoformu bulunan VEGF kendi salinimindan
sonra diger proteoglikan-bagli salinimi olan biiylime faktorlerinin (bFGF) de salinimini
uyarir ve bFGF ile sinerjistik anjiojenik etkisi gosterilmistir (Distler ve ark., 2002).
Anjiogenezin ilk basamaklarinda vaskiiler bazal membranlarin yikilmas: i¢in gerekli
olan kollajenaz ve jelatinazin indiiksiyonuna, daha sonra yine anjiogenez i¢in gerekli
olan a integrinlerin ekspresyonuna neden olarak iyilesen dokuda anjiogenezi baslatir.
Yara iyilegsmesinde 6nemli rol oynayan fibroblast, inflamatuar ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyon ve go¢iiniin uyarilmasinda gorevlidir ve vaskiiler gecirgenligi arttirir

(Becker ve ark., 2005; Colville-Nash ve Willoughby, 1997; Distler ve ark., 2002).

2.3.1.8. Biiyiime Faktorleri Arasindaki iligkiler

Kemik metabolizmasinda pek ¢ok biiylime faktorii arasindaki karmasik iligkiler
bazi sebeplerden dolay1 6nemlidir;

1- Pek ¢ok biiylime faktorii (6r. IGF-I, TGF-B, bFGF ve PDGF) kemikte
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (Hauschka ve ark., 1986).

2- Kemik hiicreleri pek ¢ok farkli biiylime faktoriinii ortama salar (Zhang ve

ark., 1991; Canalis ve ark., 1988; Robey ve ark., 1987 ).
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3- Kemigin tamiri esnasinda biiyiime faktorlerine ait genler ve gen iirlinleri

eksprese edilir (Andrew ve ark., 1995; Bolander ve ark., 1992).

Sonug olarak, kemigin tamirinde ve olgunlagsmasinda pek ¢ok biiyiime faktorii ve
bunlarin birbirleri ile iliskileri rol oynar. Ornegin IGF-I, PDGF ile beraber tek baslarina
yapabildiklerinden daha fazla osteogenezise neden olurlar. Rutherford ve ark. (1992),
maymunlarda olusturduklar1 periodontitisi tedavi etmek i¢in PDGF-BB ve PDGF-
AA’y1 IGF ile kombine olarak kullanmislar ve biliylime faktorii kullanilan gruplarda
elde edilen rejenerasyonun sadece flap yapilan gruplara gore anlamli derecede fazla
oldugunu gostermislerdir.

Yapilan bir bagka hayvan calismasinda, Lynch ve arkadaslar1 (1991a) 13 adet
beagle kopeginde kronik olarak olusturduklari defektlerde periodontal dokulara kisa
donem rekombinant PDGF-IGF kombinasyonu uygulamis ve sonucta uygulamadan 4
hafta sonra kemik metabolizmasinda ve periodontal rejenerasyonda artis gozlemislerdir.
Lynch ve ark.’nin (1991b) aymi yil yaptiklari bir baska calismada ise, beagle
kopeklerinde, 6zel olarak imal edilip iizerine bosluklar olusturulmus titanyum implant
etrafina uygulanan PDGF-IGF kombinasyonunun erken donemdeki iyilesmeyi stimiile
ettigi ve klinik olarak bu kombinasyonu kullanmanin hizlanmig ve artmis
osseointegrasyona yol agacagi belirtilmistir.

Hayvanlar iizerinde yapilan bu calismalardan elde edilen olumlu sonuglar
biiylime faktdr kombinasyonlarinin insanlarda kullanimini giindeme getirmistir. Howell
ve ark.’min 1997 yilinda yaptiklar1 calisma biiylime faktorii kombinasyonunun
insanlarda kullanildig: ilk ¢alismadir. Bu ¢alismanin amaci, insanlarda periodontal flep
cerrahisi sirasinda kemik defektlerine jel tasiyicida rekombinant olarak tiretilmis PDGF-
BB ve IGF-I kombinasyonunun tek doz uygulanmasinin giivenilirligini belirlemektir.
Calismanin ikinci amaci ise periodontal doku rejenerasyonu saglanmasinda biiyiime
faktorlerine karsi olan biyolojik cevabin degerlendirilmesidir. Calisma, karsilastirilabilir
interproksimal agisal ve/veya sinif II furka defekti olan 38 hasta iizerinde yapilmistir.
Calismanin sonuglar1 rekombinant faktorlerin insanlarda giivenle kullanilabilecegini,
ylksek dozda (150 pg/ml) tek sefer uygulamanin etkili oldugunu gostermistir. Kontrol
grubunda %18.5 kemik defekt dolumu gozlenirken biiyiime faktorii uygulanan grupta

%43.2 oraninda kemik dolumu meydana gelmistir. Arastiricilar aradaki farkin
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istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirtmislerdir. Pfeilcher ve arkadaslarinin (1990)
yaptiklar1 bir bagka in vitro ¢alismada; IGF-I, TGF ve PDGF kombine olarak veya tek
baslarina kiiltiire edilmis osteoblastlara uygulanmis ve bu ii¢ biiyiime faktoriiniin
kombine veya ikiser ikiser uygulanmasinin tek basina uygulanmasina gore daha fazla
kemik olusumuna neden oldugu gosterilmistir.

Piche ve arkadaslarinin (1989) yaptig1 bir calismada ise en fazla osteoblast
proliferasyonunun IGF-I, TGF-B, PDGF ve EGF kombinasyonu ile saglanabilecegi
savunulmustur.

Tiim bu biiylime faktorlerinin yari omiirlerinin kisa olmasi, hedef hiicrelerde
yeterli konsantrasyonda bulunamamalari, ¢ok pahali olmalar1 ve etkin olmalari igin
kullanim sikliklarinin fazla olmasi gereksinimi bu biiyiime ve farklilasma faktorlerinin
lokal ve kombine kullanimlarin1 oldukc¢a zorlastirmaktadir (Lynch ve ark. 1999). Bunun
yanisira, bu biiyiime ve farklilasma faktorlerinin énemli bir kismini igeren ve hastanin
kendi kanindan elde edilebilen trombositten zengin plazmanin (TZP) nin direkt olarak
veya baska bir materyalle karistirilarak kemik rejenerasyonunda kullanilmasi son
donemlerde bir¢ok arastirici tarafindan incelenmektedir. Bu yontem hem daha kolay ve
ucuz, hem de daha etkili gibi gériinmektedir.

TZP, dondrden alinan vendz kanin santrifiij islemlerine tabi tutularak kan
elemanlarindan trombositlerin ayristirilmasiyla elde edilen bazi avantajlart olan bir
ajandir.

Bu avantajlar;

1- Alic1 ve verici alanda operasyon sirasinda ve sonrasinda kanamanin azalmasi

2- Yumusak doku iyilesmesinin hizlandirilmasina yardimci olmasi

3- Adeziv (Yapistiric) etkisi sayesinde alict sahadaki greft materyalinin
stabilitesini arttirmasi

4- Biiylime faktorleri sayesinde iyilesmekte olan dokularin vaskiilarizasyonunun
hizlandirilmasi

5- Kemik greftleri ile kombine kullanilarak rejenerasyonun arttirilmasi

6- Toksik olmamast

7- Orijinal donoérden alindiginda otojen materyal oldugu i¢in immiin reaksiyona

sebep olmamasi
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8- Operasyon sirasinda veya oncesinde kisa siirede hazirlanmasi (Operasyon
sirasinda zaman kaybina neden olmaz.)

9- Doku uyumlu olmasi

10- Enfeksiyoz hastaliklarin gegis riskinin bulunmamasi (Ferreira ve ark., 2005;
Toziim ve Demiralp, 2003)

TZP’den salinan biiylime faktorleri hiicre c¢ekirde§ine etki etmeyip hiicre
membran reseptorleri ile etkilesime girerek hiicre ici sinyal yolunu baslatip hiicrelerin
cogalmasimi arttirmaktadir. Bu nedenle herhangi bir kanserojenik madde gibi
tanimlanmamistir (Marx, 2004).

TZP yaklasik on senedir kullanilmasina ragmen fikir dnciiliigi yapan olusum
fibrin yapistirict uygulamasidir ilk kullanilisi Bergel ile birlikte 1909 yilina kadar
uzanmaktadir (Matras, 1985). Fibrinin kan pihtilagmasi ve yara iyilesmesindeki roliiniin
anlagilmasi, bu proteinin Onciilii olan fibrinojenin dokular1 birlestirmek amaciyla
kullanimin1 giindeme getirmistir. Grey ve Harvey yine 1900’li yillarin basinda fibrin
tamponlar1 kanamalar1 durdurmakta kullanmigladir (Matras, 1985). Cronkite ve Tedrick
1944 yilinda fibrinojen ve trombini ilk olarak kombine etmis ve deri greftlerinin
yapistirilmasinda kullanmiglardir (Matras, 1985). Bu teknik ayni zamanda oral ve
maksillofasial cerrahi uygulamalarinda kullanim alan1 bulmus, kemik partikiillerinin
otojen fibrin yapistirici ile karistirilarak kolay bir sekilde tasinabilecegi ve yara
iyilesmesine olumlu etkileri olabilecegi bildirilmistir (Tayapongsak ve ark., 1994).
Whitman ve ark.’nin 1997 yilinda yayinladiklar1 ¢aligsma ile trombosit jeli tanimlanmis
ve kullanilmaya baglanmustir.

TZP’nin popiiler olmasin1 saglayan bu konuda daha sonra pek ¢ok calisma
yaymlamis kisi Robert E. Marx’dir. Marx ve arkadaslarinin, benign ve/veya malign
lezyon eksizyonu yapilmis fakat radyoterapi uygulanmamis 5 cm. ve daha biiyiik
mandibula defektine sahip 88 hasta iizerinde yaptiklar1 arastirmada, 44 defektin
tedavisinde posterior iliak bolgeden alinan otojen kemik grefti TZP ile beraber
kullanilirken, diger 44 hasta sadece otojen kemik grefti kullanilarak kontrol grubu
olarak belirlenmistir. Radyografik sonuglar incelendiginde TZP kullanilan bolgelerde
kemik maturasyonunun TZP kullanilmayan bélgelere oranla 1.62 den 2.16’ya kadar
degisen oranlarda daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu hastalarda yapilan

histomorfometrik dl¢timlerde, TZP eklenen bolgelerde kemik yogunlugu ortalama %74
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iken, TZP eklenmeyen bolgelerde bu oran %55.1 olarak bildirilmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarma gore TZP eklenmesi kemik olusum oranini ve kemik grefti i¢cinde kemik
olusumunun derecesini en azindan ilk 6 ay boyunca hizlandirmaktadir (Marx ve ark.,
1998). Bu c¢alisma sonrasinda TZP’nin oral cerrahilerde kullanimi ile ilgili bir¢ok
calisma yapilmig ve yaymlanmstir.

Literatiirde birbirinden farkli tekniklerden bahsedilmesine ragmen TZP elde
etmek i¢in izlenmesi gereken yol aynidir. Bunun i¢in 6ncelikle ven6z kan elde edilir.
Damar disina ¢ikan kanin pihtilagmasini engellemek icin antikoagiilan bir madde ile
karigtirtlmalidir. Bu karisim uygulanan teknigin gerektirdigi siirede kanin pthtilasmasini
engeller. Elde edilen karisim belli bir merkezka¢ kuvvetine maruz birakilir. Buradaki
ama¢ kanda bulunan sekilli elemanlarin agirliklarina gére ¢okmesini saglayarak istenen
kan fraksiyonunu (trombosit) belirli bir bolgede toplamaktir. Antikoagiilan ile
karistirilmis ve tiipe yerlestirilmis kan ilk santrifiij sonrasinda iki kisma ayrilmis gibi
goriinmektedir. Agirliklarindan dolay1 eritrositler tiiplin alt kisminda birikirken, st
kisimda sar1 renkli plazma goriiliir. Plazma kisminin eritrositlere yakin olan alt
boliimiinde ise trombositler yogunlasir. Yapilan incelemelerde yeni sentezlenen
trombositlerin, eritrositlerin olusturdugu fraksiyonun st kisminda yogun olarak
bulundugu anlagilmistir. Bu nedenle tiim plazma igeriginin yami sira eritrositlerin
bulundugu kismin tizerinden bir miktar alinmasi da onerilmektedir. Sonugta elde edilen
ve plazma ile az miktarda eritrositten olusan karisim bir kez daha santrifiij edilerek
trombosit fraksiyonunun tiipiin alt kisminda toplanmasi saglanir. Bu asamadan sonra
trombosit sayisi artmis olan plazma elde edilmis olur ve antikoagiilan etkinin ortadan
kalkmasi i¢in CaCl,, trombositleri aktive edip graniil iceriklerini bosaltmalarini
saglamak icin ise trombin ya da hastanin kendi kani ile karigtirilir. Sonugta normal
trombosit sayisindan daha yogun miktarda trombosit iceren ve bu trombositlerin aktive
olmas1 sonucu graniillerindeki biiyiime faktdrlerinin ortama salindigi bir jel elde edilmis
olur.

TZP tanimlandiktan sonra bir¢ok caligmada kullanilmis ve elde edilen olumlu
sonuglar rapor edilmistir. Anitua (1999), 20 saglikli insanda ¢ekim sonrasi soketlere
sadece PDGF ve otojen greft ile kombine uygulamiglar ve 5 tanesini de kontrol amagh
bos birakmislardir. PDGF uygulanan grupta iyilesmenin ¢ok daha iyi oldugu

gozlenmistir. 10.-16. haftada alinan biyopsilerde olgun kompakt kemik izlenmistir.
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PDGF uygulanan bélgelerde epitelizasyonun ¢ok daha hizli oldugu gériilmiistiir. Iyi
organize olmus trabekiiler yap1 ve daha fazla kemik rejenerasyonu gézlenmistir. TZP ve
PDGF kullaniminin ileri ddnem implant uygulamalar i¢in avantajli oldugu bildirilmigtir
(Anitua, 1999; Kim ve ark.,2002).

Kassolis ve ark. (2000), TZP ile dondurulmus kurutulmus kemik allogreftini
alveol kreti ve siniis yiikseltilmesi ameliyatlarinda kullanmis ve bu hastalarin implant
bolgelerinden biyopsiler alarak sonuglari degerlendirmislerdir. 12 ay sonra alinan
biyopsilerde yapilan histolojik incelemelerde dondurulmus-kurutulmusg kemik greftinin
etrafinda ¢ok sayida yeni kemik olusumu ve osteoid alanlari izlemislerdir. Bdylece
dondurulmus-kurutulmus kemik grefti ile TZP’nin implant ameliyatlarinda kombine
uygulanmasini dnermislerdir. Ayni zamanda TZP’nin, jel halinde bulunabilmesi, greftle
birlikte uygulanabilmesi, piht1 stabilizasyonu ve adeziv Ozellige sahip olmasindan
dolay1 avantajli oldugunu bildirmislerdir.

TZP enfekte olmus implant bolgelerinin tedavisi amaciyla da kullanilmstir.
Vaka raporu seklindeki bu calismada az sayida implant tedavi edilmis olmasina ragmen,
implant etrafinda meydana gelen defektlerin tedavisinde greft ile TZP’nin kombine
kullanilmasimin greftin iyilesme ve olgunlasma siirecini hizlandirdigi belirtilmistir
(Petrungaro, 2002).

Camargo ve ark.’nin (2002), periodontal cerrahide kemikici defektlerin tedavisi
icin 2 farkli rejeneratif teknigin etkinliginin klinik olarak karsilagtirilmasini
amagladiklar1 ¢alismaya 18 kisi dahil edilmistir. Interproksimal kemik defektlerinde,
absorbe olabilen polilaktik asit membran kullanarak sadece YDR veya TZP, poroz sigir
kemigi allogrefti (PSKA) ve YDR kombinasyonu uygulanmistir. Her iki tedavi
yonteminde de baslangic degerleriyle karsilastirildiginda onemli miktarda cep
derinliginde azalma ve klinik atagsman kazanci gézlenmistir. Ancak iki grup arasindaki
biitiin degiskenler istatistiksel olarak anlamli derecede TZP+PSKA+YDR grubunun
lehine bulunmustur. Ayni grubun bir baska calismasinda, kemikigi defekt tedavisinde
TZP/greft/YDR kombinasyonu TZP/greft kombinasyonuyla kiyaslanmig ve her iki
tedavinin de etkili oldugu, YDR’nin herhangi bir ek yarar saglamadigi belirtilmistir
(Lekovic ve ark., 2002).

Lekovic ve ark.’nin (2003) smif II furka defektlerinde yaptigi bir baska
calismada ise TZP/greft/YDR tedavisi sadece flep operasyonu ile karsilagtirilmis ve
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sonugta kombine tedavinin sadece flep operasyonuna gore ¢cok daha basarili oldugu
belirtilmistir.

Okuda ve ark. (2003) 20 saglikli bireyden elde ettikleri TZP’deki toplam
trombosit sayisini, PDGF-AB ve TGF-B1 miktarlarini incelemislerdir. Sonugta elde
edilen TZP igerisindeki trombosit sayisinin normal kandan %283 oraninda daha fazla
bulundugunu; bununla paralel olarak TZP icerisinde bulunan TGF-1 miktarinin % 346,
PDGF-AB miktariin % 440 oraninda daha fazla oldugunu gostermislerdir.

TZP’nin bu yedi adet biliylime faktorii disinda fibrin, fibronektin ve vitronektin
gibi igerdigi 3 adet hiicre adezyon molekiilii yara iyilesmesi sirasinda hayati 6nem
tastyan hiicrelerin migrasyonuna, kemik ve bag dokusu adezyonuna neden olmaktadir
(Marx, 2004).

TZP’nin periodonsiyumda bulunan hiicreler iizerindeki etkisini gosteren ve bu
etkiyi hangi mekanizma ile yaptigini1 aciklamaya calisan birgok arastirma yapilmistir.
Okuda ve arkadaslar1 (2003) in vitro ¢alismalarinda; TZP’nin osteoblastik, epitel,
fibroblastik ve periodontal ligament hiicreleri iizerindeki etkisini incelemislerdir.
Sonucta; TZP’nin epitel hiicrelerinin ¢ogalmasint %80 oraninda azalttig, diger
hiicrelerin ¢ogalmasini arttirdig1 gézlemlenmistir. Bu etki osteoblast hiicrelerinde %138
oranina kadar ¢ikmistir. TZP nin bu 6zelligi ile periodontal dokularin rejenerasyonunda
basari ile kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Kawase ve ark. (2003) in vitro c¢alismalarinda, TZP’nin osteoblastlardan ve
periodontal ligament hiicrelerinden tip—1 kollajen sentezini arttirdigini gostermis ve
TZP’nin bu etkiyi gostermesi i¢in jel formunun elde edilmesinin sart oldugunu
savunmuslardir.

TZP; birgok greft materyali ile birlikte kemik rejenerasyonunda kullanilmigtir.
Kim ve arkadaslari; kopeklerin iliak kretlerinde daha onceden yerlestirilen dental
implantlar ¢evresinde olusturduklar1 defektlere Paris algisin1 TZP ile birlikte veya tek
basina uygulamislar ve yaptiklari histomorfometrik incelemelerde TZP ile kombine
uygulanan Paris algisinin daha fazla kemik dolumuna neden oldugunu gdstermislerdir.
Sonu¢ olarak TZP’nin kullanilan greft materyalinin etkinligini arttirdigini
savunmuslardir (Kim ve ark., 2002).

TZP ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmistir fakat bunlar incelendiginde olumlu

sonuglar verenlerin yaninda etkisinin bulunmadigini hatta olumsuz etki yarattigini
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bildiren caligmalarin da sayis1 az degildir. Wiltfang ve ark., 2004 yilinda domuzlarin
alin bolgelerine 10 mm c¢apinda defektler agmis ve TZP’yi bu defektlere; otojen kemik,
trikalsiyum-fosfat graniilleri, sigir kaynakli spongiyoz kemik ve sigir kaynakl kollajen
ile beraber uygulamuslardir. iki, 4 ve 8 hafta sonunda alman biyopsi ornekleri
histomorfometrik olarak degerlendirilmis ve yalnizca otojen kemik ile beraber
uygulanan TZP’nin materyale ek avantajlar getirdigi ve bu etkinin 2. haftadan sonra
kesildigi gosterilmistir. Bu durum TZP’nin yara iyilesmesinin erken sathalarinda etki
etmesi ile agiklanmaktadir. TZP’nin diger kemik greftleri ile kombine kullanimi1 higbir
donemde fazladan bir kemik dolumuna neden olmamistir. Sonugta arastirict TZP’nin
otojen olmayan kemik greftleri ile birlikte kullanilmamasi gerektigini savunmustur.

Grageda ve ark. (2005), koyun maksiller siniislerinde allojen greftleri tek basina
ve TZP ile kombine olarak kullanmiglardir. TZP ilavesinin olumlu etkilerini
saptamamiglardir.

Tavsan modelinde kranial kemikte trefan frez ile 4 defekt hazirlanmis;
defektlerden biri kontrol olarak birakilirken digerlerine; otojen kemik, otojen
kemik+TZP ve sadece TZP uygulanmistir. Daha sonra 1, 2. ve 4. aylarda histolojik ve
histomorfometrik olarak defekt bolgeleri degerlendirilmis ve sadece otojen kemik ve
otojen kemik+TZP grubunun digerlerine gore kemik densitesinin fazla oldugu
gosterilmistir. Sadece TZP uygulamasinin kontrol bolgesine gore anlamli bir degisiklige

neden olmadig1 gozlemlenmistir (Aghaloo ve ark. 2002).

2.4. Stereolojik Histolojik inceleme Yontemi

Morfometrik ¢aligmalarda, bir organin veya organ bileseninin hacmi, bir
yapidaki degisik bilesenlerin hacimleri ve bu bilesenlerin birbirlerine veya yapinin
tamamina gore hacim oranlar1 siklikla kullanilan 6nemli parametrelerdir. Belli bir
bilesenin birim hacimdeki sayisindan (sayisal yogunluk; Nv) o bilesenin toplam
sayisina ulagsmak istenen ¢alismalarda da toplam hacim bilinmek durumundadir. Organ
veya yapilarin toplam hacimlerini veya bilesenlerinin hacimlerini hesaplamak igin bir
dizi degisik yontem kullanilmaktadir (Cruz-Orive ve Weibel, 1990; Gundersen, 1986;
Gundersen, 1988a; 1988b; Mayhew ve Gundersen, 1996; Weibel, 1969).
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Ilgilenilen ve hacmi hesaplanmak istenen yap1, sozgelimi karaciger, akciger veya
dalak gibi ¢evresindeki diger organ veya yapilardan izole edilebilecek makroskobik bir
yapilanmaya sahipse, hacim hesaplamasi yerine dogrudan 6l¢iim yapilabilir. Bu gibi
durumlarda sik kullanilan bir yontem, yapiy1 ici su ile doldurulmus dereceli bir silindir
igine atarak, artan su miktarim Olgmektir. Ilgilenilen organ akciger gibi dogal i¢
bosluklar (kaviteler) iceriyorsa, boyle yapilarda sivi yer degistirme yOntemini
uygulamak icin organ bosluklarinin girisleri (6rnegin akcigerlerde primer bronslar) su
gecirmeyecek bir bicimde tikandiktan sonra hacim 6l¢iimii yapilmalidir. Aksi takdirde,
organin bosluklarina su dolmasi sonucu hacim ger¢cek hacimden daha kiigiik olarak
Olctilebilir (Cruz-Orive ve Weibel, 1990; Howard ve Reed, 1998). Fakat ¢ogu zaman
ilgilendigimiz yapilar cevrelerindeki bilesenlerden izole edilemezler, c¢evrelerindeki
diger yapilarla i¢ ice bir iliski igerisindedirler ve bu yapilart izole ederek dogrudan bir
hacim 6l¢iimii yapilmasi, ¢ogu kez olanaksizdir. Bu durumda, Cavalieri prensibi olarak
bilinen ve ilk kez italyan matematikci Bonaventura Cavalieri tarafindan XVII. yiizyilda
ortaya konmus olan prensip uygulanabilir.

Cavalieri prensibi, stereolojik yontemlerde en sik kullanilan hacim hesaplama
yoludur (Howard ve Reed, 1998; Gundersen ve Jensen, 1987). Cavalieri prensibini
uygulamak i¢in, hacmi hesaplanmak istenen yapi1 esit aralikli ve birbirine paralel
kesilerle basindan sonuna kadar dilimlere ayrilir. Daha sonra her bir dilimin ayni1 yone
bakan yiizeylerinin alanlar1 uygun bir yontemle hesaplanir. Tiim dilimlerden elde edilen
toplam yiizey alani degeri, dilimlerken kullandigimiz ortalama dilim kalinlig1 ile
carpilirsa, yapmin toplam hacminin tarafsiz bir hesaplamasi elde edilir. Bunu
matematiksel olarak su sekilde formiillestirebiliriz (Gundersen ve ark., 1988a; Royet,

1992):
Vref = 2 a;t

Burada V. ilgilendigimiz yapinin toplam veya diger bir ifade ile referans
hacmini; a;, 1 numarali kesitteki yap1 izdlistimiiniin (veya izdiislimlerinin) toplam ylizey
alanini; t ise ortalama kesit veya dilim kalinligin1 belirler. Bu yontemle, gerek
mikroskobik, gerekse makroskobik Olgekte, etrafindaki yapilarla iliskilerine
bakilmaksizin, simirlar1 yeterli kesinlikte belirlenebilen her tiirli yapinin hacmi

rahatlikla hesaplanabilir (Gundersen ve Jensen, 1987; Mayhew, 1992).
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2.4.1. Hacim Hesaplamasi i¢in Kesit Yiizey Alanlarinin Hesaplanmasi

Mikroskobik kesitler veya makroskobik dilimler iizerinde uygulanabilen
Cavalieri hacim hesaplama yontemi i¢in ilk asama, ilgilenilen bdlgenin izdiistimlerinin
(kesitlerdeki goriintiilerinin) alanlarin1  hesaplamaktir. Bunun ig¢in ilk akla gelen,
bilgisayar destekli goriintii analiz cihazlar aracilifiyla, planimetrik olarak izdiisiim
alanlarin1 dogrudan 6lgmektir. Bu yontemde, uygun bi¢imde kalibrasyonu yapilmis,
mikroskop goriintiilerini islemek iizere tasarlanmis bir bilgisayar yazilimi ile
sinirlandirilan herhangi bir bolgenin ylizey alani dl¢iilebilir. Bu yontem oldukca hizli
ve giivenilir olmasma ragmen ¢ofu durumda, Ozellikle bu cihazlarin yiiksek
maliyetlerine bagl olarak, bdyle bir sistem hazir olarak bulunmayabilir.

Yiiksek dogrulukta alan Sl¢limiiniin yapilabilmesi i¢in mutlaka bilgisayarl bir
goriintli analiz sistemi kullanilmasina gerek yoktur. Denk dogrulukta 6l¢timler yapmaya
imkan veren ¢ok daha ucuz yontemler de bulunmaktadir. Stereolojide en sik kullanilan
izdiisiim alan1 hesaplama yolu, "noktali alan 6l¢iim cetvelleri"ni kullanmaktir (Sekil 1).
Noktali alan 6l¢lim cetvelleri birbirlerinden esit araliklarla ayrilmis noktalardan (sekilde
artilarin kollarinin kesisim yeri) olusan sistematik nokta dizgeleridir. Bdyle bir dizgede,
her bir art1 isaretinin orta noktasi, cetveldeki bir noktay1 temsil eder. Bu noktalardan her
biri ise, dort adet noktanin arasinda kalan bir birim cetvel alanim1 temsil etmektedir
(P(a)). Aralarindaki sabit mesafesi bilinen bdyle bir noktali alan Slgiim cetveli, alani
hesaplanmak istenen herhangi bir kesit goriintiisii iizerine rasgele bicimde atilirsa,
yapinin kesitteki izdiisiimii {izerine isabet edecek noktalarin sayisi, bu izdiisiimiin kesitte
temsil ettigi alan miktariyla dogru orantili olacaktir. Yani, izdiisiim ne kadar biiyiikse,
icine o kadar fazla sayida nokta isabet edecektir (Canan ve ark., 2002).

Bu noktalarin her biri belli bir birim alan1 (P(a)) temsil ettiginden, ilgilendigimiz
izdlisimiin sinirlar igine diisen toplam nokta sayisinin (XPi) bu birim alan degeriyle
carpimi, bize o kesitteki izdiisiimiin toplam alaninin (A1) tarafsiz bir hesaplamasini

verecektir (Gundersen 1986, Gundersen ve Jensen, 1987):

A;=2Pi. P (a
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Sekil 1: Noktali alan 6l¢iim cetveli. Cetvelde art1 isaretlerinin merkezleri
ile simgelenen her bir nokta P(a) ile gosterilen bir birim alani temsil eder.
Dolayistyla, boyle bir cetvel rasgele olarak bir kesit yiizeyine atilirsa, kesit yiizeyi
igerisine isabet eden noktalarin sayisi, bize o yiizeyin ka¢ birim kare oldugunu

gosterecektir.

Bu sekilde gerceklestirilebilecek bir alan 6l¢timii hem uygulamada oldukga basit,
hem de istatistiksel olarak ¢ok giivenilir sonuglar veren bir ¢oziimdiir. Noktali alan
Olciim cetvelleri ile yapilan alan hesaplamalarinin, uygun siklikta noktalar igceren
cetveller kullanildig1 takdirde, goriintii analiz sistemleriyle yapilan hesaplamalar kadar
giivenilir ve dogru sonuglar verdigi ortaya konmustur (Gundersen ve Jensen, 1987,
Gundersen ve ark., 1999). Uygulamadaki basitlik de bu yontemin bir baska cekici
yonilinli olusturmaktadir. Cogu durumda, bir seffaf asetata c¢izilmis noktalar dizgesi
yeterli olmaktadir. Bu yontem, biiyiitme derecesi dogru bir bicimde saptandiktan sonra,
mikroskopta gdzlenen, monitore veya bir baska goriintii ortamina yansitilan veya
fotograflanmis her tiirlii goriintii izerinde rahatlikla uygulanabilmekledir. Tek bilinmesi
gereken, cetveldeki noktalar arasindaki uzakligin biiylitme derecesine gore, doku
diizeyindeki gergek uzunlugudur. Sozgelimi elimizde 1.5 cm araliklarla birbirlerinden
ayrilmis noktalar iceren bir noktali alan Olglim cetvelimiz varsa ve bunu, 1000 kez
biiylitiilmiis bir goriintli lizerinde kullaniyorsak, noktalarimizin doku seviyesinde 15
mikrometrelik bir aralikla birbirlerinden ayrildiklar1 anlamina gelir (1.5 cm = 1.5 x 10
mm = 15 mm = 15 x 1000 mikrometre; 15.000 mikrometre / 1000 (biiyiitme) = 15
mikrometre). Dolayis1 ile doku diizeyinde her bir nokta, 15 x 15 =225
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mikrometrekarelik bir alan1 temsil etmektedir ve yap1 iizerine isabet eden noktalarin
sayisit bu degerle carpilarak, izdiistimiin toplam ylizey alanmi saptanabilir. Biiyiitme
derecesini bulmanin en giivenilir yolu, bir mikrometrik disk kullanmaktir.

Kullanilan noktali alan 6l¢iim cetvelinin nokta sikligi da bir diger 6nemli
konudur. Genellikle, sinirlar1 karmagik bir yapilanma gosteren i¢ ice izdiistimler igin
daha sik yerlesimli noktalar kullanmak gerekirken, diizglin sinirlara sahip yumusak hatli
yapilar icin daha seyrek noktalar yeterli olmaktadir. Nokta sikligini artirmak,
hesaplamalarin daha dogru olmasini saglasa da, belli bir hata pay1 dahilinde, miimkiin
olan en seyrek nokta dizgesini kullanarak bu 6l¢iimleri gerceklestirmek daha etkin bir
yaklagim olacaktir. Calisilacak yapiya uygun bir noktali alan 6l¢lim cetveli se¢imi igin
Gundersen ve Jensen (1987) tarafindan onerilen bir nomogram yol gdsterici olabilir.
Son yillarda, bu nomogram aracilifiyla bulunan degerlerden daha fazla sayida nokta
sayilmasi gerekliligi one siirlilmekte ise de, bu konu halen tartigilmaktadir (Canan ve

ark., 2002).

2.4.2. Toplam Hacmin Hesaplanmasi

Kesitlerde ilgilenilen bolgenin izdiisiimlerinin toplam alanim1 hesapladiktan
sonra, toplam hacmi elde etmek icin, bu toplam alan degerinin, dilimler veya kesitler
elde edilirken kullanilan ortalama kesit kalinlig1 degeriyle ¢arpilmasi yeterli olacaktir.
Bu sekilde yapinin toplam hacminin tarafsiz bir hesaplamasi elde edilebilmektedir
(Gundersen ve ark., 1986, Sahin ve ark., 2001).

Burada dikkat edilmesi gereken oOnemli bir nokta, ozellikle mikroskobik
calismalarda karsimiza ¢ikan 6rnekleme isleminde, hacmin nasil hesaplanacagidir. Eger
kesitlerin alinmasi sirasinda, toplam kesit sayisinin ¢ok fazla olmasindan dolay1 belli bir
ornekleme yapiliyorsa, hacim hesaplamasinda bu husus dikkatli bigimde hesaba
katilmalidir. Ornegin, mikrotomda 5 mikrometre araliklarla kesitlere ayrilan bir yapidan
cikan seri kesitler arasindan, 1/30 oraninda sistematik tekdiize rasgele bir 6rnekleme
yapildiginda, bunun i¢in yapidan elde edilen ilk 30 kesit arasindan rasgele bir tanesi
secildikten sonra, bunu takip eden her otuzuncu kesit sistematik olarak yapinin tamami
kesilip bitene kadar secilmelidir. Eger bu sekilde orneklenmis bir kesit serisindeki

herhangi bir yapinin toplam hacmi hesaplanacaksa ortalama kesit kalinligi, deger,
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aradaki ornekleri de kapsayacak bicimde genisletilmelidir. Buradaki varsayimsal 6rnege
gore, her oOrneklenen kesit arasinda 5 mikrometre kalinlikta 30 tane kesit
bulundugundan, alan hesaplamasi yapilan her bir kesit, 150 mikrometrelik bir kalinlig1
temsil etmektedir. Dolayisiyla, hesaplamalarda kesit kalinligi olarak kullanmamiz
gereken deger budur. Bir bagka secenek ise, ortalama kesit kalinligi olarak 5
mikrometreyi kullandiktan sonra elde edilen hacim degerini, 6rnekleme orani olan 30
sayistyla carpmaktir. Her iki secenek de birbirleriyle esdegerdir ve yapinin toplam
hacminin tarafsiz bir hesaplamasini verir (Gundersen ve ark., 1988a, Howard ve Reed,

1998).

TZP kisminda bahsedilen ¢alismalarin sonuglar1 degerlendirildiginde TZP
kullaninminin kemik iyilesmesi iizerine etkisinin ¢eligkili oldugu goriilmiistiir. TZP
kullaniminin 6zellikle periodontal defektlerdeki rejenerasyonu ne olglide etkiledigini
ortaya koyan yeni calismalarin gerekli oldugu sonucuna varilmistir. Bu bilgilerin
1s1g¢inda, ¢alismamizda, rejeneratif materyallerin sonuglarinin en dogru bir sekilde
degerlendirmesini miimkiin kilan kd&peklerde olusturdugumuz “fenestrasyon” tipi
periodontal defektlerde, otojen kemik ve TZP uygulamalarimi degisik zaman

araliklarinda stereolojik metot kullanarak degerlendirmeyi amagladik.



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Denek Hayvanlari

Calismada Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi
tarafindan saglanan, agirliklart 16-20 kg, yaslar1 2-2.5 yil arasinda degisen 6 adet erkek
Tirk ¢coban kopegi kullanilmistir. Kopeklerin sistemik olarak herhangi bir hastaliginin
bulunmamasina ve daha 6nce herhangi bir ¢alismada kullanilmamis olmalarina dikkat
edilmistir.

Calismada kullanilan hayvanlara yapilacak her tiirli islem Ondokuz Mayis
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu kararlar1 dahilinde gerceklestirilmistir.

(Karar Say1s1:2004/028)

3.2. Deneklerin Hazirlanmasi

Cerrahi islemler Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma
Merkezi Ameliyathanesi’nde gerceklestirilmistir. TZP hazirlanmasi i¢in gerekli kanin
alinmasi ve cerrahi islemler 6ncesinde, ilk dnce bir H2 reseptdr blokorii olarak Atropin
Siilfat (Drogsan, Ankara. 0.04 mg/kg ) subkiitan olarak verilmistir. Bu islemden 5-10
dakika sonra Ksilazin HCL (Rompun, Bayer, Istanbul)(2.2 mg/kg i.m.) ile sedasyonu
takiben Ketamin HCL (Ketalar, Pfizer, Istanbul) (11mg/kg i.m.) ile genel anestezi

saglanmustir.

3.3. TZP’nin Hazirlanmasi

Trombositten zengin plazma hazirlanmasi i¢in gerekli olan yaklasik 20 cc kan 6n
ekstremitede vena cephalica’dan veya buradan basarisiz olundugu durumlarda vena
jugularis’den alinmugtir. TZP, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Kan
Bankasi’nda hazirlanmistir. Kopeklerden alinan 20 ml kan daha 6nceden 3 ml sitrat
cekilmis 50 ml’lik enjektorlere g¢ekilmistir. Antikoagiilan madde ve kanin homojen
karismas1 icin enjektdr birka¢ kez ters cevrilmis fakat trombositlerin hemolize
ugramamasi i¢in c¢alkalanmamasma dikkat edilmistir. Zaman kaybetmeden kan
bankasina gotiiriilen kandan 6rnek alinarak trombosit sayisi Ol¢iilmiistiir. Kan santrifiij
cihazina (ALC Centrifuge PK 130, Monzeerre, Italy) yerlestirilerek 7 dakika siire ile

200 g kuvvetinde santrifiij edilmistir. Eritrositler agirliklar1 nedeniyle dibe ¢okerek {ist



33

kisimda acik renkte plazma kismi kalmustir (Sekil 2). Ustteki plazma kismi dolasima
yeni katilan trombositleri de icerdiginden eritrosit tabakasinin {istten 1-2 mm’lik
kismida dahil edilmek suretiyle bu plazma 8 dakika siireyle 250 g kuvvetinde santrifiij
edilmistir. Bunun sonucunda altta trobositten zengin plazma ve iistte trombositten fakir
plazma tabakalar1 olugmustur (Sekil 2). TZP’da tekrar trombosit sayist Olgiilerek
kandaki ve TZP’deki trombosit sayilar1 karsilagtirilabilmistir. Trombositten fakir
plazmada da trombosit sayist Olciilerek i¢cinde TZP kismindan kagan trombosit olup
olmadig1 kontrol edilmistir. Elde edilen TZP zaman kaybetmeden daha Onceden
baslatilmig olan ameliyata ulastirilmistir. Antikoagiilan etkiyi ortadan kaldirmak
amaciyla 0,3 ml CaCl, ile ve trombositlerin aktivasyonunu saglamak i¢in ise kanla

karistirilarak zaman kaybetmeden defekt bolgesine uygulanmistir (Sekil 12).

1, Santrifdj Sonras 2, Sontrfilj Sonrasi
Ayrilan Kan Froksiyonlary TZP'nin Elde Edilmesi

e— TZP'nin de elde
edilecedi plazma

+—— |dkositler

plazma ——
+— eritrositler
TZP

@
Sekil 2: TZP hazirlanmasi sirasinda 1. ve 2. santrifiij sonrasi gozlenen durum

3.4. Cerrahi islem
Kopeklerin tist cenede sag-sol 3. keser, kanin ve 1. molar disleri, alt ¢enede ise
sag-sol kanin ve 1. molar disleri kullanilmistir (Sekil 3). Molar dislerde her iki koke ayri
ayr1 defektler agilmistir. 15 numarali bistiiri ucu kullanilarak sulkuler insizyon defekt
olusturulacak disin mezyal ve distalinde gerekli mesafeye kadar uzatilmis ve yapilan
vertikal insizyonlar ile birlestirilmistir (Sekil 4). Mukoperiosteal flebin kaldirilmasini
takiben koronal alveolar kemik kenarindan en az 5 mm uzakliktan baslamak lizere 4x4

mm boyutunda pencere tipi defektler 12 numarali fissiir frez ve ince keski kullanmak
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suretiyle hazirlanmistir (Sekil 6). Herbir defektin ayn1 boyutlarda standart agilabilmesini
saglamak amaciyla esnek bir yapiya sahip rontgen filminden daha onceden istenen
boyutta hazirlanmis sablon plakalar (oklar ile sekilde gosterilmistir) kemik {izerine
yerlestirilerek agilacak defekt sinirlart ince uglu bir kursun kalem ile belirlenmistir
(Sekil 5). Kok egimleri dikkate alinarak hazirlanan pencere tipi defektlerin kok sinirlari
icinde kalmasina Ozen gosterilmistir. Kemik, steril serum fizyolojik soliisyonu
kullanilarak sogutma altinda semente kadar uzaklastirilmistir. Boylelikle, kemikteki
asirt 1sinma engellenerek muhtemel bir kemik nekrozunun Oniine gecilmistir. Aciga
cikan kok yiizeyindeki sement tabakasi ince uglu keskiler ile uzaklagtirilarak dentin
tabakas1 ac¢iga c¢ikarilmistir. Hazirlanan kemik defektlerinin koronal ve apikal
siirlarinin belirlenmesi amac ile sivri alev uglu frez yardimi ile dentinde gentikler
acilmistir. Defekt bolgesi spang ile kurutularak elastomerik 6l¢ti maddesi ile defektin
Olciisii alinmustir (Sekil 7). Alinan Olglilere daha sonra alg1 dokiilerek defektin dise gore
lokalizasyonu belirlenmistir. Bu islem disin parafine gomiilmesi sirasinda daha hassas
davranilmasmma yardimci oldugu gibi, kesitlerin miimkiin oldugunca defektin uzun

aksina paralel bir sekilde alinmasina da olanak yaratmistir.

Sekil 3: Fenestrasyon tipi defektlerin olusturulacagi bolgeler
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Sekil 5: Defekt sinirlarini belirlenmesi

Sekil 6: Olusturulan fenestrasyon tipi defektler
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Sekil 7: Elastomerik 6l¢ii maddesi ile alinan defekt dl¢iileri

3.4.1. Otojen Kemik Greftinin Elde Edilmesi

Operasyonlarda kullanilan otojen kemik grefti iist ¢enede 3. kesici ve kanin
disler bdlgesinde hazirlanan fenestrasyon defektlerinin en az 7-8 mm komsulugundan,
kemik keskisi ile kortikal kemikten kazima yapilarak elde edilmistir (Sekil 8) . Greft
materyali ister tek basina isterse de TZP ile karistirilarak uygulanacagi bolgeye zaman

kaybetmeden yerlestirilmistir.

3.4.2. TZP ve Otojen Kemik Greftinin Karigtiriimasi

Tiim defektlerde homojen bir TZP ve otojen kemik grefti karigimi saglamak
amact ile, Whitman ve Berry’'nin (1997) greft partikiillerinin defekt bolgesine
tasinmasini  kolaylastirmak amact ile gelistirdikleri teknige benzer bir yontem
kullanilmigtir. Bir insiilin enjektoriiniin piston kismi ¢ikarilip elde edilmis olan otojen
kemik grefti 1 ml seviyesine kadar enjektdr icine doldurulmus ve piston yerlestirilip
hafif basingla itilerek kemik partikiilleri arasindaki biiyiikk bosluklar ortadan
kaldirilmistir (Sekil 9) . Bu islem 1 ml seviyesine kadar olmasi kaydiyla gerektiginde
tekrarlanmistir. Daha sonra ayni hacimde TZP, otojen kemik grefti iizerine eklenerek
basing uygulanmis ve TZP nin greft partikiilleri arasina iyice niifuz etmesi saglanmistir
(Sekil 10). Sonrasinda enjektoriin u¢ kismi bistiiri ile kesilip, piston itildikten sonra TZP
ve greft karisimi tek parca halinde enjektorden c¢ikarilmistir (Sekil 11). Boylelikle,
karistm Whitman ve Berry’nin de tarif etti§i gibi tasinmasi ve defekt bolgesine

uygulanmasi kolay bir yap1 kazanmistir (Sekil 12).
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Olusturulan defektler asagidaki sekilde gruplara ayrilmistir:
Grup 1: bos birakilan kontrol grubu

Grup 2: sadece TZP uygulanan grup

Grup 3: sadece otojen kemik grefti uygulanan grup

Grup 4: TZP+otojen kemik grefti uygulanan grup

Sekil 8: Otojen kemik greftinin elde edilmesi

A
Sekil 9: otojen kemik grefti
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Sekil 10: TZP ve otojen kemik grefti ile karistirilmasi

Sekil 11: Islemler sonrasi TZP ve otojen kemik grefti karigimi

Sekil 12: Sirasiyla TZP+otojen kemik ve TZP’nin defekte yerlestirilmis goriiniimii

Kontrol grubu da dahil olmak olmak {izere tiim gruplarda defektlerin tamamen
izole edilerek bag dokusu ve epitelin yara bolgesine go¢iiniin engellenmesi amaciyla e-
PTFE esasli bir bariyer membran olan Cytoflex® (Unicare Biomedical, ABD)

kullanilmistir. Membranlarin defekte uygun olarak sekillendirilmelerinin ardindan
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defekt kenarlarindan en az 3mm uzakta yerlestirilmelerine dikkat edilmistir (Sekil 13).
Daha sonra flepler gerilimsiz bir sekilde 3-0 ipek dikisler ile kapatilmistir (Sekil 14).
Operasyon sonrasi antibiyotik olarak kopeklere 3 giin siire ile sefozin sodyum (Cefozin,
Bilim Ilag, Istanbul) (10-12 mg /kg giin), postoperatif analjezi icin non steroid
antienflamatuar (Caprofen-Rimadyl, Pfizer, Istanbul)(2-4 mg/kg) verilmistir.

Sekil 14: Suturlar atildiktan sonraki goriiniim

Dikisler operasyondan 14 giin sonra alinmis, 6tanazi giiniine kadar deneklere
yumusak diyet verilmistir.

Deneklerin her birine intravendz sodyumpentobarbital verilmek suretiyle
sakrifiye edildikten sonra (sakrifikasyon zamanlar1 asagida gosterilmistir) operasyon
bolgelerinden ilgili dis ve etrafindaki dokular1 igerecek sekilde blok biyopsiler
alimmustir.

3.5. Histolojik inceleme

Ornekler %10 tamponlanmis formalin i¢inde fikse edilmistir. %5°lik formik asit

icinde dekalsifiye edilen ornekler inceltildikten sonra alkol i¢cinde dehidrate edilmis
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daha sonra ise parafine gomiilmiistiir. Seri kesitler 8 um kalinlikta ve disin bukkolingual
yoniinde alinmistir. Her 10. kesit hematoksilen ve eozin ile boyanarak 80 pm’lik
mesafeler ile dl¢lim yapilmasi saglanmistir. Degerlendirmeler 151k mikroskobu (SOIF,
Shanghai, China) ile x10 ve x40 biiyiitmelerde ve bilgisayar destekli ImageJ programi
(National Institutes of Health, USA) kullanilarak ve MD130 Electronic Eyepiece (1.3
megapiksel) kamerasi ile yapilmistir. Sement incelemesi sirasinda 40x biiyiitme, diger
incelemelerde ise 10x biiyilitme kullanmilmistir. Kesitler sistematik bir sira ile, x10
biiylitmedeki Ol¢imlerde 1000 pm x 800 pum’lik adimlar (alan Ol¢limii i¢in) ve x40
biiylitmedeki 6l¢iimlerde 200 um x 277 pm’lik adimlar ile incelenmistir. Alan ve daha
sonra hesaplanan hacim 6l¢iimleri mikroskop okulerine takilan bir kamera ile bilgisayar
ekranina aktarilan goriintii {izerinde Imagej programi kullanilarak yapilmistir. x10
biiylitmede 107 um ve x40 biiyiitmede 19 pum araliklarla dizili “+” sekilli gridlerin
rasgele yerlestirilmesi ile yapilmistir (Sekil 15a, 15b). Daha sonra ilgili doku tizerine
gelen nokta sayisinin toplanip incelenen defekt bolgesi tizerindeki toplam nokta sayisina
boliinmesi ile incelenen dokunun yilizde orami hesaplanmustir. Sistematik rasgele
ornekleme ise kadranli indikatdrler yardimi ile yapilmistir (Kaplan ve ark., 2001; 2005)
(Sekil 16). Mikroskoba monte edilmis bu kadranlar ile incelenen bir goriintii sonrasi
diger goriintli alanina gecerken kaydirilan alan kontrol edilip aymi alanin tekrar
sayilmasi veya sayilmamis alanin birakilmasi engellenmistir.

x10 biiylitmede incelenen goriintiide mineralize kemik matriksi iizerindeki nokta
sayisinin, incelenen tiim defekt alanindaki nokta sayisina boliinerek yiizdesinin alinmasi
sonucunda trabekiiler kemik alani yiizdesi hesaplanmistir. Yine x40 biiylitmede sement
lizerine diisen nokta sayisinin incelenen defekt alanindaki nokta sayisina boliiniip
yiizdesinin alinmasi ile sement yiizdesi hesaplanmistir. Incelenen dokulardaki hacim
hesab1 genel bilgiler kisminda ayrintili bir sekilde anlatilan yontem ve formiiller

kullanilarak hesaplanmistir (Gundersen ve ark., 1986).
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Sekil 15b: 40x biiyiitmede uygulanan noktali alan 6l¢iim cetveli
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Sekil 16: Histolojik inceleme diizenegi; mikroskobun tablasina monte edilmis

kadranlar ve okiilere yerlestirilmis bilgisayara goriintii aktaran kamera

Operasyon zamanlarinin tablodaki sekilde ayarlanmasi ile 4, 8 ve 12 haftalik
sonuglar elde edilmesi planlanmistir.

1. ve 4. kopek (4 ve 8 haftalik sonuglar elde edilecektir )

O. giin sag ¢ene operasyon sol gene operasyon Otenazi

4 hafta sonra 4 hafta sonra

2.ve 5. kopek (4 ve 12 haftalik sonuglar elde edilecektir )
O. giin sol ¢ene operasyon sag cene operasyon Otenazi

8 hafta sonra 4 hafta sonra

3. ve 6. kopek ( 8 ve 12 haftalik sonuglar elde edilecektir )
O. giin sag ¢ene operasyon sol ¢gene operasyon Otenazi

4 hafta sonra 8 hafta sonra



4. BULGULAR

Operasyon sonrasi kopeklerde iyilesme sorunsuz olup membran agiga ¢cikmamastir.
8. haftaya ait 6rneklerden histolojik kesitlerin alinmasi sirasinda ve sonrasindaki boyama
asamalarinda Kkarsilasilan sorunlar sonucunda 2 ve defekt agilmasi sirasinda defekt
tabaninin kok ylizeyi disina tasmasindan dolay1 1 adet olmak iizere toplam 3 defekt ¢alisma
dis1 birakilmustir.

Gruplara gore defekt dagilimina bakildiginda, Grup 1’in (kontrol) 8. haftasinda 5,
Grup 3’iin (sadece otojen kemik grefti) 8. haftasinda 6 defekt ve diger tiim gruplarda 7’ser
defekt istatistiksel olarak incelenmistir.

Operasyon oOncesinde kopeklerden alinan kandaki ve sonrasinda hazirlanan
TZP’deki trombosit sayilar1 Grafik 1’de gosterilmistir. Kandaki ve TZP’deki trombosit
sayilart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0,000). TZP’deki

trombosit sayisinin kandakine gore 5.18 kat arttig1 tespit edilmistir.

Kandaki ve TZP'deki Trombosit Sayisi Ortalamalari (/mm3)

/mm3

2000000

1500000

1000000

500000

Grafik 1: Kan ve TZP’deki Trombosit Ortalamasi Degerleri
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Tedavi Gruplarn
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(kontrol) (TZP) (otojen greft) (TZP+otojen greft)
4. hafta 36.86+2.82 43.91+1.60 48.05+2.32 50.98+1.11
§ 8. hafta 45.64+3.13 51.2542.06 53.09+0.76 56.01+2.39
ﬁ 12. hafta 48.68+5.23 51.38+2.68 54.50+1.05 58.61+2.09
ort+std. hata

Tablo 2: Ortalama Trabekiiler Kemik Alanit Oranlar1 (%) nin tiim tedavi gruplarinda
zamana gore dagilim

x10 biiyiitmede trabekiiler kemik alani oranlar1 ylizde olarak hesaplanmis ve Tablo
2’de standart hata degerleri ile gosterilmistir. Stereolojik metot kullandigimiz igin
inceledigimiz dokunun hacmi de mm’ cinsinden hesaplanabilmistir. Bu sonuglar da
trabekiiler kemik alani oranlar1 ile paralellik gostermektedir ve istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Trabekiiler kemik alanlar1 ortalamalar1 % olarak Tablo 2’de

gosterilmistir.

4.1. Grup ici Trabekller Kemik Alani Oranlar Karsilastirmasi

Grup 1 (kontrol grubu): 4. ve 8. haftalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu gozlenmisken (p=0.000), 8. ve 12. haftalar arasinda anlamli bir fark izlenmemistir
(p=0.664).

Grup 2 (TZP): Kontrol grubuna benzer bir durum ile karsilagilmistir. 4. ve 8.
haftalar arasinda ortalama trabekiiler kemik alan1 degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
bir fark gozlenirken (p=0.000), 8. ve 12. haftalar arasindaki anlamli bir fark mevcut degildi
(p=1.00).

Grup 3 ve 4 (otojen kemik grefti; TZP+otojen kemik grefti): 4. ve 8. haftalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), 8. ve 12. haftalar karsilagtirildiginda ise

istatistiksel olarak anlamli olmayan (p>0.05) sonuglar elde edilmistir.
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4.2. Gruplar arasi Trabekiiler Kemik Alani Oranlari Karsilastirmasi

Tek tek zaman araliklar1 dikkate alinarak gruplar arasindaki ortalama trabekiiler
kemik alani yiizdesi karsilastirildiginda:

4. hafta sonuglarinda Grup 1 (kontrol) degerlerinin tiim gruplardan istatistiksel
olarak farkli oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Grup 2 (TZP) ile Grup 3 (otojen kemik grefti)
arasinda fark gézlenmemistir (p=0.118). Grup 4 (TZP+otojen kemik grefti) grup 2’ye gore
anlamli derecede fazla trabekiiler kemik alani oranina sahip iken (p=0.000), grup 3 ile grup
4 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0.584).

8. hafta sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol grubu ile grup 2 (TZP) arasinda 4.
haftadakine gore orami azalmakla beraber, yine istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmistir (p=0.017). Grup 2 (TZP) ve Grup 3 (otojen kemik grefti) arasinda 4.
haftadakine benzer olarak yine fark goézlenmemistir (p=0.976). Grup 3 ve grup 4
(TZP+otojen kemik grefti) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gbézlenmez iken
(p=0.648), grup 4 grup 2’ye gore anlaml derecede fazla trabekiiler kemik alani ylizdesine
sahipti (p=0.036).

12. hafta sonuglar1 karsilastirildiginda, kontrol grubu ile grup 2 (TZP) arasinda fark
kalmadig1 gorilmistir (p=0.704). Grup 2 ve grup 3 (otojen kemik grefti) arasinda yine
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.490). Grup 3 ve grup 4
(TZP+otojen kemik grefti) arasinda fark gozlenmez iken (p=0.122), grup 4’ln grup 2’ye
gore istatistiksel olarak anlamli bir derecede fazla trabekiiler kemik alani oranina sahip
oldugu gozlenmistir (p=0.000). Tim tedavi gruplarina ait trabekiiler kemik alani
ylizdelerinin tedavi gruplarina gore dagilimi Grafik 2’de, zamana gore dagilimi Grafik 3’de
gosterilmistir.

Grup ici ve gruplar arasi karsilastirma Tablo 3’de gosterilmistir. 4 haftalik grup 1’in
(kontrol-4hft) trabekiiler kemik alani yiizdesi bakimindan diger tiim gruplardan farklilik
gosterdigi gorilmiistiir (p<0.001). 4 haftalik grup 2 (TZP-4hft), 8 haftalik grup 1 (kontrol-
8hft) ve 4 haftalik grup 3 (otojen kemik grefti-4hft) defektleri trabekiiler kemik alanm
ylizdesi bakimindan birbirlerinden istatistiksel olarak farkli degildi (p=0.139). 8 haftalik
grup 2’ye (TZP-8hft) ait degerler de 12 haftalik grup 3’e (otojen kemik grefti-12hft) ait
degerlerden istatistiksel olarak farklilik géstermemekteydi (p=0,427).
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Trabekiiler Kemik Alani (%) -Tedavi Gruplar
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Grafik 2: Ortalama Trabekiiler Kemik Alani Oranlariin Tedavi Gruplarina Gére Degisimi
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Grafik 3: Tiim tedavi gruplarindaki trabekiiler kemik alani yiizdelerinin zamana

gore degisimi
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12 haftalik grup 3’e (otojen kemik grefti-12hft) ait trabekiiler kemik alani yiizdesi 8

haftalik grup 4’e (tzp+otojen kemik grefti-8hft) ait ve 12 haftalik grup 2’ye (tzp-12hft) ait
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemekteydi (p= 0,993;
p=0.490).

Kontrol Kontrol Kontrol TZP TZP TZP fgﬂﬁ; igﬁﬁ; ?:#EE TZE;ﬁ#Een TZE;ﬁ#Een TZE;ﬁ#Een
4. hafta 8.hafta 12. hafta | 4. hafta 8. hafta | 12.hafta 4 hafta 8 hafta | 12. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta
ror:‘”f:" _ *kk k% k% *kk k% *kk *kx %k %k %Kok %Kok
. hafta
Kontrol *kk %% % kK *kk * *kk *kk
8.hafta - X X X
Kontrol *okok % k% *okok *okok
Tzp Hokk X * _ Hokk ok X Hokk koK koK koK koK
4. hafta
TzP #ok ok *k SR * *ok ok
8. hafta X - X X X X X
TzpP sk * X ok sk X _ X X X X * ok sk
12. hafta
Otojen
kemik Kk X X X X X _ * *% X *okk Fkok
4. hafta
Otojen
kemik kK %Kk X Fokok X X * _ X X X *
8. hafta
Otojen
kemik kskosk k3 sk dkokok X X %k X - X X X
12. hafta
TZP+otojen
kemik *kk *kk X *okok X X X X X _ * *okok
4. hafta
TZP+otojen
kemik *kk %k Fokok Fkk * * *kk X X * _ X
8. hafta
TZP+otojen
kemik *kk *kk *kk *kk *kk k% %k * X *kk X _
12. hafta
p<0.05*  p<0.01** p<0.001 *** p>0.05 X

Tablo 3: Tiim gruplardaki trabekiiler kemik alani degerlerinin Tukey HSD ile
karsilastirilmasi

Defektlerde trabekiiler kemik hacim hesaplamalar1 da yapilmistir. Cikan sonuglar
alan ol¢iimleri ile paralellik gdstermektedir ve defektteki incelenen dokuyu mm? cinsinden

vermektedir. Bu degerlerin de istatistiksel olarak karsilagtirmasi Tablo 4’de verilmistir.
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Kontrol Kontrol Kontrol TZP TZP TZP Otolgn Otopn Otolgn TZP+othen TZP+othen TZP+0§0]en
4. hafta 8.hafta | 12.hafta | 4. hafta 8. hafta | 12.hafta kemik kemik kemik kemik kemik kemik
) ) ) ' ) ) 4. hafta 8. hafta | 12. hafta 4, hafta 8. hafta 12. hafta
Kontrol _ 3k skooksk * seookosk sk sooksk sooksk %ok %ok sk %ok
4. hafta
Kontrol %k % * fdok fskok * feskok fskok
8 hafta - X X X
Kontrol o3k sk * ok *okok dokok
12 hafta X - X X X X X
TzP * X * _ g s okt X gk ok ok ok 2ok ok
4, hafta
TZP ok ok * X ok k _ X X X X X * ok k
8. hafta
TzP etk * X otk X - X ¢ X X * stk
12. hafta
Otojen
kemik sk skok X X X X X _ * skkosk X skkosk skoskosk
4. hafta
Otojen
kemik Hokok *kk X *3kk X X * _ X X X *
8. hafta
Otojen
Kkemik *skok oskok sk *skok X X *okok X - X X X
12. hafta
TZP+otojen
kemik skkk * X skkk X X X X X _ % skkosk
4, hafta
TZP+otojen
kemik sk *skok BT koskosk * * *oskock X X * _ X
8. hafta
TZP+otojen
kemik sk *oskok sk koskosk BT sk *skok * X koskock X _
12. hafta
p<0.05*  p<0.01** p<0.001 *** p>0.05 X

Tablo 4:Tim gruplardaki trabekiiler kemik hacmi degerlerinin Tukey HSD ile karsilastirilmasi

x40 biiylitme ile sement alan oranlar1 yiizde olarak hesaplanmis ve Tablo 5’de

gosterilmistir. Yine sement hacmi hesaplamalar1 da gruplar arasinda istatistiksel olarak

zamana gore karsilagtirilmigtir.

4.3. Grup ici Sement Alani Oranlar Karsilagtirmasi

Ortalama sement alani yiizdesi her bir tedavi grubu icin zaman gbéz Oniinde

bulundurularak karsilastirildiginda, tiim gruplarda 4. hafta ile 8.hafta arasinda istatistiksel
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olarak anlamli bir fark oldugu gozlenirken, 8. ve 12. haftalar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik izlenmemistir.

4.4. Gruplar arasi Sement Alani Oranlari Karsilagtirmasi

Tek tek zaman araliklar1 dikkate alinarak gruplar arasindaki ortalama sement alani
yiizdesi karsilagtirildiginda;

4. hafta sonuglarinda kontrol grubu degerlerlerinin TZP grubu hari¢ (p=0.103) diger
gruplardan istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). TZP grubu ile otojen
kemik grefti ve TZP+otojen grubu arasinda fark gézlenmemistir (p=0,999). TZP+otojen
grubu sadece kontrol grubuna gore anlamli derecede fazla sement alani oranina sahip olarak
bulunmustur (p=0,013). Gruplar 8. ve 12. hafta sonuglar1 agisindan degerlendirildiginde

istatistiksel olarak ayni durum ile karsilasilmaktadir. Gruplarin higbirinde istatistiksel

Tedavi Gruplari
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(kontrol) (TZP) (otojen greft) (TZP+otojen greft)

4. hafta 2,13+0,32 2,68+0,42 2,85+0,55 2,80+0,53
=
<
§ 8. hafta 7,79+0,14 7,90+0,29 8,11+0,99 8,12+0,15
N

12. hafta 7,86+0,30 7,99+0,13 7,98+0,20 8,31+0,21

olarak fark gozlenmemistir.

Tablo 5: Ortalama Sement Alani yiizdelerinin tiim tedavi gruplarinda zamana gore dagilimi

Sement alan1 oraninin tedavi gruplarina gore degisimi Grafik 4’de, zamana gore
degisimi Grafik 5’de goriilmektedir. Grup i¢i ve gruplar arasi karsilagtirma sonucu ortaya
cikan durum Tablo 6’de gdsterilmistir.

Sement hacim hesaplamalari da yapilmistir. Cikan sonuglar alan Ol¢timleri ile
paralellik gostermektedir ve defektteki incelenen sementi mm® cinsinden vermektedir. Bu

degerlerin de istatistiksel olarak karsilastirmas: Tablo 7’de verilmistir.
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Sement Alan1 Oram (%)-Tedavi Gruplari

9,00 — zaman
4 hafta
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<
-
5 5,00
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2 4,00 —
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! ! ! !
kontrol TZP otojen TZP+otojen
kemik kemik
Tedavi Gruplan

Grafik 4: Ortalama Sement Alan1 yiizdesinin tedavi gruplarina gore dagilimi
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Grafik 5: Ortalama Sement Alan1 ylizdesinin zamana goére dagilimi
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Kontrol Kontrol Kontrol T2P T7P T7P Otol(_en OtOJf_zn Otole_zn TZP+ot_01en TZP+otqen TZP+otqen
4hafta | 8hafta | 12.hafta | 4.hafta | 8.hafta | 12.hata | <EMK | kemik ) kemik kemik kemik kemik
) ) ) ) ) ) 4. hafta 8. hafta | 12. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta
Kontrol _ *kok *okok X kkok %k ok *% kkok k% ok * k% ok k% ok
4. hafta
';(;]m][tf" ok ok _ X #ok sk X X *okk X X *ok ok X X
naita
Kontrol okt ook ok ok g ook ok
12. hafta X - X X X X X X
Tzp sk ok sk sk ok ook ok sk ok ok sk sk
4. hafta X - X X
Tzp ke sk esksk Heskesk sk
TzpP ok X X koK X _ koK X X ok X X
12. hafta
Otojen
kemik %k sk dokok X sokok dokok _ *okok %Kok X sokok sokok
4, hafta
Otojen
kemik ok X X Hkk X X koK - X *ok sk X X
8. hafta
Otojen
kemik Hok ok X X F k% X X LR X - dokok X X
12. hafta
TZP+otojen
kemik * ko Fkok X kK %Kk kK %k _ %Kk %Kk
4. hafta
TZP+otojen
kemik Fkok X X %Kk X X *okk X X %Kok _ X
8. hafta
TZP+otojen
kemik Fokok X X %Kk X X %Kk X X %Kok X _
12. hafta
p<0.05%  p<0.01** p<0.00] *** p>0.05 X

Tablo 6:Tiim gruplardaki sement alan1 degerlerinin Tukey HSD ile karsilastiriimasi
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Kontrol Kontrol Kontrol TZP TzP TZP 0‘01*?” Otopn Otolgn TZP+othen TZP+othen TZP+othen
4. hafta 8.hafta | 12.hafta | 4. hafta 8. hafta | 12.hafta kemik kemik kemik kemik kemik kemik
' ) ) ) ) ) 4. hafta 8. hafta | 12. hafta 4. hafta 8. hafta 12. hafta
Kontrol *kk kK *kk kK *kk Fkk *kk Fkk
4. hafta - X X X
Kontrol $okok %*okok %okok ekok
Kontrol Fokok Fokok * Fokok kokok
12. hafta X - X X X X X
Tzp sk ok sk s sk sk s sk ks ke sk ke sk
4. hafta X - X X
TZP ok ok X * ek k _ * ek ok * O O O
8. hafta
TZP ok ok X X ok * _ ook ok X X ook X X
12. hafta
Otojen
kemik X kK Fokok X %k Fokok _ KKk %Kk X %Kok *okok
4. hafta
Otojen
kemik Fokok X X *okok %ok X *okok _ X KKk X X
8. hafta
Otojen
kemik *% X X ko * X ko X _ Fkk X X
12. hafta
TZP+otojen
kemik X *kk Fkk X *% *kk X *kk ko _ *kk *kk
4, hafta
TZP+otojen
kemik * 3k sk X X koK 3k X *kk X X Hokok - X
8. hafta
TZP+otojen
kemik Fkk X X *okk %k X *% X X *okk X _
12. hafta
p<0.05*  p<0.01** p<0.00] *** p>0.05 X

Tablo 7: Tiim gruplardaki sement hacim degerlerinin Tukey HSD ile karsilastiriimasi
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Sekil 18: x40 biiylitmelerde 8. ve 12. haftalara ait kalin sement goriintimleri; periodontal
aralikta yogun vaskiiler yapi ile beraber fibroblastlar goriilmekte
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Sekil 19: x40 biiylitmelerde 4. haftaya ait sement goriiniimleri; sement ince, hi¢ olusmamig
veya belli bir noktada kesintiye ugramakta

Sekil 20: x10 biiyiitmede defekt kenarinda kalin olan sementin defektin merkezine dogru
inceldigi goriilmekte
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Tim gruplara ait histolojik kesitlerden goriintiiler Sekil 17’de gosterilmistir.
Histolojik kesitlere ait genel yorumlar soyledir;

4. Hafta

Tiim gruplarda yeni olusan kemik trabekiilleri arasinda vaskiiler bag dokusu yogun olarak
gozlenmektedir. TZP’nin yabanci cisim reaksiyonu yaratmadigi, enflamasyon
olusturmadigi izlenmektedir. Otojen kemik grefti kullanilan gruplarda trabekiiler kemik
miktarinin arttig1 dikkat ¢ekmektedir.

8. Hafta

Yeni kemik yiizeyini Orten periosta benzeyen bag dokusu izlenmektedir. Kemik trabekiilleri
daha olgunlagsmistir. Ozellikle kontrol grubunda kemik trabekiilleri arasinda aktif
fibroblastik yapiya sahip yogun hiicresel aktivite gdzlenmistir. Tiim gruplarda enflamasyon
bulgusuna rastlanmamistir. TZP+otojen kemik grefti grubunda diger gruplara gore daha

olgun karakterde kemik gozlenmektedir.

12. Hafta

Ozellikle TZP+otojen kemik grefti grubuna ait kesit fotografinda da gériildiigii iizere
kemigin olgunlastig1 ve havers sisteminin gelistigi gozlenmektedir. Kontrol grubunda ise
trabekiiler yapimin daha gevsek karakterde oldugu ve fibroblastik bag dokusunun da
bosluklar1 doldurdugu izlenmektedir. Artan kemik hacmi ile beraber periodontal aralik daha

net bir sekilde ayirt edilebilmektedir.

Kesitlere ait fotograflarda defektlerde olusturulmus centikler goriilmektedir. Defekt
kenarlarinda kalin olan sement tabakasinin defektin merkezine gidildik¢e inceldigi veya
kayboldugu izlenmektedir (Sekil 20). Yer yer sementin bagli bulundugu dentin
tabakasindan ayrildig1 dikkat ¢ekmektedir. 4. haftada ince goziiken sement tabakasinin 8.

ve 12. haftalarda kalinlastig1 goriilmektedir (Sekil 18 ve 19) .
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4.5. istatistiksel Analiz

(2x2)x12 faktoriyel yapi i¢in ¢ift yonlii varyans analizi tedavi ve zaman gruplar1 ve
bunlarin iligkileri i¢in gerceklestirilmistir. Trabekiiler kemi alan1 ve sement i¢in tiim tedavi
kombinasyonlar1 Tukey coklu karsilastirma testi (a=0.05) ile yapilmistir. Kandaki ve
TZP’deki trombosit sayilarinin karsilastirilmast Wilcoxon testi (0=0.05) ile yapilmistir.

Istatistikler, SPSS 12.0 for Windows istatistik programi ile gergeklestirilmistir.



5. TARTISMA

Periodontoloji Bilimi yillardir periodontal rejenerasyonu saglamanin yollarini
aragtirmaktadir. Arastirmacilar rejenerasyonu saglamanin yollarimi organizma dist
kaynaklarda aradiktan sonra aslinda hi¢ de yabanci olmayan fakat dikkat ¢ekmeyen bir
kaynak kesfettiler; bu organizmanin kendisiydi. Son yillarda yogunlasan kok hiicre
calismalar1 ve trombositlerdeki biiylime faktorlerinden daha fazla yararlanma gibi
fikirler bu felsefenin {irtinleridir. Yaklasik 10 yildir tizerinde yogun olarak caligilan bir
konu olmasina ragmen (Whitman ve ark., 1997), TZP’nin otojen kemik grefti ile birlikte
periodontal defektlerde kullanildig1 ve iyilesmenin erken ve ilerleyen safhalarindaki
kemik ve sement rejenerasyonunu histolojik olarak ortaya koyan bir ¢alisma heniiz
mevcut degildir. Calismamiz bu yoniiyle literatiirdeki bir eksigi de tamamlamis
olmaktadir. Uzerinde ¢ok fazla bilgi sahibi olunmayan bir materyal veya y&ntemin
sonucunun sadece klinik veriler ile degerlendirilmesi yaniltici olabilmektedir. Bu gibi
durumlarda histolojik degerlendirme o6n plana c¢ikmaktadir. Histolojik inceleme,
stiphesiz ki klinik olarak iyilesmenin degerlendirilebilecegi en giivenilir yoldur.
Bununla birlikte; etik sebepler ve kontrole olan ihtiya¢ gereksinimi bu yontemin ¢esitli

hayvan modelleri kullanarak uygulanmasini gerektirmistir.

Bu calismada denek olarak kopek kullanilmistir. Bunun nedenleri arasinda, bu
hayvandan elde edilen kan miktarimin yeterli olmasi, iiretilen TZP igindeki trombosit
sayisinin tatminkar ve insandan elde edilene yakin olmasi, yara iyilesmesi ve doku
rejenerasyonu ile beraber periodontal dokularin degerlendirildigi dis hekimligi
caligmalarinda iyi bir model olarak kabul edilmesi gosterilebilir (Page ve Schroeder,
1982). Bunlara ek olarak, kopeklerden kan alimi kolaydir. Calismamizda kan v.
cephalica accesoria veya v. jugularis’den alinmistir. Kopek kaninda normal trombosit
sayist  175.000-500.000/mm®  (Turgut, 2000), insan kanmnda ise 150.000—
400.000/mm*’tiir. Bu da kopekten elde edilen TZP igindeki trombosit sayisinin
insandan elde edilendekine yakin oldugunu gdstermektedir. Kopek dislerinde
fenestrasyon defektleri olusturularak yeni olusan dokularin histolojik olarak kolaylikla
degerlendirilebilir olmas1 ve bakimlarinin kolay olmasi da kopegin denek olarak tercih
edilmesinde rol oynayan diger faktorlerdendir. Cerrahi islemlerin gerek uzun siirmesi

gerekse de birden fazla olan genis bir bolgeyi igermesi ve travmatik olmasindan dolay1
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hayvanlarin erigkin, saglikli ve daha 6nceden hi¢ operasyon ge¢irmemis olmalarina
Ozellikle dikkat edilmistir.

Calismamizda siganlar tercih edilmemistir ¢iinkii standart terapétik TZP
hazirlanmasi i¢in gerekli kan alindiginda siganlarin hayati tehlikeye girmektedir.
Literatiir incelendiginde TZP hazirlamak i¢in yetersiz kan miktarina sahip hayvanlarda
yapilan bazi ¢aligmalarda donér kan kullanilmistir (Ranly ve ark, 2005; Pryor ve ark,
2005). Fakat bu uygulamalara siddetle karsi ¢ikan calismalar yayimlanmis ve yanlis
sonuglarin elde edilecegi bildirilmistir. TZP otojen bir uygulamadir ve dondr kan
kullaniminin immiin reaksiyonlara yol acabilecegi belirtilmistir (Marx, 2004). Bir diger
karst ¢ikilan uygulama ise liyofilize trombositlerin kullanimidir. Bu tip trombositler
canli degildir ve biyoaktif biiylime faktorlerini salgilayamazlar. Homojen trombositler
hiicre membranina yapigsmalarindan dolayr da ayn1 zamanda antijeniktirler (Marx,
2004). Siganlarin tercih edilmemesindeki bir diger sebep ise fenestrasyon defekti
olusturmak i¢in sadece alt 1. molar dislerinin kullanilabilir olmas1 ve bu diste de defekti
olustururken karsilagilabilecek maniiplasyon zorlugudur.

Arastirmalarda siklikla kullanilan kopeklerin iyilesme yetenekleri insandan
farkli olmasina ragmen, bu ¢aligmalarin sonuglarinin ileri donem c¢aligmalar i¢in 6nemli
bir bilgi kaynagi olusturdugu diisiiniilmektedir (Kovacs ve ark., 2005). Bu caligmada
kullanilan 6 adet kopegin hi¢ birinde operasyon sirasinda veya sonrasinda herhangi bir
komplikasyon gbzlenmemistir.

Biyolojik maddelerin etkilerini degerlendirmek amaci ile pek ¢ok deneysel
model kullanilmistir. Fakat tedavinin esas etkilerini degerlendirmek defekt modellerinin
kendi i¢indeki ve aralarindaki farkliliklardan (bakteriyel plak, epitel gbcii, yara yeri
travmasi vs.) dolay1 zordur. Periodontal fenestrasyon tipi defektinin bu tip faktorlerin
etkilerini bertaraf etmede etkili olacagi bildirilmistir (Choi ve ark., 1993; Arpak ve ark.,
1996). Akut fenestrasyon tipi defekt modeli farkli terapotik islemler sonrasinda erken
iyilesme evrelerini incelemede siklikla kullanilmaktadir (Caplanis ve ark., 1998; Selvig
ve ark., 1996; Tal ve ark., 1996). Periodontal fenestrasyon tipi defektler
biyomateryallerin, kok ylizeyi biyomodifikasyonlarinin ve ekstraselliiler matriks
faktorlerinin etkilerini gostermek amaci ile kullanilmistir (Karring ve ark., 1993). Bu
defekt modelinde, defekt boslugu tamamen periodontal dokular ile ¢evrelenmistir ve

progenitdr hiicrelerin defekt kenarlarindan defekt icine dogru ¢ogalmasina imkan verir.
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Ayrica, defekt lokalizasyonu itibariyle flebin ayrilmasi, membranin agiga ¢ikmasi ve
mikrobiyal dental plak olusumu s6z konusu olamayacagindan enflamasyon ve
enfeksiyon riski de azaltilmistir. Bu sebeple yara stabilitesi optimal olarak saglanacaktir
(Caplanis ve ark., 1998; Caton ve ark., 1987; Claffey ve ark., 1989; Petterson ve
Aukhil, 1986; Tal ve ark., 1996). Calismamizda da fenestrasyon tipi periodontal
defektlerin kullanilmasina dayanak saglayan faktorler yukarida s6zii gecen faktorlerdir.

Periodontal fenestrasyon defekt modelinde Choi ve ark. (1993) defektlerin
alveoler kretten 6 mm apikalde konumlandirilmasi gerektigini, bu sekilde diseti
kenarindaki enflamatuar etkilerden minimal diizeyde etkilenilecegini belirtmelerine
ragmen, ayni kisilerin de bulundugu daha sonra yapilan ¢alismalarda bu mesafeyi 3-6
mm arasinda belirtmis ve bunun etkilerinden bahsetmemistir (Selvig ve ark.,
1994;1996). Ayrica, fenestrasyon tipi defekt modelinin kullanildig: ilk c¢aligmalardan
biri olan Pettersson ve Aukhil’in (1986) calismasinda, bu tip dejeneratif etkileri elimine
etmek icin 2 mm’lik bir mesafenin yeterli oldugu one siirilmiistiir. Bu literatiir bilgisi
15181 altinda, calismamizda defektler alveoler kretten 5-6 mm uzaklikta hazirlanmastir.

Tal ve ark. (1996) fenestrasyon tipi defektin alveoler kretten 4mm uzaklikta ve 5
mm c¢apinda olmasi gerektigini ve en uygun disin {ist ¢ene kanin disi oldugunu
bildirmislerdir. Fakat, bu ciimleden daha kiiclik bir defektin yeterli olmadigi anlami
cikarilmamalidir. Ciinkii yazarlar, 4x3 mm boyutunda fenestrasyon defektlerinin 3 aylik
sonuclarinin degerlendirildigi Petersen ve Aukhil (1986) ve Caton ve ark.’nin (1987)
calismalarin1  refere ederek spontan dolum olmayacagini da bildirmislerdir.
Calismamizda bos birakilan defektlerin olusturdugu bir kontrol grubu da bulunmaktadir.
Boylece olusabilecek spontan bir dolumun olusmasi da kontrol edilmistir.

Fenestrasyon tipi defekt modelinin kullanildig1 ¢alismalar incelendiginde, her iki
cenenin kullanildig1 c¢alismalara siklikla rastlanmaktadir.(Nyman ve ark., 1982;
Caton ve ark., 1987; Selvig ve ark., 1993; 1994; Sculean ve ark., 2000). Ayrica
genellikle kanin dislerin kullanim1 yaninda, {ist ¢enede 2. ve 3. kesici, 2. premolar, alt
cenede 2., 3., 4. premolar ve l.molar dislerin de fenestrasyon defekt modeli olarak
kullanildig1 goriilmektedir. Kanin digler disindaki dislerde defekt olusturmak biraz daha
dikkat gerektirmektedir. Caligmamizda alt 1. molar disde sadece bir defektin

olusturulmasi sirasinda defekt tabami sement disinda kemige tastigi igin defekt
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degerlendirilmeye alinmamustir. Ayrica kdpek dislerinin biiytlikliikleri de bazi dislerde
fenestrasyon tipi defekt olusturmay giiglestirebilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz fenestrasyon tipi defekt boyutlar1 bu zamana kadar
cogunlukla kopek ve cok az sayida rat modelinde kullanilmistir. Kabul edilen ve
uygulanan defekt biiyiikliigii kopek modelinde daha gegerlidir. Kullanilacak yeni bir
modelde gruplarda kendiliginden bir rejenerasyon olmamasini saglayabilecek minimum
defekt biiytikligl (critical size defect) heniiz belirli degildir (Wikesjo UM., kisisel
goriisme).

TZP, fibrin yapistiricilara gore yiiksek konsantrasyonlarda trombosit ve daha
fazla yapistirict proteinler icermesi bakimindan fibrin yapistiricilardan ayrilmaktadir.
Piht1 direncinin  %55’inin  trombositlerden, %45’inin  fibrinden kaynaklandig1
diistintilirse TZP’deki pihti direncinin fibrin yapistiricilardan daha fazla oldugu
savunulabilir. Ayn1 zamanda trombositler tarafindan ortama salinan biiylime faktorleri
g0z Oniine alindiginda yara iyilesmesine katkisi olan bir uygulama olarak literatiirdeki
yerini almistir (Bhanot ve Alex, 2002).

Literatiir incelendiginde, TZP hazirlanmasinda pek c¢ok farkli teknigin
kullanildig1 goriilmektedir. Kullanilan santrifiij cihazinin 6zelligi, uygulanan merkezkag
kuvvetinin degeri ve siiresi, santrifiij sayis1 ve jelasyon ve trombosit aktivasyonunda
kullanilan ajanlarin farklilig1 da arastirma sonuglarini etkilemektedir.

Santrifiij  sirasinda, trombositlere  i¢lerindeki  biiyiime  faktorlerinin
aktivasyonlarin1 ve salinimlarint 6nleyecek sekilde zarar verilmemeli ve kirmizi kan
hiicrelerinden trombositlerin tamamen ayrimi saglanmalidir (Marx, 2004). Marx (2004)
TZP’nin yara iyilesmesi iizerine negatif etkisinin elde edildigi caligmalarda, yeterli
miktarda terapdtik trombosit konsantrasyonunun kontroliinlin gerektigini bildirmistir.
Caligmamizda santrifiij sonrasi ¢ikarilan plazmada da trombosit sayimi yapilarak
trombosit olup olmadig1r kontrol edilmistir. TZP hazirlanmadan 6nce kandaki ve
sonrasinda TZP’deki trombosit sayilar1 Olgiilmiistiir. Sonucta TZP’deki trombosit
sayisinin kandakine gore 5.18 kat arttig1 tespit edilmistir. Weibrich ve ark.’nin (2004)
tavsanlar lizerinde yaptigi calismada, TZP igindeki trombosit konsantrasyonunun
optimal sonu¢ icin belli smirlarda olmasi gerektigi bildirilmistir. Trombosit
konsantrasyonunun 2-6 kat artmasinin gerekli oldugu, bu degerlerden daha diisiik

seviyelerdeki artiglarda herhangi bir pozitif etki gozlenmezken, daha fazla seviyelerdeki
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artislarda TGF-f’dan  kaynaklanan inhibitér etkisinin olabilecegi belirtilmistir.
Calismamizda kullandigimiz TZP igindeki trombosit konsantrasyonu 5.18 kat artmistir
ve Weibrich ve ark.’nin belirttigi sinirlar igerisindedir.

TZP hazirlanmas: sirasinda kullanilan santrifiij cihazi ve uygulanan teknik
disinda bu islemlerin yapildigi ortam ve hazirlayan kisi de 6nemlidir. TZP hazirlanmasi
esnasinda sterilizasyona dikkat edilmeli, hazirlayan kisi, teknik hakkinda bilgili ve
tecriibeli olmalidir. Calismamizda kopekten alinan kan ya da plazma tekrar kdpegin
dolasimina verilmemistir. Kan alindiktan sonra, kan ve pihtilasmay1 6nleyici maddenin
iyice karigmasi i¢in enjektor birkag kez ters gevrilmis ancak hemolize yol acabilecegi
i¢in ¢alkalanmamustir.

Kanin pihtilagmasini 6nlemek i¢in kullanilan antikoagiilan secimi bakimindan
literatiir incelendiginde biiylik ¢ogunlukla sitrat tlirevlerinin kullanildig1 goriilmektedir.
Sitrat fosfat dekstroz adenozin, trisodyum sitrat, sodyum sitrat bu amagla
kullanilmaktadir. Landesberg ve ark. (2000), ¢alismalarinda sodyum sitratla beraber
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) kullanmiglar ve EDTA grubunda daha yiiksek
sayida trombosit elde etmelerine ragmen, 151k mikroskobu incelemesi yapildiginda, bu
gruptaki trombositlerin zarar gordiigiinii, par¢alandigini ve ¢ok sayida hiicresel olmayan
artitk bulundugunu bildirmislerdir. Calismamizda kullandigimiz sodyum sitrat 0.105
M’dir. Bu karisim uygulanan teknigin gerektirdigi siirede kanin pihtilagsmasini
engellemektedir.

TZP hazirlanmasi sirasinda uygulanacak merkezka¢ kuvvetinin degeri ve siiresi
ile uygulama sayisi konusunda da ortak kabul edilen bir deger heniiz mevcut degildir.
Yapilan ¢aligmalar incelendiginde, yayinlarin bir kisminda tek, bir kisminda iki santrifiij
yapildig1, baz1 yayinlarda santrifiijiin dakikada donme sayisin1 bildiren rpm (round per
minute) degerinin bazilarinda ise merkezka¢g kuvvetini ifade eden g kuvvetinin
belirtildigi goriilmiistiir. Merkezka¢ kuvveti santrifiijiin yarigapi ve santrifiijiin dakikada
donme sayisindan etkilendiginden, sadece rpm degerinin verilmesi kanin sekilli
elemanlaria uygulanacak gergek kuvvetin bilinmemesine yol agacaktir. Marx, 1998
yilinda yayinladigr makalesinde uyguladigi santrifiijiin rpm degerini vermis olmasina
ragmen, 2000 yilinda yayinlanan ve Landesberg ve ark.’nin (2000) calismasini
degerlendirdigi makalede rpm cinsinden deger vermenin anlamsiz oldugunu ve g

degerinin verilmesinin gerekliliginden bahsetmektedir.
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Merkezkag¢ kuvvetinin degeri kandaki sekilli elemanlara uygulanacak kuvvetin
degerini belirtmektedir. Vendéz kan alindiginda biitiin kan elemanlar1 karigik halde
bulundugundan santrifiij sirasinda kullanilan kuvvet Onemlidir. Fazla kuvvet
trombositlerin eritrositlerle beraber tiipiin tabanina toplanmasina yol agmaktadir. Bu
konuyu arastirmak lizere yapilan ¢aligmalarin sonuglarina gore asir1 g kuvvetlerinin
kullanilmas1 trombosit sayisinin artmasindan ¢ok azalmasiyla sonu¢lanmaktadir (Marx,
2000). Landesberg ve ark.’nin (2000) calismas1 200 g ve 10 dakika siire ile yapilan iki
santrifiijiin maksimum artis1 saglayabilecegini gdstermistir. Dugrillon ve ark. (2002)
205 g kuvvetinde santrifiij uyguladiktan sonra trombosit sayisinda 1.4 kat artig elde
etmislerdir. Daha sonra farkli kuvvetler uygulayarak optimum ikinci santrifiij degerini
belirlemeye calistiklari ayni caligmalarinda, 800 g’den fazla uygulanan ikinci
santrifiijiin elde edilen biiyiime faktér miktarin1 arttirmaktan c¢ok azalttigini
bildirmislerdir. Bu ¢calismada sonugta elde edilen trombosit sayist baslangicta tam kanda
bulunan trombositin 17 katidir. Artis dikkat ¢ekici derecede yiiksek olsa da baslangicta
hastadan alinan kanin 250 ml oldugu ve sonugta elde edilen konsantre trombositin 8§ ml
oldugu unutulmamalidir. Marx ve ark.’na gore (1998) tam kana oranla %300 oraninda
artmig trombosit sayisina sahip plazma TZP olarak kabul edilmektedir. Farkli hazirlama
yontemlerinin karsilagtirildigit  bir ¢alismada kullanilan yontemlerden bir tanesi
trombosit sayisini 3 kat artirirken bir digeri 7 kat artirmaktadir (Weibrich ve Kleis,
2002). Bizim ¢alismamizda kullandigimiz degerler birinci santrifiijde 200 g ile 7 dakika
ve ikinci santrifiijde 250 g ile 8 dakikadir.

TZP hazirlandiktan sonra antikoagiilan inhibitoérii olarak kalsiyumun
kullanilmast konusunda literatiir fikir birligi icindedir. Kalsiyumun kullanilmasinin
nedeni, baslangicta antikoagiilan amach kullanilan sitratin gorevini, pihtilagsma
mekanizmasinda rol alan kalsiyumun inhibe etmesidir. Sonugta, hazirlanan preparata
kalsiyum eklenerek baslangigtaki inhibisyon ortadan kaldirilmis olmaktadir.

TZP jeli hazirhiginin son asamasini, jelasyonu baslatacak ve trombositleri aktive
edecek ajanin eklenmesi olusturmaktadir. ITA jel ajani, Tisseel fibrin, sigir kaynakl
trombin, hastanin kendi kani ve otojen kemik bu amagla kullanilan maddeleri
olustururken, literatiirde en sik kullanilan ajanin siir kaynakli trombin oldugu géze
carpmaktadir. Sigir kaynakli trombin kullaniminin kan koagiilopatilerine yol

acabildigini Dbelirtilmistir (Cmolik ve ark.,, 1993). TZP’nin kullaniminda ve
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yayginlagmasinda biiyiik rolii bulunan Marx (2000), Landesberg’in makalesinde soziini
etmis oldugu koagiilopatilerin problem yaratmayacagini, bu vakalarda taze trombinin
direkt olarak kanama boélgesinde kullanildigim1i ve bu hastalarin aktif antikoagiilan
tedavisi aldigin1 belirterek sigir trombininin giivenilirligini savunmaktadir. Bununla
beraber, hastanin kendi kaninda ve kemiginde trombin bulunmasi bu sorunu ortadan
kaldirmaktadir ve hastanin kendi kaninin kullanilabilecegini savunan yazarlar mevcuttur
(Kassolis ve ark., 2000; Robiony ve ark., 2002; Gonshor, 2002). Su ve arkadaslar
(2004) trombin ve insan kani ile elde edilen TZP arasindaki farklar1 incelemisler ve
TZP’nin son agamada insan kani ile karistirilmasinin pithtilasma zamanini 3 saniye daha
kisalttigini gozlemlemislerdir. Arastiricilar ayn1 zamanda insan kani ve trombin ile elde
edilen TZP’den salinan PDGF-AB ve TGF-B1 salinimini incelemisler ve insan kani ile
hazirlanan TZP nin, PDGF-AB salinimini trombin ile hazirlanana gore 10 kat, TGF-1

salinimint ise 300 kat arttirdigini gostermislerdir.

Bizim ¢alismamizda jelasyonu saglamak ve trombositleri aktive etmek amaciyla
CaCly’nin yani sira operasyon bdlgesinden elde edilen otojen kan ve kemik
kullanilmistir. Hicbir vakada jellesme ile ilgili bir problem yasanmamustir.

TZP iginde bulunan trombositlerin a graniillerinde daha 6nceden sentezlenmis
bliylime faktorlerinin degraniilasyonu ile TZP fonksiyon gormeye baglamaktadir. Bu
biliylime faktorlerinin aktif olarak sekresyonu pihtilasmadan sonra 10 dakika icinde
gerceklesmektedir. Daha 6nceden sentezlenen biiylime faktorlerinin %95°1 1 saat i¢inde
sekresyona ugrar. Bu nedenle TZP antikoagiile bir durumda olusturulmali ve operasyon
bolgesinde piht1 olusumunu takiben 10 dakika i¢inde kullanilmalidir. Antikoagiile kan
kullanilmamis ve sonradan TZP’yi aktive etmek amaci ile pihtilagtirilmis ¢alismalarin
yanlis sonuglar verecegi bildirilmigtir (Marx, 2004). Calismamizda, vendz kan
alimmasin takiben laboratuvar kosullarinda yaklasik 45 dk.’da hazirlanan TZP, hazir
oldugu andan itibaren 5 dakika igerisinde, standart 4x4 mm.lik fenestrasyon tipi
defektlere tek basina veya otojen kemik grefti ile karistirilarak uygulanmustir.

Cerrahi islemin her agsamasinda standardizasyona dikkat edilmistir. Fenestrasyon
tipi defektler ayni cerrah tarafindan standart olarak hazirlanmigtir. TZP’nin otojen
kemik grefti ile karistirilmasi asamasinda tiim deneklerde ve defektlerde TZP miktarinin

standardizasyonunu saglamak amaci ile TZP ve otojen kemik grefti karisim oranlari
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aynm tutulmustur. K&pekler, operasyon oncesi ve sonrasi donemlerde de standart besin
ile beslenmislerdir.

Marx 2004 yilindaki calismasinda, TZP’nin bir kan pihtis1 olmasindan dolay1
baz1 arastirmacilarin enfeksiyona sebep olabilecegi yonilinde goriislerine deginmistir.
Ciinkii, bilindigi tizere kanli agar mikrobiyolojik ¢aligmalarda besi yeri olarak
kullanilmaktadir. Marx (2004), TZP’nin piht1 ile benzer O6zellikleri barindirmasina
ragmen, kan pihtisinin pH’s1 7-7,2 iken; TZP nin 6,5-6,7 pH degerine sahip olmasinin
sanilanin aksine TZP’nin aslinda bakteriyel gelisimi inhibe ettigini bildirmistir. Biz de
TZP’nin hazirlanmasi ve kullanilmasi esnasinda gerekli sterilizasyon kurallarina dikkat
edildigi taktirde, herhangi bir enfeksiyon riski olusturmayacagi diisiincesindeyiz.
Calistigimiz 6 kopekte yaptigimiz 12 operasyon sonrasinda TZP uyguladigimiz
defektlerin higbirinde enfeksiyon bulgusuna rastlanmamastir.

Ayrica bulasict hastalik gegisi acisindan da otojen bir preperasyon oldugu i¢in
TZP tamamen giivenilirdir, bu nedenle HIV, Hepatit, Cruetzfeld—Jacobs gibi
hastaliklarin gegislerine sebep olmamakta ve immiin reaksiyonlara yol agmamaktadir
(Marx, 2004).

Marx ve ark (1998); olgun mezensimal hiicreler, osteoblastlar, fibroblastlar,
endoteliyal hiicreler ve epidermal hiicrelerin TZP igerisindeki biiyiime faktorlerine
hiicre membran reseptorlerini hizla ulastirdiklarin1 bildirmislerdir. Bu transmembran
reseptorlerinin hiicresel proliferasyon, matrix olusumu, osteoid tiretimi, kollajen sentezi
gibi zincirleme olaylarin olusumuna sebep olan endojen isaret proteininin
aktivasyonunu indiiklediklerini belirtmislerdir. Bu mekanizmanin 6nemini su sekilde
aciklamiglardir. TZP hiicre ve ¢ekirdegine girememektedir, mutajenik degildir; normal
iyilesmeyi stimiile etmekte ve ¢ok daha hizli iyilesme saglamaktadir (Marx, 2001;
Schmitz ve ark., 2001).

Bariyer membranlar temel olarak rezorbe olanlar ve rezorbe olmayanlar olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Glinlimiizde rezorbe olmayan membran olarak en fazla,
flurokarbon yapisinda olan ePTFE kullanilmaktadir. ePTFE membranlar disinda rezorbe
olmayan membranlara millipore, rubber-dam, resin-ionomer ve titanyum bariyerler
ornek olarak gosterilebilir (Arpak ve ark., 2000). Millipore membran oldukca kirilgan
ve uygulanmasinin zor olmasi, rubber-dam bariyer ise yetersiz sertlik, maniiplasyondaki

zorluklar ve doku biitiinliigli olusturamamasi sebebiyle artik kullanilmamaktadirlar
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(Zellin ve ark., 1995; Salama ve ark., 1994). Rezin-ionomer membranlar lokal iltihabi
cevap olusturmasi ve zor lretiliyor olmasindan dolayr YDR’de kullanilmamaktadir
(Wikesjo ve Selvig, 1999). Titanyum membranlar ise daha ziyade kret
ogmentasyonlarinda ve implantlar etrafindaki defektlerde kullanilmistir ve halen

kullanilmaktadirlar.(Liu ve ark., 2006)

Calismamizda kontrol defektleri de dahil olmak iizere tiim defektlerin iizeri
membran ailesi i¢cinde altin standart olarak yerini almis olan ePTFE esasl bir bariyer
membran olan Cytoflex® (Unicare Biomedical, A.B.D) membran kullanilmistir. Bu
sayede epitel ve bag dokusu hiicrelerinin yara bolgesine gociiniin engellendigi ve sadece
defektlere yerlestirilen biyomateryallerin etkilerinin degerlendirilebilece§i bir ortam
yaratilmigtir. Bu membranin kullanilmasina bagli olarak bariyer membranin ameliyat
sonras1 iyilesme doneminde aciga cikmasi da dahil herhangi bir komplikasyon
gozlenmemistir.  Bu tip caligmalarda ePTFE esasli rezorbe olmayan bariyer
membranlarin  kullanilmas1  gerektigi diislincesindeyiz. Bu sayede hem erken
rezorbsiyon riski olmadigi i¢in membranin fonksiyon siiresi kontrol altinda
tutulabilmektedir hem de membran kullanimina karsi gelisebilen hastalik gecisi, lokal

iltihabi cevap olusumu gibi riskler ortadan kalkmaktadir.

Literatiir incelendiginde rejeneratif tedavilerde sadece TZP yerlestirilen
calismalarin sinirhh oldugu goéze carpmaktadir. TZP’nin tek basina kullanildigi
calismalarda kesin bir yargiya varmak miimkiin degildir. Anitua (1999) TZP’nin ¢ekim
bosluklarina yerlestirildiginde epitelizasyonu ve kemik densitesini artirdigini
bildirmistir. Benzer sekilde Mancuso ve ark. TZP’nin yirmi yas disi ¢ekim bosluguna
yerlestirildiginde daha az agriya ve daha dens kemik olusumuna neden oldugunu
gostermistir (2003). Sammartino ve ark. (2005) alt ¢cene 2. molar disin distalinde en az
7.5 mm cep derinligine sahip periodontal defektlerde 3. molar dis ¢ekimi sonucu TZP
uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli seviyede cep derinliginde azalma ve daha
hizli kemik olusumu gézlendigini bildirmislerdir. Zechner ve ark. (2003) ve Schlegel
ve ark.’nin (2003) yaptiklari iki ayr1 calismada ise, TZP’nin implantlarda hafif derecede
osteointegrasyonu artirdigit gozlenmistir. Fakat Farrell ve ark. (2002), TZP’nin
kopeklerdeki mandibular defektlerde uygulandiginda tek basina olumlu bir etki
yapmadigini bildirmislerdir. Yine Aghaloo ve ark. (2002), tavsanlarin kafatasinda
olusturulan defektlerde TZP’li gruptan elde edilen sonuglarin, kontrol (bos) grubundan
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edilenlere gore bir farki olmadigini gostermislerdir. Fakat Aghaloo ve ark.’nin ¢aligmasi
incelediginde, TZP i¢indeki trombosit sayisinin 7.29 kat arttigi goriilmektedir ki, bu da
Weibrich ve ark.’nin belirttigi optimal trombosit konsantrasyonunun {izerinde bir
degerdir (2004). Weibrich ve ark. optimal diizeyin iizerine ¢ikildiginda TZP’nin
etkisinin olmayacagini, hatta inhibitdr etkisinin olacagini bildirmiglerdir. Ayrica
calismada TZP hazirlanmasi esnasinda ikinci satrifiijde 863 g kuvvet uygulandigi
dikkati ¢ekmektedir. Dugrillon ve ark. (2002) bu degerin 800 g nin {lizerine gectigi
durumlarda biliylime faktorli miktarinin azaldigini gostermislerdir. Calismamizda, ayni
zaman araliginda, sadece TZP yerlestirilen defektlerde kontrol grubuna gore daha fazla
kemik olustugu gosterilmistir. Yukarida bahsedilen Aghaloo ve ark.’nin (tarih)
calismasindan farkli sonuglara ulagmamizin sebebi trombosit konsantrasyonu ve
uygulanan g kuvveti ile alakali olabilir. Calismamizda Weibrich ve ark. (2004) ile
Dugrillon ve ark.’nin (2002) 6n gordigi degerler kullanilmstir.

Calismamizin bulgular1 kontrol defektinin 12. haftada ulastigi kemik dolum
oranina sadece TZP yerlestirilen grubun 8. haftada ulastigini gostermistir. Bu da
TZP’nin erken donemde daha hizli kemik olusumuna neden oldugunu
diisiindiirmektedir. Fakat, 12. haftalik sonuglar karsilastirildiginda TZP ve kontrol
gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin kalmadigir goézlenmistir. Bu
durum uzun donem degerlendirmeler s6z konusu oldugunda belki bir avantaj
saglamayacaktir fakat, Ozellikle yerlestirilmeleri esnasinda etrafinda kemik defekti
bulunan implantlarda membran uygulamasina ilave olarak kullanilacak TZP, erken
donemde hizli kemik olusumuna neden olarak erken yiikleme icin pozitif bir durum
yaratabilecektir. Konu ile ilgili ¢alismalar degerlendirildiginde trombositlerin yasam
stirelerinin kisa olmasina bagli olarak TZP’nin de etkinliginin uzun siirmeyecegi
yoniinde goriisler vardir (Choi ve ark. 2004). Fakat Marx (2004) TZP olusumunu
takiben, trombositlerin biiylime faktorlerinin sekresyonu sonrasinda da biiylime
faktorlerini sentezlemeye devam ettigini bildirmistir. Trombositlerin yasam siiresi
dolduktan sonra da kendileri tarafindan stimule edilen makrofajlarin bolgede biiyiime
faktorii salimimina devam ettigini de ayrica belirtmistir. Bdylece, yara yerinde bulunan
trombosit sayisinin fazla olmasi ve aktive edilen bolgeye gelen makrofaj sayisinin da
artmasi sonucu iyilesmenin daha hizli gergeklesmesini beklemek mantikli bir

yaklagimdir. Biitlin bu bilgiler gozoniinde bulunduruldugunda, TZP’nin zamanla
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etkisinin azaldig1 yorumu yerine bag dokusu ve epiteli defekt bolgesinden uzak tutmak
amaciyla yerlestirilen bariyer membranin kendinden beklenen etkileri yerine getirerek
12.haftada TZP ile esit oranda yeni kemik olusumu sagladig1 seklinde bir agiklamak
daha dogru olabilir.

Calismamizda TZP, otojen kemik grefti ile karistirilmak suretiyle de defektlere
uygulanip, iki materyalin sinerjistik olarak etki edip etmedigi de arastirilmistir. Her ne
kadar TZP ve otojen kemik greftinin karistirilarak kullamildigi gruptaki defektlerde
trabekiiler kemik alani yiizdesi sadece otojen kemik greftinin uygulandigi gruptaki
defektlere gore daha fazla goriinse de bu degerler istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigtir. Calismamizin sonuglar1 ayn1 zamanda otojen kemik grefti ile birlikte
kullanilan TZP’nin defektlerde kemik dolum hizin1 artirmadigini da géstermistir.

TZP—kemik grefti kombinasyonunun kemik rejenerasyonunu arttirdigini
gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcut olmasina ragmen (Camargo ve ark., 2002; Kassolis
ve ark., 2000; Kim ve ark., 2001; Kim ve ark., 2002; Marx ve ark. 1998), bizim
calismamizin bulgularinin da dogruladig: iizere, bunun tersinin savunuldugu caligsmalar
da literatiirde dikkat ¢ekmektedir (Furst ve ark., 2003; Shanaman ve ark., 2001;
Wiltfang ve ark. 2004):

Furst ve ark. (2003), TZP ve sigir kaynakli hidroksiapatit kemik greftini
domuzlarda siniis yiikseltme operasyonlarinda kullanmislar ve yapilan histolojik
incelemelerde TZP’nin kemik grefti ile karistirilmasinin materyale ek bir avantaj
getirmedigini vurgulamiglardir. Shanaman ve ark. (2001) yayinladiklar1 vaka serilerinde
ise TZP ile insan kaynaklit DFDBA’y1 karistirarak kret ogmentasyonu operasyonlarinda
uygulamis ve yapilan klinik ve radyolojik tetkikler sonucu TZP ile DFDBA
kombinasyonunun kemik kalitesini veya miktarini degistirmedigini bildirmislerdir.
TZP’nin trikalsiyum fosfat esasli kemik grefti, sigir kaynakli kemik grefti ve otojen
kemik ile karistirildigr bir baska calismada ise TZP’nin trikalsiyum fosfat ve sigir
kaynakli kemik greftlerinin rezorbsiyonuna veya kemik yapimina herhangi bir
katkisinin olmadigr gosterilmistir. Bununla birlikte, TZP’nin otojen kemik grefti ile
karistirilmasi yalnizca 2. hafta incelemelerinde diger greftler ile olan kombinasyonuna

gore Ustlinlik saglamistir (Wiltfang ve ark., 2004).

Gruplar arasinda sement alani ortalamalar1 karsilastirildiginda 4. hafta degerleri

arasinda kontrol ve TZP gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunamamistir. Bu da TZP i¢indeki biiylime ve farklilasma faktorlerinin olusan sement
miktarinda bir fark yaratmadigini diisiindiirmektedir. Fakat otojen kemik greftinin tek
basina ve TZP ile birlikte uygulandigi1 gruptaki sement alani yiizdesindeki artis kontrol
defektindekine gore istatistiksel olarak anlamlidir. Elde edilen bu sonugtan otojen kemik
grefti uygulamasinin erken donemde sementogenezisi artirdigi seklinde yorum yapmak
miimkiindiir. Fenestrasyon tipi defekt modelinin kullanildi§i koépek calismalari
incelendiginde sement olusumunun en erken 2. haftada gézlendigi bildirilmistir (Selvig
ve ark., 1996). Calismamizda 4. haftada daha ince olarak gbzlenen sement kalinliginin
8. ve 12. haftalarda istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 gézlenmis, fakat 8. ve
12. haftalar arasinda bir fark bulunamamustir. Incelenen baz1 kesitlerin yiizeyi iizerinde
diizensizlikler gozlenmistir. Bunlar kok rezorpsiyonuna bagli olabilecegi gibi cerrahi
esnasinda kullandigimiz aletler veya frezler sonucu da olusmus olabilir. Nalbandian &
Frank (1980) c¢alismalarinda bu olasiliktan bahsetmislerdir. Melcher (1976) yaptigi
calismada ortamdaki kollajenazin da kok yiizeyindeki kollajenéz yapiyr bozarak
diizensizliklerin gdzlenmesine yol acgabilecegini bildirmislerdir. Calismamizda da ender
olarak go6zlenen diizensizliklerin bu sebeplerin herhangi birinden kaynaklanmis
olabilecegini diigiinmekteyiz.

Modern stereolojik yontemlerin son 20 yil igindeki hizhi ilerleyisi, degisik
ihtiyaglara yonelik yeni yontemlerin ortaya ¢ikmasina ve bu yontemlerin morfometrik
calismalarda aranan standartlar haline gelmesine neden olmustur. Modern stereolojik
yontemler tarafsizlik ve etkinlik gibi 6zellikleri nedeniyle morfometrik arastirmalarda
merkezi bir konuma yerlesmektedirler. Niceliksel verilerle ilgili arastirmalarin
yayinlandigi, etki faktorii yiiksek pek ¢ok uluslararasi bilimsel dergi kendilerine sunulan
calismalarda stereolojik yontemleri bir standart olarak aramakta veya baska yontemlerin
kullanilmast durumunda, kullanilan yontemin matematiksel ve teorik olarak
dogrulanmasinm1 istemektedir. Stereolojik yontemlerin biiyiikk bir kisminin kolayca
anlagilmas1 ve uygulanabilmesi, bu yontemleri daha da cekici hale getirmektedir.
Arastirma laboratuvarlarinda isleri hizlandirmak amaciyla tasarlanmis bilgisayar
destekli stereolojik analiz cihazlarinin sayis1 her gegen giin artmakla birlikte, stereolojik
yontemlerin ¢ogu basit ara¢ gerecler ve diisiik maliyetlerle gerceklestirilebilmektedir.
Bu nedenle, sinirli miktarda mali kaynak ayrilabilen biiyiik isgiicii ve emek harcanarak

gergeklestirilen caligmalarin bilimsel acidan anlamli ve diinya literatiiriinde kabul
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edilebilir diizeyde olabilmeleri i¢in, gegerli ve uygun bir yontembiliminin takip edilmesi
kagimilmazdir. Stereoloji bilimi, morfometrik ¢calismalar i¢gin "altin standart" konumunda
bulunmakta ve yapilan calismalarin maliyetini azaltarak elde edilen verilerin
giivenilirligini de biiyiik 6l¢iide artirmaktadir (Unal ve ark., 2002). Calismamizda
kullandigimiz stereolojik metot ile inceleme sonucunda ilgilendigimiz dokunun
miktarina ait elde edilen sayisal veriler tekrarlanabilir oldugundan, degerlendirme
kisisel farkliliklardan etkilenmediginden ve sayimin objektif kurallar1 icermesinden

dolay1 stereolojik inceleme metodu giivenilir sonuglar vermektedir.



6. SONUG ve ONERILER

1- TZP caligmalar1 kopek modelinde basarili  bir sekilde
gerceklestirilebilmektedir. Operasyon sonrasinda kopeklerin higbirinde gelisen
bir komplikasyon gézlenmemistir. Kan alimi kolaydir ve TZP hazirlanmasi igin
gerekli kan miktar1 elde edilebilmektedir.

2- Fenestrasyon tipi defekt modeli kopeklerde kanin disler disinda
da kullanilabilir.

3- TZP kemik grefti ile beraber kullanildiginda TZP’nin adeziv
ozelliginden dolay1 grefti uygulama islemi kolaylagmaktadir.

4- Kontrol grubunda 12. haftada ulasilan trabekiiler kemik oranina
TZP yerlestirilen grupta 8. haftada ulasilmistir. TZP tek basina kullanildiginda
bos defekte gore daha hizli kemik olusumuna neden olabilir.

5- Otojen kemige TZP ilavesi otojen kemigin tek bagina
kullanilmasina gore ilave fayda saglamamaktadir.

6- TZP’nin tek basina kullanildiginda erken donemde trabekiiler
kemik alani i¢in sagladigi olumlu etki sement olusumunda gézlenmemistir.

7- Iyilesmenin daha erken ve kisa araliklarla incelendigi hayvan

caligmalarina ihtiyag vardir.
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