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OZET

Greft Maddelerine Mekanik Stabilite Saglamak Amaciyla Uretilmis Heterolog tip
I ve tip ITI Kollajen iceren Jelin Kemik Iyilesmesi Uzerine Olan Etkisinin Ratlar

Uzerinde Deneysel Olarak Incelenmesi

Amagc: Bu ¢aligmanin amaci, greft maddelerine mekanik stabilite saglamak igin
sunulmus eksojen tip I ve III kollajen iceren jel materyalinin, kemik iyilesmesi ve

oksidan-antioksidan dengesi iizerine olan etkisi ve toksisitesini degerlendirmektir.

Materyal ve Metod: Sunulan ¢alismada 36 adet erkek winstar albino cinsi rat
kontrol ve deney olmak iizere iki ve kendi i¢lerinde de rasgele olacak sekilde 3 gruba
ayrildi (n=6). Deneklerde 5 mm’lik unilateral kalvaryal defektler olusturuldu. Kontrol
grubundaki defektler ksenogreft ile, deney grubundakiler ise ksenogreft ile karigtirilan
eksojen tip | ve Il kollajen iceren jel materyaliyle dolduruldu. Denekler 2, 4 ve 8.
haftalarda sakrifiye edilerek histopatalojik (hemotoksilen-eozin, masson-trikrom, congo
red) immdiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelendi.

Bulgular: Histopatalojik incelemelerde, graniilasyon dokusu ve anjiogenezis
gelisimi erken donemde deney grubunda, ilerleyen donemlerde ise kontrol grubunda
daha fazla gozlemlenmistir (p<0.05). Kontrol grubunda fibr6z doku, deney grubunda ise
osteoblastik aktivite ve Orgii-lamaller kemik olusumu daha yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Immiinohistokimyasal incelemelerde BMP-2 ekspresyonu deney grubunda
daha yiiksekken (p<0.05), TGF-B1 ve IL-6 ekspresyonu, erken donemde deney
grubunda, ilerleyen donemlerde ise kontrol grubunda daha fazla bulunmustur (p<0.05).
Biyokimyasal incelemelerde AST ve ALT erken donemde deney grubunda daha
fazlayken (p<0.05) ilerleyen donemlerde fark saptanmamistir (p>0.05). Kalsiyum ve
fosfor degerleri deney grubunda daha yiiksek bulunmustur(p<0.05). MDA ve GSH

seviyeleri arasinda ise gruplar arasinda fark saptanamamistir (p>0.05).

Sonug: Eksojen tip 1 ve Il kollajen iceren jelin, kemik rejenerasyonu ve
remodelasyonunun hizlanmasinda ve gelismesinde gorev yaptigi, rejenerasyonu olumlu
yonde etkileyen BMP-2, TGF-B1 ve IL-6’nin ekspresyonlarinda artis sagladigr ve
oksidan-antioksidan dengesini bozmayan, manipiilasyonu kolaylastiran bir materyal

oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik Iyilesmesi, Tip I kollajen, Tip III Kollajen
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ABSTRACT

Experimental Investigation of the Effect of Heterologous Type | and Type 111
Collagen Containing Gel Produced to Provide Mechanical Stability to Graft
Materials on Bone Healing Process on Rats

Aim: In this study, it was aimed to investigate the effect to the gel, which
includes tip | and tip 11l collagen substance and produced for providing mechanical
stability of graft materials, on toxicity, bone healing and oxidant- antioxidant effect.

Material and Method: In this study, 36 male winstar albino rats were divided
into two main groups as experiment and control, and these groups were randomly
divided into 3 subgroups (n = 6). 5 mm calvarial defects were created unilaterally in the
subjects. The defects in the control group were filled with xenograft and those in the
experimental group were filled with gel material containing exogenous type | and Il
collagen mixed with xenograft. The subjects were sacrificed at 2nd, 4th and 8th weeks
and examined histopathologically (hemotoxylin-eosin, masson-trichrome, congo red)
immunohistochemically and biochemically.

Results: In histopathological examinations, the development of granulation
tissue and angiogenesis was significantly higher in the early period in experimental
group and in the following periods in control group (p <0.05). Fibrous tissue formation
was significant in control group, osteoblastic activity and mesh-lamellar bone formation
were higher in experimental group (p <0.05). Immunohistochemical analyses showed
that BMP-2 expression was higher in experimental group (p <0.05), while TGF-p and
IL-6 expressions were higher in experimental group in the early period. These
expressions were significant in control group in the following periods (p <0.05). It was
observed in the biochemical examinations that ALT and AST levels were higher in
experimental group in the early period (p <0.05) while, no difference was detected on
these markers in the following periods (p> 0.05). Calcium and phosphorus assessment
were higher in experimental group (p <0.05). There was no difference between MDA
and GSH levels between the groups (p> 0.05).

Conclusion: It was determined that the gel containing exogenous type | and 11
collagen was involved in the acceleration and development of bone regeneration and
remodeling. It was also found that this gel provided an increase in the expressions of
BMP-2, TGF-B and IL-6, which affect bone regeneration positively. On the other hand,
it was concluded that this material has beneficial effects which are nondisruptive on
oxidant-antioxidant balance and facilitating the manipulation.

Keywords: Bone Healing, Type | Collagen, Type Il Collagen
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1. GIRIS

Maksillofasial cerrahinin 6nemli ilgi alanlarindan biri rezorpsiyonlar sonucu
olusabilen kemik yetersizliklerinin ogmentasyonu iken, bir digeri ise konjenital olarak
ya da travma, enfeksiyon, kirik, benign veya malign timdr rezeksiyonu gibi gesitli
durumlar sonucu meydana gelebilen kemik defektlerinin onarimidir. L2

Kemik defektlerinin iyilesme miktari, defektin genisligi ve derinligine baghdir.
Tirlere ve bolgeye gore farklilik gosterecek sekilde, hayat boyunca kendiliginden
tyilesemeyecek en kiigiik kemik defekti kritik boyutlu defekt olarak adlandirilmaktadir
ve osteojenik materyallerin degerlendirilmesinde standart olarak belirlenmistir.™ 2

Kemik defektlerinin onarimi igin geleneksel olarak uygulanan otojen kemik
grefti islemi altin standarttir. Ancak iyilesmesindeki yiliksek basarisina ragmen sinirl
miktarda ulasim, dondr bolge problemi, ikinci bir cerrahi alami gerektirmesi gibi
dezavantajlarindan dolayr arastirmacilart alternatif yontemlere yonlendirmistir.
Giliniimlizde alternatif olarak kullanilabilen metaryaller; ksenogreftler, allogreftler ve
alloplastik greft gibi materyalleri kapsamatktadlr.3

Sigir, mercan, domuz, at gibi c¢esitli hayvan tiirlerinden elde edilebilen
ksenogreftler, immiin reaksiyona neden olmamasi, kolay uygulanabilmesi ve istenilen
miktarda temin edilebilmesi sebebiyle tercih edilmektedir. Insan kanselldz kemigine
yapisal olarak ¢ok benzeyen sigir kaynakli ksenogreftler, osteokondiiksiyon ve
biyouyumluluk o6zelliklerine sahip olmasindan dolayr giinlimiizde ¢esitli cerrahi
operasyonlarda sikca kullaniimaktadir.*°

Diger taraftan, kullanilan greft metaryali kadar 6nemli olan bir konu uygulanan
greft metaryalinin alict  bdlgedeki stabilizasyonudur. Greftin alict  bolgedeki
stabilizasyonu, defekt onarimi, kemik rejenerasyonu veya kemik ogmentasyonu igin,

kullanilan metaryalin kemiklesme potansiyeli veya yeni olusacak kemik yapiya izin



vermesi agisindan son derece miihimdir. Greftin alic1 bolge igindeki stabilitesini
saglamak i¢in, kullanilan en 6nemli yontemlerden biri greft fiksasyonu saglanarak alici
ve greft ara ylizlinde artmis bir sikisma kuvveti ile greftin stabilize edilmesidir.® Greftin
yetersiz  stabilitesi, rekonstriksiyonun ¢Okmesine, psodotrozise, deformitenin
rekiirrensine yol acabilir.” Kemigin tek ya da kombine biyomateryallerle greftlenmesi,
mekanik stabilite i¢in yapisal acidan biiylik 6neme sahiptir ve greft kullanimi kemik
onarimindaki yanitta, kemik sitimiilasyonunu ve giliclendirilmesini igerecek sekilde
gelistirilmistir.6 Bu konuyla ilgili aragtirmalar hala devam etmektedir.

Kemik ogmentasyonu islemlerinde kemik rejenerasyonunu destekleyen ¢esitli
tirtinler hali hazirda bulunmaktadir. Bu giincel biyomateryallerden biri olan ve eksojen
olarak uygulanabilen kollajen biyometaryalinin; ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu, immiinoterapetik ve osteoindiiktif faktorler icin (kemik morfojenik protein
(BMP), transforme edici blyiime faktori (TGF), instlin benzeri buyime faktoru (IGF)
ve fibroblast biiylime faktorii (FGF) gibi) saklayici ajan oldugu, adezyonu,
proliferasyonu, diferansiasyonu tesvik ettigi, osteokondiiktif 6zellikte oldugu, TGF-B ve
BMP’ler de dahil olmak iizere kemigi diizenleyici biiyiime faktdrlerine ve matriks
proteinlerine baglandigi yapilan ¢alismalarda gésterilmistir.s'10 Ozellikle bu baglanma
osteoblastik  diferansiasyonun  gerceklesmesini  saglayabilir.  Ayni  zamanda
stabilizasyonun arttiritlmas1 amaciyla kollajen igerikli cesitli iiriinler hali hazirda
kullanima sunulmaktadir.

Ancak, eksojen olarak uygulanabilen kollajenin kemik iyilesmesi iizerindeki
etkileri yapilan arasgtirmalarda halen tam bir netlige kavusturulamamistir. Ayni
zamanda, mekanik stabilite saglamak amaciyla sunulmus eksojen tip I ve III kollajen
iceren jel materyalinin etkinligini degerlendiren bir ¢alisma izlenmemistir. Bu nedenle

bu ¢alismada, eksojen kollajenin kemik iyilesmesi iizerine olan etkisini histopatalojik



olarak (hematoksilen-eozin (HE), masson trikrom (MT), congo red (CR) boyama),
immiinohistokimyasal (IHC) olarak (BMP-2, TGF-B1, interlokin-6 (IL-6)), bu
metaryalin toksik etkilerini biyokimyasal olarak (aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), kalsiyum (Ca*?), fosfor (P)) ve yine kullanilan bu metaryalin
oksidan-antioksidan dengesine olan etkisini (glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA))

degerlendirmeyi hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Doku ve Histolojisi

Kemik; hidroksiapatit kristalleri (%67), tip I kollajen (%28), baz1 biiylime
faktorleri ve serum proteinlerinden (%5) olusan, mezansimal hiicre kokenli 6zel bir
konnektif doku seklidir. Esneklik, sertlik ve gerilme direncini mineralize yapisi ve
matriksinden alan kemik dokusu, rejenerasyon sirasinda skar gelismemesi yoniiyle
dinamik bir yapiya sahiptir.* Kemik; metabolik fonsiyonunu kalsiyum, fosfat gibi
bircok iyona depo gorevi yaparak, mekanik fonksiyonunu kas Kkitlesine iskelet
fonksiyonu gorerek ve oOnemli organlarin koruyuculugunu iistlenerek, hemopoetik
fonksiyonunu ise barindirdigi kemik iligi sayesinde kan yapiminda rol alarak
gostermektedir.™ ** Kemik dokusu, degisen mekanik streslere ve fonsiyonel ihtiyaglara
adapte olarak yapisal degisiklige ugrayabilir. Transplante edilen dokular arasinda
siklikla tercih edilmektedir. Kemigin biliyiimesi ve iyilesmesi, hiicresel, patalojik,
hormonal, biyomekanik ve biyokimyasal bir¢ok olayin zincirleme reaksiyonuyla olur. 1

2.1.1. Kemik Dokusu Hucreleri

Kemik dokusu, hiicreler ve kalsifiye olmus ara maddeden oliusmaktadir. Bu
hlcreler; osteoprogenitér hicreler, osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositlerden
olusmaktadir.

2.1.1.1. Osteoprogenitér Hucreler

Mezensim hiicrelerinden farklilasan bu hiicreler genellikle, periosteum ve
endosteumda istirahat halinde bulunur ve kemik yapimi uyarildiginda sayisal olarak
artarak kemik yapim yetenegine sahip hiicrelere diferansiye olurlar. Aktiflestigi
donemler genellikle biiyiime donemi ile kemigin rejenere oldugu donemlerdir.
Osteoblast ve osteoklastlara diferansiye olma yetenegine sahiptirler. Ek olarak yag

hiicresi, fibroblast ve kemik iligindeki kan yapici hiicrelere doniisebildikleri de



gosterilmistir. Istirahat halinde yass1i olan bu hiicrelerin ¢ekirdekleride yass1 ve
ovaldir.”®

2.1.1.2. Osteoblastlar

Kemik olusumundan sorumlu olan bu hiicreler, kemik matriksinin organik
kisminin sentezinden sorumludur ve matriks mineralizasyonunda gorev alirlar.
Epitelyum hiicrelerine benzer sekilde yan yana dizilen bu hiicreler kemigin dis
yilizeyinde konumlanmustir.

Osteoblastlarin gorevlerini siralayacak olursak;

v' Osteokalsin, tip | kollajen, minér proteoglikanlar gibi organik matriks

bilesenlerini tiretirler,

v' Paratiroid hormon  reseptorlerini  icermesi  sayesinde  kemik

rezorpsiyonunun hormonal regiilasyonunu saglarlar,

v" Kemigin depozisyon sathasinda, osteoklast aktivitesinin inhibisyonu ve

stimulasyonunu saglarlar,

v' Kemik rezorpsiyon doneminde osteoklast aktivasyonunu saglayan
mediatorleri salgilarlar.

Osteoblastlarin {irettigi kemik matriks proteinleri genellikle kollajen tip 1,
proteoglikanlar ve glikoproteinler, kemik sialoprotein, osteopontin, osteokalsin, hormon
reseptorleri (6zellikle paratiroid hormon reseptori)dir.* Bunlara ek olarak kemik
rejenerasyonunda onemli rol aldiklar1 diistiniilen, BMP, TGF-B, IGF-I, IGF-II, 1L-1,
Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF) gibi sinyal proteinlerini salgilarlar.

Osteoblastlarin gé¢ etme ya da ¢ogalma fonksiyonlarinin olmayisindan, kemik
olusumunu gerektiren durumlarda osteoprogenitor hiicrelerin bolgeye go¢ ederek

osteoblastlara diferansiye olurlar.*



Osteoblast farklilasmasi gen iiriinii olan core-binding faktor, indian hedgehog ile
direkt veya indirekt etki ile kontrol altindadir. Ayrica ¢ok sayida sitokin ve salinmig
biiyiime faktorleri (FGF, TGF-p siiper ailesi, IGF) bu farklilasmada etkilidir."®

2.1.1.3. Osteositler

Erigkin insan kemiginde, en fazla bulunan hiicre tipi olan osteositler, kemik
matriks icerisinde laklina adi verilen kii¢iik bosluklarda gomiilii kalmis olgun
osteoblastlardir. Her lakiina tek bir osteosit barindirir. Her birinden ¢ikan sitoplazmik
uzantilar sayesinde osteositler arasinda ve haversiyan kanallarinda géomiilii hiicrelerle
olusturduklar1 ag sayesinde besin maddeleri ve atik {iriin gecisi saglanir. Osteositler,
ekstraseliiler matriksle iyon aligverisi yaparak kalsiyum ve fosfor konsantrasyonunun
diizenlenmesinde gorev alirlar. Lokal ¢evre faktorlerinden etkilenirek kemige etki eden
kuvvetlerin varliginda siklik adenosin monofosfat, osteokalsin ve IGF salgilarlar. Ve
bunun akabinde, Onciil osteoblastlarin sayisi artarak remodeling ve kemik apozisyonu
baslar.

Osteositler mekanosensor Ozellikte hicrelerdir. Kemik osteosit, osteoblast ve
osteoklast hiicrelerin kombine hareketi ile iskelet biiylimesi esnasinda sekillenirken,
erigskin hayatta mekanik yiik yada travma gibi durumlarda yeniden olusup sekillenerek
remodelinge ugrar. Her ne kadar remodeling siirecinde osteoblastlarin gergeklestirdigi
kemik sentezi ve osteoklastlar tarafindan saglanan rezorbsiyon 6n planda olsa da bu
hiicreler aras1 direkt iliski gosterilememistir. Birgok yazar bu dengede, osteositlerin
aktif rol oynayarak kemik remodelinginde kritik neme sahip oldugunu savunur.'®*’

2.1.1.4. Osteoklastlar

Hemopeotik kokenli monositlerden olusan, kemik rezorpsiyonunda gorev alan
cok cekirdekli dev hiicrelerdir.'” “Howship lakiinasi” denilen kemik yiizeyinde

olusturduklar1 rezorpsiyon alanlarinda bulunurlar. Barindirdiklar: asit hidrolazi matrikse



bosaltarak rezorpsiyon yapan osteoklastlar, kalsiyum ve fosfat ve hidrolitik enzimleri
plazmaya salgilayarak matriks yapisini, kollajenez enzimi ile de matriks kollajeninin
yikimini gergeklestirirler.18 Kemik rezorpsiyonu esnasinda sirasiyla, osteoklast
migrasyonu ve tutunmasi, membran polarizasyonu, hidroksiapatitin ¢6ziinmesi, organik
matriks yikimi, 6lii dokularin yok edilmesi, hiicresel inaktivasyon ve son olarak 6liim
geceklesir. Osteoklast migrasyonunda biiyiime faktorlerinin salgilanmasinin énemli rol
oynadigi savunulmaktadir.'” Osteoklast kenarlarmin bazi bolimlerinde mikrovillus
denilen, zar yiizeyini oldukca genisleten ¢ok sayida sitoplazmik zar katlanmalar1 ve
pinositik kesecikler vardir. Mekanik streslere bagli olarak gerceklesen kemigin
sekillenmesinde osteoblastlarla beraber gorev alirlar. Kemikte depo halde bulunan
kalsiyumun devinimini saglarlar. Paratiroid ve tiroksin hormonlarinin etkisiyle say1 ve
etkileri artar, kalsitonin ve 0strojen hormonlarinin etkisiyle azalir.'®

2.1.2. Kemik Matriksi

Kalsifiye kemigin %5’ini su, %25’ini organik matriks ve %70’ini inorganik
matriks olusturmaktadlr.19

2.1.2.1. Organik Matriks

Bu matriksin % 90’1 protein kokenli kollajen liflerinden (osteokollajen)
olusurken geri kalan kismu proteoglikanlar, alkalen fosfataz, osteonektin gibi
glikoproteinler ile osteokalsin gibi gamma karboksi glutamik asit iceren proteinler
meydana getirir. Osein adi verilen bu yapilar matriksinin esnekligini saglarken aym
zamanda nonkollajen yapilar hiicre adezyonunda, kemik yapim ve yikim olaylarinda ve
hiicre aktivitelerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.’® ?° Kollajen lifler ve
hidroksiapatit arasindaki baglar, kemigin dayanikliligindan ve karakteristik sertliginden
sorumludur. Ornegin dekalsifiye olan kemik normal seklini korur ancak oldukca esnek

haldeyken organik kisim uzaklastirildiginda ise, kemik seklini yine korur ancak bu kez



! Bu matriksin kalsifikasyonu, Tip | Kkollajenlerin sonlanma

kirllgan hal alir.?
bolgelerindendeki  bosluklara mineral birikimiyle olmaktadir. Osteoblastlarin
sentezledigi kemik glikoproteinleri (osteonektin, osteopontin ve osteokalsin) bu
kalsifikasyonun baslatilmasiyla g('jrevlidirler.22

2.1.2.2. inorganik Matriks

Bu matriks, basta kalsiyum ve fosfor olmak {izere; sodyum ,bikarbonat,
magnezyum, potasyum ve sitrat gibi mineralleri barindirmaktadir. Kollajen fibrillerin
arasinda hidroksiapatit (Cal0(PO4)6(OH)2) kristalleri seklinde bulunan bu mineraller
Tip I kollajen lifleri boyunca uzanirlar. Hidrasyon kabugu adi verilen ve hidroksiapatit
kristallerin {izerinde su ve iyonlardan meydana gelen tabaka viicudun sivi-iyon
dengesini saglamaktadlr.21’ 2

2.1.3. Kemik Zarlar1

Kemiklerin dis ylizeyi periosteum, i¢ yiizeyi endosteum denilen tabakalarla
ortalidar.

Periosteum, eklem yiizeylerinde tiim kemik yiizeylerini distan cevreleyen
vaskiiler, konnektif bir bag dokusudur. Kemigin beslenmesinde, onariminda,
gelisiminde rol oynarken ayni zamanda kemik i¢in destek gorevi gormektedir.
Yapisinda kemige sikica baglanmasini saglayan sharpey lifleri denilen kollajen uzantilar
vardir. Periosteumun diginda kollajen lifler ve fibroblastlardan olusan fibroz tabaka,
boliinilip farklilagarak osteoblastlar1 olusturabilme potasiyelinde olan yassi hiicrelerden

zengin tabaka, i¢ kisminda ise osteojenik tabaka (kambiyum tabaka) bulunur.** ® D

15
tabaka metabolizmada rol oynayan damarlar1 ve lenfatikleri igerirken i¢ tabaka gevsek
bag doku yapisinda olup, yeni kemik olusumunu saglayan hiicreleri igerir.

Endosteum tabakasi, kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemini

cevreleyen ince retikiiler bir bag dokusudur. Endosteum, periosteum tabakasina gore



daha incedir ve igerdigi tek tabaka halindeki osteojenik hiicreler sayesinde kemik
yapimina katilmasinin yani sira hematopoetik hiicre sentezi 6zelligide vardir.?? %

Periosteum ve endosteumun temel gorevi, kemik dokusunun beslenebilmesi,
bliyliyebilmesi ve onarimi i¢in gerekli olan yeni osteoblastlari devamli olarak
saglamaktlr.24’ 2

2.1.4. Kemik Tipleri

Kemik mikroskobik yapisina gore primer (olgunlasmamis) ve sekonder
(lameller) olarak ikiye ayrilmaktadir.

2.1.4.1. Primer Kemik Dokusu

Primer kemik (immatiir-woven), kirik ve diger sebeplerle iliskili onarim
olaylarinda ve embriyolojik gelisim siirecinde ortaya ¢ikan ilk kemik tiiriidiir. Gegici
olan bu kemik tiirii yetiskinlerde, dis alveolleri, tendonlarin kemige tutundugu bolgeler
ve kafadaki yassi kemik eklemleri gibi bir ka¢ yap1 haricinde yerini sekonder kemige
birakir. Primer kemigin farkli yonlere ve rastgele dagilmis ince kollajen liflerinin aksine
sekonder kemik, organize ve lameller halinde olan liflere sahiptir. Yaklasik 4 kat daha
fazla osteosit barindirmasi, matriks mineralizasyonunun diizensizligi ve bunun sonucu
olarak su ve hiicre miktariin fazlalig1 sebebiyle daha ¢abuk deformasyona ugramasi
primer kemik dokusunu, sekonder kemikten farkli kilmaktadir. 2

2.1.4.2. Sekonder Kemik Dokusu

Sadece eriskinlerde bulunan bu kemik dokusu, lamelli yapidadir ve bu lamellerin
barindirdig1 kollajen fibriller 3-7 mikrometre kalinliginda olup birbirlerine paralel iken
komsu lamellerdeki fibrillere capraz olup bu fibrillerle spiraller yaparlar. Bu sayede
dayanikli bir yap1 kazanmaktadir. Daginik yerlesimli osteositlere sahip primer kemige

gore daha giiclii ve daha kalsifiye olan sekonder kemikte, osteositler komsu lamellerin

arasinda konumlanmistir ve sayilar1 daha azdir. Bu kemik dokusundaki osteositler



lakiinalar i¢indedir. Lakiinalar, besleyici damarlarin barindiran haversiyan kanallarinin
cevresindedir. Bu kanallar, volkmann kanallar1 sayesinde periosttaki ve kemik iligindeki
damarlarla anastomoz vyaparlar. Sekonder kemik dokusu, kortikal (kompakt) ve
kanselloz (slingerimsi-trabekiiler) kemik olmak {izere iki kisimda incelenmektedir.®

2.1.4.2.1.Kortikal Kemik Dokusu

Kemiklerin tiimiinde, diizenli, giiclii bir dis yiizey olusturan bu kemik tipi
Ozellikle uzun kemiklerin dis yiizeyi, yassi kemiklerin ise i¢ ve dis yiizeyini
olusturmaktadir. Bu kemik ic¢indeki kavite kemik iligi ve kanselloz kemigi
barindirmaktadir. Havers sistemi denilen osteonlar bu kemigin ana yapisini
olusturmaktadir. Osteonlar, havers kanalin1 ¢evreleyen silindir sekilli vaskiiler kemikten
olusmaktadir. Havers kanallarinin beslenme gorevini {istlenen damarlar1 barindiran ve
bu kanallar1 komsu osteonlar1 birlestirerek birbirine baglayan Volkmann kanallar
kemigin uzun eksenine oblik ya da dik olarak uzanmaktadir. Kortikal kemik genel
olarak yapisal biitiinliigii saglamaktadir ve barindirdig1 osteonlarin siki dizlimi ile
kemigin mekanik giicii baglantllldlr.27’ 28

2.1.4.2.2. Trabekuler Kemik Dokusu

Kisa ve uzun kemiklerde epifiz ve metafizin i¢ kisminda, yassi kemiklerinse i¢
yiizeyinde konumlanmis olan ince kemik tarabekiillerinden olusan dokudur.
Osteoblastik ve hematolojik prekiirsdrlerden zengin olup, trabekiillerin arasim1 kemik
iligi doldurmaktadir. Bu kemigin beslenmesi, kemik iligindeki damarlara yaptiklari
stoplazmik uzantilar1 aracilifiyla olmaktadir. Kortikal kemigi destekleyerek, kemik iligi
yapilarina bir ¢ati olusturur.?

2.2. Kemik Olusumunun Histogenezi

Kemigin biiylime ve gelisimi embriyonik donemde baslayip, gen¢ eriskin

doneme kadar devam eder. Kemik olugumu embriyonik gelisim sekillerine gore,
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osteoblastlarin salgiladiklar1 matriksin dogrudan mineralizasyonu ile intramembrandz
veya Onceden var olan kikirdak matriks tizerine kemik matriksinin ¢Okmesi ile
enkondral gerceklesmektedir. Her iki kemiklesmede de ilk ortaya ¢ikan doku primer
(olgunlagsmamis) kemiktir. 22,23

2.2.1. intramembranéz Kemiklesme

Bu kemilesme, bag dokunun yardimiyla matriksin dogrudan kalsifikasyonu ile
gerceklesir ve gecici kikirdak bir cati mevcut degildir. Kemik yapim sahasina,
farklilasmamis mezenkimal hiicreler tabakalar seklinde birikir ve mezenkim doku kan
damarlarindan zenginleserek bu doku i¢inde kapillerin bolca bulundugu bir ag olusur.
Mezenkim hicreleri, organik matriksi sentezler ve bu matriks fibroblast, osteoprojenitor
hiicreler ve damarlardan olugsmaktadir. Bu osteoprojenitér hiicreler, sonrasinda
mineralize olacak olan organik kemik matriksini biriktiren osteoblastlara doniisiir.
Zamanla osteoblastlar, bu matriksin iizerini kaplar ve hizla yeni kemik matriksini
biriktirirler. Ve bu biriken matriks i¢inde osteoblastlar osteositlere doniisiirler. Bu
matriks mineralize olarak olgun kemigi olusturur. o

Intramembrandz kemiklesme mandibula, bazi maksiller kisimlar, oksipital ve
temporal kemiklerin skuamoz kisimlari, kraniyum kubbesi, ilium ve scapula, klavikula,
pariyetal kemikler gibi yassi kemiklerin embriyolojik gelisiminde aktif rol oynar. Uzun
kemiklerin kalinlasmasinda ve kisa kemiklerin biiyliimesinde goérev alir. Ayrica
dogumdan sonra, kemik defektlerinin rejenerasyonu ve kirik iyilesmesi sirasindaki
periosteal iyilesme de bu mekanizma ile gergeklesir.

2.2.2. Endrokondral Kemiklesme

Intramembrandz kemiklesmenin aksine bu kemiklesmede, hyalin yapida kikirdak

bir cati mevcudiyetine ihtiya¢ vardir. Bu kemiklesme tiiriinde, prekiirsor hiicreler

kondrositlere diferansiye olarak kikirdak matriks sentezlemeye baslar. Bu matriks
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mineralize olur ve kondrositler hipertrofiye ve harabiyete ugrar. Sonrasinda kikirdaga
invaze olan damarlar aracilifiyla gelen hiicreler merkezi rezorbe ederek medullar
boslugu meydana getirirler. Osteoprogenitdr hiicreler, osteoblastlara diferansiye olarak
osteoid matriksi olustururlar. Bolgeye ulasan osteoklastlar bu yapiyr rezorbe eder ve
akabinde osteoblastlar tarafindan onun yerine olgun lameller kemik olusturulur.?®

Kisa ve cogunlukla uzun kemiklerin olusumunda belirgin rol oynayan bu
kemiklesme tiirii, dogumdan sonra rijit fiksasyon yapilamayan kirik iyilesmesinde gorev
alir.? %

2.3. Kemik Iyilesmesi (Onarim)

Onarim; yaralanma sonrasi organize hiimoral, vaskiiler ve hiicresel olaylarin
sonucunda, yap1 ve fonksiyonu geri kazandiran bir doku cevabidir. Kemigin yapis1 goz
Oniine alindiginda, defekt sahasinda ve kirik hattindaki iyilesme bircok patolojik,
biyomekanik, hiicresel, hormonal ve biyokimyasal siirecin etkisi altindadir.
Yaralanmanin tipine gore kemikteki iyilesme, rejenerasyon veya tamir olaylarini
kapsamaktadir. Esas olarak kemik iyilesmesi bir bag dokusu iyilesmesidir.

Yumusak dokularin iyilesmesi sirasinda meydana gelen olaylar; enflamasyon,
fibroplazi ve remodeling fazlari, ayn1 zamanda kemik defekt onariminda da
ger¢eklesmektedir. Onlar1 ayiran tek fark hasar géren ossifiye yapinin remodelasyon ve
rekonstriiksiyonunda osteoblast ve osteoklastlarin grev almasidir.>* **

Kemik onarimi, tiim bu onarim siireci boyunca spesifik zamanlarda aktive ve
inaktive olan c¢ok farkli genlerin ekspresyonu ile bir orkestra gibidir. Onemli gen
ekspresyonlari;; BMP, TGF-B, PDGF, FGF, IGF, osteonektin, osteopontin, osteokalsin,

fibronektin, BMP Reseptorl, Smadlar , IL-1 , IL-6, granulosit monosit koloni stimile

edici faktdr, monosit stimiile edici faktor ve ¢esitli kollajen izotiplerini kapsamaktadir.
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Bu genlerin ekspresyonunun iyi diizenlenmesi kemik morfolojisi ve fonksiyonundan
sorumlu hiicresel islemlerin devamini saglar.

2.3.1. Kemik Iyilesmesinin Evreleri

Primer ve sekonder olmak tizere kemigin iki tip 1yilesme sekli vardir;

2.3.1.1.Primer Kemik Iyilesmesi

Nadir rastlanan bu tipteki onarim, kiiclik c¢aptaki kemik defektlerinin
tyilesmesinde (pin defektleri gibi) ya da siklikla kraniyofasiyal kirik veya osteotomize
kemik segmentlerinin rijit fiksasayonu ve kompresyon plaklar1 ile sikica biraraya
getirildigi durumlarda olusur. Bu rijid kontakt sayesinde sekonder kemik onarimindan
farkli olarak kallus olusmaz. Kikirdak siire¢ olmadigindan 6tiiri membrandz kemik
olusumuna benzetilen direkt kemik depozisyonu bu onarim tipinde ger¢ceklesmektedir.

Periostun  bu  onarimdaki  6nemi, barindirdigi  prekiirsor  hiicreler
kaynaklanmaktadir. Primer kemik onarimini, yara boyutu, kontaminasyon ve c¢evre
doku Kkalitesi etkilemektedir. Yara bolgesindeki minimal hareketler kemiklesmeyi
olumlu yonde etkilerken, rijit fiksasyonun fazlalig1 olumsuz sekilde etkilemektedir.
Rediiksiyonun uygun olmamasi da iyilesmeyi bozup fibréz iyilesme yoniinde yonelime
sebebiyet verir. Fibroz iyilesmedeki mevcut fibréz doku, kemik depozisyonundan hizl
bliylidiigii i¢in kan akimini bozar ve kirik iyilesmesini azaltir.®?

Primer kemik onarimi gap iyilesmesi ve kontakt iyilesmesi olmak iizere ikiye
ayrilir.

2.3.1.1.1. Gap Iyilesmesi

Bu iyilesme sekli iki sathada gerseklesir. Ik sathada mevcut gap boslugu direk
kemikle dolar. Baslangi¢c yapidaki agsi kemik dosenir ve bunu takiben destekleyici

33, 34

olarak paralel fiber ve/veya lameller kemik yapimi gerceklesir. Bu iyilesme

dokusunda konnektif doku ve fibrokartilaj yap1 yoktur. Birka¢ hafta sonraki ikinci
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safhada, dikey haversiyen remodelingi ile kemik rekonstriikte olur ve bdlgede daimi
osteotonlar olusur.34

2.3.1.1.2. Kontakt Iyilesmesi

Yumusak doku ve kemik iliginde, orta yogunlukta inflamatuar cevapla baglar.
Hafif bir hemotam mevcuttur. Mevcut rijid kontakta, yasayan ve 6lii iskelet parcalari
arasinda aktif osteoklast formasyonu ile kemik iyilesmesi baslar. Bu formasyonla,
kemik matriksi bos haversiyan kanallar1 boyunca koniler meydana getiricek sekilde
rezorbe olur. Kirik bdlgesine yeni olusan osteotonlar yerlesir. Immatiir kemik &rgiisii
seklindeki yeni kemikteki remodeling aylarca devam eder. Lameller kemik gap
tyilesmesinden farkli olarak, kirik hattindan direkt karsiya gecer ve kemigin uzun aksi
boyunca osteonlar ilerler. Bu isleme kontakt iyilesme denir.¥* Bu tiir iyilesmede
transvers kemik olusumu ger(;eklesmez.32

2.3.1.2. Sekonder Kemik Iyilesmesi

Kallus olusumunu igeren bu iyilesme endrokondral kemiklesmeye benzer onarim
sergilemektedir. Genellikle fiksasyon uygulanmamus tiibiiler uzun kemiklerde meydana
gelmektedir ve en sik goriilen kemik onarim seklidir. Sekonder kemik iyilesmesi 3
onemli asamadan olusur. Bunlar enflamatuvar, proliferatif ve maturasyon safhalaridir.

Histolojik olarak onarim siiresindeki safhalar birbirinden zaman agisindan kesin
siirlarla ayrilamaz. Her safha daima kendinden bir 6nceki veya bir sonraki satha i¢inde
yer alir. En uzun siiren donem, remodelizasyon donemidir.

2.3.1.2.1. inflamatuar (Hematom, Yangi) Donem

Onarim donemlerinde ilk ortaya ¢ikan cevap “inflamasyon” yani “yang1”dir ve
bu yanit 48 saatte pik yapar. Bu donem ilk 3—4 giinlik zamani1 kapsar ve onarimin

baslangicindan 1 hafta sonrasina dogru hemen hemen tamamen yok olur. Bu satha,

debrisin uzaklastirilip, vaskiilarizasyon olusturularak iskeletsel bir matriks insa edildigi
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hiicresel olaylardan olugmaktadir. Platelet agregasyonu gerceklestiren enflamatuar
elemanlarin (protoglandin, adenozin difosfat, tromboksan A2, serotonin gibi) ortama
salinmasiyla vazodilatasyon ve hiperemi ve bunu takiben hematom olusur. Bu trombosit
degraniilasyonu biiylime faktorlerini saliverir ve kemotaktik sinyalleri tetikler.
Polimorfoniikleer 16kosit, lenfositler, kan monositleri ve doku makrofajlar1 yara
bolgesine yonelirler ve anjiyogenezi uyarmak ic¢in sitokinlerin salinimi igin aktive
olurlar.

Erken donemde onarim bolgesi karakteristik olarak hipoksik ve asidik bir
ortamdir, bu polimorfoniikleer 16kosit’lerin ve doku makrofajlarinin aktivitesi i¢in de
idealdir. Hematom varig1 daha fazla kanamay1 engellemek i¢in hemostatik bir piht1 ve
ayni zamanda hiicresel gog i¢in yolak olusumuna fibrin bir ag ortami saglarlar.

Yapilan c¢alismalarda hematom formasyonunun yoklugunun iyilesmeyi
yavaslattigt ve bozdugu savunulmaktadir. Hemotamin ortama bosaldigi durumlarin
varliginda yara iyilesmesi gecikir veya hi¢ olmaz. Ozellikle son zamanlardaki
caligmalar hematomun temel olaylardaki hiicresel cevabi baglatan sinyal molekiillerinin
kaynagr oldugunu ve osteojenik uyarmin biiyilk bir kismmi olusturdugunu
desteklemektedir. Ortamdaki hasarli yapilarin ve debrisin imhasindan sorumlu olan ve
fagositoz yapan nétrofiller, akut iyilesmenin bu hiicresel enflamatuar cevabinda onciil
hiicrelerdir. Yaralanmanin 3. ve 4. giiniinde noétrofiller pik yapsada bu siire¢ boyunca
varligint koruyan hiicre olan makrofajlar 5. giinde pik yapar. Makrofajlar, atik
uzaklastirmanin yaninda mezenkimal hiicrelerin diferansiyasyonu ve gociinii saglayan
sitokin ve biiyiime faktorlerinin ortama salmimumn saglarlar,% 33
2.3.1.2.2. Onarim (Reperasyon Donemi)

Neovaskiilarizasyon denen komsu kemikten bolgeye olan mikrovaskiiler biiyiime

bu sathada ger¢eklesmektedir. Daha sonrasinda remodele olacak olan immatiir bir
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matriks, hiicresel farklilasma, cogalma ve aktivasyon mekanizmalar1 ile olusturulur.
Progenitor hiicreler, fibroblastlar ve osteoblastlar ¢ogalarak dokuda kollajen
olusturmaya baglarlar. Boylece olusan graniilasyon dokusu kollajenden ve kapiller
yapilardan zengin yapiya sahip olur. Bu siirecte anjiyogenezisi stimiile eden faktorler
temel FGF ve PDGF’dir. Mezenkimal hicreler kondroblastlara, fibroblast ve
osteoblastlara diferansiye olarak glikoprotein, glikozaminoglikan, glikolipid ve
kollajenden olusan bir ekstraseliller matriks olustururlar. Bastaki yap1 yerini
fibrokartilaj kallusa birakir. Boylece ilk olusan kemige “6rgli kemik™ denir ve bu yapi
tyilesmenin 4-6. haftasina kadar baskin haldedir.*®

2.3.1.2.3. Remodeling Dénemi

En uzun siiren bu dénemde, olusan immattiir bag dokusunu takiben osteogenez
devam eder. Farklilasan osteoblastlar matriks mineralizasyonuna katki saglar. Orgii
kemik osteoklastik mekanizmayla yok edilmeye baslayip, yerini lamellar kemik ve
kemik 1iligine birakir. Bu sayede primer osteotonlar ortadan kalkarak sekonder
osteotonlar olusur. Primer kemik birkag¢ hafta gibi kisa bir zamanda olusurken, lameller
kemigin primer kemigin yerini almasi ise aylar siirmektedir.®

2.3.2. Deneysel Hayvan Modelleri

Giliniimiizde maksillofasial cerrahi, ortopedi ve travmatolojide kullanilan tedavi
yontemlerinin bir kismi, ampirik bulgularin birikmesi ile olusan tecriibelerden ibarettir.
Coziim bekleyen medikal problemleri aragtirmak amaciyla yapilan klinik ¢aligmalarin
genel sorunlar (etik unsurlar, uygun ve homojen kontrol grubu olusturulamamasi gibi)
sebebiyle arastirmacilari, arastirma c¢aligmalari i¢in uygun model arayislarinda deneysel

hayvan modellerine yonlendirmistir.
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2.3.2.1. Kemik Modelleri

Kullanilan Denekler: Fare, sican, tavsan, kopek, koyun (tibia, femur, radius,
kalvaryum ve mandibula kemikleri)

2.3.2.1.1. Kirik lyilesmesi Modelleri

Literatiire g6z atildiginda bircok hayvanin (memeli ve kus tiiriiniin) kirik iyilesmesini
ve cesitli tedavi modalitelerinin (farmakolojik-biyolojik-fiziksel-cerrahi) kirik 1iyilesmesi
tizerine etkilerini incelemek amaciyla deneysel ¢alismalarda kullanildig1 gézlemlenmektedir.
Siklikla kullanilan denekler rat, kopek ve tavsandir. Sprague-Dawley tipi ratlarin femurlar
insan femurlartyla morfolojik agidan benzerlik gostermemektedir. Winstar tipi ratlarin
femurlar ise bunun aksine insan femuruyla yakin morfoloji gostermektedir. Bu sebeple bu tiir
caligmalarda wistar tipi ratlar tercih edilmelidir. Acik (cerrahi) model, kapali (kiint travma)
model olmak tizere iki baslik altinda incelenmektedir.*’

2.3.2.1.2. Kafatas1 Defekt Modelleri

Cesitli, genellikle cift ve simetrik olan kemiklerden olusan kalvarya, diger kemiklere
kiyasla daha inert yap1dad1r.38’ 39 Deney hayvanlarindaki kalvaryal defektlerin rejenerasyon

kapasitesi insanlarinkinden ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir.*

Morfolojik ve
embriyolojik olarak bir membran prosesiinden gelisen kalvarya, membrandz yolla gelisen yiiz
kemikleriyle benzerlik gostermektedir. Kalvaryal kemik, anatomik olarak iki kortikal tabaka
icermesinden 6tur mandibulayla benzerlik gostermektedir.** Fizyolojik olarak ise kalvaryal
kortikal kemik atrofik bir mandibulayla benzerlik gosteririr. Bu nedenle, maksillofasiyal
cerrahi uygulamalarin deneysel basamagi icin en Onemli bdlgelerden biri olarak
goriilmektedir.®* Deneysel ¢alismalarda en ¢ok kullanilan model tavsan ve sican kafatasi
defekti modelidir. Kafatas1 defekti modelinin kemiklerdeki bosluklarm nasil doldugunu

gostermesi, kolay yapilmasi, tespit gerektirmemesi gibi avantajlart vardir. Gerek kafatasi

gerek uzun kemik defektleri ¢caligmalarinda en 6nemli kriter defektin boyutudur. Hayvanlarda
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kemik defektleri alt1 ay gibi bir slirede tedavi verilmeksizin kendiliginden iyilesebilir.
Kendiliginden iyilesemeyen kritik boyutlu defekt yapmak modelin temel noktasidir. 2

2.3.2.2. Diger Modeller

Eklem, tendon, sinir ve infeksiyon modellerini kapsamaktadir.

2.3.3. Kritik Boyutlu Kemik Defektleri

Son yillarda kemik kiriklarinin veya defektlerinin iyilesmesinde olumlu etkileri
oldugu ve disiiniilen kemik greftleri, kemik benzeri lriinler, hastadan elde edilen
blylme faktori iceren kan trtnleri veya rekombinant blyime faktorleri gibi pek ¢ok
materyal kullanilmaktadir. Her yeni maddenin etkinligini digeriyle karsilagtirabilmek
icin standart bir hayvan modeline ihtiyag vardir. Literatiirde bu amagla, “kritik boyutta
kemik defekti” olarak adlandirilan, dairesel, tam kat ve hayvanin yasami boyunca
kendiliginden kapanma sans1 olmayan en kiiciik boyutta kemik defektleri tanimlanmistir
ve osteojenik metaryalleri degerlendirilirken rutin olarak kullanilmaktadir.>.** ** Greft
veya implantin osteojenik potansiyelini degerlendirilmesi i¢in bu hacimdeki bir defekt
gereklidir.*® Bu defektlerde iyilesme kemiklesmeden ziyade bag dokusu dolumu ile
gerg:eklesmektedir.46 Kemik defektlerinde iyilesme, defektin biiyiikliigiine ve kullanilan
deney hayvaninin tiirtine gore farklilik gostermektedir. Mandibulada yapilan

caligmalarda ratlarda kritik boyutta kemik defektinin 5 mm oldugu bulunmustur.“’ 48 30

30 18,49
2.4. Oral ve Maksillofasial Cerrahide Kullanilan Kemik Greftleri
Oral ve maksillofasial cerrahinin en temel gayelerinden biri kemik rejenerasyonudur.
Kiiciik defektler kendiliginden iyilesirken, kritik boyutlu defektlerin iyilesmesi kendiliginden
olmadigindan iyilesmeyi tetikleyici alternatif yontemler kullanilir. En ideal yontem, defektin;

biiyiikliigiine, sekline ve antijenik zelliklerine en ugun kemik dokusuyla doldurulmasidir.*®

51
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Greft, kemik yapimim tetikleyen tiim metaryalleri kapsayan bir terimdir. Sert ve
yumusak doku ya da kombine defektlerin onarimindaki esas gorevi, defektin olabildigince
hizli, anatomik yapiya uygun ve yeni olusan dokuya rehberlik edecek sekilde kapatilmasini
saglamaktir. ideal greft metaryeli, osteokondiiktif, osteoindiiktif, osteogenetik ozellikleri
barindirmali, enfeksiyon riskine kapali olmali, doku uyumlu olup yabanci cisim ve fibrotik
cevaplara sebebiyet vermemelidir. Ek olarak ucuz ve eldesi kolay olmalidir.>* Alict bolgenin
durumu ve greftin tipine gobre, greft maddesi osteogenez, osteoindiksiyon ve
osteokondiiksiyon adi verilen {i¢ farkli mekanizma ile kemik iyilesmesine katkida bulunur.”

2.4.1. Kemik Greftlerinin Ozellikleri

Osteogenez, osteoblastlarin direk etkisiyle yeni kemik olusturulmasidir. Osteogenezis
bolgedeki kemikte bulunan yada greftten kaynaklanan osteoprogenitor hicrelerin kemik
olusumunu saglamasidir. Osteogenezin meydana gelmesi i¢in defektin i¢ine konulan greft
materyaline, canli veya oOnciil osteoblastlar g¢ekilerek kemik olusum merkezleri meydana
getirilmis olur. Canli kansell6z kemik, kemik iligi ve otogreftler barindirdiklar1 hiicresel
yapilar ile nakledildikleri bolgede dogrudan yeni kemik olusumunu baglatirlar. Osteogenetik
greftler cok etkili olup sonuglar tatmin edicidir. Bununla birlikte, osteokonduktif ve
osteoindiiktif olma avantajlarida bulunmaktadir. Osteojenik 6zellikte olan en iyi greft maddesi
otojen kemik greftir ve altin standart olarak kabul edilmektedir.>*

Osteoindiksiyon; diferansiye olmamis pluripotent kok hiicrelerin kemik yapici
hiicrelere farklilagmasinin stimulasyonu siirecini igermektedir. Osteoindiiksiyon, greft
metaryalindeki kemik indikleyici proteinlerin ya da kemik morfojenik proteinlerin etkisiyle
mezenkimal hiicrelerin osteoprojenitdr hiicrelere doniistimiinii saglar. En ¢ok bilinen 6rnegi
TGF-p iist ailesine ait glikoprotein olan kemik morfogenetik proteinlerlerdir.® En etkili

olanlart BMP-2,6,7 ve 9’dur. Bu proteinlerin varliginda kemik formasyonunun endokondral
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ossifikasyon yoluyla olustugu kabul gormektedir. *® Buna érnek olarak demineralize kemik
grefti verilebilir.®
Osteokondiiksiyon, alict kemik bolgesindeki vaskiiler ve perivaskiiler yapilarin ve

osteoprojenitor hiicrelerin grefte dogru yonlenmesi igin greft maddesinin scaffold (¢at1) gorevi

gorerek greft yiizeyinde yeni kemik olusumunun desteklenmesidir. Bu materyaller

biyouyumludur ve herhangi bir toksik reaksiyon gerceklesmeksizin kemik yada yumusak

dokuda apozisyon saglar. Greft sadece osteokondiiktif 6zellikteyse kemik formasyonunu

baslatamaz ve olusturamatz.‘r’4

Bu greft metaryallerinin endike oldugu durumlar sunlardir;

v' Cerrahi islemler sonrasi olusan defektler (kist, gomiilii dis, timor
rezeksiyonlar1 sonrast),

v' Travmatik defektler (maksillofasial kirikla, travmatik dis c¢ekimi, siniis
aciklik olugmasi)

v Preprotetik ameliyatlar, kret augmantasyonu ve siniis tabani yiikseltilmesi
ameliyatlari

v’ Estetik operasyonlar

v Dental implantlar1 ¢evreleyen kemikteki defektler

v Ortognatik cerrahi operasyonlarda olusan defektler

v' Trafik kazalari, onkolojik operasyonlar gibi asir1 derecede doku kayiplarinin
olustugu vakalar

v Enfeksiyonel osteomyelitler

v Neoplazmlar, yumusak doku tiimérlerinin rezeksiyonu

v' Mikrognati, retrognati, dudak-damak yariklar1 gibibir ¢ok konjenital
maksillofasiyal defektler

v" Temporamandibular eklem artroplastisi
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v Periodontal ve endodontik defektler *°

2.4.2. Kemik Greftlerinin Sitmiflandirilmasi

Kemik greft metaryalleri, elde edildikleri dokulara veya Uretildikleri maddelere
gore; otojen greftler, allogreftler, ksenogreftler ve alloplastik materyaller olarak 4 ana
gruba ayrilir.

2.4.2.1. Otojen Greftler

Bu greft tiirli, kisinin kendisinden alinan, ayni zamanda altin standart olarak
kabul edilen bir materyaldir ve enfeksiyon riskleri yoktur. Almman greft, bulundugu
sahadan uzak bir sahada (heterotopik) yada ayni bdlgede (ortotopik) kullanilabilir.
Otogreftler siklikla iliak kemikten, tibiadan, kostalardan ve kalvaryumdan, simfizden,
ramustan, tliberden, ekzostozlardan, iyilesme durumundaki c¢ekim soketinden ve
interseptal alveol kemiginden elde edilir.””’

Otogreftlerin avantajlari, kemik iligindeki osteoprogenitdr hiicreler ve canl
osteoblastlar ile direkt osteogenez, kollajen matriks ile osteokondiksiyon, BMP’ler ile
osteoindiiksiyon yapabilmeleridir.®® Ayrica bu greftler kisa zamanda miikemmel
vaskiilarizasyon gosterir, kisiye ait olmasindan dolay1 ¢apraz enfeksiyon ve immiin
reaksiyon riski bulunmamaktadir.

Avantajlarina ragmen, greft miktarinin siirl olmasi, ikinci bir operasyon sahasi
olusturulmas1 ve operasyon siiresinin uzamasi, morbidite ve enfekiyon riskinin
bulunmas1 gibi dezavantajlara sahiptir. % °*

2.4.2.2. Allogreftler

Allogreft metaryali, aym tiir fakat farkli genotipteki bireylerden elde edilen
ossedz, transplante dokulardir. Kadavralardan elde edilen allogreftler, islenerek cesitli
sekil ve boyutlarda hazirlanir ve ileride kullanilmak {izere uygun kosularda kemik

59, 60

bankalarinda saklanir. Hazirlanma sekillerine gore, dondurulmus kemik (deep-
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freezing), dondurulmus kurutulmus kemik (freeze-drying), demineralize kemik,
deproteinize kemik, taze dondurulmus ve solventlerle dehidrate edilmis kemik olarak
siniflandirilabilir.> *

Dondr saha cerrahisi ve morbiditesinin olmayisi, genis kemik defektindeki basari
oraninin %60-90 arasinda olmasi, intraoperatif kan kaybinin ve postoperatif agrinin
olmamasi bu tiir greftlerin avantaj1:/,1rmdand1r.62'64 Buna karsilik, bakteriyel enfeksiyon,
viral hastaliklarin tasinmasi (hepatitler, insan immiin yetmezlik viriisii), degisen kemik
kalitesi, pahali olmasi, yabanci cisim reaksiyon riski ve postoperatif siirecte allogreftte
kirllma, kaynama olmamast ve enfeksiyon gibi  komplikasyonlar ise
dezavantajlarmdandlr.63

2.4.2.3. Ksenogreftler

Alic1 ve vericinin farkli tiirlerden oldugu bu tiir greftler, cogunlukla memeli
hayvanlardan (at, sigir, domuz gibi) ya da mercanlardan elde edilir. En ¢ok tercih edilen
tiiri 1se sigir kaynakh greftlerdir.65 1960’larda popiiler olan bu greftlerin kullanimi
olusan otoimmiin hastaliklar sebebiyle azalmistir. Daha sonrasinda deproteinize
yontemlerin kullanimiyla antijenik 6zelliklerinin azalmasiyla tekrar kullanima girmistir.
Bu yontemlerde kemigin organik kisminin biitiiniiyle uzaklastirilmas: amaclanmistir ve
bu sebeple bu kisim osteoindiiktif yapisini kaybederek yalnizca osteokondiiktif 6zellik
gostermektedir. Sigir kemiginin organik komponentlerinden ayrilmasiyla beraber
kalsiyum matriks sterilize edilerek greft kullanima hazir hale getirilir ve kullanicida
herhangi bir immiin yanita sebebiyet vermeyecek sekilde hazirlanir.®®

Yapilan deneysel incelemelerde bu greft tiirliniin ideal bir yap1 iskeleti oldugu
gosterilmistir. Alic1 sahadaki osteojenik hiicrelerin rehberliginde kemikte biiylime

baslangici olmaktadir ve greft partikiillerini bir araya getiren 6rgli kemikten meydana

gelen kopriiler olugsmaktadir. Bu kopriilerden ve ksenegreftten olusan bu yapiya total
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mineralize doku denir ve yer degistirme periyotlar1 ile lameller kemige doniigiir.®”

Ksenogreftlerin hizli bir bigcimde konak¢1 kemikle yer degistirdigini gosteren raporlara
karsin cok yavas bir sekilde rezorbe oldugu veya hi¢ rezorbe olmadan uzun siire
varligini siirdiirebilecegini savunan c¢alismalar daha baskindir.®"

Ksenogreftlerin blok formlari, plastik ve rekonstriiktif cerrahi ile maksillofasiyal
cerrahide onlay greftleme igin kullanilirken, graniil formlar1 periodontal kemik
defektlerinde, ¢cekim soketlerinde ve kiigiik kist cerrahilerinde basarili bir sekilde hem
fonksiyonel hem de estetik kayiplarda kullanilmaktadir. Daha giiclii materyallerle
kombine olarak da kullanilabilirler.”” 2

2.4.2.4. Alloplastik Materyaller

Canli dokulardan elde edilmeyen, sentetik olarak {retilen maddelerdir.
Biyouyumlu yapidaki bu materyaller belli miktarda osteokondiiktif 6zellige
sahiptirler.® Alloplastik materyaller, seramikler (sentetik hidroksiapatit, trikalsiyum
fosfat, biyoaktif cam), kalsiyum karbonat, kompozit polimerler (rezorbe olan ve
olmayan), kalsiyum siilfat seklinde 4 ana gruba ayrilir. Eldesi kolay olmasina ragmen
immiin reaksiyon ile antijeniteye sebep olma ve ek bir maliyete neden olmalar1 gibi
dezavantajlar vardir.”

2.4.3. Greft Materyalinin Alci Kemik ile Birlesme Mekanizmas1 ve
Rejenerasyonu

Kemik grefti ile bagimsiz bir vaskiiler kaynagin mevcudiyeti,
revaskiilarizasyonun hizin1 ve kalitesini optimize ederek, greftin uygun bir sekilde
iyilesmesi ve daha hizli bir sekilde birlesmesi ve kaynasmasi ile sonuglanabilir.”

Nonvaskiilerize yapidaki greftteki vaskiilarizasyon, alici kemikteki kan damarlarinin

greftin  i¢ine dogru ilerlemesiyle saglanmaktadir. Bu siire¢ disik hizda
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ger¢eklesmektedir ve bu nedenle nonvaskiilerize greft, vaskiilerize grefte oranla daha
uzun bir iyilesme stiresine sahiptir.

Yiiksek bir rejenerasyon yetenegi olan kemik dokudaki defektlerde bazi
durumlarda yeterli bir iyilesme goriilmemektedir. Greftleme, osteogenez,
osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon olmak {izere farkli biyolojik siireclerden
olusmaktadir. Greft maddelerinin farkliligina gére bu evrelerin biri, ikisi ya da tigii
birden gergeklesmektedir.75

Uygulanan greft maddesiyle kemik dokusunun kaynagmasi, kirik iyilesmesine benzer
oOzelliktedir. Birgok faktoriin etkisinde olan kirik iyilesmesi, kemigin eski fiziksel ve mekanik
oOzelliklerini geri kazandiran, yangi, onarim ve remodelling sathalarini igeren bir siirectir.”®

Hem kiriklarda hem de kemik greftinin transplantasyonunda, sirasiyla bolgesel
damarlarda yaralanma, kanama ve hematom olusumu ile gergeklesir. Kanama sonucu
pihtilagsma aktiflenir ve fibrin-pihti asamasi baglar. Bunu takip eden 1 hafta icerisinde,
enflamatuar yanit olusur ve makrofajlar, monositler, lenfositler ve ¢ok c¢ekirdekli hiicreler ile
fibroblastlar gibi inflamatuar hiicreler prostoglandin salgilayarak kemige invaze olurlar.
Boylelikle graniilasyon dokusu formasyona ugrar, vaskiiler yapilar gelisir ve mezensimal
hiicre gocli olusur. Ana besin ve oksijen desteginin kaynagi kansalloz kemik ve kas
dokusudur. Onarim sathasinda, fibroblastlar olusturduklar1 stroma ile vaskiiler gelisime
destek saglarlar, periost ve endosteumdan hematomun icine kapiller ve mezensimal hiicreler
girerek graniilasyon dokusunu olusturulmaya baglanir. Vaskiiler gelisim asama kaydederken,
kollajen matriks ile beraber osteoid doku da salgilanir ve mineralize olurak onarim yerinin
cevresinde kollajen ve glikoproteinler iceren matriks icinde fibroblast, osteoblast,
kondroblastlar ve gelisen kapiller damarlardan olusan yumusak kallus formasyonunun
olusumu saglanir. Ik 4-6 haftada kuvvetsiz olan bu kallus, ossifiye olarak alict doku-greft

arasinda wowen kemiginden bir koprii olusturur.””
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Iyilesme baslangicindan 4-6 hafta sonra sert kallus olusumu dolayisiyla rejenerasyon
baglar. Yeniden sekillenme sathasinda iyilesme tamamlanir. Rejenerasyonda, kallusun woven
kemige doniigiimii asama asama olmaktadir ve boylelikle diizensiz kemik yapimi baglar.
Tlerleyen siireglerle hiicre sayis1 artar ve revaskiilarizasyon gelisir. Bu diizensiz olan kemigin
eksternal kallusu osteoklastlarca uzaklastirilarak diizenli kemige gecis baslar. Intermedial
kallus ise, hawers yapisii igeren lameller kemige doniisiir ve kanselloz kemik olusur.
Remodeling siirecinde vaskiilarizasyon ve oksijenlenme normallesir ve bu donem yavas bir
hizda ilerleyerek aylar (3-6 ay) hatta yillar siirebilir. Bu siiregteki kemik orijinal yap1 ve
mekanik dayanikliligim geri kazanir.”’

Greft uygulamasindan sonraki ilk 2 haftada, kortikal ve kanselloz greftlere karsi
olusan cevaplarda temel olarak vaskiilarizasyon olmak iizere ¢ok kiiciik farkliliklar
olusmaktadir. Kanselloz kemik tamamen ya da kismen olacak sekilde
transplantasyondan saatler sonra genellikle alici doku-greft arasindaki anastomozlar
sayesinde ve ek olarak bu kemikteki kemik iligi bosluklar1 ile revaskiilarize bir hal alir.
Kansell6z kemikteki vaskiilarizasyon iki hafta i¢inde tamamlanmasina ragmen kortikal
kemikteki bu siire¢ daha yavas seyretmektedir. Osteoklastlar, yeni vaskiiler kaynagin
olusumunu iki hafta i¢inde saglarken olusturdugu kanallarlada kortikal greft delikli hale
gelir ve bu siireg alt1 hafta icinde tamamlanir.’®

2.4.4. Greft Materyalinin Mekanik Stabilitesi

Mekanik stabilite, kemik rejenerasyonu ve onarimi i¢in en onemli faktordiir.
Birgok c¢alismada, kemik dokusunun mekanik duyarliligiin ve biyomateryaller ile
kemik arasindaki etkilesimin énemi vurgulamustir.”® Klinik durumlarina bagh olarak,
greftler sikisma ve gerilme kuvvetlerine maruz kalir. Alict kemikle greftin kaynagmast,
greftin alic1 kemige fiksasyonu ve stabilizasyonundan 6nemli oranda etkilenmektedir.

Fiksasyon ve stabilizasyonun iyi olmasi, greft-alici iligkisinin maksimum diizeyde
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olmasmi ve greft igerisine damarlanmanin saglanmasi agisindan olduk¢a Onemlidir.
Greftin alic1 bolge icindeki stabilitesini saglamak i¢in, greftin kendi i¢indeki sabitligi
kullanilarak alic1 ve greft ara yiiziinde artmis bir sikistirma kuvveti ile stabilize edilmesi
gerekir.6 Kemik onarmmindaki iskeleninin mekanik stabilitesi, kullanilan materyalin
tiiri, makro veya mikro mimarisi, porozite tipi ile dogrudan iliskilidir. Kemik
greftlenmesi, mekanik stabilite i¢in yapisal agidan biiyiikk oneme sahiptir ve greft
kullanim1 kemik onarimindaki yanitta, kemik sitiimiilasyonunu ve gii¢lendirilmesini
icerecek sekilde gelistirilmistir. 6

Bir kemik greftinin yetersiz stabilitesi, rekonstriiksiyonun ¢6kmesine,
psodotrozise, deformitenin rekiirrensine yol acabilir.” Greft stabilizasyonunu ve bu
stabilizasyonu etkileyen muhtemel faktorler ile ilgili az sayida yayin vardir. Bu
faktorlerin bazilari hastayla iliskilidir, 6rnegin kemik densisitesi, viicut agirligi, yas gibi
faktorlerdir. Diger faktorler ise cerrahi strateji ile kullanilan maddeye baghdir ve ayrica
degiskendir: yapisal bir kemik greftinin kemik kompozisyonu (siingerimsi, unikortikal,
bikortikal) ve kullanilan materyalin tiirii, makro veya mikro mimarisi, porozite tipi
biyomekanik stabiliteyi etkiler. Bununla birlikte, bireysel klinik durumlar icin istenen
minimum transplant stabilite degerleri kesin bilinmemektedir. 80

2.5. Kemik Olusum ve Yikim Gostergeleri

Iyilesme siireci esnasinda ortamdaki osteoblast ve osteoklastlar kemik olusumu
i¢in yeterli yogunlukta degildir. Iyilesme bolgesinde, dolasimdan saglanan ya da lokal
iiretilen, kemik iyilesmesini regiile eden kenetleyici faktdrler bulunmaktadir. Iyilesme
esnasinda, biiyiime faktorleri, sitokinler, reseptorler ve ara sinyal molekiilleri gibi
kenetleyici faktorler araciligiyla hiicreler arast etkilesimler olusmaktadir.®® Bu
diizenleyici faktorlerden bazilar1 agagidaki gibi siralanabilir;

2.5.1. TGF-B
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Genel Ozellikleri

Genellikle ektoderm kokenli olan ve diger biiyiime faktorlerinden daha once
tanimlanan TGF-p, 16kositlerin biiyliimesini gegici olarak inhibe ederken, fibroblast gibi
mezoderm kokenli hiicreler i¢in zayif da olsa mitojeniktir.82 Iyilesme baslangicinda
inaktif olan TGF-f, diisiik pH ya da plazminin etkisiyle proteolize ugrayip aktifleserek
makrofajlar icin en etkili kemoatraktan madde halini alir. En 6nemli gorevleri ise
inflamatuvar hiicre kemotaksisini uyarmak ve ekstraseliler matriks sentezini
artirmaktir.®

TGF-B; iyilesme bolgesindeki trombositler, enflamatuvar hiicreler (monositler,
makrofajlar), osteoblastlar, osteoklastlar ve kondrositler tarafindan iiretilir.* Erken
yanit esnasinda (ilk 24 saat), hematom igerisinde ekstraseliiler olarak bulunur.
Enflamatuvar fazda, TGF-f’nin mRNA’s1 ¢ogalmakta olan mezenkimal ve endotel
hiicrelerinde zayif sekilde eksprese olurken, intramembrandz kemiklesme sirasinda
cogalan osteoblastlarda ve kondrogenez ve endokondral kemiklesme fazlarinda ¢cogalan
kondrositlerde kuvvetli bir sekilde eksprese olur.®®

Yapi ve Fonksiyonel Ozellikleri

TGF- B sekresyonu, hiicrenin durumuna ve tipine gore steroidler, retinoitler,
lenfosit aktivatorleri, vitamin D3 ve IL-1 gibi farkli uyaricilarla uyarilabilir. Inhibisyonu
ise FGF, deksametazon, kalsiyum ve folikiil stimule edici hormon araciligiyla
olmaktadir. Ek olarak TGF-B kendi gen yapisinida etkileyebilmektedir. TGF-; inaktif
formda depo edilmesini saglayan beta glikan ve dekorin kompleksi gibi ekstraseluler
matriks ile birlesik haldedir.®®

Protein Ozellikleri

TGF-B; TGF-B1, TGF-2, TGF-B3, TGF-B4 ve TGF-B5 olarak bilinen en az bes

izoform seklinde bulunur. Genel form olan TGF-B1 hiicre ve dokularin hemen hemen
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hepsinde yaygin olarak bulunurken, diger izoformlar daha smirli diizeyde
bulunmaktadir. TGF-B2 ve PDGF’ nin ayrintili topolojilerinde benzerlik vardir.

Disulfid bagli homodimerler, biitiin izoformlarin biyolojik olarak aktif
formlaridir ve heterodimer formuda mevcuttur. Monomerik alt birimler 112 aminoasit
uzunluktadir. TGF-f izoformlar1 uzun dnciilerinin proteolitik béliinmesiyle ortaya cikar.

TGF-B1: 390 aminoasit

TGF-B2: 412 aminoasit

TGF-B3: 412 aminoasit

TGF-B4: 304 aminoasit

TGF-B5: 382 aminoasit®

TGF-p’ nin etki mekanizmasi

TGF-B, hiicrelerin gelismesini, ¢ogalmasim1 ve birgok farkli hiicre tipinin
gelisiminin  bloke edilmesini regule eder. TGF-B reseptéru Tip 1 ve Tip II alt
birimlerinden olusur. Bunlar SMAD protein ailesini uyaran, serin tirozin kinazlardir.
TGF-B’nin hiicre yiizeyindeki Tip II reseptoriine baglanmasi Tip I reseptoriiniin
fosforlanmasimma neden olur. Boylece Tip 1 reseptdri Smad 2 ve 3 proteinini
fosforlayacak ve aktive edecek duruma gelir. Aktive olan Smad 2 ve Smad 3, Smad 4
ile heterodimerler olusturur ve nikleusa giderler. Smad kompleksi, ko-aktivatorler, ko-
represorler ve diger transkripsiyon faktorleriyle birlikte gen ekspresyonunu regiile
ederler.?

TGF-B’nin Tip II reseptorii birgok insanda gastrointestinal kanser ile
mikrosatellit degiskenlikteki mutasyonda ve Smad 4 pankreatik karsinomlarin yaklasik
yarisinda inaktiftir. Diger bircok somatik ve kalitsal hastalik TGF-B yolundaki
mutasyon veya bozukluklarim sonucudur.®®

TGF- p’min Gorevleri
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Proapoptotik etkisi; Bazi hiicre tiplerinde TGF-p, heniiz tam ¢6ziilememis bir
mekanizma ile apoptozu indiiklemektedir.®” TGF-p - Smad yolun etkisi ile apoptozu

indiikleyen ve proliferasyonu baskilayan bir transkripsiyon faktorii olan TGF-

B'tarafindan indiiklenebilen erken gen-1 genini indiiklenir. 87,88

Antiinflamatuar etkisi; En gii¢lii immiin-supresif molekiillerden biri oldugu
bilinen TGF-B, immiin sistemin efektor T ve sitostatik T hiicrelerini baskilayarak,
diizenleyici T-reg hiicrelerini ise aktifleyerek immun ve inflamatuar cevabi
baskilamaktadir.®

Yara iyilesmesinde TGF- f’nin rolii

TGF-B’nin yara iyilesmesindeki ©Onemli gorevlerinden bazilar1 hiicre bdliinmesi
(proliferasyon), farklilagmasi (diferansiasyon), adezyon, morfogenez, ekstrasellller
matriks olusumu ve programlanmis hiicre 6liimii (apopitozis) gibi hiicresel siireclerde
rol almaktir. TGF- B1 hem osteoblast hem de osteoklast diferansiasyonunu kontrol eder
ve bu nedenle kemik olusumunu ve rezorpsiyonunu dengeler. TGF- B1 kemik
formasyonunu, osteoblast proliferasyonu, diferansiasyonu, kemotaksi ve ekstraselltler
matriks ve prekursor kondrosit hiicrelerinin proteoglikan sentezi yoluyla diizenler. TGF-
B1 osteoblast proliferasyonunu arttirir, osteoblastlarin apoptozunu engeller ve ayrica
kemotaktik cekim yoluyla bolgeye osteoblastik prekirsorlerini veya matris Ureten
osteoblastlart toplar. Ek olarak, TGF- B1 osteoblast diferansiasyonunun erken
evrelerinde (mezensimal kok hiicrelerinin  progenitdér osteoblast hiicrelerine
diferansiasyonu) osteoblastlar tarafindan hiicre dis1 kemik matriks proteini iiretimini
arttirir. Ote yandan TGF- Bl osteoblast proliferasyonu ve mineralizasyonunun son
evresini inhibe eder. Sonraki asamalar TGF- siiper familyasinin {iyeleri olan BMP’ler
tarafindan pozitif olarak diizenlenir. Bu nedenle, TGF-f1 osteoblastlarin
diferansiasyonunu diizenlemek i¢in BMP ile isbirligi yapar. TGF- 1, olgun
osteoblastlarda osteosit gelisimini destekleyebilir.

TGF- B1'in osteoklastogenez ve kemik rezorpsiyonundaki rolii ¢cok karmasik ve
tartismalidir. TGF-B1'in osteoklastlarin olgunlagmasi, apoptoz ve osteoklast onciillerinin
dalak veya kemik iliginden alinmas1 gibi fonksiyonlarina aracilik ettigi aciktir. Diisiik

TGF-B1 konsantrasyonu osteoklast maturasyonunu destekledigi diistiniilmektedir. Ek
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olarak monositlerden FGF, PDFG, timor nekrozis faktor-alfa ve IL-1 gibi diger biiyiime
faktorlerinin sekresyonu uyarir, makrofajlarin kemotaksisini saglar. Makrafojlar
tizerindeki diger Onemli gorevlerinden biride otokrin bir etkiyle kendi salinimini
diizenler. %

TGF-B1’nin 1yilesmenin temeli olan anjiogenezi uyarmasi igerdigi pek ¢ok farkl
rollerden biridir®® ®* 2. Hiicrenin integrin reseptorlerini uyarmak yoluyla ekstraselliler
matriks bilesenlerinden olan kollajen, fibronektin ve proteoglikanlarin olusumunu
artirir. Bag dokusunda hasara yol agan proteolitik enzimleri baskilar. Sonug¢ olarak
graniilasyon dokusu olusumuna etki eder 93,9495 yo ayni zamanda tip I, II, III, IV, VI, X
kollajenler, fibronektin, osteopontin, osteonektin, trombospondin, proteoglikanlar ve
alkalin fosfatazlar gibi kemik ve kikirdak bilesenlerini arttirmaktir. 48 96,97

2.5.2. BMP

Diisiik molekiill agirlikli glikoproteinler olan BMP’lerden BMP-1 harig
digerlerinin hepsi TGF-B ailesinin bir alt grubudur ve osteoindiiktif aktivitesi olan
nonkollejenaz ve suda eriyebilen maddeler olarak kesfedilmis biiylime ve farklilagsma
faktorleridir. Tavsanlarda yapilan bir ¢calismada, kas igerisine yerlestirilen demineralize
kemigin osifikasyonunda Oonemli rol {iistlendigi fark edilmis ve bu sayede “kemik
morfojenik proteini” adi verilmistir.® *° Yetiskin memelilerde BMP osteoblastlar ve
osteositler tarafindan sentez edilmektedir. Hayat boyunca blyime faktorlerinin hedefi
diferansiye olmus hiicreler olmasma karsin, BMP’lerin hedef organi undiferansiye

perivaskiiler bag dokusu hiicreleridir.’®

Yani yara iyilesmesinde osteojenik
differansiyasyonda regiilator rol oynar. Bu proteinlerin hedef hiicreleri mezensimal kok

hiicrelerdir ve mezenkimal kok hiicreler BMP reseptorlerinin timiini bulundururlar 2%
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BMP-1, TGF-f’ya benzememesi nedeniyle diger BMP’lerden farklidir ve
prokollajenin kollajen liflere doniistimiinii saglayan prokollajen C-proteinazi ile 6zdes
oldugu gésterilmistir.lo3 BMP-1 diger metalloproteinaz ailesi iiyeleri gibi hiicreler arasi
matriks olgunlasmasi i¢in 6ncli maddeleri, BMP-2 ve BMP-4, TGF- gibi biiylime
faktorlerini yonlendirerek morfogenezi diizenler.*** 1%°

Hiicre iizerindeki biyolojik fonksiyonlarin1 transmembrandéz heteromerik
reseptor kompleksine baglanarak gergeklestirirler.loe’ 197 Her BMP tiirevi farkli Smad
proteinini  aktiflestirerek intraseliiler fonksiyonunu gerceklestirir.  BMP’lerin
transmembran6z reseptorli sayesinde Smad 1, Smad 5 ve Smad 8 proteinleri
fosforilizasyon ile aktif hale gecer. Aktiflesen Smad 1,5 veya 8 proteini Smad 4 ile
agrege olup hiicre ¢ekirdeginde hedef genetik kod lizerinde etki g('jsterir.56 Smad 6 ve
Smad 7 BMP’lerin ve TGF’lerin etkilerini inhibe ederler.

Bilinen yaklasik 30 kadar BMP tiirevi, basta kemik olmak iizere neredeyse organ
sistemlerinin gelisiminde ve embriyogenezinde rol oynamaktadlr.los' 109 gy proteinler
tyilesmenin ilk 2 haftasinda en yogun gézlenen tiirevlerdir.**° 11

In-vitro kosullarda mezenkimal hiicrelere BMP uygulanan ¢aligmalarda, matriks
iiretiminde, alkalen fosfataz diizeyinde ve tip I kollajen sentezinde artis g('jzlenmistir.111
Ancak mezenkimal hiicrelerde sayica artis olmamistir. Bu nedenle BMP’lerin daha ¢ok
morfojen ajan oldugu, mitojen olarak gorev yapmadigi savunulmaktadir.

Kemik iyilesmesinde BMP’ler pluripotent kok hiicrelerinin osteoblastik
doniisiimiinde rol alirlar. Bu sayede diferansiye olmamis mezenkimal hiicreler
osteojenik hiicrelere doniiserek yeni olusan kemigin ekstraseliiller matriksinin
sentezlenmesinde ve kalsifikasyonunda gorev alirlar.®® Ayrica BMP’ler, matiir

osteoblast ve kemik iligi osteoprogenitdr hiicreleri iizerinde kemotaktik 6zellige

sahiptir. Kemigin yaralanmasinin mezenkimal hiicreleri (kemik iligi, periost vs.)
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etkiledigi ve bu hiicrelerin yaralanma bdlgesine go¢ etmelerini saglayacak mekanizmayi
tetikledigi diisiiniilmektedir. Literatiirde kemik yaralanmasi sonrasinda yapisi bozulan
kemikten veya rezorbe olan matriksten ortama salinan kemik morfojenik proteinlerinin
bu mezenkimal hiicre gdciinde rol oynadiklart savunulmaktadir.**> Mezenkimal hiicreler
yaralanma bolgesinde prolifere olup diferansiyasyonlarini tamamlayarak osteoblastik
hiicrelere doniislirler. Yeni gelisen osteoblastik hiicrelerden iiretilen BMP’ler bu
dongiiyli kuvvetlendirerek kemik iyilesmesini hizlandirir. BMP’lerin monositler igin
kemotaktik etki gostermesi, pikomolar diizeydeki konsantrasyonlarda mezenkimal
hiicreler i¢in mitotik etkiye sahip olmasi ve nanomolar diizeydeki dozlarda dahi hiicre
differasyonuna olanak saglamasi bu hipotezi destekler bulgulardlr.m’ 14
Kemik iizerindeki etkileri su sekilde 6zetlenebilir:
1- Farklilasmamis mezensimal hiicreler ve osteoprojenitor hiicrelerin
cogalmasini ve osteoblastlara farklilagmalarini saglarlar.
2- Osteoblast hiicrelerinin alkalen fosfataz ekspresyonunu artirirlar.
3- Mezensimal hiicreler i¢in kemoatraktandir ve bu hiicrelerin tip 4 kollajene
baglanmalarin artirirlar.
BMP’ler, kemik olusumu iizerinde kendilerinin etkilerini kolaylastirmak ig¢in
fonksiyon goren diger biliylime faktorlerinin ekspresyonunu etkilerler.”™® BMP-2, rat
osteoblastlarinda IGF-1 ve 2, TGF-$ ve IL-6 ekspresyonunu arttirtr. BMP’ler arasinda

osteoindiiktif 6zelligi en fazla olan BMP-2"dir. '

Membrandz kemik iyilesmesinde ilk
iki hafta BMP-2 en yogun gozlenen tiirevlerden biridir. Ozellikle osteotomi hattina
yakin periosteal hiicrelerde ve osteotomi nedeni ile olusan defektteki mezenkimal
hiicrelerde zamanla defektin kapanma asamasinda yeni olusan kemik adaciklarindaki

aktif osteoblastlarda BMP-2 ekspresyonuna rastlanmaktadir. *° **” BMP-2’nin, kemik

biiyiimesini ve olusumunu indiikleyebiledigi, arttirdig1 osteoindiiktif 6zellikte oldugu
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diisiiniilmektedir ve ayn1 zamanda hiicre kemotaksisini, proliferasyonunu ve osteojenik

yola dogru farklilasmay1 tesvik etmektedir. 117, 118 119 gonue olarak ok sayida bulgu

BMP-2’nin kirik iyilesmesi ve kemik rejenerasyonunu uyardigini agiklamistir.

63,120

BMP’lerin temel fizyolojik 6zellikleri Tablo 2.1°de g('jsterilmistir.71

Tablo 2.1. BMP’lerin temel fizyolojik 6zellikleri

BMP-2;
BMP-3;
BMP-3b;
BMP-4 ;
BMP-5;
BMP-6 ;
BMP-7 ;
BMP-8 ;
BMP-8b;
BMP-9 ;
BMP-10;
BMP-11;
BMP-12;
BMP-13;
BMP-14;
BMP-15;
BMP-16 ;
BMP-17;
BMP-18 ;

Kemik ve kikirdak morfogenezi ve kalp olusumu

Kemik morfogenezinin diizenlenmesinde negatif rol oynar
Kemik morfogenezinin diizenlenmesinde negatif rol oynar
Kemik ve kikirdak morfogenezi ve bobrek olusumu
Kemik morfogenezi ve ekstremite olusumu

Kemik ve kikirdak morfogenezinde hipertrofi

Kikirdak ve kemik morfogenezi ve bobrek formasyonu
Kemik morfogenezi/spermatogenez

Spermatogenez

Kemik morfogenezi ve kolinerjik néronlarin olusumu
Kalp morfogenezi

Aksiyal iskelet, goz, bobrek ve pankreas gelisimi

Tendon, ligament ve duyu ndronlarinin geligimi

Kikirdak gelisimi ve hipertrofi

Kondrogenez ve anjiyogenez

Yumurta fizyolojisi

Embriyonik gelisim

Embriyonik gelisim

Embriyonik gelisim

Kirik onarimi boyunca BMP’lerin iiretimine bakacak olursak mezensimal

hiicrelerde BMP mevcudiyeti en erken kirik sonrast 3. giinde goriilir. BMP igeren

osteoblastlar, iki hafta sonra kemik dokusunda osteblastik dizilim gosterir. BMP

kiriktan 21-30 giin sonra azalir ve iyilesen kirikta mezengimal hiicre sayisi azalir.'*?
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253. 1L
Hiicreler arasi iligkileri ve hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen, antijenlere karsi
vicudu savunan enflamatuar olaylarda rol oynayan, immun sistemin dizenlenmesinde

gorev yapan kiiciik yapida protein molekiiller sitokin olarak adlandirilmaktadir*?: 12

ve
immiin sistemden baslica salinan sitokinler 1’den 18’¢ kadar numaralandirilmis olan
interlokinlerdir.

IL-6, kas-iskelet sisteminde hiicresel iletisimde 6nemli bir sitokindir. Kemik
doku, IL-6 iiretimini saglayan osteoblast, mononiikleer fagositler, endotel hiicreleri,
kondrositler, fibroblastlar ve keratinositleri igermektedir. IL-6'min saliniminin,
mezenkimal progenitdr hiicrelerin osteoblasta farklilasmasini uyardigir bulunmustur ve
reseptOriine baglanan IL6, periferal kan monositlerinin osteoklastlara farklilasmasini
indiikleyebilir. IL-6 reseptorleri, osteoklast hiicre membraninda lokalizedir ve IL-6’nin
reseptoriine baglanmasi, in vitro olarak matiir osteoklastlar tarafindan kemik
rezorpsiyon aktivitesini stimiile edebilir. IL-6’nin ayrica VEGF ekspresyonunu uyararak
anjiyojenezde rol oynadigi one siiriilmektedir. Anjiyogenez ile beraber osteoklastlarin
ve osteoblastlarin farklilasmasi ve aktivitesi kemik onariminda O©nemli rol
oynadigindan, IL-6 bu siirecin 6nemli bir regiilatorii olabilir.*® IL-6, IL-1in tarafindan
uyarilmaya cok hassastir ve erken donemde iyilesme siirecinde yiiksek aktivite
g('jsterir.80 Cesitli kanitlar bunun kemik rezorbsiyonun bir stimiilatérii oldugunu isaret

eder.

2.5.4. Diger Gen Ekspresyolar1

124, 125 92, 126

Siklooksijenaz enzimleri , osteokalsin, osteonektin,*?” osteopontin,'®

33,129,130 £ihronektin,® PDGF, *° IGF, *® % BMPRs,**! & SMAD’lar.*? 1%
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2.6. Kollajen

Insanlarda, en fazla bulunan ve 20 farkl1 tipe sahip ekstraselliiler proteinlerdir.134
Kollajenler, yiizlerce aminoasitten olusmustur ve tekrarlayan {i¢lii aminoasit parcalari
kollajenin en kiiciik yapisi olan tek bir a zincirini meydana getirir. Bu tiglii dizide glisin
aminoasidi agirlikli olarak (% 35) bulunurken, buna ek olarak alanin (%11) yer
almaktadir. Kollajen diger proteinlerden farkli olarak % 11 oraninda prolin ve % 9
oraninda hidroksiprolin icermektedir. a zincirlerinin 3 tanesi biraraya gelerek heliks bir
kollajen monomeri olusturur ve bu monomerlerde kollajen demetlerini ve aglarini
meydana getirerek doku icerisinde organize bir yapiya doniisiirler.™ Yapilarinin
kovalent iiclii heliks baglantilarina sahip olmasi ve fibriller yapida olmasi nedeniyle
proteolizise dayanlklldlrlar.135 Kollajen demetleri ve lifleri, epitel ve bag dokuda
diizenli, kikirdakta esnek, kemik ve diste ise kristalize yapidadir ve ekstraselliiler
matriks icindedir.*** *" Kollojenin énciil yapist olan prokollajenler iiretilip hiicre disina
gonderildikten sonra, tropokollajenlere ve sonrasinda kollajene doniigiir. 18 13

Kollajenin esas gorevlerinden biri dokularin yapisal biitiinliigiinii devam ettirmek
ve dokulara gerilime karst diren¢ ve mekanik destek saglamaktir.’*® Kollajenin,
trombosit stimiilasyonunda ve yara iyilesmesinde damar duvarlarina penetre olduklarina
dair kanitlar ilk 1953’te ortaya konulmustur.*** Kollajen, bircok inflamatuvar hiicre ve
fibroblastlar icin kemotaktiktir.

2.6.1. Kollajen Siiperfamilyas:

Giiniimiizde, 24 farkli kollajen molekiilii oldugu bilinmektedir. insan ve diger
omurgalilarin viicudunda en az 20 farkli kollajen tipi mevcuttur ve kesfedilme
tarihlerine gore adlandirilmaktadir (LIL, IIL, IV, V, ... Vb).142 Kollajen fibrillerinin farkli
diizeni nedeniyle kollajenin degisik dokularda gosterecegi islevde de farklilik

olusmaktadir.
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Konnektif doku matriksinin ana kollajenleri Tip I-1I-1II’tGr. Tip | kollajen
tendonlarda, ligamanlarda, kemikte, organ kapsiillerinde, deride, fibréz kikirdakta ve
fasiyada bulunabilir. Tip II, siklikla hiyalin ve elastik kikirdakta bulunur ve kondrositler
icin marker olarak kullanilir. Tip III arterleri, karaciger, dalak ve graniilasyon dokusunu
iceren pek ¢ok dokuda bulunur. lyilesme isleminde tip III kollajen en erken ortaya ¢ikan
kollajendir.**® Kollajen tip 1V, VI-X ve X11-XIX nonfibriler kollajenlerdir. Tip IX, XII,
X1V, XVI ve XIX kendi iizerlerinde supramolekiiler yapilar olusturmazlar fakat siklikla
diger siniflardaki kollajenler ile fibriller igerisine integre olarak bulunurlar. 314 Diger
kollajen tipleri yapraklar (tip IV, VIII ve X), mikroflamanlar (tip VI) ve baglayici
fibriller gibi bazal membrana (tip VII) tutunmasmi saglayan nonfibril birlikler
olustururlar,*> 46 Tip XV ve XVIII; normal kollajen triple heliks dizisinde genis
kesilmeler ile karakterizedir.** % Tip XIII ve XVII tek zincirden olusurlar.**®

2.6.2. Kemik Iyilesmesinde Kollajen

Tip I kollajen, en yaygin goriilen kollajen olup hyalin kikirdak disinda hemen
hemen tiim bag dokuda bulunmaktadir ve kemigin ana kollajenidir. Capraz
baglanmalarin gelismesine yardimcidir. Bu baglanmalar sayesinde, kemik iyilesmesinin
baslangicindan ortalama 10 giin sonrasinda kollajen fibrillerinde hidroksiapatit
kristallerinin ¢okecegi ve bu fibrillerin biiylimesine olanak saglayan bolgeler olusur.*’

Tip II kollajen iyilesmenin ana yapisal proteinidir. Tip II mRNA,iyilesme
baslangicinin erken doneminde yani 5. gilinde tesbit edilebilir. Sican ve farelerde
iyilesme baglangicindan yaklasik 9 giin sonra en yiiksek seviyede ekspresyona ulasir.
Cogalan kondrositlerde pro-alfa 2 kollajen mRNA’s1 gozlenir. lyilesme baslangicindan
14 giin sonra tip II kollajen mRNA’s1 yok olur. Nerdeyse tiim kondrositler hipertrofiye

olur ve tip 11 prokollajen zincirinin ekspresyonu durur, 3% 126148
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Tip II kollajene ait mesajci riboniikleik asit (mRNA) ozellikle kemikte yara
tyilesmesinin ilk haftasinda hizli bir sekilde artar ve liretimindeki aksakliklar gecikmis
kaynama veya hi¢ kaynama olmamasina neden olabilir. Granulasyon dokusunun
olusumunun baslangicinda biriken kollajen tip III kollajendir.

Tip I, tip IV ve tip X kollajen mezenkimal hicrelerinin osteoblastlara
doniisiimiine yardimci olabilir.**° Tip V ve XI kollajen yakindan iligkili yapilardir.
Kikirdak ve kikirdak disi dokularda Tip I ve II kollajenin biiylime ve oryantasyonu
diizenledigi séylenir.l‘r’0 Tip V kollajenin; iyilesme boyunca yumusak ve sert kallusta
ekspresyonu gerceklesmektedir. Tip V kollajen en ¢ok intramembrandz kemiklesmenin
oldugu subperiostal kallusda birikmektedir ve ayn1 zamanda graniilasyon dokusundaki
kan damarlari ile birliktedir.*? Tip V kollajen, fibronektinlerin sagladigir hiicre
adezyonunu engelleyerek epitelyal hiicre migrasyonunu etkilemektedir. Tip X1 kollajen
kikirdakda yer alir ve kollajen fibrillerin kiiciik bir bilesenidir fakat bu kollajenin
ekspresyonu sadece kikirdak degildir.92 Tip IX kollajenin ekspresyonu ve toplanmasi tip
II’nin ekspresyonu ile ayn1 zamandadir. Tip IX kollajen kikirdakda bulunur ve kollajen
fibrilleri ile proteoglikanlar arasindaki iliskilerde rol alir.”® ! Endokondral sathasinda
hipertrofik kondrositlerin marker1 olan Tip X kollajenin ekspresyonu kikirdagin diger
spesifik genlerinden sonra ortaya ¢ikar ve kikirdagin mineralizasyonunda rol
oynayabilirler. %

Kirik iyilesmesinde ise, kirik stabilse tip II ve V yaninda baskin olarak tip I
kolajen tiretilir, unstabil kirikta ise baslangi¢da tip III ve V kollajen iiretimi vardir ve tip
11 ve IX kollajen ile ve ok az miktarda tip I kollajen yer degistirir.">

2.6.3. Kollajen Kullanim Sahalan

Farkli fiziksel Ozelliklere ve yapilara sahip kollajenler bir cok ozel alanda

kullanilmaktadir. Tabaka formu ince yapida olanlar hemostatik ajan olarak, lif yapisinda
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olanlar siitur olarak kullanimdadir. Buna ek olarak valvuler protez olarakta
kullanilmaktadir. Jel formunun kozmetikte kullanimi bulunmaktadir.

Tedavi alaninda kollajenin kullanim1 bir ¢ok dali kapsamaktadir. Bunlar; kronik
bacak {ilserleri, bas1 yaralari, yaniklar, iirolojik ve jinekolojik cerrahi, maksillofasial ve
dental cerrahi, rekonstriktif, abdominal ve vaskiler cerrahi, hemostaz ve ortopedi
alanlarin kapsamaktadlr.153

Kollajenin dis hekimligindeki kullanim alani oldukg¢a genistir. Bunlar; kemik
defekt onarimi, hemostatik ajan, oroparanazal komplikasyonlarin giderilmesi, ¢ekim
yaralarinin iyilesmesi, sinir rejenerasyonu, augmentasyon, kist ve garniilom tadavisi,
periodontal cerrahi, yonlendirilmis doku rejenerasyonu ve apikal rezeksiyon gibi birgok
alan1 kapsamaktadir.

Yapisal dayanikliligini, hidroksiprolin ve disiilfid arasindaki capraz baglar
sayesinde saglayan kollajen molekiilii, asit ¢gikarma yontemlerine, proteolitik enzimlere
ve 1s1sal degisikliklere hassastir. Kollajen eldesinde genellikle, asetik ve proprionik asit,
hidroklorik asit gibi asitler yada pepsin ,tripsin, kemotripsin ile beraber nétral sodyum
klorid tercih edilmektedir. Kollajen bu yontemlerle denatiire edilerek direnci azaltilir.
Sonrasinda, orjinal yapinin eldesi i¢in formaldehit, gluteraldehit yada hidroklorik asitle
muamele edilip ¢apraz baglar kuvvetlendirilir.***

2.7. Aminotransferazlar

Bircok organ ve dokuda yaygin sekilde bulunan hiicre i¢i enzimler olan
aminotransferazlarin diger ismi transaminazlardir. Karbonhidrat ve nitrojen
metabolizmasinda amino ve ketoasitlerin dontisiimlerinde rol oynarlar. Amino
gruplarinin bir karbon iskeletinden digerine gecisini kataliz ederler.

Alanin aminotransferaz (ALT) sitozolik yapida bir enzimdir ve aspartat

aminotransferaz (AST) ile karsilastirildiginda karacigere daha spesifik 6zellik
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gostermektedir. AST ise hem sitozolik yapida hem de mitokondriyal bir izoenzimdir.
Aminotransferazlar karaciger hiicre hasarmin hassas bir gostergesidir. Serum
aminotransferaz dizeyindeki yiukselme hepatoselliiler nekroz sonucu hiicre igindeki
enzimin seruma geg¢mesi yoluyla olabildigi gibi nekrozla sonuglanmayacak diizeydeki
bir hiicre hasarinda membran gecirgenliginin artmasindan da kaynaklanabilir. 1%

2.8. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

2.8.1. MDA ve GSH

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller olarak bilinen elektron alict molekiillerin
aktif oksijen tirevlerine oksidan ismi verilir. Bu oksidanlar, hedefi olan molekdllerden
elektron alma yetenegine sahiptirler ve dolayisiyla bu molekiiliin yap1 ve
fonksiyonlarinda degisiklige neden olarak hiicre zarini, genetik materyali ve c¢esitli
enzimatik reaksiyonlar etkileyerek hiicre hasarlarina sebep oldugu bilinmektedir.

Membranlarin yapisinda bulunan fosfolipitlerdeki doymamis yag asitleri
sebebiyle hem kendileri hemde sakladiklar1 hiicre i¢i organeller oksidan saldirilarina
duyarhdirlar. Lipid peroksidasyonun en temel ve dnemli iiriinlerinden biri olan MDA,
hiicre membranlar1 {izerinde iyon alig-verisini etkileyerek membranda bulunan
bilesiklerin capraz baglanmasina neden olur ve iyon gecirgenligi, enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonuglara yol acar. MDA, DNA’da bulunan nitrojen bazlar ile
reaksiyona girebilir ve bu sebeple mutajenik, hticre kdlturleri icin genotoksik ve
karsinojeniktir.**®

Hiicrenin major sistein kaynakli tiim tiyol (SH) gruplarmida kapsayan
antioksidan ve redoks tamponu, tripeptit yapidaki GSH’tir.™®” GSH, sitozol, ¢ekirdek ve
mitokondrilerde yiliksek oranda bulunur ve bu hiicre komponentlerindeki ¢oziinmiis
major antioksidandir. Glutatyonun antioksidan bir molekiil olarak hiicre, doku ve organ

sistemlerinin  biitiinligiiniin yapisal ve fonksiyonel olarak korunmasinda Onemi
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bliyliktiir. Ayn1 zamanda oksidatif stres ya da antioksidan potansiyelin yetersizliginde
go6zlenen oksidatif hasar sonucu, GSH diizeyi azalmakta ve serbest radikal harabiyetine
bagli olarak, patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir.™®®

Oksidatif stresin, prooksidan-antioksidan dengesinin prooksidan yoniine dogru
bozulmasi sonucu potansiyel hiicresel hasarlar ortaya cikar.’®® Bununla beraber,
oksidatif stresin Ol¢limii, diizeltme ve onarimi saglayan kompleks endojen savunma
sistemlerin varhigindan dolay1 kolay olmayabilir. Oksidatif stres, serbest radikal
liretiminin artig1 ve antioksidan savunmanin azalmasi sonucu olabilir. Bu sebeple,
oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan tiiketiminin arastirilmasi antioksidan

miktarlarindaki azalis veya onlarin metabolitlerindeki artisin degerlendirilmesi ile

olabilir.*®
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3. MATERYAL VE METHOD

Bu ¢alismanin deneysel boliimii, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezindeki Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gerceklestirilmis olup,
histopatalojik, IHC ve biyokimyasal incelemeler Atatiirk Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.

Calismaya baglamadan 6nce 21.09.2018 tarihli ve 25330273-929-E.1800268084
sayili Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onayr alinmis ve ¢alisma
sirasinda  Atatiirk Universitesi Etik Kurulu ydnergesinde belirtilen “Etik kurallara
uygunluk esas1” kararina uyulmustur.

Bu ¢alismada kullanilacak ratlar, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir. Calisma veteriner kontrolii ile saglikli
oldugu tespit edilen, agirliklar1 ortalama 200-250 gram olan, yaklagik 10-12 haftalik
olan yetiskin 36 adet erkek winstar albino rat iizerinde gerceklestirilmistir. Deney
hayvanlari, oda sicakliginin 2242 °C’de sabit tutuldugu ve nispi nem oraninin %30-45
arasinda oldugu bir ortamda, giiniin yaris1 aydinlik, diger yarist karanlik siklusu
saglayacak sekilde tutularak, serbest diyet ve icme suyu ile beslenmeleri saglanmistir.
Odanin havalandirmas1 filtre edilerek, kontaminasyon riski Onlenmistir. Ratlar
kafeslerde 3’er adet olarak ve altlarinda talas olacak sekilde barindiriimistir.

3.1. Calisma Gruplarinin Tanimlanmasi

Toplamda 36 adet ratin kullanildigi bu deneyde hayvanlar randomize bir sekilde
kontrol ve deney olmak iizere iki ana gruba ayrilmistir. Bu iki grupta kendi i¢lerinde 2.
haftada, 4. haftada ve 8. haftada sakrifiye edilecek sekilde 3 gruba ayrilmistir ve her

grup 6’sar rat icermektedir (n=6) (Tablo 3.1) .
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Tablo 3.1. Gruplandirmalarin sematik gésterimi

2. haftada 4. haftada 8. haftada Grup bagsina rat
sakrifiye edilecek  sakrifiye edilecek  sakrifiye edilecek adedi
grup grup grup

Kontrol grubu 6 6 6 18

Deney grubu 6 6 6 18

Toplam 12 12 12 36

3.2. Kollajen Jel Materyalinin (TSV Jel) icerigi, Hazirlanmasi ve
Uygulamasi

Dogal heterolog kokenli, ¢coklu doymamis yag asitleri ve tip I ve III kollajen
iceren jel materyali, TSV, termojelifikan ve 1s1l ternisinir sekillerinde bulunur; biyolojik
uyumludur ve radyotransparan yapidadir (Sekil 3.1). Kemigin yerini tutan materyal
(scaffold) ve/veya kemik doku rejenerasyon girisimlerindeki ilaglar gibi diger tibbi
cihazlara mekanik destek saglamak amaciyla gelistirilmistir. Kollajen jel ortam
sicakliginda yaklagik 10 dakika kadar diisiik viskozitede uygulanabilir halde kalirken,
uygulama yapilan klinik sahaya ulastiginda, beden sicakligiyla viskozitesi artar.

Kollajen jel kullanilmadan 6nce buzdolabinda +4°C sicaklikta en az 20 dakika
tutulmustur. Ardindan partikiiler kemik greft materyali ile kollajen jel karistirilmis, elde

edilen karisimi1 enjektore ¢ekilmis ve defekt bolgesine uygulanmaistir.

Sekil 3.1. TSV Jel
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3.3. Cerrahi Teknik

Gerekli takipleri yapilan ratlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Aragtirma Merkezindeki Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda ameliyat i¢in hazirlandi.
Her bir ratin agirlign elektronik tart1 ile tartilarak anestezik ilag dozu hesaplandi.
Anestezik ilag olarak %10'luk Ketamin HCI (10 mg/kg) (Ketalar®, Pfizer, New York,
ABD) ve %2'lik Ksilazin (10 mg/kg) (Xylazinbio, Bioveta, Cek Cumhuriyeti) kombine
edilerek kullanildi. Anestezik, sol yada sag kasik bolgesine intraperitoneal teknikle

uygulandi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Intraperitoneal teknikle anestezik uygulanmasi

Anestezi yeterliligini tespit i¢in goz kapagi refleksinin kaybi takip edilmistir.
Kontrol ve deney gruplarindaki tiim ratlarin kafa bolgesi tiras edildikten sonra
operasyon sahasi antiseptik soliisyon olan povidon iodiir (Batticon®, ADEKA, Tiirkiye)
ile boyand1 (Sekil 3.3 ve 3.4). Kullanilacak olan el aletleri dahil olmak {izere biitiin
malzemeler otoklavda sterilize edilmistir. Operasyonda asepsi ve antisepsi kurallarina

dikkat edilerek steril ¢alisilmistir. Kafa bolgesinde frontal bolgeden baslayan deri ve
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periostu igeren bir insizyon atilarak kiint diseksiyon ile kemik yiizeyi agiga cikacak
sekilde tam kalinlik flep kaldirildi (Sekil 3.5). Kalvaryal bolgedeki sagital siitlir alaninin
sol tarafinda kalan parietal kemige bir adet 5 mm ¢apinda kritik boyutlu kemik defekti,
operasyon alanina 1sinmamasi i¢in steril salin soliisyonu ile siirekli irrigasyon ile 5-6
mm’lik trepan frez (Mega-Gen, Seoul, Kore) kullanilarak olusturuldu (Sekil 3.6).

Defekt bolgesindeki kemik duramatere zarar verilmemeye 6zen gosterilerek ¢ikarildi.

Sekil 3.3. Ratlarin Kafa Bolgelerinin Tiras Edilmesi

Sekil 3.4. Operasyon sahasinin antiseptik soliisyon ile boyanmasi
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Sekil 3.5. Kiint diseksiyonla tam kalinlikl1 flebin kaldirilmasi

Sekil 3.6. Kemik defektinin olusturulmasi

Kontrol grubundaki ratlarin kritik boyutlu kemik defektleri, sigir kaynakli
kortikokansalloz yapidaki partikiiler heterolog kemik grefti (Osteobiol- GenOss®,
Tecnoss Dental, Turin, Italy) ile doldurulmustur (Sekil 3.7 ve 3.8). Defektlerin iizeri
kollajen membran (Osteobiol Evolution; OsteoBiol, Tecnoss Dental, Turin, Italy) ile
kaplanarak bolgedeki kemik greftleri koruma altina alinmis ve bu greftin stabilizasyonu
saglanmistir (Sekil 3.9). Daha sonra sirasiyla periost ve deri flebi, uygulanmis greft
materyaline dikkat edilerek rezorbe olabilen sentetik poliglaktin esasli 4/0 siitiir

(Glikolak, Boz, Turkey) ile orijinal poziyonuna siiture edilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.7. Partikuler greft materyali

Sekil 3.8. Defektin greft ile doldurulmast
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Sekil 3.9. Defektin membran ile 6rtilmesi

Sekil 3.10. Dokularin siiture edilmesi

Deney grubunda ise, sigir kaynakli kortikokansalloz yapidaki partikiiler
heterolog kemik grefti (Osteobiol- GenOss®, Tecnoss Dental, Turin, Italy) (Sekil 3.1)
ile dogal heterolog kdkenli, ¢oklu doymamis yag asitleri ile tip I ve III kollajen iceren
jel, (TSV jel, Osteobiol, Tecnoss Dental, Turin, Italy) 1/1 oraninda karigtirilarak
manipiilasyonu kolay olan ve rahatga sekil alabilen bir metaryal meydana getirilmistir
(Sekil 3.11). Ve bu sayede bu karisim kolayca kaviteye yerlestirlmis (Sekil 3.12) ve

kontrol grubundaki gibi ayn1 membranla ortiilmiis ve ayni sekilde siiturlanmastir.

47



Sekil 3.11. Greft ve kollajen jelin karisimiyla elde edilen materyal

Sekil 3.12. Defektin elde edilen karisim ile doldurulmasi

Postoperatif enfeksiyonu 6nlemek igin 7 gun boyunca oksitetrasiklin icerikli toz
halindeki antibiyotik (Tetramezatin, Ceva, Turkey) giinde lkez olucak sekilde ratlarin
igcme sularina karistirilmistir.

3.4. Ratlarin Sakrifiye Edilmesi

Deney hayvanlar1 2.hafta, 4.hafta ve 8. hafta olucak sekilde 3 farkli periyotta
sakrifiye edilmislerdir. Her periyotta kontrol ve deney gruplarindan 6’sar adet rata

sevofluran kullanilarak inhaler sekilde anestezi uygulanmistir. Ratlar anestezi
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altindayken, her rattan enjektor yardimiyla intrakardiyak kan alinmistir (Sekil 3.13).
Alinan kanlar biyokimyasal incelemelerde kullanilmak amaciyla santrifiij edilmistir.
Kan alma islemi tamamlanan ratlar dekapitasyon teknigi ile sakrifiye edilmistir. Rat
kalvaryumlar iizerindeki cilt, diseksiyon yardimiyla tamamen kaldirilarak defekt alani
ortaya c¢ikarilmistir. Kafatas1 6nce govdeden ayrilmistir. Daha sonrasinda bu
kafatasindan mandibula ayrilmig ve geriye kalan parca patalojik ve IHC olarak

incelenme i¢in saklanmistir (Sekil 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 3.19).

Sekil 3.13. Intrakardiyak kan alinmasi

Sekil 3.14. 2. hafta kontrol grubunun makroskobik gorintisu
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Sekil 3.15. 2. hafta deney grubunun makroskobik gorintisu

Sekil 3.16: 4. hafta kontrol grubunun makroskobik goériintisu
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Sekil 3.17. 4. hafta deney grubunun makroskobik gorintlsu

Sekil 3.18. 8. hafta kontrol grubunun makroskobik gérintisu
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Sekil 3.19. 8. hafta deney grubunun makroskobik gorintisu

3.5. Dekalsifikasyon Metodu ve Histopatalojik Metot

Nekropsi uygulamasi sonucu histopatolojik inceleme yapmak amaciyla alinan
kemik dokulari %10’luk formalin soliisyonu iginde 48 saat tespit edildikten sonra,
dekalsifikasyon amaciyla kullanilan soliisyon olan osteosot (Merc, HC313331, made in
Germany) igerisinde 96-120 saat bekletililerek dokularin yumusamasi saglandi. Daha
sonra akan ¢esme suyunda 24 saat yikanmasi yapildi. Doku takibinde sirasiyla % 80°lik
alkol (12 saat x 2 defa), % 90’lik alkol (12 saat x 2 defa), % 96’lik alkol (12 saat x 2
defa), % 100’lik alkol (12 saat x 2 defa), kloroform (5 saat x 3 defa), siv1 parafin (12
saat) islemlerinden gectikten sonra parafin bloklara gomiildii. Her bloktan 4 mm
kalinliginda olucak sekilde kesitler alinip lam {izerinde preparatlar hazirlandi.
Histopatolojik degerlendirme i¢in hazirlanan bu preparatlar HE, MT ve CR ile boyanip
151k mikroskobu altinda incelendi.®™ '*? Histopatolojik olarak gruplara ait kesitlerin
mikroskobik degerlendirilmesinde (Tablo 3.2), anjiyogenez, nekroz, mononiiklear hiicre
infiltrasyonu, graniilasyon dokusu, fibrozis ve osteoblastik aktivite durumlari
incelenerek yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olacak sekilde skorlanarak

degerlendirilip resimler cekildi. '
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Tablo 3.2. Histopatolojik skorlamada kullanilan kriterler

Skor Nekroz Mononiiklear Granilasyon Anjiogenezis Osteoblastik Fibrozis
hucre dokusu aktivite
infiltrasyonu

- Yok Yok Yok Yok Yok Yok

+ Bir Bir mikroskop Graniilasyon Bir mikroskop  Bir mikroskop  Fibrosit
mikroskop sahasinda 0- 5 dOkuSQm'lr'l'SIkl sahasinda 1-3  sahasinda 1-8  sayisi
sahasinda 1-2  hiicreden olugan ;grienlsllglne adet kapillar arasi osteblast  fihroblast
adet fokal fokal hucre siniflandirilds. sayisina
nekroz alam infiltrasyonu Genis ve gevsek oranla daha

bag doku az

++ Bir Bir mikroskop Genis ve siki bag Bir mikroskop  Bir mikroskop  Fibrosit
mikroskop Sahasinda 5- 10 doku sahasinda 3-6  sahasinda 9-16  sayisi
sahasinda arast adet kapillar arast osteblast  fiproplast
lcten fazla fokal hicre sayisina
adet fokal infiltrasyonu oranla daha
nekroz alani fazla

+++ Mikroskop Mikroskop Dar ve stki bag  Bir mikroskop  Bir mikroskop ~ Yogun
sahasinda sahasinda 10 dan  dOKU sahasinda 6 sahasinda fibrosit ve
yaygin nekroz  fazla hiicreden adetten fazla ~ 16°dan fazla kollajen
alanlar olusan, yaygin kapillar oSt doku
yangisal fokal olusumu

hiicre

infiltrasyonu

3.6. Immiinohistokimyasal Metot

Immunperoksidaz degerlendirme amaciyla adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara
alman tiim kesitler, ksilol ve alkol serilerinden sirasiyla gegirilerek, deparafinize ve
dehidre edildi. Sonrasinda distile suda 5 dk yikandi. Fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH
7.2) ile 5dk yikanip, sonrasinda % 3’liikk H,O,-de 10 dk tutularak endojen peroksidaz
inaktive edildi. PBS’de 5-10 dk yikanmasinin ardindan, nonspesifik zemin boyanmasin
Oonlemek amaciyla tiim primer ve sekonder antikorlarla uyumlu olan Protein blok ile 5
dk inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda doku kesitleri iizerinde kalan blok
solusyonunun fazlasi dokiildii ve sonra yikanma yapilmadan primer antikorlar olan

TGF-B1 antikoru (SC-130348), BMP-2 antikoru (SC-137087) ve IL-6 Antikoru (SRB-
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T-83168) damlatild1 ve PBS ile yikandi. Primer antikora uygun olacak sekilde 1 saat
oda sicakliginda ve 1 gece +4°C’de bekletildi. PBS ile 2 kez 5’er dk olacak sekilde
yikanip, biotinize sekonder antikor ile oda sicakliginda 10-30 dk. inkube edildi. PBS ile
tekrar yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz iginde 10-30 dk. bekletildikten sonra
PBS ile aym sekilde yikandi. Yikama isleminin ardindan kesitlere 3-3
Diaminobenzidine (DAB) kromojen damlatilarak kromojeni almasimna gore 5-10 dk.
bekletilti. Zemin boyanmasi i¢in Mayer’s hematoksilende 1-2 dk. tutulduktan sonra
musluk suyunda yikandi. Ardindan alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek lamelle
kapatildt ve 151tk mikroskobu (Leica DM 1000) ile incelendi. Kesitler immun
pozitifliklerine goére yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
degerlendirildi.'** 1%

3.7. Biyokimyasal Metot

Her rattan sakrifikasyon aninda biyokimyasal degerlendirmeler i¢in intrakardiak
teknik ile enjektdr yardimiyla alindi. Tek bir rat i¢in enjektérde bulunan kan
biyokimyasal incelemeler i¢in iki ayr1 ependorf tiiplerine alindi.

Ik ependorf tiipiine konulan kanlar, ALT, AST, Ca ve P diizeylerini tespit etmek
icin santriflij cihazina yerestirilerek santrifiij edilmistir (2000 rpm, 15 dk). Elde edilen
serumlar analiz edilmeden 6nce —80 ° C dondurucuda saklandi. Serumlar bu
biyokimyasal parametreler icin incelendi. ®® ¢’

Diger ependorf tiipline konulan kanlar ise, Malondialdehit (MDA) ve glutatyon
(GSH) seviyelerinin test etmek icin, 4 ° C'de 15 dakika boyunca 1000 g'de santrifij
edildi. Kanlarin MDA seviyeleri Placer ve ark.'®® tarafindan tanimlanan tiyobarbitiirik

asit reaksiyonu yontemi baz almarak olciildii ve degerler nmol/ml olarak hesaplandi.

Yine kanlarin GSH seviyeleri, Sedlak ve Lindsay169 tarafindan tanimlanan metot
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referans alinarak 412 nm'de belirlenmistir ve GSH seviyeleri, nmol /ml olarak
hesapland1.166’ 170, 171

3.8. istatiksel Analiz

Histopatolojik incelemede semikantitatif olarak elde edilen verilerin gruplar
arasindaki farkliliklarin analizi i¢in nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi, ikili
gruplarin mukayesesi icin Mann Whitney U testi kullanildi. Bu istatistik analizleri i¢in
SPSS 13.0 paket programi kullanildi. Calisma kor olarak farkli patoloklar tarafinda
degerlendirildi her bir rata ait dokularda 5 farkli bolgeden incelemeler ve sayimlar
yapilarak histopatolojik bulgular skorlandi. Immunhistokimyasal bulgular ZEISS

Microscope ZEN imaging Software programinda analiz edilerek skorlanmistir.

Biyokimyasal bulgular olan AST, ALT, Ca, P belirtegleri icin; farkli zaman
dilimlerindeki gruplar arasindaki farkliligin degerlendirilmesinde parametrelerin
dogrusal olarak yayilmamasindan dolayr Mann-Whitney U testi kullanilmigtir. Deney
gruplarinin 3 farkli zaman dilimindeki biyokimyasal degerleri arasindaki farkliligin
degerlendirilmesinde ise Kruskal-Wallis testi kullanilmis, anlamli farklilik bulunan
degerlerde ise ikili karsilagtirma sonucu farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini
belirlenmistir.

Biyokimyasal bulgular olan MDA ve GSH igin tim analizler SPSS (suriim 13.0;
IBM SPSS Co) yazilim programinda yapilmistir. Tiim veriler ortalama + standart sapma
(SD) olarak ifade edildi. Tek yonlii ANOVA kullanilarak anlamlilik diizeyleri ve
istatistiksel farklar belirlendi ve gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in Ducan’in

post hoc testi kullanildi. Farkliliklar, p <0.05 oldugunda anlamli kabul edildi.
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4, BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Deneysel calisma boyunca ratlarin uygulanan cerrahiyi iyi tolere ettigi,
beslenmeleri bakimindan herhangi bir olumsuzluk gelismedigi, operasyonun neden
olacag1 herhangi bir enfeksiyon olusmadigi ve ratlarin genel saglik durumlarinin i1yi
oldugu gozlemlenmistir.

4.2. Histopatolojik bulgular

Histopatolojik olarak gruplara ait kesitlerin mikroskobik degerlendirilmesinde
(Tablo 3.2), ossifikasyon, anjiyogenez, nekroz, mononiklear hicre infiltrasyonu,
graniilasyon dokusu, anjiogenezis, osteoblastik aktivite ve fibrozis durumlari
incelenerek ° -, +, ++, +++ ¢ olarak skorlanmistir.

4.2.1. Hematoksilen-Eozin boyamalarda;

2. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokulari
incelendiginde, defektin olusturuldugu bolgede nekrotik bir kitle ve bu kitlenin etrafinda
siddetli diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve bolgede hafif diizeyde 6dem
gozlendi. Granulasyon dokusunun olusumunun bagladig1 ve orta diizeyde anjiogenez
olustugu gozlendi. Defektin kemik dokuya yakin kismindaki osteoblastlarda
proliferasyon goriildii. Hafif diizeyde o6rgii kemik olusumu goriildii (Sekil 4.1) (Tablo
4.1).

2. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, defektin olusturuldugu bolgede c¢ok hafif diizeyde nekrotik bir kitleye
rastland1. Bu kitlenin etrafinda siddetli diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonlari
gortldii. Siddetli diizeyde granulasyon dokusunun sekillendigi gozlendi ve siddetli

diizeyde anjiogenez olustugu gozlendi. Defektin kemik dokuya yakin kismindaki
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osteoblastlarda orta diizeyde proliferasyon goriildii. Orta diizeyde orgii kemik olusumu

gortldii (Sekil 4.2) (Tablo 4.1). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, iyilesmenin ilk

haftalarinda mononiiklear hiicre infiltrasyonu, graniilasyon dokusunun gelisimi,

anjiogenezis olusumu, osteoblastik aktivite bakimindan istatistiksel olarak anlamli

diizeyde fark gozlendi (p<0,05).

Tablo 4.1. Kalvaryal kemikte 2.haftadaki histolopatolojik bulgularin skorlanmasi

Kontrol grubu Deney grubu
Nekrozis +++ +
Mononikleer hiicre +++ 4+
infiltrasyonu
Granulasyon dokusu ++ T+
Vaskularizasyon ++ 4+
Osteoblastik aktivite + ++

Sekil 4.1. 2. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde anjiogenezis (ince oklar), siddetli
diizeyde mononiiklear hiicre infiltrasyonlari(okbaglar1), osteoblastlarda hafif diizeyde
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proliferasyon (kalin oklar), H&E, Bar:100um.

Sekil 4.2. 2. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde anjiogenezis (ince oklar), siddetli
diizeyde mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 (okbaslari), osteoblastlarda orta diizeyde
proliferasyon (kalin oklar), H&E, Bar:100um.

4. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokulari
incelendiginde, ¢ok hafif diizeyde mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, orta diizeyde
anjiogenezis, siddetli diizeyde graniilasyon dokusu, hafif diizeyde osteoblastlarda
proliferasyon ve siddetli diizeyde fibrotik doku gozlendi (Sekil 4.3) (Tablo 4.2).

4. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, ¢ok hafif diizeyde mononiiklear hiicre infiltrasyonu, hafif diizeyde
anjiogenezis, orta diizeyde garniilasyon dokusu, siddetli diizeyde osteoblast
proliferasyonu ve orta diizeyde fibrotik doku goézlendi. (Sekil 4.4) (Tablo 4.2). Kontrol

grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml diizeyde fark belirlendi (p<0,05).
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Tablo 4.2. Kalvaryal kemikte 4.haftadaki histolopatolojik bulgularin skorlanmasi

Kontrol grubu Deney grubu
inﬂamasyon az Az
Graniilasyon dokusu +++ ++
Anjiogenezis ++ +
Osteoblastik aktivite ++ T+
Fibroz doku olusumu +++ ++

Sekil 4.3. 4. Hafta kontrol grubu, orta dizeyde anjiogenezis (ince oklar),
osteoblastlarda hafif diizeyde proliferasyon (kalin oklar), siddetli diizeyde graniilasyon

dokusu (yildiz) H&E, Bar:100pm.
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Sekil 4.4. 4. Hafta deney grubu, hafif dizeyde anjiogenezis (ince oklar),
osteoblastlarda siddetli diizeyde proliferasyon (kalin oklar), orta diizeyde graniilasyon
dokusu (yildiz) H&E, Bar:100pm.

8. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokulari
incelendiginde, orta diizeyde graniilasyon dokusu ve osteoblastlarda orta diizeyde
proliferasyon gozlendi. Orta diizeyde lameller kemik olusumu gorildi (Sekil 4.5)
(Tablo 4.3).

8. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, ¢ok hafif diizeyde sik1 bir graniilasyon dokusu gozlendi. Osteoblastlarda
siddetli diizeyde proliferasyon ve buna bagh olarak kalvaryal defektin nerdeyse
kapanmis oldugu gozlendi. Ayrica yogun lamaller kemik olusumu goriildi (Sekil 4.6)
(Tablo 4.3). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, osteoblastik aktivite bakimindan

istatiksel olarak onemli 6l¢giide fark gozlendi (p<0,05).

60



Tablo 4.3. Kalvaryal kemikte 8.haftadaki histolopatolojik bulgularin skorlanmasi

Kontrol grubu Deney grubu
Grantlasyon dokusu ++ +
Osteoblastik aktivite ++ 4+

Sekil 4.5. 8. Hafta kontrol grubu, osteoblastlarda orta diizeyde proliferasyon (kalin
oklar), orta diizeyde graniilasyon dokusu (y1ldiz) H&E, Bar:100um.
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Sekil 4.6. 8. Hafta deney grubu, osteoblastlarda siddetli diizeyde proliferasyon (kalin
oklar) H&E, Bar:100um.

4.2.2. Masson trikrom boyamalarda;

2. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokulari
incelendiginde, orta diizeyde olan graniilasyon dokusunun gevsek bag dokudan olustugu
gozlendi (Sekil 4.7).

2. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, siki graniilasyon dokusunun siddetli diizeyde oldugu belirlendi (Sekil
4.8). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatiksel olarak anlamli fark tespit

edildi(p<0,05).
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Sekil 4.7. 2. Hafta kontrol grubu, siki graniilasyon dokusu(kalin oklar), orta diizeyde
gevsek bag dokusu (y1ldiz) Masson Trikrom, Bar:100pum.

Sekil 4.8. 2. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde siki graniilasyon dokusu(kalin oklar),
Masson Trikrom, Bar:100um.
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4. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, siddetli diizeyde siki graniilasyon dokusu ve ¢ok hafif diizeyde gevsek
bag dokusu belirlendi(Sekil 4.9).

4. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, orta diizeyde siki graniilasyon dokusu belirlendi(Sekil 4.10). Kontrol

grubuyla kiyaslandiginda, istatiksel olarak anlamli fark tespit edildi(p<0,05).

Sekil 4.9. 4. Hafta kontrol grubu, siddetli diizeyde siki graniilasyon dokusu(kalin
oklar), cok hafif diizeyde gevsek bag dokusu (yildiz) Masson Trikrom, Bar:100um.
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Sekil 4.10. 4. Hafta deney grubu, orta diizeyde siki graniilasyon dokusu(kalin oklar),
Masson Trikrom, Bar:100um.

8. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, orta diizeyde siki graniilasyon dokusu belirlendi (Sekil 4.11).

8. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokulari
incelendiginde, hafif diizeyde siki graniilasyon dokusu goriildi (Sekil 4.12). Kontrol

grubuyla kiyaslandiginda, istatiksel olarak anlamli fark tespit edildi(p<0,05).
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Sekil 4.11. 8. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde siki graniilasyon dokusu(kalin oklar),
Masson Trikrom, Bar:100pum.

Sekil 4.12. 8. Hafta deney grubu, hafif diizeyde siki graniilasyon dokusu(kalin oklar)
,Masson Trikrom, Bar:100um.
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4.2.3. Congo Red Boyamalarda

2. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokulari
incelendiginde, osteoblastik aktivite hafif diizeyde gozlendi (Sekil 4.13).

2. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastik aktivite orta diizeyde goézlendi (Sekil 4.14). Kontrol

grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).

Sekil 4.13. 2. Hafta kontrol grubu, hafif diizeyde osteoblastik aktivite(kalin oklar),
Congo Red, Bar:100um.
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Sekil 4.14. 2. Hafta deney grubu, orta diizeyde osteoblastik aktivite(kalin oklar),
Congo Red, Bar:100um.

4. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastik aktivitenin orta diizeyde oldugu gozlendi (Sekil 4.15).

4. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastik aktivitenin siddetli diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 4.16).

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).
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Sekil 4.15. 4. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde osteoblastik aktivite(kalin oklar),
Congo Red, Bar:100um.

Sekil 4.16. 4. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde osteoblastik aktivite(kalin
oklar),Congo Red, Bar:100um.
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8. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastik aktivitenin orta diizeyde oldugu tespit edildi (Sekil 4.17).

8. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastik aktivite siddetli diizeyde gozlendi (Sekil 4.18). Kontrol

grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).

Sekil 4.17. 8. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde osteoblastik aktivite(kalin oklar),
Congo Red, Bar:100um.
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Sekil 4.18. 8. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde osteoblastik aktivite(kalin oklar),
Congo Red, Bar:100um.

Tablo 4.4. Kalvaryal kemikte tim haftalardaki CR incelemelerindeki osteoblastik
aktivite bulgularinin skorlanmasi

Kontrol Deney
2. hafta + ++
4. hafta ++ +++
8. hafta ++ +++

4.3. Immiinohistokimyasal bulgular

4.3.1. BMP boyamalarda;

2. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastlarda ¢ok hafif diizeyde BMP-2 ekspresyonu gozlendi (Sekil

4.19).
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2. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastlarda orta diizeyde BMP-2 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.20).

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).

Sekil 4.19. 2. Hafta kontrol grubu, hafif diizeyde BMP-2 ekspresyonu (ok baslar),
IHC-P, Bar:100um.
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Sekil 4.20. 2. Hafta deney grubu, orta diizeyde BMP-2 ekspresyonu (ok baslari), IHC-
P, Bar:100pum.

4. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastlarda orta diizeyde BMP-2 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.21).
4. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastlarda siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonu gozlendi (Sekil
4.22). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik

belirlendi(p<0,05).
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Sekil 4.21. 4. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde BMP-2 ekspresyonu (ok baslar),
IHC-P, Bar:100um.

Sekil 4.22. 4. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonu (ok baslari),
IHC-P, Bar:100pm
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8. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastlarda osteoblastlarda orta diizeyde BMP-2 ekspresyonu
gozlendi (Sekil 4.23).

8. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, osteoblastlarda siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonu gozlendi (Sekil
4.24). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik

belirlendi(p<0,05).

Sekil 4.23. 8. Hafta kontrol grubu, ortadiizeyde BMP-2 ekspresyonu (ok baslar),
IHC-P, Bar:100um.
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Sekil 4.24. 8. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonu (ok baslari),
IHC-P, Bar:100pum

Tablo 4.5. Kalvaryal kemikte tiim haftalardaki BMP-2 ekspresyonu degerlerinin
skorlanmasi

Kontrol Deney
2. hafta + ++
4. hafta ++ +++
8. hafta ++ +++

4.3.2. TGF B1 Boyamalarda

2. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, orta diizeyde TGF-B1 ekspresyonu damar endoteli hiicrelerinden ve
graniilasyon doku hiicrelerinde gozlendi (Sekil 4.25).

2. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular

incelendiginde, siddetli diizeyde TGF-B1 ekspresyonu graniilasyon dokusunda ve damar
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edoteli hiicrelerinde belirlendi (Sekil 4.26). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel

olarak anlamli farklilik belirlendi (p<0,05).

Sekil 4.25. 2. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde TGF-B1 ekspresyonu (ok bas1), IHC-
P, Bar:100pm.
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Sekil 4.26. 2. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde TGF-B1 ekspresyonu (ok basi),
IHC-P , Bar:100um.

4. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, graniilasyon dokusu ve damar endotel hiicrelerinde orta diizeyde TGF-
B1 ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.27).

4. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, damar endotel hiicrelerinde ve graniilasyon dokusunda siddetli diizeyde
TGF-B1 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.28). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel

olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).
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Sekil 4.27. 4. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde TGF-B1 ekspresyonu (ok bas1), IHC-
P, Bar:100pum

Sekil 4.28. 4. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde TGF-B1 ckspresyonu (ok basi),
IHC-P, Bar:100pm
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8. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, damar endotel hiicrelerinde ve graniilasyon dokusunda orta diizeyde
TGF-B1 ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.29).

8. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, graniilasyon dokusu ve damar endotel hiicrelerinde hafif diizeyde TGF-
B1 ekspresyonu belirlendi(Sekil 4.30). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel

olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).

Sekil 4.29. 8. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde TGF-B1 ekspresyonu (ok bas1), IHC-
P, Bar:100pm
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Sekil 4.30. 8. Hafta deney grubu, hafif diizeyde TGF-B1 ekspresyonu (ok basi), IHC-P
, Bar:100pm

Tablo 4.6. Kalvaryal kemikte tiim haftalardaki TGF-B1 ekspresyonu degerlerinin
skorlanmasi

Kontrol Deney
2. hafta ++ +++
4. hafta ++ +++
8. hafta ++ +

4.3.3. IL-6 Boyamalarda

2. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokulari
incelendiginde, yeni gelismeye baslayan kemik dokudaki osteoblastlarda, damar
endotellerinde, fibroblastlarda ve makrofajlarda orta dizeyde IL-6 ekspresyonu

gorilmustir. (Sekil 4.31).
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2. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, ozellikle yangi (insizyon) hattinda kemik iyilesmesinin aktif oldugu
bolgede, osteoblastlarda ,granilasyon doku hicrelerinde, makrofajlarda ve damar
endotellerinde siddetli diizeyde pozitif IL-6 ekspresyonuna rastlandi (Sekil 4.32).

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).

Sekil 4.31. 2. Hafta kontrol grubu, orta duzeyde IL-6 ekspresyonu (ok ucu),IHC-
P,Bar:50um.
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Sekil 4.32. 2. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde IL-6 ekspresyonu (ok ucu),IHC-P,
Bar:50pm.

4. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, damar endotel hiicrelerinde, osteoblastlarda, fibroblastlarda ve
makrofazlarda orta diizeyde IL-6 ekspresyonlar1 gdzlendi (Sekil 4.33).

4. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, fibroblastlarda, osteoblastlarda, makrofajlarda ve damar endotel
hiicrelerinde siddetli diizeyde IL-6 ekspresyonu belirlendi(Sekil 4.34). Kontrol grubuyla

kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).
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Sekil 4.33. 4. Hafta kontrol grubu, orta diizeyde IL-6 ekspresyonu (ok ucu),IHC-P,
Bar:50um.

Sekil 4.34. 4. Hafta deney grubu, siddetli diizeyde IL-6 ekspresyonu (ok ucu),IHC-P,
Bar:50um.
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8. hafta kontrol grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, damar endotel hiicrelerinde, makrofajlarda, osteoblastlarda ve
fibroblastlarda orta diizeyde IL-6 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.35).

8. hafta deney grup: Bu grupta bulunan ratlarin kalvaryal kemik dokular
incelendiginde, damar endotel hiicrelerinde, makrofajlarda, osteoblastlarda ve
fibroblastlarda hafif diizeyde IL-6 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.36). Kontrol grubuyla

kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik belirlendi(p<0,05).

Sekil 4.35. 8. Hafta kontrol grubu, orta diuzeyde IL-6 ekspresyonu (ok ucu),IHC-P,
Bar:50pm.
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Sekil 4.36. 8. Hafta deney grubu, hafif dizeyde IL-6 ekspresyonu (ok ucu),IHC-

P,Bar:50um.

Tablo 4.7. Kalvaryal kemikte tiim haftalardaki IL-6 ekspresyonu degerlerinin

skorlanmasi
Kontrol Deney
2. hafta ++ +++
4. hafta ++ +++
8. hafta ++ +
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4.4. Biyokimyasal bulgular

4.4.1. Aminotransferaz Enzim Degerleri

2. haftaki kontrol ve deney gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildiginde,
deney grubundaki AST (p=0.041) ve ALT (p=0.026) deger artis1 istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Mann-Whitney U testi) (Tablo 4.8).

4. haftada deney gruplarindaki Ca (p=0.015) ve P (p=0.004) deger artis1 kontrol
ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturmustur (Mann-
Whitney U testi) (Tablo 4.8).

8 haftaki kontrol ve deney gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildiginde,
deney grubuna ait P degerindeki artis istatistiksel olarak anlamli farklilik sergilemistir
(p=0.041, Mann-Whitney U testi) (Tablo 4.8).

Deney gruplarmin haftalar arasindaki farkliliklar1 degerlendirildiginde, ALT
istatistiksel olarak anlamli farklilik sergilemis (p=0.011, Kruskal-Wallis testi), bu
farklilik 2. Haftadaki ALT degerlerinden kaynaklanmaktadir (Tablo 4.9).

Kontrol gruplarinin haftalar arasindaki farkliliklar1 degerlendirildiginde, Ca
degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik sergilemis (p=0.006, Kruskal-Wallis testi) ,
ve bu durum 2. ve 4. haftalar arasindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir (p=0.004)

(Tablo 4.9).

Tablo 4.8. Deney ve kontrol gruplarinda haftalar arasindaki farkliliklar

Grup Hafta AST p ALT p Ca p P p
Deney 2  223.83+75.3 70.67 +9.18 12.08 + 0.85 10.95+1.14
4 156.67+£28.26 0.079 52+566 0011 11.02+0.66 0.05 10.42+0.95 0.473
8 154.33+30.01 51.67 +6.22 11.03 £ 0.58 10.4£0.98
Kontrol 2  142.33+41.02 55.33 +8.87 11.53 £0.73 9.6 +£0.77
4 13433+4239 0.842 55.83+10.46 0.86 10+0.78 0.006 8.28+1.12 0.119
8  139.67 +43.07 58.5+8.19 10.77 £ 0.43 8.8 +0.99
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Tablo 4.9. 2., 4. ve 8. Haftadaki kontrol ve deney gruplari arasindaki farkliliklar

Hafta Grup AST p ALT p Ca p P p
2  Deney 223.83+753 70.67 £9.18 12.08 £ 0.85 10.95+1.14
0.041 0.026 0.31 0.065
Kontrol 142.33 +41.02 55.33 +8.87 11.53+£0.73 9.6 £0.77
4  Deney 156.67 +28.26 52 +5.66 11.02 £ 0.66 10.42 £ 0.95
0.394 0.31 0.015 0.004
Kontrol 134.33 +42.39 55.83 +10.46 10+0.78 8.28+1.12
8  Deney 154.33+30.01 51.67 £ 6.22 11.03 £0.58 10.4£0.98
0.31 0.093 0.394 0.041
Kontrol 139.67 + 43.07 58.5+8.19 10.77 £0.43 8.8 +0.99

4.4.2. Antioksidan enzim aktivitelerinin ve lipid peroksidasyon bulgularinin
incelenmesi (GSH, MDA)

Tim gruplarin kan dokusunun oksidatif stres parametreleri Tablo 4.10'te
sunulmaktadir. Kontrol ve deney gruplarinin tiim zamanlardaki (2.,4. ve 8. hafta) MDA
ve GSH seviyeleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ olmadigi

saptanmistir (P >005) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. MDA ve GSH seviyeleri arasindaki farkliliklar

Hafta Grup MDA GSH

2.hafta Kontrol 4.49+0.2 0.09+0.001
Deney 4.38+0.29 0.1+0.004

4.hafta Kontrol 4.33+0.19 0.09+0.005
Deney 4.73+0.28 0.1+0.005

8.hafta Kontrol 4.57+0.08 0.09+0.004
Deney 4.42+0.14 0.09+0.005

p 0.779 0.825
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5. TARTISMA

Kemik doku iizerinde inceleme yapan bir ¢ok arastirmaci, onarimi hizlandirmak
ya da rekonstriiksiyonu saglayamak amaciyla kullanilabilecek greft veya benzeri
alloplastik materyallerin, cok daha hizli ve ¢ok daha diisiik komplikasyon oraniyla
kemikle biitiinlesmesine olanak saglayacak yontemler iizerinde ¢alismislardir. Ozellikle
maksillofasiyal alan cerrahilerinde biiyiik kemik kayiplarimin onarimi zor olmaktadir.
Arastirmacilar, kemik onarimu ile ilgili problemleri gidermek amaciyla hayvansal deney
modelleri olusturarak bunlar iizerinde ¢alismalar yapmaktadirlar.

Kemik defekt onarimini degerlendirmek amaciyla literatiirde farkli defekt
modelleri lizerinde ¢aligmalar yap11m1§t1r.172’ & Deneysel ¢alismalarda siklikla kullanilan
femur kemik defekt modeli, osteoindiiktif veya osteokondiiktif ya da daha farkli yapidaki
materyallerin salinim-perflizyon 6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢in uygun bir kullanima
sahip uzun kemik modelidir.*™* " Istenilen osteojenik ajamin yerlestirilebildigi radius
kemik defekt modeli ise, distraksiyon ya da mekanik veya fonksiyonel testlerin

172 Cok sik kullanilan bir model olmayan zigoma

uygulanabilirligi a¢isindan avantajhdir.
kemik defekti modeli, fasiyal bolgedeki defektlerin incelendigi ¢calismalarda alternatif bir
model olarak kullanilmaktadir.*"

Deneysel ¢alismalarda en ¢ok kullanilan model, tavsan ve sican kafatas1 defekti
modelidir. Histing ve ark., rat ve farelerin kemik defekti modellerinde haversian kanal
sistemine sahip olmamalarindan dolay:1 eksik goriilmelerine ragmen, kiicliik boyutlarda
olmalarindan, oda sicakliginin, nemin ve yemin standardize edilebilmesinden ve diisiik
maliyetlerde olmalarindan dolay1 avantajli olduklarini belirtmislerdir. Tiim bu avantajlar
diistintildiiglinde, sunulan ¢alismada deney hayvani olarak rat tercih edilmistir.176

Morfolojik ve embriyolojik olarak bir membran progesinden gelisen kalvarya,

membrandz yolla gelisen yiiz kemikleriyle benzerlik géstermesinden, anatomik olarak iki
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kortikal tabaka i¢ermesinden tiirii mandibulayla benzer olmasindan®, fizyolojik olarak
atrofik bir mandibulayr andirmasindan dolayr maksillofasiyal deneysel cerrahi
uygulamalarinin 6nemli bolgelerinden biri olarak goriiliilen bir kemik defekt modelidir.*
Kalvaryal defekt modeli, standart defektlerin tek tip ve tekrar olusturulabilmesi, ameliyat
sirasinda islem yapilirken ve bu defektlerin histolojik, radyografik analizi sirasinda
kolaylik saglamasi, anatomik lokasyonunun kolay ulasilabilir olmasi, duranin ve alttaki
cilt yapisinin biometaryaller i¢in eksternal ve internal fiksasyon gerekmeden yeterli
destegi saglamasi, greftlenmis boliimlerin kontrolle karsilastirabilmesinin  miimkiin
olmasi gibi sebeplerden dolay1 arastirmacilar arasinda yaygin olarak kullaniimaktadir.""
17 parietal bolgede olusturulan defektlerin tabaninda bulunan dura materin ve periostun
osteoprogenitdr hiicreleri igerdigi dolayisiyla da duranin kemiklesmede etkin rol oynadigi
rapor edilmistir."® Tiim bu avantajlar, sunulan ¢alismada rat kalvaryal defekt modelinin
tercih edilmesinde rol oynamaistir.

Kafatas1 defekti calismalarinda 6nemli kriterlerden biri defektin boyutudur.
Hayvanlarda kemik defektleri alt1 ay gibi bir siirede tedavi verilmeksizin kendiliginden
iyilesebilir. Kendiliginden iyilesemeyen kritik boyutlu defekt yapmak modelin temel
noktasidir. % Defekt boyutunun belirlenmesi {izerine bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Schmitz
ve ark. 3, 4 ve 8 mm’lik defektler olusturarak gergeklestirdikleri ¢alismada ideal defektin
8 mm oldugunu savunurken'®, Takagi ve ark. 8 mm’lik defektlerin 6 ayhk siirecte 5
mm’ye diistiigiinii bildirmislerdir. Uzerinde tam olarak fikir birligi olmamasima ragmen
yapilan baska bir ¢aligmalarda kritik defekt boyutu ratlar i¢in yaklasik olarak 5 mm
olarak bildirilmistir.*® Defekt boyutuyla ilgili olarak ortak bir goriis olmamasi ve literatiir
caligmalarinin ¢ogunlugunda kullanilmasi gibi nedenlerden dolayr sunulan caligsmada

literatiirle uyumlu olarak 5 mm’lik defektler tercih edilmistir.
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Deneysel hayvan modeli olarak secilen ratlarin, insandakinin iki kat1 hizda kemik
onarima sahip olmalarindan dolayi calisma siiresi kisaltmaktadir.'®® Ratlardaki kemik
dikkate alindiginda 8 haftalik bir siire, dlgiilebilir kemik onariminin yapilabilmesi icin
yeterli bir zaman olarak gésterilmistir.lsa’ 184 Erken ddnem yeni kemik olusumunun,
osteoblastik proliferasyon ve kollajen yapimi dikkate alinarak incelendigi birgok
caligmada genellikle ratlar ilk olarak ikinci haftada sakrifiye edilmislerdir.ls‘r"187 Yeni
olusan kemigin artisint ve kalsifiye olmaya baslamasini gérmek amaciyla birgok
caligmada 4. hafta ara degerlendirme, 8. hafta ise son degerlendirme dénemi olarak
secilmistir. 18810 Tiim bu nedenelerden dolay1r sunulan ¢alismada, literatiirle uyumlu
olarak degerlendirme zamanlamalari 2., 4. ve 8. hafta olarak secilmistir.

Kemik dokuda onarim potansiyeli gii¢lii olmasina ragmen, bazi durumlarda defekt
boyutunun biiytikliiglinden kaynaklanan rejenerasyon yetersizligi meydana gelmektedir.
Bunun sebebi ise, defektin etrafindaki bag dokudaki hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunun kemik dokusundan daha hizli gercekleserek bag dokunun defekt
bolgesini isgal etmesidir. Bundan dolayi, defekt bolgesinde iskelet gorevi listlenen kemik
greftlerinin kullanimai {izerine ¢alismalar yapllmaktadlr.191

Kemik defektlerinin onarimi igin geleneksel olarak uygulanan otojen kemik
grefti altin standarttir. Ancak iyilesmesindeki yiliksek basarisina ragmen sinirli miktarda
ulasim, donér bolge problemi, ikinci bir cerrahi alam1 gerektirmesi gibi
dezavantajlarindan dolay1 arastirmacilar1 alternatif yontemlere yoOnlendirmistir.
Glinlimiizde alternatif olarak kullanilabilen metaryaller; ksenogreft, allogreft ve
alloplastik greft gibi materyalleri kapsamaktadir.® '

Alict ve vericinin farkli tiirlerden oldugu ksenogreftler, ¢ogunlukla memeli
hayvanlardan (at, sigir, domuz gibi) ya da mercanlardan elde edilir. En ¢ok tercih edilen

tiirii ise sigir kaynakli greftlerdir.®® Yapilan deneysel incelemelerde bu greft tiiriiniin
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ideal bir yapr iskeleti oldugu gosterilmistir. Alic1 sahadaki osteojenik hiicrelerin
rehberliginde kemikte biiylime baslangici olmaktadir ve greft partikiillerini bir araya
getiren daha sonrasinda lameller kemige doniisecek olan 6rgii kemikten meydana gelen
kopriler olusmaktadir.®” ® insan kanselloz kemigine yapisal olarak ¢ok benzeyen sigir
kaynakli ksenogreftler, osteokondiiksiyon ve biyouyumluluk 6&zelliklerine sahip
olmasindan dolay1 giiniimiizde ¢esitli cerrahi operasyonlarda sikc¢a kullaniimaktadir.* °
Ksenogreftlerin hizli bir bigcimde konak¢1 kemikle yer degistirdigini gosteren raporlara
karsin cok yavas bir sekilde rezorbe oldugu veya hi¢ rezorbe olmadan uzun siire
varligini siirdiirebilecegini savunan calismalar daha baskindir.*"* Ksenogreftlerin blok
formlari, plastik ve rekonstriiktif cerrahi ile maksillofasiyal cerrahide onlay greftleme
icin kullanilirken, graniil formlar1 periodontal kemik defektlerinde, ¢ekim soketlerinde
ve kiiclik kist cerrahilerinde basarili bir sekilde hem fonksiyonel hem de estetik
kayiplarda kullanilmaktadir. Daha giicli materyallerle kombine olarak da
kullanilabilirler.”” " Tiim bu avantajlariyla beraber maksillofasial cerrahide en ¢ok
kullanilan greft materyali olmasi gz oniine alinarak sunulan ¢aligmada ksenegreft, greft
materyali olarak se¢ilmistir.

Diger taraftan, kullanilan greft metaryali kadar 6nemli olan bir konu uygulanan
greft metaryalinin alict  bdlgedeki stabilizasyonudur. Greftin alict  boélgedeki
stabilizasyonu, defekt onarimi, kemik rejenerasyonu veya kemik ogmentasyonu igin,
kullanilan metaryalin kemiklesme potansiyeli veya yeni olusacak kemik yapiya izin
vermesi agisindan son derece miithimdir. Greftin alici bolge igindeki stabilitesini
saglamak i¢in, kullanilan en 6nemli yontemlerden biri greft fiksasyonu saglanarak alic1
ve greft ara yliziinde artmis bir sikisma kuvveti ile greftin stabilize edilmesidir.® Greftin
yetersiz  stabilitesi, rekonstruksiyonun ¢Okmesine, psodotrozise, deformitenin

rekiirrensine yol acabilir.” Kemigin tek ya da kombine biyomateryallerle greftlenmesi,
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mekanik stabilite i¢in yapisal acidan biiylik 6neme sahiptir ve greft kullanimi kemik
onarimindaki yanitta, kemik stimiilasyonunu ve giiclendirilmesini icerecek sekilde
gelistirilmistir.6 Bu konuyla ilgili aragtirmalar hala devam etmektedir.

Otolog kemik greftlerinin hastaya yiikledigi morbidite ve allogreftlerin maliyetinin
yiiksek olmasi nedeniyle elde edilebilirligi kolay ve immiinolojik yanit1 az olan biyoaktif
materyallere yonelim artmistir. Polietersiilfon nano lifleri, polikaprolakton, hidroksiapatit
/ trikalsiyum fosfat , gelfoam cerrahi siingerleri, hiicresizlestirilmis kemik iskeleleri,
kalsiyum fosfat ¢cimentosu , tip | kollajen, hidroksiapatit / kollajen / kitosan, kalsiyum

siilfat, biliyiime faktorleri (BMP, TGF,... vs.), mezensimal stromal hiicreler*®,

rekombinant biyosentetik biiyiime hormonlari*® ve trombositten zengin fibrin (PRF)™®
gibi gecmisten giinlimiize arastirilan veya giincel bir¢ok biyometaryal {izerinde
calisiimaktadir.

Bu glincel biyomateryallerden biri olan ve eksojen olarak uygulanabilen kollajen
biyometaryalinin; c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu, immiinoterapetik ve
osteoindiiktif faktorler icin (BMP, TGF, IGF ve FGF gibi) saklayici ajan oldugu,
adezyonu, proliferasyonu, diferansiasyonu tesvik ettigi, osteokondiiktif 6zellikte oldugu,
TGF-B ve BMP’ler de dahil olmak {izere kemigi diizenleyici biiyiime faktorlerine ve
matriks proteinlerine baglandigi yapilan calismalarda gosterilmistir.®™° Ozellikle bu
baglanma osteoblastik diferansiasyonun gerc¢eklesmesini saglayabilir. Kollajenin sahip
oldugu bu gibi o6zelliklerden dolayi, kemik defekti iyilesmesi iizerine olan etkilerini
degerlendirmek icin ¢esitli ¢alismalar yiiriitiilmistiir. Bazi1 arastirmacilar kollajenin
osteogenezi arttirdigma ait herhangi bir kamt bulamamuslardir. ® Buna ragmen bazi
arastirmacilar tarafindan ise lokal uygulanan kollajenlerin, doku onariminda etkili oldugu

bildirilmistir. Yine bir¢cok arastirmaci, kollajenin viicut tarafindan tolere edilebildigi ve

nontoksik bir materyal oldugunu, ayrica ¢ok gii¢clii hemostatik etkilerinin oldugunu
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belirtmislerdir.** 1% Ayn1 zamanda stabilizasyonun arttirilmas1 amaciyla kollajen icerikli
cesitli iirtinler hali hazirda kullanima sunulmaktadir.

Eksojen olarak uygulanabilen kollajenin kemik iyilesmesi iizerindeki etkileri
yapilan arastirmalarda halen tam bir netlige kavusturulamamistir. Ayni1 zamanda,
mekanik stabilite saglamak amaciyla sunulmus eksojen tip I ve III kollajen materyali
iceren jelin etkinligini degerlendiren bir ¢alisma izlenmemistir. Bu nedenle bu
caligmada, eksojen kollajenin kemik iyilesmesi iizerine olan etkisini histopatalojik
olarak (HE, MT, CR boyama), IHC olarak (BMP-2, TGF-B1, IL-6), bu metaryalin
toksik etkilerini biyokimyasal olarak (AST, ALT, Ca, P) ve yine kullanilan bu
metaryalin ~ oksidan-antioksidan  dengesine  olan  etkisini  (GSH, MDA)
degerlendirilmistir.

Sunulan ¢alismadaki histopataolojik incelemelerde, dokulara HE, MT ve CR
boyamalar yapilarak, bu dokular anjiogenezis, nekroz, graniilasyon dokusu, fibrotik
doku, yabanci cisim reaksiyonu, orgii ve lameller kemik ile osteoblast hiicrelerinin
varlig1 ve miktar1 acisindan literatiirle uyumlu olacak sekilde degerlendirilmistir.

Shimoji ve ark. rat femurlarinda olusturduklar1 perforasyonlara kollajen siinger
yerlestirerek yaptiklar1 bir ¢calismada, kemik fraktiirlerinde ve artikiiler kartilaj doku
defektlerinde periost ve medullar kavite yakinlarinda gelisen vaskiiler agin i¢indeki
membrandz  ossifikasyonla  kemik  rejenerasyonunun  meydana  geldigini

198
savunmuglardir.

Kemik onarmmi bagladiktan sonra yaklasik 3. giinde greftin igine
dogru kapiller damarlar invaze olmaya baglar ve greftin kapiller ag1 2 ila 3’lincii hafta
basinda olusmus olur. Bu sayede bolgedeki mevcut hiicreler i¢in gerekli enerji besin
saglanmis olur.’®® Sunulan ¢alismanmn 2. haftasinda kollajen modellerinde gozlenen

yuksek seviyedeki anjiogenezis mevcut hiicre ve aktiviteleri icin gerekli besin ve

oksijen ihtiyacinin fazlaliginin ve dolayisiyla yiiksek bir iyilesme performansinin kaniti
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olabilir. Kemik onariminda kanlanmanin 1yi oldugu bdélgelerdeki hiicreler osteoblastlara
dontliserek yavas yavas trabekiilasyonu baslatirlar.*® Kontrol grubuna kiyasla 4.
haftada, kollajen modellerinde cok daha az seviyelerde go6zlenen anjiogenezisin
sebebinin, deney grubunda vaskiilarizasyonun gerceklestigi iyilesmenin erken
asamalariin ¢oktan asildiginin ve vaskiiler ag igerisindeki membrandz ossifikasyonun
gittik¢e biiylimesinin oldugu kanaatindeyiz.

Sunulan ¢alismada ayrica, kontrol grubunda deney grubundan fazla olacak
sekilde sadece 2. haftada gozlenen bir nekroz varligi goézlenmistir. Kemik onariminda,
yarali bolgedeki kan akisindaki ani artisa ragmen, normal bir iyilesme pargasi olan
nekroz ve hipoksi donemi gergeklesir. Onarim bolgesindeki mekanik yaralanma
dokusunun yam sira c¢evredeki kan damarlarina verilen hasardan dolayr beslenme
desteginin kaybolmasiyla oksijenlenme azalir ve osteositler canliligini kaybederek
nekroz olusur.®® Tim bu verilerin 1s18inda  deney grubunda gozlenen anlamli
derecedeki diisilk nekrozun sebebinin, yiiksek anjiyogenezisle baglantili oldugu
diistincesine varilmstir.

Rammelt ve ark.’min rat tibialarma tip I kollajen ile kapli implantlari
yerlestirdikleri bir ¢calismada, ilk haftalarda kaplanmis implantlarda, kaplanmayanlara
kiyasla anlamli derecede yiiksek graniilasyon dokusunun varligina dikkat
¢ekmislerdir. 2 Yigiter ve ark. tip I kollajen yerlestirdikleri defektlerdeki graniilasyon
doku miktarinin iyilesmenin erken ve ara donemlerinde anlamli derecede yiiksek
oldugunu, iyilesmenin tamamlandigi donemlerde ise miktar acisindan bir fark
yaratmadigini gézlemlemislerdir.zo3 Sunulan ¢aligmada ise graniilasyon dokusunun, 2.
haftada kontrol grubuna gore deney grubunda belirgin sekilde fazla ve daha siki bir
yapiya sahip oldugu, 4. ve 8. haftada ise deney grubunda kontrol grubuna kiyasla

istatiksel olarak anlamli derecede az oldugu gdzlemlenmistir. Iyilesmenin ilk
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evrelerinde bu bolgede yogun olarak goriilen, onarim mekanizmasinda rol oynayan
hiicreler olan mezangimal kokenli cok yonlii gelisim gliciine sahip (pluripotent) hiicreler
bulunur. Bu hiicreler yumusak bir graniilasyon dokusu olusturur. Ayrica granulasyon
dokusunun olusumunun baslangicinda biriken kollajen tip III kollajendir.204 Sunulan
caligmadaki kollajen modelinin erken evrelerindeki yiiksek graniilasyon dokusunun ve
dolayisiyla yiiksek seviyedeki mezengimal kdkenli hiicrelerin onariminda olumlu yonde
rol oynadig1 diisiiniilmektedir.

Rammelt ve ark.’min rat tibialarma tip I kollajen ile kapli implantlari
yerlestirdikleri bir ¢caligmada, 4. haftada hem kaplanmis hemde kaplanmamis gruplarin
her ikisindeki implantlarin c¢evresindeki neredeyse tamamen yeni olusmus lameller
kemigin, yogun fibrotik doku ile sarili oldugu gdzlemlemistir.’® Saadeh ve ark. ise rat
mandibulalarina tip I kollajen yerlestirerek yaptiklar1 ¢alismada, tip I kollajenin fibroz
dokunun biiyiimesini 6nledigini savunmuslard1r.205 Sunulan ¢alismada ise, 4. haftada
kontrol grubunda, deney grubuna gore istatiksel olarak anlamli seviyede yliksek bir
fibrotik doku tespit edilmistir. Geng graniilasyon dokusu olustuktan bir hafta sonra, bu
dokuya osteoblast ve kondroblastlarin gelmesiyle yumusak fibréz kallus olusur. Daha
sonra, osteoblastlardan osteoid {iretilir ve yavas yavas ortama kalsiyum tuzlarinin
(hidroksiapatit) ¢okmesi sonucu ©On kallus sekillenmis olur. Bu islemin yapilan

206-208

calismalarada 2-3 hafta kadar slirdiigli goriilmiistiir. Tip I kollajen, yeni olusan

osteoblastlarin biiyiimesini kolaylastirir ve ayn1 zamanda proteinlerin defekt boyunca

difizyonuna izin verir. % 2091

Bu bilgilerin 1s1¢inda sunulan calismada, kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli olacak diizeyde daha az fibr6z doku gozlemlenen
deney grubunun barindirdigi tip I kollajenin, osteoblast biiylimesini hizlandirarak fibroz

kallusun 6n kallusa gecisini kolaylastirip kemik onarimini hizlandirict yonde etki

gosterdigi diigiiniilmektedir .
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Yine Rammelt ve ark.nin yaptig1 ¢alismada, her iki implantta da yabanci cisim
reaksiyonu veya implantlarin enkapsiilasyonunun gerceklesmedigini bildirmislerdir.?%
Yapilan baska bir calismada, rat kalvaryalarindaki 5 mm’lik defektler iizerine kollajen
siinger uygulanmis ve hicbir defektin yabanci cisim reaksiyonu sergilemedigi
gésterilmistir.190 Sweeney ve ark., laminin igeren jellerin implante edildigi ratlarda
laminine kars1 antikorlarin indiiklendigini fakat tip I kollajene karsi bu indiikasyonun
ger¢eklesmedigini bildirmislerdir.9 Sunulan caligmada, literatiire uygun olarak higbir
defektte yabanci cisim reaksiyonu gozlenmemistir. Yabanci cisimler kronik
enflamasyona neden olabilir ve bu enflamasyon sonucu ortaya ¢ikan reaksiyonel durum,
yabanci cismin ortadan kaldirilmasi i¢in gelisen bir mekanizmadir. Kemik onariminda,
biyomekanik faktorler ile yabanci materyali sinirlayan bir kapsiillenme gelisebilir.212
Sunulan ¢alismada kullanilan eksojen kollajenin uygulandigr doku tarafindan yabanci
cisim olarak algilanmadigr ve reaksiyona sebebiyet vermedigi ve alici dokunun bu
materyale kars1 herhangi bir red cevabi gelistirmedigi kanaatine varilmistir.

Pelaecz ve ark.’nin rat kalvaryasina yerlestirdikleri absorbe kollajen siinger
(ACS)’in kemik iyilesmesi iizerine etkisini inceledikleri bir c¢alismada, 4 haftalik
orneklerde, defektin biiylik miktarlarda kalintt ACS igeren 6rgii ve lameller kemikle
neredeyse kapandigini gézlemlemislerdir.213 Liu ve ark.’nin resorbe olabilen kollajen
bir tikacin (RCP- sigir asil tendonundan elde edilen yiiksek oranda saflastirilmis tip 1
kollajenden tiretilmis yumusak emilebilir kollajen matris) kemik iyilesmesi lizerine olan
etkisini degerlendirdikleri calismada RCP igeren grupta, 2. haftada orgii kemik, 8.
haftada ise lameller kemik olusumu gdzlemlenmistir.'®® Fuerst ve ark., domuz
mandibularina kollajen uygulayarak gerceklestirdikleri calismanin 8. haftasinda, 6rgii
kemigin gogunlukla lameller kemige remodele oldugunu saptamuslardir.’® Sunulan

calismada literatiirdeki ¢alismalara benzer sekilde, deney grubunda kontrol grubuna
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kiyasla 2. haftada istatiksel olarak anlamli derecede yliksek orgii kemik gozlenirken, 8.
haftada ise istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek lameller kemik gozlenmistir. En
yiiksek olusum hizina 14. giinde ulasan sert kallus miktar1 arttik¢a, mineralize kikirdak,
orgl kemik ile yer degistirir ve iyilesme dokusu mekanik olarak daha rijid hale gelir.
Kemik onariminin 3.—4. haftalarindan itibaren baslayan yeniden sekillenme siirecinde,
orgl kemik, lamellar kemikle yer degistirmeye baslar.®* Bu bilgilerin 1s181nda sunulan
caligmada, kollajen modelindeki 6rgii ve lameller kemik olusum hizinin ve miktarinin
deney grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmasinin sebebinin, deney
grubunda bulunan eksojen tip I kollajenin hizl ilerleyen mineralizasyon ve sekillenme
siirecinde rol oynamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Liu ve ark. yaptiklar1 calismada, olusturduklar1 kritik boyutlu rat kalvaryal
defektlerine eksojen olarak iiretilmis resorbe olabilen kollajen bir matriks yerlestirilmis
ve bu matriksin kemik iyilesmesi Tlzerine olan etkisi histopatalojik olarak
degerlendirilmistir. Kollajen modelleri 1., 2., 4. ve 8. haftalarin her birinde
degerlendirilmeye alinmis ve bu modellerde biitiin haftalarda yeni olusan doku

® Santos ve ark’nmin rat

icerisinde  osteoblast  hiicreleri g('jzlemlenmistir.18
kalvaryalarindaki 5 mm’lik defektler {izerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, kollajen siinger
yerlestirilmis modeller 8. haftada histopatalojik agidan incelenmis ve homojen olarak
dagilmig osteositli ve kismen aktif osteoblastlarla kapli yeni bir kemik dokusu
gézlemlenmistir.lgo Sunulan calismada ise, baslangigtan 8. haftaya kadar olan tim
stireclerde, ozellikle kollajen parcaciklarinin etrafinda kontrol grubuna kiyasla istatiksel
olarak anlamli derecede yiiksek olacak sekilde osteoblastik aktivite belirlenmistir. In

vitro ¢aligmalar, yeni bir kolajen iskelenin insan osteoblast hiicrelerinin baglanmasini,

infiltrasyonunu ve canlibgmi destekledigini gostermistir.”** Dolayisiyla, eksojen
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kollajen materyalinin osteoblast hiicreleri lizerindeki olasi etkisi araciligiyla kemik
tyilesmesini hizlandirabilecegi diisiincesine varilmistir.

Glingdérmiis ve ark. yaptiklar1 calismada Tip I kollajenin enflamatuar cevapta
ozellikle de 16kosit ve makrofaj sayisinda bir artisa neden oldugunu savunmuglardir.”%?
Shimoji ve ark. kullandiklar1 eksojen kollajenin kemik augmentasyonunda etkili
oldugunu ve daha biiylik kemik alanlar1 olusturdugunu g('jstermislerdir.198 Deporter ve
ark. calismalarinda, fibriller kollajeninin temelde kemik olusturucu hiicreler i¢in agikca
osteokondiiktif substrat olarak islev gordigii kanisma ulagsmuslardir.’® Saadeh ve ark.
tip I kollajenin baska yolla iyilesmeyecek bir membrandz kemik defektinin iyilesmesini
destekleme yetenegini ve tip I kollajenin tasiyic1 matriks olarak uygunlugunu
géstermislerdir.zo5 Hwan Kim ve ark. ise yaptiklar1 ¢calismada, kemik greft materyali
olarak kullanilan bir¢ok metaryalin inorganik yapisina eklenen tip I kollajenin organik
yapist sayesinde kemik rejenerasyonunu gelistirdigi sonucuna ulagmustir.?*® Sunulan
caligmada, tiim histopatalojik incelemelere dayanarak uygulanan eksojen kollajenin,
kemik rejenerasyonunun gelismesi ve desteklenmesi yoniinde olumlu etkilere sahip
oldugu sonucuna varilmistir. Bu etkide, eksojen kollajen ile ksenogreftin kombinasyonu
ile organik ve inorganik yapilarin harmanininda pay1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiim
bu calismalarin aksine Maciel ve ark. kollajen materyalinin tam bir osteokondiiktif
etkiye sahip olmadigini, 6zellikle biyomateryal parcaciklarinin arasinda yeni kemik
olugmadigini gozlemlemisler ve bu biyomalzemenin kemik olusumunda yetersiz
kaldigini savunmuslardir.’® Bu ¢alisma ile sunulan ¢alisma arasindaki bu ¢eliskinin,
kullanilan materyalinin formunun veya igerdigi eksojen kollajen yiizdesinin
farkliligindan kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica, Maciel ve ark.’nin

calismasinda kollajenin blok formu kullanirken sunulan c¢aligmada kollajenin jel
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formunun kulanilmasinin metaryal adaptasyonunda da farkliliklara yol agabilecegi
diistiniilmektedir.

S1vi, jel yada siinger formlarinda olabilen tip I kollajen, kemik dokuda baskindir
ve major ekstraselliiler bir bilesendir.?®® Osteoblastlarin proliferasyonunu ve kemik iligi
hiicrelerinin  osteojenik diferansiasyonunu stimiile eden Tip 1 kollajen'®® 2!,
osteoblastlar, endotel hiicreleri ve fibroblastlar igin kemotaktiktir.?*® **° Yapilan bir ¢ok
caligmada, tip I kollajen jellerinin kraniofasial iskeletteki kritik boyutlu defektlerde ve

ratlardaki nasal defektlerin onariminda etkili olduklars ® 20 210 220

ve kollajenin
osteogenezin etkili bir stimiilatérii oldugu sonucuna varilmistir. Sunulan ¢aligmada ise
literatiir bilgiyi destekler sekilde, eksojen kollajenin jel formunun uygulamasinin
osteoblastlarin diferansiasyonunu kontrol grubuna kiyasla arttirdigi gézlenmistir.

Sunulan c¢alismadaki IHC incelemelerde, dokular BMP-2, TGF-B1 ve IL-6
ekspesyonu ag¢isindan degerlendirilmistir.

Kemik iyilesmesinde BMP’ler diferansiye olmamis mezenkimal hiicreler
osteojenik hiicrelere doniliserek yeni olusan kemigin ekstraseliiler matriksinin
sentezlenmesinde ve kalsifikasyonunda gorev alirlar.”® Ayrica BMP’ler, matiir
osteoblast ve kemik iligi osteoprogenitor hiicreleri lizerinde kemotaktik 6zellige
sahiptir.**®

Yigiter ve ark., BMP-2 ekspresyonunda kollajen modellerinde 1. saatte kontrol
grubuna kiyasla anlamli degisiklik saptarken, 1., 3. ve 6. haftalarda kontrol grubu ile
deney grubu arasinda anlamli diizeyde farklilik saptamamislardir. Fakat 3. haftada 1.
haftaya gore kollajen modellerinde BMP-2 ekspresyonunun, 2,5 kat azalma gosterdigini
ve 3. haftadaki ekspresyon seviyesinin 6. haftaya kadar devam ettigini tespit etmislerdir.

Kontrol grubunda bu degisiklige rastlamamislardir. Yigiter ve ark., tip I kollajenin

kemik defekt onariminin erken doneminde BMP gen ekspresyonlarinda artis saglarken,
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uzun donemde kemik defektlerinin onarimi iizerine etkisinin gruplar arasinda farkli
olmadigini belirtmislerdir. 208

Thorwarth ve ark., domuz kalvaryalarindaki kemik defektlerinde olusturduklari
kollajen, otolog kemik grefti ve kontrol modellerinin BMP-2 ekspresyonu Uzerine
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, 2. haftada en yiiksek BMP-2 ekspresyonu kollajen
modelinde gozlenirken, 4. ve 12. haftalarda otolog kemik grefti modelinde BMP-2
ekspresyonunun daha fazla artis gosterdigini bildirdilmislerdir. Thorwarth ve ark. bu
caligmada, kollajenin kemik onariminda altinin ¢izilmesi gereken osteokondiiktif
Ozellige sahip oldugu kanisina varmislardir.?? Meyer ve ark. calismalarinda, kiriktan
sonraki 1. haftada BMP-2 gen ekspresyonlarinin pik yaptigin1 ve 6. haftada tespit
edilemez diizeylere geriledigini bildirmislerdir.??® Niikura ve ark. yaptiklar1 ¢alismada,
Spontan ve nonunion iyilesen kiriklada BMP-2 gen ekspresyonunu kiyasladiklarinda
nonunionlarda kontrol zamanlar1 siiresince belirgin olarak diisiik tespit etmisler ve en
belirgin degisiklik 10. giinde saptamigslardir. Bu ¢alismada, BMP’nin optimal kirik
tyilesmesi icin kritik oneme sahip oldugu sonucuna ulasllmlsnr.223

Sunulan calismada, deney siirecinin tiim periyodu boyunca kollajen grubunda
osteoblastlardaki BMP-2 ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla her daim istatiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmus ve kuvvetli bir artis gostermistir. BMP-2,
kemik biiylimesini ve olusumunu indiikleyebilen ve arttirabilen osteoindiiktif olarak
tanimlanmaktadir ve ayn1 zamanda hiicre kemotaksisini, proliferasyonunu ve osteojenik
yola dogru farkhilasmayi tesvik etmektedir.”** BMP tiirevlerinden en etkin osteoindiiktif
yetenege sahip olanmin BMP-2 oldugu tespit edilmistir.??* % Kollajen liflerinin ise,
yapisinda bir ¢ok osteoindiiktif faktorii ( BMP, TGF, IGF ve FGF gibi) saklayabilir ve
kemik defektleri olustugu zaman bu faktorler kemik matriksinden kolay bir sekilde

10, 226

salgilanabilir. Bu bilgilerin 151ginda sunulan ¢aligmada deney grubundaki anlamli
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diizeydeki yiiksek BMP-2 ekspresyonunun, uygulanan eksojen kollajenle ve dolayisiyla
da artmis BMP-2 ekspresyonunda istatiksel anlamda yiiksek diizeyde tespit edilen
osteoblastik aktiviteyle bir bir iliskisi olabilecegi ve dolayisiyla kullanilan bu eksojen
kollajenin kemik rejenerasyonu iizerinde pozitif yonde etkilere sahip oldugu
diistiniilmektedir. Sunulan caligmayla, Thorwarth ve ark.,Yigiter ve ark. ile Meyer ve
ark. yaptiklar1 ¢calismadaki son donemdeki BMP-2 ekspresyon orani arasindaki farklarin
sunulan ¢alismada kullanilan kollajen jel materyalinin ig¢erigindeki farklilikla baglantili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

TGF-B1, iyilesmenin temeli olan anjiogenezi uyarmayi igeren pek ¢ok farkli role
sahiptir’®; TGF- Bl osteoblast proliferasyonunu arttirir, osteoblastlarin apoptozunu
engeller ve ayrica kemoatraktan yolla bolgeye osteoblastik prekiirsorlerini veya matris
iireten osteoblastlar1 toplar. Ote yandan TGF- Pl osteoblast proliferasyonu ve
mineralizasyonunun son evresini inhibe eder. Bag dokusunda hasara yol acan proteolitik
enzimleri baskilar, %1% 9394 %

Keogh ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, hiicre kiiltiirlerine eklenen kollajen yap1
iskelesine degisik dozlarda TGF-B1 uygulamislardir. 35 ve 49 giinliik kiiltiirlerde,
yiiksek doz TGF-B1 tedavisi uygulanan kiiltiirlerde, diisik doz TGF-B1 tedavisi
uygulanan kultire goére mineralizasyonun ve ge¢ dénem osteojenik marker gen
ekspresyonu seviyesinin istatiksel olarak anlamli sekilde daha yiliksek oldugu tespit
edilmistir.?

Ueda ve ark.’nin tavsan kalvaryalarindaki defektlere TGF-B1 ile kombine edilen
kolajen siingeri yerlestirdikleri c¢alismasinda, kontrol grubuna kiyasla kollajen
modellerinde istatiksel olarak anlamli derecede yiliksek mineralizasyon ve kemik

rejenerasyonu saptanmistir. Ueda ve ark. kolajen siingerin TGF-B1’in serbest salimini

saglayan ve osteojenik aktivitenin korunmasina yardimci olan bir tasiyicit matris olarak
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gorev yaptigimm ve TGF-BI’in kemik rejenerasyonunu gelistirdigi sonucuna
ulasmlslardlr.227

Yigiter ve ark.’nin rat femurlar1 ilizerinde yaptiklar1 ¢alismada, 1. saatte hem
kontrol hem de kollajen modellerinde TGF-B1 ekspresyonlar1 minimal diizeyde
saptanmis ve kollajen modellerinde 1. haftada pik yaptig1 belirlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda Yigiter ve ark., TGF-B1 geninin osteoblastik aktiviteyi, hiicre goc¢unl ve
kondrogenezisi diizenledigini ve Tip I kollajenin de bu genleri bir miktar indiikledigini
savunmuslardir. 203

Sunulan ¢alismada, kollajen modellerinde kontrol modellerine oranla istatiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek olacak sekilde damar endoteli ve graniilasyon
dokusunda 2. ve 4. haftada siddetli diizeyde bir TGF-B1 ekspresyonu gézlenirken, 8.
haftada ise kontrol modellerinde daha yiiksek seviyede bir ekspresyon gézlemlenmistir.
TGF-B1’'nin  kemik {izerindeki etkileri, anjiogenezis, undiferansiye mezensimal
hiicrelerin proliferasyonu, prekiirsor osteoblastlarin proliferasyonu, osteoblast ve kemik

matriksinin olusumunu sagladigi®?® **°

g6z online alindiginda sunulan ¢alismada, deney
grubunda 2. ve 4. haftadaki TGF-B1 ekspresyonu yiiksekliginin osteoblastik
aktivetedeki fazlalik ile iliskili olabilecegi disliniilmiistiir. Ge¢ donemde gozlenen
ekspresyon diisiikliigiiniin sebebinin ise, remodalasyonun ¢ogunlugunun gergeklesmis
olmastyla baglantili olabilecegi diistiniilmektedir.

IL-6'nin saliniminin, kemik onariminda 6nemli rol oydig1 ve bu siirecin dnemli

3

bir regiilatorii oldugu diisiiniilmektedir.'*® IL-6, osteoblastlar, osteoklastlar ve

anjiogenezis lizerinde birgok etkiye sahiptir. IL-6, IL-1’in tarafindan uyarilmaya c¢ok

hassastir ve erken donemde iyilesme siirecinde yiiksek aktivite gésterir.80
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Cho ve ark. fraktiir iyilesmesini inceledikleri calismalarinda, ilk 24 saat
igerisinde IL-6 ekspresyonunun pik yaptigini ve 3. giinde tespit edilemeyecek seviyelere
kadar hizl1 bir sekilde azaldigini gézlemlemislerdir.230

Yigiter ve ark. caligmalarinda, kollajen modellerindeki 1. saatte saptanan IL-6
ekspresyon pik seviyesini, kontrol modelinde 3. haftada gozlemlemistir ve bu durumun
sebebinin kollajen modellerindeki yiiksek osteoblastik aktiviteyle ilgili oldugunu
savunmuslardir. Yine kollajen modelindeki 3. haftada belirlenen IL-6 ekspresyonundaki
azalmayi takiben 6. haftada tekrar arttigin1 ve bu artisin sebebinin ise lameller kemigin
remodelasyona ugramasindan kaynaklandigini 6ne siirmiislerdir. 208

Xu Yang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, IL-6’nin yoklugunda agsi kemigin
osteoklastik rezorbsiyonunun, kallusun remodelizasyonu ve olgunlagmasinin geciktigini
ve muhtemelen osteoklastlarin sayisindaki diisiisiin bu bulgularla iliskili oldugunu
savunmuslardir. 23 Yapilan baska bir ¢alismada ise, IL-6’nin kemik rezorpsiyonunu
indiikledigi ileri siiriilmiistiir. >

Sunulan caligmada, 2. ve 4. haftada kontrol grubuna kiyasla deney grubunda
istatitiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksek IL-6 ekspresyonu gézlemlenirken,
8. haftada ise, tam tersi olacak sekilde kontrol grubunda daha yiiksek seviyelerde bir
ekspresyon tespit edilmistir. IL-6'nin salimiminin, mezenkimal progenitér hiicrelerin
osteoblasta farklilagmasini uyardig1 ve matiir osteoklastlar tarafindan kemik rezorpsiyon
aktivitesini stimiile edebildigi diisliniilmektedir. Ayrica vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii ekspresyonunu uyararak anjiyojenezde rol oynadigi éne siiriilmektedir."*® Bu
verilere dayanarak sunulan ¢alismada, deney grubunda 2. haftadaki IL-6 ekspresyonu
yiiksekliginin osteoblastik aktivetedeki fazlalik ile iliskili olabilecegi diisiiniiliirken, 4.

haftadaki ekspresyon yiiksekliginin sebebinin ise lameller kemik olusumunun

goriilmeye baslamasiyla, agsi kemigin osteoklastik rezorbsiyonuyla, kallusun
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remodelizasyonu ve olgunlasmasi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda,
deney grubunda istatiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek gozlenen osteoblastik
aktivitenin ve remodelasyonun ve dolayisiyla yiiksek seviyedeki IL-6 ekspresyonunun
eksojen kollajenle iliskili olabilecegi varsayilmaktadir. Deney grubunda kontrol
grubuna kiyasla ge¢ donemde gozlenen diisiik IL-6 ekspresyonunun sebebinin ise,
eksojen kollajen iceren deney grubunda iyilesmenin ¢ok daha hizli bir sekilde
tamamlanmaya baslamasi oldugu diisiiniilmektedir.

Kemik onariminin baglamasiyla beraber bdlgede yangi da baslar ve yaklasik
olarak 2-3 hafta devam eder. Yangi; kallus sekillenmesini tesvik etmede 6nemli rol
oynar ve kikirdak ya da kemik formu olusuncaya kadar devam eder.0" 208. 232 gy,
bilgilerin 1s181inda sunulan g¢alismada, yerlestirilen eksojen kollajen jel materyalinin
BMP, TGF ve IL-6 gibi yangi markerlarin1 arttirarak kemik formasyonuna katki
sagladig diisiiniilmektedir.

Sunulan c¢alismada, kullanilan eksojen kollajen materyalinin toksisitesini
degerlendirmek amaciyla AST ve ALT degerleri incelenmistir.

Genel olarak karaciger toksisitesi, karaciger metabolizmasiyla iligkili bazi
enzimlerin konsantrasyonundaki degisiklige bagli olarak belirlenir. Bu enzimlerden
ALT ve AST, karaciger hiicreleri ¢esitli faktorler sebebiyle pargalandiginda kana
salimir. Bu nedenle genellikle, bu iki enzimin seviyesindeki degisiklik, karaciger
sagligindaki degisikligin belirteci olarak kullanilir. Ayrica, ALT en fazla miktarda
karaciger ve bobreklerde bulunmasina ragmen serumda ve cesitli dokularda da
bulunur.”® ALP konsantrasyonun, kemigin genisledigi ve deforme oldugu Paget
hastalig1 sirasinda veya belirli kanserlerde arttigi gdzlenmistir.”**

Zhang ve ark. rat fraktiirlerine yerlestirdikleri simvastatinin toksisitesini

degerlendirmek amacl yaptiklar1 ¢alismada, belli dozdaki simvastatin degerlerinin
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toksisitesinin kontrol grubuna gore yiiksek olan ALT miktariyla iliskilendirmislerdir.*®

Sun ve ark.’nin rat radiuslarina hidroksiapatit/kitosan iskelesi yerlestirerek yaptiklari
caligmada, hidroksiapatit/kitosan yerlestirilen grupta kontrol grubuna kiyasla ALT
seviyesi istatiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik bulunmustur. Elde ettikleri
sonuglarda, kullandiklar1 kemik materyal tedavisinin, tavsanlarda bobrek ve karaciger
dokusunda spesifik toksik etkiler yaratmadigini bulgusuna ulagmuslardir.?*® Sazanova ve
ark. yaptiklar1 ¢alismada, modifiye kalsiyum fosfat ¢imentolar1 kalvarial defektlere
implante edilmis ve bu ratlarda biyokimyasal belirtegler degerlendirilmistir. Deney ve
kontrol gruplar arasinda AST ve ALT diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamis ve kullanilan metaryalin hepototoksik etkilere sahip olmadigi kanisina
Var11m1§t1r.237

Sunulan calismada ise, kontrol grubuyla kiyaslandiginda deney grubunda 2.
haftada anlamli derecede daha yiiksek seviyelerde tespit edilen AST ve ALT
degerlerinin sebebinin, karacigerin eksojen bir madde olarak yerlestirilen ve viicut igin
yabanci bir cisim niteligi tasiyan kollajene verdigi ilk cevap olmasindan kaynakli
oldugunu diisiiniilmektedir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, deney grubunda 4.
haftadaki Ca ve P degerleri ile 8 haftaki P degerinin anlamli derecede daha yiiksek
seviyelerde olmasinin sebebinin ise, yiiksek osteoblastik aktivitenin bir sonucu olarak
kemik remodelasyonunun deney grubunda daha fazla olmasindan kaynakli oldugunu
diisiiniilmektedir. Ozellikle 4. ve 8. Haftalar degerlendirildiginde, deney grubuyla
kontrol grubu karsilastirildiginda, serum biyomarkerlar1 olan AST ve ALT istatiksel
olarak anlamli bir fark olusturmadigi goriilmiistiir. Bu durum kullanilan kollajen jelin
karaciger hiicrelerinde toksisite olusturmadiginin, hasar gdstergesi olan karaciger enzim
yiikselisine sebebiyet vermediginin ve karaciger harabiyetine yol agmadiginin kaniti

olabilecegi varsayilmaktadir.
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Sunulan calismada, oksidatif stresi 6lgmek i¢in lipit peroksidasyon son iirtinii
olan MDA ’y1, antioksidan biyobelirteci olarak da GSH kullanilmistir.

Kemik onarimi, onarim sahasinin biiylikliigli, sahanin beslenme derecesi ve
hipovolemik kosullar gibi lokal faktorlerle iliskilidir.”®® Onarim siirecinde ortaya
cikabilecek hipoksi durumlart doku onarimi geciktirir. Fagositik hiicrelerce
mikroorganizmalar1 6ldiirmek icin iretilen reaktif oksijen bilesikleri doku hasarinin
artisina sebebiyet verebilir hatta orjinal yaralanmadan daha fazla hasar olusturduklarida
gozlenebilir.*® Buna karsin hiicreler bu oksidatif hasari énleyen ya da onaran koruyucu
mekanizmalara da sahiptir. Bu koruyucu mekanizmalarin miktar1 hasarin az ya da c¢ok
olmasinda etkilidir.2*

Zhang ve ark., tavuk kemiginden elde edilen hidrolize kollajenin D-galaktoz ile
indiiklenmis yash ratlarda olusturdugu antioksidan durumunu degerlendirdikleri
caligmalarinda, serum ve karacigerde glutatyon peroksidaz aktivitesinin énemli Olciide
arttigini, MDA degerlerinin yliksek oranda azaldigini tespit etmislerdir. Kullanilan
kollajen metaryalinin, rat antioksidan sistemini harekete gecirdigi sonucuna
ulasmlslardlr.241

Sunulan caligmada, tiim gruplarin oksidatif stres parametreleri incelendiginde,
kontrol ve deney gruplarinin tiim zamanlardaki MDA ve GSH seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ olmadig1 saptanmustir.

Hiicresel hasarin ilk basamagi, membran bilesenlerinin ve bilhassa membran
lipitlerinin peroksidasyonudur.?** 2** Lipid peroksidasyonun en temel iirinii ve oksidatif
stresin en 6nemli parametresi MDA dir.* ?* GSH, H,0, miktarini azaltan glutatyon
peroksizdaz i¢in substrattir. Glutatyon peroksidaz ve GSH, lipid peroksidasyonunu

direk veya dolayli sekilde inhibe ederler.** "
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Sunulan c¢alismada, hem kontrol grubunda hem de deney grubunda tiim
haftalarda istatiksel olarak fark olusturmayan degerlerin bulunmasinin, oksidan-
antioksidan sistemindeki dengenin bozulmadiginin gostergesi oldugu diistiniilmektedir.
Bu dengenin stabil kalmasi sayesinde oksidanlar yoniinde artisin gerceklesmesini
engelledigi ve dolayisiyla gergeklesecek olan hiicresel harabiyetin Oniine gecildigi
kanaatine varilmistir. Bu sonuglar 1s1¢1nda, kullandigimiz kollajen igerikli jelin herhangi
bir toksik etki yaratmadigi, viicudun tolere edebildigi bir yapiya sahip oldugu ve en
onemlisi oksidan sistemi harekete gecirmedigi ve reaktif oksijen radikallerine karsi

antioksidan sistemi ayakta tuttugu diisiiniilmektedir.

Sunulan c¢alismada, kontrol gruplarinda kullanilan partikiiler grefti tek basina
kalvaryal defektlere uyguladigimiz siiregte, greft partikiillerinin dagilma egiliminde
oldugunu, greftin defekte tasinmasi esnasinda zorluklar olustugunu, kaviteye
adaptasyonda problemler yasandigimi ve yerlestirildigi kaviteyi homojen bir sekilde
kaplamadig1r deneyimlenmistir. Deney grubunda ise, partikiiler greft ile kollajen jel
karigtirilarak elde edilen viskoz karigimin yerlestirilmesi esnasinda, 6zellikle kontrol
grubundaki prosediirle karsilastirildiginda her yonden daha pratik ve verimli bir siireg
ile karsilagilmistir. Greft partiikiillerinin kullanilan jel sayesinde bir arada kalma
kapasitesinin oldukca yiikseldigi, defekte taginma esnasinda biitiinliigiiniin bozulmadigi,
kavite adaptasyonunun giiclii oldugu ve kaviteyi homojen bir sekilde kapladig: tecriibe
edilmistir. Bu gozlemler ve tecriibelerimiz 1s18inda, greft uygulamalarinda kullanilan
kollajen jelin uygulama esnasinda manipulasyonu kolaylastirdigi ve mekanik stabiliteyi
oldukca arttirdig1 diisiiniilmektedir. Greft manipiilasyonu ve mekanik stabilitesi ile

alakal1 literatiir bilgisi izlenememistir.
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6. SONUC

Greft maddelerine mekanik stabilite saglamak amaciyla sunulmus eksojen tip 1

ve III kollajen igeren jel materyalinin kemik iyilesmesi iizerine olan etkisini,

toksisitesini ve oksidan-antioksidan dengesine olan etkisini degerlendirmeyi amaclayan

sunulan ¢aligmanin sonucunda bu eksojen kollajen jel materyalinin;

1.

Graniilasyon dokusunun proliferasyonunu, organizasyonunu ve gelismini
hizlandirarak, fibrotik doku olusumunun azalmasini ve erken donemde
anjiogenezisin artmasinit saglayarak kemik iyilesme ve rejenerasyonun
gelismesine zemin hazirlayabilecegi,

Orgii ve lameller kemik olusum hizim1 ve miktarin1 arttirarak hizli ilerleyen
mineralizasyon ve sekillenme siirecine katki saglayabilecegi,

Tim iyilesme periyodu boyunca, kemik gelisim ve onariminda biiyiik role
sahip olan osteoblastik hiicrelerde artis saglayarak iyilesme safhalariinin
hizlanmasinda, osteoid dokunun daha hizli olusmasininda ve
kalsifikasyonun ¢ok daha erken ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilecegi,
Osteoindiiktif bir faktor olan, osteoblastik aktivenin hizlanmasinda ve kemik
rejenerasyonun gelismesinde rol alan BMP-2’nin ekspresyonunu arttirdigi,
Osteoblastik aktivitenin hizlanmasinda, hiicre gog¢ii ve kondrogenezisin
diizenlenmesinde, kemik remodelasyonunun gelismesine katki saglayan
TGF-B1’in ekspresyonunu iyilesmenin erken donemlerinde arttirdigi, geg
donemlerinde ise azalttigi,

Osteoblastik  aktiviteyi, lamaller = kemik  olusumunu, kallusun
remodelizasyonu ve olgunlagsmasini hizlandirdigr diisiiniilen IL-6’nin

ekspresyonunu erken donemede arttirdigi, ge¢ donemlerinde ise azalttigi,
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Yabanci cisim reaksiyonuna sebep olmayan, oksidan ve antioksidan
sistemindeki dengeyi bozmayan bir madde olabilecegi,

Partikiiler greft uygulamalar1 esnasinda manipiilasyonu kolaylastirarak daha
kisa siirede ve pratik bir uygulama saglayabilecegi,

Deneysel olarak gerceklestirilen bu ¢alismanin klinik caligmalar ile

desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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