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OZET

Amac: Tideglusib, Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan, kemik iyilesmesini arttirmaya
yonelik etkiler gosteren bir glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3) inhibitoriidiir. E-TZF ise yiiksek
miktarda biiylime faktorii iceren yeni nesil bir trombosit iiriiniidiir. Bu ¢alismanin amaci, deneysel
olarak olusturulan kranial kemik defektlerinin iyilemesinde ksenogreft ile birlikte Tideglusib ve E-
TZF’nin etkilerini degerlendirmekti.

Yontem: Calismamizda 40 adet 3 aylik, eriskin disi Wistar rat kullanildi. Ratlar randomize olarak
her biri 8 adet rat iceren 5 gruba ayrildi. Ratlarin kalvaryumunda kritik boyutta (5 mm’lik) kemik
defektleri olusturuldu. Daha sonra defektlere materyaller Grup-1’de Jelatin siinger, Grup-2’de
Jelatin stinger+Tideglusib, Grup-3’de Jelatin siinger +Tideglusib+Ksenogreft, Grup-4’de Jelatin
stinger+E-TZF+Ksenogreft, Grup-5’de ise Jelatin siinger+E-TZF+Ksenogreft+Tideglusib olacak
sekilde uygulandi. Calisma sonucunda tiim deneklere yiiksek doz tiyopental sodyum anestezisi
altinda Otenazi uygulandi. Kalvaryumdan elde edilen kemik oOrnekleri kemik iyilesmesinin
degerlendirilmesi i¢in histomorfometrik ve radyolojik olarak analiz edildi.

Bulgular: Histomorfometrik incelemelerin istatistiksel analizi sonucunda Grup-1 ile Grup-2 harig
diger tiim gruplar arasinda anlamli bir fark vardi.( p<0.05) Grup-5 ile diger tiim gruplar arasinda
da istatistiksel olarak anlamli bir bulunmaktaydi.(p<0.05) Radyolojik incelemelerin analizi de
histomorfometrik bulgular1 dogrulamaktayda.

Sonug¢: Bu ¢aligmadan elde edilen bilgiye dayanarak; kalvarial kemik defektlerinin iyilesmesinde
Tideglusib’in tek basina kemik iyilesmesine katkisinin olmadigi ancak tideglusible birlikte
ksenogreft ve E-TZF kullaniminin veya E-TZF ve ksenogreftin birlikte kullaniminin kemik
tyilesmesi iizerinde pozitif bir etkiye sahip olabilecegi sdylenilebilir. Ancak sonuglarin
dogrulanabilmesi ve klinik uygulamaya aktarilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: deneysel kalvaryal defekt modeli, E-TZF, ksenogreft, tideglusib,



ABSTRACT

Objective: Tideglusib is a glycogen synthase kinase kinase 3 (GSK-3) inhibitor used in the
treatment of Alzheimer's disease, showing effects to increase bone healing. E-TZF is a new
generation platelet product containing high amounts of growth factors. The aim of this study was
to evaluate the effects of Tideglusib and E-TZF in combination with xenograft in the healing of
experimentally induced cranial bone defects.

Method: In our study, 40 3-month-old adult female Wistar rats were used. Rats were randomly
divided into 5 groups, each containing 8 rats. Bone defects of critical size (5 mm) were created in
the calvarium of the rats. Then, the materials for the defects were Gelatin sponge in Group-1,
Gelatin sponge+Tideglusib in Group-2, Gelatin sponge +Tideglusib+Xenograft in Group-3,
Gelatin  sponge+E-PRF+Xenograft in Group-4, Group- In 5, Gelatin sponge+E-
PRF+Xenograft+Tideglusib was applied. As a result of the study, all subjects were euthanized
under high-dose thiopental sodium anesthesia. Bone samples obtained from the calvarium were
analyzed histomorphometrically and radiologically to evaluate bone healing.

Results: As a result of statistical analysis of histomorphometric examinations, there was a
significant difference between Group-1 and all other groups except Group-2.(p<0.05) There was
also a statistically significant difference between Group-5 and all other groups.(p<0.05) Analysis
of radiological examinations also confirmed the histomorphometric findings.

Conclusion: Based on the information obtained from this study; It can be said that tideglusib alone
does not contribute to bone healing in the healing of calvarial bone defects, but the use of xenograft
and E-PRF together with tideglusible or the combined use of E-PRF and xenograft may have a
positive effect on bone healing. However, further studies are needed to confirm the results and

transfer them to clinical practice.

Key words: E-PRF, experimental calvarial defect model, tideglusib, xenograft
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1.GIRIS

Kemik, sinerjistik bir sekilde hareket etmesi ve bir¢ok fonksiyona hizmet etmesiyle
bilinen, karmasik yapiya sahip canli bir dokudur. Bu doku, gelen yiike kars1 direng
gosterilmesi, kan hiicrelerini olusturan kemik iligini barindirmast ve viicudun sistemik
homeostazisine katkida bulunmas: gibi birgok farkli isleve sahiptir. Onemli bir diger
gorevi de mineral deposu olmasidir. Bu 6zelligi sayesinde iskelete mekanik ve metabolik
islevler kazandirir.(1) Kemik dokusu i¢inde birgok hiicresel bilesen bulundurmaktadir.
Bunlar, osteojenik Oncii hiicreleri, osteoblastlar, osteoklastlar, osteositler ve kemik iligi
hematopoetik elementler basta olmak tizere farkli hiicre popiilasyonlarina aittir. Cesitli
gorevlere sahip olan bu hiicreler yikim ve yapim olaylarimi gerceklestirerek kemik

remodellinginin saglanmasinda rol oynarlar.(2, 3)

Fibrin iskelesi, enflamatuar hiicrelerin salinimi1 ve go¢ etmesi igin bir ortam saglarken,
16kositler cesitli doku tiirlerinde rejenerasyonda rol alan faktorlerdir. Bu hiicrelerin
toplanmasina, yara iyilesmesi i¢in biiylikk Onem tasiyan artmis anjiyogenez ve
lenfanjiyogenez eslik etmektedir.(4) E-TZF'de yer alan l6kositlerin antienfeksiyoz etkisi
vardir. Lokositler antienfeksiyoz etkilerinin yani sira, anahtar immun sitokinlerin salinimi
vasitasiyla immun regiilasyonu saglamaktadir ve bu sayede yara iyilesmesine 6nemli
katkida bulunmaktadir.(5-7) Ayrica I6kositler kemik rejenerasyonu sirasinda birkag hiicre
arasindaki hiicresel gapraz baglantida da yer almaktadir.(8) Trombositten zengin fibrin
(TZF), dis ¢ekiminden sonra alveoler kemik atrofisini dnleyerek ve yara iyilesmesini
destekleyerek soketin korunmasi amaciyla profilaktik olarak kullanilmaktadir.(9) TZF
soket ve defekt bolgelerinde rejenerasyon siirecini gelistirmek ve matur kemik olusumu
saglamak i¢in kemik greft materyalleri ile birlikte yaygin olarak kullanilmaktadir.(10)
Kisiden kisiye degisebilen sistemik saglik kosullar1 nedeniyle TZF eldesinde
standardizasyon hala saglanabilmis degildir. Radyoterapi, kemoterapi, trombositopeni ve
anemi gibi kan hastalig1 olan bireylerde TZF eldesinde hala giicliikler yasanmaktadir. Baz1
yazarlar TZF membraninin bilesiminin yalnizca santrifiijleme yontemine, hizina baglh
olmadigina, ayn1 zamanda donor kan bilesimi ile de 6nemli 6l¢iide iliskili olduguna isaret
etmektedir. Yapilan son ¢alismalarda, kandaki yiiksek silomikron seviyesinin de TZF

eldesini giiglestirildigi goriilmiistiir.(11) Protokoliin her hastada aynmi olgiide sonug



verememesi bu sistemin en bilyllk dezavantajlarindandir. Son yillarda, disiik hizli
santrifiij yontemiyle daha az donme kuvvetine maruz birakilarak elde edilen fibrinlerin
igeriginin daha rejeneratif olmasi sagland1 ve bu metotla enjekte edilebilir trombositten

zengin fibrin sistemleri gelistirildi.(12)

Enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin (E-TZF), diisiik hizda santrifiij prensibi ile
calismaktadir.(13) Tiplerin daha az santrifiij kuvvetine maruz kalmasi ile daha fazla
16kosit, trombosit ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), doniistiiriicii biiyiime
faktorii (TGF- B) gibi biiyiime faktorleri salinimi gerceklesmektedir.(14) Her cerrahi
miidahaleden sonra yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonunda trombosit ve 16kositlerin
onemli rolii vardir. Bu siire¢ enflamasyon, proliferasyon ve yeni doku olusumu dahil
olmak ftizere birbiriyle Ortiisen {i¢ asamadan olusmaktadir.(13) Trombositler,
yaralanmadan hemen sonra baslangigta hemostaz igin bir tikag olusturmakta ve bu daha
sonra bir fibrin pihtist ile degistirilmektedir. Aktive edildikten sonra bu hiicreler
rejenerasyon siirecinden, vaskiiler endotelyal biliylime faktoriinden (VEGF) ve
dontistiirticii biiytime faktorii (TGF-B)'den sorumlu olan trombositten tiiretilen biiylime

faktorleri (PDGF'ler) gibi gesitli sinyal molekiilleri salmaktadir.(15)

Whnt/3-katenin yolag: hiicre proliferasyonu, sag kalim, rejenerasyon ve farklilagsma gibi
pek cok hiicresel siirecte dnemli rol oynamaktadir. Bu yolak hiicre 6liimii, polaritesi,
farklilasmasi, migrasyonu, ¢cogalmasi ve fonksiyonlar1 gibi organ ve dokulardaki biiylime
ve gelismenin ¢ok sayida agsamasinda yer almaktadir. Wnt/83 catenin yolagi embriyolojik
gelisim sirasinda viicut aksinin olusumunda, doku ve organ gelisiminde rol almaktadir.
Bu yolak sadece biiyiime ve gelisim asamasinda degil ayn1 zamanda matur iskeletin
stirdiiriilmesinde de kritik bir role sahiptir. B-katenin proteini ise bu yolagin ana
komponentidir.(16-18) 3 -Katenin bagimli kanonik Wnt sinyali, kemik yapiminda gérev
alan osteoblastlarin ve kemik yikiminda gérev alan osteoklastlarin farklilasmasini kontrol
ederek kemik metabolizmasinda onemli bir rol oynamaktadir.(16, 19) B katenin
osteoblastlar tizerindeki mezenkimal prekiirsor hiicrelerin  farklilasmasi1(20) ve
osteoblastlarin yasamini siirdiirebilmesi igin gereklidir.(21) B katenin osteosit canliligini

koruyarak kemik hemostasisi ve mekanotransdiiksiiyonunda etkili olan bir ana



molekiildiir.(19) Bir ¢alismada Li ve arkadaslari, Wnt sinyalinin osteotomi bolgesinde
kemik iyilesmesi, kemik kalitesi ve implant osseointegrasyonu lizerinde olumlu etkiye
sahip oldugunu rapor etmistir.(22) Chen ve arkadaslari, lityumun 3 katenini aktive ederek
kemik olusumunu arttirdigini1 ve bu ytlizden kirik iyilesmesinde faydali olabilecegini 6ne

stirmislerdir.(23)

Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3), doku iyilesmesi yolaginda 6nemli bir role sahiptir.
Tideglusib, Wnt/B katenin yolaginda kritik regiilator olan GSK-3 aktivitesini
baskilamaktadir.(22, 24) Tideglusib, Alzheimer hastaliginda ve progresif supraniikleer
palsinin tedavisinde kullanilmak igin gelistirilmis bir ilagtir.(25) Tideglusib’inin dis
hekimligi alaninda kullanimiyla ilgili yapilan ¢alismalar kisa siire dnce baglamis olmasina
ragmen, biiyiik bir ilgi gormiistiir.(26-29) Neves ve ark.(28), yaptiklar1 bir in vivo
calismada, Tideglusib’in yaralanmis pulpa dokusunda tersiyer dentin olusumuna katki
saglayacagini one slirmiislerdir. Neves ve arkadaslari(28), Tideglusib’in bu etkisini ¢esitli
mekanizmalarla 6nledigini géstermis ve Wnt/$ katenin yolaginin bu mekanizmalardan bir
tanesi oldugunu one siirmiiglerdir. Alaohali ve ark(27), yaptiklar bir in vitro ¢alismada
hidrojel formunda uygulanan GSK-3 inhibitoriiniin dentinogenezisi indiikledigini 6ne
stirmislerdir. Alpan ve ark. (29), deneysel olark olusturduklari kemik defektinde lokal
olarak uygulanan Tideglusib’in kemik rejenerasyonu iizerinde olumlu bir etkiye sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Bildigimiz kadariyla, literatirde Tideglusib'in kemik doku rejenerasyonu iizerindeki
etkilerini degerlendiren oldukg¢a sinirli sayida galigma mevcuttur.(27-29) Diger yandan,
E-TZF ve Tideglusib’in kemik rejenerasyonu tizerindeki etkilerini karsilagtiran, birlikte
kullanildiklar1 zaman olusan etkiyi degerlendiren herhangi bir caligma yoktur. Ayrica,
hem E-TZF hem de Tideglusib’in tek basina veya greftle birlikte kemik iyilesmesi
tizerindeki etkileri halen daha tam olarak bilinememektedir. Bu yiizden bu ¢alismanin
amaci1 E-TZF ile Tideglusib’in tek basina veya greftle birlikte kemik iyilesmesi tizerindeki

etkilerini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Doku

Kemik, ¢ok sayida fonksiyona hizmet etmesiyle bilinen ve sinerjistik bir sekilde hareket
eden, karmasik yapiya sahip canli bir dokudur. Bu doku, gelen yiiklere kars1 direng
gosterilmesi, kraniyal ve torasik kavitelerdeki hayati organlarin kuvvetlere karsi
korunmasi, kan hiicrelerini olusturan kemik iligini muhafaza etmesi ve viicudun sistemik
homeostazisine katki saglamasi gibi bir¢ok farkli isleve sahiptir. Kemik dokusunun bir
gorevi de mineral deposu olmasidir. Kalsiyum, fosfat, magnezyum gibi 6nemli iyonlari
depolamakta ve bu iyonlarin viicut sivilarindaki sabit konsantrasyonlarin1 korumak igin
kontrollii bir salinim yaparak 6nemli depo gorevi gérmektedir.(30) Kemik dokusu igerdigi
bu mineraller sayesinde viicutta bir kaldira¢ sistemi olusturarak, iskelet kas1 kasilmalari
sirasinda olusan kuvvetleri arttirabilir ve bu kasilmalart viicut hareketlerine
doniistiirebilir.(31) Bu 6zelligi ile iskelet yapiya mekanik ve metabolik islevler kazandirir.
Kemik metabolizmasinda biyokimyasal, hormonal, hiicresel ve biyomekanik basta olmak
tizere bircok faktor etkilidir. Bu faktorler kemigin 6zelliklerini ve kalitesini belirlemede
onemli rol oynamaktadir.(1) Kemik dokusu ayni zamanda yiiksek rejenerasyon
kapasitesine sahiptir.(32) Kemik, ekstraseliiler matriksi kalsifiye olmus rijit, 6zel bir bag

dokusudur.

2.1.1 Kemik Hiicreleri

Kemik dokusu i¢inde bir¢ok hiicresel bilesen bulundurmaktadir. Bunlar; osteojenik dncti
hiicreleri, osteoblastar, osteoklastlar, osteositler ve kemik iligi hematopoetik elementler
bagta olmak iizere farkli hiicre popiilasyonlarina aittir. Bu hiicreler kemik homeostazisinde

onemli rol oynamaktadir.(33, 34)

Osteoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitdr hiicreler, kemigin esas hiicreleridir. Oval yapida ¢ekirdeklere sahip olup,
yass1 yapidadirlar.(34) Bu hiicreler, kokenlerini mezenkimden aldiklar1 igin mezenkimal
kok hiicreleri olarak adlandirilirlar.(Sekil 2.1) Endosteum ve periosteum kemik

ylizeyindeki zarlar olarak tanimlanir ve bu hiicreler bu bolgelerde bulunurlar. Bu hiicreler,
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gelisimlerini tamamladiktan sonra kemikte aktif bir role sahip olmazlar ve normal sartlar
altinda pasif hale gegerler. Ancak kemikteki bir hasar ya da yaralanma, internal
rezorpsiyon ya da kirik iyilesmesi gibi durumlarda tekrar aktive olurlar.(2, 3)
Osteoblastlar

Osteoblastlar, osteoprogenitor hiicrelerden gelisen kemik olusumundan sorumlu birincil
hiicrelerdir. Bu hiicreler, organik kemik matriksinin sentezlenmesi ve mineralizasyonunun
kontrol edilmesi, kemik mineralizasyonuna yardimci olma ve kalsiyum ve fosfat
metabolizmasinin  diizenlenmesi  gibi birgok 6nemli islevi gergeklestirirler.(35)
Osteoblastlar, kemik matriksinin organik bilesenleri olan proteoglikanlar, glikoproteinler,

tip 1 kollajen ve osteonektin gibi maddelerin sentezinden sorumludur.(30, 31)

Osteoblastlar, genellikle yan yana siralanmig ve aktif organik kemik matriksinin
sentezlendigi kemik yiizeylerinde bulunurlar. Osteoblastlarin goriiniimii, epitelyum
benzeri bir tabakayr andirir. Ayrica osteoblastlar, kemik Ortii hiicreleri ve osteositler

olarak iki farkli hiicre tipine farklilasabilirler.(36)
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Osteoblastlar, genellikle 20-30 mikrometre (mm) g¢apindadir ve igerdikleri organeller
arasinda endoplazmik retikulum, golgi cisimeigi, mitokondri, ¢ekirdek ve kollajenle dolu
salg1 kesecikleri bulunur. Ayrica, hiicre uzantilar1 sayesinde diger hiicrelerle iletisim
kurabilirler.(35) Osteoblastlar, sadece organik ve inorganik kemik matrikslerinin
sentezinde degil, ayn1 zamanda diger hiicrelerle iletisim kurarak kemik remodelasyon
stirecinde de dnemli rol oynarlar. Bu siirecte, kollajen, non-kollajen matriks proteinleri,
sitokinler, bliytime faktorleri, alkali fosfotaz, prostaglandin, nétral proteaz gibi
mediyatorleri tretirler.(35) Osteoblastlar gé¢ ve proliferasyon kapasitesinden yoksun,
tamamen farklilagmis hiicrelerdir. Kemik olugumu i¢in dncelikle, Indian Hedgehog (IHH)
geninin runt ile iligkili transkripsiyon faktorii 2 (RUNX2) geniyle ekspresyonu gereklidir.
Daha sonra, farklilasmamis mezenkimal progenitor hiicreler ve osteoprogenitor hiicreler

bolgeye gog ederek osteoblastlarin olusumunu ve ¢ogalmasini saglarlar.(37)

Osteoprogenitor  hiicreler, proliferasyon kapasitesine sahip ve osteoblastlara
farklilasabilen hiicrelerdir. Bu hiicreler, kemik iligi, endosteum ve periosteumda yer
almaktadir. Osteoblastlarin olusumu, osteoindiiktif ve osteogenetik biiyiime faktorlerinin
salinmas1 sonucu osteoprogenitor hiicrelerden farklilagsmasiyla gerceklesir. BMP,
trombosit kaynakl1 biiylime faktorleri gibi osteoindiiktif ve osteogenetik faktorler 6rnek
olarak verilebilir. Aktif matriks sentezi sirasinda, osteoblastlar siitun veya kiibik sekil alir
ve bazofilik sitoplazmaya sahip olup protein sentezleyen hiicrelerin yapisina benzer.
Matriks aktivitesi azaldiginda, osteoblastlar diizlesir ve sitoplazmik bazofil miktar1 azalir.
Osteoblastlarin  bu aktivite periyodu, paratirotd hormonu (PTH) tarafindan

uyarilmaktadir.(38, 39)

Osteoblastlar, polarize dzellik gosteren hiicrelerdir. Yeni kemik dokusu, hiicre yiizeyinden
salgilanarak eski kemik matriksi ile temas eden bolgede olusur. Olusan yeni osteoblast
tabakasi ile daha 6nceden olusan kemik tabakasi arasinda immatiir bir doku olan osteid
bulunur. Osteoblastlar tarafindan salgilanan polipeptit yapili osteokalsin, glikoproteinlerle
birlikte Ca+2 iyonlarin1 baglayarak lokal konsantrasyonlarini arttirir. Alkalen fosfataz ve
fosfat iyonlarinin lokal konsantrasyonlarinin artirilmasi da osteoblastlar tarafindan
gergeklestirilir. Bu sayede, her iki iyonun yiiksek konsantrasyona ulagmasi, matriks

kalsifikasyonunda ilk adim olan hidroksiapatit [CalO(PO4)6(OH)2] kristallerinin
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olusmasini baslatir. Daha fazla minerallerin birikmesiyle hidroksiapatit kristalleri hizla
biiylir ve kollajen fibrilleri ve proteoglikanlari iceren birlesmis kalsifiye madde kiitlesi

olusur.(40, 41)

Osteositler

Osteoblastlarin  kendi salgilart ile cevrelenerek mineralize kemik matriksi icinde
hapsolmasi sonucu osteositler meydana gelir. Osteoblastlarin muhafaza edildigi alana
lakiina ad1 verilir ve osteoblastlar bu alanlarda organellerin ¢ogunu kaybederek yildiz
seklinde hiicrelere doniiserek osteosit haline gelirler. Bu doniisiim sirasinda hiicreler,
bir¢ok sitoplazmik uzanti olusturur ve bu uzantilar kalsifiye matriks tarafindan sarilir.
Osteositlerin meydana getirdigi bu uzantilar, dendritler olarak bilinmekte ve kanalikiili
ad1 verilen silindirik kapali bolmeler boyunca uzanmaktadir. Kanalikiiller sayesinde
kemik metabolik faaliyetleri igin ihtiyag olan molekiil ve iyonlarin transferi

saglanmaktadir.(42)

Dendritler, komsu osteositlerle temas kurarak kan damarlarinin yani sira farkli bolgelere
de yayilabilir. Her osteosit ve onun sitoplazmik siiregleri, bir boslugu ve ¢evredeki yedi
kanalikiilleri doldurur. Komsu hiicrelerin uzantilari, bosluklu baglanti noktalar
araciligiyla temas kurar ve bu baglanti noktalar1 araciligiyla hiicreden hiicreye aktarilir.
Bosluklu baglantilar1 yoluyla yapilan bu degisim, bir zincirdeki yaklasik on hiicre i¢in
besin saglayabilir. Osteositler ve kemik matriksi arasinda bulunan kii¢iik hiicre dis1 siv1,
osteositler ve kan damarlar1 arasindaki molekiiler aligverisi kolaylastirir. Osteositler,
mekanik sinyalleri biyokimyasal aracilara doniistiirebilir, boylece anabolik ve katabolik
stireclerin diizenlenmesine yardimci olur. Bu diizenleme, osteositlerin kan kalsiyum
homeostazinin diizenlenmesine katilmasina ve kemik {izerindeki mekanik yiikii
algilamasina izin verir. Daha sonra, osteositler bu bilgiyi osteoblast ve osteoklast

fonksiyonunu diizenleyen kemikteki diger hiicrelere aktarirlar.(43, 44)

Osteositler, graniillii endoplazmik retikulum ve golgi cisimciklerinin osteoblastlara
kiyasla belirgin bir sekilde azaldig1, ancak niikleer kromatin yogunlugunun ¢ok daha fazla
oldugu hiicrelerdir. Yasst ve badem seklinde olan osteositler, kemik matriksinin
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stirekliliginin saglanmasinda 6nemli bir rol oynarlar ve osteoklastlarin kontrolii altinda
apoptoza ugrarlar. Bu hiicrelerin 6liimii, matriksin rezorpsiyonu ile sonuglanir. Cesitli
kemik hastaliklar1 ve bozukluklari, osteosit-lakiina-kanalikiiler sistemin diizenlenmesini

etkileyerek hiicresel agda 6nemli degisikliklere neden olabilir.(42)

Matiir kemikte en c¢ok bulunan hiicre tipi, osteositlerdir. Ancak yaslanma, Ostrojen
hormonunun azalmasi ve glukokortikoid yapili hormonlarin artmasi gibi durumlarda
osteositlerin sayis1 azalmaktadir.(45) Osteositler, kemikteki diger hiicre tiplerine
dontisebilme potansiyeline sahiptir. Bu hiicreler, bazi durumlarda lakiinlerden disar1
cikarak dinlenme halindeki osteoprogenitor hiicrelere doniisebilirler. Osteoprogenitor

hiicreler de gerektiginde osteoblastlara dontisebilirler.(46)

Osteoklastlar

Osteoklastlar, kemik dokusunun yikimindan sorumlu dev hiicrelerdir ve sitoplazmalarinda
bol miktarda lizozom, mitokondri ve golgi cisimcikleri bulunur. Bu organeller, Howship
lakiinasi i¢inde yer alir. Osteoklastlar, fonksiyonlarina gore aktif veya pasif durumda
bulunabilirler ve kemik matriksindeki organik ve inorganik yapilar1 ¢ozerek etki
gosterirler. Kemik rezorpsiyonu, aktif osteoklastlar araciligiyla gerceklestirilir. Aktive
osteoklastlar, rezorbe olacak kemik yiizeyine dogru parmaksi uzantilar yaparak asit ve
proteolitik enzimler salgilarlar. Bu salgilar araciligiyla organik matriks ve kemik tuzlar

¢oziilerek kemik rezorpsiyonu gergeklestirilir.(47)

Kemik remodelinginde, kalsitonin ve parathormon gibi hormonlar ve sinyal faktorleri
tarafindan osteoklast aktivitesi kontrol edilir. Kalsitonin, osteoklastlar {izerindeki
reseptOrlere direkt olarak baglanarak etkisini gosterirken, parathormon osteoblastlar
tizerinden etki eder. Aktive olan osteoblastlar, osteoklast uyarici faktdr adi verilen bir
sitokin salgilayarak rezorpsiyona neden olurlar. Bu sayede, osteoblastlar ve osteoklastlar

koordineli bir sekilde galisarak kemik remodelingini gerceklestirirler.(37, 38)

Kemik Matriksi
Kemik dokusu, mineralize bir bag dokusu olarak organik ve inorganik bilesenlerden

meydana gelir. Bu dokuda, yiiksek oranda farklilasmamis hiicreler bulunur. Kemik
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matriksinin yaklasik %30-35’1 organik yapidan olusur. Organik yap1 %90 oraninda tip 1
kollajenden, %10 oraninda ise kollajen olmayan proteinler, proteoglikanlar,

glikoproteinler, karbonhidratlar ve lipitlerden meydana gelir.(36)

Organik matrikste kollajenin yani sira kondroitin siilfat, keratan siilfat ve hyaluronik asit
gibi glikozaminoglikanlar ve glikoproteinler de yer almaktadir. (46)

Kemik matriksinin organik kismi, osteoblastlar tarafindan sentezlenerek olusur ve bu
mineralize olmamis kisim osteoid olarak adlandirilir. Organik kisimda bulunan kollajen
liflerin arasina, kalsiyum ve fosfat iyonlar1 ¢okerek hidroksiapatit kristalleri meydana
gelir. Hidroksiapatit kristallerinin birlesmesi ve yeni matriks sentezi ile birlikte
olgunlagsma donemi baslar. Bu siire¢, minerallerin yayilmasi ve matriksin tamamen
mineralize olmasi igin birkag ay siirer. Kollajen olmayan proteinler, minerallerin
yayilmasina ve matriksin tamamen mineralize olmasina yardimci olur. Mineralize olmus
osteoid yapisi, yik tagima kapasitesi, organlari koruma o6zelligi ve sistemik mineral

depolama fonksiyonlar1 gibi 6zellikler kazanir.(36)

Kemik dokusunun inorganik kismi, yaklagik olarak kemik agirhiginin %65'ini
olusturmaktadir. Bu kisim, 6zellikle kalsiyum ve fosfat iyonlarindan olugmaktadir.
Bunlarin yani sira, bikarbonat, magnezyum, potasyum, sodyum, sitrat gibi diger
elementler de bulunabilir. Inorganik matriks igerisindeki kalsiyum ve fosfat iyonlari,
birleserek Cal0(PO4)6(OH)2 formiiliine sahip hidroksiapatit kristallerini olusturur.
Kemikteki kalsiyum(%99), sodyum (%25), magnezyum ve potasyum inorganik matrikste
bulunur.(45)

Kemik matriksi, mineralize bir bag dokusu olarak organik ve inorganik bilesenlerden
olusmaktadir. Igeriginde yiiksek oranda kollajen bulunmasi nedeniyle asidofilik bir yapiya
sahiptir. Inorganik minerallerin kollajen matriks ile birlesmesi, kemik dokusunun
sertliginin ve direncinin olugsmasini saglar. Kemik dokusu dekalsifiye olduktan sonra bile
seklini korumaya devam eder ve tendon kadar esnek hale gelir. Kemik matriksinin organik
kisimlarimin, 6zellikle kollajenin ¢ikarilmasi, kolayca kirilabilir ve rezorbe edilebilir hale

getirir, ancak orijinal seklini korumaya devam eder.(45)



Periosteum ve Endosteum

Kemik, i¢ ve dis ylizeylerini olusturan periosteum ve endosteum adli vaskiilarize bag
dokusu ile kapli bir dokudur. Bu tabakalar hiicresel katmanlar igeren bag dokusu
tabakalaridir.

Periosteum, i¢ ve dis tabakalardan olusur. I¢ tabaka hiicresel agidan zengin, gevsek bir
yapidadir ve osteoblastlara doniisebilme potansiyeli tasir. Dis tabaka ise daha siki bag
dokusundan olugmakta olup, hiicresizdir. Periosteum ve kemik dokusu arasindaki
baglantiy1 saglayan ¢ok sayida kan damari bu dis tabakada mevcuttur. Sharpey lifleri
olarak bilinen kalin kollajen lifler, periosteumun dis tabakasindan ¢ikarak kemik

matriksine tutunarak periosteum ve kemik matriksini birlestirir.(46, 48)

Endosteum, kemik iligi stromasinin ¢evresinde bulunan ince bir tabakadir. Kemik iiretim
potansiyeline sahip olsa da, periosteumdan daha ince bir yapidadir. Endosteum, kemikte
bulunan bosluklar1 tamamen orter, bunlar arasinda Volkmann kanallari, Havers kanallari
ve slingerimsi kemik iligi bosluklar1 bulunur. Endosteum, tek katli yassi hiicrelerden

olusur ve bag dokusu fibrilleriyle iligkilidir.(46)

2.1.2 Kemigin Makroskobik Yapisi

Kemik dokusunun temel islevi, canlilarin iskelet sistemi ile kaslarina destek olmaktir.
Bunun yani sira, kemik dokusunun farkli gorevleri de bulunmaktadir. Bu gorevler
arasinda kas tendonlarinin tutunmasini saglayarak organizmanin hareketine yardimci
olmak, fonksiyon sirasinda iletilen kuvvetleri absorbe ederek dagitmak, hayati organlari
korumak, hematopoetik sistem hiicrelerinin iiretimini saglamak ve organizmanin
kalsiyum ve fosfor dengesini korumak yer almaktadir.(49) Kemik dokusu, dis dokusundan
sonra viicuttaki en sert dokudur. Kemik dokusu, yasam boyunca remodelinge ugrayan
canli ve dinamik bir dokudur ve ¢ok dayanikli ve sert olmasina ragmen asir1 kullanimda

hipertrofiye ugrayabilirken, fonksiyonda olmadiginda atrofiye ugrayarak kiigiilebilir.(49)

Kemik dokusu makroskobik olarak incelendiginde, sert (kompakt) kemik ve siingerimsi
(spongiyoz) kemik olarak iki ana kategoriye ayrilir. Siingerimsi kemik, daha yumusak ve

esnek yapida olan diizensiz kemik trabekiillerinden olusan ve kemik iligi iceren bir yapidir
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Kompakt kemikteki lakiinler, kemik hiicreleri olan osteositleri barindirmaktadir. Kompakt
kemik ayni zamanda kemigin uzun yiizeylerinde, diger bir deyisle diafiz bolgesinde
bulunmaktadir ve kemik ¢evresinde koruyucu bir kabuk gorevi goriir. Kompakt kemik,

kemik tizerine gelen kuvvetleri yayar ve kemigi giiglendirir.(49)

2.1.3 Kemigin Mikroskobik Yapisi

Havers kanallari, dikey yonde seyreden kanallar olup kemik dokusundaki kan damarlarini
icermektedir. Volkman kanallar1 ise kemik dokusunda yatay yonde seyreden kanallardir

ve Havers kanallari ile kesiserek kan damarlarin1 kemik yiizeyine dogru tasir.(46, 50, 51)

Osteosit

U

Havers
kanallar

Volkmann
kanallari

Kan damarlari
ve sinirler

Sekil 2.2. Osteosit Semasi

Kemik lamelleri, kemik dokusunu olusturmaktadir. Bu lameller, paralel olarak birbiri
izerine dizilim gosterir ve bu dizilis sert ve slingerimsi kemikte farklilik gostermektedir.
Sert kemigin igerdigi lameller 3 farkli tipte goriiliir. Bunlarin ¢ogu Havers kanallarinin
etrafini saran i¢ ice ge¢mis halkalar seklinde bulunurlar. Havers kanali ve onun etrafini

saran 4-20 adet lameller birleserek silindirik sekilli Havers sistemini olusturur.(46, 50) Bu
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silindirik yapiya osteon da denilmektedir. Havers sistemi, sert kemik yapisinin temel
birimidir. Bu sistemin aralarinda bulunan alanlar, interstiyel sistem (ara lamel sistemi)
olarak adlandirilir ve farkli blyiikliikte, diizensiz, koseli kemik alanlar1 seklinde
bulunur.(46, 51) Havers sistemi ve interstisyel sistemin smniri keskin bir ¢izgi ile
belirginlestirilir. Bu ¢izgi yapistirici ¢izgi olarak anilir. Sert kemiklerin dis ve i¢ ylizeyleri,
¢embersel lameller ad1 verilen tigiincii bir tiir lamel tarafindan sarilir. Cembersel lameller
periost ve endosteumun hemen altinda yer alir ve kemik gévdesinin dis ve i¢ yiiziinde i¢

ige daireler seklinde uzanirlar.(46) (Sekil 2.2.)

Stingerimsi kemik, ince trabekiillerden meydana gelir ve lameller diizensiz bir yap1
sergiler. Bu kemikteki Havers ve Volkmann kanallari sert kemikteki kadar yogun degildir.
Beslenme ise endosteum tarafindan kanalikiiler yoluyla saglanir.(46) Kemik dokusu,
primer ve sekonder kemik olmak iizere iki kategoriye ayrilir. Ilk kemik dokusu,
embriyolojik gelisimde ve kirik tamirinde goriilen immatiir 6zelliklere sahip olan gecici
bir yapt olan primer kemik dokusudur. Bu kemik dokusu, non-lamellar 6zellikleri ile
karakterizedir. Zamanla, olgunlagsmis lameller yapiya sahip sekonder kemik dokusu yerini

alir.(50)

2.1.4 intramembranéz ve Enkondral Kemiklesme

Embriyoda meydana gelen kemik olusumu iki farkli sekilde tanimlanabilir:
intramembranéz kemiklesme ve endonkondral kemiklesme. Direkt bag dokusundan
meydana gelen kemiklesme intramembrandz kemiklesme ile gergeklesirken, ortamda
bulunan kikirdak dokusundaki hiicrelerin farklilagsmasiyla gerceklesen kemiklesme
endokondral kemiklesme ile gerceklesir. Baz1 durumlarda ise ektopik kemik olusumu
gozlemlenebilir. Ektopik kemik olusumu, patolojik durumlarda kemik dokusu disindaki

dokularda da kemik olusumunun meydana gelmesidir.(50)

Intramembrandz kemiklesme; mezenkim kokenli yogun embriyonel bag dokusunun
icinde olusmaya baslar.(52) Kemik yapim bolgelerinde, mezenkim hiicreleri yogunlasarak
sitoplazmik uzantilar1 araciliiyla birbirleriyle iletisim kurarlar. Ince kollajen fibriller,

hiicreler arasindaki bosluklar1 doldurarak ilk kemik trabekiillerinin olusumunu saglarlar.
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[k trabekiillerde damarlar dallanir ve birbirleriyle anastomoz yaparak agsi bir yapi
olustururlar. Ayni1 zamanda, ¢cevredeki bag dokusunda da degisiklikler meydana gelir. Bag
dokusu hiicreleri trabekiillerin yiizeylerinde biriktik¢e biiyliylip genisler ve sonugta
osteoblastlar olusur.(52) Bu doniisiim tamamlandiktan sonra osteoid madde mineralize
olmaya baslar ve mineralizasyon gerceklestikge lakiinalar icinde bulunan osteoblastlar
olusur ve kemiklesme siireci baglar.(53) Kemik {initeleri, kemiklesme merkezinden
perifere dogru yer degistirerek biiylirler ve bu siirecte trabekiiller ag seklinde yapilanarak
kanselloz kemigi olustururlar. Frontal, parietal, oksipital, temporal ve mandibular
kemiklerin bazi kisimlar1 ile maksiller kemigin tamami intramembrandz olarak

kemiklesirler.(34)

Endokondral kemiklesme, kikirdak dokusundaki hiicrelerin farklilagsmasi ile olusur. Ilk
olarak, hyalin kikirdak yapisinda bir taslak olusur. Bu taslak, apozisyonel biiylime
gergeklestirerek uzunlugunu artirir ve bunun sonucunda diafiz ve epifizler olusur.
Kondrositler, kikirdak matriksini rezorbe ederek trabekiilli kikirdak matriksini
olustururlar. Periost, olusan matriks iizerine ince bir tabaka yeni kemik dokusu ekler ve
mezenkim dokusu ve kan damarlari gogalmaya baslar. (35) Agst kemik zaman gegtikce

mineralize hale gelir ve kalsifiye kemigi olusturur.(35, 36) (Sekil 2.3.)
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Endokondral
kemiklegme

kemikiesme maltriks

Epifiz Epifiz
kikirdagimn
kaybolmasi

Epifiz

kikirdag
Kompak
kemik

Diyafiz 4

=
Songerimsi
Eplfiz 4 kemik

Sekil 2.3. Epifiz Kemiklesmesi

Tibia, humerus, femur gibi uzun kemikler, yass1 kafa kemikleri ve mandibular kondil
endokondral olarak kemiklesmektedir.(35, 36)
Kemik fonksiyona basladik¢a remodellinge ugrar. Bununla birlikte kompakt yapida bir

dis tabaka ve kanselloz yapida i¢ tabaka olusur. Yaslanma siireciyle birlikte, kemik
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merkezi rezorbe olur. Bu siirecte, kemik dokusu yikilmakta ve kemik iligi tarafindan
doldurulmaktadir. Kemikteki bu yapisal degisim, yasam boyu devam eden remodeling
stireci olarak adlandirilmaktadir.(35, 36)

2.1.5 Kemik Iyilesmesi

Kemik dokusu, siirekli kuvvete maruz kalmasi ve viicudun kalsiyum depolama islevi
nedeniyle yapisal ve islevsel olarak dinamik bir doku olarak kabul edilir. Bu dinamik
Ozelligi sayesinde, kemik dokusu yikim yasadiginda tekrar yapilanarak iyilesme
saglanabilir. Kemik iyilesmesi, klinik ag¢idan ayirt edilmesi zor ancak histolojik olarak
tanimlanabilen dort asamadan olusmaktadir.(37) (Sekil 2.4.)

- inflamasyon Fazi

- Yumusak Kallus (Graniilasyon) Fazi

- Sert Kallus fazi

- Yeniden Sekillenme (Remodeling) Fazi

Kemik

Sekil 2.4. Kemik lyilesmesi
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inflamasyon Fazi

Kemik travmasi sonrasinda ilk olarak, ilgili bolgede inflamasyon meydana gelir. Travma
sonrasi 12-14 saat icinde, bolgedeki vaskiiler yapilarin pargalanmasi ile trombosit
agregasyonu ve pihti olusumu baslar. Olusan pihtinin gorevi; inflamasyon hiicrelerine,
endotelyal hiicrelere ve fibroblastlara matriks saglamaktir.(38) Akut enflamatuar yanit ilk
24 saat i¢inde pik yapar ve 7. giinde sonlanir. Yara bolgesine ilk olarak notrofiller go¢
eder. Notrofillerin gorevi akut enflamatuar fazi baslatmaktir. Sonrasinda bolgeye
makrofajlar, lenfositler ve plazma hiicreleri gelir. Makrofajlar hem bolgedeki nekrotik
dokular1 uzaklastirmak hem de iyilesme siirecini baslatan sitokin ve biiyiime faktorlerini
salgilamakla gorevlidir. Trombositler, makrofajlar ve kan hiicreleri tarafindan bazi
biiylime faktorleri salgilanmaktadir. Bunlar; transforme edici biiyiime faktorii (TGF-f),
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), trombositten tiiretilmis biiytime faktorii
(PDGF), fibroblast biiytime faktorleri (FGFs), interlokin-1 ve 6 (IL-1, IL-6), tim&r nekroz
faktor (TNF-a), kemik morfogenetik proteinleri (BMPs), insiilin benzeri biiylime
faktorleri-1 ve 2 (IGF1, IGF-2) ve makrofaj koloni uyarici faktorler gibi biiyiime
faktorleridir. Kemige uygulanan kuvvetler ve mekanik gerilimler sonucunda mezenkim
hiicreleri uyarilir. Mezenkim hiicrelerinin uyarilmasiyla bitylime faktorleri, kondroblast
ve osteoblastlara doniisiir. Yapim ve onarimda rol alan bu hiicrelerin kaynagi kemik iligi,

periost ve kan damarlaridir.(37)

Yumusak Kallus (Graniilasyon) Fazi

Meydana gelen inflamasyondan sonra travma bolgesinde fibrinden zengin bir graniilasyon
dokusu olusmaktadir. Graniilasyon dokusu, yarali bdlgenin stabilitesini saglayan
kikirdaktan olusan kallus adinda bir ¢at1 olusturur. Bu siirecte bolgede baskin olan doku,
avaskiiler kikirdak kallustur. Zamanla kemiklesmenin gerceklesmesiyle vaskiiler yapilar
da olusmaya baglar.(38) Bu asamada bolgede, hiicresel seviyede kondroblast ve

fibroblastlarin baskin oldugu goriiliir.(37)

Kondroblastlarin kollajen ve glikozaminoglikanlari sentezlemesiyle kikirdak bir matriks

olusur. Hyaluronik asit, kondrotin siilfat ve dermatan siilfat gibi glikozaminoglikanlarin
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yikksek su tutma kapasiteleri sayesinde matriksin boyutlart artar. Kallusta

mineralizasyonun baglamasi ise kallus i¢ine kondrositlerin gelmesiyle gerceklesir.(37)

Sert Kallus Faz

Bu faz, primer kemik olusumunun basladigi osteogenezisin en etkin dénemidir.
Osteoblastik aktivite en list seviyededir. Periferal kallus alanlarinda mineralize kemik
matriksi gozlenmesi ile karakterizedir.(37) Sert kallus olustuk¢a kalsifiye kikirdak yerini
non-lamellar kemige birakir. Boylelikle kemik mekanik agidan daha rijit, kuvvetlere karsi
daha direngli hale gelir. Bu fazda mineralize bdlgeye osteoblast ve osteoklastlarin gogii
ve yenilenmis dokunun vaskiilarizasyonu i¢in gerekli olan uyarici etki, kalsifiye kikirdak
sayesinde gergeklesir. Bolgeye gelen osteoklastlar, kikirdak matriksi rezorbe eder ve yara
yerinde non-lamellar kemigin olusmasini saglar.(37, 38)

Kemik iyilesmesinin iyi bir sekilde gerceklesmesi, yara bolgesindeki vaskiilarizasyonun
artmasina baglidir. Bolgede damarlanma arttikca oksijen basinci da artar ve bu da
osteoblastlarin farklilasmasi i¢in gereklidir. Yapilan ¢aligmalarda; anjiyojenik faktorler
kullanilarak damarlanmanin artirildigi durumlarda kemik olusumu ve iyilesmenin de
arttig1 tespit edilmistir.(37, 38)

Yeniden Sekillenme (Remodeling) Fazi

Kemik iyilesmesinin son agamasi, non lamellar kemigin lamellar kemige doniismesi ile
gerceklesir. Bu siire birka¢ aydan bir yila kadar siirebilir. Vaskiilarizasyon da bu fazda
devam eder. Lamellar kemik zamanla sert kallusun yerini alir; korteks ve medulla da
kademeli olarak gelisir. Kikirdak dokusunun rezorpsiyonu osteoklastlarin gesitli biiyiime
faktorleri, interlokinler ve sitokinler tarafindan uyarilmasiyla gergeklesir. Rezorbe olan
kikirdak dokusu, osteoblastlarin iirettigi osteoid doku tarafindan isgal edilir ve bdylece

mineralizasyon gergeklesir.(37, 38)

Osteoklastlar, yara bolgesinde olusan yeni kemiksi dokuyu remodelinge ugratarak kemik
anatomisini tekrar olustururlar. Osteoblastlar ise, yeni kemikte osteoid ve kalsiyum fosfati
daha fazla depolayarak mineralize matriks yogunlugunu artirirlar. Osteoblast ve

osteoklastlarin bu karsilikli aktiviteleri sonucunda kemik capi azalir, kemik yogunlugu
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artar. Sonug olarak; kemik, fiziksel aktivitelere kars1 koyma ve yiik tasima 6zelligini

yeniden kazanir.(37, 38)

2.1.6 Kemik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kemik iyilesmesi, bircok olaym etkisinde gerceklesen kompleks bir siirectir. Iskelet
gelisimi, biiylime faktorleri, beslenme, hormonlar, sigara, ila¢ kullanimi ve sistemik
hastaliklar kemik iyilesmesinde etkisi olan bazi faktorler arasinda yer almaktadir. Bu
faktorler, kemik gelisimini g¢esitli evrelerinde etkileyerek kemik olusumunu

yonledirmektedirler.(5)

Hormonlar

Paratiroid hormonu, kemik metabolizmasi i¢in 6nemli bir yere sahiptir. Bu hormon
etkisini; osteoklastlar1 aktiflestirerek gosterir ve dogrudan kemik rezorpsiyonunu arttirir.
Ancak diisiik dozlarda kullanildiginda trabekiiler kemik olusumunu arttirdig tespit
edilmistir Kemik metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip bir diger hormon da kalsitonin
hormonudur. Kan plazmasindaki kalsiyum konsantrasyonu arttiginda kalsitosin hormonu
salimir ve osteoklastlara etki ederek kemik rezorpsiyonunu engeller. Boylece kan
kalsiyumunu azaltarak kemik kalsiyum miktarini arttirir ve parathormonun tam tersi etki
gosterir.(6, 39) Biiylime hormonu, hipofizin anterior lobundan salinir ve epifizyal plak
gelisimini uyararak kemik metabolizmasini etkiler. Biiylime hormonu ve bu hormona
bagimli biiyiime faktorleri iskelet sisteminin biiyiimesinde, gelismesinde ve
remodelinginde 6nemli bir yere sahiptir. Bunun yaninda, kalsiyumun idrar ile atilmasini
ve bagirsak emilimini de artirmaktadir.(40) Testesteron, dstrojen gibi androjen hormonlari
da kemik metabolizmasinda etkilidir. Ossifikasyon merkezinin gelismesi ve iskeletin
olgunlagmasi gibi etkilere sahiptirler. Bu etkilerini epifizyal plak {lizerinden gosterirler.
Yapilan caligmalarda, Ostrojen eksikliginin osteoporoza neden oldugu bildirilmistir.(6)
Cao ve ark. (41) tarafindan yapilan deneysel calismada overektomi yapilarak Ostrojen
sentezi durdurulmus ve bunun sonucunda kirik iyilesmesinin olumsuz yonde etkilendigi
rapor edilmistir. Glukokortikoidler fazla salgilandiginda kemik iyilesmesini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bunun nedeni, osteoprogenitor hiicrelerin osteoblastlara

dontigmesini ve kollajen iiretimini engellemeleridir.(5) Tiim bunlarin disinda IL-1,
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osteoprotegerin, interferon, TNF, koloni uyaric1 faktor gibi bir¢ok faktor de kemik

metabolizmasi lizerinde etkili olmaktadir.(6)

Beslenme

Birgok besin, kemik metabolizmasmin gelisiminde etkin rol oynamaktadir. Ozellikle
kalsiyum ve fosfor agisindan zengin besinler, kemik gelisimini olumlu yo6nde
etkilemektedir. Kalsiyumun bagirsaklardan emilmesi ve kana karismasi, 6zellikle D
vitamini varliginda ger¢eklesmektedirir.(6)

Proteinler, insan viicudunun yasamsal fonksiyonlar1 i¢in O6nemli bir yere sahiptir.
Proteinler enerji tiretimi amaciyla kullanildiklarinda siilfat agiga ¢ikar ve agiga c¢ikan
siilfat metabolitleri bobreklerden atilir. Bu eliminasyonun gergeklestirilebilmesi icin de
plazmadaki kalsiyum kullanilmaktadir. Sonug olarak; proteinlerin sindirimi sonucunda
plazma kalsiyumun miktar1 azalmakta ve bu da kemik iyilesmesini negatif yonde

etkilemektedir.(42)

C vitamini, B6 vitamini ve ¢inko bag dokusunun temel yapisini olusturan kollajen
sentezinde gorev almaktadir. Dolayisiyla; bu vitaminleri igeren besinler eksik alindiginda

kemik metabolizmasi da etkilenmekte ve kemik iyilesmesi yavaslamaktadir.(43)

Yas

Yas arttikca; hiicrelerin rejenere olma kapasitesi de azalmakta ve yapim olaylar1 yerini
yikima birakmaktadir. Artan yasla orantili olarak; mezenkimal hiicre farklilagsmasi, yeni
kemik dokusu olusmasi, kemik iyilesmesi ve kirigim yeniden sekillenmesi
yavaglamaktadir. Ayrica kadinlarda artan yasla birlikte osteopordz riskinin artmasiyla da

kemik iyilesmesi etkilenmektedir.(54)

Ahskanhklar

Sigara ve alkol kullanimi gibi aligkanliklar da kemik metabolizmasi iizerinde etkilidir.
Sigara, yara iyilesmesini geciktirmekte ve doku yenilenmesini olumsuz yodnde
etkilemektedir.(44) Tiim bunlara neden olan en 6nemli etken, nikotinin vazokonstriiktor

etkisidir. Vazokonstriktor etki sonucu, yara bolgesine olan kan akimi azalmakta ve
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iyilesme olumsuz etkilenmektedir. Ayrca karboksihemoglobin diizeyinde, platelet
agregasyonunda, kan viskozitesinde artis ve kollajen sentezindeki azalma da nikotinin
kemik metabolizmasin1 olumsuz yonde etkiledigi durumlardir.(45) Nyquist ve ark.(46)
yaptiklar1 klinik ¢alismada, kronik alkol kullaniminin da, kemik yapimini azalttig1 rapor
etmiglerdir. Bu bilim insanlar1 alkol bagimlisi bireylerin iliak kemik densitometre

degerlerinin alkol kullanmayan bireylere gore daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.(46)

Sistemik Hastalhklar ve Ilaclar

Kemik iyilesmesi, birgok sistemik hastalik ve ilag tarafindan etkilenmektedir. Iyilesmeyi
olumsuz etkileyen sistemik hastaliklarin basinda diyabetes mellitus gelmektedir.
Diyabetes mellitusun primer ve sekonder olmak iizere iki tipi mevcuttur. Primer diyabetes
mellitus insiiline bagimliyken sekonder diyabetes mellitus insiilinden bagimsizdir. Her iki

tipinin de ortak 6zelligi, plazma glukoz miktarindaki artistir.(46)

Glukokortikoid hormonlarinin fazla salgilanmasi kemik iyilesmesini olumsuz ydnde
etkilemektedir. Bununla birlikte uzun siireli kortikosteroid kullanilmasi gereken cushing
sendromu, lupus eritematosuz gibi otoimmiin deri hastaliklar1 ve romatizmal eklem

hastaliklar1 gibi durumlarda da kemik iyilesmesi negatif yonde etkilenmektedir.(5)

Iskelet sisteminde genel tutuluma neden olan paget hastalifi, osteopetrozis, rasitizm,
osteomalazi, osteogenezis imperfekta, Gaucher hastaligi, poliastatik fibroz displazi gibi

genetik ve metabolitik hastaliklar da kemik iyilesmesini olumsuz yonde etkilemektedir.(6)

Sistemik hastaliklarin yaninda, bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan cesitli ilaglar da
kemik iyilesmesi lizerinde etkilidir. Bu ilaglara nonsteroid antienflamatuar ilaglar (NSAI),
bifosfonatlar, kortikosteroidler ve antidepresan ilaglar 6rnek olarak verilebilir. NSAI
ilaglar etkilerini prostoglandinler iizerinden gostermektedir. Prostoglandinler iltihabi
durumlarda aktiviteleri artan mediyatorlerdir. Biitlin viicut dokularinda oldugu gibi dis ve
dis ¢evresi dokularda da bulunurlar. Dis ¢cekimi gibi sekonder iyilesen yaralarda, hiicre ve
doku kayb1 daha fazla oldugu icin iltihab1 reaksiyon da daha siddetlidir. Dolayisiyla

sekonder iyilesmede prostoglandin aktivitesi normal dokuya gore daha fazladir. Bununla
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birlikte; sekonder iyilesmenin daha uzun siirede tamamlanmasina paralel olarak
prostoglandin aktivite diizeyi de anlamli olarak artmaktadir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda, NSAI ilaglar kemik iyilesmesini yavaslattigi belirtilmistir. Bunun nedeni
olarak; NSAI ilaglar prostoglandinlerin osteoblastik aktiviteyi arttirict etkisini

engelleyerek kemik iyilesmesini geciktirdigi diistiniilmektedir.(47)

Proton pompa inhibitorlerinin de yapilan ¢alismalar sonucunda osteoklastik ve
osteoblastik aktiviteyi etkileyerek kemik yapim yikimin1 bozdugu bildirilmistir. Kemik
iyilesmesinin bozulabilecegi, fraktiir riskinin artabilecegi, implant osseointegrasyonunun

azalabilecegi rapor edilmistir.(55, 56)

Son zamanlarda sik¢a kullanilan denosumab ve bifosfonat tiirii ilaclar da kemigi ciddi
sekilde etkileyerek iyilesmeyi bozmaktadir. Ozellikle uzun yarilanma émriine sahip olan
bifosfonatlar, kemik remodelingini olumsuz yonde etkilemektedir. Bifosfonatlar etkilerini
osteoklastlar {iizerinden gostermektedir. Bifosfonata maruz kalan osteoklastlar,
fonksiyonlarini kaybederek oliirler. Yasam siiresi dolan ve osteoklastlar tarafindan
rezorbe edilemeyen kemik dokusu nekroz olur ve ortamdan uzaklastirilamaz. Bunun
sonucunda, saglikli kemik dokusunun da devamliligi bozulur ve kemik hem yeniden
remodele olamaz hem de ortamda sagliksiz bir doku birakir. Bifosfonatlarin osteoporéz,
paget gibi sistemik hastaliklardan metastaz riski olan malign rahatsizliklara kadar genis

bir kullanim alani vardir.(48)

2.2 Trombositten Zengin Uriinler
Gegmiste oldugu gibi giinlimiizde de otojen materyallerin altin standart oldugu
degismeyen gergeklerden biridir.(57) Kan viicudumuzun yumusak ve sert dokularinin

iyilesmesinde en 6nemli otojen kaynak olarak kullanilir.(58)

[lk olarak 1980 yilinda trombositopenili hastalarda cerrahi adeziv olarak tanimlanan fibrin
yapistiricilar, yara sahasini kapatma amaciyla iyilesmenin baslamasini uyaran kan
kaynakli tirtinlerin ilk formudur.(59) Hemostatik ajan ve cerrahi yapistirict olmalarinin
yant sira doku iyilesmesini de olumlu yonde etkileyebilecekleri saptanmistir.(59)

Ozellikle trombositten zengin iiriinler olmak {izere kan konsantreleri baslangigta doku
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yapistiricilar: olarak kullanilsa da zamanla biyolojik materyallerin arasinda yerini almistir.
Trombositlerdeki dondstiiriicii  biiytime faktorii-beta (TGF-p)’nin  kesfiyle fibrin
yapistiricilarin sert ve yumusak doku rejenerasyonunda kullanilabilecegi diisliniilmeye
baslanmistir.(60) 1990’larda fibrin yapistiricidan daha yiiksek konsantrasyonda olan
trombosit ve fibrinojen iceren trombositten zengin plazma (TZP) kullanima
sunulmustur.(61) TZP, 1997 yilinda ilk defa Whitman ve ark.’nin (62) yapmis oldugu

calisma ile oral cerrahi alaninda da kullanilmaya baslanmastir.

2.2.1 Trombositten Zengin Plazma

Ik kez 1997 yilinda maksillo-fasiyal rekonstriiksiyon cerrahisinde trombositten zengin
preperasyonun etkilerinin anlatildign calismalarda, trombositten zengin plazma ve
icerisindeki biiytime faktorleri igerigine vurgu yapilarak tamitilmistir.(62) TZP
santrifiijlenmis kanin trombin ve kalsiyum ile aktivasyonundan sonra zayif bir fibrin ag1
olarak ortaya c¢ikan sivi veya jel formunda kullanilabilen birinci kusak bir trombosit
konsantratidir. Otojen olmalarina ragmen elde edilirken disardan yapay olarak sigir
trombini ve kalsiyum klorit ilavesi oldugu i¢in tamamen otojen olmayan {iriinlerdir. Ani
fibrin polimerizasyonu baslatildig1 icin sitokinler ve fibrin arasindaki sinerjinin kaybina
neden olur. i¢lerinde sigir trombini veya kalsiyum klorit (CaCl2) gibi yabanci 15 madde
ve yapay pihtilastiricilar bulunan materyallerin 6nemli dezavantajlari vardir. Bu
materyallerde iki santrifiij yontemi uygulanmaktadir. Ilk olarak yavas santrifiij sirasinda
EDTA (etilendiamin tetraasetik asit), CA (sitrik asid) ile kaplanmis tiipler ile dogal
pthtilasma engellenmektedir. 11k santrifiij sayesinde eritrositler ¢okeltildikten sonra ikinci
hizl1 santrifiij isleminde, yapay pihtilagma olusturmak i¢in alinan plazmanin igine sigir

trombini, CaCl2 veya baska yapay bir pihtilastirici ilave edilir.(63)

TZP gelistiricileri, bilylime faktoriiniin serbest birakilmasinda ve yara iyilesmesinin farkl
evrelerinde 6nemli bir rol oynadiklar1 gosterilse de, l6kositleri kan konsantrelerinden
¢ikarmay1 amacglamislardir.(64) TZP, kandan tiiretilen biiylime faktorleri kullanilarak
cesitli dokularin vaskiilarizasyonunu indiikleyebilen rejeneratif bir ajan olarak uzun
yillardan beri kullanilmasina ragmen koagiilopatiler, faktoér V ve faktor XI’a kars1 antikor

olusturulmasi gibi komplikasyonlara sebep olabilmektedir. Ayrica, ¢ogunlukla TZP'de
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bulunan pihtilasmay1 engelleyen maddelerin ilave kullanimu ile ilgili dezavantajlarin yara

iyilesme siirecini engelledigi gosterilmistir. (65)

TZP’nin Dezavantajlari;

1-Olusan {irlin tamamen otojen olmadigindan yara iyilegsmesinin ilk doneminde yabanci
madde reaksiyonu olusturarak dogal enflamasyona engel olabilmektedir.(65)

2-Yapay pihtilagsma ile olusan fibrin matriks yapist dogal pihtilasma ile olusan fibrin
matriks yapisindan farkli olarak daha rijittir. Bu durum, sert yapi igerigindeki biiyiime
faktorlerini kontrollii yavas bir salinimla degil de hizli ve kisa siirede salinmasina neden
olmaktadir.(66)

3- Maliyetinin yiiksek olmasi, hazirlama siirecinin birgok basamaktan olugmasindan

dolay1 zaman kaybina neden olur.(67)

2.2.2 Trombositten Zengin Fibrin

Birinci nesil trombositten zengin kan iriinlerinin dezavantajlari nedeniyle yeni kan
{iriinleri gelistirme arayislar1 devam etmistir. Ikinci nesil kan {iriinii trombositten zengin
fibrin (TZF), 2001 yilinda Fransa’da Choukroun tarafindan tanitilmistir.(68) Tanitilan bu
yontemde TZF’de herhangi bir antikoagiilan ilavesi bulunmayan cam kapli veya tamamen
cam olan tiipte kan alindiktan hemen sonra santrifiij edilmistir.(69) TZF’de kan herhangi
bir biyokimyasal modifikasyona ugramadigindan dogal pihtilagsma siireci gozlenmistir. Bu
yontemde pihtilasma cam tiipteki silika ile temas eden ve aktive olan trombositler
sayesinde baglarken vakit kaybetmeden 2700-3000 rpm devirde (yaklasik 400 G goreceli
santrifiij kuvveti (Rcf)) 10-12 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Tiipiin silika ¢eperine
ortalama 400 G ile garpan trombositler aktive olmakta ve fibrin polimerizasyonu
uyarilarak l6kositten ve trombositten zengin fibrin piht1 elde edilmektedir.(66) Her
santrifiij cthaz1 ayni devirde ayn1 G kuvvetine sahip degildir. G kuvveti; santrifiijiin donme

hizina (rpm) ve motor yarigapina gore farklilik géstermektedir.

Rcf ya da G kuvveti= 1.12x r (mm)x (rpm/1000)? (70)
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Santrifiij isleminden sonra tiipiin en alt katmaninda kirmiz1 kan hiicreleri (eritrositler), en
ist katmaninda trombositlerden fakir plazma ve tiipiin orta katmaninda trombositlerden
zengin fibrin ptht1 olmak tizere, ii¢ tabaka olusmaktadir. Cam tiipe alinan kanin santrifiije
gec konulmasi durumunda, bu ii¢ dogal pihtilasma katmani ayrilmadan olusacagindan
istenilen sonug¢ alinamaz. Trombosit ve lokositlerin fibrin igerisindeki dagilimlar
homojen degildir. TZF piht1, ana gdvdeyi olusturan sar1 renkte fibrin bir kisim ve pihti
sonunda kirmizi bir kisimdan olusur. TZF pihtisinin bu iki kism1 arasinda, 16kositlerin ve
trombositlerin en yogun olarak bulundugu beyazimsi kisim ‘buffy coat’ olarak
adlandirilir.(71) Cerrahi uygulamalarda ‘buffy coat’ kisminin tamamen uzaklastiriimayip,

fibrinin tizerinde bir miktar bu kirmiz1 tabakanin da bulunmasi 6nerilmektedir.(70)

Ik olarak gelistirilen tamamen otojen trombositten zengin fibrin énce TZF olarak
isimlendirildi, ardindan 16kositten de zengin oldugu i¢in L-TZF olarak isimlendirildi.(67)
Giliniimiizde 6zellikle dis hekimliginin periodontoloji ve implantoloji alanlarinda TZF
yaygin olarak kullanilmaktadir.(72) Tamamen otojen olmasi ve higbir yabanci madde
icermemesi TZF ile olusan yara iyilesmesinin dogal enflamasyona sahip olmasini
saglamistir ve Ozellikle yumusak dokularda, dogru metotlar ile kullanimlarda basarili
sonuglar alimmistir.(73) Bilindigi tizere enflamasyon, hastalik veya travmaya verilen
olumlu bir yanit veya islem olarak ortaya ¢ikar.(74) Akut enflamasyonun ¢oziilmesi
(rezoliisyonu) baslangicta yaralanmanin kisa sureli ve limitli oldugu durumlarda
gerceklesir ve boylelikle dokuya zarar veren uyaran ortadan kaldirilarak doku normale
doner.(75) TZF trombositler, 16kositler, sitokinler ve dolasimda bulunan kok hiicrelerin
konsantre halde bulundugu kompleks giiglii ii¢ boyutlu mimaride olan bir fibrin yapidan
olusur.(71)

Alinan kanin igerisindeki trombositlerin % 97’sinin, 16kositlerin ise %50°den fazlasinin
bu ti¢ boyutlu fibrin yapisi ile TZF pihti igerisinde bulundugu belirtilmistir.(71) Cam ile
aktive edilen fibrinin ag yapisi itibariyla insan dokularinda 7-11 gilinde rezorbe oldugu, bu
rezorbsiyon siiresinin yumusak doku iyilesmesi i¢in yeterli oldugu, buna ragmen sert doku

iyilesmesinde tek basina kullanildigindaki osteokondiiksiyon 6zelliginin halen daha kesin
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olmadig: bildirilmistir. TZF, otojen veya otojen olmayan greft materyalleri ile birlikte

tistlin 6zellikli bir biyolojik materyal olarak kullanilmaktadir.(66)

Kisa veya uzun donemde cam tiip veya cam kapli plastik tiiplerde silika ile etkilesimin
kaginilmaz bir durum olmasi, silika partiikiillerinin biiylik miktarinin santrifiij sirasinda
kirmizi kan hiicreleriyle birlikte ¢okelmesine ragmen, az bir miktarin buffy coat, fibrin ve
trombositten fakir plazmada asili kalabilmesi ve tedavi esnasinda bu partikiillerin hastaya
gegme ihtimali gibi yan etkilerin eliminasyonu igin titanyum trombositten zengin fibrin
(T-TZF) gelistirilmistir (76, 77) Bu yontemdeki fibrin, geleneksel TZF prosediirii
seklinde, herhangi bir antikoagiilan igermeyen 10 ml titanyum tiiplere hemen alinan venoz
kanin 2800 rpm de 12 dakika santrifiij edilmesiyle elde edilmektedir. Fibrin pihti,
titanyum tip igerisinde kirmizi kan hiicreleri ile hiicresiz plazma arasinda

bulunmaktadir.(77)

T- TZF, trombosit aktivasyonunda silika yerine titanyumu kullanarak daha siki bir fibrin
ag yapisinin olusmasini saglamaktadir.(78) Bu siki fibrin yapisi ise T-TZF membranin
doku icindeki rezorpsiyon siiresini arttirarak tek basina otojen greft materyali olarak
kullanilmasimi miimkiin kilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda T-TZF yumusak doku ve
kemik iyilesmelerinde iyi sonuclar vermis ve doku i¢ine yerlestirildikten sonra 30 giinden
daha fazla rezorbe olmadan kalabildigi gosterilmistir.(139) Ayrica uzun rezorbsiyon
stiresi ve dogal matriks yapisindan dolayi viicut i¢indeki kemik iyilesme mekanizmalarini

harekete gecirdigi de gosterilmistir.(77)

TZF pihtisinin histolojik analizlerinde, fibrin iskele i¢indeki trombositlerin ve inflamatuar
hiicrelerin esas olarak TZF pihtisinin proksimal kisminda biriktigi gosterilmistir.(79) Bu
nedenle TZF bazli matrikslerin rejeneratif kapasitesini arttirmak i¢in modifiye edilmis
santrifiij protokollerinin TZF matriksi icindeki hiicresel dagilimi ne Olciide
etkileyebilecegi arastirilmistir. G kuvveti azaltilirken santrifiijleme siiresinin arttirilarak
gelismis 16kosit sayilarma, ozellikle notrofilik graniilositlere sahip bir gelistirilmis
trombositten zengin fibrin (advanced platelet rich fibrin (G-TZF)) elde edilmistir. G-TZF,

giiclii li¢ boyutlu fibrin matriks ile karakterizedir ve biiyiime faktorlerinin yavas ve stirekli
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salinimi i¢in bir ortam ve anjiyogenezis igin bir iskele olarak hizmet etmektedir.(69)
Ayrica G-TZF igindeki trombositler ve 16kositler TZF'ye kiyasla tiim pihtiya esit olarak
dagilmaktadir.(79)

Daha iyi bir otojen materyal elde etmek amaciyla santrifiij siiresini ve hizin1 degistirerek
konsantre biiytime faktorii (CGF), G-TZF ve enjekte edilebilen trombositten zengin fibrin
(E-TZF) tirtinleri gelistirilmistir (79, 80) E-TZF’de plastik tiip kullanimi ile TZF membran

olusmadan s1v1 halde iken viicuda verilmesi amag¢lanmaktadir.

TZF’lerin santrifiij protokolleri:
1- TZF (L-TZF) 2700 rpm 12dk (69)

2- T-TZF 2700 rpm 12dk (77)
3- G-TZF 1500rpm 14dk (79)
4- CGF 2400-2700 rpm 12dk (80)

5- E-TZF 700 rpm 3dk (81)

2.2.3 Enjekte Edilebilen Trombositten Zengin Fibrin (E-TZF)

TZF iirlinlerindeki son gelismelerden biri, enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin (E-
TZF)'in tretilmesidir.(82) TZP ile kiyaslandiginda, TZF’nin uygulamalarini sinirlayan
dezavantaj1 enjekte edilmeye uygun olmayan bir jel halinde elde edilmesiydi. Dogrudan
enjeksiyonlarin yani sira ¢esitli biyomalzemelerin anjiyojenik potansiyellerini gelistirmek
icin kullanilabilen enjekte edilebilir TZF bazli bir matriksin gelistirilmesi i¢in klinik bir
ihtiya¢ bulunmaktaydi.(83) TZP enjeksiyonlar1 diz artroplastisi, plastik cerrahide, kalp
ameliyatlar1 sonras1 enfeksiyon riskini azaltmak, spor sakatlanmalari, ortopedi ve
travmatolojide tendon,ligament yaralanmalari, osteoartrit, kas-iskelet rejeneratif
prosediirleri, meniskiis vb., dermatolojide alopesi, akne vb. alanlarda
kullanilmaktadir.(84, 85) Tiim bu uygulamalar, lokal yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in
TZP'de yer alan trombositler tarafindan salinan otojen biiyiime faktoriiniin etkisine
dayanmaktadir.(86) Yapilan c¢alismalarda, TZF'den 7-11 giin boyunca biiylime
faktorlerinin  salindigi  bildirilmistir.(11) TZF’de devamli biiyiime faktorlerinin
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salimmminin hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve farklilagsmasi {izerinde daha giiglii

uyarici etkisi oldugu belirtilmistir.(87)

Wend ve ark.(81) diisiik ve sabit santrifiijleme siiresinde (3 dakika) kademeli olarak
azaltilan G kuvvetinin ( yiiksek G kuvveti:2800 rpm, orta G kuvveti: 1400 rpm ve diisiik
G kuvveti:E-TZF:700 rpm) etkisini arastirdiklart ¢alismalarinda 16kositler, nétrofiller,
monositler ve lenfositlerin toplam hiicre sayisi, diisiik G kuvveti kullanilan E-TZF’den
daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. TZF temelli matrikslerin gelistirilmis rejeneratif
potansiyelinden 6tiirti, bu materyaller dogal bir ilag dagitim sistemi olarak hizmet etmek

icin potansiyel bir kaynak haline gelmistir.(11)

2.3. Kemik Greftleri

Kemik greftleri osteojen, osteokondiiktif ve osteoindiiktif aktiviteyi saglayarak kemik
dokusunun iyilesme yanitini artiran, tek basina veya diger materyallerle birlikte kullanilan
materyallerdir. Oral ve maksillofasiyal cerrahide sik¢a kullanimi olan kemik greftleri kas
ve iskelet sistemi tiimdrleri cerrahisi, travma, osteomyelit, konjenital anomaliler, revizyon
artroplasti cerrahisi gibi rekonstriiktif miidahaleler esnasinda olusan kemik defektlerini
doldurmak amaciyla, kemik greftleri ve kemik grefti yerini alabilecek materyaller siklikla
kullanilmaktadir.(88, 89)

Kemik greftinin etkinligini saglayan biyolojik mekanizmalar; osteogenezis,
osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyondur. Osteogenezis, kemik greftlerinden koken alan
osteoprogenitor hiicrelerinin canli osteoblast hiicrelerine doniiserek yeni kemik
olusumunu indiiklemesi olayidir. Osteokondiiksiyon, kemigi olusturan bilesiklerin; alict
kemik bolgesinden greft icine ilerleyebilmesine, yeni olusan kilcal damarlara,
perivaskiiler doku ve osteoprogenitor hiicrelere cansiz bir iskelet gorevi goren yapisal gati
olusturmasidir. Osteoindiiksiyon, c¢evresel mezenkimal hiicrelerin stimiile edilerek
kikirdak ve kemik iireten hiicrelere doniisiimlerinin saglanmasidir. Yani yeni kemik

olusumunun uyarilmasidir. (88-91)
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2.3.1. Kemik Greftlerinin Siniflandirilmasi

Kemik greftleri, otogreftler, allogreftler, ksenogreftler ve alloplastlar olmak iizere dort
kategoriye ayrilir. Otogreftler aspire kemik iligi, spongioz kemik, nonvaskiiler kortikal
kemik ve vaskiilerize kemik olmak tizere ¢esitli tiplere sahiptir.(89) Allogreftler ise greft
tipine gore kondral, spongiyoz ve osteokondral olarak simiflandirilir. Elde edilme
yontemine gore ise taze, dondurulmus, dondurulup kurutulmus ve demineralize edilmis
seklinde kategorize edilir. Ayrica, steril edilme yontemlerine gore steril olarak islenmis,

radyasyonla steril edilmis ve etilen oksit ile steril edilmis olarak siniflandirilir.(88)

2.3.2 Otogreftler

Hastanin kendisinden elde edilen ve ayni hastada kullanilan greftlerdir. Canli kemik
hiicreleri ve kemik morfogenetik proteinlerini icermesi nedeniyle osteojenik etkiye
sahiptir. Yerlestirildigi bolgede; osteogenezis, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon

saglamasi nedeniyle kemik greftleri arasinda altin standart olarak kabul edilmektedir.(92)

Otojen kemik greftleri agiz iginde; maksilla tiiber, zigomatiko-maksiller ¢ikinti, zigoma,
mandibula simfiz ve ramustan elde edilebilmektedir. Otojen greftler agiz disinda,
genellikle iliak krestten, kostadan, distal femurdan ve proksimal tibiadan temin
edilebilmektedir.(93) Kemik blok halinde ya da partikiil formunda elde edilebilmektedir.
Kortikal, kanselloz ya da kortiko-kanselloz yapida bulunmaktadir. Avantajlari arasinda
greftin osteojenik aktiviteye sahip olmasi ve konagin grefte karsi diisiik immiin yanit
gostermesi yer almaktadir. Bununla birlikte, greftin elde edilmesi i¢in ikinci bir cerrahi
alanin agilmasi, intraoral elde edilme miktarinin kisitli olmasi, dondr bdlgenin morbidite

riski, greftin hizli rezorbe olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.(91, 94, 95)

2.3.3 Allogreftler

Allogreft de otogreft gibi insanlardan elde edilmektedir. Fakat allogreftin farki, greftin
hastanin kendisinin yerine farkli bir kisiden elde edilmesidir. Allogreftler, kemik bagisi
yapan kadavralardan alinmakta, boylece ihtiyag durumunda istenilen miktarda kemik
bankalarindan alinip kullanilmaktadir. Hem osteoindiiktif hem de osteokondiiktif

Ozellikleri bulunmaktadir.(96) Otojen greftlerle karsilastirildiginda kolay elde edilebilir
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olmasi, ikinci cerrahiye gerek duyulmamasi, post-operatif hasta sikayetlerinin ve
operasyon siiresinin daha az olmasi gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Dezavantaji ise
antijenik cevap olusturabilmesi ve bakteriyel veya viral kontaminasyon riski
tasimasidir.(96-98) Alici ve verici kisiler arasinda genetik farkliliklarin neden oldugu
immiin cevabini &nlemek amaciyla antijenite azaltan ve ayni zamanda hastalik
bulagsmasini dnleyen ¢esitli yontemler uygulanmaktadir. Bu amagla glintimiizde kullanilan
yontemler, dondurma, dondurarak kurutma ve demineralize ederek dondurarak

kurutmadir.

2.3.4. Ksenogreftler

Ksenogreftler farkli tiirdeki canlilardan elde edilen greftlerdir. Sigir, domuz veya
mercanlarin iskeletinden elde edilebilmektedirler. Yalnizca iskelet yapi olarak gorev
yapmasi amaciyla kullanilan bu greftlerin igerisindeki organik komponentler deproteinize
edilmektedir. Deproteinizasyon sonucunda geriye porozli inorganik yapi kalir. Bu
porozlii yapi, icerisinde damarlanmanin ve hiicre gogiiniin baslamasi i¢in osteokondiiktif

etki gosterir.(90)

2.3.5. Alloplastlar

Sinterleme yontemiyle elde edilen, sentetik kemik benzeri greftlerdir. Otojen greftlerin
hizli rezorbe olmas1 ve kisitli miktarda elde edilmesi, allogreftlerin hastalik tagima riski
gibi dezavantajlarindan dolay1 son yillarda sentetik materyallerin kullanimi artmustir.
Rezorpsiyon siireleri fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore degisenlik gostermektedir.
Kalsiyum karbonat (CaCO3) kirtlgan ve kolay rezorbe olmaktadir. Ancak hidroksiapatit
(HA) ile trikalsiyum fosfatin (TCP) kombine kullanimi ile hem sert yapida hem de rezorbe
olabilen bir materyal elde edilmektedir. Kullanilan materyale gére osteokondiiktif ve
bazen de osteoindiiktif etki gosterebilmektedir.(99) Dezavantaji ise nadiren de olsa

yabanci cisim reaksiyonu olusturabilmesidir.(89, 100)

2.4. Wnt/B3- catenin Sinyal yolag:

Wnt sinyal yollar1 eriskin donemde rejeneratif kapasitesi olan hiicrelerin adezyonunda,

hedef hiicrelerin gen trankripsiyonunun kontrol edilmesinde, embriyonik dénemdeki
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hiicrelerde ise hiicre polaritesinin, proliferasyonunun saglanmasinda, hiicre
farklilasmasinda ve gogiinde 6nemli rol oynamaktadir.(101) Wnt/B-cat sinyal yolagi, Wnt
sinyal yollarindan birisidir. Wnt/B-cat sinyalizasyonun aktivasyonu, doku hasarinda erken
bir cevaptir ve tiim dokulardaki hiicresel temelli onarimin uyarilmasi igin gereklidir.(102,

103) (Sekil 2.5.)

Genel olarak Wnt sinyal yolagimun aktivasyonunun azaltilmasinin rejeneratif kapasiteyi
azalttig1 bilinmektedir.(104) Giiglii rejeneratif kapasitesi olan planaryalarda Wnt sinyal
yolaginun inhibe edilmesi sonrasi bi¢imsiz anatomik olusumlar ortaya ¢ikmistir.(105-107)
Rejeneratif kapasitesi limitli olan dokularda ise Wnt sinyal yolagi tamir igin
gereklidir.(104) Ornegin, iskeletteki kirik sonrast Wnt sinyal yolagi inhibe edilirse
kaynasmamis kemik ortaya ¢ikmaktadir.(23, 108, 109) Memelilerde cilt yaralanmalarinda
iyilesme genelde skarla olmaktadir ancak Wnt sinyal yolagi aktive edildiginde tamamen
islevsel epidermis olustugu goriilmiistiir.(110) Multiple myeloma hastalarinda yeni kemik
olusumunu tesvik etmek icin Wnt Sinyal yolaginun aktive edilmesiyle ilgili fazl/1l klinik
caligmalar yiiriitiilmektedir.(111, 112) Kemoterapi sonrasi ortaya ¢ikan oral mukozitisin
tedavisi amaciyla yapilan bir ¢alismada Wnt agonisti olan R-spondin’in sistemik

kullaniminin mukoza yenilenmesini uyardigi gosterilmistir.(113)

Wnt sinyal yolagimun periodontal dokularin gelisiminde ve homeostazindaki rolii
bilinmektedir.(108, 114-116) Wnt antagonistlerinin faktorlerin aktivasyonu ile
olusturulan Wnt sinyalinde azalma, Wnt ligandlarinin eksikligi veya Wnt reseptorlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar kemik kaybina neden olmaktadir. Popelut ve ark.(102),
farelerde implant cerrahisi sonrasi osseointegrasyonu inceledikleri ¢alismada Wnt
sinyalinin kemik olusumundaki asil roliiniin yani sira, implant osseointegrasyonunda
yaygin bir kullanima sahip olabilecegini gostermislerdir. Farelerde B-kateninin baglandigi
trankripsiyon faktorii olan lenfoid baglayici faktor (Lef-1) eksikliginin eksik dis
olusumuna ve dis gelisiminde tomurcuk sathasinda duraklamaya sebep oldugu
gosterilmistir.(117) Lef-1’in asir1 ekspresyonu ise epitelde artis ve dis benzeri yapilarin

olusumuna sebep olmaktadir.(118)
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Sekil 2.5. Wnt sinyal yolag: osteoblast/osteoklast aktivitesi

2.4.1 Glikojen Sentaz Kinaz-3 (GSK-3)

Glikojen sentaz kinaz (GSK), glikojen sentezinin diizenlenmesindeki fonksiyonunu
tanimlamak tizere calisilan ilk kinazlardan biridir.(92-94) GSK-3'e duyulan ilgi son
yillarda glikojen metabolizmasinin 6tesine ge¢mis ve GSK-3'liin pek cok hiicresel ve

fizyolojik olayda merkezi bir rol oynadigi bilinmektedir.(94)

GSK-3'lin ti¢ formu (GSK-3a, GSK-3 ve GSK-332) Wnt ve Hedgehog sinyal yollarinda,
hiicre boliinme siklusunda, kok hiicre yenilenmesinde ve farklilasmasinda, apoptozda,
transkripsiyonda ve insiilin aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar. Ayrica,
GSK-3'lin farmakolojik inhibitdrlerinin Alzheimer hastaligi, bipolar affektif bozukluk,
diyabet gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.(94)

Yapilan calismalarda GSK-3 inhibitorleri in-vitro olarak arastirilmig ve siganlarda
osteoblast farklilagmasini ve kemik kiitlesini arttirdig1 goriilmistiir.(119) Derin ¢iiriiklii

dislerde yapilan bir ¢alismada GSK-3 inhibitorleri reperatif dentin yapmini indiikledigi ve
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dogal, islevsel dentin olusturdugu gosterilmistir.(120) GSK-3’iin birgok kii¢iik molekiil
inhibitorii gelistirilmis ve farkli deneylerde etkili bir sekilde Wnt aktivitesini diizenledigi
gosterilmistir. Tideglusib (NP-12, NP03112) bir GSK-3f inhibitoriidiir ve Alzheimer gibi
norolojik bozukluklarin tedavisinde klinik olarak denenen bir ilagtir. Ayrica farelerde

pulpa hasarinda reperatif dentin olusturdugu da gosterilmistir.(120, 121)

2.4.2 Tideglusib

Tideglusib Wnt/B katenin yolaginda kritik regiilatér olan GSK-38 aktivitesini suprese
etmektedir.(122, 123) Tideglusib kullanimi sonrasinda glikojen sentaz kinaz 38 (GSK-
3B)’ nin beyinde ciddi derecede yiikselmesi Alzheimer hastalarinda etkili olabilecegi
izlenimi yaratmistir. Ayrica hiicre canliligini siirdiiren genlerin transkripsiyonlarini
onleyen B-katenin yolagini baskilamasi da 6enmli bir konudur. Tiim bu etmenler bu

kinazin Alzheimer i¢in potansiyel ilag olduguna isaret eder.

GSK-38 doku iyilesmesi yolaginda da dnemli bir role sahiptir. Bu yiizden, bu ilacin son
yillarda derin dentin ¢iiriiginiin tamiri tizerindeki etkisiyle ilgili calismalar yapilmaya

baslanilmistir.

Dentin ve kemik doku yapisal olarak ve iyilesme mekanizmasi agisindan benzerlik
gostermektedir. Dentinin agirliginin %70’ i mineral matriks, %20’si organik matrix, %10’
u sudan olusurken; alveolar kemigin agirliginin % 65’1 mineral matriks, %25°1 organik
martiks, %10’u sudan olusur.(124) Bu benzerlikten yola ¢ikarak biz de Tideglusib’in ayni
etki mekanizmasiyla kemik dokusuna etki edebilecegini diisiinmekteyiz. Ancak
bildigimiz kadariyla kemik iyilesmesinde tek basma veya greft tiirleriyle birlikte

uygulanmasina yonelik heniiz literatiirde az sayida ¢calisma bulunmaktadir.

Yapilan ¢aligmalar g6z oniine alindiginda, rejenerasyonda énemli bir role sahip Wnt/3 cat
sinyal yolaginun aktive edilmesinde GSK-3 inhibitorii bir molekiil olan Tideglusib’in
potansiyel etkisinin ortaya ¢ikartilmasinin kemik iyilesmesinde potansiyel bir etkiye sahip

olabilecegi diisliniilebilir.

Bu yiizden bu ¢alismanin amaci deneysel olarak olusturulan kalvaryal kemik defektlerinin
lyilesmesinde;
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E-TZF’nin kemik iyilesmesi lizerindeki etkilerini degerlendirmek,

. Tideglusib’in kemik iyilesmesi lizerindeki etkilerini degerlendirmek,

E-TZF, Tideglusib ile ksenogreftin kemik iyilesmesi iizerindeki etkilerini
degerlendirmek,

E-TZF ile Tideglusib’in kemik iyilesmesi lizerindeki etkilerini karsilagtirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 3 aylik, ortalama 250-350 gram agirligindaki, saglikli, eriskin
disi 40 adet rat iizerinde yiiriitiildii. Bu ¢alisma Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu’nun 12.07.2021 tarih, 2021/4 toplantili, 2021.07.001 protokol ve 100 say1li
karar1 ile onaylandi. Denekler deney oncesi laboratuvar sartlarina alismasi igin 1 haftalik
alisma donemine birakildi. Calisma boyunca denekler, veteriner hekim kontroliinde uygun
kafeslerde ve her bir kafeste 2 denek olacak sekilde yerlestirildi. Deneklerin hepsi standart
laboratuvar diyeti (sigan yemi ve musluk suyu) ile beslendi. Tiim ratlar, 22 £ 2 °C
sicaklikta %40-%60 nem oraninda, siirekli 1lik ve temiz havada, 12 saat aydinlik, 12 saat

karanlik siklusta barindirildi.

3.1.2 Cahsma Gruplari
Denekler randomize olarak 1 adet kontrol grubu (grup 1) ve 4 adet ¢calisma grubu (grup 2,
grup 3, grup 4, grup 5) olmak tizere, her biri 8 adet rat igeren toplam 5 gruba ayrildi. Tiim

gruplarda yapilan cerrahi islemler genel anestezi altinda gergeklestirildi.

1.Calisma Grubu (Kontrol Grubu-Jelatin Siinger)

2.Calisma Grubu (Tideglusib+Jelatin Siinger)

3.Calisma Grubu (Tideglusib + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger)

4. Calisma Grubu (E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Stinger)

5. Calisma Grubu (Tideglusib + E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger)

3.2. ilacin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

3.2.1 Tideglusib

Deney Oncesi ratlar tartilarak kilolar1 kaydedildi ve uygulanacak ila¢ miktar1 kat1 formda
olan Tideglusib ile sivi formda olan E-TZFnin defekt sahasina uygulanirken
standartizasyonunu  saglamak  amaciyla;  Tideglusib (2-(1-naphthalenyl)-4-
(phenylmethyl)-1,2,4-thiadiazolidine-3,5-dione, Cayman 50 mg, Abd) dimetil siilfoksit
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ile dilue edildi. Tideglusib defekt basina 10 pl hacme 50 nM, jelatin siinger
uyguland1.(29, 125) (Sekil 3.1.)

ile

Sekil 3.1. Tideglusib
3.2.2 Jelatin Siinger

Defekt sahasina uygulanmak {izere steril emilebilir jelatin siinger (Surgispon, Tirkiye)

Ce

2460

SURGISPON"

ABSORBABLE MATHOSTATIC GELATIN SPORGE

kullanildi.(Sekil 3.2.)
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Sekil 3.2. Surgispon(Tiirkiye) emilebilir hemostatik siinger

3.2.2. E-TZF’nin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

E-TZF eldesinde ¢alisma grubunda yer almayan denek rattan anestezi altinda agrisiz
olarak venéz 5 ml kan alindi. Alman kan katkisiz plastik tiip (Sekil 3.4) igerisine
yerlestirilerek, 700 rpm devirde 3 dakika santrifiij (Hettich Eba 20,Abd) edildi.
Santrifiijleme sonrasi olusan sari-turuncu renkli sivi, steril enjektor igine g¢ekilerek

santrifiij tamamlandiktan 2-3 dakika igerisinde defekte uygulandi.(126, 127) (Sekil 3.3.)

Sekil 3.3. Santrifiij cihazi(Hettich Eba) ve uygulama protokolii (rpm x siire)
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Sekil 3.4. Katkisiz plastik tiip

3.2.3. Kemik Grefti

Deney gruplarinda kullanilmak iizere ksenogreft (Geistlich Pharma, Wolhusen, Isvicre)
kullanildi. Greftler kullanimdan 6nce steril serum fizyolojik soliisyon igerisinde bir siire

bekletildi. (Sekil 3.5.)

Geistlich

Sekil.3.5. Ksenogreft
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3.2.4. Anestezik flaclarin Hazirlanmasi

Cerrahi girigsim Oncesi tiim ratlara intraperitonel enjeksiyon ile preanestezik ajan olarak
20 mg/kg dozda Xylazine HCI (Alfazyne, Ege-Vet, Tiirkiye) ve genel anestezik ajan
olarak 90 mg/kg dozda Ketamin HCI (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) uygulandi.

3.3. Kemik Defektinin Olusturulmasi

Cerrahi girisimlerin tiimli, yukarida anlatilan anestezi protokolii uygulanarak
gerceklestirildi. Ratlar supin pozisyonda ameliyat masasina yatirildi. Cerrahi bolgenin
asepsisi povidon iyot ile saglandiktan sonra ratlarin kafa derisinde 15 numarali bistiiri ucu
kullanilarak sagittal suturu takip eden 2cm’lik tam kalinlikta insizyon yapildi. Yumusak
dokular ve periost kaldirilarak rat kalvaryumuna direkt ulasim saglanildi. Kritik-boyutlu
kalvaryal defekt daha 6nce tanimlandigi gibi olusturuldu.(128, 129) Cerrahi loop ile,
yavas hizda bir el matkabi kullanarak, serum fizyolojik irrigasyonu altinda parietal orta
hatta 5 mm'lik bir kalvaryal kemik defekti olusturuldu.(130) Islem esnasinda duranin zarar
gormemesi i¢in Ozen gosterildi. Kanama kontroliiniin ardindan yumusak dokudaki
insizyon rezorbe olabilen sentetik siitur 4.0 vicryl (Pegalak-Dogsan, Tiirkiye) yardimiyla
bolge primer olarak kapatildi. (Sekil 3.6.- Sekil 3.13.)

Sekil 3.6. Cerrahi Oncesi ¢alisma sahasinin tiraglanmasi
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Sekil 3.7. Cerrahi 6ncesi hazirlik ve asepsi

Sekil 3.8. Asepsi altinda insizyon bolgesi ve subperiostal flap kaldirilmasi
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Sekil 3.9. Defekt sinirlarinin olusturulmasi

Sekil 3.10. Smm capta kemik eksizyonu sonras: defekt sahasi
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Sekil 3.11. Defekt sahasina Tideglusib eklenmis ratta(Grup 2) intraoperatif goériiniim

Sekil 3.12. Defekt sahasina E-TZF,Ksenogreft ve Tideglusib eklenmis rat, intraoperatif gériiniim
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Sekil 3.13. Postoperatif suture edilmis rat kalvaryasi

3.4. Operasyon Sonrasi Bakim

Postoperatif donemde antibiyotik 40mg/kg sefalosporin ve analjezik ajan subkiitan
karprofen (Rimadyl® , Pfizer, New York, Illinois, ABD) 5 mg/kg dozda olacak sekilde 5
giin boyunca tiim deneklere uygulandi. Deneyin 8. haftasinda, deneklere IV yiiksek doz
(150 mg/kg) tiyopental sodyum (Pental®, IE Ulagay, Tirkiye) ile genel anestezi
protokolii uygulandi ve deneklerde otenazi gergeklestirildi.(131, 132) Sonrasinda
deneklerin kalvaryum kemiklerini i¢eren kafa kismi ¢ikarildi ve denekler histopatolojik

ve histomorfometrik inceleme i¢in hazirlandi.

3.5. Radyografik Analiz

Otenazi isleminden sonra defekt alan1, komsulugundaki saglam kemik dokularla ile ¢evre
dokudan diseke edildi. Doku eksize edildikten sonra radyografik goriintiilemede gevre
dokularin artefaktin1 6nlemek icin kirpildi ve 3-4 giin boyunca 4°C'de %10 formaldehit-
PBS (pH = 7.4) iginde sabitlendi. Kalvarya dokular1 bir mikroradyografi {initesi (X-ray
tube: ORIX-65, Ardet®, Istanbul, Turkey. Parameters: 65 kVp, 8 mA, 0.1 s, 30-cm film-

focus distance) kullanilarak goriintillendi. Kaset tizerindeki goriintiiniin dijital ortama
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aktarilmasi i¢in bilgisayarli radyografi okuyucu (FCR Prima T2, FujiFilm®, Tokyo,
Japonya) kullanildi ve elde edilen goriintiiler saklandi. Goriintiiler anonimlestirilip
randomize edildikten sonra iki gozlemci tarafindan bilgisayar yaziliminda (Image
Intelligence™, FujiFilm®, Tokyo, Japonya) kor olglimlerle degerlendirildi. Standart
sapma, kemik kalsifikasyonun gerceklesmedigi diisiiniilen radyolusens alan ve bu
bolgenin periferinin degeri hesaplandi. Bu veriler istatiksel analizler i¢in kullanildi. (Sekil
3.14))

Ortalama:826.17
Standart sapma:23.90

Maksimum deger:852.00
Minimum deger:731.00
periferi:1.89cm
Alan:0.13cm2

Sekil 3.14. Radyolusens kemik sahasinin sinirlar ve bu sahanin alan dl¢iimii

3.6. Histopatolojik Preparatlarin Hazirlanmasi ve Analizi

Rat kalvaryumdan alinan defekt alani rnekleri %10'luk nétral formalin soliisyonunda 48
saat stireyle fikse edildikten sonra %5'lik nitrik asit soliisyonu ile dekalsifiye edilmis
kapali sistem doku takibine alindi. Dekalsifikasyon sonrasi ornekler parafin bloklara
goémiildii. Parafin bloklardan hazirlanan 4 mikronluk kesitler hematoksilen&eozin (H&E)
boyasi ile boyanarak 1sik mikroskobik olarak incelemeye alindi. Elde edilen kesitlerde,
bilgisayarli dijital kameraya (Axiocam MRc, Carl Zeiss Microscopy, LLC,New York)
bagli 151k mikroskobu (Axioscope 2 Plus, Carl Zeiss Microscopy, LLC, New York) altinda
selliiler, osteoblastik aktivite gdsteren yeni kemik yapimi alanlari ile hiposelliiler,
kompakt kemikten olusan matiir kemik alanlar1 tespit edildi. Alanlar belirlendikten sonra

goriintiiler x40 biiyiitmede kaydedildi.
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3.7. Histomorfometrik inceleme

Isik mikroskobuyla kaydedilen goriintiler deePatho morfometrik alan isaretleme
programi ile eski ve kemik alanlar1 isaretlenerek, goriintii isleme programi (AxioVision
Release 4.8.2(06-2010), Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,Almanya) ile pm?
biriminde total alan hesaplamasi yapildi.

3.8. istatistiksel Analiz

Aragtirmadaki verilerin istatistiksel analizleri icin SPSS Windows 25.0 bilgisayar paket
programi kullanildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilima sahip olup olmadigini
incelemek amaciyla histogram ve olasilik grafiklerinden ve Kolmogorov-Smirnov
testinden faydalanildi. Normal dagilim gésteren verilerin tanimlayici istatistikleri igin
ortalama ve standart sapma( x £ SS) degerleri, normal dagilim gdstermeyen veriler i¢in
ise ortanca(median) ve ¢eyrekler arasi araliklar (%25-75) kullamldi. Olgeklerin
giivenilirlik incelemesi i¢in; test-tekrar test, gozlemci i¢i ve gozlemciler arasi giivenilirlik
icin smif i¢i korelasyon katsayisi (Intraclass correlation coefficient-ICC) degerleri, i¢
tutarlilik hesaplari igin de Cronbach Alfa katsayisi analiz edildi. (133)

Tablo 3.1. istatistiksel anlamlilik diizeyleri ve katsayilar1 (133)

Kullanilan Katsayilar \ Diizeyi

Smif i¢ci Korelasyon Katsayisi (ICC)

1,00-0,90 Miikemmel
0,90-0,75 Iyi

0,75-0,50 Orta

<0,50 Zayif
Cronbach Alfa Katsayisi

1,00-0,90 Miikemmel
0,90-0,80 Iyi

0,80-0,70 Kabul Edilebilir
0,70-0,60 Siipheli
0,60-0,50 Zayif

<0,50 Kabul Edilmez
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4 BULGULAR
4.1. Histopatolojik ve Histomorfometrik Bulgular

Sekil 4.1. Grup 1 selliiler, osteoblastik aktivite gosteren yeni kemik yapim alanlari ile hiposelliiler

kompakt kemikten olusan matiir kemik alanlarinin izlendigi 151k mikroskobik goriinim (H&E, x40)
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Sekil 4.2. Grup 2 selliiler, osteoblastik aktivite gosteren yeni kemik yapim alanlari ile hiposelliiler
kompakt kemikten olusan matiir kemik alanlarinin izlendigi 151k mikroskobik goriinim (H&E, x40)

Sekil 4.3. Grup 3 selliiler, osteoblastik aktivite gosteren yeni kemik yapim alanlari ile hiposelliiler
kompakt kemikten olusan matiir kemik alanlarinin izlendigi 151k mikroskobik gériiniim (H&E, x40)
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Sekil 4.4. Grup 4 selliiler, osteoblastik aktivite gosteren yeni kemik yapim alanlari ile hiposelliiler

kompakt kemikten olugan matiir kemik alanlarinin izlendigi 151k mikroskobik gériniim (H&E, x40)

Sekil 4.5. Grup 5 selliiler, osteoblastik aktivite gosteren yeni kemik yapim alanlari ile hiposelliiler

kompakt kemikten olugan matiir kemik alanlarinin izlendigi 1g1k mikroskobik goriiniim (H&E, x40)
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Sekil 4.6. Grup 2 yeni kemik yapim alanlar1 mavi, matiir kemik alanlari sar1 ile morfometrik olarak
isaretlenmistir. (H&E , X40)
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Sekil 4.7. Grup 5 yeni kemik yapim alanlart mavi, matiir kemik alanlar1 sar1 ile morfometrik olarak
isaretlenmistir. (H&E , X40)
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Pozitif alan degeri 5.grupta en yliksek diizeyde olup, bunu sirasiyla 4. grup, 3. grup, 2.
grup ve kontrol grubu izlemekteydi. Negatif alan degeri kontrol grubunda en yliksek
diizeyde olup, bunu sirasiyla 2. grup, 3. grup, 5. grup ve 4. grup izlemekteydi. Toplam
alan degeri 5.grupta en yiiksek diizeyde olup, bunu sirasiyla 4. grup, 3. grup, 2. grup ve

kontrol grubu izlemekteydi. Fark analizi sonuglari ise pozitif ve toplam alan degerlerinin

gruplar arasindaki farklarinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gésterdi. (Tablo 4.1)

Tablo 4. 1. Deney ve kontrol gruplarinin pozitif ve negatif alan degerleri ile fark analizi sonuglari

Kontrol Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 p
degeri
X+SS X+SS X+SS X+SS X+SS a
- 15282.01+12745. | 16517.70+13130. | 19213.31+16608. | 23623.81+20560. | 43881.77+29571. 0.000
Pozitif 02 57 88 21 92
Negati | 24773.69+24559. | 22683.48+18913. | 22666.77+19548. | 19148.48+19722. | 21948.34+24200. 0428
f 27 23 00 55 82
Topla | 40055.70+29301. | 39201.18+24099. | 41880.08+23632. | 42772.30+27564. | 65830.10+36529. 0.000
m 04 41 57 78 25

a. Kruskal Wallis Testi, SS: Standart Sapma. Kontrol: Jelatin Stinger, Grup 2: Tideglusib+Jelatin Siinger,
Grup 3: Tideglusib + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger, Grup 4: E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger,
Grup 5: Tideglusib + E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger

Deney ve kontrol gruplarimin pozitif alan degerlerinin arasindaki farkin ikili gruplar
arasinda kiyaslanmasi i¢in yapilan Post Hoc test sonuglarina gére kontrol-4. grup,
kontrol-5. grup, 2. grup-5. grup, 3. grup-5. grup ve 4. grup 5. grup arasinda anlamliydi
(p<0.05). Toplam alan degerlerinin ise kontrol-5. grup, 2. grup-5. grup, 3. grup-5. grup ve
4. grup 5. grup arasindaki farklar anlamliydi (p<0.05). Bunlarin disindaki tiim ikili grup
farklari istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0.05) (Tablo 4.2)

Tablo 4. 2. Deney ve kontrol gruplarinin pozitif ve negatif alan degerlerinin arasindaki farkin ikili gruplar
arasinda kiyaslanmasi igin yapilan Post Hoc test sonuglari (p degerleri)

Pozitif?
0.632

Negatif?
0.884

Toplam?
0.990

Kontrol-Grup 2
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Kontrol-Grup 3 0.185 0.852 0.567
Kontrol-Grup 4 0.012 0.151 0.457
Kontrol-Grup 5 0.000 0.284 0.000
Grup 2-Grup 3 0.535 0.746 0.479
Grup 2-Grup 4 0.090 0.143 0.423
Grup 2-Grup 5 0.000 0.302 0.000
Grup 3-Grup 4 0.253 0.152 0.772
Grup 3-Grup 5 0.000 0.335 0.000
Grup 4-Grup 5 0.000 0.755 0.000

a. Mann Whitney U Testi. Kontrol: Jelatin Siinger, Grup 2: Tideglusib+Jelatin Siinger, Grup 3: Tideglusib
+ Ksenojen Greft + Jelatin Siinger, Grup 4: E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger, Grup 5: Tideglusib
+ E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger

100000,00

S0000,00

0000,00

Pozitif

40000,00

20000,00

0o

Kontrol Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Grup

Sekil 4.8. Pozitif alan degerinin gruplar arasindaki dagilimi ve farklari
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Negatif

Toplam

120000,00

100000,00

S0000,00

60000,00

40000,00

20000,00

0o

200000,00

150000,00

100000,00

50000,00

Kontrol Grup 2 Grup 3 Grup 4
Grup

Sekil 4. 9. Negatif alan degerinin gruplar arasindaki dagilimi ve farklari

Grup 5

o O

s}

Kontrol Grup 2 Grup 3 Grup 4
Grup

Sekil 4. 10. Toplam alan degerinin gruplar arasindaki dagilimi ve farklari

Grup 5
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Histomorfometrik ¢alismada pozitif alan 6l¢timleri Grup 5°te en fazla olmak {izere bunu
sirastyla Grup 4, Grup 3, Grup 2 ve Grup 1’in takip ettigi tespit edildi. Calisma gruplarinda

olgiilen pozitif alan 6lgtimlerininde anlamli fark tespit edildi (p<0,000).

Calismada negatif alan Olglimleri kontrol grubunda en yiiksek diizeyde olup, bunu
sirasiyla 2. grup, 3. grup, 5. grup ve 4. grup izlemekteydi. Calisma gruplarinda dlgiilen
toplam alan 6l¢iimlerinin farkli olmadigi tespit edildi. (p<0,428)

Calismada toplam alan Olgiimleri degerleri S.grupta en yiiksek diizeyde olup, bunu
sirastyla 4. grup, 3. grup, 2. grup ve kontrol grubu izlemekteydi. Caligma gruplarinda
Olgiilen toplam alan 6l¢iimlerininde anlaml fark tespit edildi (p<0,00).

4.2. Radyografik Tarama ve Morfometrik Bulgular

Sekil 4.11. Grup 1 postoperatif radyografik goriiniim
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Sekil 4.12. Grup 2 postoperatif radyografik goriiniim

Sekil 4.13. Grup 3 postoperatif radyografik gériiniim
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Sekil 4.14. Grup 4 postoperatif radyografik goriiniim

Sekil 4.15. Grup 5 postoperatif radyografik goriiniim
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Radyoloji goriintiilerinde periferi ve alan degerleri kontrol grubunda en yiiksek diizeyde
olup, bunu sirasiyla 1. grup, 2. grup, 3. grup, 4. grup ve 5. grup izlemekteydi. Fark analizi
sonuglaria gore periferi ve alan degerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi

(p<0.05) (Tablo 4.6).

Tablo 4. 3. Kemiklesme radyolojik degerlendirme ve olgu gruplari arasindaki fark analizi sonuglari

Kontrol Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5 D
Grup XSS X+SS X+SS X+SS XSS degeri
Periferi 2.49+0.32 2.44+0.39 2.36+0.72 2.09+0.53 173052 | 0.000°
Alan 0.31+0.07 0.24+0.06 0.20+0.07 0.17+0.06 0.13+0.06 0.000°

a. One Way ANOVA Testi, b. Kruskal Wallis Testi, , SS: Standart Sapma. Kontrol: Jelatin Siinger, Grup 2:
Tideglusib+Jelatin Siinger, Grup 3: Tideglusib + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger, Grup 4: E-TZF +
Ksenojen Greft + Jelatin Siinger, Grup 5: Tideglusib + E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger

Deney ve kontrol gruplarinin kemik 6l¢iim parametrelerinin arasindaki farkin ikili gruplar
arasinda kiyaslanmasi i¢in yapilan Post Hoc test sonuglarina gore periferi parametresi
kontrol-5. grup, 2. grup-5. grup ve 3. grup 5. grup arasinda anlamliydi (p<0.05). Alan
parametre farki 2.grup-3. grup ve 3. grup-4. grup disindaki tiim ikili kiyaslamalarda
anlamliydi (Tablo 4.7).

Tablo 4. 4. Deney ve kontrol gruplarinin kemik 6l¢iim parametrelerinin arasindaki farkin ikili gruplar
arasinda kiyaslanmasi i¢in yapilan Post Hoc test sonuglar1 (p degerleri)

Periferi? AlanP
Kontrol-Grup 2 0.999 0.012
Kontrol-Grup 3 0.943 0.000
Kontrol-Grup 4 0.200 0.000
Kontrol-Grup 5 0.001 0.000
Grup 2-Grup 3 0.990 0.093
Grup 2-Grup 4 0.360 0.002
Grup 2-Grup 5 0.003 0.000
Grup 3-Grup 4 0.614 0.402
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Grup 3-Grup 5 0.009 0.015

Grup 4-Grup 5 0.281 0.039

a. Tukey Testi, b. Mann Whitney U Testi. Kontrol: Jelatin Siinger, Grup 2: Tideglusib+Jelatin Siinger, Grup
3: Tideglusib + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger, Grup 4: E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger, Grup
5: Tideglusib + E-TZF + Ksenojen Greft + Jelatin Siinger
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Sekil 4. 16. Radyografi 6l¢iimii periferi degerinin gruplar arasindaki dagilimi ve farklar
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Sekil 4. 17. Radyografi 6l¢iimii alan degerinin gruplar arasindaki dagilimi ve farklar

Calismada perifer ve alan degerleri kontrol grubunda en yiiksek diizeyde olup, bunu
strastyla 1. grup, 2. grup, 3. grup, 4. grup ve 5. grup izlemekteydi. Fark analizi sonuglarina

gore perifer ve alan degerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05)
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5. TARTISMA

Cene ve yliz bolgesindeki kemik defektleri; konjenital, periodontal hastaliklar,
enfeksiyon, neoplazm, travma veya cerrahi operasyonlar sonrasi olusan deformiteler gibi
sebeplerle meydana gelmektedir. Bu defektlerden dolay: estetik, fonksiyonel hatta
fonasyonel problemler sik¢a olusabilmektedir. Bu yiizden kemik defektlerinin
rekonstriiksiyonuyla ilgili olarak yapilan c¢aligmalar oral ve maksillofasiyal cerrahide
biiyiikk 6neme olup, ogmentasyon ve rejeneratif tedavi prosediirleri ile alakali ¢alismalar

her gegen giin daha da artarak devam etmektedir.

Oral ve maksillofasiyal cerrahide kist, timor, ileri implant cerrahileri, travma, kronik
enfeksiyon gibi kazanilmis ya da konjenital defektlerin tedavisi igin kemik doku
kazanimina yonelik genellikle kemik greftleri kullanilmaktadir. Glintimiizde farkli
Ozellikte greft materyalleri klinik olarak kullanima girmesine ragmen greft
materyallerinden beklenen oOzellikleri tek basina tasiyan bir greft materyali heniiz
bulunamamis olup bu alanda ¢alismalar devam etmektedir. Bu ¢alismalarin temel amaci
kemik doku fonksiyonunun yeniden kazandirilmasi, idamesi ve sekillenmesi i¢in dogal
kemik dokusunun fiziksel ve biyolojik 6zellikleri ile uyusan materyaller tiretmektir.(134)
Bu acidan bakildiginda kemik defekti modelleri, biyomalzemelerin deneysel olarak test
edilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir.(135) Giiniimiizde otojen greftler minimal
diizeyde antikor cevabi, yiiksek diizeyde anjiyogenez ve osteojenitesi ile altin standart
olarak goriilmektedir. Otojen greftler osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zellikleri tasiyan
diger greft tiirlerinden farkli olarak osteogenezise de katkida bulunur.(89, 100) Ancak
dondr saha morbiditesi, hizli rezorpsiyon ozellikleri bu greft tiiriiniin dezavantajlari

arasinda yer almaktadir.(136)

Allogreftler ve ksenogreftler gibi dogal materyaller otojen greftlere alternatiftirler.
Allogreftler, biiyiik kemik defektlerini onarmak i¢in kullanilabilir, ancak bu greft tipinin
bulas riskinin yiiksek olmasi, bagisiklik sisteminin cevabi sonucu greftin viicut tarafindan
reddedilmesi ve etik kaygilar gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ksenogreftlerin ise
ylksek rezorpsiyon hizi ve inflamatuar cevap riski nedeniyle kemik iyilesmesini olumsuz

etkileyebilme, zoonotik hastaliklar gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Ancak son
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zamanlarda tiim bu dezavantajlarina ragmen ksenogreftler kolay ulasilabilirligi ve diisiik

maliyetli olmalar1 nedeniyle otojen ve allogreftlerden daha popiilerdirler.(137)

Hayvansal kaynakli ksenogreftler osteoblastlarin biliyiimesi i¢in yap1 iskelesi gorevi
goriirler ve yeni kemik olusumu i¢in alan saglarlar. Ayrica minimum kontaminasyon riski
tagidiklar1 ve dondr saha morbiditesi gibi dezavantajlar1 olmadigindan diger greftlere gore
daha avantajhidirlar.(135)

Calismamizda bu nedenle kemik rejenerasyonunu incelemek icin kemik grefti
kullandigimiz gruplarda, islem sonrasi yara bakimi ve enfeksiyon riski tastyan bolgelerin
minimuma indirilmesi amaciyla yavas rezorbe olan, osteokondiiktif 6zellikleri olan sigir
kaynakli ksenogreft tercih ettik. Kullandigimiz deproteinize sigir kemigi minerali

(DBBM) biyouyumlu materyaller olan ksenogreftlerin en sik kullanilan cesitlerinden

biridir.(138)

Daha once yapilan calismalarda ksenogreftlerin osteoindiiktif etkisiyle ilgili bir goriis
birligi saglanamamustir. Ksenogreftler yavas rezorbe olan, hidroksiapatit kristalleri
arasindaki mikropor ve mikropartikiiller araciligiyla organik bir iskelet saglayan,
osteokondiiktif  Ozellikteki biyomateryaller oldugu yoniindedir. Mikropor ve
mikropartikiiller osteoblast ve kan hiicrelerinin migrasyonunu saglayarak bu materyale
yiiksek osteokondiiktif 6zellik kazandirmaktadir.(139)

Kopeklerde yapilan bir ¢calismada olusturulan defektlere ksenogreft uygulanmis ve 3. ve
7. aylarda histolojik 6rnekler alinmistir. Sonuglar ksenogreftin osteokondiiktif 6zelligini
yerine getirdigini ve yerini yeni kemik dokusuna birakmaya bagladigini gostermistir.(140)
Tavsanlar iizerinde yapilan bir caligmada, siniis ogmentasyonunun bagarisinda ksenogreft
ve otojen greft kullanimi karsilagtirnllmistir. Calismanin sonucunda yeni kemik
olusumunun, otojen greft uygulanan bolgelerde sigir kaynakli ksenogreft uygulanan
bolgeye kiyasla daha fazla oldugu, ksenogreft uygulanan bolgede greft hacmindeki
azalmanin daha az oldugu ve ksenogreftlerin yavas rezorbe olan osteokondiiktif bir

materyal oldugu raporlanmistir.(141)
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Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda ksenogreftlerin biyouyumlu ve osteokondiiktif oldugunu
gosterilmesine karsin, bazi ¢alismalarda ksenogreftlerin istenmeyen ve olumsuz etkileri
One siriilmiistiir.(142) Ksenogreftlerin kemik iyilesmesine pozitif yonde -etkisinin
oldugunu rapor eden ¢alismalarin yaninda bunun tam tersini one siiren ¢alismalar da
vardir. Bu ¢alismalarda greft partikiillerinin kemikten ayri olarak, bag dokusu ile ¢evrili
oldugu ve hatta osteokondiiktif etki gostermedigi vurgulanmistir.(143)

Ksenogreftlerin osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zelliklerinin degerlendirildigi bir rat
kalvaryal defekt modelinde, bu greft materyallerinin osteoindiiktif ve osteokondiiktif
etkilerinin olmadig1 bildirilmistir.(144) Donos ve ark. yaptiklar1 bir caligmada
deproteinize sigir kaynakli kemik greftlerin tek basina veya mine matriks grefti ile birlikte
uygulandiginda kemik olusumunu saglamada yetersiz oldugunu raporlamislardir.(145)
Bagka bir c¢alismada DBMM’nin biyolojik faktdrlerin  eksikliginden dolay1
osteoindiiksiyon ve osteogenezis yapamadigi ve kemik rejenerasyonunu kendi basina

aktive edemeyecegi one sliriilmiistiir.

Ksenogreftlerin sahip oldugu oldukc¢a uzun rezorpsiyon siiresi, yeni kemik olusumunu
geciktirir ve greft iyilesme siiresini uzatir ve osteojenik hiz ile senkronize olamaz. Bu
nedenle, greft materyalini bliylime faktorlerini igeren biyolojik bir ajan ile kullanmanin
greft iyilesme siiresini azaltabilecegi ve kemigin yeniden sekillenmesinin osteoindiiktif
slireci arttirabilecegi One siiriilmiistiir.(138) Kemik defektlerinde rejenerasyon igin
TZF'nin diger materyallerle birlikte kullanimimin TZFnin tek bagina kullanimina goére
daha etkili oldugu kanitlanmistir.(146) TZF’nin osteoindiiktif ve/veya osteokondiiktif
ozellikleri sayesinde genellikle kemik remodelasayonunu arttirabildigi,(147) periodontal
rejeneratif  cerrahi  prosediirlerde  yumusak doku iyilesmesini  hizlandirdig
bilinmektedir.(148-150) Ayrica, TZF’nin otojen kemik greftleriyle birlikte
uygulandiginda, azalmis kemik rezorpsiyonu ve artmis kemik hacmi ve kalitesi agisindan
umut verici sonuglar gosterdigi rapor edilmistir.(151, 152) TZF nin tek basina kullanildigi
baska bir arastirmada kemik yikimini azalttigr bildirilmistir.(153)

Kokdere ve ark.(154) tavsan tibiasinda olusturduklar1 kemik defektinde TZF ve

TZF/otojen greft etkilerini histomorfometrik olarak degerlendirmislerdir. Calismanin
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sonunda aragtirmacilar TZF’nin tek basina veya otojen kemik grefti ile kullanildiginda
kemik defektlerinin iyilesmesini hizlandirdigini, yeni kemik alani degerlerindeki artista
TZF kullaniminin 6nemli bir fayda sagladigimi raporlamislardir. Lee ve ark.(155)
yaptiklar1 bir calismada benzer sekilde tek basina otojen kemik kullanmak yerine TZF ile
karistirilmis otojen kemigin kullanilmasinin klinik sonug¢larinin daha iyi oldugunu 6ne
stirmislerdir. Yapilan bir ¢aligmada, tavsan kalvaryal defektlerinde TZF ile kombine
otojen ve deproteinize sigir greft materyallerinin kemik rejenerasyonu iizerindeki etkisi
radyografik dansitometri ve histomorfometrik analiz ile degerlendirilmistir. Calismanin
sonucunda TZF'nin tek basina veya otojen kemikle birlikte kullanildiginda kemik
olusumu iizerinde olumlu bir etkisinin oldugu ancak deproteinize edilmis sigir kemigi ile

kombinasyonunun etkili olmadigi bildirilmistir.(156)

Yapilan baz1 deneysel ¢aligmalarda sentetik greft materyallerinin TZF ile kullanimi
sonucu yeni kemik olusumunda artis goriildiigii ve TZF’nin kemik rejenerasyonunda
pozitif etkiye sahip oldugu raporlanmistir.(157) Nacopulos ve ark.(158), hayvan
modelinde tek basina TZF'nin iyilestirici 6zelliklerini TZF nin sentetik greft materyaline
ilave formu ile karsilastirmislar, sentetik greft materyaline TZF ilavesinin yeni kemik
olusumunu 6nemli 6lgiide artirdigini ve kemik rejenerasyonu igin etkili bir ajan oldugunu
bildirmislerdir. Yine koyun tibiasinda yapilan baska bir ¢alismada TZF ile birlikte
uygulanan bifazik kalsiyum fosfatin kemik olusumunu arttirdig1 histomorfometrik olarak

gosterilmistir.(159)

Ozdemir ve ark.(160) TZF'nin kemik biiyiimesi iizerindeki etkilerini degerlendirdikleri
hayvan ¢alismasinda TZF ve ksenogreftin, 3 aylik takip dncesinde diger iki gruba gore
daha fazla yeni kemik olusumunu indiikledigini raporlamistir. Bagka bir caligmada
arastirmacilar ksenogreftle kombine TZF'nin sicanlarin kalvariasindaki kemik defektleri
tizerindeki etkilerini arastirmislar ve  TZF'nin sadece ksenogreft ile birlikte
kullanildiginda kemik rejenerasyonu iizerinde olumlu bir etkisi oldugu sonucunu

bildirmislerdir.(161)
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Farkli greft malzemelerine trombosit {iriinleri eklendiginde, kemik ogmentasyon
islemlerinden sonra daha Ongoriilebilir bir sonug¢ elde edilmektedir.(156) Doku
miithendisligindeki son gelismelerle biiylime faktorii konsantrasyonunu artirmak ve
geleneksel TZF'ye kiyasla iistiin rejeneratif potansiyel saglamak amaciyla santrifiij
kuvvetlerinin degistirilmesiyle hem sert hem de yumusak doku rejenerasyonunu
indiikleyebilen 106kositlerle zenginlestirilmis bir trombosit konsantresi olarak E-TZF
gelistirilmistir.(162) Lokositler, anti-enfeksiyoz etkilerinin yani sira interlokin (IL) -1,
IL-6, IL-4 ve timor nekrozu faktor alfa (TNF-a) gibi anahtar immiin sitokinlerin
salgilanmasi yoluyla immiin regiilasyonu nedeniyle yara iyilesmesinde anahtar rol
oynayan hiicrelerdir.(6, 7, 163) Temel bilimlerdeki g¢alismalar doku rejenerasyonu

sirasinda 16kositlerin 6nemli etkisini ortaya ¢ikarmistir.(164, 165)

E-TZF, azaltilmis santrifiijleme hizinin bir sonucu olarak, daha yiiksek
konsantrasyonlarda rejeneratif hiicreler ve biiytime faktorleri igerir. E-TZF, enflamatuar
mediatdrleri azaltmada ve doku rejenerasyonunu hizlandirmada yer alan bir sitokin olan
interlokin 10 (IL-10) ‘dan zengin olmasi gibi bir farkla L-TZF’den ayrilir. Ayrica E-
TZF’nin sivi formiilasyonu, kemik rejenerasyonunu desteklemek icin klinisyenlerin
biyomateryalleri tek basina veya diger biyomateryallerle kombinasyon halinde kolayca
uygulayabilmelerine olanak saglar.(162) Doku rejenerasyonu igin gerekli hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve vaskiilarizasyonuna katkida bulunan TGF-B1, PDGF ve
VEGF gibi cesitli biiylime faktorlerini iceren E-TZF’nin faydalar1t goz Oniinde
bulundurularak, kemik rejeneratif prosediirlerinde E-TZF etkinligini dogrulamak igin ¢ok

sayida in vitro ve in vivo ¢alisma yapilmistir.(126, 166-169)

Mu ve ark.(138) tavsanlarda sinus ogmentasyonunda deproteinize sigir kemik minerali
(DBBM) ile (E-TZF) +DBMM kombinasyonunun anjiyojenik ve osteojenik etkilerini
kisa ve wuzun donemde karsilagtirmiglardir. Yapilan mikro-CT, histolojik
degerlendirmenin sonucunda E-TZF+DBBM, uzun vadede kemik hacmini arttirmada

basarisiz olmasina ragmen erken iyilesme doneminde vaskiiler olusumu, kemigin yeniden
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sekillenmesini ve kemik greft materyallerinin ikamesini hizlandirdigi, erken implant

yerlesimini saglayan siniis ogmentasyonunda fayda saglayabilecegi raporlanmistir.

Kyyak ve ark.(169) yaptiklar1 bir in vitro ¢alismada E-TZF’nin allojenik ve ksenojenik
greftlerle ile uygulanmasinin hiicre go¢iinii ve farklilagmasini arttirdigini, bu durumun
daha hizli kemik iyilesmesi agisindan klinik bir avantajla sonuclanabilecegini

bildirmislerdir.

Awni ve ark.(170) ise kdpekler iizerinde yaptiklari bir ¢alismada, palatal ekspansiyon
cerrahisinde uygulanan E-TZF etkinligini arastirmis, ¢alisma sonucunda E-TZF’nin
osteoblast, kan damari ve yeni kemik olusumunda anlamli bir katkisi oldugunu

bildirmislerdir.

Yapilan calismalarda E-TZF’nin TZP ile karsilagtirildiginda insan osteoblastlarinin
gbclinii, ¢ogalmasini ve farklilasmasini etkileyerek osteoblast davranisin1 daha belirgin
bir sekilde etkileyebildigi(126), E-TZF'nin kemik rejenerasyonunu desteklemede ve
mineralizasyonunu arttirilmada diger kan tiriinlerine kiyasla en iyi performansi gosteren

tirtin oldugu 6ne stiriilmiistiir.(167)

Yiiksek biliylime faktorii salinimi, 3 dakika gibi ¢ok kisa silirede santrifiij ile eldesi ve
katkisiz tiip ile tamamen otolog bir sistem oldugu i¢in ¢calismamizda E-TZF kullanimini
tercih edilmis ve rejeneratif etkiye katkist aragtinlmistir. E-TZF, antikoagiilan
icermediginden ve bu nedenle kisa bir siire i¢inde pihtilasabildiginden, alindiktan sonraki
15 dakika i¢inde kullanilmalidir. Bu yeni formiilasyon, greft stabilitesini arttirmak ve
stabil bir fibrin kemik grefti olusturmak i¢in, kemik greftleriyle karigtirma dahil olmak
tizere cesitli prosediirler i¢in kullanilabilir. Bu amagla ¢alisma gruplarimizda E-TZF’yi

tek bagina kullanmak yerine kemik grefti gruplari ile kullanmay tercih ettik.

Gelisen teknoloji, goriintiileme metotlar1 ve molekiiler biyolojideki ilerlemelere paralel

seyretmekte olup, kemik dokuda olusan iyilesme artik molekiiler diizeyde
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degerlendirilebilmektedir. Bu sayede kemik dokudaki iyilesme oraninin ve hizinin
artirllmasi amaciyla, hiicresel diferansiyasyon ve proliferasyonun, biiyiime faktdrlerinin
saliniminin, hiicre i¢i ve hiicreler arasi1 yolaklarin isleyisi ve kapasitelerinin artirilmasi
hedeflenmektedir. Bu sebeple ile iyilesme miktarini veya hizini indiikleyen alternatif ilag,
biyomateryal disinda hiicre i¢i ve hiicreler aras1 yolaklara da yogun bir ilgi bulunmaktadir.

(171)

Bilindigi iizere, Wnt sinyal yolag1 osteogeneziste gorev alan onemli yolaklardan bir
tanesidir.(172) Wnt sinyal yolag: eriskin donemde rejeneratif kapasitesi olan hiicrelerin
adezyonunda, hedef hiicrelerin gen trankripsiyonunun kontrol edilmesinde, embriyolojik
donemdeki hiicrelerde ise hiicre polaritesinin, proliferasyonunun saglanmasinda,
farklilasmada ve hiicre gogiinde rol oynayan viicuttaki 6nemli bir yolaktir.(101) Wnt/p-
cat sinyal yolagi, Wnt sinyal yollarindan birisidir. Wnt / B-cat sinyalizasyonunun
aktivasyonu, doku hasarinda erken bir cevaptir ve tiim dokulardaki hiicresel temelli

onarimin uyarilmasi igin gereklidir.(102, 103)

Whnt sinyal yolaginun osteoblastogenezde de 6nemli bir rol oynadigini gosteren birgok
calisma bulunmaktadir.(16, 173-175) Kim ve ark.(108) yaptiklar1 bir ¢alismada Wnt
sinyal yolagi aktive edildiginde osteblast farklilasmasinin hizlandigini, artmig tip 1
kolajen seviyesi ile gostermislerdir. Popelut ve ark.(102) Wnt3a’nin implant
osseointegrasyonundaki  etkisini inceledikleri c¢alismada, Wnt sinyal yolagi
aktivasyonunun ardindan tip 1 kolajen seviyesinde artis gézlemlemislerdir. Bu bilim
insanlart Wnt sinyal yolagi aktivasyonunun kemik kiitlesinde artis sagladigini ve

osteoblast aktivetisini arttirdigini bildirmislerdir.

Tideglusib GSK-3B aktivitesini suprese ederek Wnt/B katenin yolagimi aktif hale
getirir.(122, 123) Tideglusib’inin dis hekimligi alaninda kullanimiyla ilgili yapilan
caligmalar kisa siire 6nce baglamis olmasina ragmen, biiyiik bir ilgi gormiistiir.(26-29)
Neves ve ark.(28), yaptiklar1 bir in vivo c¢aligmada, Tideglusib’in yaralanmis pulpa
dokusunda tersiyer dentin olusumuna katki saglayabildigini 6ne stirmiislerdir. Neves ve

arkadaglar1(28), Tideglusib’in bu etkisini ¢esitli mekanizmalarla gergeklestirdigini
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gostermis ve Wnt/B katenin yolaginin bu mekanizmalardan bir tanesi oldugunu One
stirmislerdir. Alaohali ve ark.(27), yaptiklar1 bir in vitro ¢alismada hidrojel formunda
uygulanan GSK-3 inhibitoriiniin dentinogenezisi indiikledigini rapor etmislerdir.
Calismamizdan elde edilen veriler Tideglusib’in kemik kiitlesi artisinda rol
oynayabilecegine dair bilgiyi desteklemektedir.(176) Holmen ve ark.(177) yaptiklar1 bir
calismada bu yolagin osteoblast ve osteoklast farklilagsmasini denetleyerek kemik olusumu
kontrol ettigini bildirmislerdir. Duan ve Bonewald(122) bu yolagin biiytime ve gelisimin
yani sira iskeletin korunmasi ve maturasyonunda da gorev aldigini belirtmistir. Comeau-
Gauthier ve ark.(24) kirik fiksasyonu sirasinda lokal yolla uyguladiklari Tideglusib’in

intramembrandz kemiklesmeyi arttirdigini bildirmislerdir.

Daha once yapilan ¢alismalarda bir GSK-3 inhibitorii olan lityum kloritin kanonik olan
Wnt/B katenin yolagimin aktivasyonu ile osteoblast farklilasmasini, osteoblastogenezi
arttirdig1 ve osteklastogenezi baskiladigi rapor edilmistir.(178, 179) Jin ve ark.(180) ise
yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada ovariektomi ile osteoporoz indiikledikleri ratlarda lityum
kloritin dental ve ortopedik implantlarin basarisindaki etkilerini incelemislerdir.
Calismanin sonunda arastirmacilar, lityum kloritin implant osseointegrasyonunu, implant
fiksasyonunu ve kemik olusumunu arttirdigini, osteoporotik durumlarda implant
basarisizligini ve kemik kaybini dnlemek i¢in umut verici bir terapdtik ajan olabilecegini

One siirmiislerdir.

Alpan ve ark. (29), ratlarda deneysel olarak olusturduklar1 kemik defektinde lokal olarak
uygulanan Tideglusib’in kemik rejenerasyonu iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Kemik grefti ile birlikte uygulanan Tideglusib’in kemik rejenerasyonu
tizerindeki etkilerinin aragtirildigi bir rat caligmasinda ise Tideglusib’in, énemli kemik
rejenerasyon faktorlerinden biri olan BMP-2 ve VEGF-A iizerinde adjuvan etkiye sahip

oldugu rapor edilmistir.(171)

Bu ¢alismada Tideglusib’i tek basina uyguladigimiz grupta amacimiz kemik iyilesmesi

tizerindeki potansiyel etkisini degerlendirmek iken, E-TZF ve Tideglusib ile kombine
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uygulanan gruplarda amacimiz, biliylime faktorlerini tetikleyerek yeni kemik olusum
kapasitesini degerlendirmekti.

Bildigimiz kadariyla literatirde E-TZF ve ksenogreftlerin birlikte kullanildigi bazi
calismalar olmakla birlikte Tideglusib’in bu kombinasyona dahil edildigi ve kemik
iyilesmesi tizerindeki etkilerinin karsilagtirmali olarak degerlendirildigi hicbir ¢aligsma

bulunmamaktadir. Bu bakimdan ¢alismamiz bu konuda yapilmis olan ilk aragtirmadir.

Calismamizda Tideglusib’i lokal olarak uygulayarak sistemik uygulamanin sahip oldugu
yan etki veya toksisite olusumu gibi dezavantajlarini elimine etmeyi amagladik.
Tideglusib’in doz ve konsantrasyonunun belirlenmesinde Neves ve ark.(28) calismasini
referans olarak aldik. Caligsma siiresince hi¢ bir denekte herhangi bir yan etki ve toksik

etki gortilmedigini, rat modelin bu dozu iyi tolere ettigini gozlemledik.

Kemik defektlerinin hayvan modelleri i¢in fare, sigan, tavsan, kopek, domuz, koyun ve
keci dahil olmak {izere bir¢ok tiir kullanmilmistir, ancak arastirmalarin ¢ogu
tekrarlanabilirlik, verim ve ekonomik sebepler nedeniyle kemirgen modellerine
odaklanmistir.(181-185) Anatomik olarak kemirgen iskeletinin femur, omurga,
mandibula ve kalvaryum gibi bircok bolgesi ortotopik defektlerin alict bolgeleri olarak
hizmet edebilir. Sigan kalvaryumu, hizli bir sekilde olusturulabilen ve genellikle femoral
defektlerdeki gibi iskeletin stabilizasyonu i¢in fiksasyon gerektirmeyen tekrarlanabilir bir
defekte olanak tanir. Dolayisiyla, biyomateryal veya kemik rejenerasyon stratejisinin
amaci goz oniinde bulunduruldugunda, sigcan kalvariyal defekti kemik rejenerasyonunun
in vivo degerlendirilmesi i¢in hizli ve yiiksek verimli bir yontem olarak tercih edilebilir.
Bununla birlikte, uzun kemiklere kiyasla daha az yiike maruz kalan bir anatomik bolge
olarak, biyomekanik kuvvetlere dayanmasi amaglanan bir kemik rejenerasyon stratejisinin

islevsel olarak test edilmesi kalvaryum defektinde miimkiin degildir.(186)

Kemik rejenerasyonunun takibi amaciyla deney hayvanlarinda siklikla kritik boyutlu
defektler tercih edilmektedir. Kritik boyutlu kemik defektlerinin 6zelligi, meydana gelen
kemik kaybinin o canlmin yasami boyunca, iyilesmeyi indiikleyici bir materyal

kullanilmadan kendiliginden iyilesemeyecek boyutta olmasidir. Spontan olarak kemik
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dokusuyla iyilesemeyen bu defektler ancak bag dokusu olusumuyla iyilesebilmektedir.
Kemik dokudaki bir yaralanmanin kritik boyutta olmasini canlinin tiirii, yasi, sistemik
durumu, defektin lokalizasyonu, defektin derinligi gibi etkenler belirlemektedir.(187)
Kritik boyuttaki defektler i¢in genel bir standart belirtmek pek miimkiin olmasa da Takagi
ve ark. (188) yaptiklari calismada defektin boyutunu ratlar i¢in 8 mm olarak 6nermislerdir.
Ancak sonradan yapilan ¢aligmalarda 5 mm’lik defektlerin de bu o6zelligi gosterdigi
raporlanmistir.(189-192) Bu sebeple ¢alismamizda kritik defekt boyutu olarak 5 mm ¢ap
tercih edildi. Komsulugundaki dura materin kanlanmasi, rejenerasyon kapasitesi, kemik
cap1, postoperatif yara kontrolii saglanabilirligi agisindan rat kalvaryas: defekt sahasi

olarak secildi.(188)

TZF eldesinde denek rat kullanilarak kan alma islemi sirasinda deney grubundaki ratlarda
mortalite ihtimali onlenmeye c¢alisilmistir. Literatiirde dondr hayvanin saglikli, alici
ratlarla ayn1 yas ve tiirde oldugu durumlarda antijenite riskinin 6nemsiz goriindiigii yer
almaktadir.(127) Bu nedenle kiicilk modellerde yapilan deneysel aragtirmalarda kan
tiirevlerinin eldesi i¢in donér hayvanlarinin kullanilmast literatiirde 6nerilmektedir.(128)
Calismamizda intraoperatif ve postoperatif donemde alici ratlarda herhangi bir antijenite

reaksiyonu izlenmemistir.

Calismamizda  kemik  defektindeki  degisiklikleri  incelemek igin  Grnekler
histomorfometrik olarak degerlendirilmistir. Histomorfometri kemik hiicrelerini,
aktivitelerini ve kemik matriksini in situ olarak direkt degerlendirilebilen tek yontem

oldugu igin, kemik dokusunu degerlendirmede altin standart olarak kabul edilir.(193)

Calismamizda bazi limitasyonlar bulunmaktadir. Bunlardan ilki ¢alismanin deneysel
olmasi ve Orneklem boyutunun kiiciikliigi sebebiyle klinik kullanima direkt
yansitilamamasidir. Klinik is akigsinda uygulanabilmesi i¢in sonuglar ileri preklinik ve
klinik ¢alismalarla dogrulanmalidir. Ikinci limitasyonumuz E-TZF'in icerdigi biiyiime
faktorii miktar1 birey i¢i ve bireyler arasi degismesidir. Ayrica ¢alismamizda kemik

iyilesmesinin incelemesinde mikro ct kullanilmamis olmasi da bir baska eksikliktir.
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Sonug olarak, Tideglusib'in kalvarial kemik defektlerinde 4 hafta siireyle lokal olarak
uygulanmasi, kemik olusum belirteclerinde artis ile yeni kemik alaninin ve toplam kemik

alaniin arttigini ortaya koydu.

GSK-3 inhibisyonunun yardimiyla Wnt sinyal yolagi, kemik iyilesmesi sirasinda ek
faydalar sagladi. Tideglusib'i osteoblastogenez ve osteoklastogenez konusunda anlamak

i¢cin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Calismamizin sonuglar1 baslangi¢ hipotezimizi kismen desteklemektedir. Gruplar
arasinda en fazla iyilesmede E-TZF’nin bulundugu gruplarin etkili oldugu sdylenebilir.
Tideglusib’in kemik doku ftizerindeki etkilerini detayli incelenmesi i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizdan elde edilen bilgilere dayanarak E-TZF,
stvi formda olmasi ve enjekte edilebilirligi sayesinde diger biyomateryallerle kolaylikla

kullanilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER
Bu ¢alismadan elde edilen bilgiye dayanarak;

Literatiirde Tideglusib ve E-TZF’nin kemik metabolizmasina etkilerinin incelenmesine
yonelik deneysel calismalarin sayisi sinirlidir. Ratlar iizerinde uyguladigimiz deney
protokoliiniin Tideglusib ve E-TZF’nin rat kalvaryasi {izerine etkilerinin arastirilmasinda
uygun bir model oldugu sonucuna ulasilmigtir. Benzer modellemelerle ileri ¢alismalarin

literatiire katk1 saglayacag diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismadan elde edilen bilgiye dayanarak; kalvaryal kemik defektlerinin iyilesmesinde
Tideglusib’in tek basina kemik iyilesmesine katkisinin olmadigi ancak Tideglusible
birlikte ksenogreft ve E-TZF kullanimmin veya E-TZF ve ksenogreftin birlikte

kullaniminin kemik iyilesmesi {izerinde pozitif bir etkiye sahip olabilecegi sOylenilebilir.

Hem Tideglusib ve E-TZF kullaniminin yara iyilesmesi tizerindeki etki mekanizmasinin tam
olarak anlasilabilmesi hem bu ¢alismadan elde edilen bilgilerin dogrulanmasi hem de klinik
uygulamada hekimlere rehber olabilmesi i¢in kapsamli deneysel ve klinik ¢alismalarin

yapilmasina ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.

Gergeklestirilen bu ¢aligmada elde edilen verilerin, mevcut literatiire katki saglamasinin yani
sira, yeni tedavi konseptleri iizerine yapilacak arastirmalara Onciilik edecegi de

diistinilmektedir.
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