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1.1. ONSOz

“Stiperfisiyal Temporal Fasya Kullanilan Deneysel Kemik Defekti Modelinde;
Trombositten Zengin Plazma, Kemik Iligi Stromal Hiicre ve Elektromanyetik Alan
Stimiilasyonunun Osteogenez Uzerine Etkilerinin Karsilastirilmasi” adli uzmanlk tezi
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali
Bagkanligi’nin 15 Ekim 2008 giin ve 517 sayili yazisi ile verilmis, 18 Haziran 2009 tarih
ve 08-TF-03 say1 ile etik kurul onay1 alinip calismaya baslanmistir.

Travma, timor, osteomiyelit gibi etiyolojik nedenlere bagli olarak kemik dokusu
kayiplarindan sonra, baz1 durumlarda kirik sahasinda kemik dokusu kaybr ile belirgin doku
eksiklikleri olusabilir. Giiniimiizde, kemik iyilesmesini arttirict ¢esitli kombinasyonlar
uygulanarak ideal bir onarim siireci elde edilmeye calisilmaktadir. Literatiirde, kemik
rejenerasyonunu arttirict cok sayida yontemin mevcut olmasina karsin, klinik uygulamalara
aktarilmak tizere planlanan ayrintili deneysel ¢alismalara halen gereksinim vardir. Bu
deneysel calismada sican zigomatik kemik defekti modelinde, siiperfisiyal temporal fasya
kullanilarak olusturulan skafold ile farkli osteoindiiktif ve osteokondiiktif materyallerin
kemik rejenerasyonuna etkisi; biyokimyasal, histopatolojik ve radyolojik olarak ortaya
konmaya caligilmistir.

Uzmanlik egitimim boyunca ve bu calismanin gerceklestirilmesinde ¢ok degerli
destek ve yardimlarim1 gordiigiim, bilgi ve gorgiisiinden yararlandigim Anabilim Dali
Baskanimiz Do¢. Dr. Mehmet BOZKURT’a, Yrd. Dog. Dr. Samet Vasfi KUVAT a, Uzm.
Dr. Halit BAYKAN’a, kemik mineral yogunlugu Ool¢iimleri sirasinda yardimlarini
esirgemeyen Prof. Dr. M. Salih Celik, Yrd. Do¢. Dr. Veysi Akpolat, Ozlem Torun
Karakoyun ve Ozgiil Inal’a, biyokimyasal analizleri gerceklestiren Prof. Dr. Fatma Birgiil
Isik ve Ars. Gor. Dr. Beri Hocaoglu Bozarslan’a, histopatolojik preparatlarin incelenmesini
istlenen Prof. Dr. Biilent Mizrak’a, elde edilen bulgularin yorumlanmasinda ve istatistiksel
degerlendirmelerde yardimlarini esirgemeyen Prof. Dr. Yusuf Celik’e, calismanin mali
destegini iistlenen Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Komisyonuna (DUBAP),
deney hayvani laboratuvari ¢alisanlarina, tiim uzmanlhik 6grencisi arkadaslarima, klinik
gorevli arkadaslarima, her zaman bana destek olan sevgili anneme, babama ve
kardeslerime, her an yanimda olan sevgili esim Giilay’a ve oglum Eymen’e sonsuz saygi,

sevgi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.



1.2. KISALTMA LIiSTESI

ABD; Amerika Birlesik Devletleri

ALP; Alkalen phosphatase (alkalen fosfataz)

ANOVA; Analyze /compare Means / One way anova (tek yonlii varyans analizi)
bFGF; Basic fibroblast growth factor (bazik fibroblast biiyiime faktorii)
BMC; Bone mineral capacity (kemik mineral kapasitesi)

BMD; Bone mineral density (kemik mineral yogunlugu)

BMP; Bone morphogenetic protein (kemik morfogenetik protein)

BMSC; Bone marrow stromal cell (kemik iligi stromal hiicre)

BUA; Broadband ultrasonic attenuation (genis bantli ultrasonik zayiflama)
COX; Cyclooxygenase (siklooksijenaz)

CT; Computerized tomography (bilgisayarli tomografi)

DPA; Dual photon absorptiometry (¢ift foton absorbsiyometrisi)

DXA; Dual photon X-ray absorptiometry (¢ift foton X-151n1 absorbsiyometrisi)
DUSAM; Dicle Universitesi Selahattin Payzin Deneysel Arastirma Merkezi
EDTA; Etilen diamin tetra asetic acid

EGF; Epithelial growth factor (epitelyal biiyiime faktorii)

ELFMF; Extremely Low Frequency Magnetic Fields (¢ok diisiik frekansli manyetik alan)
FDA; (US) Food and drug administration (Amerikan gida ve ilac dairesi)
HCI; Hydrochloric acid (hidroklorik asit)

IGF; Insulin growth factor (insiilin biiyiime faktorii)

IL; Interleukin (interlokin)

IU; International unit

MRG; Manyetik rezonans goriintiileme

N; Normal

PDGF; Platelet derived growth factor (trombosit kaynakli biiyiime faktorii)
PEMF; Pulsed electromagnetic field (pulslu elektromanyetik alan)

PF-4; Platelet factor-4 (trombosit faktorii-4)

PPP; Platelet poor plasma (trombositten fakir plazma)

PRP; Platelet rich plasma (trombositten zengin plazma)

SEMF; Sinusoidal electromagnetic field (siniizoidal elektromanyetik alan)
SOS; Speed of sound (ses hiz1)

SPA; Single photon absorptiometry (tek foton absorbsiyometrisi)
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SPSS; Statistical Package for the Social Science (toplumsal bilim istatistik paketi)
SXA; Single energy X-ray absorptiometry (tek enerjili X-151n1 absorbsiyometrisi)
TGF; Transforming growth factor (transforme edici biiyiime faktorii)

TNF; Tumor necrosis factor (tiimor nekroz faktorii)

USA; United States of America (Amerika Birlesik Devletleri)

VEGF; Vascular endothelial growth factor (damar kaynakli biiyiime faktorii)
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1.3.

A; Amper

a; Arter

°C; Degree Celcius (santigrad derece)
cm; Centimeter (santimetre)
gr; Gram

Hz; Hertz

kDA ; Kilodalton

kg; Kilogram

It; Liter (litre)

mg; Miligram

pg; Microgram (mikrogram)
ml; Mililiter (mililitre)

mm; Milimeter (milimetre)
pm; Micrometer (mikrometre)
mrem; Milirem

ps; Microsecond (mikrosaniye)
mT; Militesla

n; Nerve (sinir)

ng; Nanogram

nm; Nanomol

SIMGE LiSTESI

rpm; Revolutions per minute (dakikadaki devir sayisi)

v; Ven

iv
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2.1. OZET

Herhangi bir nedenle ortaya c¢ikan kemik defektlerinin onarimi, plastik ve
rekonstriiktif cerrahide 6nemli bir yere sahiptir. Bu defektlerin tedavilerinde amac, defektin
bulundugu alandaki doku devamliliginin yeniden saglanmasidir. Bu defektler bazi
durumlarda karsimiza genis boyutlu olarak cikabilir. Bu gibi genis defektlerde spontan
iyilesme sinirlidir ve siklikla cerrahi miidahaleye gereksinim duyulur. Cerrahi miidahale
asamasinda en sik kullanilan segeneklerden birisi otojen kemik greftleridir. Ancak bu
uygulamanin dondr alan problemini bulunmasi ve simnirli boyutta elde edilme imkam
bulundugu i¢in alternatif yontemler iizerinde ¢alismalar yapilmaktadir.

Bu deneysel calismada, kemik rejenerasyonuna olumlu etkilerinin oldugu ileri
siirilen PRP, BMSC ve manyetik alan uygulamasinin; siiperfisiyal temporal fasya ile
sarllan  zigomatik kemik defekti modelinde, kemik iyilesme hizina etkisi
degerlendirilmistir.

Deneklerin zigomatik kemiginde 4 mm’lik defekt olusturulduktan sonra etrafi
stiperfisiyal temporal fasya flebi ile sarilmis ve non-union modeli olusturulmustur. Cerrahi
sonrasinda defekt alanina PRP, BMSC ve elektromanyetik alan uygulamasimin farklh
kombinasyonlar1 uygulanmistir. Uygulama sonrasinda deneklerin kemik rejenerasyonlari
hidroksiprolin, ALP aktivitesi ve osteokalsin oOlctimleri ile degerlendirilmistir. Tiim
denekler kemik yogunlugu 6l¢iimiine tabi tutulmuslardir. Deney sonunda alinan biyopsiler
histopatolojik olarak incelenmis ve kemik rejenerasyonu oranlart mikroskobik olarak

degerlendirilmistir.

Calismadan elde edilen bulgular sonucunda, PRP ve PEMF uygulamasinin, kemik
rejenerasyonu acisindan olduk¢a yararli ve etkili bir kombinasyon oldugu saptandi.
Calismada kullanilan siiperfisiyal temporal fasya flebinin de otojen, vaskiiler ve 3 boyutlu
olmas1 nedeniyle ideal bir kemik rejenerasyon ortami saglayan iyi bir skafold secenegi
oldugu gozlendi. Sonug olarak, kritik boyutlu ya da iyilesmeyen kemik defektlerinde bu
kombinasyonun olduk¢a kullanighi bir tedavi secenegi oldugu ve klinik uygulamalarda

giivenle kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler; Kemik defekti, trombositten zengin plazma, mezenkimal kok

hiicre, elektromanyetik alan, doku miithendisligi
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2.2. ABSTRACT
Comparison of Effects for Platelet Rich Plasma, Bone Marrow Stromal

Cell and Electromagnetic Field Stimulation Superficial Temporal Fascia Used

at Experimental Bone Defect Model

Reconstruction of bone defects that occur because of any reason has an important
place in plastic and reconstructive surgery. The objective of the treatments of these defects
is to reinstate the continuity of tissues placed in the area in which the defect has occurred.
Spontaneous healing is limited in such large defects and often requires surgical
intervention. Autogenous bone graft is one of which are used most frequently in the
surgical intervention process. However, studies on alternative methods are carried out
since this implementation has donor site complications and has a chance to obtain them in
limited sizes.

In this experimental study, the effect of the PRP, BMSC and magnetic field
implementations which propound that they have a positive impact on bone regeneration
were evaluated with the bone recovery speed in the zygomatic bone defect model
enwrapped with superficial temporal fascia.

After creating a 4 mm defect on the zygomatic bone of the experiments, the defect
was encompassed with a superficial temporal fascial flap and a non- union was created.
After surgery, different combinations of the PRP, BMSC and electromagnetic field
implementations were implemented on the defected area. After implementation, bone
regenerations of the experiments were evaluated with hydroxproline, ALP activity and
osteocalcin measurements. All the experiments were subjected to bone density
measurement. At the end of the experiment the conducted biopsies were
histopathologically examined and the bone regeneration rates were microscopically
evaluated.

As a result of the findings, it was detected that the PRP and PEMF implementation
was rather a beneficial and an effective combination in terms of bone regeneration. It was
observed that the superficial temporal fascial flap used in the experiment was also a well
scaffold choice providing an ideal bone regeneration area because of its autogeneous,
vascular and three dimensional structures. As a result, it is thought that this combination in
the non-healing bone defects is a rather useful treatment choice and it can be used in a
reliable way in clinical applications.

Keywords; Bone defect, platelet rich plasma, mesenchymal stem cell,

electromagnetic field, tissue engineering



3.1. GIRIS ve AMAC

Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) her yil 6.2 milyonun iizerinde kemik
fraktiirii vakasi ile karsilasilmakta ve bunlarin % 5-17’si yetersiz iyilesme (delayed union)
ya da iyilesmeme (non-union) problemi ile sonuclanmaktadir (1,2). Bu olgularin tedavi
siirecinde etkili yontemlerin uygulanmas1 gerekmektedir. Aksi takdirde etkilenen kisilerin
yasam kaliteleri 6nemli 6l¢iide bozulmakta ve bu olgular tekrarlayan cerrahi girisimlere
ihtiya¢c duymaktadirlar (1-3). Sonucta direkt ya da indirekt olarak birey ve toplum sagligi

ile ekonomisi zarar gdrmiis olmaktadir.

Konjenital ya da travma, tiimor eksizyonu, osteomiyelit, implant gevsemesi gibi
sonradan ortaya cikan nedenlere bagli kemik defektlerinin onarimi, plastik ve rekonstriiktif
cerrahide onemli bir yere sahiptir (4,5). Bu defektlerin tedavilerinde temel odak nokta,
defektin bulundugu alandaki doku devamliliginin yeniden saglanmas: ve defekt alanindaki
proksimal ile distal kemik ucu arasindaki yeni kemik olusumu ve biiyiimesinin saglanmasi
tizerine yogunlagmustir (2,6-12). Bu defektler bazi durumlarda karsimiza genis boyutlu
olarak cikabilir (13). Bu gibi genis defektlerde spontan iyilesme siirhidir ve siklikla
cerrahi miidahaleye gereksinim duyulur (6,12-15). Genis boyutlu defektlerde iyilesmeme
problemiyle karsilasildigi zaman defekt alaninda kopriilesme olmaz ve gevsek fibroz doku
olusur (16). Bu problemin oniine gegmek amaciyla uygulanan ve kemik iyilesmesi iizerine
olumlu etkisi bulunan, osteointegrasyonu arttirici ¢esitli ajan ve yaklasimlar bulunmaktadir
(12,14,17,18). Bu yontemler arasinda c¢esitli kimyasal ve fiziksel prosediirler yer
almaktadir (17,19-21). Giiniimiizde inlay/onlay non-vaskiilarize otogreftler, vaskiilarize
ossedz/osteokutanoz flepler, allogreftler, xenogreftler, sentetik greft materyalleri, biiylime
faktorleri, biyomateryaller, cesitli hiicresel ya da kemik yapr iskeleti bilesimlerinin
kullanim1 ve distraksiyon gibi yontemler, kemik defekti rekonstriiksiyonunda sik tercih
edilen tedavi secenekleri arasindadir (3,6,12,22-29). Bu yoOntemler, farkli indiiksiyon

mekanizmalartyla iyilesme oranini1 % 30-90 arasinda arttirabilmektedir.

Non-vaskiilarize kemik otogreftlemesi, kemik defekti onariminda altin standart
tedaviler arasinda yer alir ve uzun zamandan bu yana plastik cerrahi uygulamalarinda
kullanilan bir yontemdir (3,4,12,15,22,30-32). Her yil 2 milyonun {iizerinde kemik grefti
plastik cerrahi, ortopedik cerrahi, dis hekimligi alaninda kullanilmakta ve bunun 500.000
kadar1 sadece ABD’de uygulanmaktadir (30). Otolog kemik greftleri kosta, iliak krest ve



kalvaryum gibi dondr alanlardan elde edilebilir (13). Bu yoOntemin dondr saha
morbiditesine yol agmasi, sinirl boyutta kullanilabilme imkani, rezorbsiyon potansiyeli ve
alman grefte sekil verme zorlugu gibi birtakim dezavantajlari  mevcuttur
(4,5,12,15,22,28,29,31,33,34). Rezorpsiyon riskini azaltmak amaciyla kemik grefti
uygulamalarina cesitli biiylime faktorlerinin ilavesiyle tatmin edici kalicit sonuclar elde
edilmeye calisilmaktadir (22). Bir diger tedavi segenegi de allogreft uygulamalaridir. Bu
uygulamalarin ise genetik uyumsuzluk, immiinolojik reaksiyon ve viral hastalik bulagtirma
potansiyeli mevcuttur (3,4,12,28,30,35-37). Otojen ve allogeneik greftlerin kullanimindaki
sikintilardan 6tiirii doku miihendisligi yontemleri giincel tedavide yerini almaya baslamigtir
(3,4,15,30,33,38-40). Doku miihendisligi cercevesinde kemik doku yap1 iskeletleri
(seramik, kalsiyum siilfat, kalsiyum fosfat, kollajen, sentetik polimerler, demineralize
kemik matriks, kemik iligi aspiratlari, kanin hiicresel bilesenleri ve degisik tiirde kompozit
greftler) yer almaktadir. Bunlarin avantajlar1 arasinda kolay elde edilme, sinirsiz kaynak,

saklama ve kolay sterilize edilebilme imkan1 yer almaktadir (15).

Konsantre trombosit siispansiyonu (PRP; platelet rich plasma; trombositten zengin
plazma) otojen kandan elde edilir ve trombosit hiicrelerinin yogunlastirilmis seklidir,
kiigtik miktarda plazma icerisinde konsantre trombosit siispansiyonu igerir (15,41-44). PRP
ve lrlinleri; yara iyilesmesini, hiicresel mitogenezi, osteogenezi ve anjiyogenezi arttirici
ozelligi nedeniyle klinik uygulamalarda yeri bulunan giincel bilesimlerdir (42,44,45).
PRP’nin kemik ve yumusak doku iyilesmesinde olumlu etkilerinin bulunduguna dair
yapilmis ¢ok sayida calisma mevcuttur (15). PRP bas-boyun cerrahisi, okiiler cerrahi,
plastik cerrahi, maksillofasiyal cerrahi, kardiyovaskiiler cerrahi gibi alanlarda sik
kullanilmaktadir (31,41,42,46). PRP; trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF; platelet
derived growth factor), insiilin biiylime faktorii-1 (IGF-1; insulin growth factor-1),
transforme edici biiylime faktorii-B1 (TGF-81) ve 2, bazik fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF; basic fibroblast growth factor), trombosit faktorii-4 (PF-4; platelet factor-4) gibi
cesitli bilytime faktorlerini icermektedir (3,15,31,35,37,41,42,44,47-54). Yara iyilesmesi ve
kemik rejenerasyonunu hizlandirici etki, bu faktorler sayesinde olmaktadir (35,41,47).
Bununla birlikte, trombosit ve iiriinlerinin osteojenik hiicreler {izerindeki fizyopatolojik
etkisi tam olarak agikliga kavusmamistir ve PRP’nin kemik iyilesmesindeki etkinligi
izerine tartismalar stirmektedir (41,45). Yapilan deneysel ¢alismalarda PRP’nin tek basina
ya da kombine kullanimiyla ilgili farkli sonuglar elde edilmistir (31,44,55).



Kemik iligi stromal hiicreleri (BMSC; bone marrow stromal cell), eriskin kemik
iliginden elde edilir ve iskelet ile sert dokularin rejenerasyonu ile ilgilenen plastik cerrahi,
ortopedi, oral ve maksillofasiyal cerrahi alanlarinda sik kullanilir (2,35,37,56-66).
BMSC’nin spontan iyilesmeyen kritik boyutlu kemik defektlerinde kullanimi oldukg¢a
giincel bir yontemdir (67). Bu hiicrelerin kullanimi ile kemik iyilesme siiresinin kisaldigi
one siiriilmektedir (66). Mezenkimal kok hiicreler hiicresel terapide 6nemli bir kaynaktir ve
diferansiasyon agisindan farkli subpopiilasyonlarda hiicreler icerir (4,68,69). Pluripotent
BMSC, osteoblastlarin progenitor hiicrelerini igerir (67). BMSC’nin kemik, kikirdak,
tendon, adiposit, hepatosit, ndronal hiicre, kas hiicresi, endotelyal hiicre ve ligament gibi
hematopoietik olmayan dokulara doniisme potansiyeli vardir (31,35,47,56,66,70-75).
Giiniimiizde kemik iliginin diferansiasyonu iizerine c¢ok genis c¢apli calismalar
yapilmaktadir (70). Bunun yanisira, in vivo calismalarda kemik ve yumusak doku
tyilesmesini hizlandirici birkag kombinasyon {izerine caligmalar yapilmistir (76-78).
BMSC’nin trombosit siispansiyonuyla tatbik edilmesi, bu kombinasyonlardan biridir (45).
Mezenkimal kok hiicreler ve biiylime faktorlerinin kullanimi ise inceleme asamasinda olan
giincel tedaviler arasindadir. Halen ideal kombinasyon, biiylime faktorii konsantrasyonu ve

uygulama siklig1 acisindan elde edilen bilgiler sinirlidir.

Manyetik ve elektromanyetik alan stimiilasyonu, 21. yiizyilda saglik problemlerinin
iyilestirilmesinde kullanilmaya baslanan bir yontemdir. Manyetik alan uygulamasi non-
invaziv, giivenli ve kolay uygulanabilen bir yontemdir. Klinik ve hayvan ¢alismalarinda
osteogenezisin in vivo olarak elektriksel uyarilar ile regiile edildigi gosterilmistir (79).
Pulslu elektromanyetik alan stimiilasyonunun (PEMF; pulsed electromagnetic field), kritik
boyutlu kemik defektlerinde gozlenme potansiyeli olan gecikmis iyilesme ya da
iyilesmeme gibi problemleri azalttigi one siiriilmektedir (80). Bu uygulamanin kemik
formasyonuna etkili kullanigli bir metod oldugu O©ne siiriilmektedir ve kemik

yaralanmalarinda etkilerine dair birka¢ ¢alisma yapilmistir (17,20).

Siiperfisiyal temporoparyetal fasya, insan ve deney hayvanlarinda anatomisi iyi
tanimlanmis bir sahadir. Vaskiiler pedikiilii sabit ve giivenilirdir ve siganlarda alt
preaurikiiler seviyededir. Siiperfisiyal temporal fasya flebi ince, biikiilebilir, minimal
kalinlikta ve stabil bir fleptir. Bu vaskiilarize pedikiillii flep siklikla lokal olarak fasiyal

bolge rekonstriiksiyonunda kullanilir (81).



Bu deneysel calismada, kemik rejenerasyonuna olumlu etkilerinin oldugu ileri
siriilen PRP, BMSC ve manyetik alan uygulamasimin; siiperfisiyal temporal fasya ile
sartlan zigomatik kemik defekti modelinde, kemik iyilesme hizina etkisi karsilagtiriimigti.
Sonuglar radyolojik, biyokimyasal ve histopatolojik yontemlerle degerlendirilmistir. Bu
uygulamalarin  osteojenik  etkilerinin  varliginin  bilinmesine ragmen, kombine
kullanildiklarinda olusturduklar etkileri net olarak belli degildir. Kemik rejenerasyonunun
optimize edilebilmesi icin osteojenik kapasiteyi arttiran kombinasyonlara ihtiyag
duyuldugu bilinen bir gercektir (14). Bu calismanin, literatiirde bu konudaki ¢aligsmalari

destekleyici ve yol gosterici ¢alismalardan biri oldugunu diisiinmekteyiz.



3.2. GENEL BILGILER

3.2.1. ANATOMI

3.2.1.1. Sicanda kalvaryal anatomi

Siganlarda uzun bir kafa yapisi mevcuttur ve kalin bir boyunla govdeye
baglanmaktadir. Kafatasi aksiyel iskelet yapisindadir. Ustten bakildiginda onde iki tarafli
olarak nazal kemik, arkasinda da frontal kemigi igerir (Resim 1). Nazal kemigin
posterolateralinde maksillanin zigomatik ¢ikintis1 bulunur. Frontal kemiklerin arkasinda ise
iki tarafli olarak parietal kemikler yer alir. Frontal ve parietal kemikler arasinda koronal
siitiir, her iki parietal kemik arasinda ise sagittal siitiir yer alir. Parietal kemiklerin
arkasinda ise interparietal kemik, parietal kemiklerin lateralinde ise skuamoz kemik
bulunur. Skuamoz kemigin posterolateralinde ise timpanik biilla denilen olusum yer alir.
Maksillanin zigomatik c¢ikintisi ile skuamoz kemik arasinda ark seklinde yerlesim gosteren

zigoma bulunur. Maksillanin alt sinirinda ise alveoler arktan ¢ikan molar disler gbze carpar

(82).

D: Molar disler, F: Frontal kemik; M: qusillamn zigomatik ¢ikintisi; N: Nazal kemik; O: Oksipital
kemik; P: Parietal kemik; S: Skuamoz kemik; ip: Interparietal kemik; tb: Timpanik biilla; 1: Koronal siitiir;
2: Sagittal siitiir; 3: Infraorbital siitiir

Resim 1: Sican kafatasinin yukaridan goriiniimii

Nazal kemik ve maksillanin zigomatik ¢ikintis1 arasinda okiiler oyuk bulunur. Bu

oyuga goz yerlesmistir. Kemik yapinin {izeri fasya ve kas tabakasi ile ortiiliidiir (Resim 2).



Resim 2: Sakrifiye denekte kafatasinin yukaridan, kas tabakasi planindan

gOriinimii

3.2.1.2. Zigoma anatomisi

Yandan bakildiginda kafatasi iskeletinde en ¢ok gbze carpan yapi, zigomatik
kemiktir. Bu kemik, kafatasinin yandan en ¢ikintili boliimiidiir (Resim 3). Yaklasik 1 mm
kalmliginda ve 2 cm uzunlugundadar, tiibiiler ve kavisli bir sekli mevcuttur. Onde maksiller
kemigin malar progesi ile baslar ve arkaya dogru konveks sekilde uzanarak temporal
kemigin skuamoz boliimii le birlesir. On birlesim yerinde bulunan oyukta lakrimal kemik
ve kanalini barindirir. Arka birlesim yerinin arkasinda ise akustik kanal ve posterior
glenoid foramen bulunur. Skuamoz kemik ile siitiir hatti olusturan fibréz yapida bir

birlesim yeri mevcuttur (82).

D: Molar disler, F: Frontal kemik; L: Lakrimal kemik ve kanal; M: Maksilla; N: Nazal kemik; O:
Oksipital kemik; P: Parietal kemik; Pre: Premaksilla; S: Skuamoz kemik; Z: Zigoma; id: Insisor disler; ip:
Interparietal kemik; mp: Malar proges; tp: Timpanik biilla; 1: Eksternal akustik meatus; 2: Posterior glenoid
foramen (transvers siniisten internal maksiller vene dal verir); 3: Alisfenoid kanal (internal karotis girisi); 4:
Foramen ovale; 5: Pterigoid proges; 6: Optik foramen (nervus optikus ¢itkumi); 7: Birbirine komsu iki
agikliktan arkadaki timpanik biillaya yakin olan petrotimpanik fissiir (internal karotisin pterigopalatin dali
ve pterigoid ven pleksusu gecer), ondeki ise internal maksiller arterin gectigi orta foramen laserumdur.

Resim 3: Sican kafatasinin yandan goriiniimii



Zigomatik kemigin etraf1 fibroz doku, fasya ve kas tabakasi ile sarilmistir (Resim
4). Ustte temporal kas, icte masseter kasinin derin boliimii ve disinda da masseter kasinin
yiizeyel boliimii yer alir. Kemigin i¢ ylizeyinde bulunan oyuk igerisinde kaslarla ayni
planda yer alan parotis, fasiyal sinir ve dallar, fasiyal arter ve ven bulunur. Zigomanin
arka i¢ kisminda ise temporomandibuler eklem ve mandibulanin koronoid progesi

bulunmaktadir. Tiim bu yapilar yakin bir komsuluk icerisindedirler (82).
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Resim 4: Sakrifiye edilmis sicanda zigomanin yandan masseter ve temporal kas

aynistirildiktan sonraki goriiniimii

3.2.1.3. Siiperfisiyal temporal fasya anatomisi

Siiperfisiyal temporal fasya, arkada kulak oniinden onde lakrimal kemik ve kanala,
yukarida ise goz ve frontal-parietal kemik hizasina kadar uzanan, yaklasik 1 cm c¢aplh bir
tabakadir. Bu tabaka oldukca ince, biikiilgen ve vaskiiler agdan zengindir. Hemen cilt
altinda kil folikiillerinin altinda yiizeyel planda yer alir. Fasya tabakasiin altinda ise
temporal kas bulunur. Arteria karotis kommunis’in eksternal dalinin uzantisi olan arteria
temporalis siiperfisiyalis tarafindan beslenir. Ven6z drenaji1 ise vena jugularis eksterna’ya

dokiilen vena temporalis siiperfisiyalis tarafindan saglanir (Sekil 1) (82).



Superficial temporal a. and v.
Zygomaticotemporal n.

. Zygomatic bone
Facial a. and v.
Facial n.
7 External carotid a.
External jugular v.

Sekil 1: Siiperfisiyal temporal fasyanin anatomik olarak sematize edilmis

gorliniimii (¢izgili alan)

3.2.2. KEMIK iYILESMESI

Organizmada herhangi bir nedenle hasar géren dokular belirli bir oranda kendilerini
yenileyebilirler. Doku rejenerasyonu multipl sinyaller ile doku bilesenleri arasindaki
kompleks etkilesimler sayesinde olmaktadir. Bu sinyallerin agiga ¢ikmasi belli bir diizen
icerisinde gergeklesir ve kayip doku orijinal ya da orijinale yakin sekilde tamamlanmis olur
(60). Kemik dokusu bu onarim isini en iyi yapan dokulardan biridir. Kemik iyilesme
progesi; doku yaniti, remodelling ve lamellar kemik yapisinin olusumu ile karakterizedir.
Kemik dokuda herhangi bir nedenle ortaya cikan defekt, baslangi¢ doku yanitina neden
olur ve diger dokularda gerceklestigi gibi, birtakim hiicresel ve molekiiler sinyallerin agiga
cikmasina neden olur. Bu sinyaller osteoindiiktif (yeni kemik olusumunu arttirici)
ozelliktedir. Bu asamada c¢esitli sitokinler ve biiyiime faktorleri rol oynamaktadir.
Sinyallerin olusumu kemik defekti bolgesine osteojenik hiicrelerin migrasyonuna neden
olur ki, bu asama kemik iyilesmesinin temel basamaklarindan birini olusturur (4,45,70).
Normal kemik iyilesme siirecinde, mezenkimal kok hiicreler osteoblast ve osteositlere
farklilasir (1,4,16,60). Bu doniisiim, kemik iyilesmesinin sinyal olusumu asamasindan

sonraki en temel basamaktir (16). Osteoblastik progenitor hiicreler, kemik stromal



fibroblastik sistemin bag dokusu bilesenleri arasinda yer alir ve kompleks bir

mekanizmaya sahip kemik iyilesme siirecinin en kritik elemanlar1 arasindadir (Sekil 2) (4).

Sekil 2: Kemik rejenerasyon siireci ve biiylime faktorlerinin etkisi

Baslangicta defekt bolgesine inflamatuar hiicrelerin gocii olusur, bu siire¢ 1-5.
giinler arasinda gerceklesir. Erken donemde ortama gelen nétrofiller ve makrofajlar hasarli
dokuyu ortadan kaldirmaya calisir. Bu donemde defekt bolgesinde fibroblastlarin ve
vaskiilarizasyonun arttig1 gézlenir. Bu bolge daha sonra fibroz bir yap: haline doniisiir. Bu
yeni dokuya kemik kallusu denir. Bu arada kirik bolgesindeki periosteum ve endosteumun
osteoblastlart ¢ogalarak kirik bolgesine gelirler ve burada bir hiicre tabakasi olustururlar.
Onarim sirasinda 6nce primer kemik dokusu gelisir. Bu doku heniiz olgunlasmamis kemik
dokusudur. Daha sonra bu doku yavas yavas ortadan kalkar ve yerini sekonder, yani esas
kemik dokuya birakir. Boylece onarilmis kemik o bolgede tamamen normal sekline

kavusur ve fonksiyonlarini yerine getirir bir duruma gelir (16).

Kallus formasyonu, ekstraselliiler matriksin kalsifiye olmasiyla saglanir (16).
Kallus formasyonu bagladiktan sonra, ortalama 10. giinden sonra remodelling fazi baslar.
Remodelling ve lamellar kemik yapisinin matiir hale gelmesi 6-9 aylik bir siire¢ gerektirir.
Bu siire sonunda kemik defektinde normal trabekiiler yapinin olustugu gosterilmistir (44).
Bu siirede yeni olusan kemik dokusunun osteokondiiksiyonu (kemik dokusunda yer alan

bilesenlerin etkilesimi) ve direnci artar.

Kemik yapimi ile rezorbsiyonu uyumlu bir denge halinde gerceklesmektedir.
Kemik dokusu yasam boyu siirekli yeniden olusum ve rezorbsiyon kapasitesine sahip

kompleks aktif bir dokudur, dolayisiyla devamli olarak yenilenmektedir. (79,83). Bu



yenilenme 6zellikle mekanik, kimyasal ve hormonal kosullarla yakindan ilgilidir. Kondral
ve intramembrandz olmak iizere 2 tiir kemiklesme vardir. Bunlardan kondral kemiklesme

kikirdak dokusu, intramembrandz kemiklesme ise bag dokusunun katilimiyla olugsmaktadir.

3.2.2.1. Kondral ossifikasyon

Bu tiir kemiklesme hiyalin kikirdak hiicreleriyle olusmaktadir. Bu nedenle
intrakartilagin6z kemiklesme de denmektedir. Organizmanin uzun ve bazi kisa kemikleri
bu sekilde gelismektedir. Kondral kemiklesme perikondral ve enkondral olmak {iizere 2

tiptir;

3.2.2.1.1. Perikondral ossifikasyon;

Kikirdak yiizeyindeki mezenkim kaynakli hiicreler osteoblastlara doniiserek bu
bolgede birikirler ve osteosit haline doniisiirler. Bu olayr kalsifikasyon izler. Sonugta
diyafizin ortasinda ve daha sonra da uglara dogru gelisen bir perikondral kemik dokusu
ortaya c¢ikar. Kemiklesme tamamlandiktan sonra perikondriyum, periosteum adini alir. Bu

kemik kompakt bir yapidadir ve bu yolla kemigin enine biiytimesi saglanir (16).

3.2.2.1.2. Enkondral ossifikasyon;

Bu tiir kemiklesmede kikirdak hiicreleri 6nemli rol oynar. Ozellikle uzun
kemiklerin sekillenmesi bu yolla olur. Bu tiir kemiklesme esas olarak kikirdak hiicrelerinin
ozellikle uzun kemiklerin diyafiz bolgesinde birtakim degisimleri seklinde olmaktadir.
Meydana gelecek ilk kemik once diyafizi saran perikondriyumda intramembranéz yolla
olmakta ve periost sekillenmektedir. Diyafizdeki kemiklesme primer kemiklesmedir ve
bolge tamamen kemiklesinceye kadar devam eder. Bunu epifiz bolgesindeki kemiklesme

izler ve sekonder kemiklesme merkezi haline gelir.
3.2.2.2. intramembranéz ossifikasyon
Kemigin intramembrandz yolla olusumu bag dokusu tarafindan gergeklestirilir.

Organizmada kafatasinin frontal, parietal, temporal gibi kemikleri ve mandibula, bu tiir

kemiklesmeyle olusmaktadir. Bu kemiklere membran kemikleri de denmektedir.
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Intramembran6z kemik rejenerasyonu inflamasyon, onarim ve remodelling fazlarina
ayrilir. inflamasyon fazinda oncelikle kapiller invazyon olusur. Defekt alanina sitokin gogii
ve makrofaj aktivasyonu gerceklesir. Onarim fazinda ise mezenkim hiicreler damarlar
etrafinda toplanir ve cogalirlar. Aradaki bosluklar ekstraselliiler matriks ve icindeki
kollajen liflerce doldurulur. Mezenkim hiicreleri osteoblastlara ve ardindan da osteositlere
farklilagirlar. Osteositler kemik doku olusumunu siirdiiriirler, ancak bu sekilde olusan
kemik spongiyoz (trabekiiler) yapidadir ve lamel icermez. Araya heniiz kalsiyum
bilesikleri de ¢okmemistir ve bu doku osteoid sekildedir. Remodelling fazinda trabekiiller
biiylir, cogalir ve anastomozlasarak spongiy6z kemik dokusu sekillenmis olur. Bu tiir
kemiklesmede periosteum ve endosteum kemiklesmeye katilmayan bag dokusu tarafindan
yapilmaktadir. Trabekiiller aras1 bosluklardaki bag dokusu da kemik iliginin miyeloid veya
hematopoietik dokusuna doniismektedir. Bu tiir kemiklesmede osteoblastlarin osteositlere

doniistimii turn-over seklinde bir devamlilik gostermektedir.

3.2.3. DENEYSEL KEMIiK DEFEKTI MODELLERI

Sicanlar segmental kemik rejenerasyonu calismalarinda sik kullanilan deney
hayvanlanidir. Kii¢iik hayvan modelleri doku miihendisligi ve kritik boyutlu kemik defekti
caligmalarinda ¢ok kullanish seceneklerdir (84-86). Ancak deney hayvanlarinda uygulanan
kemik defekti modellerinde en biiyiik dezavantaj, fiksator yerlestirilen deneklerde gevseme

olmas1 ve fiksatorlerin kiiciik deney hayvanlarina adaptasyonlarinin zorlugudur.

3.2.3.1. Femur

Femur segmental kemik defekti modeli, deneysel ¢alismalarda sik kullanilan bir
modeldir. Ozellikle distraksiyon osteogenez calismalarinda oldukca kullanighdir.
Osteoindiiktif veya kondiiktif materyallerin ya da farkli maddelerin salinim-perfiizyon
tekniklerinin denenmesi planlandiginda en uygun uzun kemik modelidir. Calismaya gore,
olusturulan kemik defekti alanina uygulanan implantasyondan sonraki degisik siirelerde,
implantin yerlestirildigi femur bolgesinde kemik hacim ol¢iimleri, biyomekanik olgtimler,
micro-CT  (computerized tomography; bilgisayarli tomografi) ve histolojik
degerlendirmeler yapilabilir. Ozellikle osteokondiiktif ve osteoindiiktif —materyal

caligmalar1 i¢in fonksiyonel/biyomekanik calismalara da izin verdiginden dolay1 siklikla
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tercih edilmektedir. Mekanik stimiilasyona imkan taniyan bir model oldugu igin

fonksiyonel bazli calismalarda 6zellikle kullanighdir.

3.2.3.2. Kalvaryum

Kalvaryal kemik defekti modeli, fasiyal bolge kemikleriyle embriyolojik agidan
benzestigi i¢in oldukca kullamighidir. Bu modeldeki kemik iyilesmesi intramembrandz
tarzdadir (14). Kalvaryumda genelde 5 mm’lik kemik defekti kritik boyutlu kemik defekti
(spontan iyilesmeme sinir1) modeli olarak kabul edilir (14,87,88). Ancak Plachokova ve
ark’larinin ¢alismalarinda 6.2 mm’lik kalvaryal defektin 2 hafta siire sonunda tamamen
kapandigi belirtilmistir (48). Bu modeldeki kritik boyutlu kemik defekti ile ilgili farkli
bulgular elde edilmistir. Onceki calismalar, kalvaryum kemik defektlerinde
vaskiilarizasyonun ve mekanik stimiilasyonun yetersiz oldugunu gOstermistir.
Biyomekanik testler i¢in ¢cok kullanish bir model degildir. Ancak dura ve skalp dokusunun
kanlanmasinin zengin olusu, vaskiilarizasyon yetersizliginin olmadigim diisiindiirmektedir

(14).

3.2.3.3. Radius

Bu model 6zellikle tavsan calismalarinda tercih edilmektedir. Radiusta olusturulan
kemik defektinin her iki ugtan ulna kemigine sabitlenip immobilizasyon saglama imkani
bulunmaktadir. Olusturulan defekt alamina her tiir osteojenik ajanin yerlestirilmesi
miimkiindiir. Bu model kullanilarak yapilan calismalarda kritik boyutlu defektin 15-20 mm
civarinda oldugu saptanmistir. Sicanlarda pek kullanishh olmadigi icin deneysel
caligmalardaki uygulama siklig1 azdir. Distraksiyon ya da mekanik/fonksiyonel testlerin

uygulanabilme avantajlart mevcuttur (89).

3.2.3.4. Zigoma

Zigoma kemik defekti modeli ¢ok sik kullanilan bir model olmamakla birlikte;
fasiyal bolge defektlerinin incelendigi calismalarda alternatif bir modeldir. Kim ve ark
zigomatik kemik defektlerinde kritik boyutlu kemik defektini belirlemek amaciyla 3 ve 5
mm’lik defektler olusturmuslar ve kemik rejenerasyonunu karsilagtirmiglardir (13). Elde

ettikleri bulgular, 3 mm’lik defektin rejenere oldugu ve 5 mm’lik defektin iyilesmeme
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sinirt oldugu yoniinde idi. Buna gére 5 mm’den biiyiik zigomatik kemik defektlerinin
spontan iyilesmeyecegi yoniinde bulgular elde etmislerdir (13). Ozcelik ve ark ise 3
mm’lik zigoma defektinde 10 hafta sonunda 0.42 mm’lik azalma saptamislardir (90). Bu
modelin avantaji, yiiz kemikleriyle ayn1 rejenerasyon mekanizmasina sahip olmasi, farkli
cerrahi secenekleri ve alternatiflerine imkan tanimasi ve immobilizasyon sikintisinin

olmamasidir.
3.2.4. SUPERFISiYAL TEMPOROPARYETAL FASYA FLEBIi

Siiperfisiyal temporal fasya flebi, ince ve zengin bir damar agina sahiptir. Bu
nedenle en kullanisli fasya flepleri arasinda sayilmaktadir. Bu flep ilk defa Claude
Dufourmental adli arastirici tarafindan 1958 yilinda kulak rekonstriiksiyonunda
kullanilmistir. 1980 yilinda ise Robert Smith tarafindan alt ekstremite rekonstriiksiyonunda
serbest doku aktarimi seklinde kullanmilmistir. Bu flebin sicandaki modeli ise ilk defa
Ksenija Stefanovi¢ ve ark tarafindan kullanilmistir (91).

Siiperfisiyal temporal ven, siiperfisiyal temporal arterin eksternal ve siiperior
boliimiinde yer alir. Damarlar sicanin skalp dokusunun subkutanéz gevsek bag dokusu
tabakasinda yer alir. Arter ve ven ortak bir perivaskiiler kilif icerisinde seyreder. Her iki
damar fasyal dokuya girmeden birka¢ milimetre Once gozle goriilebilir (92). Flep
pedikiiliinii olusturan ylizeyel temporal arter ve ven, kii¢iik capli ve ince duvarli yapilardir.

Flebin pedikiil damarlart iri hayvanlarda bile 0.3-0.4 mm caplarindadir ve pedikiil boyu

kisadir (Sekil 3) (91).
£ / Temporoparietal flap
o . Superficial temporal a.,v. and n.

a, arter, v, ven, n; sinir

Sekil 3: Siiperfisiyal temporal fasya flebinin sematik ¢izimi
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3.2.5. FLEP MANIiPULASYONU

Flep manipiilasyonu aktarilacak flebin, alic1 sahanin gereksinimlerine uygun olacak
sekilde ©Onceden hazirlanmasi amaciyla uygulanan girisimlerdir. Bu girisimler delay
(geciktirme), ekspansiyon (genisletme), prefabrikasyon ve prelaminasyon uygulamalarini

icerir (93).

3.2.5.1. Prefabrikasyon;

Flep prefabrikasyonu, flebin arter ve konkomitan venini ve c¢evre adventisyayl
icerecek sekilde eleve edilmesiyle baslar. Bu flep fasyay1 veya kas dokusunu bir miktar
ihtiva edebilir. Flep transfer edilmeden 6nce matiirasyonu beklenir. Matiire olduktan sonra
lokal ya da serbest doku aktarimi seklinde transfer edilir. Bu teknik 6zellikle ince fleplerin

elde edilmesinde kullanilir (93).

3.2.5.2. Prelaminasyon;

Bu uygulama ilk defa Pribaz ve Fine tarafindan tanimlanmistir (94). Bu teknikte
kompozit doku aktarimi gereken, ancak donor sahada istenen sekilde doku bulunmayan
durumlarda gereken dokunun hazirlanmasi sézkonusudur. Bu prosediir iki asamalidir. Ilk
asamada donor sahadan aktarilacak dokuya kikirdak, deri, mukoza grefti, doku
ekspansiyonu gibi islemler uygulanir. ikinci asamada ise hazirlanan flep transfer edilir

(93).

3.2.6. DOKU MUHENDISLIiGi

Doku miihendisligi uygulamalari, sentetik icerikli materyallerin manipiile edilip,
canli organizmada kullanildiginda, yeni olusan dokunun olusum cevabina yakin cevap elde
edilmesini saglayan bilesimler iiretilmesini saglar (28). Doku miihendisliginin temel kritik
basamagi, ekstraselliiler matriks bilesenleri ile dokulardaki normal organize hiicrelerin
fonksiyonlarinin arttirilmasidir. Hasarlanmis doku sahasinda biiytime faktorlerinin énemi
ve rejenerasyonu baslatip hizlandirici 6zelikleri bilinmektedir. Ekstraselliiler matriks

bliyime ve morfogenezi modiile eder. Aym1 zamanda bir¢ok biiylime faktoriiniin
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sallmmminin  regiilasyonunu saglar. Biyoteknolojideki giincel gelismeler, biiyiime
faktorlerinin aciga c¢ikarilmasi ile doku miihendisligi ve biyomateryaller ilizerine 151k

tutacak bir¢ok katki saglamistir.

Kemik rejenerasyonu alanindaki doku miihendisligi stratejileri 3 temel komponenti
icerir. Bu komponentler osteojenik hiicrelerin uygulanmasi, osteoindiiktif faktorler ve yapi
iskeleti (skafold) olusturulmasi seklinde siniflandirilir (37). Doku miihendisliginde skafold
ve intraliiminal bilesenler en kullanigh preparasyon segenekleri gibi durmaktadir (29,38).
Doku miihendisligi uygulamalar1 ile skafold olusturulup, c¢esitli kombinasyonlarda
kullanilmasi iizerinde ¢alismalar yapilmaktadir (71,72). Bu amacla 6zellikle biyoeriyebilen
ve biyouyumlu skafold materyalleri, osteokondiiktif biiyiime faktorleriyle kombine
edilmekte ve yeni kemik olusumu stimiile edilmektedir (30). Vacanti ve ark’lar1 skafold ve
biiylime faktorlerini birlikte kombine kullanmis ve yeni doku morfogenezinin tatmin edici
sekilde saglandigini belirtmislerdir (95). Yamada ve ark ise enjekte edilebilen skafoldlar
tiretip doku miihendisligi kemik iiriinii elde etmisler ve minimal invaziv sekilde defekt
alanina uygulama imkan1 sunmuslardir (96). Bu arastiricilar skafold icerisine BMSC ya da
PRP yerlestirerek oldukca kullanigsh biyomateraller iiretmislerdir. Bu sekilde uygulanmaya
baslayan yeni teknolojilerle enjektabl doku miihendisligi bilesenlerinin sayisi artmaya

basglamistir (29,96,97).

Doku miihendisliginin basarisinin artmasini saglayacak kosul, biyomateryallerin
molekiiler diizeydeki hiicresel cevaba etkilerinin ve kemik iligi stromal hiicrelerinin
biyomateryallerle direkt temasinin etkilerinin aciga kavugsmasidir (72). Doku miihendisligi
uygulamalar ile kemik rejenerasyonunun arttirilmasina yonelik ilerlemeler kaydedilmekte
ve bu konudaki c¢alismalar giincelligini korumaktadir. Cok sayida biyomateryal
seceneginin bulunmasina ragmen, tek bir ideal materyal bulunmamaktadir (15,33). Bu

konuda halen ideal sonuclarin yeterince alinamadig1 bildirilmektedir.

3.2.7. SKAFOLDLAR

Skafoldlar, yap1 iskeleti olarak olusturulan ii¢ boyutlu bilesenlerdir. Bu yapilar
dokunun icerigi ve bicimine benzer bilesimlerden elde edilip doku iyilesmesini
hizlandiran, doku miihendisligi uygulamalari ile iiretilen yapilardir (22). Skafoldlar istenen

sekil ve boyutta hazirlanma avantajina sahiptirler (4,98,99). Bununla birlikte biyouyumlu,
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osteokondiiktif, pordz yapida, mekanik ac¢idan giiclii ve ayn1 zamanda biikiilgen yapiya
sahip olmalidirlar (4). Ideal bir skafoldun kolay sekil verilebilir, kemik defektinin seklini
alabilen, biiyiime ve matiirasyonu hizlandiran, c¢evre dokuya karsi bariyer olusturan

ozellikte olmas1 gerekir (56,69).

Mezenkimal kok hiicrelerin kemik rejenerasyonunda hiicresel biiyiime ve
farklilasmada optimal etki saglamast i¢in ii¢ boyutlu skafoldlara ihtiya¢ duydugu
bilinmektedir. Bu nedenle doku miihendisligi calismalar1 ile skafold olusturulmasi ve
hiicreleraras1 matriks etkilesiminin arttirilmas1 amaglanmaktadir (56). Ug boyutlu
skafoldlar osteoblastlarin fonksiyonlarinin manipiile edilmesinde 6nemli bir rol oynarlar
(4). Kemik iyilesmesini arttiracak en uygun skafoldun olusturulmast i¢in ise kemik
biyolojisi ve yapisal karakteristiklerinin iyi anlagilmasi gerekmektedir (56). Kemik yap1
elemanlar1 hiicresel elementleri icermez ve osteoindiiktif degildirler, osteogenezise ihtiyag

duyarlar. Skafoldlar da benzer sekilde osteokondiiktif bilesenlerdir (15).

Kemik iyilesmesinin normal seyrinde gerceklesmesi i¢in defekt alanina uzaysal
diizlemde uygun bir ortam hazirlamak gerekir. Bu boslugun vaskiiler ya da kemik iligi gibi
osteojenik hiicrelerle dolmasi en uygun secenekler arasinda sayilmaktadir. Kemik iliginden
direkt olarak alinan mezenkimal hiicreler akigkan bir yapiya sahiptir ve defekt alanina bu
sekilde uygulanmas1 giicliik teskil edebilir (57). Bu nedenle otojen kemik iligi grefti ile
beraber osteokondiiktif kemik yap1 iskeleti iiriinlerinin kullanimi denenmektedir (35,57).
Skafoldlarla beraber progenitor hiicrelerin beraber implante edildigi durumlarda, sadece
skafold uygulamasina gore daha iyi bir kemik rejenerasyonu elde edildigi gozlenmistir
(69). Skafoldlarin farkli materyallerle kombinasyonu, bu konudaki deneysel calismalarda
ele alinmaya devam etmektedir. Ancak, kemik rejenerasyonu amaciyla kullanilacak ideal

skafold halen bulunamamuistir (28).
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3.3. GEREC VE YONTEM

Deneysel calismaya baslanmadan once Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik
Kurul Bagskanligindan yerel etik kurul onayr alind1 (18 Haziran 2009 tarih ve 08-TF-03
sayil1). Denekler Dicle Universitesi Prof. Dr. Selahattin Payzin Deneysel Arastirma
Merkezinden (DUSAM) elde edildi. Calismaya 165 adet erkek, 250-300 gr agirhiginda, 9
aylik, izogeneik (inbret) Sprague-Dawley albino sican dahil edildi. Disi sicanlarin
hormonal degisikliklerinin kemik yogunlugunu etkileme ihtimalini ve menapoz nedenli
osteoporoz riskini ekarte etmek amaciyla calisma erkek sicanlar iizerinde planlandi.
Sicanlar standart toplu kafeslerde barindirildi. Yemler standart pellet seklinde verildi
(TAVAS Inc, Adana, Tiirkiye) ve su ihtiyaglar1 standart yontemlerle karsilandi. Oda 1s1s1
yaklasik 21 »C’de sabit tutuldu. Laboratuvar 1siklandirmasi 12 saat giindiiz ve 12 saat gece
olacak sekilde ayarlandi. Odanin nem derecesi % 45 +10 diizeyinde sabit degerde tutuldu.

Tiim prosediirler tek cerrah tarafindan uygulandi.
3.3.1. PILOT CALISMA

[k asamada siiperfisiyal temporal fasya flebinin disseksiyonu ile vaskiiler yapisinin
yeterliligi ve anatomik 6zelliklerinin gbzlenmesi amaciyla on ¢alisma planlandi. Bu amagla
bir adet dondr deney hayvani cerrahi islem icin hazirlandi. Ketamin sodyum (Ketalar®
flakon; Pfizer Ltd Sti, Istanbul, Tiirkiye) 90 mg/kg ve xylazine hidroklorid (Rompun®
flakon, Bayer Inc, Almanya) 10 mg/kg karistmi intraperitoneal olarak uygulanip genel
anestezi saglandi. Sicanin kafa bolgesi traslanip % 10’luk povidon iyodin soliisyonu
(Batticon®, Adeka Hag Ltd Sti, Samsun, Tiirkiye) ile dezenfekte edildi.

Planlanan deri insizyon alami temporal ve preaurikiiler alanda deri kalemi ile
isaretlendi. Bu cizim yaklasik 1.5 cm uzunlugunda dikey ve “S” sekilli olarak planlandi

(Resim 35).
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Resim 5: Temporoparyetal fasya flebi kaldirilmast amaciyla planlanan deri

insizyonu

GOz arkasindan baslayip arkada lakrimal gland, asagida ise kulak altina kadar olan
mesafede flep disseksiyonu planlandi. Loop kullanilarak 4x biiyiitme altinda mikrocerrahi
teknikler kullanilarak, temporal skalp alaninda sa¢ folikiillerinin hemen altina uzanacak
sekilde, kil folikiillerini gorecek tarzda yiizeyel planda disseksiyon yapildi. Insizyona
oncelikle frontal bolgeden baslandi. Yapilan insizyon daha sonra kulagin alt sinirindan
posterioruna dogru ilerletildi. Anterior ve posterior deri flepleri sac folikiillerinin arasindan
disseke edildi. Bundan sonra fasyanin iist, arka ve on kenarlar1 dikkatle kesildi. Ardindan
ist sinirdan temporal kas iizerindeki nispeten gevsek plana inildi. Disseksiyona, fasyanin
kenarlarindan devam edilerek alt yiizde bulunan damarlar gozlenene dek devam edildi.
Planlanan tiim flep yiizeyi agilinca masseter arka kenarina dogru yiizeyel temporal arter ve
ven tanmnip korundu. Pedikiile, insizyonun posterior kosesinden ulasildi. Damarlarin
cevresi ince duvarli oldugu i¢in oldukga titiz bir disseksiyon uygulandi. Disseksiyon
sonunda yaklasik olarak 1x1,5 cm’lik fasyal doku eleve edildi. Kanama odaklar1 bipolar
koterle koagiile edildi. Siiperfisiyal temporal arter ve ven inferior ve posterior sahada

aksiyel olarak izole edildi (91,100) (Resim 6).
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Resim 6: Flebin pedikiil iizerinde aksiyel olarak eleve edilmis goriiniimii

Flebin pivot noktast degerlendirildiginde rotasyona yeteri kadar izin verdigi ve

zigomanin her noktasina ilerleyebildigi gézlendi (Resim 7).

Resim 7: Flebin zigoma kemigi iizerinde ilerletilmis goriiniimii

Ardindan flep pedikiilii karotid artere kadar disseke edildi ve pedikiil karotid
arterden baglandiktan sonra serbest olarak anatomik yerinden ayrildi ve 22 no’lu braniil ile
kaniile edildi. Daha sonra metilen mavisi ile pedikiil boyand1 ve flep igerisindeki

damarlanma ve dallar1 net olarak izlendi (Resim 8).
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Resim 8: Flep pedikiiliiniin metilen mavisi ile boyanmis goriiniimii

Aym cerrahi prosediir bagska bir donor sigana uygulandi ve siiperfisiyal temporal
fasya serbest flep seklinde pedikiiliiyle beraber ayrildi. Ardindan 50 gr kursun oksit, 5 gr
jelatin, 100 cc % 0.9 serum fizyolojik karigtirilip 70 "C’de 50 cc karigim hazirlandi ve
enjektor icerisine alindi. Karotid arterdeki kaniilden karisim verilerek damarlar boyandi.
Daha sonra flep alinip 4 "C’de 4 saat bekletildi ve ardindan mikrovizyon C mamografi

cihazi ile goriintii alind1 (Resim 9).

Resim 9: Flebin damar yapisinin mikroanjiyografik goriintiisii
Makroskobik ve radyolojik olarak temporal fasya flebinin pedikiiliiniin, flebin her

bolgesini yeterli sekilde besledigi gbzlendi. Bu sonucun elde edilmesinin ardindan deney

protokolii hazirland1 ve cerrahi planlama yapildi.
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3.3.2. DENEY GRUPLARI

Siganlar randomizasyon listesine gore (computer generated randomization list)
secilerek, her bir grup 15 sicandan olusacak sekilde 9 grup olusturuldu. Tiim denekler
kodlama sistemine gore isaretlenerek numaralandirildi. Grup 1 siniizoidal manyetik alan
stimiilasyonu (SEMF; sinuzoidal electromagnetic field) verilen grup, Grup 2 PRP verilen
grup, Grup 3 BMSC verilen grup, Grup 4 sham grubu (sadece cerrahi islem uygulanan
grup), Grup 5 SEMF + PEMF verilen grup, Grup 6 PRP + PEMF verilen grup, Grup 7
BMSC + PEMF verilen grup, Grup 8 PEMF verilen grup, Grup 9 cerrahi ya da medikal
hicbir islem yapilmadan referans kafes kontrol grubu seklinde takip edilen ve
biyokimyasal, radyolojik ol¢iimleri yapilip normal degerler elde edilen ve kayit altina

alinan grup seklinde ayrildi (Sekil 4).

Grup 1 Gmup 2 Grup 3 Grup4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Grup 8 Grup 9
(SEMF) (PRP) {BMSC) {Sham) (SEMF+PEMF) {PRP+PEMF) (BMSC+PEMF) (PEMF) {Kontrol)

Sekil 4: Deney gruplarinin sematik goriiniimii
3.3.3. CERRAHI YONTEM

Deney ve sham gruplarina Ketamin sodyum (Ketalar® flakon; Pfizer Ltd Sti,
Istanbul, Tiirkiye) 90 mg/kg ve xylazine hidroklorid (Rompun® flakon, Bayer Inc,
Almanya) 10 mg/kg karisimi intraperitoneal olarak uygulanip genel anestezi saglandi.
Sicanlarin kafa bolgesi traslanip % 10’luk povidon iyodin soliisyonu (Batticon®, Adeka
Ila¢ Ltd Sti, Samsun, Tiirkiye) ile dezenfekte edildi. Operasyondan 1 saat 6nce sefazolin
sodyum 0.25 gr/kg (Sefazol® flakon, Mustafa Nevzat lla¢c Sanayii, Istanbul, Tiirkiye)
intramiiskiiler yolla uygulandi. Yine operasyondan 1 saat 6nce cerrahiye bagli sivi agigin

yerine koymak amaciyla intraperitoneal 1.5 cc serum fizyolojik enjekte edildi.
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3.3.3.1. Siiperfisiyal temporal fasya flebinin kaldirilmasi

Oncelikle sican yiiziistii pozisyonda deney masasina sabitlendi (Resim 10).

Resim 10: Deney hayvanina verilen ameliyat pozisyonunun goriiniimii

Daha sonra cerrahi saha yesil ortii ile ¢evrelendi. Sicanin sag preaurikiiler bolgesine
“S” insizyonu yapild1. Pilot calismada uygulanan sekilde goz arkasindan lakrimal gland ve
kulak altina kadar olan mesafede deri fleplerinin disseksiyonu uygulandi. Anterior ve
posterior deri flepleri sa¢ folikiillerinin arasindan eleve edildi. Disseksiyona, fasya flebinin
kenarlar insize edilerek devam edildi. Flep kenarlar1 temporalis kasinin {izerindeki gevsek
bag dokusundan ayristirildi. Flebin pedikiiliine dogru ayn1 plandan disseksiyona, alt ylizde
bulunan damarlar gozlenene dek devam edildi. Kanama odaklar1 bipolar koterle koagiile
edildi. Disseksiyon sonunda yaklasik olarak 1x1,5 cm’lik fasyal doku eleve edildi (Resim
11).

Resim 11: Siiperfisiyal temporal fasyanin eleve edilmis goriiniimi
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3.3.3.2. Kemik defektinin olusturulmasi

Siiperfisiyal temporal fasya flebi eleve edildikten sonra ekartorle posteriora alindi
ve agilan deri insizyonu, kemik sahasinin yeterince manipiile edilebilmesi amaciyla
posterior-inferiora dogru 0.5 cm genisletildi. Temporal ve masseter kasinin fasyasinin
zigomatik kemik iizerine gelen kismu yatay planda acildi ve kiint disseksiyonla kaslarin
arasina girildi. Kaslarin asagisinda seyreden fasiyal sinir ve transvers fasiyal arter
korunarak zigomatik kemigin periostuna ulasildi. Daha sonra ekartdr yerlestirilerek

temporal ve masseter kasi kenara alind1 ve zigomanin periostu insize edildi (Resim 12).

Ma_ssﬁter kasi

Resim 12: Temporal ve masseter kaslar1 kenara alindiktan sonra zigomatik kemigin

aciga cikarilmasi

Ardindan periost elevatorii yardimiyla zigomanin periostu ¢cepegevre disseke edildi.

Zigomanin posterior siitlir hattindan itibaren 4 mm’lik mesafe isaretlendi (Resim 13).

Resim 13: Zigomadan eksize edilmesi planlanan 4 mm’lik kemik segmentinin

isaretlenmesi
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Diiz keskin makas yardimiyla isaretlenen kemik segmenti eksize edildi (Resim 14,

Sekil 5).

Resim 14: Zigomadan kemik segmentinin eksize edilmesi

Fol

Sekil 5: Siiperior plandan sag zigomada olusturulan defektin sematik ¢izimi
3.3.3.3. Non-union modelinin olusturulmasi

Zigomada meydana getirilen kemik defektinde non-union modeli olusturmak
amaciyla 4 mm uzunlugunda ve 1 mm kalinliginda silikon blok hazirlandi. Silikon blok
temporal fasyanin distal ucuna yerlestirilip temporal fasya silikonun etrafina tiip seklinde
sartldt ve poliglekapron 25 (Monocry1®, Ethic0n®, Johnson&Johnson, Norderstedt,
Germany) 7/0 dikis ile kenarlarindan kendi dokusuna siitiire edildi. Bu sekilde fasya

prelamine edilmis oldu (Resim 15).
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Resim 15: Temporal fasya icerisine silikon blok yerlestirilmesi

Daha sonra olusturulan prelamine fasyanin silikon blok igeren tiip seklindeki kismi1
kemik defektine yerlestirildi. Fasya, kemik defekti etrafina poliglekapron 25 (Monocryl®,
Ethicon®, Johnson&Johnson, Norderstedt, Germany) 7/0 dikis ile siitiire edildi (Resim 16).

Resim 16: Prelamine fasya ve silikon blogun kemik defekti igerisine yerlestirilmis

gorinimu

Ardindan acilan masseter ve temporal kas fasyasi poliglekapron 25 (Monocryl®,
Ethicon®, Johnson&Johnson, Norderstedt, Germany) 7/0 dikis ile, cilt insizyonu ise 4/0
ipek (Silk, Dogsan Ltd Sti, Trabzon, Tiirkiye) dikis ile primer siitiire edilerek kapatildi
(Resim 17).
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Resim 17: Insizyonlarin kapatilmasindan sonraki erken postoperatif gériiniim

Cerrahi sonunda intraperitoneal salin soliisyonu (10 ml/kg/cerrahi siire-saat) enjekte
edildi. Ardindan intramiiskiiler yolla metamizol sodyum (Novalgin® 1 gr/2 ml ampiil,
Sanofi-Aventis Ltd Sti, Istanbul, Tiirkiye) 0.25 ml uygulanarak analjezi sagland.
Anesteziden c¢ikma siiresince saf oksijen solutuldu. Sicanlar yumusak plastik kafeslere
alind1 ve 24 saat boyunca tekli olarak barindirildi. Sicanlar giinliik olarak su ve yem alimu,
inflamatuar reaksiyon, enfeksiyon ve hareket kabiliyetleri agisindan monitorize edildi ve
komplikasyon olusumu ile anormal hareket acisindan gozlendi. Analjezik dozu operasyon
sonrasi 12, 24 ve 48. saatlerde tekrarlandi. Cerrahi sonrasi 1. giinde intraperitoneal serum
fizyolojik enjeksiyonu tekrarlandi. Antibiyotik profilaksisine postoperatif 3. giine kadar
devam edildi.

IIk operasyondan 1 ay siire sonra ikinci seans cerrahi planlandi. ikinci seansta,
olusturulan kemik defektinin icerisine yerlestirilmis olan silikon blogun cikarilip, ardindan

intraliiminal bilesenlerin (PRP ve BMSC) yerlestirilmesi planlandi.

3.3.3.4. Trombositten zengin plazma preparasyonu

Yiiksek doz intraperitoneal pentobarbital 1 gr flakon (Pentothal Sodium®, Abbott
lac Sanayii, Istanbul, Tiirkiye) uygulanarak sakrifiye edilen donor izogeneik inbret
sicanlardan intrakardiyak yolla 5-8 ml kan alindi. 25 "C’lik oda 1sisinda alinan kan Ornegi
1.26 ml % 10 sodyum sitrat antikoagiilan1 iceren Eppendorf tiipiine alindi. Ardindan 2400
rpm hizinda 10 dk siireyle satriftij edildi. Santrifiij sonunda tiipiin iist kistmda trombositten
fakir plazma (PPP; platelet poor plasma), ortada gri renkli PRP tabakas1 ve en alt kisimda

da eritrosit ve lokosit siipernatanti ayristirildi. PPP kismu pipet yardimiyla ayrildi ve
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ardindan PRP kismui aspire edilip tekrar 15 dk 3600 rpm’de santrifiij edildi. Bu uygulama
ile trombositlerin ¢cokmesi saglandi. Sonucta yaklasik 0.8-1.2 ml PRP elde edilmis oldu.
Elde edilen PRP cerrahi uygulama 6ncesinde 0.25 cc % 10 kalsiyum klorid soliisyonu ve
0.125 cc 300 IU domuz trombin soliisyonu (Fibriquic:k® Thrombin, BioMerieux Inc,
Durham, NC, USA) ile kanistirildi ve PRP’nin aktive olmas1 saglandi (35). Preparasyon
sonrasinda elde edilen siipernatanttan 0.3 cc drnek alinarak trombosit diizeyi ol¢iildii (Sekil

6).

Otolog arteriyel kan
(5-8 ml)

Santrifij 2400 rpm 10 dk

Eritrosit + Lekosit < | ™ PPP (Platelet poor plasma)

PRP
(Platelet rich plasma)

Santrifij 3600 rpm 15 dk

PRP jel

" Kalsiyum

Trombin

Otolog aktive trombosit konsaniresi
Sekil 6: PRP elde edilmesinde uygulanan asamalarin sematik ¢izimi
3.3.3.5. Kemik iligi stromal hiicre (BMSC) preparasyonu

Yiiksek doz intraperitoneal pentobarbital 1 gr flakon (Pentothal Sodium®, Abbott
lla¢ Sanayii, Istanbul, Tiirkiye) uygulanarak sakrifiye edilen donér izogeneik inbret
sicanlarin kalca ve bacaklar1 traglandi. Siganlar supin pozisyonda sabitlendi. Kemik iligi
Ueno ve ark’larinin 2008 yilinda tarifledigi sekilde; tibia, femur ve iliak krestten, dental
kiiret yardimiyla aspire edilerek elde edilmek {iizere cerrahi islem planlandi (101). Bu
amacla tibia, femur ve pelvis sahasma medial vertikal insizyonla ulasildi. Insizyon
patellanin 1 cm medialinden yapildi. Kuadriseps tendonu ve patellar ligament retrakte
edildi. Femurun distal kondili ve tibianin proksimali ortaya kondu. iliak krest benzer
sekilde yumusak dokulardan ayristirildi ve ortaya kondu. Her ii¢ kemik tamamen

cikarilarak aspirasyona hazir hale getirildi (Resim 18).
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Resim 18: Kemik iligi aspirat1 alinacak kemiklerin islem Oncesi goriintimleri

Kemiklerin mediillas1 ve diafizlerine minidrill ile kii¢iik delikler acildi. Kemiklerin
mediillast ve diafizinden aspirasyon ile yaklasik 1.5 cc kemik iligi alindi. Alinan kemik
iligi hiicreleri 20 dk siireyle 1500 rpm hizinda santrifiij edildi ve yaklasik 1 cc’lik solid
kismi1 alinarak implantasyona hazir hale getirildi (Sekil 7).

Sekil 7: Kemik iligi elde edilmesinde uygulanan prosediirlerin sematik ¢izimi

3.3.3.6. Intraliiminal bilesenlerin yerlestirilmesi

Denekler Ketamin sodyum (Ketalar® flakon; Pfizer Ltd Sti, Istanbul, Tiirkiye) 90
mg/kg ve xylazine hidroklorid (Rompun® flakon, Bayer Inc, Almanya) 10 mg/kg karisimi
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ile intraperitoneal olarak anestetize edildi. Sag zigomatik alandaki eski insizyon sahasindan
girilerek temporal fasya ve zigomatik kemik defektine ulasildi. Anterior ve posterior fasya-
kemik periostu birlesim yerinden yapilan 1 mm’lik mini insizyonla silikon blok ¢ikarildi.
Kemik defekt uglar1 temizlendi. Ardindan insiilin enjektorii yardimiyla fasya ve kemik
sinirindan her gruba, planlanan osteojenik ajan (PRP, kemik iligi aspirat1) enjekte edildi
(Resim 19, Sekil 8). Acilan fasya insizyonlar1 siyanoakrilat (indermil®, Henkel
Corporations, Canada, USA) ile kapatildi. Cilt insizyonu ise 4/0 ipek siitiir (Silk, Dogsan
Ltd $ti, Trabzon, Tiirkiye) ile primer kapatildi.

Resim 19: Kemik defektine PRP enjeksiyonunun uygulanist

Sekil 8: Kemik defektine BMSC uygulanmasinin sematik ¢izimi

Siganlara cerrahi sonrasinda sefazolin sodyum 0.25 gr/kg (Sefazol® flakon, Mustafa
Nevzat Ilag Sanayii, Istanbul, Tiirkiye) intramiiskiiler yolla uygulandi. Ardindan
intramiiskiiler yolla metamizol sodyum (Novalgin® 1 gr/2 ml ampiil, Sanofi-Aventis Ltd

Sti, Istanbul, Tiirkiye) 0.25 ml uygulanarak analjezi saglandi. Cerrahi islem sonunda
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cerrahi sahaya diger sicanlar tarafindan zarar verilmemesi amaciyla sicanlar 24 saat izole

edildi.

3.3.4. MANYETIiK ALAN UYGULAMASI

Giinliik olarak kontrol edilen siganlar, cerrahi sonrast 7. giine kadar yara iyilesme
siireci icin takip edildi. 7. glinden itibaren 1 ay siireyle manyetik alan uygulamasi
planlandi.

Pleksiglas yapida Faraday kafesi (130x65x80 cm) icerisine manyetik alan diizenegi
yerlestirilmesi planlandi. Bu diizenek 2 adet 70 cm c¢apli Helmholtz bobinini igerecek
sekilde hazirlandi. Bobinler vertikal tarzda yerlestirildi. 1ki bobin arasi mesafe 47 cm

olarak ayarlandi ve yerlestirildi (Resim 20).

Resim 20: Faraday kafesinin goriiniimii

Giic kaynagi bu gerecler arasina baglanip alternatif akim ge¢mesi saglandi.
Manyetik alan 125 dongiilii 1.5 mm’lik capta bakir tellerle olusturuldu. Tellerden oldukca
diisiik frekansli (ELFMF; Extremely Low Frequency Magnetic Fields), 40 A 1.5 mT 50 Hz
manyetik alan gecisi saglandi. Manyetik alanin yogunlugu pleksiglas ve metakrilat kafesin
(43x42x15 cm) 15 farkli noktasindan ol¢iilerek 1.5 mT oldugu gozlendi (Resim 21).
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Resim 21: Kafes icerisindeki manyetik alan yogunlugunun ol¢iilmesi

Olgiim Bell 7030 Gauss/Teslametre ile yapildi1 (F.W. Bell, Orlando, FL) (Resim

22). Kafes icerisinde homojen bir akimin saglandig1 gézlendi.

Resim 22: Manyetik alan 6l¢timiiniin yapildig: teslametrenin gortiniimii

Pulslu manyetik alan elde etmek amaciyla gii¢c kaynaginin aralikli akim saglayan
tirii kullanilirken, siniizoidal manyetik alan uygulamasi icin ise giic kaynagi degistirilip
siniizoidal akim saglayan giic kaynag1 diizenege takildi. Puls siiresi her iki grupta 25 ps
olacak sekilde ayarlandi. Stimiilasyon hergiin 8 saat uygulandi. Sicanlarin kafeslerin
icerisinde rahatca hareket edebilmeleri ve boylece manyetik alanin her sicana homojen bir

sekilde dagilmasi saglandi (Resim 23).
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Resim 23: Faraday kafesi icerisine yerlestirilen si¢anlarin gortiniimii
3.3.5. RADYOLOJiK DEGERLENDIRMELER

Tiim gruplara operasyon Oncesi ve sonrasindaki 1. giin, 3. ve 6. ayda kemik
yogunlugunu incelemek amaciyla DXA (Dual Energy X-Ray Absorptiometry, Hologic®
Discovery QDR 4500 A, S/N 81053) planlandi. Her ¢ekim 6ncesinde deneklere ketamin
sodyum (Ketalar® flakon; Pfizer Ltd Sti, Istanbul, Tiirkiye) 90 mg/kg ve xylazine
hidroklorid (Rompun® flakon, Bayer Inc, Almanya) 10 mg/kg karistmi intraperitoneal
olarak uygulanip genel anestezi saglandi. Ardindan si¢anlar fiberglas kutulara yerlestirildi

(Resim 24).

Resim 24: Cekim Oncesi fiberglas kutuya yerlestirilen siganin goriiniimii

Goriintiilemeler postero-anterior planda alind1 (Resim 25).
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Resim 25: DXA cihazinin ¢ekim sirasindaki goriiniimii

Cekimler kiiciik hayvan modunda ve ayni personel tarafindan gerceklestirildi.
Cihazin kalibrasyonu diizenli araliklarla yapildi. Kemik defekti alani kantitatif olarak
kemik mineral yogunlugu (BMD; bone mineral density) dlciilerek degerlendirildi. Olgiim
sonucu elde edilen goriintiide kemik defekti alam R1 (Region-1; Bolge-1) olarak
isimlendirildi ve aym boyuttaki alan kars1 taraf zigoma iizerinde isaretlendi (R-2; Region-

2, Bolge-2) (Resim 26).

Resim 26: DXA islemi sonucunda elde edilen kemik yogunluk dl¢timlerinin

gOriinimii

R1 ve R2 alanlarinin kemik mineral 6l¢tim sonuglari kayit altina alind1 (Resim 27).
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DXA Results Summary:

Region Area BMC BMD
(em?) @  (glem)
GLOBAL 61.47 10.38 0.169
R1 2.74 0.92 0.335
R2 284 0.98 0.345
Net 5.47 1.85 0.339
Region Fat Lean+BMC Total Mass %o Fat
(@) (2) ()
GLOBAL 1425 224.8 367.3 38.8
R1 1.8 6.8 8.7 222
B2 24 6.8 LB 258
Net 4.2 133 17.6
RBARI0I i i

alinmasi

Resim 27: Kemik mineral 6l¢iimlerinin R1 ve R2 seklinde kayit altina

3.3.6. BIYOKIMYASAL OLCUMLER

gorinimu

kafeslerde bekletilip idrar 6rnegi alind1 (Resim 28).
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Operasyon sonrasi 5. giinde sicanlar tekli gruplar halinde 24 saat siireyle metabolik

Resim 28: idrar 6rnegi elde etmek amaciyla kullanilan metabolik kafesin

Her sicandan yaklasik 5-10 cc idrar 6rnegi elde edildi ve idrarda hidroksiprolin

diizeyi Ol¢iimii amaciyla numuneler laboratuvara gonderildi. Hidroksiprolin 6l¢iimiinde




manuel olarak J. F. Woessner’in modifiye ettigi hidroksiprolin tayin yontemi kullanildi
(102). Bu yonteme gore 6nce ¢ozeltiler hazirlandi.

a- Hidroksiprolin standarti: 25 mg vakumda kurutulmus L-hidroksiprolin, 250 ml
0.001 N hidroklorik asitte (HCL) ¢oziildii.

b- Tampon: 5 gr sitrik asit monohidrat, 12 ml buzlu asetik asit, 120 gr sodyum
asetat ve 34 gr sodyum hidroksit 1 It distile suda ¢oziildii. Bu ¢ozeltinin
pH’sinin 6 civarinda oldugu gozlendi. Buzdolabinda toluen altinda saklandi.

c- Kloramin T (sodyum p-toluen siilfon kloramid): 1.41 gr kloramin T 20 ml suda
¢oziildii. 30 ml metil sellosolve ve 50 ml tampon ilave edildi. Erlen tiipiinde
saklandi.

d- Perklorik asit (3.15 m): % 70’lik perklorik asit 27 ml’de seyreltildi, 100 ml’ye
tamamlandi.

e- P-dimetil amino benzaldehit (% 20): 20 gr p-dimetil amino benzaldehit 100 ml
metilsellosolve igerisinde ¢oziildii. 60 'C su banyosunda yarim saat bekletildi.
Su banyosundan sonra ise oda sicakliginda bekletildi.

Ardindan orneklerin hazirlanmasi asamasina gecildi. Bu asamada; dokudan alinan
bir 6rnek 6N HCL ile 3 saat 130 ‘C’de hidroliz edildi. Bu siire sonunda Erlen tiipiiniin
kapag acild1 ve sogutuldu. 1-2 damla % 0.02’1lik metil kirmizis1 indikatorii ilave edildi. Bu
arada ¢Ozeltinin rengi yesilden sariya dondii.

Ornekler hazirlandiktan sonra tiiplere kondu. Her tiipe 1 ml kloramin T ¢ozeltisi
ilave edildi. lyice karigtirildiktan sonra 20 dk oda sicakliginda bekletildi. Bu siirenin
sonunda her tiipe 1 ml perklorik asit ilave edildi. 5 dk bekletildi. Tekrar her tiipe 1 ml p-
dimetil amino benzaldehit ¢ozeltisi ilave edildi. Iyice karistirildiktan sonra 60 ‘C’lik su
banyosuna yerlestirildi. 20 dk sonra ¢ikarildi. 5 dk sogumaya birakildi ve 557 nm’de distile
suya kars1t absorbans degerleri okundu. Bu degerler standart egriden degerlendirilerek
miktarlar1 bulundu.

Operasyon sonrast 10. giinde sicanlarin kuyruk veninden yaklasik 0.5 cc kan alindi
ve ALP (alkalen fosfataz) diizeyi ¢alisildi.

Operasyon sonrasi 12. haftada ise yine ayni sekilde kuyruk veninden 0.5 cc kan
alinarak iyon selektif elektrot yontemiyle kantitatif kan osteokalsin diizeyleri ¢calisildi. Elde
edilen veriler kayit altina alinda.

Sakrifikasyon sonunda alinan kemik doku 6rneginden siipernatant elde edildi ve J.
F. Woessner’in tarifledigi hidroksiprolin 6l¢iim metoduna goére dokuda hidroksiprolin

diizeyi calisildi (102). Buna gore; kollajen doku orneginden elde edilen hidroksiprolinin
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pH:6-7°de, kloramin T, HCLO4, p-dimetil amino benzaldehit ile olusturdugu rengin
siddeti, 557 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Standart egriye gore degerlendirilip
dokudaki hidroksiprolin miktar1 hesaplandi.

3.3.7. HISTOPATOLOJiK DEGERLENDIiRMELER

Sigcanlar operasyon sonrasi 6. ayda yiiksek doz intraperitoneal pentobarbital 1 gr
flakon (Pentothal Sodium®, Abbott flac Sanayii, Istanbul, Tiirkiye) uygulanarak sakrifiye
edildi. Cerrahi saha derisi disseke edildi ve cerrahi defekt sahasi ¢cevre yumusak doku ve
zigomatik defekt alaninin her iki tarafin1 kapsayacak sekilde en-blok olarak alindi. Alinan
ornekler % 10 tamponlu formalin soliisyonu igerisinde patoloji laboratuvarina gonderildi.
Ornekler, denek numaralarin1 ve spesimenlerin ait oldugu gruplar1 bilmeyen tek patolojist
tarafindan degerlendirildi.

Alman ornekler % 10 notral tamponlu formalin igerisinde oda 1sisinda 48 saat
bekletilip fikse edildi. Ardindan % 4’liik etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
soliisyonunda 3 giin bekletilerek dekalsifiye edildi. Daha sonra parafin bloklar hazirlanarak
3-4 um’lik doku Ornekleri elde edildi. Dokular hematoksilen&eozin ve Masson’s trichrome
boyasi ile boyandi. Ornekler 151k mikroskobunda degerlendirmeye alindi. Mikroskopik
olarak osteoid madde olusumu ve osteoblast aktivasyonu arastirildi. Degerlendirmede bir
mikroskop goriis alanina giren sahadaki trabekiiler kemik oran1 ve dansite karsilastirildi.
Kemik matriksindeki kollajen fibriller, osteositler, kiiciik kan damarlari, osteoklast benzeri
hiicreler ve inflamasyon incelendi. Fibr6z doku tabakasi degerlendirildi. Trikrom boyama
ile neovaskiilarizasyon ve kan damarlarinin oram degerlendirildi. Incelemede (-), (+), (++)
ve (+++) olarak semikantitatif degerlendirme yapildi. Kemik defekt alanindaki kopriilesme
orani degerlendirildi. Skorlama yapilarak 0-4 arasinda derecelendirme yapildi. % 0= defekt
bos, 1=defektin % 0-25’1 dolu, 2= defektin % 25-50’si kapanmis, 3= defektin % 50-75’1
kapanmis, 4= defektin % 75-100’1 dolmus seklinde siniflandirildi.
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3.3.8. ISTATISTIiKSEL DEGERLENDIRME

Donér sicanlardan elde edilen trombosit diizeylerinin ortalama ve standart sapma
degerleri hesaplandi. idrar hidroksiprolin, ALP, osteokalsin, doku hidroksiprolin ve DXA
analizi degiskenlerinin ortalama degerleri hesaplanarak tek yonlii varyans analizi
(ANOVA; Analyze /compare Means / One way anova) testi ile analiz edildi. ANOVA
testine gore onemli derecede farklilik saptanan degiskenlerde farkliligin hangi gruptan
kaynaklandigini bulmak amaciyla c¢oklu karsilastirma testlerinden Bonferroni testi
kullanildi. Bonferroni testi idrar hidroksiprolin, ALP, osteokalsin ve doku hidroksiprolin
degerleri i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Her degisken icin ikiserli grup ortalama farkliliklari,
ortalama farkliligin standart hata degerleri ve onemlilik diizeyleri (p degeri) belirlendi.
Veri analizleri SPSS (Statistical Package for the Social Science) 15.0 programi kullanilarak
yapildi. P<0.05 degerler anlamli kabul edildi.
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3.4. BULGULAR

Takip doneminde sadece 1 sicanda cerrahi sonrasinda yara yeri enfeksiyonu gelisti,
antibiyotik tedavisine 1 hafta devam edildi ve inflamasyon bulgular geriledi. Diger tiim
sicanlar normal ve problemsiz sekilde iyilesti.

Aragtiricilar bulgulart yorumlarken deney gruplarini bilmeksizin ¢ift-kor olarak
degerlendirdi.

PRP hazirlandiktan sonra alinan 6rneklerden elde edilen trombosit diizeyleri Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Donér sicanlardan elde edilen PRP’deki trombosit degerleri (K/uL)

Grupl Denek no

rptar-———— 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
?;Zl;f 781 751 828 733 722 756 803 708 740 786 767 748 775 703 817
Grup 6 778 828 766 768 701 809 744 721 816 786 694 761 750 802 746
(PRP+PEMF)

Elde edilen trombosit diizeylerinin ortalama ve standart sapma degerleri

762,9+38,31 olarak bulundu.

Alinan idrar Orneklerinde saptanan hidroksiprolin diizeyleri Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2: Gruplarda yer alan si¢anlarin idrar hidroksiprolin (ug/ml) sonuglar1

Denek Gruplar
no Grup 1 Grup 2 Grup3 Grup4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Grup 8 Grup 9
(SEMF) (PRP) (BMSC) (Sham) (SEMF+PEMF) (PRP+PEMF) (BMSC+PEMF) (PEMF) (Kontrol)

1 43 35 4.7 2.8 3.0 8.2 6.6 5.3 43

2 3.9 7.2 49 3.0 5.0 6.9 6.8 7.2 2.9

3 4.1 7.5 6.9 34 6.9 6.8 6.9 7.2 5.7

4 3.7 7.5 5.0 3.7 6.7 7.2 7.1 7.0 24

5 5.7 7.5 6.8 4.0 7.2 6.7 5.7 7.2 24

6 4.1 7.5 5.0 3.7 7.5 6.3 7.2 7.2 2.6

7 43 7.7 53 3.7 7.5 6.8 7.5 7.8 3.0

8 6.3 2.3 5.4 4.1 7.6 6.8 7.3 45 3.0

9 43 4.0 4.1 3.8 7.8 6.9 6.8 6.9 34
10 6.0 3.0 29 4.1 7.8 6.9 6.9 6.7 2.7
11 4.6 5.7 5.1 3.6 6.7 6.4 6.8 6.7 32
12 4.7 5.8 5.0 35 6.8 6.9 6.7 6.6 3.1
13 44 5.6 53 3.7 6.6 6.8 6.9 6.8 34
14 4.5 5.7 4.9 34 6.5 7.0 6.8 6.9 3.1
15 4.6 5.6 5.4 3.6 6.9 6.9 6.7 6.5 35
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Kan ALP ol¢iimleri sonucunda elde edilen degerler Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3: Deneklerin ALP aktivitelerinin (U/L) sonuglart (N: 40-150)

Denek Gruplar
- Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Grup 8 Grup 9
(SEMF)  (PRP)  (BMSCc) (Sham) (SEMF+PEMF) (PRP+PEMF) (BMSC+PEMF) (PEMF) (Kontrol)
1 87 154 145 108 154 208 194 137 116
2 89 146 135 124 137 296 168 145 148
3 132 136 162 116 151 296 178 146 139
4 110 138 156 98 142 208 197 151 133
5 116 176 142 127 146 288 169 136 132
6 117 165 137 87 157 288 157 156 120
7 53 126 140 87 135 219 188 148 150
8 137 169 141 93 140 243 154 150 68
9 117 153 138 84 156 217 197 139 132
10 145 147 152 129 138 267 151 143 133
1 112 139 147 143 144 284 196 152 135
12 135 140 150 115 139 203 197 158 135
13 114 187 145 97 142 224 178 155 113
14 130 137 138 75 151 217 169 159 140
15 104 138 139 58 150 276 176 146 103
Sicanlardan aliman kandan elde edilen osteokalsin degerleri Tablo 4’te
gosterilmistir.

Tablo 4: Deneklere uygulanan osteokalsin dl¢iimlerinin (ng/ml) sonuglart (N: 3.1-13.7)

Denek Gruplar
- Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Grup 8 Grup 9
(SEMF) (PRP) (BMSC) (Sham) (SEMF+PEMF) (PRP+PEMF) (BMSC+PEMF) (PEMF) (Kontrol)
1 4.0 7.4 45 3.5 6.5 16.4 15.2 7.8 3.1
2 6.5 5.1 7.0 5.8 6.2 19.0 12.1 5.7 45
3 59 6.5 49 5.3 8.7 17.3 13.0 6.4 5.5
4 6.3 7.2 6.5 4.7 7.9 18.8 15.1 6.5 42
5 4.8 53 7.0 39 8.5 16.4 14.4 59 3.7
6 5.6 6.4 6.8 49 6.5 15.9 12.4 7.9 39
7 5.8 72 5.6 52 6.9 14.8 13.6 74 42
8 6.4 59 59 4.7 7.4 18.9 15.8 6.8 5.0
9 6.1 6.7 4.8 3.6 72 17.8 12.7 8.0 5.3
10 59 6.3 5.1 3.8 8.6 17.3 13.6 5.7 45
11 5.6 6.9 5.7 4.1 8.2 15.6 15.4 6.0 39
12 4.8 7.4 6.5 5.0 7.8 14.8 14.0 6.7 34
13 6.3 7.0 6.7 5.7 8.9 14.4 13.8 7.5 4.6
14 6.1 59 4.8 44 6.4 14.1 13.2 7.8 4.1
15 5.8 6.2 6.9 42 7.1 16.3 16.0 6.9 52
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Alman doku Orneklerinden elde edilen hidroksiprolin diizeyleri Tablo 5°te

gosterilmistir.

Tablo 5: Deneklerden elde edilen doku hidroksiprolin (mg/gr yas doku) sonuclari

Denek Gruplar
no Grup 1 Grup 2 Grup3 Grup4 Grup 5§ Grup 6 Grup 7 Grup 8 Grup 9
(SEMF) (PRP) (BMSC) (Sham) (SEMF+PEMF) (PRP+PEMF) (BMSC+PEMF) (PEMF) (Kontrol)
1 19.5 38.5 30.4 16.4 18.6 43.5 47.1 20.0 16.7
2 12.9 17.9 21.8 14.4 50.7 494 23.9 134 12.9
3 359 26.4 27.4 33.0 22.1 61.7 15.3 17.0 28.8
4 31.2 26.4 25.9 25.5 20.0 75.5 43.5 41.7 20.0
5 10.0 11.9 24.7 14.6 27.8 57.5 27.9 33.6 13.7
6 10.3 242 29.6 20.7 26.9 54.8 31.5 25.1 13.0
7 134 23.1 20.0 19.8 28.3 59.4 30.7 24.8 14.5
8 32.6 25.5 13.7 21.5 25.7 52.3 32.1 26.4 13.5
9 13.2 20.1 14.1 20.7 30.1 58.6 29.9 28.6 114
10 34.3 28.3 16.9 20.9 27.5 57.4 33.6 224 343
11 21.3 24.1 224 18.4 24.6 59.2 31.6 25.6 17.8
12 19.2 244 21.6 22.7 27.1 53.2 35.1 20.1 16.9
13 23.1 239 232 20.5 24.8 56.7 29.4 30.0 18.4
14 20.1 22.1 22.5 19.9 29.8 57.1 31.6 26.3 17.1
15 22.0 25.0 22.1 21.6 27.7 56.9 30.9 25.8 16.9

Idrar hidroksiprolin, ALP, doku hidroksiprolin ve osteokalsin degiskenlerinin

gruplararasi karsilagtirma sonuclar1 Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6: idrar hidroksiprolin, ALP, doku hidroksiprolin ve osteokalsin degiskenlerinin

gruplararasi karsilastirma sonuglari

(Fruplur
P e (rrup | fFrup 2 firup 3 Grap 4 frrup § Cirup Grup 7 firup & ferup 9 F
aramelrser (SEMIY (PRIY (RMNC) (Shaw)  (SEMEF PEMIZ  (PRPVPEMIY | (BMSc U PEME)  (PEMD (Kontrol) r
R
idrar 5 o : 1 i
et 430,76 5.74.1.80 5111054 3.60L0.36 6.70_123 6,50-05.42 6.84L0.40 AIOLOET  3I4L0E3  33EYS <0001
ALP 113,204034% 1800741717 | 1447770 | 102732300 | 145474703 8023666 | 1770341641 1AROT4TA2 126ATIA061 69473 <0000
Osteskalsin 3732068 BAY=0T2 5.41HY1 4 549073 7.52=0.92 16,3221 ,63 14.02£125 GETHED  434HIT0  ZETH0 =008
L 21 268,73 24.1245.64 22AZHE3 | 20702948 27 44=724 56,680,836 3160=730 | 23384680 17725618 47,084 | <0001
hidroksiprolin

F: ANOVA test degeri
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ANOVA testi sonuglarina gore; gruplarin ortalama degerlerinin karsilastirilmasi

sonucunda, her dort parametre agisindan gruplar arasinda Onemli derecede farklilik
saptandi (p<0.001) (Grafik 1, 2, 3, 4).

Grafik 1: Idrar hidroksiprolin degiskenlerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglari

F=133,89

uidrar
hidroksiprolin

F : ANOVA test degeri

Idrar hidroksiprolin ortalama degerlerinin karsilastirilmasinda kullanilan ANOVA

testi sonuglarina gore; gruplar arasinda onemli derecede farklilik saptandi (p<0.001).

Grafik 2: ALP ortalama degerlerinin gruplar arasi karsilagtirma sonuclari

F= 69,43
p<0.001
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F: ANOVA test degeri
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ALP ortalama degerlerinin karsilastinlmasinda kullamilan ANOVA testi

sonuclarina gore; gruplar arasinda dnemli derecede farklilik saptandi (p<0.001).

Grafik 3: Osteokalsin ortalama degerlerinin gruplar aras1 karsilagtirma sonuclari

F= 287,340
p<0.001

REE
LELREY
\ \ 1

Y

=
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oMNBEOOON
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I Osteokalsin

F: ANOVA test degeri

Osteokalsin ortalama degerlerinin karsilastirilmasinda kullanilan ANOVA testi

sonuclarina gore; gruplar arasinda dnemli derecede farklilik saptandi (p<0.001).

Grafik 4: Doku hidroksiprolin ortalama degerlerinin gruplar aras1 karsilagtirma

sonuglari

[ Doku hidroksiprolin

F: ANOVA test degeri
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Doku hidroksiprolin ortalama degerlerinin karsilastirllmasinda kullanilan ANOVA

testi sonuglarina gore; gruplar arasinda onemli derecede farklilik saptandi (p<0.001).

ANOVA testine gore énemli derecede farklilik saptanan degiskenlerde farkliligin
hangi gruptan kaynaklandigin1 bulmak amaciyla uygulanan ¢oklu karsilastirma testlerinden
Bonferroni testine gore; idrar 6rneklerinden elde edilen hidroksiprolin degerlerinin grup

ortalamalarinin sonuglar1 Tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 7: Idrar drneklerinden elde edilen hidroksiprolin degerlerinin grup ortalamalarinin

Bonferroni karsilastirma sonuglari

Gruplar Ortalama fark + Standart hata P
Grup 1- Grup 2 1,10+0,34 =0,064
Grup 1- Grup 3 0,48+0,34 =1,000
Grup 1- Grup 4 1,02+0,34 =0,131
Grup 1- Grup 5 2,06+0,34 <0,001
Grup 1- Grup 6 2,26+0,34 <0,001
Grup 1- Grup 7 2,21+0,34 <0,001
Grup 1- Grup 8 2,06+0,34 <0,001
Grup 1- Grup 9 1,38+0,34 =0,004
Grup 2- Grup 3 0,62+0,34 =1,000
Grup 2- Grup 4 2,13+0,34 <0,001
Grup 2- Grup 5 0,96+0,34 =0,232
Grup 2- Grup 6 1,16+0,34 =0,039
Grup 2- Grup 7 1,10+0,34 =0,064
Grup 2- Grup 8 0,96+0,34 =0,232
Grup 2- Grup 9 2,49+0,34 <0,001
Grup 3- Grup 4 1,50+0,34 <0,001
Grup 3- Grup 5 1,58+0,34 <0,001
Grup 3- Grup 6 1,78+0,34 <0,001
Grup 3- Grup 7 1,73+0,34 <0,001
Grup 3- Grup 8 1,58+0,34 <0,001
Grup 3- Grup 9 1,86+0,34 <0,001
Grup 4- Grup 5 3,09+0,34 <0,001
Grup 4- Grup 6 3,29+0,34 <0,001
Grup 4- Grup 7 3,24+0,34 <0,001
Grup 4- Grup 8 3,09+0,34 <0,001
Grup 4- Grup 9 0,36+0,34 =1,000
Grup 5- Grup 6 0,20+0,34 =1,000
Grup 5- Grup 7 0,14+0,34 =1,000
Grup 5- Grup 8 0,00+0,34 =1,000
Grup 5- Grup 9 3,45+0,34 <0,001
Grup 6- Grup 7 0,05+0,34 =1,000
Grup 6- Grup 8 0,20+0,34 =1,000
Grup 6- Grup 9 3,65+0,34 <0,001
Grup 7- Grup 8 0,14+0,34 =1,000
Grup 7- Grup 9 3,60+0,34 <0,001
Grup 8- Grup 9 3,45+0,34 <0,001
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Idrar 6rneklerinden elde edilen hidroksiprolin degerlerinin grup ortalamalarinin
Bonferroni karsilastirma sonuclarina gore; Grup 1 ile 5, 1 ile 6, 1 ile 7, 1 ile 8, 1 ile 9, 2 ile
4,21le 9,3 1le 4,3 1le 5,31le 6,31le 7,31le 8,3 1le 9,4 1le 5, 4 1le 6,4 ile 7, 4 ile &8, 5 ile
9,6ile 9, 7 ile 9 ve 8 ile 9 arasinda anlaml1 derecede fark saptandi. Anlamlilik diizeyinin
en fazla oldugu gruplar degerlendirildiginde; ortalama ve standart sapma degerlerine gore
Grup 6’dan (PRP+PEMF) elde edilen degerlerin ilk sirada (x + SD; 6,90+£0,42) ve Grup
7’den (BMSC+PEMF) elde edilen degerlerin de ikinci sirada yer aldigi (x+SD;
6,84+0,40) saptandi.

Deneklerden alinan kan 6rneginden elde edilen ALP degerleri Tablo 8’de sunulmustur.

Tablo 8: ALP degerlerinin ikiserli grup ortalamalarinin Bonferroni testi ile

karsilastirma sonuglari

Gruplar Ortalama fark + Standart hata P
Grup 1- Grup 2 36,86+7,28 <0,001
Grup 1- Grup 3 31,26+7,28 <0,01
Grup 1- Grup 4 10,46+7,28 =1,000
Grup 1- Grup 5 32,26+7,28 <0,01
Grup 1- Grup 6 135,73+7,28 <0,001
Grup 1- Grup 7 64,73+7,28 <0,001
Grup 1- Grup 8 34,86+7,28 <0,001
Grup 1- Grup 9 13,26+7,28 =1,000
Grup 2- Grup 3 5,60+7,28 =1,000
Grup 2- Grup 4 47,33+7,28 <0,001
Grup 2- Grup 5 4,60+7,28 =1,000
Grup 2- Grup 6 98,86+7,28 <0,001
Grup 2- Grup 7 27,86£7,28 <0,007
Grup 2- Grup 8 2,00+7,28 =1,000
Grup 2- Grup 9 23,60+7,28 =0,055
Grup 3- Grup 4 41,73+7,28 <0,001
Grup 3- Grup 5 1,00+£7,28 =1,000
Grup 3- Grup 6 104,46+7,28 <0,001
Grup 3- Grup 7 33,46+7,28 <0,001
Grup 3- Grup 8 3,60+7,28 =1,000
Grup 3- Grup 9 18,00+7,28 =0,535
Grup 4- Grup 5 42,73+7,28 <0,001
Grup 4- Grup 6 146,20+7,28 <0,001
Grup 4- Grup 7 75,20£7,28 <0,001
Grup 4- Grup 8 45,33+7,28 <0,001
Grup 4- Grup 9 23,73£7,28 =0,052
Grup 5- Grup 6 103,46+7,28 <0,01
Grup 5- Grup 7 32,46+7,28 <0,01
Grup 5- Grup 8 2,60+7,28 =1,000
Grup 5- Grup 9 19,00+7,28 =0,368
Grup 6- Grup 7 71,00+7,28 <0,001
Grup 6- Grup 8 100,86+7,28 <0,001
Grup 6- Grup 9 122,46+7,28 <0,001
Grup 7- Grup 8 29,86+7,28 =0,003
Grup 7- Grup 9 51,46£7,28 <0,001
Grup 8- Grup 9 21,60+7,28 =0,131
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Deneklerden alinan kan Orneklerinden elde edilen ALP degerlerinin grup
ortalamalarinin Bonferroni karsilastirma sonuclarina gore; Grup 1 ile 2, 1 ile 3, 1 ile 5, 1
ile6,11le7,11le 8, 21le4,21ile 6,3 1le 4,3 1ile 6,3 1le 7,4 1le 5,4 ile 6, 4 1le 7,4 ile &, 5
ile 6, 51le 7, 6 1le 7, 6 ile 8, 6 ile 9, 7 ile 8 ve 7 ile 9 arasinda anlamli derecede fark
saptandi. Anlamlilik diizeyinin en fazla oldugu gruplar degerlendirildiginde; ortalama ve
standart sapma degerlerine gére Grup 6’dan (PRP+PEMEF) elde edilen degerlerin ilk sirada
(x £ 8D ; 248+36,66) yer aldig1 saptandi.

Deneklerden alinan kan 6rneginden elde edilen osteokalsin degerleri Tablo 9°da

sunulmustur.

Tablo 9: Osteokalsin degerlerinin grup ortalamalarinin Bonferroni karsilagtirma sonuclari

Gruplar Ortalama fark + Standart hata )/
Grup 1- Grup 2 0,76+0,35 =1,000
Grup 1- Grup 3 0, 180,35 =1,000
Grup 1- Grup 4 1,14+0,35 =0,066
Grup 1- Grup 5 1,79+0,35 <0,001
Grup 1- Grup 6 10,79+0,35 <0,001
Grup 1- Grup 7 8,29+0,35 <0,001
Grup 1- Grup 8 1,14+0,35 =0,066
Grup 1- Grup 9 1,38+0,35 =0,006
Grup 2- Grup 3 0,58+0,35 =1,000
Grup 2- Grup 4 1,90+0,35 <0,001
Grup 2- Grup 5 1,02+0,35 =0,174
Grup 2- Grup 6 10,02+0,35 <0,001
Grup 2- Grup 7 7,52+0,35 <0,001
Grup 2- Grup 8 0,37+0,35 =1,000
Grup 2- Grup 9 2,15+0,35 <0,001
Grup 3- Grup 4 1,32+0,35 =0,011
Grup 3- Grup 5 1,60+0,35 <0,01
Grup 3- Grup 6 10,60+0,35 <0,001
Grup 3- Grup 7 8,10+0,35 <0,001
Grup 3- Grup 8 0,95+0,35 =0,314
Grup 3- Grup 9 1,57+0,35 <0,01
Grup 4- Grup 5 2,93+0,35 <0,001
Grup 4- Grup 6 11,93+0,35 <0,001
Grup 4- Grup 7 9,43+0,35 <0,001
Grup 4- Grup 8 2,28+0,35 <0,001
Grup 4- Grup 9 0,24+0,35 =1,000
Grup 5- Grup 6 9,00£0,35 <0,001
Grup 5- Grup 7 6,50+0,35 <0,001
Grup 5- Grup 8 0,65+0,35 =1,000
Grup 5- Grup 9 3,18+0,35 <0,001
Grup 6- Grup 7 2,50+0,35 <0,001
Grup 6- Grup 8 9,65+0,35 <0,001
Grup 6- Grup 9 12,18+0,35 <0,001
Grup 7- Grup 8 7,15+0,35 <0,001
Grup 7- Grup 9 9,68+0,35 <0,001
Grup 8- Grup 9 2,52+0,35 <0,001
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Deneklerden alinan kan Orneklerinden elde edilen osteokalsin degerlerinin grup
ortalamalarinin Bonferroni karsilastirma sonuclarina gore; Grup 1 ile 5, 1 ile 6, 1 ile 7, 1
ile 9,21ile 4,21ile 6,21le 7,21le 9,3 1le 4,3 1le 5,31le 7,31le 9,4 1le 5,4 1le 6,4 ile 7, 4
ile 8,51le 6,51le 7,51le 9,61le 7, 6 1le 8, 6 ile 9, 7 ile 8, 7 ile 9 ve 8 ile 9 arasinda anlaml
derecede fark saptandi. Anlamlilik diizeyinin en fazla oldugu gruplar degerlendirildiginde;
ortalama ve standart sapma degerlerine gore Grup 6’dan (PRP+PEMF) elde edilen
degerlerin ilk sirada (x £ SD; 16,52+1,63) ve ikinci sirada da Grup 7°den (BMSC+PEMF)
elde edilen degerlerin (x £ SD ; 14,02+1,25) yer aldig1 saptand.

Doku orneklerinden elde edilen hidroksiprolin degerleri Tablo 10’da sunulmustur.

Tablo 10: Dokudan elde edilen hidroksiprolin degerlerinin grup ortalamalarinin

Bonferroni karsilastirma sonuglari

Gruplar Ortalama fark + Standart hata P
Grup 1- Grup 2 2,85+2,40 =1,000
Grup 1- Grup 3 1,15+2,40 =1,000
Grup 1- Grup 4 0,56+2,40 =1,000
Grup 1- Grup 5 6,18+2,40 =0,407
Grup 1- Grup 6 35,61+2,40 <0,001
Grup 1- Grup 7 10,34+2,40 <0,01
Grup 1- Grup 8 4,12+2.40 =1,000
Grup 1- Grup 9 3,54+2.,40 =1,000
Grup 2- Grup 3 1,70£2,40 =1,000
Grup 2- Grup 4 3,41+2,40 =1,000
Grup 2- Grup 5 3,32+2,40 =1,000
Grup 2- Grup 6 32,76x2,40 <0,001
Grup 2- Grup 7 7,48+2,40 =0,082
Grup 2- Grup 8 1,26+2,40 =1,000
Grup 2- Grup 9 6,39+2.40 =0,318
Grup 3- Grup 4 1,71%2,40 =1,000
Grup 3- Grup 5 5,02+2,40 =1,000
Grup 3- Grup 6 34,46+2,40 <0,001
Grup 3- Grup 7 9,18+2,40 =0,007
Grup 3- Grup 8 2,96+2,40 =1,000
Grup 3- Grup 9 4,69+2,40 =1,000
Grup 4- Grup 5 6,74+2,40 =0,211
Grup 4- Grup 6 36,17+2,40 <0,001
Grup 4- Grup 7 10,90+2,40 <0,001
Grup 4- Grup 8 4,68+2.,40 =1,000
Grup 4- Grup 9 2,98+2,40 =1,000
Grup 5- Grup 6 29,43+2.,40 <0,001
Grup 5- Grup 7 4,16+2,40 =1,000
Grup 5- Grup 8 2,06£2,40 =1,000
Grup 5- Grup 9 9,72+2.40 =0,003
Grup 6- Grup 7 25,27+2,40 <0,001
Grup 6- Grup 8 31,4942 .40 <0,001
Grup 6- Grup 9 39,15+2.40 <0,001
Grup 7- Grup 8 6,22+2.40 =0,389
Grup 7- Grup 9 13,88+2,40 <0,001
Grup 8- Grup 9 7,66+2,40 =0,065
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Doku oOrneklerinden elde edilen hidroksiprolin degerlerinin grup ortalamalarinin
Bonferroni karsilastirma sonuglarina gore; Grup 1ile 6, 1ile 7, 2 ile 6, 3 ile 6, 3 ile 7, 4 ile
6,41e7,51le 6,51le 9, 61le 7, 6 ile 8, 6 ile 9 ve 7 ile 9 arasinda anlaml1 derecede fark
saptandi. Anlamlilik diizeyinin en fazla oldugu gruplar degerlendirildiginde; ortalama ve
standart sapma degerlerine gére Grup 6’dan (PRP+PEMEF) elde edilen degerlerin ilk sirada
(xx8D; 56,88+6,86) yer aldig1 saptandi.

Histopatolojik incelemede elde edilen bulgular, Tablo 11°de siralanmustir.

Tablo 11: Deneklerden alinan 6rneklerin histopatolojik incelemesinde

degerlendirilen parametrelerin gozlenme oranlari

Parametreler
Gruplar

inflamasyon Kan damari Kollajen fibril Osteosit
Grup 1
(SEMF)
1 = + A +
2 + - +
3 +
4 + + +
5
6 + = +
7 4
8 +
9 + = +
10
11 +
12
13 +
14 + 4
15 iF +
Grup 2
(PRP)
1 +
2 +
3 +
4 + A +
5 + +
6 + +
7 +
8 +
9 + - +
10 + A +
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- + + +
- - + +
10 = + - -
11 = + A +
12 + + + +
13 = + - -
14 - - A +
15 - - - -
Grup 9
(Kontrol)
1 = = ++ +++
2 - + ++ +++
3 - - ++ +++
4 = = A b +++
5 - - r +++
6 = + ++ +++
7 - + r +++
8 - - Sisisty +++
9 = = ++ +++
10 - + ++ +++
11 = = ++ A
12 = + A b +++
13 - - ++ +++
14 = + ++ A
15 - - ++ +++

Histopatolojik parametrelerin degerlendirilmesi sonucunda uygulanan skorlama

sistemi ile elde edilen sonuglarin dagilimi Tablo 12°de sunulmustur.

Tablo 12: Histopatolojik parametrelerin gruplar arasi skorlama sonuclarinin

dagilimi
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Gruplar
- ST SHGH Grup1 Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grupb Grup? Grup g Grup9
b M3 [SEME)  (PRP}  (BMSC) {Sham} [SEMF+PEME) {PRP+PEMF) [BMSC+PEMEF)  (PEMF}  {Kontrol)
n
13 12 12 13 12 11 11 12 15
+ 2 3 3 2 3 3 3 3 £
+ - - - - 1 1 - -
+H+ - - = - - -
B B 8 10 a 7 L
+ 7 7 7 5 11 5 9 8 8
Kandaman
+ - - = = 9 & = =
+H = e = = 1 7 =
- g & 8 1 3 & "
+ & 7 7 a 12 & 9 9
jan fibril
-+ = s » = 8 5 12
+HF - - - 1 3
9 8 8 11 5 & =
+ 8 7 7 a 10 5 1 9 2
Dskeosit
-+ = s - = 10 4 2
+H = = & = 13

Histopatolojik  parametrelerin  degerlendirilmesiyle saptanan pozitif bulgu

oranlarinin gruplar arasi farkliliklarinin dagilimi Grafik 5’te gosterilmistir.

Grafik 5: Histopatolojik degerlendirmede belirlenen pozitif bulgu oranina gore gruplar

arasi farkliliklarin dagilim

inflamasyon Grup 9 (Kontrol)

 Grup 8 (PEMF)
Kan damari # Grup 7 (BMSC+PEMF)
B Grup 6 (PRP+PEMF)

B Grup 5 (SEMF+PEMF)

Kollajen fibril B Grup 4 (Sham)

i M Grup 3 (BMSC)

Osteosit B Grup 2 (PRP)

B Grup 1 (SEMF)
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Yapilan karsilastirma sonucunda; inflamasyon agisindan gruplar arasinda farklilik
gozlenmedi. Kan damart olusumu acisindan Grup 6’da en fazla oranda artig saptandi, daha
az oranda ise Grup 7’de artis mevcuttu. Kollajen fibril ve osteosit oran1 agisindan kontrol

grubuna en yakin degerler Grup 6 ve 7°de saptandi.

Deneklerden alinan biyopsi preparatlarinin mikroskobik olarak degerlendirilmesi
sonucunda, kemik defekti alanindaki kopriilesme oranlar1 degerlendirildi ve gruplar arasi

skorlama yapildi (Tablo 13).

Tablo 13: Deneklerden alinan doku preparatlarinda histopatolojik olarak saptanan

kemik kopriilesme oranlar1

Denek Gruplar
no Grup 1 Grup 2 Grup3 Grup4 Grup 5§ Grup 6 Grup 7 Grup 8 Grup 9
(SEMF) (PRP) (BMSC) (Sham) (SEMF+PEMF) (PRP+PEMF) (BMSC+PEMF) (PEMF) (Kontrol)
1 1 0 0 0 1 1 1 0 4
2 0 0 0 0 0 2 1 1 4
3 0 1 1 0 1 3 2 1 4
4 0 1 1 1 0 1 2 0 4
5 0 2 0 0 0 2 1 0 4
6 1 1 1 0 0 1 1 0 4
7 0 1 2 0 1 2 1 0 4
8 0 0 0 0 0 3 2 1 4
9 1 1 1 1 2 1 2 0 4
10 0 2 0 0 0 2 1 1 4
11 0 1 0 0 1 1 2 0 4
12 0 1 0 0 1 3 2 0 4
13 1 0 0 0 0 2 1 1 4
14 0 1 1 0 0 2 1 1 4
15 0 1 0 1 1 1 1 0 4
% 0= defekt bos, 1=defektin % 0-25’i dolu, 2= defektin % 25-50’si kapanmus, 3= defektin % 50-75’i

kapanmug, 4= defektin % 75-100’ii dolmus

Kemik kopriilesme oranlari agisindan uygulanan skorlama sisteminin gruplar arasi

dagilimi Tablo 14’te sunulmustur.

Tablo 14: Kemik kopriilesme oranlar1 agisindan gruplar arasi skorlarin dagilimi
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Skorlaing

Kemik kopriilesme oranlar1 degerlendirildikten sonra uygulanan skorlama sistemi

sonuclarina gore elde edilen farkliliklar Grafik 6’da sunulmustur.

Grafik 6: Kemik kopriilesme oranlar1 agisindan gruplar arasi farkliliklarin dagilimi

Grup 1 (SEMF)

Grup 2 (PRP)

Grup 3 (BMSC)

Grup 4 (Sham)

Grup 5 (SEMF+PEMF
PS5l ) W Koprilesme orani (skor)

Grup 6 (PRP+PEMF)

Grup 7 (BMSC+PEMF)

Grup 8 (PEMF)

Grup 9 (Kontrol)

Yapilan karsilastirmaya gore; kemik kopriilesme oraninin kontrol grubuna en yakin

degerler elde edildigi gruplarin, sirasiyla Grup 6 ve Grup 7 oldugu saptanmistir.
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Histopatolojik incelemede alinan preparatlarda vaskiilarizasyon, kollajen ve bag

dokusu, osteoblastik aktivite degerlendirildi ve kayit altina alind1 (Resim 29).

A; Grup 1, B; Grup 2, C; Grup 3, D; Grup 4, E; Grup 5, F; Grup 6, G; Grup 7, G; Grup 8, I; Grup 9
K; Kas, BD; Bag dokusu, D; Damar, B; Kemik

Resim 29: Mikroskobik analizde saptanan hiicresel farkliliklarin gruplar arasi

dagilimi (hematoksilen&eozin, Masson’s trichrome, x40)

Yapilan DXA incelemeleri sonucunda elde edilen R1 ve R2 degerleri sirasiyla kayit

altina alind1 (Tablo 15).

Tablo 15: Deneklerin BMD (gr/cmz) sonuclari

BMD (gr/cm®)
Gruplar Preoperatif Postoperatif 3.ay 6. ay
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
Grup 1
(SEMF)
1 0.332 0.369 0.266 0.354 0.267 0.340 0.267 0.325
2 0.341 0.338 0.263 0.337 0.267 0.322 0.268 0.319
3 0.358 0.368 0.268 0.353 0.271 0.338 0.273 0.324
4 0.350 0.345 0.274 0.330 0.276 0.324 0.278 0.319
5 0.376 0.373 0.290 0.366 0.293 0.353 0.295 0.348
6 0.330 0.348 0.254 0.334 0.256 0.323 0.258 0.320
7 0.354 0.397 0.283 0.382 0.285 0.371 0.289 0.360
8 0.388 0.395 0.299 0.383 0.299 0.376 0.303 0.363
9 0.371 0.404 0.285 0.404 0.290 0.396 0.290 0.384
10 0.398 0.394 0.296 0.380 0.296 0.373 0.298 0.360
11 0.383 0.385 0.295 0.361 0.299 0.358 0.300 0.343
12 0.358 0.351 0.286 0.337 0.290 0.325 0.291 0.322
13 0.334 0.353 0.259 0.339 0.262 0.325 0.262 0.321
14 0.332 0.335 0.256 0.328 0.260 0.324 0.261 0.321
15 0.347 0.337 0.276 0.329 0.279 0.325 0.280 0.323
Grup 2
(PRP)
1 0.342 0.359 0.268 0.354 0.274 0.349 0.278 0.349
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12
13
14
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Grup 6
(PRP+PEMF)
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2
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0.366
0.327
0.374
0.367
0.364
0.374
0.356
0.361
0.366
0.377
0.329
0.382
0.375
0.388

0.360
0.363
0.372
0.361
0.380
0.377
0.394
0.361
0.357
0.401
0.358
0.396
0.368
0.347
0.389

0.337
0.355
0.346
0.348
0.354
0.347
0.357
0.357
0.363
0.362
0.336
0.368
0.353
0.338
0.355

0.361
0.358
0.375
0.370
0.407
0.348
0.380
0.396
0.335
0.375
0.349
0.352
0.351
0.364
0.342

0.366
0.385
0.364

0.329
0.328
0.375
0.332
0.335
0.356
0.390
0.398
0.379
0.360
0.354
0.393
0.393
0.385

0.361
0.350
0.380
0.368
0.371
0.379
0.410
0.423
0.338
0.407
0.391
0.384
0.387
0.337
0.392

0.327
0.354
0.355
0.375
0.341
0.346
0.348
0.380
0.405
0.399
0.366
0.367
0.361
0.349
0.396

0.368
0.360
0.357
0.382
0.398
0.336
0.383
0.332
0.351
0.355
0.361
0.350
0.331
0.372
0.395

0.370
0.366
0.358

0.275
0.256
0.283
0.275
0.288
0.280
0.279
0.275
0.277
0.282
0.256
0.290
0.290
0.295

0.280
0.285
0.282
0.277
0.290
0.291
0.304
0.290
0.276
0.308
0.277
0.306
0.276
0.263
0.300

0.266
0.273
0.260
0.270
0.279
0.252
0.285
0.265
0.287
0.269
0.264
0.267
0.262
0.267
0.276

0.269
0.276
0.285
0.286
0.315
0.262
0.289
0.306
0.249
0.297
0.261
0.261
0.255
0.271
0.263

0.290
0.306
0.284

0.327
0.328
0.371
0.330
0.329
0.352
0.388
0.395
0.376
0.357
0.349
0.389
0.392
0.384

0.349
0.348
0.367
0.353
0.348
0.361
0.410
0.415
0.329
0.395
0.382
0.375
0.377
0.337
0.389

0.319
0.347
0.330
0.359
0.335
0.335
0.347
0.368
0.390
0.384
0.364
0.344
0.343
0.334
0.381

0.364
0.356
0.354
0.378
0.398
0.335
0.379
0.332
0.348
0.353
0.358
0.347
0.328
0.371
0.391

0.368
0.362
0.356
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0.280
0.262
0.287
0.280
0.289
0.286
0.281
0.277
0.279
0.289
0.258
0.297
0.298
0.297

0.287
0.291
0.286
0.281
0.291
0.292
0.307
0.298
0.283
0.315
0.281
0.311
0.281
0.270
0.302

0.270
0.275
0.263
0.271
0.281
0.256
0.288
0.265
0.288
0.271
0.267
0.267
0.265
0.271
0.278

0.275
0.281
0.289
0.291
0.321
0.271
0.293
0.311
0.254
0.301
0.268
0.267
0.261
0.279
0.270

0.304
0.311
0.298

0.326
0.325
0.364
0.328
0.327
0.347
0.387
0.390
0.374
0.356
0.347
0.387
0.389
0.382

0.345
0.345
0.358
0.341
0.340
0.347
0.396
0.402
0.323
0.386
0.374
0.362
0.365
0.328
0.376

0.319
0.332
0.318
0.344
0.333
0.326
0.341
0.353
0.375
0.369
0.349
0.337
0.339
0.321
0.366

0.364
0.353
0.353
0.76
0.397
0.332
0.376
0.328
0.344
0.352
0.354
0.346
0.326
0.368
0.387

0.366
0.362
0.351

0.283
0.266
0.291
0.285
0.295
0.289
0.289
0.284
0.286
0.291
0.263
0.299
0.300
0.304

0.290
0.295
0.291
0.284
0.297
0.300
0.313
0.300
0.285
0.316
0.286
0.315
0.284
0.272
0.307

0.271
0.278
0.265
0.274
0.283
0.257
0.289
0.266
0.289
0.273
0.267
0.268
0.267
0.272
0.278

0.279
0.286
0.291
0.294
0.323
0.272
0.298
0.315
0.256
0.304
0.271
0.270
0.263
0.281
0.272

0.309
0.315
0.302

0.325
0.324
0.363
0.326
0.326
0.343
0.386
0.387
0.372
0.353
0.345
0.386
0.387
0.380

0.332
0.330
0.349
0.329
0.327
0.334
0.384
0.390
0.321
0.381
0.366
0.358
0.348
0.322
0.368

0.319
0.324
0.317
0.329
0.332
0.323
0.334
0.328
0.359
0.355
0.333
0.332
0.331
0.319
0.343

0.363
0.353
0.352
0.374
0.396
0.332
0.375
0.325
0.341
0.351
0.353
0.342
0.324
0.366
0.386

0.364
0.362
0.350



4 0.376 0.375 0.300 0.369 0.311 0.369 0.318 0.365
5 0.385 0.386 0.303 0.383 0.310 0.382 0.321 0.380
6 0.384 0.353 0.311 0.352 0.323 0.345 0.330 0.343
7 0.354 0.377 0.279 0.370 0.287 0.368 0.295 0.365
8 0.337 0.379 0.257 0.376 0.264 0.375 0.275 0.374
9 0411 0.401 0.313 0.399 0.321 0.396 0.331 0.396
10 0.382 0.363 0.298 0.363 0.306 0.356 0.317 0.353
11 0.381 0.359 0.309 0.352 0.318 0.352 0.327 0.352
12 0.382 0.403 0.288 0.399 0.295 0.396 0.306 0.391
13 0.367 0.397 0.292 0.389 0.302 0.386 0.311 0.385
14 0.355 0.379 0.281 0.376 0.295 0.375 0.300 0.373
15 0.375 0.371 0.285 0.368 0.293 0.364 0.303 0.363

Grup 7

(BMSC+PEMF)

1 0.374 0.382 0.290 0.379 0.298 0.376 0.304 0.375
2 0.367 0.383 0.295 0.379 0.302 0.376 0.309 0.374
3 0.388 0.393 0.297 0.390 0.304 0.387 0.310 0.386
4 0.394 0.350 0.295 0.343 0.301 0.343 0.309 0.342
5 0.360 0.347 0.279 0.346 0.285 0.342 0.293 0.341
6 0.350 0.371 0.256 0.368 0.261 0.368 0.270 0.364
7 0.377 0.396 0.283 0.395 0.290 0.390 0.296 0.388
8 0.327 0.385 0.248 0.376 0.254 0.376 0.261 0.375
9 0.358 0.361 0.269 0.359 0.275 0.358 0.282 0.352
10 0.371 0.352 0.294 0.350 0.303 0.347 0.307 0.345
11 0.384 0.376 0.294 0.371 0.299 0.369 0.304 0.357
12 0.364 0.356 0.284 0.352 0.297 0.352 0.300 0.350
13 0.410 0.421 0.318 0.421 0.322 0.317 0.331 0.316
14 0.368 0.344 0.283 0.337 0.294 0.336 0.297 0.334
15 0.384 0.376 0.286 0.375 0.294 0.374 0.299 0.372

Grup 8

(PEMF)
1 0.383 0.398 0.295 0.398 0.301 0.395 0.304 0.393
2 0.393 0.355 0.297 0.354 0.300 0.354 0.305 0.353
3 0.332 0.398 0.256 0.398 0.263 0.397 0.265 0.396
4 0.357 0.358 0.261 0.358 0.270 0.349 0.271 0.347
5 0.376 0.342 0.285 0.340 0.292 0.339 0.294 0.336
6 0.362 0.334 0.281 0.330 0.286 0.328 0.290 0.327
7 0.368 0.359 0.291 0.357 0.295 0.357 0.300 0.353
8 0.393 0.404 0.303 0.398 0.304 0.394 0.308 0.394
9 0.346 0.387 0.266 0.386 0.273 0.385 0.275 0.384
10 0.361 0.335 0.281 0.334 0.288 0.329 0.290 0.327
11 0.368 0.347 0.282 0.343 0.287 0.343 0.291 0.343
12 0.362 0.380 0.277 0.378 0.279 0.377 0.285 0.375
13 0.358 0.369 0.287 0.363 0.290 0.360 0.296 0.360
14 0.365 0.348 0.287 0.343 0.295 0.343 0.296 0.342
15 0.329 0.358 0.241 0.357 0.245 0.353 0.251 0.351

Grup 9

(Kontrol)

1 0.327 0.377 0.318 0.360 0.312 0.346 0.307 0.342
2 0.333 0.340 0.325 0.336 0.322 0.334 0312 0.319
3 0.399 0.376 0.386 0.370 0.381 0.364 0.374 0.354
4 0.430 0.368 0.423 0.355 0.415 0.348 0.400 0.347
5 0.334 0.383 0.321 0.379 0.310 0.365 0.303 0.357
6 0.402 0.402 0.393 0.395 0.389 0.388 0.385 0.384
7 0.356 0.372 0.349 0.361 0.345 0.351 0.337 0.343
8 0.348 0.375 0.344 0.360 0.334 0.358 0.329 0.350
9 0.378 0.367 0.369 0.358 0.354 0.354 0.351 0.342
10 0.356 0.373 0.347 0.361 0.339 0.356 0.333 0.354
11 0.356 0.369 0.344 0.356 0.341 0.350 0.340 0.349
12 0.390 0.351 0.384 0.349 0.378 0.334 0.378 0.332
13 0.382 0.349 0.371 0.347 0.369 0.337 0.368 0.322
14 0.397 0.359 0.385 0.346 0.383 0.344 0.376 0.332
15 0.365 0.395 0.355 0.386 0.355 0.377 0.345 0.374

DXA analizinin postoperatif 1. giin ve 6. aydaki bulgularimin farklarinin

karsilastirma sonuclar1 Tablo 16’da sunulmustur.
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Tablo 16: DXA analizinin postoperatif 1. giin ve 6. aydaki bulgularinin farklarinin

karsilagtirma sonuclari

Gruplar xxSD F p

Grup 1 (SEMF) 0,0042+0,00132
Grup 2 (PRP) 0,0089+0,00103
Grup 3 (BMSC) 0,0087+0,00105
Grup 4 (Sham) 0,0037+0,00150

Grup 5 (SEMF+PEMF) | 0,0087+0,00129 | 193,297 | <0.001
Grup 6 (PRP+PEMF) | 0,0176+0,00250
Grup 7 (BMSC+PEMF) | 0,0134+0,00124
Grup 8 (PRP) 0,0087+0,00116
Grup 9 (Kontrol) 0,0117+0,00546

DXA analizinden elde edilen verilerin ortalama degerlerinin karsilastirilmasinda
kullanilan ANOVA testi sonuglarina gore; gruplar arasinda 6nemli derecede farklilik

saptand1 (p<0.001).

ANOVA testine gore onemli derecede farklilik saptanan degiskenlerde farkliligin
hangi gruptan kaynaklandigin1 bulmak amaciyla uygulanan ¢oklu karsilastirma testlerinden
Bonferroni testine gore; DXA analizi ile elde edilen R1 ve R2 degerlerinin 1. giin ve 6.

aydaki farklarinin grup ortalamalarinin sonuglar1 Tablo 17°de sunulmustur.

Tablo 17: DXA analizi ile elde edilen R1 ve R2 degerlerinin 1. giin ve 6. aydaki

farklarinin grup ortalamalarinin Bonferroni karsilastirma sonuglari

Gruplar Ortalama fark + Standart hata )/
Grup 1- Grup 2 0,00473+0,00083 <0,001
Grup 1- Grup 3 0,00447+0,00083 <0,001
Grup 1- Grup 4 0,00053+0,00083 =1,000
Grup 1- Grup 5 0,00447+0,00083 <0,001
Grup 1- Grup 6 0,01340+0,00083 <0,001
Grup 1- Grup 7 0,00920+0,00083 <0,001
Grup 1- Grup 8 0,00453+0,00083 <0,001
Grup 1- Grup 9 0,01593+0,00083 <0,001
Grup 2- Grup 3 0,00027+0,00083 =1,000
Grup 2- Grup 4 0,00527+0,00083 <0,001
Grup 2- Grup 5 0,00027+0,00083 =1,000
Grup 2- Grup 6 0,00867+0,00083 <0,001
Grup 2- Grup 7 0,00447+0,00083 <0,001
Grup 2- Grup 8 0,00020+0,00083 =1,000
Grup 2- Grup 9 0,02067+0,00083 <0,001
Grup 3- Grup 4 0,00500+0,00083 <0,001
Grup 3- Grup 5 0,00000+0,00083 =1,000
Grup 3- Grup 6 0,00893+0,00083 <0,001
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Grup 3- Grup 7 0,00473+0,00083 <0,001
Grup 3- Grup 8 0,00007+0,00083 =1,000
Grup 3- Grup 9 0,02040+0,00083 <0,001
Grup 4- Grup 5 0,00500+0,00083 <0,001
Grup 4- Grup 6 0,01393+0,00083 <0,001
Grup 4- Grup 7 0,00973+0,00083 <0,001
Grup 4- Grup 8 0,00507+0,00083 <0,001
Grup 4- Grup 9 0,01540+0,00083 <0,001
Grup 5- Grup 6 0,00893+0,00083 <0,001
Grup 5- Grup 7 0,00473+0,00083 <0,001
Grup 5- Grup 8 0,00007+0,00083 =1,000
Grup 5- Grup 9 0,02040+0,00083 <0,001
Grup 6- Grup 7 0,00420+0,00083 <0,001
Grup 6- Grup 8 0,00887+0,00083 <0,001
Grup 6- Grup 9 0,02933+0,00083 <0,001
Grup 7- Grup 8 0,00467+0,00083 <0,001
Grup 7- Grup 9 0,02513+0,00083 <0,001
Grup 8- Grup 9 0,02047+0,00083 <0,001

DXA analizi ile yapilan R1 ve R2 o6l¢iimlerinin postoperatif 1. giin ve 6. aydaki
degerlerinin farklarinin grup ortalamalarinin Bonferroni karsilastirma sonuglaria gore;
Grup lile2,11ile3,11ile5,1ile6, 1ile7,11ile8, 1ile9,2ile4,2ile6,2ile7,2ile 9,3
illed,3ile 6,31le 7, 31le 9,4 1le 5,41ile 6,41le 7,41ile 8,4 1le 9,51le 6,51le 7,51le 9, 6
ille 7, 61le 8, 6ile 9, 7 ile 8, 7 ile 9 ve 8 ile 9 arasinda anlaml1 derecede fark saptandi.
Anlamlilik diizeyinin en fazla oldugu gruplar degerlendirildiginde; ortalama ve standart
sapma degerlerine gore Grup 6’dan (PRP+PEMF) elde edilen degerlerin ilk sirada
(x £ 8D ;0,02933+0,00083) ve ikinci sirada da Grup 7’den (BMSC+PEMF) elde edilen
degerlerin (x £ SD ;0,02513+0,00083) yer aldig1 saptandi.
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3.5. TARTISMA

Kemik dokuda ¢esitli nedenlerle meydana gelen defektler, viicudun yara iyilesme
progesi ile onarilmaya calisilir. Kemik doku olduk¢a vaskiiler bir yapiya sahiptir,
tyilesmede bu vaskiiler yapinin etkisi biiyiiktiir. Kemigin icerigindeki kalsifiye bag dokusu

ise kemigin sert ve giiclii bir yapiya doniismesini saglar. (103).

Genel olarak viicudun herhangi bir yerinde aktive olan yara iyilesmesi siireci
kompleks bir fenomendir ve bir¢cok biiyiime faktorii tarafindan regiile edilir (42,104). Yara
tyilesmesi siireci 3 fazdan meydana gelir. Bu fazlarda cesitli hiicresel ve hiimoral faktorler
etkili olur. Ilk faz katabolik latent periyoddur ve yaklasik 1 hafta siirer. Bu siireci 2 haftalik
proliferasyon siireci takip eder. Proliferasyon fazi1 oldukca selliiler ve vaskiilerdir (105).
Yogun hiicresel donem doku onariminin baglangi¢ asamasina rastlar, bu donemde matriks
ve hiicre diferansiasyonu ile hiicresel migrasyon gerceklesir. Hiicresel mitoz, neo-
anjiyogenez ve makrofaj migrasyonunun aktivasyonu bu donemde son derece dnemlidir.

Daha sonra reparasyon ve reorganizasyon fazi baslar. Bu siire birkag ay siirer.

Kemik doku iyilesmesi de ayni sekilde olduk¢a koordinedir ve cesitli biiyiime
faktorlerinin etkilesimi ile olmaktadir (4,60,106). Periosteal dokular ve hiicreler potansiyel
osteoblastik hiicrelere doniisiim gosterme potansiyeli bulunan onciil hiicreler icerirler. Bu
hiicreler kimyasal ya da fiziksel stimiilasyon ile aktive olurlar (6). Bu stimiilatorler
arasinda kemik fraktiirii, inflamasyon ya da tiimor gelisimi gibi herhangi bir nedenle kemik
defekti olusumu sayilabilir (6,107). Kemik dokuda defekt olustuktan sonra baslangi¢
asamasinda defekt hematom ile dolar (22). Hiicrelerle makromolekiiller arasinda etkilesim
olusur. Bu etkilesimi, segmental kemik defekti ve ¢evresini fibroz doku ve iskelet kaslar
ile damarlarin doldurmasi izler. Sonuc¢ta mezenkimal birikim ve kemik morfogenezisi,
hipertrofik kondrogenezis, intramembrandz/enkondral ossifikasyon olusur (16). Daha
sonra kallus formasyonu gelisir ve remodelling fazi baglar. Tiim bu siire¢lerin koordine bir
sekilde birbirini izlemesiyle kemik devamliligi saglanmis olur (22). Fizyolojik kemik
tyilesmesinde eger defekt kiiciik boyutta ise kirik kemik uglarinin arasinin yavas yavas
dolmasiyla iyilesme saglanirken; kritik boyutlu kemik defektlerinde spontan iyilesme
goriilmez ve defekt alam1 kapanmaz, sonucta da ek girisimlere ihtiya¢ duyulur (14,22).
Onarilmayan genis defektler ise non-union ile sonuglanir ve defekt alanini fibr6z doku

doldurur (6).
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Inflamasyon, kemik iyilesmesi siirecinde erken doénemde etkili mekanizmalardan
biridir. inflamasyonun kemik olusumunu, osteoblastik aktiviteyi ve diferansiasyonu direkt
ya da indirekt olarak indiikledigi gosterilmistir (1,6,108,109). Bununla beraber, asiri
derecedeki inflamatuar durumlarin ise non-union riskini arttirdig ileri siiriilmektedir (2).
Kemik iyilesmesinin tiim asamalari sirasinda gorevli cok sayida sitokin mevcuttur.
Proinflamatuar sitokinler arasinda; tiimor nekroz faktor-a (TNF-a; tumor necrosis factor),
TGFB1, interlokin-1 (IL-1; interleukin-1), siklooksijenaz-1 ve 2 (COX-1,2;
cyclooxygenase 1-2) gibi ajanlar mevcuttur. Bu sitokinlerin 6l¢iimii ile rejenerasyon
hakkinda birtakim bilgiler edinilebilir (15). Ancak bu belirteclerin analizleri spesifik
degildir, ancak erken donemde iyilesme periyodunu gostermekte yararlidirlar. TNFa ve IL-
1 erken intramembrandz kemik iyilesmesi doneminde, 5. giinde artis gosterir. Onarim
fazinin 7. giiniinde ise diizeyi yiikselen biiyiime faktorlerinin sayisi artar. TGFB1, kemik
dokusunun biyosentezinde ve ekstraselliiler matriks olusumunda potansiyel kemotaktik bir
ajandir. Bu biiylime faktorii kemik rejenerasyonunda ve kondrogeneziste aktif rol oynayan
bir faktordiir (16). Inflamasyon ve osteoblastik aktivite ile diferansiasyon 24 hafta sonunda
dramatik bicimde azalmaktadir (6). Calismamizda bu belirteclerin Olgiilmesine yer
vermememizin nedeni, sozkonusu belirteclerin sadece erken donemde bilgi verici olmasi,
aynt zamanda bu belirteclerin spesifik olmamast ve olusturdugumuz kemik defekti
modelinde non-union modeli olusturmamizdir. Calismamizda bu nedenlerden dolayz,
kemik rejenerasyonuna daha spesifik ve daha ge¢ belirtecler arasinda sayilan alkalen
fosfataz aktivitesi ve osteokalsin diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Ancak ilerideki calismalar,
osteoblastik Onciil hiicrelerin farklilasmas1 ve inflamasyonun diizenleyici etkisinin

anlasilmasi tizerine yogunlagacaktir.

Kemik iyilesmesini arttirict stratejiler, fonksiyonel ve mekanik agidan yeterli bir
kemik dokusu olusumuna yoneliktir (4). Kemik defekti alanindaki kondrogenezis,
osteogenezis ve remodellingin saglanmasi, kemik integrasyonu ve biyomekanik
devamlilik, ana amaglar arasindadir (16). Kraniyomaksillofasiyal, plastik cerrahi ve
ortopedik cerrahi alaninda kemik restorasyonu amaciyla uygulanan girisimler arasinda ¢cok
cesitli teknik ve biyomateryal bulunmaktadir (5,110). Kullanilan materyaller arasinda
otojen yag, fasya, kikirdak ve kemik gibi dokular yer almaktair (5). Kullanilan yontemler
arasinda yer alan otojen kemik greftlemesinin, spontan iyilesmeyen kritik boyutlu kemik
defektlerinin tedavisinde altin standart oldugu bilinmektedir (3,22,29,110,111). Bu

yontemin avantajlar1 arasinda; immiinolojik rezistans olasiliginin bulunmamasi, c¢evre
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damarsal yapilarla etkilesme kabiliyetinin ve anjiyogenik biiylime potansiyelinin
bulunmas: sayilabilir (5). Ancak yeterli miktarda otojen kemik grefti elde edilmesinde
sorunlar yasanabilmektedir (29). Bununla beraber, donor alan morbiditesine yol acmasi
nedeniyle klinisyenler kemik yap1 iskeletlerini kullanmay1 tercih etmeye baslamislardir
(3,5). Kemik biyolojisinde ¢esitli biiyiime faktorleri ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin
onemli oldugu, in vitro ve in vivo calismalarda gosterildikten sonra, bu bilesenlerin
kullanilma orani artis gostermeye baglamistir. Bununla birlikte, kemik iyilesmesinin
arastirildigir deneysel ve klinik calismalarda; elektrik stimiilasyonu, hiperbarik oksijen
tedavisi, diisiik yogunluklu pulslu ultrason stimiilasyonu, elektromanyetik alan uygulamasi,
rekombinant biiylime hormonlarinin sistemik verilmesi, osteojenik otojen hiicresel bilesen
ve makromolekiillerin verilmesi, insan kemik morfogenetik proteini (BMP; bone
morphogenetic protein) verilmesi, sentetik materyallerin kullanilmasi gibi yontemlerle

kemik olusum hiz1 arttirllmaya calisilmaktadir (35,37).

Kemik defekti alanina yerlestirilen materyalin, normal kemik iyilesmesine benzer
yogunluk ve oOzellikte yeni kemik olusumunu saglamasi, ideal bir kemik iyilesme
prosediiriidiir (14). Ancak giiniimiizde bu amagcla kullanilan sentetik materyaller, viicut
stvilarindan  dolayr  korozyona ugramalari ya da osteoindiiktif ve osteokondiiktif
olmayislari nedeniyle pek uygun secenekler degillerdir (29). Giiniimiizde, kemik grefti
yerine kullanilan cesitli kemik yap1 iskeleti iiriinleri arasinda, doku miihendisligi kemik
irtinleri giincel kullanimda yeri olan bilesimlerdir (5). BMSC ya da PRP iceren doku
miihendisligi triinleri, bu secenekler arasinda en kullanigh olanlar arasinda sayilmaktadir
(5,110). Calismamizda pluripotent BMSC, PRP ve elektromanyetik alan stimiilasyonu
kullanimiyla elde edilen sonuglar karsilastirllmistir. Literatiirde bu uygulamalara dair
caligmalarin mevcut olmasina karsin, kombine kullanimlar1 halinde elde edilecek sonuglar
ile ilgili yeterli bilgi mevcut degildir. Bu nedenle bu ¢alismanin, literatiire bu ac¢idan katk1
saglayacagini diislinmekteyiz.

Kritik boyutlu kemik defekti modelleri, biyomateryal ve diger uygulamalarin test
edilmesi amaciyla kullanilan temel modellerden biridir (14). Bu amacla kalvaryum, femur,
radius ve zigoma gibi cesitli modeller kullanilmaktadir. Sican, insan kemik dokusuna
kiyasla minimal varyasyonlara sahip bir denektir (79). Sicanin zigomatik kemigi de
anatomik varyasyon ihtimali olduk¢a az olan bir dokudur. Bu nedenle ¢alismada denek
olarak sican kullanilmistir. Zigomatik ark membran6z kemikten olugsmaktadir. Bu modelin

ozellikle kraniyofasiyal kemik defektlerinin rejenerasyonunun incelenmesinde iyi bir
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model oldugu bilinmektedir (13). Yapilan deneysel calismalarda zigomadaki kritik boyutlu
kemik defekti ile ilgili farkli sonuclar bildirilmistir. Bu ¢alismalar incelendiginde kemik
defekti mesafesinin 3-5 mm arasinda oldugu gozlenmistir. Biz de ¢alismamizda bu bilgiyi
g6z Oniine alarak 4 mm’lik defekt olusturduk. Calisma sonucunda bu defekt biiyiikliigiiniin
non-union modeli olusturmada yeterli oldugunu gozledik.

Calismamizda uyguladigimiz gibi, tiip seklinde hazirlanmis defekt alan1 fasya gibi
ortiicii bir yapr ile sarildiktan sonra kapali bir skafold elde edilebilmektedir. Fasya ve kas
tabakalar1 anatomik yerlerine dikildikten sonra ¢igneme sirasinda greft materyallerinin yer
degistirmesi de Onlenebilmektedir. Bir¢ok olumlu yoniiniin bulundugunu diisiindiigiimiiz
bu modelin avantajlar1 arasinda; zigomanin yiiz kemikleriyle aym rejenerasyon
mekanizmasina sahip olmasi, farkli cerrahi yontemlerin uygulanabilir ve alternatiflere agik
olmasi, skafold olusturulmasi icin uygun olmasi, cevre dokularin olduk¢a vaskiiler olmasi
ve immobilizasyon probleminin olmamasi sayilabilir (13). Zigomatik kemikte olusturulan
ark defektlerinin herhangi bir fiksator kullanimina ihtiya¢ gostermemesi de, bu secenegi
tercih etmemizdeki etkenler arasindadir. Sonugta, bu modelin kraniyomaksillofasiyal
cerrahi ile yakindan ilgilenen plastik ve rekonstriiktif cerrahi uygulamalar1 agisindan
oldukg¢a kullanislt bir kemik defekti modeli oldugu kanaatine vardik.

Kemik defekti sahasimna kan akiminin artisi, iyilesmeyi hizlandirict bir etkendir
(16,37). Bununla birlikte anjiyogenezis de basarili bir kemik iyilesme siirecinde oldukca
etkili bir role sahiptir (16,37,112). Anjiyogenezis basamagi, kemik iyilesme siirecinin
ozellikle erken donemindeki en 6nemli fazlardan biridir (1,14). Anjiyogenezisle baglantili
olarak, non-union’da en Onemli patofizyolojik mekanizma, kemik dokusunun
beslenmesinin yetersizligidir (1,2). Bu nedenle kemik rejenerasyonu c¢alismalarinda
kullanilacak skafoldun oldukg¢a vaskiiler olmasi tercih edilir (5). Temporal fasya flebi
malar, mandibular ve zigomatik bolge rekonstriiksiyonunda sik tercih edilen ve spesifik bir
artere sahip kullanish bir fleptir (22). Biz calismamizda, siiperfisiyal temporal fasyanin
vaskiilarize olmasindan dolayi, kemik rejenerasyonunu arttirict etkisinin oldugu ve
fasyanin icerisinden enjekte edilen materyalin sizmasinin 6nlenecegi diisiinerek bu dokuyu
skafold olusturma amaglh olarak tercih ettik. Bu flep ilk asamada kemik defektinin
olusturulmas: sirasinda eleve edildi ve ayni seansta tiibiilerize edilip icerisine silikon blok
yerlestirildi. Silikon blok hem flebe sekil vermede ve kollapsin 6nlenmesinde, hem de non-
union modeli olusturmada kullanildi. Bu nedenle bu uygulamanin bir tiir prelaminasyon
oldugu diisiiniilebilir. Tek seansta prelaminasyon ve non-union modeli olusturulmasina

miisait ve aksiyel bir arteri bulundugundan dolay1 defekt alanina osteoindiiktif biiylime

62



faktorlerinin ulagsmasini kolaylastirict bir flep modeli oldugu i¢in, kemik rejenerasyonu
calismalarinda  kullanilabilecek olduk¢a avantajli bir skafold modeli oldugunu
diisiinmekteyiz.

Kemik defekti alaninin erken donemde 3 boyutlu skafold ile doldurulup yeni sentez
edilmis kemik dokusu ile doldurulmasi, normal kemik iyilesmesine yakin sonuclar elde
edilmesine olanak saglar (22). Kemik yap1 iskeleti kullanilan durumlarda basarinin
saglanabilmesi, mekanik olarak stabil ve gii¢lii yeni kemik olusumunun saglanmasinin
yanisira, yerlestirilen materyaller ile yeni kemik dokusunun etkilesimine baghdir. Bu
asamada kemik yapi iskeleti ile hiicrelerin adezyonlarinin rolii bityiiktiir. Hiicresel adezyon
ve hiicresel cevaplar, osteointegrasyon ve osteokondiiksiyonun saglanmasinda gorev alirlar
(72). 1deal bir skafoldun osteojenik, kemik hiicre biiyiimesini kolaylastirict olmasi
gerekmektedir (5,56,113). Tiim bu nedenlerden dolay1r calismamizda kullandigimiz
prefabrike flebin, daha once siralanan avantajlarina ek olarak; iic boyutlu, istenen sekil ve
boyutta hazirlanabilen, biyouyumlu, sivi gecisine karsi bariyer olusturan bir skafold

olmasi, tercih edilme nedenlerini arttirmaktadir.

Iyilesmeme problemi, 4-6 aylik konsalidasyon siiresinin dolmasina ragmen kemikte
kaynama olmamas ile tariflenir. Iyilesmeme problemi hipertrofik kallus seklinde kemik
fragmanlar1 birlesmeden olabildigi gibi, kallus formasyonu olmadan atrofik sekilde de
olabilir (2). Calismamizda zigomatik kemikte olusturdugumuz 4 mm’lik defekt sahasina 1
ay siireyle yerlestirdigimiz silikon blok sayesinde non-union modeli olusturulmustur. Elde
edilen model atrofik bir non-union modelidir. Sonugta tiim gruplarda standart ve birbirine
esdeger non-union modeli olusturulmus ve denekler arasi cerrahi farkliliklar ortadan

kaldirilmastir.

Herhangi bir doku hasari durumunda, travmaya yanit olarak trombositlerin
salintminda artis oldugu bilinmektedir (114-116). Trombositler inflamasyonun bagslamasi,
doku remodellingi ve onariminda etkili 6nemli bir mediyatordiir. Kemik defekti
olusumunun ardindan trombositler defekt alaninda kaplayici bir gorev iistlenirler.
Trombositler igerisinde yer alan graniiller bu acidan 6nemli bir role sahiptir.

Trombosit soliisyonundan elde edilen PRP iiriinleri plastik cerrahi, gastroenteroloji,
travmatoloji, oftalmoloji gibi klinik alanlarda sik kullanilmaktadir. PRP’nin standart
trombosit soliisyonuna gore kemik ve yumusak doku rejenerasyonunu daha fazla arttirdigi
savunulmaktadir (117-119). Ayn1 zamanda PRP’nin sican kemik iligi stromal hiicrelerinde

proliferasyon ve migrasyonu arttirarak, osteojenik hiicre farklilagsmasimi arttirdigi
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gosterilmistir (35,44,45,120-124). Bunun yanisira, kritik boyutlu kemik defektlerinde de
rejenerasyonu lokal olarak regiile ettigi bilinmektedir (3,31,37,44,122). PRP; icerigindeki
fibrin, fibronektin ve vitronektin sayesinde koagiilan ve aglomerat olusturucu etki saglar
(44,47). PRP’nin osteoindiiksiyon etkisini olmadigin1 one siirenler bulunmasina karsin,
osteoindiiktif oldugu da belirtilmektedir (47). Osteoindiiktif etkisinin oldugunu savunanlar,
bunun nedeninin, PRP’nin osteoindiiktif sitokinler ve biiylime faktorleri icermesine bagl
oldugunu 6ne siirmektedirler (118,125-127).

Trombosit hiicrelerinin igerisinde yer alan o-graniiller serotonin, tromboksan ve
adenozin salar. Bu iriinler yiizey kaplayici siireci baglatir ve otokrin, parakrin olarak
bliylime faktorlerinin salimmmina yol acar. Salinan faktorler biyoaktif ve osteojenik
farklilasmaya pozitif etkili tirtinlerdir (41). PRP bazi hiicresel adezyon molekiillerini de
ihtiva etmektedir. Bu adezyon molekiilleri kemik dokusunda osteokondiiksiyon, kemik
matriksi olusumu ve epitelyal migrasyonu saglar (33). PRP’nin protein icerigi kemik
matriksinin osteokondiiksiyonunu, bag doku ve epitelyal migrasyonu saglar (15,35).
PRP’nin adeziv icerigi ise stabilite ve doku kompartmanizasyonunu saglar. Bunun yanisira,
PRP’nin yara iyilesmesinde etkili protein bilesiminde cesitli biiylime faktorlerini icerdigi
bilinmektedir (5,29,31,33,37,42,55,128,129). Bunlar arasinda PDGF izoformlari, TGF-1
ve 2, IGF-1, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF; vascular endothelial growth
factor) ve epitelyal biiytime faktorii (EGF; epithelial growth factor) yer almaktadir
(5,29,33,35,44,111,130). Trombositlerden biiylime faktorleri salinmaya bagladigi zaman
yiizey reseptorleri ve hedef hiicreler arasinda etkilesim baslar. Intraselliiler metabolik
yolaklar aktive olur. Protein transkripsiyonu indiiklenir. Bu bilesimler transmembrandz
reseptorler sayesinde aktive olur. Ardindan intraselliiler protein kinaz aktive olur ve hiicre
bliylimesi kontrol edildir. Arastirmalar bu biiyiime faktorlerinin PRP icerisinde
arttirilmasina yoneliktir. Trombositin § graniillerinden salinan bu faktorler kemotaksisi ve
osteoblastik prekiirsorlerin mitogenezini saglar, anjiyogenezisi ve osteogenezisi arttirir
(31,44,131). PDGF yara 1yilesmesi sirasinda mitogenez, anjiyogenez ve diger biiyiime
faktorlerinde up-regiilasyon etkisi yaparak pozitif etkiler olusturur (3,31,35). PDGF bu
sayede kemik proliferasyonunu stimiile eder, kondrosit ve osteoblastik aktiviteyi arttirir
(3). Her trombosit hiicresi yaklasik 1200 PDGF molekiilii icerir ve degraniilasyon sirasinda
bu molekiiller agiga cikar (35). PDGF (27-31 kDa) aa, BB, a3 subiiniteleri bulunan ve
fibroblastlarin kemotaktik aktivitesini arttiran, yara iyilesmesinin major stimiilan1 olan kilit
bir molekiildiir (3,41,42,48). Aym1 zamanda kollajen ve protein sentezini hizlandirir. AA ve

BB izoformlar1 kemik hiicrelerinin proliferasyonunu arttirir. Ancak PDGF’nin kemik
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tyilesmesindeki net rolii tam olarak ac¢ik degildir (3). TGF-a ve B1-2 cogu dokunun olusum
ve gelisimine katkida bulunur (48). TGFB genel bir biiyiime faktoriidiir ve osteoblast
onciillerinin mitogenezini hizlandirir ve kemotaksisini saglar (35,44). Bununla beraber,
osteoklast fonksiyonunu da inhibe eder (35). TGF-B, rejenerasyonun latent fazinda etkilidir
ve uzamis etkiyi saglar (42). TGF-8 (25 kDa dimer) mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara
farklilasmasini, kollajen sentezini saglar ve yeni olusmus kollajenin degrade olmasini
inhibe eder (41,42). IGF-1 osteoblast sayisini ve kemik olusumunu arttirir (35). IGF-2 (7.6
kDa) kemik matriksin en giiclii biiylime faktorlerinden biridir. Bu bilesen kemik, fibroblast
ve sinir dokusunun proliferasyon ve farklilasmasini stimiile eder (41). Bu faktorler uzun
donem kemik cevabinda ve osteoblast prekiirsorlerinin modiilasyonunda etkilidir.
Goriildiigii gibi PRP; biiyiime faktorii, sitokin ve adezyon molekiilleri bakimindan olduk¢a
zengindir. Bu bilgiden hareketle, ¢alismamizdaki PRP gruplarindaki olumlu bulgularin,
esas olarak bu biiyiime faktorleri ve sitokinlerin aktivitesine bagli oldugu diisiiniilebilir.
PRP’de yer alan biiyiime faktorlerinin miktarlarinin kantitatif olarak tayini giictiir
(35). Aym1 zamanda PRP icerisindeki mediatorlerin etkinliklerinin siiresi ve derecesi ile
ilgili net bilgiler agikliga kavugsmamustir (42). Ancak PRP’nin genel olarak erken donem
rejenerasyondaki etkisinin belirgin oldugu one siiriillmektedir (31,48,55,128,129). Bu
durumun trombositlerin yasam siiresi ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir (48,132).
Butterfield ve ark 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada maksiller siniis augmentasyonunda
PRP kullanmiglar ve implantasyondan 8 hafta sonrasina kadar stimiilator etkinin devam
ettigini gostermislerdir (133). Schlegel ve ark’lar1 yaptiklar ¢alismada ise ozellikle ilk 2
hafta icinde PRP uygulamasiyla kemik rejenerasyonunun arttigini saptamislardir (3). 2.
haftada mineralizasyonun sadece kemik grefti uygulanan gruba goére % 63 oraninda
arttigim  gostermislerdir. Calismalarin  ¢ogunda histolojik ve radyolojik bulgular
degerlendirilmistir (31,51). Otolog kemik grefti ile PRP kombinasyonu uygulanan
mandibular defektlerde, sadece kemik grefti yerlestirilen gruba kiyasla trabekiiler kemik
yogunlugunda artis olustugu, buna karsin kranial defektlerde herhangi bir kazang
saglanmadig1 ileri siiriilmistiir (31,49,117). Bu konuda elde edilen deneysel veriler
farklilik gostermekte ve tartismalara yol agmaktadir (31,50,134). Calismamizda kullanilan
PRP’nin erken donemde rejenerasyonu stimiile ettigini, ardindan uygulanan PEMF
stimiilasyonunun da bu rejenerasyonu devam ettirdigini diisiinmekteyiz. Bu nedenle bu iki
kombinasyonun hem kolay uygulanabilir, hem ucuz, hem de olduk¢a etkili olmasindan
dolay1, non-union riski bulunan olgularda kullanilabilecek oncelikli secenekler arasinda

olmasini 6onermekteyiz.
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PRP otolog kanin santrifiij edilmesiyle elde edilir ve % 338 oraninda trombosit
icerir (47). PRP elde edilmesinde tanimlanmis farkli metodlar mevcuttur (33,48). Bu
teknikler ile PRP’deki trombosit miktar1 4.1-6.5 kat arttirilabilmekte ve 450.000-800.000
arasinda degismektedir (31,33,48,135-138). Ancak literatiirde PRP preparasyonu ile elde
edilen daha yiiksek trombosit degerlerine de rastlanmaktadir. Calismamizda elde edilen
trombosit diizeylerinin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplandi. Hesaplanan
degerlerin literatiirde belirtilen degerler arasinda oldugu gozlendi.

PRP preparasyonu, PRP arastirmalarinin en kritik basamagini olusturur (33,42).
PRP cok kiiciik miktar kan drneginden elde edilebilir. Preparasyon sonrasinda ortalama 0.5
ml PRP elde edilebilmektedir (33). Yiiksek miktarda trombosit icerir ve kolay
uygulanabilir. PRP preparasyonunda elde edilen trombosit degerleri, biiylime faktorii orani
ve dolayisiyla osteojenik kapasitede etkilidir (31,55). Buna karsin, PRP’nin biyolojik
olarak aktif uygun konsantrasyonu halen tam bilinmemektedir (31,52,54). Ancak cok
yiikksek trombosit degerlerinin inhibe edici etkisinin oldugu da ©One siiriillmektedir ve
yiiksek konsantrasyonlara ihtiya¢ olmadigr belirtilmektedir (31,128). PRP’nin elde
edilmesindeki farkli tekniklerin farkli sonuglara yol actigr diisiiniilmekle beraber, bu
konudaki mekanizmaya ait anlagilamayan noktalar mevcuttur (50,139-143). Calismamizda
uyguladigimiz PRP preparasyon teknigi sonucunda istenen yeterli trombosit diizeylerinin
elde edilebildigini gozledik. Bu nedenle PRP’nin klinik uygulamalarda rahatlikla elde
edilip genis serilerde kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

PRP preparasyonu sirasinda uygulanan teknikler arasinda PRP jelin dondurma
islemi de mevcuttur. PRP’nin dondurulup ¢oziildiikten sonraki osteojenik kapasitesinin
taze PRP’ye kiyasla karsilastirllmasina dair yapilmis calismaya rastlanmamistir. Ancak
taze PRP’nin dondurulmus PRP’ye oranla daha fazla osteojenik kapasiteye sahip oldugu
diistiniilmektedir (31). Bu nedenle biz calismamizda taze PRP jel preparati kullanimini
tercih ettik.

PRP’nin  trombin ve Kkalsiyum ile muamelesi sonucunda trombosit
degraniilasyonunu olustugu ve biiyiime faktorlerinin agiga ciktigi belirtilmektedir (31,35).
Bu asama oldukga kritik basamaklardan biridir. Calismamizda bu basamagi titiz bir sekilde
uyguladik ve calisma sonundaki bulgulara dayanarak, trombosit aktivasyonu konusunda
basar1 sagladigimiz kanaatine vardik.

PRP’nin deneysel ve klinik uygulamalarda tek basina ya da diger bilesenlerle
kombine kullanimina dair yapilmis ¢ok sayida calisma mevcuttur (33). PRP ve kemik

transplantlarinin kombine kullaniminin yogun hiicresel aktiviteye yol agtig1 gosterilmistir.
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PRP otogreftlerle beraber uygulandiginda fibrin jel olusumunu saglayarak kohezyon
olusturmaktadir (31,129,140). PRP’nin diger bilesenlerle kombinasyonu, pihti olusumu
nedeniyle iyi birer tasiyic1 olmasindan da kaynaklanmaktadir (35,37). Klinisyenler kemik
defekti alanina otolog greft materyali yerlestirip ayn1 alana PRP implante etmekte ve
kemik rejenerasyonunu hizlandirmaya ¢alismaktadirlar (31,45). Bu uygulama nispeten yeni
ve giincel bir uygulamadir. ilk defa Whitman ve ark 1997 yilinda trombosit jel
preparasyonunu maksillofasiyal cerrahide fibrin glue’ya alternatif olarak kullanmis ve
avantajlarim1 yayinlamiglardir (46). PRP kullanimina dair yapilan sonraki ¢alismalar ise
Marx ve ark’larina aittir (117). Bu arastirnicilar 1998 yilinda otolog kemik grefti
yerlestirilen kemik defekti bolgesine PRP uygulayarak kemik iyilesme hizimi arttirmaya
yonelik ¢aligsmalar yapmislardir. Gruber ve ark’lar1 ise yaptiklari calismalarda PRP ve
kemik iligi kombinasyonunun migrasyon ve proliferasyonu arttirdigini, osteojenik
farklilagmay1 ise azalttigini gostermislerdir (144). Fennis ve ark’larimin 2004 yilinda
yaptiklart arastirmada da, deneysel mandibular rekonstriiksiyonda PRP’nin otojen skafold
kombinasyonu ile kullanimiyla kemik iyilesmesinin arttigi gosterilmistir (129). PRP’nin
skafold ile kombine kullaniminda kemik formasyonu konusunda oldukca basaril1 bir tedavi
secenegi oldugu bildirilmekle beraber, tartismali bazi sonuclar da mevcuttur (29,35).
Ancak benzer calismalarda PRP’nin osteogenezi arttirmadigi da ileri siiriilmektedir
(31,54,132,145).0zellikle ortopedik ve spinal cerrahideki fiizyon yapic1 etkileri
tartismalhidir  (145). Calismamizda PRP’nin tek basina ve elektromanyetik alan
stimiilasyonu ile kombine kullanildigr deney gruplart olusturulmustur. Sadece PRP
uygulanan grupta kemik rejenerasyonuna ait pozitif bulgular elde edilmesine karsin, en iyi
sonucun PRP ve PEMF kombinasyonunda alindigini goézledik. Bunun nedeninin, PRP ve
skafoldun olduk¢a uyumlu davranmasini ve vaskiiler bir skafold kullanildigi icin PRP
tiriinleri ile inflamatuar mediyatorlerin olumlu etkilesimlerinin bir sonucu oldugunu
diisinmekteyiz. Tek basmma PRP kullanilan grupta tam olarak istenen oranda bir
rejenerasyon siireci elde edilmemesinin nedeni, literatiirde belirtildigi gibi, trombositin ge¢
donem iyilesme mekanizmasini stimiile etmesindeki yetersizligi olabilir. Ancak kombine
kullamimdaki PEMF stimiilasyonunun, PRP’deki osteojenik aktiviteyi onemli derecede
arttirdigr gozlenmistir. Bu nedenle PEMF stimiilasyonunun, kemik iyilesmesini arttirici
bilesen uygulanan vakalarda giivenle kullanilabilecek etkili bir destekleyici uygulama
oldugu kanaatine vardik. FElde ettiimiz bulgular, bu konudaki literatiir verileriyle

uyumluluk gostermekte idi.
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PRP doku miihendisligi gelisimiyle paralel olarak multidisipliner arastirmalara
konu olan yeni bir bilesimdir (44). Ucuz ve otolog alternatif bir biiyiime faktorii kaynagidir
(48). PRP preparasyonu, endiistriyel gelismelere paralel olarak kolaylasmaktadir
(31,136,140). PRP jel, kemik olusumunda kullanilan iyi bir skafolddur (35). Otolog kandan
elde edildigi icin immiinoreaksiyon ve hematojen yolla hastalik bulagma riskini ortadan
kaldirir (42). Allogeneik ve otolog kemik greftlemesine alternatif olarak kullanilabilir (35).
Osteokondiiktif ozellikte, kolay elde edilebilen, trabekiiler kemik depozisyonunu arttirici
bir etkiye sahiptir (44,47,48,146). Non-toksiktir ve minimal yan etkiye sahiptir (35,97).
Enjeksiyonu minimal invazivdir ve enfeksiyon riski disiiktiir (35). PRP hayvan
deneylerinde sik denenmis ve insan deneylerinde son zamanlarda kullanilmaya
baslanmistir. Ancak halen endossedz yara iyilesmesi ve osteokondiiktif fazdaki osteojenik
hiicre migrasyonuna PRP ve iiriinlerinin etkisinin izole olarak arastirildigi ¢aligsmalarin
sayist oldukca kisithdir. Bu nedenle bu konudaki bilgiler halen net olarak agikliga
kavusmamistir ve ayrintili ¢alismalara ihtiya¢ vardir (45,140,147). PRP’nin avantajlar ile
ilgili elimizde bulunan tiim veriler dikkate alindiginda, bununla birlikte calismamizda elde
ettigimiz PRP ile ilgili olumlu bulgulara dayanarak, PRP’nin genis klinik uygulamalarda

yer alacagini diisiinmekteyiz.

Kemik iligi dokusu; hematopoietik ve mezenkimal kok hiicreleri igerir (57). Bu
hiicreler kemik olusumu ve kalsifikasyonunu arttiric1 etkiye sahiptir (56). Anjiyogenik,
miyogenik, osteogenik ve kondrogenik kapasiteye sahiptirler (57). Mezenkimal kok hiicre
migrasyonu siklikla hasar gérmiis dokunun remodellingi asamasinda aktive olur. Doku
hasar1 olustugunda, kemik iligi kok hiicreleri hasarlanmig alana go¢ ederler. BMSC, kemik
iyilesmesinde anahtar rolii {iistlenen hiicrelerdir (2). Bu hiicreler pluripotent oncii
hiicrelerdir ve osteoblast, kondrosit, adiposit, kas hiicreleri ve noral hiicrelere doniisiim
gosterme kapasiteleri bulunmaktadir (35,56,67,70,112,123,148-151). Ayn1 zamanda, kiiltiir
ortaminda kolay izole edilebilme ve laboratuvar kosullarinda hizli prolifere olma gibi
avantajli yonleri mevcuttur (12,63,152,153). Mezenkimal hiicrelerin ¢ogalma ve
diferansiasyonu mediiller kallus olusumunun kritik basamagini olusturur (16). Gelismekte
olan ve erigkin dokular, kemik iligi kok hiicrelerinin diferansiasyonunu spesifik olarak

regiile eden ¢esitli faktorlere sahiptir.

Deneysel in vitro calismalarda rejenerasyonu saglayan osteoblastik hiicrelerin

birtakim biiylime faktorlerince regiile edildigi gosterilmistir (16,45,57). Bu biiyiime

68



faktorleri arasinda TGF-8, PDGF, VEGF, IGF ve bFGF yer almaktadir (16,45,154-157).
Bu bilesenler arasinda en Onemli yere sahip olam1 TGFB1’dir (16). Osteoindiiktif
stimiilasyon ve kemik formasyonu olusumunda cesitli biiyiime faktorlerinin kullanima,
deneysel ve klinik caligmalarla desteklenmektedir. Rekombinant biiyiime faktorlerinin en
biiylik dezavantaji pahali olmalaridir (48). Bilyiime faktorlerinin farkli kombinasyonlarda

kullanimi da giincel ¢caligmalar arasindadir (48,158).

Bir¢ok caligmada taze kemik iliginin izole edilip kullanildigi yoOntemler
tanimlanmistir.  Yapilan c¢alismalarda, kemik iliginin aspire edilip kullanilmasiyla
osteoblastik aktivite ve kemik fiizyonunun arttigi gosterilmistir (66). Marx ve ark 1998
yilinda kanselloz hiicresel kemik iligi greftlerini kemik rejenerasyon modelinde
kullanmiglardir (117). Taze kemik grefti ya da otolog kansell6z kemik, hematopoietik
kemik iligi hiicreleri icermekte ve kemik defektlerinin onariminda oldukga etkili bilesimler
arasinda sayilmaktadir (33). Taze kemik iligi hiicrelerinin osteoblastlara farklilasabildigi ve
in vivo ortamda yeni olusan kemik dokusuna entegre olabildigi gosterilmistir (66). Kemik
iligi greftleri, kikirdak ya da kemik defektlerinin doldurulmasinda iyi bir kaynaktir (57).
Giiniimiizde bu hiicrelerin spontan iyilesmeyen kritik boyutlu kemik defektlerinde
terapotik amacgh kullanimina dair calismalar stirmektedir (67). Calismamizda iliak, femur
ve tibial kemik iliginin kiiret ile aspire edilip kullanildig1 deney gruplar1 olusturulmustur.
Calisma sonunda elde ettigimiz veriler, BMSC’lerin bu sekilde kullaniminin yeterli bir
osteoblastik aktiviteye sahip olmadigi seklinde idi. Bu bulgu literatiir verilerine gore
farklilik gostermektedir. Bunun nedeni, yerlestirdigimiz kemik iligi greftinin icerisinde,
ekspande edilmedigi i¢in yeterli miktarda biiytime faktoriiniin bulunmamasi olabilir. Ancak
kemik iligi ile birlikte PEMF uygulanan grupta ise kemik iyilesmesinde belirgin artis
oldugunu gozledik. Bu durum bize, PEMF’ nin PRP grubunda oldugu gibi, kemik iligi
grubunda da kemik rejenerasyonunun desteklenmesinde olduk¢a etkili oldugunu
gostermistir. Ancak bu gruptaki rejenerasyonun PRP grubundaki sonuglara gore daha

diisiik olmasi, kemik iligi ekspansiyonunun gerekliligini ortaya koymaktadir.

In vitro calismalarda kemik iligi mezenkimal hiicrelerinin kiiltiir ortaminda
cogaltilmasiyla kemik formasyonunun arttirilmasi saglanir
(10,31,35,56,57,60,61,67,70,71,159-165). Bu cogaltma isleminde farkli bircok protokol
kullanilmaktadir.  Hiicre  kiiltiirii  uygulamalarinin =~ pahali  olmasi,  hiicrelerin

multipotansiyelitesini azaltmas1 gibi dezavantajlar1 da mevcuttur (66). In vitro ortamda
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cogaltilarak uygulanan kemik iligi kok hiicrelerinin, in vivo olarak uygulanan ve
diferansiye olmayan hiicrelerden olusan kemik iligine gore daha fazla etkili oldugu 6ne
stirilmektedir (70). Ancak BMSC’lerin in vitro ortamda sinirli bir replikatif faza sahip
oldugu ve osteojenik potansiyelinin azaldigina dair goriisler de mevcuttur (66,67). Bu
nedenle kemik iliginin kiiltiir ortaminda ekspande edilip edilmemesi konusunda halen tam
anlamiyla bir fikir birligi olugsmamistir (66). Mezenkimal kok hiicrelerin in vivo
uygulanmasi ile olusan hiicresel sinyallerdeki degisiklikler ise tam olarak acikliga
kavugmamistir. Spontan proliferasyonla ilgili calismalarin netligi de hala acikliga
kavusmamistir ve ileri diizey c¢alismalara ihtiya¢ vardir (57). Bizim calismamizda ise
spontan proliferasyonun istenen rejenerasyon oranint saglayamadigi gézlenmis olup, bu

konuda daha ileri karsilastirmali ¢alismalarin yapilmasi gerektigine inanmaktayiz.

Non-union ve psoddoartroz bulunan olgularda kemik iyilesmesi amaciyla elektrik
enerjisinin kullanim1 3 dekaddan bu yana Amerikan gida ve ila¢ dairesi (FDA; (US) food
and drug administration) tarafindan onaylanmis ve uygulanmaktadir. Elektrik ve
elektromanyetik alan uygulamasi kemik hastaliklarinda genis capli olarak kullanilmaktadir
(79). Elektrik stimiilasyonunun rejenere olan kemiklerde iyilesmeyi arttirip konsalidasyon
siiresini  azalttig1; osteogenezi, osteoblast ve osteoklastlar1 regiile ettigi, kemik
remodellingini kontrol ettigi deneysel ve klinik ¢alismalarda gosterilmistir (17,79,80,83).
PEMF stimiilasyonunun ise yeni olusmus ya da iyilesmeyen kiriklarda, kemik grefti
yerlestirilen olgularda rejenerasyonu arttirdigi konusunda literatiir verileri mevcuttur
(17,20,166). Lokal PEMF uygulamasinin agr1 tedavisinde, sinir rejenerasyonunda,
inflamasyonda ve kan akiminin arttirilmasinda da etkili oldugu bilinmektedir (83,167). Son
yillarda elektromanyetik alan stimiilasyonu ile ilgili deneysel ve klinik cok sayida calisma
yapilmstir (83,167,168).

Elektrik ve manyetik alan uygulamasi kemik iizerinde piezoelektrik etkisi yaratir.
Polarizasyona neden olur ve elektrik enerjisi mekanik enerjiye transforme olur (79).
PEMF nin muhtemel mekanizmasinin vaskiilarizasyonu, kollajen iiretimini, osteojenik
hiicrelerin proliferasyon ve diferansiasyonunu, yeni olusan kemik dokusuna kalsiyum
alimmim ve kalsifikasyonu arttirmast yoluyla osteogenezisi saglamasi oldugu
diisiiniilmektedir (17,80,169-172). Calismamizda PEMF uygulanan gruplarda bu etkilerin
gozlendigi saptanmustir. Ozellikle PEMF ile birlikte uygulanan farkli kombinasyonlarda,
PEMF’nin osteojenik etkiyi potansiyalize ettigini histolojik ve radyolojik olarak saptadik.
Bu nedenle de calismamizda PEMF uygulamasinin en etkili seceneklerden birisi oldugu

kanaatine vardik.
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Elektromanyetik alan stimiilasyon siiresi olduk¢a 6nemli bir faktordiir (17,80,173).
Elektriksel stimiilasyon diisiik amplitiid ve yiiksek frekansta kullanildiginda in vitro ve in
vivo kemik formasyonu ve rezorbsiyonunu regiile etmektedir (79). Elektrik
stimiilasyonunun uygulama sikligi, frekansi1 ve siiresi degistirilerek en etkili sonucun
alinmasina yonelik denemeler yapilmaktadir (80). Eyres ve ark yaptiklar klinik ¢alismada
rejenere kemik dokusuna giinliik 4 saat pulslu manyetik alan uygulamasinin kemik
dansitesinde anlamli 6l¢iide bir artis olusturmadigini saptamislardir (173). Martin ve ark
elektromanyetik alan stimiilasyonunu giinde 2-8 saat arayla uygulamiglardir (174). Ijiri ve
ark giinde 10 saatlik elektromanyetik alan stimiilasyonunun, 5 saatlik uygulamaya gore
rejenerasyonu onemli Olciide arttirdigini gostermislerdir (18). Benzer sekilde, tavsan
kullanilarak yapilan deneysel c¢alismalarda, giinde 10 saat uygulanan 1.5 ve 15 Hz
arasindaki frekanslarda kemik iyilesmesinin olumlu yonde etkilendigi gosterilmistir (80).
Bringhton ve ark ise giinde 20 saatlik bir uygulama periyodu gerceklestirmislerdir. Yapilan
caligmalarda elektromanyetik alan giiciiniin 0.2-0.3 mT oldugu degerlerde gii¢lii osteojenik
kapasite olustugu gosterilmistir (17,175). Chang ve ark 300 us, 7.5 Hz dozda PEMF
uygulamasinin osteoklastogenezi inhibe etigini gostermislerdir (176). Kemik iyilesmesinde
optimal elektromanyetik alan stimiilasyon siiresi ve frekansini kullanmak gereklidir
(17,83). Son yillarda bu konuda yapilan caligmalarda PEMF frekansinin 50 Hz ve
giiciiniin 1.5 mT oldugu gozlenmistir (79). Calismamizda giincel metodlar ele alindiginda
giinde 8 saat ve 1.5 mT 50 Hz’lik uygulama metodunu tercih ettik. Bu planlamayla
uyguladigimiz PEMF nin optimal etkiyi sagladigini gozledik. Bu etkiyi elde etmemizin en
onemli nedenlerinden biri de, calismada Faraday kafesini kullanmamizdir. Bu kafesin
ozelligi; cevredeki manyetik alanin kafes igerisine girmesini, kafes icerisindeki manyetik
alanin da disar1 ¢ikmasini 6nlemesidir. Boylece kafes icgerisinde yeterli ve homojen bir
elektromanyetik alan olusturulmasi saglanabilmektedir.

Deney gruplar1 planlanirken olusturulan skafold icerisine yerlestirilen bilesenlerin
tek baslarina ve manyetik alan ile kombine gruplar halinde karsilagtirilmas1 planlanarak
deney protokolii hazirlanmistir. PRP ve kemik iliginin kombine uygulandigi calismalarin
sayis1 cok fazla oldugu ve sonucglart bilindigi i¢in boyle bir grup olusturulmamaistir.
Manyetik alan stimiilasyonunda pulslu manyetik alanin etkilerinin daha giiclii oldugu
literatiir verilerine dayanarak belirlendi ve temel olarak PEMF gruplar1 olusturuldu. Ancak
ayni zamanda PEMF ve SEMF’nin de tek baslarina uygulandig karsilastirmali gruplar da
caligmaya dahil edildi. Calismanin sonunda literatiir verileriyle paralellik gosterecek

sekilde, SEMF’ nin PEMF’ye gore daha az etkili oldugunu saptadik. Ancak bu konudaki
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mekanizmanin tam olarak aciga ¢ikarilmasi ve bu amagcla farkli frekans ve giicte SEMF
uygulamalarinin deneysel olarak arastirilmasi gerekmektedir.

Konnektif dokularin 6nemli bir eleman1 olan kollajen viicut proteinlerinin yaklasik
1/3’iinii olusturur. icerisinde glisin, prolin, hidroksiprolin ve hidroksilizin gibi aminoasitler
icermektedir. Dolayisiyla icerdigi bol miktardaki hidroksiprolin diizeyinin arastirilmasi,
yara iyilesmesinin bir gostergesi olarak kullanilabilir. Prolin ve hidroksiprolin, sekonder
amino gruplu aminoasitlerdir. Endojendirler ve kollajen biyosentezinde onemlidirler.
Kollajen metabolizmasi arastiricilari, proteine bagli olan hidroksiprolini, kollajen
biyosentezinin isareti olarak kullanmaktadirlar. Kollajen dokulara dayaniklilik saglayan,
yaralarin iyilesmesinde tika¢ gorevi iistlenerek iyilestirici fonksiyona sahip bir molekiildiir.
Kollajen molekiilleri ii¢lii heliks yapiya sahiptir. Memeli kollajeninde heliksin X
pozisyonunun 100’1 prolin ve Y pozisyonunun 100’# 4-hidroksiprolindir. Bu iminoasitler,
polipeptidlerin eksen etrafinda donmesini kisitlar ve boylece iiclii heliksin kararliligini
saglarlar. Hidroksiprolin kalintilari, distaki su molekiilleri ile hidrojen bagi yaparak
kollajenin {i¢lii heliksine daha fazla oranda kararlilik kazandirir. Kollajen ayn1 zamanda
baz1 X pozisyonlarinda 3-hidroksiprolin ve Y pozisyonlarinda 5-hidroksilizin igerir. Kemik
dokusunda Tip 1 kollajen sik bulunur. Kollajen proteoglikanla (kondroitin stilfat ile) 9:1
oraninda elastin alarak tendonlar1 ve kendisinin dort katindan ¢ok hidrate kalsiyum fosfat
alarak sert doku olan kemikleri olusturur. Literatiirde hidroksiprolinin yara iyilesmesini
gosteren bir belirteg olarak kullanildigina dair ¢ok sayida calisma mevcuttur. Yaralarda
hidroksiprolin yigilmasinin 5. giinde arttigin1 ve 7. giinde alinan 6rneklerin uygun oldugu
belirtilmistir. Bu yiiksekligin 15. giine kadar siirdiigii belirtilmektedir (102). Biz
caligmamizda bu bilgiye dayanarak hidroksiprolin Ol¢iimii amaciyla doku orneklerini
cerrahi islem tamamlandiktan ve intraliiminal bilesenlerin yerlestirilmesinden sonraki 5.
giinde aldik. Bu donemde yaptigimiz hidroksiprolin ol¢iimiiniin, literatiir verileriyle
uyumluluk gosterecek tarzda, yara iyilesmesinin iyi bir gostergesi oldugunu goézledik.
Ozellikle PRP ve PEMF uygulanan grupta hidroksiprolin diizeyinde saptanan yiikselmenin,
diger kemik iyilesme bulgulariyla korelasyon gosterdigini gozledik. Bu durum da bize

hidroksiprolinin giivenilir bir yara iyilesmesi belirteci oldugunu gostermektedir.

Kemik rejenerasyonunun ol¢iilmesi i¢in degisik immiinohistokimyasal ve enzimatik
teknikler kullanilmaktadir (6,56). Osteojenik hiicrelere doniisiim gosteren kemik iligi kok
hiicreleri, bu esnada birtakim ekstraselliiler matriks proteinlerinin agiga ¢ikmasina neden

olurlar (57,70,177). Kemik iligi kok hiicrelerinin osteojenik farklilagsmasi ALP aktivitesi ve
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osteokalsin diizeyleriyle degerlendirilebilir (56,70). Bu proteinler kemige spesifik veriler
elde edilmesini saglayan belirtecler arasindadir (56). ALP kemik matriks enzimidir ve
osteogenezin gosterilmesinde en sik kullanilan belirtectir (61). Bu enzimin aktivitesinin
Olctimii, kemik mineralizasyonu ve osteojenik kapasitenin degerlendirilmesini saglayan
erken donem belirteclerden biridir (56,70,178,179). ALP aktivitesi ile kemik formasyonu
arasinda pozitif bir korelasyon mevcuttur. Ancak yanlis pozitif sonuclarin elde
edilebildigine dair veriler mevcuttur (61,180). Literatiir verileri incelendiginde ALP
aktivitesi Olctimiiniin genelde kemik defekti onarimindan 1-3 hafta sonra yapildigi
bildirilmektedir (33,70). Calismamizda ALP aktivitesi Olciimii skafold igerisine
implantasyon uygulanmasinin ardindan 10. giinde yapildi. Bu dénemde yapilan 6lc¢iimiin

gruplar arasi farkliliklar1 korele bir sekilde yansittigin1 gozledik.

Osteokalsin, osteoblastlardan sekrete edilir (33). Bu bilesen kemikte bol miktarda
bulunan non-kollajen bir proteindir (15,33). Kemik rejenerasyonunda osteoblastik
fonksiyonun iyi bir gostergesidir (33,35). Osteokalsin, kemik Gla proteini adiyla anilir.
5800 kDa agirhigindadir. Osteoblast, osteosit, kondroblast ve odontoblastlarin sentezinin
gostergesidir. Vitamin K’ya bagimhidir. Kalsiyum baglayici protein bu molekiiliin sentezini
regiile eder. Bu molekiil mineralize kemik matriksin osteoblastlara farklilagsmasinin iyi bir
belirtecidir. Bununla birlikte osteokalsin’in osteogenezisteki rolii tam olarak net degildir.
Ancak bazi1 calismalar bu molekiiliin kemik remodellingi ve mineralizasyonunda etkili
oldugunu gostermektedir. Osteokalsinin kii¢iik bir miktar1 bile sirkiilasyona karisir ve
serumda tespit edilebilir (15). Osteokalsin seviyelerinin 4 hafta sonra artis géstermeye
basladig1 ve 12. haftada pik yaptig1r gosterilmistir (11). Serum miktarinin ol¢timii kemik
formasyonu i¢in iyi bir indikatordiir (15). Calismamizda bu literatiir bilgisi 1s181nda,
cerrahi islem tamamlandiktan ve kemik rejenerasyonu basladiktan sonraki 12. hafta icinde
deneklerden kan Ornegi alinmis ve osteokalsin seviyeleri c¢alisilmistir. Osteokalsin
seviyeleri Ozellikle PRP+PEMF uygulanan grupta, diger gruplara kiyasla anlaml o6lciide
yiikksek olarak saptandi. Elde ettigimiz veriler sonucunda osteokalsin’in en az ALP

aktivitesi ol¢limii kadar duyarli ve spesifik bir belirte¢ oldugu kanaatine vardik.

Son yillarda, kemik Kkalitesinin, kantitesinin ve kemik dongiisiiniin degisik
metodlarin kombinasyonu ile arastirilmasinin gerekliligi tartisilmaya baslanmistir (181).
Kalitenin kemik biyopsisi, histopatolojik incelemeler, mikrokomputerize tomografi ve
invaziv olmayan manyetik rezonans goriintileme (MRG) ile birkac iskelet bolgesinde

degerlendirilmesi Onerilmektedir (5,48,181). Kemik mineral yogunlugu Olciimiinde
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kullanilan teknikler arasinda radyografiler, DXA, tek foton absorbsiyometrisi SPA; single
photon absorptiometry), cift foton absorbsiyometrisi (DPA; dual photon absorptiometry),
bilgisayarli tomografi, ses hizi (SOS; speed of sound), genis banth ultrasonik zayiflama
(BUA; broadband ultrasonic attenuation) ve tek enerjili X-1s51n1 absorbsiyometrisi (SXA;
single energy x-ray absorptiometry) kullanilmaktadir. DXA giiniimiizde bu amagcla
kullanilan altin standart yOntemler arasinda sayilmaktadir. Bu teknikte, enerji
spektrumundaki degisikliklerin yaratacagi problemler, otomatik i¢c referans sistemi ile
coziimlenmistir. Isin Once absorbsiyon materyali iceren bir ayarlama diskinden, sonra
cekim yapilacak dokudan gecer ve dokudan elde edilen deger, absorbsiyon materyalinden
alinan degere oranlanarak verilir. Yiiksek rezoliisyon ile elde edilen goriintiiler, ard arda
incelemeler sirasinda ayni bolgenin Olciildiigiine emin olmaya olanak tanidiklar icin,
netlige onemli Olciide katkida bulunurlar. Duyarlilik oram yiiksektir. Tiim viicut, on-arka
ve lateral lumbal omurga ve femur 6l¢iimii yapar. Tarama 2 boyutludur (gr/cmz), alansal
yogunlugu verir. Periferik ol¢iim de yapilabilir. Alinan radyasyon dozu 1-5 mrem’dir.
Mikrokomputerize tomografi cihazinin ve uygulamanin pahaliligt g6z Oniine alinarak
tedavinin monitorizasyonu gibi konular agisindan, DXA’nin kullaniminin daha yaygin
oldugu da bir gercektir (181). DXA kiiciik deney hayvanlarinda oldukc¢a kullanish bir
goriintiileme metodudur (79). Tiim bu avantajlardan dolay1 ¢alismamizda DXA kullanmay:
tercih ettik. Nitekim, kii¢iik deney hayvaninda uyguladigimiz ¢ekimlerin tekrarlanabilir,
hassas, kantitatif 6l¢iime olanak tanimasi nedeniyle, ¢calisma sonunda son derece duyarli ve
ayrintili veriler elde etmemize olanak saglandi.

Doku miihendisligi uygulamalari, kemik rejenerasyonunu hizlandirict ve tedavi
siiresini kisaltici etkilere sahip giincel alternatif tedavi stratejileri arasinda yer almaktadir
(29,35,182). Bu stratejiler icerisinde 3 komponenti igerir; osteojenik hiicreler,
osteokondiiktif faktorler ve skafoldlar. Bu bilesimler kemik mikrogevresindeki
rejenerasyonu hizlandirirlar (35). Doku miihendisligi ile iiretilen skafoldlarin ti¢ boyutlu
tasarimlarinda vaskiiler invazyona izin vermesi ve osteoprogenitor hiicrelerin aranjmanini
saglamasi gibi Ozellikler istenmektedir (28). Biiyiime faktorleri doku miihendisliginde
kullanilan vazgecilmez komponentlerden biridir (29).

Doku miihendisligi kemik greftleri travma, tiimor rezeksiyonu gibi ¢esitli durumlar
sonucunda olusan segmental kemik defektlerde oldukca kullanishh bir hale gelmeye
baslamistir (5). Calismamizda kullandigimiz prefabrike fasya flebi ile olusturulan skafold
ve igerisine enjekte edilen osteojenik ve osteoindiiktif ajanlar, olduk¢a kullanigli kombine

bir tedavi secenegi sunmaktadir. Calismamizdaki gibi, osteojenik ajanlarin enjekte edilerek
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kullanilabilmesi de minimal invaziv bir uygulama saglayarak islemi 6zellikle avantajli hale

getirmektedir.
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3.6. SONUC

Kiigiik deney hayvanlar iizerinde, kemik iyilesmesi ile ilgili ¢ok sayida molekiiler
ve biyolojik analiz yapilmistir (1,2,6,7,183-186). Su ana kadar yapilan calismalar
incelendiginde, kemik dokusunu indiikleyecek materyaller iizerine yapilmis cok sayida
arastirma bulundugu gozlenmektedir (16,35). Sistemik hormonlar ve biiyiime faktorlerinin
etkilesimi ile ilgili kemik ve yumusak dokuyu ilgilendiren ¢alismalar ise giinden giine
gelisim gostermektedir. Giincel teknolojiler 1s18inda osteojenik hiicreler ile skafoldlarin
kombine kullanimi ile kemik iyilesme hizi arttirilabilmektedir (12). Kemik dokusunda
remodelling ve rezorbsiyon belli bir dengede dinamik olarak isledigi i¢in, remodellingi
hizlandiracak yontemler kemik iyilesmesini olumlu yonde etkileyecektir (14). Nitekim,
calismamizdan elde ettigimiz bulgular sonucunda, PRP ve PEMF uygulamasinin, kemik

rejenerasyonu agisindan oldukca yararli ve etkili bir kombinasyon oldugunu saptadik.

Calismada kullandigimiz siiperfisiyal temporal fasya flebinin de otojen, vaskiiler ve
3 boyutlu olmasi, ideal bir kemik rejenerasyon ortami saglanmasinda etkili oldu. Sonug
olarak, kritik boyutlu ya da iyilesmeyen kemik defektlerinde bu kombinasyonun oldukca
kullanigh bir tedavi se¢enegi oldugunu ve klinik uygulamalarda giivenle kullanilabilecegini
diisiinmekteyiz. Ancak kemik ve yara iyilesmesi konusunda elde edilecek ayrintili veriler
ve bu konudaki mekanizmalarin tam olarak anlagilmasindan sonra, ileri doku miihendisligi
uygulamalari ile kemik rejenerasyonu konusunda daha gelismis modellerin gelistirilmesine
ihtiya¢ vardir. Giincel gelismelere paralel olarak kemik rejenerasyonunda katedilecek
mesafeler, insan ve toplum sagligi acisindan yasam kalitesini arttirmaya katkida

bulunacaktir.
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