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GIRIiS
Kemik iyilesmesi, bir¢ok tip dalim1 yakindan ilgilendirmesi nedeniyle, literatiirde yer
alan en fazla calisma yapilmis konulardan biridir. Kemik iyilesmesinde temel amag,
kendiliginden ve hizli bir sekilde iyilesmeyi saglamaktir. Uygun biiyiikliikte kemik
defektlerinde bunu saglamak miimkiin olsa da; farkli viicut bolgelerinde, belli biiyiikliiglin
tizerindeki kemik defektleri kendiliginden iyilesememekte ve cerrahiye ihtiyag

72931 By tiir defektler igin altin, giimiis gibi metaller, ksenogreftler,

gostermektedir.
allogreftler ve otogreftler uzun yillardir kullanmilmaktadir. Teknolojinin gelismesiyle
alloplastik materyaller de bu tiir defektlerde sikca kullanilir hale gelmistir. Ancak bu tiir
seceneklerin rezorbsiyon, enfeksiyon, doku reaksiyonu ve dondr alan morbiditesi gibi
dezavantajlar1 vardir.

Bu yan etkilerden kurtulabilmek, biiyiik kemik defektlerinin de kendiliginden
iyilesmesini saglamak ya da yerlestirilen kemik greftlerinin bdlgeye entegrasyonunu
hizlandirmak amaci ile biliylime hormonlarinin kemik iyilesmesi {izerine etkileri
arastirilmistir. Rekombinant teknoloji ile elde edilen bu hormonlarin osteoindiiktif etkisi
ispatlanmig, ancak teknolojinin pahali olmast nedeniyle kullanimi klinige yeterince
yan51mamlstlr.14’51’66

Trombosit zengin plazma (TZP) vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF),
trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF), ‘transforming’ biiylime faktorii a ve  (TGF a ve
B), epidermal biiylime faktorii (EGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF), insiilin benzeri

bliytime faktorii (IGF) vb biiylime faktorlerini igeren ve kanin farkli iki frekansta sanrifiij

edilmesiyle olusan bir maddedir. Elde edilen plazmadaki trombosit miktar1 normal



plazmadakinin 3-5 katidir. Bu iiriine trombin ilavesiyle trombositlerin a-graniillerinden ¢ok
sayida mediator salinir. Bunlarin hemen hepsi kemik iyilesmesinde gorev alan mediatorlerdir.
Trombosit jel, platelet jel gibi farkli isimler de verilen TZP, teorik olarak, yukaridaki
faktorleri icerdigi géz oOniine alindiginda 6nemli bir iiriindiir. Bunun yaninda otolog olarak
iiretilebiliyor olmasi son on yilda ozellikle kemik iyilesmesinde klinik kullanim alani
bulmasina sebep olmustur. Yapilan klinik ¢alismalarda yara ve kemik iyilesmesini
hizlandirdigy; sisligi, agriy1, enfeksiyonu ve skar1 azalttigi, kanama kontrolii sagladigr iddia
cdilmektedir, 26:53-5462.63.68.98

Otolog iiretilebiliyor olmasi ve rekombinant teknolojiye gore daha ucuz bir yontemle
elde edilmesi nedeniyle yeterli hayvan deneyi yapilmadan klinikte kullanima giren trombosit
zengin plazma, teorik olarak c¢ok sey vaat etmesine ragmen; yeterli kontrollii ¢alisma
olmamas1 nedeniyle hala sonuglar konusunda siiphe uyandirmaktadir. Literatiirde konuyla
ilgili deneysel calismalarin eksikligi dikkati cekmektedir.

Trombosit fakir plazma, daha sik kullanilan adiyla fibrin yapistirict (FY) ise TZP’den
daha once kullanima girmistir. Trombosit ve diger kan hiicrelerinden miimkiin oldugunca
arindirilmis plazmaya trombin ilave edilerek, fibrinojenin fibrine doniistimi aktive edilir.
Klinikte daha ¢ok doku yapistirict 6zelliginden yararlanilir. Yiik tagimayan kemiklerde kemik
fiksasyonu icin, kanselloz kemik greftleri ya da gesitli kemik benzeri maddelere sekil verip,
alict sahada tutunmasina yardimci olmak amaciyla sikga kullanilir. Ayrica kemik
iyilesmesinde etkili bazi biiylime faktorlerinin uygulanmasinda tastyici olarakta kullanilmistir.
Klinik kullanim1 yaygin olmasina ragmen FY’nin osteoindiiktif etkisi olup olmadigi net
olarak ortaya konulamamistir. Kemik iyilesmeyi hizlandirdigi, etkisi olmadigi hata

< . 1,38,46,72
yavaslattigina dair yayinlar vardir, 2546728687



Bu ¢alismasinin amaci, birbirine trombosit konsantrasyonlar1 diginda benzer olan FY
ve TZP’nin kemik iyilesmesine etkilerinin radyolojik ve histolojik olarak tavsan kraniyal

kemik defekti modelinde saptanmasi ve karsilagtirilmasidir.



GENEL BILGILER

KEMIK DOKUSU

Kemik, embriyolojik olarak mezensimal hiicrelerden enkondral ya da membrandz
kemiklesme yolu ile farklilasan bir dokudur. Kemikler iskelet sistemini olusturup kaslarla
birlikte hareketi saglar, viicudu destekler, hayati bazi organlar1 cevreleyip korur, kan
hiicrelerinin yapildigi kemik iligini icerir ve metabolik 6nemi olan kalsiyum deposu olarak
gorev alirlar. Kemik; bir cat1 igerisinde biitiinlesmis bircok hiicreden olusan, metabolik ve
biyolojik yonden dinamik bir dokudur. Bu 6zelligi dikkate alindiginda, biiylime ve iyilesmesi
cok sayida biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel, hormonal ve patolojik olayin zincirleme
reaksiyonu gibi diisiiniilebilir. **’

Kemik zarlarn

Periosteum, kaba, vaskiiler, konnektif bag doku tabakasidir ve eklem yiizeyleri harig
tim kemigi distan cevreler. Periosteumun kemige destek saglamada, beslenmesinde,
gelisiminde ve tamir olaylarinda 6nemli rolleri vardir. Yapisinda temel olarak kollajen ve
elastik lifler bulunur. “Sharpey lifleri” adi verilen kollajen uzantilar ile kemige
baglanmaktadir. Perikondriyum bol damar iceren, iki tabakali bir zardir. Kalin dis tabaka
“fibroz tabaka” olarak da adlandirilir ve diizensiz, yogun konnektif dokudan olusur. Daha ince
ve zayif i¢ tabaka ise “osteojenik tabaka” olarak bilinir ve gevsek bag dokusunda olup,
hiicreden zengindir. Tabakalarin her birinin ayr1 fonksiyonlar1 vardir. Dig kat metabolizmada
rol alan damarlar1 ve lenfatikleri icerir. I¢c tabakanin hiicreleri ise kemik hasarinda osteoblast
haline doniiserek yeni kemik olusumunu saglar. Kemik onarimina katilan bu hiicreler normal

kosullarda aktif degillerdir.”*"**



Endosteum tabakasi, kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemlerini
cevreleyen ince bir retikiiler bag dokusudur. Periosteumdan daha incedir ve tek tabaka
osteojenik hiicre igerir. Bu tabakanin kemik doku yaninda, hemopoetik hiicreleri yapabilme
ozelligi vardir. *472
Kemik hiicreleri ( Sekil 1)

e Osteoprogenitdr hiicreler,
e Osteoblastlar,
e Osteoklastlar,

e Osteositler,

e Kemik iligi hematopoetik hiicreler

- '—;,;—

Tezenkimal hiicre =T

Lenfosit

Osteoklast Monosit 7@ s

Osteoprogenitir hiicreler

Osteoblast

Osteosit

Sekil 1: Kemik hiicrelerinin ve farklilasma yollarinin sematik gdsterimi. Osteoklastlar, kemik
iliginde yer alan makrofaj Onciilerinden koken alan monositlerin flizyonuyla olusur.
Osteoprogenitor hiicreler ise kemikteki aktiviteye gore osteoblastlara, osteoblastlar da
osteositlere farklilagabilir (Kierszenbaum A.L. Histology and Cell Biology: An Introduction

to Pathology, Mosby Inc., St. Louis, Chapter 5, page 127, 2002).



Osteoprogenitor hiicreler mitozla ¢ogalabilen, mezensimden kaynaklanan, kemik yapici
oncii hiicreler olup, osteoblastlara veya diisiik oksijen konsantrasyonunda kondrojenik
hiicrelere farklilasabilirler. Kemik biiylimesinde ve kirik tamirinde aktif hale gelerek boliintip,
osteoblast hiicrelerine doniisiirler. Genellikle soluk boyanan niikleuslu, asidofilik sitoplazmali
hiicreler olup, periostun derin tabakasinda, Havers kanallarinda ve endosteumda
bulunurlar.”*"*

Osteoblastlar matiir, metabolik yonden aktif, kemik organik matriksin yapimindan
sorumlu hiicrelerdir. Bu hiicreler, kiibik ya da algak prizmatik hiicrelerden yapilmistir. Iri
nukleuslar1 olup sitoplazmalar1 koyu bazofiliktir. Osteoid doku ve tip I kollajeni,
glikoproteinleri, proteoglikanlari ve osteokalsin, osteonektin, osteopontin, osteoprotegerin
gibi bazi proteinleri salgilar. Bunlarin yaninda kemik rejenerasyonunda 6nemli rol aldiklari
diisiiniilen, BMP (bone morphogenic protein), TGF-3, IGF-I, IGF-II, IL-1, PDGF gibi sinyal
proteinlerini salgilar. Kemik yapim aktivitesi sonlanmaya bagladiginda, osteoblastlarin bir
kismi1 olusturduklart matriks i¢cinde hapsolarak osteositlere doniisiirken, diger kismi periost ve
endosteal ortiicii yiizey hiicrelerine doniisiirler. >4

Osteositler kemik matriks igerisinde lakiin olarak adlandirilan kiigiik bosluklarda
yerlesmis olgun osteoblastlardir. Her bir osteositten ¢ikan sitoplazmik uzantilar diger
osteositlere uzanarak bir ag olustururlar. Lakiinlerde bulunan kanalikiiller yardimiyla da kan
damarlarina ve diger lakiinlere baglanirlar. Lokal ¢evre faktdrlerinden etkilenirler ve kemige
etki eden kuvvetler karsisinda siklik adenosin monofosfat (cAMP), osteokalsin ve IGF
salgilarlar. Bu faktorlerin salgilanmasini takiben, onciil osteoblastlarin sayist artarak kemikte
remodeling ve kemik apozisyonu goriiliir. Ayrica osteositler ekstraselliiler kalsiyum ve fosfor

. . . . 94752
konsantrasyonun diizenlenmesinde de 6nemli rol alirlar. *"



Osteoklastlar hormonal ve hiicresel mekanizmalarin kontroliinde, 4 ile 40 arasinda
cekirdekleri olan ve kemik rezorpsiyonu yapan hiicrelerdir. Kemik yiizeylerine tutunmus
“cutting cones” olarak adlandirilan gruplardaki bu hiicrelerin fonksiyonu; igerdikleri
kollajenaz ile diger proteolitik enzimlerleri salgilamak, kemigin inorganik ve organik matriksi
ile kalsifiye kartilaji ¢cozmektir. Bu siire¢ sonunda “Howship Lakiinalar1” olarak adlandirilan
kemik yiizeyi erozif alanlar1 olusur. Osteoklastlar, kemik iliginde yer alan graniilositik
makrofaj onciilerinden koken alan monositlerin fiizyonuyla olusur. Interlokin—1, -3, -6 ve -11,
TNF-a. ve TGF-a’nin osteoklast olusumunu etkileyen faktorler oldugu diisiiniilmektedir.
Osteoklastlar hormonlara kars1 da ¢ok duyarlidirlar. Parathormon, kalsitonin ve osteoblast
stimule edici faktdr baglayan reseptdrleri vardir. Ornegin paratiroid hormonu hiicrede RNA
sentezini arttirmada etkili olurken, kalsitonun hormonu bunun tersi etki yapmaktadir. Kemik
yikimi, kemigin sekillenmesinde 6nemli rol oynar. Bu olay osteoklast ve osteoblastlarin

uyumlu ¢aligmasi neticesinde gerg:el<le$mektedir.9’47’52

Morfolojik siniflama

Kemik morfolojik olarak nonlameller, kortikal ve kansell6z kemik olarak {i¢e ayrilir.

Nonlameller kemik embriyonik donemde, kirik iyilesmesinde, hiperparatiroidizm ve
Paget hastaligi gibi patololojik siireglerde vardir. Gelisigiizel dizili kollajen lifler ve
osteoblastlar ile doseli diizensiz vaskiiler bogluklardan olusur. Daha sonra yeniden yapilanma
ile kortikal veya kansell6z kemige dontisiir.

Kortikal kemik, kompakt veya lameller kemik olarak da adlandirilir. Nonlameller
kemikten yeniden yapilanma sonucu olusur. Yassi kemiklerin i¢ ve dis tabakalarini, uzun

kemiklerin dis yiiziinli olusturur. Kortikal kemigin ana yapis1 “Havers sistemi” olarak da



adlandirilan osteondur. Osteon uzunlamasina dizili vaskiiler kanallar1 (Havers kanallar1) saran
silindirik sekilli vaskiiler kemikten olusur. Horizontal dizilimli kanallar (Volkman kanallar1)
komsu osteonlar1 birlestirir. Volkman kanallar1 sayesinde, Havers kanallar1 kemik iligi ve
periosteumla baglant1 kurar. Sert bir matrikse sahip olan kemik dokusunda diffiizyon olanagi
olmadigindan kanal ve kanalikiillerle kemigin disindan i¢ine kadar iliski kurulur ve bu sekilde
metabolizma i¢in gerekli maddeler damar ve kanalikiillerle hiicrelere kadar ulasir. Kortikal

kemigin mekanik giicii osteonlarin siki dizilimine bagldir. **"* (Sekil 2)

Kanalak Lakuna

Helikal dizilimli 8 D

kollojen lifler

Periosteum

_v
Kan damar
Volkmann kanal

Osteositler 2 Y ,l'l
B Hiicresel uzantilar

A Endosteum Havers kanah

Sekil 2: Kortikal kemigin morfolojik yapisi (A) Havers ve Volkmann kanallarinin kemik yap1
icerisindeki yerlesimleri. Sagda icerisinden kapiller arter gecen bir havers sistemi ve
etrafindaki lameller yap1 goriilmekte. (B) Birden fazla paralel ve farkli yonlerde dizilimli
kollajen liflerinden olusmus lameller yapilar izlenmekte. Lakunadan uzanan birden fazla
sayidaki kanalikiil yapilarla Havers kanallar1 arasindaki baglant1 saglanmakta (Junqueira L. C.
ve Carneiro J. Basic Histology, 10™ ed., McGraw-Hill, New York, Chapter eight, page: 144-

146, 2003).



Kanselloz kemik (trabekiiler kemik) kortikal kemik yiizleri arasinda, balpetegi
goriiniimlii, bosluklarinda hematopoetik elemanlar i¢eren, 1 mm kalinliginda trabekiillerden
olusur. Kortikal kemige gore daha gevsek yapida olmasina ragmen, ozellikle femur basinda
ve vertebralarda trabekiillerin kortekse dik yerlesimli dizilimi sayesinde dis yiiklenmeye
yapisal karst koyma giicii olusur. Kanselloz kemik i¢ endostal yiizeyde siirekli yeniden

yapilanma olusturur 94752 (Sekil 3).

Osteoblastlar

Osteoklast

Kemik iligi ve kan damarlart

B iceren orgiilii yap1 Kanaleklar Osteosit

Sekil 3: Kanselloz kemigin morfolojik yapisi (A) Kanselloz kemigin gevsek trabekiiler
yapisinin goriiniimii. (B) Kanselloz kemigin trabekiiler yapisinin ve kemik iligi ile kan damari

igeren Orgiilii yapinin sematik goriintimii.

Kemik matriksi

Kemik matriksi; organik ve inorganik elemanlardan olusur. Kemigin organizmadaki
gerekli iglevlerini tam olarak yerine getirebilmesi ancak dokudaki organik ve inorganik
matriks elemanlarimin uyumlu birlikteligine baglidir. Kemik agirhiginin yaklasik %20°si

sudur. Hacminin ise c¢ogunu kollajen olustururken, kuru kemik agirliginin %60-70’ini
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inorganik kalsiyum fosfat, %30-35’1ni ise organik fibroz protein ve kollajen olusturur. Kemik
iligine kiyasla, kemikteki hiicre sayis1 daha azdir. **"-2

Kemik organik matriksi osteoid adi verilen, osteoblastlar tarafindan salgilanan
mineralize olmamis organik yapidan olusur. %90’m1 tip I kollajen; %I10’unu ise
nonkollajendz proteinler (glikoproteinler, proteoglikanlar), peptitler, karbohidratlar ve lipidler
meydana getirir. Nonkollajendz proteinlerin biiyiime faktorlerinin saliniminda, hiicrelerin
organik matrikse tutunmalarinda ve organik matriksin kalsifikasyonunda gorevli olduklari

diistiniilmektedir. Geligsmis bir kemik dokuda lifler paralel ve porlar birakacak sekilde dizilmis

olup, aralarinda hidroksiapatit kristalleri yerlesiktir. 94752 (Sekil 4)

L ' @f .
Sekil 4-A Sekil 4-B

Sekil 4: Kanselloz ve kortikal kemigin kollajen yapilar1 (A) Tipik, gelisiglizel kollajen lif
dagilimi sergileyen kanselloz kemik kesiti. (B) Kortikal kemikte kollajen liflerinin diizenli
paralel ve havers sistemini olusturan yapisini gosteren kemik kesiti (Junqueira L. C. ve
Carneiro J. Basic Histology, 10" ed., McGraw-Hill, New York, Chapter eight, page: 145-6 ,

2003).
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Kemik inorganik elemanlarinin basinda kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum, sodyum
gibi maddeler gelir. Ayrica viicuttaki kalsiyumun %99’u, fosforun %85’i, magnezyum ve
sodyumun %40-60’1 iskelet sistemindedir. Kalsiyum ve fosfat hidroksiapatit kristalleri
seklindedir ve kemik kollajenlerinin yaninda amorf madde ile birlikte icice organize
olmuglardir. Hidroksiapatit kristallerinin kemikteki Onemi, osteoid mineralizasyonu
sayesinde, kollajenlerle beraber kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir.”*’2

Kemigin ii¢ temel 6gesi olan kollajen, mineraller ve hiicreler duragan olmayip stirekli
olarak yenilenirler. Bu yenilenme kemik iizerine etki eden kuvvetlerle baglantili olup, basing
altindaki kemikte rezorpsiyon, gerilim kuvvetleri altinda ise apozisyon goriiliir. Olen
hiicrelerin yerine yenisi gecerken, kollajen ve mineraller devamli olarak rezorbe edilip,
yeniden olusturulur. “Remodelling” adi verilen, rezorbsiyon ve depozisyon islemleri
arasindaki denge sayesinde kemigin sekli ve hacmi neredeyse degismeden kalir. Rezorpsiyon
depozisyon kadar hizli devam edemediginde kemigin kirilganlig1 artar (Paget hastaligi).
Yeniden yapilanmadaki (remodelling) dengenin rezorbsiyon Ilehine bozulmasinda ise
osteoporoz ortaya ¢ikar. *°

Kemik metabolizmasi hormonlar ve lokal faktorlerin kontrolii altindadir. Bunlardan en
onemlileri; parathormon, kalsitonin ve vitamin D’dir. Osteoblastlar kalsiyum reseptdrleri
iceren yegane kemik hiicreleridir. Bu sebeple osteoblastlar paratiroid hormon etkisindedirler.
Parathormon kalsiyumun, kemikte kalsiyum igeren bosluklara gegisini artirarak ekstraselliiler
kalsiyum seviyesini diizenler. Vitamin D ise intestinal ve renal kalsiyum baglayic1 proteinleri
uyararak aktif kalsiyum transportunu kolaylastirir. Kalsitonin de plazma kalsiyum seviyesinde
akut artigsa cevap olarak tiroid bezinin parafolikiiler hiicrelerinden salinir ve kalsiyuma bagl

hiicresel metabolik aktiviteyi inhibe eder. **>*"
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KEMIKTE GELIiSiM VE BUYUME

Kemikte gelisim ve biiylime embriyonik donemde baslayip, geng eriskin doneme
kadar devam eder. Intramembrandz ve enkondral olmak iizere 2 tiir kemiklesme vardir.
Bunlardan intramembran6z kemiklesme bag dokusu, enkondral kemiklesme ise kikirdak
dokunun katilimiyla olusmaktadir. Kemiklesme hangi tiirde olursa olsun, ilk olusan kemik
dokusu birincil kemik olarak adlandirilan olgunlagsmamis kemiktir. Olusan bu birincil kemik

kalic1 olmayip yerini olgun lamelli kemik dokuya birakmaktadir.

Intramembranéz kemiklesme, mezensimal bag dokusundan direkt olarak kemik
sekillenmesidir (Sekil 5). Organizmada kafatasi, sternum, pelvis gibi yassi kemiklerde, yiiz
kemiklerinde, mandibulanin processus coronoideus ve simfisis disindaki bolgelerinde, kisa ve
uzun kemiklerin kompakt kisimlarinda goriiliir. Mezensim hiicreleri 6nce hizli boliinme
gosterir ve osteoprogenitdr hiicreye farklilasirlar, daha sonra da osteoblastlara doniiserek
kemik matriksini sekillendirirler. Bu dokuda bol kilcal damar gozlenir. Bu damarlar osteoid
dokuya kalsiyum ve fosfor iyonlarini tasir. fyonlar, osteoblastlarin salgiladigi alkalen fosfataz
araciligiyla kalsiyum fosfat molekiillerine dontiserek kalsifikasyonu saglarlar. Olusan dokuya
kemik trabekiilleri denir. Trabekiiller i¢inde kalan osteoblastlar aktivitesi azalmis osteositlere
doniigiir.  Sekillenen trabekiillerin  ylizeyine osteoprogenitdr hiicrelerden farklilagan
osteoblastlar tek sira halinde dizilirler ve kemik lamelleri yaparlar. Bu olayin ardi ardina
tekrarlanmas1 sonucu birincil kemik trabekiillerinin yiizeylerinde ve kenarlarinda lamelli
ikincil kemik yapisinda katmanlar meydana gelir ve trabekiiller kalinlagip uzarlar. Bu sirada
osteoklastlar kemikleri i¢ yiizlerinden rezorbe ederken, osteoblastlar da bir taraftan yeni
kemik lamelleri eklerler. Boylece birincil kemik dokusu iceren trabekiiller tamamen ortadan

kalkar, geriye sadece ikincil kemik yapisindaki trabekiiller kalir. Komsu trabekiiller
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birbirleriyle kaynasarak spongiyoz kemigi sekillendirirler. Bu kemiklerin i¢ ve dis ylizlerinde

yine intramembrandz yolla bir miktar kompakt kemik eklenir ve kemiklesme sona erer.

9,25,33,47,52

Trabekiillerin aralarinda kalan mezensim dokusundan da kemik iligi sekillenir.

. Mineralizasyon
Keémik matriksi
(osteoid) Osteoklast

Sekil 5: Intramembrandz kemiklesme. (A) Mezenkimal bag dokusundan direkt olarak kemik

sekillenmesidir. (B) Mezensim hiicreleri hizli boliinme gosterir ve osteoprogenitor hiicreye
farklanip, sonra da osteoblastlara doniiserek kemik matriksini sekillendirirler. (C) Kilcal
damarlardan osteoid dokuya kalsiyum ve fosfor iyonlar tasinip, osteoblastlarin salgiladigi
alkalen fosfataz araciliiyla kalsiyum fosfat molekiillerine doniiserek kalsifikasyonu saglarlar.
Osteoklastlar kemikleri i¢ yiizlerinden rezorbe ederken osteoblastlar da bir taraftan yeni
kemik lamelleri eklerler. Birincil kemik dokusu igeren trabekiiller tamamen ortadan kalkar,
geriye sadece ikincil kemik yapisindaki trabekiiller kalir (Kierszenbaum A.L. Histology and
Cell Biology: An Introduction to Pathology, 1* ed. Mosby Inc., St. Louis, Chapter 5, page

131, 2002).
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Enkondral kemiklesme uzun ve kisa kemiklerde goriiliir (Sekil 6). Kemiklesme
hiyalin kikirdaktan ufak bir modelle baslayip, kemik dokusu olusumuyla sonlanir. Modelin
diyafiz kikirdagmmi orten perikondriyumun i¢ katinda bulunan mezenkim hiicreleri
osteoprogenitor hiicrelere, onlar da osteoblastlara farklanir. Osteoblastlar {ist {iste yerlesen
kemik lamellerini yapar. Boylece yeni kemigin periosteumu ile kikirdak dokusu arasinda
silindir bicimde bir kemik manset ortaya c¢ikar. Kemik manget, kondrositlerin beslenmesine
engel olur. Olusan iskemi, kondrositlerde Once hipertrofiye, ardindan diyafizin orta
kismindan baglayarak tahrip olup, Olmelerine neden olur. Kikirdak modelin ortasinda
birbiriyle devamli bos kaviteler olusur (kemik iligi kavitesi). Periosteumdaki osteoklastlar
kemik manseti yer yer delerek foramen nutrisyumlar1 agarlar. Periosteumdaki kan damarlari
bu deliklerden girerek, osteoprogenitdr ve hematopoetik hiicreleri tagirlar. Damarlarla gelen
kalsiyum ve fosfor iyonlari, alkalen fosfataz araciligiyla birleserek kikirdak matrikse ¢oker ve
boylece diyafizde bir kemiklesme merkezi ortaya ¢ikar. Diyafizde sekillenen bosluklara kan
damarlar1 ile gelen mezensim hiicrelerinden farklilasan osteoblastlar, kalsifiye kikirdak
matriksi lizerine tek sira dizilerek kemik dokusu yapmaya baslarlar. Bdylece ortalari kalsifiye
kikirdak, yiizeyleri ise kemik dokusundan meydana gelen kemik trabekiilleri ortaya ¢ikar.
Kemik trabekiilleri ile kan damarlarinin aralarinda kalan bosluklarda kemik iligi sekillenir. Bu
arada kikirdak modelin epifizleri ile diyafizi arasinda kondrositler mitoz ile cogalarak alt alta
dizilen gruplar yaparlar. Boylece modelin boyu da devamli olarak uzar. Kemik manget de
kalinlagip, epifizlere dogru uzanir ve kondrositlerin bulundugu bolgeyi distan sarar.
Kemiklesme merkezinde oldugu gibi once kikirdak matriks, ardindan da ilk sekillenenlerin
devami halinde kemik trabekiilleri olusur. Enkondral kemiklesme epifizlere yaklasinca,

epifizlerin iglerinde ikincil kemiklesme merkezleri belirir. Eski ve yeni kemiklesme bolgeleri
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arasinda sadece kikirdak bir disk kalir ki buna epifiz plagi denir. Kemiklesme sona erinceye
kadar epifiz plaklarindaki kikirdak hiicreleri diyafiz yoniine dogru boliiniip ¢cogalarak devamli
kikirdak dokusu yapar, bu kikirdak da devamli olarak yerini kemik dokusuna birakir.

Boylelikle kemikler belli bir yasa kadar uzamaya devam eder. En sonunda epifiz plaklar1 da

9,25,33,47,52

kemiklesir ve kemik biiyiime sonlanir.

Sekil 6: Enkondral kemiklesme. (A) Hyalin kikirdak model (B) Diyafiz kikirdagini orten
perikondriyumun i¢ katindaki mezenkim hiicreleri osteoprogenitor hiicrelere, onlar da
osteoblastlara farklanir. Osteoblastlar iist iiste yerlesen kemik lamellerini yapar. Boylece yeni
kemigin periosteumu ile kikirdak dokusu arasinda kemik manset olusur. (C) Kemik manset,
kondrositlerin beslenmesini bozarak, kondrositlerde hipertrofiye, ardindan 6liimlerine neden
olur. Kikirdak modelin ortasinda kemik iligi kavitesi olusur. (D) Kikirdak modelin epifizleri
ile diyafizi arasinda kondrositler ¢cogalarak alt alta dizilen gruplar yaparlar. (E) Eski ve yeni
kemiklesme bolgeleri arasinda sadece epifiz plag: kalir (Gartner L.P., James L.H. Color Atlas

of Histology, 3 ed. Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, Chapter 4, page 73, 2000) .
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KEMIK iYILESMESI

Organizmada hasar goren dokularin tamirinde esas olan fibroz skar ile onarimdir.
Bunun viicuttaki 6nemli istisnas1 kemik dokusudur. Bu dokuda olusan hasar sonrasinda uygun
sartlar saglanirsa, yeni bir kemik dokusu olusarak bolge tamamen normal hale gelmektedir.

Birincil kirik iyilesmesi, rijit internal fiksasyondan sonra goriiliir ve belirli bir dis
kallus olusmadan sadece i¢ kallusla devam eden temas iyilesmesidir. Kirik kapali yontemle
tedavi edilirse, ikincil kirik iyilesmesi meydana gelir ve evrelere boliinebilir. Histolojik
goriiniime gore yapilan simiflamalarda genel olarak ayni bulgular kabul edilip benzer
evrelemeler yapilmistir. Genel olarak 3 evrede incelenir: erken inflamatuar donem, onarim
donemi, yeniden yapilanma donemi (remodeling). Evreleri birbirinden zaman olarak kesin
sinirlarla ayirmak giictlir ve her evre daima kendinden bir 6nceki veya bir sonraki evre iginde
bulunur.'”?’

Inflamatuar fazda 6nce, kirik bolgesinde yaralanan damarlardan kanama, pithtilasmayi
saglamak i¢in trombositlerin toplanmasiyla molekiiler aracilarin yaralanma bdolgesine
salinmasi ve bunun sonucu olarak pihtilagma ile kirik uglari arasinda, periost altinda ve
periost yirtilmigsa bunun etrafinda hematom olusur. Hematom ikincil kirik iyilesmesinde
onemli rol sahibidir. Yarattig1 basingla kirik uglarini bir arada tutar, ortamindaki trombositler
ile diger hiicrelerden salinan biiyiime faktorii ve proteinler ile hiicre gog¢iinii, periosteal hiicre
cogalmasini ve onarim dokusu matriksinin sentezini baslatir. Ag¢ik kiriklarda hematom
bosalmasina bagli kemik iyilesmesinde gecikme gozlenir. Erken donemde olusan
vazokonstriiksiyonu, vazodilatasyon takip eder ve salinan prostoglandinlerin de yardimiyla
bolgeye akut yangi hiicreleri (notrofiller, monositler, lenfositler) go¢ eder. Kirik uglarinda

bozulan dolasima bagli, kemik dokuda daha genis olmak tizere nekroz bolgesi olusur. Ortama
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gelen notrofiller ve makrofajlar hasarli dokuyu ortadan kaldirirlar. Kirik bolgesindeki
hematom 48 saat iginde organize olup fibrinden bir yapi olusturur. Notrofiller ve
makrofajlarin yardimi ile fibrin matriks olusur. Fibrin matriks i¢indeki oncii hiicreler, lokal
biyolojik etkilerle degisik dokulari olusturmak icin farklanmaya hazirdir. '7*>%

Onarim evresi, kirik olusumundan sonraki saatlerde baslasa da yapisal olarak tipik
hale gelmesi 7-12 giin siirer. Bu evrede lokal aracili mekanizmalarla hassaslasan oncii
hiicreler, yeni damar, fibroblast, hiicreler aras1 madde, destek hiicreleri ve diger hiicreleri
olusturmak iizere farklanmaya ve diizenlenmeye baslar. Bunlar graniilasyon dokusundan,
periosteumun osteojenik tabakasi ve endosteumdan koken alan pluripotent hiicrelerdir. Bu
asamada kimyasal, elektriksel ve mekanik uyarilar s6z konusudur. Prostoglandinlerin etkisi
ile yeni osteoklast olusumu ve mevcut osteoklast aktivitesinde artis olurken; fibroblastlar
kollajen, kondroblastlar kollajen ve glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoidi salgilarlar.
Fibroblastlar, vaskiiler olusuma yardim etmek iizere stromaya yerlesmeye baglar. Vaskiiler
olusum arttik¢a, kollajen matriks belirginlesir. lyilesen kemigin gerilmeye kars1 dayaniklihigs,
icerdigi kollajen kapsamiyla yakin iligkilidir. Bu esnada osteoid sekresyonu ve takiben
mineralizasyon olur. Kirik hatt1 bolgesi ve cevresinde yumusak kallus olusur. Ik 4-6 haftalik
siire i¢cinde olusan bu kallusun harekete karsi direnci diistiktiir. Bu nedenle tespitin saglam
olmasi onemlidir. Kirik iyilesmesinin ilk donemlerinde periosteal damarlar, ge¢c donemdeyse
besleyici (nutrisyen) damarlar, kilcal damar tomurcuklanmasina yardimci olur. Sonugta kallus
ossifiye olur ve kirik yiizleri arasinda nonlameller kemik kopriisii olusturur. Eger uygun
immobilizasyon yapilmazsa kallus ossifikasyonu yeterince olugamaz, instabil fibroz birlesme
gelisebilir. Periosteumun hasar gérmesi ya da ortamdan uzaklastirilmasi kirik iyilesmesini

yavaslatir.'"*>%’
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Kemik iyilesmesi en uzun faz olan ve yillarca siirebilen yeniden yapilanma evresi ile
sonlanir. Bu fazda kemik orijinal giig, sekil ve yapisini kazanir. Aksiyal yiiklenme ile giiclii
ama diizensiz sert kallusun, normal veya normale yakin giigteki daha diizenli lameller kemige
dontistimii gergeklesir. Wolf kanuna gore kemigin islevsel durumundaki degisiklik, dokuda
yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Bu kanun giinlimiizde de kemigin yeniden
sekillenmesinde temel bir kural olarak kabul edilmektedir. Mekanik strese maruz kalan
kemigin konveks yiizii pozitif, konkav yiizii ise negatif elektrikle yiiklendiginden, osteoklastik
aktivitenin egemen oldugu konveks yiizde geri emilim ve osteoblastik aktivitenin hakim
oldugu konkav yiizde ise yeni kemik yapimi olmaktadir. Yani, “kirigin konkav tarafinda

kemiklesme, konveks tarafinda geri emilim” olur 17.25:27 (Sekil 7) .

Periosteal hiicre cogalmas: Birincil kemik dokusu

Periost Kemik
eriosteum Kallus

= bz
\\\\\m\\\\\\\\\\\\\\ | \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Hyalin kikirdak ikincil kemik dokusu

\\\\\\\\\\\\\ \\\\\\\\\\\\\\\\\\\

iyilesmis (ikincil) kemik

Sekil 7: Kortikal kemiklerde kemik iyilesme siireci (Junqueira L. C. ve Carneiro J. Basic

Histology, 10™ ed., McGraw-Hill, New York, Chapter eight, page: 144 , 2003).



19

Kemik iyilesmesini etkileyen faktorler yerel ve genel faktorler olarak incelenir. Yerel
faktorler; yiiksek enerjili travma, kirik uglarinin ucuca gelmemesi, yetersiz immobilizasyon ve
kanlanma, eslik eden yumusak doku yaralanmasi, enfeksiyon ile kanser gibi yerel patolojiler
ve denervasyon olarak sayilabilir. Genel faktorler iginde ise ileri yas, sigara, sistemik
hastaliklar ve enfeksiyonlar, beslenme bozukluklari, hormonal bozukluklar, vitamin
eksiklikleri (A, C, D, Bg, K), bazi ilaclar (nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, steroid, sitotoksik

ilaglar) ve radyoterapi sayilabilir. '"*>*’

KEMIK iYILESMESINDE ETKIiLi BUYUME FAKTORLERI

Kemik metabolizmasi baz1 kimyasal, elektriksel ve mekanik uyarilarca diizenlenir.
Ozellikle kemik iyilesmesi sirasinda trombosit, makrofaj ve fibroblastlar, bazi proteinler ve
bliylime faktorleri salgilar. Bu proteinler karmasik trafigi diizenlemekte, migrasyon,
proliferasyon ve diferansiasyon ile rezorpsiyon arasindaki hassas dengeyi yerel olarak
saglamaktadirlar. Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda, kemik iyilesmesinde rol alan bir¢ok
kemik uyarict faktor tanimlanmistir. Bunlarin bazilar sinirlt da olsa klinik olarak kullanilmig
ancak rutin klinik kullanima girmeleri zor goriinmektedir. Bunlardan BMP (bone
morphogenetic protein)’ler, TGFp “transforming growth factor B, PDGF “platelet derived-
growth factor” ve FGF “fibroblast growth factor”, VEGF “vascular endothelial growth
factor”, IGF “insiilin-like growth factor” en c¢ok bilinenleridir. Bu faktorler ¢esitli saflagtirma
metodlariyla direk denekten elde edilebildigi gibi, rekombinant olarak da istenilen miktarda
elde edilmesi miimkiindiir. ilk ¢alismalarda, direk kemik iyilesmesi olan bdlgeye
uygulanmistir. Ancak gilinlimiizde faktorlerin yavas salimimini saglayan modellerle veya

kemik benzeri iiriinlerle kombine sekilde uygulamalari yapiimaktadir '**'%® (Tablo 1) .
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FiBRIN YAPISTIRICI VE KLINiK UYGULAMALAR

Cerrahinin temel prensiplerinden olan yaralarin kapatilmasi, uygun yara iyilesmesinin
saglanmas1 adina siitliir materyalleri vazgec¢ilmez bir ara¢ olmustur. Gelisen inflamatuar
reaksiyonlar, graniiloma-fistiil olusumu ve yabanci cisim reaksiyonu gibi komplikasyonlarin
goriilmesi; bu tiir komplikasyonlar olusturmayacak, ucuz ve kullanimi kolay maddelerin
arayisina neden olmustur. Siyanoakrilatlarin atravmatik doku yapistiricisi olarak kullanilmaya
baslanmasi timit vermis’’, ancak zaman icinde bu materyallerin de graniilasyon dokusu
olusumu, yabanci cisim reaksiyonu vb. komplikasyonlar1 ortaya ¢ikmis ve daha ideal doku
yapistiricisi bulmaya yénelik calismalar devam etmistir. Ik defa Bergel’in fibrinin hemostatik
etkisini gostermesiyle, yara iyilesmesi ve kan pihtilagmasinda fibrinin 6nemi anlasilmis ve

dikkatler fibrin 6ncii maddesi fibrinojene yonelmistir. *'®

Fibrinojen, a, B ve y peptid zincirlerinden olusmus bir dimer olup; yara iyilesmesinin
ilk basamaklarinda Faktor XIII ve trombin ile oldugu kadar Faktor XII ile de etkileserek
hiicrelerin igine go¢ ettigi bir iskelet kurar. Kalsiyum ve trombin ilavesinden sonra igerdigi
fibrinojen miktarina bagli olarak 5-30 sn iginde pthtilasma yani FY olusumu gergeklesir. %3¢
Fibrin yapistirici, diger adiyla trombosit fakir plazma iki sistemden olusur. Bunlarin ilkinde
fibrinojen, soguk coziinmeyen globulin, plazma proteinleri ve faktdr 13 bulunur. Diger
sistemde ise trombin ve kalsiyum klorid vardir. Iki sistem karistiginda trombin sayesinde
fibrinojen fibrine doniisiip katilasir ve pihtilasma olayi baslar.* Ayrica trombin iyonize
kalsiyum varliginda Faktor 13 ile etkileserek soguk ¢oziinmeyen globulin ve fibrinin ¢apraz

baglar kurmasina neden olur bu baglar sayesinde pithtinin direng giicli artar; fakat zaman

icinde kademeli olarak yikilir ve 2-3 hafta i¢inde ortamdan kaybolur (Sekil 8) .
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Fibrinojen e Fibrin piht1 — Gapraz bagl

fibrin pihtisi

Sekil 8: Fibrin piht1 olusum mekanizmasi

Fibrinojenin trombinle aktif hale getirildiginin anlasilmasindan sonra, 1940’larda
Tidrick gibi arastirmacilar tarafindan deri grefti sabitlemesinde ikisi kombine kullanilmis;
fakat yetersiz fibrinojen miktar1 nedeniyle basari elde edilememistir.”"*® Bundan 30 yil sonra,
fibrinojen miktar1 arttirilan fibrin yapistirict ile 1970’lerin basinda Millesi ve arkadaglari
deneysel olarak sinir anastomozunda basari elde etmesiyle, tekrar popiiler olmus ve tim
viicutta kullanim alani bulmustur. Kulber yaptig1 deneysel ¢aligmada, sican latissimus dorsi
seroma modelinde fibrin yapistirict kullanildiginda seroma olusumunda azalma oldugunu
g(')stermistir.5 !

Klinik olarak sinir anastomozlarinda, yumusak doku defektlerinde hemostaz ve
keratinosit kiiltirleriyle birlikte yara iyilesmesi amacli, deri greftlerinin tespitinde 2'***%%,
kanselloz kemik greftleriyle birlikte, kanama egilimi olan hastalarda dis c¢ekimi sonrasi
alveoler kavitede, dura yapistirmada, spontan pnémotoraks olgularinda hava vakum drenaj ile
birlikte hava kacagini 6nlemek i¢in, akciger rezeksiyonu sonrast hava- sivi kagagini 6nlemek
icin, vaskiiler anastomozlarda, peptik iilser kanamalarinda kanamay: durdurmak igin, yiiz-
boyun germe, meme kiigiiltme ve biiylitme gibi estetik ameliyatlarda kanamay1, sonrasindaki
sislik ve morluk olusumunu azaltmak; dren kullanim siiresini kisaltmak veya hig

kullanilmamasini saglamak amaciyla kullanilmaktadir >*!>13-16-2128.30.35.36.62.75
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Ticari olarak hazirlanmis olan fibrin yapistiricilarin hastalik bulasma riski nedeniyle
kullanimi  kisitlanmustir.**® Otolog olarak kullamlmasi bu riski ortadan kaldirir, fakat
ameliyattan Once hastanin kan vermesi gerekliligi ve yiiksek maliyeti kullanimini
sinirlayabilmektedir. Fibrin yapistirict kemikte daha c¢ok frontal siniis gibi yiik tasimayan
alanlarda kemik tespiti i¢in, veya kapama sirasinda kemikle periost arasina yapistirici olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda osteoindiiktif etkisi de, pek c¢ok arastirmaci tarafindan
incelenmistir. Osteoindiiktif etkisi olmadigin1 belirten yayinlar yaninda, osteoindiiktif etkiyi
gosteren c¢alismalar da vardir. Bu 6zeliginden yararlanmak amaciyla kemik greftleriyle ve
kemik benzeri iirtinlerle kombine kullanimi tarif edilmistir. Daha ¢ok deneysel olan bir bagka
kullannminda ise, kiiltiirde {iretilmis periosteal hiicrelerle tasiyici olarak kirik iyilesme

alanlaria uygulanmugtir, '-%46-728687

TROMBOSIT ZENGIN PLAZMA VE KLINiK UYGULAMALAR
Trombositlerin Yapisi ve Icerikleri

Trombositler, kemik iligindeki megakaryositler tarafindan iiretilen 2—4 pm ¢apinda,
mitokondri ve mRNA icermesine ragmen ¢ekirdek icermeyen sitoplazma parcaciklaridir.
Dinlenme halinde tipik olarak disk seklinde olmalarina ragmen aktive olduklarinda 5 pm’ye
kadar ulasabilen psddopodlar iceren globiiler bir sekil alirlar. Viicutta herhangi bir zamanda
dalakta lokalize olarak bulunur ve periferik dolasima gectikten sonra ortalama 8-10 giin
yasarlar. Periferik yaymada kiimeler halinde gozlenen trombositler tek tek incelendiginde agik
mavi boyanan periferal “hyalomer”; mor graniiller ve mitokondrilerden olusan santral

“graniilomer” kisimlarindan olustugu goriiliir. Hem hiicre zarlarinin sitoplazma i¢ine parmak
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seklinde girmesi sonucu olusan ve yiizeye agilan “agik kanalikiiler sistem” olarak adlandirilan
bir kanalikiil sistemine, hem de hyalomer bolgesinde trombosit aktivasyonu i¢in gerekli olan

[3

Ca iyonlarimi depolayan “yogun tiibiiler sistem” adi verilen ikinci bir kanalikiil sistemine
sahiptirler. Yiizeylerinde bulunan reseptorleri, trombin, kollajen vb. molekiillerin uyarmasiyla
aktif hale gecen trombositler, sitoplazmalarindaki aktif molekiilleri igeren graniilleri “agik

kanalikiiler sistem” yoluyla disar1 atarlar (Sekil 9). Yogunluk ve igeriklerine gore delta, alfa

ve lambda olarak ti¢ degisik graniil tariflenmistir®' (Tablo 2).

Sekil 9: Insan trombosit elektron

mikroskobik fotografi (Junqueira L. C.

ve Carneiro J. Basic Histology, 10"
ed., McGraw-Hill, New York, Chapter

eight, page: 145-6 ,2003) .

Mikrotiibiiller
Hilcre trf
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Tablo 2: Trombosit graniillerinin igerikleri

Alfa Graniil Delta Graniil Lambda Graniil
(Yogun Cisim) (Lizozomlar)
Glikoproteinler Niikleotidler Asit Proteazlar
e Fibronektin, vWF, e ATP,ADP e Katepsin D, E
Trombospondin,vb. e GTP,GDP ¢ Karboksipeptidazlar
Hemostaz Faktorleri Aminler « Kollajenaz
e Fibrinojen, Faktor V, VII, . .
XI, XII1, Protein S, * Serotonin * Asit Fosfataz
Plazminojen,vb. e Histamin e Arisiilfataz
Hiicresel Mitojenler Cift degerlikli Katyonlar Glikohidrolazlar
¢ PDGF, TGF-$, EGF, e Kalsiyum e Heparinaz
VEGF, FGF-II, vb. . .
e Magnezyum e Digerleri
Proteoglikanlar

¢ PF4, HRGP, PBP, vb.
Proteaz inhibitorleri

Albumin-immiinglobulinler

Kemik iyilesmesinde 6nemli rol oynayan biiylime faktorlerinin yani sira, salinan ADP
ve Tromboksan A, gibi molekiiller diger trombositleri aktive ederek; vWF (von Willebrand
Faktorii) trombositlerin birbirine yapigsmasini saglayarak pihtilasma mekanizmasinda gorev

alirlar, 418081

Alfa Graniiller: 200-400 nm capinda tek kat membranli biiyiik organeller olup sayisal olarak
trombositlerin major graniilleridir. Bu graniillerin koyu renkli boyanan alanlarinda
proteoglikanlar, acik renkli boliimlerinde vWF, albumin gibi proteinler ve tiibiiler yapilar
vardir. Alfa graniillerin hemostaz, inflamasyon, kemik ve yara iyilesmesinde gorevli pek ¢cok
protein ve biiylime faktdriinii icermesi; trombositlerin yogunlastirilarak klinikte yara, kemik

iyilesmesi gibi alanlarda kullaniminin giindeme gelmesine neden olmustur.
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Delta Graniiller (Yogun Cisimler): 250-300 nm ¢apinda kalsiyum, pirofosfat, ADP, ATP

gibi molekiilleri i¢erip, serotonin deposu olarak gorev yapan graniillerdir.

Lambda Graniiller (Lizozomlar): 175-250 nm ¢apinda olup i¢inde asit hidrolazlar gibi
lizozomal enzimler olan graniillerdir. Bakterisidal etkisi olan glikozidaz, proteaz gibi

proteinleri de igerirler.
Trombositten Salinan Bilyiime Faktorleri

Anjiogenez terimi ilk kez plasentadaki yeni damar olusumunu tarif etmek icin 1935°te
kullanima girmis ve daha sonra tiim yeni damar olusumlari i¢in kullanilir olmustur. Dokularin
normal biiylime ve gelismesi i¢cin damar proliferasyonu gerekli bir islem olmasina ragmen
eriskinlerde anjiogenez nadir olarak gdzlenir. Ureme sisteminde folikiil ve korpus luteumda,
hamilelik sonrasi plasentada, yara ve kemik iyilesmesinde normal olarak gergeklesirken;
tiimorlerde, diyabetik retinopati gibi durumlarda kontrolsiiz ve patolojiktir. Bu nedenle
anjiogenezi uyaran ve durduran bir takim faktorlerin arastirilip, bulunmasi viicudun normal ve
patolojik isleyis mekanizmalarinin kismen de olsa aydinlanmasini saglamistir. Anjiogenez
cesitli anjiojenik faktorler tarafindan baslatilip yonlendirildigi bilinen kompleks bir
mekanizmadir.*> Son yillarda biiyiime faktdrlerinin yara iyilesmesini ve anjiogenezi olumlu
yonde etkilediginin saptanip etki mekanizmalarinin agikliga kavusturulmasi, aragtirmacilarin
kemik, yara, tendon, sinir iyilesmesine yoOnelik deneysel ve klinik uygulamalarinda bu
faktorleri daha biiyiik ilgi ile kullanmalarina neden olmustur. '**

Dolasimda bulunan trombositlerin o-graniillerinde VEGF, PDGF, TGF B1 ve 2,

bFGF (bazic Fibroblast Growth Factor) gibi pek ¢ok biiyiime faktorii depolanmig durumdadir.

Cesitli uyaranlara kars1 trombosit aktivasyonu oldugunda bu maddeler graniillerden salinirlar.

5,6,26,28,32,34,45,53,54,55,56,58,61,62,101
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Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF): Trombosit kaynakli biiyiime faktori
molekiilii hiicre membranindaki reseptorlere baglaninca sitoplazmadaki yliksek enerjili fosfat
bagi igeren bir sinyal proteini aktive olur ve bu sinyal iyilesmede gorevli hiicrelerin
cogalmasina, anjiogeneze, kollajen, fibronektin, hyaluronik asit iiretilmesine, diger biiyiime
faktorleri ve hiicrelerin fonksiyonlarinin artmasima aracilik eder.”****” Bgylece fibroblastik
ve osteoblastik faaliyetler artar, hiicreler farklilasir, biliylime faktorlerinin makrofaj gibi
hiicreler iizerindeki etkileri hizlanmis olur.”****"'% Trombosit kaynakli biiyiime faktorii
insan mezenkimal hiicreleri i¢in birincil mitojen olan bir biiylime faktoriidiir. Bu etki
plazmada diger biiytime faktorlerinin bulunmasina bagli olup interferon-y sayesinde daha da
artar.”'>*** Trombosit kaynakli biiyiime faktorii ’niin ndtrofil, monosit, makrofaj ve
fibroblastlar i¢cin kemotaktik olmasinin diger biiylime faktorlerinin varligindan bagimsiz
olmasmin yanisira, yara iyilesmesinin ileri sathalarinda kollajenaz aktivasyonu yaparak

5,16,39,40,44,53,54,79,91 .
o Trombosit

‘remodelling’e katkida bulunmasi gibi bir 6zelligi de vardir.
kaynakli biiyiime faktorii ve TGF- B yara iyilesmesinde rol oynayan faktorler olup genellikle
sinerjistik etki gosterir. Kollajen miktarini arttiran bu iki proteinin de kemik, periodontium ve
deri iyilesmesini stimiile ettigi, yara kuvvetini arttirdigi gosterilmistir.*=>~¢-11

Trombosit kaynakli biiylime faktorii kemik iyilesmesine temel olarak osteoblast ve
inflamatuar mediatorlerin kemotaksisi, kemik hiicre proliferasyonu, kollajen sentezini ve
dongiisiinii arttirmasi, kemik matriks sentez ve dongiisiinii uyarmasi ve diger anjiyojenik
faktorlerin salmimini uyarmasi yoluyla yardimei olur.®'%

Klinikte diyabet veya iskemi kaynakli kronik deri iilserlerinde yara iyilesmesini
arttirmak i¢in, maksillofasiyal cerrahide kemik grefti yerlestirilen bdlgede, oral ve nazal

fistiillerin cerrahi onarmminda, kemik-integre implantlara destek olarak kullanilmugtir.**¢*'%*
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Rekombinant DNA teknolojisiyle tiretilmis olan PDGF (becaplermin 0,01 %- Regranex OMP,
Raritan, NJ) ile kronik yaralarda yapilmis olan iyilesme caligmalar1 da iimit vaat eden
sonuclar sunmaktadir.'®*?

“Transforming” biiyiime faktorii (TGF- B): “Transforming” biiyiime faktori-pl1 ve (2
trombositlerde bulundugu tespit edilen, bag dokusu iyilesmesi ve kemik rejenerasyonunda
gorev alan, TGF nin en sik goriilen alt gruplaridir. Hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, extraseliiler
matriks iiretimi gibi ¢esitli biyolojik olaylarda rol alirlar.’® Fibroblastlari prokollajen iiretimi
icin aktive ederek yarada kollajen depolanmasina neden olurlar.”®’® TGF-p lar parakrin olarak
etkilerini fibroblast, kemik iligi kok hiicresi ve preosteoblast gibi hiicreler {izerinde
gosterebilirler ve bu hedef hiicreler de yine TGF-f salgilayabilirler. Boylece TGF-B yalnizca
yumusak doku ve kemik rejenerasyonunu baslatmakla kalmayip remodelling asamalar1 ve
kemik grefti olgunlasmasinda da etkili olur.****”> TGF-B ailesinin bir iiyesi olan BMP (Bone
Morphogenetic Protein) ler bugilinlerde kemik iyilesmesinde en popiiler aragtirma konusudur
ve sirlt klinik kullanimlari da tariflenmistir.**

TGF- B kemik iyilesmesinde kallus formasyonunu ve hacmini arttirir, diger anjiogenik
ve osteogenik faktorlerin salinimini arttirir, matriks sentezini arttirir, eksojen uygulamalar
sonrasi kritik biiylikliikteki defektlerde iyilesme gozlenmistir. ‘Bone Morphogenetic Protein’
ise mezenkimal ve osteoblastlar i¢in mitojendir, kallus olusumu artirir, kemik iyilesmesini
hizlandirir,'+14129:66
Bazik fibroblast biiyiime faktorii (hFGF): fibroblast biiyiime faktorleri mitojenik polipeptid
ailesidirler. I¢lerinde en ¢ok incelenmis olan altgrup bFGF; fibroblastlar, endotel hiicreleri,

osteoblastlar, kondrositler ve keratinositler iizerinde mitozu arttiric1 etki gosterir, anjiogenezis

ve endotelyal hiicre gogiinde rol oynar, TGF-B’nin dagilimini arttirict etki yapar. Vaskiiler
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endotelyal biiylime faktorii ve TNF-a ile birlikte oldugunda maksimum anjiojenik etkisini
gosterir. Yara iyilesmesinde 6zellikle keratinositlerin proliferasyon ve gogiine neden olur.
Anjiogenezin basglamasi i¢in gerekli olan fibroblastlardan kollajenaz iiretimi ve kapiller
endotel hiicrelerinin proliferasyonunu saglar.”” Graniilasyon dokusu olusumunu baslatmaya
da yardimei olur.**%

Kemik iyilesmesi i¢in disiiniildiigiinde, kirik bolgesinde anjiyogenezi arttirarak,
osteoblast diferansiasyon ve proliferasyonunu doz bagimli uyararak, mekanik dayanikliligi
arttirarak yardimer olur.' "

Insiilin benzeri biiyiime faktorii I (IGF-I): Insiilin benzeri biiyiime faktorii-I, fibroblast,
kondrosit, keratinosit, osteoblast, mezangial eritroid progenitoér hiicreler gibi pek ¢ok hiicre
tipinin ¢ogalmasini arttirarak biliylimeyi uyarir. Trombosit kaynakli biliyiime faktorii ile
birlikte oldugunda daha iyi bir etki gosterir. Dolasimdaki IGF-1’in protein sentezini, periferal
glukoz alimini, glikojen sentezini, sinir sagkalimini, miyelin sentezini, kemik olusumunu
arttiran anabolik etkileri arttirdigi, kaslardaki protein yikimi gibi katabolik etkileri azalttig

59,71

bilinmektedir. Asil tendonunda travma olusturarak yapilan ¢aligmada diizeyinin arttig

goriiliip tendon iyilesmesinde muhtemelen mitozu arttirarak etki gosterdigi diistinilmiistiir.
Egzojen olarak verilen IGF-1’in DNA, kollajen ve proteoglikani arttirdigi gosterilmistir.”***
Insiilin benzeri biiyiime faktoriiniin proteoglikan sentez ve yikimini dengeleyerek kikirdak
homeostazinda onemli rol oynadigi One siiriilmiis ve atlarda yapilan kikirdak defekti
modelinde fibrin pihtiya IGF ilave edilerek bu defekte uygulandiginda onarilan dokunun
kalite ve miktarini arttirdigi gozlenmistir.®

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF): Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin,

timor hiicrelerinden salgilanan, damar gecirgenligini arttirarak asit olusumuna katkida
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bulunan bir madde oldugu diisiiniilmiis ve bu nedenle 1983’te “vascular permeability factor”
olarak isimlendirilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar dogrultusunda VEGF olarak ismi
degistirilmis, en kuvvetli anjiogenezis uyaricisidir.”®*® Kendi salimmindan sonra diger
proteoglikan-bagli salimmi olan biiyiime faktdrlerinin de salinimini uyarir (Orn:bFGF).
Anjiogenezin ilk basamaklarinda vaskiiler bazal membranlarin yikilmasi i¢in gerekli olan
kollajenaz ve jelatinazin indiiksiyonuna, daha sonra yine anjiogenez i¢in gerekli olan o
integrinlerin ekspresyonuna neden olarak iyilesen dokuda anjiogenezi baslatir. Dogrudan
mitotik etkisinin yaninda, VEGF bir taraftan kismen nitrik oksit sentezini uyararak
vazodilatasyona neden olurken, diger taraftan hiicre gdciinii ve apopitozu inhibe eder.'” Yara
tyilesmesinde Onemli rol oynayan fibroblast, inflamatuar ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyon ve gogiiniin uyarilmasinda gorevlidir ve vaskiiler gecirgenligi arttirir.
12,32,45,106,107,108

Deneysel modellerde ekstremite iskemisinde egzojen verilen VEGF’in anjiogenezi
baslatarak vaskiiler kaynagi, bazi c¢alismalarda da wvaskiiler yaralanmanin ardindan
uygulandiginda yeniden endotel olusumunu arttirdig1 gosterilmistir.** Corral ve arkadaslari
tarafindan topikal olarak yaralara uygulandiginda olumlu sonuglar bildirilmistir. Petersen ve
arkadaslar1 da 2002’de tendon anjiogenezinin ana belirleyicisinin VEGF oldugunu
bulmuglardir.”

VEGF kemik iyilesmesi bolgesine osteoblastlar, osteoklastlar ve mezenkimal
hiicrelerden yogun olarak salinir. Kirik bolgesinde yeni damar olusumu arttirarak kemik
iyilesmesine yardimei olur.' "%

Epidermal biiyiime faktorii (EGF): Epidermal biiyiime faktorii, yara iyilesmesinin erken

sathalarinda fibronektin gibi proteinlerin iiretimini ve epitel hiicre gogiinii uyarir. Kollajen
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iretimini arttirmadan fibroblastlarin ¢ogalmasii sagladigi diisiinlilmiis olmasina ragmen
Brown ve arkadaslar sicanlarda insizyon bolgelerine biyosentetik EGF uygulamalarinin
ardindan yaptiklar1 elektron mikroskopik incelemede artmis kollajen olusumu gdstermisler ve
7-14 giin sonra yara gerim kuvvetinin %200 arttigimi bildirmislerdir.” in vivo olarak
anjiogenezi uyardigi bilinen EGF ile yapilan klinik ¢alisamlarda giimiis siilfadiazin igine
koyularak kronik yaralara uygulandiginda epitelizasyonu arttirdigi saptanmustir.”**

Biiylime faktorlerine ilave olarak a-graniillerinden trombin, tromboksan A, ve ADP
salinimi olur. Bu maddeler olusan pihtiya daha cok trombositin gelmesine ve hemostatik
cevabin artmasina neden olurlar.”

Trombosit Zengin Plazma (TZP, biiylime faktorlerinden zengin plazma, trombosit jel)
Trombositlerin ¢esitli yontemlerle, antikoagiilan ilave edilmis ven6z kandan santrifiij edilerek
ayristirilip, fibrinojen de iceren az miktar plazma icerisinde siispansiyon haline getirilmesiyle
TZP elde edilir. Smart PReP (Harvest Technologies, Norwell MA), Plasma Seal (Plasma Seal,
San Francisco, CA), Platelet Concentrator (Implant Innovations, Inc. 31, West Palm Beach,
FL) ticari olarak kullanima sunulmus, santrifiij teknolojisini kullanarak TZP hazirlayabilen
cihazlardir. Hazirlanma tekniginde temel olarak minimum 45-60 cc kan, antikoagiilan
soliisyon i¢ine alindiktan sonra seri santrifiij islemlerinden gegcirilip, kirmiz1 kan hiicreleri,
fibrin yapistirict  (trombosit fakir plazma) ve trombosit konsantresi (TZP) olarak
ayristirilabilmektedir. Trombosit sayist kandaki normal degerinin 3-8 katina kadar

3,8,23,64

yogunlagtirilabilir. Trombin ve kalsiyum ilave edilerek TZP aktif hale getirilir;

pihtilasarak jel halini alan bu maddedeki trombositlerin a- graniillerindeki biiyiime hormonlari

8,32,58,62

ortama salmnir. Trombosit zengin plazma ile fibrin yapistiricinin farki TZP’de

trombosit konsantrasyonunun fazla, fibrinojen konsantrasyonunun az
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8,18,19,20,23,32,39,44,58,

olmasidir. 64197 Daha az fibrinojen icerdigi icin ¢ok kati bir fibrin pihti

olusmadig1; bu nedenle yara iyilesmesini engellemeyip, bilakis i¢indeki biliyiime faktorleri
sayesinde bu olay1 hizlandirdig1 diisiiniilmistir, >*2%62

Yeterli deneysel calismalar1 yapilmadan once kullanima giren TZP’nin genelde
kontrol gruplarinin olmamasi deneysel c¢alismalara olan ihtiyac1 beraberinde getirmistir.
Yapilmis az sayidaki deneysel ¢alismalardan olan Partsafas’in ¢alismasinda FY veya TZP’ nin
serbest flep modelinde olumlu ya da olumsuz etkisi saptanamamuistir.”’

Simdiye kadar yara bolgelerine TZP uygulayarak yapilan calismalarda amag, yara
tyilesmesinin baslaticilar1 olan biiyiime faktorlerini konsantre sekilde yara bolgesine vererek
tyilesme siirecini hizlandirmaktir. Cilinkii klinik olarak ciddi birer problem olan kronik
yaralarda, bu faktorlerin miktarlarinin azaldigr gosterilmistir. Bu durum, iiretimde veya
salinimda azalma, yikimda artma ya da hepsine birden bagli olabilir. Venoz iilserler, diyabetik
yaralar vb. kronik yaralarda TZP’nin faydali oldugu bir¢ok kez bildirilmistir.?*>*>*63-6%57
Yara iyilesmesini arttiran proteinlerin yaninda bakterisidal proteinleri de igermesi,
enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasina ve hastanade yatis siirelerinin kisalmasina, agri1 ve
sislikte azalmaya neden olmustur.”””® Krupski ve arkadaslar1 ise plasebo ve TZP ile yaptiklart
kontrollii alismada yukaridaki arastirmacilarin tam tersi sonuglar elde etmislerdir.”

Marx tek basina kemik grefti uygulamasi ile kemik grefti + TZP uygulamasini
karsilagtirdiginda, ikili uygulamada kemik dansitesinde, kemik bicimlenmesinin hiz ve
derecesinde artis saptamis ve bunun PDGF ve TGF-f sayesinde oldugunu
belirtmistir.””**%'°" Anitua da dis ¢ekimi sonrasi olusan bosluga TZP uygulanus ve hem

epitelizasyon hem de kemik dansitesinde artis rapor etmistir.’ TZP invitro ortamda fetal

osteoblast benzeri hiicrelerin rejenerasyon ve fonksiyonelligini arttirip, mezenkimal kok
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hiicrelerin ortama gdciinii saglamaktadir.*® Aghaloo ve Butterfield ise kemik greftleriyle
yaptiklar1 deneysel hayvan calismalarinda TZP nin dstiinliigiinii gésterememislerdir.>*> Fakat
oral ve maksillofasiyal cerrahide, osteointegrasyon i¢in kullanilan otojen greftlere kemik doku
ilerlemesini hizlandirdigini bildiren arastirmacilar mevcuttur ve maksiller antroplastide kemik
greftleriyle birlikte kullaniminda basarili sonuglar bildirilmistir.

Kemiklesmeye ve yara iyilesmesine katkilar1 nedeniyle lumbar spinal filizyon
hastalarinda otogreft ve hidroksiapatitle birlikte kullanilmis ve basarili sonuglar yaninda
olumsuz sonuglar da rapor edilmigtir.>

Kawase ve Okuda’nin 2003 yilinda TZP’nin periodontal ligamentte kollajen sentezini
ve invitro osteoblastik aktiviteyi arttirdigini gostermelerinden sonra Huang ve arkadaslari
gingival ¢ekilmelerde koronal ilerletme flebine PRP uygulamasi yapmislar fakat istatistiksel
olarak anlaml bir iyilesme artis1 saptayamamuislardir.”®"*

Siebrecht ile birlikte TZP nin pordz hidroksiapatit i¢ine kemik ilerlemesini ve kemik
olusumunu arttirdigin1 gosteren Aspenberg, sigan asil tendonunda yaptig1 ¢alismada da TZP
uygulanan tendon defektinin tendon kopma kuvvetinde ve tendon kallusunda artig saptamustir.
Ligamanlar {izerinde de benzer etkileri saptanmis ve artroskopik cerrahide kullanimi
onerilmistir.*

Oftalmolojik cerrahide makiiler deliklerin kapatilmasinda bagarili  sonuglar
bildirilmis®*, tavsanlarda retinal yaralanmalarda hiicresel cevabi arttirdigi gosterilmistir.’
Fakat TZP’nin makiiler deliklerin tamirinde kullanildig1 baska bir arastirmada, Paques, uzun
dénemde iyilesmis olan deliklerin tekrar agildigini rapor etmistir.''°

Hem TZP hem de fibrin yapistirict yliz germe, boyun germe, meme kiigiiltme, karin

germe gibi estetik ameliyatlarda kullanilmigs ve operasyon siiresinde kisalma, dren koyma
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ihtiyacinda, baskili pansuman kullaniminda, seroma olusumunda, hastanin postoperatif sislik
ve agr1 yakinmalarinda azalma rapor edilmistir.'*

Teknolojik ilerlemeler sayesinde trombositleri de steril sartlar altinda izole ve
konsantre etmek miimkiindiir. Celiskili sonuclar yeterli kontrollii ¢calismalarla aydinlatildigi
takdirde, otolog elde edildigi i¢in immiin reaksiyon ve hastalik bulastirma riski olmamasi,

herhangi bir yan etki olugsmamasi, gerektiginde hastadan tekrar tekrar elde edilebilmesi

kullaniminin yayginlasmasini saglayacak en énemli faktorlerdendir.

TAVSAN KRANIYUM ANATOMISI

Tavsanlarin baslar1 dar ve uzundur. Kafaya gore oldukca genis ve derin orbita ¢ukurlugu ve
son derece gii¢lii zigomatik ark goriiliir. Protuberantia oksipitalis eksterna oldukca belirgindir.
Frontal kemik on tarafta kavum kranii’nin tavanimi yapar ve belirgin bir prosesus
supraorbitalis’e sahiptir. Parietal kemik ise arka tarafta kavum kranii’nin tavanini yapar ve

kafanin genel yapisina uygun olarak dar ve uzun bir yapisi vardir (Sekil 10).

Sekil 10: Tavsan kraniyumu

Sutura

koronalis

Sutura
sagitalis

Os paryetale

Oksipital
cilanti
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KRITIK BOYUTTA KEMiK DEFEKTI

Son yillarda kemik kiriklarinin veya defektlerinin iyilesmesinde etkin oldugu ve
tyilesmeyi hizlandirdig1 diisiintilen kemik greftleri, kemik benzeri iiriinler, hastadan elde
edilen biliyiime faktorii iceren kan tiriinleri veya rekombinant biiyiime faktorleri gibi pek ¢ok
malzeme cerrahi kullanimdadir ve bu friinlere her yil yenileri eklenerek, liste siirekli
uzamaktadir. Her yeni maddenin etkinliginin digerleriyle karsilastirilabilmesi i¢in standart bir
hayvan modeline ihtiyag vardir. Cilinkii kemik defektinde gerceklesen kemik iyilesmesi,
defektin biiyilikliigline ve hayvanin tiirtine bagh olarak farklilik gostermektedir. Bu amacla
literatiirde farkli hayvan modellerinde “kritik boyutta kemik defekti” olarak adlandirilan,
dairesel, tam kat ve hayvanin yasami boyunca kendiliginden kapanma sansi olmayan en
kiiciik boyutta kemik defektleri tariflenmistir. Farkli kaynaklarda degisik rakamlar verilse de,
kraniumda kritik boyutta kemik defekti cap1 sigan i¢in 8 mm, tavsan i¢in 15 mm, kdpek ve

1152931374385 By defektlerde iyilesme

maymun i¢in 20 mm olarak genel gegerlilik kazanmustir.
kemiklesmeden =ziyade bag dokusuyla olur. Bu nedenle osteoindiiktif etkinin

degerlendirilmesinde etkin bir model olarak kabul edilir.

Kraniyumda embriyolojik ve morfolojik olarak intramembrandz kemiklesme
izlendiginden, ayni 6zelliklere sahip maksillofasiyal kemik iyilesmesine de iyi bir modeldir.
Kanlanmasinda arteria meningia media, duradan ve dis ylizeyden gelen arterioller etkindir.
Farkli tiirde hayvanlarin kraniyumlarinda kritik biiytikliikte kemik defektleri tariflense de,
kopek ve maymunun bakim zorlugu, sican ve kobaylarin yeterli biiyiikliikte kraniyumlar
olmamasi nedeniyle tavsan en uygun denektir. Uygun biiyiikliikte tavsanda calisilirsa, her iki
paryetal kemige birer kritik boyutta kemik defekti olusturmak miimkiindiir. Bu da denek

sayisini azaltacak onemli bir 6zelliktir (Sekil 11).
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Sekil 11: Tavsan kraniyumunda olusturulan bilateral tam kat, kritik boyutta kemik

defektinin goriiniimi
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlart Etik Kurul
Bagkanligi’nin 17.05.2005 tarih ve B.30.2.GUN.0.EU.00.00/57-6889 sayili izni ile, Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuar Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nde gergeklestirildi. Calismada, agirliklar1 3500-4000 gram arasinda degisen, 34 adet
Yeni Zellanda tipi erkek tavsan kullamldi. Tavsanlar uygun kafeslerde, 22+2° C sicaklikta ve
12 saat karanlik - 12 saat aydinlik ortamin saglandigi kosullarda barindirildi. Deneklerin
beslenme ihtiyaglar standart laboratuar yemi ve su verilerek diizenli olarak karsilandu.

TZP hazirlamak i¢in gerekli olan kan, % 10’luk ketamin HCI (50 mg/kg-Alfamine®-
im) ve % 2’lik ksilazin HCl (4 mg/kg-Rompun®-im) anestezisi altindaki 2 tavsandan
intrakardiak kaniilizasyon ile tiim viicut kanlar1 alinarak elde edildi.

Tiim cerrahi islemler % 10’luk ketamin HCI (50 mg/kg-Alfamine®-im) ve ksilazin
HCI (2,5 mg/kg-Rompun®-im) anestezisi altinda, aymi cerrah tarafindan steril kosullarda
gerceklestirildi. Tavsanlar ameliyat sonrasinda, deney hayvanlar1 bakim {initesinde
kendilerine ayrilmis olan odaya alinip ve ikili gruplar halinde bdlmelere konularak, uzman
veteriner kontroliinde izlenmislerdir. Giinliik bakimlar1 sirasinda insizyonlarina povidone iyot
ile pansuman yapildi. Calismanin ilk haftasinda cerrahi sahada enfeksiyon nedeniyle 2, 6lim
nedeniyle 3 olmak iizere, toplam 5 tavsan calisma dis1 birakildi. Bu deneklerin yerine ayni

islemlerin gergeklestirildigi yeni tavsanlar konularak gruplarin planlanan sayilar1 korundu.
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CALISMA GRUPLARI

Cerrahi islemler sirasinda 32 adet tavsanda, bilateral paryetal kemikte, toplam 64 tam kat
kritik boyutta kemik defekti olusturuldu. Her iki hemikraniyumdaki defekte de, maddenin
lokal ya da sistemik etkileri olabilecegi diisiiniiliip, ayn1 madde uygulandi. Olusturulan 4
grubun her biri 8 tavsanda olusturulan 16 defektten olusuyordu. Her gruptaki deneklerin yarisi
1. ayda, diger yaris1 da 4. ayda sakrifiye edilerek, degerlendirmeye alindi (Sekil 12).

Grup 1 (n=8): Kontrol grubu (SF)

Grup 2 (n=8): Trombin soliisyon grubu (TS)

Grup 3 (n=8): Fibrin yapistiric1 (Trombosit fakir plazma) grubu (FY)

Grup 4 (n=8): Trombosit zengin plazma grubu (TZP)

Grup 2

Grup 4

Sekil 12: Calisma gruplarinin sematik gosterimi



39

TROMBOSIT ZENGIN PLAZMANIN HAZIRLANMASI

Trombositlerin diger kan elemanlarindan ayrilip bir miktar plazma ilave edilerek TZP
haline getirilebilmesi i¢in gerekli olan kan, dondr olarak segilen 2 adet tavsandan, %10’luk
ketamin HCI (50 mg/kg-Alfamine®-im) ve %2’lik ksilazin HCl (4 mg/kg-Rompun®-im)
anestezisi altinda, intrakardiyak kaniilizasyon ile tim viicut kanlar1 alinarak elde edildi. Bu
yontemle her tavsandan 65 ml olmak iizere toplam 130 ml kan alindi.

Elde edilen kan, pihtilasmasini engellemek icin sitrat-fosfat-dekstroz (CPD)
soliisyonu ile, 5 ml kan/1 ml CPD oraninda karistirilarak santrifiij islemi i¢in uygun olan dort
plastik tiip igerisinde toplandi. CPD soliisyonu kan merkezlerindeki {i¢lii kan torbalar1 (Baxter
Healthcare Corp, USA) i¢erisinden elde edildi.

Toplanan kanin 22°C sicaklikta ve 200g devirde santrifiij cihazinda (Heraeus Cryofuge
60001, Kendo Laboratory Products) 20 dakika boyunca santrifiije tabi tutulmasinin ardindan
eritrositlerin tliplin en alt kisminda toplanip plazma, trombosit vb. kan elemanlarindan
ayrildig goriildii. Ustte toplanan agik sar1 renkli plazma ile en alt tabakada olan eritrositlerin
arasinda trombosit ve beyaz kiireler tarafindan olusturulan ince bir ara tabaka (buffy coat)
izlendi (Sekil 13). Uzerindeki plazmayla beraber bu ara tabaka ayri bir tiipe alind1. Plazma ve
trombositleri iceren bu tiip ikinci kez 480g devirde 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu
islem sonunda Onceki santrifiij sayesinde ayristirilan trombosit ve plazmaya karisan
eritrositlerin dibe ¢Oktiigii, trombositlerin eritrositlerin iizerinde yine beyaz ince bir tabaka
olusturdugu, trombositten fakir plazmanin en {istte toplandigi goriildi (Sekil 14). Olusan
trombosit konsantresi ve trombosit fakir plazma (fibrin yapistirici= FY) ayristirtlip farkl
tiiplere alindi. Bu arada her iki tavsan icin tam kan sayimlar1 yapilip, trombosit sayilar1 213

K/uL ve 252 K/uL olarak bulundu. Trombosit konsantresi 900 K/uL olacak sekilde FY ile
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seyreltildi. Boylelikle hazirlanan TZP’de trombosit oran1 normal kana gore 3,8 kat konsantre

edilmis oldu.

) T

Sekil 13: Trombosit zengin plazmanin hazirlanmasi. a) Dondr sicanlardan elde edilen ve
antikoagiilan soliisyon ilave edilen kan; b) Ilk santrifiij sonrasi plazma ve kirmizi kan
hiicreleri arasinda trombositler ve lokositlerin olusturdugu ince tabaka (isaretli alan); c)

Plazmanin uzaklastirilmasindan sonra ara tabakanin goriiniimii.
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 THROMBIN
E:“:I 4.21.5)

Sekil 14: Trombosit zengin plazma ve fibrin yapistiricimin hazirlanmasi. a) Ikinci santrifiij
islemi sonrasinda iki tabaka arasinda yer alan trombosit konsantresi (ok) b) FY’nin
uzaklastirilmasindan sonra eritrositler ve trombosit konsantresi (ok) ¢) TZP’nin aktive

edilmesi i¢in kullanilan sigir kaynakli trombin preparati.

Elde edilen trombosit zengin plazma, icerisinde l6kositleri de barindirdigindan ve
calisma kapsaminda her bir denege otolog tiriin kullanim1 miimkiin olmadigindan graft versus
host reaksiyonunu azaltmak amaciyla 1sinlama islemine alindi ve 25 Gy 1sinlanarak lenfosit
inaktivasyonu saglandi.

Trombosit zengin plazma, sigir kaynakli trombin preperati (Thrombin, Sigma-Aldrich,
Almanya) ile aktive edildi. 1000 {inite/ml oraninda trombin igeren toz {iriin, 10 ml %10’ luk
kalsiyum kloriir ile karistirilarak 100 iinite/ml oraninda trombin soliisyonu elde edildi.

Calisma sirasinda TZP’nin 1 ml’sine 10 {inite trombin soliisyonu ilave edilerek aktif

hale gegmesi ve ortama biiylime faktorlerinin salinimi saglandi.
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CERRAHI TEKNIK

Deneklere, %2’lik Ksilazin hidrokloriir (Rompun)® 4 mg/kg IM ve %10’luk Ketamin
hidroklorid (Alfamine®™) 50 mg/kg IM ile anestezi verildi. Deneklerin tamamina proflaksi
amaciyla, ameliyattan 1 saat dnce ve 12 saat sonra 50 mg/kg seftriakson IM enjeksiyonu
yapildi. Tim ameliyat sahasi, her iki hemikraniyumu icine alacak sekilde kulaklara kadar tras
edildi. Povidone iyodin (%10) ile cerrahi alan temizligi sonrasinda uygun steril alan ortiimii

yapildi (Sekil 15).

Sekil 15: Cerrahiye hazirlik (A) Ameliyat sahasi, her iki hemikraniyumu igine alacak sekilde
kulaklara kadar tras edildi. (B) Povidone iyodin (%10) ile cerrahi alan temizligi sonrasinda

uygun steril alan ortimi yapildi.
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15 numara bistiiri ile kraniyal yumusak doku orta hat sagital insizyon ile periost dahil
olacak sekilde kesildi. Yumusak doku subperiostal plandan her iki yana devrildi ve her iki
hemikraniyum tamamen goriilecek sekilde ekartorler yerlestirilip, ameliyat sahasi hazirlandi.
Her iki paryetal kemikte orta hatti gegmeyecek sekilde, sablon yardimi ile 1,5 cm capli birer
daire ¢izildi. Cizime uygun olarak 2 mm capl freze uclar kullanilarak, kraniyumda tam kat
kritik biiyiikliikte kemik defektleri olusturuldu. islem sirasinda duramater ve orta hatta sagital
sinlis hasar1 olusturmamaya Ozellikle dikkat edildi. Cerrahi alam1 kemik toz ve artiklarindan

temizlemek amaciyla saha serum fizyolojik ile irrige edildi (Sekil 16).

Sekil 16: Kritik boyutta kemik defektinin hazirlanisi (A) Periosteum dahil orta hat insizyonu
yapilip, perikondrium elevatdrii yardimiyla subperiosteal disseksiyon yapildi. (B) Yumusak
doku subperiosteal plandan her iki yana devrildi ve her iki hemikraniyum tamamen goriilecek

sekilde ekartorler yerlestirilip, ameliyat sahast hazirlandi.
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Sekil 16’nin devami: Kritik boyutta kemik defektinin hazirlanisi (C) Her iki paryetal kemikte
orta hatt1 gegmeyecek sekilde, sablon yardimi ile 1,5 cm c¢apli birer daire ¢izildi (D, E, F)
Cizime uygun olarak 2 mm c¢aph freze uclari ve perikondrium elevatorii kullanilarak,

kraniyumda tam kat kritik boyutta kemik defektleri olusturuldu.
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Daha sonra olusturulan her bir defekte asagida belirtilen maddeler, belirtilen oranlarda

uygulandi. (Sekil 17)

Grup 1 (n=8): Kontrol grubu — 0,5 ml serum fizyolojik
Grup 2 (n=8): Trombin soliisyon grubu — 0,5 ml serum fizyolojik
_|_

0,05 ml trombin soliisyonu

Grup 3 (n=8): Fibrin yapistiric1 grubu — 0,5 ml trombosit fakir plazma
+

0,05 ml trombin soliisyonu

Grup 4 (n=8): Trombosit zengin plazma grubu — 0,5 ml trombosit zengin plazma
+

0,05 ml trombin soliisyonu

Trombin soliisyonunun hacim olarak ¢ok kiiciik miktarlarda uygulanmasi
gerektiginden ve standardizasyonun tam saglanabilmesi amaciyla tiim maddeler mikropipet
yardimiyla uygulandi. Her denek i¢in kesiler kapanmadan 6nce, trombosit zengin plazma ve
fibrin yapistiricinin defekt digina tasmadan pihtilasabilmesi i¢in, 5 dakika siire ile beklenildi.
Daha sonra periost ve cilt 4-0 “polyglycolic acid” igerikli eriyen dikis ipi (Vicryl - Johnson

and Johnson) ile iki tabaka halinde kapatildi (Sekil 18).
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Sekil 17: Olusturulan kemik defektine mikropipet yardimiyla trombosit zengin plazma
uygulanmasi. (A) 0,5 ml trombosit zengin plazma uygulanmasi (B) takiben 0,05 ml trombin
soliisyonu uygulanmasi (Her denek trombosit zengin plazma ve fibrin yapistiricinin defekt

disina tagsmadan pihtilasabilmesi i¢in, 5 dakika siire ile beklenidi.)

Sekil 18: Periost ve cilt 4-0 “polyglycolic acid”
icerikli eriyen dikis ipi ile iki tabaka halinde

kapatildi.

Denekler ayildiktan sonra ikiserli gruplar hOalinde kafeslere alindi ve standart bakim
kosullar1 saglandi. Calismanin ilk haftasinda kontrol grubundan 1, trombin solusyon
grubundan 2, fibrin yapistirict grubundan 2 olmak {izere toplam 5 denek calisma dis1 birakildi.
Bunlardan 2 denek cerrahi sahada enfeksiyon, 3 denek de 6liim nedeniyle ¢alisma dis1 kaldi.
Bu deneklerin yerine ayni islemlerin gerceklestirildigi yeni tavsanlar konularak gruplarin

planlanan sayilar1 korundu.
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Her gruptaki deneklerin yaris1 (4’er denek) 4. hafta sonunda, diger yaris1 da 16. hafta
sonunda  %2’lik Ksilazin hidrokloriir (Rompun)® 30 mg/kg iIM ve %10’luk Ketamin
hidroklorid (Alfamine™) 70 mg/kg IM enjekte edilerek sakrifiye edildi. Daha sonra eski orta
hat sagital insizyon skarindan girilip, kavum kranii’nin tavanini olusturan kemik yap1 her iki

defekti genis sinirla igine alacak sekilde tek parca olarak c¢ikarildi (Sekil 19).

Sekil 19: Her gruptaki deneklerin yaris1 (4’er denek) 4. hafta sonunda, diger yaris1 da 16.
hafta sonunda sakrifiye edildi. (A) Daha sonra eski orta hat sagital insizyon skarindan girilip,
(B) kavum kranii’nin tavanini olusturan kemik yap1 her iki defekti genis sinirla i¢ine alacak

sekilde tek parca olarak cikarildi.
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DEGERLENDIRME YONTEMLERI
A. GENEL DEGERLENDIRME

Calismaya dahil edilen deneklerin, deney siiresince genel saglik durumlari, operasyona
bagli ndrolojik sekelleri ve yara bolgesinde izlenen degisiklikler kaydedildi.
B. RADYOLOJiK DEGERLENDIRME
Defekt alam degerlendirme

Alan degerlendirme her denek i¢in ameliyattan hemen sonra (0.hafta) ve gruptaki
deneklerin yarisi i¢in 4. hafta sonunda, diger yarisi i¢in de 16. hafta sonunda bilgisayarh
tomografi (GE CTI, General Electric Inc, ABD) yardim ile gerceklestirildi. Her defekt i¢in 1
mm’lik dilimler seklinde elde edilen iki boyutlu koronal kesitler, ii¢ boyutlu goriintii elde
etmek icin kullamldi. Alan dlciimleri aym cihazda, ii¢ boyutlu goérintiiler iizerinde, mm?®
cinsinden sonug elde edilecek sekilde, grup hakkinda bilgilendirilmeyen radyolog tarafindan
yapildi. Ameliyattan hemen sonra (0. hafta) olusturulan defektlerin alanlar1 agisindan gruplar
arasinda anlamli fark olup olmadigi, 4. ve 16. haftalarda defekt alanlar1 agisindan gruplar
arasinda fark olup olmadig istatistiksel olarak degerlendirildi.

Ayrica her denek icin ameliyattan hemen sonra (0.hafta) Olciilen alana gore 4. ve 16.
haftalardaki alanlarin yiizde cinsinden oranlar1 kaydedildi. Dordiincii ve 16. hafta i¢in gruplar

arasinda bu yiizde oranlar acisindan istatistiksel fark olup olmadig1 degerlendirildi.

Sekil 20: Kemik defekt alanlar ii¢ boyutlu
bilgisayarl1 tomografi goriintiileri iizerinde,

bilgisayar ortaminda 6l¢iildii.
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Kemik yogunlugu degerlendirme

Kemik iyilesme kalitesini gosteren kriterlerden biri olan kalsifikasyonu, diger bir
deyisle yeni olusan kemik yogunlugunu radyolojik goriintiilerde, bilgisayar ortaminda
degerlendirmek miimkiin olmaktadir. Bu amagcla yapilan 6l¢timler, bilgisayarli tomografi i¢in
Hounsfield tinitesi (HU) olarak tespit edilmektedir. Hava -1000 HU, su 0 HU ve kemik 1000
HU olarak kabul edilmekte, dlgiilen alanin yogunlugu ise bu degerlere dayanarak nisbi bir
deger olarak verilmektedir.

Yogunluk degerlendirmesi, kemik iyilesmesinin evreleri géz 6niinde bulundurularak,
sadece 16. hafta tomografik goriintiilerinde degerlendirildi. Her defekt i¢in kemik
tyilesmesinin iyi goriintiilendigi 5 koronal kesit se¢ildi. Grup hakkinda bilgilendirilmeyen
radyolog tarafindan, her kesitte yer alan iki kenardan birer 6l¢iim yapildi. Her bir defekt i¢in
elde edilen toplam 5 degerin mediani, o defektte olusan yeni kemigin HU cinsinden

yogunlugu olarak kabul edildi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sekil 21: Kemik yogunlugu iki boyutlu
koronal kesitlerde, yeni kemik olusum

bolgesinden 6l¢iildii.




50

C. HISTOLOJiK DEGERLENDIRME

Dordiincii ve 16. haftalarda deneklerin sakrifiye edilmesinden sonra alinan tek parca
kemik Ornekleri tespit amaciyla, %10’luk formaldehit solusyonunda, oda sicakliginda 72 saat
bekletildi. Tespit sonrasinda, demineralizasyon amaciyla %10’luk EDTA (Etilen diamin-tetra
asetik asit)’l1 dekalsifikasyon soliisyonunda 2 ay stireyle bekletildi. Bu siirede giinliik olarak
soliisyonlar yenilendi.

EDTA’l1 dekalsifikasyon soliisyonu, hassas ve nétral pH’da calisan bir soliisyondur ve
asit sollisyonlara gore daha yavas ancak daha kontrollii bir dekalsifikasyon saglar. Asidik
sollisyonlara gore doku morfolojisini daha iyi korur ve boyama gii¢liiklerine neden olmaz. Bu
nedenle, hiicresel morfoloji ve ayrintilarin 6nemli oldugu, enzim calismasi yapilacak ancak
zaman sorunu olmayan durumlarda tercih edilir. Siv1 sekilde hazirlanan soliisyon asitlerden
farkli olarak, EDTA hidroksiapatit kristalinin dis kabugundaki kalsiyum iyonlara sirayla
baglanir, selazyonla hidroksiapatit kristalini fiziksel olarak kiigiiltiir ve demineralizasyonu
gergeklestirir.

Dekalsifikasyon saglandiktan sonra, her bir defekt ¢evre saglam doku ile birlikte tek bir
parafin bloga sigacak sekilde kemik segmentler hazirlandi. Dehidratasyon ve parafinizasyon
islemleri tamamlandiktan sonra, kemik segmentleri parafin bloga, kesit ylizeyine paralel
olacak sekilde gomiildii. Hazirlanan bloklarin degisik seviyelerinden 4-5 pm kalinliginda elde
edilen 6 kesitten 4’{i Hematoksilen Eozin, 2’si ise Masson Trikrom boyasi ile boyandi. Her iki
boyama i¢in iyilesme hattinin en iyi degerlendirildigi birer preparat secildi ve bu preparatlar
histolojik degerlendirilmede kullanildi. Ornekler bilgisayar ortamima veri aktarimini saglayan

Leica DM 4000 djjital 151k mikroskobu (Leica Microsystems, Almanya) ile goriintiilendi.
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Iyilesme bolgesi histolojik olarak incelendikten sonra, iyilesme durumu, incelenilen
preparatin ait oldugu grup hakkinda bilgilendirilmeyen tecriibeli bir histolog tarafindan
evrelendirildi. Evrelemede birincil trabekiil olusumu, ikincil trabekiil olusumu, damarlanma,
kemik iligi ve bag dokusu goz oniine alindi. Bu parametreler her bir defekt i¢cin 0 (yok), 1
(az), 2 (orta), 3 (cok) olacak sekilde puanlandi. Her grup i¢in elde edilen 4. ve 16. hafta

degerleri istatistiksel olarak karsilagtirildi.

D. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Degerlendirilen tiim parametrelerden elde edilen veriler, istatistiksel degerlendirme igin
SPSS for Windows v.13.0 programina (Statistical Package for the Social Sciences, Chicago,
IL) aktarildi. Tiim verilerin ortalama ve standart sapmalar1 (SS) hesaplandi. ikiden fazla
grubun karsilastirmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanild1 ve p<0,05 anlamli kabul
edildi. Parametrelerin ikili kargilastirmasi bagimsiz degiskenler i¢in ¢ift yonlii non-parametrik
bir test olan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney-U testi kullanilarak yapildi.
Degerlendirmede 4 grubun ikili karsilastirmalart yapildigindan, p<0,05 degeri dorde
boliinerek Bonferroni diizeltmesi yapildi ve p<0,0125 anlamli kabul edildi.

Histolojik parametreler Ki-kare testi ile degerlendirildi ve p<0,05 anlaml kabul edildi.
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BULGULAR

A. GENEL DEGERLENDIRME BULGULARI

Caligmanin ilk haftasinda Grup I’den 1, Grup II’den 2, Grup III’den 2 olmak iizere toplam
5 denek calisma dis1 birakildi. Bunlardan 2 denek cerrahi sahada enfeksiyon, 3 denek de 6liim
nedeniyle calisma dis1 kaldi. Bu deneklerin yerine aym islemlerin gergeklestirildigi yeni
tavsanlar konularak gruplarin planlanan sayilar1 korundu. Diger tavsanlarda ameliyata ikincil
gelisen yara yeri enfeksiyonu, deri nekrozu, kil donmesi, norolojik sekeller ya da baska bir

komplikasyon izlenmedi.

B. RADYOLOJiK DEGERLENDIRME BULGULARI
Defekt alam degerlendirme bulgular:

Ameliyatta olusturulan (0. hafta) ve alan Ol¢limleri yapilan defektler gruplar arasinda
karsilagtirildi. Her grup igin olusturulan 16’sar defektin ortalamalari; Grup I’de 171,443,6
mmz, Grup II’de 172,4+3,7 mmz, Grup III’de 171,243,5 mm?’ ve Grup IV’te 171,6£3,6 mm?
olarak tespit edildi. Gruplar arasinda cerrahi ile olusturulan kemik defekt alanlar1 agisindan

istatistiksel fark olmadig1 saptandi. (p=0,937) (Kruskal-Wallis) (Sekil 22)
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mm2
171.443.6 172.443.7 171.243.5 171.6+3.6
180=—
170=—
160=—
150=—
n=16 n=16 n=16 n=16
| | | | | |
1 2 4 grup
Kontrol Trombin FY TZP

Sekil 22: Gruplarin ameliyatta olusturulan (0. hafta) ortalama defekt alanlar1 agisindan
karsilastirilmasi. Gruplar arasinda istatistiksel anlamhi fark saptanmadi (p=0,937) (Kruskal-

Wallis).

Dordiincii hafta sonunda her gruptan sakrifiye edilen 4’er denekte olusturulmus 8’er
defekt alani, ii¢ boyutlu tomografik goriintii {izerinde hesaplandi. Her grup i¢in 8’er defektin
ortalamalari; Grup I’de 169,5+3,4 mmz, Grup II’de 172,4+6,1 mmz, Grup III’de 165,9+5,7
mm® ve Grup IV’te 162,1+6,9 mm?® olarak tespit edildi. Coklu karsilastirmada alanlar
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmasina ragmen, ikili
karsilastirmalarda farkin hangi gruplardan kaynaklandigi saptanamadi. (p=0,33) (Kruskal-
Wallis) Istatistiksel olarak anlaml1 olmasa da Grup III ve Grup IV te dl¢iilen alanin, Grup I ve

II’ye gore daha diisiik oldugu gozlendi. Ozellikle Grup I ile Grup IV (p=0,051); Grup II ile
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Grup III (p=0,058) ve Grup IV (p=0,015) arasindaki fark daha ¢ok dikkat ¢cekmekte idi. Grup

III ve Grup IV’te ise alanlar birbirine benzerdi (p=0,247) (Bonferoni diizeltmeli Mann-

Whitney U) (Tablo 3) (Sekil 23) (Sekil 25).

Tablo 3: Dordiincii haftada sakrifiye edilen deneklerin 0. ve 4. haftada 6lciilen kemik defekt

alanlar1 (mm?)

5 o GRUP
=~ I | 1l III | |\
= 0. hafta | 4. hafta | 0. hafta | 4. hafta | 0. hafta | 4. hafta | 0. hafta | 4. hafta
1 Sag 174 172 177 178 171 171 169 160
Sol 170 170 170 171 178 170 170 153
) Sag 173 168 169 166 169 163 169 160
Sol 168 166 167 164 170 166 177 171
3 Sag 170 165 177 182 174 172 174 170
Sol 170 172 176 176 177 168 173 169
4 Sag 169 168 174 173 167 162 166 158
Sol 175 175 168 169 170 155 168 156
Ort 171,1+ | 169,5+ | 1723+ | 1724+ | 172,0+ | 165,9+ | 170,8+ | 162,1+
2,5 3,4 4.2 6,1 3,9 5,7 3,6 6,9
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mm2
169.5+3.4 172.4+6.1 165.9+5,7 162.1+6.9
180=—
170=—
160=—
150=—
n=8 n=8 n=8 n=38
| | | | | | | |
1 2 3 4 grup
Kontrol Trombin FY TZP

Sekil 23: Gruplarin 4. hafta sonunda sakrifiye edilen deneklerde ortalama defekt alanlari
acisindan karsilastirilmasi. Coklu karsilastirmada gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmasina ragmen, ikili karsilastirmalarda farkin hangi gruplardan kaynaklandigi
saptanamadi (p=0,33) (Kruskal-Wallis).

Grup I ile IT arasinda fark bulunamadi (p=0,317) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup I ile III arasinda fark bulunamadi (p=0,204) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup I ile IV arasinda fark bulunamadi (p=0,051) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup II ile III arasinda fark bulunamadi (p=0,058) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup Il ile IV arasinda fark bulunamadi (p<0,015) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup III ile IV arasinda fark bulunamadi (p=0,247) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
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Onaltinct hafta sonunda her grupta kalan 4’er denekte bulunan 8’er defekt alani incelendi.
Her grup icin 8’er defektin ortalamalari; Grup I’de 162,9+4,6 mm”, Grup II’de 165,9+4,2
mm?, Grup II’de 157,1+5,5 mm* ve Grup IV’te 154,8+6,8 mm?” olarak tespit edildi. Alanlar
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. (p<0,01) (Kruskal-Wallis)
Ikili karsilastirmalarda farkin Grup II ile Grup III ve Grup IV arasinda oldugu tespit edildi.
(p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U) Grup I ile Grup III (p=0,073) ve Grup IV
(p=0,023)arasinda anlaml fark tespit edilemedi. Grup IIl ve Grup IV ise benzer alanlara

sahipti (p=0,494) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U) (Tablo 4) (Sekil 24) (Sekil 25).

Tablo 4: Onaltinc1 haftada sakrifiye edilen deneklerin 0. ve 4. haftada 6l¢iilen kemik defekt

alanlar1 (mm?)

= GRUP
% 2 I 11 | 111 | vV
[ 16. 16. 16. 16.
0. hafta hafta 0. hafta hafta 0. hafta hafta 0. hafta hafta
5 Sag 176 159 174 172 167 149 174 152
Sol 178 170 168 161 171 153 169 158
6 Sag 168 162 171 166 169 160 166 155
Sol 169 160 177 169 170 158 171 148
7 Sag 166 162 169 161 169 151 175 143
Sol 174 164 170 162 177 165 174 163
8 Sag 175 169 174 167 168 160 177 162
Sol 167 157 177 169 173 161 169 157
Ort 171,6+ | 162,9+ | 172,5+ | 1659+ | 1705+ | 157,1 | 171,9+ | 154,8+
4,6 4.6 3,5 4.2 3,2 5,5 3,7 6,8
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mm2
180—
162.9+4.6 165.9+4.2 157.1£5.56 154.8+6.8
170—
160—
150=—
n=38 n=8 n=8 =
| | | | | | | |
1 2 3 4 grup
Kontrol Trombin FY TZP

Sekil 24: Gruplarin 16. hafta sonunda sakrifiye edilen deneklerde ortalama defekt alanlari
acisindan karsilastirilmasi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi. (p<<0,01)
(Kruskal-Wallis)

Grup I ile IT arasinda fark bulunamadi (p=0,245) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup I ile III arasinda fark bulunamadi (p=0,073) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup I ile IV arasinda fark bulunamadi (p=0,023) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup II ile IIT arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup II ile IV arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup III ile IV arasinda fark bulunamadi (p=0,494) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
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0. hafta

@ 4. hafta

316. hafta

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Trombin) (FY) (TZP)

Sekil 25: Gruplardaki deneklerin 0., 4. ve 16. hafta sonunda ortalama defekt alanlarinin tek

grafikte toplu goriiniimii

Ameliyatta olusturulan (0. hafta) ortalama defekt alanlar1 agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,937) (Kruskal-Wallis).

4. hafta sonunda sakrifiye edilen deneklerde ortalama defekt alanlar1 agisindan ¢oklu

karsilagtirmada gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmasina ragmen,

ikili karsilagtirmalarda farkin hangi gruplardan kaynaklandigi saptanamadi (p=0,33)

(Kruskal-Wallis).

16. hafta sonunda sakrifiye edilen deneklerde ortalama defekt alanlari agisindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark saptandi (p<0,01) (Kruskal-Wallis).

Yapilan ikili kargilagtirmalarda farkin Grup II ile III ve Grup II ile IV arasinda oldugu

saptandi (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U) .
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Her denek i¢in ameliyattan hemen sonra (0.hafta) 6lciilen alana gore 4. haftadaki alanlarin
yiizde cinsinden oran ortalamalar1 Grup I i¢in % 99,1+1.4, Grup II i¢in % 100,1+1,5, Grup III
icin % 96,4+2)7 ve Grup IV icin % 94,9+2.6 olarak saptandi. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede gruplar arasinda anlamli fark saptandi. (p<0,01) (Kruskal-Wallis) ikili
karsilastirmalarda farkin Grup I ile Grup IV, Grup II ile Grup III ve Grup IV arasinda oldugu
saptandi. (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U). Grup III ve IV arasinda anlamli
fark saptanamadi (p=0,247) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U) (Tablo 5) (Sekil 26)

(Sekil 28).

Tablo 5: Dordiincli haftada sakrifiye edilen deneklerin, ameliyattan hemen sonra (0.hafta)

Olctilen defekt alanina gore 4. haftadaki defekt alanlarinin yiizde orani (%)

= GRUP

QO

=27z

o I I I v
1 Sag 98,9 100,6 100,0 94,7

Sol 100,0 100,6 95,5 90,0
) Sag 97,1 98,2 96,4 94,7

Sol 98,8 98,2 97,6 96,6
3 Sag 97,1 102,8 98,9 97,7

Sol 101,2 100,0 94,9 91,7
4 Sag 99,4 99,4 97,0 95,2

Sol 100,0 100,6 91,2 92,9
Ort 99,1+1,4 100,1%1,5 96,4427 94,9+2.6
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%
110
99,1+1.4 100.1+1.5 96.4+2.7 94,9+2.6
T —
90—
n=38 n=38 n=38 n=38
80 | | | |
1 2 3 4 grup
Kontrol Trombin FY TZP

Sekil 26: Gruplarin ameliyattan hemen sonra (0.hafta) ol¢iilen defekt alanina gore 4.
haftadaki defekt alanlarinin yiizde oran ortalamalar1 agisindan karsilastirilmasi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. (p<0,01) (Kruskal-Wallis)

Grup L ile IT arasinda fark bulunamadi (p=0,223) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup I ile IIT arasinda fark bulunamadi (p=0,031) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup lile IV arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup I ile III arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup Il ile IV arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup Il ile IV arasinda fark bulunamadi (p=0,247) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
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Ameliyattan sonra (0.hafta) ol¢iilen alana gore 16. haftadaki alanlarin yiizde cinsinden
oran ortalamalar1 ise Grup I i¢in %94,9+2,2, Grup Il i¢in %96,2+1,3, Grup III i¢in %92,1£2,5
ve Grup IV i¢in %90,1+4,4 olarak saptandi. Gruplar arasinda anlamli fark tespit edimesi
tizerine (p<0,01) (Kruskal-Wallis), yapilan ikili karsilagtirmalarla farkin Grup I ile Grup 1V,
Grup II ile Grup III ve Grup IV arasinda oldugu belirlendi. (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli
Mann-Whitney U). Grup III ve IV arasinda, 4 hafta alan-oran sonuglarinda oldugu gibi,
anlaml fark saptanamadi (p=0,247) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U) (Tablo 6)

(Sekil 27) (Sekil 28).

Tablo 6: Onaltinc1 haftada sakrifiye edilen deneklerin, ameliyattan hemen sonra (0.hafta)

Olciilen defekt alanina gbre 16. haftadaki defekt alanlarinin yiizde orani (%)

= GRUP

QO

=27z

[ I I I v
5 Sag 90,3 98,9 89,2 87,4

Sol 95,5 95,8 89,5 93,5
6 Sag 96,4 97,1 94,7 934

Sol 94,7 95,5 92,9 86,6
7 Sag 97,6 95,3 89,3 81,7

Sol 94,3 95,3 93,2 93,7
8 Sag 96,6 96,0 95,2 91,5

Sol 94,0 95,5 93,1 92,9
Ort 94,9422 96,2+1,3 92,142,5 90,1+4,4
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%

110
100= 94,9+2.2 96,2+1.3 92.1+£2.5 90,1+4.4

90—

n=8 n=8 n=8 =
80 ] ] ] ||
1 2 3 4 grup
Kontrol Trombin FY TZP

Sekil 27: Gruplarin ameliyattan hemen sonra (0.hafta) Olgiilen defekt alanina gore 16.
haftadaki alanlarinin yiizde oran ortalamalari agisindan karsilastirilmasi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. (p<<0,01) (Kruskal-Wallis)

Grup L ile IT arasinda fark bulunamadi (p=0,292) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup I ile IIT arasinda fark bulunamadi (p=0,024) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup lile IV arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup I ile III arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup Il ile IV arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup IIl ile IV arasinda fark bulunamadi (p=0,431) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
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100- @4/0 hafta

316/0 hafta

Y%

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Trombin) (FY) (TZP)

Sekil 28: Gruplardaki deneklerin ameliyattan hemen sonra (0.hafta) 6lciilen defekt alanina
gore 4. ve 16. haftadaki alanlarinin yiizde oran ortalamalarinin tek grafikte toplu goriiniimii

e Ameliyattan hemen sonra (0.hafta) dlgiilen defekt alanina gore 4. haftadaki defekt
alanlarinin yiizde oran ortalamalar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi (p<0,01) (Kruskal-Wallis). Yapilan ikili karsilagtirmalarda farkin
Grup I ile IV, Grup II ile III ve Grup II ile IV arasinda oldugu saptandi (p<0,01)
(Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

e Ameliyattan hemen sonra (0.hafta) Olclilen defekt alanina gore 16. haftadaki
alanlarinin ytlizde oran ortalamalar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel anlaml fark
saptand1 (p<0,01) (Kruskal-Wallis). Yapilan ikili karsilastirmalarda farkin Grup I ile
IV, Grup II ile IIT ve Grup II ile IV arasinda oldugu saptandi (p<0,01) (Bonferoni

diizeltmeli Mann-Whitney U).
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Kemik yogunluk degerlendirme bulgulari

Yeni olusan kemigin yogunlugunu, 16. hafta sonunda tiim gruplardaki 4’er denekteki,
toplam 8‘er defekt i¢in belirlendi. Grup I’de ortalama deger 229,5+34,4 HU, Grup II’de
222,0+66,7 HU, Grup III’de 336,1+63,3 HU ve Grup IV’te 383,6+60,0 olarak tespit edildi.
Gruplar arasinda anlaml fark tespit edimesi iizerine (p<0,01) (Kruskal-Wallis), yapilan ikili
karsilastirmalarla farkin Grup I ile Grup III ve Grup IV, Grup II ile Grup III ve Grup IV
arasinda oldugu belirlendi (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U). Grup I ile Grup
IT ( p=0,674) ve Grup III ile Grup IV (p=0,208) arasinda anlamli fark saptanmadi (Tablo 7)

(Sekil 29).

Tablo 7: Onaltinci haftada sakrifiye edilen deneklerin, yeni olusmus kemik doku

yogunluklar1 (HU)

= GRUP

. QO

=27z

2 | 1I 111 v
5 Sag 219 162 426 463

Sol 244 273 246 371
6 Sag 275 312 286 485

Sol 206 148 407 352
7 Sag 196 168 348 330

Sol 258 207 342 391
3 Sag 259 309 276 354

Sol 179 197 358 323
Ort 229,5+34.4 222,0+66,7 336,1+63,3 383,6+60,0
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HU
229,5+34.4 222,0+66,7 336,1+63.3 383.6+60.0
400=
300=—
200=
n=38 n=38 n=38 n=38
1 1 1 |
1 2 3 4 grup
Kontrol Trombin FY TZP

Sekil 29: Gruplarin 16. hafta sonunda yeni olugmus kemigin yogunluk ortalamalar1 a¢isindan
karsilastirilmasi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p<0,01) (Kruskal-
Wallis) .

Grup L ile IT arasinda fark bulunamadi (p=0,674) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
Grup I ile IIT arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup L ile IV arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup Il ile III arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup Il ile IV arasinda fark bulundu (p<0,01) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).

Grup IIl ile IV arasinda fark bulunamadi (p=0,208) (Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U).
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C. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME BULGULARI
Histolojik evreleme bulgular:

Histolojik evrelemede kullanilan 5 parametre, 4. ve 16. haftalarda sakrifiye edilen
denekler i¢in gruplar arasinda karsilastirildi. Buna gore; ilk parametre olan birincil kemik
trabekiil olusumu agisindan gruplar arasinda 4. haftada istatistiksel olarak anlamli fark
saptanirken (p=0,017) (Ki-kare), 16. haftada istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilemedi.
(p=0,054) (Ki-kare) Birincil kemik trabekiilleri 4. haftada Grup I ve Grup II’ye gore Grup III
ve Grup IV’te daha fazla oldugu izlendi. Istatistiksel olarak anlaml fark saptanamasa da, 16.

haftada birincil kemik trabekiilleri Grup III ve Grup IV’e gore Grup I ve Grup II’de daha fazla

izlendi (Sekil 30).
100- 100+
90+ 90+
80+ 80+
70- 70+
60+ 60+
% 50- W3| 9% 50- us3
40- @2 40- @2
30- |1 304 |1
204 0o 204 ao
104 104
0- T T T 0 T T T
Grupl Grupll Gruplll Grup IV Grupl Grupll Gruplll Grup IV
A B

Sekil 30: Gruplarin birincil kemik trabekiil olusumu agisindan karsilastirilmas: [Renkler

histolojik evreleme puanlarini temsil etmekte: 0 (yok) M 1 (az) ™ 2 (orta) Il 3 (¢ok) ]

(A) 4. haftada gruplar arasinda fark bulundu (p=0,017) (Ki-kare).
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(B) 16. haftada gruplar arasinda fark bulunamadi (p=0,054) (Ki-kare).

Ikincil kemik trabekiileri agisindan degerlendirildiginde, hem 4. haftada (p<0,01) (Ki-
kare), hemde 16. haftada (p=0,028) (Ki-kare) istatistiksel olarak anlamli fark saptandi.
Ddérdiincii hafta sonunda, Grup I ve Grup II’de hig ikincil kemik trabekiiliine rastlanmazken,
Grup IV’te Grup III’e gore daha fazla tespit edildi. Onalt1 hafta sonunda da Grup III ve Grup

IV°de, Grup I ve II’ye gore daha fazla ikincil kemik trabekiilii izlendi (Sekil 31).

100+ 100+
90 90+
80+ 80+
70 70+
60 60+
% 504 B3| o 501 m3
401 @2 40- o2
30- |1 30- |1
20- 0o 20- ao
104 104
0 T T T 0 T T T
Grup |l Grup I:AGrup il Grup IV Grup | Grupil3 Grup lll Grup IV

Sekil 31: Gruplarin ikincil kemik trabekiil olusumu agisindan karsilastirilmasi [Renkler

histolojik evreleme puanlarini temsil etmekte: 0 (yok) M 1 (az) ™ 2 (orta) l 3 (¢ok) ]

(A) 4. haftada gruplar arasinda fark bulundu (p<0,01) (Ki-kare).

(B) 16. haftada gruplar arasinda fark bulundu (p=0,028) (Ki-kare).
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Gruplar histolojik olarak damarlanma agisindan karsilastirildiginda; gruplar arasinda hem
4. hafta i¢in (p=0,058) (Ki-kare), hemde 16. hafta i¢in anlamli fark saptanamadi (p=0,721)
(Ki-kare). Dordiincti hafta sonunda damarlanma Grup III i¢in; istatistiksel olarak anlamli
olmasa da, diger gruplardan fazla izlenirken, Grup I, Grup II ve Grup IV benzer damarlanma
gostermekte idi. Onaltinci hafta sonunda ise 4 grupta birbirine benzer damarlanma

gostermekte idi (Sekil 32).

100- 100-
90- 90-
80- 80-
70- 70-
60- 60-
% 501 E3| 9 50 |3
404 m2 404 m2
304 m1 304 m1
004 oo 204 oo
10- 10-
0 0

Grupl Grupll Gruplll Grup IV Grupl Grupll Gruplll Grup IV
A B

Sekil 32: Gruplarin damar olusumu agisindan karsilagtirilmasi [Renkler histolojik evreleme
puanlarini temsil etmekte: 0 (yok) Ml 1 (az) ™ 2 (orta) l 3 (gok) ]

(A) 4. haftada gruplar arasinda fark bulunamadi (p=0,058) (Ki-kare).

(B) 16. haftada gruplar arasinda fark bulunamadi (p=0,721) (Ki-kare).
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Kemik iligi olusumu agisindan 4. hafta sonunda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamlh fark saptanirken (p<0,01) (Ki-kare), 16. hafta sonunda bu fark tespit edilemedi
(p=0,060) (Ki-kare). Dordiincii hafta sonunda 6zellikle Grup IV’te, daha az olmakla birlikte
Grup III’te kemik iligi olusumunun daha fazla oldugu izlendi. Onaltinc1 hafta sonunda ise,
istatistiksel olarak anlamli olmasa da, Grup III ve Grup IV’te diger iki gruba gore daha fazla

kemik iligi olusumu gozlendi (Sekil 33).

100+ 100+
90 90+
80+ 80+
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Sekil 33: Gruplarin kemik iligi olusumu agisindan karsilastirilmasi [Renkler histolojik

evreleme puanlarini temsil etmekte: 0 (yok) 1 (az) M 2 (orta) Il 3 (¢ok) ]

(A) 4. haftada gruplar arasinda fark bulundu (p<0,01) (Ki-kare).

(B) 16. haftada gruplar arasinda fark bulunamadi (p=0,060) (Ki-kare).
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Bag dokusu olusumu agisindan degerlendirildiginde ise, 4. hafta sonunda gruplar arasinda

fark saptanmazken, tiim gruplarda maksimum diizeyde bag dokusu izlendi (p>0,05) (Ki-kare).

Onaltinct hafta sonunda ise gruplar arasinda bag dokusu yogunlugu agisindan anlamli fark

saptand1 (p<0,01) (Ki-kare). Grup I ve Grup II’de daha yogun bag dokusu izlenirken, Grup III

ve Grup IV’te azaldigi tespit edildi (Sekil 34).
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Sekil 34: Gruplarin bag dokusu olusumu agisindan karsilastirilmas:t [Renkler histolojik

evreleme puanlarini temsil etmekte: 0 (yok) 1 (az) M 2 (orta) Il 3 (¢ok) ]

(A) 4. haftada gruplar arasinda fark bulunamadi (p>0,05) (Ki-kare).

(B) 16. haftada gruplar arasinda fark bulundu (p<0,01) (Ki-kare).
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Histolojik goriintiilleme bulgular:

Histolojik kesitler olusturulan defekte paralel olarak alindigindan, preparatlarin
makroskobik incelemesinde, Ozellikle Masson trikrom boyamasinda dokular kolaylikla
tanimlanabiliyordu. Ortada defekt alani, bunu ¢evreleyen bag ve yer yer yag dokusu vardi.

Bag dokusu haftalara gére degismekle birlikte, yer yer yeni olusmus trabekiilleri igermekteydi

(Sekil 35).

Sekil 35: Histolojik kesitlerin makroskobik goriintimii. Ortada defekt, dis komsulugunda bag
dokusu ve yeni olusmakta olan kemik doku, en dista da saglikli kemik dokusu izlenmektedir.
KT: Kemik trabekiilii, BD: Bag dokusu, YD: Yag dokusu, (A) Hematoksilen-Eozin (B)

Masson Trikrom



72

Dordiincii hafta sonunda sakrifiye edilen deneklerin histolojik kesitlerine bakildiginda,
tiim gruplarda yogun bir bag dokusu izlenmekteydi. Birincil kemik trabekiilleri ilk iki grupta
daha az izlenirken, Grup II ve Grup III’te daha yogundu. ikincil trabekiillere ise ilk iki grupta
rastlanmazken, Grup III’te daha az, Grup I'V’te ise nispeten daha fazla saptandi. Kemik iligi

olusumu da buna paralel olarak son grupta daha fazla idi. Damar olusumu tiim gruplarda

benzerdi (Sekil 36 - 41)

Sekil 37
Sekil 36: Yer yer birincil kemik trabekiillerinin bulundugu, kalan bolgelerde bag dokusundan
zengin goriiniim izlenmektedir (Grup I - 4. hafta) (Hematoksilen-Eozin X 100).

Sekil 37: Bag dokusundan yogun goriiniim. Nadir birincil kemik trabekiilleri izlenmektedir

(Grup II- 4. hafta) (Hematoksilen-Eozin X 40).



73

Sekil 39

Sekil 38 - 39: Grup I ve II’ye gore birincil trabekiil olusumu daha ¢ok izlenen, ¢ok az ikincil
trabekiil bulunan, bag dokusundan yogun goriiniim izlenmektedir (Grup III - 4. hafta)

(Hematoksilen-Eozin X 100).

Sekil 40: Dordiincii haftada diger gruplara gore daha yogun izlenen birincil ve ikincil
trabekiiller. Buna bagli daha yogun kemik iligi izlendi (Grup IV - 4. hafta) (Hematoksilen-
Eozin X 40).

Sekil 41: Bag dokusu i¢inde yogun izlenen kemiklesme alanlari. Kirmizi boya kemiklesme

alanlarini, yesil boya bag dokusunu gosteriyor (Grup IV - 4. hafta) (Masson Trikrom X 40).
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Onaltinci hafta sonunda sakrifiye edilen deneklerin histolojik kesitlerine bakildiginda
ise tiim gruplarda kemiklesmenin devam ettigi, birincil ve ikincil trabekiillerin azalmis bag
dokusu ile yer degistirmeye basladigi izlendi. Birincil kemik tabekiilleri, Grup I ve Grup II’de
daha yogun izlendi. Grup III ve IV’te ise birincil kemik trabekiilleri, yerlerini daha ¢ok ikincil

kemik trabekiilerine birakmaya baglamislardi. Kemik iligi de buna paralel olarak son iki

grupta daha fazla izlendi (Sekil 42 - 47).

Sekil 43

Sekil 42: Birincil ve ikincil kemik trabekiilleri izlenen, bag dokusundan 4. haftaya gore daha
fakir goriiniim izlenmektedir (Grup I - 16. hafta) (Hematoksilen-Eozin X 40).
Sekil 43: Grup I’e benzer birincil ve ikincil kemik trabekiil dagilimi izlenmekte (Grup II - 16.

hafta) (Hematoksilen-Eozin x 40).
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Sekil 44: Birincil ve ikincil kemik trabekiilleri ve arada daha az olmak iizere bag dokusu
izlenmektedir (Grup III - 16. hafta) (Hematoksilen-Eozin X 40).
Sekil 45: Birincil ve ikincil kemik trabekiilleri ve arada daha az olmak iizere bag dokusu

izlenmektedir (Grup III - 16. hafta) (Masson trikrom X 40).

Sekil 46: Yaygin ikincil kemik trabekiilleri (Grup IV - 16. hafta)(Hematoksilen-Eozin X 40).

Sekil 47: Yaygin ikincil kemik trabekiilleri (Grup IV - 16. hafta)(Masson trikrom X 40).
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TARTISMA ve SONUC

Kemik doku ile ilgilenen arastirmacilar uzun yillar, kirik iyilesmesini hizlandiracak,
kemik defektlerinin kendiliginden ve hizli bir bicimde kapanmasini saglayacak, daha biiyiik
defektlerde rekonstriiksiyon amaciyla kullanilan kemik grefti veya kemik benzeri alloplastik
maddelerin daha hizli ve daha az komplikasyonla kemikle biitlinlesmesine yardimci olacak
yontemler iizerinde c¢alismislardir. Bazi basarili sonuglar bildirilmesine ragmen, bu
caligsmalarin klinige yansimalar1 beklenen diizeyde olmamustir.

Kemik metabolizmasimin baz1 kimyasal, elektriksel ve mekanik uyarilarca
diizenlendigi, kemik iyilesmesi sirasinda trombosit, makrofaj ve fibroblastlardan bazi
peptidlerin (biiylime faktorleri) salgilandigi bilinmektedir. Bu proteinler kemik iyilesmesi
sirasindaki karmagik trafigi diizenleyerek; migrasyon, proliferasyon ve diferansiasyon ile
rezorpsiyon arasindaki hassas dengeyi yerel olarak saglamaktadirlar. Bugiine kadar yapilan
calismalarda, kemik iyilesmesinde rol alan bir¢ok kemik uyarici1 faktér tanimlanmistir. Son
yillarda rekombinant teknolojinin gelismesi, bu yolla elde edilen biiylime faktorlerinin kemik
iyilesmesi lizerine etkilerinin daha iyi ortaya konulmasina yardimer olmustur. Calismalar en
cok TGF ailesinden olan BMP’ ler {izerine yogunlasmis olmakla birlikte, TGF-3, PDGF,
FGF, VEGF ve IGF kemik iyilegsmesinde etkisi ortaya konulan diger biiylime faktorleridir.
Bunlarin deneysel ¢aligmalarla kemik iyilesme {izerine etkinligi gdsterilmis, bazilar sinirli da
olsa klinikte kullanilmig olmalarma ragmen, rutin klinik kullanima girmeleri zor

goriinmektedir. Bunun en 6nemli nedeni ise rekombinant teknolojinin pahali olmasidir. '+
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Dolagimda bulunan trombositlerin a-graniillerinde VEGF, PDGF, TGF B1 ve 2,
bFGF gibi pek cok biiylime faktorii depolanmis durumdadir. Cesitli uyaranlara karsi
trombosit aktivasyonu oldugunda bu maddeler graniillerden salinirlar. Bu bilgiye dayanarak,
rekombinant teknikle yiliksek maliyet nedeniyle yeterince kullanima girememis biiylime
faktorlerinin, maliyetinin  digiriliip, direkt kisinin kendi kanindan hazirlanmasi
amaclanmistir. Venoz kandan santrifiij edilerek ayristirilip, fibrinojen de igeren az miktar
plazma igerisinde siispansiyon haline getirilmesiyle hazirlanan trombositten zenginlestirilmis
plazmanin igerdigi trombositlerin trombinle ve kalsiyumla aktive edilmesi ilkesine dayanan
bu teknikle, bircok biiylime hormonunu ayni anda ve biiylikk miktarlarda uygulamak
miimkiindiir. Farkli tekniklerle plazmadaki trombosit sayis1 3-8 katina kadar konsantre
edilebilir.>**** Teorik olarak ¢ok sey vaat eden TZP, Smart PReP (Harvest Technologies,
Norwell MA), Plasma Seal (Plasma Seal, San Francisco, CA), Platelet Concentrator (Implant
Innovations, Inc. 3i, West Palm Beach, FL) gibi ticari firmalarin gelistirdigi cihazlar
sayesinde daha kolay ve ucuz elde edilebilir hale gelmistir. Bu hizli gelisme, beklentinin
yiiksek olmasi, uygulamanin kolaylig1 ve otolog hazirlanmasi nedeniyle otolog olmayan kan
tirtinlerinin yan etkilerini tagtmamasi irtiniin klinik uygulamalara hizla girmesini saglamistir.

Deneysel caligmalari tamamlanmadan 6nce kullanima giren TZP ile yapilan klinik
calismalarda genelde kontrol gruplarinin olmamasi veya yetersiz olmasi, deneysel ¢aligmalara
olan ihtiyact 6n plana ¢ikarmistir. Yapilan sinirli calismalarda, Marx tek basina kemik grefti
uygulamasi ile kemik grefti + TZP uygulamasii karsilastirdiginda ikili uygulamada kemik
dansitesinde, kemik bigimlenmesinin hiz ve derecesinde daha ¢ok artis saptamis ve bunun
PDGF ve TGF-B sayesinde oldugunu belirtmistir. >"*+%>'! Anitua da dis ¢ekimi sonrasi

olusan bosluga TZP uygulamis ve hem epitelizasyon hem de kemik dansitesinde artig rapor
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etmistir. Trombosit zengin plazma invitro ortamda fetal osteoblast benzeri hiicrelerin
rejenerasyon ve fonksiyonelligini arttirip, mezenkimal kok hiicrelerin ortama gogiini
saglamaktadir. *® Aghaloo ve Butterfield gibi arastirmacilar ise kemik greftleriyle yaptiklari
deneysel hayvan calismalarinda TZP’nin istinliigini gosterememislerdir. > Fakat dis
hekimliginde, osteointegrasyon i¢in kullanilan otojen greftlere kemik doku ilerlemesini
hizlandirdigini bildiren arastirmacilar mevcuttur ve maksiller antroplastide kemik greftleriyle
birlikte kullannominda basarili sonuglar bildirilmistir. Kemiklesmeye ve yara iyilesmesine
katkilar1 nedeniyle lumbar spinal fiizyon hastalarinda otogreft ve hidroksiapatitle birlikte
kullanilmis ve basarili sonuglar yaninda olumsuz sonuglar da rapor edilmistir.>* Kawase ve
Okuda’nin 2003 yilinda TZP’nin periodontal ligamentte kollajen sentezini ve in vitro
osteoblastik aktiviteyi arttirdigini gostermelerinden sonra Huang ve arkadaglar1 gingival
cekilmelerde koronal ilerletme flebine TZP uygulamasi yapmislar fakat istatistiksel olarak
anlamli bir iyilesme artist saptayamamuslardir.”®’* Daha 6nceden Siebrecht ile birlikte
TZP’nin pordz hidroksiapatit icine kemik ilerlemesini ve kemik olusumunu arttirdigini
gosteren Aspenberg, sican asil tendonunda yaptigi calismada da TZP uygulanan tendon
defektinin tendon kopma kuvvetinde ve tendon kallusunda artis saptamustir.>*® Ligamanlar
iizerinde de benzer etkileri saptanmus ve artroskopik cerrahide kullanimi 6nerilmistir.®
Trombosit zengin plazma ile FY’nin baslica farki, TZP’de trombosit
konsantrasyonunun fazla, fibrinojen konsantrasyonunun az olmasidir. Daha az fibrinojen
icerdigi i¢in ¢ok kati bir fibrin pitht1 olugsmadigi; bu nedenle yara iyilesmesini engellemeyip,
bilakis i¢indeki biliylime faktorleri sayesinde bu olayr hizlandirdig diistiniilmiistiir. Fibrin
yapistirici ise fibrinojenden yogun, trombositten fakir oldugu i¢in klinikte daha ¢ok doku

yapistirict, pihti olusturucu 6zelliginden yararlamlmustir. {lk defa Bergel’in fibrinin
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hemostatik etkisini gostermesiyle, yara iyilesmesi ve kan pihtilasmasinda fibrinin 6nemi
anlasilmis ve dikkatler fibrin oncii maddesi fibrinojene ydnelmistir.'*®” Fibrinojenin
trombinle aktif hale getirildiginin anlagilmasindan sonra, 1940’larda Tidrick gibi
arastirmacilar tarafindan deri grefti sabitlemesinde ikisi kombine kullanilmis, fakat yetersiz
fibrinojen miktar1 nedeniyle basari elde edilememistir. *'** Bundan 30 yil sonra, fibrinojen
miktar1 arttirilan fibrin yapistirict ile 1970’lerin basinda Millesi ve arkadaslarinin deneysel
olarak sinir anastomozunda basar1 elde etmesiyle, tekrar popiiler olmus ve tiim viicutta
kullanim alan1 bulmustur. Klinik olarak sinir anastomozlarinda, yumusak doku defektlerinde
hemostaz ve keratinosit kiltlirleriyle birlikte yara iyilesmesi amacli, deri greftlerinin
tespitinde 2'****% kanselloz kemik greftleriyle birlikte, kanama egilimi olan hastalarda dis
cekimi sonrasi alveoler kavitede, dura yapistirmada, spontan pnomotoraks olgularinda hava
vakum drenaj ile birlikte hava kacagin1 6nlemek icin, akciger rezeksiyonu sonrasi hava-sivi
kacagim1 Onlemek igin, vaskiiler anastomozlarda, peptik iilser kanamalarinda kanamayi
durdurmak i¢in, yiiz-boyun germe, meme kiicliltme ve biiylitme gibi estetik ameliyatlarda
kanamayi, sonrasindaki sislik ve morluk olusumunu azaltmak; dren kullanim siiresini

kisaltmak  veya  hi¢c  kullanmilmamasmi  saglamak  amaciyla  kullanilmaktadir.

3,4,12,13,16,21,28,30,35,36,62,75

Fibrin yapistirict kemikte daha ¢ok frontal siniis gibi yiik tagimayan alanlarda kemik
tespiti i¢in, ya da kapama sirasinda kemikle periost arasina yapistirict olarak
kullanilmaktadir.'™ Bunun yaninda osteoindiiktif etkisi de, aragtirmacilar tarafindan
incelenmistir. Osteoindiiktif etkisi olmadigini belirten yayinlar yaninda, osteoindiiktif etkiyi
gosteren ¢alismalar da vardir. Bu 6zeliginden yararlanmak amaciyla kemik greftleriyle ve

kemik benzeri iiriinlerle kombine kullanimi tarif edilmistir. Bu tiir greftleri bir tutkal gibi bir
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arada tutmasi da baska bir avantajidir. Daha ¢ok deneysel olan bir bagka kullaniminda ise,
kiiltiirde iiretilmis periosteal hiicrelerle ya da biiylime faktorleriyle tasiyici olarak kirik

iyilesme alanlarina uygulanmigtir, '=%46-7286.87.96

Trombosit zengin plazma ile yapilan ¢aligmalarin bir kismi, bu iirliniin osteoindiiktif
etkisi oldugunu savunurken, azimsanamayacak sayida calisma da klinik yarar1 olmadigini1 6ne
sirmektedir.**'® Trombosit zengin plazma’ya gére daha uzun yillardir kullanilmasina
ragmen, osteoindiiktif etkideki belirsizlik FY i¢in de devam etmektedir. Bu tez caligmasinda,
iki Uiriiniin gerek igerik olarak trombosit yogunlugu hari¢ benzemesi, gerekse ayni mekanizma
ile c¢alismasi nedeni ile kemik iyilesmesine katkilarinin deneysel olarak karsilastirilmasi
amaglanmustir.

Bu amagla giinlimiizde en sik kullanilan deneysel model olan, tavsan kraniyumunda
olusturulan ve kendi kendine kapanmasi beklenmeyen en kiigiik boyutta kemik defekti (kritik
boyutta kemik defekti) tercih edilmistir. Defektin boyutu hakkinda farkli yayinlar olsa da, en
stk kullanilan 15 mm c¢apli daire biciminde tam kat defektlerdir.””">**>'*743% Gryplar
olusturulurken ise, Grup I cerrahi kontrol olarak planlanmistir. Grup II ise TZP ve FY’de
ortak olarak kullanilan trombin ve kalsiyumun etkisini izleyebilmek amaciyla ¢alismaya dahil
edilmistir. Grup III FY, Grup IV ise TZP grubu olarak planlanmistir. Bu tiir ¢aligmalarda,
bilateral defektlerden birinin kontrol, digerinin ¢alisma grubu olarak tasarlanmasi sikg¢a
karsgilagilan bir durumdur. Ancak tek kesiden cerrahi yapildiginda, basta sivi olan bu
maddelerin karsi defekte gegmesini dnlemek hemen hemen imkansizdir. Farkli kesilerden,
orta hatta yumusak dokular kemikten ayrilmadan defektler hazirlanip, maddeler uygulansa

bile, bu maddelerin lokal ve sistemik etkileri goz ardi edilemez. Bu nedenle, bu deneyde her
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iki defekte de ayn1 madde uygulanip, maddelerin muhtemel lokal ve sistemik etkilerinin diger
gruplan etkilemesinden kaginilmistir.

Degerlendirme radyolojik alan Slgiimlerinin gruplar arasinda 0., 4. ve 16. haftalar icin
karsilastirilmasi, 16. hafta icin gruplar arasinda yeni olusan kemik yogunlugunun
karsilastirilmas1 ve histolojik olarak 4. ve 16. haftalarda gruplar arasinda birincil kemik
trabekiilii, ikincil kemik trabekiilii, damarlanma, kemik iligi ve bag dokusunun
karsilastirilmasi ile yapildi.

Hemen cerrahi sonrasi (0. hafta) yapilan radyolojik alan degerlendirmesi, olusturulan
defektlerin alanlar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini
gosterdi. P degerinin de yiliksek olmasi, gruplar arasinda cerrahi defekt alani agisindan
standardizasyonun saglandigin1 gosteriyordu.

Dordiincii hafta i¢in yapilan Olglimler sonucunda gruplar arasinda anlamli fark
saptanamadi, ancak TZP ve FY gruplarmin benzer iyilesme gosterdiklerini izlemek
mimkiindii. Her iki grup da kontrol ve trombin grubuna gore daha hizli bir iyilesme
gostermislerdi. Trombin grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel fark saptanmasa da, tim
gruplar i¢inde en yavas iyilesme bu grupta izlendi.

Onaltinc1 haftada da TZP ve FY gruplarinin daha hizli bir iyilesme gosterdigi
gozlendi. Ancak istatistiksel olarak bu iki grup ile kontrol grubu arasinda fark saptanamazken,
trombin grubu ile anlamli fark saptandi. Onaltinc1 haftada da anlamli fark izlenmese de
trombin grubunda iyilesme, kontrol grubuna gore daha yavasti.

Her dort grupta da baslangigta olusturulan defektler arasinda fark saptanmamasina
ragmen, 4. ve 16. haftalardaki alanlar arasindaki farkin az olmasi nedeni ile baslangigta

olusturulmus olan defektlerdeki birkag mm?’lik farkin sonucu etkileyebilecegi diisiiniildii. Bu
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nedenle gruplarin ameliyattan hemen sonra (0.hafta) dlgiilen defekt alanina gore 4. ve 16.
haftadaki alanlarinin ylizde oran ortalamalar1 agisindan karsilastirilmasina karar verildi.
Dordiincii hafta i¢in alan yiizde oranlar1 degerlendirildiginde, trombin grubu ile TZP ve FY
gruplar arasinda anlamh fark saptandi. Onaltinci haftada ise kontrol grubu ile TZP grubu ve
trombin grubu ile TZP ve FY gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi.

Yeni olusan kemigin 16. haftadaki yogunlugu acisindan yapilan degerlendirmede ise
hem TZP grubunda, hem de FY grubunda kemik yogunlugu ilk iki gruba gore anlamli olarak
fazla idi.

Radyolojik parametreleri bir biitiin olarak yorumlandiginda, trombin grubu en yavas
tyilesmeyi sergiledi. Hatta bu grupta 4. haftada alanin 0. haftaya gore minimal de olsa arttig1
tespit edildi. Literatiir bu bulgu iizerine incelendiginde, trombinin kemik rezopsiyonu
yaptigina ve osteoblastik aktiviteyi arttirabildigine dair calismalara rastlandy.*>#%76-2093.94.93
Kontrol grubu genel olarak trombin grubuna benzer ama biraz daha hizli bir iyilesme
sergilerken, TZP ve FY gruplari hem 4. hafta, hem 16. hafta sonunda bu iki gruptan belirgin
olarak daha hizli iyilesmislerdi. Trombosit zengin plazma grubu ise FY grubu ile benzer
iyilesme sergiledi. Hicbir haftada ve higbir degerlendirmede bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi. Ancak TZP grubu FY grubuna gore, anlamli fark olmamasina
ragmen daha hizli iyilesme gosteriyordu. Bu ¢aligma radyolojik olarak TZP ve FY nin kemik
iyilesmesi iizerine olumlu etkileri oldugu yoniinde gii¢lii ipuglari vermektedir. Trombinin ise
negatif etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Trombosit zengin plazma ile FY nin etkileri
karsilastirilirken, TZP igindeki trombosit konsantrasyonu (dolayisi ile biiylime hormonu

miktar1) onemli bir faktordiir. Biz calismamizda plazmadaki trombosit oranini 3,8 kat
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arttirabildik. Bu iki grup arasinda TZP lehine olan zayif iyilesme farki, ileri ¢alismalarda
TZP’deki trombosit konsantrasyonu arttirilarak daha gii¢lii hale getirilebilir.

Intramembranéz kemiklesme, mezensimal bag dokusundan direkt olarak kemik
sekillenmesi ile meydana geldiginden, 4. hafta sonunda beklendigi sekilde histolojik olarak
tim gruplarda yogun bag dokusu izlendi. Onaltinc1 hafta sonunda ise kontrol ve trombin
grubunda daha fazla bag dokusuna rastlanirken, TZP grubunda daha fazla olmak iizere, TZP
ve FY gruplarinda bag dokusu yerini 6nemli 6l¢iide kemik dokuya birakmuisti.

Kemiklesme agisindan histolojik verilere bakildiginda, 4. haftada tim gruplarda
birincil kemik trabekiilleri tespit edilirken, TZP ve FY grubunda daha yogun izlendi. Ikincil
kemik trabektilleri ise, kontrol ve trombin grubunda hi¢ izlenmezken, FY grubunda cok az,
TZP grubunda ise nispeten fazla olarak izlendi. Onaltinci haftadaki kemiklesme
degerlendirildiginde, birincil kemik trabekiilleri ac¢isindan gruplar arasinda fark
saptanmamasina ragmen, ikincil kemik trabekiilleri agisindan fark vardi. Trombosit zengin
plazma grubunda daha fazla olmak iizere, TZP ve FY gruplarinda birincil trabekiiller yerlerini
onemli dl¢iide ikincil trabekiillere birakmislardi. Kontrol ve trombin grubunda ikincil trabekiil
olusumu daha az izlendi. Baska bir deyisle, TZP ve FY’nin 4. haftada kemiklesme iizerinde
olusturduklari etki 16. haftada da devam ediyordu.

Kemik iligi, ikincil kemik trabekiillerinin olusumu sirasinda trabekiiller arasinda
olusan bosluklarda olustugu i¢in, ikincil kemik trabekiilii olusumu ile paralellik gostermesi
beklenebilir. Nitekim, bu ¢alismada da kemik iligi olusumu ikincil kemik trabekiil olusumuna
benzer bulgular verdi. Dordiincli haftada kontrol ve trombin gruplarinda hi¢ kemik iligine

rastlanmazken, FY grubunda ¢ok az, TZP grubunda ise nispeten fazla olarak izlendi. Onaltinct
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haftada ise, TZP grubunda daha fazla olmak iizere, TZP ve FY gruplarinda kontrol ve trombin
grubuna gore daha fazla kemik iligi olusumu gozlendi.

Damar olusumu agisindan degerlendirildiginde ise, 4. ve 16. haftalarda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanamadi. Dordiincii haftada FY grubunda diger
gruplara gore damar olusumu biraz daha fazla izlenirken, 16. haftada tiim gruplarda benzer
oranlar saptanmusti. Ozellikle TZP’nin igerdigi biiyiime faktdrleri dzellikle de VEGF goz
Oniine alindiginda, damarlanmanin bu grupta artmis olarak saptanmasi beklenebilir. Ancak
calismada gruplar arasinda fark saptanamamastir.

Histolojik verileri toplu olarak yorumladigimizda, kontrol ve trombin grubunda kemik
tyilesmenin TZP ve FY grubuna gore daha yavas oldugu soylenebilir. Kontrol grubu ile
trombin grubu arasinda radyolojik parametrelere gore istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamasina ragmen, trombin grubunda iyilesmenin biraz daha yavas oldugu izlenmisti.
Ancak histolojik parametreler bu yonde bir bulgu vermemis, trombin grubunda kontrol
grubuyla hemen tiim histolojik parametrelerde benzer bulgular gézlenmistir. Fibrin yapistiric
grubu ile TZP grubu arasinda radyolojik parametrelere gore de istatistiksel fark
saptanmamasina ragmen, TZP grubunda iyilesmenin biraz daha hizli oldugu izlenmisti. Bu
bulguyu damar olusumu harig, diger histolojik veriler de desteklemektedir. Ozellikle 4. hafta
sonundaki ikincil kemik trabekiilii ve kemik iligi olusumu basta olmak iizere hemen tiim
histolojik parametreler TZP ile kemik iyilesmesinin FY’ye gore biraz daha iyi olduguna isaret
etmektedir.

Sonug olarak TZP grubu tiim gruplar i¢inde en hizli kemik iyilesmesi izlenen gruptu.
Biiyiime faktorlerinin kemik defekti olan bolgede trombositlerden salinmasi sonrasinda,

yarilanma Omiirleri dakikalarla ifade edilecek kadar kisadir. Bu etki siiresini uzatabilmek igin
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rekombinant biiylime faktorleri, yavas salinimli malzemeler olarak tasarlanmis ve deneysel
olarak kullanilmislardir. Trombosit zengin plazma’da da tiim biiyiime faktorlerinin birden
salinmadigi muhtemeldir. Ancak bu durumda bile dolasimdaki ortalama trombosit dmriiniin
8-10 giin olmas1 nedeniyle, maksimum etkinin bir hafta civarinda olabilecegi 6ngoriilebilir.
Trombosit zengin plazma’nin etki siiresi kisa oldugu i¢in, ilk haftalardaki kemik iyilesmesinin
daha hizli ve kaliteli olacagi, sonraki haftalarda diger gruplarin aradaki farki kapatacagi da
gliclii bir hipotez olabilir. Ancak biz calismamizda, TZP nin 4. haftada diger gruplara oranla
kemik iyilesmesinde sagladig iistiinliigii benzer oranlarda 16. haftada da korudugunu izledik.
Diger bir deyisle, TZP ile kemik iyilesmesi lizerinde kisa donemde saglanan etki, uzun
doneme de yansiyabiliyordu. Burada 4. haftada TZP grubunda olusan ikincil kemik
tarbekiilleri ve kemik iliginin 16. haftaya kadar olan kemik olusumunu tetikledigi
diisiintilebilir. Trombosit zengin plazma grubunda, diger gruplara gore daha erken kemik iligi
olusumunun osteojenik uyariy1 arttirdigi, boylelikle bu grupta uzun déonemde bag dokusunun
belirgin olarak azaldigi, sekonder kemik trabekiillerinin ise belirgin olarak artti§i on
goriilebilir. Bu konu teorik olarak, TZP’nin kemik iyilesme ivmesini arttirdigi, bu ivme
artistna  bagli uzun donemde de erken doneme benzer sonuglar izlendigi seklinde
yorumlanabilir.

Bu calismada FY’nin de kemik iyilesmesi tizerinde olumlu etkisi oldugu izlendi. Bu
etki TZP kadar gii¢lii olmasa da, iki maddenin kemik iyilesmesi iizerine etkileri agisindan
birgok parametreye gore istatistiksel olarak anlamli fark saptanamadi. Sadece 4. haftada
ikincil kemik trabekiilii ve kemik iligi olusumunda TZP lehine anlamli bir artig vardi.
Calismada kullanilan teknikle, plazma trombosit orani 3,8 kat arttirilabildi. Baska bir

calismada, daha yliksek konsantrasyonlarda hazirlanabilecek TZP ile diisiik konsantrasyonda
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hazirlanan TZP ve FY nin kemik iyilesmesi iizerine etkileri karsilastirilabilir. Boylelikle TZP
ille FY arasinda kemik 1iyilesme {izerine etki acisindan saptanan fark, yiiksek
konsantrasyonlarda istatistiksel anlam kazanabilir.

Bu ¢alismada saptanan bir diger ilging sonug¢ da trombinin kemik iyilesmesi lizerine
negatif etkisi idi. Bu bulgu istatistiksel olarak net bir bi¢imde ifade edilemediyse de,
radyolojik parametreler acisindan, 4. hafta sonunda trombin grubunun daha yavag bir kemik
tyilesmesi sergiledigi goriildii. Bu bulgu literatiirde yer alan ve trombinin kemik rezopsiyonu
yapabildigini ifade eden c¢alismalarla Ortiistiyordu. Biz c¢alismamizda trombini TZP
uygulamasiyla aym1 dozda kullandik. Literatiir bilgilerine dayanarak, daha yiiksek dozlarda
rezorpsiyon etkisinin daha net gozlenebilecegi ongoriilebilir. Ayrica ¢alismalarda trombinin
osteoblastik aktiviteyi arttirdigindan da bahsedilmektedir. Ancak biz ¢alismamizda, bu yonde
bir bulgu elde etmedik. **4%-7¢-90-93:94.95

Bu calisma sonucunda, TZP ve FY’nin kemik iyilesme iizerine olumlu etkileri
saptanirken, bu iki madde arasinda, TZP daha iyi goziilkmesine ragmen, net bir fark ortaya
konulamamistir. Kemik iyilesmesi iizerine iki maddenin sagladigi yararlar arasindaki farkin
saptanabilmesi i¢in, TZP’nin daha yiiksek trombosit konsantrasyonlartyla hazirlandigi benzer

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

Yiiksek oranda biiyliime faktorleri iceren ve otolog iiretilebilen trombosit zengin
plazma deneysel calismalardaki eksikliklere ragmen hizla klinik kullanima girmistir. Bu
calismanin amaci kritik boyutta kemik defektlerinin iyilesmesine trombositten zengin ve fakir
plazmanin etkilerinin karsilastirilmasidir.

Bu ¢alismada 32 adet Yeni Zelanda tipi tavsan kullanildi. Tavsanlar 4 gruba ayrilip,
her tavsanin bilateral paryetal kemiginde birer adet 15 mm capl kritik biiyiikliikte tam kat
kemik defekti yaratildi. Defektlere Grup I’de (n=8) serum fizyolojik, Grup II’de (n=8)
trombin soliisyonu, Grup III’de (n=8) trombosit fakir plazma, Grup IV’de (n=8) trombosit
zengin plazma uygulandi. Deneklerin yaris1 4. hafta sonunda, diger yaris1 da 16. hafta
sonunda sakrifiye edildi. Degerlendirme radyolojik alan dlglimlerinin gruplar arasinda 0., 4.
ve 16. haftalar icin karsilagtirllmasi, 16. hafta icin gruplar arasinda yeni olusan kemik
yogunlugunun karsilastirilmasi ve histolojik olarak 4. ve 16. haftalarda gruplar arasinda
birincil kemik trabekiilii, ikincil kemik trabekiilii, damarlanma, kemik iligi ve bag dokusunun
karsilastirilmasi ile yapildi.

Radyolojik degerlendirme sonucunda, 4. ve 16. haftalarda Grup III ve IV’te ilk iki
gruba gore defektte daha hizli bir kii¢iilme saptanirken, Grup III ile Grup IV arasinda anlaml
fark saptanamadi. 16. haftada yeni kemik yogunlugu da bu iki grupta daha yiiksek saptandi.
Histolojik parametreler goz Oniine alindiginda, 4. ve 16. haftalarda Grup III ve Grup IV’te
yeni kemik olusumunun daha hizli ilerledigi, ancak bu iki grubun, grup IV lehine artmis olan
4. haftadaki ikincil kemik trabekiil ve kemik iligi olusumu hari¢ benzer histolojik bulgular
verdigi gozlendi.

Sonug olarak trombosit zengin plazma ve fibrin yapistiricinin kemik iyilesme
tizerine olumlu etkileri saptanirken, bu iki madde arasinda osteogenezi hizlandirma agisindan
net bir fark ortaya konulamamistir. Kemik iyilesme iizerine iki maddenin sagladig: yararlar
arasindaki farkin saptanabilmesi i¢in, TZP’nin daha yiiksek trombosit konsantrasyonlariyla

hazirlandig1 benzer ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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SUMMARY

Despite the insufficient number of experimental studies, autologously produced
platelet rich plasma including high amounts of growth factors, introduced to clinical use
rapidly. Aim of this study is to compare the effects of platelet rich and platelet poor plasma on
healing of critical size bone defects.

Bilateral full-thickness critical size bone defects were created in the parietal bones of
32 New Zealand type rabbits which had been studied in 4 groups. In Group I (n=8) saline
solution, in Group II (n=8) thrombin solution, in Group III (n=8) platelet poor plasma and in
Group IV (n=8) platelet rich plasma were applied to the created defects before closure. Half
of the rabbits were sacrified at the end of the 4™ week and the remainings were sacrificed at
the end of the 16™ week after surgery. Radiological defect area measurement results of 0™, 4™
and 16™ weeks were compared between the groups. In addition, densities of the newly-formed
bones at 16™ week were studied. Primary and secondary bone trabecule, neovascularization,
bone marrow and connective tissue formation were compared between 4™ and 16™ week
groups histologically.

After radiological examination, more rapid diminish in defect size was observed in
Group III and Group IV than Group I and Group II both in 4™ and 16™ weeks, but there was
not a statistically significant difference between Groups III and IV. Newly-formed bone
densities were also found to be higher in these two groups at the end of the 16 weeks. New
bone formation was detected to be more rapid considering histological parameters, in Group
11l and IV at 4™ and 16™ weeks. But these two groups have shown similar histological results
except for increased secondary bone trabecula at the end of 4™ week in group IV.

As a result, this study demonstrates that platelet rich plasma and platelet poor plasma
might have favorable effects on bone healing but cannot reveal any difference between these
two substances considering osteoinductive potential. In order to determine the difference
between the beneficial effects of platelet rich and platelet poor plasma, similar studies using

platelet rich plasma that have higher platelet concentrations are required.
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