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OZET

Ekin O., Damak yariklarinmn in situ doku miihendisligi ile onarimi: Alveolar
yarik hayvan modeli olusturulmasi ve farkh rejimlerde biyobozunur doku
iskeleleri ile onarm. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Plastik
Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi, Ankara, 2014.
Bu ¢alismada, kemik iyilesmesi iizerine dogrudan etkileri oldugu bilinen ve kemik
defektleri modellerinde sik¢a kullanilan doku iskelesi modellerinden trikalsiyum
fosfat polimeri Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik Boliimii laboratuarlarinda
tizerine kollojen eklenerek daha da kullanish hale getirildi. Bu gelistirilen doku
iskelesi modelinin, diger standart doku iskelesi (e-kaprolakton) ve alveolar kemik
defekti tedavisinde altin standart olan otogreft ile karsilastirilmasi amaglanmistir.
Calismada 48’1 histolojik ve radyolojik analizlerde,16 taneside gen ifade diizeyi
calismalarinda kullanilmak iizere toplam 64 hayvan kullamilmistir. Grup
farketmeksizin hayvanlarin alveoler bolgesinde daha 6nce tanimlandigi tizere Kritik
boyutlu (7x4x3 mm)kemik defekti olusturulmustur. Toplam 8 grupta denekler 2
farkli zaman diliminde incelenmistir. (4 grupx2,n=48) Negatif kontrol grubu olarak
secilen grupta alveol defekti olusturulup denekler baska isleme maruz
birakilmamustir. Pozitif kontrol grubu olan otogreft grubunda ise denegin iliyak
kemiginden alinan otogreft hasarli bolgeye implante edilmistir. Diger iki gruplarda
alveolar kemik defektleri, asil gelistirilen doku iskelesi modeli olan Kollajen/B-TCP
ve standart doku iskelesi olan e-kaprolakton ile rekonstriikte edilmistir. 1. ve 4.
aylarda sakrifiye edilen hayvanlarin defekt bolgelerinden almman Ornekler once
makroskopik olarak ve sonrasinda mikro-CT analizleri yapilarak yeni kemik
dokusunun hacimsel degeri hesaplanmistir. Yapilan micro-CT incelemelerinde
olusan kemik hacmi bakimimdan Otogreft grubunda hem histolojik hem radyolojik
analizlerde en iyi kemiklesmenin oldugu goriilmiistiir, ayrica 4.ay gruplarindaki
kemiklesme oranlar1 1.aylarindakilere gore daha fazla olarak saptanmistir. Doku
iskelesi olarak gelistirilen ve bu tez calismasinin ana basamagini olusturan
Kollajen/B-TCP grubunun sonuglar1 analiz edildiginde diger doku iskelesi grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli kemiklesme elde edilmistir, Otogreft grubunada en

yakin kemiklesme sonuclari elde edilmistir. Ornekler micro-CT incelemeleri



sonrasinda histolojik incelemeye tabi tutulmustur. Bu incelemelerde hematoksilin,
eozin ve masson trikrom ile boyanmis, kesitler defekt iyilesmesi, yeni kemik
olusumu ve doku cevabi agisindan degerlendirilmistir. Histolojik ¢alismalardan elde
edilen veriler 1. ve 4. aylarda otogreft grubunda hizli bir iyilesmenin oldugunu
gosterirken Kollajen/B-TCP grubunun otogreft grubundaki yeni kemik olusum
degerlerine en yakin sonuglar1 verdigi saptanmistir. Yine ayni sekilde gen ifade
diizeyi c¢alismalarinda en iyi iki grubun otogreft ve Kollajen/B-TCP oldugu
goriilmiistiir. Sonug olarak elde edilen bu veriler 1s1¢inda altin standart tedavi
yontemi otojen kemik grefti olmasina karsin, doku miihendisligi ve yontemleri ile
gelistirilen doku iskeleleride maliyet, dondr saha morbiditeleri, hastanede yatis

stireleri diisiintildiigiinde alternatif bir tedavi se¢enegi olarak diigiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: Alveolar yarik, kritik boyutlu alveoler kemik defekti modeli,

kemik doku miihendisligi, biyobozunur polimerler, €-kaprolakton



ABSTRACT

Ekin O., Cleft palate repair with in situ tissue engineering:Creating alveolar
cleft animal model and repair with different biodegradable tissue scaffolds,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Plastic Reconstructive and
Aesthetic Surgery Department,Ankara,2014 In this study, the tricalcium
phosphate polymer, a tissue scaffold known for its direct effects on tissue healing,
and that is used commonly in bone defect models, was upgraded by adding collagen
by the Hacettepe University Department of Bioengineering. This study aims to
compare this new enriched tissue scaffold with the standard tissue scaffold (e-
kaprolakton) and autogeneous bone grafting, which is the gold standard in alveolar
cleft treatment. In this study, 64 animals were used, 48 for histological and
radiological analyses, and 16 for gene expression studies. Regardless of groups, a
bone defect of critical size (7x4x3 mm) was created, as formerly defined. The
subjects in 8 different groups were examined in 2 different time intervals (4 groupx2,
n= 48). In the negative control group, alveolar defect was created on the subjects, and
no further procedures were performed. In the positive control group (the autograft
group), the autograft harvested from the iliac bone of the subject was implanted on
the deficient area. In the other two groups, the alveolar bone defects were
reconstructed by the newly developed Collagen/ B-TCP and the standard e-
kaprolakton tissue scaffolds. The specimens gathered from the defective areas of the
sacrificed animals were examined first macroscopically in the 1st and 4th months,
then by micro-CT, in which the volume of the new bone tissue was calculated. When
the micro-CT images were examined with respect to the volume of the newly formed
bone, the autogenous graft group was found to have the best ossification on both
histological and radiological analyses. Also, the amount of ossification on the 4th
month was detected to be more than the amount of ossification on the 1st month.
When the results of the Collagen/B-TCP group, the main component of this study,
was analyzed, the increase in the rate of ossification was found to be statistically
important, compared to the Standard tissue sacaffold group. This was also the group
whose ossification results were closest to the autogenous graft group. For the

histological examination, the specimens were stained with hematoxyllin, eosin and



Vi

mason trichrome stains; and the blocks were examined for healing of the defect, new
bone formation and tissue response. These data show that there is a quick healing in
the autogenous graft group in the Ist and 4th months, and the Collagen/B-TCP group
had the closest results in regard to the new bone formation. Likewise, in the gene
expression studies, the best groups were the autograft and Collagen/B-TCP group. In
conclusion, these data show that although the gold standard for treatment is
autogenous bone grafting, tissue scaffolds developed through bioengineering can be
regarded as an alternative when cost, donor area morbidity, and length of hospital
stay are considered.

Keywords: Alveolar cleft, critical size alveolar bone defect, bone tissue engineering,

biodegradable polymers, e-kaprolakton



vii

ICINDEKILER

Sayfa no:
TESEKKUR .....ovivvittieieeeeees ettt ettt ettt ettt sttt sttt sttt es st s st st as sttt sasasnsans I
OZET ..ottt ettt bbbttt bbb iii
A B ST RA T .. e et e e e rr e e e rae e v
ICINDEKILER .....ocvoiiiectcieieceectete ettt sttt en st n e, vii
SIMGELER VE KISALTMALAR......cooiieeeeeee ettt X
SEKILLER DIZINT....cocoiiiiiiiiceceeee ettt Xii
TABLOLAR DIZINT ..ottt Xiv
1. GERIS ettt 1
2. GENEL BILGILER ....ocuiiiiiitiiinineissisiese e 3
2.1. ALVEOLER YARIK ...ttt 3
2.1. 1. EPIAemMIYOIOfi. ..o 3
2.1.2. EEYOIOJ ... 3
2.1.3. SINHTANAITMA......coiiiiiiiiie i 3
2.1.4. Alveolar Yarik Tedavisinin Tarihgesi.........cccccvvveeiiiiieeiiiiiiec e, 5
2.1.5. Alveoler Yarik Tedavisinin Hedefleri ........ccccocvveivieeiiee e 6
2.1.6. Tedavinin Zamanlamasl.............ccceevveeiieiieeieesee e sre e 7
2.1.7. Kemik Grefti Kaynagi.........ccooiiiiiiiiiiiiiiee e, 7
2.1.7.1. Otojen Kemik Greftleri .........cocoovviiiiiiicicecece e, 8
2.1.7.2. Allojenik Kemik Greftleri ..., 9
2.1.8. OrtodONntiK TEUAVI ......eeveeeieiieiesie et 10
2.2. KEMIK DOKU ANATOMISI HISTOLOJIST ....c.covvviiriiieecncciis 12
2.2.1. Kemik DOKU ANALOMISE ..vcvvevierieieieiieiiesiceeeieie e 12
2.2.2. Kemik DOKU HIStOIOJISH .....vevvenviiiiiiiiiiesiccie e 14
2.2.3. KemiK IYIleSMESI ....vvuvviviviieriiececieieisie et 14
2.2.3.1. Primer Kirtk IyileSmesi .........ccccoveverrireriicreiiirereiieeseeveseneeen, 15
2.2.3.2. Sekonder Kemik Iyile$mesi..........ccccooevrvireirireriiieriisiciesiseennn, 15
2.2.4. Kemik BelIteCleri.....cueiiuiiiiiiiiiiiieiiie e 17
2.2.4.1. Alkalen FOSTataz (ALP).......ccooviiiiiiriieee e 17

2.2.4.2. Transkripsiyon FaKtOrleri........ccooviviiiiiiiiiiiiiiciccce 17



viii

2.2.4.3. Runt iligkili transkripsiyon faktorii 2 (Runx 2) ........ccccevvenenne 18
2.2.4.4. Matriks Proteinleri.........ccccooiiiiiiniiiie e 19
2.2.4.5. Kemik Siyaloproteini (BSP).........cccccveviievviiieiieeseere e 19
2.2.4.6. KOHJEN L (COLL).uiiiiiiiiiieie e 19
2.2.4.7. Osteokalsin [OC (Kemik gla Proteini)]........ccocoeviiniiiinniennnn, 20
2.2.4.8. OsteoneKtin (SPARC) ....cooiiiiiiieie et 21
2.3. DOKU MUHENDISLIGT ...c.cvoviiieiiicececeee e 21
2.4. KEMIK DOKU MUHENDISLIGI .......cocooviiieiicceece e, 23
2.4, 1. TAlTNGE ..ttt 23
2.4.2. Doku Islelesinde Kullanilan Biyomalzemeler...............c.....c......... 25
2.4.3. Doku Iskeleleri Hazirlama Teknikleri........cccoovovveeeieviereseeerenane, 26
. GEREC VE YONTEM .....ocoiitititiceeee ettt 29
3.1. CALISMADA KULLANILAN DOKU ISKELELERi MODELLERI......... 29
3.1.1. Poli (L-laktat)/Poli (e-Kaprolakton) Polimerlerin Sentezlenmesi
ve Polimerik Blendlerin / Doku Iskelerinin Hazirlanmasi.................. 29
3.1.1.1. Poli  (L-laktat)/Poli  (e-kaprolakton)  Polimerlerin
SENLEZIEBNIMESI....c.vieieeie et 29
3.1.1.2. Polimerik Blendlerin Hazirlanmasi..............ccccceeevivieeeiiinnneenn, 31

3.1.1.3. Poli (L-laktat)/Poli (e-kaprolakton) Doku Iskelelerinin

Hazirlanmast ......eeeeeiiiiiiiiiiiieiicc e 32
3.2. B-TCP-KOLLOGEN.......ooitiisiireieeeeseseeeess ettt sn s en s, 32
3.3. SKAFOLDLARIN HAZIRLANMASI VE STERILIZASYON .................. 33
3.4. DENEY GRUPLARI .....ooivieieeeeeeceeee s ese s 33
3.5  ANESTEZL ..ottt 35
3.6. CERRAHI ISLEM .....oooviiiiiieieeeteeees e 35
3.7. CERRAHI SONRAST IZLEM ......coovviueiiieieeieesiseeseessseses s 36
IR 1 N 21\ 7 V// SRR 36
3.9. MIKRO-BILGISAYARLI TOMOGRAFI (u-CT) ILE
RADYOMORFOMETRIK ANALIZ .....cocvoviiieeieiceceeeeeeeee e 37
3.10. HISTOLOJI VE HISTOMORFOMETRI CALISMALARI...........c.ccoo.c..... 38
3.11. GEN IFADE DUZEYI CALISMALARTI ........c.cccoveiiiirreieesereeeeeeeneneas 39

3.11.1. Dokudan Total RNA Saflastirilmast.........ccccevcveiiieriiieeiiiie e 39



3.11.2. Dokudan RNA izolasyon ProtoKolii ............ccceevrvecreriererericeensnennan. 39

3.11.3. Tamamlayict DNA (CDNA) Sentezi........ccccovevvirveriiiiiniiiecieneeninn 40

3.11.4. RT-PCR Programi........ccccociiiiiiiiiiiiiiiies i 41

3.11.5. Gen ifade Diizeylerinin Real-Time PCR ile Degerlendirilmesi ....... 41

3.11.6. Light-Cycler (LC) Deney Programi...........c.cccoveveieieninennnieeenenns 43

3.11.7. Istatistiksel Analiz YONtemIeri ......c.cocvvevevevevceereeeeececeeeieseseseeenans 44

4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 45
4.1. MIKRO-BILGISAYARLI TOMOGRAFI (u-CT) ILE

RADYOMORFOMETRIK ANALIZ ......ccccooviiiiniiniineieniseseenesienes 45

4.2. GEN IFADE DUZEYI CALISMALARI........ccccovoiiieeeirereeeeesereeee e, 50

4.2.1. Gen Ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi......................... 50

4.2.2. Gen Ifade Diizeylerinin Karsilastirtlmasi ............cccocevrveverrrreceererennnn. 51

4.3. HISTOLOJIK BULGULAR ....cc.oeviiiiniiiiiinniesinsiesississiesie s 53

5. TARTISMA ..ottt sttt et sreenbe e sneenaeeneeenes 58

0. SONUC ...ttt bbbttt h bt e b bt et e et sneenae e e enes 60

7. KAYNAKLAR Lo s 62



%

ALP
Ark.
BMP
BDGF
BSP
BALP
CT
COL-1
EGF
ECM
FGF
FDA
IL-1
IGF
mg.

ml.

oC
PHASs
PDGF
PCL
PLLA
Runx2
RANKL
RhBMP-2
SPARC

SIMGELER VE KISALTMALAR

- Yiizde

: Alkalen fosfotaz

. Arkadaslari

: Kemik morfojenik protein

: kemikten tiiretilmis biiyiime faktori

: Kemik siyaloprotein

: Kemik alkalen fosfataz

- Bilgisayarli tomografi

: Tip 1 Kollajen

: Epidermal biiylime faktorii

: Hiicre dis1 matriksi

: Fibroblast biiyiime faktorii

: Food and drug administration

. Interlokin—1

: Insiilin benzeri bilyiime faktorii

: miligram

- mililitre

: Osteokalsin

: Polihidroksialkanoatlar

: Trombositten iiretilmis biiylime faktorii
: Poli (e-kaprolakton)

: Poli (L-laktat)

: Runt iligkili transkripsiyon faktorii

- Niikleer faktor kapa b ligandi reseptor aktivatorii
: Rekombinant insan kemik morfogenik proteini

: Osteonektin



SEM
TNF-a
TCP
TGF- B
VEGF
3D

: Taramal1 elektron mikroskopisi
. Tiimor nekroz faktor alfa

: Trikalsiyum Fosfat

: Doniistliriicti biiytime faktorii beta
. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

: Ug boyutlu

Xi



Xii

SEKILLER DiZINi
Sayfa no:

Sekil 2.1. Kemik dokunun Kkesitsel anatomisi, Havers ve Volkmann

KaNALIATT ..o 13
Sekil 2.2.  Kirik iyilesmesi dONEMIETT .......c.cevuieiiiiiieiiiiiie e 15
Sekil 2.3, Kemik ONarIMI......coiviiiiiiiiiiieie et 17
Sekil 2.4. Runx2"nin regiilasyonu ve etkiledigi yollar.............ccoceviiiininiennnn 18
Sekil 2.5.  OC™"nin reglilasyonul ........ccoiveiviiiiiieiiiiiesee e 20
Sekil 2.6. Kemik olusumunun molekiiler diizenleyicileri [60]..........ccccccvrviennns 21
Sekil 2.7. Doku miihendisliginin temel KONSepti........cccvvvveiiiiiiciiiiiic i 22
Sekil 3.1. Is1 ve katalizér varliginda poli (L-laktat) polimerizasyon

FEAKSTYONU ...ttt bbbt 30
Sekil 3.2. Ist ve Kkatalizor varhiginda poli (e -kaprolakton)

POlIMErizasyon reakSIYONU.........ccccoveieriririnieiee e 30
Sekil 3.3.  Kollajen/B-TCP doku iskelesinin mikro tomografik goriintiisii........... 33

33
Sekil 3.4. Calismada kullanilan doku iSKeleleri ..........ccovvuieiiiiiiiiiiiiic e 33
Sekil 3.5.  7x4x3 mm lik standart otogteft alabilen alet goriilmektedir ................ 34
Sekil 3.6.  Cerrahi iSIem ......cooviiiiiii i 36

Sekil 4.1. Defekt kontrol grubunun 1. Ve 4. Aylarma ait tomografik
TAdYOEIaflars ....oeiiiiie e 46
Sekil 4.2. Otogreft grubunun 1. Ve 4. Aylarma ait tomografik
1adyograflart . ... 46
Sekil 4.3. B-TBC-kollojen grubunun 1. ve 4. Aylarina ait tomografik
TAdYOZIaflars ....ccooiiiiiic e 46
Sekil 4.4. Kaprolakton grubunun 1. ve 4. Aylarina ait tomografik
1adyo@raflart .......cooviiiiii 47
Sekil 4.2. Runx2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak

gosteren amplifikasyon €Zrileri.......ccooovvvveriiiiiiiiiiieeec e 50



Xiii

Tablo4.6. Her grup igin cerrahi islem bdlgesinden alinan doku
orneklerinin 7. giindeki Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP ve
OSX genlerinin mRNA ifade diizeyindeki degisiklik...........c.ccevvnnnnn 52
Sekil 5.1. 1. ay gruplarinin yeni kemik olusumunun dokuda histolojik
boyama bulgulari.........cceciiiiiiiiiiic 56
Sekil 5.2. 4.ay gruplarinin yeni kemik olusumunun dokuda histolojik
boyama bul@ulari..........ccceiiiiiiiiiii 57



Xiv

TABLOLAR DIiZiNi
Sayfa no:

Tablo 2.1. Doku iskelesi fabrikasyon teknikIeri...........ccccooeivvevviieieiecccie, 28
Tablo 3.1. CDNA RT-PCR tepKime Kari§imi.........ccccvvvereeiieieenesiieseesieeiesieeneeans 41
Tablo 3.2. Otomatik 1s1 dongii cihazinda uygulanan program.............c.cccceevenene. 41
Tablo 3.3.  Spesifik Primer Dizileri ve UPL Prob Numaralari..............ccccerueennee. 42
Tablo 3.4. Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP, OSX ve ACTB Real-time

PCR tepKime KartSimi ......oeoivieiiiieiiiieiiie i 42
Tablo 3.5. Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP, OSX ve ACTB genlerinin

ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR

tePKIME PrOGIAMI ...t 43
Tablo4.1. l.ayda ki yeni olusan kemik hacimlerinin defekt hacimlerine

(0] ;101 TP TR PP OPR 48
Tablo 4.2. 4.aydaki yeni olusan kemik hacimlerinin defekt hacimlerine

(0] 1 1) DT PP PR PR 48
Tablo 4.3. Dokularin 1.ay histolojik verilerinin istatistiksel analizi ...................... 54
Tablo 4.4. Dokularin 4.ay histolojik verilerinin istatistiksel analizi..................... 95



1. GIRIS

Yarik dudak ve damak, bas-boyun bdlgesinin en sik rastlanilan dogumsal
malformasyonlari arasindadir. Gortilme sikligi; irk, cografik konum, etnik koken ve
cinsiyet gibi bazi faktorlere bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Sikligi, 1000
canli dogumda yaklasik 1 olarak tahmin edilmektedir. Ulkemizde yarik dudak/damak
goriilme insidansi binde 0,95 olarak bildirilmistir [1]. Izole olarak gbriilebilecegi
gibi, kromozomal, yapisal anomalilerle; bunun yaninda 300’4 askin sendromla
beraber de gozlenebilir [2-5].

Alveoler ark yariklari, damak-dudak yarigi anomalilerine eslik eder. Alveoler
ark yariklarinin, en yaygin kabul gérmiis cerrahi tedavisi otojen kanselloz kemik
greftlerinin kullanilmas1 yoluyla gerceklestirilen onarimdir. Kemik grefti icin ¢esitli
donér alanlar kullanilmasma ragmen en sik tercih edileni iliyak bélgedir. Iliyak
kemik greftlerinin alinmasi ve greftin alici yataga yerlestirilmesi hematom, duyu
siniri yaralanmasi, skar olusumu ve enfeksiyon gibi olasi komplikasyonlarida
beraberinde getirmektedir, ayrica ameliyat siiresinin uzun olmasi, maliyet, uzun yatis
stireleri, kemik dokunun kaybi veya rezorpsiyonu gibi durumlarda s6z konusudur [6].
Bu gibi kisitlamalar ve otojen doku transferi ile elde edilebilecek dokunun sinirh
olmasi1 nedeniyle doku miihendisligi ile kemik doku alternatiflerinin {retilmesi

giindeme gelmistir [4].

Kemik doku miihendisligi i¢in en kritik gelsmelerden biri Urist tarafindan
1965 yilinda kemik morfojenik protein (BMP) nin bulunmasi ve popularize
edilmesidir [7]. Kemik doku olusumunu tetikleyen ve diizenleyen bir maddenin kesfi
heyecan uyandirmis ve bu maddenin Wozney ve ark. tarafindan klonlanmasi ile in

vivo uygulanabilir olmasi kemik aragtirmalarina ciddi bir ivme kazandirmistir [1].

Diger bir taraftan doku iskelesi amaciyla kullanilan materyaller bakimindan
da gelismeler devam etmis ve gilnlimiizde trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit,

polilaktik asit, polilaktik asit ko-glikolik asit ve bilesenleri siklikla kullanilmaktadir
[8].



Scnell ve ark. 2007 yilinda yayinlanan calismalarinda polikoprolakton ve
kollojen/polikoprolakton monofiberler yoluyla sinir dokusunda aksonal uzama ve

sinir dokusu tiretimi ortaya koymuslardir [9].

Kemik doku miihendisligi i¢in gelistirilen doku iskelelerinin  hem
osteoindiiktif hem de osteokondiiktif 0Ozelliklerinin olmasi beklenir, ancak

giiniimiizde bu 6zellikleri barindiran ideal bir doku iskelesi bulunmamaktadir.

Sunulan tez kapsaminda, damak yariklarinin onariminda kullanilmak iizere
farkli rejimlerde biyobozunur doku iskelelerinin gelistirilmesi ve yaratilacak hayvan
modellerinde (damak yarikli siganlar) bu materyallerin kullanilabilirliginin
arastirilmast  amaglanmigtir. Deney gruplarinda kullanilmak iizere Hacettepe
Universitesi Biyomiihendislik béliimii tarafindan yeni bir doku iskelesi (B-
Trikalsiyum fosfat-kollojen) gelistirilmistir. Bu ¢alisma ile gelistirilen yeni polimerin
diger standart doku iskelesi (Kaprolakton) ve alveoler yarigin altin standart tedavi
yontemi olan otogreft ile karsilastirilmasi amaglanmaktadir. Hayvan modellerinde
uygulanan bu doku iskelelerinin kemik doku rejenerasyon kabiliyetleri; histolojik,

radyolojik ve gen ifade diizeyi ¢alismalariyla incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ALVEOLER YARIK
2.1.1. Epidemiyoloji

Yarik dudak/damak insidansi etnik koken ve cografi bolgeye gore degismekle
beraber beyaz yenidoganlarda yaklasik bin canli dogumda 1; izole yarik damak ise
binde 0,5 olarak gézlenmektedir. Japon halkinda bu oran binde 2,1; Cin toplumunda
bindel,7 olarak bildirilmistir [4]. Avrupa toplumunda, referans alinan kaynaga ve
arastirmanin yapildig1 iilkeye gore degisen degerler olmakla beraber bin canli
dogumda 1.2 ile 2 arasi olarak rapor edilmistir [10]. Ulkemizde yarik dudak/damak
goriilme insidanst binde 0,95;izole yarik damak goriilme insidansi ise binde 0,77
olarak bildirilmistir [4]. Eslik eden malformasyonlar yarik dudak/damak hastalarinin
%35’inde goriliirken, yarik damak hastalarinin %54’tinde goriilmektedir [11]. Yarik

dudak/damak erkeklerde daha sik goriiliirken yarik damakta tam tersi bir iligki vardir.

2.1.2. Etyoloji

Yarik olusumunda genetik faktorlerle etkilesen birgok c¢evresel faktdriin,
sadece yarik dudak/damak malformasyonlarini degil tiim kraniyofasyal yariklarin
olusum mekanizmalarinda yer aldigi bilinmektedir. Bu faktorler radyasyon [12],
enfeksiyon [13], annenin metabolik bozukluklari [14], ilaglar ve kimyasallar seklinde
gruplandirilabilir. Teratojenik potansiyeli olan ve konjenital malformasyon sikligini
arttirdig1 bilinen ilaglarin arasinda; antikonviilzanlar, kemoterapi ilaglari, steroidler
ve sedatifler, retinoidler sayilabilir. Teratologlar, bir¢ok faktoriin birgok yolak
tizerinden etki etmesi gibi bir problemle karsi karsiya kaldiklarindan belirli bir

yarigin olusumunu evrensel olarak aciklayan basit bir cevap bulamamaiglardir.

2.1.3. Simiflandirma

Smiflandirma sisteminin amaci, yariklari tanimlanmis kriterler dogrultusunda
degerlendirme ve kayit tutma igin gruplara ayirmaktir. Sistem, tedavi planlamasinda

veya sonuglara dayali prognostik degerlendirmede klavuz olabilir. Birgok



smiflandirma sistemi tanimlanmistir. Davis ve Ritchie [15] en eski siiflandirma
sistemde yariklar, alveolar ¢ikinti baz alinarak kategorize edilmistir ve 3 gruba
ayrilmustir: grup 1, “prealveolar yariklar”; grup 2, “post alveolar yariklar” ;grup 3 ise

alveolar ¢ikintiy1 kapsayan biitiin yariklar.

Veau [16], 1931 yilinda morfolojik goriiniimlere iliskin 4 gruplu bir
smiflandirma sistemi ortaya atti. Tip 1 sadece yumusak damak yarigini, tip 2
yumusak ve sert damak yarigini, tip 3 dudagin alveolar arkin ve damagin tek tarafl
yarigini, tip 4 ise dudagin, alveolar arkin ve damagin iki tarakli yariklarmi

kapsamaktadir.

Pruzansky [17],yariklar1 4 genel kategoriye ayiran bir Oneri getirdi: sadece
dudak; dudak ve damak; sadece damak; damagin konjenital yetmezligi. Her bir
kategoride komplet, inkomplet, yumusak vb. terminolojiyi, her bir yariga daha
ayrintili tanimlamada kullandi. Bu siniflamada alveolar bolgenin durumu 6zel olarak
dikkate alinmadig1 gibi tutulumuda ayri bir kategori olusturmamaktadir. Pruzansky,
dudaktaki yarik olusumunun derecesiyle, alveolar bolgenin tutulumu arasinda sabit
bir iliski oldugunu gozledi. Dudaktaki yarik tam olmaya nekadar yaklasirsa, alveolar
bolgenin tutulum derecesinin okadar fazla olacagini, bununda dudak ve damak
embriyolojisinin ozelliklerinden kaynaklandigini savundu. Dordiincii kategoriyi

herhangi bir etyolojiden kaynaklanan velofarengeal yetmezlik olarak olusturdu.

Kernehan ve Stark [18],embriyolojik gelisim {izerine kurulmus bir
smiflandirma gelistirdi.’Incisive’ foramenin mezodermal giris sonucu olusan primer
damakla, palatin raflarin orta hatta kaynagmasi sonucu olusan sekonder damak
arasinda bir baglanti noktas1 olmasindan yola ¢ikarak gruplar1 alveolar bolgenin
kendisine gore degil de bu noktaya gore olusturdu. Gruplar, incisive foramenin
anteriorundakiler (primer damaktaki mezodermal giris kusuru olusan),incisive
foramenin posteriorundakiler (sekonder damak birlesme kusuru sonucu olusan) veya
bu iki embriyolojik olayin kombinasyonu sonucu ile olusanlar olarak belirlendi.
Bunun yaninda yarig1 tanimlamak igin daha ayrintili terminolojide eklendi. Kernehan
daha sonra Onceki calismasina dayanan sembolik bir smiflandirma onerdi. Bu
simiflandirmada, dudak ve damak, her bir ayaginin 3 kareden olustugu ve ayaklarin

birlesme noktasindaki halkanin da incisive forameni sembolize ettigi bir Y™’



tarafindan temsil edilir. Dudag:1 1.ve 4. kareler; alveolar bolgeyi 2.veS. kareler;
primer damagi 3.ve6. kareler;incisive foramenin posteriorundaki sert ve yumusak

damagida 7., 8. ve 9. kareler olusturur.

Kriens [19] tutulan anatomik bolgeye goére dudagin, alveolar bolgenin ve
damagn yariklarini temsil eden LAHSHAL kodlamasi 6nerdi. L; dudagi, A; alveolar
arki, H; sert damagi, S; yumusak damagi temsil eder. Yumusak damagin yariklarini
tek tarafli olarak ele aldigindan tek harf seklinde; sert damak, alveolar ark ve dudak
yariklarini ¢ift tarafli olarak ele aldigindan iki yanli olacak sekilde kodlamustir.
Biiyiik harfleri komplet, kiigiik harfleri inkomplet olarak 6zetlemistir.

Zamanla, yarik dudak ve damagi gruplandirmak amaciyla avantajlari ve
eksiklikleride olan birgok kayit ve smiflandirma sistedmi gelistirilmistir, ancak
evrensel olarak kabul edilip edilmemesi ve kodlama veya smiflandirma sisteminin

standart olarak kullanilip kullanilmamasi en biiyiik sorunu olusturmustur.

2.1.4. Alveolar Yarik Tedavisinin Tarihcesi

1901°de Von Eiselsberg’in ([20]) besinci parmagm kemik ve yumusak
dokusunu pedikiillii olarak yarik bolgesine getirerek ilk alveolar yarik tamirini
gerceklestirdigi sOylenebilir. Lexer [21] 1908’de ilk defa vaskiilarize olmayan kemik
kullanarak alveolar yarik onarimi yapmistir. Sonrasinda 1914’te Drachter [22]
tarafindan tibial kemik grefti ile onarim denenmis ancak pek kabul gérmemistir.
Veau [23] yarik dudagin ve damagin kapatilmasinin, yarik olan ve anormal olan
doku ve tabakalarinin her birinin normal anatomiye goére onarimini ve
rekonstriiksiyonunu igermesi gerektigini belirtmistir. Wassmund 1955 yilinda
alveoler yarigin nazal ve oral tabakalarla tiimiiyle kapatilmasinin saglanmasinin
onemini vurgulamistir. Veau’nun ortaya koydugu gereklilikler, Schmid’in 1951
yilinda, kemik grefti ile alveoler yarik onarimimi tam anlamiyla Onerip
gerceklestirdigi zamana kadar karsilanmamistir. O zamandan beri bircok cerrah
alveoler kemik greftleme tizerine farkli yontemler tanimladi. Nordin ve Johansson,
Schrudde ve Stellmach, Schuchardt ve Pfeifer [24], Boyne ve Sands [25] bunlarin

bazilaridir. Giiniimiizde alveoler yarik tedavisinin kabul gormekte olan yaklasimu,



kalic1 kanin disler stirmeden 6nceki karma dislenme dénemi olan 6-12 yas araliginda

otolog kemik grefti kullanilarak gergeklestirilen onarimdir.

2.1.5. Alveoler Yarik Tedavisinin Hedefleri

Alveoler yarik tedavisinde hem fonksiyonel hemde estetik olarak iyi sonuglar
elde etmek hedeflenir [26]. Alveoler segmentler ve yarik arasindaki siirekliligi ve
blitlinliigii saglamak greftleme nasil ve nezaman yapilirsa yapilsin belirli avantajlar
sunar. Oncelikle arkin stabilitesini saglayarak alveoler parcalarin kollapsini engeller.
Boylece ortodontik stabilite de artmig olur. Greftleme dis sagligi agisindan da
onemlidir. Kanin ve lateral kesicilerin ark icine daha stabil olan alveoler kemige
slirmesinin saglanmasi i¢in alan yaratir ve yarik komsulugundaki disler i¢inde kemik
destek saglamis olur. Kemik greftleme maksiller ark genisligi ekspansiyon ile
saglanana kadar genellikle ertelenir ve bunun sonrasinda konulan greft de relapsi
onleme agisindan Onemlidir. Uzun vadeli ¢alismalarda yariga komsu olan dislerin
kemik greftlemesi gergeklesmedigi zaman otuzlu veya kirkli yaslarda kaybedildigine
dair veriler bulunmaktadir. Ayrica lateral kesicinin protez ile rehabilitasyonu fikse
edilmis bir koprii agisindan komsu dislerin stabilitesini veya osseo-entegre implant

yerlestirilmesi acisindan da yeterli bir kemik rezervi gerektirmektedir [27].

Greftleme sadece alveoler arkin siirekliligini degil ayrica maksillanin piriform
kenarindaki devamliliginida saglar. Boylece nazal alar tabanida destekleyerek burun
destegini ve saglamligini arttirmis olur. Bunun sonucunda dogrudan bir estetik
kazang sagladig1 gibi, rinoplasti ameliyatlarinin yapildigr déneme yonelik de uzun

vadeli etkileri olugsmaktadir [28].

Nazolabial fistiiller ve damak fistiilleri damak onarimi sonrasinda siklikla
mevcuttur. Alveoler defektin greftlemesi rezidiiel oronazal fistiillerin kapatilmasina
olanak verir. Alveoler bolgedeki fistiillerin onarimi, kemik grefti olmadan yapilabilse
de basar1 sans1 daha azdir. Bunun agiz hijyeni ve konusma agisindan da potansiyel
faydalar1 vardir. Birgok yarik hastasinda nazal bosluk ve siniisteki refliiye bagh
oldugu varsayilan kronik iist solunum yolu ve siniis hastaligi bulunmaktadir. Labial
ve palatal diizeydeki rezidiiel fistiillerin konusma artikiilasyonuna ve nazaliteye

etkisinin olabilecegini vurgulayan literatiir bilgisi bulunmaktadir. Bu fistiillerin



kapatilmasinin  ve yangin greftlenmesinin nazal emisyonu ve nazaliteyi
diizeltebildigine dair calismalar [29] oldugu gibi velofarengeal fonksiyonlarda

diizelme saglandigin1 gésteren ¢alismalarda vardir [30].

2.1.6. Tedavinin Zamanlamasi

Alveoler yarigin tedavisinde belkide en tartismali konu greftlemenin nezaman
yapilacagi  konusudur.  Geleneksel literatiirde  terminoloji  uyumsuzlugu

bulunmaktadir.

Kronolojik olarak alveoler yarik tedavi segenekleri primer ve sekonder olmak
tizere ikiye ayrilir. Primer onarim 2.yastan dnce yapilan onarim olup dudak onarimi
ile ayn1 zamanda olabildigi gibi ayr1 bir ameliyat olarak dudak onarimindan sonra
damak onarimindan O6nce de yapilabiir. Erken sekonder onarim primer dislerin
tamamen ¢ikimindan sonra kalic1 disler ¢ikmaya baslamadan 6nce yapilan onarim
olarak bazi1 kaynaklarda belirtilmistir. Bu donem yaklasik 2-6 yas arasindaki
dénemdir. Bu dénemde yapilan onarimin iyi kemik sekillenmesine olanak verdigi ve
merkezi kesici diglerin kanin diste oldugu kadar ortodontik hareketlenmesine olanak
sagladigr distiniilmektedir [31]. Asil sekonder onarim ise yaklasik 6-12 yas arasinda
karma dislenme doneminde yapilan onarimdir. Onarim 12 yasindan sonra
yapildiginda genellikle ge¢ sekonder onarim veya tersiyer onarim seklinde
adlandirilir. Glinlimiizde yaygin olarak kabul gérmiis en uygun tedavi bigimi

sekonder onarimdir.

2.1.7. Kemik Grefti Kaynag

Kemik greftlerinin sik kullanilan kaynaklar1 alveoler yariklar iginde
gecerlidir; ancak greftin intraoral ve intranazal yerlesimi goreceli olarak daha az
elverislidir ve sonradan yerlestirilen implantlar kemik rezervinin ¢ok iyi bir sekilde

idame ettirilmesini gerektirir.



2.1.7.1. Otojen Kemik Greftleri

Alveoler yarik onariminda hangi dondr alanin tercih edilecegi konusunda
heniizgoriis birligi yoktur. Yeterli miktarda kemik iceren dondr alandan kolayca
alinabilen greft, iyi vaskiilarize olup alict yataga uyum saglamali ve dis ¢ikimina
engel olmamalidir. Ayrica ameliyat sonrast morbidite ve komplikasyonlar1 az
olmalidir. En sik tercih edilen otojen kemik greft kaynaklari: iliyak krest, kalvaryal

kemik, kostalar, mandibular simfizis ve tibiadir.

Greft olarak kullanilacak kemik, en yaygin olarak iliyak krestten elde
edilmektedir [25]. Otojen kemik greftleri i¢erisinde iliyak krest yaklasik %90 olarak
rapor edilmis basar1 oramiyla “’altin standart’’ olatak kabul edilmektedir. [32,
33]iliyak kemik greftinin potansiyel avantajlar1 morbiditesinin diisiik olmasi
cocuklarda bile yeterli miktarda bulunabilmesi, fazla miktarda canli osteoblastik
hiicre icermesi (kansell6z kemik),iki ekibin ayni anda ¢alismasina olanak vermesi,
hasta tarafindan kabul edilebilir olmasidir. En 6nemli sorun ise 1-2 hafta kadar

siirebilen aksamaya neden olabilecek ameliyat sonrasi eslik eden agridir.

Kortikal kemik, konulan greftin igine dogru yeni vaskiiler yapilar olusturur.
“Osteokondiiksiyon” ile konulmus olan kemik grefti yikilirken yeni kemik olusumu
baglar. Kortikal kemik maksiller parcalari iyi stabilize etse de kansell6z kemik ¢evre
dokulars daha i1yi uyum saglayip maksilla ile birlikte biiyiir daha az rezorpsiyon

gosterir ve dis ¢ikiminada izin verir.

Kemik greft, iliyak krest alanindan farkli yaklasimlarla alinabilir.
Osteotomlar testere ve kemik iligi elde etme aletleri kullanilabilir. Baz1 yazarlar
tarafindan lateral yaklasim Onerilmistir; ancak bu islem iliotibial traktiise zarar
vermekte ylirime bozuklugu ve postoperatif agri sikligini arttirmaktadir. Teorik
olarak 20 yasina kadar bilylimesini tamamlayan anterior kreste zarar vermekten
kaginmak en dogrusudur; ancak krestin tizerindeki kikirdak ortiiniin yaklasik 9 yas
civarinda kalinligi 1 cm’e kadar gerilemistir. Bu zaman diliminde kreste zarar
vermek biiylimede bozukluga ve krestin kozmetik deformitesine neden olabilir.
Kresti longitidunal olarak split ederek alttaki kanselloz kemik iligine ulagmak bu yas
grubundaki hastalarda uygulanmis ve biiyiimede degisiklik gézlenmemis, lateral

subkrestal yaklasima gore daha az yiirtime bozuklugu rapor edilmistir.



Kalvaryal kemik, cerrahi sahaya yakinligindan neredeyse agrisiz olusundan
ve hizli iyilesme siireci goOstermesinden dolayr bir¢ok cerrah tarafindan
kullanilmistir, kalvaryal kemiklerin greft olarak basaris1 farkli ¢calismalarda degisik
diizeylerde goriilmektedir. Bu greft alma teknigi ile olabilir. “Diploik” kemik igeren
greftlerin kalvaryumun ylizeyinden primer olarak kortikal kemigi traglayan yiliksek
hizli doner cihazla aliman greftlere gore daha basarili oldugu bildirilmistir; fakat
diploik kemik orami en fazla olacak sekilde alinsa bile, sonuclar iliyak krest
kemiginden alman greftlerinki kadar iyi olmayabilir. iki ayr1 ekibin ayni1 anda
calismas1 miimkiin degildir; ancak tek ekip varsa iliyak kemik greftin kinden daha
hizli alinabilir. Bagka bir yoniide insizyonun sag ¢izgisi i¢inde gizlenmesinden dolay1
kozmetik bir avantaj oldugudur. Kalvaryal kaynakli kemik greftlemenin potansiyel
dezavantajlart bulunmaktadir. Bircok ¢alismada morbiditenin minimal oldugu
belirtilse de hastalar ve aileleri tarafindan algilanan riskte bir artis oldugu kesindir.
Diploik kemik hacmindeki kisitlilik nedeniyle de, genis ve bilateral yariklarda tercih

edilmesi uygun olmayabilir.

Kosta grefti gegmiste kullanilmis olsa da, hizli rezorbe olmasi ve dis ¢ikimina
izin vermemesi nedenleriyle yayginli§i azalmistir. Ayrica pndmotoraks ve
enfeksiyon gibi dondr alani ilgilendiren riskleride vardir. Tek insizyon ile bir veya
birden fazla kostadan kemik ve/veya kikirdak grefti alinabilmesi en Onemli

avantajidir.

Mandibula simfiziside dondr alan olarak kullanilmistir. Membrandz bir
kemik oldugundan minimal rezorpsiyon gosterdigi ve hizli revaskiilarize oldugu
diisiiniilmektedir. Siklikla mevcut greftlerin hacimlerinin arttirilmas1 amaciyla
kullanilmistir. Ameliyat alanina yakin olma gibi bir avantaji olsada bu alandan

alinacak kemik siirhidir.

2.1.7.2. Allojenik Kemik Greftleri

Herhangi bir otojen alandan kemik almak icin gereken zamani ve morbidite
riskini ortadan kaldirmak amaciyla allojenik kemik te potansiyel bir greft materyali
kaynag1 olarak degerlendirilmistir. Caligmalar allojenik kemigin sekonder alveoler

yarik defektlerini greftlemek icin basarili bir sekilde kullanilabilecegini otojen
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kemikle ulagilabilinen basarili sonuglar elde edilebilinecegini goéstermistir. Marks,
kopeklerde allojenik ve otojen kemik greftleri ile maksiller alveolar yarik onarimi
lizerinde yaptigi arastirmada otojen kemiklerin %94 yogunluk kazandigi, allojenik
kemiklerin ise ancak %30 yogunluga ulasabildigini gozlemlemistir. Genel olarak
otojen kemik greftinin iyilesmesindeki mekanizma, allojenik olandan daha farklidir.
Otojen kemik greftleri iyilesme asamasinin erken doneminde anjiyoblastik bir
aktivite baglatirlar ve transplante edilen hiicrelerin bir kismi canliligin1 koruyarak
daha hizli bir sekilde yeni kemik olusumunu saglar. Buna karsin allojenik kemik
greftleri greftle beraber tasmnan canli hiicre olmadigindan daha yavas
revaskiilarizasyon gosterirler. “Osteoindiiksiyon” yoluyla yeni kemik olusumunu
saglayan allojenik kemik greftlerinin ¢evre dokuya uyumu bu nedenle daha uzun
zaman almaktadir. Nique 20 unilateral alveoler yarik hastasinin allojenik kemik
grefti ile onarimi1 sonrasinda, tlim hastalarda kemik-greft kopriilesmesi ve yariklarda
kapanma gézlemlemistir. Yine bu hasta grubunda, kanin disleri ¢gtkmamig 8 hastanin
7 sinde dislerin daha sonra greft i¢cinden biiylidiigli gozlenmistir. Gézlem siiresi kisa
oldugundan dislerin ve bu greftlerin uzun dénemdeki sonuclar1 bilinmemektedir.
Allojenik kemik kaynaklarmin ayn1i zamanda HIV, HBV gibi yavas viriis
enfeksiyonu ajani bulastirma gibi teorik bir riskide vardir. Matematiksel olarak risk
¢ok diisiik de olsa, bu hastalarin ve ailelerin dikkatini ¢ekebilir. Allojenik kemik
greftlerinin antijenik ozellikleri disiik olsada rejeksiyon riskleri mevcuttur.
enfeksiyona direng gostermediklerinden enfeksiyon sonucu kaybedilebilirler. Son
donemlerde allojenik greftlerin hazirlanmasindaki yeni gelismeler ile enfeksiyon
ajanlarinin tasinma ve antijeniteye bagl rejeksiyon risklerinin azaltilmasinda 6nemli
dlgiide yol kadedilmistir. Ozellikle “solvent dehidrate” allojenik kemik greftlerinin

liyofilize taze dondurulmus greftlere oranla daha giivenli olduklar1 gdsterilmistir.

2.1.8. Ortodontik Tedavi

Alveoler yarik hastalarinin tedavisinde ortodonti Onemli bir yer isgal
etmektedir. Tedavi siireci erken baslamaktadir. Bebeklik doneminde igeri ¢Okmiis
kiicik maksiller segmentin genisletilebilmesi i¢cin  maksiller ortopedikler

kullanilabilir ve bu sayede alveoler yarik alan1 kiigiiltiilebilir.
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Yarik segmentlerinin ekspansiyonu ve ekspansiyon ile greftleme arasindaki
iliski bakimindan literatiirde bir anlasmazlik bulunmaktadir. Birgok yazar, ameliyat
oncesi ekspansiyonu, direnci azaltarak nazal tabanin kapatilmasi igin yarik alanina
ulagimi rahatlatmasi daha iyi post operatif hijyen saglamasi ve oronazal fistiillerin
yeniden ag¢ilma ihtimalini azaltmasi yonlerinden tercih etmektedir. Ameliyat oncesi
ekspansiyon ayni zamanda bilateral yarik hastalarinda greft basarisini kotii yonde
etkileyebilecek travmatik okliizyonu ortadan kaldiran premaksiller segmentin
ortopedik hareketine izin vermektedir. Alveoler kemik greftlemeye hazirlik amaciyla
ortalama 4-6 ay 6nceden ortodontik tedavi baglanmalidir. Ortodontik tedavi ile kiigiik
maksiller segmentin seviyelenmesi, maksiller arkin desteklenmesi ve posterior
capraz kapanisin engellenmesi saglanir. Bu tedavide, maksiller arka uygulanan sabit
veya hareketli apereyleri ile transvers yon uyumsuzluklarinin g¢éziimlenmesinin
yaninda, anteroposterior uyumsuzluk durumunda yiiz maskesi uygulanarak maksiller
protraksiyon da gerceklestirilebilir. Bu donemde anterior ve posterior maksiller

arklar genisletilerek capraz kapanis diizeltilmeye calisilir.

Greftleme sonrast ekspansiyonu destekleyen yazarlar, greftin iyilesme
sirasinda dinamik bir yiikiin altina konuldugunda daha iyi kemik konsolidasyonu
olugmasi, kapatilmasi gereken daha kii¢iik bir yumusak doku defektinin olmasi,
yeterli kemik hacmi saglanmasinda daha az zorluk c¢ekilmesi ve kemikte daha hizl
rejenerasyon saglayacak daha dar bir defekt olugsmasi gibi avantajlarin iizerinde
durmaktadir. Her iki yaklasimda karma dislenme doneminde otojen kemik
greftlemesi ile beraber basari ile uygulanmistir. Pratik olarak her iki yaklagim da
mantiklidir, karar bireysel klinik duruma gore verilmelidir. Alveoler arkta kollaps
gozlenen kiiciik tek tarafli yariklarda ameliyat oncesi ekspansiyon ve sonrasinda
greftleme daha kolay olacaktir. Bu durumda ekspansiyon, defektin genisligin
arttirmayabilir ve segmentlerin uygun dizilime getirilmesi yariga komsu olan dislerin
hijyenini sagladigi gibi yarik bdlgesine ulasimida rahatlatir. Bu durumda ameliyat
Oncesi ekspansiyonun bitis noktasi iyilesmis ark formudur, capraz kapanisin
diizeltilmesi gerekmez. Lateral segmentlerin kollapsi ile kendini gosteren bilateral
yariklarda da ameliyat Oncesi ekspansiyon yapilabilir. Lateral segmentlerin
ekspansiyonu, anterior pozisyondaki premaksillayi, arkla daha iyi bir iliski haline

getirerek ark formunu iyilestirebilir. Ark formu ve segmentlerin hizalanmasi ve
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dental gelisimi iyi olan hastalarda, bukkal ¢apraz kapanis olsa bile preoperatif
ekspansiyon i¢in greftlemeyi ertelemek mantiksiz olacaktir. Bu ¢apraz kapanis
antero-posterior uyusmazliga baglh olabilir. Transvers eksiklige bagli olsalar bile,
greft sonrasi ekspansiyonla kolayca tedavi edilebilirler. Kemigin iyilesme
doneminden sonra yapilan ortodontik tedavi, daimi dislerin pozisyonlarinin
diizeltimini ve dislerin greftlenmis olan alveoler yarik alanma hareketini
icermektedir. Ayrica kanin disin greftlenmis alana siirmedigi durumlarda, ortodontik

traksiyonda uygulanabilmektedir.

2.2. KEMIiK DOKU ANATOMISIi HISTOLOJiSi
2.2.1. Kemik Doku Anatomisi

Kemik doku bag dokunun rijit formu olup iskeletin biiylik bir kismini
olusturarak viicudun destek sisteminin basinda gelmektedir. Viicutta destek ve
koruma fonksiyonlar1 disinda kan hiicrelerinin yapimi ve bazi minarellerin
depolanmas1 fonksiyonlarindan birkacidir. Kemikler ayrica kaslarin tutunma yerleri

olduklar1 i¢in lokomotor sistemin énemli bir kismini olustururlar [34].

Uzun kemiklerin orta boliimii diafiz (diaphysis), iki u¢ boliimi epifiz
(epiphysis), bunlarin arasinda kalan kisa boliime ise metafiz (metaphysis) olarak

adlandirilir.

Insan iskeleti embriyolojik olarak iki ayr1 kemik tipinden olusmustur.
Enkondral kemikler, kikirdak oOnciiniin kemiklesmesi ile olusurken, membrandz
kemikler mezenkimal onciilerin direkt ossifikasyonu ile olusur. Enkondral kemiklere
ornek apendikiiler iskeletin uzun tiibiiler kemikleridir. Membran6z kemikler ise

aksiyal ve kraniofasiyal iskelette bulunurlar [35].

Kemiklerin eklem yiizeyleri disinda kalan kisimlar1 periosteum denilen zar ile
sarilidir. Periosteum dista fibroz ve igte osteojenik olmak iizere iki kisimdan olusur.
Bu iki kathh membran yap1 kirik iyilesmesi ve anjiyogenezde onemli role sahiptir.
Fibroz kisim eklem kapsiilii ile devamlilik gostermekte iken damarlanmadan zengin
olan osteojenik tabaka kemikle devamlilik gdstererek kemikte enine biiylimeye

katkida bulunur [36].
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Kortikal kemigin i¢ yiizii endosteum denilen fibroz bir orti ile kaplhdir.
Gorevi tam olarak bilinmemekle beraber kemik iyilesmesinde rolii oldugu
diistiniilmektedir. Kortikal kemigin i¢indeki kavitede, kansell6z kemik ve kemik iligi
bulunur. Kortikal kemik ve kemik iligi i¢in destek vazifesi goren kanselloz kemik,
degisik kalinliklarda trabekiiler kemikten olusmus olup en kalin yerlerinde olgun

osteonlar1 barindirir.
Morfolojik olarak kemik doku iki kistmdan olusur:

o Kortikal (kompakt) kemik

e Kanselloz (spongiy6z) kemik

Tiim kemiklerin kortikal ve kanselloz komponentleri vardir. Kompakt kemik
kemiklerin dis kisimlarimi olusturur. Igerisinde Havers kanallar: denilen ¢ok sayida
ince kanalciklar mevcuttur. Bu kanallarda kemik dokusunun kilcal damar dolagimi
(kapillerler) bulunur. Havers kanallari yanlara dogru uzanan Volkmann kanallarinin
icerisinde yer alan, kemik iligi ile periost arasinda uzanan damarlarla anastomoz
yaparlar, cok sayida enine kanallar araciligi ile birbiriyle baglantilidir ve kemigin dis
yiizeyine kadar uzanir. Her Havers kanalini saran lakiin kemigin temel iinitesi olup

osteon ya da Havers sistemi olarak bilinir [35] (Sekil 2.1).

Kanselloz kemik, kemiklerin i¢ kisimlarinda yer alir. Bu tabakada kemik
matriksi yik tasima amaciyla basing ve gerilmenin vektdriine uygun olarak
trabekiilalar olusturur. Uzun ve yass1 kemiklerde bu trabekiilalar arasinda bulunan

bosluga meduller bosluk denir. Meduller boslukta hematopoetik kok hiicrelerden

zengin kemik iligi bulunur [35].

== Havers-Kanal

Volkmann-Kanal

Sekil 2.1. Kemik dokunun kesitsel anatomisi, Havers ve Volkmann kanallari
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2.2.2. Kemik Doku Histolojisi

Kemik doku mineralize olmasi yoniiyle bag dokusu olarak benzersizdir.
Biyokimyasal olarak %35 organik matriks ve %65 inorganik elementlerden olusur.
Inorganik komponenti kalsiyum hidroksiapatit olusturur. Kalsiyum hidroksiapatit
kemik dokusuna sertlik ve dayanikliligini verir ve tiim viicudun kalsiyum rezervinin
%99’unu,fosfor rezervinin %85’ini ve sodyum ve magnezyumun %65’ini olusturur.
Kemik dokunun organik kismini ise hiicreler ve matriks proteinleri olusturur. Bu
hiicreler osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlardir. Bu hiicrelerin olusum ve

uyarilmasini gesitli sitokinler ve biiyiime faktorleri diizenler [37].

Osteoblastlar kemik matriksinin inorganik bilesenlerinin (Tip 1 kollojen,
proteoglikan, osteopontin ve osteokalsin gibi glikoproteinler) sentezinden
sorumludur. Bu hiicreler kemik yiizeyinde epitel hiicreleri gibi yanyana dizilirler.
Sentez faaliyetleri ile beraber alkalen fosfataz (ALP) seviyesi artar ve sitoplazma
bazofilik hale gelir. Osteoblastlar, yeni sentez edilmis matriks ile ¢cevresi sarildiginda

osteosit adini alirlar.

Osteositler, osteoblastlardan koken almis hiicreler olup matriks lamelleri
arasinda bulunan lakiinalar igine yerlesmislerdir. Stoplazmik uzantilar1 sayesinde
¢evre matriksten beslenebilmeleri miimkiin olur. Bu hiicreler kemik matriksin
devamlilig1 i¢in aktif rol alirlar ve osteositlerin Oliimii ile birlikte matriks

rezorbsiyonu tetiklenir.

Osteoklastlar mononiikleer fagositik sistem kapsami i¢inde yer alan g¢ok
bliytik, ileri derecede dallanmis hareketli hiicrelerdir. Bu hiicreler ¢ok ¢ekirdekli olup
kemik rezorpsiyonunun basladig1 bolgelerde, enzimatik olarak agilmis olan Howship
lakiinas1 ad1 verilen bosluklarda bulunurlar. Osteoklastlar asidofilik agirlikli olup
kemik matriksini etkileyen asit, kollajenaz gibi lizozomal enzimleri salgilayarak

organik matriks bilesenlerinin yikimini gergeklestirirler [38].

2.2.3. Kemik Iyilesmesi

Herhangi bir zorlama ile kemigin biitiinliigiiniin bozulmas1 durumuna kirik

denir. Organizmada meydana gelen fizyolojik reaksiyonlar, biitiinliigii bozulan
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kemigin yapisal ozelliklerini tekrar kazanmasini hedefler. Kemik,diger dokular gibi
skar dokusu olusturmaz ve kendini yeniden yapilandirarak iyilesir.Yumusak dokudan
farkli olarak,kemikte osteoblast ve osteoklastlarin aktiviteleri ile 6zellesmis kalsifiye
kemik dokusu rol oynar.Kirik iyilesmesi,defektin meydana geldigi an baslar ve kirik
uclar1 birlesinceye kadar siiregelir.Bugiine kadar tam olarak aydinlatilamamis iki

sekilde incelenir:
1- Primer kirik iyilesmesi

2- Sekonder kirik iyilesmesi

2.2.3.1. Primer Kirik Tyilesmesi

Genellikle slingerimsi kemikte goriiliir. Di1s kallus olusumu gozlenmeden,
sadece i¢ kallus olusumuyla seyreden temas iyilesmesi seklindedir. Kallus radyolojik
olarak gbzlenemez. Osteoklastlar kirik uclarindaki nekrozu rezorbe eder. ilerleyen

evrede osteoblastlar yeni kemik yapisin1 meydana getirirler.

2.2.3.2. Sekonder Kemik Iyilesmesi

Indirek kemik iyilesmesi veya periosteal-endosteal kallus ile non-steonal
tyilesme olarak ta isimlendirilebilir. Sekonder kemik iyilesmesini 3 evrede
izleyebilmek mimkiindiir. Bunlar; inflamatuar donemi, tamir dénemi ve

remodelizasyon donemidir. Sekil 2.2°de kemik 1yilesmesi donemleri gdsterilmistir.

INFLAMATUVAR TAMIR REMODELIZASYON
DONEM DONEMI DONEMI

FAZIN

GELiSIMI

~=10%—~ 10%
40%

Sekil 2.2. Kirik iyilesmesi donemleri
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Inflamatuar Dénem (1-4 giin): Doku travmalarinda oldugu gibi, kiriklarda
da dokunun ilk cevabi inflamasyondur. Bu donem ilk 3-4 giinliik siireyi kapsar. Bu
evrede hematom ve hiicre 6liimii enflamasyonu baglatir. Kirigin etrafina toplanan kan
ve lenf sivisina kirtk hematomu denir. Hematom uygulandig1 basingla kirik uglarini
bir arada tutar. Kirik hematomu ortaminda bulunan trombositler ve ortamdaki diger
hiicreler epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF),
trombositten {iretilmis biiyiime faktorii (PDGF),transforme biiylime faktorii-beta
(TGF-B), kemikten tiiretilmis biiylime faktorii (BDGF), interlokin-1 (IL-1) gibi
proteinleri ortama salarlar. Bu proteinlerin periosteal hiicre ¢ogalmasi, doku onarimi

ve matriks sentezi gibi gorevleri vardir.

Onarim (Reperasyon) Donemi (2-40 giin): Bu evrede nekrotik dokulari
rezorbe edilir ve fibroblastlarin bolgeye gb¢ etmesiyle onarim evresi baslar. Onarim
doneminde gorev alan hiicreler mezensimal kdkenli, cok yonlii gelisim giicline sahip
olan hiicrelerdir. Osteoklastlar 6lii kemik dokusunu kaldirirken osteoblastlara
farklilasma kemige yakin bolgelerde ilk olarak gozlemlenir. Kirik uglarma yakin
bolgelerde dis kallus olusumu meydana gelir. Bu evre fibroz kallus dénemi olarak
adlandirilir. Osteoblastlar kallus icinde kemigin olusabilecegi matriks ortamini

sentezlerler.

Mineralizasyon evresinde ALP kalsiyumu c¢oktiiriir. Osteoklastlarin  geri
emilimle bosalttig1 alanlar osteoblast tarafindan sarilarak kemik olusumu baslatilir.

Bu evreden sonra sert kallus olusumu baslar.

Kemigin Yeniden Sekillenme (Remodeling) Donemi: Bu evre en uzun
evredir. Osteoklastik faaliyetle rezorpsiyon devam ederken, osteoblastlar yeni kemik
olusumunu saglamaktadir. Bir 6nceki evrede kalsifiye olan kikirdak osteoid dokuyla
yer degisir. Kallus endokondral kemik olusum yoluyla 6rgii kemik ile yer degistirir.
Orgii kemik agir agir rezorbe olur ve lameller kemik ile yer degistirir. Sekil 2.3°te

kemik onariminin agamalari gosterilmistir.
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Damarlasma

Hematom Siingerimsi
Kompakt kemik i

1. Kopmus kan damariari nedeniyle
hemotom olusumu

Kemiksikallus

3. Kemiksikallus olusumu 4_Kemigin tekrar sekillenmesi

Sekil 2.3. Kemik onarimi

2.2.4. Kemik Belirtecleri
2.2.4.1. Alkalen Fosfataz (ALP)

Alkalen fosfataz biitiin hiicre tiplerinde bulunabilen hiicresel bir proteindir.
Bu nedenle kemige 6zgii degildir. ALP’mn bu farkl tipleri bagirsak, plasenta, kemik,
karaciger ve bobrekten koken almaktadir. Bu izoenzimler arasindaki fark yapilarinda
bulunan siyalik asitin degisik oranlarda bulunmasidir. ALP substrattaki fosfat
gruplarini kaldiran bir hidrolaz enzimi olarak is gormektedir. Farkli hiicre tiplerinin
proliferasyonunda gorev almaktadir. Bir¢ok calisma ALP’nin hiicresel aktivitenin ve
farklilasmanin erken belirleyicisi oldugunu gostermistir. Ayni zamanda protein

diizeyinin mekanik gii¢ uygulamalarinda da yiikseldigi gosterilmistir [39-42].

ALP’nin izoformlarindan biri olan kemik alkalin fosfatazi (BALP)
osteoblastlar tarafindan iiretilir. Osteoblast membranina yerlesik olan bu protein
osteoblast aktivasyonunun olmasi durumunda dolasima salinir. Bu nedenle kemik

dongiisiiniin en 6nemli belirtecleridir.

2.2.4.2. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, DNA nin {iizerindeki sifreyi protein sentezine

gotiirecek yol olan transkripsiyon basamagini, DNA {izerindeki belirli bdlgelere
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baglanarak tek baslarina ya da baska proteinlerle birlikte kolaylastiran veya
engelleyen proteinlerdir.

2.2.4.3. Runt iliskili transkripsiyon faktorii 2 (Runx 2)

Runx 2 osteoblast fenotiplenmesindeki en 6nemli gen olarak tanimlanir.
Bir¢ok ¢alisma memeli organizmalarin iskelet gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini

gostermistir [43].

Yapilan ilk caligmalarda Runx 2 nin osteokalsinleri diizenledigi goriilmiistiir.
Fakat son donemlerde yapilan arastirmalar genis bir spektrumda osteoblastlara 6zgi
genleri diizenledigi gosterilmistir. Runx 2 transkripti bir¢ok osteogenik sinyal
yolagini etkileyebilmektedir. Bu yetenegi sayesinde osteokalsin, osteopontin,
kollojen 1, kollojen 3 (matriks metalloproteinaz 1), kemik siyaloproteini, alkaline
fosfotaz TGFB reseptor 1,RANKL (niikleer faktor kapa b ligandi reseptor aktivatorii)
gibi genleri direkt uyarabilmektedir (Sekil 2.4) [44-47].

MAPK
Pathway

Sekil 2.4. Runx2"nin regiilasyonu ve etkiledigi yollar

Up regiilator etkiye sahip olanlar yesille gosterilirken, inhibitor etkiye sahip olanlar kirmizi ile
gosterilmistir
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2.2.4.4. Matriks Proteinleri

Kemigin organik matriksine osteoid madde adi verilir. Osteoid madde
erigkinlerde kemik agirliginin %25"ini, hacim olarak da %38"ini olusturur. Organik

maddelerin %95"i kollajen, proteoglikanlar ve glikoproteinlerden olusmaktadir.

2.2.4.5. Kemik Siyaloproteini (BSP)

Yapisinda yiiksek oranda siyalik asit igeren, kemigin non-kollajen
matriksinde bulunan glikopeptit yapisinda 70-80 kDa agirligindaki yap1 elemanidir.
Esnek yapisi nedeniyle hidrofobik kollajen baglanma bolgeleri igeren birkag yapisal
bolgesi vardir. Osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan sentezlenir. Kemik
formasyonunu saglayan osteoblastlar tarafindan BSP geninin ifadelenmesi
hormonlar ve sitokinler tarafindan arttirilir. BSP kemik formasyonunda, mineralize
olmus dokularin ekstraselliiler matrikslerinin organizasyonunda ve matriks

adezyonuda biiyiik role sahiptir.

2.2.4.6. Kollajen 1 (COL1)

Tip I kollajen, kollajenin 6nciil formudur. Hiicre ylizeyindeki sitokinlerle
diger ekstraselliiler matriks proteinleri arasindaki baglantilar1 bicimlendirirler. Deri,
dis, kornea, damarlar ve tendonlar gibi bir¢ok hiicre tipinde tayin edildigi i¢in
kemige 0Ozgli olarak kabul edilmez. Bu protein hiicre adezyonunda,
proliferasyonunda ve osteoblastlarin fenotiplerinin farklilasmasinda goérev alir.
Kollajen I"in ifadelenmesinin mekanik gii¢ uygulamalarindan 2 giin sonra arttigini
gosteren c¢alismalar vardir [48, 49]. Bu nedenle osteoblastik farklilasmada erken
belirteg olarak gorev aldig1 gozlemlenmistir. Osteoblastlarin tip | kollajen sentezinde
amino (-N) ve karboksi (-C) propeptidleri ekstraselliiler endopeptidazlar tarafindan
koparilmaktadir. Serum tip I kollajen karboksiterminal propeptid (PICP) ve
aminoterminal propeptid (PINP) diizeyleri, kemikte osteoblastlar ve bag
dokusundaki fibroblastlarda sentezlenen yeni kollajen sentezindeki degisiklikleri
gosterir [50, 51].
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2.2.4.7. Osteokalsin [OC (Kemik gla Proteini)]

Kemik gla proteini olarak da bilinen osteokalsin kemige Ozgli nadir
proteinleden biridir  [52]. 48 aminoasitten olusur ve 5.8 kDa agirligindadir.
Hidroksiapatit baglama yetenegindedir. OC"nin baslica 6zelliklerinden biri vitamin-
K bagimli, gamma karboksiglutamik asit (Gla) kisimlarinin kalsiyum baglamasidir.
Kemigin non-kollajen kisminin bir elamanidir. Osteoblastlar, odontoblastlar ve
hipertrofik kondrositler tarafindan tretilirler [53, 54]. Osteoblast progenitor
hiicrelerin farklilasmasinda, kemigin bi¢imlenme asamasinda matriks sentezi ve
mineralizasyonunda biiyiik rol oynarlar [55]. Bu gen birgok hiicre i¢i faktor ve
cesitli reseptor baglanma bolgeleri sayesinde de farkli hormonlar tarafindan
diizenlenir [56]. Genin yiiksek diizeylerde ifadelenmesi Runx2 proteini tarafindan

diizenlenir.

OC"nin regiilasyonu Sekil 2.5’te gosterilmistir.

Osteocalcin Geni

OSE2 |- OSE1 |J

Up regiilator etkiye sahip olanlar yesille gosterilirken, inhibitdr etkiye sahip olanlar kirmizi ile,
baglanan partner proteinler sari ile gosterilmistir.

|

Sekil 2.5. OC"nin regiilasyonu

Yapilan galigmalar, OC*“nin kemik formasyonu sirasinda sentezlendigini

gosterirken, resorpsiyon asamasinda yikildigini gostermistir. Bu sebeple OC*nin
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kemik matriks metabolizmasinimi yoksa kemik dongiisiiniin mii belirleyicisi oldugu

tam olarak acik degildir [57].

2.2.4.8. Osteonektin (SPARC)

SPARC (Osteonektin, BM-40) 32kD agirliginda, asidik ve sisteince zengin
glikoprotein yapisinda kalsiyum baglayan bir matriks proteinidir. Bu proteinler
ECM"in yapisal elemanlar1 olarak is gormekten cok hiicre-matriks iletisimini
saglarlar [58]. Ekstraselliiler matrikse destek saglayan hidroksiapatite ve katyonlara
yiiksek ilgisi vardir [59]. SPARC kemik formasyonu ve resorbsiyonu arasinda bir
denge saglar. Sekil 2.6’da yeni kemik olusumu siiresince rol oynayan molekiiler

diizenleyiciler gosterilmistir.

Kemik iligi Kemik

’ MLJ 1@ C

@
O(Su) N

Mezenkimal kék Pre osteoblast steoblast Olgun|a§mam|§ Olgunlagmis osteositler
hiicreler Colz Colx osteositler
BSP oc E11 Dmp-1
Pikge Runx2 | Alk Phos Mope
" S Sost
Msx2 p-cat
TCFI/LEF

Sekil 2.6. Kemik olusumunun molekiiler diizenleyicileri [60]

2.3. DOKU MUHENDISLIiGi

Kalp, Kkaraciger ya da bobrek gibi organlarin nakli, diger tiirli
iyilestirilemeyen son asamadaki hastaliklar i¢in olduk¢a basarili bir terapidir.
Bununla birlikte, verici organlarina olan ihtiya¢ bu arzin ¢ok tizerindedir. A.B.D.’de
her yil karaciger ya da kalp nakli i¢in potansiyel adaylarin yaklasik olarak %15’
bekleme sirasinda hayatlarini kaybetmektedir. Bu organ eksikligi, hayattaki ilgili
vericilerden tiim organin ya da organin bir kisminin bir hastaya nakli gibi cerrahi
tekniklerin gelistirilmesiyle sonuglanmistir. Bu nakil teknikleriyle alinan mitkemmel

sonuglara ragmen vericide olusturulan hasar bir problem olarak kalmaya devam
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etmektedir. Zenotransplantasyon kaynaklar olarak adlandirilan diger tiirler (6rnegin
domuz) gibi alternatif verici kaynaklarinin uzun dénemde uygun hale gelip
gelemeyecegi spekiilatiftir [61]. Immiinolojik bariyerin &tesinde, domuz endojen
retroviriisii (PERV) gibi potansiyel mikrobiyolojik tehlikeler de bulunmaktadir [62].
Doku miihendisligi otolog hiicrelerin kullanilmas: sayesinde ret (hiper akut ya da
gecikmis) gibi immiinolojik cevaplarin ve viral enfeksiyonlarin ortaya ¢ikma riskini

tamamen ortadan kaldirir (sekil 2.7).

Sekil 2.7. Doku miihendisliginin temel konsepti

1) Hiicrelerin alinmasi, 2) Hiicre kiiltiiriinde sayilarinin ¢ogaltilmasi, 3) Uygun biiyiime faktorleri ve
sitokinlerle birlikte uygun bir skafold igerisine ekim, 4) Kiiltiir ortamina koyma, 5) Islenmis dokunun
hasar goren bélgeye yeniden implantasyonu

Doku miihendisliginin temel konsepti ekilen hiicrelerin organize olabildikleri
ve istenilen organ ya da dokuya implantasyon Oncesinde doniisebildikleri bir yapi
saglayan bir yapi iskelesi (skafold) igerir. Skafold, degistirilecek doku i¢in hiicreler
yeterli ekstraseliiler matriksi olusturana kadar bir biyomekanik profil saglarlar. Yeni
olusturulan matriksin olusturulmas: ve organizasyonu sirasinda skafold ya degrade
ya da metabolize olarak sonunda kendi yerini doku fonksiyonunu restore eden,

koruyan ya da iyilestiren bir yasayan organ ya da dokuya birakir. Kavramin daha iyi
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anlasilmas: i¢in, doku miihendisligi (in vitro olarak hiicre ekilmis matrikslerin
implantasyonu) ve yonlendirilmis doku rejenerasyonu (implantasyon sonrasinda
konak tarafindan igerisi hiicrelerle doldurulacak olan, hiicre icermeyen matrikslerin
kullanlmas: yaklasimi) arasindaki ayrimin yaplmas: yardimci olacaktir [63].
Vaskiiler protez (Dacron™) gibi geni bir yiizey alan iizerine komsu dokudan alinan
otolog hiicrelerin ekilmesinin hayvanlarda ise yararken, insanlarda sinirli bir
kullanima sahip oldugu gosterilmistir [64]. Hiicre igermeyen ve ekim yapilmamis
olan matrikslerin igerisinde gozlenen otolog popiilasyon olusumunun insanlar i¢in
kullanilip kullanilamayacag: tartismalidir [65]. Doku miihendisliginin ilk &rnekleri
arasinda 1933 yilinda Bisceglie’nin bir polimer membran igerisine yerlestirilmis fare
timor hiicrelerini tavuk embriyolarinin abdominal bosluguna yerlestirilmesi ve bu
hiicrelerin yasamaya devam ettigini gostermesi verilebilir [66]. 1990’11 yillarda doku
miihendisliginde biyiik gelismeler olmus ve su ana kadar aktif arastirma
kapsamindan ¢ikarilan bir doku ya da organ olmamistir. Bununla birlikte eklem
hasarlarinin tamiri i¢in aralarinda deri ve kikirdagin oldugu yalnizca birkag {iriin
Klinik denemelere alinmistir. Doku miihendisligindeki en biiyiik engellerden biri, iyi
bir besin maddesi saglama ve atik uzaklastirma mekanizmasinin oturtulmasidir. Her
ne kadar kalp kapakgigi gibi bazi dokular kendileri igin gereken besleyici 6geleri
difiizyon yoluyla tedarik etseler de, dokularin ve organlarin biiyiik ¢ogunlugu vasa
vasorum olarak da bilinen karmasik bir mikro-vaskiiler sisteme bagimlidir. Doku
miihendisligi yaklasimlarinda kullanilan skafold yapilarinin bu soruna da deginecek

sekilde tasarlanmalar1 ve yapilandiriimalar: gerekmektedir.

2.4. KEMIiK DOKU MUHENDISLIGi
2.4.1. Tarihge

1985 yilinda Ulusal Bilim Konseyi’nin toplantisinda UCSD (University of
Calfornia San Diego) den Y.C.Fung tarafindan “Doku Miihendisligi” terimi ilk
olarak ortaya atilmistir (m17). Buna ragmen bir¢oklar: tarafindan Langer ve Vacanti
Science dergisinde 1993 yillarinda yayinlanan biyolojik olarak uyumlu sentetik doku
iskelesi yardimiyla in vitro ortamda canli hiicre elde ettikleri ¢alismalar1 nedeniyle

doku miihendisliginin ‘“babalar’” olarak nitelendirilirler. Bu makalede doku
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miithendisligini  “biyoloji ve miihendislik prensipleri ile doku ve organ
fonksiyonlarmin restorasyonu, idamesi ve gelistirilmesi amaciyla biyolojik eslenik

gelistiren interdisipliner alan”’ olarak nitelendirmektedirler [67].

Doku miihendisligi ile elde edilen ilk implant kondrosit entegre edilmis
sentetik bir doku iskelesi olup 1991 yilinda Poland Sendromu’na sekonder konjenital

sternum agenezisi olan 12 yasindaki bir erkek hastaya uygulanmistir [68].

Kemik doku miihendisligi i¢in en kritik gelsmelerden biri Urist tarafindan
1965 yilinda kemik morfojenik protein (BMP) nin bulunmasi ve popularize
edilmesidir [69]. Kemik doku olusumunu tetikleyen ve diizenleyen bir maddenin
kesfi heyecan uyandirmis ve bu maddenin Wozney ve ark. Tarafindan klonlanmasi

ile in vivo uygulanabilir olmas1 kemik arastirmalaria ciddi bir ivme kazandirmigtir
[1].

BMP ailesinin kesfedilmesinden sonra kemik iyilesmesini hizlandirici etkisi
olabilecek vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), insiilin benzeri biiylime
faktorii 1ve 2 (IGF 1-2), asidik ve bazik fibroblast biiyiime faktorii gibi biiyiime
faktorii ile arastirmalar gergeklestirilmistir [70-72].

Diger bir taraftan doku iskelesi amaciyla kullanilan materyaller bakimindan
da gelismeler devam etmis ve gilnlimiizde trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit,

polilaktik asit, polilaktik asit ko-glikolik asit ve bilesenleri siklikla kullanilmaktadir
[8].

Scnell ve ark. 2007 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda polikoprolakton ve
kollojen/polikoprolakton monofiberler yoluyla sinir dokusunda aksonal uzama ve

sinir dokusu tiretimi ortaya koymuslardir [9].

Macchiarini ve ark. 2008 yilinda gerceklestirdikleri ¢alismada kadavradan
alinan trakeay1 aseliiler hale getirdikten sonra alici hastanin kok hiicrelerinden
tiiretilen hiicreleri yiikleyerek in vitro ortamda elde edilen dokuyu alici hastaya
transplante etmislerdir. Bu klinik deneyim bilinen en 6nemli doku miihendisligi ile
elde edilen organ naklidir. Rejeneratif tibbin temel alanlarindan olan doku
mihendisligi, kok hiicre biyolojisi ve transplantasyon cerrahisinin bir arada

uygulanmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir [73].
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2.4.2. Doku Islelesinde Kullamilan Biyomalzemeler

Doku iskelelerinin sentezinin temel amaci in vivo ortamda hedeflenen
dokunun olugmasini saglamak oldugu i¢in kimyasal igerigi ne olursa olsun saglikli in
vivo davranis icin belirli bazi kriterleri karsilamasi gerekmektedir. Bu amagla

kullanilan polimer:

1-Osteoindiiksiyon - Doku iskelesine yiiklenen kok hiicreye veya
mikrogevrede yer alan dondr hiicrelerine toksik olmamali hatta hedeflenen bu
multipotent kok hiicreleri ve c¢evredeki endojen dokular1 osteojenik seride

cogalmalar1 yoniinde uyarmasi ve tetiklemesidir.

2. Osteointegrasyon - Kimyasal olarak alict dokuya tutunabilmelidir.
Biyolojik olarak inert olmali ve alict dokuda herhangi immunojenik yanit
olusturmamalidir. Olast immunojenik yanit rejenerasyon mekanizmalarini inhibe

edecektir.

3. Osteokondiiksiyon - Kullanilan kimyasal malzeme uygulanan dokuda yeni

kemik olugumunu desteklemelidir. Uygun mekanik dirence sahip olmalidir.

4. ideal bozunma kinetigine sahip olmalidir. Uygulanan anatomik bdlgenin
ihtiyaglarini karsilamali ve arzu edilen mekanik drence ve yiik tasima kapasitesine
sahip olmali ancak 6te yandan hedef dokuda kemiklesme gergeklesirken osteojenik

matiirasyona izin verecek sekilde biyobozunur olmalidir [74-77].

Bu kriterleri belli dlglide karsilayan ve doku miihendisliginde kullanilan

malzemeler:

1-Dogal polimer yapida doku iskeleleri (kollojen, hyaluronik asit, kalsiyum
aljinat, kitosan ve fibrin)

2-Mineral bazli doku iskeleleri (kalsiyum fosfat, seramik, biyoaktif cam)

3-Sentetik polimer yapida doku iskeleleri (polilaktik asit, poliglikolik asit,
polilaktik ko-glikolik asit, polidaksanon, polikaprolakton)

4-Hidrojel yapida doku iskeleleri (6rn.Peptit hidrojel)

olarak gruplanabilir [77-79].
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Bu malzemelerden dogal ve mineral bazli olan doku iskelelerinin
osteoindiiksiyon kapasiteleri yiiksek olmasina karsin kirilgan olmalari, mekanik
olarak yiik tasima kapasitelerinin diisiik olmasi nedeniyle klinik olarak hedeflenen

genis kemik defektlerine uygulanmasi uygun géziikmemektedir.

Buna karsin sentetik polimer yapida doku iskeleleri ise kemigin yerine
gecgebilecek gerekli mekanik, yik tasimaya yonelik Ozelliklere sahipken

osteoindiiksiyon giicii diger malzemeler kadar fazla degildir.

Ideal bir doku iskelesinde bulunmasi gereken yukaridaki belirtilen biitiin
ozellikleri tek basina bulunduran tek bir ideal polimer bulunmamaktadir. Bununla
beraber siklikla gergeklestirilmeye ¢alisilan uygulamalardan biride maksimum
osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon elde edilmesi amaciyla dogal, mineral bazli

polimerlerle sentetik polimerlerin hibridizasyonu ile kompozit materyal kullanimidir

[80].

Bu tez ¢alismasinda kullanilan doku iskelesi olan B-Trikalsiyum fosfat sert
doku onariminda kullanilabilecek bir polimerdir, yine bu polimerlerin hidrofobik
oldugu bilindiginden, biyomimetik yaklasimla hazirlanan bu yapilarin tiim gézenek
yiizeyleri tip-I kolojen ile kaplanarak hiicre tutunmasina uygun hale getirilerek

gelistirilmistir.

2.4.3. Doku iskeleleri Hazirlama Teknikleri

Doku iskelesi iiretimindeki en biiyiik sorun, istenen makro-yapisal (geometri,
bilesim, mekanik dayanim, yogunluk, gézeneklilik), mikro-yapisal (gozenek boyu,
gozenekler arasi baglantilar, bozunma davranisi) ve nano-yapisal (yiizey topografisi,
yiizeyin fiziksel-kimyasal yapisi) ozelliklerin kesin bir sekilde korunmasidir. Ideal
olarak, fabrikasyon tekniginin ayn1 zamanda farkli temel malzemelerin kullanimina
izin vermesi gerekir. Farkli malzemelerden olusan karmasik doku iskelesi tasarimi da
tiretimde diger basamaklar: zorunlu kilar. Cesitli mithendislik parametreleriyle doku

iskelesi iiretiminin sonucu belirlenebilir.

Yukarida da bahsedildigi gibi, uygulanacak doku iskelesi iiretim teknigi

birincil olarak kullanilan malzemeye gore belirlenir. Dogal olarak bulunan, organik
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olmayan malzemeler Ornegin sentetik organik malzemeler icin kullanilan
tekniklerden farkli sekilde ve dogal olarak bulunan organik olmayan malzemeler de
sentetik organik malzemeler i¢in kullanilanlarin disinda farkl: tekniklerle iiretilir.
Organik olmayan malzemelerin {iretimi genelde seramik teknolojisinde kullanilan
tekniklerle yapilirken, sentetik ve dogal (organik) polimer malzemelerinin iglenmesi
icin ¢ok ¢esitli teknikler gelistirilmistir. Geleneksel polimer isleme teknikleri, yigin
ya da gozenekli yapiya sahip skafoldlarin olusturulmasinda kullanilan siiregler olarak
tanimlanabilir. Bunun aksine, katilarin kullanlmadig: iiretim tekniklerinde, dogrudan
bilgisayarda olusturulmus modellerden tabakalar halinde skafold iiretimi yapilmakta,
bu sayede yapilara gozenekler/bosluklar katilabilmektedir.

Yaygin olarak kullanilan teknikler ¢oziicii dokiim/partikiil ekstraksiyonu, faz
dontigiimii/partikiil ekstraksiyonu, fiber ¢ekme/baglama, eriterek kaliplama, gazla
kopiiklendirme/yiiksek basing muamelesi, membran laminasyonu, hidrokarbon
kaliplama, dondurarak kurutma, emiilsiyondan dondurarak kurutma, ¢ézelti dokiim
ve bu tekniklerin kombinasyonlardir. Bu tekniklerin temelleri ve prosediirleri ¢esitli
incelemelerde bulunabilir [81-83]. Cok sayida skafold kemik ve kikirdak doku
miihendisliginde ex vivo kullanilmis ve hayvan deneylerinde ve klinik durumlarda
incelenmistir. Calismada kullanilan islemlerin avantajlarint ve kisitlamalarini
anlamak i¢in, bu yontemlerden asagida kisaca bahsedilmistir. Tablo 2.1°de skafold

tiretim yontemleri verilmistir.

Cozlct dokiim/partikiil ekstraksiyonu, doku miihendisligi skafoldlarinin
hazirlanmasinda yaygin sekilde kullanilan ve kapsamli sekilde incelenmis bir {iretim
yontemidir. Bu sekilde tiretilmis skafoldlar, kemik ve kikirdak doku miihendisligi
uygulamalarinda basarilt bir sekilde kullanlmistirlar [84]. Mikos tarafindan 1994’te
ilk kez tarif edilen bu yontem bir mineral ya da organik partikiiliin polimer ¢ozeltisi
igerisinde disperse edilmesine dayanr. Dispersiyon siirecinin ardindan bir dokiim ya
da dondurarak kurutma siireci gelir. Bu temel siire¢ modifiye edilerek iyilestirilmistir

[85, 86].

Coziicii dokim/partikiil ekstraksiyon teknigi ozellikle poli (L-laktik asit)
(PLLA) skafoldlarinin iiretiminde kullanilmis olsa da, diger polimerler igin de

uygulanmistir [87]. Bu yaklasimin kullanimi gorece kolay olmasina ragmen,
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yontemin, toksik ¢oziiciilerin kullaniliyor olmasi ve ince yapilarin hazirlanmasinda

kisitlama getirmesi gibi dezavantajlar: vardir [88].

Tablo 2.1. Doku iskelesi fabrikasyon teknikleri

Geleneksel

Hizh Prototipleme

Coziicii dokiim/partikiil ekstraksiyonu
Faz doniistimii/partikiil ekstraksiyonu
Fiber ¢cekme/baglama

Eriyikten kal:plama

Gazla kopiiklendirme

Stiperkritik akkan muamelesi
Membran laminasyon

Hidrokarbon kal:plama
Elektrosipining

Dondurarak kurutma

Emiilsiyondan dondurarak kurutma
Cozelti dokiim

Birlesik depozisyon modelleme
Ug boyutlu baskilama

Ucg boyutlu isaretleme

Secici lazer sinterleme

Lamine edilmis sekilde iiretim
Steriolitografi

Cok fazli jetten katilagt:rma

Yiiksek basing altinda gaz kullanilarak yapilan kopiiklendirme de polimer

disklerinin CO; ile doyurulmasina dayanan bir diger isleme teknigidir. Bu yontemin

bir avantaji, olduk¢a yliksek go6zeneklilikte polimerler elde ederken, 100 pm

boyutlarnda gozenek araligina ulasilabilmesidir [89]. Bu teknikle iiretilen

skafoldlarin ise diigiikk mekanik 6zellik ve iyi tanimlanamayan gozeneklilik gibi

dezavantajlar vardir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Laboratuvari’'nda gergeklestirildi. Deney hayvanlarimin tim cerrahi islemleri,
bakimlar1 ve izlemleri bu laboratuvarda yapildi. Calisma i¢in Hacettepe Universitesi

Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan gerekli izin alindi (Karar No:2013/70-08).

Calismada toplam 64 adet 350-500 gr agirliginda, erkek Wistar-albino
siganlar kullanildi. Kullanilan deney modeli literatiirde tariflenmis alveoler yarik
kritik boyutlu defekt modeli baz alinarak planlanmistir. Tiim hayvanlar, standart
cevresel kosullar saglanacak sekilde, oda sicakliginda, her bir kafeste birer si¢an
olacak sekilde barindirildi. Islem o6ncesi degerlendirmede deneye dahil edilen
hayvanlarin hi¢birinde enfeksiyon, acgik yara, malniitrisyon veya baska bir saglik
bozuklugu yoktu. Beslenmelerinde standart sican yemi ve musluk suyu kullanildi.
Calisma yapilacak sicanlara, ¢aligmadan 6 saat Once, sivi ve yiyecek kisitlamasi

yapildi. Profilaktik antibiyoterapi uygulanmadi.

3.1. CALISMADA KULLANILAN DOKU iSKELELERI MODELLERI

Calismada kullanilan doku iskeleleri modelleri ve liretim teknigi Hacettepe
Universitesi Kimya Miihendisligi ve Biyomiihendislik Béliimii Hiicre ve Doku
Miihendisligi Arastirma Laboratuvari’nda tanimlanmis olup bu c¢alismada kullanilan
doku iskelelerinin iiretim ve karakterizasyonu da aymi laboratuvarda

gerceklestirilmistir.

3.1.1. Poli (L-laktat)/Poli (e-Kaprolakton) Polimerlerin Sentezlenmesi ve

Polimerik Blendlerin / Doku Iskelerinin Hazirlanmasi
3.1.1.1. Poli (L-laktat)/Poli (e-kaprolakton) Polimerlerin Sentezlenmesi
Calismanin polimer sentezi basamaginda Halil Murat Aydin“in Hacettepe

Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dalinda optimize ettigi kosullar

altinda sirasiyla L-laktat (LLA) (Purac, Hollanda) dimeri, e-kaprolakton (¢ -CL)
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(Aldrich, Almanya) monomeri ve kalay oktoat (SnOc) (Sigma, ABD) ise katalizor
olarak kullanilmistir. Ayni kosullar altinda laktat dimeri ve & -kaprolakton
monomerinin yigin polimerizasyonu yontemi ile ayri ayr1 polimerizasyonu
gergeklestirilmistir. Kullanilan LLA dimeri susuz toluen igerisinde ¢oziilmiis ve
yeniden kristallendirilerek saflastirilip kullanilmistir. € -kaprolakton monomeri,
kullanilan tiim c¢oziicliler ve katalizor hicbir islem uygulanmadan kullanilmistir.
Polimerizasyon reaktorii olarak cam balon kullanilmistir. Polimerizasyon bu
reaktorde vakum altinda, etiivde gerceklestirilmistir. Sekil 3.1 ve 3.2’de sirasiyla

PLLA ve PCL polimerizasyon reaksiyonlar1 goriilmektedir [90].

0

H:C J\ CH; O CH; O

0 Ll Ll
> 0—CH—C—0—CH—C—

0
CH3 11
0

Sekil 3.1. Is1 ve katalizor varliginda poli (L-laktat) polimerizasyon reaksiyonu

0
ﬁ
\JO > 0—{CHy}—C

Sekil 3.2. Is1 ve katalizor varliginda poli (€ -kaprolakton) polimerizasyon reaksiyonu

n

Polimerizasyon basamaginda izlenen yol soyledir: Secilen LLA veya e-CL
ve monomer-katalizor oranina gore miktarlar1 hesaplanan katalizr polimerizasyon
reaktoriine konur. Katalizor susuz toluende ¢oziilerek eklenir. Daha sonra oda
sicakliginda toluenin tamami vakum varliginda uzaklastirilir, reaktore bir siire azot
verilir ve agzi kapatilarak polimerizasyon sicakligina getirilmis etiive aliir ve
reaksiyon baglatilir. Katalizorlin homojen bir sekilde karigmasini saglamak amaciyla
ilk bir-iki saat reaktor ¢alkalanir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra reaktor etiivden

cikarillarak oda sicakliginda sogutulur. Balonun agzi agilir, polimer susuz
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kloroformda ¢oziliir ve soguk metanolde ¢oktiiriilir. Elde edilen polimer vakum
altinda etiivde kurutulur, 4°C"de muhafaza edilir. Polimerizasyon sicakligi PLLA ve
PCL polimerleri i¢in 120°C“dir. PLLA igin polimerizasyon siiresi 30 saat segilirken,
PCL i¢in 4 saat secilmistir [90].

3.1.1.2. Polimerik Blendlerin Hazirlanmasi

Bozunma davranisini ve mekanik Ozellikleri daha iyi sekilde kontrol
edebilmek ve amaca uygun en iyi PLLA/PCL karisimmin belirlenmesi igin,
yukarida anlatilan sekilde sentezlenen iki farkli molekiil agirligina sahip iki polimer
kullanilarak blendler hazirlanmistir. Blend igerisinde bulunan diisiik molekiil
agirligina sahip PCL"nin disiik molekil agirligindan dolayr 6nce bozunmasi ve in
vivo olarak hiicre proliferasyonu i¢in daha fazla yer sunmasi, yapiya esneklik
kazandirilmas: diistintiliirken, gorece olarak daha yiiksek molekil agirligindaki
PLLA fraksiyonu oldukga yiiksek gozeneklilige (yaklasik %90) sahip skafoldlarin
yapisal biitiinliiglintin korunmasi i¢in yapiya dahil edilmistir. Blendler basitce, elde
edilen polimerlerin daha 6nceden belirlenmis agirliklarda ayr1 ayri tekrar kloroform
igerisinde ¢Oziinmesi (%15 a/h) ve mekanik karistirma altinda, bu polimer
cozeltilerinin oldukga etkin bir sekilde birbirleriyle karistirilmasi, son olarak da
soguk bir ¢Oktirme ortaminda (metanol) c¢oktiiriliip, kurutulmalari ile elde

edilmistir. 3 farkli PLLA/PCL blend orani kullanilmistir: %25 PLLA + %75 PCL

(Blend A), %50 PLLA + %50 PCL (Blend B) ve son olarak %75 PLLA +
%25 PCL

(Blend C). Farkli 3 blend orani kullanilarak hazirlanan doku iskeleleri ile
yapilan 6 aylik in vitro bozunma deneyi ve mekanik testlerin sonunda %50 PLLA +
%50 PCL blendi daha sonraki calismalar i¢in gerek mekanik 6zellikleri, gerekse

bozunma davranisi agisindan uygun bulunmustur [90].
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3.1.1.3. Poli  (L-laktat)/Poli  (e-kaprolakton) Doku iskelelerinin

Hazirlanmasi

PLLA ve PCL polimerik blendi kloroform igerisinde ¢6ziilmiis (12 a/h) ve
250-355 um partikiil boyuna sahip NaCl kristalleri ¢ozeltiye eklenmistir. Karigim 8
mm ¢apindaki bir kaliba yerlestirilmistir. C6ziicii ugurulduktan sonra tuz partikiilleri
iceren polimerik doku iskelesi kaliptan cikartilmigtir. Bir sonraki adimda tuz
partikiilleri 4 glin boyunca damitik su igerisinde ekstrakte edilmistir. Doku iskeleleri
25 °C"de vakum altinda etiivde kurutulmuslardir. Doku iskelelerinin gdzenekleri
arasindaki baglantilarin arttirilmast i¢in siiperkritik karbondioksit muamelesi
yapilmistir. Bu basamak ayn1 zamanda katalizor fazlaliklari, reaksiyona girmemis
monomerler ve buna ek olarak in vitro ya da in vivo c¢aligmalarda
uzaklagtirnlmamalar1 halinde hiicreleri Oldiirebilen ve/veya toksik olabilecek
reaktiflerin uzaklastirilmasi i¢in de kullanilmaktadir. Bu ¢alisma siiperkritik karbon

dioksit cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Secilen parametreler su sekildedir: Basing:

2000 psi, Sicaklik: 35 °C ve muamele siiresi: 10 dakika [90].

3.2. B-TCP-KOLLOGEN

Kollajen/beta-trikalsiyum fosfat bilesik greft’i EDQM (ilag Kalite Avrupa
Miidiirliigii) tarafindan onayl sigir kokenli kolajen Tip-I ile asetik asit i¢inde ticari
olarak temin edilebilen beta-trikalsiyum fosfat partikiiller’i (BMT Calsis Co,
Turkey) 6zel sartlarda hazirlanip karistirilarak elde edildi. Bu karisim kaliplar i¢ine
dokiildii ve 48 saat boyunca dondurularak kurutuldu. Yapilar1 ¢apraz baglanmasi
amaciyla, bir in-house (BMT Calsis Co monografi) dehidrotermal tedavisi (DHT)
islem yapilmistir. Fourier Infrared Spektroskopisi (FTIR), diferansiyel tarama
kalorimetri (DSC) ve mikro-bilgisayarli tomografi kemik greft yapisini ortaya
¢ikarmak ic¢in kullanmilmistir. Kollajen / beta-trikalsiyum fosfat bilesik matrisleri
alveoler modeli i¢in istenilen boyutta kesildi ve, kullanimdan 6nce 25 kGy ° y-

151mast ile sterilize edilmistir.
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Sekil 3.3. Kollajen/B-TCP doku iskelesinin mikro tomografik goriintiisii

3.3. SKAFOLDLARIN HAZIRLANMASI VE STERILIZASYON

Hazirlanan skafoldlar, olusturulacak alveolar defektlere oturacak sekilde
(7x4x3 mm) kalinhiginda kesilmistir. Wistar sicanlarina (n=96) implante edilmeden
once gamma sterilizasyonu i¢in uygun torbalara yerlestirilmis 20 kGray gama

1sinina maruz birakilarak sterilize edilmistir (sekil 3.4).

Sekil 3.4.Calismada kullanilan doku iskeleleri

Her bir doku iskelesi defekt alanina uygun sekilde kesilip (7x4x3 mm), solda goriildiigii izere her bir
doku iskelesi steril jelatin filmler ile kaplanmistir.

3.4. DENEY GRUPLARI

Calismada kullanilan siganlar her bir grupta 6 sican olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Grup farketmeksizin hayvanlarin damaginin bir tarafinda alveoler kemiginde

7x4x3 mm boyutlarinda kemik defekti olusturulmustur. Erken ve ge¢ donem
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kemiklesme karsilagtirilmasi amaciyla histolojik ve morfolojik caligsmalar i¢in 1. ve
4. aylarinin sonlarinda 6rnekler alinmigtir. Bdylece her bir grup icin 6 tanesi 1.ay

diger 6 tanesi de 4.ay da olmak iizere toplam 12 6rnek elde edilmis oldu.

Ayrica gen ifade diizeyi ¢alismalari i¢in yukarida agiklanan her gruptan 4 er
denek kullanilmistir (ek olarak 16 sigan) ve belirtilen mekanik defektler deneklere
ayni sekilde uygulanmistir.

Birinci grup, kontrol grubu (DEFEKT) olarak belirlendi. Bu grupta
deneklerin alveoler bolgelerinde standart 7x4x3 mm lik kritik boyutlu kemik
defektleri olusturuldu ve herhangi bir tedavi edici uygulama gerceklestirilmeksizin
isleme son verildi. Erken ve ge¢ kemiklesmenin ayri ayri1 degerlendirilebilmesi

amaciyla 1.ve4. aylarda hayvanlar sakrifiye edilerek ornekler elde edildi.

Ikinci grup (OTOGREFT) olarak belirlendi. Bu grupta deneklerin alveoler
bolgelerinde standart 7x4x3 mm lik kritik boyutlu kemik defektleri olusturulduktan
sonra deneklerin iliyak bolgesinden yine defekte uygun olacak sekilde 7x4x3 mm lik
otogreftler alinarak defekte yerlestirilip isleme son verildi. Greft alma islemini
standartize etme amaciyla sekil d de goriilen 7x4x3 mm lik greft alabilen alet

geligtirilmistir ~ (sekil ~ 3.5.). Erken ve ge¢ kemiklesmenin ayr1 ayri

degerlendirilebilmesi amaciyla 1.ve 4. aylarda hayvanlar sakrifiye edilerek drnekler
elde edildi.

Sekil 3.5. 7x4x3 mm lik standart otogteft alabilen alet goriilmektedir

Uciincii grup e-kaprolakton doku iskelesi grubu olarak belirlendi. Bu

grupta deneklerin alveoler bolgelerinde standart 7x4x3 mm lik kritik boyutlu kemik
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defektleri olusturulduktan sonra defekt bolgesine daha once belirtildigi lizere 7x4x3
mm boyutlarinda hazirlanmis kaprolakton doku iskelesi yerlestirilip isleme son
verildi. Erken ve ge¢ kemiklesmenin ayr1 ayr1 degerlendirilebilmesi amaciyla 1.ve 4.

aylarda hayvanlar sakrifiye edilerek 6rnekler elde edildi.

Dérdiincii grup Kollajen/B-TCP doku iskelesi grubu olarak belirlendi. Bu
grupta deneklerin alveoler bolgelerinde standart 7x4x3 mm lik kritik boyutlu kemik
defektleri olusturulduktan sonra defekt bolgesine daha 6nce belirtildigi lizere 7x4x3
mm boyutlarinda hazirlanmis doku iskelesi yerlestirilip isleme son verildi. Erken ve
gec kemiklesmenin ayri ayr1 degerlendirilebilmesi amaciyla 1.ve 4. aylarda

hayvanlar sakrifiye edilerek drnekler elde edildi.

3.5. ANESTEZIi

Tim hayvanlarda anestezi indiiksiyonu intraperitoneal ketamin (90mg/kg-
Ketalar, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve ksilazin (10mg/kg-Rompun, Bayer,
Tiirkiye) karisimi ile saglandi. Anestezi derinligi, cilt veya parmak kistirma testine
ekstremite ¢ekme yaniti ile degerlendirildi. Deney devam ederken si¢anin idrar ve
diski ¢ikarmasi veya uyanmasi durumunda ek doz olarak 10mg/kg ketamin ve

2mg/kg ksilazin verilerek anestezinin devami saglandi.

3.6. CERRAHI ISLEM

Anestezi indiiksiyonunu takiben, grup farketmeksizin sicanlar supin
pozisyona getirilerek agizlar1 retraktor yardimi ile agilmig, povoidon ile lokal
temizlik yapilmig, molar dis ve ondeki kesici dis arasi bir cm’lik bdlge mukozasi
bistiiri ile tam kat kesilmistir. Daha sonra dentoalveoler periost disseke edilmis ve
alveoler kemige ulasilmistir. ince uglu bir matkap ile alveoler kemikte yaklasik
7x4x3 mm boyutlarinda kemik defekti olusturulmustur. Hemostazi takiben her gruba
Ozgii islemler gerceklestirilmis ve en sonunda insizyon 5.0 vcyril siitiirler ile

kapatilmigtir. Tiim gruplarda bu cerrahi islem standart olarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.6. Cerrahi islem

Her sigana standart olarak yapilan 7x4x3 mm lik alveoler defekt olusturulmasi, sag alt resimde ise
defektin iliyak bolgeden alinan otogreft ile rekonstriiksiyonu goriilmektedir.

3.7. CERRAHI SONRASI iZLEM

Hayvanlar islemi takiben kafeslerine alinarak cerrahi sonrast agri tedavisi
amaciyla icme sularina 2mg/ml parasetamol eklendi. Hayvanlar deney siireci
boyunca ad libitum olarak standart yem ile beslendi; giinliik olarak, genel durum,

viicut agirligi, malnutrisyon, enfeksiyon bulgular1 yoniinden degerlendirildi.

3.8. OTENAZI

Gruplarda deney siirecinin tamamlanmasini takiben deneyde kullanilan

hayvanlara yiiksek doz anestetik verilerek 6tenazi uygulandi.
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3.9. MiIKRO-BILGISAYARLI TOMOGRAFI (n-CT) ILE
RADYOMORFOMETRIK ANALIZ

Tiim mikro tomografi sistemleri cesitli yollar boyunca seyahat eden X-1sinlar1
ile objenin aydinlatilmasi ve bu yollar boyunca i1simn yogunlugundaki azalmayi

6lemek i¢in dizayn edilmislerdir.

Sik¢a kullanilan bir konfigilirasyonda, taranacak olan obje es diizlemli X-
1isinlarinin yelpaze 1s1n demeti icerisine yerlestirilmektedir. Ornek igerisinden gegen
X-1sinlarinin ateniiasyonlar1 bir dedektor yayi tarafindan 6l¢iilmektedir. Ateniiasyon
Olctimleri objenin farkli agilardan goriintiisiinii elde edecek bi¢imde numunenin bir
eksende dondiiriilmesi esnasinda yapilir. Bu veriden, X-isim1 diizleminde, objenin
icerisindeki c¢izgisel X-151n1 ateniiasyon katsayisim1 haritalayan iki boyutlu bir

goriintii olusturulur.

Komsu kesitlerin st iiste kiimelenmesi ile 3D (li¢ boyutlu) goriintii elde
edilir. Bu 3D goriintii izoylizeyleme, hacim olusturma ve animasyonlarla en iyi

sekilde gosterilebilir.

Tez calismasinda elde edilen 6rnekler mikro tomografi yontemiyle taranmak
iizere Hacettepe Universitesi Anatomi Anabilim Dali’na teslim edildi. Tomogrofik
radyograflar, mikro-bilgisayarli tomografi cihazi (Skyscan 1174, Belgika)
kullanilarak maksiller kesici dislerin labiyal yiizeyinden zigomatik arka kadar olan
bolgeden elde edilmistir. Elde edilen radyograflar iizerinden Nrecon Software
(Skyscan 1174, Belgika) programi ile 21 pm kalinliginda iki boyutlu kesitler
almmistir. Sekillendirme Oncesi ve sonrasinda elde edilenb mp formatindaki 2
boyutlu kesitler 3D-Doctor (v.3.5 Able Software Corp; Lexington, MA) medikal
analiz programina aktarilmisgtir. 3D-Doctor volume render ve surface render gibi
islemler denegin 2 boyutlu kesit goriintiilerinde gercek zamanli olarak elde eder.
Vektor tabanli calisan medikal modelleme programidir. Segmentasyon, kesitlerlerin
her biri i¢in Hounsfield Degerlerine gore yapilir. Microct“de her bir vokselde
hesaplanan X-isin1 zayiflatma degerini standart bir deger ile belirtmek amaciyla
Hounsfield skalasi olarak adlandirilan bir referans sistemi kullanilmaktadir.
Hounsfield skalasinda x-1sin1 atenuasyon degerleri -1000 ve 1000 arasinda 2000

birim igerisinde siniflandirilmistir. Segmentasyon yapilirken standardizasyon amaci
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ile referans noktalar1 belirlenmistir. Boundary islemine tabi tutulan kesitler dekupe
edilip, gerekli diizeltmeler yapilmigtir. Elde edilen gorlintilerin 3D surface
renderingi kalibrasyonu yapilan kesitler itizerinde yapilmistir. STL formatinda
kaydedilen goriintiiler NURBS (non uniform rotional b spline) temelli Rhinoceros
3D (Robert McNeel & Associates, Seattle, USA) analiz programina aktarilmistir. 3
boyutlu goriintiilerin uzaysal diizlemde orta hattan alinan kesitleri ve bu kesitler

tizerinden yapilan analizleri olusturulan bu stl formati iizerinden yapilmistir.

3.10. HISTOLOJI VE HISTOMORFOMETRI CALISMALARI

Kemik ornekleri %10"luk tamponlanmis notral formalin ¢bzeltisinde tespit
edildikten sonra 1 ve 4 aylik 6rnekler mikrotomografiye gonderildi. Mikrotomografi
sonrasi dokular De Castro ¢ozeltisinde (kloral hidrat, nitrik asit, distile su) kontrollii
olarak dekalsifiye edildi ve sabit vakumlu otomatik bir doku takip cihazi ile izlenerek
parafine gomiildii. Ug-bes mikrometre kalmhigindaki kesitler hematoksilen eozin
(HE) ve Masson trikrom (MT) ile boyandi. MT ile kompakt kemigin kirmizi, osteoid
ve kikirdagin yesil, hiicre sitoplazmalarinin eflatun boyandigi yiiksek kontrastl
gortintiiler elde edildi. Alveolar defekt alani, bilgisayar ve dijital kamera (Leica DFC
480, Westlar Almanya) baglantili Leica DMR (Westlar Almanya) marka 1sik
mikroskobunda goriintiilendikten sonra defekt alani en kiiciik biiylitmede saklanip
Qwin plus marka (Leica, Westlar Almanya) goriintii analiz programi ile kantitatif
olarak degerlendirildi. Yeni trabekiiler kemik alanl total defekt alanina oranlanarak

elde edilen piksel 6l¢timleri mikrometre kareye doniistiiriildii; elde edilen oran yiizde
olarak kaydedildi [91, 92].

Istatistiksel analiz: Bagimsiz degiskenler gruplar, bagimli degiskenler
histomorfometri, PCR ve mikrotomografi Ol¢iimleridir. Verilerin normal dagilip
dagilmadig1 ve varyanslarin homojenligi Shapiro-Wilk testiyle degerlendirildi. Tiim
veriler parametrik olmayan testlerle Bonferoni diizeltmesi yapilarak (¢oklu
karsilastirma i¢in Kruskal Wallis, ikili karsilagtirma i¢in posthoc Mann Whitney U
testi) degerlendirildi. Spearman korelasyon testiyle mikrotomografi ve histoloji

verilerinin korelasyonu degerlendirildi. Tiim veriler ortanca, minimum ve maksimum
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degerleriyle temsil edildi. Fark, p 0.05’ten kiiciik oldugunda anlamli olarak kabul
edildi.

3.11. GEN IFADE DUZEYI CALISMALARI

Kullanilan doku iskelelerinin kemik iyilesmesi iizerine etkilerini incelemek
amaciyla deneklere yerlestirilmis olan skafoldun oldugu alandan 7. giinde alinan
doku orneklerinde, kemik morfogenezi i¢in belirte¢ olarak kullanilan genlerin ifade
diizeyleri real time RT-PCR yontemi ile arastirilmistir. Bu ¢alismada, kollajen tip |
(COL1al), akciger/kemik/bobrek alkalen fosfataz (ALPL), kemik gamma-
karboksiglutamat (gla) protein (osteokalsin =Bglap = OC), osteonektin (SPARC),
kemik siyaloproteini (BSP), runt iliskili transkripsiyon faktorii (Runx2) ve referans
gen olarak bir housekeeping gen olan (tiim canli hiicrelerde stabil olarak ifade edilen)
GAPDH"1n ifade diizeyi mRNA seviyesinde saptanmistir. Gen ifade diizeylerinin

saptanmasinda kullanilan basamaklar asagida sirasiyla verilmistir.

3.11.1. Dokudan Total RNA Saflastiriimasi

Deney sonunda steril bir sekilde ¢ikartilan eski cerrahi bolgeden elde edilen
doku oOrnekleri steril petri kabinda, serum fizyolojik ile yikandiktan sonra RNA
izolasyonuna uygun (50 mg- 100 mg) biiyiikliiklerde steril bistiiri ile kiigiik parcalara
ayrildi. DNaz ve RNaz free 1.5 m1’lik ependorf tiiplere alinan doku &rnekleri hizli bir
sekilde sivi azot icinde donduruldu. doku Ornekleri, total RNA izolasyonunun
yapilacagi giine kadar - 80 °C’ de saklandi. Doku Orneklerinden total RNA
saflagtirma islemi peqGOLD TriFast™ dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak,
asagida yazili olan protokole gore yapildi. Kontaminasyonu engellemek amacr ile

saflastirma igleminin tiim agamalar giivenlik kabininin i¢inde gergeklestirildi.

3.11.2. Dokudan RNA izolasyon Protokolii

1- 1.5 ml’lik ependorf tiip i¢cinde bulunan 50-100 mg arasindaki dokularin
tizerine 1000 mikrolitre (pul) TriFast eklendi ve homojenizator ile

parcalandiktan sonra oda sicakliginda 5 dk bekletildi.
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2- Siire sonunda 200 pl kloroform eklendikten sonra 15 sn boyunca vorteks
yardimiyla karistirildi ve 10 dk oda sicakliginda tutuldu.

3- Ornekler 11.000 rpm’de 5 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda karigim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), ara faz ve istte
renksiz siv1 faz olmak tizere ii¢ faza ayrildi.

4- Ust faz yeni bir steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarild: ve iizerine 500
ul izopropanol eklenip vorteks yardimiyla karistirildi.

5- Ornekler 1.5 saat -20 °C’de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dk 4 °C’de
santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatan atildu.

6- DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 pl DNaz (ug basina 5U
DNaz), 300 pul DNaz Buffer I ve 400 ul DEPC’li su eklenerek 30 dk 37
°C’de bekletildi.

7- Orneklerin iizerine 300 pl 25mM EDTA eklendi ve 65 °C’de 10 dk
bekletildi.

8- 13.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan iistte
kalan s1v1 atildi.

9- 1000 pl %75’1ik alkol (taze hazirlanir) eklenerek, 12.500 rpm’de 10 dk 4
°C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan {istte kalan sivi1 atildu.

10- Pelet tizerine tekrar 1000 ul %75’lik alkol eklenerek, 12.500 rpm’de 10
dk 4 °C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan {istte kalan siv1 atild.

11- Pelet kurumaya birakildi. 30-50 pul DEPC’li su ile sulandirildi. Calisma
giinline kadar - 80 °C’ de saklanda.

3.11.3. Tamamlayict DNA (cDNA) Sentezi

Izole edilen total RNA’larin saflik ve miktar degerleri NanoDrop ND-100
spektrofotometre cihazinda 260/280 nanometre (nm) dalga boyunda Olgiilerek
belirlendi. Primer olarak random hegzamerler kullanilarak CDNA sentez Kkiti ile total
RNA’dan cDNA sentezi gercgeklestirildi. ¢cDNA sentezi sirasinda kullanilan

kimyasallar ve miktarlari tablo 3.11’de verilmistir.
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Tablo 3.1. cDNA RT-PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly,) 4 ul
dNTP 1mM 2 ul
Random hegzamer primeri 60 uM 2 ul
RNaz inhibitorii 20 tnite 0.5 ul
Ters Transkriptaz 10 tnite 0,5 ul
Total RNA 1 pg 1 g olacak sekilde

cDNA sentezi i¢in Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) karisimi ince ¢eperli
0.2 mI’lik tiiplere dagitildiktan sonra saflastirilan total RNA eklendi.

3.11.4. RT-PCR Program

Otomatik 1s1 dongii cihazi, Tablo 3.12°de belirtilen programa ayarlanarak elde
edilen RNA’lardan cDNA sentezi elde edildi.

Tablo 3.2. Otomatik 1s1 dongii cihazinda uygulanan program

Sicakhik Zaman Dongii sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 dongii
Ters transkripsiyon 50°C 60 dk 1 dongii
Inaktivasyon 85°C 5dk 1 dongii
Sogutma 4°C - 1 dongii

Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA o6rnekleri Real-Time PCR’da kullanilincaya
kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.11.5. Gen ifade Diizeylerinin Real-Time PCR ile Degerlendirilmesi

Runx2, Osteokalsin (OSC), Osteonektin (SPARC), BSP, Bone Alkalen
Fosfataz (ALP) ve Osterix (OSX) genlerinin  mRNA ifadesinin kantitatif
degerlendirmesi Real-time PCR ydntemi ile Light Cycler™ (LC) cihaz1 kullanilarak
belirlendi. Amplifikasyonlar 10 upl toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA,
mRNA'ya 6zgii primerler, UPL Tagman probu ve LC TagMan Master karisimi
kullanilarak gergeklestirildi. Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP ve OSX gen
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ifadelenme miktarlarini normalize etmek i¢in elde edilen cDNA 6rnekleri, Beta Actin
(ACTB) genine 6zgii primer ve UPL TagMan probu kullanildi ve ACTB mRNA
diizeyi referans olarak alindi. Secilen genler ile ilgili 6zgiin primer ve UPL prob
listesi tablo x’de verilmistir. Kullanilan problar Roche Diagnostic’ten temin

edilmistir. Tlim cDNA 6rnekleri her bir gen i¢in en az ikiser kez galigilmistir.

Tablo 3.3. Spesifik Primer Dizileri ve UPL Prob Numaralari

Gen Forward Primer Reverse Primer UPL
adi prob
no.

Runx2 5-CCACAGAGCTATTAAAGTGACAGTG-3> 5-AACAAACTAGGTTTAGAGTCATCAAGC-3’ 08

OSC 5’-ATAGACTCCGGCGCTACCTC-3’ 5’-CCAGGGGATCTGGGTAGG-3’ 125
SPARC 5 -TGAGACCTGTGACCTAGACAATG-3’ 5’-CCAGATCCTTGTTGATGTCCT-3’ 65
BSP 5’-CGGCCACGCTACTTTCTTTA-3’ 5’-CGAACTATCGCCATCTCCAT-3’ 65
ALP 5’-GCACAACATCAAGGACATCG-3’ 5’-TCAGTTCTGTTCTTGGGGTACAT-3’ 77
OSX 5’-GCTGCCTACTTACCCGTCTG-3’ 5’-GTTGCCCACTATTGCCAACT-3’ 137
ACTB  5-CCCGCGAGTACAACCTTCT-3’ 5’CGTCATCCATGGCGAACT-3’ 17

Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP, OSX ve ACTB Genleri i¢in Real-Time PCR Tepkime Karigimi

Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP, OSX ve ACTB genlerine uygun verilen
primer ve problar kullanilarak Real-time PCR tepkimesi LC cihazinda
gerceklestirildi. Tepkime karisimini hazirlamak igin kullanilan bilesenler tablo

3.14’te verilmistir.

Tablo 3.4. Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP, OSX ve ACTB Real-time PCR

tepkime karisimi

Son konsantrasyon Hacim
dH:0 - 6.2 uL
MgCl; (25 mM) 4 mM 1.2 uL
Primer F (10 pmol/ul) 2.5 pmol 0.25 uL
Primer R (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 uL
TagMan prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 uL
LC TagMan karigimi (10x) 1x 1 pL

cDNA

1 pL
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3.11.6. Light-Cycler (LC) Deney Program

Real-time PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi ve
tizerine cDNA’lar eklendi. Kapiller tiipler 3000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi. Tiipler
cihaza yerlestirildikten sonra LC cihazinda Tablo 3.15‘te belirtilen amplifikasyon
programi kullanilarak PCR tepkimesi gerc¢eklestirildi. Runx2, OSC, SPARC, BSP,
ALP, OSX ve ACTB genleri i¢in ayn1 PCR programi kullanildi.

Tablo 3.5. Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP, OSX ve ACTB genlerinin ifade
diizeylerinin Dbelirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR tepkime

programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongiiler 1

Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00 dk
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Dongiiler 50

Analiz Modu Cogalma
Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10 sn 20 sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Dongiiler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30 sn

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0
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Reaksiyon sonucu deney gruplaria ait Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP,
OSX ve ACTB genlerinin mRNA ifade diizeylerini gosteren Crossing point (Cp)
degerleri kullanilarak Pfaffl matematiksel metodu ile gruplar arasinda mRNA ifade
diizeylerindeki degisimler belirlendi. ACTB mRNA diizeyi Runx2, OSC, SPARC,
BSP, ALP ve OSX gen ifade diizeylerini normalize etmek amaci ile kullanildi.

3.11.7. istatistiksel Analiz Yontemleri

Gruplar arasinda elde edilen doku orneklerinde doza ve zamana bagli olarak
degisen Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP ve OSX mRNA ifade diizeylerindeki
farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programi ile karsilastirildi [93].
0.05den kiiciik olan p degerleri (p<0.05) istatistiksel a¢idan anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. MIKRO-BILGISAYARLI TOMOGRAFI (n-CT) ILE
RADYOMORFOMETRIK ANALIZ

Hayvan deneyi calismalarinin sonunda 1 ve 4 aylik siirelerde Ornekler
operasyon ile hasar bolgesinden ¢ikartildiktan sonra histolojik analizlerinden 6nce
tomografik incelemeleri yapilmistir. Tomografik incelemede amag, hasarli bolgede
olusan yeni kemigin hacim olarak tespitiydi. Bu bolimde her gruptan 7“ser hayvan
incelenmistir. Inceleme sonucunda elde edilen tomografik radyograflardan her gruba
ait 2“ser tomografik radyograf Sekil 4.10; 4.11; 4.12; 4.13 te verilmistir. Yeni olusan
kemik alaninin tayini 3D gorintiilerin 3D-Doctor (v.3.5 Able Software Corp;
Lexington, MA, A.B.D.) medikal analiz programinda deneklerin iist ¢enesi santral
dislerin arasindan gecen bir hattan simetrik olarak ikiye bdliinerek ¢enenin operasyon
goren sol segmentindeki defekt hacmi ve icindeki kemik doku hacmi
hesaplanmistir.Defekt bolgesinde olusan yeni kemik hacmi,defekt bolge hacmine

oranlanmistir ve istatistiksel analizi yapilmistir.

1. ORNEK

4. AY




Sekil 4.1. Defekt kontrol grubunun 1. Ve 4. Aylarina ait tomografik radyograflar
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Tablo 4.1. 1.ay yeni olusan kemik hacimlerinin defekt hacimlerine orani
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0, 0000
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Sonuglara bakildiginda 1. ay i¢in en iyi kemiklesme oranlarinin otogreft grubunda
oldugunu gormekteyiz ve diger 3 gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli yeni
kemik olusumu gozlemlenmistir.l.ay icin otogreft grubuna en yakin yeni
kemiklesme Kollajen/B-TCP grubunda goriilmektedir,bu grupta yeni kemik
olusumu kontrol grubu olan defekt grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak
gozlemlenmistir.1.ay sonuclarma gore Kollajen/B-TCP grubundaki kemiklesme
oranlar1 diger doku iskelesi grubu olan Kaprolakton grubuna gore artmis olarak
goziikse de istatistiksel olarak anlamli kabul edilmedi.Yine Kaprolakton grubunda
yeni kemik olusumu kontrol grubu olan defekt grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli olarak hesaplanmuistir.
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Tablo 4.2. 4.aydaki yeni olusan kemik hacimlerinin defekt hacimlerine orani
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4. ay i¢in en 1yi kemiklesme oranlarinin otogreft grubunda oldugunu gérmekteyiz
ve diger 3 gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli yeni kemik olusumu
gozlemlenmistir.4.ay i¢in otogreft grubuna en yakin yeni kemiklesme Kollajen/p-
TCP grubunda goériilmektedir,bu grupta yeni kemik olusumu kontrol grubu olan
defekt grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak go6zlemlenmistir.4.ay
sonuglarina gore Kollajen/B-TCP grubundaki kemiklesme oranlar1 diger doku
iskelesi grubu olan Kaprolakton grubuna gore artmis olarak goziikse de istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmedi.Yine Kaprolakton grubunda yeni kemik olusumu
kontrol grubu olan defekt grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak
hesaplanmistir.Aylara gore karsilastirildiginda bir tek Otogreft ve Kollajen/B-TCP
gruplarinda 4.ay yeni kemik olusumu 1l.aya gore artmis olarak hesaplandi ancak

istatistiksel olarak anlamli fark gortilmedi.
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4.2. GEN IFADE DUZEYI CALISMALARI
4.2.1. Gen Ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP ve OSX genlerinin ifade diizeyinin
kantitatif —degerlendirilmesi i¢in Light Cycler cihazt kullanildi. Rat’in
rekonstriiksiyon edilmis bolge dokusundan elde edilen Runx2, OSC, SPARC, BSP,
ALP, OSX ve bu genlerin ifadelenmesini normalize etmek i¢in ACTB genlerine

0zgil primerler ve UPL LNA problart kullanilarak ¢alisildu.

Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi icin
gerekli olan her bir genin ve referans gen ACTB’nin mRNA diizeyinde
ifadelenmesini  kantitatif olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait
amplifikasyon egrileri elde edilmistir. Bu amplifikasyon egrilerine 6rnek olarak
Runx2 geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini kantitatif olarak gdsteren Real-

Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 4.2’de gosterilmistir.

7.0-
6.5-
6.0~
55—
5.0-
45—
4.0~
3.5-
3.0-
25-

Floresan (F1)

2.0-
1.5-
1.0-
0.5-

00-| ———

05

O 2 4 6 B 1D 12 14 16 1B 2D 22 24 25 28 W 3P 34 35 I/ 40 42 43 46 48 80
Dongii Sayisi
Sekil 4.2. Runx2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri

ACTB geninin Real-Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende, floresans sinyal ise dikey
eksende yer almaktadir.
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4.2.2. Gen Ifade Diizeylerinin Karsilagtirlmasi

Real Time PCR tepkimesinde primerlerin ilgili ve kendilerine 6zgiin gen
dizilerine baglanmasi, o genin ortamdaki derisimi ile dogru orantilidir. Bdylece
belirli bir gene ait mRNA ortamda ne kadar fazla bulunursa eslesmeyle dogru orantilt
seyreden amplifikasyonlar 1simanin o kadar erken gerceklesmesine neden olur.
Goreceli gen ifade diizeylerinin karsilagtirmali analizleri REST, 2009 programi
kullanilarak gerceklestirilmis ve “Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplanmistir.

Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir [94].

E (hedef) ACt (kontrol- hasta)

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresans sinyalin esik degeri
gectigi andaki dongii sayisini ifade etmektedir. Ct degeri tepkimenin basinda mevcut
olan mMRNA (cDNA) miktari ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile 6rneklerin
Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini,

esitlikte elde edilen R ise oranini gostermektedir [95].

2,5

M DEF
HOTO
MTCP
H CAP

mRNA ifade orani

Runx2 0SsC SPARC BSP ALP 0OSX
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Tablo 4.6. Her grup i¢in cerrahi islem boélgesinden alinan doku orneklerinin 7.
giindeki Runx2, OSC, SPARC, BSP, ALP ve OSX genlerinin mRNA
ifade diizeyindeki degisiklik

Hedef genlerin ifade diizeyleri ACTB mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi. *; p<0.05.
(Burada DEF: Defekt (kontrol) grubunu, OTO: Otogreft grubunu, TCP: Trikalsiyum fosfat grubunu
ve CAP: Kaprolakton grubunu gostermektedir).

Kemik olusumunun erken dénem belirteci olan Runx2 transkripsiyon
faktoriiniin, 7. giinde otogreft, Kollajen/B-TCP ve Kaprolakton gruplarinda defekt
grubuna kiyasla sirasiyla artti§i / up regiile oldugu gozlense de, bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (p>0.05). Runx2’nin BSP ve ALP
genlerini aktiflestirdigi bilinmektedir. Bu 2 genin 7. giindeki ifade diizeylerinde
anlamli bir artig gézlenmektedir. Bu bilgi dogrultusunda Runx2’nin BSP ve ALP gen
reglilasyonunu saglayip defekt grubuna gore arttigt bu artisin anlamli diizeyde

olmamasinin, bu iki geni aktive etmesinden kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Daha ge¢ donemde ifade edilen genlerden biri ve kemige 6zgii bir gen olan
OSC geninin  mRNA ifadelenme diizeylerinde otogreft,Kollajen/B-TCP ve
Kaprolakton gruplarinda defekt grubuna kiyasla 7. giin incelemelerinde ¢ok az da
olsa bir artig goriilmesine ragmen istatistiksel olarak herhangi bir anlam
gozlenmemistir (p>0.05). Yine ge¢ donemde ifade edilen, ge¢ donem osteojenik
farklilagmanin bir belirteci ve kemigin mineralizasyon evresine gectigini gosteren bir
gen olan SPARC geninin mRNA ifadelenme diizeylerinde otogreft, Kollajen/B-TCP
ve Kaprolakton gruplarinda defekt grubuna kiyasla 7. giin incelemelerinde yine az da

olsa bir artis gozlense de, bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

BSP geninin 7. giinde otogreft grubunda defekt grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde arttig1 gézlendi (p<0.05). Kollajen/B-TCP grubunda da BSP
mRNA ifadelenme diizeyinde anlamli bir artis belirlenirken (p<0.05), Kaprolakton
grubunda BSP mRNA ifadelenme diizeyindeki artisin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 gozlendi (p>0.05). otogreft grubunun BSP mRNA ifadelenme diizeyi diger
2 gruba gore daha fazla iken, Kollajen/B-TCP grubundaki ifadelenmenin
Kaprolakton grubundan daha yiiksek oldugu gézlenmistir.



53

ALP mRNA ifadelenme diizeyinin 7. giin incelemelerinde OTO ve
Kollajen/B-TCP gruplarinda defekt grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis gozlendi
(p<0.05). otogreft grubundaki bu artis, implante edilen otogreftin biinyesinde
osteoblastlar1 barindirdigi diistiniiliirse bu beklenen bir sonugtur. Bunun yanisira
Kaprolakton grubunda ALP mRNA ifadelenme diizeyinde de artig goriilmesine

ragmen, bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gézlendi (p>0.05).

Osteoblast farklilagmasi, kemik olusumu ve gelisiminde gorevli bir diger
transkripsiyon faktérii olan OSX geninin mRNA ifadelenme diizeyinin otogreft,
Kollajen/p-TCP ve Kaprolakton gruplarinda defekt grubuna kiyasla arttigi
gozlenmesine ragmen, bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildi
(p>0.05) (Grafik x). OSX transkripsiyon faktoriiniin kemik olusumu ve gelisiminde
ge¢ donem belirteci oldugu diistiniiliirse, OSX mRNA ifadelenme diizeyinin 7. giinde
anlaml diizeyde olmayan artis1 beklenen bir sonuctur. Ayrica OSX transkripsiyon
faktoriiniin, OSC ve SPARC gen ifadelenmelerini aktiflestirdigi bilinmektedir. 7.
giinde OSC ve SPARC genlerindeki ifadelenme diizeylerindeki anlamli diizeyde
olmayan artiglar1 da bu bilgi dogrultusunda beklenen bir sonugtur. OSX gen
ifadelenme diizeyindeki bu sonu¢ OSC ve SPARC genlerinin ifade diizeylerindeki
artigla paralellik gostermektedir.

Elde edilen mRNA ifadelenme diizeyi sonuclarinin yeni kemik olusum
siireciyle uyumlu oldugu gozlenmektedir. Erken donem gen ifadelenme diizeyi
calismamizin sonuglar1 dogrultusunda, otogreft grubunda incelenen genler agisindan
iyi bir kemik hiicre gelisimi ve matriks sentezi beklenmelidir. Bunun yanisira
Kollajen/B-TCP grubunda kemik hiicresi gelisimi ve matriks sentezi de altin standart

olan otogreft grubu ile rekabet edebilecek sonuglara sahip oldugu gézlenmistir.

4.3. HISTOLOJIiK BULGULAR

Birinci ayda otogreft grubundaki yeni olusan kemik miktar: tiim defekt alam
ile oranlandiginda bos defekt grubu, Kollajen/B-TCP grubu ve kaprolakton grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bigimde daha fazlayd: (sirasiyla p=0.004, p=0.004,
p=0.002). Birinci ayda defekt ile Kollajen/B-TCP ve PLLA/PCL gruplari

karsilastirildiginda doku iskelesi uygulanan her iki grupta yeni kemik miktar1 anlamh
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olarak artmisti (sirasiyla p=0.008, p=0.004). Birinci ayda doku iskelesi uygulanan

gruplara arasinda anlamli fark saptanmadi (tablo 4.7).

Tablo 4.3. Dokularin 1.ay histolojik verilerinin istatistiksel analizi
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Doérdiincii ayda otogreft uygulanan gruptaki yeni kemik miktar1 bos defekt,
Kollajen/B-TCP ile PLLA/PCA doku iskelelerinin uygulandigi gruba goére daha
coktu (sirastyla p=0.004 ve p=0.004, p=0.004). Bos defekt grubu ile Kollajen/B-TCP
grubu karsilastirildiginda Kollajen/B-TCP uygulanan grupta yeni kemik miktari
anlamli olarak artmist1 (p=0.004). Bu donemde bos defekt grubu ile PLLA/PCL
grubu arasinda yeni kemik miktar1 agisindan anlamli fark saptanmadi. Doérdiincii

ayda Kollajen/B-TCP uygulanan grupla PCL/PLLA uygulanan gruba goére kemik
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olusum miktar1 olarak artig goziiksede istatiksiksel olarak anlamli saptanmadi. (tablo
4.8.)

Tablo 4.4. Dokularin 4.ay histolojik verilerinin istatistiksel analizi
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Birinci aydan dordiincii aylar karsilastirildiginda sadece otogreft grubunda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Her iki doku iskelesindede zamanla kemik

miktarlarda artis gozlensede istatiksiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil 5.1. 1. ay gruplarinin yeni kemik olusumunun dokuda histolojik boyama

bulgular

Yukaridaki sol kolon HE, sag kolon MT ile boyali 4 aylik alveolar defekt alanina ait tiimii 200 “liik
biiylitmede elde edilmis mikrograflardir. KK: Kompakt kemik, TK: Trabekiiler kemik, BD: Bag
dokusu, DI: Doku iskelesi, HE: Hematoksilen eozin, MT: Masson trikrom
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Bog
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Sekil 5.2. 4.ay gruplarinin yeni kemik olusumunun dokuda histolojik boyama

bulgular

Yukaridaki sol kolon HE, sag kolon MT ile boyali 4 aylik alveolar defekt alanina ait tiimii 200 “liik
biiylitmede elde edilmis mikrograflardir. KK: Kompakt kemik, TK: Trabekiiler kemik, BD: Bag
dokusu, DI: Doku iskelesi, HE: Hematoksilen eozin, MT: Masson trikrom

Kollajen/B-TCP uygulanan grupta, biyomalzemeye hafif ila orta derecede bir
doku yanit1 oldugu saptanmistir. Biyomalzeme ¢evresinde lenfosit, makrofaj ve yer
yer yabanci cisim dev hiicreleri gozlendi. Nekroz ve ciddi yabanci cisim
reaksiyonuna rastlanmamustir. Histolojik takip sirasinda kismen eriyen doku
iskeleleri cevresinde tikiz bag dokusu ve komsulugunda yeni kemik spikiillerinin
olusumu izlendi. Otogreft, doku iskeleleri uygulanan gruplarda defekti dolduran bag
dokusu damardan daha zengin ve olusan yeni kemik trabekiilleri diger gruplara gore
daha buyiikti (Sekil 5.1 ve5.2). Kollajen/B-TCP uygulanan grupta degrade olan
polimer adaciklarinin arasinda diizenli bag dokusu kompartmanlarinin gelistigi
dikkati ¢ekti. Ancak gruplardaki denek sayilarmin kisitlhiligi nedeniyle gruplar

arasinda her zaman anlamli farklilik izlenmedi
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5. TARTISMA

Plastik cerrahide damak dudak yariklarinin onariminda karsilasilan en biiyiik
problemlerden biri alveoler kemik defektlerinin rekonstriiksiyonudur.Plastik cerrahi
rutin uygulamalarinda bu tedavi se¢eneklerinin maliyeti, uzun yatis siireleri, donor

ve alici saha morbiditesi gibi sorunlart mevcuttur [96].

Alveoler yarik tedavisinde kullanilabilecek segeneklerin basinda kuskusuz
kemik otogreftleri gelmektedir. Ancak otogreftinin belirli kisitlamalar1 vardir, donor
alanda agr1, deformite gelisimi, komsu anatomik yapilara zarar verilebilecek olmasi,
ameliyat siiresinin uzun olmasi, skar gelisimi, maliyeti, uzun yatis siireleri, kemik

greftinin kayb1 bu risklerin baginda gelmektedir [97].

Bu gibi kisitlamalar ve istenen kemik grefti kaynagmin smnirli olmasi
nedeniyle doku mithendisligi teknikleri ile gelistirilen kemik grefti alternatiflerinin
tiretilmesi fikri heyecan yaratmistir. Farkli doku iskelelerinin gelistirilmesi ve

etkinliginin artirilmasi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

Doku miihendisliginin plastik cerrahide ki klinik uygulamalarindan biri 2009
yilinda Behnia ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada dudak damak
yarigina sekonder gelisen alveolar yariin tedavisinde 2 olguda mezenkimal kok
hiicre yiiklenmis demineralize kemik matriksi kullanilmis ve olumlu sonuglar elde
edilmistir [98]. Van Hout ve ark. 2011 yilinda yayinladiklari ¢alisma ile BMP katkili
doku iskelesinin alveoler yarik tedavisinde kemik greftinin yerini alabileceklerini

gostermiglerdir [99].

2008 yilinda Phuong D.Nguyen ve ark. ilk defa rat modelinde alveoler yarik
modeli gelistirdiler. Bu ¢alismada rat i¢in kritik-boyuttaki alveoler kemik defektinin
boyutlar1 7x4x3 mm olarak belirlenmistir [100]. Yine ayn1 ekip tarafindan rhBMP-2
yuklii doku iskelesi ile alveoler yarik onarimi galisgilmistir [101]. Ancak bu
caligmanin gruplar1 arasinda doku iskelesi ile karsilastirmada altin standart olarak
kabul edilen ve halen klinik uygulamada rutin olarak kullanilmakta olan otogreft
grubu olusturulmamistir. Dolayist ile doku iskelelerinin kullanildigi deney gruplari

sonuclarinin otogreft sonuglart ile karsilastirilmast miimkiin olamamaktadir.
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Bu tez calismasinda, daha onceki deney modelleri ve ¢alismalar dikkate
alinmis, osteokondiiktif 6zellikleri arttirilarak daha gelistirilmis yeni bir doku iskelesi
olan Kollajen/B-TCP, tercih edilmis ve altin standart tedavi yontemi olan otogreft ile

karsilastirilmistir.

Kollajen/B-TCP  doku iskelesi, yapisindaki trikalsiyum fosfat ile
osteokondiiksiyon 0zelliginin, Kkollojen eklenerek de osteoindiiktif 6zelliginin
artirllmas1 amaglanmustir. Bu iki kavramin bir arada bulunmasi ideal bir kemik doku
iskelesinde istenen 6zelliklerdir. Bu doku iskelesinin iiretim teknigi ve ozellikleri
Hacettepe iiniversitesi Kimya ve Biyomiihendislik bolimii  Arastirma

laboratuarlarinda tanimlanmis ve tamamlanmis olup ayn1 merkezde tiretilmistir.

Kontrol grubunun(kritik boyutlu kemik defekti grubu) histolojik ve
mikrotomografi sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde defektin kendiliginden

kapanmamis olmasi olusturulan deney modelinin uygun oldugunu géstermektedir.

Otogreft grubunda ise hem histolojik hem radyolojik analizlerde en iyi
kemiklesmenin oldugu gériilmiistiir.illerleyen siiregte otogrefte istatistiksel olarak
anlamli olmamakla beraber greft rezorpsiyonu gozlenmistir. Bu gozlem klinikte

kullanilan kemik otogreft uygulamalarindaki sonuglarla uyumludur.

Kollajen/B-TCP kullanildigi deney grubunun sonuglart incelendiginde
kontrol(defekt) grubunun sonuglarina gore istatistiksel olarak ta anlamli olan yeni
kemik olustugu saptanmistir, ayrica altin standart tedavi yontemi olan otogreft

grubuna en yakin sonuglar bu grupta gézlenmistir.

Mineralize yeni kemik olusum siirecinde  rol oynayan  molekiiler
diizenleyicilerin etkileri géz oOniine alindiginda kullanilan doku iskelesinin pre
osteoblast-osteoblast doniisiimiinde etkili olmas1 ongoriilmiistiir..Beklendigi tizere bu
basamakta etkili olan molekiiler belirteclerden runx2 ve osxin ifade diizeylerinin
artmis oldugu goriildii. Preosteoblast oncesi basamak ve osteoblast olusum sonrasi
basamaklara ait molekiiler belirteglerde artis olmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamli degildir.
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Histolojik verilere gore incelenen tiim zaman dilimlerinde otogreft uygulanan
gruplarda kemik yapimi hizlanmistir. Cilinkii greft i¢inde canli preosteoblast ve
osteoblastlara ilave olarak kemik ekstraseliiler matriksi ve mineralize kemik iskelesi
mevcuttur,bu unsurlar hazir olarak verildiginden en iyi sonuglarin goriilmesinde
temel nedendir. Birinci ayda her iki doku iskelesi tiiriiniin sonuglar1 defekt
grubununkine gore yeni kemik olusumunun daha fazla oldugu gorilmistiir
Dordiincti aydaki yeni kemik yapimina bakildiginda, Kollajen/B-TCP uygulanan
grupta, otogreft grubuna en yakin diizeyde oldugu gozlenmistir. Buna ragmen
gruplarin higbirisinde kritik boyuttaki alveoler kemik defekti tam olarak kapanmamis

ve kemiklesmemistir. Bu durum literatiir ile uyumludur.

Kemik doku rekonstriiksiyonu ¢alismalarinda otogreftin kullanilmadigi durumlarda
osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zelliklerin birarada oldugu doku iskelesi heniiz
tanimlanmamis olmasindan, bir grup arastirict bu iskeleleri hiicreli(kdk
hiicre,osteoblast,preosteoblast) olarak tasarlamakta ve bdyle ideal olabilecegini iddia
etmektedirler. Ancak bdyle bir iskelenin hazirlanmasinin teknik zorlugu,6n hazirlik
gerektirmesi ,maliyetinin fazla olmasi, raf Omriiniin olmasi nedeniyle klinikte
uygulanabilirligini  zorlastirmaktadir. Bu 0Ongoriiden dolayr hiicresiz  doku
iskelelerinin gelistirlmesinin daha dogru olacagir ve klinik sorunlarin ¢dziimiinde

daha rasyonel cerrahi ¢oziimlerin gelisimine onciiliik edecegine inanmaktay1z.

6. SONUC

Bu calismada elde edilen veriler 1s181inda alveoler bolge defektlerinde altin
standart tedavi yontemi otojen kemik grefti olmasina karsin, doku miihendisligi ve
yontemleri ile gelistirilen doku iskeleleride maliyet, dondr saha morbiditeleri,
hastanede yatis siireleri disiiniildliglinde alternatif bir tedavi segenegi olarak

karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tez calismasinda da deginildigi lizere heniliz tiim
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ihtiyaclart karsilayan ideal bir doku iskelesi bulunmamaktadir.Doku iskelesi olarak
gelistirilen ve kullanilan Kollajen/B-TCP kombinasyonunun alveoler kemik defekti
onarimlarinda alternatif tiriin/alloplastik materyal olarak kullanilabilecegi kanaatine

varilmstir.
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