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                                                                  ÖZET 

 

Alveolar yarık, en sık görülen doğumsal kraniyofasiyal anomali olan yarık dudak-damaklı 

bireylerde ortaya çıkmaktadır. Alveolar yarık tedavisindeki hedefler fonksiyonel açıdan; 

nazolabial fistüllerin kapaılması, maksiller dental arkın sağlamlık ve devamlılığı, yarık 

komĢuluğundaki diĢlerin desteklenmesi, konuĢmanın düzelmesi, buruna sıvı kaçıĢının 

önlenmesi, yarık bölgesinde diĢ sürmesi için uygun zemin oluĢturulmasıdır. Estetik açıdan ise; 

piriform bölgenin augmentasyonu ile dental arkla, diĢlerin kozmetik açıdan uygun bir duruma 

getirilmesi ve burun alar tabanı için daha iyi bir destek sağlanması hedeflenir. Bu amaçla en 

sık olarak iliak kemikten alınan otojen greftleme yapılmaktadır. Bu yöntemin, 2 haftaya kadar 

sürebilen ve aksak yürümeye neden olan ağrı oluĢturması, hastada ikinci bir donör saha 

açılması, uzamıĢ ameliyat süresi/hastanede kalıĢ zamanı, enfeksiyon riski, lateral femoral sinir 

parestezisi, hematom geliĢmesi ve skar gibi ciddi dezavantajları bulunmaktadır. Bu projenin 

amacı tavĢanlarda alveolar yarık defektlerinin onarımında kök hücre uygulamasının, kemik 

rejenerasyonu üzerine etkisinin incelenmesidir.  

Bu amaçla kök hücre kaynağı olarak tavĢanlardan elde edilen dental pulpa kaynaklı 

mezankimal kök hücreler (DPKMKH) kullanılmıĢtır. TavĢanlarda deneysel olarak hazırlanan 

alveolar yarık defekti grup1’de otojen kemik, grup 2 ‘de polilaktik ko-glikolik asit iskelet 

üzerinde DPKMKH uygulanmıĢ ve grup 3’te boĢ bırakılmıĢtır.2 ay sonra sakrifiye edilmiĢ ve 

histolojik olarak değerlendirilmiĢtir. 

Sonuçta, grup 2’de grup3’e göre istatistiksel olarak anlamlı kemik rejenerasyonu tespit 

edilmiĢtir. Otojen kemik uygulanan gruptaki rejenerasyon diğer gruplara göre yüksek olsa da, 

DPKMKH uygulaması ile kemik rejenerasyonu gerçekleĢtirilebilir. Ġleri klinik uygulamalar 

planlanabilir.  

 

Anahtar Kelimeler; Alveolar yarık, Kök hücre tedavisi, Kemik rejenerasyonu 
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                                                       ABSTRACT 

The alveolar cleft was picked out because of the fact that it occurs in individuals with cleft lip-

palates, which are the most common congenital craniofacial abnormalities. The objectives in 

the treatment of alveolar cleft in terms of functionality were: the closure of nasolabial fistula, 

the substantiality and permanence of the maxillary dental arch, supporting the teeth in the 

vicinity of the cleft, fixing speech problems, preventing any liquid from seeping into the nose, 

and  forming a convenient basis for tooth eruption in the cleft zone. In terms of aesthetics, on 

the other hand, it was aimed that through the augmentation of the piriform area, the teeth be 

cosmetically optimised with the dental arch and that a better support be provided for the nasal 

alar base. To that end, the autogenous bone graft is most frequently performed. This method 

has serious disadvantages, such as causing pain that may last for about 2 weeks and cause 

lame walking, giving rise to a second donor site opening in patient, prolonged duration of 

operation / hospital stay, risk of infection, lateral femoral nerve paraesthesia, development of 

hematoma and scar. The aim of the study is to evaluate the effect of stem cell application in 

bone regeneration in experimentally created alveolar cleft of rabbits.  

For this purpose, mesencymal stem cells from dental pulp of rabbits were isolated. 

Experimentally created alveolar cleft in rabbits were grafted with autologous bone in group 1, 

with dental pulp stem cells on polylactic co-glycolic acid scaffold in group 2 and group 3 was 

left as empty control. The animals were sacrificed 2 months later and histologic analyses were 

performed. 

As a result, the bone regeneration was detected statistically higher in group 2 than group 3. 

Although the new bone regeneration was higher in group 1, stem cell from dental pulp 

application may be an option for bone regeneration. Further clinical applications may be 

planned.  

 

Key Words; Alveolar cleft, Stem cell therapy, Bone regeneration 
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                                                                1.GİRİŞ 

 

Orofasial yarıklar;  genetik geçiĢli sendromlarla,  kromozomal anomalilerin fenotip bozukluğu 

sonucunda veya prenatal teratojenlerin etkisiyle ortaya çıkabilir. Yarık dudak damak, 

doğumsal kraniofasial defektlerin en sık görülenidir. Farklı toplumlarda görülme sıklığı, 1\500 

ila 1\2000 arasında değiĢmektedir. Alveolar yarık, sıklıkla lateral kesici diĢ ile kanin diĢ 

arasındaki yarık olarak devam eder. Alveolar yarıkla beraber sıklıkla premaksiller hipoplaziye 

bağlı dental yer değiĢikliği ve dental agenezi, veya bölgede sürnümere diĢ varlığı görülebilir 

(Lithovius RH. ve ark,2013). Küçük bir çentikten alveoler segmentleri tamamen ayıran geniĢ 

boĢluklara kadar değiĢen derecelerde olabilir. 

         Alveoler yarık tedavisinde amaç hem fonksiyonel hem de estetik olarak iyi sonuçlar elde 

etmektir (Cohen M ve ark.,1993). Fonksiyonel açıdan; nazolabial fistüllerin kapatılması, 

maksiller dental arkın sağlamlık ve devamlılığı, yarık komĢuluğundaki diĢlerin desteklenmesi, 

konuĢmanın düzelmesi, buruna sıvı kaçıĢının önlenmesi, yarık bölgesinde diĢ sürmesi için 

uygun zemin oluĢturulması amaçlanır. Estetik açıdan ise; piriform bölgenin ögmentasyonu ile 

dental arkla, diĢlerin kozmetik açıdan uygun bir duruma getirilmesi ve burun alar tabanı için 

daha iyi bir destek sağlanması amaçlanmaktadır (Cohen M ve ark.,1993; Tachimura T ve 

ark.,1997; Enemark H.ve ark, 1985). Günümüzde yaygın olarak kabul görmüĢ tedavi biçimi 

otojen greftler ile geleneksel sekonder onarımdır. En uygun greftleme zamanı lateral kesiciler 

çıktıktan sonra, kanin diĢler çıkmadan önceki dönemdir ( Radyolojik olarak kanin diĢ 

kökünün 2/3’ü oluĢtuğunda). Bu sayede kanin diĢlerinin onarım sonrası kemik grefti içinde 

sürme imkânı olur.  

      Kök hücreler; kendisini sürekli yenileme ve farklı hücre tiplerine farklılaĢma yeteneği olan 

hücreler olarak tanımlanmaktadır (Bickenbach JR. ve ark, 2005, TaĢlı NP. ve ark,2013). 

Mezankimal kök hücreler (MKH) salgıladıkları çözünür faktörler, hücreler arası veya hücre 

dıĢı matriks ile yakın iliĢki halinde bulunmaları nedeniyle içinde bulundukları dokuya özel 

hücrelerin fonksiyonlarına önemli katkı sağlarlar. Hasarlı hücrelerin iyileĢmesinde sekrete 

ettikleri çok sayıda biyoaktif molekülün yardımıyla enflamasyonu inhibe eder ve immün 

sistem modülasyonu sağlarlar. Doku mikroçevresinin önemli bileĢenleri olmaları ve 

çoğunlukla immün sistem üzerine baskılayıcı özellik taĢımalarından dolayı klinik uygulamalar 

için büyük ilgi uyandırmaktadır (Liu Y.ve ark.,2013; Elsharawy M. ve ark,2011).  
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       MKH’ler eriĢkin birçok dokudan elde edilebilir. 2000 yılında Gronthos (Gronthos S.ve 

ark., 2000) ve arkadaĢları dental pulpadan kök hücre elde ettiklerini bildirdikten sonra 2003 

yılında Miura ve arkadaĢları insan süt diĢlerinin pulpalarının da MKH ‘ler barındırdığını 

bildirmiĢlerdir (Miura M.ve ark.,2003). Süt diĢi kaynaklı MKH’ler yüksek proliferasyon, 

klonojenik ve multidiferansiasyon kabiliyetine sahiptir. Diğer eriĢkin kaynaklara göre daha 

kolay elde edilebilir olması, hastada ikinci bir donor saha yaratmaması avantajları arasındadır.               

Dental pulpa kaynaklı MKH’lerin osteojenik, dentinojenik, adipojenik, kondrojenik, myojenik 

ve nörojenik farklılaĢtırılabildiği bildirilmiĢtir (Graziano A.ve ark,2008; Laino G.ve 

ark.,2005; Risbud MV.ve ark.2005). Literatürde daha sıklıkla odontogenezis çalıĢmalarında 

kullanılıyor olsa da dental pulpa kaynaklı MKH’in osteoindüktif kemik faktörleri (BMP) 

salgıladığı ve osteoblast oluĢturabildiği invivo ve invitro çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir 

(Graziano A ve ark. 2008; Li JH ve ark. 2011; Lee K ve ark. 2009). 

    Bu çalıĢmada amaç, tavĢanlarda deneysel olarak hazırlanan alveolar yarıkların onarımında 

dental pulpa kaynaklı MKH’ın etkisini araĢtırmaktır. 

                                    

 

 

 

 

 

                                           

 

 

                                                 2.GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Dental pulpa kaynaklı MKH izolasyonu için 2 adet 4 haftalık Yeni Zellenda tavĢanının kesici 

diĢlerinin çekimi yapıldı. DiĢ üzerindeki diĢetine ait dokular uzaklaĢtırıldı. DiĢ üzerine 

klorheksidin jel uygulanarak dezenfeksiyonu sağlandı ve döner aletler kullanılarak pulpa 

çıkarılıp kültür kabına alındı. Elde edilen pulpal doku dispaz ve kollojenaz tip 1 'e maruz 

bırakdı. Pulpa dokusu tek hücre süspansiyonu oluĢana kadar enzimatik olarak iyice parçalandı. 

Hücreler %15 FBS (Fatal Bovine Serum) ve 100 IU/ml penisilin-100 µg/ml streptomisin 

içeren α-MEM de kültür edildi. Elde edilen hücreler iki adet 25 cm
2
 plastik doku kültür 

flasklarına alındı ve 37 derecede nemli atmosfer içeren %5 CO2 li etüvde 3 gün inkübe edildi. 

Plastik kültür kabına yapıĢma yeteneğine göre tabandaki hücreler izole edildi. Üçüncü günde 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gronthos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11087820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12716973
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kırmızı kan hücreleri ve diğer yapıĢmayan (non-adherent) hücreler çıkarıldı ve büyümekte 

olan hücrelere yıkama besiyeri eklendi. Pasaj sıfırdaki (P0) bağlanmıĢ hücrelerin yoğunluğu 

%70-%80 olduğunda pasajlandı. Pasajlama için hücreler Ca
2+

 ve Mg
2+

 içermeyen PBS 

(Phosphate Buffer Saline)  ile yıkandı ve % 0,25 tripsin-EDTA solüsyonu ile 37 derecede 5-10 

dk inkübe edildi. Tripsini inaktive etmek için en az iki katı kadar serumlu büyüme medyumu 

ilave edildi. Daha sonra hücreler 200g’de 10 dk santrifüj edilerek pellet oluĢması sağlandı. 

Bunu takiben süpernatant atılacak ve resüspanse haldeki hücreler 1 ml medium ile 

tamamlanarak Thoma lamında sayılacaktır ve sonra 75 cm 
2
 ‘lik kültür kaplarında 1x10

6 

hücre/flask yoğunlukta olacak Ģekilde ekildi. 10-14 günlük periyotta her üç günde bir büyüme 

medyumu değiĢtirildi ve hücreler yoğunluğa ulaĢtıkça pasajlandı. 

Üçüncü pasajdaki MKH önce hücre kaplarından Tiripsin-EDTA (Invitrogen, Gibco, Ġngiltere) 

ile kaldırıldıktan ve santrifüj edildikten sonra hücre yığını PBS içerisinde çözülüp sayılarak 

ependorf tüplerine yaklaĢık 1,5 x 10
6
 hücre/tüp konsantrasyonda aktarıldı. Her bir tüpe farklı 

bir primer antikor eklenerek 1 saat inkübe edildi. Sonra hücreler 2 mL dPBS (Dulbecco's 

Phosphate Buffered Saline) ile yıkanıp 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Hücre yığını 

100 μL dPBS içerisinde ikincil antikor ile 1 saat inkübe edildikten sonra 2 mL dPBS ile 

yıkanıp 500 mL dPBS içerisinde çözüldü ve akım sitometri tüplerine alınarak analiz yapıldı  

(Primer antikorlar: CD34 , CD45, CD 14, CD73,CD29,CD90 (SantaCruz Biotechnology Inc., 

Santa Cruz, CA, ABD)  

 

Osteojenik Farklılaşması 

Kök hücreler, 3. pasajdan sonra %70 yoğunluğa ulaĢtıklarında besiyeri osteojenik farklılaĢma 

uyarıcı medyumu (DMEM içerisinde %10 FBS, 0.1 mmol deksametazon, 10 mmol β-gliserol-

fosfat, 50 mmol askorbik asit) ile değiĢtirildi. Her üç günde bir farklılaĢma besiyeri 

değiĢtirilerek MKH’in osteojenik farklılaĢması sağlandı. Hücreler bu medyum ile kültüre 

edilmeye 10 gün boyunca devam edildi. 10 gün sonunda hücrelerin bir kısmı kantitatif Real-

time PCR ile osteojenik farklılaĢma gösterip göstermediklerini anlamak için hücrelerde 

genetik düzeyde alkalen fosfataz ve osteopontin ekspresyonu araĢtırıldı ve farklılaĢma 

mediumuna alınmamıĢ hücreler ile karĢılaĢtırıldı. Bu amaçla farklılaĢtırma gerçekleĢtirilen 3. 

Pasajdaki 3x10
6
 MKH’den High Pure RNA Isolation Kit ile total RNA izole edildi. 

Ġzolasyondan sonra RNA konsantrasyonu nano drop spektrofotometre kullanılarak 260 nm’de 

ölçüldü. 1 mikrogram total RNA,  oligo (dT) ve random heksamerler cDNA’ya ters transkribe 

edildi. RNA primeri ve dNTP karıĢımı 90 derecede 1 dk denatüre edildi. Sıcaklık 54 dereceye 



10 
 

getirilerek primerlerin bağlanması sağlandı. PCR reaksiyonları son olarak 72 derecede 

primerlerin uzaması adımı ile son buldu. PCR ürünleri agoroz jel elektroforezinde analiz 

edildi. Osteojenik farklılaĢma sırasında meydana gelen değiĢimi değerlendirmek için ayrıca 

alkalen fosfataz ile boyama yapıldı. 

 

Polilaktik ko glikolik asit (PLGA üretimi hizmet alımı karĢılığında Yeditepe Üniversitesinde 

üretilmiĢtir. 212-425µm çapındaki paraffin boncukları 45ºC de 30 dakika ısıtılarak 

birbirleriyle bağlanmaları sağlandı. Oda sıcaklığına geldikten sonra üzerine 1ml’lik 12% 

PLGA/1,4-dioxane solüsyonu hazırlanıp damlatıldı. 1,4-dioxane kurtulmak için karıĢım -25ºC 

donduruldu. Parafin boncuklarından kurtulmak için kalıplar iki gün boyunca oda sıcaklığında 

400ml hekzanda bekletildi. Hekzan her 6 saatte bir değiĢtirildi. Deney gününe kadar PLGA 

nitrojen buharında bekletildi. 

 

ÇalıĢmada 30 tavĢan kullanıldı. Genel anestezinin ardından bölgeye lokal anestezi uygulandı. 

Bukkal mukoperiostium nazal kavite tabanına doğru ve palatal mukoperiostium ise palatal 

fissüre doğru kaldırıldı. Trefin frez kullanılarak maksiler kemik oral ve nazal kavite 

birleĢecek Ģekilde rezeke edildi (ġekil 2.1). 

 

 

ġekil 2.1. Deneysel olarak oluĢturulan alveolar yarık defekti 

 

TavĢanlar 3 gruba ayrılmıĢtır. 1. Gruptaki 10 tavĢanda defekt bölgesi çıkarılan kemiğin tekrar 

yerleĢtirilmesi ile otojen olarak greftlenmiĢtir. 2. Grupta PLGA iskelet üzerine osteojenik 
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olarak farklılaĢtırılmıĢ DPKMHK’ler alınarak uygulanmıĢtır (ġekil 2.2 ve 2.3).  3.grupta ise 

bölge boĢ bırakılmıĢtır. Ardından bölge her grupta primer dikilerek kapatılmıĢtır. Ameliyat 

sonrası analjezik ve antibiyotik uygulanmıĢtır. 

 

 

ġekil 2.2. PLGA iskelet üzerinde DPKMKH  

 

 

 

 

ġekil 2.3. PLGA iskelet üzerine alınan DPKMKH’lerin deneysel alveolar yarık bölgesine 

uygulanması (Grup 2) 
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ĠĢlemden 2 ay sonra yüksek doz anestezik ile hayvanların sakrifikasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Histomorfometri için Örneklerin Hazırlanması 

bütün hayvanların premaksillaları diseke edildi. Histomorfometrik analiz yapmak amacıyla 

%10’luk formalin solüsyonunda fikse edildi. %5’lik formik asitte (UN 1779, Merck, 

Darmstadt, Almanya) dekalsifiye edildi. Bu solüsyon ilk üç gün 12 saatte bir, daha sonraki 

günlerde her 24 saatte bir değiĢtirildi. Örnekler toplam 10 günde dekalsifiye edildi. Daha 

sonra fiksatiflerin uzaklaĢtırılması amacıyla bir akar altında yıkandı. Örnekler parafin bloklara 

gömülerek 3-5 µm kalınlığında seri kesitler alındı. Histolojik kesitler hematoksilen eosin ile 

boyandı. dijital kamera (Olympus CX41/DP25 Research System, Olympus Corp, Tokyo, 

Japan) bağlantılı Leica DMR (Westlar-Almanya) marka ıĢık mikroskobunda görüntülenip 

genel değerlendirilmesi yapıldıktan sonra defekt alanı görüntü analiz programı ile kantitatif 

olarak yenik kemik alanı piksel kare cinsinden değerlendirildi.  

 

İstatistiksel Yöntem 

Veriler IBM SPSS 21.0 (Statistical Package for Social Sciences, Chicago, Illinosis, ABD) 

istatistik paket programında değerlendirildi. Verilerin normal dağılımı ‘Shapiro-Wilk’ testi ile 

değerlendirildi. Gruplar tek yönlü varyans analizi ile karĢılaĢtırıldı. Tekrarlı ölçümler bağımlı 

2 örnek t testi ve tekrarlı ölçümler de varyans analizi ile karĢılaĢtırıldı. Çoklu karĢılaĢtırma 

testi Student-Newman-Keuls Methodu ile karĢılaĢtırıldı. ÇalıĢmamızda, p<0,05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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                                                        3. SONUÇLAR 

 

 

2 adet 4 haftalık Yeni Zelenda tavĢanından kesici diĢlerinin çekimi sonrası izole edilen ve 

çoğaltılan hücrelerin, üçüncü pasajının ardından MKH olduklarının doğrulanması amacıyla 

yüzey belirteçleri ile iĢaretlenerek akım sitometri cihazında sayımı yapılmıĢtır (ġekil 3.1). 

 

 

 
 

 

Şekil 3.1. Plastik kaba yapıĢma yeteneği olan 3.pasajdaki DPKMKH hücreleri 
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Şekil 3.2. Kök hücrelerin akım sitometri ile sayım sonuçları: MKH belirteçleri CD 29, CD 73 

ve CD 90 için pozitif, buna karĢın hematopoetik kök hücre belirteçleri CD 34 ve CD 14 ve 

CD45 için negatif oldukları gösterilmiĢtir. 

 

 

Akım sitometri analizleri sonucunda dental pulpadan elde edilen MKH’in yüzey antijenleri 

olan CD 29, CD 73 ve CD 90 için pozitif ve hematopoetik kök hücre (HKH) belirteçleri CD 

34 ve CD 14 ve CD 45 için negatif oldukları tespit edilmiĢtir (ġekil 3.2). 

 

DPKMKH’in kemik hücrelerine dönüĢme potensiyelinin ortaya konulması sırasında hücreler 

kültüre edilip belirli bir yoğunluğa ulaĢtıktan sonra farklılaĢma deneylerine baĢlanmıĢ ve bu 

hücrelerin kemik hücrelerine dönüĢmesi için uygun besi yeri ortamlarında 10 gün kadar 

bekletilmiĢtir. Kemik hücresine farklılaĢma kantitatif Real-time PCR ile osteopontin (OP) ve 

alkalen fosfataz (ALP)’nin GAPDH’e göre normalize edilmesiyle değerlendirildi.FarklılaĢma 

gerçekleĢtirilen hücrelerde ALP ve OP ekspresyonu kontrole göre artmıĢ olduğu tespit edildi. 

Ayrıca Alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi kemik hücre farklılaĢmasının gösterilmesi için bir 

belirteç olarak kullanılmaktadır. DPKMKH’in kemik hücrelerine farklılaĢmaları sırasında 

sentezledikleri ALP miktarının arttığı tespit edilmiĢtir. Aynı miktarda farklılaĢmıĢ ve 
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farklılaĢmamıĢ DPKMKH’in ALP enzim aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında zamana bağlı olarak 

ALP aktivetesinde kemik hücresine farklılaĢmıĢ hücrelerde farklılaĢmayanlara oranla artan 

miktarlarda ALP aktivitesi ölçülmüĢtür. 

Hücrelerin osteojenik farklılaĢmaları gerçekleĢtirildikten sonra 15, 30, 45 ve 60’ıncı 

dakikalarda ALP aktiviteleri değerlendirilmiĢtir. ALP aktivitesi 15’inci dakikada 0,179 nm; 

30’uncu dakikada 0,354 nm; 45’inci dakikada 0,420 nm; 60’ıncı dakikada 0,569 nm kadar 

belirlenmiĢtir. FarklılaĢmamıĢ DPKMKH’in ALP aktivitesinin ise bütün zamanlarda 0,1 nm 

civarında olduğu tespit edilmiĢtir. 

Uygulamadan 2 ay sonra sakrifiye edilen tavĢanların rezeke edilen alveolar yarık bölgesinde 

histomorfometrik ve histolojik incelemelerde, defekt bölgesini dolduran rejeneratın alanı, bu 

alandaki damar sayısı ve osteoblast sayısı ölçülmüĢtür (ġekil 3.2, 3.3) Buna göre defekt 

alanını dolduran rejenratın alanı grup 1 ve grup 2, grup 3 ‘e göre istatististiksel olarak anlamlı 

derecede fazladır (Tablo 3.1- 3.3). Grup 1 ve 2 arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

yoktur.  

Defekt alanını dolduran yeni kemik alanındaki osteoblast sayısı grup 1 ‘de grup 2 ve 3’e göre 

istatistiksel olarak anlamlı derecede fazladır (Tablo3.4-3.6) 

Tablo 3.1. Yeni oluĢan rejenerat (µm²)         

 
Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

 

 Grup 1 

(Otojen) 
10 

1165518,32 
259387,96 1390009 1448931,5 

NS 
 Grup 2 

(DPKMKH) 
10 970746,63 301352,095 1129026,8 1509441 

 NS: Ġstatistiksel olarak anlamlı değil 

  

Tablo 3.2. Yeni oluĢan rejenerat (µm²)         

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

Grup 1  10 1165518,32 259387,96 1390009 1448931,5 
*** 

Grup 3 (BoĢ) 10 276448,762 274043,875 38905 670347,5 

p < 0,001 *** 

 
    

  Tablo 3.3. Yeni oluĢan rejenerat (µm²)         

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

Grup 2 10 970746,63 301352,09 1129026,8 1509441 
*** 

Grup 3  10 276448,76 274043,87 38905 670347,5 

p < 0,001 *** 
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  Tablo 3.4. Yeni oluĢan kemik alanındaki osteoblast 

sayısı       

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

Grup 1  10 77,1 7,80 63 77 
** 

Grup 2  10 65,78 11,57 49 66 

p < 0,01 **  

 
    

  Tablo 3.5. Yeni oluĢan kemik alanındaki osteoblast 

sayısı       

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

         Grup 1 10 77,1 7,80 63 77 
*** 

Grup 3 10 21,1 9,97 10 43 

p < 0,001 ***  

 
    

  Tablo 3.6. Yeni oluĢan kemik alanındaki osteoblast 

sayısı       

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

Grup 2  10 65,78 11,57 49 66 
*** 

Grup 3  10 21,1 9,97 10 43 

p < 0,001 ***  
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Şekil 3.3.  * ile gösterilen osteoid yapıya doğru geçen rejenere bölgeyi gösterirken siyah oklar 

kemik yapının oluĢtuğu bölgeleri göstermektedir. (Hemotoksilen eozin, 20x)  

 

 

 

Şekil 3.4.  Siyah oklar rejenerat içindeki damarsal yapıları göstermektedir. (Hemotoksilen 

eozin, 20x)  
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Tablo 3.7. Yeni oluĢan kemik alanındaki damar 

sayısı       

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

Grup 1 10 15,56 2,73 11 20 
* 

Grup 2  10 8,56 8,18 2 28 

p < 0,05 *  

 
    

  Tablo 3.8. Yeni oluĢan kemik alanındaki damar 

sayısı       

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

Grup 1  10 15,56 2,73 11 20 
*** 

Grup 3 10 3,60 1,90 1 6 

p < 0,001 **  

 
    

  Tablo 3.9. Yeni oluĢan kemik alanındaki damar 

sayısı       

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test 

Grup 2  10 8,556 8,17667577 2 28 
NS 

Grup 3  10 3,6 1,8973666 1 6 

NS: Ġstatistiksel olarak anlamlı değil 

 

Defekt alanını dolduran yeni kemik alanındaki damarlanmanın grup1 ve grup 2 ‘de grup 3 ‘e 

göre istatistiksel olarak anlamlı derecede fazla olduğu tespit edildi (Tablo 3.6-3.8.). 
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                                              4.TARTIŞMA 

 

Alveolar yarık, en sık görülen doğumsal kraniyofasiyal anomali olan yarık dudak-damaklı 

bireylerde ortaya çıkmaktadır. Alveolar yarık tedavisindeki hedefler fonksiyonel açıdan; 

nazolabial fistüllerin kapaılması, maksiller dental arkın sağlamlık ve devamlılığı, yarık 

komĢuluğundaki diĢlerin desteklenmesi, konuĢmanın düzelmesi, buruna sıvı kaçıĢının 

önlenmesi, yarık bölgesinde diĢ sürmesi için uygun zemin oluĢturulmasıdır. Estetik açıdan ise; 

piriform bölgenin augmentasyonu ile dental arkla, diĢlerin kozmetik açıdan uygun bir duruma 

getirilmesi ve burun alar tabanı için daha iyi bir destek sağlanması hedeflenir.  

Sekonder alveolar greftleme amacı ile ‘Boneless-bone grafting’ (Gingivoperiosteoplasti) 

(Skoog T.,1965) , otojen greft uygulamaları, allojenik/ alloplastik materayal uygulamaları 

yapılmaktadır. Günümüzde alveolar yarık onarımında en sık otojen greftler kullanılmaktadır 

(Sameshima GT ve ark.,1996).                                                                                               

  -Otojen Greftler                                                                                                                                                                          

Ġdeal donör greft alanı; yeterli kemik içermeli, greft kolay revaskülarize olup alıcı yatağa 

uyum sağlamalı, diĢ çıkıĢına engel olmamalı, greft alımı kolay olmalıdır. Ameliyat sonrası 

morbidite komplikasyonları az olmalıdır. En sık kullanılan kemik donör alanları; iliak krest, 

mandibula simfizis, kalvariyal kemiktir.                                                                                                           

İliak Kemik Grefti: Sekonder alveolar kemik greftlemesinde altın standart olarak iliak krest 

greftleri kullanılmaktadır. GörüĢ kolaydır, fazla miktarda kansellöz kemik alınabilir. 

Kansellöz kemik içindeki fazla miktarda bulunan osteojenik hücrelerin varlığı ve 3 hafta gibi 

bir sürede revaskülarize olabilmesi, baĢarısının % 85-95 olması gibi avantajları bildirilmiĢtir 

(Horswell BB ve ark., 2003).Dezavantajları ise, 1-2 hafta kadar sürebilen aksayarak yürümeye 

neden olabilecek ağrının olması, hastada ikinci bir donör saha oluĢması, kısıtlı miktarda 

kemik alınabilmesi, uzamıĢ ameliyat süresi ve postoperatif hastanede kalıĢ zamanı, enfeksiyon 

riski, lateral femoral sinir parestezisi riski, bölgede hematom geliĢmesi ve skardır (Eufinger H 

ve ark.,2000; Dawson KH ve ark.,1996)                                                                                                                                                                          

Kalvariyal Kemik Grefti: Kalvaryal kemik grefti alınacak bölgenin, cerrahi sahaya yakın 

olması, skarın saç çizgisi içinde kalması avantajlarıdır (Frodel Jr JL.ve ark.,1993). Gözlenen 

ciddi komplikasyon riski düĢük olsa da dura ve serebral yaralanma, hematoma, seroma, 

subdural hemoraji, nörolojik problem ihtimallerinden dolayı özellikle aileler soğuk 

bakmaktadır ( Frodel Jr JL. ve ark.,1993; Kline RM ve ark.,1995) .                                                                                                                                                                           

Mandibula simfizis Grefti: Membranöz bir kemik olan mandibular kemik greftinin minimal 

rezorbsiyon gösterdiği ve hızlı revaskülarize olduğuna inanılmaktadır (Enemark H. ve 
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ark.,2001) Ancak her ne kadar ameliyat alanına yakın olsa da bu alandan alınacak kemik 

miktarı sınırlıdır (Enemark H. ve ark.,2001; Sindet-Pedersen S.ve ark.,1990)                                                                                                                           

Literatürde de otojen greftlerin eldesi ile ortaya çıkan donör saha morbiditesi ve 

komplikasyonlardan kaçınmak için doku mühendisliği stratejileri geliĢtirilerek greft toplama 

ihtiyacını en aza indirmek amaçlanmıĢtır. Bu amaca yönelik literatürde yapılan çalıĢmaları 3 

baĢlık altında toplayabiliriz.                                                                                                                                         

1) Otojen kemik greftinin kalitesini arttırmaya yönelik çalıĢmalar: otojen greftle beraber 

bölgeye PRP (Lee C.ve ark.,2009; Marukava E. Ve ark, 2011), fibrin glue (Segura-Castillo JL. 

Ve ark.,2005) veya membran uygulamaları ,(Peled M. ve ark. 2005 )  

 2)Otojen greftin miktarını arttırmaya yönelik çalıĢmalar: otojen greftle beraber beta 

trikalsiyum fosfat ( Wejis WLJ.ve ark., 2010) veya deproteinize sığır kemiği uygulamaları, 

(Thuaksuban N.ve ark., 2010)          

3) Sentetik materyallerin otolog kemiğin yerine kullanıldığı çalıĢmalar:  kollojen sünger 

üzerinde BMP-2 (Herford AS.ve ark, 2007) ,sığır kaynaklı hidsroksiapatit greft (Benlidayı 

ME.ve ark., 2013) veya rezorbe matriks üzerinde kemik iliği kaynaklı kök hücre 

uygulamalarıdır. (Gimbel M. ve ark., 2007).          

3. baĢlıktaki çalıĢmalar hastada ikinci bir donör saha oluĢturmadan tedavi etmeyi amaçlayan 

çalıĢmalardır. Ancak, birçok dezavantajları mevcuttur. Maksillomandibuler defektlerin 

çoğunda kullanılabilen allojenik kemik greftleri düĢük antijeniteye sahip olsalar da rejeksiyon 

riskleri her zaman bulunmaktadır. Enfeksiyona dirençleri olmadıklarından dolayı genellikle 

enfeksiyon sonucu kaybedilirler. Vericiden alıcıya geçebilecek önemli virüsler : HIV, Jakob-

Creutzfeldt hastalığı ve Hepatit oluĢturan virüs serileridir ( Marx RE. ve ark,1993 ). Birçok 

alloplastik materyaller içerisinde, çene yüz bölgesinin rekonstrüksiyonları için 

hidroksilapatit(HA) ön plana çıkmıĢtır. HA, kalsiyum fosfat bileĢiğinde en temel dezavantaj 

biyomekanik özelliğindedir. Birçok seramikler gibi bu materyaller kolay kırılabilen ve düĢük 

sıkıĢtırılma rezistansına sahip materyallerdir. Bu materyallerin kemik oluĢumunu 

indüklemediği, osteokonduktif olup ancak sert doku geliĢimine uygun oldukları gösterilmiĢtir 

( Alpaslan C. ve ark,1994; Salyer KE. ve ark., 1987). Salyer ve Hail kemiğin HA ile tamamen 

yer değiĢtirmesinin gerçekçi bir beklenti olmayacağını belirtmiĢlerdir ( Salyer KE. ve ark., 

1987).  Ayrıca alloplastik malzemelerin içinden kanin diĢin sürüp sürmeyeceği konusu halen 

tartıĢmalıdır (Feinberg SE.ve ark, 1988; Merkx MA ve ark.,1997; Araújo MG ve ark., 2001). 

Greftlerdeki tüm bu avantaj ve dezavantajlar göz önüne alındığında alveolar yarık onarımı için 

hastalarda günümüzde diğer hastalıkların tedavisinde umut vaad eden hücresel tedavi ürünleri 

ile onarım ihtiyacı oldukça açıktır.  
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            Kök hücreler; kendisini sürekli yenileme ve farklı hücre tiplerine farklılaĢma yeteneği 

olan hücreler olarak tanımlanmaktadır  (Bickenbach JR. ve ark, 2005, TaĢlı NP.ve ark,2013) 

MKH’ler salgıladıkları çözünür faktörler, hücreler arası veya hücre dıĢı matriks ile yakın iliĢki 

halinde bulunmaları nedeniyle içinde bulundukları dokuya özel hücrelerin fonksiyonlarına 

önemli katkı sağlarlar. Hasarlı hücrelerin iyileĢmesinde sekrete ettikleri çok sayıda biyoaktif 

molekülün yardımıyla enflamasyonu inhibe eder ve immün sistem modülasyonu sağlarlar. 

Doku mikroçevresinin önemli bileĢenleri olmaları ve çoğunlukla immün sistem üzerine 

baskılayıcı özellik taĢımalarından dolayı klinik uygulamalar için büyük ilgi uyandırmaktadır 

(Liu Y.ve ark.,2013; Elsharawy M. ve ark,2011). Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği 2006 

yılında standart tanımlama kriterlerine göre MKH’ler; i) Standart kültür ortamlarında plastik 

ortama yapıĢmalıdırlar (adherasyon),  ii) Yüzeylerinde CD73, CD90 ve CD105 belirteçlerini 

taĢımalı CD45, CD34, CD14,  CD11b, CD79alfa, CD19, HLA-DR gibi diğer hücrelere ait 

olabilecek belirteçleri taĢımamalıdır, iii) In-vitro koĢullarda kemik, yağ ve kıkırdağa 

dönüĢebilmelidir.  

        MKH’ler eriĢkin birçok dokudan elde edilebilir. 2000 yılında Gronthos (Gronthos S.ve 

ark., 2000) ve arkadaĢları dental pulpadan kök hücre elde ettiklerini bildirdikten sonra 2003 

yılında Miura ve arkadaĢları insan süt diĢlerinin pulpalarının da MKH ‘ler barındırdığını 

bildirmiĢlerdir (Miura M.ve ark.,2003). Süt diĢi kaynaklı MKH’ler yüksek proliferasyon, 

klonojenik ve multidiferansiasyon kabiliyetine sahiptir. Diğer eriĢkin kaynaklara göre daha 

kolay elde edilebilir olması, hastada ikinci bir donor saha yaratmaması avantajları arasındadır. 

Kemik iliği kaynaklı MKH ‘ler ile karĢılaĢtırıldığında daha immatür olduğu ve dolayısı ile 

daha çok çoğalma kapasitesi olduğu bildirilmiĢtir (Miura M.ve ark.,2003). Dental pulpa 

kaynaklı MKH’lerin osteojenik, dentinojenik, adipojenik, kondrojenik, myojenik ve nörojenik 

farklılaĢtırılabildiği bildirilmiĢtir (Graziano A.ve ark,2008; Laino G.ve ark.,2005; Risbud 

MV.ve ark.2005). Literatürde daha sıklıkla odontogenezis çalıĢmalarında kullanılıyor olsa da 

dental pulpa kaynaklı MKH’in osteoindüktif kemik faktörleri (BMP) salgıladığı ve osteoblast 

oluĢturabildiği invivo ve invitro çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir (Graziano A.ve ark,2008; Li JH 

ve ark.,2011; Lee K.ve ark. 2009) Klinik olarak dental pulpa kaynaklı MHK ile kemik 

rejenerasyonu literatürde aynı ekibe ait 2 çalıĢma ile bildirilmiĢtir. Riccardo d’Aquino ve 

arkadaĢları 2009 yılında yayınladıkları çalıĢmalarında mandibuler kemik defektlerinin 

onarımında kollojen süngeri scaffold (iskelet) olarak kullanıp üzerine çekilmiĢ alt 20 yaĢ 

diĢlerinden elde edilen dental pulpa kaynaklı kök hücreleri uygulamıĢlardır. 7 hastalık seride 

dental pulpal kök hücrelerin kemik rejenerasyonunu arttırdığını göstermiĢlerdir (d’Aquino 

R.ve ark, 2009). Herhangi bir komplikasyon veya yan etki bildirmemiĢlerdir.2013 yılında aynı 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gronthos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11087820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12716973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12716973
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araĢtırmacılar tarafından rejenere dokunun yüksek dansitede kemik yapı olduğunu ve 

tamamen vaskularize olduğunu bir önceki yayınlarındaki hastalarının 3 yıllık takibi ile 

bildirmiĢlerdir (Giuliani A.ve ark, 2013). Farelerde HA/trikalsiyum scaffold  (Otaki S. ve ark, 

2007) ve ratlarda PLGA scaffold  (Graziano A.ve ark,2008) ile dental pulpa kaynaklı MKH 

‘ın subkutanöz implantasyonu sonrası mineralize doku oluĢumu invivo olarak gösterilmiĢtir. 

Gerçek bir kemik defekti varlığında mikroçevrenin de etkisi ile anjiyogenezis ve kemik 

remodelasyonunun daha da iyi olabileceği düĢünülebilir.  

          Pourebrahim ve ark. 2013 yılında köpeklerde alveolar yarık onarımında betatrikalsiyum 

fosfat/ HA üzerinde adipoz kökenli MKH uygulamıĢtır. Kemik rejenerasyonunun otojen gruba 

göre daha az olduğunu ancak bu alanda bir alternatif olabileceğini bildirmiĢlerdir 

(Pourebrahim N.ve ark.,2013).  Bizim projemizin sonuçları da Pourebrahim ve ark. (2013) 

sonuçları ile uyumludur.  

        PLGA bir biyomateryal olarak sahip olduğu özellikleri sayesinde peptid, protein ve 

ilaçların kontrollü salımında yaygın olarak kullanılmaktadır. PLGA insanlarda kullanılmak 

üzere U. S. Food and Drug Administration (FDA) tarafından onaylı biyo-bozunur polimerdir. 

Bu polimerlerin fizyolojik çevre ile biyo-uyumluluğunun olduğu, polimerin degredasyonu 

sonucu ortaya çıkan ürünlerin vücut tarafından dıĢarı atıldığı bilinmektedir. PLGA fiziksel 

olarak dayanıklı, hidrofobik ve esnek bir malzemedir. Tüm bu özellikler PLGA’ yı ilaç ve 

hücre taĢınması için uygun kılmaktadır (Pan Z.ve ark, 2012; Zhu S.ve ark.,2013) Kemik 

rejenerasyonunu arttırmak amacı ile yeni iskeletler ile ileri çalıĢmalar planlanabilir. 

        ÇalıĢmamızın sonucunda, tavĢanlarda deneysel olarak hazırlanan alveolar yarık 

onarımında DPKMKH’lerin yeni kemik oluĢumuna osteoblast sayısı ve anjiyogenezi arttırarak 

olumlu katkı sağladığını tespit ettik. Kemik rejenerasyonu otojen kemik uygulanan gruba göre 

daha az olsa da klinik uygulamalar göz önünde tutulduğunda yeni alternatif bir yöntem 

olabilecektir. 

 

 

 

 

 

 

  

                  

                        

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pan%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23741612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23849740
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