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OZET

Acikgdz MM. Parathormon Uygulamasmin Kemik Grefti lyilesmesi Ve Lokal
Simvastatin Uzerinde Etkilerinin Histopatolojik, Histomorfometrik Ve Biyokimyasal
Olarak Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ag1z, Dis ve Cene
Cerrahisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2018.

Oral ve maksillofasiyal bolgede ¢esitli nedenlerle olusan kemik kayiplarinin
rekonstriiksiyonu 6nemlidir. Paratiroid hormon (PTH) kalsiyum ve potasyum dengesi
ile kemik metabolizmasinin 6nemli bir diizenleyicisidir. Aralikli rekombinant insan
PTH (rhPTH) uygulamasinin kirik iyilesmesi ve osteoporoz iizerinde olumlu etkileri
birgok hayvan ve klinik ¢alisma ile desteklense de, kemik iyilesmesi ve greft iyilesmesi
tizerine etkilerini biyokimyasal markerlar araciligiyla belirten c¢alismalar oldukga
nadirdir. Lokal Simvastatin uygulamasinin osteoblastik aktiviteyi arttirdigi osteoklastik
aktiviteyi ise azalttig1 bildirilmistir. Lokal simvastatin ile aralikli rhPTH uygulamasini
karsilastiran ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Bu arastirmada amacimiz paratiroid
hormonun kemik iyilesmesi, kemik grefti iyilesmesi lizerine etkileri ve lokal simvastatin
ile etkilesimlerinin histolojik, histomorfometrik ve biyokimyasal a¢idan arastirilmasidir.
Yaptigimiz hayvan ¢alismasi sonucunda, aralikli parathormon uygulamasinin metabolik
yan etki yapmadan kemik yapimini olumlu yonde etkiledigini, en fazla iyilesen grubun
Parathormon verilen ve defektine greft konulan bolgede oldugu tespit edilmistir. rhPTH
verilen gruplarda kemik iylesmesi, rhPTH verilmeyen gruplara gore anlamli olarak daha
Iyi oldugu sonucuna ulasilmistir. Lokal simvastatin uygulamasinin kemik iyilesmesini

negatif yonde etkiledigi gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Parathormon, Kemik lyilesmesi, Simvastatin, Kemik Grefti, Yeni
Zelanda Tavsanu.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 43788.



Xvili

ABSTRACT

Acikgdoz MM. Histopathologic, Histomorphometric and Biochemical Evaluation of
Effects of Parathormon Application on Bone Graft Healing and Local Simvastatin.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Oral and Maxillofacial
Surgery. Istanbul. 2018.

Reconstruction of bone losses caused by various causes in the oral and maxillofacial
region is important. Parathyroid hormone (PTH) is an important regulator of bone
metabolism and calcium and potassium balance. Although intermittent recombinant
human parathyroid hormone (rhPTH) administration has been shown to be a promising
bone healing by the literatures, various animal studies and clinical trials have addressed
the treatment of osteoporosis and fracture healing with the intermittent administration of
rhPTH, whereas few studies have investigated the effects of rhPTH on graft healing and
bone healing with biochemical markers. It has been reported that local application of
Simvastatin promotes the osteoblastic activity and inhibits osteoclastic activity. No
research can be found on comparing interrelation between rhPTH and simvastatin. In
this study, our aim is to research on the short and long term effects of rhPTH on bone
healing, bone graft healing and interrelation with local simvastatin application by
histological, histomorphometric and biochemical study. As a result, it was determined
that intermittent parathormone application had a positive effect on bone formation
without any metabolic side effects. It was concluded that bone healing was significantly
better in rhPTH-treated groups than in non-rhPTH-treated groups. It has been observed

that local simvastatin application negatively affects bone healing.

Key Words: Parathormone, Bone Healing, Simvastatin, Bone Graft, New Zealand
Rabbit.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 43788.



1. GIRIS VE AMAC

Oral ve maksillofasiyal bolgede meydana gelen doku kayiplarinin
rekonstriiksiyon ve rejenerasyonu ¢ene cerrahisinin en temel uygulamalarindan birisidir
(1). Bu doku kayiplarinin giderilmesinde otojen kemik greftlerinin, alloplastik ve
allojenik materyallerin kullanilmasi, distraksiyon osteogenezis ve yonlendirilmis doku
rejenerasyonu gibi birgok tedavi alternatifi mevcuttur. Ayrica lokal ve sistemik olarak
uygulanan ilaglarin kemik olusumuna etkisi {izerine g¢ok ¢esitli arastirmalar
yapilmaktadir. (2-4).

Paratiroid hormon (PTH), paratiroid bezlerinden salgilanan 84 aminoasitlik bir
polipeptidtir. PTH kontrolii, dolasimda bulunan kalsiyum seviyesine baglh olarak, bez
tizerinde bulunan kalsiyum reseptorleri tarafindan diizenlenir. PTH’1n serum kalsiyum
ve potasyum diizeylerini etkilemesi yaninda kemik yapimini uyarici etkinligi de
bulunmaktadir. (5-7). PTH’mimn biyolojik olarak aktif ilk 34 amino asidinin
rekombinasyonundan olusan rhPTH, PTH analogu olan bir ilagtir ve kemik tizerinde
yan etkisi yoktur. Anabolik etkisi sebebiyle, aralikli rhPTH uygulamasi, insan ve
hayvan ¢alismalarinda giincelligini korumaktadir. Serum kalsiyum konsantrasyonunu
etkilemeyecek kadar diisiik dozlarda ve aralikli verildiginde rhPTH’in kemik yapimini
hizlandirdig literatiirde bildirilmistir. (8). Cene yiiz bolgesinde bulunan kemikler
tizerine rhPTH’1n anabolik etkileri, osteoporoz olan ratlarda ve tavsanlarda uygulanan
deneysel galismalarla ortaya konulmustur (9-12). Ancak bu calismalarda biyokimyasal
olarak kemik yapimu ile ilgili parametreler degerlendirilmemistir.

Calismamizda saglikli Yeni Zelanda tavsanlarinda olusturacagimiz tibia
defektlerine sistemik olarak aralikli uygulanan rhPTH’in, kemik grefti iyilesmesi ve
lokal simvastatin uygulamasi tizerine olan etkilerini aragtirmayr amacladik. Lokal
simvastatin uygulamasinin, kemik hacmini, kemik formasyonunu ve kansell6z kemik
direncini arttirdigr in vivo ¢alisma ile literatiirde bildirilmistir (13). Ancak rhPTH ile
lokal simvastatin arasindaki etkilesimi gosteren calisma literatiirde mevcut degildir.
Ayrica Kkalsiyum, postasyum, PTH degerleri biyokimyasal olarak karsilastirilacak,

histolojik ve histomorfometrik sonuglar degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

2.1.1. Kemik Fizyolojisi

Kemik dokusu iskeleti sekillendiren 6zellesmis bir bag dokusudur. Genel olarak
hiicreler aras1 madde ve kendine 0zgii hiicrelerden olusur. Hiicreler arasi maddede
organik igerik olarak kollajenler yer alirken, inorganik yapisi icerisinde kemik dokusuna
sertlik veren kalsiyum fosfat ve kalsiyum karbonat gibi mineral tuzlari yer almaktadir.
Kemik dokusu yapim ve rezorpsiyon mekanizmalari ile birlikte tiim yasam boyunca
yenilenir (14-16).

2.1.2. Kemik Dokusunun Gorevleri

Kemik dokusunun dort énemli fonksiyonu bulunmaktadir:

1. Koruyucu Gorevi :Kemik dokusu viicudun en sert dokularindan biridir ve
kikirdaktan sonra darbelere karsi en dayanikli dokudur. Kafatasi ve toraks gibi
bosluklarda mevcut olan hayati organlari korumakla gérevlidir.

2. Mekanik Gorevi :Tim viicudu destekler ve kaslarla birlikte viicudun
hareket etmesinde 6nemli gorevler alir.

3. Metabolik Fonksiyon :Kalsiyum ve fosfat homeostazisinin saglanmasinda major
rol oynar.

4. Hemopoetik Gorevi :Kemikler igerisinde yer alan kirmizi ilik sayesinde kan

hiicrelerinin yapiminda gérev almaktadir (14,15).

2.1.3. Kemik Dokusunun Kompozisyonu

Kemik matriksinde kollajen fibriller denilen protein fiberler yer alir. Bu fibriller
kemige esneklik katarlar ve kemik dokusunun yaklagik %90’mi1 olusturur. Kemik
matriksinin zemininde ekstraselliiler sivi proteoglikanlar bulunur. Bu proteoglikanlar
kondroitin  siilfat ve hyalironik asit olup, kemik tuzlarinin ¢okelmesi ve
diizenlenmesinde rol alirlar(14).

Kemik dokusunda bulunan kristalin tuzlar1 hidroksiapatit olarak adlandirilirlar.
Hidroksiapatit igerisinde kalsiyum ve fosfat iyonlar1 bulunmaktadir. Bunlarin disinda
sodyum, potasyum, magnezyum ve karbonat icerikli tuzlar da kemik dokusu igerisinde

goriilebilmektedir. Tiim bu tuzlar kemige sertlik kazandirmaktadir (14,16).



2.1.4. Kemik Dokusunun Yapisi

Kemikler dis yiizeylerinde periosteum adi verilen beyaz fibroz konnektif tabaka
ile ortiiliidiirler. I¢ yiizeyler ise endosteum denilen daha yogun fibréz bir membran ile
ortiliidir. Kaslar ve tendonlar direk olarak periosteuma baglanmaktadirlar. Kemik
dokusu genel olarak iki tabakali bir yapiya sahiptir. Bunlardan ilki disarida kompakt
kemik tabakasidir. Digeri ise bunun igerisinde yer alan spongioz kemiktir. Kemiklerin
¢ogunda bu iki yap1 birlikte bulunur. Ancak bunlarin kalinliklar1 bulunduklar1 bolgelere
gore degisebilmektedir (15,16).

2.1.4.1. Kompakt Kemik

Kompakt ya da diger ismiyle Kkortikal kemik sert ve yogun yapisi ile tim
viicuttaki kemiklerin %80’ini olugturmaktadir. Asil gérevi mekanik fonksiyon saglamak
ve kemik iligini korumaktir. Kompakt kemik osteon ya da Haversian sistemleri denilen
silindirik yapilar bulundurur. Bu yapilar kollajen tabakalardan olusur. Her osteonun
merkezinde Haversian kanali denilen ve igerisinde kan damarlari, lenf damarlar ve
ilgili sinirlerin bulundugu kanallar mevcuttur. Haversian sistemleri kendi aralarinda
Volkmann kanallar1 olarak adlandirilan transvers kanallar araciligi ile baglantildirlar
(Sekil 2-1) (14).

Kolojen liflerin  ———|| / ‘“
izledigi helozoni
yol

Havers kanali

i¢ dairesel

Dis dairese
lameller

lameller

Volkmann Kan
kanali damari

:’\ Periyost

Endosteum 3 p
Havers sistemi (osteon)

Sekil 2-1: Sekil: Havers kanallarimn sematik goriintiisii (15)



Haversian sistemi, igerisinde osteositlerin bulundugu lakiina adinda kiigiik
kaviteler barindirir. Lakiinalar kanalikuli adi1 verilen ince kanallar araciligi ile birbiriyle
baglantilidir.

Son olarak kompakt kemik igerisinde ilik kavitesi ya da mediiller kavite adi

verilen bir bosluklu bir yap1 mevcuttur. Burada ise sar1 kemik iligi bulunur (4,14).

2.1.4.2. Spongioz Kemik
Spongioz kemik ayni1 zamanda trabekiiler ve kanselloz kemik olarak da
adlandirilmaktadir. Tiim viicutta bulunan kemik dokusunun %20’sini olusturmaktadir.

Bolmelerden olusan spongioz kemik icerisinde kirmizi kemik iligi bulunur (15,16).

2.1.5. Kemik Hiicreleri
Kemik dokusu igerisinde ti¢ ana kemik hiicre tipi bulunur. Bunlar:
1. Osteoblastlar
2. Osteositler
3. Osteoklastlardir (14,16,17).

2.1.5.1. Osteoblastlar

Osteoblastlarin temel gorevi kemik yapimidir. Kemik dis yiizeyi, ilik kavitesi ve
epifisial tabakada bulunurlar. Bu bolgelerde yan yana ve tek katli epitele benzer bigimde
bulunurlar. Osteoprojenitor adi verilen dev, multi-¢ekirdekli hiicrelerden meydana
gelirler. Bu dontisiim ¢esitli hormonlar ve kemik biiytime faktorleri tarafindan
diizenlenir. Bu biiyiime faktorleri ayn1 zamanda osteoblastlarinda gelimesine yardimci
olur. Osteoblastlar kemik yapimi sirasinda tip-1 kollajen, matriks gla protein (MGP),
transforming biiytime faktorii (TGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), fibroblast
biiyiime faktorii (FGF) ve platelet kaynakli biliylime faktoriinii sentezler. Ayrica
osteoblastalar enzim alkalin fosfataz agisindan zengindirler. Bu 6zellikleri sayesinde
matriks kalsifikasyonunda da rol alirlar. Kemik sentezlemesi sonrasinda osteoblastlar,
kalsifiye kemik matriksi icerisinde yer alan osteositlere donisiirler (Sekil 2-2)
(14,16,17). Kalsifikasyon sirasinda osteositler i¢in olusan bosluklara lakiina adi
verilmektedir. Lakiinalar igerisinde osteosite ait uzantilar, kireglenmemis matriks

birlikte bulunmaktadir.



Osteoblastlar kemik yiizeyinde bulunurlar ve kemik yapimi sirasinda
salgiladiklar1 matriks elemanlar1 osteoid madde adin1 alir. Eski kemik ve osteoblastalar

arasinda kalan bu matriks daha sonra kalsifiye olur (15).
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Sekil 2-2: Osteoblastlarin osteositlere doniismesinin sematik gosterimi (15)

2.1.5.2. Osteositler

Osteositler kemik bakiminin siirdiiriilmesi ile gorevli hiicrelerdir. Lakiinalar
icerisinde yer alan bu yuvarlak hiicreler, olgun osteoblastlardan dontismiislerdir. Her
lakiina igerisinde bir adet osteosit bulunmaktadir. Komsu osteositler ile kanalikuliler
vasitasi ile baglantilidirlar. Osteoitlerin iki ana fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlardan
ilki metabolik aktiviteleri sayesinde kemik dokusunun bakiminin ve canliliginin
saglanmasidir. Diger onemli fonksiyonu ise kalsiyumun kemik ile ekstraselliiler sivi
arasinda gegisine yardimer olmaktir (Sekil 2-3) (15-17).

Sekil olarak osteoblastlar ile karsilastiracak olursak, daha yassi hiicrelerdir ve
badem sekline benzerler. I¢lerinde yogun olarak graniillii endoplaszmik retikulum, golgi
aygiti ve koyu kromatin bulunur. Eger osteosit oliimii gergeklesirse kemik bakimi

olmayacagi i¢in matrik rezorpsiyonu goriiliir (15).
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Sekil 2-3: Kemik matriksi Tarafindan sarilmis olan osteositin doku kesit goriintiisii (15).

2.1.5.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar, kemik yikimi yani rezorpsiyonunda goérevli hiicrelerdir. Cok
cekirdekli fagositik dev hiicrelerdir. iki 6nemli fonksiyonu bulunur. Bunlardan ilki
kemik remodelingi sirasinda rezorpsiyondan sorumlu hiicrelerdir. Digeri ise kemik
rezorpsiyonunda ihtiyag¢ duyulan lizozomal enzimleri sentezlemektir (14,17).

Kemik rezorpsiyonu olan bélgelerde enzimler tarafindan yapilmig Hawship
lakiinalarinda bulunurlar. Osteoklastlar tizerine PTH reseptorii bulunmamaktadir.
Osteoblastlar iizerinde yer alan PTH reseptorii sayesinde osteoblastlardan osteoklast
uyarict faktor adi verilen birtakim sitokinler salgilanir. Yani PTH tarafinda dolayl
yoldan aktive edilirler. Golgi aygtinda paketlenen lizozom enzimleri ve hidrojen
atomlar1 eritilecek rezorbe edilecek alana dogru salgilanirlar. Burada asidik bir ortam
olusur. Kemik matriksi bu sekilde rezorbe olur ve igerigi osteoklast sitoplazmasi i¢erine
alinir (Sekil 2-4) (15).
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Sekil 2-4: Osteoklast ve Rezorpsiyon Mekanizmasi (15)
2.1.6. Makroyapisal Olarak Kemik Cesitleri
Makroyapisal olarak kemik dokusu tige ayrilir:
1. Uzun Kemikler : U¢ kisimlar1 ¢ogunlukla eklemlerden olusan

uzun kemikler makroyapis: itibari ile boylamasina bir eksene sahiptir. Uzun
kemiklere 6rnek olarak tibia, femur, fibula ve humerus verilebilir.

2. Kisa Kemikler : Kisa kemikler makroyapisal olarak kiip veya
kutu seklindedir. Bu kemiklere ornek olarak falankslar, karpal kemikler,
metakarpal kemikler, metatarsal ve tarsal kemikler verilebilir.

3. Yass1 Kemikler . Genisligi ve boyu kalinligindan fazla olan yasst
kemiklerin orta kismida medullar kavite bulunur. Ornek olarak frontal, parietal,

oksipital ve temporal kemik verilebilir. (18,19).



2.1.7. Kemik Yapim

Kemik dokusu temel olarak iki farkli sekilde kemiklesir. Bunlardan ilki
osteoblastlar tarafindan direk olarak salgilanan matrikse minerallerin ¢okelmesiyle
olusur. Intramembrandz kemiklesme olarak adlandirilmaktadir. Diger kemiklesme
mekanizmasinda onceden mevcut kikirdak matriksin eritilerek kikirdak igerisinde
kemiklesme saglanmasidir. Endokondral kemiklesme olarak adlandirilir. Her iki
kemiklesme mekanizmasinda da oncelikli olarak birincil kemik meydana gelir. Daha
sonrasinda bu kemik rezorbe edilerek yerine tam lameller yani ikincil kemik yapalir.
Biiylime gelisme sirasinda hizli bir sekilde devam eden yapim ve yikim dongiisii 6miir

boyu devam eder ancak ileri yaslarda daha yavastir (15).

2.1.7.1. Intramembranoéz Kemiklesme

Bu kemiklesme ¢esitinde dogrudan kemiklesme s6z konusudur. Mezenkimal
doku igerinde yogunlasan tabakada bir grup hiicre osteoblasta doniisiir. Dogrudan kemik
matriksini sentezlenmesinden sonra kireglenme gergeklesir. Bu Kireglenme sirasinda
igeride kalan osteoblastlar osteositlere doniisiirler. Normalde kafatasinda yer alan yassi
kemiklerin kemiklesme mekanizmasi bu yolla gerceklesir. Bizim bolgemizde yer alan
maksilla kemiginin tamami intramembran6z kemiklesme ile olusur. Mandibula olusumu
intramembranéz kemiklesme ile baslar. Intramembranéz kemiklesme devam ederken
olusan sekonder kikirdaklarda endokondral kemiklesme gergeklesir (Sekil 2-5) (15,16).

Mezenkim Kemik blastemasi  Osteoblast Birincil kemik
dokusu

Sekil 2-5: Intramembranéz kemiklesme 6rnegi (15).



2.1.7.2. Endokondral Kemiklesme
Endokonral kemiklesmede olusacak kemigin sekline benzeyen ufak bir hiyalin
kikirdak mevcuttur. Bu kemiklesme ¢ok kisa ve uzun kemiklerin olusumunda rol alir.
Temel olarak iki asamadan meydana gelir. ilk olarak bolgede bulunan
kondrositlerde hipertrofi ve rezorpsiyon olusur. Boylece hyalin kikirdak igerisinde genis
bosluklar meydana gelir. Sonraki asamada ise, osteoprojenitor hiicreler ve kan
kapillerinden olusan osteojenik yap1 kikirdak matriksinde olusmus bosluga girer.

Osteoprojenitor hiicreler osteoblastlara doniisiir. Boylece kemiklesme baslamis olur
(Sekil 2-6) (15,17).

Endokondral
kemiklesme

4_ Birincil
§ kemik-
i lesme _&
§ merkezi {

‘“@'@

Zar iginde Kireglenmig kikirdak
kemiklesme matriks
ikincil
kemiklegsme
merkezi \

Epifiz > 3 Epifiz
>~ £ kikirdaginin
Saiis fs kaybolmasi
Epifiz 2 xe N
kikirdagi ¢ N f! ‘
(N v §
\ .
i N N Kompak
A § N kemik
—— ‘ N
Diyafiz § [ l’ §
~ ' N
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N N N
N N N
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g Y N N
) \ \ Sungerimsi
Epifiz < ﬁ'" I' kemik
Ri HO o | oL
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L TP (772
N

o
Olgun kemik

Sekil 2-6: Endokondral kemiklesme 6rnegi (15).
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2.1.8. Kemik Tyilesmesi

Zarar goren ya da kirilan kemigin iyilesme siireci, sekestr olusturmadan kemigin
onceden sahip oldugu anatomi ve fonksiyonun geri dondiiriilmesini igeren kompleks bir
stirectir. Temel olarak iki gesit iyilesme s6z konusudur. Primer iyilesme denilen birincil
iyilesmede direk osteoblastlar tarafindan defect bolgesinde kemik olusumu saglanan
intramembranéz kemiklesme s6z konusudur (20-22). Kikirdakimsit bir doku bu
iyilesmede gozlenmez. Sekonder yani ikincil kemik iyilesmesi ise li¢ temel fazdan
olusur:

1. Enflamasyon Fazi :Travmadan hemen sonra baglayan
ve birka¢ giin devam eden yangi fazidir. Kanamanin durmasi igin
oncelikle vazokonstriikksiyon, daha sonrasinda iyilesme igin gerekli
hiicrelerin  bolgeye rahat ulagsmasini saglayacak vazodilatasyon
gerceklesir. Pihti  olustuktan sonra ilerleyen giinlerde 16kositoz,
vaskiilarizasyon olur ve bolgede graniil dokusu olusur. lltihaba kars
verilen yanit neticesinde yara bolgesine lokositler, monositler ve
lenfositler goger. Bu fazda, periosteumun dis lifli tabakasi, hematomu ve
pihtiy1 icerecek sekilde yeniden yapilandirilirken, i¢ kambiyal tabaka,
onarimi baglatmak ve ger¢eklestirmek i¢in yogun proliferasyon ve
farklilasmaya maruz kalir. (Sekil 2-7) (23-25).

2. Reperatif (Onarim) Faz :Mulipotent hiicreler yara bolgesine
gelerek burada osteoblastlara farklilasirlar. Bir hafta igerisinde bdlgede
olgunlasmamis kallus dokusu gelisir. Bu doku igerisinde fibréz bir yap1
mevcuttur ve damardan zengin bir yapidadir. Osteoblastlardan salgilanan
tropokollojenler, bolgedeki kollagen liflerinin  yonlerini  diizenler.
Sonrasinda da kalsiyum ve fosfat iyonlar1 ¢okerek kalsifikasyon
gerceklesir (Sekil 2-7) (26,27).

3. Remodelling (Sekillenme) Fazi :Onarim fazindan sonra 6miir boyu
stirecek olan fazdir. Bu safhada diizensiz olan sert kallus diizenli lamellar
kemige donisir (Sekil 2-7). Osteoklastik ve osteoblastik aktivite
birbirlerini takip edecek sekilde devam eder. Bir taraftan yeni kemik
olusumu gergeklesirken, diger taraftan kemik rezorpsiyonu siirer.
Remodeling sonucunda kemik iligi ve korteksi fonksiyon kazanir (28-
31).
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Periyost  Periyostal hiicre cogalmasi Kemik Yeni meydana gelmis birincil kemik
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iyilesmis kemik (ikincil kemik)

Sekil 2-7: Kemik Iyilesmesi (15)

2.1.9. Kemik Histofizyolojisi

Viicutta bulunan kalsiyumun %99’u iskelet sisteminde depo edilmektedir.
Kemik ile kan arasinda siirekli olarak kalsiyum aligverisi olmaktadir. Kalsiyumun
kemiklerden serbest hale gelmesinde en onemli etken paratiroid hormonudur(PTH).
PTH osteoklastalara etki ederek kemik rezorpsiyonunu hizlandirirve boylece kana
kalsiyum salinmasina sebep olur. Kalsitonin hormonu ise tam tersi bir etki yaparak
kemik rezorpsiyonunu inhibe etmektedir. Paratiroid ve Kalsitonin diginda biiyiime
hormonlar1 da kemik gelisimi tizerinde etkilidir (17,32).

Beslenme de kemik fizyolojisi tizerinde ¢ok etkilidir. Yetersiz proteinli beslenme
sonucu amino asitler yetersizligi ve osteoblastlarda kollagen sentezinin az olmasina
neden olur. D vitamini eksikliginde kalsiyumun ince bagirsaklardan emilimi azalacagi
icin kemik matriksindeki kalsifikasyonlarda eksiklikler goriiliir. Ayn1 sekilde C vitamini
de kollajen sentezinde gorev aldigindan eksikligi durumunda kollajen yapimi bozulur.
Bunun sonucunda kemik biiyiimesi ve kemigin onarimi olumsuz ydnde etkilenir
(17,32).
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2.2. Kemik Greftleri

Cene cerrahisinin temel konularindan bir tanesi de Kkist operasyonlari, ¢ekim
islemleri, periodontal hastaliklar veya tiimor cerrahisi sonrasinda kayip edilen kemik
dokusunun rehabilitasyonudur. Bu dokunun yeniden kazandirilmasi rekonstriiksiyon ve
rejenerasyon vasitasi ile yapilabilmektedir. Bu amagla kullanilan en yaygin teknikler
intraoral ve ekstraoral otojen kemik ogmentasyonu, yonlendirilmis kemik
rejenerasyonu, ridge split, distraksiyon osteogenezis, greft materyalleri ile
ogmentasyondur (30). Kemik greftlerinin klinik basarisi, yeni olusan kemigi remodeling
ile birlikte ¢evre kemik dokusu ile biitiinlesmesi ve yeterli mekanik direnci olmasi ile
oOlgtilir (31).

Kemik grefti olarak kullanilabilecek greft materyallerini dort ana bashik altinda

toplayabiliriz:

1. Otojen Greftler : Aymi canlidan alinarak bagka bir bdlgeye
nakledilen kemik greft tiiridiir. Cenelerde mental bélge, ramus bolgesinden elde
edilebilirler. Ayrica ekstraoral olarak da iliak kemik, tibia ve kalvaria verici
sahalardir. Immunolojik olarak en giivenilir greft cesitidir. Kotikal otojen
greftler, spongioz otojen greftler ve kortikospongioz otojen greftler olmak tizere
iceriklerine gore li¢ grupta toplanabilirler. Osteogenez, osteokondiiksiyon ve
osteoindiiksiyon iyilesmeyi beraber igerirler (30,31).

2. Allojenik Greftler : Aymi tirden olup genetic olarak birbirine
benzemeyen bireylerden alan greft tiiriidiir. Insan kaynakli greftler bu gruba
girmektedir. Mineralize ve demineralize olmak iizere iki ¢esiti mevcuttur. Form
olarak da partikiilld, jel kivaminda ya da putty kivamda olabilirler. Genel olarak
tic gruba ayrilirlar. Bunlar; dondurulmus, dondurulmus kurutulmus ve
dondurulmus-kurutulmus-demineralize allojen greftlerdir.

3. Heterojenik Greftler . Farkl: tiirlerden elde edilen kemik grefti tirtdiir.
Sigir, at, domuz kaynakli greftler bu gruba 6rnek olarak verilebilir. En sik
deproteinize sigir kaynakli greft kullanilmaktadir. Yavas rezorbe olmasinin
yaninda biyouyumlu ve osteokondiiktif etkiye sahiptir.

4. Alloplastik Materyaller . Sentetik greft materyali olarak da
adlandirilabilen alloplastik materyaller, yapay yollar ile elde edilmis olan greft
cesitidirler. Implant yapiminda kullandigimiz titanyumlar ile hidroksiapatit

icerikli greftler bu gruba 6rnek olarak verilebilir. Ozellikle bifazik kalsiyum
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fosfat grubunda olan beta trikalsiyum fosfat (B-TCP) ve hidroksiapatit (HA)
karisimi siklikla kullanilmaktadir (30,31).

2.2.1. Greft Iyilesmesinde Fizyolojik Siirecler

Kemik greftleri tasidiklari 6zelliklere gore uygulandiklari bolgede kemik
iyilesmesini farklt yonlerden etkileyebilirler. Basarili bir kemik ogmentasonunda
osteogenezis, osteokondiiksiyon ve osteoindiiksiyonun birlikte olmasi beklenmektedir
(18,30-32).

2.2.1.1. Osteogenezis

Greft materyalinin igeriginde bulunan osteoblastalar araciligi ile yeni kemigin
olusumu ve gelisimidir. Bu 6zelligi sadece otojen greftlerde gorebiliriz. Verici bolgede
bulunan osteojenik hiicreler, alici boélgeye nakledildiklerinde osteoblastlara ve
osteositlere doniiserek kemik yapimini saglarlar (18,30).

2.2.1.2. Osteokondiiksiyon

Bu greft materyalinde kemik yapimini uyarict herhangi bir igerik bulunmaz.
Yerlestirildikleri bolgede ¢ati gorevi {istlenirler ve alict bolgede damarlanmanin
saglanmasina yardimci olur, osteoprojenitor hiicrelerin bolgeye gelmesine imkan tanir

Sentetik greftleri osteokondiiktif 6zellige sahip greftler arasinda sayabiliriz (30).

2.2.1.3. Osteoindiiksiyon
Osteoindiiksiyon, greft icerisinde bulunan gesitli biyokimyasal faktorlerin, alict
bolgede bulunan mezenkimal hiicreleri uyarmasi ve sonucunda bunlarin osteoblastlara

dontigmesini saglamasidir (18,30).

2.3. Paratiroid Hormon (PTH)

PTH, paratiroid bezlerden salgilanan 84 amino asitli bir polipeptittir (Sekil 2-8).
Paratiroid bezler tizerinde yer alan kalsiyum reseptorleri, PTH sentezlenmesinde ve
plazmadaki iyonize kalsiyum seviyesindeki degisimlere gére PTH sekresyonunda gorev
alirlar. Hipokalsemi de denilen kanda kalsiyum seviyesinin diisiik oldugu durumlarda
daha fazla PTH salgilanir. Tam tersi olarak PTH salgis1 azaldiginda kanda kalsiyum
miktar1 diiser. PTH’in asil gorevi kandaki diisiik kalsiyum seviyesini arttirarak
diizenlemektir (Sekil 2-9) (16). Bu artis su sekilde saglanir:
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1. PTH osteoklastlar1 aktive ederek kemik yikimini uyarir. Boylece kemikten
kalsiyum ve fostat salinimi olur.

2. PTH bobreklerde Kalsitriol sentezinin birinci basamagimi hizlandirarak,
bagirsaklardan kalsiyum reabsorbsiyonunu arttirir.

3. PTH bobreklerden fosfat reabsorbsiyonunu da baskilar (14,16).

Tiroid

Paratiroidler

Sekil 2-8: Paratiroid bezlerin anatomik yerlesimi (32).

Calismamizda kullandigimiz teriparatide preperatt 84 aminoasitli insan
PTH’mnin biyolojik olarak aktif ilk 34 amino asidinin rekombinasyonundan (PTH 1-34)
olusan bir ilagtir. Piyasada Forsteo® ismi ile bilinmektedir. rhPTH (Rekombinant
Human Paratiroit Hormone) olarak bilinen bu preperat paratiroid hormone
reseptorlerinden olan hPTH-1 reseptoriine ¢ok iyi baglanir. Kemik metabolizmasi

tizerinde herhangi bir yan etkisi bulunmamaktadir (14-16).

Begln parathyrold hormone
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Sekil 2-9: Paratiroid salgisi sonrasinda degisen kalsiyum ve fosfat seviyeleri (32).
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2.3.1. PTH’in Kemik Yapimm Arttirict Ozelligi

Her ne kadar PTH kandaki kalsiyum seviyesinin diizenlenmesinde osteoklastlari
uyararak aktivite gosterse de yapilan c¢alismalarda PTH’in dozuna, ¢esidine ve
uygulama sikligimma gore anabolik ve katabolik etki gosterdigi bildirilmistir. Aralikli
diisiik doz PTH uygulamasinin kemik dokusu sentezini arttirdigi, kemik mikro yapisini
giiclendirdigi, kemik kiitlesini arttirdigi ve kemik iyilesmesini hizlandirdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (33-38). Bu calismalar tartisma bolimiinde detayli olarak

incelenecektir.

2.4. Statinler

Statinler 1970°1i yillarda kesfedilmis ve kolesterol seviyesinin diisiiriilmesinde
kullanilan bir ilagtir. Statinler, Penicillium citrinum tarafinda tretilirler ve kolesterol
yapiminda Kilit rol oynayan 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A rediiktaz (HMG-CoA
rediiktaz) enzimini inhibe ederler. Statinler ile ilgili ¢alismalarin baslarinda HMG-CoA
rediiktaz inhibitorlerinin deney hayvanlarda oldukga fazla yan etkisi goriismiis ayrica
etki siiresinin de az oldugu bildirilmistir. Dogal yollarla elde edilen statin tiirevi
lovastatin bulunana kadar alt1 tane daha iiriin piyasaya ¢ikmistir. Bunlardan ikisi yari-
sentetiktir (simvastatin ve pravastatin), kalan dordii ise sentetiktir (Fluvastatin,
atorvastatin, rosuvastatin ve pitavastatindir). Fizikokimyasal 6zelliklerine bakilacak
olursa, lovastatin, atorvastatin, serivastatinin lipofilik yapida oldugu, paravastatinin
hidrofilik, fluvastatinin ise hem lipofilik hem de hidrofilik &zellikleri oldugunu
belirtebiliriz. Statinlerin genel kimyasal yapisi1 Sekil 2-10°da gosterilmistir. Statinler
karacigerde sitokrom P450 enzimi tarafindan metabolize edilirler. Calismamizda
kullanilan simvastatin ozellikle sitokrom P3A (CYP3A) tarafindan metabolize
edilmektedir. Karacigeriden LDL alimimi uyarir ve boylece kanda LDL seviyesinin
azalmasini saglar Ayrica trigliserid degerlerini de digiiriir. LDL seviyesindeki seviye
diististine paralel olarak trigliserid degerlerinde de benzer yilizdelerde diisiis
saglamaktadirlar (39-41).
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Sekil 2-10: Statinlerin genel kimyasal yapis1

2.4.1. Simvastatin

Bir mantar tiirevi olan Apergillus terrus tarafindan fermantasyon ile edle edilen
simvastatin, suda ¢oziinmeyen bir ilactir. Viicutta %60-80 oraninda emilmesine ragmen
sistemik dolasima ancak %5 kadar1 gecer. Genel endikasyonu kolesteroliin
disiirilmesidir. Bu etkilerini kolesterol sentezinde bir enzim olan HMG-CoA rediiktazi
inhibe ederek yapar. Sentez mekanizmasindaki yeri Sekil2-11’da kirmizi ok ile
gosterilmistir. Sonug olarak serumda LDL seviyesinin ciddi bir sekilde diismektedir.
llaca duyarlihg olanlarda, Karaciger hastalarinda ve gebelerde kullanimi
kontrendikedir. Sadece LDL seviyesinin diisiisiinde goérev almazlar, ayn1 zamanda kalp
hastaliklarinin  dnlenmesi ve tedavisi, immunsiipresyon, Alzheimer hastalarinda
hastaligit ~ kontrol altina alabilmek ve antienflamatuar etkileri icin de
kullanilabilmektedirler (40,41).
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Sekil 2-11: Kolesterol sentez mekanizmasi ve HMG-KoA Rediiktazin gosterilmesi

2.4.2. Statinlerin Kemik Yapimina Etkisi

Invitro olarak statinlerin BMP-2 ekspresyonunu stimiile ederek kemik yapimini
arttirdigr literatiirlerce gosterilmistir (42,43). Ancak yapilan bir¢ok invivo caligma
invitro sonuglar1 tamamen desteklememektedir. Buna sebep olarak da oral yol ile alinan
statinlerin ¢ok hizli dolasima girmesi ve kanda istenilen diizeye ulasamamasi
gosterilmektedir. Bu sebeple hizli emilimin o6nlenmesi ve istenilen dozlarda yara
bolgesine ulastirilmasi agisindan lokal olarak simvastatin uygulamasi ¢alismalarda daha
fazla tercih edilmeye baslanmistir (44-46).

Bu konuda yapilan ilk ¢aligma, Mundy ve ark. tarafindan, hayvan modellerinde
statinlerin kemik yapimini uyarici etkileri iizerine yapilmistir. Caligmada statin gesitleri
olan lovastatin, simvastatin, fluvastatin ve mevastatin kullanilmis, sonu¢ olarak da
kemik yapim markerlarinin kontrol grubuna oranla iki-ti¢ kat daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica kemik olusumunun kontrol gruplarina gore daha fazla oldugu
bildirilmistir (42).

Ayrica Maeda ve ark. Statinlerin kemik yapiminda gorev alan biiyiime faktorleri
tizerinde yaptiklar1 arastirmada, statinlerin vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF)

sentezini arttirdigini bildirmislerdir (47-48).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Deney I¢in Kullanilan Geregler
Deneyin gergeklestirilmesi igin kullanilan gereglerin listesi asagida verilmistir:
e 24 Adet New Zealand Cinsi Tavsan (24 Erkeki)
e Forsteo® Paratiroid hormon-Teriparatid (750ug teriparatid iceren 3
Fegerscheim, Fransa)
e Bioss Kemik Grefti
e Ketalar 500mg/ml Enjektable Flakon
e Rompun Flakon (Xylazin Hidroklorid, Bayer Tiirk Kimya Sanayi Limited
Sirketi)
e Ameliyat Seti
e Tur Motoru ve Piyasemen
e Dis Cap1 6mm olan Trephine Frez
e Insiilin Enjektorii
e 10cc Enjektor
e Batikon (povidon lodiir)
e Distile Su 1L
e 5mm ¢apinda simvastatin igeren tabletler
e Formaldehit Cozeltisi (%10)
e 3-0 Yarmm Yuvarlak 20mm Pegesorb® rapid Dikis Ipligi (Dogsan Tibbi
Malzeme Sanayi A.S. Tiirkiye)
e 3-0 Yarm Yuvarlak 20mm Ipek Dikis Ipligi (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi
A.S. Tirkiye)

3.1.2. Deneyde Kullanilan Biyomateryaller

Lokal simvastatin uygulamasinda kullanilmak {izere, Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’nda 5mm ¢apindaki
simvastatin tabletler tretilmistir (Sekil 3-1). Tabletlerin iiretim methodu su sekildedir:
Oncelikle 100 mg simvastatin tartilmis, {izerine 200 mg avicel Ph 101 eklenip

karistirtlmistir. Bu karigimin tizerine %1 oraninda magnezyum stearat eklenmis ve ayni
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sekilde karistirtlmistir. Hazirlanan karisim tablet basim makinesinde 5 mm’lik zimba
kullanilarak 3 mg simvastatin igeren tabletler haline getirilmistir (49). Daha sonra
tabletler Cerkezkoy’de bulunan Gamma-Pak Sterilizasyon San. Ve Tic. A.S. tarafindan
steril edilmistir. Sterilizasyon oncesinde iiriin etiketlenmis ve iizerinde dozimetre

yerlestirilmistir (Sekil 3-2). Yiirtiyen band {izerine konulan materyal 53 degisik

konumda gama 1sinlamasi yapildiktan sterilizasyonu saglanmistir (Sekil 3-3).

Sekil 3-1: Calismada kullanilan Simvastatin preperati

Sekil 3-2: Calismada kullanilan Simvastatin preperatlarinin sterilizasyonu i¢in
dozimetrelenme ve etiket yerlestirilmesi
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Sekil 3-3: Calismada kullanilan Simvastatin preperatlarinin sterilizasyon bandina
koyulmasi ve sterilizasyon yapilmasi

Kemik greft materyali olarak da sigir kaynakli (BioOss®, Geitslich Sons Ltd Wolhusen,
Switzerland) kullanilmigtir (Sekil 3-4).

Ge_istlich :
Bio-Oss

Spongious bone substitute
Granules 0.25mm-Tmm /0.5g = Tcc

LEADING REGENERATION

Sekil 3-4: Cahismada kullanilan kemik grefti preperati
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Son biyomateryal olarak da PTH analogu olan Forsteo® (Sekil 3-5)
kullanilmistir. Forsteo’nun kullanima hazir dolu enjeksiyon kalemi i¢indeki ¢ozeltisinin
her dozu 20ug teriparatid igermektedir. Her 1 mililitre (ml) enjeksiyonluk ¢ozelti 250
mikrogram teriparatid bulunmaktadir. Doz ayarlamas: 30ug/kg olacak sekilde
yapilmistir. Soguk zincir ile gelen preperat deney siiresi boyunca buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

Sekil 3-5: Calismada kullanilan Teriparatit preperati

3.1.3. Elisa Arastirmasinda Kullanilan Gerecler
e Santrifiij (Hettich Universal 32)
e Pipet takimi (Finnpipette)
e Karstirict (Es-clot rotative shaker ES-24)
e Mikroplate yikayici1 (Medispec ESW-Microplate washer)
e ELISA okuyucu (ChroMate, 4300 Microplate Reader)
e Etiiv (W.C. Heraeus Hanau, RB 500)
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3.1.4. Biyokimyasal Analiz (Elisa) i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler

Rabbit Parathyroid hormone (PTH) Elisa Kit (YH Biosearch Laboratory, China)
igerigi:

e Biotinlenmis anti PTH antikoru

e Standart Soliisyonu

e Standart Diliient

e Streptavidin-HRP

e Kromojen soliisyonu A

e Kromojen soliisyonu B

e Konsantre Yikama Soliisyonu

e Stop Soliisyonu

e Anti PTH kapli microplate

3.2. Yontem

Calismamuz, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2013/128
nolu karar raporu alindiktan sonra Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitisi (DETAE) laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Kemik dokularinin
histopatolojik incelemeleri istanbul Universitesi. Onkoloji Enstitiisii Tiimor Patolojisi
ve Onkolojik Sitoloji Anabilim Dali'nda, kan iriinlerinin biyokimyasal incelemelerini
Istanbul ~ Universitesi, Onkoloji ~ Enstitiisii, Biyokimya Anabilim  Dali’nda
gergeklestirdik.

Calismamizda 6-12 aylik 24 adet New Zealand cinsi 2500-3000g agirliginda 24 erkek
denek, deney siiresi boyunca 21+1°C sicaklikta, bagil nem oran1 %40-60, 151k periyodu
12 saat aydinlik 12 saat karanlik standardini saglayacak sekilde otomatize edilmis olan
ortamda, metal kafesler icerisinde muhafaza edilmislerdir. Denekler normal su (¢esme
suyu) ve Istanbul Yem Sanayii tarafindan hazirlanan standart laboratuar yemi ile yeterli

miktarda (ad libitum) beslenmislerdir (Tablo 3-1).
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Ham Protein En az %24
Ham Seliiloz Enaz %7
HCL’de Coziilmeyen Kiil En ¢ok %?2
Kalsiyum En az - En ¢ok %1 - %2.8
Fosfor Enaz %0.9
Sodyum Enaz %0.5-0.7
Sodyum Kloriir En ¢ok %1
Lizin %1
Metiyonin En az %0.6
Enerji 2650 kcal/kg

Tablo 3-1: Kat1 Yem I¢erigi

Denek olarak kullanilan tavsanlara daha 6nce herhangi bir ¢alisma uygulanmamuistir.
Calismaya dahil edilen tavsanlarin preoperatif olarak i¢c ve dis parazit kontrolleri
yapilmis, agirhiklart olgiilmis (Sekil 3-7) ve tim calisma siiresince ayri kafeslerde
kalmalar1 saglanmistir (Sekil 3-21,22).

Opere edilecek deney hayvanlar operasyon oOncesi 12 saat a¢ birakilmigtir. Deney
hayvanlarinin 35 mg/kg Ketamin HCI (50 mg/ml Ketalar®, Parke Davis) ve 10mg/kg
Xylazin HCI (23.32mg/ml Rompun®, Bayer) IM enjeksiyonu yapilarak genel
anestezileri saglanmistir (Sekil 3-8). Kritik size defekti agilacak tibia bolgesi traglanip
(Sekil 3-9) iyot soliisyonu (Baticon, ADECA, Samsun) ile dezenfekte edilip steril
ortiiler ortiildiikten sonra (Sekil 3-10), bolgenin 40mg/ml artikain HCI ve 0.012 mg/ml
epinefrin igeren 2ml solusyonunun (Ultracain® DS Forte) lokal anestezisi subkutan
olarak saglanmigtir. Tibia bolgesine ulagsmak icin iki defekt agilacak bacakta 4 cm’lik,
tek defekt agilacak bacakta 2-2.5cm’lik longitudinal yonde cilt, cilt alt1 ve periost kesisi
yapilmigtir. Kiint diseksiyonla tibialarin medial yiizeyleri agiga ¢ikarilip yumusak
dokular ekarte edilmistir (Sekil 3-11). Periostun dikkatli bir sekilde elevasyonundan
sonra serum fizyolojik irrigasyonu altinda tur motoru piyasemenine takili dig ¢apt 6 mm
capindaki trefine frez yardimi ile (standardizasyonu saglamak amaciyla), kemigin

korteks ve medulla tabakalarimi da igine alan, aralarinda 5mm aralik olacak sekilde
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2mm derinliginde iki adet defekt acilmistir (Sekil 3-6,12,14). Diger tibiada ayni
diseksiyon islemi tekrarlanarak bir adet defekt acilmistir (Sekil 3-18). Defektlerin
standardizasyonu her asamada periodontal sond ile Olgllmistir (Sekil 3-13).
Simvastatin implant tablet, lipofilik 6zelligi sebebiyle, kemik iligi araciligiyla gegis
yaparak diger defekti etkilememesi icin, tek kemik defekti bulunan yerlestirilmistir. Iki
standart defekt acilan tarafta ise (randomize olarak sag ya da sol tibia) bir defekte kemik
grefti koyulmus (Sekil 3-15), diger defekt ise kontrol amaci ile bos birakilmistir. Daha
sonra cilt alt1 dokular 3.0 yarim yuvarlak Pegasorb (Dogsan, Istanbul, Tiirkiye) ile
(Sekil 3-16) cilt dokular: ise 3.0 atravmatik keskin ipek (Dogsan, Istanbul, Tiirkiye)
dikisler ile kapatilmistir (Sekil 3-17,19). Post operatif olarak tavsanlara tetrasiklin
(50mg/kg) IM verilmistir. Kirilmalarin 6nlenmesi i¢in tampon ve flaster uygulamasi

yapilmustir (Sekil 3-20).

SAG TiBIA SOL TIBIiA

4//

Simvastatin Tablet
5mm

———— Kemik Grefti

D

—» Bos

|
O

Sekil 3-6: Ornek defekt semasi gosterilmistir.

Deney hayvanlar1 4 gruba ayrilmistir:

1.Grup : rhPTH uygulanmis (erken kemik iyilesmesi incelenmistir)

2.Grup : rhPTH uygulanmamis (erken donem kemik iyilesmesi iizerine etkileri
incelenmistir)

3.Grup : rhPTH uygulanmis (ge¢ donem kemik iyilesmesi incelenmistir.)

4.Grup : rhPTH uygulanmamis (ge¢ donem kemik iyilesmesi incelenmistir.)
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1. ve 3. deney grubu hayvanlarma giin asir1 30ug/kg recombinant paratiroid hormon
subkiitan6z enjekte edilmis, ayni giinlerde kontrol gruplarina ise (2. Ve 4. Grup) ayni
miktarda distile su (parathormon analogunun ¢6ziiciisii oldugu i¢in) subkiitandz olarak
enjekte edilmistir. Birinci ve ikinci grup cerrahiden 15 giin sonra iigiincii ve dordiincii
grup ise cerrahiden 30 giin sonra 135mg/kg sodyum pentotal intraperitonal olarak
kullanilarak sakrifiye edilmis, tibia kemikleri diseke edilmistir. Elde edilen 6rnekler, %
10 ‘luk formol ¢ozeltisinin igine alimmistir. Biyokimyasal inceleme igin 0., 15. ve 30.
giinlerde marjinal kulak veninden 4’er ml kan almistir. Biyokimyasal belirte¢ olarak
kalsiyum, fosfor ve parathormon bakilmistir. Randomizasyonda tiim gruplar sag-sol alt-

iist defektlere randomize olarak uygulanmastir.

3.2.1. Deney Gruplari
Deney hayvanlar1 4 genel gruba ayrilmistir.

1.Grup : rhPTH uygulanmis (erken kemik iyilesmesi incelenmistir)

Bu deney grubunda 6 erkek tavsan yer almaktadir. Deneyin yapildigi giin dahil
olmak iizere 15 giin boyunca giin asir1 30pg/kg paratiroid hormone subkiitan6z olarak
uygulanmigtir. Deney giinti (0.Giin) ve 15. Giinde 4ml kan biyokimyasal inceleme
yapilmak tizere marjinal kulak veninden alinmistir. 15. giin 135 mg/kg sodyum pentotal
intraperitonal enjeksiyon yapilarak deney hayvanlar1 sakrifiye edilmistir.

2.Grup : rhPTH uygulanmanus (erken donem kemik iyilesmesi iizerine etkileri
incelenmistir)

Bu deney grubunda 6 erkek tavsan yer almaktadir. Deneyin yapildig: giin dahil
olmak tizere 15 giin boyunca giin asiri, kontrol grubuna enjekte edilen parathormon
hacmi ile ayn: hacimde, subkiitanz olarak steril distile su uygulanmistir. Deney giinii
(0.Giin) ve 15. Giinde 4ml kan biyokimyasal inceleme yapilmak iizere marjinal kulak
veninden alimmistir. 15. giin 135 mg/kg sodyum pentotal intraperitonal enjeksiyon
yapilarak deney hayvanlari sakrifiye edilmistir.

3.Grup :rhPTH uygulanmis (ge¢ donem kemik iyilesmesi incelenmistir.)

Bu deney grubunda 6 erkek tavsan yer almaktadir. Deneyin yapildig: giin dahil
olmak tizere 30 giin boyunca giin asir1 30ug/kg paratiroid hormone subkiitanéz olarak
uygulanmigtir. Deney giinii (0.Giin), 15. ve 30. giinlerde 4er ml kan, biyokimyasal

inceleme yapilmak iizere marjinal kulak veninden alinmistir. 30. giin 135 mg/kg
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sodyum pentotal intraperitonal enjeksiyon yapilarak deney hayvanlart sakrifiye
edilmistir.

4.Grup :rhPTH uygulanmamis (ge¢ donem kemik iyilesmesi incelenmistir.)

Bu deney grubunda 6 erkek tavsan yer almaktadir. Deneyin yapildigi giin dahil
olmak iizere 30 giin boyunca giin asiri, kontrol grubuna enjekte edilen parathormon
hacmi ile ayn1 hacimde, subkiitan6z olarak steril distile su uygulanmigtir. Deney giinii
(0.Giin), 15. ve 30. giinlerde 4er ml kan, biyokimyasal inceleme yapilmak iizere
marjinal kulak veninden alinmistir. 30. giin 135 mg/kg sodyum pentotal intraperitonal

enjeksiyon yapilarak deney hayvanlar: sakrifiye edilmistir.

Gruplar ve Alt Gruplar
1.Grup : rhPTH uygulanmis (erken dénem kemik iyilesmesi incelenmistir)
1-A:3 Adet Erkek Tavsan, rhPTH Pozitif, Erken Doénem Kemik
Iyilesmesi
1-B:3 Adet Erkek Tavsan, rhPTH Pozitif, Erken Doénem Kemik
Iyilesmesi
2.Grup : rhPTH uygulanmamis (erken donem kemik iyilesmesi iizerine etkileri
incelenmistir)
2-A:3 Adet Erkek Tavsan,rh PTH Negatif, Erken Doénem Kemik
Iyilesmesi
2-B:3 Adet Erkek Tavsan,rh PTH Negatif, Erken Doénem Kemik
Iyilesmesi
3.Grup : rhPTH uygulanmis (ge¢ donem kemik iyilesmesi incelenmistir.)
3-A:3 Adet Erkek Tavsan, rhPTH Pozitif, Gec Donem Kemik Iyilesmesi
3-B:3 Adet Erkek Tavsan, rhPTH Pozitif, Ge¢ Dénem Kemik Iyilesmesi
4.Grup : rhPTH uygulanmamis (ge¢ donem kemik iyilesmesi incelenmistir.)
4-A:3 Adet Erkek Tavsan, rhPTH Negatif, Ge¢ Dénem Kemik Iyilesmesi
4-B:3 Adet Erkek Tavsan, rhPTH Negatif, Ge¢ Donem Kemik Iyilesmesi



Sekil 3-7: Tavsanlarin hassas tartilar ile tartilmasi.
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Sekil 3-8: IM enjeksiyonlar ile genel anestezinin saglanmasi
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Sekil 3-10: Cerrahi bélgenin batikon ve steril ortiiler ile antisepsisinin saglanmasi.



Sekil 3-12: Standardize edilmis Smm genisligindeki defektlerin trephine frezler ile
acilmasi.
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Sekil 3-14: Aralarinda Smm mesafe olacak sekilde acilmis defektlerin goriintiisii
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Sekil 3-16: Kas dokularinin rezorbe olabilen siitur ile dikilmesi.



Sekil 3-18: Randomize tek ac¢ilan defekt i¢cin yapilan Kesi.
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Sekil 3-20: Kirillmalarin 6nlenmesi icin tampon ve flaster uygulamasi.
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Sekil 3-22: Deney hayvanlarinda parathormon uygulamasi sirasinda kilavuz olmasi icin
kartlarin kafeslere konulmasi.
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3.2.2. Histopatolojik Inceleme Yontemleri Ve Degerlendirme Kriterleri
Tibialar yumusak dokularindan arindirilarak % 10 luk formaldehit solusyonunda
8-12 saat fikse edilmistir. Suda ¢alkalanarak %26 formik asit, %8,5 sodyum sitrat i¢eren
dekalsifikasyon solusyonuna (Thermo-Shandon TBD-2) konuldu. Solusyonlar 48 saatte
bir degistirilerek 10-12 giin boyunca dekalsifiye edilmistir. Dekalsifikasyondan sonra
defekt sahasinin tamamini igine alacak sekilde kemik vertikal ekseni boyunca kesilerek
kasetlendi. Rutin takip islemini takiben parafin bloklara gomilmistiir. Parafin
bloklardan 5u luk kesitler alinarak lam tizerine yerlestirilmis ve deparafinizasyon ve
seffaflandirma islemlerinden sonra rutin Hematoksilen-Eosin ile boyanmis ve 1s1k
mikroskobunda farkli biiyiitmelerde incelenmistir. Biitiin gruplardan elde edilen kesitler
simiflanmis ve skorlanmistir.
Histopatolojik incelemelerde;
« {Itihap
* Fibroz doku olusumu
* Nekroz
* Yeni kemik yapimi Karsilagtirmali olarak incelenmistir.
Trabekiiler kemik :
e %0 - %5 arasi alan1 kapliyorsa (0)
e %5 — %30 aras1 alan1 kapliyorsa (1),
e %30 — %60 arasi alan1 kaplhiyorsa (2)
e %60’tan fazla alan1 kapliyorsa (3) olarak degerlendirilmistir.
fItihap
e %0 - %5 aras1 alan1 kapliyorsa (0)
o %5 — %30 alanda ise (1),
e 9%30- %60 arasinda ve 1-2 mikro abse odagi igeriyorsa (2),
e 9%060’in iizerinde / c¢ok sayida mikro abse odaklart igeriyorsa (3) olarak
degerlendirilmistir.
Nekroz
e %0 - %5 aras1 alan1 kapliyorsa (0)
e %5 — %30 aras1 (1),
o %30 — %60 aras1 (2),
e %60’tan fazla ise (3) olarak degerlendirilmistir.

Yeni kemik alan verileri histomorfometrik yontem ile hesaplanmustir.
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Fibrozis
o %0 - %S5 arasi alan1 kapliyorsa (0)
e %5 — %30 aras1 (1),
o %30 — %60 aras1 (2)

e %60’tan fazla ise (3) olarak degerlendirilmistir.

3.2.3. Biyokimyasal inceleme Yontemleri Ve Degerlendirme Kriterleri

3.2.3.1. Serumdaki Markerlarin incelenmesi
Tavsanlardan alinan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika santrifij (Hettich Universal 32)
edildikten sonra, ayrilan serumlar test sayisi tamamlanincaya kadar -20°C’de

saklanmustir.

3.2.3.2. Elisa Yontemi

Bu yontem, kantitatif olarak protein miktarin1 belirlemek igin kullanilan
yontemlerden biridir. ELISA yonteminde protein miktarin1 belirlemek igin yapilan

isaretleme radyoaktif maddelerle degil, enzim araciligiyla yapilmaktadir.

ELISA terimi “Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay” soOziiniin bas
harflerinden olusur. Bu yontemde reaksiyonun bilesenlerinden biri solid faza
kaplanmistir. Bu solid faz kiigiik kiirecikler veya mikrotiter plaklar olabilir. Bu 6zellik
serbest veya baglanmig isaretli molekiillerin ayrilmasina yardimci olur. Bilinen
miktarda antijen ihtiva eden standartlar ve 6rnekler eklenip bunlarin antikor kapli
yiizeye baglanmasi saglanir. Baglanmayan antijenin  yikama islemi ile
uzaklastirilmasindan sonra baglanan antikordan farkli enzim isaretli ikinci antikor ilave
edilir. Bu sekilde olusan komplekse “Antikor- Antijen- Antikor enzim solid faz sandvig
kompleksi” denir. Baglanmamis durumdaki sekonder antikorlar yikama islemi ile
uzaklastirilir ve enzimin substrat1 eklenir. Enzim substrati ile etkilesir ve ornekteki
antijen miktar1 ile dogru orantili renk reaksiyonu olusur. Bu renk reaksiyonun
absorbansi spektrofotometrede belli dalga boyunda okunur ve konsantrasyonu bilinen
standartlarla ¢izilen standart egri yardimiyla 6rneklere ait konsantrasyonlar belirlenir
(Sekil 3-23).
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Sekil 3-23: ELISA Yonteminin semasi (49).

Hasta ve kontrol grubuna ait serum PTH (YH Biosearch Laboratory, China) diizeyleri

ELISA yontemi ile duplike ¢alisilarak belirlenmistir.

3.2.3.3. PTH Seviyelerinin Belirlenmesi

PTH diizeylerini belirlemek igin kullanilacak 600pg/mL, 300pg/mL, 150pg/mL,
75pg/mL, 37.5pg/mL degerlerinde standartlar 1200pg/mL stok standarttan Standart
Diliient Buffer kullanilarak hazirlanmistir. Serum 6rnekleri -20°C’den ¢ikartilarak oda
sicakligina getirilmistir.

Tim antikor kaplh kuyucuklara 50uL standart ve 40uL serum ornekleri eklendikten
sonra serum o6rneklerinin bulundugu kuyucuklara 10uL PTH antikoru eklenmistir. Daha
sonra her bir kuyucuga 50uL Streptavidin-HRP otomatik pipet yardimiyla
uygulanmigtir. Mikrokuyucuklar 37°C’de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir
(W.C. Heraeus Hanau, RB 500). 350uL yikama soliisyonu ile 5 defa yikama yapilip
(Medispec ESW- Microplate washer), iyice kurutulduktan sonra ilk o6nce 50uL
Kromojen soliisyonu A, daha sonra Kromojen soliisyonu B eklenip 10 dakika boyunca
37°C’de, karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Olusan renk reaksiyonu 50uL stop
soliisyonu ilavesiyle durdurulmustur. 450nm’de ELISA okuyucuda (ChroMate, 4300
Microplate Reader) 6rneklerin absorbanslari ve konsantrasyonlari ayri ayri okunmustur.
Absorbanslart okunan ve degerleri bilinen standartlar yardimiyla logaritmik olarak
cizilen standart egri grafiginden hesaplanan konsantrasyon degerleri otomatik olarak

okunan konsantrasyonlarla karsilastiriimistir.
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3.2.4. Istatistiksel Degerlendirme Yéntemleri Ve Kriterleri

Istatistiksel analizler SPSS 15.0 for Windows kullanilarak yapilmistir. Tanimlayici
Olgiitler; ortalama ve yiizde dagilimi olarak sunulmustur. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edilmistir. Gruplar arasindaki
ortalama farklarinin saptanmasi i¢in parametrik Kosullar saglanamadigi i¢in bagimsiz
gruplarda Mann Whitney U testi bagimli gruplarda Wilcoxon isaretli siralar testi
kullamilmistir. Dikotom degiskenlerin Kkarsilastirilmas: igin Ki-kare analizi (gerekli
durumlarda Fisher’in kesin testi) kullanilmigtir. Anlamlilik diizeyi i¢in p<0.05 olarak

alimustir.



4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4-1: rhPTH - ve + gruplarda Ca. P ve PTH degerlerinin 0. 15. Ve 30. Giinlerdeki
diizeylerinin karsilastirilmasi

PTH - Grup PTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS
Ortanca Ortanca
14.20+0.76 13.89+0.72
Ca 0. giin
14.50 13.85
13.92+1.13 13.77+0.59
Ca 15. giin
14.50 13.80
13.56+0.35 13.42+0.52
Ca 30. giin
134 13.7
3.90+0.76 4.0+0.78
P 0. giin
4.0 4.05
3.64+0.63 4.13+0.69
P 15. giin
3.70 4.15
3.52+0.79 3.42+0.38
P 30. giin
3.60 3.40
94.67+45.93 114.58+30.44
PTH 0. giin
71.45 110.37
96.18+46.94 86.63+33.19
PTH 15. giin
80.15 82.08
72.55+15.18 75.89+16.01
PTH 30. giin
65.46 73.95
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Tablo 4-2: rhPTH - ve + gruplarda 0.-15. ve 0.-30. Giinlerdeki yiizde degisimlerinin

karsilastirilmas1 *Mann-Whitney U testi uygulanmistir

PTH - Grup PTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+£SS
p degeri
Ortanca Ortanca
-2.33+8.6 -0.68+6.16
Ca degisim 0-15. giin 0.75
3.82 1.44
-0.44+4.35 -1.65+4.46
Ca degisim 0-30. giin 0.66
2.29 0
-7.65+19.02 5.23+£18.45
P degisim 0-15. giin 0.16
-9.30 12.12
-17.46+5.53 -1.94+24.40
P degislim 0-30. giin 0.42
-14.54 -3.03
PTH degisim 0-15. 14.20+48.00 -18.62+34.33 0.0
giin -2.25 -23.42 '
PTH degisim 0-30. -25.01+33.23 -35.73+11.94 -
giin -23.12 -34.41 '

rhPTH — ve rhPTH + gruplar arasinda 0 ve 15. giinler ile 0 ve 30. giinler

arasinda Ca. P ve PTH diizeylerindeki yiizdesel degisim agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05).
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Sekil 4-1: rhPTH pozitif ve negatif olan gruplardaki PTH diizeylerinin degisimi
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PTH + ve - gruplarda Ca diizeylerinin degisimi

PTH + PTH -

14,4
14,2

14
138
13,6

13,
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Sekil 4-2: rhPTH pozitif ve negatif olan gruplardaki Ca diizeylerinin degisimi

PTH + ve - gruplarda P dlzeylerinin degisimi
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Sekil 4-3: rhPTH pozitif ve negatif olan gruplardaki P diizeylerinin degisimi



4.2. Erken Iyilesme Dénemi Bulgular
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Tablo 4-3: Erken iyilesme doneminde Simvastatin uygulanms, rhPTH (-) ve rhPTH (+)

tavsanlar arasinda iltihap goriilme durumunun karsilastirilmasi

Iltihap — Iltihap + _
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 1(16.7) 5(83.3)
rhPTH + 2(33.3) 4 (66.7) 0.99
Toplam 3 (25.0) 9 (75.05)

*Fisher’s exact test

PTH verilmeyen simvastatin grubu ile PTH verilen simvastatin grubu arasinda
iltihap goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4-4: Erken iyilesme doneminde, greft uygulamasi yapilms, rhPTH (+) ve rhPTH(-)
tavsanlarin iltihap goriilme durumunun Karsilastiriimasi

Iltihap — iltihap + _
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 5(83.3) 1(16.7)
rhPTH + 5(83.3) 1(16.7) 0.99
Toplam 10 (83.3) 2 (100)

*Fisher’s exact test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda iltihap

goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir

(p>0.05).
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Tablo 4-5: Erken iyilesme déneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarmn iltihap
gorillme durumunun karsilagtiriimasi

Iltihap — iltihap +
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 5(83.3) 1(16.7)
rhPTH + 5(83.3) 1(16.7) 0.99
Toplam 10 (83.3) 2 (100)

*Fisher’s exact test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

iltihap goriiliip goriilmemesi

saptanmamustir (p>0.05).

acisindan

istatistiksel

olarak anlamli bir fark

Tablo 4-6: Erken iyilesme doneminde Simvastatin uygulanms, rhPTH (-) ve rhPTH (+)

tavsanlar arasinda nekroz goriilme durumunun Kkarsilastirilmasi

Nekroz - Nekroz + ]
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 1(16.7) 5(83.3)
rhPTH + 2(33.3) 4 (66.7) 0.99
Toplam 3(25.0) 9 (75.05)

*Fisher’s exact test

rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu
arasinda nekroz goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamugtir (p>0.05).

Tablo 4-7: Erken iyilesme doneminde, greft uygulamasi yapilms, rhPTH (+) ve rhPTH(-)
tavsanlarin nekroz goriilme durumunun Karsilagtirnlmasi

Nekroz - Nekroz -
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 5(83.3) 1(16.7)
rhPTH + 6 (100) 0 (0) 0.99
Toplam 11 (91.7) 1(8.3)

*Fisher’s exact test
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rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda nekroz
goriiliip goriilmemesi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir
(p>0.05).

Tablo 4-8: Erken iyilesme déoneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarimin nekroz
goriilme durumunun karsilastiriimasi

Nekroz - Nekroz -
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 5(83.3) 1(16.7)
PTH + 6 (100) 0 (0) 0.99
Toplam 11 (91.7) 1(8.3)

*Fisher’s exact test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

nekroz goriiliip goriilmemesi

saptanmamustir (p>0.05).

Simvastatin grubu

agisindan

istatistiksel

olarak anlamli bir fark

Tablo 4-9: Erken iyilesme doneminde Simvastatin uygulanms, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda fibroz doku goriilme durumunun karsilastirilmasi

Fibroz - Fibroz -
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 6 (100) 0 (0)
rhPTH + 5(83.3) 1(16.7) 0.99
Toplam 11 (91.7) 1(8.3)

*Fisher’s exact test

rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu

arasinda fibroz goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p>0.05).




45

Tablo 4-10: Erken iyilesme doneminde, greft uygulamasi yapilmis, rhPTH (+) ve rhPTH
(-) tavsanlar arasinda fibroz doku goriilme durumunun karsilastirilmasi

Fibroz - Fibroz - )
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 2(33.3) 4 (66.7)
rhPTH + 0 (0) 6 (100) 0.45
Toplam 2 (16.7) 10 (83.3)

*Fisher’s exact test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda fibroz

goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir

(p>0.05).

Tablo 4-11: Erken iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarinin
fibroz doku goriilme durumunun Karsilastirilmasi

Fibroz - Fibroz - ]
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 1(16.7) 5(83.3)
rhPTH + 1(16.7) 5(83.3) 0.99
Toplam 2 (16.7) 10 (83.3)

*Fisher’s exact test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

fibroz goriiliip goriilmemesi

saptanmamustir (p>0.05).

acisindan  istatistiksel

olarak anlamli bir fark

Tablo 4-12: Erken iyilesme doneminde Simvastatin uygulanms, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda iyilesme skorlarinin karsilastirilmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS OrtalamaxSS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0+0
. 0.16+0.41
lyilesme Skoru 0 0 0.69

*Mann Whitney U test
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rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu

arasinda lyilesme skoru ortancalar1 arasindaki fark agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 4-13: Erken iyilesme doneminde greft uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+)

tavsanlar arasinda iyilesme skorlarimin karsilastirilmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+£SS ]
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
: 2.83+£0.75 4.0+0 0.015
lyilesme Skoru 4 f

*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda iyilesme

skoru ortancalar1 arasindaki fark acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmistir (p<0.05).

Tablo 4-14: Erken iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarinin

iyilesme skorlarmin karsilastirilmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
. 1.16+0.75 3+0.63 0.004
lyilesme Skoru L 3

*Mann Whitney U test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

iyilesme skoru ortancalari arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark saptanmistir (p<0.05).
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Tablo 4-15: Erken iyilesme doneminde Simvastatin uygulanms, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda yeni kemik olusum degerlerinin karsilastirilmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama£SS Ortalama£SS )
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0.02+0.04 0.03+0.07 0.94
Yeni Kemik 0 0

*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu

arasinda yeni kemik skoru ortancalari arasindaki fark acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4-16: Erken iyilesme doneminde greft uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda yeni kemik olusum degerlerinin karsilastirilmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS )
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0.524+0.33 3,37+0.54 0.002
Yeni Kemik
0.43 3.31

*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda yeni kemik

skoru ortancalar1 arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmistir (p>0.05).
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Tablo 4-17: Erken iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarimin yeni
kemik olusum degerleri acisindan Karsilastirilmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0.18+0.21 2.51+0.56 0.002
Yeni Kemik
0.12 2.82

*Mann Whitney U test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

iyilesme skoru ortancalar1 arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmistir (p>0.05).

Tablo 4-18: Erken iyilesme doneminde Simvastatin uygulanms, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda yabanci cisim goriilme degerlerinin karsilastiriimasi

Yabanca Cisim -

Yabana Cisim +

n (%) n (%) p degeri
rhPTH - 4 (66.7) 2 (33.3)
rhPTH + 3 (50.0) 3 (50.0) 0.99
Toplam 7 (58.3) 5(41.7)

*Fisher’s exact test

rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu

arasinda yabanci cisim goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 4-19: Erken iyilesme doneminde greft uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda yabanci cisim goriilme degerlerinin karsilastirilmasi

Yabana Cisim -

Yabanci Cisim +

n (%) n (%) p degeri
rhPTH - 3(50.0) 3(50.0)
rhPTH + 4 (66.7) 2(33.3) 0.99
Toplam 7 (58.3) 5(41.7)

*Fisher’s exact test
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rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda yabanci

cisim goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir

(p>0.05).

Tablo 4-20: Erken iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarinin
yabanci cisim goriilme degerlerinin karsilastiriimasi

Yabanc Cisim -

Yabanci Cisim +

n (%) n (%) p degeri
rhPTH - 5 (83.3) 1(16.7)
rhPTH + 6 (100.0) 0 (0) 0.99
Toplam 11 (91.7) 1(8.3)

*Fisher’s exact test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

yabanci cisim goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4-21: Erken iyilesme doneminde rhPTH (-) greft uygulanmis grup ile rhPTH (+)

kontrol grubunun iyilesme skoru ac¢isindan karsilastirilmasi

rhPTH - Greft Grup

rhPTH + Bos Grup

Ortalama+SS Ortalama+SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
. 2.83+0.75 3+0.63 0.17
Iyilesme Skoru 3 3

*Mann Whitney U test
rhPTH verilmeyen greft grubu ile sadece rhPTH verilen grup arasinda iyilesme

skoru ortancalar1 arasindaki fark acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamuistir (p>0.05).
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Tablo 4-22: Erken iyilesme doneminde rhPTH (+) kontrol grubu ile greft uygulamasi
yapilmis grubun iyilesme skoru agisindan karsilastirilmasi

rhPTH + Greft Grup| rhPTH + Bos Grup
Ortalama+SS Ortalama+£SS .
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
. 4.0+0 3+0.63 0.03
lyilesme Skoru 1 3

*Wilcoxon Signed Rank Test

rhPTH verilen greft grubu ile sadece rhPTH verilen grup arasinda iyilesme skoru
ortancalar arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmistir (p<0.05).

Tablo 4-23:Erken iyilesme doneminde rhPTH (-) greft grubu ile, rhPTH (-) kontrol
grubunun iyilesme skoru acisindan karsilastirilmasi

PTH - Greft Grup PTH - Bos Grup
OrtalamaxSS Ortalama+SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
2.83+£0.75 1.16+0.75
Tyilesme Skoru 3 1 0.02

*Wilcoxon Signed Rank Test

rhPTH verilmeyen, greft grubu ile kontrol gruplari arasinda iyilesme skoru
ortancalar arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmistir (p<0.05).

Tablo 4-24: Erken iyilesme doneminde rhPTH (-) greft grubu ile, rhPTH (+) kontrol
grubunun yeni kemik olusumu acisindan karsilastirilmasi

rhPTH - Greft Grup | rhPTH + Bos Grup

Ortalama£SS Ortalama£SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0.52+0.33 2.51+0.56 0.03

Yeni Kemik
0.43 2.82
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*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile sadece rhPTH verilen grup arasinda yeni
kemik skoru ortancalar1 arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmistir (p<0.05).

Tablo 4-25: Erken iyilesme doneminde rhPTH (+) greft ve kontrol gruplarimin yeni kemik
olusumu acisindan Karsilastirilmasi

rhPTH + Greft Grup| rhPTH + Bos Grup
Ortalama£SS Ortalama+SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
3,37+0.54 2.51+0.56 0.04
Yeni Kemik
3.31 2.82

*Wilcoxon Signed Rank Test

rhPTH verilen greft grubu ile sadece rhPTH verilen grup arasinda yeni kemik
skoru ortancalar1 arasindaki fark acgisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmustir (p<0.05).

Tablo 4-26: Erken iyilesme doneminde rhPTH (-) greft ve kontrol gruplarimin yeni kemik
olusumu acisindan karsilastirilmasi

PTH - Greft Grup PTH - Bos Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0.52+0.33 0.184+0.21
Yeni Kemik 0.43 0.12 0.04

*Wilcoxon Signed Rank Test
rhPTH verilen greft grubu ile sadece rhPTH verilen grup arasinda yeni kemik
skoru ortancalar1 arasindaki fark acgisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmistir (p<0.05).
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4.3. Geg Iyilesme Dénemi Bulgular

Tablo 4-27: Geg iyilesme doneminde Simvastatin uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda iltihap goriilme durumunun karsilastirilmasi

Iitihap — iltihap +
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 1(16.7) 5(83.3)
rhPTH + 2(33.3) 4 (66.7) 0.99
Toplam 3 (25.0) 9 (75.05)

*Fisher’s exact test

rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu
arasinda iltihap goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4-28: Geg iyilesme doneminde greft uygulanms, rhPTH (-) ve rhPTH (+) tavsanlar
arasinda iltihap goriilme durumunun karsilastirilmasi

Iltihap — iltihap +
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 4 (66.7) 2 (33.3)
rhPTH + 6 (100) 0(0) 0.45
Toplam 10 (83.3) 2 (16.7)

*Fisher’s exact test

PTH verilmeyen greft grubu ile PTH verilen greft grubu arasinda iltihap goriiliip

goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 4-29: Geg iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarimn iltihap

goriilme durumunun Karsilastirilmasi

iltihap — iltihap +
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 3(50.0) 3(50.0)
rhPTH + 3(50.0) 3(50.0) 0.99
Toplam 6 (50.0) 6 (50.0)

*Fisher’s exact test
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Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

iltihap goriiliip goriilmemesi agisindan

saptanmamustir (p>0.05).

istatistiksel

olarak anlamli bir fark

Tablo 4-30: Geg iyilesme doneminde Simvastatin uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+)

tavsanlar arasinda nekroz goriilme durumunun Kkarsilastiriimasi

Nekroz - Nekroz +
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 2 (33.3) 4 (66.7)
rhPTH + 4 (66.7) 2 (33.3) 0.57
Toplam 6 (50.0) 6 (50.0)

*Fisher’s exact test

PTH verilmeyen simvastatin grubu ile PTH verilen simvastatin grubu arasinda
nekroz goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli  bir fark
saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4-31: Geg iyilesme doneminde greft uygulanms, rhPTH (-) ve rhPTH (+) tavsanlar
arasinda nekroz goriilme durumunun karsilastirilmasi

Nekroz - Nekroz +
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 6 (100) 0 (0)
rhPTH + 5(83.3) 1(16.7) 0.99
Toplam 11 (91.7) 1(8.3)

*Fisher’s exact test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda nekroz

goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir

(p>0.05).

Tablo 4-32: Geg iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarimin nekroz
gorillme durumunun karsilastiriimasi

Nekroz - Nekroz +
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 4 (66.7) 2 (33.3)
rhPTH + 4 (66.7) 2 (33.3) 0.99
Toplam 8 (66.7) 4 (33.3)
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*Fisher’s exact test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda
nekroz goriliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli  bir fark
saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4-33: Geg iyilesme doneminde Simvastatin uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda fibroz doku goriilme durumunun karsilastirilmasi

Fibroz - Fibroz -
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 5(83.3) 1(16.7)
rhPTH + 6 (100) 0 (0) 0.99
Toplam 11 (91.7) 1(8.3)

*Fisher’s exact test

rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu
arasinda fibroz goriiliip goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4-34: Geg iyilesme doneminde greft uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+) tavsanlar
arasinda fibroz doku goriilme durumunun karsilastirilmasi

Fibroz - Fibroz -
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 3(50.0) 2 (50.0)
rhPTH + 6 (100) 0(0) 0.18
Toplam 9 (75.0) 3(25.0)

*Fisher’s exact test

PTH verilmeyen greft grubu ile PTH verilen greft grubu arasinda fibroz goriiliip

goriilmemesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0.05).

Tablo 4-35: Geg iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarimin fibroz

doku goriilme durumunun karsilastirilmasi

Fibroz - Fibroz -
p degeri
n (%) n (%)
rhPTH - 6 (100) 0(0)
rhPTH + 4 (66.7) 2 (33.3) 0.45
Toplam 10 (83.3) 2 (16.7)




*Fisher’s exact test
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Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

fibroz gorilip gorilmemesi

saptanmamustir (p>0.05).

acisindan istatistiksel

olarak

anlamli bir fark

Tablo 4-36: Geg iyilesme doneminde Simvastatin uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+)

tavsanlar arasinda iyilesme skorlarmin karsilastiriimasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama£SS OrtalamatSS ]
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0+0
. 0.5+0.54
Iyilesme Skoru 0 05 0.18

*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu

arasinda lyilesme skoru ortancalar1 arasindaki fark acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir (p>0.05).

Tablo 4-37: Geg iyilesme doneminde greft uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+) tavsanlar
arasinda iyilesme skorlarmin karsilastirllmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS ]
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
. 3.33+1.03 4.67+0.52 0.04
Iyilesme Skoru 3 .

*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda iyilesme

skoru ortancalar1 arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmistir (p<0.05).
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Tablo 4-38: Geg iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarimin iyilesme
skorlarimin karsilagtirnimasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama£SS .
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
. 1.5+0.54 3.0+1.09 0.01
lyilesme Skoru
1.5 3.0

*Mann Whitney U test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

iyilesme skoru ortancalar1 arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark saptanmistir (p<0.05).

Tablo 4-39: Geg iyilesme doneminde Simvastatin uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+)
tavsanlar arasinda yeni kemik olusum degerlerinin karsilastirilmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
OrtalamaxSS OrtalamaxSS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0.0+£0.0
0.05+0.08
Yeni Kemik 0 0 0.69

*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen simvastatin grubu ile rhPTH verilen simvastatin grubu

arasinda yeni kemik skoru ortancalari arasindaki fark acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir (p>0.05).

Tablo 4-40: Geg iyilesme doneminde greft uygulanmis, rhPTH (-) ve rhPTH (+) tavsanlar

arasinda yeni kemik olusum degerlerinin karsilastirilmasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS )
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
2.37+0.69 3.47+0.32 0.03
Yeni Kemik
2.14 3.33




*Mann Whitney U test

57

rhPTH verilmeyen greft grubu ile rhPTH verilen greft grubu arasinda yeni kemik

skoru ortancalar1 arasindaki fark acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmustir (p<0.05).

Tablo 4-41: Geg iyilesme doneminde, rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplarimin yeni
kemik olusum degerleri agisindan karsilagtiriimasi

rhPTH - Grup rhPTH + Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS )
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
0.27+0.11 0.002
1.94+0.75
Yeni Kemik 0.28
1.69

*Mann Whitney U test

Herhangi bir uygulama yapilmayan grup ile sadece rhPTH verilen grup arasinda

iyilesme skoru ortancalar arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmistir (p<0.05).

Tablo 4-42: Geg iyilesme doneminde rhPTH (-) greft grubu ile rhPTH (+) kontrol
grubunun, iyilesme skoru acisindan karsilastirilmasi

rhPTH - Greft Grup

rhPTH + Bos Grup

Ortalama+SS Ortalama+SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
- 3.33+1.03 3.0+1.09
Iyilesme Skoru 0.52
35 3.0

*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile sadece rhPTH verilen grup arasinda iyilesme

skoru ortancalar1 arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamistir (p>0.05).
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Tablo 4-43: Geg iyilesme doneminde rhPTH (-), greft ve control gruplarimn iyilesme
skoru acisindan karsilastirilmasi

PTH - Greft Grup PTH - Bos Grup
Ortalama£SS Ortalama£SS
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
3.33+1.03 1.5+0.54
Iyilesme Skoru 3 15 0.03

*Wilcoxon Signed Rank Test

rhPTH verilmeyen, greft ve kontrol gruplarinda, iyilesme skoru ortancalari
arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmustir (p<0.05)

Tablo 4-44: Geg iyilesme doneminde rhPTH (-) greft grubu ile rhPTH (+) kontrol
grubunun, yeni kemik olusumu a¢isindan karsilastirilmasi

rhPTH - Greft Grup| rhPTH + Bos Grup
Ortalama£SS Ortalama£SS )
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
2.37+0.69
. . 1.94+0.75
Yeni Kemik 2.14 0.26
1.69

*Mann Whitney U test

rhPTH verilmeyen greft grubu ile sadece rhPTH verilen grup arasinda yeni

kemik skoru ortancalari arasindaki fark agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 4-45: Geg iyilesme doneminde rhPTH (+), greft grubu ile kontrol grubunun,
iyilesme skoru acisindan karsilastirilmasi

rhPTH + Greft Grup | rhPTH + Bos Grup
Ortalama+SS Ortalama=SS oo,
p degeri
Ortanca Ortanca
n=6 n=6
. 4.67+0.52 3.0+1.09
lyilesme Skoru 0.02
5 3.0
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*Wilcoxon Signed Rank Test

rhPTH verilen greft grubu iyilesme skoru ortancas1 sadece rhPTH verilen grubun
iyilesme skoru ortancasindan istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu
saptanmustir (p<0.05).

Tablo 4-46: Geg iyilesme doneminde rhPTH (+), greft grubu ile kontrol gruplarimn, yeni
kemik olusumu acisindan karsilastirilmasi

rhPTH + Greft Grup| rhPTH + Bos Grup
Ortalama£SS Ortalama+SS
p degeri

Ortanca Ortanca
n=6 n=6

3.47+0.32 1.94+0.75

Yeni Kemik 0.04

3.33 1.69

*Wilcoxon Signed Rank Test

rhPTH verilen greft grubu yeni kemik skoru ortancasi sadece rhPTH verilen
grubun yeni kemik skoru ortancasindan istatistiksel olarak anlamli derecede daha
yiiksek oldugu saptanmistir (p<<0.05).

Tablo 4-47:Geg iyilesme doneminde rhPTH (-), greft grubu ile kontrol gruplarimn, yeni
kemik olusumu ac¢isindan karsilastirilmasi

PTH - Greft Grup PTH - Bos Grup
Ortalama+SS Ortalama+SS
p degeri

Ortanca Ortanca
n=6 n=6

2.37+0.69 0.27+0.11

Yeni Kemik 0.04

2.14 0.28

rhPTH verilmeyen greft grubu yeni kemik skoru ortancasi: rhPTH negatif grubun
yeni kemik skoru ortancasindan istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek

oldugu saptanmistir (p<0.05).




iyilesme Skoru

5,00
4,00
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2,00
1,00 l
000 0,00 H 0,00 -
Erken Geg
B PTH - bos B PTH - Simvastatin B PTH - Greft
m PTH + bosg M PTH + Simvastatin M PTH + Greft

Sekil 4-4: Erken ve Ge¢ Déonem Iyilesme Skorlarimin Karsilastirilmasi

Yeni Kemik Skoru

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
E:Z E 0,18 0,02 . 0,03 Qe 0:00 0,05
Erken Gec
B PTH - hos B PTH - Simvastatin m PTH - Greft
m PTH + bos W PTH + Simvastatin m PTH + Greft

Sekil 4-5: Erken ve Ge¢ Donem Yeni Kemik Skorlarinin Karsilastirilmasi
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4.4, Isik Mikroskobu Bulgular

Sekil 4-6: 15. giinde rhPTH pozitif Greft Uygulanmis Defektin 200X Biiyiitme Goriintiisii

Aralikli rhPTH uygulamas: yapilmis, defektine greft yerlestirilmis deney
grubunun erken iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-6) a¢ik pembe renkte goriilen ve kirmizi
ile isaretlenmis boliimde greft iyilesmesi goriilmektedir. Defekt duvart mavi ok ile
isaretlenmis olup, defekt duvari ile greft arasinda Retzius ¢izgisi bulunmakta ve bu iki
yaptyt birbirinden ayirmaktadir. Retzius Cizgisi sari ok ile gosterilmistir. Greft
bolgesindeki agik pembe doku daha sonra rezorbe olarak yerini defekt duvarindakine
benzer matiir kemik dokusuna birakacaktir. Enflamasyonun minimum oldugu, nekroz
ve yabanct cisim reaksiyonu olmadigr gozlemlenmistir. Erken iyilesme doneminde
heniiz matiir, lamellar kemik olusumu yoktur. Diger gruplara gore histomorfometrik
incelemede (erken iyilesme doneminde) yeni kemik olusumunda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (Tablo 4-16).
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Sekil 4-7: 15. giinde rhPTH pozitif Simvastatin Uygulanmis Defektin 200X Biiyiitme
Goriintiisii

Aralikli rhPTH uygulamasi yapilmis, defektine simvastatin yerlestirilmis deney
grubunun erken iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-7) yeni kemik olusumu gozlenmemis
olup, simvastatin graniileri sari ok ile gosterilmistir. Defekt duvari mavi ile isaretlenen
sekilde nekroz alanlar1 ve enflamasyon gozlemlenmistir. Simvastatin uygulanan tiim

gruplarda nekroz gozlenmis, kemik iyilegsmesi goriilmemistir (Tablo 4-15).
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Sekil 4-8: 15. giinde rhPTH pozitif Kontrol Grubundaki Defektin 200X Biiyiitme
Goriintiisii

Aralikli rhPTH uygulamasi yapilmis kontrol grubunun erken iyilesme
goriintiisiinde (Sekil 4-8) yeni kemik olusum alanlari kirmizi ile isaretlenmis, defekt
duvari ise mavi ile isaretlenmistir. Beyaz ok ile gosterilen kisim kemik medullasidir.
Enflamasyonun minimum oldugu, nekroz ve yabanci cisim reaksiyonu olmadig
gozlemlenmistir. Erken iyilesme doneminde heniiz matiir, lamellar kemik olusumu

yoktur.
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Sekil 4-9: 15. giinde rhPTH negatif Greft Uygulanmis Defektin 400X Biiyiitme Goriintiisii,
Retzius Cizgileri

rhPTH uygulanmamis, defektine greft yerlestirilmis deney grubunun erken
iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-9) greft alanlar1 “G” ile isaretlenmis, defekt duvar ise
mavi ile isaretlenmistir. Beyaz ok ile gosterilen kisim kemik medullasidir.
Enflamasyonun minimum oldugu, nekroz ve yabanci cisim reaksiyonu olmadigi
gozlemlenmistir. Erken iyilesme doneminde heniiz matiir, lamellar kemik olusumu

yoktur.
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Sekil 4-10: 15. giinde rhPTH negatif Simvastatin Uygulanmis Defektin 40X Biiyiitme
Goriintiisii, Nekroz Alanlar

rhPTH uygulanmamis, defektine simvastatin yerlestirilmis deney grubunun
erken iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-10) nekroz alanlart gériilmektedir. Herhangi bir
kemik olusumu gozlenmemistir. Defekt duvart mavi ile isaretlenen sekilde yabanci
cisim reaksiyonu ve enflamasyon gozlemlenmistir. Nekroz alanlari siyah ok ile

isaretlenmistir.
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Sekil 4-11: 15. giinde rhPTH negatif Kontrol Grubundaki Defektin 40X Biiyiitme
Goriintiisii

rhPTH uygulanmamig kontrol grubunun erken iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-
11) yeni kemik olusum alanlar1 kirmiz1 ile isaretlenmis, defekt duvari ise mavi ile
isaretlenmistir. Beyaz ok ile gosterilen kisim kemik medullasidir. Enflamasyonun
minimum oldugu, nekroz ve yabanci cisim reaksiyonu olmadigi gézlemlenmistir. Erken

iyilesme doneminde heniiz matiir, lamellar kemik olusumu yoktur.
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Sekil 4-12: 30. giinde rhPTH pozitif Greft Uygulanmis Defektin 40X Biiyiitme Goriintiisii

Aralikli rhPTH uygulamas: yapilmis, defektine greft yerlestirilmis deney
grubunun geg iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-12) agik pembe renkte goriilen ve kirmizi
ile isaretlenmis boliimde greft iyilesmesi goriilmektedir. Greftlerin etrafinda artik yeni
kemik olusumu goriilmiis ve turuncu ok ile isaretlenmistir. Enflamasyonun minimum
oldugu, nekroz ve yabanci cisim reaksiyonu olmadigi gozlemlenmistir. Geg iyilesme
doneminde matiir ve lamellar kemik olusumu baglamistir. Diger gruplara goére
histomorfometrik incelemede ge¢ iyilesme doneminde de istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (Tablo 4-40).
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Sekil 4-13: 30. giinde rhPTH pozitif Simvastatin Uygulanmis Defektin 200X Biiyiitme
Goriintiisii

Aralikli rhPTH uygulamasi yapilmis, defektine simvastatin yerlestirilmis deney
grubunun geg iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-13) yeni kemik olusumu gozlenmemis
olup, simvastatin graniileri sari ok ile gosterilmistir. Simvastatin uygulanan tim geg

iyilesme gruplarinda nekroz gézlenmis, kemik iyilesmesi goriilmemistir (Tablo 4-39).
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Sekil 4-14: 30. giinde rhPTH (+) Kontrol Grubundaki Defektin 40X Biiyiitme Goriintiisii

Aralikli  rhPTH uygulamasi yapilmis kontrol grubunun ge¢ iyilesme
goriintiisiinde (Sekil 4-14) yeni kemik olusum alanlar1 kirmizi ile isaretlenmis, defekt
duvari ise mavi ile isaretlenmistir. Beyaz ok ile gosterilen kisim kemik medullasidir.
Enflamasyonun minimum oldugu, nekroz ve yabanci cisim reaksiyonu olmadig
gozlemlenmistir. Geg iyilesme doneminde artik matiir, lamellar kemik olusumu

goriilmeye baslanmistir.
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Sekil 4-15: 30. giinde rhPTH negatif Greft Uygulanmis Defektin 40X Biiyiitme Goriintiisii

rhPTH uygulanmamis, defektine greft yerlestirilmis deney grubunun geg
iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-15) greft alanlar1 “G” ile isaretlenmis, defekt duvari ise
mavi ile isaretlenmistir. Beyaz ok ile gosterilen kisim kemik medullasidir.
Enflamasyonun minimum oldugu, nekroz ve yabanci cisim reakSiyonu olmadigi
gozlemlenmistir. Greftlerin artik rezorbe olmaya basladigi ve yerine lamellar kemigin

olusmaya basladig1 gozlemlenmistir.



71

Sekil 4-16: 30. giinde rhPTH negatif Simvastatin Uygulanms Defektin 40X Biiyiitme
Goriintiisii, Nekroz Alanlar
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Sekil 4-17: 30. giinde rhPTH negatif Simvastatin Uygulanmis Defektin 400X Biiyiitme
Goriintiisii, Nekroz Alanlari

rhPTH uygulanmamis, defektine simvastatin yerlestirilmis deney grubunun geg
iyilesme goriintisiinde (Sekil 4-16,17) yeni kemik olusumu gézlenmemis olup,
simvastatin graniileri sari ok ile gosterilmistir. Nekroz alanlari sari ile isaretlenmistir.
Simvastatin uygulanan tim geg¢ iyilesme gruplarinda nekroz goézlenmis, kemik
iyilesmesi goriilmemistir (Tablo 4-30,39).
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Sekil 4-18: 30. giinde rhPTH negatif Kontrol Grubundaki Defektin 40X Biiyiitme
Goriintiisii

rhPTH uygulanmamig kontrol grubunun geg iyilesme goriintiisiinde (Sekil 4-18)
yeni kemik olusum alanlari kirmizi ile isaretlenmis, defekt duvari ise mavi ile
isaretlenmistir. Beyaz ok ile gosterilen kisim kemik medullasidir. Enflamasyonun
minimum oldugu, nekroz ve yabanci cisim reaksiyonu olmadigi gézlemlenmistir. Geg

iyilesme doneminde artik lamellar kemik olusumu baslamistir.
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5. TARTISMA

Hasara ugramis kemik dokusunun tamiri, oral ve maksillofasiyal cerrahinin en
stk uygulanan ve en temel konularindan birisidir. Bu tez calismasinda, paratiroid
hormonun kemik iyilesmesi, kemik grefti iyilesmesi tizerine etkileri ve lokal simvastatin
ile etkilesimlerinin histolojik, histomorfometrik ve biyokimyasal agidan arastirilmasini
amagladik.

Belirli biiyiikliikteki kemik defektlerinde (critical size defect) viicut, kaybedilen
fonksiyon ve yapiy1 rejenere edebilirken, bu biiylikligiin tizerinde rejenerasyon tam
anlamiyla ger¢eklesememektedir. Bu durumda kemik, cerrahi miidahele ile rekonstriikte
edilmeli ya da farkli rejenerasyon yontemleri uygulanarak rehabilite edilmelidir (51-54).

Bu rehabilitasyonun saglanmasinda  greftlerden  yonlendirilmis  doku
rejenerasyonuna, distraksiyon osteogenezisten intraoral ve ekstraoral ogmentasyon
tekniklerine kadar ¢ok ¢esitli yontemler uygulanmaktadir. Ayrica gesitli ilaglarin lokal
veya sistemik yolla uygulanmasimin da kemik iyilesmesi {izerine etkileri konusunda g¢ok
cesitli galigmalar yapilmistir ve bu konu giincelligini korumaktadir (54-57).

Biz de ¢alismamizda literatiirlerde giincelligini koruyan paratiroid hormonunun
(PTH) kemik iyilesmesi iizerine etkilerini arastirmak iizere tezimizin bilimsel alt
yapisini olugturduk.

PTH analogu olan rhPTH (teriparatit) uygulamasinin (Forsteo®) osteoporoz
tedavisinde kullanim endikasyonu mevcuttur. FDA onayli ve giivenilir olan Forsteo’nun
prospektiisiinde heniiz yeni kemik olusumu tizerine endikasyon yer almamaktadir. Bu
sebeple tezimiz hayvan ¢alismasi olarak planlanmustir.

Literatirde kemik yapimini arttirmaya yonelik biyomateryal ve hayvan
caligmalari igin rat, kobay, tavsan gibi ¢ok ¢esitli deney hayvan modelleri kullanilmistir
(58,59). Calismamizda tavsan tibiasinin, rat ve kobay tibialarina oranla daha biiyiik
olmasi ve birden fazla defekt agmaya imkan saglamasi sebebiyle tavsan deney modeli
tercih edilmistir. Ayrica bu avantaji sayesinde fraktiir riski daha azalmakta olup,
morbidite riski de ayn1 oranda azalmaktadir. Daha biiyiik deney hayvanlarinda oldugu
gibi entiibasyon ihtiyact bulunmayan tavsanlarim genel anestezi islemi nispeten daha
rahattir ve morbidite riskini azaltir. Ayrica barimma ihtiyaglari, bakimlarmin kolay

olmasi1 ve maliyetlerinin diisiik olmasi tercih sebepleri arasindadir.
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Calismamizda 6-12 aylik 24 adet New Zealand cinsi 2500-3000g agirliginda
erkek denek hayvani kullanilmistir. Yalnizca erkek denekler kullanilarak deneyin
hormonal degisikliklerden etkilenmemesi amaglanmistir. Agirlik ve yas bakimindan
benzer denekler tercih edilmistir.

Matos ve ark. 2008 yilinda yaptiklar1 tavsan deney modelleme g¢alismasinda
erken iyilesme igin 2 haftalik siirecin yeterli oldugunu ve 4 hafta sonunda da
olgunlasmis lamellar kemigin goriildiigiini bildirmislerdir (60) Calismamizda erken
iyilesme gruplar1 15. giinde, geg iyilesme gruplarimi ise 30. giinde 135 mg/kg sodyum
pentotal intraperitonal olarak uygulanarak sakrifiye edilmis tibialar diseke edilmistir.

Tavsan kemik iyilesme modellerinde kritik biiyiikliikteki defekt agisindan bir
standardizasyon bulunmamaktadir. Cacchioli ve ark 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
tavsan kemik iyilesmesi modellerinde 6mm’lik defektin kritik biiyiiklik defekti icin
uygun olacagini bildirmislerdir (61). Calismamizda bir tibiaya aralarinda 5 mm mesafe
birakilacak sekilde, 6mm ¢apinda ve 2mm derinliginde iki adet (standardizasyonu
saglamak amaciyla trefin frezlerle) diger tibiada ise 6mm ¢apinda 2mm derinliginde tek
kemik defekti olusturulmustur.

rhPTH i kemik iizerine etkileri 1980°li yillardan itibaren arastirilmaya
baslanmistir (62-64). Daha sonrasinda rhPTH’1n anabolik ve katabolik etkileri hakkinda
cok fazla sayida hayvan ve insan g¢alismalar1 yapilmistir (29,33,35-38,65,66). Daha
onceden yapilmis ¢alismalar incelendiginde daha ¢ok histopatolojik ve
histomorfometrik sonuglara bakildigin1 (56,59,65,67-71) ancak bunlarin biyokimyasal
bulgular ile ¢ok az ¢alismada karsilastirildigini gézlemledik (66,72-74). Bu sebeple
calismamiza deney siiresince degisiklerini gozlemlemek tizere PTH, kalsiyum ve
potasyum markerlarinin da arastirilmasini ilave ettik.

Hormon ¢aligmalarinda biyokimyasal markerlarin bakilmasi ¢ok o6nemlidir.
Ciinki verilen hormon sistemik olarak negatif etki yapmamali, yanlizca istenilen etkiyi
gostermelidir.

Wolf ve ark. 2012 yilinda yapmis olduklart g¢alismada aralikli rhPTH
uygulamasimin kemik iyilesmesi lizerine etkilerini arastirmiglardir. Sonug olarak giin
asir1 uygulanan (aralikli) rhPTH uygulamasinin kemik iyilesmesi tizerine anabolik etki
yaptiginit bildirmislerdir (75). rhPTH’1n aralikli uygulanmasi ile ilgili en detayli ¢alisma
Tang ZL ve ark. Tarafindan 2014 yilinda yapilmistir. Bu ¢aligma histopatoloji ve
biyokimyanin birlikte yapildigi nadir caligmalardan biridir. Ayrica her hafta rontgen
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alarak iyilesme radyolojik olarak da degerlendirilmistir. Biyokimyasal olarak uygulama
sonrasi 4.haftada kemik alkalen fosfataz (bALP) ve osteoprotegerin (OPG) degerlerinde
anlamli bir fark bulunmadigini bildirmislerdir (71). Calismamizda aralikli olarak rhPTH
uygulamasi1 modellemesi bu iki ¢alisma 1s1ginda yapilmistir. Ayrica bu ¢alismalara
paralel olarak, deney basinda, 15. Giin ve 30. Giin yapmis oldugumuz biyokimyasal
testlerde PTH, kalsiyum ve potasyum seviyelerinin ilk basta ¢ok az bir yiikselme
gosterse de deney sonunda kontrol gruplari ile arasinda anlamli bir fark bulunmadigin
tespit ettik (Tablo 4-1,2). Kurdugumuz hipotezde aralikli rhPTH uygulamasinin
biyokimyasal markerlar1 degistirmesini beklemiyorduk. Sonu¢ da bu sekilde oldu.
Erken donem ve ge¢ donemde deney baslangicinda alinan degerler arasinda anlamli bir
fark bulunamad:.

Wolf ve ark. yaptiklart ¢alismada, subkiitan6z enjekte edilen rhPTH gruplar
disinda bulunan kontrol gruplarinda randomizasyonu saglamak amaciyla ayni hacimde
subkutan steril distile su enjekte etmislerdir (75). Ay sekilde ¢alismamizda rhPTH (-)
olarak adlandirilan kontrol gruplarina diger gruplara verilen hacim kadar subkiitan steril
distile su enjekte edilmistir.

Aleksyniene ve ark. 2006 yilinda tavsan tibialarinda rhPTH ile distraksiyon
osteogenezis iyilesmesi tizerine yaptiklart pilot ¢alismada, doza bagli olarak rhPTH’1n
anabolik etkisinin degistigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda uygulama seklinin de
kemik iyilesmesi tizerine etkili oldugunu bildirmiglerdir. FDA tarafindan rhPTH
dozunun gilinliik 200ug/kg/giin, ratlarda yapilan c¢alismalarda 100-200pg/kg/giin
oldugunu bildirmislerdir. Tavsan ¢alismalarinda bir standart olmasa da ¢aligmalarda 10-
40 ng/kg/giin oldugu belirtilmistir (76).

Milstrey ve ark. 2017 yilinda yapmis olduklari ¢alismada farkli dozlarda rhPTH
uygulamasinin kemik yapimi tlizerine etkilerini aragtirmislardir. Fareler {izerinde
yaptiklar1 ¢alismada 10, 40 ve 200 pg/kg/giin doz uygulamislar, yiiksek doz rhPTH
uygulamasmin (200upg/kg/giin) osteoklastlari uyararak kemik rezorpsiyonuna sebep
oldugunu, diger dozlarda ise kemik yapimini arttirdigini bildirmislerdir (77).
Calismamizda 30 pug/kg/giin doz aralikli olarak uygulanmis rhPTH(+) gruplarda, diger
gruplara gore kemik yapimi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunustur.
Herhangi bir rezorpsiyon ya da osteoklast aktivasyonu histopatolojik olarak

gozlenmemistir.
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PTH’in kalsiyum seviyesi diistiigiinde osteoklastlar1 uyarip katabolik etki
gostermesi yaygin olarak bilinse de yapilan arastirmalar gostermistir ki, rhPTH
uygulama dozuna, ¢esidine ve uygulama sikligina gore kemik tlizerinde anabolik etki de
gosterebilmektedir. Aralikli diisiik doz rhPTH uygulamasinin kemik dokusu sentezini
arttirdigi, kemik mikro yapisini giiglendirdigi, kemik kiitlesini arttirdigi ve kemik
iyilesmesini hizlandirdig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (33,34,36-38).

Stancoven ve ark. 2013 yilinda yaptiklar1 ¢calismada BMP-2, demineralize kemik
matriksi ve sistemik rhPTH uygulamasinin kemik yapimi tizerine etkilerini
incelemiglerdir. PTH uygulamasinin ge¢ dénemde kemik iyilesmesini olumlu yonde
etkiledigini ancak BMP-2 digerlerine gore daha fazla kemik yapimini uyardigini
bildirmislerdir (78). Calismamizda aralikli rhPTH uygulanmis uzun dénem tavsan
gruplarinda yeni kemik olusum ve iyilesme skorlarmin, rhPTH uygulanmamig tiim
gruplardan istatistiksel olarak anlamli oldugunu gozlemledik. Simvastatin gruplarinda
nekroz gozlendigi icin bu degerlendirmeye dahil edilmedi. Yapilan histolojik ve
histomorfometrik incelemede ge¢ dénemde de rhPTH uygulanan gruplarda daha fazla
lamellar kemik olusumu gézlendi.

Andreassen TT ve ark. 2004 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada aralikli rhPTH
uygulamasi yapmislar ve rhPTH’in kalvarial kritik defekt biiytikliigiinde kemik
yapimin1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak arttirdigini bildirmislerdir. Yetiskin
osteoporoz tedavsinde kullanildigini ve doz ayarlamasi yapilarak daha etkili
olabileceklerini belirtmiglerdir. Kirik iyilesmesinde aralikli rhPTH uygulamasinin
anabolik etkisini vurgulamislardir (79).

Skripitz ve ark. 2000 yilinda yapmis olduklari ¢aligmada aralikli rhPTH
uygulamasinin erken donem kemik yapimi olumlu olarak etkiledigini ancak uzun
dénemde rezorpsiyona neden oldugunu belirtmislerdir. Ortopedik implantlarla kombine
olarak kullanilmasinin faydali olacagini belirtmislerdir (80).

Ejersted ve ark. 1995 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada rhPTH’in olgun
ratlarda kemik kiitlesini arttirdigi, kemik yapisin1 ve kalitesini iyilestirdigini
bildirmislerdir (81).

Pang PK ve ark. 1980 yilinda koperkler iizerinde yapmis olduklari ¢alismada,
rhPTH’in vazodilatator etkisi sebebiyle erken donem iyilesmede faydali olabilecegini
bildirmislerdir (82).
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Yukata ve ark. 2018 yilinda yapmis olduklar1 calismada genetik COX-2
eksikligi olan ve iyilesme bozuklugu bulunan ratlarda, aralikli rhPTH uygulamasinin
kemik iyilesmesini arttirdigini, kallus olusumunu hizlandirdigini ve kemikteki
biyomekanik kuvveti arttirdigini bildirmislerdir (83). Calismamizda erken donem
lyilesmede rhPTH gruplarinda daha hizli kallus olusumu histolojik olarak gézlenmistir.
Ayrica histomorfometrik olarak da yeni kemik olusumu, rhPTH(+) gruplarda
(simvastatin grubu haric) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4-16,17).

Tsiridis ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada osteojenik protein-
1(OP-1) ve rhPTH’1n kemik iyilesmesi tizerine etkilerini arastirmiglardir. Sistemik yolla
uygulanan rhPTH ve OP-1’in tek baslarina kemik yapimina olumlu ydnde katki
yaptigin1 ancak birlikte kullanildiklarinda kemik olusumunu daha da arttirdiklarini
bildirmislerdir (84). Calismamizda rhPTH (+) ve rhPTH (-) kontrol gruplari arasinda
hem erken hem de ge¢ iyilesme doneminde istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. Fibroz doku olusumu, nekroz ve iltihap agisindan anlamli bir fark
saptanmamustir (Tablo 4-3,4,5,6,7,8,9,10,11,27,28,29,20,31,32,33,34,35).

Aleksyniene R. ve ark. 2006 yilinda tavsan tibialarinda yapmis olduklari
calismada, rhPTH’1n kemik mineralizasyonunu arttirdigini, iyilestirme etkisinin doz ile
dogrudan baglantili oldugunu bildirmislerdir (76). Histopatolojik incelememizde geg
donem 1iyilesme gruplarinda (simvastatin hari¢) rhPTH (+) gruplarda mineralize
alanlarin daha fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4-12,14).

PTH’1in kemik iyilesmesi tizerine olumlu etkileri konusunda insan caligmalar1 da
mevcuttur. Peter ve ark. 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada osteoporozlu hastalarin pelvis
kiriklarinda giinlik 100pg/kg/giin  rhPTH uygulamislar ve kontrol grubu ile
karsilastirma yapmiglar. rhPTH grubunda iyilesme 7.8 haftada gergeklesirken, kontrol
grubunda 12.6 hafta siirmiistiir. Tiim hastalara randomizasyonun saglanmasi i¢in giinliik
1gr kalsiyum ve 800IU D vitamini vermislerdir (85). Zaten osteoroporoz tedavisinde
endikasyonu olan rhPTH’n yalnizca kemik iyilesmesinde uygulanabilmesi i¢in hayvan
calismalarinin arttiritlmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kemik greftlerinin &zellikle biiyiik defektlerde iyilesmeye destek oldugu ve
kemik yapimina yardimci oldugu literatiirlerce bildirilmistir. rhPTH ve kemik grefti
iyilesmesi arasindaki iligkiyi inceleyen calisma sayisi ¢ok azdir. Kuroshima ve ark.
2013 yilinda yaptiklar1 calismada greftlenmis ve greftlenmemis c¢ekim soketlerinin

lyilesmesinde rhPTH’in etkinligini arastirmislardir. rhPTH uygulamasi ¢alismamizda
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oldugu gibi aralikl1 ve sistematik olarak yapilmis, sonug olarak da greftlenmis ve rhPTH
uygulanmis deneklerde kemik iyilesmesinin anlamli derecede farkli oldugunu tespit
etmislerdir. rhPTH uygulanmis kontrol grubunun rhPTH (-) kontrol grubuna gore daha
fazla kemik olusturdugunu gézlemlemislerdir. (86). Bu ¢alismaya paralel olarak, bizim
calismamizda da rhPTH (+) ve greft uygulanmig defektlerde en iyi kemik iyilesme ve
yeni kemik olusum skorlari alinmis, diger gruplara gore erken ve ge¢ iyilesmede
istatistiksel olarak anlamli derecede fark saptanmistir (Tablo 4-13,16,37,40). Ayni
sekilde ¢alisma ile benzer olarak rhPTH (+) kontrol grubunda, rhPTH (-) kontrol
grubuna goére yeni kemik olusumu ve kemik iyilesme skorlarmin erken ve gec
iyilesmede anlamli derecede farkli oldugu goriilmiistiir (Tablo 4-11,14,38,41). Erken ve
gec¢ donem iyilesme skorlari agisindan rhPTH(+) kontrol grubu ile rhPTH(-) greft grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark saptanmamustir (Tablo 4-21,42 Sekil
4-4). Yeni kemik olusumun erken iyilesme doneminde rhPTH(+) kontrol grubunda
rhPTH(-) greft grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmus ancak geg
iyilesme déneminde anlamli fark bulunamamustir (Tablo 4-24,44 Sekil 4-5).

Wojda ve ark. 2018 yilinda vyaptiklar1 ¢aligmada lokal olarak rhPTH
uygulamasmin da kemik olusumunu arttirdigi, BMP igin alternatif olabilecegini
belirtmislerdir (87). Calismamizda sistemik olarak rhPTH uygulamasi yapilmis olup,
yaptigimiz biyokimyasal marker analizlerinde deney siiresince rhPTH, kalsiyum ve
potasyum degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark bulunmadig1 gézlenmistir
(Tablo 4-1,2). Sistemik olarak yan etkileri bulunmadiginin goériilmesi lokal ve sistemik
uygulama arasinda fark olmadigini disiindiirmekle birlikte, sistemik ve lokal
uygulamanin hayvan deneyleri ile arastirilmasi faydali olacaktir.

Aslinda bir kolesterol ilac1 olan simvastatinin kemik iizerine anabolik etkileri
literatiirce bildirilmistir (42,57,88-90).

Mansour ve ark. 2014 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada implant tedavisi
uyguladiklar1 kopeklerde, implant etrafina lokal simvastatin uygulamasi1 yapmislardir.
Simvastatin graniillerinin immediat implant ugulamasi sonrasinda o0steogenezisi
arttirdiklarini bildirmiglerdir (91).

Issa ve ark. 2015 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada femoral kemik kirigi olan
hayvan deneyinde iki farkli dozda simvastatin sistemik olarak uygulanmis ve sistemik

simvastatin uygulamasinin kemik yapimini istatistiksel olarak anlamli arttirdigini
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bildirmiglerdir. Sistemik olarak uygulana simvastatin igin herhangi bir biyomarker
bakilmamustir (92).

Koger ve ark. 2014 yilinda 32 Wistar Albino fare {izerinde yaptiklar1 ¢alismada
osteotomi bolgesine lokal olarak simvastatin enjeksiyonu yapmuslar ve 4 haftalik
sonuglara bakildiginda deney grubunda isitatistiksel olarak anlamli iyilesme
gozlemlemislerdir. Ayrica alkalen fosfataz ve osteokalsin diizeylerini de yiiksek
bulmulardir (93). Simvastatinlerin lipofilik 6zellikte olmalar1 sebebi ile galismamizda
tablet olarak lokal uygulama uygun goriilmiis, lokal enjeksiyon tercih edilmemistir.
Ayrica yine lipofilik 6zelligi nedeni ile sadece tek defekt agilan bolgede kulanilmus, iki
defekt agilan bolgede defektler arasi gecis yaparak deneyi etkilemesi 6nlenmistir.

Birgok arastirmaci simvastatinin lokal olarak uygulanmasi sonucunda kemik
olusumunu arttirdigin1 bildirmislerdir (94-96). Ancak bazi arastirmacilar ise lokal
simvastatin uygulamasmin kemik iyilesmesi tizerine etkili olmadigin1 hatta negatif etki
edebilecegini belirtmislerdir (97-99).

Benoit DS. ve ark. 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada lokal simvastatin
uygulamasinda ideal dozun bulunamadigini bildirmislerdir. Diisliik dozlarin kemik
tamirinde hig etkisi olmadigini, yiiksek dozlarda ise enflamasyonu ¢ok fazla arttirdigini
ve nekroza sebep oldugunu bildirmislerdir. Yiiksek dozlarin ayrica sitotoksik
olabilecegini de belirtmislerdir (100).

Lima ve ark. 2011 yilinda 64 rat {izerinde yapmis olduklar1 ¢alismada yiiksek
dozda lokal olarak uygulanmis simvastatinin yiiksek enflamasyona sebep oldugunu ve
nekroz yaptigini bildirmislerdir. Ancak uyguladiklar1 diisiik dozlarda da nekroz
gordiiklerini bildirmislerdir. Optimal dozun bulunmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi
gerektigini sOylemislerdir (99). Calismamizda 3mg simvastatin iceren tabletler
kullanilmis olup, erken ve ge¢ dénemde histopatolojik olarak nekroz gozlemlenmistir.
Ayrica erken iyilesme doneminde daha fazla iltihap ve yabanci cisim reaksiyonunun
fazla oldugu gozlemlenmistir. (Sekil 7,10,13,16,17).

Literatiire bakildiginda, rhPTH ve simvastatinin sistemik olarak uygulandig: ve
karsilagtirildigr ¢ok az ¢alisma mevcuttur (101,102). Tao ve ark. 2016 yilinda yapmis
olduklar1 calismada sistemik simvastatin ve thPTH uygulamalarinin kemik yapimina
etkilerini arastirmislar ve kombine kullanimin kemik yapimina daha fazla katki
sagladigin1 belirtmislerdir (101). Leiyang ve ark. fareler {izerinde yapmis olduklar

benzer calismada kombine kullanimin kemik yapimini daha fazla arttirdigini
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bildirmislerdir (102). Literatiir incelendiginde, lokal olarak uygulanan simvastatin ile
sistemik uygulanan rhPTH karsilastiran ¢aligma mevcut degildir. Bu da ¢alismamizi
0zgiin hale getirmektedir.

Chan HL ve ark. 2013 yilinda yapmis olduklar1 derleme ¢alismasinda rhPTH’in
kraniyofasiyal kemiklerde etkileri iizerine ¢alisma yapmislar ve oral ve maksillofasiyal
bolgedeki kemik iyilesmesinde rhPTH’in alternative bir ilag oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica bifosfonata bagl nekrozlarda, kemik yapici etkisi sebebiyle rhPTH kullanimi
olabilecegini ancak bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini belirtmislerdir
(103) Bu da bizlere oral ve maksillofasiyal bolgede rhPTH ile ilgili daha fazla ¢aligma
yapildig1 taktirde kemik rejenerasyon ve rekonstriiksiyonunda alernatif bir yontem

olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Yeni Zelanda cinsi tavsanlar iizerinde yapmis oldugumuz hayvan deneyi
stirecinde herhangi bir enfeksiyon, komplikasyon veya olim vakasi
yasanmamustir. Tibia bolgesinde olusturulan hayvan modelinin, kemik
rekonstriiksiyon ve rejenerasyon calismalari i¢in uygun oldugu sonucuna
varilmstir.

rhPTH uygulamasinin subkiitan olarak rahat uygulanabildigi ve literatiirle
paralel olarak kontrol gruplarmma gore istatistiksel olarak anlamli derecede
lyilesmeye katkida bulundugunu tespit ettik. Doz/model olarak 30ug/kg/giin
uygulamasmin tekrar edilebilir anlamli sonuglar verdigini ve benzer
caligmalarda kullanilabilecegini gézlemledik.

0., 15. ve 30. Ginlerde almis oldugumuz kan orneklerinde bakilan
biyomarkerlarda, aralikli rhPTH uygulamasimin kalsiyum, potasyum ve PTH
seviyelerini istatistiksel olarak anlamli etkilemedigini tespit ettik. Bu da aralikli
uygulamanin yan etki yapmadan ve sistemik durumu etkilemeden, istedigimiz
kemik yapimina katki saglamasinin miimkiin oldugunu gosterdi.

Hem rhPTH uygulanmis hem de greft konulmus olan defektlerde iyilesmenin
tim gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Greft
uygulamasi yapilmig, rhPTH(+) grubun rhPTH(-) gruptan kemik iyilesmesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasi, rhPTH’mn  kemik grefti
iyilesmesine de olumlu yonde katki yaptigini gostermektedir.

rhPTH uygulanan ve uygulanmayan kontrol gruplarina bakildiginda rhPTH
pozitif grupta anlamli derecede daha fazla kemik olustugu gézlenmistir.

Aralikli rhPTH uygulamasinin kemik yapimini erken ve ge¢ dénemde olumlu
yonde etkiledigini, sistemik olarak uygulanmasiin baktigimiz biyomarkerlarda
herhangi bir degisime sebep olmadigini gézlemledir.

Osteoporoz i¢in kemik direncinin arttirilmasi ve osteoporoz hastalarinda kemik
iyilemesinin saglanmas: i¢in Forsteo® i¢in endikasyon bulunmamaktadir. Ancak
oral ve maksillofasiyal cerrahi alaninda kemik iyilesmesi i¢in heniiz

prospektiisiinde bir endikasyon bulunmamaktadir. Altin standart doz seviyesinin
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bulunabilmesi i¢in daha fazla hayvan ve insan c¢alismasina ihtiyag
bulunmaktadir.

Literatirde PTH uygulamasmin BRONIJ (Bifosfonat ile Iliskili cene
Kemiklerinde Gelisen Nekroz) tedavisi i¢in kullanilabilecegi konusunda giincel
olarak hayvan g¢alismalar1 devam etmektedir. Sadece kemik defektlerinde degil
ayn1 zamanda BRONJ hastalar1 i¢in de umut olabilecek bir ilagtir.

Simvastatin uygulamasinin lokal tablet, sistemik ya da lokal olarak enjeksiyon
ile defekt bolgesine uygulandigi ¢alismalar mevcuttur.

Simvastatin lipofilik yapida oldugu icin defekt bolgesine lokal enjeksiyonun
bolgede kalmayarak c¢evre dokulara gececegi disiiniilmiis bu sebeple
calismamizda lokal tablet uygulamasi tercih edilmistir. Ayrica diger defektlere
yine lipofilik o6zelligi nedeniyle etki etmemesi ve c¢alisma sonuglarini
degistirmemesi i¢in sadece tek defekt agilan tarafta simvastatin uygulamasi
yapilmuistir.

Calismamizda simvastatin uygulanan tiim gruplarda nekroz, iltihap ve yabanci
cisim reaksiyonlarmin fazla oldugunu goézlemledik. Simvastatin tablet bulunan
defektlerde hem erken hem de geg iyilesme donemlerinde nekroz tespit edilmis
olup bunun doza baglh oldugu distniilmistir. Her ne kadar literatiirde
simvastatinin kemik yapimini arttiric1 etkilerinden bahseden ¢alismalar olsa da,
lokal uygulamalarda kemik nekrozuna sebep oldugunu gosteren caligsmalarda
mevcut olup, doz agisindan altin standart model bulunmamaktadir. Uygun dozun

bulunmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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