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OZET

RATLARDA LOKAL VE SISTEMIK ARI SUTU iLE BIRLIKTE
DEMINERALIZE KEMiK GREFTj UYGULAMALARININ KALVARYAL
KEMIK DEFEKTI IYILESMESI UZERINE ETKIiSiNIN INCELENMESI

Amag: Bu calismanin amaci, rat kalvaryal defekt modelinde lokal ve sistemik
ar1 siitiiniin kemik iyilesmesi iizerine etkisini histolojik olarak incelemektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 18 adet 250-300 gr agirliginda, iki aylik
Albino-Wistar cinsi yetiskin erkek rat kullanildi. Sham grubu (tedavi ugulanmadi),
kontrol grubu (sadece demineralize kemik matrisi), lokal ar1 siiti grubu
(demineralize kemik matriksi ve lokal art siitii - 50 mg/ml 5 dakika boyunca) ve
sistemik ar1 siitli grubu (demineralize kemik matriksi ve sistemik ar1 siitii - 8 hafta
boyunca giinde 100 mg/kg ) olmak iizere toplam 4 grup olusturuldu. Her bir
hayvanin parietal kemiginde standart bir trefayn frez yardimiyla dura matere zarar
vermeden 5 mm capl kalvaryal defekt meydana getirildi. Sham ve kontrol grubu icin
defektler aym rat kalvaryasi iizerinde bilateral olarak hazirlanarak denek sayisi
azaltildi. Deney gruplarindaki defektler sadece sagittal siiturun sag tarafinda
hazirlandi. Hayvanlar ameliyattan 8 hafta sonra sakrifiye edildi. Kalvaryal defekt
alan1 en blok seklinde ¢ikarildi. Alinan kesitler yeni kemik olusumu, anjiyogenezis
ve RANKL(Reseptor Aktivator Niikleer Kappa B Ligand) eksprese eden osteoblast
degerleri acisindan histolojik olarak incelendi.

Sonu¢: Yeni kemik kalitesi ve anjiyogenezis, sistemik ari siitii grubunda
sham ve kontrol grubuna gore anlamhi derecede daha yiiksekti. RANKL
ekspresyonu, sistemik ari siiti grubunda sham ve kontrol grubuna gore anlaml
derecede daha diisiiktii. Ar siitii lokal uygulamanin istatistiksel olarak anlamli bir
etkisi bulunamada.

Tartisma: Calismanin sinirlart dahilinde, rat kalvaryal defekt modelinde
demineralize kemik matrisi ile sistemik olarak uygulanan ar1 siitii, kemik
rejenerasyonunu arttirmistir. Ari siitiiniin kemik iyilesmesi iizerindeki etkilerini
arastirmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Arn siiti, demineralize kemik matriksi, kemik
tyilesmesi, kritik boyut kemik defekti.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF LOCAL AND SYSTEMIC
APPLICATION OF ROYAL JELLY WITH DEMINERALIZED BONE
GRAFT ON HEALING OF CALVARIAL BONE DEFECTS IN RATS

Objective: The aim of this study was to evaluate histological effects of local
and systemic applications of royal jelly on osseous wound healing in a rat calvarial
defect model.

Materials and Methods: Eighteen male 2-months-old Albino-Wistar adult
rats, weighing 250-300 g were used in the study. A total of 4 groups including a
sham group (non-treatment), a control group( only demineralized bone matrix ), local
royal jelly group (demineralized bone matrix with local royal jelly-50mg/ml for 5
min ) and systemic royal jelly group (demineralized bone matrix with systemic royal
jelly- 100mg/kg body weight per day for 8 weeks ) were formed. On each animal, a-5
mm diameter calvarial defect was created with a standard trephine bur in the parietal
bone without damaging the underlying dura mater. To reduce the number of animal,
defects were prepared bilaterally on the same rat calvaria for sham and control
groups. The defects in the experimental groups only prepared on the right side of the
sagittal sutures. The animals were sacrified at the end of 8th week after the surgery.
The original defect area was removed from the animal’s calvarium bone by en bloc
resectio. New bone formation, angiogenesis and osteoblasts expressing RANKL
(Receptor activator of nuclear factor kappaB ligand) were examined histologically in
the sections.

Results: The new bone quality and angiogenesis were significantly increased
in the systemic royal jelly group when compared to the sham and control groups. The
RANKL expression was significantly lower in the systemic royal jelly group than the
sham and control groups’ RANKL expressions. No statistically significant effect of
local administration of royal jelly was found.

Conclusion: Within the limits of the study, the combination of systemic
administration of royal jelly and demineralized bone matrix increased the bone
regeneration in the rat calvarial defect model. Further studies are needed to explain
the effects of royal jelly on bone healing.

Keywords: Bone healing, critical-sized bone defect, demineralized bone
matrix, royal jelly
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1. GIRIS

Gecen yiizyilda, kemigin fonksiyonel ve estetik onarimi cerrahlarin ilgi odagi
olan konular arasinda yer almistir. Kraniyo-maksillofasiyal iskelette olusan kemik
defektleri halen onemli bir klinik sorundur. Kemik dokusu sekil ve fonksiyonunu
yeniden kazanabilecek diizeyde iyilesme potansiyeline sahiptir (1). Iskelet sisteminin
diger elemanlarinda oldugu gibi maksillofasiyal bolgede de kist, timor
operasyonlari, onkolojik rezeksiyonlar, gelisimsel anomaliler, travma veya coklu dis
kaybindan sonra olusan genis kemik defektlerinin iyilesme siireci fibroz doku
dolumu ile sonucglanabilmekte ve bu durum defektin rekonstriiksiyonunu

engelleyebilmektedir.

Kritik boyutlu kemik defekti, kemik dokusunda canlinin yasami boyunca
sekil ve fonksiyon olarak kendiliginden tamamen iyilesmesinin miimkiin
olamayacag1r en kiiciik boyuttaki defekt anlamina gelir. Kritik boyut kemik
defektlerinin iyilesmesi genellikle fibr6z bag dokusu formunda olmaktadir (2,3).
Pepijn F. ve arkadaslan yaptiklar calismada 192 erkek Sprague-Dawley ratinin sag
mandibulasinda Smm capinda sirkiiler defekt olusturmuslardir. Kontrol grubunda
defekt alanim1 bos birakmislar ve 2, 4 ve 12. haftalarda kemik iyilesmesine

baktiklarinda fibroz iyilesme gozlemlemislerdir (4).

Kemik defektlerinin tamiri ve restorasyonunun c¢ok eski bir tarihi vardir.
Milattan once (MO) 3000’li yillarda cerrahlar rekonstriikksiyon amaciyla altin ve
giimils tabakalar1 greft materyali gibi kullanmiglardir. Giiniimiizde kritik boyut
kemik defektlerinde tedavi i¢in otojen greft uygulamasi altin standart olarak kabul
edilir. Bunun nedeni otojen kemik greftinin osteoindiiktif ve osteojenik potansiyele
sahip olmasidir. Ancak, otojen kemik greftlerinde verici sahanin sinirli olmasi, ikinci
bir cerrahi alan olusturulmasi ve enfeksiyon riski bulunmasi gibi dezavantajlar bu
greft tirlintin kullanmmini kisitlayabilmektedir (2,5). Otojen kemik greftinin bu

dezavantajlar1 nedeniyle arastirmacilar ¢calismalarini farkli greft materyalleri tizerinde



yogunlastirmistir. Ozellikle 20. yiizyilda altin standart olarak kabul edilen otojen
greftlere alternatif olmasi amaciyla gelistirilen allogreftler, ksenogreftler ve

alloplastik materyaller genis kullanim alan1 bulmustur (6).

Otojen kemik greftlerine alternatif olarak kullanilan kemik greftlerinin
basinda allojenik (insan kaynakli) kemik greftleri yer almaktadir. Allojenik kemik
greftlerinin otojen kemik greftlerine alternatif olarak kullanilmasinda en Onemli
faktorlerden biri, allojenik kemik greftlerinin tipki otojen kemik greftleri gibi
osteoindiiktif potansiyele sahip olmasidir (2). Allojen kemik greftinin osteoindiiktif
potansiyele sahip olmasi ve otojen greftlere gore daha kolay elde edilmesi gibi
avantajlar1 olmasina ragmen; hastalik transmisyonu, potansiyel reddedilme ve hizh

rezorbsiyon gibi dezavantajlart bulunmaktadir (2).

Arastirmacilar yeni kemik formasyonunu arttiran veya indiikleyen yliksek
osteogenik potansiyele sahip greft materyali gelistirmek igin alternatif greft
materyallerini osteoindiiktif maddelerle kombine etmislerdir (7). Kullanilan biyoaktif
maddelerin basinda kemik morfojenik proteini (KMP) gelmektedir. KMP-2 biitiin
KMP’ler arasinda en yiiksek osteoindiiktif etkiye sahip olandir. Biyoaktif maddelerin
kemik yapimu iizerine olumlu etkileriyle beraber yiiksek dozlarda kullanilmalari,
alicida ters etki gosterme riski ve yiiksek maliyet nedeniyle arastirmacilari farkli
maddeler arastirmaya yoOnlendirmistir. Klinik kullanimda ise, kemik greft
materyallerinin bagaris1 plateletten zengin plazma, plateletten zengin fibrin gibi kan
triilnleri ve bifosfonatlar gibi farkli ilaglarla kombine edilerek artirilmaya

calisilmaktadir.

An siitii (Royal Jelly) (Apis Mellifera), genc larvalar ile ergin ana ariy1
beslemek i¢in geng isci arilarin hipofaringeal salgi bezlerinden salgilanan bir ari
tiriniidiir. Bal ve polen ile beslenen genc¢ is¢i arilarin sindirim organlarinda
hazmedilmesi sonucunda yavru gida bezlerinde iiretilmektedir. Ar siitii (AS) iiretimi
icin gerekli maddeler kan yoluyla siit salgi bezlerine gelmekte, siit sentezi bu
bezlerde yapilarak iiretilen siit agiz bosluguna verilmektedir. Isci arilar tarafindan

salgilanir salgilanmaz dogrudan larva ya da ana ariy1 (kralice ar1) beslemek igin



kullanilmakta ve depolanmamaktadir (8,9). An siitii ana armin temel yiyecegidir,
bliyime ve gelisme sirasindaki farklilasmayi saglar (10). Sari, beyaz ve bej
renklerde, fenolik bir kokuya ve eksi bir tada sahiptir. Yogunlugu yaklasik 1,1
gr/cm’ tiir, suda kismen coziinmektedir. Viskozitesi su icerigine ve tazeligine gore
degisebilmektedir. Oda sicakliginda ya da 5°C’de tutuldugunda daha viskoz
olmaktadir. An siitiiniin temel bilesenleri; su, protein, sekerler, lipitler ve mineral
tuzlardir. Kompozisyonu cografik olarak ve iklimsel kosullara gore
degisebilmektedir. Ortalama nem igerigi %60-70, ham protein igerigi toplam %]12-
15, seker icerigi %10-16 ve lipit icerigi %3-6 olmakla birlikte diisilk molekiil
agirlikl bilesikler (vitaminler, tuzlar ve serbest aminoasitler) ile suda ¢oziiniir protein

fraksiyonlar1 icermektedir (11).

An siitiintin ¢ok sayida farmakolojik aktivitesi tespit edilmistir. Bunlar i¢inde
en cok vurgulananlar; antitiimoral etki, antihiperkolesterolemik etki, antihipertansif
ve vazodilator etki, yorgunluk giderici etki, antiinflamatuar etki ve yara iyilestirici
etki, immiinmodulatuar etki, antioksidatif etki, insulin benzeri etki ve antibakteriyel
etkidir. Bu nedenle ar siitii 30 yildan fazla siiredir ticari olarak tibbi iiriinler, gidalar

ve kozmetikte genis oranda kullanilmaktadir.

Arn siitiiniin kronik diyabetik ratlarda antiinflamatuar etki gosterdigi, ayni
zamanda yara iyilesmesini hizlandirdig: bildirilmistir (12). Interferon ile uyarilmis
fare peritoneal makrofaj kiiltiir ortamina ar1 siitii siispansiyonlarinin siipernatanlari
ilavesi ile doza bagli olarak makrofajlarda proinflamatuar sitokin yapiminin inhibe
oldugu tespit edilmis ve buna bagh antiinflamatuar aktiviteye sahip oldugu
distiniilmiistir. Bu antiinflamatuar faktor “Bal aris1  ar  siitii  kaynakh
antiinflamatuar” olarak adlandirilmistir ve kromatografik analizde bu maddenin
MRIJP3 olabilecegi ifade edilmistir (12). Erem ve ark.’nin calismalarinda hiicre
kiiltiirlerinde ar1 siitii ilavesi ile lenfositlerden sitokin saliniminin azaldigi
gosterilmistir (13). An siitinde bulunan royalisin isimli madde ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile gram pozitif bakterilere karsi aktivite gosterirken gram
negatif bakterilere kars1 ayn1 etkinlik tespit edilememistir. Royalisinin bal1 bakteriyel

kontaminasyona kars1 korudugu diisiiniilmektedir (14).



Yapilan galigmalarda ar siitiiniin sicanlarda, osteoporoza bagli kemik kaybini
azalttig1 gosterilmistir (15). Bu calismalardan yola ¢ikarak yapilan baska bir deneysel
caligmada periodontal ligament {izerine ar1 siitiiniin etkisi arastirilmig ve
periodonsiumda osteojenik aktivitenin arttifi gozlenmis ve ar1 siitiiniin periodontitis
olusumunu engellemede etkili bir ajan olabilecegi diisiiniilmiistiir (16). Fizyolojik ve
hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda art siitiiniin kemik formasyonunu stimiile ettigi de
goriilmiistiir (17). An siitiiniin yumusak doku yara iyilesmesine etkileri arastirilmis

ve olumlu sonuclar alinmistir (12).

Bu bilgiler 15181nda, yapilan caligmada an siitiiniin greft materyalleriyle lokal
ve sistemik uygulamalarinin kemik iyilesmesini hizlandirici etkisi olup olmadiginin
arastirtlmast  amacglanmistir.  Literatiirde bu  yonde  yapilmis  c¢alisma

bulunmamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik

Kemik, bag dokusunun dinamik ve olduk¢a Ozellesmis bir seklidir.
Kemiklerin ana islevi, viicudun yumusak dokularini desteklemek ve korumaktir.
Ayrica, kemikler sistemik mineral homeostazi icin iyi bir depolama yeri olarak islev
goriir. Kemik dokusu iyi bir elastikiyet derecesine sahipken, belirgin bir sertlik ve
mukavemet 6zelligi de bulunan egsiz bir birlesimle karakterizedir. Uygun bir kemik

replasmani olusturmak i¢in kemigin kendi dogasin1 anlamak gerekir.

2.1.1. Kemik embriyolojisi

Iskelet sistemi ii¢ farkl1 kokenden gelisir (18):
1. Paraksiyel mezoderm aksiyal iskeleti (vertebra ve kaburga) olusturur.
2. Lateral plaka mezodermden apendikiiler iskelet (ekstremite iskeleti) gelisir.

3. Ektodermden gelisen kafa noral kresti kraniyofasiyal iskeleti olusturur.

Kemik gelisimi intramembran6z ossifikasyon ve endokondral ossifikasyon
olmak iizere iki ayr yol ile gerceklesir. Intramembrandz ossifikasyon sirasinda
mezenkimal hiicreler yogunlasir ve dogrudan osteoblastlara farklilasir (19). Bu tiir
kemiklesme birkag¢ kraniyofasiyal kemikte ve klavikulalarin lateral kisminda goriiliir.
Endokondral ossifikasyon esnasinda mezenkimal hiicreler dogrudan kemik ve kemik
iligi ile yer degistirecek olan kikirdak modelinin sentezi icin yogunlasir ve
kondroblastlara farklilasir (19). Bu siire¢ uzun kemikler, kafatasinin bazal kismui,
vertebra, kaburga ve klavikulalarin medial kisminda gergeklesir (20). Bu nedenle, iki
tip ossifikasyon arasindaki en 6nemli fark endokondral ossifikasyon sirasinda bir

kikirdak oncii sablonun varligidir.



2.1.2. Kemik biyolojisi

Kemik, kat1 bir ¢erceveye entegre edilmis metabolik olarak aktif hiicrelerden
olusan dinamik bir biyolojik dokudur. Kemigin 3 temel fonksiyonu vardir:

1. Mekanik destek ve hareket i¢in kaslarin yapigsma yeri,

2. Hayati organlar ve kemik iligi i¢in koruma,

3. Serum homeostazinin korunmast i¢in kalsiyum ve fosfat iyonlarinin

metabolik rezervi (21).

Kemigin iyilesme potansiyeli g¢esitli biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel,
hormonal ve patolojik mekanizmalardan etkilenir (22). Siirekli olarak olusan kemik
depozisyonu, rezorpsiyon ve remodelling iyilesme siirecini kolaylastirir (22). Kemik
iyilesmesinin temel biyolojik ve fizyolojik ilkelerini anlamak, rekonstriiktif cerrahide

basarili sonuglara ulagsmak icin en etkili teknigin se¢cimine yardimci olacaktir.

2.1.3. Kemik biyokimyasi

Kemik, organik ve inorganik elementlerin birlesmesinden olusur ve agirlik¢a
yaklasik %20’si sudur. Kuru kemik inorganik kalsiyum fosfat (%65-70) ve agirhikli
olarak kollajenden (%30-35) olusan bir organik protein matriksten olusur (23).
Osteoid, osteoblastlar tarafindan salinan mineralize edilmemis organik matrikstir. Bu
organik yapt Tip I kollajen (%90), glikoproteinler, proteoglikanlar, peptidler,

karbonhidratlar ve lipitlerden olusan temel maddeden ibarettir (23).

Kollajen liflerin ayricalikli yonelimi yetiskin kemikte tabakadan tabakaya
doniistimlii olarak karakteristik lameller yapi1 saglar (24). Lameller diiz bir yiizey
boyunca biriktirilirse birbirine paralel olabilir veya Haversian sisteminde oldugu gibi
cevresel bir kanal veya kan damari etrafinda biriktirilirse konsantrik olabilir. Biiylime
ve kirik iyilesmesi sirasinda kemigin hizli bir sekilde olusmasi sonucu kollajen

liflerin ayricalikli bir organizasyonu yoksa rastgele bir diizen olusur.

Osteoidin inorganik mineral tuzlar ile mineralizasyonu kemige saglamlik ve

sertlik kazandirir. Kemikteki inorganik igerik esasen kalsiyum fosfat ve kalsiyum



karbonat ile birlikte az miktarda magnezyum, floriir ve sodyumdan olusur (25).
Mineral kristaller hidroksiapatit [Cal0 (PO4) 6 (OH) 2] osteoidin kollajen lifleri

cevresinde bir diizen i¢inde c¢oktiiriir.

2.1.4. Kemik hiicreleri

Biitiin bag dokularinda oldugu gibi kemigin temel unsurlari hiicreler ve
ekstraseliiler matrikstir. Kemikte bulunan dort temel hiicre tiirii; osteoklastlar,

osteoblastlar, osteositler ve kemik sinir hiicreleridir (Sekil 2.1) (26).
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Sekil 2.1: Kemik hiicreleri (27).

2.1.4.1. Osteoklastlar

Osteoklastlar, kemik remodelinginden sorumlu cok cekirdekli hiicrelerdir
(26). Kemik iliginden tiiretilmis hematopoietik kok hiicrelerden kaynaklanirlar.
Osteoklastlarin ¢ap1 20-100pum araligindadir ve yedi haftaya kadar bir dmiirleri vardir
(28). Normal iskelet olgunlagmasi i¢in mineralize dokularin rezorpsiyonu zorunludur
(29). Kemik ile temas halinde olan hiicre alan1 ‘seffaf zon’ ile cevrili dalgali bir
kenara sahiptir. Hiicre, bu seffaf zonda kemige yapisir ve kemik absorpsiyonu i¢in
gerekli olan mikro cevre olusumuna imkan saglar (28). Osteoklastlar aktif
olduklarinda dogrudan kemik yiizeyine oturur (30) ve genellikle Howship lakiinalar

olarak bilinen bosluklarda bulunur. Kemigi absorbe etmek icin asitleri ve kemik



mineralini ¢c6zen H' iyonlari igeren hidrolazlari salgilarlar. Osteoklastlar rezorpsiyon
belirli bir bolgede durduktan sonra bitisik kemik iligine goc¢ ederek apoptozise girer
(28). Osteoklast farklilagsmasi ve fonksiyonunun diizenlenmesi karmasiktir ve Sekil

2.2'de gosterildigi gibi osteoblast fonksiyonuyla yakindan iliskilidir.

Osteoklast Olgun osteoklast
c-fms prekirsori

Diferansiyasyon
M-CSF @
4

RANK
I inhibisyon I OPG
4

A 4

RANKL

Osteoblast/stromal hiicreler

1

Sitokinler ve Hormonlar

Sekil 02.2: Osteoklast formasyonunun RANKL-bagiml regiilasyonu (31).

2.1.4.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar, kemik matriksi olusumundan sorumlu olan tamamen
diferansiye olmus mononiikleer hiicrelerdir. Inaktif olduklarinda diizlesir ve kemik-
sinir hiicreleri olarak adlandirilirlar (32). Bununla birlikte, aktif osteoblastlar kiiboid
bir sekle sahiptir (33). Osteoblast hiicresinin goreceli olarak biiyiik cekirdegi,
belirgin bir golgi alani (hiicreden disariya salinacak malzemelerin depolanmasi ve
paketlenmesinden sorumlu) ve ekstraseliiler matriks (ESM) proteinlerinin sentezi ve
salimimu i¢in 1yi gelismis bir endoplazmik retikulumu vardir (34). Osteoblastlar
biiyiik miktarda riboniikleik asit icerir (35,36). Insan aktif osteoblastlarinin
maksimum boyutu 20-30um'dir (37). Kemik yiizeylerinde ve kemik iliginde bulunan
mezenkimal kok hiicrelerden meydana gelirler. Bu pluripotent kok hiicrelerin
osteoblastlara diferansiyasyonu dokuya 6zgii transkripsiyon faktorii Runx2 / Osterix

ile kontrol edilir (38).



Osteoblastlarin farklilasmast ve ¢ogalmast KMP (39), fibroblast biiyiime
faktorleri (FGF) ve Indian Hedgehog Homologue (IHH) geni gibi cesitli biiylime
faktorleri tarafindan regiile edilir (40). Bu hiicrelerin kemik olusturma islevleri D
vitamini diizeyleri, paratiroid hormonu (PTH, kalsiyum hemostaz regiilatorii) ve
insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF) diizeylerinden etkilenir (41). Bir osteoblastin
protein ekspresyonu omrii boyunca degisir. Bu nedenle, bu proteinlerin 6l¢iimii ile

osteoblastin olgunlastig1 sathay1 dogru bir sekilde tanimlamak miimkiindiir.

Bir osteoblastin fonksiyonel omrii 3-18 ay arasinda degismekte olup,
ortalama yasam siiresi 5-6 aydir (42). Osteoblastlarin yaklasik %50-70'1 apoptoz ile
oliir, geri kalan kismu osteositler veya kemik sinir hiicreleri halini alir (33). Aktif
osteoblastlar Tip 1 kollajen ve kollajen olmayan proteinleri igeren osteoid sentezi
yoluyla trabekiiller veya Havers sistemi yiizeyinde kemik matriksini olusturur.
Osteoid daha sonra mineralize edilerek kemik ESM’si olusur. Osteoblastlarin osteoid
olusumuna ek olarak, osteoklast aktivitesinin regiilasyonunda da rol oynadigi

diistiniilmektedir (Bkz. Sekil 2.2).

2.1.4.3. Osteositler

Osteositler olgun kemikte sayica en ¢ok bulunan hiicrelerdir. Bunlar, bir
osteoblastin kemik matriksine dahil edilmesiyle olusur. Osteoblasttan olgun osteosite
doniistim sirasinda bir hiicre hacminin %70'ini kaybeder ancak, uzunluklari
20-60um'ye kadar artabilir (28). Osteositler, ¢ekirdegi cevreleyen az miktarda
sitoplazmaya ve hiicreleri diger osteositlere baglamak icin kemik kanalindan
yayillmig uzun sitoplazma uzantilarina sahiptir. Kemik onarimindan sorumlu olan bu
hiicrelerin matriks sentezi ve lokal matriks rezorpsiyon yetenegi bulunmaktadir.
Kalsiyum iyonlarmin degisimini kontrol eden iyonik konsantrasyonu koruyarak

kemik minerallerini stabilize ettikleri diisiiniilmektedir.

2.1.4.4. Kemik smir hiicreleri

Kemik smir hiicreleri hem kemik formasyonuna, hem de kemik

rezorpsiyonuna ugrayan yiizeyleri kaplar (30). Tekrar osteoblastlara aktive olmalari



miimkiindiir (33). Sinyal {iiretimi yoluyla osteoklastlar1 aktive ederek kemik
remodelinginin aktivasyonunda da rol oynamaktadirlar (44). Kemik rezorpsiyonu

baslamadan once bu hiicreler, endosteal membrani sindirip kemik mineralini acgiga
cikarir (28).

2.1.5. Kemik yapisi: Kortikal kemik ve trabekiiler kemik

Morfolojik olarak kemikte iki temel sekil vardir (Sekil 2.3):
1. Kortikal (Kompakt)

2. Trabekiiler (Spongioz veya kansell6z)

Kortikal kemikte kollajen fibriller konsantrik lameller olusturmak iizere
yogun sekilde siralanir ve fibriller komsu lamellerde dik diizlemde birlestirilir.
Trabekiiler kemik, lamellerin birbirine paralel olarak diizenlendigi zayif mineralize
ve gozenekli bir agdan olusur (45). Kortikal ve kanselloz kemik yiizdesi iskelet
sistemindeki farkli bolgeler arasinda degisiklik gosterir. Ornegin; bel omurgasinda
kemigin %66's1 kansell6z kemik iken, orta radiusda kemigin %95'den fazlas1 kortikal

kemiktir (46).

Osteosit iceren lakiinler  Kompakt kemik (osteon)

& % (8T D, Spongioz

kemilk (trabeliil)

Osteon Havers kanah

Periost

Vollimann kanah

Sekil 2.3: Kompakt ve kanselloz kemik(kesitsel goriiniim).
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2.1.6. Kemik histolojisi: Lameller kemik ve orgii kemik

Lameller kemik, kollajen liflerin lamel yapisi iginde siralandigi olgun
kemiktir (46,47). Lameller kemigin esasen konsantrik lameller ile ¢evrili santral
kanallar iceren Osteonlar veya Haversiyan sistemler denilen silindirik birimlerden
olustugu diisiiniilmektedir. Merkezi kanala Osteon veya Haversian kanali denir ve
bu kanal, icerisinde kan damar1 ve sinirleri bulundurur (47). Orgii kemik
olgunlasmamis kemiktir. Iskelet olusumu veya kirik iyilesmesi sirasinda cok hizli
bir bicimde sekillenir. Orgii kemikteki kollajen lifler gevsek diziler halinde
diizenlenir ve bu nedenle de nonlamellar kemik olarak adlandirilir. Orgii kemik

lameller kemige gore birim alan basina daha fazla hiicre igerir (48).

2.1.7. Kemik gelisimi

Kemik olusumunda iki temel siire¢ vardir; intramembran6z kemik olusumu

ve endokondral kemik olusumu.

2.1.7.1. intramembranéz kemik olusumu

Bu tip kemik olusumu kafa kemiklerinin ve pelvik kemikleri igceren yassi
kemiklerin gelisimsel yoludur. Kemik hiicre progenitorleri, yani MSC'ler, gelisim
sirasinda kikirdak sablonu olmadan dogrudan kemik hiicrelerine diferansiye olur. Bu
siirec mezenkimal projenitorlerin yogunlagmasiyla baglar. Bu hiicreler pre-
osteoblastlara diferansiye olmaya baglar ve sialoprotein/osteopontin gibi bir dizi
hiicre baglayici protein iceren baslangic¢ osteoidi iiretir. Osteokalsin kollajen olmayan
proteinlerin en bol miktarda olamidir. Bu protein kemik olusumunun mineralizasyon
asamasinda goriilen bir kalsiyum baglayici maddedir. Tip 1 kollajen ve kiigiik
proteoglikanlar olustuktan sonra kemik olgunlastikca capraz baglantilar kurulur.
Kollajen lifler immatiir 6rgii kemikte kemik mineralizasyonunun erken evrelerinde
daha az organize olur. Daha sonra, orgii kemik kollajen liflerin tabakalarda daha

fazla yonlendirildigi lameller kemik ile yer degistirir.
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2.1.7.2. Endokondral kemik olusumu

Endokondral kemiklesme uzun kemiklerin ve omurganin gelistigi siirectir.
Sablon olarak baslangic kikirdak doku olusumunu igerir. Bu yapi, projenitor
hiicrelerin bir rezervuar1 olan periost ve perikondriyum ile cevrilidir. Projenitor
hiicreler kondrositlere farklilasir ve kondrositler kalsifiye kikirdak matriksi tiretir. Bu
hiicreler kan damar1 olusumunu uyaran vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF)
salgilar. Kikirdak matriksinin merkez bolgesini kaplayan vaskiiler tomurcuklar
olusur. Kalsifiye kikirdak matriksin merkezinde bir bosluk gelisir. Bu, daha sonra
primer spongioza, yani lameller kemik ile ¢evrili immatiir trabekiil ve kemik iligi
boslugunu olusturur. Kemik gelistikce epifiz bolgelerinde ossifikasyonun ikincil

merkezi olan sekonder spongioza olusur.

2.1.8. Kemik iyilesmesi

Kemik iyilesmesi hiicreler, biiytime faktorleri ve ESM’den olusan karmagik
bir etkilesimin yer aldigi, biiyiime ve iskelet gelisiminin belirli yonlerini birlestiren
cok faktorlii bir siirectir. Geleneksel olarak siire¢ dort asamada aciklanmaktadir
(Sekil 2.4).

' Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4
Inflamasyon Yumugak kallus formasyonu Sert kallus formasyonu Remodeling

% s P A

Sekil 2.4: Kirik iyilesme evreleri (49).
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Erken evrede, hiicresel enflamasyon reaksiyonunu fibrokartilaj doku iiretimi
(yumusak kallus dokusu) takip eder. Sert kallus olusumu i¢in dogal parmak izi olan
bu fibrokartilaj dokusu, fizyolojik olarak kortikal veya trabekiiler kemik ile yer
degistirir. Son evrede kemik yeniden sekillendirilir ve tamamlanir. Onarim siirecinde
her yeni olusan doku bir 6nceki dokudan gelisir ve tiim iyilesme mekanizmast bu

ortiisen agamalarin gelismesiyle gerceklesir (49-54).

2.1.8.1. Evre 1: inflamasyon

Bir kemik hasart tipik olarak lokal yumusak doku biitiinliigiiniin bozulmasiyla
iligkilidir, bu da alanda kanamaya ve hematom gelisimine neden olur. Yara
iyilesmesinin ilk asamasi spesifik degildir ve inflamatuar mediyatorlerin
regiilasyonu ile karakterizedir. Enfeksiyona karsi miicadele icin doku hasarinin
bulundugu bolgede trombositler, makrofajlar ve inflamatuar hiicreler toplanir.
Sitokinler ve biiylime faktorleri salgilanir, fibrindz trombiis i¢inde pihti gelisir.
Zamanla endotel hiicreleri piht1 icine yeni kilcal damarlar iiretir ve graniilasyon
dokusu formasyonu olusur. Makrofajlar, dev hiicreler ve diger fagositik hiicreler
bozulan hiicreleri ve diger debrisleri temizler. Bu hiicresel yanit, bir dizi sitokin ve
biiylime faktoriiniin salgilanmasi ile koordine edilir. Bir inflamasyon varliginda
hiicreler ve molekiillerin yaninda biyofiziksel ozellikleri ve geometrik
karakteristikleri olan ESM'yi de igeren son derece kompleks bir siire¢ gelisir

(49,50,55-58).

2.1.8.2. Evre 2: Yumusak kallus olusumu

Kiriklar genellikle bir derece mekanik dengesizlik ile karakterizedir.
Ossifikasyon kikirdak sablonla basladigi i¢in yumusak kallus kiriga yari sert bir
destek saglar. Kondrositler ve fibroblastlar kartilaj matriksin sentezinden sorumlu
hiicrelerdir ve kirik fragmanlar arasinda gegici tikag gorevi goriir. Mezenkimal
projenitorlerden tiiretilen kondrositler, apoptoza ugramadan once hipertrofiye olur ve
kartilaj matriksi mineralize eder. Biiylime faktorlerinin fibroblast proliferasyonu,

kondrosit yonlendirilmesi ve var olan damarlardan kollateral dallarin ve daha biiyiik
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damarlarin vaskiiler morfogenezisinin diizenlenmesi gibi 6nemli gorevleri vardir

(49,50,54).

2.1.8.3. Evre 3: Sert kallus olusumu

Bu asamada, osteojenik faktorlerin varliginda osteoprojenitorlerden
farklilasan osteoblastlar hiicre seviyesi olarak baskindir. Projenitor hiicreler periost,
kemik iligi, damar sistemi ve ¢evre lokal dokular gibi bir¢ok kaynaktan koken alir.
Bu evrede osteoblastlar, yumusak kallusun stabil bolgelerinden baslayarak
mineralize edilmis kemik matriksi diretir. Yeni sert kallus kopriisii kurmak icin
saglam olmayan yumusak kallus revaskiilarizasyon esliginde yavas yavas kaldirilir.
Vaskiiler sistem, lokal bolgedeki osteoblastlara doniisen projenitor hiicrelerin oksijen
ihtiyacimin karsilanmasini sagladigi icin sert kallus olusumunda kilit noktadir

(49,50,54).

2.1.8.4. Evre 4: Kemik remodelingi

Bu son evre, sert kallusun yerini aldig1 ve yeni kortikal veya trabekiiler
kemigin olustugu bir siirec olan kemik remodelingi ile karakterizedir. lgili anahtar
hiicre tipi kemik yiizeyinin ve yeni kemik sekresyonu yapan osteoblastlarin
rezorpsiyonunu  saglayan osteoklastlardir.  Ozellikle osteoklastlar matriksin
demineralize edilmesi ve kollajen gibi organik bilesenlerin indirgenmesi i¢in asit ve
proteinazlart rezorpsiyon alanina pompalamaktadir. Osteoblastlar osteoklast
davranigint etkileyen, kemik olusum ve rezorpsiyon koordinasyonundan sorumlu

sitokinleri salgilar. Bu asamada vaskiilarizasyon devam eder (49,50,54).

Kemik remodelasyon fizyolojisi

Canli bir doku olarak kemik, omrii boyunca diizenli bir turn-over ve
remodelinge sahiptir. Bu fizyolojik siire¢, siirecte yer alan ve kemik remodeling
tinitesi olarak bilinen cesitli hiicreler grubunu gerektirir. Kemik turn-over derecesi
kemik tipine baghdir. Kanselloz kemikte tur-nover kompakt kemikten daha

yiiksektir (59). Bu siirecin diizensiz olmast 6zellikle vertebralar, proksimal femur ve
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diafizden daha cok kanselloz kemige sahip olan radius distal ucu gibi kemiklerde
osteoporotik kiriklara neden olabilir (60). Kemik remodeling dongiisiinde dort evre

vardir; aktivasyon, rezorpsiyon, geri doniisiim ve formasyon (Sekil 2.5)(61).

Osteoklastlar yerel sitokinlere (M-CSF ve RANKL) cevap olarak aktive
edilir ve kemik i¢inde toplanir (61). Daha sonra, tam diferansiye osteoklastlar
Katepsin-K ve matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi proteolitik enzimleri salgilar
(62). Bu rezorpsiyon asamasinin bir pargasidir ve Howship lakiinasinin olusumu ile
sonuclanir. Kemik matriksinin rezorpsiyonu ile transforme edici biiyiime faktorii
(TGF-B), kemik morfojenetik proteinleri (KMP), trombosit kokenli biiyiime faktorii
(PDGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-I ve II) ve fibroblast biiyiime faktorii
(FGF) salinir (63). Bu biiyiime faktorleri MSC'lerin ve diger kemik projenitorlerinin
farklilasmasin1 uyarir ve destekler. Farklilasmis osteoblastlar daha sonra mineralize

olacak olan yeni bir kemik matriksini formasyon evresinde sentezlemeye baslar.

Smmuar hiicreleri

Osteoklast Mineralizasyon
- Diferansiyasyon o
- Altivasyon
Dinlenme

»

k\

Rezorpsiyon
Osteoklast Matrix sentezi
- Apoptozis z
- Uzaklagtirma Geri diiniisiim
{Jsteohblast
- Diferansiyvasyon
- Aktivasyon

Sekil 2.5: Kemik remodelasyon dongiisii.
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2.2. Kemik Greft Materyalleri

Kemik ogmentasyonu i¢in kullanilan greftler dogal elde edilen materyaller
(otogreftler, allogreftler ve ksenogreftler) ve sentetik materyaller (alloplastlar) olmak
tizere iki gruba ayrilir (Tablo 2.1)(64-66). Bu greft materyalleri osteojenik,
osteoindiiktif, osteokondiiktif veya bu Ozelliklerin bir kombinasyonuna sahip

olduklar1 hipotezine dayanilarak klinik uygulamalar i¢in kullanilir (67).

Tablo 2.1: Kemik greftlerinin siniflandirilmasi

r ™\
—  Kortikal - Taze Demineralize ’ Dokukaynakh
) dondurulmug “Dentin
= Kanselloz || Dondurulup Deproteinize ’ | * Sement
- kurutulmus *Kikirdak
Kortiko- M) *Sklera
Kkanselliz Demineralize ' '
{ dondurulup \'Dlllﬂlllﬂtﬁl y
) . kurutulmus
—  Kompozit e
— Metal
= Osteokondral
— Jelatin film
- Vaskiilarize ;
— Polimer
= Kalsiyum siilfat
— Kalsivumkarbonat
e Kalsiyum fosfat
Osteogenez

Osteogenez, greft icinde yasayan osteoblast ve osteoklast gibi hiicreler
tarafindan baslatilan yeni kemik formasyon olayidir. (68-70). Bu islem taze kansell6z
otogreftlerde olusur; ciinkii bunlar transfer edilmis hiicrelerin yasamasina izin veren
taze kortikal otogreftlerden daha hizli revaskiilarize olabilir (69,71). Kanselloz
kemik, aktif osteoblastlar ya da farklilasmamis mezensimal hiicreler tarafindan

kaplanmis genis bir alan igerir.
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Implantasyondan 5-6 giin sonra baslayan osteogenezis, transplantasyonu
takiben 8 hafta boyunca maksimum diizeye ulasir (69). Otojen ve allojen kanselloz
kemik greftlerinin alic1 kemik icinde biitiinlesmesi bir yi1lda tamamlanir (69,71). Yeni
kemik formasyonu icin oncelikle gerekli miktarda “osteojenik projenitor hiicreler”
ortamda bulunmalidir (72-74). Osteoprojenitor hiicreler osteoblastlara doniiserek
kemik yapimimi saglar. Bu hiicreler baslangicta 6zel bir doku hiicresine diferansiye
olmaz ve yasamlar1 boyunca ¢ogalabilme o6zelligine sahiptir. Farklilasmamis kok
hiicre klonlar1 olusturabildikleri gibi gecis hiicrelerine diferansiye olup geliserek
kemik, kikirdak, ligament, tendon ve yag gibi bag dokusu hiicrelerine de doniisebilir
(72).

Tasiyic1  matriksler  osteoprojenitoér  hiicreleri  kendilerine  ¢cekme,
migrasyonlarini kolaylastirma ve revaskiilarizasyonu baslatma 6zelligine sahiptir.
Son asamada yeni kemik formasyonu basladiktan sonra tasiyicinin islevi tamamlanir
ve zararli artiklar birakmadan rezorbe olmasi beklenir (34). Hiicre matriks
kompozitlerinin osteoblastik projenitor hiicrelerin transplantasyonu sirasinda uygun
bir tastyici ve destek olduklari, ayrica hiicrelerin yagamasi ve ¢cogalmasi lizerine etki
gosterdikleri belirtilmektedir. Allogreft kemik dokusu en iyi tasityict desteklerden
biridir ancak; potansiyel enfeksiyon riski, immun reaksiyon ve yetersiz miktarda elde
edilebilmesi nedeniyle allogreft yerine mineralize kollajen, kalsiyum fosfat
seramikleri, hyaluronik asit veya kollajen yapida matriksler ve sentetik polimerler

gibi tasiyicilar da gelistirilmistir (74).

Osteokondiiksiyon

Greftlenmis bolgelerdeki kemik rejenerasyonunun erken asamasinda tiim
greft boyunca aktif kemik rezorpsiyonu ve formasyon olaylar1 baskindir. Birlesmenin
daha sonraki asamasi osteokondiiksiyon siireci ile karakterizedir (75).
Osteokondiiksiyon, greftin sahadan gelen kilcal damarlarin ve osteoprojenitor
hiicrelerin defekt bolgesine dogru biiylimesi i¢in {i¢ boyutlu bir iskelet sagladigi
ozelligidir (76). Giintimiizde kullanilan bircok kemik greft materyali bu biyolojik

sire¢ aracilifiyla yeni kemik olusumuna katkida bulunabilmektedir (77).
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Osteokondiiksiyon i¢in materyal yapist ve tasarimi kritik Onem tasir. Hiicresel
osteojenik farklilasma i¢cin en uygun materyal kemik kimyasini taklit edendir.
Ayrica, makroporozite ve gozenek baglanti modelleri ostekondiiksiyon potansiyeli
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Yiiksek porozite seviyesi, kan damari biiytimesi
ve kemik matriks depozisyonu icin gereklidir. Gozenek sekli ve ara baglant1 boyutu
vaskiiler akis icin smirlayict faktorler olabilir (78). Bu nedenle, materyal
kompozisyonu ve tasarimi yeni kemik olusumu i¢in gerekli olan greft rezorpsiyonu

ve kondiiksiyonuna izin vermelidir.

Osteoindiiksiyon

Osteoblast prekiirsorleri osteoindiiktorlerin etkisi altinda olgun osteoblastlara
farklilasir ve ilk haftalar boyunca yeni kemik sentezler. Kemik olusumunda rol
oynayan bilyiime faktorleri fibroblast ve osteoblast proliferasyonu, hiicre dis1 matriks
birikimi, mezenkimal hiicre farklilagsmasi ve vaskiiler proliferasyon iizerine etki
gosterir (Sekil 2.6). Kemik rejenerasyonunun erken sathalarindaki kemik indiiksiyon
regiilasyonunun karmasikligi biiylime faktorlerinin spesifik etki 6zelligine sahip
olmasiyla ¢oziliir (79). PDGF ve FGF fibroblast ve osteoblast proliferasyonunu
stimiile ederek indiiksiyonun erken evrelerini etkilemektedir. Benzer sekilde IGF
hiicre proliferasyonunda, ayrica hiicre dis1 matris birikimi iizerinde de etkindir. Buna
karsin, BMP oncelikle mezenkimal hiicre farklilasmasi ve vaskiiler proliferasyon gibi
osteoindiiksiyonun ilerleyen asamalarinda gorevlidir. TGF-B hiicresel cogalma,
matriks birikimi ve vaskiilarizasyon {lizerine etkindir; ancak mezenkimal hiicre

farklilasmasi iizerinde etkinligi yoktur.

18



Yumugak
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k/\« B Ahei kemik

yatagy

Periost “»  Epitelyal hiicre
Fibrohlast
Osteoklast
Osteohlast

Sekil 2.6: Kemik rejenerasyonu icin biyolojik gereksinimler (80). (A) Cogu greft materyali
osteoblastlar tarafindan kemik depozisyonu yapilmadan once osteoklastlar tarafindan
rezorbe olur. (B) Yumusak dokularin turn-over hizi kemikten daha yiiksek oldugu i¢in,
yiiksek resorpsiyon oranina sahip olan greftler yiizeylerini yumusak dokulardan ayiran
membranlarla kombinasyon halinde kullanilir. Bu yaklasim, yumusak dokularin kemik
olusumunun amaglandig1 alana girmesini onler. (C) Osteoblast kemik depozisyonu, greft
icinden yeterli kan akis1 ve greftin osteoblast farklilagmasi ve fonksiyonu icin gerekli
biiytime faktorlerini saglayan osteoindiiktif 6zellikleri ile kolaylastirilir.

2.2.1. Otojen kemik greftleri (Otogreftler)

Otojen greftler intraoral veya ekstraoral bolgeden elde edilip, ayn1 bireyde
kemik defekti olan bolgelere aktarilir. Otojen greft osse6z doku rejenerasyonu i¢in en
iyi osteojenik organik grefttir (81). Iliak krestten elde edilen greftler optimal
osteokondiiktif, osteoindiiktif ve osteojenik Ozellikler saglar (82). Bununla birlikte,
verici alan morbiditesi, artan maliyet ve greft hacmi kisitlamalari nedeniyle diger
greft materyallerinin kullammmi klinik uygulamada daha yaygin hale gelmistir
(82,83). Hiicresel (osteojenik) elementlerin ¢ogunlugu transplantasyon prosediiriinde
canliligimi koruyamadigi i¢in otogreftlerin alici bolgelerde basarisiz olabilecegi de

belirtilmistir (82).

Otojen greft eldesinde en sik kullanilan bolgeler mandibula (¢ene ucu,
mandibular ramus ve mandibular corpus) (84,85), maksilla (tuber, spina nasalis ve
krista zygomatiko-alveolaris), kalvaria, iliak krest (pelvis kenar1) ve tibiadir.

Ekstraoral bolgelerle karsilastirildiginda intraoral verici alanlarda daha az morbidite
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orani vardir (74). Mandibular kemik en ¢ok tercih edilen agiz ici bolgedir ve greft,
blok halinde veya partikiil seklinde elde edilebilir. Kemik yongalar1 elde etmek icin
kaziyicilar kullanilabilir (86). Biiylik miktarda otolog kortiko-kanselloz kemigin

eldesinde en sik kullanilan ekstraoral verici alan ise pelvis dis kenaridir (87).

Otogreftler kanselloz veya kortikal yapida ya da her ikisinin kombinasyonu
seklinde olabilir. Kanselloz greftler, siingerimsi yapilart nedeniyle kortikal
greftlerden daha erken revaskiilarize olma Ozelligine sahiptir. Bu greftlerin
revaskiilarizasyonu transplantasyondan sonraki besinci giin civarinda baglar (88).
Kortikal greftlerin zamanla azalan yiiksek derece baslangic dayaniklik oOzelligi
vardir. Implantasyondan 6 ay sonra kortikal otogreftlerin normal kemikten %40-50
daha zayif oldugu gosterilmistir (88). Aksine, kanselloz otogreftler baslangicta
gozenekli yapilarindan dolayr daha yumusaktir. Bir siire boyunca dayaniklilik
kazanmaya devam eder ve biyomekanik uyar1 yeterli boyutsal stabilite ve gii¢ elde

etmek i¢in kritik 6nem tagir (67).

2.2.2. Allojen kemik greftleri (Allogreftler)

Allogreftler ayni tiirden olup genetik olarak farkli bireylerden elde edilir.
Biiyiik miktarlarda alinabildiginden ve ikinci bir cerrahi alan ile ilgili dezavantajlar
ortadan kaldirdigindan allogreft kullanimi ¢ogu zaman tercih edilmektedir.
Allogreftler kullanmadan 6nce farkli islemlere maruz kalsalar da hastalik bulasma
riski hala olasidir. Allogreft kullanimi ile insan immiin yetmezlik viriisii (HIV)
bulagma riskinin 1.6 milyonda 1 oldugu tahmin edilmektedir (89). Capraz enfeksiyon
ve ensefalopati insidansina iligkin bazi raporlar vardir (90-92). Bununla birlikte,
allogreft avantajlar1 bu diisiik oranli risklerin oniine gegmekte ve allogreftlarin rutin
kullantminm1 ~ arttirmaktadir  (93,94). Alveolar sirt ogmentasyonu (95), siniis
ogmentasyonu (96) ve dis cekim sonrasinda soket korunmasi (97) gibi cesitli kemik
ougmentasyon prosediirleri i¢in farkli ebat ve kokende (kortikal, kanselloz veya her
ikisi) allogreft parcaciklar1 kullanilmaktadir. Allogreftler ¢ogunlukla taze,

dondurulmus, dondurulmus-kurutulmus, mineralize ve mineralden arindirilmis
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olarak hazirlanirlar. Bunlarin her biri kortikal cips, kortikal graniiller, kortikal yonga

veya kanselloz toz greft olarak bulunabilir (67,98).

2.2.2.1. Taze veya dondurulmus iliak kanselloz kemik allogreftleri

Taze ya da donmus iliak kanselloz kemik mevcut tiim allogreftlerin en
yiikksek osteokondiiktif ve osteoindiiktif potansiyele sahip olan seklidir (99,100).
Antijenite, capraz enfeksiyon ve hastalik bulasma riski donmus iliak allogreftlerin

giiniimiiz pratiginde kullanimini sinirlandirmistir (100).

2.2.2.2. Mineralize dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleri

Dondurulmus-kurutulmus kemik allogreftleri (DKKA) oral cerrahide yaygin
olarak kullanilmaktadir (101). Yapilan calismalar taze dondurulmus kemik ile iligkili
saglik risklerinin minimal oldugunu ve greftleme prosediirlerinin klinik basarisinin
yiikksek oldugunu gostermektedir (102). Dondurarak kurutma yonteminin allogreft
partikiil yiizeyindeki insan lokosit antijenlerini iic boyutlu bozarak konake¢idaki
immiin tanimayr etkiledigi diisiiniilmektedir (103,104). DDKA, taze veya
dondurulmus allogreftlerle karsilastirildiginda daha az osteoindiiktif ve mekanik
ozelliklere sahiptir (67,102). Kortikal DDKA, primatlarda immiin reaksiyon
gostermemistir  (105). Kortikal veya kanselloz DDKA'min avantajlari; greft
rezorpsiyon siiresini uzatan daha yiiksek kemik matriksi hacmi, matrikste depolanan
biiylime faktorleri yoluyla daha yiiksek indiiktif potansiyel ve daha az antijenitedir.
DDKA, osteokondiiktif olarak kabul edilir (76,106) ve greftin osteojenik
potansiyelini arttirmak i¢in otogreftler ile kombinasyon halinde kullanilabilir (107).
Alveolar ogmentasyon sonuglari, rezorbe olan membranlarla birlikte DDKA'nin
ciddi alveolar sirt defektlerinin tedavisinde otojen blok greft i¢in kabul edilebilir bir

alternatif olabilecegini diisiindiirmektedir (108).

2.2.2.3. Demineralize dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleri

Demineralize dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleri (DDKKA),

maksillofasiyal greftleme prosediirleri i¢in tek basina veya DDKA ve otogreftler ile
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kombine olarak siklikla kullanilir. Diger kemik rejenerasyon materyalleri ile
karsilastirildiginda DDKKA hizli rezorpsiyon ve demineralizasyonu takiben
osteoindiiktif ~proteinlerin aciga c¢ikmasi avantajlarina sahiptir  (109-111).
DDKKA'nin osteoindiiktif potansiyeli esas olarak matrikste depolanan morfogenetik
proteinlere (BMP) dayandirilir (112). Biiylime ve diferansiyasyon faktorlerinin
DDKKA preparatlarinda mevcut oldugu gosterilmistir (113). Geng bireylerden elde
edilen greftlerin osteojenik potensiyelinin daha yasl bireylere gore yiiksek olmasi

DDKKA'nin biyoaktivitesinin donor yasina bagli oldugunu gosterir.

Maksiller siniis ougmentasyon prosediirlerinde, otojen greftlerle %40
oraninda yeni kemik olusumu goriilirken DDKKA’da bu oran %29 olarak
bulunmustur (114). Ayrica, greftin merkezine yakin parcaciklar remineralizasyon
veya yeni kemik formasyon belirtisi gostermezken, dondr kemigin yakininda
bulunan DDKKA parcaciklart yeni kemik ile kaplanmistir. Bununla birlikte,
piyasada bulunan DDKKA ile zayif kemik formasyonu gosteren raporlar da

mevcuttur (115).

2.2.2.4. Demineralize kemik matriksi

Demineralize kemik matriksi (DKM), osteokondiiktif ve farkli derecelerde
osteoindiiktif bir materyal olarak kemik kayiplarin1 ve bosluklari doldurmak igin
kullanilir. DKM hizli bir sekilde yeniden damarlanir ve ayn1 zamanda otolog kemik
iligi icin 1yi bir tagtyicidir. Urist ve ark. tarafindan tarif edilen ve daha sonra Reddi ve
Huggins tarafindan gelistirilen standardize edilmis yontemle DKM elde edilir. Bu
yontemde allojen kemik 74-420jxm partikiil biiyiikliigline erisene kadar ezilir ve
ardindan ii¢ saat 0,5N HCL mEq/gr'da demineralize edilir. Kalan asit steril su, etanol
ve etil eter ile yikanir (116). DKM elde etme asamalarina gore (demineralizasyon
zamani, asit uygulamasi, 1s1, yagdan anndinci ajan uygulamalari ve gama isinlan
veya etilen oksit ile sterilizasyon) doku bankalan ve firmalar arasinda farkliliklar

bulunur (117).
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DKM’nin biyolojik aktivitesi ekstraselliiler matrikste bulunan proteinler ve
biiytime faktorleri ile olur. DKM'nin osteoindiiktif kapasitesi kemigin islenmesi,
saklama sekli, sterilizasyon yontemi ve dondre gore degisebilir. Uriin; dondurulmus-
kurutulmus toz, ezilmis graniiller veya yongalar, jel veya macun seklinde
kullanilabilir (117). Gliserol, hyaluronik asit, kalsiyum siilfat ve jelatin ile
karistirillarak bu formlar elde edilir. Bostrom ve ark. ve Wang ve ark.'nin yaptiklari
caligmalarda gliserolle kombine edilen DKM uygulamalar1 sonrasinda asir1 doz
kullaniminda norotoksik ve nefrotoksik etkiler gosterilmistir (118). Bu nedenle
gliserolle kombine edilen DKM kullanilacagi zaman 2 cc/kg'nin lizerinde dozda
kullanilmamasi (diisiik viicut agirligina sahip ¢ocuk ve yaslhilarda dikkat edilmesi) ve
renal fonksiyonlar1 bozuk olan hastalarda kullanimindan kac¢inilmasi onerilir. Acikta

bulunan spinal sinirlerle dogrudan temasinin 6nlenmesi gerektigi belirtilmistir (119).

DKMnin uzun kemik kaynamamalar1 ve kirik sonucu olusan kemik
kayiplarinda otolog kemik greftlerine benzer iyilesme sonucu elde edildigini gosteren
caligmalar bildirilmistir. Kemik kaybi biiyilk oldugu zaman otolog kemik greftini
arttirmak ve yogunlastirmak icin DKM kanselloz greft ile karistirilarak kullanilabilir.
Ayni zamanda otolog kemik grefti kullanilamayan hastalarda alternatif olarak
diisiiniilebilir. Yine perkiitan olarak DKM ve otolog kemik iligi kullanimi bu tip

olgularda g6z oniinde bulundurulmalidir (117).

DKM allojen bir madde olmasi nedeniyle HIV bulastirma riski gibi bazi
dezavantajlar da tagimaktadir. Ancak, alic1 se¢imi sirasinda yapilan degerlendirmeler
ve dekalsifikasyon islemi esnasinda viriisiin inaktive olmasi sebebiyle bu risk ¢ok
diisiiktiir. Bugiine kadar yapilan yaymlarda DKM kullanimi sonrast HIV gecisi

bildirilmemistir.

2.2.3. Ksenogreftler (Heterogreftler)

Ksenogreftler insan disindaki tiirlerden elde edilir. Insanlarla biyolojik olarak
uyumlu olduklar1 ve osteokondiiktif 6zelliklere sahip olduklar1 kabul edilmektedir.

Aseptik kemik kavitelerinde kemik grefti olarak ksenogreft kullanimi ilk kez 1889
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yilinda bildirilmistir (120). Ksenogreft materyali alic1 bolgede zamanla rezorbe olup
yeni olusan kemikle yer degistirme potansiyeline sahiptir (121-123). Genel
kullanimda olan sigir kemigi, organik bilesensiz dogal kemik minerali elde etmek
izere islenir. S1gir kaynakli anorganik kemik diisiik 1s1 ve kimyasallar ile organik
bilesenlerinden arindirilan, poréz kortikal ve kanselloz kemik iceren HA iskeletinden

olusur.

Gecmiste sigir ksenogreftleri, muhtemelen advers reaksiyonlara neden olan
rezidiiel proteinlerin kaldigr kimyasal tekniklerle olusan greft reddi nedeniyle
basarisiz olmugstur (124). Sigir kokenli ksenogreftler hastalik gegisi icin teorik bir
risk tasir. Mevcut verilerde sigir ensefalopati riski goz ardi edilebilir olmasina
ragmen endiseler halen mevcuttur. Bu greft materyalinin bir avantaji, sentetik olarak
tiretilen materyallere kiyasla daha yiiksek osteokondiiktif potansiyele sahip
olmasidir. Sigir kaynakl kemik greftleri (partikiil ve blok) kemik i¢i defektlerde ve
alveolar ogmentasyon tedavisinde basartyla kullanilmistir (96). Vertikal kemik
ougmentasyon caligmalarinda kullanilan ksenojen kemik bloklar1 ¢cok kirilgandir ve
yeterli dayanikliga sahip degildir. Siklikla vida sabitleme islemi sirasinda kirilirlar ki
bu, iyilesmede istenilen sonucun alinmasini engeller ve daha hassas cerrahi prosediir

gerektirir (125).

Koralina kalsiyum karbonat, Porites cinsi dogal mercandan elde edilir ve
oncelikle aragonitten olusur. Kanselloz kemikte oldugu gibi 100 ila 200um gozenek
boyutuna sahiptir (126). Goreceli %45'lik gozeneklilik greft rezorpsiyonu ve yeni
kemik ile yer degistirme icin biiyiik bir yiizey alan1 saglar (127). Kalsiyum karbonat,
151 doniisiimiiyle aym1 mercandan elde edilebilen HA’dan farkli olarak in-vivo
rezorbe olabilir. Kalsiyum karbonat, kemik formasyonunu uyarmak i¢in diger greft
materyallerine benzer sekilde karbonata yiizey doniisiimii gerektirmez, dolayisiyla
potansiyel olarak hizla yeni kemik depozisyonunu baglatabilir (126). Mercan
kalsiyum karbonatin yiiksek osteokondiiktif 6zellige sahip oldugu gosterilmistir ve

ayni zamanda bu materyal fibr6z enkapsiilasyona ugramaz (128).
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2.2.4. Alloplastikler

Alloplast kemik greft materyalleri, otogreft kullanimi ile iliskili dogal
sorunlarin iistesinden gelmek icin gelistirilmis sentetik materyallerdir (129).
Alloplastik materyallerin baslica avantajlari; dogal materyallere kiyasla yiiksek
miktarda bulunabilmeleri, hastalik bulagsma risklerinin olmamasi ve c¢ok diisiik
antijenik etki icermesidir (101). Alloplastlar cesitli sekillerde ve farkli fiziko-
kimyasal Ozelliklerde {iretilebilir. Hem rezorbe olabilen hem de rezorbe olmayan
formda, farkli porozite ve farkli gozenek boyutlarinda olabilirler. Alloplastlar
osteogenetik veya osteoindiiktif intrinsik potansiyele sahip olmayan esas olarak
osteokondiiktif =~ materyallerdir ve oral rekonstriiktif cerrahide basariyla
kullanilmaktadir. Baslica alloplastik materyaller trikalsiyum fosfatlar (TCP),
biyoaktif camlar, HA ve dikalsiyum fosfatlardir (130). Yeterli kemik biiyiimesine
izin veren poOrozlii yap: ve biiyiik partikiil boyutu alloplastlarin kullaniminda basari

icin kritik oldugu diisiiniilen bir 6zelliktir.

2.2.4.1. Trikalsiyum fosfat

TCP gozenekli bir kalsiyum fosfat formudur. TCP, o-TCP ve B-TCP gibi iki
kristalografik forma sahiptir (131). En yaygin tip B-TCP'dir. Kemik formasyonu ve
replasmanina izin veren, kismen rezorbe olabilen dolgu maddesi olarak kullanilir
(101). Yillar boyunca B-TCP daima ongoriilebilir olmayan sonuglara ragmen kemik
greft materyali olarak kabul gormiistiir. Dogrudan bir karsilastirma yapildiginda,
allojenik greftlerin rezorpsiyon ve kemik formasyonu agisindan B-TCP'den daha
basarili  oldugu  goriilmektedir (132). TCP  graniillerinin fibréoz  doku
enkapsiilasyonuna ugradiklarina ve yeterli kemik biiyiimesini tesvik etmediklerine
dair kanitlar vardir (133,134). Ote yandan, bazi calismalarda B-TCP ile kemik
depozisyonu bildirilmistir (132). a-TCP veya B-TCP kullanilanilarak yapilan, dikey
ve yatay alveolar ougmentasyon amaclanan hayvan ve klinik ¢alismalarinda degisken

sonuglar elde edilmistir (135).
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2.2.4.2. Sentetik hidroksiapatit

Sentetik hidroksiapatit(HA) poroz rezorbe olmayan, solid rezorbe olmayan ve
rezorbe olan (poroz, seramik olmayan) seklinde cesitli formlarda kullanim igin
hazirlanmigtir. HA, osteojenik 6zelligi bulunmayan, osteoindiiktif etkisi kesin
olmayan, osteofilik ve osteokondiiktif greft materyali olarak islev goriir. HA 'nin
resorptif potansiyeli islendigi sicakliga baghdir. Daha yiiksek sicakliklarda
hazirlanarak iiretilen HA yogun, rezorbe olabilir ve daha biiyiik kristal boyutuna
sahiptir (136). Yogun HA greftleri osteokondiiktif, osteofilik ve biyouyumlu
dolgular olarak etki gosterir. Diisiik sicakliklarda islenmis partikiillii ve gézenekli
emilebilir HA preparatlart da klinik kullanim icin bulunmaktadir. Bu tir HA
sinterlenmeden yogunlastirilan (seramik olmayan), boyutlart1 300 ila 400um olan
parcaciklardan olusur. Bu sinterlenmemis HA’nin osteokondiiktif mekanizmalar
yoluyla kemik olusumunu indiikleyen bir mineral rezervuari olarak islev gordiigii
diisiiniilmektedir (137). Rezorpsiyon hiz1 yavastir, ¢linkii greft kemik replasmani i¢in

bir iskelet gorevi gorebilir (138).

HA graniillerinin tek basina veya otojen kemik greftleri ile birlikte
kullanildig1 siniis elevasyonu ve alveolar sirt ougmentasyonu islemlerinde yiiksek
basar1 oranlarina ulagilmistir (139). Ozellestirilmis Computer - Aided Design /
Computer - Aided Manufacturing (CAD/CAM) sistemi kullanilarak iiretilen poroz
hidroksiapatit iskeletleri ile atrofik mandibulanin (posterior bolge) vertikal
ogmentasyonu denenmistir (140). Buna regmen, HA’in in-vivo rezorpsiyon ve
remodeling kapasitesi sinirlidir. Bu nedenle vertikal kemik ogmentasyonda onley

kemik grefti olarak kullanim1 uygun degildir (141,142).

2.2.4.3. Biyoaktif camlar

Biyoaktif cam silisyum dioksit (%45), kalsiyum oksit (%24.5), sodyum oksit
(%24.5) ve fosfor pentoksit (%6)’den olusur (143). In-vivo olarak implante
edildiginde lokal ¢evrenin pH’1 10 degerinin iizerine cikar. Osteojenik hiicreler ve
kollajen lifler icin baglayici tabaka olarak islev goren biyoaktif seramik yiizey
tizerinde silikondan zengin bir jel olusur. Partikiil boyutlar1 90-710pum ile 300-355
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pm arasindadir (143). Bosluklu kalsiyum fosfat biiyiime bolmelerinin olusmasi, dis
silika jel katmanina niifuz eden ve jelin rezorbe olmasini saglayan fagositozan
hiicrelerin bir sonucu olarak goriilir. Bu olay osteoprojenitor hiicrelerin

yapisabilecegi, diferensiye ve prolifere olabilecegi keseler olusumuna yol agar (144).

Bircok calismada biyoaktif camlarin daha {iistiin yonetilebilir, hemostatik ve
osteokondiiktif 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (144,145). Biyoaktif camlar ile
ilgili alveolar ogmentasyon klinik raporlarinda parcaciklara yakin temasta olan
bolgelerde yeni kemik olusumu gozlenmistir (146). Bununla birlikte, biyoaktif
camlar higbir sekilde rezorpsiyona ugramadiklart icin kemik, parcaciklarin
cevresinde olusur ve osteokondiiksiyon yoluyla biiyiir. Bu siire¢, biyoaktif camlarin
vertikal alveolar ougmentasyon i¢in biyolojik destekleyici iskelet olarak islev gorme

kabiliyetini sinirlar.

2.2.4.4. Dikalsiyum fosfatlar

Son yillarda yapilan calismalarda, fizyolojik pH degerinde yiiksek
coziintirliklii dikalsiyum fosfat bilesiklerinin basarili bir sekilde kullanilabilecegi

gosterilmistir (147).

Brushit (dikalsiyum fosfat dihidrat, DCPD), orgii kemik ve fibrovaskiiler
doku miktarlarinda degisiklik olusturan, kismi osteogenezi destekleme yetenegine
sahip materyaldir. Birkac¢ klinik ¢alismada enjekte edilebilir brushit materyalinin
alveolar bukkal dehissens defektlerinde, atrofik kretlerde ve maksiller sinus

elevasyonunda kemik rejenerasyonuna katki saglayabilecegi belirtilmistir (148).

Monetit (susuz dikalsiyum fosfat, DCPA) bazli biyomateryaller, brushite ile
karsilastirildiginda daha hizli oranlarda rezorbe olur ve HA’ya doniismez (149,150).
Monetit biyoseramik materyallerin onlay bloklar1 (3D baskili) ve graniiller formlari
test edilmistir (147). Monetit graniilleri, insanlarda ¢ekim sonrasi alveoler soketlerde
ve hayvanlardaki kraniyofasiyal defektlerde kemik iyilesmesini desteklemeyi

basarmistir (150). Monetit graniillerinin klinik performansi piyasada bulunan sigir
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HA ile karsilastirilmig ve alveolar cekim soketlerinde in-vivo daha fazla rezorpsiyon

ve kemik formasyonu sonucuna varilmistir (147).

2.3. An Siitii (Royal Jelly)

An siitli is¢i arillarin sefalik bezlerinin bir salgi iiriiniidiir. Bal arist larva
diyetinin en onemli parcasidir ve kast farklilagsmasinda kritik rol oynamaktadir (Sekil
2.7). Olgunlagsma siirecinin ilk giinlerinde ar1 siitii tiim geng larvalara verilen tek
besindir. Kralice ar1 ise, tiim yasam donemi boyunca bu 6zel besini tiiketir. Diger
arilara gore kralice armin 6mriiniin uzun olmasinin nedeni de budur. Insanlar icin en
etkili ve yararl ilaglardan biri olan art siitii hem geleneksel tip, hem de genel tipta

yaygin olarak kullanilmaktadir ve etkili bir diyet takviyesidir.

Sekil 2.7: Ar siitii ve larvanin goriiniimii (151).

Karmasik bilesimi (Tablo 2.2) (su, proteinler, lipidler, karbonhidratlar, amino
asitler, mineraller, vitaminler, enzimler, hormonlar, oligo elementler ve dogal
antibiyotikler) nedeniyle antioksidan, norotropik, hipoglisemik, hipolipidemik,
hepatoprotektif, hipotansif, antitiimor, antibiyotik, antiinflamatuar, immunomediilator,
antialerjik, kan basinc1 diizenleyici etki, genel uyarici etki ve yaslanmay1 geciktirici

etki gibi sayisiz farmakolojik 6zelliklere sahiptir (152).
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2.3.1. An siitii bilesimi

Ar siitii viskoz, jole kivaminda olan bir maddedir. Suda 1.1 g/ ml yogunlukla
kismen coziinebilir. Rengi beyazimtirak olmakla birlikte sariya yakindir. Depolama
esnasinda gecen zamanla sar1 renge daha ¢ok yaklasir. Ar siitiiniin kokusu mayhos
ve keskinken, karakteristik olarak eksi bir tada sahiptir. Duyusal 6zellikler 6nemli
kalite kriterleridir. Diizgiin depolanmamis olan ar1 siitiiniin kivami koyu ve tad1 aci
olur. En iyi kalite icin donmus halde saklanmalidir. Viskozite su icerigine ve zamana
gore degisir. Oda sicakliginda veya 5°C’de buz dolabinda saklandiginda yavas yavas
daha koyu kivam alir. Artan viskozite suda ¢oziinmeyen azotlu bilesiklerde artis ile
birlikte ¢oziilebilir azot ve amino asitlerdeki azalma ile iligkilendirilmistir (153).
Goriintise gore bu degisiklikler icerdikleri enzimatik aktiviteler ve lipid-protein

fraksiyonlar1 arasindaki etkilesime bagl gerceklesir (154).

Tablo 2.2: An siitiiniin bilesimi (%) (155).

Bilesen %o

Su 60-70

Protein 9-18

Mineraller 2-3

Karbonhidratlar 11-23

Yaglar 3-8
Nem

An siitiniin %60-70'lik su icerigl ana bilesenini olusturur. Kuru igerik
karbonhidratlardan, proteinlerden, amino asitlerden ve yaglardan olusur. Daha az

miktarda mineral ve vitamin bulunmaktadir (153).

Proteinler ve peptidler

Azotlu maddeler bu grubun yaklasik %97-98'ini olusturmaktadir. Bunlarin
yaklasik %60’1 suda ¢oziinebilir bilesenlerdir (156). Serbest amino asitler sadece
9%0.6-1.5 oranindadir, ¢ogunlugu L serisine aittir (Tablo 2.3). En karakteristik olan
prolin ve lizindir. Oda sicakliginda depolamadan sonra prolin ve lizin igerigi
artarken, 10 ay boyunca 4°C'de depolandiginda 6nemli bir amino asit degisikligi

goriilmemistir. Bunun nedeni muhtemelen proteolitik enzim aktivitesidir.
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Tablo 2.3 Ar siitiiniin amino asit icerigi mg/100g (155).

Amino asitler mg/100g Amino asitler mg/100g
Aspartik 3851 Valin 573
Metiyonin 403 Arginin -
Alanin 517 Amonyak 139
Glisin 421 Lisin 643
Prolin - Histidin 589
Fenilaiani 905 Serin 980
Sistin - Tirosin 828
Treonin 807 Losin 962
Isolosin 312 Glutamik asit 3851
Lipidler

Ar siitii agirhiginin %3-19’u olan lipidlerin %80-90’1 serbest yag asitlerinden,
geriye kalan kismi nétr lipitler, steroller ve hidrokarbonlardan olusur (157). Organik
asitlerin ¢ogunun mono-di hidroksi asitler ve 8-10 karbon atomlu dikarboksilik
asitler seklinde bulundugu bildirilmistir (158). Bu fraksiyonun tanimlanmasinin ari
siitii tiirlinii belirlemek icin tercih edilen kriter oldugu diisiiniilmektedir (2). 10-
hidroksi-2-desenoik asit (HDA) an siitiiniin incelenmesinde kullanilan bir asittir
(159). HDA ve ayrica art siitiiniin diger yag asitleri antibakteriyel 6zelliklere sahiptir,

boylelikle iiriinlerde nispeten daha diisiik bakteri i¢erigi olmasini saglar (35).

Karbonhidratlar

An siitii cogunlukla fruktoz, glukoz ve siikrozdan olusur (Tablo 2.4).
1geriginde ayni zamanda maltoz, trehaloz, melibioz, riboz ve erloz da bulunmaktadir

(160).

Tablo 2.4: Ar siitii karbonhidrat icerigi (%) (153).

Karbonhidratlar %
Fruktoz 3-13
Glukoz 4-8
Siikroz 0.5-2
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Mineraller

Mineral igerigi taze an siitiiniin %0,8 - 3'linii olusturur. Ana elementler K, P,
S, Na, Ca, Al, Mg, Zn, Fe, Cu ve Mn'dir ; fakat az miktarda (0.01 1mg / 100g) Ni,
Cr, Sn, W, Sb, Ti ve Bi elementleri de bulunur (Tablo 2.5). Ar siitii sodyum icerigi
11-14 mg / 100 g arasinda degisir (161).

Tablo 2.5: Ar siitii mineral icerigi mg/100g (153).

Mineraller mg/100g Mineraller mg/100g

Potasyum (K) 200-1000 Demir (Fe) 1-11

Kalsiyum (Ca) 25-85 Bakir (Cu) 0.33-1.6

Magnezyum (Mg) 20-100 Sodyum (Na) 11-14

Cinko (Zn) 0.7-8 Selenyum (Se) 0.006
Vitaminler

Arn siitii i¢indeki vitamin konsantrasyonlar1 genis bir spektrumda dagilir. Bu
vitaminler; riboflavin, tiamin, niasin, folik asit,. piridoksin, biyotin, pantotenik asit ve
inositol'diir (Tablo 2.6). A, D, E ve K vitaminleri gibi yagda eriyen vitaminler

yokken sadece C vitaminin izleri goriilmektedir (162).

Tablo 2.6: Ar1 siitii vitamin icerigi mg/100g (153).

Vitaminler Niasin Pridoksin Tiamin Riboflavin Pantotenik  Folik asit
(B3) (B6) (B1) (B2) asit (B5) (B9)
mg/100g 4.5-19 0.2-5.5 0.1-1.7 0.5-2.5 3.6-23 0.01-0.06

Diger kiiciik bilesenler

An siitii icinde cesitli kimyasal kategorilere ait cok sayida kiigiik bilesen
tanimlanmistir. Bunlarin arasinda sirasiyla 25 ve 5 pg/g agirhiktaki biopterin ve
neopterin olmak iizere iki heterosiklik madde vardir. Bu bilesikler isci ar1 larvalarinin
yiyeceklerinde de bulunur, ancak miktar olarak bu konsantrasyonun yaklasik onda
biridir. Tamimlanan diger maddeler arasinda niikleotidler (adenosin, uridin, guanozin,
iridin ve sitidin), fosfatlar ( AMP, ADP, ATP), asetilkolin (1 mg / g kuru agirlik) ve
glukonik asit (taze agirligin %1.4'i) bulunmaktadir (163). Benzoik asit (8-15 mg /
kg), az miktarda malik asit, laktik asit ve sitrik asit de bulunmustur (164).
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2.3.2. An siitii biyoaktif maddeleri

10-hidroksi-2-desonoik asit ve diger yag asitleri: An siitiinde organik
asitlerin cogu dogada nadiren karsilasilan yap1 olan mono-di hidroksi asitler ve 8-10

karbon atomlu dikarboksilik asitler seklinde goriiliir (158).

Proteinler ve peptidler: Schmitzova ve ark. (165), an siitii proteinlerinin
%82-90’1m1n major tip an siitii proteinine (RRJP) ait oldugunu ileri siirmiislerdir.
RRIJP albiimin protein sinifina aittir (166). Ari siitii immiin-modiilator aktiviteye
(167) ve farkli glikoproteinlere sahiptir (168). Ayrica, art siitii apisimin olarak
tanimlanan peptidleri de icerir. Bir tanesi antihipertansif ve antibakteriyel etkileri
olan jeleinedir (169).

Adenozin monofosfat NI oksit: Adenozin monofosfat NI oksit, yalnizca ar1
siiti icinde bulunan bir bilesiktir. Ana etkisi merkezi sinir sistemi lizerindedir.
Sinirsel farklilasmay1 uyarir ve noronal hasara kars1 merkezi sinir sistemini olusturan
her ii¢ hiicre tipi (noronlar, astrositler ve oligodenrositler) olusumunu tesvik eder

(170).

Asetilkolin : Asetilkolin 1 mg/g kuru agirlik konsantrasyonunda merkezi ve

otonom sinir sisteminde bir takim hormon benzeri etkilere sahiptir (171).

Hormonlar (testosteron, progesteron, prolaktin ve ostradiol): An siitii
icinde bulunan hormonlar (testosteron, progesteron, prolaktin ve Ostradiol) erkek ve

disi fertilitesini arttirir, ayrica giic ve dayanikliliga katkida bulunur (172).
Polifenoller: Polifenollerin ar siitiinde antioksidan etkiye katki sagladigi

distiniilmektedir (173). An siitii biyoaktif maddeleri ve bilimsel c¢alismalarla

kanitlanan etkileri Tablo 2.7° de gOsterilmistir.
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Tablo 2.7: izole edilmis an siitii bilesikleri ve etkileri (174).

icerik Biyolojik etki Referans
Brarnutiu ve ark. (2001);
Bilikova ve ark. (2015);
Royalaktin Antibakteriyel Boukraa ve ark. (2008);
Fontana ve ark. (2004);
Sheridan ve ark. (1993)
Royalisin Antimikrobiyal Tseng ve ark. (2011)
10-Hydroxy-2-decenoic Acid  Antikanser, antianjiogenezis, Yang ve ark. (2010), Izutu ve
(10HDA) immunmodiilator ark. (2009)
;F;I‘;‘Efj'de“’“"‘c el Ostrojenik St e e, (008
x&“g)s;‘;_‘;;‘;ggph"s"hate Norotrofik Hattori ve ark. (2007)
Art siitii peptitleri (RJPS) Antioksidan Guo ve ark. (2009)
%;;ﬁgggle“em"les‘eml Ostrojenik Suzuki ve ark.(2008)
MRJP3 Antihiperlipidemik Kashima ve ark. (2014)

2.3.3 An siitiiniin biyolojik etkileri

Antioksidan etki

Arn siitii doku DNA'sinm1 oksidatif hasara karsi korumaktadir. 16 hafta
boyunca farelere ar1 siitii verilerek yapilan bir calismada, bobrek DNA'sinda ve
serumda 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (oksidatif stres markir1) seviyelerinin 6nemli
Olclide azaldigi goriilmiis ve farelerin ortalama Omrii azaltilmis oksidatif hasar

mekanizmasi yoluyla arttirilmistir (10).

Norotrofik etki

Arn siitiiniin hafizay1r iyilestirdigi, bunamay1 Onledigi, enerjiyi arttirdigi,
anksiyeteyi ve hiperaktiviteyi azalttigi bilinmektedir (175). Periferik ve merkezi
sinir sistemlerinde norotransmitter olan, somatik sinir sistemin motor boliimiiniin tek
noromodiilatorii asetilkolin, biiyiik miktarlarda ar1 siitiinde bulunur. An siitii her tiir
beyin hiicresinin sinir kok hiicrelerinden farklilagmasini desteklerken, ari siitiiniin
doymamuis yag asidi karakteristigi noron iiretimini arttir ve sinir kok hiicrelerinden
astrosit gelisimini azaltir. An siitii yetiskin fare beyninin hipokampusunda norotrofik

ve noroprotektif rol oynamistir (176). Oral yoldan uygulanan ar siitii, hipokampus

dentat girusundaki graniiler hiicrelerin sayisinin artmasinda ve etkilenen bilissel
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siirecin ayn1 anda iyilestirilmesinde etkili olmustur (177). Trans-10-hidroksi-2-
desanoik asit sinir kokiiniin noronlara in-vitro olarak farklilagsmasimi stimiile eder

(178).

Insiilin benzeri etki

An siitii, insiilin benzeri peptidler ve diger bilesikler (krom, kiikiirt, B3
vitamini ve H) yoluyla kan sekeri seviyesini diisiiriir. Iicinde bulunan insiilin benzeri
peptidlerin insiilinik etkileri yoluyla enerji elde etmek i¢in glikozun oksidasyonunda
yer alarak optimum seker seviyesini siirdiirebilir (179). Ar siitiinde bulunan insiilin,
memelilerde bulunan insiiline cok benzerdir (180). Insiiline direngli diyabet
hastalarinda ar siitii enjeksiyonundan 3 saat sonra seker diizeyinde %33’liik 6nemli
bir diisiis meydana gelmistir. Ar siitii ratlarda seker hastaligini indiikleyen Alloxan’1
azaltarak etki gosterir. Insiilin direncli siganlara 8 hafta boyunca ar siitii ve fruktoz
soliisyonu eszamanli olarak uygulamasi, glukoz veya toplam kolesterol kan
seviyelerini etkilemeksizin insiilin ve trigliserid plazma konsantrasyonu ile sistolik
arter basincini diisiirmiistiir. An siitli, diyabetli hastalarda hipertansiyon gelismesine
neden olan insiilin direncinin 6nlenmesi i¢in fonksiyonel bir diyet tedavisi olabilir.
Insanlarda trigliseritleri ve kolesterolii diisiiriip kontrol altina almak igin ar1 siitiiniin

kolesterol diisiiriicii ve hepatoprotektif 6zelligi onemlidir (181).

Aterosklerozlu hastalarda 50-100mg RJ/giin uygulanmasi total kolestrol
serum seviyesini %14 ve toplam lipidlerin seviyesini %10 diisiirmiistiir (182). Yash
insanlarda 14 giin siireyle giinde 10g’lik alinan ari siitii, serum trigliseridlerini
etkilemeksizin serum yiiksek yogunluklu lipid (HDL) ve diisiik yogunluklu lipid
(LDL) seviyelerini arttirmistir (183). Kamakura ve ark. (184) fareler iizerinde
yaptiklart bir ¢calismada, kolesterol diizeylerini azaltan etkinin karacigerde kolesterol
birlesmesinde yer alan skualen epoksidaz enziminin (SQLE) ve diisiik yogunluklu
lipoprotein ~ reseptorlerinin ~ (LDLR)  diizenlenmesinden  kaynaklandigim

bildirmislerdir.
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Ar siitii, 0zellikle hepatositler olmak iizere hiicresel biiylimeyi uyarir. 57 kDa
protein bu etkiden sorumlu goriilmektedir (184). Bu protein kolesterol seviyesinin
yiikselmesini indiikleyen Nikotin-1’1 inhibe eder (185). An siitii sicanlarda
fumosinlere (mikotoksinler) kars1 karaciger ve bobreklerin serum seviyelerinde
belirgin histolojik ve histokimyasal iyilesmeler iceren doz bagimli bir koruyucu
etkiye sahiptir (186). Insan ve hayvanlarda yapilan deneysel calismalarda ari siitii,
glikojenin yenilenmesini saglamig, amonyak ve latic (yorulmadan sorumlu)
detoksifikasyonuna yardimci olmustur (184). Ayrica, an siitii karacigere oksijen

akisini arttirarak hepatositlerin gelismesini uyarir (182).

Hipotansif etki

Takaki-Doi ve ark. (187), peptidlerin anjiyotensin-1 doniisiim enzimi (ACE)
izerinde inhibitor etki gosterdigini ve spontan hipertansif farelere tekrarlayan oral ar
siiti uygulamalar1 sonrasinda kan basincinin diistiigiinti ileri siirmiislerdir. Ar
siitliniin anti-hipertansif etkisi %38 oraninda yiiksek bulunmustur (188). An siitii
icerisindeki trans-2-oktenoik asit ve hidroksidesanoik asit antihipertansif etkiden
sorumlu olabilir. Ayrica, ar siitii ile adrenalin kaynakli aritmilere kars1 koruyucu ve
terapotik etkiler iliskilendirilmis, nabiz {izerine herhangi bir etkisi gozlenmemistir

(189).

Antitiimoral etki

Antitiimor etki mekanizmasi ar siitii icinde bulunan 10-hidroksi-2-desenoik
asit (10HDA) ile gerceklesir. 10HDA, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF)’in indiikledigi anjiyogenezis iizerinde inhibitor etki gosteren bir maddedir.
Boylece, ar siitii hem hiicre proliferasyonunu hem de hiicre gogiinii engelleyerek
timor vaskiilarizasyon inhibisyonuna neden olur (190). An siitiindeki iki Onemli
protein olan Apalbumin-1 ve Apalbumin-2 fare makrofajlarim1 uyararak TNF-a
salintmina katkida bulunur (191). An siitii Ehrlich ascetik tiimor (EAT) tasiyan
farelerde timor gelisimi ve splenik hematopoez baskilanmasini indiikleyen
myelosupresyonu Onleyerek bagisikligi uyarici etki gosterir. Tedavinin baslama

evresine, siiresine ve ar1 siitii dozuna bagli olarak etki miktar1 degismektedir (192).
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Kamakura ve ark. (193) ar siitiiniin anti-Ostrojenik etkisiyle MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu uyaran bisfenol-A Ostrojenini inhibe ettigini
bulmuglardir. RJP30 antitiimoral rol oynadigi tespit edilen diger bir ar1 siitii
fraksiyonudur. RJP30 servikal rahim karsinomasinin Hela hiicreleri {izerine 7
giinliik tedavi sonrasinda ilk hiicre yogunlugunu 2,5 kat azaltarak sitotoksik etki

gostermistir (194).

Antibiyotik etki

Ar siiti royalisin  proteininin gram pozitif bakterilere (Lactobacilus
helveticus, Clostridium, Corynebacterium, Leucnostoc, Staphilococcus,
Streptococcus) karsi giiclii antibakteriyel etkisi oldugu kanitlanmistir, ancak
royalisinin gram-negatif olanlara karsi etkisi bulunamamistir (195). An siitiiniin
proteinler ve peptidler gibi suda ¢Oziiniir bilesenlerinin gram-pozitif bakteri ve
mantarlar1 inhibe etme kapasitesi vardir (196). Tiim bu antibakteriyel bilesenlerin

arilarin bagisiklik sisteminde yer aldig1 kabul edilmektedir.

Hem ar siitii hem de nisastanin Streptococcus aureus ve E.coli'ye karst in-
vitro kiimiilatif veya sinerjik etkileri oldugu; ayrica ari siitii ve balin Staphylococcus
aureus'a karst antagonist etki gosterdigi bildirilmistir (197). Abdelatif ve ark. (198)
ekstremiteyi tehdit eden, kutanoz iilser ve derin doku enfeksiyonlariyla karakterize
diyabetik ayak enfeksiyonu olan 60 diyabet hastasi iizerinde yaptiklari ¢alismalarinda

ar1 siitil ve panthenol merhem ile yaralar basari ile tedavi etmislerdir.

Anti-inflamatuar ve yara iyilestirici etki:

In-vitro calismalarda lipopolisakaridler ve IFN-y ile muamele edilen farelerde
peritoneal makrofaj kiiltiirline eklenen ari siitii siispansiyonlarmin doza bagimlh
olarak pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-6, IL-1) iiretimini etkin bir sekilde
inhibe ettigi ortaya konulmustur. Ar siitiiniin makrofajlar {izerinde sitotoksik etkisi
olmaksizin pro-inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini1 baskilayan faktorleri (MRJP3)
icerdigi disliniilmektedir (199). An siitli, anti-inflamatuar etkiye sahiptir ve

graniilasyon dokusu olusumunda eksiida ve kollajen formasyonunu destekleyerek
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yara iyilesme kapasitesini arttirir. Deskuame cilt lezyonlarinin iyilesme siiresini
kisaltir (200). Arn siitii, askorbik asit-2-Oa-glikid (AA-2G) varliginda 10-hidroksi-2-
dekenoik asit (10H2DA) ve 10-hidroksidekanoik asit (10HDA) etkisiyle deri
fibroblastlarinin kollejen iiretimini arttirir. 10H2DA, kollajen iiretimi i¢in 6nemli
olan transforme edici biiylime faktorii TGF-f1'in iiretimini baslatir (201). Suemaru
ve ark. (202), farkli art siitii konsantrasyonlarina sahip merhemlerin 5-fluorourasil
kaynakli hasarlar1 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini bildirmislerdir. Bu da, ar1 siitii topikal
uygulamasinin kemoterapi ile olusan siddetli oral mukozit iizerinde olumlu etkisi

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Immiinomodiilator ve antialerjik aktivite:

Arn siitii amino ve gamma globulin doymamis yag asitleri, hormonlar,
enzimler, proteinler, E vitamini ve bagisiklik sisteminde enfeksiyonlarla miicadeleye
yardimc1 olan A vitamini igerir. Ar siitiinden izole edilen yag asitleri (10HDA ve 3-
10-dihidroksidekanoik asit), konsantrasyona bagli olarak farkli yollarla sican
dendritik hiicre ve T hiicre kiiltiirlerinde immiin cevabi modiile eder. An siiti T
hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir, fakat yiiksek konsantrasyonlarda inhibe eder. IL-2

tiretimini azaltirlar ve IL-10’u arttirir (203).

An siitiinden izole edilen farkli bilesenlerin sican T hiicresinde etkileri
benzer bulunmustur ve su ekstraktinin in-vitro en giicli immiino-modiilator
aktiviteye sahip oldugu ileri siiriilmektedir (204). Okamoto ve ark. (167) tarafindan
70 kDa glikoproteinin in-vivo ve in-vitro immiin yanit modiilasyonu, IL-4, IL-2 ve
gamma-IFN iretimini baskilamanin yaninda T lenfosit proliferasyonunun
inhibisyonunda da rol oynadigi bildirilmistir. Farelerde yapilan baska bir deneysel
modelde MRIJP3'lin intraperitoneal uygulamasi spontan hipersensitibiliteyi

indiikleyen ovalbiimini baskilamistir.
Tavuklarda 28 giin boyunca yapilan an siitii uygulamasiyla dolagimdaki

l6kositlerin ve lenfositlerin sayisinda artis (serum globulin diizeylerinde azalma)

bulunmustur  (205). Tavuklarda koyun eritrositleriyle (SRBC) hayvan
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immiinizasyonu s6z konusu oldugunda, ar siitii verilen grupta antikor iiretiminde
belirgin bir artis goriilmistiir (206). Dalak tiimorii tasiyan farelerde ari siitii
uygulanmasiyla kemik iligi kok hiicreleri ve hematopoez iizerinde pozitif etkiler
goriilmiis ve miyeloprotektif etki kanitlanmistir (192). Sistemik lupus eritematosuslu
farelerde ar siitii uygulamasi serum IL-10, anti-DNA antibody, anti-eritrosit
antibody seviyelerinde belirgin bir diisiise neden olup splenik otoreaktif B lenfosit
sayisint  azaltarak otoimmiiniteyi inhibe etmistir. Hastalik belirtilerinin
baslamasindan once oral yolla uygulanan ar siitii hastalig1 geciktirirken, belirtilerden

sonra verilmesi proteiniiriyi azaltarak yasam siiresini uzatmistir (207).

Erem ve ark.(13) Grave’s hastalifinda ar1 siitiiniin saghkli lenfositlerin
proliferasyonunu ve cesitli sitokinlerin (gamma-IFN) sekresyonunu arttirdigini
bildirmislerdir. Ar siitii ile tedavi edilen hasta lenfositlerinde Th1 / Th2 (IFN vy / IL-
4) sitokinleri arasindaki oran Thl lehine degismis ve tiroid uyarict hormon
reseptoriine (Ac-TSHR) kars1 antikor seviyeleri ¢nemli oOlgiide azalmistir. Bu
sonuglar, ari siitiiniin etkisinin Ac-TSHR'yi diisiirmek icin kullanilan olagan ilaglara

benzer oldugunu diisiindiirmektedir.

An siitii, TNF'ye spesifik IFN-gamma iiretiminin diisiiriilmesi ve iNOS
ekspresyonunun yiikseltilmesi yoluyla atopik dermatitlerden kutandz lezyonlarin
gelisimini durdurur. Bunun yaninda hipertrofi, hiperkeratoz ve epidermis-dermis
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyon seviyelerini diisiiriir (208). An siitii, askorbik-1-
O-alfa-glikozid asit varliginda kutanoz fibroblastlarin kollajen tiretimini uyarmasiyla
bilinir. Ayrica, saflastirilmis ar1 siiti 10HDA'ya benzer olarak kollajen iiretiminde
onemli bir faktor olan growth factor beta-1 doniisiimiinii saglamak i¢in fibroblastlar

uyarabilmektedir (201).

Ureme sistemi ve dogurganlik iizerine etkileri:

Arn siitli, an larva hiicrelerinin tamamen gelismesini saglar ve dmrii boyunca
yumurtlama kapasitesini korur. Ar siitiiniin bu alisiimadik 6zelligi dogurganlik ile

baglant1 olasiligim arttirir. Art siitiiniin gegmis donemlerde dogurganliin uyaricisi
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olarak kullanildig1 bilinmektedir (152). Ovum ve sperm kalitesini arttirarak
perimenopozal semptomlarda, osteoporozda, hormonal dengeyi ve fertiliteyi

artirmada etkilidir (209).

Suzuki ve ark. (210), bu iiriiniin diizenli olarak en az 6 ay tiiketen kadinlarda
dogurganligi artiran Onemli bir para-aminobenzoik asit kaynagi oldugunu
bildirmislerdir. Pantotenik asit (vitamin B5) ile birlikte bu asit sac¢ ve cilt sagligi i¢in
protein kullanimin indiikler. Ar siitiinden gelen bir¢ok yag asiti insan Ostrojenlerini
taklit eder. Arn siitiiniin Ostrojen reseptorleri ile etkilesime girerek modifiye edilmis
gen ekspresyonuna ve hiicre ¢ogalmasina yol acan diisiik Ostrojenik aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur (211).

Suzuki ve ark. (210), ar1 siitiiniin uterus liimen epitelinde hipertrofi
olusturdugunu bildirmislerdir. Oral yoldan verilen ar siitii yaz kisirhigina karsi (bir
dizi spermografi parametrelerinin onemli gelisimi) etkili olabilmekte ve erkek
tavsanlardaki fizyolojik durumu iyilestirebilmektedir. Ari siitii Ostrojen icermesi,
dogum orami ve gebeligi gelistirmesi ile at koryonik gonodotropinine benzer etkiler
gosterir (212). Buna ragmen, baska bir calismada da oral yoldan uygulanan ari
siitiiniin koyunlarda aktif ve aktif olmayan iireme donemleri arasindaki gecis

stirasinda Ostriisun iyilestirilmesinde etkili olmadig goriilmiistiir (213).

An siitii kas efor kapasitesi, vital kapasite, solunum fonksiyonu ve enerji
diizeylerini artirir. Ayrica kronik hastaliklarda enerjik olma hissini arttirdigr da
belirtilmistir (179). Yara iyilesmesinde ve ameliyat sonras1 donemlerde cok iyi

sonuglar vermistir (214).

Giic ve dayamikhlik etkisi

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii, (FAO) (1996), insanlarda
pantotenik asitin viicudun lipidleri metabolize etmesine ve bobrek {istii bezlerini
destekleyerek stres cevap kapasitesini iyilestirmesine yardimci olan koenzim A’ya

doniistiiriildiigiinii bildirmistir. An siitiniin  pantotenik asit (BS) igerigi bilinen
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herhangi bir kaynaktan daha yiiksektir. Kamkura ve ark. (184), farelerde yaptiklari
calismalarinda ar siitiiniin fiziksel yorgunlugu Onleyip, laktat ve serum azotu

birikimlerini azalttig1 sonucuna varmiglardir.

An siitiiniin farkli zamanlarda yapilmis calismalarla desteklenen cesitli

biyolojik dzellikleri Tablo 2.8’de 6zetlenmistir.
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Hiicre/sistem

Mikroorganizma

Mikroorganizma
Yaralar

Ayak iilserleri

In-vitro

Bobrek

Eritrosit

Insan meme kanseri
hiicreleri (MCF-7)
Insan umblikal ven
endotelyal hiicreleri
(HUVEC)

Kan

Kolon

Tablo 2.8: Ar siitii biyolojik etkileri (174).

Etki

Antibakteriyel
Antibakteriyel

Antibakteriyel

Antifungal
Antimikrobiyal

Yara iyilestirici
Antioksidan

MDA seviyelerinde azalma ve GPx,
CAT, GSR, SAD
Antioksidan etki

Antikanser etki

Hiicre migrasyon ve proliferasyonunun
inhibisyonu

Antidiabetik

Insiilin direncini azaltma
Antiinflamatuar

Periferal kan mononiik-

leer hiicreler

Kan serumu

Ureme sistemi

Kan basinci

Erkek iireme sistemi

Kadin iireme sistemi

Hormon

Karaciger

Kemik

Diger

Proliferasyon inhibisyonu

Serum kolesteroliinii diigiirme
Kolesterol ve total lipid seviyesinin
diismesi

Asthenozoospermia tedavisi

Antihipertansif

Fertilite

Hormonal bozukluklarin inhibisyonu

Testeteron, progesteron ve LH
sekresyonunda artig

Hepatoprotektif AS

Osteoporozdan

koruma AS
Postmenapozal
osteoporozu AS
azaltma

Preparat Referans
Geng ve Aslan (1999; Kitahara
ve ark. 1995)
LEIs1bizy Bincoletto ve ark. (2005);
AS Manfredi ve Chiodo (2000)
Barnu,tiu ve ark. (2011);
AS Bilikova ve ark. (2015);
Boukraa ve ark. (2018);
Fontana ve ark. (2004)
Royalisin Moselhy ve ark. (2013)
Royalisin Brarnu,tiu ve ark. (2011)

Merhem (AS ve

Abdelatif ve ark. (2008)

penthanol)

A siitii

proteinleri (RJP]GuO T ()
Inoue ve ark. (2003);

AS Karadeniz ve ark.(2011); Silici
ve ark. (2009)

AS Pourmoradian ve ark. (2014)

AS Nakaya ve ark. (2007)

10-Hydroxy-2-
decenoic acid

AS

Izuta ve ark. (2009)

Kimura (2008); Shirzad ve ark.

(2013)
AS Zamani ve ark. (2012)
AS Karaca ve ark.(2012)
3, 10-
ggﬁiﬁﬁei 4 Mihajlovic ve ark. (2014)
(3, 10-DDA)
Major AS Kashima ve ark. (2014)
proteinl Kamakura (2011);Abdelhafiz
(MRIJP1) ve Muhamad
AS (2008);Vittek(1995)
Abdelhafiz ve Muhamad
AS+bal (2008)
MRIJP Leung ve ark. (1997)
Amirshahi ve ark. (2014);
AS Ghanbari ve ark.
(2015);Gimenez-Diaz ve ark.
(2012)
Elnagar (2010); Eshtiyaghi ve
AS ark. (2016); Kohguchi ve ark.
(2007);Kridli ve Al-Khetib
(2006)
AS P10k o ve ark. (2008).
soliisyonu

Cihan ve ark. (2013); El-Nekeety ve ark.
(2007); Kanbur ve ark. (2009); Yildirim ve ark.

(2012)

Hidaka ve ark. (2006)

Nagai ve Inoue (2004); Kim ve ark. (2010);
Park ve ark. (2012)

AS=Arn siiti ;MDA=Malondialdehit; GPx=Glutatyon peroksidaz; CAT=Katalaz; GSR=Glutatyon rediiktaz;
SOD= Siiperoksit dismutaz
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Kritik boyutlu kemik defektleri

Kemik kiriklar1 veya kemik defektlerinin iyilesmesini hizlandirdig: diisiiniilen
kemik greftleri, kemik benzeri iiriinler, biiyiime faktorleri veya rekombinant biiyiime
faktorleri gibi pek ¢cok malzeme giiniimiiz cerrahisinde kullanimdadir. Defekt boyutu
ve hayvan tipi kemik iyilesmesini etkiledigi icin maddelerin etkinliginin
karsilastirilabilmesinde standart bir kemik modeline ihtiya¢ vardir. Kritik boyutlu
kemik defekti, deney hayvaninin omrii veya bilimsel arastirmanin siiresi boyunca
kemik grefti gibi ek miidahale olmaksizin kemikteki tamamen iyilesemeyen en
kiiciik boyutlu defekt olarak tanimlanir (215). Kritik boyutlu defekt modelleri kemik

tyilesmesi deneylerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kranyum embriyolojik ve morfolojik olarak intramembranéz kemiklesme
izlediginden, gelisimsel olarak ayni Ozelliklere sahip maksillofasiyal bolge kemik
iyilesmesine iyi bir modeldir. Kanlanmasinda arteria meningia media, duradan ve dis
yiizeyden gelen arteriyoller etkindir. Sican kalvaryumu modelinde defektler frontal
ile oksipital kemikler arasindaki parietal kemikte yapilir (Sekil 2.8). Bir kritik
boyutlu defektin boyutu veya ¢apr drnegin cinsine ve anatomik bolgeye gore degisir.
Kranyumdaki kritik defekt boyutu farelerde 4-5 mm (216), sicanlarda 8§ mm
(217,218), tavsanlarda 15 mm (218) ve koyunlarda 20 mm (219) capindadir.

Suiura

Sekil 2.8: Kalvaryal kritik boyut kemik defekti sematik gosterimi (220).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalar Etik
Kurulu Onay1 alindiktan sonra (Bkz. Ek-1); hayvan deneyleri Abant izzet Baysal
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, histopatolojik
incelemeler Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

Calismada 8 haftalik 19 adet Albino-Wistar cinsi erkek rat kullanildi. Agirlik
ortalamalar1 300 gram(gr) olarak olciildii. Denekler, ¢calisma boyunca laboratuvar
hayvanlar1 bakim prensibine uygun olarak 22+2 santigrat derece (°C) kontrollii oda
sicakliginda, %50+10 nem oraninda, 12 saat giindiiz 12 saat gece sirkiilasyonunda,

gida ve suya serbest ulasabilecekleri sartlarda muhafaza edildi.
Bu calismada bir sham grubu, bir kontrol grubu ve iki deney grubu olmak

tizere toplam 4 grup olusturuldu (Sekil 3.1). Denek sayisini azaltmak i¢in sham ve

kontrol gruplar1 ayni rat iizerinde ¢aligildi.
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Sham ve Kontrol Grubu

Lokal An Siitii Grubu Sistemik An Siitii Grubu

Sekil 3.1: Calisma gruplarmin sematik gosterimi.

1. Grup (n=5): Sham grubu - Bos birakilan (S)

2. Grup (n=5): Kontrol grubu - Sadece DKM (DKM)

3. Grup (n=6): Lokal art siitii grubu - DKM + Lokal art siitii (DKM+LAS)

4. Grup (n=7): Sistemik ar1 siiti grubu - DKM+Sistemik ar1 siitii
(DKM+SAS)

3.1. An Siitiiniin Hazirlanmasi

An siitii, bu calisma i¢in Trabzon Arcilar Birligi'ne baglhi Fanus Gida
sirketinden saf ve organik bir sekilde temin edildi. Ar siitii siispansiyonu, literatiir
incelemeleri sonrasinda lokal ve sistemik kullanildiginda optimum etki saglamak
icin, 50 miligram(mg)/mililitre(ml)(%5) konsantrasyonunda hazirlandi (Resim
3.1)(221). Bu konsantrasyona ulasmak icin distile su ile karistirilan ar1 siiti 10
dakika boyunca 10000XG hizinda santrifiij edildi. Siispansiyon her uygulama 6ncesi
taze olarak hazirlandiktan sonra kalan kisim {iretici firmanin 6ngordiigii sekilde +4°C

sicaklikta karanlik ortamda saklanda.
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Resim 3.1: %5 oraninda seyreltilen saf ar1 siitii

3.2. Cerrahi Yontem

Deney hayvanlarim1i genel anesteziye almak icin dissosiyatif anestezik
Ketamin HCl (Ketalar®; Eczacibasi-Warner Lambert, Istanbul, Tiirkiye) 40-50
mg/kg oraninda, trankilizan olarak a-2 adrenerjik agonisti Ksilizan (Rompun® %?2;
Bayer, Istanbul, Tiirkiye) 2-5 mg/kg oraninda intramuskiiler yolla enjekte edildi.
Operasyon boyunca viicut 1silarinin sabit kalmasi ve hipotermi gelismemesi icin
ratlar 35-37°C’de 1sitic1 cihazda bekletildi. Operasyonun yapilacagi kalvaryal alan
tras edildikten sonra polivinilpirolidon-iyot (Batticon®; Adeka, Istanbul, Tiirkiye)

icerikli antiseptik soliisyonla silindi (Resim 3.2 ve Resim 3.3).
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Resim 3.2: Operasyon sahasmin tras edilmesi

Resim 3.3: Betadine soliisyonu ile cerrahi alan antisepsisinin saglanmasi

Anestezinin etkisi, enjeksiyon yapilmayan taraftaki ayagin ¢imdiklenmesiyle
olusan tepkiye gore degerlendirildi. Ayaginda tepki olan deneklerde anestezinin
derinlesmesi icin beklenerek tekrar test yapildi. Tepki vermeye devam eden
hayvanlara ek anestezi verildi. Denekler dorsa ventral pozisyonda stereotaktik frame

aygitinda stabilize edildikten sonra cerrahi islem baslatild1 (Resim 3.4).
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Resim 3.4: Stereotaktik frame aygit1 ve caliyma alam

Orta hatta cerrahi bisturi yardimiyla 20 mm longitiidinal bir cilt insizyonu

yapild1 ve elevasyonlar ile parietal kemik ortaya c¢ikarildi (Resim 3.5).

/.
1 /

Resim 3.5: Parietal kemiklerin ekspozisyonu

Bregma noktasi referans alinarak parietal kemiklerde trefayn frez (Resim 3.6)
yardimiyla 5 mm capinda kaviteler olusturuldu. Sogutma amach steril sodyum
klortirle irrigasyon yapildi. Kavite acilirken dura materin zarar gormemesine dikkat

edildi (Resim 3.7).
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Resim 3.6: Kavitelerin hazirlanmasinda kullamilan motor ve Smm capinda 6zel tasarlanms
trephayn frez

Resim 3.7:Duramater ve sagittal siniisiin korundugu kritik boyuttaki bilateral kalvaryal kemik
defektleri

Grup I (Sham grubu (S) - 5 adet) ve Grup II (Kontrol grubu (DKM) -5
adet): Parietal kemiklerde bilateral, dura matere kadar tam kat Smm capinda kritik
boyut kemik defekti olusturuldu. Denek sayisint azaltmak icin bu grupta bilateral
kavite tercih edildi. Hazirlanan defektlerden kontrol grubu tarafi(sag) allojenik

demineralize kemik matriksi (Resim 3.9) ile doldurulurken sham grubu tarafi(sol)
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bos birakildi (Resim 3.8). Periost 4/0 Vicryl® ile, cilt insizyonu ise 3/0 ipek ile

stiture edildi. Denekler 8. haftanin sonunda sakrifiye edildi.

Resim 3.9:Kavitelerde kullanilan DKM

Grup III (Lokal an siitii grubu (DKM+LAS) - 6 adet): Deneklerin
kalvaryasinda sagittal siiturun sadece sag tarafinda olacak sekilde 5 mm capinda
kritik boyut kemik defekti olusturuldu. Hemen Oncesinde %5 oraninda
hazirladiZimiz ar siitii, steril bir godede DKM ile lokal karistirtlip 5 dk bekletildi.
Ar siitiine emdirilen DKM daha sonra kavitelere uygulandi (Resim 3.10). Periost 4/0

49



Vicryl® ile, cilt insizyonu ise 3/0 ipek ile siiture edildi. Denekler 8. haftanin sonunda

sakrifiye edildi.

Resim 3.10: Lokal olarak ari siitiine emdirilen DKM 'nin kaviteye uygulanmasi

Grup IV (Sistemik ari siitii grubu (DKM+SAS) — 7 adet): Deneklerin
kalvaryasinda sagittal siiturun sadece sag tarafinda olacak sekilde 5 mm c¢apinda
kritik boyut kemik defekti olusturuldu. Kaviteler kontrol grubunda oldugu gibi yalniz
DKM ile dolduruldu. Periost 4/0 Vicryl® ile, cilt insizyonu ise 3/0 ipek ile siiture
edildi (Resim 3.11). %5’lik ar siitii giinde 100mg/kg olacak sekilde 8 hafta boyunca
orogastrik gavaj yoluyla sistemik olarak uygulandi. Denekler 8. haftanin sonunda

sakrifiye edildi.

3.3. Ratlarin bakimi ve deneyin sonlandirilmasi

Denekler kontrol edilip yara bakimi yapildiktan sonra kafeslere yerlestirildi.
Postoperatif donemde deney hayvanlarina analjezik olarak Carprofen 4mg/kg
(Rimadyl, Pfizer) ve antibakteriyel olarak Ceftriaxon 25 mg/kg (Rocephin, Roche) 5

giin siire ile intramuskiiler yontemle uygulanda.
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Resim 3.11:Cilt insizyonunun 3/0 ipeKk siitur ile kapatilmis goriiniimii

8. haftanin sonunda yiiksek doz ketamin ile yapilan anestezi sonrasinda
intrakardiak yoldan kanlar1i alinarak ratlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen
deneklerin parietal kemikleri defekt bolgesini de icine alacak sekilde cikarildi ve

histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formol i¢ine konuldu.

3.4. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Inceleme

Doku takip asamasi

Dokular %10’luk formik asit i¢ine alinarak dekalsifiye edildi. Hazir olan
dokular formik asitten ¢ikarilip doku takip agsamalarindan gecirildi;

¢ %10’1uk formaldehit ile tespit

% Yikama

% Alkol serilerinden gegirme (%70-%80-%96-%96-%100-%100 etil alkol,

1’er saat)

¢ Ksilol T (1 saat)

+» Ksilol II (1 saat)

+¢ Ksilol + parafin (30 dk)

¢ Parafin I (2-3 saat)

«¢ Parafin II (2-3 saat)

+ Bloklama
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Hematoksilen-eozin boyamasi

Parafin bloklar hazirlandiktan sonra dokular 2-5um kalinliginda mikrotom
(Leica RM 2125 RT) ile kesilerek lamlar iizerine alindi. Hazirlanan kesitler histolojik
inceleme yapabilmek i¢in rutin Hematoksilen-Eozin boyama ile boyandi;

¢ Etiivde 30 dk bekleme (deparafinizasyon)

% Ksilol x2 (2dk)

+» Alkol serilerinden gegirme (%100, %100, %96, %96)

¢ Yikama

¢ Hematoksilen (3-5 dk)

% Yikama

¢ Asit-alkole daldirma

+ Yikama

% %80’k alkol

+¢ Eosin (1-2 dk)

+» Alkol serilerinden gegirme (%96, %96, %100, %100)

+» Ksilol x2

% Lamel ile kapama

Masson’s Trikrom boyamasi

Dokudaki fibr6z doku durumunu degerlendirmek igin ©zel bag doku
boyamasi olan Masson’s Trikrom boyasi (Masson-Goldner staining kit, merck
millipore Cat. No. 1.00485.0001) ile kesitler boyandi.

% Ksilen I (2 dk)

+ Ksilen II (2dk)

¢ Alkol serilerinden gegirme (%100, %100, %96, %96 — 1’er dk.)

+ Distile suda yikama (2 kez)

% A+B soliisyon karisimi (Weigers demirli hematoksilen), 5 dk

+» Distile suda yikama (2 kez)

¢ Asetik asit %1 lik, 30 sn

% Azophloxine, 10 dk

+» Asetik asit %1 1lik, 30 sn
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% Tungstophosphoric acid orange G, 1 dk

+» Asetik asit %1°lik, 30 sn

¢ Light green, 2 dk

+» Asetik asit %1 lik, 30 sn

% Alkol serilerinden gecirme (%70, %96, %100, %100- 1’er dk)
¢ Ksilen, 2 dk

+ Ksilen, 2 dk

+¢ Entellan ile kapama

Boyanan kesitler 151k mikroskobu (Olympus CX21) altinda bakilarak
histopatolojik olarak incelendi. Osteoklast dagilimi ve kalan greft alam
degerlendirildikten sonra, bolgede olusan yeni kemik iyilesme diizeyi ‘‘Allen’s
Jracture healing scoring system’’ esas alinarak saptandi (Tablo 3.1)(222). Buna gore
defektlerin 5 ayr1 bolgesinden 20x biiyiitmede skorlama yapildi ve bu skorlarin

ortalamalar1 alindu.

Tablo 3.1: Allen kirik iyilesme skorlamasi (222).

0  lyilesme yok Fibroz doku

1 Tamamlanmamis kikirdak iyilesmesi Fibroz doku igeren kikirdak

2 Tamamlanmis kikirdak iyilesmesi Tamamen kikirdak

3 Tamamlanmamis kemik iyilesmesi-erken kemiklesme Kikirdak agirlikli trabekiiler
safhasinda kemik

4 Tamamlanmamis kemik iyilesmesi-orta derecede Kikirdak ve trabekiiler kemik
kemiklesme safthasinda esit seviyede

5 Tamamlanmamis kemik iyilesmesi-ileri derecede Trabekiiler kemik agirlikli
kemiklesme safhasinda kikirdak

6 Tamamlanmis kemik iyilesmesi Tamamen kemik

Immiinohistokimyasal boyamalar

Dokularda defekt alanindaki anjiyogenezis artisim1 belirlemek icin, Anti-
VEGF-A antibody (ab46154) ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Kesitlerde

boyanan yeni kapiller olusumlarin toplam sayimi yapildi.

Kemik yapiminda ve yikiminda gorev alan osteoblastlardan salinan RANKL

ekspresyonunu  belirlemek icin  Anti-RANKL antibody (ab169966) ile
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immiinohistokimyasal boyama yapildi. RANKL eksprese eden osteoblastlarin 40x
biiyiitmede fotograflar1 almarak sayimi yapildi. immiinohistokimyasal boyamalar
icin rutin boyama prosediirii uygulandi;

% Etiivde 37°C de bekletme (1 gece)

% Deparafinizasyon islemi

+ Distile su ile yitkama

¢ Pbs ile yikama

+» Sitrat Buffer icinde kaynatma (15 dk)

% Hidrojen peroksidaz damlatma (10 dk)

% Pbs ile yikama x2

«* Serum block (15 dk)

+¢ Primer antikor damlatma (Anti-VEGF antibody , Anti-RANKL antibody)

% +4°C de 1 gece bekletme

2. giin

¢ Pbs (Phosphate buffered saline) ile yikama x2

+» Sekonder Antibody (40 dk)

% Pbs ile yikama

¢ DAP damlatma (20 sn)

% Z1t boyama Hematoksilen ile (15 sn)

¢ Alkol serisi ve ksilolden gecirme

+» Kapama

3.5 istatistiksel inceleme

Sayisal degiskenlerin normallik testi Kolmogrov Smirnov testi ile kontrol
edilmistir. Bagimsiz ikiden fazla grup karsilastirmalarinda degiskenlerin normal
dagilim gostermedigi durumlarda Kruskall Wallis testi kullanilmistir. Parametrik
olmayan testlerde gruplar arasindaki farkliliklar ikili olarak Mann Whitney U testi ile
karsilagtirilip, Bonferroni diizeltmesi yapilarak degerlendirilmistir.  Sayisal
degiskenler arasindaki iligkilerin incelenmesinde, degiskenlerin normal dagilim

gostermedigi durumlarda ise Spearman Rho Korelasyon Katsayis1 kullanilmastir.
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Istatistiksel analizler R 3.4.3v (agik kaynak) programi ile yapilmis ve istatistik

analizlerde anlamlilik diizeyi 0.05 (p-value) olarak dikkate alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Histolojik ve immiinohistokimyasal Bulgular

Bu calismaya 19 adet erkek Albino Wistar rat kullanilarak baslandi ve birinci
ayda kontrol grubundan 1 adet kayip yasanarak 18 rat ile ¢aligma bitirildi. Deneysel
calisma siiresince kalan ratlarin cerrahi islemi iyi tolere ettikleri, saglik durumlarinin
iyi oldugu, beslenmelerinin normal bir sekilde devam ettigi ve yara yerine bagh

herhangi bir enfeksiyon veya kilo kayb1 gelismedigi gozlemlenmistir.

Arn siitliniin kemik iyilesmesine etkisinin incelendigi ¢calismamizda 8 haftanin
sonunda alman Ornekler histolojik olarak incelenmistir.  Histopatolojik
degerlendirme;

1. Yeni olusan kemik kalitesi,

2. Anjiyogenezis,

3. Osteoblast RANKL ekspresyonu parametrelerine gore yapilmistir.

Resim 4.1: Sham grubuna ait Hematoksilen Eosin boyamasi (10x). Bag dokusu yogunlukta olup
yeni kemik olusumu minimal diizeyde.
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Resim 4.2: Sham grubuna ait VEGF immiin isaretleme (10x). VEGF ile isaretlenmis yeni olusan
kapiller (ok ucu). Sham grubuna ait dokularda anjiyogenez minimal diizeyde.

Resim 4.3: Sham grubuna ait RANKL immiin isaretleme (20x). RANKL ile pozitif boyanan
osteoblast hiicreleri (ok ucu), osteositler(*). RANKL ile isaretlenmis osteoblast
hiicrelerinde bir artis mevcut.
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Resim 4.4: DKM grubuna ait H.E boyamasi, bag doku (*) (20x). DKM grubuna ait dokularda
bag dokusu yogunlukta olup yeni kemik olusumu minimal diizeyde.

Resim 4. 5: DKM grubuna ait VEGF immiin isaretleme (20x). VEGF ile pozitif boyanan
kapillerler (ok ucu). Anjiyogenez ile olusan kapiller minimal diizeyde.
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Resim 4.6: DKM grubuna ait RANKL immiin isaretleme (20x). RANKL ile pozitif boyanan
osteoblast hiicreleri (ok ucu). RANKL eksprese eden osteoblast sayilarinda artis
mevcut.

" " ‘..
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Resim 4. 7: DKM+LAS grubuna ait H.E boyamasi, spikiiler kemik(ok ucu), bag dokusu (*)(10x)
DKM-+LAS grubuna ait dokularda trabekiiler kemik olusum alanlar1 mevcut.
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Resim 4.8: DKM+LAS grubuna ait VEGF immiin isaretleme (20x). VEGF ile pozitif boyanan
kapillerler(ok ucu). DKM+LAS gruplarinda anjiyogenezis minimal diizeyde olup az
sayida olusan yeni kapiller mevcut.

Resim 4.9: DKM+LAS grubuna ait RANKL immiin isaretleme (20x). RANKL ile pozitif
boyanan osteoblast hiicreleri (ok ucu).
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Resim 4.10: DKM+SAS grubuna ait H.E boyamasi, kompakt kemik ve osteon yapis1 (ok ucu)
(40x). DKM+SAS grubuna ait dokularda bag doku oram azalmis olup, kompakt
kemik yapilar1 mevcut.

Resim 4.11: DKM+SAS grubuna ait VEGF immiin isaretleme (20x). VEGF ile boyanan
kapillerler (ok ucu). DKM+SAS grubu dokularinda anjiyogenez artis1 gozlenmis
olup cok sayida olusan yeni kapiller mevcut.
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Resim 4.12: DKM+SAS grubuna ait RANKL immiin isaretlme (20x). RANKL ile pozitif
boyanan osteoblast hiicreleri(ok ucu), osteosit(*). DKM+SAS grubu dokularinda

RANKL ekspresyonunda azalma olup isaretlenen osteoblast sayisi minimal

diizeyde.

4.2. Istatistiksel Bulgular
Isik mikroskobu ile yapilan histolojik inceleme sonucunda elde edilen veriler
istatiksel olarak degerlendirilmistir. Belirlenen parametreler iizerinden gruplar arasi

farklilik olup olmadig: arastirilmis ve her ii¢ degisken arasindaki farklilik istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (her biri i¢in p<0,05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Histopatolojik kriterlerin istatistiksel analizi

Grup

DKM+LAS DKM+SAS
Ort#SS M(Q1-Q3) OrtSS M(QI-Q3) Ort+SS M(QI-Q3) Ort+SS M(QI-Q3)  P*

RANKL 62,6£8,59 62(61-62) 60+6,86  57(57-65) 52,17+4,71 51,5(50-52) 37,43+4,86 36(36-43) p<0,05
VEGF 1,2+1,3 1(0-2) 1,6+1,14 2(1-2) 11,67+£3,2  11,5(9-13) 20,86+2,79 21(18-23) p<0,05

ALLEN
kemik
skorlamasi
* Kruskal Wallis testine gore anlamlilik. Ort: Ortalama, SS:Standart sapma, M: Medyan

Sham DKM

0,76+0,22 0,8(0,8-0,8) 0,88+0,11 0,8(0,8-1) 1,23+0,23 1,2(1-1,4) 2,03+0,41 1,8(1,8-2,2) p<0,05

Tablo 2’de her gruptaki olgularin RANKL, VEGF ve ALLEN kemik

skorlamalar1 arasinda iliski olup olmadigi arastirilmis ve degiskenler arasinda
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anlaml diizeyde dogrusal bir korelasyon olmadigi goriilmiistiir. (her biri icin

p>0,05).

Tablo 4.2: ALLEN kemik skorlamasi, VEGF ve RANKL arasindaki korelasyon durumu

Grup N r* p
RANKL & VEGF 5 0,632 0,253
Sham RANKL & ALLEN Kemik Skorlamasi 5 0,574 0,312
VEGF & ALLEN Kemik Skorlamasi1 5 0,803 0,102
RANKL & VEGF 5 -0,658 0,227
DKM RANKL & ALLEN Kemik Skorlamasi 5 0,444 0,454
VEGF & ALLEN Kemik Skorlamasi 5 -0,148 0,812
RANKL & VEGF 6 -0,203 0,700
DKM+LAS | RANKL & ALLEN Kemik Skorlamasi 6 -0,194 0,713
VEGF & ALLEN Kemik Skorlamasi 6 -0,029 0,956
RANKL & VEGF 7 -0,580 0,172
DKM+SAS | RANKL & ALLEN Kemik Skorlamasi 7 -0,402 0,371
VEGF & ALLEN Kemik Skorlamasi 7 -0,150 0,749

*Spearman korelasyon katsayisi

Yeni olusan kemik kalitesi acisindan, DKM+SAS grubundaki olgularin Allen
kemik skorlamast Sham ve DKM gruplarina gore anlamli derecede daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Sham grubu-DKM grubu, Sham grubu-DKM+LAS grubu,
DKM grubu-DKM+LAS grubu ve DKM+LAS grubu-DKM+SAS grubu ikililerinin
arasinda anlamh diizeyde fark bulunamamistir. An siiti lokal ve sistemik
uygulamalar1 kemik kalitesini kontrol gruplarina gore arttirmasina ragmen, bu artig
sadece sistemik uygulamada istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

(Grafik 4.1).
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ALLEN Kemik Skorlamas:

Sham DEMI DEM+LAS DEMM+SAS

Grup

Grafik 4.1: ALLEN kemik iyilesme skorlamasinin gruplara gore degisimi

Defekt bolgesinde meydana gelen anjiyogenezis i¢in Anti-VEGF ile boyanan
kapillerlerin degerlendirilmesine gore; DKM+SAS grubundaki olgular Sham ve
DKM grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sham
grubu-DKM grubu, Sham grubu-DKM+LAS grubu, DKM-DKM+LAS grubu ve
DKM+LAS-DKM+SAS grubu arasinda anlaml diizeyde fark bulunamamistir. Ar
sitii lokal ve sistemik uygulamalar1 kontrol gruplarina goére damarlanmay1
arttirmasina ragmen sadece sistemik uygulamadaki artis anlam ifade etmektedir

(p<0,05) (Grafik 4.2).
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Anjivogenezis

Sham DEM DEM+LAS DEDM+SAS

Grup

Grafik 4.2: VEGF ile boyanan kapillerlerin gruplara gore degisimi

Kemik yikiminda etkili olan RANKL’1 eksprese eden osteoblastlarin
sayiminina gore; Sham ve DKM grubundaki olgular DKM+SAS grubuna gore
anlamh diizeyde daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sham grubu-DKM grubu, Sham
grubu-DKM+LAS grubu, DKM grubu-DKM+LAS grubu ve DKM+LAS grubu-
DKM+SAS grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamugtir. Arn siitii lokal ve
sistemik uygulamalart RANKL ekspresyonunu kontrol gruplarina gore azaltmasina

ragmen sadece sistemik uygulamada anlaml fark goriilmiistiir(p<0,05)(Grafik 4.3).

65



000

DEM+LAS DEM+SAS

Grafik 4.3: RANKL ile boyanan osteoblastlarin gruplara gore degisimi
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S. TARTISMA

Biyoteknolojideki biiyiik gelismelere ragmen, kraniyo-maksillofasiyal iskelet
diizensizlikleri ve deformiteleri oral ve maksillofasiyal cerrahlar i¢in rekonstriiktif
zorluklar olusturmaya devam etmektedir. Konjenital ve edinsel anomaliler, travma,
enfeksiyon ve hastaliklar siklikla kraniyo-maksillofasiyal kompleksin kemik
defektleri ile sonuclanir. Bu defektlerin sekil ve fonksiyonlarinin rekonstriiksiyonu
uzun zamandan beri cerrahlar i¢in ilgi alani olmustur. Rekonstriiksiyonun
zorluklariyla kars1 karsiya kaldigimizda temel cerrahi amaclar; kemik devamliligim
saglamak, yeterli kemik hacmi olusturmak, greft rezorpsiyonunu onlemek, yumusak
doku defektlerini diizeltmek, yiiz konturunu, estetigi ve fonksiyonu yeniden kurmak
olmalidir. Bu hedefler dogrultusunda rekonstriiksiyon merkezlerinde kemik
otogreftleri, allogreftler ve vaskiilarize kemik greftleme teknikleri yaygin olarak
kullanilmaktadir (223). Kemik biiyiimesinin ve rejenerasyonun fizyolojik faktorleri
kemik transplantasyonunu bir¢ok deneysel ve klinik c¢alismanin konusu haline

getirmistir.

Hollandali cerrah Van Meekeren, 1968 yilinda bir askerin kafatasinda olan
travmatik defekti basariyla onararak ilk kemik greft prosediiriinii gerceklestirmistir.
[k klinik otogreft, 1821'de Von Walter tarafindan trepanotomiden sonra kafatasmin
onarilmasi icin kullanilmistir. ilk allogreft, 1880'de Mac Ewan'in rasitizm hastasi bir
cocugun enfekte humerusunu vaskiilarize olmayan bir tibia grefti ile basarili bir
sekilde rekonstriikte ederek gerceklestirilmistir. Mueller ve Koenig (1890), kompozit
kalvaryum kemik grefti kullanarak kraniyo-maksillofasiyal defektleri rekonstriikte
eden ilk kisilerdir. Yiizyilin basindan bu yana sayisiz yayin, modern kemik greftleme

prosediirlerinin klinik ve biyolojik temellerini tasvir etmektedir (224).
Otojen kemik diger tiim rekonstriiktif tekniklere gore altin standart olarak

kabul edilmektedir. Giiniimiizde otojen kanselloz kemik greftleri en ongoriilebilir ve

basarili klinik sonuglart vermektedir (225). Kemik greftlerinin ¢esitli fizyolojik
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ozellikleri basariy1r dogrudan etkiler. Bu ozellikler; osteogenezis, osteoindiiksiyon ve

osteokondiiksiyon kavramlarini igerir (224).

Osteogenezis, greftin yeni kemik iiretebilme yetenegidir ve greft icindeki
canli hiicrelerin varligina baghdir. Osteojenik greft materyalleri, kemik hiicreleri
(osteokompetan hiicreler) veya o hiicrelere diferansiye olma potansiyeline sahip
hiicreler (osteoprogenitor hiicreler) igerir. Osteogenesis, taze otolog kemik ve kemik
iligi hiicreleriyle iliskili benzersiz bir 6zelliktir. Tlginctir ki calismalar, bu transplante
edilen hiicrelerin aslinda sadece birkacinin greft alaninda canli kaldigini gosterir

(220).

Osteokondiiksiyon, greftin kemik iyilesmesi icin bir cati gorevi gordiigii
fiziksel oOzelligidir. Bu yapr neovaskiilarizasyon ve osteoprogenitor hiicrelerin
cevreden sizmasiyla kemik olusumuna izin verir. Osteokondiiktif 6zellikler otojen
kanselloz kemik, allogreft, demineralize kemik matrisi, hidroksiapatit, kollajen ve

kalsiyum fosfat yapilarinda bulunur (224).

Osteoindiiksiyon, greft materyalinin biyokimyasal transformasyon ve kok
hiicrelerinin kemik iireten hiicrelere uyarilmas: yoluyla kemik olusumunu indiikleme
yetenegidir. KMP ve DKM temel osteoindiiktif maddelerdir (227). Otogreftlere

benzer sekilde allogreftler de osteoindiiktif 6zellik gosterir.

Otogreft ve allogreft kraniyo-maksillofasiyal cerrahide siklikla kullanilan
non-vaskiilarize kemik greft tipleridir. Otogreft, bir bireyin viicudunun bir
bolimiinden digerine nakledilir. Otogreftlerin avantajlar1 arasinda osteojenik,
osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellikler, biyomekanik stabilite, hastalik transferi
olmamasi ve minimal antijenite bulunur (224). Otojen kemik greftinin etkililigine
ragmen, grefti yeterli miktarda saglamak icin yalnizca birka¢ dondr bolgesi
uygundur. Dezavantajlar1 arasinda; ayn1 zamanda ayr1 bir cerrahi alan ihtiyaci,
calisma siiresinin ve kan kaybinin artmasi, verici alan komplikasyonlar ile iliskili

riskler ve yetersiz miktarda kemik grefti eldesi gibi durumlar bulunmaktadir (228).

68



Allogreft, otojen kemik greftlerine alternatif bir biyomateryal tipidir.
Bunlardan en c¢ok bilinen ve kullanililanlart; taze dondurulmus, dondurulmus
kurutulmus, demineralize kemik greftleridir. Bir allogreft, ayn1 tiiriin genetik olarak
farkli tiyelerinden nakledilen dokudur. Allogreftler immiinolojik red, hastalik
bulagma riski, enfeksiyon riski ve otogreftlere gére daha diisiik biyolojik potansiyele
sahip olma gibi zayif oOzelliklere sahiptir (229). Allogreftlerin enfeksiyon
hastaliklarinin taginma riskini 6nlemek i¢in uygulanan sterilizasyon yontemleri

materyalin biyolojik 6zelliklerinden fedakarlik gerektirir.

Otojen ve allojen greftlerin dezavantajlari nedeniyle son yillarda
ksenogreftler iizerinde calisilmistir. Ksenogreftler hayvanlardan elde edilip biitiin
organik komponentleri uzaklastirilir. Insan kanselloz kemigine yapisal olarak cok
benzeyen ve en sik kullamilan si@ir kaynakli seklidir (128). Sigir kaynakli
ksenogreftler osteokondiiksiyon yoluyla islev goriir. Ksenogreftlerin yavas
rezorbsiyon oranina sahip oldugu ve bu yiizden kemik olusumunun yavas oldugu

gosterilmistir (83).

Sentetik olan, otojen greft risklerini tagimayan ve kullanim kolayligi olan
alloplastik greftler klinik kullanimda 1yi bir alternatif olarak karsimiza cikar. Bu greft
tipi kemigin inorganik yapisina benzeyen sentetik yapi icerir. Kolay elde edilebilirlik
gibi avantajlarinin yaninda yabanci cisim reaksiyonu gostermek gibi dezavantajlari
vardir. Son yillarda oral ve maksillofasiyal cerrahide bu konuda sik¢a calismalar

yapilmaktadir.

Biyomateryallerin bu dezavantajlari nedeniyle osseoz yapiya katilmalarinda
yiiksek basariy1 saglamak icin bircok deneysel calisma yapilmistir. Literatiirde defekt
tyilesmesini hizlandirmak ve greft etkinligini arttirmak i¢in bifosfonatlar, statinler,
lazer, antibiyotikler, ozon, biyoaktif biiyiime materyalleri (KMP, transforming
growth faktor alfa vb.), TZP (trombositten zengin plazma), TZF (trombositten zengin
fibrin) gibi ek morbiditeye neden olmayan ve istenildigi kadar elde edilebilen

biyomalzemeler ile yapilmis calismalar bulunmaktadir. Caligmalarda kullanilan bu
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materyallerin se¢imindeki temel unsur kemik iyilesmesinde gerceklesen hiicresel

olaylar etkileyebilme 6zelligidir.

Kirik  olustuktan sonra, bolge stabilitesini kaybederek arteryal
vazokonstriiksiyonla birlikte hipoksi gelisir. Takiben gecici bir iskemik periyod,
arteryal vazodilatasyon ve kirik bolgesinde reperfiizyonda bir artis olur. Hemen sonra
inflamatuar, onarim ve remodelasyon fazlarini igeren iyilesme baglar. Baslangi¢
fazinda inflamatuar hiicreler (I16kosit, makrofaj ve mast hiicreleri) kirik bolgesine
ulasir. Polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonuyla bolgede serbest oksijen
radikalleri ortaya ¢ikar. Serbest radikaller DNA, karbonhidrat, protein, enzim ve lipit
gibi onemli bilegenlere olumsuz etki ederek hiicre hasar1 ve hiicre 6liimiinii neden
olur. Kanser, yaslanma, sigaraya bagli hastaliklara neden olduklar1 ve yara
tyilesmesi, graniilasyon dokusu, kollajen, kikirdak ve kirik iyilesmesi iizerinde
olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (230,231). Cogu arastirmada oOzellikle
antioksidanlar gibi yeni materyaller kullanilmis ve antioksidanlarin osteoblastik

aktiviteyi ve kemik metabolizmasin1 arttirdigi gosterilmistir (232).

Apis mellifera cinsi is¢i arilarin mandibular ve hypopharyngeal bezlerinden
sarimsi renkte salinan ar siitii, kralice arilarin uzun siire yasamasi i¢in gerekli olan
bir besindir. Yapilan c¢alismalardaa ar1 siitiiniin serbest oksijen radikallerini
temizleme 0zelligi olan dogal bir antioksidan oldugu belirtilmektedir (232,233). An
siitll serbest amino asitler, proteinler, sekerler, yag asitleri (esas olarak 10-hidroksi-2-
desenoik asit; 10-HDA), mineraller (¢cogunlukla demir ve kalsiyum) ve vitaminler
(esas olarak tiamin, niasin, riboflavin) gibi biyolojik aktiviteye sahip bir¢ok onemli
bilesigi icerir. Arn siitiiniin yaslanmay1 geciktirici, yorgunluk giderici, antialerjik,
antitimor, antihipersolesterolemik, antihipertansif ve anti-inflamatuar etkiler gibi
cesitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Literatiir incelendiginde
ar1 siittinlin  kemik iyilesmesi {izerindeki etkisini inceleyen yeterli calisma
bulunmamaktadir. Ar siitiiniin antioksidan ve yumusak doku yara iyilesmesini
hizlandiric1 etkileri bilimsel ¢alismalarla desteklenmesi nedeniyle kemik iyilesmesi
tizerine de olumlu etkilerinin olabilecegi diisiiniilerek boyle bir calismanin yapilmasi

planlanlanmustir.
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Kemik doku miihendisligi ve osteoindiiktif biyomateryal gelistirilmesinde
cesitli hayvan modelleri kullanilmaktadir. Bu alandaki tecriibelere gore ideal hayvan
modeli; biiyiik 6l¢iide tekrarlanabilir olmali, birkag tiirdeki materyal veya stratejilerin
degerlendirilmesi i¢in kullanilabilmeli, ilgili klinik durum ile baglantili olmali, ¢oklu
analiz tiplerine izin vermeli ve planlanan deney sonunda hayvanda diisiik derecede
morbidite ve mortaliteye neden olmalidir. Hayvan modellerini degerlendirirken goz
oniinde bulundurulmasi gereken diger pratik faktorler; uygun istatistiksel giicle veri
tiretmek icin gerekli zaman, maliyet ve deneysel adimlari gerceklestirmek icin
gerekli yetkinliktir. Teorik olarak ortotopik hayvan modelleri, biyomateryal veya
non-union uygulama stratejilerinin degerlendirilmesinde klinik olarak en uygun
yontemdir. Kemik defektlerinin hayvan modelleri icin fare, sican, tavsan, kopek,
domuz, koyun ve keci gibi bir¢ok tiir kullanilmistir; ancak arastirmalarin biiyiik bir
kism1 tekrarlanabilirlik, verimlilik ve ekonomik faktorler nedeniyle kemirgen
modelleri iizerinde yogunlasmustir. Insanlara ait hastaliklarin arastirilmasinda
sicanlar, fare ve diger model organizmalara gore daha fazla avantaja sahip olup,
medikal arastirmalarda kullanilan en yaygin organizmadir. Sican modellerinde
fizyolojik olaylar kolay izlenir, fazla miktarda veri toplanabilir ve insan
organizmasina daha yakin ¢alisma saglanir. Yaptigimiz calismada temin edilebilme
kolayligi, ucuz olmalari, biiyiik hayvanlara gore daha kolay manipiile edilmeleri,
daha fazla 6rnek alinabilme imkani sunmalari, fizyolojileri hakkinda yeterli kaynak
bulunmasi, enfeksiyona olan direngleri gibi avantajlar1 nedeniyle rat tercih edilmistir.
(234). Memeli disi hayvanlarin  hormonal farkliliklart nedeniyle degisken
metabolizmalar1 vardir. Bu faktorler diisiiniilerek caliyjmamizda erkek rat tercih
edilmistir. Yas farkliliklarina bagli olusabilecek osteojenik potansiyel degisiklikleri
(235) ve yetiskin olmayan ratlarda kemik iyilesmesinden ziyade kemik biiyiimesinin
degerlendirilebilmesi (236) nedeniyle calismada 8 haftalik yetiskin denekler

kullanilmistir.

Anatomik olarak femur, omurga, mandibula ve kalvaryum gibi kemirgen
iskeletinin bir¢ok alani ortotopik defekt bolgesi olarak kullanilabilir (237,238). Son
25 yilda kalvaryal defekt, kemik replasman materyallerini ve kemik rejeneratif

terapileri (hiicre, protein veya gen bazli yaklasimlar) test etmek i¢in iyi bir in-vivo
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model olarak kullanilmistir. Rat kalvaryal kritik boyut defekti (KKBD), kemik
tyilesmesinin degerlendirilmesi icin en sik kullanilan deneysel modellerden biridir.
Kafatasinin biyolojik olarak inert olmasi, defekt boyutunun standardize edilebilmesi,
cerrahi olarak kolay ulagim, dura mater ve iizerini kaplayan derinin varlig ile
implante edilen biyomateryale destek olma, histopatolojik preparatlarin
hazirlanabilirliginin kolay olmasi ve kraniofasiyal bir kemik olmas1 gibi avantajlara
sahiptir (221). Kalvarya gibi ortotopik kemik alanlarinin iyilesmesinde kas, deri alti
gibi ektopik bolgeler kemik yapiminin indiiklenmesinde daha uygun fizyolojik kosul
sunar. Ayrica, alttaki dura materin defekt iyilesmesinde ve osteojenik hiicrelerin
sentezinde onemli rol oynadig1 da bilinmektedir. Belirtilen avantajlarinin yaninda;
defekt iyilesmesinin temelde intramembranéz kemiklesme ile alakali olmasi ve
maksillofasiyal cerrahideki alanimiz olan mandibulanin embriyolojik olarak
intramebrandz yolla gelismesi, c¢alismamizdaki kritik boyutlu defektler icin

intramembrandz gelisme gosteren parietal kemigin secilmesinde etkili olmustur.

Rat kalvaryumunda yapilan deneysel calismalarda objektif sonuglar almak
icin, olusturulan defekt boyutu spontan kemiklesecek biiyiikliikte olmamalidir.
Kemik defektlerinin iyilesmesi defektin boyutu ile dogrudan iligkilidir. Bu nedenle,
karsilagtirllabilir sonuclar elde etmek icin kritik boyut defekt kavrami ortaya
cikmistir. ‘Kritik Boyut Defekt (KBD)’ terimi ilk kez Schmitz & Hollinger (1986)
tarafindan ‘Canlinin yagsami boyunca spontan diizelemeyecek en kiiciik boyutlu
kemik i¢i yara’ olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte, cogu preklinik aragtirmanin
degerlendirme siire sinir1 oldugu i¢in, Gosain ve ark. (2000) tanimin ‘Arastirmanin
siiresi boyunca iyilesemeyen defekt’” olmasi gerektigini savunmaktadirlar. Kritik
boyut defektini etkileyen faktorler; denegin tiirii, denegin yasi, defektin anatomik
lokalizasyonu, defektin boyutu ve intakt periostdur (239). Ratlarda kalvaryal KBD en
sik kullanilan ¢alisma modelleri arasinda olmasina ragmen, kritik olarak kabul edilen
defekt capiyla ilgili tartismalar halen devam etmektedir. Literatiirde kritik olarak
kabul edilen farkli defekt boyutlar1 bildirilmistir; en sik olarak 5.0 ve 8.0 mm caplh
defektler kullanilmastir.
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Tagaki ve Urist 6 aylik Sprague Dawley ratlarda 8 mm capinda kalvaryal
defektler olusturmuslar ve 4. haftada defektlerin 5 mm’ye indigini ve 12. hafta
sonunda daha fazla iyilesmenin goriilmedigini belirtmislerdir (240). Mulliken ve
Glowacki 28 giinlilk Charles River ratlarinda parietal kemikte 4 mm c¢apinda
defektler olusturmuslar ve bu defektlerin 6. ay sonunda tamamen iyilesemedigini,
buna karsilik demineralize kemik tozu konulan defektlerin 2. haftada kemik
iyilesmesi bulgular1 gosterdigini belirtmisler ve ratlarda 4 mm c¢apindaki defekt
miktarint KBD olarak tanimlamuslardir (241). Scott ve ark. (2012), rat
kalvaryumunda yaptiklar1 KBKD’lerde aselliiler progenitor hiicreli periosteumun
tyilesmeye etkisini arastirdiklar1 calismalarinda, KBD'yi 5 m olarak rapor etmislerdir
(242). Son yillarda yapilan ¢alismalarin biiyiik cogunlugunda ratlarin maksillofasiyal
bolgesinde yapilmak istenen KBD’lerde 5 mm capin yeterli oldugu kabul
goriilmektedir (Un, 2013; Tasdemir, 2011; Baldik ve ark. 2000)(ratlarda deneysel...).
5 mm’lik KBD’nin hem deney hem de kontrol defektlerinin ayn1 denekte agcilmasina
imkan saglayarak farkli hayvanlar arasindaki degiskenlikten kaynaklanan risklerin
ortadan kalkmasi, calisma icin gerekli hayvan sayisinin azaltilmasi, intraoperatif
hemorajiye ve norolojik komplikasyonlara neden olan sagittal siniisiin yaralanma
olasiliginin olmamas1 gibi avantajlar1 vardir. Literatiirde kullanilan boyutlarin
incelenmesi sonrast ve denek sayisim azaltmak i¢in sham ve kontrol grubu
defektlerini ayn1 rat iizerinde bilateral olusturmak istememiz nedeniyle kritik defekt

boyutu Smm olarak belirlenmistir.

Calismamizda olusturulan defektlerin rekonstriiksiyonunda alllojen greft
ailesine ait DKM kullanilmistir. Kemik defektlerinin doldurulmasinda kullanilan
greft materyallerinde aranan baslica oOzellikler; tek bir cerrahi islemle elde
edilebilme, antijenik 06zelliginin olmamasi, revaskiilarizasyon, osteoindiiksiyon,
osteokondiiksiyon ve osteogenezisi kolaylastirabilme, defektte stabilite ve destek
saglama, kolayca sekil verilebilme, termal olarak nonkondiiktif olma, radyoliisent bir
gorlinim verme ve uzun siire saklanabilmedir (243). Giintimiizde osteoindiiksiyon
sadece BMP iceren DKM ve otojen kemik greftlerinde goriilmektedir. Seyreltik
(0.5N) hidroklorik asit ile kalsiyum hidroksiapatitin kemikten uzaklastirilmasi

sonucunda elde ed