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OZET

Statinler, serum kolesterol seviyesini diistirmek i¢in kullanilan,
ilaglardir. Statin grubu ilaglardan simvastatinin lipofilik yapisi nedeniyle
kemige etkisinin daha fazla olmasi, antienflamatuar etki gésterme, osteoklast
olusumunda azalma, kemik olusumunda artma gibi etkiler gosterdigi yapilan
arastirmalarla ortaya konmustur.

Bu bilgiler 1s1ginda sentetik ve allojen greft materyalleri uygulanan
kritik boyut kemik defektlerinde sistemik ve lokal simvastatin uygulamasinin
etkisini karsilastirilmali olarak incelemeyi amagladik.

Calismamizda, 50 adet Sprague Dawley cinsi erkek ratlar kullanmilmistir
ve deney hayvanlart n=10 olmak iizere 5 gruba ayrildi. Kontrol grubunda
olusturulan kalvaryum defekti hi¢bir uygulama yapilmadan siiture edilirken
diger iki grupta sistemik simvastatin uygulamasi sentetik ve allojen greftlerle
ayr1 ayr1 kombine edilerek defekt bolgesine uygulandi. Son iki grupta da lokal
simvastatin sentetik ve allojen greftlerle ayr1 ayrit kombine edilerek defekt
bolgesine uyguland.

30 giin sonunda deney hayvanlart histolojik ve immiinohistokimyasal
olarak incelenmek tlizere sakrifiye edildi.

Lokal simvastatin uygulanan gruplardaki yeni kemik olusumunun
sistemik simvastatin uygulanan gruplardan daha iyi oldugunu ve lokal
simvastatin ile sentetik greftin kombine uygulandigi grubun yeni kemik
olusumunda en etkili grup oldugu yapilan histolojik ve immiinohistokimyasal
incelemelerle ortaya konmustur.

Simvastatinin optimum dozda, dogru uygulama yontemleriyle, ideal bir
tastyiciyla birlikte kullaniminin kemik iyilesmesine katkida bulundugu ancak
bu konuda daha fazla deneysel arastirmanin yapilmasi gerektigini

diisinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Sentetik Greft, Allojen Greft, Sistemik ve

Lokal Uygulama, Simvastatin

VIII



i, e i—

SUMMARY

Statins are a class of drugs used to lower serum cholesterol levels.
Indeed, recent studies indicate that some of the cholesterol-independent or
“pleiotropic™ effects of statins involve enhancing the bone formation and
angiogenesis, decreasing osteoclast formation, having anti-inflammatory
features because of lipophilic structure of simvastatin.

We aim to examine critical sized bone defects applied synthetic and
allogeneic graft materials and the effect of local simvastatin use comparatively
in line with this information.

In our research, 50 male Sprague Dawley rats are used and these
experimental animals are divided into 5 groups as n=10. Calvarium defect is
sutured without any implantation in the control group whereas the systematic
simvastatin implantation is applied to defect section in two other groups with
synthetic and allogeneic grafts combined separately. The same procedure is
applied to the last two groups. After 30 days, experimental animals are
sacrificed for the purpose of being examined histologically and
immuohistochemically.

Immunohistological and histological studies indicate that new bone
formation in groups applied simvastatin locally is better than the groups
applied simvastatin systematically, and the group which is applied combined
local simvastatin and synthetic grafts is the most effective group in new bone
formation.

It is required that further research should be conducted for the purpose
of seeking the proper usage of simvastatin with the optimal dosage and the

implantation methods with an ideal carrier.

Key words: Synthetic graft, allogeneic graft, Systematic and local

application, Simvastatin.
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GIRIS VE AMAC

Dis hekimliginde ve diger tip alanlarinda kemik defektlerinin tedavisi ile ilgili
calismalar literatiirde nemli ve genis bir yer kaplamaktadir. Oral ve maksillofasiyal
cerrahide travma, kistler, tiimorler, enfeksiyonlar veya konjenital anomaliler
sebebiyle kemik dokusunda siklikla defektler meydana gelebilmektedir.

Klinikte maksillofasiyal cerrahi islemler sonrasinda, kemik defektlerinde
olusan fibrozisin kemik kavitelerinde diizgiin ve istenilen sekilde iyilesmeyi
engelledigi bilinmektedir.

Organizmanin hayati boyunca kendiliginden tam olarak kemiksel iyilesme ile
kapanmasi miimkiin olmayan defektleri, kritik boyut kemik defekti olarak
tanimlanmaktadir. Kendiliginden kapanmasit miimkiin olmayan defektlerde tedavi
icin otojen greft uygulanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir, fakat bu
yontemde  bazi  vakalarda  verici  alan  yetersizligi  gibi  sorunlarla
karsilasilabilmektedir.

Yetersiz kemik alanlarinda veya cesitli sebeplerle meydana gelmis kemik
defektlerinde rekonstrilkksyon amaglh cerrahi ydntemler uygulanmaktadir. Kemik
greftleriyle yapilan ogmentasyonlar diginda yénlendirilmis doku rejenerasyonlart,
distraksiyon osteogenezi gibi yontemler de sayilabilir.

Giiniimiizde arastirmacilar kritik boyutta kemik defekti iyilesmesini saglamak
amactyla, biiylime ve farklilagma fakt6rlerini yaptiklar: ¢aligmalarda defekt bolgesine
lokal olarak uygulamis ve bu uygulamalarin defekt iyilesmesi tizerinde pozitif etkili
oldugunu gostermislerdir. Ayrica NSAil-selektif COX-2 inhibitérleri, florokinolon,
steroidler, kemoterapotikler, bifosfonatlar, statinler gibi ilaglarin da kemik iyilesme
stirecinde etkili olabilmesi farmakolojik ajanlarin kemik defektlerinin iyilesmesi ile
ilgili calismalarda sik¢a kullanilmasinin yolunu agmustir.

Mevcut kolesterol diistiriicii ilaglarin en gii¢lii grubunu olusturan statinler,
kolesterol sentezinin hiz kisitlayici basamaginda 3-hidroksi- 3-metil glutaril koenzim
A (HMG-CoA) rediiktaz enzimini geri doniistimlii olarak inhibe ederek karacigerde
kolesterol sentezini azaltirlar. Spesifik etkisi disinda statinlerin gdsterdigi yararl
veya zararli bazi etkilerden s6z edilebilir, bu etkilerin tiimiine birden pleiotropik etki

denir.



Anjiogenezde artma, antienflamatuar G6zellik  gOsterme, osteoklast
olusumunda azalma, kemik olusumunda artma, tiimér hiicrelerinin gelisimini ve
yayginlasmasini engelleme, koroner arter hastaligi riskinde azalma gibi ¢esitli yararli
etkileri vardir.

Statin grubu ilaglarin bir tiyesi olan simvastatinin, dzellikle lipofilik olmas:
nedeniyle kemige etkisinin daha fazla olabilecegi ifade edilmistir. Calismalarda
ozellikle lokal olarak uygulanan simvastatinin kemik gelisiminde statinler arasinda
en etkili ilag oldugu belirtilmistir (1-4).

Literatiirde ilk kez Mundy ve arkadaslar1 (5) 1999 yilinda, statin grubu bir
ilag olan simvastatini 5 giin boyunca giinde 3 kez olmak {izere, kalvaryuma toplam
15 subkutandz enjeksiyon olacak sekilde uygulamis ve 21 giin sonra kemik
kalimhginda %30-50 oraninda artis oldugu bulmuslardir. Calismada BMP -2 ve
VEGF enjeksiyonuyla da benzer sonuglar elde edilmistir.

Missana ve arkadaslari (6), 2001 yilinda farclerin tibiasinda kritik boyutta
olusturulan kemik defektlerinde simvastatinin etkisini degerlendirmek amaciyla
yaptiklari calismalarinda, 40 erkek farenin kortikal tibia kemigine 6 mm longitudunal
defekt agmuglardir. Deney grubuna 10 mg/kg simvastatini 5 giin  boyunca
intraperitonal olarak enjekte etmigler, kontrol grubuna ise simvastatin
uygulamamuglardir. Radyografik ve histolojik degerlendirme sonucunda kontrol
grubunda ilk hafta yeni kemik olusumu saptamamuisg fakat 2, 3 ve 6. haftada degisen
miktarlarda kemik kalinhg! saptamiglardir. Deney grubunda ise ilk hafta yeni kemik
olusumu gozlemlemislerdir; ancak 2, 3 ve 6 haftalarda yeni olusan kemik miktarini
kontrol grubuna benzer bulmuslardir.

Kiligoglu ve arkadaglart (7) 24 adet sican tizerinde lokal uygulanan
simvastatinin normal kemik dokusunda yaptigi degisiklikleri degerlendirdikleri
¢aligmalarinda simvastatini dimetilsiilfoksit icerisinde eritip, giinlik 1 mg dozda,
siganlarmn bacagina enjekte etmislerdir. 7, 14. ve 21. giinlerdeki degerlendirme
sonucunda kilcal damarlar gelisiminde belirgin artis, kemik Oncii hiicrelerinde
cogalma, farklagsmada artis ve yeni osteoid doku olusumu izlemislerdir.

Wong ve Rabie (8) yaptiklari calismada; simvastatin ile greftlenmis kemik

defektlerinde, greftlemeden sonraki 3. giinde vaskiiler endoteliyal biiyiime faktérii, 4.



giinde kemik morfogenetik proteini-2 salindigint ve 5. giinde de yeni kemik
olustugunu tespit etmislerdir.

Wong ve Rabie (8) statinler kullanilarak elde edilen iyilesme modelinin direk
olarak kemik morfogenetik proteini kullanilarak elde edilen iyilesme modeli ile
benzer oldugunu belirtmislerdir.

Simvastatinin farkli doz ve tasiyicilar ile sistemik ve lokal olarak uygulanarak
degerlendirildigi ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir. Ancak kritik boyut kemik
defektlerinde lokal ve sistemik etkilerinin incelenmesi {izerine yapilmis caligmalar
literatiirde yetersizdir.

Calismamizda; lokal ve sistemik olarak uygulanan simvastatini, ratlarda
olusturulan kritik boyut kemik defektlerinde, sentetik ve allojen kemik greftleriyle
birlikte kullanarak, kemik rejenerasyonunda meydana gelen etkileri histolojik ve

immiino-histokimyasal yontemlerle degerlendirmek amaclanmistir.




GENEL BILGILER

KEMIK DOKUSU

Organizmadaki diger bag dokularinda oldugu gibi kemik dokusu da hiicreler,
lifler ve temel maddeden olusmus ancak yapisindaki kalsiyumdan &tiirii sertlesmis
bir destek dokusudur. Tiim dayanikliligi ve sertligine ragmen, bireyin dmrii boyunca
yikilip yeniden yapilan canli ve dinamik bir yapidir ayrica cerrahi miidahalelerle

sekli degistirilebilen tek dokudur.

Kaslarla beraber viicut hareketini saglar. Sertliginden dolayir hayati énemi
olan organlarin korumasini iistlenmistir. Kan hiicrelerinin yapildigi kemik iligini

icerir ve viicudun kalsiyum deposudur.

Kemik doku organik ve inorganik kompomentlerden yaptlmigtir ve kemigin

kompakt ve spongiy6z olmak {izere makroskobik olarak iki ayri formu vardir (9-14).

Mikroskobik olarak incelenen kemik dokusunda ise hiicreler ve hiicreler

arasinda bulunan kemik matriksi olmak itizere iki temel yapi s6z konusudur (15).

Osteosit uzanlis

Resim 1: Kemik doku



Kemik Matriksi

Organik ve inorganik yapilardan meydana gelir. Bu yapilarin birbiri ile
uyumu kemigin organizmadaki gerekli islevlerini tam olarak yerine getirebilmesi

acisindan ¢ok dnemlidir.

Kemik agirliginin yaklasik %10-30"u sudur. %60-70°ini meydana getiren
inorganik yapi yiiksek oranda kalsiyum ve fosfatin meydana getirdigi hidroksiapatit
kristalleri olmak iizere az miktarda magnezyum, sodyum, potasyum ve sitrattan
meydana gelmigtir. Inorganik yapt kemik dokusunun direncinde ve sertliginde

onemli rol oynar ayrica hemostaz i¢in gerekli mineralleri saglar (16-18).

Organik yapr ise kemik agirligmin %30-40 11 meydana getirir. Biiyiik
bolimii tip-1 kollajen liflerden, protein, glikozaminoglikanlardan olusan temel

maddeden yapilmistir (19, 20).

KEMIK HUCRELERI

Kemik dokusunda 4 tip hiicre ayirt edilir:
m Osteoprogenitor hiicre

m Osteoblast

m Osteosit

m Osteoklast

Osteoprogenitor Hiicreler

Kemigin ana hiicreleri olup mezansimden kaynaklanirlar. Genellikle soluk
boyanan nukleuslu, asidofilik sitoplazmali  hiicreler olup endosteumda,

periyosteumun i¢ katinda ve Havers kanallar1 gibi bélgelerde bulunurlar.

Osteoprogenitor  hiicreler ~ mitozla  olgun  kemik  hiicrelerine
farklilasmaktadirlar. Bu hiicreler kemik biiyiimesinde, zedelenmesi veya kirik

tamirinde aktif hale gelerek béliiniirler ve osteoblast hiicrelerine donisiirler (21-23).
Osteoblastlar

Kemik doksunda matriksin yapiminda sorumlu olan bu hiicreler, kiibik ya da

al¢ak prizmatik boylu hiicrelerden yapilmistir. Nukleuslar: iri, golgi ve endoplazmik



retikulumlart iyi gelismistir. Hiicreler birbirleriyle kisa c¢ikintilarla iliskidedir.

Osteoblastlar kdkenlerini osteoprogenitdr hiicrelerden alirlar (19).

Kemik yapict hiicreler olan osteoblastlar; osteoid dokuyu, kemik matriksini
olugturan tip 1 kollogeni, glikoproteinleri ve ostaokalsin, ostaonektin, osteopontin
gibi bazi proteinleri salgilarlar. Alkalen fosfataz aktiviteleri yiiksektir. Bu enzim hem
matriks olusumunda hem de kalsifikasyonda rol alan Gnemli bir enzimdir.

Gorevlerini tamamladiklarinda osteositlere doniisiirler (16, 18).
Osteositler

Lakiinalarin i¢ine yerlesmis olgun kemik hiicreleri olan osteositler kemigin
esas hiicreleridir. En belirgin 6zellikleri stoplazmik uzantilari aracihigiyla birbirleri
ile iletisim halinde olmalaridir. Bu sekilde kemik i¢inde madde transferi saglanir ve

canl hiicre olma 6zelligi tasirlar.

Osteositlerin  kalsiyumun kemiklerden kana verilmesinde ve hemostatik
mekanizmay1 diizenleme (kalsiyum konsantirasyonunu diizenleyerek) gibi énemli
metabolik rolleri de vardir. Kemik matriksinin devamlihigr i¢in aktif rol oynarlar.

Fonksiyonlarim kaybettiklerinde ise kemik rezorbsiyonu baslar (16, 17, 24).
Osteoklastlar

Howship lakiinalart ad1 verilen ¢ukurlarda yer alan osteoklastlar, ¢ok biiyiik,
ciddi hareket kabiliyetine sahip, ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir. Stoplazmalari asidiktir.
Osteoklastlarin icinde ¢ok ¢esitli enzimler bulunur. Bu hiicreler kikenini kandan alan
monositlerin birlesmesi sonucu olusturduklart mononiikleer fagositik sistemin i¢inde

yer almaktadirlar (16, 24).

Osteoklastlar salgiladiklar: asit fosfataz ile kemigin mineral matriksini yikar,
lizozomal enzimler araciligi ile de kollojen ve dier organik matriks yapilari
sindirerek, rezorbsiyonu gergeklestirirler (24, 25). Ayrica bu hiicreler kalsiyumun
kana gecisi ve viicut sivilarinda kalsiyum miktarimin diizenlenmesinde &nemli rol

oynarlar (21, 26-28).



Resim 2: Kemik hiicreleri.

B w

Kemik dokusu makroskobik olarak incelendiginde ise iki yapr goze
carpar;

I-Kompakt (kortikal) kemik II-Spongioz (kansell6z) kemik

Resim 3: Kompakt ve kanselloz kemik goriiniimii.




Kompakt Kemik Dokusu ve Yapisi

Diizgiin, homojen, bosluk igermeyen sert bir yapiya sahip olan kompakt
kemigin mikroskobik olarak incelendiginde havers kanallari etrafinda lamellerden,
hiicrelerden ve sert bir matriksten olustugu goriiliir. Icinde ise osteositler
yerlesmistir. Kompakt kemikte bulunan kanalikiiller her bir lamelde bircok sayida
oldugundan ait oldugu havers sisteminin en iginden en dis lameline kadar temas

kurarlar, béylece metabolizmanin olaylanmasini saglarlar.

Sert bir matrikse sahip olan kemik dokusunda diffiizyon olanag:
olmadigindan kanal ve kanalikiillerle kemigin disindan igine kadar iliski kurulur ve
bu sekilde metabolizma i¢in gerekli maddeler damar ve kanalikiillerle hiicrelere

kadar ulasir.

Havers kanaliyla onun etrafindaki lamellerin tiimiine birden osteon adi verilir.
Bir Havers kanali yan dallarla kemik iligi ve periyosteumla baglanti kurar. Bu yan
dallara Wolkmann Kanallart adr verilir. Haversian kanal sistemleri kemigin uzun
eksenine paralel olarak dizilmislerdir. Wolkmann kanallar1 ise osteonlarin kemik dig

ylizeyi ve birbirleriyle iletisimini saglar ve kemik yiizeyine dik seyreder.
Dokunun incelenmesinde lamel sistemi sdyle siniflandirilir:
a. Havers Lamelleri
b. Periyostun altinda dig esas lameller
c. Endosteum etrafindaki i¢ esas lameller
d. Osteonlarin arasindaki ara lameller.

Kortikal kemikler iskeletin biiyiik bir béliimiinii kaplarlar. Daha ¢ok uzun
kemiklerin gévde boliimlerinde, yassi kemiklerin i¢ ve dis tabakalarinda bulunurlar.

Kuvvetlere kars: direng gostererek organlarin korunmasinda gérev alirlar (16, 17).

Kemiklerde i¢ ve dis yiizleri saran bag dokusundan zarsi katmanlar vardir.

Bunlardan digtaki periosteum igteki ise endosteumdur (22).
Periosteum

Eklem ylizeyleri hari¢ tiim kemigi digtan ¢evreler. Periosteumun; kemige

desteklik yapmasinda, beslenmesinde, gelisiminde ve tamir olaylarinda biiyiik 6nemi



vardir. Yapisinda kollajen ve elastik lifler bulunur. Ayrica Sharpey lifleri adi verilen

kollajenler de matriks i¢ine dogru ilerleyerek periyosteumu kemige baglamaktadir.

Iki tabakasi vardir; dig tabaka siki bag dokusu yapisindadir, kollojen ve
elastiklerden meydana gelir. Metabolizmada yer alan damarlar ve lenfleri igerir. Ig
tabakasi hiicre agisindan ¢ok zengindir, bu hiicreler normal sartlarda aktif degilken
kemik yaralanmasinda osteoblast haline doniigserek yeni kemik dokuyu yapar ve o

bélgeyi onanrlar (16, 22).
Endosteum

Bu tabaka kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemlerini
cevreleyen ince bir retikiiler bag dokusudur ve periyosteumdan incedir. Bu tabakanin
hem kemik doku hem de hemopoetik (kan hiicresi yapimi) hiicreleri yapabilme

ozelligi vardir.

Cok onemli roller iistlenen bag dokusunun bu iki tabakasinin bozulmas: ve
zedelenmesi durumunda kemik i¢in hayati 6nemi olan fonksiyonlar olumsuz

etkilenebilir (16, 22).

- - » - S Dem o cm————

Resim 4: Endosteum ve periosteum.
Spongioz (Kanselloz) Kemik Dokusu ve Yapisi

Kompakt kemige form olarak benzeyen trabekiiler kemik histolojik olarak
incelendiginde sirkiiler lamel tertiplenmesinin olmadig1 goriiliir. Buna karsilik bol

bosluklu adeta petek gibi bir dokusu vardir, bu bogluklar kemik iligi ile doludur.

Ozellikle uzun kemiklerin epifizindeki spongiydz doku basmncin veya
kuvvetin geldigi yonde diizenlenmistir. Boylece yapi ¢ok daha saglam bir hale

gelmektedir. Toplam kemik hacminin % 20’1 trabekiiler kemikten meydana gelir.



Kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlart ile yassi kemiklerin i¢

yiizlerinde bulunur (9-13).
KEMIK OLUSUMU

Bag dokusunun katilimiyla intramembranoz kikirdak dokusunun katilimiyla
enkondral olmak {izere iki tiir kemiklesme vardir. ilk olusan kemik primer yani

olgunlagmamis kemik olup zamanla yerini olgunlasmis kemige birakir.
intramembranoz Kemik Olusumu

Frontal, pariyetal, temporal kemikte, pelvis ve sternumda ayrica simfiz ve

koronoid ¢ikinti digindaki mandibulanin diger kisimlarinda goriiliir (16, 17, 29).

Kemigin gelsimi su sekilde olur; mezensim hiicreleri damarlar etrafinda
toplanirlar ve ¢ogalirlar. Bu hiicreler osteoblastlara ddniisebilen hiicrelerdir. Bu
hiicreler hiicrelerarasi madde ve lif sentezini de yaparak osteositlere farkhilagirlar.
Damar c¢evresindeki osteoblastlarin osteositlere doniiserek bosalttiklart yerlere
arkadan yeni hiicrelerin gelmesiyle olayda devamlilik saglamaktadir. Trabekiiller

bityiir, cogalir ve anastomozlasarak spongiydz kemik dokusu sekillenmis olur.

Kemik olusumuna katilmayan bag dokusu kisimlari ise periosteum ve

endosteumu meydana getirir (9-11, 13, 18, 30).
Kondral Kemik Olusumu

Hyalin kikirdak hiicreleriyle meydana gelen bu kemiklesmeden organizmanin

uzun ve bazi kisa kemikleri olusur. Perikondral ve enkondral olmak {izere iki tiptir.

Kikirdak yizeyindeki mezengim kaynakh hiicreler osteoblastlara déniiserek
bu bilgede tabakalasma yaparlar ve ara maddeyi salgilayarak osteosit haline
doniisiirler. Bu olayr kalsifikasyon izler. Sonucta ise diyafizin ortasinda ve daha
sonra da uglara dogru gelisen ve kikirdag: ¢evreleyen bir perikondral kemik dokusu
ortaya ¢ikar. Kemiklesme tamamlandiktan sonra perikondriyum periyosteum adini
almaktadir. Bu kemik kompakt yapidadir ve bu yolla kemigin enine biiylimesi

saglanir.
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Enkondral kemiklesmede ise kikirdak hiicreleri gorev alir. Uzun kemiklerin
sekillenmesi bu yolla olur. Kikirdak hiicrelerinin 6zellikle uzun kemiklerin diyafiz

bélgesinde degisimleri s6z konusudur (12-14).

Intramebrandz ve kondral kemiklesmede &nce primer ve bunu takibende
sekonder kemik olusur. Kemigin yapimi ve yikimi azalarak ta olsa hayat boyu devam

eder (16).
KEMIK iYILESME SURECI

Kemik skar dokusu olusturmaz ve yeniden yapilanmayla iyilesir.

Kemik tyilesmesinin 3 dénemi vardir ve bu dénemler kirik kemikte meydana

gelen siirecle benzerdir.

1- Yangt (Enflamasyon) Evresi
2- Onarim (Reperasyon) evresi
3- Yeniden gekillenme (Remodeling) evresi (31).

Yangi (Enflamasyon) Evresi (1-4 giin):

Tiim doku travmalarinda, dolayisiyla kiriklarda, ilk verilen yanit
enflamasyondur. Travmay: takiben periyost ve ¢evre yumusak dokular yirtilarak,
damarlar yaralanir. Kan ve lenf sivisi bu bélgede toplanmaya baslar.  Bu sivi
birikerek periyostu kaldirir. Kanamanin durmasini ve pihtilasmayr saglamak icin
trombosit ve trombotik faktorlerin toplanmasiyla molekiiler aracilar yaralanma
bdlgesine salinir. Kanamanin pihtilagmasi ile hematom olusumu gézlenir. Bu kan

pthtisi kirtk kenarlari ¢evresinde ve ilik i¢inde kallus olusmasi i¢in kalip olusturur.

Kirtk hematomu onarim hiicrelerinin giictinii kolaylastiracak fibrinden bir
yapt iskeleti saglamaktadir. Ayrica hematom ortammdaki trombositler ve
hiicrelerden biiytime faktdrii ve diger proteinler salinir. Bunlar, kirtk onariminda yeri
olan hiicre gd¢iinde, periyostal hiicre cogalmasinda ve onarim dokusu matriksinin

sentezinde aracidirlar.

[Ik 24 saat icinde 6dem olusur. Polimorf ¢ekirdekli I5kositler, monosit ve

lenfositleri iceren akut yangi hiicreleri, ddemli bdlgeye dogru go¢ ederler.
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Kemik dokuda nekroz bolgesi olusur. Kirtk ve c¢evre dokudan
prostoglandinlerin salinimi1 yanisira nekrotik materyalin varhg akut yanginin
baslatilmasinda énemli rol almigtir. Hematom 48 saat i¢inde organize olup fibrinden
bir yap1 olusturur. Fibrin agindan da kemik yapimi i¢in hiicre ¢ogalmasi baslar. Bu
donemde fibrin matriksi icindeki oncili hiicreler, lokal biyolojik etkilerle degisik

dokulari olusturmak i¢in farklilasmaya hazirdir (31-33).
Onarim (Reperasyon) Evresi (2-40 giin ):

Onarim evresi iyilesmenin en dnemli kismidir. ilk basamagi hematomun
organize olmasidir. Lokal aracitli mekanizmalarla hassaslagan dncii hiicreler, yeni
damar, fibroblast, hiicreler arasi madde, destek hiicreleri ve diger hiicreleri
olusturmak tizere farklilasmaya ve diizenlenmeye baslar. Hiicresel aktivitenin
baslamast igin gerekli uyarim karmagiktir. Kimyasal, elektriksel ve mekanik faktorler

56z konusudur.

Onarim mekanizmasinda rol oynayan hiicreler mezansimal kdkenli ¢cok yonlii
gelisim giiciine sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler farkhilasmaya basladiginda, ilk
degisiklige ugrayan hiicreler, kilcal damarlarla hematom igine giren
“fibroblastlar”dir. Fibroblastlar kollajen sentezlerken, kondroblastlar kollajen ve
glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoidi salgilarlar. Damarsal beslenmenin iyi
oldugu bolgelerde hiicreler osteoblastlara doniiserek trabekiilleri olustururken,
beslenmenin yetersiz oldugu bélgelerde hiicreler kondroblast ve kondrosite
doniiserek kikirdak dokuyu olusturur. Ilk 7- 12 giiniin sonrasinda yumusak kallus
kitlesi, fibroz doku ve kikirdaktan olusmustur ve kikirdak sahasini gevreler.

Osteoidin mineralizasyonu, sert kallusun olugumu ve yapisal stabilite i¢in gereklidir.

Osteoklastlarla meydana gelen geri emilim (rezorpsiyon) bosluklarini
osteoblastlar sararak canli kemik geligmesini saglarlar. Neticede nekrotik bdlgenin

tiimi canh kemikle yer degistirir.

Kallus olusumu, yetigkinlerde cocuktan ve kompakt kemikte trabekiiler
kemikten daha yavas meydana gelir. Yaralanmadan sonra kallus olugmasi ve
mineralizasyonu 4-16 hafta arasinda zaman gerektirir. Kallus olusumuyla beraber
kaynamanin olustugu sdylenebilir. Bununla beraber, kaynama heniiz son noktasina

ulagmis degildir, onarim evresinin ortasinda, kallusun gereksiz ve etkisiz kisimlarinin
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geri emilimi ve trabekiiler kemigin stres ¢izgileri boyunca uzanmasi ile yeniden

sekillenme evresi (remodeling) baslar (30, 32, 34, 35).
Yeniden Sekillenme (Remodeling) Evresi (25-100)

Kemigin sekillenmesi en uzun evre olup, aylar yillar siirebilir. Bu evre giiclii
ama diizensiz sert kallusun, normal veya normale yakin giigteki daha diizenli
lameller kemige doniisiimiidiir. Onarim evresinin ortasinda baslayip, normalde

insanlarda 4-16 hafta siirerken, yillar boyunca da devam edebilir.
Yeniden sekillenme evresinde 4 olay gergeklesir:

1- Kalsifiye kikirdak, osteoid dokuyla degiserek bir ¢esit birincil trabekiiler

doku olusur.
2- Lameller kemik bu dokunun yerini alr.

3- Kompakt kemik uclarindaki kallus, lameller kemikten yaptlmis ikincil
osteonlara degisir. Lameller kemik, kas kuvveti ve mekanik streslere paralel olarak

diizenlenmis osteonlardan olusur.

4- 1lik kanali dereceli olarak yeniden sekillenir. Kanal icindeki kallus,

osteoklastlar tarafindan geri emilir ve bosluklar yeniden diizenlenir (30, 31, 34).
KEMIK GREFTLERI

Malformasyon, enfeksiyon, travma veya onkolojik bir rezeksiyon sebebiyle
olusan oral ve maksillofasiyal bélgedeki kemik defektlerinin yapisal ve fonksiyonel
rekonstriiksyon problemi heniiz tatmin edici bir sekilde ¢éziim bulamamig olup
modern cerrahinin en zor ugraglarindan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giintimiize
dek bircok kemik grefti materyali klinik ve laboratuar asamalarinda denenmis, bir

boltimii rutin uygulamaya konulmustur (36-40).

Diinyada en ¢ok yapilan doku nakillerinden biri kemik grefti uygulamasidir

(41, 42).

Kemik grefti uygulamalari oral cerrahide ostaogenezi saglamak, kiriklari
takiben rekonstritkksyon yapilirken, kemige kuvvet ilave etmek gerektiginde ve

konturlar1 diizeltmek amaciyla kullanilmaktadir (43).



Kemik greftlerinin biyolojik uyumluluk, osteokonduktif veya osteogenik
olmak, toksik olmamak, kolay steril edilmek, enfeksiyona direngli olmak, defektte
stabilite ve destek olusturmak, kolay elde edilebilir ve saklanabilir olmak gibi

ozelliklere sahip olmasi gerekir (44, 45).

Kemik grefti materyallerinin kemik olusumunu saglayan 3 mekanizmasi

vardir. Bunlar; osteogenez, osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyondur.

Osteogenez: Kemik grefti icinde bulunan ostaoblastlar canlidirlar ve kemik
olusturma kapasitesine sahiptirler. Bu karaktere sahip tek kemik grefti otojen
kemiktir.

Osteoindiiksiyon: Greft i¢inde bulunan sinyal proteinleri uygulanan
bolgedeki kemikte bulunan farklilasmamis mezenkim hiicrelerini doniistiirerek

kemik olusumunu saglarlar. Farkli insandan alinan allogreftler en yaygmn kullanilan

osteoindiiktiflerdir (23).

Osteokondiiksiyon: Kemik veya mezenkimal kdk hiicrelerinin varliginda

greft materyalinin rezorbe olarak yeni kemik olusumuna uygun ortam saglamasidir

(21, 45).
Kemik Greftlerinin Siniflamasi

A- Kemik Kaynakli Biomateryaller
a- Otojen kemik grefti (Otogreft) (Kortikal, Kanselloz, Kortikal ve Kansell6z)

b- Homojen kemik grefti (Izogreft, Allogreft)
c- Heterojen kemik grefti (Ksenogreft)

B- Kemik Esasli olmayan Biomateryaller

a- Doku kaynaklilar

b- Metaller

c- Jelatin film

d- Polimerler

e- Kalsiyum siilfat

f- Kalsiyum karbonat
d- Kalsiyum fosfat
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Otojen Kemik Grefti:

Otojen greftin osteojenik hiicreler bulundurmasi ve immiinolojik reaksiyona
sebep olmamasi grefti en avantajli greft materyali yapmaktadir. Verici bélgede ikinci
bir operasyona ihtiya¢c olmasi, uzun siireli postoperatif agri ve hareket kisitlihig

goriilebilmesi bu gurubun dezavantajlaridir.

Otojen kemik greftleri kortikal ve kansell6z kemik yapisinda olabilir. Bu
greftler degisik bolgelerden degisik formlarda elde edilebilirler. Bu bélgeler agiz
icinde mandibulanin semfiz ve korpus bdlgesi ve maksillanin tuber bolgesidir. Agiz

disinda ise iliak ve kalvarial kemik, fibula ve kostalardir (20).

Kortikal greftler, form saglayip, dayanikli ve sert bir yapi olustururken,

osteogenezisi artirici yetenekleri yoktur.(46)

Kansell6z kemik ve kemik iliginin primer avantaji, belirgin sekilde
osteogenezisi artirma yetenekleridir. Bu yetenckleri, osteojeniteyi indiikleme
kapasitelerinin olmasi kadar, osteoblastlara doniisebilen canli hiicrelere sahip
olmalarina baghdir. Bu greftlerin bilinen tek dezavantaji; mekanik saglamhig

saglayamamalaridir (46).
Allogreftler:

Bir kisiden almip bir baska kiside kullanilmak {izere toplanan kemik
greftleridir. Bir seri isleme tabi tutularak bankalarda saklanir. Cesitli sebeplerle

olusan kemik defektlerinde sik¢a kullanilirlar.

Hazir bulunmalart ve dondre ihtiyag duyulmamast en 6nemli avantajlariyken
hazirlama igleminin materyalin yogunlugunu ve osteojenik potansiyelini azaltmasi,
donor kiside enfeksiyon veya bulasict hastabk bulunma riski &nemli

dezavantajlaridir.

Dondurulmus, dondurulmus kurutulmus, demineralize dondurulmus

kurutulmus, 1sinlanmis kemik gibi ¢esitleri vardir (46-49).
Xenogreftler:

[nsan diginda farkli bir tiirden elde edilen grefilerdir. Osteojenik potansiyele

sahip olmamalarina ragmen kemik olusumu i¢in matriks meydana getirmektedir.
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islemler sonrasinda organik kismi elemine edilir ve greft steril edilse de,

immtinolojik komplikasyonlardan dolayr insanda kullanimi yaygin degildir.

Oral ve maksillofasiyal cerrahide kemik detektlerinde, greft gerektiren gesitli
osteotomilerde ve kimi zaman da kemik greftleriyle karistirtlarak kullaniimaktadir

(51-54).
Alloplastlar:

Hayvanlardan elde edilen canhili@mi yitirmis, organik ve inorganik
materyaller ve sentetik materyallerdir. Sentetik materyal olarak; seramik

hidroksilapatit, trikalsiyum fosfat ve ¢esitli materyaller sayilabilir.

Allogreftler; poroz yapilari i¢inde progenitor hiicrelerin ve endotelyal
hiicrelerin tutundugu birgok kimyasal alan igerirler. Ayni zamanda, osteoklastlar
tarafindan rezorbe edildiklerinde serbest kalan kemik matriks i¢inde biiyiime

faktorleri de igerirler.

Allogreft kemikte, osteoindiiktif o&zellik tasiyan az miktarda kemik
morfojenik proteini de bulunur. Demineralizasyon, allogreft kemik matriksindeki
biiytime faktdrlerinin biyoyararlanimini arttirir. Ayrica demineralizasyon ile HIV

enfeksiyonu gegmesi de 6nlenmis olur (55).

Alloplastik materyaller maksillofasiyal cerrahide TME rekonstriiksyonunda,
mandibular, maksiller, zigomatik ogmentasyonlarda kullanilan &nemli bir greft
cesididir.

Kolay uygulanmasi, biiyiikliik ve bigcim cesitliligi, dondr sahaya ihtiyag
duyulmamasi onemli avantajlaridir. Yabanci viicut ve inflamasyon reaksiyonlari,

inflamasyon alaninda kemigin razorbe olmas gibi dezavantajlari vardir (56-58).

Trikalsiyum fosfat ve hidroksiapatit bu gruptaki &nemli materyallerdir.
Hidroksiapatit kemigin mineral komponenti olarak bulunduktan sonra, dental,
maksillofasiyal ve ortopedik cerrahide kemik greft materyali olarak gelistirilmeye

baglanmistir.

Seramik kemik implanti olarak klinik ve deneysel calismalarda en ¢ok
kullanilan materyal olan hidroksiapatitin; blok, graniil, non-p&rdz, pordz, rezorbe

olabilen ve rezorbe olmayan tipleri vardir (59-60).
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HA; alveolar kenar augmentasyonu i¢in blok ve pargali formlarda, ¢ekim
sonrasi alveolar kenar rezorbsiyonunu onlemek icin gomiili kék formunda ve
ortognatik ve kraniofasiyal uygulamalarda yer tutucu olarak kullanilabilmektedir.
Kalsiyum fosfat implant materyallerinin en temel kisithhigi biyomekanik
ozelligindedir. Birgok seramikler gibi bu materyaller kolay kirilabilen ve diisiik
sikistirilma rezistansina sahip materyallerdir. Kalsiyum fosfat biyomateryalleri lokal
veya sistemik toksitesi, inflamatuar veya yabanci cisim reaksiyonu olmayan ve direk
olarak kemik iizerine fikse edildiginde kemik ile implant arasinda fibréz dokunun
olusmadigr materyallerdir. Kemik olusumunu indiiklemese de sert doku gelisimine

uygun olduklari bilinmektedir (27).

TCP; HA’ya benzese de kemik dogal bilesenlerinden degildir. Bir kismui
viicutta HA’ya doniigiir. TCP kristal yapida bir biyomateryaldir. Mekanik olarak son
derece kirilgan, digiik diren¢ ve gerilim kuvveti ile karakterizedir. Lokal veya
sistemik toksisiteye, yabanci cisim reaksiyonuna karsi koyarak, kemik ile implant

arasinda baglanarak adeta dogal kemik yapistirict gérevini yapar (27).
KEMIK IYILESMESI VE iLACLAR

Mineraller ve vitaminler; Vit-A, B, C, D, kalsiyum, fosfor, ¢inko gibi
mineraller kemik iyilesmesini pozitif yonde etkiler. Vit-A ve Vit-D hipervitaminozu
kemik iyilesmesini geciktirir. Hormonlar ve enzimler kemik iyilesmesini hizlandirir.
Kronik enfeksiyonlar, anemi, denervasyon, rasitizm, radyasyon, antikoagiilanlar,
hiperbarik oksijen (uzun siireli) kirik iyilesmesini negatif etkiler. Biiyiime faktorleri:
insiilin benzeri biiyiime faktor-I, II, fibroblast biiylime faktor, epidermal biiyiime
faktorii, kemik morfojenik protein gibi faktérler kemik iyilesmesini olumlu yonde
etkiler.

Kemik iyilesmesi bircok faktoriin etkili oldugu karmasik bir siiregtir.
Biyolojik, biyokimyasal, mekanik ve klinik birgok faktér rol oynar.

NSAli-selektif COX-2 inhibitdrleri, florokinolon, steroidler, kemoterapotikler
(tek doz doksorubisin), bifosfonatlar, statinler gibi ilaglar da kemik iyilesme
stirecinde etkili olabilmektedir.

Literatiire bakildiginda ilaglarin kemik iyilesmesi tizerine etkileri ile ilgili

birgok ¢aligma yapildigi goriilmektedir.
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Histing ve arkadaslari (61) fareler iizerinde 2 ve 5 haftalik kapali femur
fraktiirleri olusturarak bu bdlgelere sildenafenil uygulamislar ve fraktiir modellerini
radyolojik biyomekanik, histomorfometrik, biyokimyasal protein analizleriyle
incelemigler. Sildenafil tedavisinin kemik formasyonunu arttirarak kemik
iyilesmesini  hizlandirdigi, bunun da muhtemel olarak CYR-61 yoluyla
gergeklestigini gbstermislerdir.

N-acetyl cysteine yiiklii nanotiip titanyum implantlarinin (NLN-Ti) potansiyel
bir ila¢ iletim sistemi olarak incelendigi ¢alismada, Hee-Lee ve arkadaslari (62)
NLN-Ti implantlarin kemik osteointegrasyonunu arttirdigini ortaya koyan sonuglara
ulagmiglardir.

Yaman ve arkadaslari (63), deneysel hayvan modellerinde kemik defekti
iyilesmesine sildenafil sitratin etkisini aragtiran bir ¢alisma yapmiglardir. 41 adet rat
kullanilan ¢alismada iki grup olusturularak sonuglar histolojik ve radyolojik olarak
incelenmistir. Inflamatuvar ve tamir fazlarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak
belirgin farkliliklar tespit etmisler ve sildenafil kullanilan grupta kemik iyilesmesinin
daha ileri oldugunu belirtmislerdir.

Bir implantin PDLLA ile (poly-d,L-lactide) kaplandiginda serbest birakacagi
zoledronik asidin osteoblastlar iizerine pozitif, osteoklastlar {izerine negatif etkiler
gosterirken, kemik iyilesmesini hizlandirdigi g6z 6niinde bulundurularak; Back ve
arkadaglart  (64) farkli dozda =zoledronik asit uygulanan implantlarin
osteointegrasyonu iizerine bir ¢alisma planlamslar. 1.V. uygulanan zoledronik asidin
PDLLA’ya oranla daha gii¢lii kemik fiksasyonu saglamasi disinda, biyomekanik ve
histolojik analizlere gire gruplar arasinda osteointegrasyon artisiyla ilgili belirgin bir
fark bulamamuislardir.

Giiney ve arkadaslari (65) rat femur fraktiir modeli kullanarak ankaferd
kanama durdurucu ajanin kemik iyilesmesi tizerine etkisini iceledikleri galigmada,
kanama kontrolii disinda fraktiir iyilesmesi anlaminda herhangi pozitif bir etki
gozlemlememislerdir.

NSAIl ve COX-2 inhibitsrlerinin yumusak doku ve kemik iyilesmesine
etkilerinin arastirildig bir calismanin sonucunda kisa donemde diisiik doz NSAII ve
COX-2 Inhibitérlerinin yumusak doku iyilesmesine belirgin bir etkisinin olmadig:

buna kargin bu ilaglarin kemik iyilesmesini inhibe ettigini belirtmislerdir (66).



Diyabetik olmayan ratlarda lokal instilin uygulamalarinin femur fraktiirlerinin
tyilesmesini hizlandiricr etkisi olup olmadigini arastirdiklan ¢alismanin sonucunda
lokal olarak uygulanan insiilinin kemik fraktiirlerinin tedavisinde potansiyel tedavi
edici ajan olduklari gézlemlenmistir.(67)

Statinlerin kemikteki biyolojik etkilerini ilk defa 1999°da Mundy ve
arkadaslar in vitro ortamda osteogenezisi stimiile ettigini gostererek bildirmislerdir
(5). O giinden beri statinler tizerine literatiirde bir¢ok calisma yapilmistir. Biz de
calismamizda statin grubu ilaclardan olan simvastatinin pleiotropik etkilerinden
ozellikle kemik lizerine olanlari c¢esitli greft materyalleriyle kombine ederek

arastirdik.
STATINLER

Koroner arter hastaligi diinyada dnde gelen mortalite ve morbidite nedenidir.
Koroner arter hastaliklarinin gelismesindeki temel nedenlerin basinda ateroskleroz
gelmektedir. Ateroskleroz olusumu bir¢cok faktére bagh olmakla birlikte, artmis
serum kolesterol diizeyleri ile aterosklerotik hastaliklar arasinda gii¢lii bir iliski

bulundugu yapilan bir¢ok epidemiyolojik calismalarda gésterilmistir.

Kolesterol yiiksekligi bulunan hastalarin tedavisinde, diyet ve yasam tarzi
degisiklikleri 6nemli bir yer tutar. Ancak hedeflenen kolesterol seviyesine
ulagilamamakta ve tedaviye farmakolojik ajanlarmn eklenmesi ¢ogu zaman gerekli

olmaktadir (68, 69).

Statinler mevcut kolesterol diistirticti ilaglarm en gii¢lii grubunu olustururlar.
Statinler, kolesterol sentezinde hiz kisitlayict basamaginda 3-hidroksi- 3-metil
glutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz enzimini geri déniisiimlii olarak inhibe

ederek karacigerde kolesterol sentezini azaltirlar.

Ayrica diisiik yogunluklu lipoproteinin (LDL) kolesterol’iin karacigerde
reseptor aracili endositozunu arttirarak plazma LDL kolesteroliinti  diistiriir.
Statinlerin, LDL kolesterol diigiiriicii etkileriyle birlikte, yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) kolesterol yiikseltici ve trigliserid dusiiriicii  etkileri
bulunmaktadir. Tedavi ile doz bagiml olarak yaklasik LDL % 20-50 diiserken, HDL

diizeyinde % 10 artis ve trigliserid degerinde %10-40 oraninda diisiis saglanmaktadir.

19



Statinlerin kardiyovaskiiler morbidite ve mortaliteyi azaltici etkileri birgok primer ve
sekonder korunma calismasinda gosterilmistir. Genellikle bu etkiler lipid diisiiriicii
etkiye baglansa da, yapilmig olan bu g¢alismalarin alt grup analizlerinde lipid
diistiriicti  etkilerinden bagimsiz olan direkt Kkardiyoprotektif etkileri oldugu
diisiiniilmektedir. Statinlerin bu etkilerine ise genel olarak pleotropik etki
denilmektedir (4, 70-72).

Statinlerin Pleiotropik Etkileri

Spesifik etkisi disinda statinlerin gosterdigi yararli veya zararli bazi etkilerden

sozedilebilir, bu etkilerin tiimiine birden pleiotropik etki denir.

Statinler serum kolestrol diisiisiinden bagimsiz olarak c¢esitli pleiotropik
etkiler ile endotel fonksiyonlarini, plak stabilizasyonunu, trombosit islevlerini
iyilestirdigi ve vaskiiler inflamasyonu azalttigi diisiintilmektedir. Bu etkilerin
¢ogunda statinlerin izoprenoid sentezi {izerindeki inhibitdr etkisinin rol oynadig
belirtilmektedir. Statinler, gerek serum kolesterol seviyesini azaltarak gerekse
pleotropik etkileri ile kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditenin azaltilmasinda etkili

olabilen énemli ilag sinifini olusturmaktadirlar (4, 71, 73).

Statinlerin anjiogenezde artma, antienflamatuar 6zellik gdsterme, osteoklast
olusumunda azalma, kemik olusumunda artma, tiimér hiicrelerinin gelisimini ve
yayginlasmasint engelleme, koroner arter hastaligi riskinde azalma gibi ¢esitli

pleiotropik etkileri vardir (74, 75).

Dogal statinler; mevastatin, lovastatin, simvastatin, pravastatin, sentetik

olanlar; atorvastatin, fluvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve cerivastatindir.

Statinler lipofilik (simvastatin, cerivastatin, fluvastatin ve atorvastatin) ve
hidrofilik (pravastatin ve rosuvastatin) olmak tizere ikiye ayrilir. Lipofilik statinler
kolaylikla hiicre membranint gecerken hidrofilik statinler hiicre membranini gegmek
icin Ozel tasiyiciya ihtiyag duyarlar. Statinlerin yapisi, yarilanma omrii ve gligleri
farklidir (75, 76).

Statin grubu ilaglarn bir tiyesi olan simvastatinin de dzellikle lipofilik olmasi
nedeniyle kemige etkisinin daha fazla olabilecegi ifade edilmistir (74, 77, 78). in

vivo calismalarda &zellikle lokal olarak uygulandiginda simvastatinin, kemik
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gelisiminde statinler arasinda en etkili ilag oldugu belirtilmigtir (78-80).
Simvastatinin farkli doz ve tasiyicilar ile sistemik, lokal ve enjeksiyon gibi degisen
sekillerde uygulanarak degerlendirildigi ¢aligmalar literatiirde yer almaktadir (79, 81-
83).

Statinlerin Yan Etkileri

Kolesterol disiiriicti ilaglar arasinda klinik etkisinin yiiksek yan etkisinin az
olmasi statinlerin avantajlaridir, ancak yine de bu ilag grubu dnemli yan etkilere

sahiptir.

En 6nemli yan etkiler miyopati, hepatoksisitedir. Serum transaminazlarda
artislar uzun kullanimlarda goriilen bir yan etkidir bu nedenle tedavi baslangicinda ve
sonrasinda diizenli karaciger fonksiyon testi yapilmahdir. En yaygin olarak mide
bagirsak tahrigine bagl diyare, bulanti, kusma, mide kramplari goriilebilir. Bas

agrisi, halsizlik, uyku diizensizligi goriilebilir (84, 85).
Statinlerin Kemik Uzerine Etkisi

Trabekiiler kemik yapisindaki degisimi diizeltmek ve kemik kitlesini artirmak
icin anabolik ajanlar diger bir tedavi segenegidir. Anabolik ajan olarak paratiroid

hormon, florid ve biiyiime hormonlart kullanilir (76).

Statinlerin  kemikteki biyolojik etkilerini ilk defa 1999°da Mundy ve
arkadaglar1 (5) in vitro ortamda osteogenezisi stimiile ettigini g0stererek,
bildirmiglerdir. Bu c¢alismalarda simvastatinin minerilazasyon, alkalen fosfataz
aktivitesi, osteoblast fonksiyonunu gdsteren tip 1 kollojen ve osteokalsin sentezini
arttirirlar, Yapilan birgok ¢alismada da kemik metabolizmast tizerinde anabolik etkisi

olan BMP-2 aktivitesinin statinler tarafindan arttirildig belirtilmistir.

Kolesterol sentez yolunda olusan izoprenoidler geranilgeranil pirofosfat
(GGPP) ve farnesil pirofosfattir (FPP). Bu izoprotenoidler heterotrimeric G
proteinleri, kiigiik G proteinleri ve Rho, Rap, Rab veya Ral gibi Ras benzeri
proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonunda rol alirlar. Statinler bu
izoprotenoidlerin olusumlarini bloke eder. Izoproneidlerin statinler tarafindan bloke

edilmesiyle BMP-2 aktivitesinde artis olur (76, 86, 87).
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Lipofilik statinlerden bazilar1 (simvastatin, atorvastatin) proteinlerin
prenilasyonunu azaltarak kolesterol sentez yolundaki fosfatidilinozitol-3 kinaz
(PI3K) yolu aracihgiyla eNOS'u aktive edip epifizlerde biliyiimeyi saglayan
VEGF nin ekspresyonunu arttirir. Bu lipofilik statinler VEGF-mRNA ekspresyonunu
arttirmak suretiyle tip 1 kollagen ve ALP artisina yol agtig1 bulunmustur. Bir biiyiime
faktorii olan VEGF ' nin kemiklesme ve kemik dongiisiinti arttirdi@i tespit edilmistir

(77, 89).

Statinler Hmg-KoA rediiktaz enzimini bloke ederek osteoklast aktivitesini
baskilar (76, 87, 88).

Puliripotent mezensimal hiicrelerin osteoblast, adipozit, kondrosit ve miyozit
gibi farkl hiicrelere doniisiim kapasiteleri vardir, statinlerin adipojenik farklilasmay:
inhibe edip transkripsiyon faktorii olan Runx2/Cbfal’i aktive ederek osteoblastik
farklilasmayi arttirdigi gériilmiistiir (76, 90).

Simvastatin ve Etki Mekanizmasi

Simvastatin 2-metil butirilin yan zinciri olan 2,2 dimetil butiril grubunun yer
degistirmesi ile elde edilen lovastatin kimyasal modifikasyonudur. Simvastatin agiz
yolu kullanim sonrasinda karacigerde bulunan hiicre i¢i stokrom enzimi P450

tarafindan aktif dihidroksi agik asid formuna doniistiiriilen diaktif bir ilagtir (91).

Simvastatinin osteoblastik aktiviteyi harekete geg¢irdigi, osteoklastik aktiviteyi
ise onledigi rapor edilmistir. Olaym mekanizmasm agiklayan bircok &nerme

mevceuttur.

Simvastatin TNF ile RAS-Rho mitojen aktiviteli protein kinaz yolunu
antagonize ederek ve BMP-SMAD sinyalizasyonu ¢ogaltarak kemik morfogenetik

proteinleri ile indiike edilen osteoblast farklilasmasini destekledigi 6ngoriilmiistiir
(92).

Simvastatinin gizli tiimdr nekroz faktdriinii tersine c¢evirdigi ve BMP-2

inhibasyonunu 6nledigi gézlemlenmistir (5).

Simvastatinin oral kullanimi sirasinda osteoklast sayisinda azalma tespit
edilmistir. Osteoblastlar ve ilik adipositler, mezenkimal énciillerden olusmuslardir ve

adipojenez maddelerin osteoblast farklilagmasini baskiladigi rapor edilmistir (93).
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Simvastatin tip-1 kollojen ve osteokalsin kemik sialoprotein ekspresyonunu
yiikseltirken, alkalin fosfatlamasini ve minerilizasyonunu da arttirir. Bu durum
simvastatinin interlokin 6 ve interlékin 8 tiretimini diisiirerek anti-inflamatuar etkiye

sahip oldugunu gosterir (94).

Simvastatinin doza bagh bir bicimde ortaya c¢ikan vaskiiler endotelyal
biiylime faktdriinii (VEGF) stimiile ettigi rapor edilmistir ve VEGF ekspresyonunu
stimiile ederek olusan kemik nodiil formasyonunu ile osteoblast farklilasmasini

statinlerin harekete gegirdigi goriilmiistiir (95).

Statinlerin kemik iyilesmesi iizerine etkisini inceledigimiz arastirmamizi
literatiirde yapilmis olan c¢alismalardan farkli bir boyuta tasiyarak sonuglari

immiinohistokimyasal olarak incelenmesi planlanmuistir.

Kemik doku iyilesme mekanizmasi incelenirken geleneksel histolojinin
yetersiz kaldig1 durumlarda biyokimyasal markirlar kullanilarak immiinohistoloji ile

daha fazla bilgi elde edilebilir.

Kemik c¢ok sayida madde ve faktoriin katildigi yapim ve yikim islemlerinin
birbirini takip ettigi dinamik ve karmasik bir dokudur. Kemigin bu aktif durumunu
yakindan izleyebilmek i¢in, yapim ve yikim sirasinda ortaya ¢ikan bir takim protein
kaynakli iirtinlerin ve enzimlerin Glgiimlerinde faydalanmilir ve bunlarin tiimiine

kemigin biyokimyasal markirlar: denir (96).

Kemik metabolizmasinin  biyokimyasal —markirlari, osteoblast ve
osteoklastlardan salinan maddeler ile kemige 6zgii kollojen yikim triinleridir. Bu
biyokimyasal markirlar kemigin yapim ve yikiminin izlenmesinde kullanilmaktadir
97).

Bu markirlarin kemik tunover hizindaki anomalileri tespit etmekte kullanilan

geleneksel tetkiklere gore ¢ok daha fazla duyarh olduklar: bildirilmistir (97).

Kemik donglisiine ait biyokimyasal markirlardaki degisiklikler iskelet

metabolizmasindaki degisiklikleri yansitir.

Bu nedenle kemik patolojisi ve rejenerasyonunda kollojen, osteopontin,
osteonektin ve osteokalsin gibi anahtar proteinlerin yapisindaki degisiklikleri

degerlendirmek 6nemlidir (98, 99).
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Osteokalsin

Osteoblastlarin sentezledigi organik matriks; tip 1 kollojenin yani sira

kollojen yapida olmayan baska proteinler igerir. Bunlardan biri osteokalsindir.

Osteokalsin 49 aminoasitten olusan, 5.4 kda molekiil agirligina sahip,
kemigin kalsiyum baglayan bir proteinidir. Mineralize dokularin en ¢ok bulunan
kollojen olmayan proteinidir ve total kemik matriks proteinlerinin %1-2 sini
olugturur. Osteoblastlar tarafindan sentezlenen osteokalsin, kemik Gla proteini olarak
da adlandinlmaktadir. D vitamininin kontrolii altinda a¢ida ¢ikar ve olgunlagmis

molekiiliiniin sentezi K vitamini varligina bagh olarak gerceklesir (100, 101).

Yapim aktivitesinin 6nemli bir gostergesi olan osteokalsin ¢ok c¢esitli
biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Mineral depolanmasinda ve kemigin yeniden
sekillenmesinde 6nemli rol oynar. Kalsiyum iyonunu kemik matriksine baglayan bu

protein gelisen kemikte mevcuttur ve kemik olusumuna katkida bulunur (100).
Osteopontin

Ektraselliiler matriks molekiilii olan opsteopontin  multifonksyonel,
kollogendz olmayan, sialik asitten zengin glikolize olmug kemokin benzeri bir

fosfoproteindir.

Osteopontin baglica kemikte gézlemlenmesine ve osteoblast ile osteoklastlar
tarafindan sentezlenmesine karsin makrofaj, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri,
aktif T lenfositler, dogal dldiiriicli hiicreler, epitel ve timér hiicreleri tarafindan da

salgilanir (102, 103).

Osteopontin biyominerilizasyonda, enflamasyonda, kalsifikasyonda, yara
iyilesmesinde, graniilomatdz olusumlarda, fibroziste, nitrik oksitin diizenlenmesinde,

tiimoral metastazda ve hiicre canliligini korumada rol alir (47).

Osteopontin kemik ve dis yapisinda biiyiik oranda bulunan en 6nemli non
kollagenéz proteinlerdendir. Biyominerilizasyondaki baslica gorevleri kemik
hiicrelerinin yapismalari, osteoklast fonksiyonunun ve matriks mineralizasyonunun

diizenlenmesidir.(104)

Kemik olusum ve remodelasyonunda osteopontin kemik extraselliiler

matriksinde artar (105).

24



Osteonektin

(Coziici  enzim kullanimi  olmaksizin, kemik matris proteinlerinin
deminaralize yontemlerinin gelisimi ile osteonektin el degmemis formda izole edilen
ilk proteinlerden olmugtur. Hidiraksipatit birikimin ¢ekirdeklenmesi i¢in kalsiyumu

kollojen ile baglama yetisinden &tiirti bu protein osteonektin olarak isimlendirilmistir

(106).

Osteonektin molekiilii birgok farkli yapisal 6zelligi igerisinde bulundurur;
bunlardan en gbze carpani yiiksek oranda benzerlikler igeren kalsiyum motif
alanlaridir. Bu yapilar genellikle kalsiyum yapisinda bulunan calmadulin gibi hiicre
ici proteinlerde bulunur. Osteonektinin kemikte yiiksek oranda zenginlestirilmesine
ragmen gelisme olgunlasma veya onarim siireg¢leri boyunca &nemli noktalarda

bulunan bir¢ok baglayici doku igerisinde de yer alir (107).

SPARC teratokarsinom hiicrelerinde sinyal aktarimi habercisi cAMP ile
baslatilir ve yapilan arastirmalar ile SPARC"m embriyo genesizin erken safhalarinda
da tiretildigi ortaya ¢ikarilmistir. Kurbaga denekleri iizerinde yapilan arastirmalarda
ilging sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismalara gére, osteonektin denek gelisiminde
antikor blokesi yolu ile inaktif edilirse, denegin kafa, gévde ve somit olusumlarinda

yapisal bozukluklar ortaya ¢ikmistir (108).

Osteonectin  eksikligi bulunan farelerde trabekiiler bag doku ve mineral
azalmasinin yani sira apatit kristal artist ile sonuglanan ciddi osteopeni gelisimi

gbzlemlenmistir (109, 110).

Bu arastirmalarin sonuglarina gére osteonektinin hiicre gelisimini hiicre
¢eperi, hiicre sekli, hiicre matriks etkilesimleri, metal iyon baglari, biiytime faktérleri,

enzim hareketlerini modiile ederek diizenledigi elde edilmistir (111).

Kemik doku markirlarindan osteopontin ve osteonektinin; osteosit, osteosit
lakuna, yeni kemik, osteoblast ve yeni kemik hiicrelerinde ekspresyonunu
immunohistokimyasal olarak inceledigimiz ¢alismamizda, hem lokal ve sistemik
olarak simvastatin uygulamasinin kemik iyilesmesi iizerine etki farklarini ortaya
koyabilecegiz hem de sentetik ve allojen greftler {izerine olan etkilerini

karsilastirmali olarak inceleme firsati saglamis olacagiz.



GEREC VE YONTEM
Deney Hayvanlari ve Gruplar:

Tez ¢alismamiz; Dicle Universitesi Deney Hayvanlarnn Etik Kuruluna
(2011/45) proje olarak sunulmus olup, etik kurul onayi alinmistir, Deney hayvani
olarak, 280-300 gr agirliginda 4 aylik 50 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat

kullanilmugtir. Denekler hazir pellet yem ve su ile beslenilmistir.

Operasyonlar, Dicle Universitesi Saglik Bilimleti Arastirma Uygulama
Merkezi Denek Hayvanlart Ameliyathanesinde, histopatolojik incelemeler ise Dicle

Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.
50 adet deney hayvani 10’ar adet olmak tizere 5 ayri gruba ayrilnstir.
Calismamizda olusturulan 5 grup su sekilde siniflandirildi;

1. Grup: 10 adet ratin kalvaryumunda olusturulan kritik boyut defekt
higbir islem yapilmadan bos birakilarak yara yeri siiture edildi.

2 Grup: 10 adet rata kalvaryumda kritik boyut kemik defekti
olusturularak sentetik greft betatrikalsiyumfosfat (Poresorb-TCP) uygulandi ve
10mg/kg simvastatin oral gavaj yoluyla sistemik olarak 30 giin boyunca hergiin
verildi.

3 Grup: 10 adet rata kalvaryumda kritik boyut kemik defekti
olusturularak allojen greft (MinerOss) uygulandi ve 10mg/kg simvastatin oral gavaj
yoluyla sistemik olarak 30 giin boyunca hergiin verildi.

4. Grup: 10 adet rata, 10 mg simvastatin iceren Zocor tablet (Zocor tablet,
simvastatin 40 mg, Merck & Co, NJ, ABD) konsantrasyonu 2,5 mg/ml olacak sekilde
serum fizyolojik soliisyonunda ¢oziillip, elde edilen simvastatin soliisyonundan 0,2
ml alinarak; sentetik greft betatrikalsiyumfosfat (Poresorb-TCP) materyaline
emdirilerek elde edilen kombinasyon, olusturulmus kritik boyuttaki kalvaryal kemik
defektine uygulandi.

5. Grup: 10 adet rata, 10 mg simvastatin igeren Zocor tableti (Zocor
tablet, simvastatin 40 mg, Merck & Co, NJ, ABD) konsantrasyonu 2,5 mg/ml olacak
sekilde serum fizyolojik sollisyonunda ¢oziiliip, elde edilen simvastatin

soliisyonundan 0,2 ml alnarak; allojen kemik grefti (MinerOss) materyaline
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emdirilerek elde edilen kombinasyon, olusturulmus kritik boyuttaki kalvaryal kemik
defektine uygulandi.

Deneklere verilecek lokal ve sistemik simvastatin miktar: literatiirde benzer
calismalar incelenerek sistemik doz 10mg/kg/giin, lokal doz 0,2cc distile suda
¢ozilmiis 10mg simvastatin olarak belirlendi.

Cerrahi Uygulamalar

Deney hayvanlarinda intraperitonal 3mg/kg xylazine (Rompun %2; Bayer) ve

30mg/kg Ketamin HCl (Ketalar; Eczacibasi-Warner Lambert) ile genel anestezi

uygulandiktan sonra dency hayvanlannin kalvaryum boélgeleri tiras edilip dezenfekte
(Betadine, Kansuk, Tiirkiye) edildi (Resim 5).

Resim 5: Cerrahi prensiplere uygun hazirlanan operasyon balgesi.

Deneklerde kafa derisi enseden alina kadar tirag edilen bdlgede, orta hatta
longitidiinal bir deri insizyonu yapilarak frontal kemik ortaya ¢ikartildi (Resim 6).

Resim 6: insizyonu takiben frontal kemigin goriiniimii.
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ince periost elevatorii ile periost flepleri kaldirilarak 6zel olarak tasarlanmisg
trephan frez ile orta hatta 0,8 cm c¢apinda dairesel tam kat kemik defekti olusturuldu
(Resim 7).

Resim 7: Trephan frezle olusturulan kemik defekti.

Resim 8: Defekt bolgesine uygulanan kemik grefti goriintiisii.

Gruplara uygun materyal yerlestirildikten sonra periost defekt fizerine tekrar
ortiilerek 3/0 vicryl (Vicryl, Ethicon Limited, Belgium) ile dikildi. Cilt 3/0 ipek siitur
(Dogsan Trabzon/Tiirkiye) ile primer olarak kapatildi (Resim 8).
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Resim 9: Bolgenin siiture edilmis postoperatif goriintiisii,

Proflaksi amagl her ratin sag gluteal kasi icerisine operasyondan hemen sonra
tek doz antibiyotik enjeksiyonu (Gentamicin 0.05 ml/kg) ve 7 giin boyunca deneklerin
operasyon bolgesine antiseptik soliisyon uygulandi. Deney hayvanlarinin birbirine zarar

vermelerini 6nlemek amaciyla ayri kafeslerde barindirildi.

Tiim deney grubundaki hayvanlar 30. giin takipleri sonunda asirt doz sodyum
thiopentone’un ( Pental Sodyum, .E. Ulugay ilag San. T.A.S.) intraperitonel enjeksiyonu
ile sakrifiye edilerek ense bolgesinden agilan horizontal kesi ile kalvaryum
iizerindeki cilt tamamen kaldirildi. Defekt alam, etrafinda saglam kemik olacak

sekilde kemik forsepsi ile bolgeden alinarak %10°’luk formalin soliisyonuna konuldu.

Resim 10: Etrafinda saglam kemik dokusuyla ¢ikarilan

defekt alam.

29



Histokimyasal Boyama Yontemleri

Biitiin gruplarda yer alan deney hayvanlarindan alinan kalvarial kemik
dokulari, defekt alaninin tamammmin yer almasina Gzen gosterilerek, ndotral
tamponlanmig formalin fiksatifi icerisinde 16 saat siire ile bekletilerek fiksasyon
saglandi. Daha sonra akar su altinda 12 saat boyunca yikama islemi gergeklestirildi.
Dehidratasyon igin artan derecelerde ve her birinde 12 saat olmak iizere, % 50, % 70,
% 80, % 90, % 96 etanol igerisinde bekletildi. Ardindan %99.9°luk etanol igerisinde
2x15 dk bekletilerek dehidratasyon tamamlandi. Dokulari saydamlastiriimasi igin,
2x15 dk ksilol kullanildi. Daha sonra 58-60 C° olarak ayarlanmis etiiv igerisinde 2x1
saat sivi parafin igerisinde infiltrasyon islemi gerceklestirildi. Son olarak dokular
parafine gdmiiliip, bloklandi. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM 2265) ile 5-6
um kalinhiginda seri kesitler elde edildi. Elde edilen seri Kkesitlerin yarisi
Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Azan histokimyasal boyama yontemleri kullanilarak
boyandi. Geri kalan kesitler ise osteopontin ve osteonektin immiinreaktivitesini
ortaya koymak i¢in immunohistokimyasal olarak boyandi. Elde edilen 6rnekler
fotomikroskop (Eclipse i80, Nikon, Japan) ile degerlendirilip, ayni mikroskobun

kamera sistemi ile gériintiiler elde edildi.

Hematoksilen-Eosin (H-E) Boyama Yéntemi

Deparafinize edilerek distile suya kadar getirilen parafin kesitler, Harri’s
hematoksilen solusyonunda 9 dakika kadar bekletildi. Cesme suyunda boya artiklari
giderildikten sonra, % 1 lik asit alkol soliisyonunda ¢alkalandi. Amonyakl suda
cekirdeklerin parlak mavi olmasi saglandi. Distile suda yikanan kesitlere, eosin
solusyonuna almip 2 dk. kadar bekletildi. Dehidratasyon ve parlatma igin yiikselen

derecelerde etil alkol serilerinden ve ksilolden gegirilen kesitler, entelan ile kapatildi.

Azan Boyama Ydntemi

Deparafinize edilerek distile suya kadar getirilen parafin kesitler azokarmin
soltisyonu ve 58 C°’de ayarlanmis olan etiiv igerisine konularak 30 dakika kadar
bekletildi. Bes dakika kadar sogumaya birakilan kesitler distile suda yikandi. Daha
sonra anilin alkol damlatilarak 1 dakika kadar beklendi. Kesitler yikanmaksizin asit

alkolde bir dakika bekletildi. Tekrar herhangi bir ykama islemine maruz



birakilmayan kesitlere fosfowolframik asit soliisyonu damlatilarak yarim saat kadar
beklendi. Yikama islemi uygulanmadan bir yarim saat kadar daha polikrom
soliisyonunda bekletildi (Azan Trichrome, 04-001802, Milano, Italy). Dehidratasyon
ve parlatma i¢in ylikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve ksilolden gegirilen

kesitler, entelan ile kapatildi.
immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi ve Degerlendirme

Osteopontin Ve Osteonektin

Rutin doku takibi ile hazirlanan parafin bloklardan elde edilen kesitlerin bir
béliimii immunohistokimyasal boyama yontemi i¢in kullanildi. Bu amacla, 5-6 pm
kalinh@inda kesitler alindiktan sonra, gece boyu 37 C° ayarlanmis etiivde bekletildi.
Sonraki giin, 58 C° ye ayarlanmis etiive alinan kesitler, bir saat burada bekletildikten
sonra, 2X15 dakika ksilolden gecirildi. Azalan alkol derecelerinden, 10’ar dakika
stireyle, sirasiyla %100, %96 ve %80’lik etanolden gecirilen dokular, rehidratasyon
icin 2X5 dakika distile suda bekletildi. Antijen retrevial islemi i¢in sitrat buffer
(Sigma-Aldrich, Germany) soliisyonuna (pH:6:0) alinan dokular mikrodalga firin
icerisinde 3X4 dakika kadar 1sinlandi. Mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler,
dogrudan oda sicakhiginda sogumalar1 i¢in 20 dakika kadar bekletildi. 2X5 dakika
distile sudan gegirildikten sonra, kurulanip, dokunun yer aldigi alan silikon kalem
vasitasiyla ¢evrelenip, sinirlandirildi. Immiinohistokimya barmna dizilen kesitlerin
tizerine 3X5 dakika phosphate buffer saline (PBS) damlatildi. Bu sirada
immiinohistokimya bari igerisine nemliligi saglamak i¢in daha onceden hazirlanan
sicak su (40-50 C°) birakildi. Kesitlerin tizerindeki PBS almip tizerine hidrojen
peroksit blokaj soliisyonu (1ml %30 H,0; + 9ml metanol) damlatilip 20 dakika kadar
inkiibe edildi. Sonraki adimda, bloklama i¢in, non-immiin serum (Ultravision, Anti-
polyvalent, HRP TP-125-UB, Fremont CA, USA) solullsyonunda 10 dakikalk
bekletmenin ardindan yikanmaksizin, osteopontin primer antikoru (1:200, mouse
monoclonal; sc 21742, Santa Cruz Biotechnology ) damlatilip bir gece +4 C° de
inkiibe edildi. Sonraki giin PBS soliisyonunda 3X5 dakika yikanan kesitler, sekonder
antikorla (Ultravision, Anti-polyvalent, HRP TP-125-BN, Fremont CA, USA) 10
dakika inkiibe edilip PBS ile yikandiktan sonra, streptavidin-peroksidaz enzimi
(Ultravision, anti-polyvalent, HRP TP-125-HR, Fremont CA, USA) damlatilip 10

dakika beklendikten sonra tekrar PBS ile yikama saglandi. Daha sonra kesitlerin



tizerine diaminobenzidine (Ultravision, DAB plus substrate system, TA-125-HDX,
Fremont, CA, USA) damlatilip 7 dakika beklendi. PBS ile reaksiyon durdurulup
hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra entelan ile kapatildi. DS-2MV yazilim
destegi ile Eclipse i8 (Nikon, Japan) degerlendirilip goriintiler elde -edildi.
Osteopontin ve osteonektin boyanma yogunlugunun degerlendirilmesi Tablo.1’de
gosterildigi gibi yapildi.

Tablo 1: Immunohistokimyasal skorlama metodu

istatistiksel Degerlendirme

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 18.0 istatistik programi ve elde edilen
verilerin analizinde Mann Whitney U testi kullanimistir. Istatistiki anlamlilik diizeyi
p<0,05 kabul edilmistir.
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BULGULAR

Histopatolojik Bulgular

Kalvaryumda defekt agilip 30 giin bekleme siiresinden sonra sakrifiye edilen
ratlarm kalvaryumundan elde edilen kesitlerde:

Kontrol Grubu (Grup 1): Defekt kenarinda tabani daha 6nce var olan apeksi
defekt merkezine dogru uzanan tiggen seklinde yeni kemik dokusu segildi (Sekil 2).
Bu yeni kemik dokuda diizensiz kemik iligi bosluklari yan sira osteositlerle birlikte
kemigin yiizeyinde yerlesim gosteren osteoblastlarin varhg: gozlendi (Sekil 1). Diger
bir kalvaryal kesitte ise defekt alani fibroselltiler bag dokusuyla dolu olarak izlendi
(Sekil 2).
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Sekil 1: Kontrol grubu: Defekt alamimi dolduran fibroselliiler
bag dokusu ve iicgen seklinde yeni kemik olusumu

izlenmektedir. (H-E, Bar: 100mm).
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Sekil 2: Kontrol grubu: Defekt kenarinda olusan yeni kemik doku
ve defekt alanimi dolduran fibrovaskiiler bag dokusu. D:
Durameter, YK: Yeni kemik dokusu, K: Kan damari (Azan, Bar:

100mm).

Sistemik simvastatin ve sentetik greft Grubu (Grup 2): Ortada yerlesik
BTCP Partikiilleri ve etrafi rejenere kemikle ¢evrelenmis yeni kemik doku alanlar
izlendi. Konak kemik iizerinde sekillenen yeni kemik dokusu ve yer yer matiir
kemige doniigen kemik iligi alanlan saptandi (Sekil 3). Aymi grubun diger bir
kalvaryal defekt kesitinde BTCP greft artiklann ve olusan yeni kemik adaciklari
izlendi (Sekil 4).

34



Sekil 3: Sistemik simvastatin ve sentetik greft grubu: Defekt
alaninda olusan yeni kemik doku adaciklar1 adi altinda BTCP
greft kahntilan1 izlenmektedir. YK: Yeni kemik doku, T:
Betatrikalsiyum fosfat partikiilleri ( Azan, Bar: 100mm).

Sekil 4: Sistemik simvastatin ve sentetik greft grubu: Biiyiik

caph osteosit ve osteoblast hiicreleri iceren yeni kemik dokusu ile
fibrovaskiiler bag dokusuyla cevrelenmis beta trikalsiyum fosfat
greft artiklari. Ok: Osteosit Okbasi: Osteoblast, T:
Betatrikalsiyum fosfat partikiilleri (Azan ,Bar: 100mm).
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Sistemik simvastatin ve allojen greft grubu (grup 3): Kalvaryal defekt
bolgesine allojen greft uygulanan grubun histolojik kesitlerinde fibroselliiler bag
dokusu igerisinde yeni olusan kemik adaciklar secildi (Sekil 5).

Diger bir kesitte allojen greft artiklarim yarim ay seklinde saran ve kemik

iligi bosluklarini igeren yeni kemik doku ve adaciklar izlendi (Sekil 6).
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Sekil 5: Sistemik simvastatin ve allojen greft grubu: Defekt

alaninda fibroselliller bag dokusu ve yeni kemik adacigi

izlenmektedir. BD: Bag doku, YK: Yeni kemik doku (H-E, Bar:

Sekil 6: Sistemik simvastatin ve allojen greft grubu: Allojen greft
partikiillerini yarim ay seklinde c¢ereleyen ve kemik iligi
bosluklarim iceren yeni kemik dokusu ile fibréz bag dokusu
icerisinde yerlesik yeni kemik adacig1 goriilmektedir. YK: Yeni
kemik dokusu A: Allojen greft artiklari (Azan, Bar: 100nm).
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Lokal simvastatin ve sentetik greft grubu (Grup 4): Defekt bolgesi ve
defekt kenarlarinda ¢ok miktarda yeni kemik olusumu yani sira iltihabi hiicrelerde

belirgin bir azalma gortildii (Sekil 7, 8).

Sekil 7: Lokal simvastatin ve sentetik greft grubu: Defekt

bilgesinde defekt u¢larindan baslayarak defekt bolgesini dolduran

yeni kemik alanlari. YK: Yeni kemik alanlar1 (Azan, Bar:500nm)

Sekil 8: Lokal simvastatin ve sentetik greft grubu: Defekt

kenarinda olusan yeni kemik dokusu YK: Yeni kemik dokusu
(Azan, Bar 100nm)
Lokal simvastatin ve allojen greft grubu (Grup 5): Defekt bdlgesinde
yaygin bag dokusu ve kronik iltihap hiicreleriyle konjesyonel kan damarlan ve

hemorajik alanlar izlendi. Immatiir yeni kemik dokusu olusumuyla birlikte ¢ok
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saylda osteosit ve osteoblast hiicreleri ile defekt kenarlarinda kemik iligi bosluklar:

gozlendi.(Sekil9-10)

Sekil 9: Lokal simvastatin ve allojen greft grubu: Defekt
kenarindan baslayip digerine uzanan yeni kemik trabekiilleri ve
aralar dolduran fibroselliiller bagdokusu izlenmektedir. YK: Yeni

kemik dokusu BD: Bag dokusu (H-E Bar:100nm).

Sekil 10: Lokal simvastatin ve allojen greft grubu; defekt
bolgesinde matiir yeni kemik dokusunun olustugu izlenmektedir.

MK: Matiir kemik (Azan, Bar: 100nm).
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Immunohistokimyasal Bulgular

Osteopontin (OPN)

Kontrol grubunda, sentetik greft ve sistemik simvastatin grubunda, allojen
greft ve sistemik simvastatin grubunda, sentetik greft ve lokal simvastatin grubunda,
allojen greft ve lokal simvastatin grubunda; osteosit hiicrelerinde, osteopontin
immiinreaktivitesi Tablo 1’deki smiflamaya gore ++ bulundu, orta diizeyde
immunoaktivite izlendi. Gruplar arasi yapilan karsilastirmada anlamli bir farklihik
saptanmadi (p >0.05).

Osteosit lakunalarindaki osteopontin immiinreaktivitesi, kontrol grubunda,
sentetik greft ve sistemik simvastatin grubunda, allojen greft ve sistemik simvastatin
grubunda, allojen greft ve lokal simvastatin grubunda Tablo 1’deki siniflamaya gore
+++ bulundu, giicli diizeyde immunoaktivite izlendi. Gruplar arasinda yapilan
karsilagtirmada anlamli bir farklilik saptanmadi. Ancak kontrol grubu ile lokal
sentetik greft ve lokal simvastatin uygulanan grubun karsilastirilmasinda kontrol
grubuna gére osteopontin ekspresyonunda anlamh diizeyde diisiis saptandi (p<0.05).

Osteoblastlardaki osteopontin immiinreaktivitesi, kontrol grubunda, sentetik
greft ve lokal simvastatin grubunda, allojen greft ve lokal simvastatin grubunda
Tablo 1’deki siniflamaya gore + bulundu, diisitk diizeyde immunoaktivite izlendi.
Ancak, sentetik greft ve sistemik simvastatin grubunda, allojen greft ve sistemik
simvastatin grubunda, osteoblast hiicrelerindeki osteopontin ekspresyonu Tablo
1’deki siniflamaya gore ++ bulundu, orta diizeye dogru immunoaktivitede bir artig
s0z konusuydu. Kontrol grubu ile karsilastirilan bu artis anlamliyd: (p<0.05).

Yeni olusan kemik trabekiillerindeki osteopontin immiinreaktivitesi
incelendiginde, kontrol grubu ile allojen ve lokal simvastatin uygulanan grupta Tablo
1’deki smiflamaya gdre +++ bulunan immunoaktivite giiclii diizeydeydi. Her iki
grubun istatistiksel olarak karsilagtirilmasinda anlamli bir farklhilik saptanmadi. Diger
taraftan sentetik greft ve sistemik simvastatin grubu ile allojen greft ve sistemik
simvastatin uygulanan grupta, osteopontin ekspresyonu minimal diizeyde izlenmistir.
Bu her iki grubun kontrol grubu ile kiyaslanmasinda anlamli bir diisiis oldugu
saptanmistir. Bununla birlikte, kontrol grubu ile sentetik greft ve lokal simvastatin
uygulanan grup karsilastirildiginda, immunoaktivite Tablo 1°deki siniflamaya gére

++ bulundu, orta diizeye dogru bir azalisin oldugu anlamli olarak saptandi (p<0.05).



Defekt alanina dogru invaze olan bag doku igerisindeki osteopontin
ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubunda minimal diizeyde olan ekspresyon,
sentetik greft ve lokal simvastatin uygulanan grupta Tablo 1’deki siniflamaya gore
++ bulundu, immunoaktivite orta diizeye dogru artmigti. Bu artig, istatistiksel olarak
anlamliydi. Bununla birlikte, sentetik greft ve sistemik simvastatin grubunda, allojen
greft ve sistemik simvastatin grubunda, allojen greft ve lokal simvastatin grubunda
Tablo 1’deki smiflamaya gore +++ olan gii¢lii bir immiinreaktivite saptandi. Bu
gii¢lii immiinreaktivite kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ta anlamhyd: (Sekil
11-15).

Sekil.11: Kontrol grubu, osteopontin immiinreaktivitesi. Defekt
kenarlarinda, yeni olusan kemik trabekiilleri icerisinde yer alan
osteosit lakunalarinda (ok basi) orta diizeyde bir boyanma var
iken, defekt alammm dolduran bag doku icerisinde de yer yer
ekspresyonlarin (yildiz) oldugu gériilmektedir. B: Negatif kontrol

(Osteopontin immiin boyama, Bar: 100 pm).

40




SRS E TR L = O o el TR T o o™ i el o2 = o
S R T e G L S S e A e e e D A LA

Sekil.12: Sentetik greft ve sistemik simvastatin uygulanan grup,
osteopontin  immiinreaktivitesii A: Yeni olusan Kkemik
trabekiillerinde zayif diizeyde bir boyanma var iken (asterisk),
osteosit lakunalarmda kuvvetli ekspresyon izlenmektedir (ok
bas1). Bag doku alanlarinda kuvvetli immiinreaksiyon
goriilmektedir (asterisk). B: Negatif kontrol (Osteopontin immiin
boyama, Bar: 100 pm).

Sekil.13: Allojen greft ve sistemik simvastatin uygulanan grup,

osteopontin immiinreaktivitesi. A: Yeni olusan kemik
trabekiillerinde zayif bir boyanma var iken (yildiz) osteosit
lakunalarinda (ok basi) ve bag doku alanlarinda (yildiz) kuvvetli
ekspresyon izlenmektedir. B: Negatif kontrol (Osteopontin

immiin boyama, Bar: 100 pm).
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Sekil.14: Sentetik greft ve lokal simvastatin uygulanan grup,
osteopontin  immiinreaktivitesi. A: Yeni olusan kemik
trabekiillerinde zayif bir boyanma var iken (yildiz), osteosit
lakunalarinda (ok basi)) ve bag doku alanlarinda kuvvetli
ekspresyon izlenmektedir (yildiz). B: Kiiciik bilyiitme. C: Biiyiik
biiyiitme. (Osteopontin immiin boyama, Bar:100 pm)

Sekil.15: Allojen greft ve lokal simvastatin uygulanan grup,
osteopontin  immiinreaktivitesii A: Yeni olusan kemik
trabekiillerinde (yildiz) ve osteosit lakunalarinda (ok basi) giiclii
ekspresyon izlenirken, bag doku alanlarinda orta diizeyde immiin
reaksiyon goriilmektedir (yildiz). B: Negatif kontrol, C: Kiigiik
biiyiitme (Osteopontin immiin boyama, Bar: 100 pm).
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Osteonektin (ONC)

Kontrol grubunda, sentetik greft ve sistemik simvastatin grubunda, allojen
greft ve sistemik simvastatin grubunda, sentetik greft ve lokal simvastatin grubunda,
allojen greft ve lokal simvastatin grubunda osteosit hiicrelerinde herhangi bir
osteonektin ekspresyonuna rastlanmadi.

Osteosit lakunalarindaki osteonektin immiinreaktivitesi, kontrol grubunda
minimal diizeyde izlenirken, sentetik greft ve sistemik simvastatin grubunda, allojen
greft ve sistemik simvastatin grubunda, sentetik greft ve lokal simvastatin grubunda
Tablo 1’deki smiflamaya goére immunoaktivite ++ bulundu, ekspresyon orta
diizeydeydi. Bu gruplarin, kontrol grubu ile kargilastinlmasinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis s6z konusuydu. Bununla birlikte, allojen greft ve lokal simvastatin
uygulanan grupta Tablo 1°deki siniflamaya gore immunoaktivite +++ bulundu, gii¢lii
bir ekspresyon izlendi (p<0.05).

Osteoblastlardaki osteonektin immiinreaktivitesi, kontrol grubu, sentetik greft
ve sistemik simvastatin grubu, sentetik greft ve lokal simvastatin grubunda Tablo
1’deki smiflamaya gore +++ bulundu, immunoaktivite gii¢lii diizeydeydi (p>0.05),
allojen greft uygulanan gruplarda ise Tablo 1’deki siniflamaya gore ++, orta diizeyde
bir ekspresyon saptandi (p<0.05).

Yeni olusan kemik trabekiillerindeki osteonektin  immiinreaktivitesi
incelendiginde, kontrol grubunda, sentetik greft ve sistemik simvastatin grubunda,
allojen greft ve sistemik simvastatin grubunda Tablo [’deki siniflamaya gore +,
diigiik diizeyde immiinreaktivite saptandi. Diger taraftan, allojen greft ve lokal
simvastatin grubu ile sentetik greft ve lokal simvastatin grubunda Tablo 1’deki
siniflamaya gore ++, orta diizeyde izlenen immiinreaktivite, kontrol grubu ile
karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0.05).

Defekt alanina dogru invaze olan bag doku igerisindeki osteonektin
ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubu ile sentetik greft ve sistemik simvastatin
uygulanan gruplarda Tablo 1°deki siniflamaya gére +, minimal diizeyde olan
ekspresyon, sentetik greft ve lokal simvastatin grubu ile allojen greft ve lokal
simvastatin uygulanan grupta artan, Tablo 1’deki siniflamaya gdére +++, giiclii

diizeyde bir ekspresyon saptandi (Sekil 16-20).
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Sekil 16: Kontrol grubu, osteonektin immiinreaktivitesi. A: Bag
dokusu alanlarinda minimal diizeyde osteonektin ekspresyonu
goriilmektedir (yildiz). B: Negatif kontrol (Osteonektin immiin
boyama, Bar:100 pm).

Sekil.17: Sentetik greft ve sistemik simvastatin uygulanan grup,
osteonektin  immiinreaktivitesi. A: Yeni olusan kemik
trabekiillerinde zayif bir boyanma var iken (yildiz), osteosit
lakunalarinda (ok basi) ve bag doku alanlarinda (yildiz) orta
diizeyde ekspresyon izlenmektedir. B: Kii¢iikk bilyiitme
(Osteonektin immiin boyama, Bar:100 pm).

44




=l

Sekil.18: Allojen greft ve sistemik simvastatin uygulanan grup,
osteonektin  immiinreaktivitesi. A: Yeni olusan kemik
trabekiillerinde (yi1ldiz) ve osteosit lakunalarinda orta diizeyde
bir ekspresyon var iken (ok basi), bag doku alanlarinda kuvvetli
immiin reaksiyon goriilmektedir (yildiz). B: Negatif Kkontrol

(Osteonektin immiin boyama, Bar:100 pm).

Sekil 19: Sentetik greft ve lokal simvastatin uygulanan grup,

osteonektin  immiinreaktivitesii A:Yeni olusan kemik
trabekiillerinde (yildiz) ve osteosit lakunalarinda (ok bagsi) orta
diizeyde bir ekspresyon var iken, bag doku alanlarinda zayif
immiin reaksiyon giriilmektedir (yildiz). B:Biiyiik biiyiitme
(Osteonektin immiin boyama, Bar: 100 pm).
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Sekil 20: Allojen greft ve lokal simvastatin uygulanan grup,
osteonektin  immiinreaktivitesii  A:Yeni  olusan  kemik
trabekiillerinde zayif bir boyanma var iken (yildiz), osteosit
lakunalarinda (ok basi) ve bag doku alanlarinda (yildiz) kuvvetli
ekspresyon izlenmektedir. B: Negatif kontrol, C:Biiyiik biiyiitme

(Osteonektin immiin boyama, Bar: 100 pm).
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Immiinohistokimyasal Degerlere Bagh Istatistiksel Bulgular

Kontrol Grubu ile Deneysel Gruplarin Karsilastirilmasi

Kontrol grubu ile sistemik simvastatin ve sentetik greft uygulanan grup OPN
immiinoaktivitesi agisindan degerlendirildiginde; osteosit ve osteosit lakunalarmda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi. Osteoblast ve bag dokuda deney
grubundaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,004-0,001). Yeni
kemik trabekiillerinde kontrol grubunda ki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,000). Ayn1 gruplar ONC immiinoaktivitesi i¢in degerlendirildiginde;
sadece osteosit lakunalarindaki farklilik deney grubunda istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,042).

Kontrol grubu ile sistemik simvastatin ve allojen greft uygulanan grup OPN
immiinoaktivitesi agisindan degerlendirildiginde; osteosit ve osteosit lakunalarinda
farklihk istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Osteoblast ve bag dokuda deney
grubundaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,001). Yeni kemik
trabekiillerinde kontrol grubunda farklihik anlamli bulundu (P=0,001). Ayni gruplar
ONC immiinoaktivitesi i¢in degerlendirildiginde; Osteositlerde istatistiksel olarak
farklilik anlamli bulunmadi. Deney grubunda osteosit lakunalarinda, yeni kemik
trabekiillerinde ve bag dokudaki farklilk istatistiksel olarak anlamli bulundu
(P=0,039-0,007-0,000). Osteoblastlarda ise kontrol grubundaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P=0,005).

Kontrol grubu ile lokal simvastatin ve sentetik greft uygulanan grup OPN ve
ONC immiinoaktivitesi acisindan degerlendirildiginde; osteosit, osteosit lakiinalar
ve ostaoblastlarda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. OPN
immiinoaktivitesi artis1 deney grubunda yeni kemik ve bag dokuda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,048-0,015). ONC immiinoaktivitesinde
artis ta deney grubunda yeni kemik ve bag dokuda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamlt bulundu (P=0,005-0,000).

Kontrol grubu ile lokal simvastatin ve sentetik greft uygulanan grup OPN
immiinoaktivitesi acisindan degerlendirildiginde; sadece bag dokuda deney
grubundaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,000). Ayni gruplar

ONC immiinoaktivitesi i¢in degerlendirildiginde; Osteosit lakiinalart ve bag dokuda
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deney grubundaki farkliik anlamli iken (P=0,000), osteoblastlarda kontrol
grubundaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,029).

Deney Gruplarinin Birbiri Arasinda Karsilastirilmasi

Tablo 2: ONC immiinoaktivitesi icin istatistiksel degerler p<0,05

Karsilagtirilan Osteosit Osteosit Osteoblast Yeni Bag Doku

Gruplar P(Sig) Lakuna P(Sig) Kemik P(Sig)
P(Sig) P(Sig)

Lokal+Allojen, 1,000 0,004 0,007 0,005 0,136

Lokal+Sentetik

Sistemik+Allojen 1,000 0,831 0,002 0,008 0,000

Sistemik+Sentetik

Lokal+Allojen 1,000 0.001 0,423 0,007 0,451
Sistemik+Allojen

Lokal+Allojen 1,000 0,000 0,014 0,721 0,000
Sistemik+Sentetik
Lokal+Sentetik 1,000 1,000 0,002 0.491 0,383
Sistemik+Allojen
Lokal+Sentetik 1,000 0,837 0,451 0,006 0,000

Sistemik-+Sentetik

ONC immunoaktivitesi icin istatistiksel degerlere (P) bakildiginda;
Osteositlerde karsilastirlan gruplar arasindaki farklilik anlamli bulunmadi (P=1).
Osteosit lakunalarimda; Lokal simvastatin uygulanan gruplar karsilastirildiginda
allojen ve sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P=0,004). Lokal simvastatin ve allojen greft grubuyla
sistemik simvastatin gruplari arasinda ki farklilhik istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
Osteoblastlarda; Lokal simvastatin uygulanan gruplar karsilastirildiginda allojen ve
sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli  bulundu  (P=0,007). Sistemik simvastatin  uygulanan  gruplar
karsilastirildiginda allojen ve sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki

farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,002). Lokal simvastatin ve allojen
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greft uygulanan grup ile sistemik simvastatin ve sentetik greft grubu arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,014). Lokal simvastatin ve sentetik
greft uygulanan grup ile sistemik simvastatin ve allojen greft grubu arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,002).

Yeni kemik dokuda; Lokal simvastatin uygulanan gruplar karsilastirildiginda
allojen ve sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P=0,005). Sistemik simvastatin uygulanan gruplar
karsilastinildiginda allojen ve sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,008). Lokal simvastatin ve allojen
greft uygulanan grup ile sistemik simvastatin ve allojen greft grubu arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,007). Lokal simvastatin ve sentetik
greft uygulanan grup ile sistemik simvastatin ve sentetik greft grubu arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,006).

Bag dokuda; Sistemik simvastatin uygulanan gruplar karsilastinildiginda allojen ve
sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki farklihk istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P=0,000). Lokal gruplar, sistemik simvastatin ve sentetik greft
materyali uygulanan grupla karsilastirildiginda aradaki farklilik istatistiksel olarak
anlamh bulundu (P=0,000).

Grafik 1: ONC immunoaktivitesinin grafikle degerlendirilmesi
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Tablo 3: OPN immiinoaktivitesi i¢in istatistiksel degerler (p<0,05)

Karsilastirilan Osteosit Osteosit Osteoblast Yeni Bag Doku

Gruplar P(Sig) Lakuna P(Sig) Kemik P(Sig)
P(Sig) P(Sig

Lokal+Allojen, 0,746 0,018 0,654 0,044 0,032

Lokal+Sentetik

Sistemik+Allojen 0,776 0,648 0,648 0,490 0,687
Sistemik+Sentetik

Lokal+Allojen 0,737 0,342 0,006 0,000 0,786
Sistemik+Allojen

Lokal+Allojen 1.000 0.615 0,014 0,000 0,861
Sistemik+Sentetik

Lokal+Sentetik 0,574 0,084 0,007 0,006 0,038
Sistemik+Allojen

Lokal+Sentetik 0,779 0,042 0,018 0,002 0,074
Sistemik+Sentetik

OPN immunoaktivitesi icin istatistiksel degerlere (P) bakildiginda;

Osteositlerde; kargilastirilan gruplar arasindaki farklilik anlamli bulunmadi.

Osteosit  lakunalarinda; Lokal simvastatin = uygulanan  gruplar
karsilagtinldiginda allojen ve sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamlt bulundu (P=0,018). Lokal simvastatin ve sentetik
greft uygulanan grup ile sistemik simvastatin ve sentetik greft grubu arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0,042). Diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

Osteoblastlarda; Lokal simvastatin ve allojen greft uygulanan grup ile
sistemik simvastatin ve allojen greft grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P=0,006). Lokal simvastatin ve allojen greft uygulanan grup ile
sistemik simvastatin ve sentetik greft grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P=0,014). Lokal simvastatin ve sentetik greft uygulanan grup ile
sistemik simvastatin ve allojen greft grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulundu (P=0,007).
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Lokal simvastatin ve sentetik greft uygulanan grup ile sistemik simvastatin ve
sentetik greft grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(P=0,018). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

Yeni kemik dokuda; Lokal simvastatin uygulanan gruplar karsilastirildiginda
allojen ve sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (P=0,044). Lokal simvastatin ve allojen greft uygulanan grup
ile sistemik simvastatin ve allojen greft grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P=0,000).

Lokal simvastatin ve allojen greft uygulanan grup ile sistemik simvastatin ve
sentetik greft grubu arasindaki farkhlik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(P=0,000). ). Lokal simvastatin ve sentetik greft uygulanan grup ile sistemik
simvastatin ve allojen greft grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,006). Lokal simvastatin ve sentetik greft uygulanan grup ile sistemik
simvastatin ve sentetik greft grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,002).

Bag dokuda; Lokal simvastatin uygulanan gruplar karsilastirildiginda allojen
ve sentetik greft materyali uygulanan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamh bulundu (P=0,032). Lokal simvastatin ve sentetik greft uygulanan grup ile
sistemik simvastatin ve allojen greft grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P=0,038). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi.

Grafik 2: ONC immunoaktivitesinin grafikle degerlendirilmesi
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Mevcut literatiirde yaymlanmig calismalardan farkli olarak planladigimiz
¢aligmanin amaci; ratlarda kalvaryal yapida olusturulan kritik boyut kemik
defektlerine lokal ve sistemik simvastatinin uygulamasinin sentetik ve allojen greftler
tizerine olan etkisinin histolojik ve immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi ve
simvastatinin - bu kritik boyut kemik defektlerinin tedavisindeki roliiniin
incelenmesidir. Boylelikle hem lokal ve sistemik olarak simvastatin uygulamasinin
etki farklari hem de farkli yollardan verilen simvastatinin sentetik ve allojen greftler

tizerine olan etkilerini karsilagtirmali olarak inceledik.

Maksilofasiyal cerrahide ¢esitli nedenlerle olusan kemik defektlerinin
rejenerasyonunun saglanmasi amaciyla bu giine kadar literatiirde bircok mekanik ve
kimyasal ajanlar denenmis ve halen de denenmektedir (61-63). Kemik defektlerinin
rekonstritksyonunda  tercih edilen en yaygin uygulamalardan biri greft
ogmentasyonlart olsa da her anlamda ideal bir materyal kullanimi séz konusu
degildir.

Son dénemlerde yapilan bazi ¢caligmalar incelendiginde farmakolojik ajanlarin
kemik iyilesme siirecine etkisi ile ilgili arastirmalar dikkat ¢ekmektedir (67,68).
Ozellikle meveut kolesterol diisiiriicii ilaglarin en gliclii grubunu olusturan statinlerin
spesifik etkisinin yani sira anjiogenezde artma, antienflamatuar ozellik gdsterme,
osteoklast proliferayonunda azalma, kemik olusumunda artma gibi bazi pleiotropik
etkiler gostermesi kemik iyilesmesinde alternatif bir aragtirma alanmin ortaya

¢citkmasini saglamistir (74, 75).

Statinlerin kemikteki biyolojik etkilerini ilk defa 1999°da Mundy ve
arkadaslar in vitro ortamda osteogenezisi stimiile ettigini gostererek, bildirmislerdir.
Bu ¢alismadan sonra statinlerin kemik {izerine etkisinin arastirildigi ¢calismalarmn 6nii

acimustir (5-8).

Mundy ve arkadaslari (5) statinlerin yeni dogan farelerin kalvaryumunda yeni

kemik olusumunu arttirdiklarini bulmuslardir.

Sugiyvama ve arkadaslart (114) ise simvastatin ve mevastaninin insan

osteosarkoma hiicrelerinde BMP-2, mRNA ve protein ekprasyonunu arttirdiklarini

52



rapor etmiglerdir. Statinlerin osteojenik etkileri diger hiicrelerde de goriilmiistiir.
Ayni zamanda deney hayvanlari lizerinde yapilan ¢aligmalar ile statinlerin osteojenik

etkileri dogrulanmistir.

Chuengsamarn ve arkadaslari (115) statinlerin yiiksek kolestrolii olan
hastalarda kemik formasyonunu gelistirdigini ve kemik mineral yogunlugunu
arttirdigin1  belirtmistir. Buna ek olarak statinler, osteoklastik dontisiimiin ve
osteoblastik apoptozise engel olarak kemik rezorbsiyonunu azalttigint rapor
etmislerdir.

Statinlerin kemik olusumu tizerine olan etkisi kemik morfogenetik protein-2
salmim araciligiyla olusmaktadir. Wong ve Rabie, statinleri kullanilarak elde edilen

iyilesme modelinin, direk olarak kemik morfogenetik proteini kullanilarak elde

edilen iyilesme modeli ile benzer oldugunu séylemislerdir (116).

Statin grubu ilaclarin bir iiyesi olan simvastatinin ozellikle lipofilik olmasi
nedeniyle kemige etkisinin daha fazla olabilecedi ifade edilmistir. In vivo
caligmalarda ozellikle lokal olarak uygulandiginda simvastatinin, kemik gelisiminde

statinler arasinda en etkili ilag oldugu belirtilmistir (74, 78, 79, 80).

Wong ve Rabie (117) yaptiklari ¢alismada simvastatin ile greftlenmis kemik
defektlerinde, greftlemeden sonraki 3. giinde vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii
salindigini, 4. giinde kemik morfogenetik proteini-2 salindigimi ve 5. giinde de yeni

kemik olustugunu tespit etmislerdir.

Saghkl kemige kemik kalinligini arttirmak amaciyla lokal simvastatin
uygulandiginda kemik kalinhiginda degisik oranlarda artis  goriilmiistiir.
Simvastatinin kemik defekti iyilesmesi {izerine etkisinin degerlendirildigi calismada
deney grubunda kontrol grubuna gére %308 oraninda daha fazla yeni kemik olusumu

tespit edilmis (118).

Sugiyama ve arkadaslari (119) farkli statinlerin etkilerini arastirdiklar:
¢alismada farkli uygulama metodlar1 kullanarak BMP-2"nin ektopik osteoindiiksiyon
tizerine etkilerini incelemislerdir. Subkutan ve oral yolla simvastatin veya

cerivastatin uygulamislar.

53



Calismanin sonucunda subkutan olarak verilen simvastatin grubunda anlamh
farkhilik  gdzlemlenirken diger gruplarda istatiktiksel olarak farkhihk anlamli

bulunmamuigtir.

Calismamizda kritik boyut kemik defektlerinin iyilesmesine etkisini
degerlendirmek icin statin grubu ilaclardan simvastatini kullandik ve yeni
kemik formasyonunda yukardaki caliymalarla paralel olarak artis tespit ettik,
ozellikle histolojik incelemeler lokal gruplarin yeni kemik olusumunda sistemik
gruplardan daha iyi sonuclar verdigini gostermistir. Bizim caliyma sonu¢larimiz
Wong ve arkadaslari, Sugiyama ve arkadaslarinin, Chuengsamarn ve
arkadaslarinin, Mundy ve arkadaslarmin simvastatin ile yaptig1 calismalarin

sonuclarma paralellik gostermektedir.

Kritik boyutlu bir defekt 6zellikle hayvanlarin belirli kemiklerindeki yasam
boyu iyilesemeyen en kii¢iik kemik ici yara olarak tanimlanabilir. Bu tip defektler
kemik dolumundan ¢ok, fibroz bag dokusuyla dolumu ve iyilesme egilimi
gostermektedirler. Kritik boyutlu bir defektin belirlenmesine etki eden iki faktor yas

ve hayvan tiirti 5nemli goriilmektedir (120-122).

Kritik boyutlu defektin boyutunu, Takagi ve Urist (123), ratta 8 mm, fare ve

tavsanda 15 mm, képekte ve maymunda 20 mm olarak rapor etmiglerdir.

Schmitz ve arkadaglari (124) ise 3, 4, 5 ve 8 mm lik defektlerde calisma

yapmiglar ve 8 mm lik defektin ideal bir defekt oldugunu savunmuslardir.

Literatiirde belirtilen bilgileri goéz Oniinde bulundurarak ratlarla

yaptigimiz ¢alismada 8 mm’lik kritik boyut defektler olusturuldu.

Kemik formasyonunu harekete gecirecek olan simvastatinin bagartlt kullanimi
lokal konsantrasyona ve uygun tasiyici sisteminin secimine baghidir ve bu amaca

hizmet eden bir¢ok ¢alisma mevcuttur (125).

Wu ve arkadaglari (125) cekim sonrasi alveol soketindeki rezorbsiyona
simvastatin uygulamasinin etkisini incelemigler. Simvastatin uygulanan ve
uygulanmayan poliaktik asit tasiyicilar ¢ekim soketine yerlestirmisler ve 1, 2, 4, 8,

12. haftalarda ratlar sakrifiye edilmistir. Lokal olarak uygulanan simvastatinin ¢ekim

54



soketindeki kemik formasyonunu arttirarak alveolar kemigi etkin bigimde zarardan

korudugunu histolojik kesitlerde gostermislerdir.

Moriyama ve arkadaslart (126) titanyum implant etrafina lokal olarak
uygulanan statinin osteogenezi arttirip arttrmadiZini  arastirmayr amaglayan
caligmalarinda 10 haftalik disi ratlara saf titanyum c¢ubuklar fluvastatin ile veya
fluvastatin  olmadan uygulanmistir. Propilen glikol aljinat tasiyict  olarak
kullanilmistir. Deney hayvanlar1 5 gruba ayrarak; sadece implant, implant ve PGA,

implant ve PGA ile diisiik doz statin, orta doz statin, yiiksek doz statin uygulanmistir.

Implant etrafindaki kemik olusumu histomorfometrik prosediirlerle, kemik-
implant  temast ve implant etrafindaki kemk yogunlugunu &lgiilerek
degerlendirmiglerdir. Ayrica mekaniksel itme testi uygulanarak implantin stabilitesi

incelemislerdir.

[tme kuvvetine direngte fluvastatin uygulanan grupla statin uygulanmayan
grup karsilastirlldiginda, fluvastatin uygulanan grupta itme kuvvetine direngte 6nemli

artis gézlenmistir (126).

Calivto ve arkadaslar1 (127) lokal olarak uyguladiklar simvastatinin kemik
iyilesmesi iizerine olan etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, 64 adet rat kullanarak

kalvaryumda 5 mm’lik defektler olusturmuslardir.

Calismada; deney hayvanlari 4 gruba ayrilnus. 1. Grupta greft materyali
uygulanmug, 2. Grupta greft materyali ile 2.2 mg simvastatin kollajen siingere
emdrilerek uygulanmis, 3. grupta greft materyali ile 0.5 mg simvastatin, 4. Grupta ise
greft materyaline su emdirilmis kollajen siinger uygulanmistir. 30 ve 60 giin sonra
sakrifiye edilen deney hayvanlari radyolojik ve histolojik olarak incelenmistir. 30
glin sonraki incelemelerde gruplar arasinda 6nemli farkhiliklar gézlenmemis iken, 60

giin sonra 3. ve 4. grupta ¢ok az yeni kemik formasyonu goriilmiistiir.

Sonug olarak lokal uygulanan simvastatinin rat kalvaryumunda olusturulan

defekt tamirine yararli olmadigi sonucuna varmislardir (127).

Wong ve arkadaglari (117) 30 Yeni Zelanda tavsaninin parietal kemiginde

defekt olusturmuslar ve iyilesmekte olan kemiZe simvastatin uygulayarak ve
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simvastatin uygulamadan VEGF, BMP-2 ve Cbfal’in erken ddnem histolojik

ekspresyonunu arastirmislardir.

Statin grubunda (n=9), simvastatin soliisyonu emdirilmis tasiyict kollajen
matriks, greftlenen defekt bdlgesine uygulanarak 1, 2, 3, 4, 5 ve 6. giinlerde

hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Kollajen matriks grubunda defekte greftle birlikte su emdirilmis kollajen
matriks uygulannus, operasyonu takiben 1 ve 6. giinlerde hayvanlar sakrifiye

edilmistir.

Immunolokalizasyon galigmalari statin grubunda operasyonu takiben 3. giin
VEGF, 4. giin BMP-2, 5. giin Cbfa-1 eksprese oldugunu gésterirken, 5. giinde yeni
kemik olusumuda gézlenmistir. Bu bulgular tastyict ve greft uygulanan grupta bir

giin erken meydana gelmistir.

Caligma statinlerin lokal kemik formasyonunu uyardigmi ve hizlandirdigini,
anjiogenezi diizenleyen biiylime faktdrlerinin erken ekspresyonunu sagladigini,

kemik hiicrelerinin deg@isimini ve osteogenezi baslattigini géstermistir.

Chou ve arkadaslar1 (128) PTCP’yi tasiyici olarak kullanarak simvastatnin
kemik iyilesmesine etkisini aragtirmiglardir. FTCP ve simvastatin kombinasyonunun

kemik formasyonunu diger gruplara gére 6nemli miktarda arttirdigini bulmuslardir.

Xu ve arkadaglar (129) simvastatinin osteojenik etkisini gérmek i¢in BTep ile
birlikte ilaci kalvaryal defektlere uygulamislar ve ¢alisma sonunda simvastatin yiiklii

BTep’nin defektin tamirinde basarili oldugunu belirtmislerdir.

Yukardaki calismalar dogrultusunda bizde greft materyallerini tasiyici
olarak kullandik ve sonu¢ olarak lokal simvastatinin sentetik greft
materyalleriyle kombine kullamildig: grupta yeni kemik olusumunun diger
gruplardan histolojik olarak daha etkili oldugunu saptadik. Xu ve
arkadaslarinin, Chou ve arkadaslarimin yaptiklar: calisma sonuclari da Tcp ile
simvastatin kombinasyonunun kemik formasyonuna pozitif etkileri oldugunu

ortaya koymus ve bu sonug¢lar caliymamizla paralellik gostermektedir.
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Yapilan literatiir incelemelerinde deneysel ¢aligmanin basarisi i¢in optimal
doz se¢iminin avantajlar ve dezavantajlar g6z ontinde bulundurularak dikkatlice

ayarlanmasinin tedavi siirecini dogrudan etkileyecegi goriilmiistiir.

Mundy ve arkadaslar (5) 35 giin boyunca giinliik 5-10 mg/kg dozlarda statin
uygulanan overaktomize farelerde trabekiiler kemik yogunlugunda artis rapor
etmiglerdir. Yapilan testler yiiksek doz (20mg/kg) simvastatinin  kemik
formasyonunu arttirirken, diisiik doz (Img/kg) simvastatin uygulamasinin kemik

formasyonunu azalttiini ve kemik rezorbsiyonunu arttirdigimi ortaya cikartmistir

(130).

Metabolik islem stirecinin farelerde insanlara oranla 10 kat daha fazla
oldugunu g6z oOniine alan arastirmacilar farelere uygulanan 10mg/kg‘lik dozun

insanlarda 70 mg/kg’ye karsilik geldigini 6n gérmiislerdir (131).

Implant osteointegrasyonu iizerinde yapilan bir caligmada simvastatinin
etkisini dlgmek icin giinliik 50mg/kg’dan daha yiiksek dozda simvastatin deri altina
enjekte edildi. Sistemik olarak uygulanan asiri yiiksek doz simvastatinin karaciger
yetmezligi, bobrek rahatsizligi, miyalji ve diger yan etkilere sebep oldugu rapor

edilmistir (91, 132).

Bir baska aragtirmada lokal olarak uygulanan 70mg/kg’hk dozun deri
tizerinde iltihaplanmaya sebep oldugunu gdstermislerdir. Stein ve arkadaslar, farkl
dozlarda simvastatin uygulamalart gergeklestirmiglerdir ve bu uygulamalar
sonucunda simvastatin - dozunu disiirerek inflamasyonun azaltilabileceginin
sinyallerini bulmuslar. Farelere uygulanan 1,7-2 mg/kg simvastatinin yumusak doku
sigkinligini etkin bir bicimde azalttiimi ve kemik biiylimesine imkan sagladigini

belirtmislerdir (133).

Thylin ve arkadaglart (134) saglikli kemik yiizeyine 2.2mg simvastatin
uygulamiglar ve enflamasyonun fazla goriildiigii deneklerde enflamasyonun az

oldugu deneklere gore kemik kalinliginda belirgin artig oldugunu tespit etmislerdir.

Stein ve arkadaglari (135) lokal olarak 0.1, 0.5, 1, 1.5 ve 2.2 mg dozlarda
simvastatini saglikli kemik yiizeyine uygulamislar ve sonug¢ olarak simvastatin
dozunu diisiiriince klinik enflamasyon bulgularinin azaldigini, fakat bununla birlikte

elde edilen yeni kemik miktarinin da azaldigini belirlemislerdir.
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Skoglund ve arkadaslart (112) simvastatini subkiitan olarak veya direkt
fraktiir bdlgesine uygulayarak, fraktiir tamirini uyaran kabul edilebilir dozlari
bulmayr amaglamislaridir. Bu ¢alisma i¢in 70 farenin femurunda fraktiir olusturarak

stabilizasyonu saglamislardir.

[k olarak 20 fareye subkutan olarak 20 mg simvastatin veya tasiyici enjekte
etmiglerdir. Tagiyic1 14 giin boyunca giinde 24 saat kilogram bagina 5 veya 10 mg
simvastatin uygulamasina imkan vermektedir. Ikinci olarak 30 fare 3 gruba ayrilmis
ve subkutan olarak tasiyict madde uygulanmistir. Tasiyict madde giinde kilogram
bagina 5 veya 10 mg simvastatin icermektedir. Son olarak 20 farenin fraktiir
bdlgesine osmotik mini pompa gérevi géren silikon bir tiip yerlestirilmistir. Bu yolla
10 fareye giinliik kilogram basina 0.1 mg simvastatin lokal olarak deney boyunca

uygulanirken, diger 10 fareye tasiyici bilesik uygulanmustir.

14 giin sonunda tiim deneyler bitirilmis ve sakrifikasyon yapilmistir,
calisma sonunda fraktiir bolgesine direkt olarak uygulanan simvastatinin fraktiir

iyilesmesinin biyometrik parametrelerine pozitif etkisinin oldugu bulunmustur (112).

Wong ve arkadaslari (131) simvastatin soliisyonunu 10mg/kg olacak sekilde
subkutan yolla overektomize ratlarda tibiada olusturulan fraktiir bdlgesine enjekte
ederek ilacin kirik iyilesmesine etkisini incelemiglerdir. 1, 2 ve 4. haftalarda
histolojik ve histomorfometrik ¢alismalar yapilarak simvastatinin kirik iyilesmesini

gelistirdigini belirtmislerdir.

Ayukawa ve arkadaslart (113) uyguladiklari titanyum implant etrafinda
kemik olusumuna simvastatinin etkisini arastirmayi amaglayarak 30 haftahk disi
ratlarin tibialarina implant uygulayarak 0, 0.125, 1, 5 ve 10 mg/kg simvastatini
giinliik olarak intraperitonal olarak uygulamiglardir. 30 giin sonra hayvanlar sakrifiye
edilmigtir. Implant etrafindaki kemik yiizdesi, kemik yogunlugu ve kortikal kemik

yiizdesi incelenmistir.

Histometrik incelemeler 5 ve 10 mg/kg simvastanin uygulanan gruplarda
kemik temas orani ve kemik yogunlugunun diger gruplara oranla énemli derecede iyi
oldugunu gostermistir. Gruplar arasindaki kortikal kemik yogunlugunda ise 6nemli

bir fark bulunamamstir.

58



Sonug olarak 5 ve 10 mg/kg dozlarindaki simvastatinin implant etrafindaki

kemik formasyonunu arttirdigi belirtilmistir.

Calismamizda simvastatin  dozu belirlenirken yukarida belirtilen
cahismalardan yararlamilarak simvastatin dozunun 10mg/kg olmasma karar
verdik ve uygulanan bu dozun lokal gruplarda yeni kemik olusumunda etkili

oldugunu histolojik olarak saptadik.

Simvastatinin ~ deneysel ¢aligmalarda farkli  yontemler  kullanilarak

uygulandigina dair 6rnekler literatiirde mevcuttur.

Simvatastin ve alfa trikalsiyum fosfat greftini kombine kullanarak ratlarda
olusturduklar1 kalvaryal defekte lokal olarak uygulayarak kemik iyilesmesini
incelerdikleri bir calisma yapan Nyan ve arkadaslari bu calismanin sonucunda
osteoprogenitdr hiicrelerin ¢ogalmasi giiglenmesinin erken donem kemik iyilesmesi
i¢in kritik asama oldugunu ve bu agamanin simvastatin ile uyarilan TGF-1 ve BMP-

2 ekprasyonunun artmasiyla iliskili oldugu belirtmislerdir (136).

Moriyama ve arkadaglari (126) titanyum implant etrafina lokal olarak
uygulanan fluvastatinin osteogenezi arttirip arttirmadigini arastiran bir c¢alisma
yapnuglar ve deney sonunda fluvastatin uygulanan grupla uygulanmayan grup

karsilagtirildiginda itme kuvvetine direngte 6nemli artig gdzlemislerdir.

Kilig ve arkadaglart (137) lokal ve sistemik simvastatin uygulamasinin
distraksiyon osteogenezi iizerine etkilerini arastirmislardir. Calismanin sonucunda
uygulanan doz ve metod ile simvastatinin distraksiyon rejenerasyonuna limitli

etkisinin oldugunu gostermislerdir.

Sugazaki ve arkadaslari (138) topikal olarak uyguladiklari mavastatinin
isogreft uygulanan kemikte kemik miktarini, kemik déniisiimiinii arttirarak ve BMP-

2, RANKL mRNA ekspresyonunu gelistirerek arttirdigini belirtmislerdir.

Sistemik olarak uygulanan simvastatinin diisiik dozda kirik iyilesmesi {izerine
erken donem anabolik etkisinin arastirildigi ¢alismada 54 adet tavsan kullanilmustir.
Kontrol grubu ve giinlik 10 mg/kg, 30 mg/kg olmak iizere oral simvastatin

uygulanan iki grup olusturulmustur.
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Sonug olarak giinde 30 mg/kg simvastatin dozunun kallus olusumuna negatif
anabolik etki gosterdigi, 10 mg/kg simvastatin dozunun ise 6zellikle kirigin erken

doneminde 6nemli bir pozitif veya negatif etki gostermedigi belirtilmistir (139).

Bir baska calismada oral ve subkiitanoz olarak uygulanan simvastatinin tibia
defektleri ve kan kolesterol seviyesine etkilerini arastirmislar ve tibia defektlerinde
kemik iyilesmesini gelistirmedigini ve kan kolesterol seviyesini diistirmedigini

belirtmislerdir (140).

Fu ve arkadaslari (141) yaygin olarak kullanilan sistemik ilaglardan statinlerin
implant etrafinda kemik iyilesmesine etkisini arastirmislar, lokal ve sistemik

uygulanan statinlerin kemik formasyonunu ve yogunlugunu arttirdigini bulmuglardir.

Sicanlarin kalvaryumunda olusturulan deneysel defektlerde lokal ve
sistemik olarak wuygulanan simvastatinin, kemik iyilesmesi iizerine etKkisi
histolojik olarak degerlendirildiginde, lokal uygulanan ilacin kemik
iyilesmesinde daha etkili oldugu sonucuna vardik. Ozellikle lokal simvastatin
uygulanan gruplarda osteosit olusumunun, osteblast aktivitesinin ve yeni kemik
olusumunun daha fazla oldugu tespit edildi. Bu sonuclar Nyan ve
arkadaslarmin, Wu ve arkadaslarinin, Oze¢ ve arkadaslarimin, Wong ve
arkadaglarimin, Sugazaki ve arkadaslarinm lokal olarak simvastatin uygulamasi
yaptiklar1 ¢ahismalarimin  kemik iyilesmesine etkisiyle ilgili sonuclariyla

paralellik gostermektedir (138-141).

Sentetik greft uygulanan defektlerde lokal ve sistemik ila¢ uygulamasi
immunohistokimyasal olarak karsillastinildiginda lokal grupta yeni kemik
trabekiillerinde osteopontin (OPN) immunoaktivitesinde artis istatistiksel
olarak anlamh bulundu. Allojen greft uygulanan defektlerde lokal ve sistemik
ila¢ uygulamas) immunohistokimyasal olarak karsilastirildiginda osteositlerde,
osteosit lakunalarinda, greft alanina dogru invaze olan bag dokuda anlamh bir
farkhihik goriilmezken yeni kemik trabekiillerinde ise lokal ila¢ uygulanan

grupta izlenen osteopontin artis1 istatistiksel olarak anlamh bulunmustur.

Sentetik  greft uygulanan  defektlerde  osteonektin  (ONC)
immiinoaktivitesindeki artis, yeni olusan kemikte ve bag dokuda lokal

simvastatin uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Allojen greft uygulanan defektlerde ONC immunoaktivitesinde artig; sadece
osteosit lakunalarinda lokal simvastatin uygulanan grupta sistemik simvastatin

uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamh bulunmustur.

Calismamizla birebir ortismese de distraksiyon osteogenezinde,
kemikteki iyilesme siirecinin molekiiler diizeyde OPN, ONC, OC gibi
proteinlerin ekspresyonlarma bakilarak degerlendiren ¢alismada distraksiyon
fazinda bu proteinlerin dikkat cekici diizeyde arttigi belirtilmistir (142). Bir
baska cahsmada deneysel rat fraktiirlerindeki iyilesmenin 7. ve 14. giinlerinde
OPN, ONC ve OC proteinlerinin osteoblast ve yeni kemik trabekiillerinde
eksprese olduklar: tespit edilmistir (143).

Immunohistokimyasal sonuclarinzda  ozellikle lokal gruplarda
osteoblast ve yeni kemik trabekiillerinde hem OPN hem de ONC ekspresyon
diizeylerindeki artisin diger gruplara gore istatiksel anlamhhk tasimasi,
histolojik sonuclarla paralel olarak lokal simvastatin uygulamasinin kemik
formasyonuna etkisinin daha fazla olmasindan kaynaklanabilecegi

kanaatindeyiz.

Hi¢ siiphesiz ki bu tiir deneysel calismalarm basarisinda uygulanan doz,
uygulama sekli ve uygulama siiresi ne kadar énemliyse sonu¢larin degerlendirilmesi

asamasinda sakrifikasyon zamani da o kadar énemlidir.

Farkli sakrifikasyon zamanlariin degerlendirildigi, ¢ekim sonrasi alveol
soketindeki rezorbsiyona simvastatin uygulamasmin etkisini inceleyen bir ¢alismada
1, 2, 4, 8 ve 12. haftalarda ratlarin sakrifikasyonu planlannug ve kemik mineral
yogunlugu 4, 8 ve 12. haftalarda sakrifiye edilen gruplarda 6nemli derecede yiiksek
bulunmugtur. Ayrica 4. haftada genis bir alanda yeni kemik olusumu gériilmiis ve 1.
hafta hari¢ diger haftalarda yiiksek bir kemik formasyonu orami ve Kalitesi tespit
edilmistir (125).

Maksimum kemik olusumu ile minimum inflamasyonun meydana gelecegi
optimal doz simvastatin ile alfa TCP kombinasyonunun ¢aligildigi arastirmada 8.
hafta daha fazla olmak tizere 2. ve 4. haftalarda da yeni kemik olustugu belirtilmistir
(144).
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Nyan ve arkadaslari (136) simvastatin ve alfa trikalsiyum fosfat greftini
kombine kullanarak ratlarda olusturduklari kalvaryal defektte kemik iyilesmesini
inceledikleri bir calisma yapmuslardir. Olusturulan defektlerde alfa Tep'yi
simvastatin ile ve simvastatin olmadan uygulayarak aradaki farki gézlemlemislerdir.
Deney hayvanlart 3, 7, 10, 14 ve 21. giinlerde sakrifiye edilmis ve elde edilen

dokular histolojik olarak incelenmistir.

Bu calismanin  sonucunda osteoprogenitér  hiicrelerin - ¢ogalmasi
giiclenmesinin erken donem kemik iyilesmesi ig¢in kritik asama oldugu ve bu
asamanin simvastatin ile uyarilan TGF-f1 ve BMP-2 ekspresyonunun artmasiyla
iligkili oldugu belirtmislerdir. Bununla birlikte yeni kemik olusumunun 14. ve 21.

glinlerin sonunda 6nemli derecede arttigini belirtmislerdir (136).

Arastirmacilarin (125, 136, 144) 4. haftayr takiben yeni kemik
olusumunun meydana geldigini belirttigi cahsmalar rehberliginde 30 giinliik
cahisma siiresinin anlamh bir sonu¢ elde etmek acisindan yeterli oldugunu

saptamis bulunmaktayiz.

Alloplastik kemik materyalleri (hidroksilapatit, trikalsiyumfosfat vs) ve
kemik allo greftlerinin sadece osteokondiiktif etki gdstermeleri, otojen kemik
greftlerinin  ise verici bdlgede postoperatif komplikasyonlara sebep olmasi
aragtirmacilar hem osseoindiiktif hem de osseokondiiktif karakterli, allojenik ve
diisiik antijenik ozellikte kemik grefti elde etmeye yénlendirmistir. Bu amagla,
Otolize, antijeni ¢ikartilmis (deantijenize) allojenik kemik (AAA) ile calismalar
yapilmigtir. Aragtirmacilar, liyofilize veya diger allojenik insan kemiklerinin aksine
AAA kemigin osseoindiiktif oldugunu kismen ya da tamamen demineralize

edilmesinden dolay: da osseokondiiktif oldugunu bulgulamislar (145).

Stamm ve Foitzik (146), 1997 yilinda kullanima sunulmus olan saf-faz BTCP
seramiginin (B - TricalciumPhosphate Ceramic) otolog kansellsz kemik ile
kullaniminda histolojik ve radyolojik bulgulari incelemisler ve BTCP seramiginin
belirtildigi gibi biyouyumlu, osseokondiiktif, tamamen rezorbe olabilen bir materyal

olarak cerrahi alanda kullaniminin basarili sonuglar verecegini bildirmislerdir.

Hirota ve arkadaslari (147) allogreft, BTCP, allojenik kemikle kombine
BTCP’yi greft materyali olarak karsilasgtirdiklar1 calismalarinda; kemik formasyon
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miktari, BTCP absorbsiyon orani ve ortamda kalan BTCP oranini karsilastirmiglardir.
Kombine greft materyalindeki kemik formasyonu allogreftle 5. Hafta sonunda ayni
¢ikarken, PBTCP grubuna gére daha yiiksek kemik formasyonu oldugunu

goriilmiiglerdir.

Delawi ve arkadaslari (148) TCP, otogreft ve allogreti karsilastirdiklar:
calismada tiim greft ¢esitlerini ayr1 ayr uygulamiglar ve tep ile lokal otojen grefti
kombine kullanmislardir. Spinal cerrahi sonrasi bilgisayarli tomografide kaynasma
oranlart karsilagtinldiginda otogreft ve allojen greftlerde TCP ve TCP/otogreft
kombinasyonuna gore 6nemli derecede yiiksek kaynasma tespit etmislerdir. Diisiik
kaynagma oranina ragmen TCP’nin otogrefte ve allogrefte alternatif olabilecegi

belirtilmistir.

Chesmel ve arkadaglari (36) otojen kemik greftinin ve dort degisik formdaki
insan demineralize kemiginin kemik iyilesmesi iizerine etkilerini incelemek amaciyla
ratlarda olusturulan kranial defektlere otogreft, demineralize rat kemigi ve 4 degisik
formdaki insan demineralize kemigini uygulamislar ve rat demineralize kemiginin ve
insan demineralize kemik tiirlerinin otojen greft ile benzer oranlarda yeni kemik

yapimi olusturdugunu bildirmislerdir.

Optimal dozda uygulanan simvastatinin ilacin yavas yavas salimmimi
saglayabilecek osteokondiiktif bir biyomateryal olan alfa-TCP ile kombine
kullanilmasiim  kemik rejenerasyonunu stimule edecegini belirten c¢aligmalar
literatiirde mevcuttur (136). Aym arastirmacilar farkli simvastatin oranlart ile
kombine edilen alfa-TCP’in erken dénem kemik iyilesmesinde molekiiler ve hiicresel
etkilerini arastirmislardir. 2,4 ve 8. Haftalarda kemik yogunlugu TCP ile 0,1 mg
simvastatin grubunda dnemli derecede yiiksek bulunmustur. Defekt kapanma yiizdesi
ve kemik mineral yogunlugu da ayni grupta daha yiiksek bulunmustur. Optimal
dozda simvastatinle uygulanan TCP’in etkin bir kemik grefti materyali olacag: iddia

edilmistir (144).

Simvastatin ile allojen greftin birlikte kullanildidi bir c¢alismaya
literatiirde rastlanmadi fakat BTCP ile iligili calismalar ve optimum dozda

simvastatinin BTCP’nin etkin bir greft materyali olmasim sagladig1 ortaya
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konmugtur. PTCP kullanilan bu ¢alismalarin sonuclar: ayni grefti kullandigimiz

gruplarda elde ettigimiz sonuclarla paralellik gostermistir (128, 129) .

Histolojik calismalarin sonucunda sentetik greft ile lokal simvastatinin
kombine uygulandigi grupta kemik iyilesmesinin diger gruplara gore daha etkili
oldugu bulunmustur. Kemik iyilesmesinde daha basarili olan lokal simvastatin
uygulanan gruplarda; sentetik greft materyali uygulanan Kkesitlerde defekt
kenarlarinm yam sira defekt bélgesinde de yeni kemik olusumu goriilmiis ve
allojen greft uygulanan kesitlere gore iltihabi hiicrelerde belirli bir azalma
gozlenmistir. Sistemik uygulamalarda ise kismen ya da ¢ok az yeni kemik

olusumu goriilmiistiir.

Immunohistokimyasal sonuglarda lokal ila¢ verilen gruplarda; allojen
veya sentetik greft uygulanan defektler ONC ekspresyonda artis ac¢isindan
degerlendirildiginde; sentetik greft grubunda allojen greft grubuna gore yeni
kemikte ve osteoblastta istatistiksel olarak anlamh bir farkhilik bulunmustur.
OPN ekspresyonunda artis icin aym gruplar karsilastinldiginda ise allojen greft
uygulanan grupta yeni kemik ve bag dokusunda istatistiksel olarak sonuclar

daha anlamh ¢ikmistir.

Lokal gruplarda yeni kemik trabekiilleri ve osteoblastlarda ONC
exspresyonunun istatistiksel olarak daha anlamh olmasmin sentetik greftlerin
daha ideal bir tasiyier olmasindan kaynaklandigim diisiindiik. OPN
ekspresyonundaki istatistiksel anlamlih@in ise allojen greft grubunun lehine
olmasinin bu proteinin zamana ve ekspresyon bdlgesine gore farkh biyolojik

roller iistlenebilmesinden kaynaklandigm diisiindiik.

Matriks proteinlerinin fonksiyonlar1 hala tam olarak bilinmese de
ekspresyon siireclerinin dokularin onariminda, mineralizasyonun baslamasi ve

diizenlenmesinde 6nemli rol oynadiklan diisiiniilmektedir (149).

Literatiirde  yapilan  c¢aligmalarla  ilgili  incelemelerde  sonuglarin

degerlendirilmesinde farkli yontemler tercih edilmistir.

Nyan ve arkadaslart (136) simvastatinin kalvaryal defektlerde iyilesmeye olan

etkisini degerlendirdikleri ¢alismada histolojik incelemeyi tercih etmislerdir.
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Chissas ve arkadaslart (139), sistemik olarak diisiik dozda uyguladiklar
simvastatinin  kirik  iyilesmesine etkisini inceledikleri ¢alismada sonuglar
biyomekanik testler, histomorfometrik analiz ve bilgisayarli tomografi kullanarak

incelemislerdir.

Kilic ve arkadaglar1 (137) lokal simvastatinin distraksiyona etkilerini

radyografik, CT ve histomorfometrik incelemelerle degerlendirmislerdir.

Aykan (150) yaptig1 ¢calismada kobaylarda alveolar yapida olusturulan kemik
defektlerinde farkli dozlarda lokal simvastatinin uygulamasi sonrasi olusacak
degisiklikleri  histolojik, histomorfometrik ve immiinohistokimyasal olarak

degerlendirmistir.

Oliveira ve arkadaglarn (151) rat mandibulasindaki cerrahi defektlerdeki
kemik iyilesmesine  simvastatinin  etkisini  immunohistokimyasal  olarak

incelemislerdir.

Biz de cahymamizda sonuglar histolojik ve immunohistokimyasal olarak
degerlendirdik. Osteosit, osteoblast, yeni kemik, bag doku, osteosit
lakunalarida; osteopontin ve osteonektin ekspresyonlarim
immunohistokimyasal olarak inceleyen kemik dokuda iyilesmenin arastirildig:
benzer calisma cok azdir. Aykan ve arkadaslari, kemik siyaloprotein ve
osteopontin ekspresyonu icin immunohistokimyasal boyama yapms, fakat OPN
boyamalarinda tiim hiicrelerdeki boyama karsilastinldiginda istatistiksel
olarak anlamh bir fark bulamamislardir. Oliveira ve ark., osteopontin
expresyonu icin boyama yapmuslardir ve simvastatinle tedavi edilen defektlerde
yeni olusan kemik matriksinin mineralize olan bélgelerinde OPN dagilimini

izlemislerdir.

Bizim sonuclarimiz Nyan ve arkadaslarinin (136), Wu ve arkadaslarinin
(124), Moriyama ve arkadaslarinin (126) cahsmalari sonucunda bulduklar

sonuclarla paralellik gostermektedir.
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SONUCLAR

Sentetik ve allojen greft materyalleri uygulanan kritik boyut kemik
defektlerinde sistemik ve lokal simvastatin uygulamasinin karsilastirilmali olarak

incelendigi ¢alismamizda;

1- Sentetik greft ve sistemik simvastatin uygulamasinin kemik iyilesmesinde

kismen yarar sagladigi goriildii.

2- Allojen greft ve sistemik simvastatin uygulamasinin kemik iyilesmesinde

cok az yarar sagladigr gorildii.

3- Lokal simvastatin uygulanan gruplardan sentetik greftle kombine edilen
grubun allojen greftle kombine edilen gruba gére daha etkili oldugu gériildii. Kemik
defekti bolgesine uygulanan lokal simvastatin ile sentetik greft kombinasyonunun

kemik iyilesmesinde diger gruplara gére gok etkili oldugu belirlendi.

4- Kemik ogmentasyonlarinin basarisini arttirmaya yonelik farmakolojik
ajanlar i¢cin tasiyict olarak greft materyallerinin kullanilabilecegi ve bu
uygulamalarda sentetik greft materyallerinin allojen greft materyallerine gére daha

etkili oldugu belirlendi.

5- Sentetik greft uygulanan defektlerde lokal ve sistemik ila¢ uygulamasi
immunohistokimyasal olarak karsilastirildiginda lokal grupta yeni kemik
trabekiillerinde osteopontin (OPN) immunoaktivitesinde artis istatistiksel olarak

anlamh gorildii.

6- Allojen greft uygulanan defektlerde lokal ve sistemik ilag uygulamasi
immunohistokimyasal olarak karsilastirildiginda osteositlerde, osteosit lakunalarinda,
greft alanma dogru invaze olan bag dokuda OPN immunoaktivitesinde anlamli bir
farkhilik goriilmezken yeni kemik trabekiillerinde ise lokal grupta izlenen OPN artisi

istatistiksel olarak anlamli bulundu.

7-  Sentetik  greft uygulanan  defektlerde  osteonektin  (ONC)
immiinoaktivitesindeki artig, yeni olusan kemikte ve bag dokuda lokal simvastatin
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamh bulunmustur.  Allojen greft

uygulanan defektlerde ONC immunoaktivitesinde artis; osteosit lakunalarinda ve
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yeni kemikte lokal simvastatin uygulanan grupta sistemik simvastatin uygulanan

gruba gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.

8- Immunohistokimyasal sonuclarda lokal ilag verilen gruplarda; allojen veya
sentetik greft uygulanan defektler ONC ekspresyonunda artis agisindan
degerlendirildiginde; sentetik greft grubunda allojen greft grubuna gére yeni kemikte
ve osteoblastta istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur. OPN
ekspresyonunda artis i¢in ayni gruplar karsilastirildiginda ise allojen greft uygulanan

grupta yeni kemik ve bag dokuda istatistiksel olarak sonug¢lar daha anlamli bulundu.

Ozellikle lokal uygulanan simvastatinin, literatiirdeki bircok arastirmanin
sonucuna gore de kemik rejenerasyonunu arttirdigi, yaptigimiz ¢alismanin sonucuna
da paralellik gosterdigi ve bu farmakolojik ajanin optimum dozda, dogru uygulama
yontemleriyle, ideal bir tastyiciyla birlikte kullanimmn arastinildigi daha fazla

calismanin yapilmasinin 6nem arz ettigini diistiinmekteyiz.
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