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GIRIS VE AMAC

Periodontal hastaliklar etyolojisinde spesifik veya bir grup
mikroorganizmanin rol aldigi, epitelyal atasmanin apikale migrasyonu, bag
doku ve alveol kemiginin kaybi ile karakterize bir infeksiyondur.! Periodontal
hastaliklar yetiskinlerde dis kaybinin en 6nemli nedenidir ve Dinya Saglk
Orgitd (WHO) tarafindan dinyada en sik rastlanan hastalik olarak
tanimlanmaktadir. 234

Periodontal tedavide rejenerasyonu saglamak amaciyla
ginimize kadar cesitli cerrahi teknikler ve biyomateryaller gelistirilerek
denenmistir. Bunlar arasinda otojen kemik greftleri®, allogreftler®,
ksenogreftler’, alloplastlar®, kdk yiizeylerinin biyolojik preparasyonu®,
yonlendiriimis doku rejenerasyonu teknigi'®, mine matriks proteinleri’’ ve
biiylime faktérleri'? yer almistir. Periodontal rejeneratif tedavilerde kullanilan
biyomateryaller, osteogenezisi ve sementogenezisi baslatmali, alici
tarafindan tamamen kabul edilmeli, kolay bulunabilmeli ve ucuz olmalidir.
Greft materyalleri ile ¢esitli oranlarda basari saglanmissa da, elde edilme
zorlugu, basta hepatit ve HIV gibi cesitli kan hastaliklari olmak UGzere c¢esitli
hastaliklar tasima riskinin bulunmasi, maliyetlerinin ¢ok ylksek olmasi ve
periodontal dokularin tam olarak rekonstriksiyonu saglayamamalari gibi
dezavantajlari  bulunmaktadir.”®*'* Bitin bu olumsuzluklar nedeni ile
periodontal kemik kayiplarinda rejenerasyonu saglamaya yénelik teknik ve
materyaller Uzerindeki ¢calismalar halen devam etmektedir.

Son yillarda periodontitiste olusan kemik defektlerinde lokal
kemik olusumunun uyarilmasi igin, sistemik olarak kullanilan bazi ilaglarinin
lokal uygulamasinin alternatif bir ydntem olabilecegi ileri strilmustir.'

Hidroksimetilglutaril-koenzim A rediktaz (HMG- CoA rediktaz)
inhibitérleri olarak da tanimlanan statinler, ylksek kan kolesterol seviyesi
bulunan hastalarda serum kolesterol konsantrasyonunu digirmek icin yaygin
olarak kullanilan en etkili ilaglardir.'® Statinler tarafindan HMG- CoA rediiktaz
enziminin inhibisyonu sonucu statinlerin kolesterol dustrici etkilerinin
disinda sinir sistemi, immun sistem, kardiyovaskuler sistem ve iskelet sistemi
lizerinde de bazi yararli etkilere neden oldugu belirtimektedir.'” Statinlerin
iskelet sistemi Gzerine, osteoklastlarin aktivasyonunu inhibe ederek ve kemik
morfogenetik protein-2 (BMP-2) geninin agiga c¢ikmasini saglayip kemik
olusumunu arttirarak yararl etki gdsterdikleri calismalarda yer almaktadir.'®'



Osteop6rdz ile ilgili deneysel calismalarda, sistemik verilen
statinlerin trabekdiiler kemik hacminde artisa neden oldugu saptanmistir.'®%°
insanlarda ise statinlerin sistemik kullaniminin kirik riskini azalttigr,?'#22324
kemik mineral yogunlugunu arttirdigi?'?® ve serumda bulunan osteokalsin,
alkalen fosfataz gibi kemik biyomarkerlarinda artisa neden oldugu®®?"2®
yapilan gesitli calismalarla gdsterilmis ve statinlerin osteopdréz gibi sistemik
kemik hastaliklarinin tedavisinde kullanabilecek potansiyel ilaglar oldugu
bildirilmistir. 2

Statin grubu ilaglarin bir iyesi olan simvastatinin'® de dzellikle
lipofilik olmasi nedeniyle kemige etkisinin daha fazla olabilecedi ifade
edilmistir. '®*° in vivo calismalarda &zellikle lokal olarak uygulandiginda
simvastatinin, kemik gelisiminde statinler arasinda en etkili oldugu
belirtilmistir.’3'*? Simvastatinin farkli doz ve tasiyicilar ile sistemik, lokal ve
enjeksiyon gibi degisen sekillerde uygulanarak degerlendirildigi c¢alismalar
literatirde yer almaktadir.”®3%**% Farelerde bacakta olusturulan kirik
bélgesine® ve kafatasina'® enjeksiyon yoluyla uygulanan simvastatinin yeni
kemik olugsumunu arttirdigi bildirilmistir. Wong ve Rabie kemik defektlerine
kollajen matriks igerisinde uygulanan simvastatinin, lokal olarak kemik
olusumunu hizlandirdigini ve anjiogenez, kemik hulcrelerinin farklilasmasi ve
osteogenezi dlzenleyen biylime faktérlerinin  erken acgiga ¢ikmasini
sagladigini gé’)S'[ermislerdir.33 Ancak literatlirde simvastatinin kemik yapimi igin
gerekli olan optimal dozu ve en uygun tagiyici ile ilgili arayislar halen devam
etmektedir.

Statinler dis hekimliginde c¢ok az sayida c¢alisma ile
degerlendirilmistir. Restrospektif yapilan bir calismada baslangi¢ periodontal
tedavi sonrasinda 3 yil sistemik olarak statin kullanan kronik periodontitis
hastalarinda dis kaybinin %48 oraninda azaldigi bulunmustur.®® Ancak, Saver
ve arkadaglar sistemik statin kullanan hastalari yine retrospektif olarak
incelediklerinde, statin kullaniminin kronik periodontitisi iyilestirmedigini iddia
etmislerdir. ¥

Yapilan  kdltdr  c¢alismalarinda  simvastatinin  periodontal
ligament® ve osteoblast hiicreleri*®*° tizerinde yararl etkisi oldugu bildirilmis

ve periodontal rejeneratif tedavide kullanilabilecegi iddia edilmigtir.

Deneysel olarak periodontitis olusturulan farelerde enjeksiyon
yolu ile lokal uygulanan simvastatininin etkisini histolojik ve radyografik olarak



degerlendiren bir ¢calismada ise simvastatinin kemik rezorpsiyon miktarini ve
atasman kaybini dnemli derecede azalttigi gdsterilmistir.*°

Batin bu bilgiler g6z 6ntinde alindiginda, simvastatinin
periodontal hastaliklarda izlenen kemik defektlerine uygulanmasiyla pozitif
sonugclar elde edilebilecegi izlenimi olmasina karsin, konuyla ilgili calismalarin
simvastatinin klinik kullanimini hentiz desteklemedigi ve birgok bilinmeyenin
var oldugu g6rilmektedir. Ayrica literatlr bilgilerimiz dahilinde farkl
dozlardaki simvastatinin kemik defektlerine etkisini karsilastiran ve konuyu
immanohistokimyasal olarak bir arastiran bir calisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle calismamizin amaci, kobaylarda alveolar yapida
olusturulan kemik defektlerine farkli dozlarda lokal simvastatinin uygulamasi
sonrasi olusacak  degisikliklerin histolojik, histomorfometrik  ve
immadnohistokimyasal olarak degerlendirerek simvastatinin  bu  kemik
defektlerinin tedavisindeki rolind incelemektir.



GENEL BILGILER

Periodontal tedavinin amaci periodontal hastaligin ilerlemesini
durdurmanin yani sira periodontitis sonucunda yikima ugramis, kaybedilmis
periodontal dokularin yapi ve fonksiyon olarak yeniden eski saglkli
durumlarina dénmelerini saglamaktir. 3

Derin kemik ici defektlerin tedavisinde kaybolan dokularin
rekontsriiksiyonu igin otojen kemik greftleri® demineralize dondurulmus
kurutulmus  kemik allogreftleri®,  ksenogreftler’,  alloplastlar®,  asit
uygulamalar®, yénlendiriimis doku rejenerasyonu teknidi'®, mine matriks
proteinleri'’ ve gesitli bilylime faktérleri'® tedavi secenekleri arasinda degisen
basari oranlari ile uygulanmigtir. Bu materyaller osteogenez, osteoindiksiyon
veya osteokondiiksiyon yoluyla defektlerin iyilesmesinde yer almigtir.*’

Altin standart olarak kabul edilen otojen kemik greftlerinin ikinci
bir operasyon alani gerektirmesi, operasyon suresinin uzamasi, elde edilecek
kemik grefti miktarinin sinirli olmasi, hastanin psikolojik stresini arttirmasi ve
postoperatif dénemde hastada agri, infeksiyon, hipersensivite meydana
getirebilmesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir.'34'4?

Otojen greftlerin  bu dezavantajlarindan  dolayr kemik
defektlerinin tedavisinde allogreftler, heterogreftler ve alloplastlar kullaniimaya
baslanmigtir. Allogreftler otojen greftlerle karsilastinidiklarinda osteojenik
Ozellikleri daha dusUk, rezorpsiyon oranlari yiksek ve kanlanmalari otojen
greftlere oranla daha azdir. Allogreftler bagka bir vericiden elde edildikleri icin,
kullanildiklarinda allerjik reaksiyon meydana gelebilir ve HIV virGsini igeren
infeksiydz hastaliklarin gegis riski mevcuttur. '>*® Yine hayvan kaynakli olan
heterogreftler kullanildiginda da muhtemel patojenlerin bulasma riski vardir.*!

Alloplastik materyallerin hastalik gegis riski bulunmamasi ve
biyolojik olarak giivenli olmasi gibi avantajlari vardir.** Bununla birlikte
alloplastik materyallerle elde edilen Kklinik sonuclar umut verici olarak
gb6rilmesine ragmen histolojik olarak incelendiginde minimal kemik olusumu
meydana geldigi veya kemik olusumu olmadan greftin bag doku ile enkapsule
oldugu gérulmistir.*



insanlarda yapilan histolojik calismalar ve kontrolll klinik
calismalar bazi greft uygulamalarinda iyilesmenin rejenerasyon seklinde
gerceklestigini gdsterirken gunimizde periodontal dokularin tam olarak
rekonstrilksiyonunu elde etmek hala giictiir.*

Periodontal rejenerasyon iki farkli sert doku (sement ve kemik)
ve iki farkli yumusak doku (diseti ve periodontal ligament) hUcrelerinin
tamamen igbirligi icerisinde etkilesimini gerektiren olduk¢ca kompleks bir yara
iyilesmesi islemidir.*’ Periodontal doku rejenerasyonu, spesifik progenitdr
hicrelerin repopllasyonunu isteyen, uygun hucrelerin iyilesme bdlgesine
gelmesini takiben kemik ve sement gibi mineralize dokularin olusumu ve
fonksiyonel periodontal ligament gelisimi icin ekstraselller matriks olusumu
ve matiirasyonunu gerektiren karmasik bir olaydir. 48

Son zamanlarda vyapilan calismalar yara tamiri veya
rejenerasyonunu dizenleyen mekanizmalari hlcresel ve molekuller diizeyde
anlamaya yénelmistir.*® Hasar gérmiis dokularin rejenerasyon veya tamir ile
iyilesmesi dogru hucrelerin ve sinyallerin mevcudiyetine baghdir ve bu
hicreleri uyarmak ve c¢alistirmak igin ortam gereklidir. Sinyaller, bluyime
faktorleri ve sitokinler gibi difuze olabilen faktorler tarafindan saglanirken,
ekstraselller matriks (ESM) hiicrelerin bu sinyallere nasil cevap verecegini
diizenler.*” Ekstraselller matriks periodonsiyumun &nemli yapisal bir
komponentidir ve igerisinde baslica 3 major makromolekul tipi vardir. Bunlar
kollajenler, proteoglikanlar ve glikoproteinlerdir. Bu molekiller kemigin ve
periodonsiyumun gelisimi ve rejenerasyonu sirasinda c¢esitli biyolojik olaylara
katilmaktadirlar. HuUcreler ve ekstraselller matriks arasindaki etkilesim
fibronektin, tenasin ve kemik siyaloprotein (KSP) gibi cesitli adezyon
molekulleri araciligiyla gerceklesmektedir. Bu proteinler, hicrelere direkt
olarak veya integrinler gibi hiicre ylzey reseptérleri araciligiyla baglanma gibi
ozelliklere sahiptir. *°

Mineralize dokular belirgin olarak dis ve ¢evre dokularinda
mevcuttur. Sement sementoblastlar, alveol kemigi osteoblastlar tarafindan
sentezlenen kollajen lifler arasinda veya iginde mineral olusumunun
gerceklestigi bag dokulardir. Non-kollajendéz matriks proteinlerinin kollajen
matriksin organizasyonunda, hidroksiapatit kristallerinin olusumu ve gelisimini
dizenlemede 6nemli role sahip olduklar disidntlmektedir. Osteopontin
(OPN) ve KSP major non-kollajenéz proteinler arasinda yer almaktadir.>



OPN bir hdcre atasman proteinidir. Vicutta bircok hicre
tarafindan Gretilmesine karsin®' calismalarda primer olarak kemik ve sement
gibi mineralize dokularin ekstraseliiler matriksinde bulundugu bildirilmistir.>">2
OPN osteogenez ve sementogenezin farkli evrelerinde salgilanir.*” OPN
osteogenezin erken olusum evrelerinde 6nemli rol oynar.*® Kemikte
osteopontin osteoblastlar tarafindan kemik matriksi olusturacaklari zaman
Uretilir’’™>® ve ardindan mineralize olmus matrikste birikir.”> OPN
osteoblastlarin ekstraselller matrikse baglanmasini kolaylastinr. OPN ayni
zamanda osteoklastlar tarafindan da yiiksek miktarda salgilanir °'°® ve kemik
rezorpsiyonu sirasinda osteoklastlarin baglanmasina neden olur.*® Bu bilgiler
OPN’nin, kemik hucrelerinin kemige baglanmasinda ve ardindan kemik
hiicrelerinin fonksiyonunu®'*® ve matriks mineralizasyonunu kontrol etmede
dnemli rolii oldugunu gdstermektedir.>* OPN'nin bir diger fonksiyonu da kristal
gelisimini diizenlemesidir.®®> KSP’nin hemen hemen tamami farklilasmis
mineralize doku olusturan hucreler tarafindan agiga cikarilirken, OPN’nin
osteoblast, osteosit, osteoklast gibi kemik hlcreleri disinda yara iyilesme
bélgelerinde fibroblastlar, aktive olmus lenfositler ve makrofajlar gibi non
osteojenik hicreler tarafindan da aciga ciktigr ve ¥umug,ak bag doku
hiicrelerinin de OPN ile boyanabilecegi bildirilmistir. °2°¢°

KSP mineralize kemik matriksinin dnemli bir komponentidir *® ve
total non-kollajendz proteinlerin %15’ini olusturur.*®* KSP kemik ve sement
olusumunun farkli dénemlerinde yilksek miktarda agiga cikar */8°%%2 ye
osteoblast ve sementoblast farklilasmasinin erken Dbelirtisi oldugu
distnilmektedir.®  Calismalar  kemik  olusumunun  baslangicinda
osteoblastlardan yiksek miktarda KSP agiga c¢iktigini ve KSP’nin kemigin
baslangic mineralizasyonunda roli oldugunu gbésteren hidroksiapatit
kristallerinin olusumu®® cekirdeklenmesi *®°® ve gelisimini®® dizenledigini
gbstermistir. Bunun disinda KSP ‘nin hlicre baglama ve hiicre isaretleme
6zelligi bu proteinin kemik hiicrelerinin mineralize matrikse baglanmasinda ve
kemik remodelasyonunda énemli rolii olabilecegini diistindirmektedir.*®>°
KSP ‘nin kollajen matriks icinde yer almasinin preosteoblastlar igcin mitojenik
oldugu ve bu hicrelerin osteoblastlara farklilagsmasini arttirdigini béylelikle
kemik kalsifikasyonunu uyardigi bildirilmistir.>° Mineralize doku olusturan
hicreler tarafindan KSP aciga cikarilmasi normal olarak hicreler
osteoblastlara, sementoblastlara veya odontoblastlara farklilasincaya kadar
tespit edilemez. Kemik olusturan hiicrelerin kiltiriinde KSP hicreler ¢cok katli
olana kadar ve aktif olarak kemik benzeri doku olusturana kadar
sentezlenmez.®® Immiinhistokimya boyamalari KSP’ nin osteoid dokuda
bulundugunu  géstermistir. KSP yine normal ve iyilesen fare
periodonsiyumunun mineralize olan bdlgelerinde, gelisen rat mandibula
kemiginde ve uzun kemiklerde kikirdak gevresinde spesifik olarak lokalize



olmustur. Bazi arastirmalar in vivo osteoklastlardan KSP ekspresyonunu
oldugunu ve KSP’nin kemik rezorpsiyonuna katildigini®®! bildirirken digerleri
osteoklastlardan KSP ekspresyonu gdsterememistir.??%® Ankiloze olmus
periodontal ligamentte mineralizasyon ve KSP ekspresyonu bildirilmigtir.
Ozellikle hizli yeni kemik olusumunun mevcut oldugu alanlarda KSP yiksek
seviyede salgilanmistir. *°

2.1. STATINLER

Statinler olarak bilinen 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A
(HMG-CoA) reduktaz inhibitorleri, yiksek kan kolesterol seviyesi bulunan
hastalarda ve kardiyovaskdiler hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisinde yaygin
olarak kullanilan, givenirlikleri kanitianmis, en etkili ajanlardir. ®4%° Genis
capli klinik ¢aligmalar statinlerin total serum kolesterol seviyesini %15-40,
LDL (DusUk yogunluklu lipoprotein) kolesterol seviyesini %20-60, trigliserit
seviyesini %10-30 oraninda azaltigini ve HDL (YUksek yogunluklu
lipoprotein) seviyesini %5-15 oraninda arttirdigini gdstermistir.®® Statinlerin
koroner arter hastaligi bulunan veya bulunmayan kisilerde kardiyovask[]ler
6lim oranini azalttigina dair birgok calisma bulunmaktadir.®7-6869.70.71

2.1.1.Statinlerin siniflandiriimasi:

Statinler elde edilisleri, karaciger metabolizmasi, fizikokimyasal
ozellikleri ve spesifik aktivitelerine gére gesitli sekillerde siniflandirnimistir.”?

— Elde ediliglerine goére:

Farmakoloj7ik Ozelliklerine goére 9 farkih HMG-CoA rediktaz
inhibitéri  mevcuttur.?*’>™*  Bunlar lovastatin, mevastatin (compactin),
pravastatin, simvastatin, fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve
cerivastatindir. Lovastatin, pravastatin, mevastatin ve simvastatin mantar
fermantasyonundan sonra elde edilen dogal statinlerdir. Fluvastatin,
atorvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve cerivastatin ise kimyasal sentez
yoluyla elde edilir. ®*"® 2001 yilinda 31 hastanin rabdomiyolizin (kas liflerinin
bltlnligunin bozulmasi) neden oldugu akut renal yetmezlik nedeniyle 6Imesi
nedeniyle cerivastatin dinya farmasétik marketinden kaldinimistir. Sonug
olarak su anda klinik kullaniminda sadece 8 statin vardir. Bunlar; lovastatin,



mevastatin, simvastatin, pravastatin, atorvastatin, rosuvastatin, pitavastatin
ve fluvastatindir. °*747*

Statinlerin elde edilis yolunun farkh davranis mekanizmasi
yaratabilecegi ileri sUrGlmustir. Fakat sentetik olarak Uretilen statinlerin dogal
statinlerden daha az etkili oldugunu gdésteren herhangi bir bilgi mevcut
degildir.

Dogal statinler kimyasal yapilarina bagh olarak oldukga benzer
olmalarina ragmen bunlarin arasindan simvastatinin, lovastatin ve
pravastatinden yaklasik olarak iki kat daha guiclii oldugu bildirilmistir. 1654

— Karaciger metabolizmasi:

Bitln statinler icin hedef organ karacigerdir ve hepatositleri
hedeflemektedirler.””® Uretim sekli ne olursa olsun bitiin statinler karaciger
yoluyla benzer sekilde metabolize olurlar. ® Fluvastatin ve lovastatininin
%70’inden fazlasi, simvastatinin %80’ininden fazlasi ve pravastatinin %46’si
karacigerde  tutulmaktadir. Statinlerin cogu dolagimda  dusik
konsantrasyonda bulunurlar.  Atorvastatinin %12, pravastatinin = %17,
fluvastatinin % 20-30, simvastatin ve lovastatinin %5, cerivastatinin
%60’Indan fazlasi dolasimda bulunur.?®2”® Dolasima gegen statinlerin
farmakolojik etkisi oldukca diistktir.

— Fizikokimyasal 6zellikleri:

Lovastatin, = simvastatin,  atorvastatin  ve  cerivastatin
lipofiliktir.>*"® Pravastatin ve rosuvastatin oldukca hidrofiliktir.®* Fluvastatin ise
her iki 6zellige de sahiptir.”? Simvastatin ve atorvastatin gibi lipofilik statinler
hicre igine girmek igin hicre membranindan kolayca gegebilirler. Hidrofilik
statinlerin ise hlcre igerisine girebilmek icin spesifik tasiyici mekanizmalara
ihtiyaci vardir.'®



— Spesifik aktivite:

Atorvastatin, cerivastatin, fluvastatin ve pravastatin aktif bilesik
olarak verilir. Simvastatin, atorvastatin ve lovastatin inaktif formlarda
uygulanir ve enzimatik yollarla aktif forma déndistaralir.5*"2

2.1.2.Simvastatin

Simvastatin, statin ailesinin iyi bilinen bir Gyesidir '* ve Nocardia
autrophica’dan elde edilen dogal kaynakl bir maddedir.?® Klinik olarak oral
yoldan 5, 10, 20, 40 ve 80 mg/giin olarak tablet seklinde uygulanir.'*®
Simvastatin karacigerden ilk geciste elimine oldugundan en buylk etkisi
karaciger Uzerinedir. Karaciger yetersizligi ilacin birikimine neden olabilir.
YUksek miktarda alkol tiketen ve karaciger hastaligi 6ykist bulunan kisilerde
ilac dikkatle kullandirimalidir.?®

Preparat icindeki herhangi bir bilesene asirn duyarlilik
durumunda, aktif karaciger hastaliginda, karaciger fonksiyon testlerinin
aciklanamamis 1srarci  yUksekliginde, gebelikte ve laktasyonda ilag
kontendikedir. Pediyatrik kullanim ile il%ili gavenirlilik ortaya konmadigindan,
cocuklarda kullanimi énerilmemektedir. %

2.1.3.Statinlerin yan etkileri

Statinler genel olarak iyi tolere edilmektedirler. Klinik etkilerinin
yiksek olmasi ve diger kolesterol digurlcU ilaglara gbre yan etkilerinin az
olmasi, bu ilaglarm avantajlaridir.”>”” En énemli yan etkileri karaciger ve kas
toksiteleridir. ”* En az bir yil siire ile statin kullananlarin yaklasik %2’sinde,
serum transaminazlarinin dizeyinde belirgin bir artig vardir. Bu nedenle tim
hastalarda tedaviye baslamadan 6nce ve basladiktan sonra dizenli olarak
karaciger fonksiyon testlerinin yapilmasi ve serum transaminazlarinin
Olgilmesi ¢ok dnemlidir. Olgularin yaklasik %0.5’inde g¢izgili kas hlcresini
zedeleyerek rabdomiyoliz yapabilir. Buna bagl olarak yaygin myalji ile kas
krampi yaratir. En sik gérilen yan etkileri olgularin %15’ inde mide bagirsak
tahrisine bagli olarak ortaya ¢ikan konstipasyon, diyare, dispepsi, karin agrisi
ve bulantidir. Ayni oranda dékintl ve kaginti olusturur. Seyrek olarak uyku



bozuklugu da yapabilir. ** Bas agrisi, Gist solunum yolu infeksiyonu, halsizlik,
gdgis agrisi, anjina gibi diger yan etkiler de gdzlenebilir.”®”® Bu yan etkiler
géruldigunde ila¢ kullanimi kesilebilir.

2.1.4.Statinlerin pleiotropik etkileri

Statinlerin inhibe ettigi HMG-CoA rediktaz reaksiyonunun Grin0
olan mevalonat, sadece kolesterol i¢cin degil ayni zamanda farnesil pirofosfat
(FPF) ve geranilgeranil pirofosfat (GGPF) gibi birgcok nonsteroidal
izoprenoidik bilegikler icin de 6ncuddr. Klinik calismalara ve yapilan diger
temel calismalara gére bu enzimin inhibisyonu nedeniyle statinlerin kolesterol
distrme etkilerinden bagimsiz olarak ¢esitli yararli etkileri bulunmaktadir. Bu
yararli etkiler “pleiotropik etkiler” olarak adlandiriimaktadir. 64%72 Statinlerin
pleiotropik etkileri nedeniyle klasik endikasyonlari diginda da kullanimlari s6z
konusu olabilecegi belirtilmistir.?® Statinlerin tanimlanmis baslica pleiotropik
etkileri sunlardir:

Koroner arter hastali§i riskinde azalma '

Aterosklerotik lezyonlarin boyutunda ve miyokard infarktisi gecgirme
iskinde azalma®

Trombosit agregasyonu ve trombus birikiminde azalma'®

Anjiogenezde artma'®
Alzheimer hastaliginda azalma
Antiinflamatuar 6zellik'®

T lenfosit aktivasyonunda azalma( immunosupresif 6zellik) '®

Kemik olusumunda artma( kemik anabolik 6zellik)'®

. Osteoklast olusumunda azalma'®

10.  Antioksidan etki®

11.  Tumdr hdcrelerinin gelisimini ve metastazini engelleme(antitimoér
etki)64,65,72

12.  Serebral damarlarda aterosklerozu azaltarak felg ve iskemik atak
insidansinda azalma 2%%°

13.  Nefropati gelisiminde azalma®

14.  Diyabet gelisiminde azalma®

_‘I\)_L

16,64
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2.1.5. Statinlerin antiinflamatuar etkileri

Statinlerin kardiyovaskdler hastalk riskini azaltma
nedenlerinden biri de C-Reaktif Protein (CRP), matris metalloproteinazlar
(MMP) ve TNF-a ‘nin inhibisyonuna neden olarak antiinflamatuar &zellik
gostermeleridir.  %®37# nflamasyon aterosklerozun baslamasinda ve
ilerlemesinde ve miyokard infarktlst gibi koroner kalp hastaliklarinda énemli
rol oynamaktadir. CRP, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlere karsi karacigerden
dretilen bir klinik inflamasyon belirtisidir. Koroner kalp hastaligina sahip
bireylerde CRP seviyesi artar. Statinler tedaviden 6 hafta sonra plazma CRP
konsantrasyonu diislirmektedirler.®

MMP’ler kemigin hem fizyolojik hem de patolojik slrecinde
6nemli role sahip enzimlerdir. Statinler makrofajlardan MMP-1, MMP-3 ve
MMP-9'u iceren matriks metalloproteinazlarin salgilanmasini azaltir.'® MMP-9
kemik gelisiminde 6nemli role sahiptir. MMP-9 kemigin patolojik yikim
surecine katilmaktadir. MMP-9 olmayan si¢canlarda kemik iligi olusumunda ve
endokondral kemiklesmede gecikme g6rilmustir. Statinler makrofaj ve
endotel hucrelerinden MMP’lerin  agiga ¢ikmasini  baskilamaktadirlar.
Thunyakitpisal ve arkadaglari simvastatinin osteoblast ve fibrosarkom
hicrelerinden doza ve zamana bagh olarak MMP-9 salgilanmasini
baskiladigini géstermislerdir. &

Bircok calisma IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi lokal olarak Uretilen
sitokinlerin osteoklast aktivitesine veya kemik olusumuna neden olarak kemik
remodelasyonunun diizenlenmesine katildigi gdstermistir.88°  Statinlerin
cesitli inflamatuar markerlarin agiga c¢ikmasini dizenleyen nlklear faktér
kappa beta’nin (Nfkf) aktivasyonunu inhibe ederek endotel hlicrelerinden,
makrofajlar veya monositlerden lipopolisakkaritlerin neden oldugu IL-18, IL-6
ve TNF-a gibi sitokin seviyelerini azalttigi gdsterilmistir. 16:28.86.87.88

Statinler  nétrofillerin ~ kemotaksis ve  transendotelyal
migrasyonunu inhibe ederek antiinflamatuar etki gésterirler. "> Bu sonugclar
statinlerin inflamatuar hiicrelerin sayisini azalttigini géstermistir.'®
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2.2. STATINLERIN KEMIK UZERINE ETKISI

Statinlerin kemik Uzerine etkileri, karaciger Uzerindeki etkileri ile
paralel degildir. Statinler karacigere ylksek segicilikleri oldugu icin ilk gecis
etkisine ugrarlar ve kemige disiUk konsantrasyonda ulasirlar. Bu nedenle
kemik dénglsinl nasil etkiledikleri hala a¢ik degildir. Pravastatin gibi bazi
statinler karacigerde c¢ok etkiliyken, kemige etkileri yoktur. Bunun nedeni
hidrofilik statinlerin kemik htcreleri tarafindan aliminin az olmasidir. Kemikte
etkili olabilmeleri icin periferik dagiliminin iyi olmasi gereklidir. Simvastatin,
atorvastatin ve cerivastatin lipofilik olduklari icin kemige etkileri daha
fazladir.29798°

2.2.1. Statinlerin kemik olusturabilme mekanizmasi

Statinlerin kemik Uzerine etkilerinin hangi yolla oldugu tam
olarak aciklanamamistir fakat iki farkli mekanizma ile kemik Uzerine etki
gosterdikleri  dustnilmektedir.”® Her iki mekanizmada da “mevalonat
basamagi” statinlerin kemik (zerinde etkilerinde anahtar basamakiir.
Kolesterol mevalonat yolu adi verilen biyosentez yolu araciligiyla Gretilir.%®
Mevalonat sadece kolesterol i¢in degil ayni zamanda osteoklast aracili kemik
rezorpsiyonunun kontrol{inde de dnemli bir énctdir. ®*” Yikiima siirecindeki
ilk metabolit olan mevalonatin disardan verilmesi statinlerin kemik Gzerine
etkilerini engellemistir.2%® Statinlerin kemik Uzerine etkilerinde disunilen
mekanizmalar sunlardir (Tablo 1):

1.0steoklastlarin aktivasyonunun engellenmesi: Kolesterol
sentezi ve osteoklast aktivasyonu ayni biyokimyasal akisi icermektedir.
Kolesterol yapimi bir kac adimda gerceklesir. Asetil-koenzim A (Asetil-CoA)
ve asetoasetil-koenzim A ‘nin (Asetoasetil-CoA) HMG-CoA olusturmak
lizerine yogunlasmasi ile kolesterol sentezi baslar.®* ilk énce HMG-CoA,
HMG-CoA redlktaz enzimi ile mevalonata dénlsir. Ardindan mevalonat,
geranil pirofosfata, geranil pirofosfat da farnesil pirofosfat sentaz enzimi ile
farnesil pirofosfata doéndsdr. Sonra squalene olusur ve sonug¢ olarak
kolesterol meydana gelir.'® Osteoklastlar, ara (iriinlerden farnesil pirofosfat ve
bundan olusan geranilgeranil pirofosfatlari Rho, Rac ve Rab gibi osteoklast
hicre membraninin olusumu, fonksiyonu ve sekillendiriimesinden sorumlu
bazi proteinleri modifiye etmek ve aktive etmek icin kullanirlar. Bu olay
prenilasyon olarak adlandirilir, 18:30:35.90
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Biyofosfonatlar antirezorptif aktiviteye sahip ilaglardir.® Statinler
ve biyofosfonatlar mevalonat yolunun farkli basamaklarinda yer alir.?®
Biyofosfonatlar, farnesil sentetazi inhibe ederek, statinler ise HMG-CoA
rediiktazi inhibe ederek bu driinlerinin  olusumunu engeller. 18%°
Izopronoidlerin sentezinin engellenmesi osteoklast aktivitesinde énemli rol
oynar.?® Béylece izoprenoidlerin sentezinin ve prenilasyonun engellenmesi ile
her iki grup ilag da osteoklastlarin aktivasyonunu engelleyerek'®® ve
osteoklast sayisini'® azaltarak antirezorptif etki gdsterir. Statin veya
biyofosfonatlarla karsilasan osteoklastlarin élmeleri ile kemik déngust
yavagsslgor, kemik yikimi azalir ve kemik yapim yikim dengesi saglanmis
olur.™

Biyofosfonatlar, kemik yikimini azaltirken, kemik olusumunu
dnemli derecede uyarmaz.”® Biyofosfonatlar ve statinler yapisal olarak
oldukga farkhlik gosterir. Biyofosfonatlar, pirofosfata benzer bir bolge icerir ve
karsilastiklari osteoklastlarin ylzeyine sikica baglanir. Statinlerde ise bdyle
bir yap! yoktur. Bu nedenle statinlerin in vivo sartlarda osteoklastlara karsi
biyolojik aktivite gdsterip gdstermeyecegi bilinmemektedir.®

2. Kemik morfojenik protein-2 (BMP-2) aktivasyonu ve
vaskiiler endotelyal buyume faktori (VEBF) Uretimi: Statinlerin kemik
olusumunu arttirmasindaki ikinci mekanizma ise BMP-2 6nclsUnU aktive
etmesidir. Mundy ve arkadaslan 1999 yilinda osteoblastlarin farklilagmasini
ve kemik olusumunu arttiracak ajanlari arastirmiglardir. BMP ailesinin Gyeleri
osteoblast farklilagsmasini arttirdigindan c¢alismalarinda BMP-2 geninin
6nclsinl aktive eden kiguk molekilleri arastirmiglardir. Inceledikleri
30.000‘den fazla dogal bilesikler arasinda sadece statinlerin BMP-2 geninin
énciisiini aktive ettigini bulmuslardir.’® Simvastatin ve BMP-2' nin kemik
yapimindaki etkisi BMP-2 antagonistinin, simvastatinin stimule ettigi kemik
yapimini azaltmasi ile desteklenmistir.'

Anjiogenez kemik olusumu icin gereklidir. VEBF anjiogenik bir
sitokindir. VEBF endotel hlicreleri Uzerine direk etkiye sahiptir ve anjiogenezin
glclu bir dizenleyicisidir. VEBF kan damarlarini genisletir ve daha fazla yeni
kan damarlarinin invazyonuna neden olur. Bu da mezensimal hicrelerin
bélgeye populasyonu arttirir. Ayrica VEBF endotel hlcrelerin osteoanabolik
faktorler Gretmesini uyararak indirekt yolla osteoblastlarin farklilasmasina ve
cogalmasina neden olur.®® Gerber ve arkadaslari VEBF nin kemik gelisimi ve
olusumundaki 6nemini gOstermek amaciyla vyaptiklari ¢alismalarinda
VEBF'nin agiga c¢ikmasini inhibe etmeleri sonucunda bdlgede yeni kan
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damarlarinin invazyonu ve yeni kemik olusumu gerceklesmemistir. Faktdrin
yeniden ortama verilmesi ile yeni damar ve kemik olusumu tekrar
saglanmistir.”’

Statinler endotelyal hucrelerin ¢ogalmasini saglar. Endotelyal
hicrelerdeki bu artis damar gelisimini olumlu etkilegerek, kemik &nct
hiicrelerin artisina ve yeni kemik olusumuna neden olur. °

Statine bagli osteogenezde erken iyilesmeyi arastiran bir
calismada immunlokalizasyon teknigi ile statin uygulanan ve uygulanmayan
kemik defektlerinin iyilesmesinde VEBF, BMP-2 ve énemli bir kemik olusum
faktéri olan core binding faktérin (Cbfal) erken histolojik ekspresyonu
incelenmistir. Simvastatin uygulanan defektlerde cerrahiden (¢ gliin sonra
VEBF, dért giin sonra BMP-2, bes gliin sonra Cbfal saptanmis ve besinci
ginde yeni kemik olusmu gézlenmistir. Bu olaylar kontrol grubundan hep bir
gln daha dnce meydana gelmistir. Sonucta statinlerin lokal uygulandiginda,
anjiogenezi arttirarak ve osteogenezi dizenleyen blylime faktorlerinin erken
aciga cikmasini saglayarak kemik olusumunu arttirdigini bulmuslardir. %
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Maeda ve arkadaslari farelerin osteoblast ve kemik iligi
hicrelerini kullanarak simvastatinin osteoblast farklilagsmasi ve fonksiyonu
Uzerindeki etkisini arastirmiglardir. Simvastatinin BMP-2’yi ve mineralizasyon
icin énemli bir enzim olan alkalen fosfatazi indikledigini ve tip 1 kollajen gibi
kemik matriks proteinlerinin akiimilasyonunu doza ve zamana bagh olarak
arttirdigini gdstermislerdir.®®  Hidrofilik  statinlerin  degil, simvastatin,
atorvastatin ve cerivastatinin gibi lipofilik statinlerin osteoblastlarda kemik
anabolik faktdr olan VEBF'Uin aciga cikmasini arttirdiklarini bulmuslardir.%*
Maeda ve arkadaslari yine statinlerin fare osteoblast hicrelerinin BMP-2
aciga cikarmasini uyardigini ve alkalen fosfataz aktivitesi, VEBF, tip 1
kollajen, osteokalsin ve kemik siyaloproteini arttirirken kollajenaz-1 ve
kollajenaz-3’in agiga c¢ikmasini baskilayarak osteoblast fonksiyonunu
diizenledigini gdstermislerdir.®® Sugiyama ve arkadaslari simvastatin ve
mevastatin gibi lipofilik statinlerin insan osteosarkom hucrelerinde BMP-2
aciga ¢ikmasini arttirdigini, pravastatin gibi hidrofilik statinlerin ise osteoblast
hucrelerinde BMP-2 agigda ¢ikarici etkilerinin olmadigini géstermislerdir. BMP-
2 Oncusinin statine bagli aktivasyonu ortama mevalonatin eklenmesinden
sonra durmustur.®

in vitro galismalarin gogu farkli osteoblast kiiltiir deneylerinde
statinlerin anabolik potansiyelini degerlendirmek Uzere dizayn edilmistir. Cok
az sayida calisma osteoklast hicre kiltarinde statinlerin = antirezorptif
etkilerini degerlendirmistir. Ornegin; Baumann ve arkadaslari kemik iligi
kiiltiriinde lovastatinin osteoklast olusumunu inhibe ettigini bulmuslardir.”®
Fisher ve arkadaglari statinlerin osteoklastlarin 6limine neden oldugunu
gbstermistir.’” Grasser ve arkadaslari statin tedavisinin osteoklastogenezis
Uzerine etkisini arastirdiklari ¢alismalarinda farelerin kemik iligi hlcrelerine
lovastatin eklemis ve 6 gin sonra doza ve zamana bagl olarak osteoklast
sayisinin azaldigini izlemislerdir."

2.2.3. Statinlerin sistemik kullaniminin klinik olarak kemik
tizerine etkisi

Osteopdrédz, diusuk kemik kitlesi ve kemik dokusunun mikro
yapisinin bozulmasi sonucu kemik kirilganhginin ve kirik olasihiginin artmasi
ile karakterize sistemik bir iskelet hastaligidir.?® Osteopdrdz diinyada
milyonlarca insani etkilemektedir ve kemik hastaliklari arasinda en yaygin
gorilendir.'®3°
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Osteop6réz tedavisi igin glinimuizde kullanilan biyofosfonat,
kalsitonin, Ostrojen, selektif &strojen reseptdr dizenleyicileri ve vitamin D
analoglari gibi ilaglarin ¢ogu yeni kemik olusumunu uyarmak yerine
osteoklast aktivasyonunu inhibe ederek kemik rezorpsiyonunu inhibe
ederler.'®16.183085 By, jlaclar sadece kemik kitlesini stabil tutmakta fakat
kemik olusumuna etki etmemektedir. Kemik rezorpsiyonunu engelleyen
ilaglarin ispatlanmis basarisina ragmen, kemik kaybina ugramis insanlarda,
trabekiler yaplyr ve kemik mineral yogunlugunu gKMY) arttiracak toksik
olmayan anabolik ilaglara ihtiya¢c duyulmaktadir. *>** Bu nedenle statinlerin
kemik dokusu Uzerine etkilerinin bulunmasindan sonra, literatlirde birgok
Klinik ¢calisma hiperlipidemi tedavisi icin statin kullanan hastalari osteopdr6z
acisindan degerlendirmistir.?2247>% Bu calismalarin bir kismi statinlerin
kemik dokusu Uzerine etkileri oldugu ve osteopdroétik kiriklarin profilaktik
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel ajanlar olduklari belirtirken, digerleri
statinlerin kemik dokusunu zerine etkilerini saptayamamistir.>

Meier ve arkadaslari 50 yas ve Uzerindeki 91611 hasta Uzerinde
yaptiklari c¢alismalarinda statin kullanan hastalarda kirik gorilme riskinin
azaldigini belirtmiglerdir. Bu c¢alismanin sonuclarina goére statin kullanan
hastalarda, kullanmayan hastalara oranla kalca kiriklari %88 ve denel olarak
bitin kemikleri kapsayan kiriklar %45 oraninda azalmistir.?® Pasco ve
arkadaslari statin kullanan 1375 bayanda kirik oranini saptamak amaciyla
yaptiklari calismalarinda statin kullanan bayanlarda kirik oraninda % 60
azalma oldugu saptanmislardir.?®> Wang ve arkadaslari medikal bakimda olan
65 yas Uzerindeki 6110 hastayl kapsayan calismalarinda statin kullanimi ile
kalca frakt(ir(i gériilme riskinin %71 oraninda azaldigini belirtmislerdir.2* Chan
ve arkadaslari 60 yas ve Uzerindeki statin kullanan hastalarda osteop6roétik
kirik riskinin distk oldugunu bulmuslar ve bu sonucun kemik mineral
yodunlugundaki artisa bagl olabilecegini ileri stirmiislerdir.®®

Kemik mineral yodunlugu kirik riskinin en  6nemli
belirleyecilerinden biridir.*® Chung ve arkadaslari tip 2 diabetus mellituslu
hastalarda statinlerin KMY (zerindeki etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda
statinlerin kemik kaybini &nledigini ve KMY’nu arttirdigini bulmuslardir.*®
Edwards ve arkadaslari ortalama 48 ay statin tedavisi géren menapoz
sonrasi dénemdeki 41 kadin hastada kontrol grubuna gére KMY’nun yaklagik
olarak %10 daha yiksek oldugunu bildirmislerdir.?*®> Montagnani ve
arkadaslari, 12 ay boyunca gunlik 40 mg simvastatin tedavisi uyguladiklari
menapoz dénemindeki hastalarda, simvastatin kullanimi ile kemik olusumu ve
KMY arasinda pozitif bir iliski oldugunu belirtmislerdir.?' Lupattelli ve
arkadaslar hiperkolesterolemisi olan 40 kadin hastaya 2 yil boyunca gunlik

17



40 mg simvastatin tedavisi uygulamislar ve bu tedavinin kalca kemiginde
KMY’nu arttirdigini belirtmislerdir.'%

Statin  tedavisinden sonra kemik markerlarinda olusan
degisiklikler sadece birkag calismada gdésterilmistir. Statinlerin kemik Uzerine
etkisini prospektif olarak ilk defa Chan ve arkadaslari degerlendirmigtir.
Statinlerin sistemik kullanimindaki etkilerini arastirdiklarn ¢alismalarinda,
osteopdréz olmayan 17 ylksek kolesterol hastasini dért hafta boyunca 20 mg
simvastatin ile tedavi ederek spesifik biyokimyasal kemik markerlarindaki
degisikliklere bakmiglar ve simvastatinin kemik markerlarindan osteokalsini
%85 oraninda arttirdigi bildirmislerdir.?® Stein ve arkadaslari atorvastatin ve
simvastatinin kemik biyomarkerlari Gzerine etkisini arastirmiglar ve sadece
simvastatinin  kemik  dbéngist  Uzerine yararh  etkisi  bulundugunu
géstermiglerdir.27 Tikiz ve arkadaglari simvastatin tedavisi gérenlerde kemik
doénglstu parametreleri ve serum sitokin seviyeleri arasindaki iligkiyi
arastirmislardir. Postmenapoz dénemdeki ylksek kolesteroll olan ve daha
6nce hiperlipidemi tedavisi gérmemis 32 kadin hastaya 3 ay boyunca ginde
20 mg simvastatin kullandirmig ve simvastatin tedavisinin  serum
sitokinlerinden IL-6 seviyesinde degisiklige neden olmadigini, osteokalsin ve
kemik alkalen fosfataz seviyelerinde artisa ve TNF-a seviyesinde azalmaya
neden oldugu bulmuslardir. 22

Statinlerle ilgili yapilan bazi klinik ¢alismalarda da, statinlerin
insanda kemik dokusu Uzerine bir etkisi olmadigi bildirilmistir. La Croix ve
arkadaslari retrospektif olarak 90.000’'den fazla menapoz sonrasindaki
hastalarin verilerini incelemisleridir. Az sayida hastanin uzun dénem statin
kullandigr bu gall?mada fraktOr riski ve kemik yogunlugu arasinda iligki
bulamamislardir.'®" Van Staa ve arkadaslar fraktir(i olan 81.880 hastanin
medikal kayitlarini incelemiglerdir. Klinik uygulamada regetelenen dozlarda
statin kullanimi ve kirik riski arasinda iliski bulamamislardir.”” Rejnmark ve
arkadaslari statinlerin  kemik dongisi ve KMY Uzerindeki etkilerini
arastirdiklari ¢calismalarinda ortalama 4 yildir statin tedavisi géren menapoz
dénemindeki 140 hastayr kontrol grubu ile Kkarsilastirmiglardir. Statin
kullananlarda kemik olusum markerlarindan osteokalsin ve alkalen fosfatazin,
kemik rezorpsiyon markerlarindan tip 1 kolajenin C- terminal telopeptidinin
plazma konsantrasyonunun kontrol grubundaki bireylere oranla daha disik
oldugunu bulmuslardir. Statin tedavisinin kemik déngusini yavaslattigini
fakat kemik kitlesi ve KMY Uzerine pozitif etkisinin bulunmadidini ifade
etmislerdir.'%?
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Diger yandan statinlerin kink, KMY ve kemik markerlari
Uzerindeki etkisini inceleyen sistematik meta-analizde statin kullanimi ile
kalca kingr ve KMY arasinda pozitif yénde bir ili?ki bulunurken kemik
markerlari (izerinde etkisinin az oldugunu bulunmustur.'®

2.2.4. Statinlerin sistemik kullaniminin kemik tGizerine
etkisinin deneysel olarak incelenmesi

Ooferektomi yapilan fareler &strojen eksikligine bagl kemik
kaybi icin yaygin olarak kabul gdren preklinik bir modeldir."”” Ooforektomi
yapiimis farelere statinlerin sistemik olarak uygulandiginda yeni kemik
olusumuna etkisini arastirmak icin yapilan deneysel bir calismada statinler 5
ila 50 mg/kg arasinda degisen dozlarda verilerek trabekiler kemik hacmi
degerlendirilmis ve statinlerin trabekller kemik hacminde %39-94 oraninda
artisa neden oldugu bildirilmigtir. Kemik olugsum orani arttigi ve osteoklast
sayisi azaldigi icin bu sonucun anabolik etki nedeniyle oldugu
distiniimistir.”® Oxlund ve arkadaslari ratlara ic ay boyunca, giinlik 10
mg/kg simvastatin tedavisini gastrik tip yardimi ile agiz yolu ile uygulamislar
ve vertebralardan alinan bilgisayarli tomografiler ile yapilan histomorfometrik
analizler sonucunda simvastatin grubunda kontrol grubuna gére stingerimsi
kemigin %23 oraninda arttigini gdzlemlemislerdir.?’ Skoglund ve arkadaslari
81 farenin femurunda kirik olusturmuslar ve bu farelerin 41’'ine 21 gln
boyunca oral yoldan 120 mg/kg simvastatin uygulamislardir. 8, 14 ve 21.
ginde sakrifiye edilen hayvanlarda 14. ginde simvastatin tedavisi gdren
grupta kemik alaninin daha genis ve kemigin mekanik &zelliklerinin daha
direngli oldugunu, yirmi birinci glinde ise kiriklarin histolojik olarak iyilestigini
bulmuslar ve simvastatinin kirik tedavisinde yeni bir segenek olabilecegini
belirtmislerdir.'® Oxlund ve Andreassen 60 rata ooforektomi yaptiktan sonra
ratlarin belli bir kismina 3 ay boyunca oral yoldan gunlik 40 mg/kg
simvastatin tedavisi uygulamislardir. Sonugta simvastatin uygulanan grupta,
kontrol grubuna oranla kemik kaybinin daha az oldugunu ve simvastatinin
kemik olusumunu uyardigini belirtmislerdir.'® Pytlik ve arkadaslari ratlarda 4
hafta boyunca giinde 3 mg/kg ve 6 mg/kg dozlarda uygulanan simvastatinin
ooforektominin neden oldugu osteopeni gelisimindeki etkisinin arastirdiklari
calismalarinda her iki dozda da kemik olusumunun yogunlastigi ve
rezorpsiyonun azaldigini fakat en guUc¢li aktivitenin 6 mg/kg dozda
gerceklestigini gdstermislerdir.® Batukan ve arkadaslari ooforektomize
siganlarda 4 ay boyunca 6strojen replasman tedavisine eklenen 3 mg/kg ve 6
mg/kg dozlardaki simvastanin KMY (zerine etkisini arastirmislardir.
Sicanlarda ooforektomi sonrasi KMY’yi korumaya yénelik profilaktik olarak tek
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bagina uygulanan ylksek doz oral simvastatinin, Gstrojen replasman tedavisi
kadar etkili oldugunu bulmuslardir. Ostrojen replasman tedavisi ile disik doz
simvastatin KMY’yi en fazla arttirmasina ragmen sonug istatistiksel olarak
anlam ifade etmemistir. Diger yandan &strojen tedavisi ile yuksek doz
simvastatin verilmesinin KMY Uzerine bu ilaglarin tek tek verilmesine kiyasla
avantaj saglamadigi, hatta KMY'yi azalttigi bulunmustur.'%

Statinlerin  sistemik  olarak  uygulandigi  bazi  hayvan
calismalarinda ise, kemik dokusu Uzerine etkileri belirlenememistir. Von
Stechow ve arkadaglari ooforektomi operasyonu yaptiklar farelere 8 hafta
boyunca, gunlik 10mg/kg simvastatin tedavisi uygulamislar ve kortikal ve
trabekuler kemik dokusu Uzerinde yaptiklari incelemede simvastatin grubu ile
kontrol grubu arasinda herhangi bir fark olmadigini bulmuslardir.'”” Havsa,
ooforektomi yaptigi ratlara 35 gin boyunca, ginlik 10 mg/kg simvastatin
tedavisi uygulamis ve simvastatinin KMY Uzerine anlamh bir etkisinin
bulunmadigini bildimistir. Ayrica uygulanan bu tedavinin karaciger ve bébrege
etkisini belirlemek igin yaptigi incelemelerde, her iki organin histopatolojisinin
normal oldugunu fakat biyokimyasal incelemede Kkaraciger enzim
diizeylerinde artis oldugunu saptamistir.”® Maritz ve arkadaslari ooforektomi
yapilan ve yapilmayan farelerde degdisik dozlardaki simvastatin, atorvastatin
ve pravastatinin etkisini degerlendirmisg, statinlerin KMY’nu azalttigini, doza
bagh farkli etkiler gosterdigini, 20 mg/kg gibi yiksek doz simvastatinin kemik
olusumunu ve rezorpsiyonunu arttirdigini, 1 mg/kg gibi disik doz
simvastatinin  kemik olusumunu azalttigini ve kemik rezorpsiyonunu
arttirdigini, sonugta simvastatinin ooforektominin neden oldugu kemik kaybini
énlemedigini bulmuslardir.'®

2.2.5. Statinlerin lokal uygulamalarinin kemik tizerine etkisi

ilk kez Mundy ve arkadaslari 1999 yilinda, statinin grubu bir ilag
olan simvastatini 5 glin boyunca giinde 3 kez olmak Uzere, kalvaryum Uzerine
toplam 15 enjeksiyon olarak subkutan6éz uygulamis ve 21 gin sonra kemik
kalinliginda %30-50 oraninda artis oldugu bulgulamiglardir. Calismada
BMP-2 ve FGF enjeksiyonuyla da benzer sonuglar elde edilmistir.'
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Missana ve arkadaglar 2001 yilinda farelerin tibiasinda kritik
boyutta olusturulan kemik defektlerinde simvastatinin etkisini degerlendirmek
amaciyla yaptiklari ¢calismalarinda, 40 erkek farenin kortikal tibia kemigine 6
mm longitudunal defekt agmiglardir. Deney grubuna 10 mg/ kg simvastatini 5
gln boyunca intraperitonal olarak enjekte etmisler, kontrol grubuna ise
simvastatin uygulamamislardir. Radyografik ve histolojik degerlendirme
sonucunda kontrol grubunda ilk hafta yeni kemik olusumu saptamamis fakat
2, 3 ve 6 haftada degisen miktarlarda kemik kalinhdi saptamiglardir. Deney
grubunda ise ilk hafta yeni kemik olusumu gdzlemlemislerdir fakat 2, 3 ve 6
haftalarda yeni olusan kemik miktarini  kontrol grubuna benzer
bulmuslardir.'%

Erdemli ve arkadaslari 24 adet si¢can Gzerinde lokal uygulanan
simvastatinin normal kemik dokusunda yaptigi degisiklikleri degerlendirdikleri
calismalarinda simvastatini dimetilstlfoksit igerisinde eritip, gunlik 1 mg
dozda, sicanlarin bacagina enjekte etmislerdir. 7, 14 ve 21. glnlerdeki
degerlendirme sonucunda kilcal damarlar gelisiminde belirgin artig, kemik
O6ncl hdcrelerinde cogalma ve farklanmada artis ve yeni osteoid doku
olusumu izlemislerdir.%

Kirik iyilesmesinde simvastatinin etkisini arastirmak igin yapilan
bir calismada 36 adet ratin sag bacak bélgesinde kapali kirik olusturulmustur.
Glnlik 1 mg ve 2 mg dozda simvastatin 5 giin boyunca kirik bélgesinde
derinin altina enjekte edilmis ve 7., 14. ve 21. glnlerde histolojik olarak
degerlendirilmigtir. Sonugta simvastatin uygulanan 7.gin grubu kontrol grubu
ile karsilastinldiginda kemik olusumunun uyarldigi izlenmigtir. Simvastatin
uygulanan 14.gin grubunda, olusan yeni osteoid dokunun kalinligindaki
artisin daha belirgin oldugu ve 7. giine oranla daha kalin ve organize oldugu
saptanmigtir. Simvastatin uygulanan 21.gtn grubunda ise ilacin uyardidi yeni
kemik olusumunun ilerledidi ve damarlanmanin genis bir alana yayildig
gérilmistir.

Anbinder ve arkadaslari farelerde tibial defektlerde simvastatinin
oral veya subkutanéz uygulamasinin kemik rejenerasyonuna ve kan
kolesterol seviyelerine etkisini arastirmiglardir. 40 farenin tibiasinda yaklasik
3 mm uzunlugunda ve 2,5 mm capinda defekt olusturmuslardir. 7 mg/kg
simvastatini ginde 3 kere subkutan6z enjeksiyon yoluyla veya 20 mg/kg
simvastatini deney slresi boyunca oral yoldan uygulamiglardir. 15 veya 30
giin sonra kan 6rneklerinin alinmasinin ardindan sakrifiye edilen hayvanlarda
histolojik ve histomorfometrik analizler sonucunda subkutandz veya oral yolla
simvastatin uygulanmasinin kan kolesterol seviyesini degistirmedigini ve
kemik tamirini iyilestirmedigini bulmuslardir.'"
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Sugiyama ve arkadaslari rhBMP-2 ‘nin neden oldugu kemik
olusumu Uzerine statinlerin etkisini degerlendirdikleri calismalarinda siganlara
rhBMP-2’yi intramuskuler olarak yerlestirdikten sonra 20 gun boyunca 10
mg/kg simvastatin ve 0.3 mg/kg cerivastatini agiz yoluyla veya subkutanéz
olarak uygulamis, radyografik, histolojik ve biyokimyasal analizler sonucunda
simvastatinin  subkutandéz uygulamasinin kemik dénglsinde azalma
yaratarak rhBMP-2 ile meydana gelen osteoindiksiyonu uyardidini
bulmuslardir.""

2.3. Dishekimligi alaninda statinlerin degerlendirilmesi

Statinlerin kemik olusumunu arttirici, osteoklast sayisini azaltici
ve antiinflamatuar etkileri nedeniyle, periodontitiste izlenen izole kemik
defektlerinin tedavisinde veya alveolar kret deformitelerinin rejenerasyonunda
pozitif etkiye sahip olabilecegi belirtimistir.'>*"

Kihg tez ¢alismasinda mandibulanin distraksiyon
osteogenezisinde lokal ve sistemik olarak uygulanan simvastatinin erken
kallus konsolidasyonu Uzerine etkilerini degerlendirmigtir. Bu amagla on sekiz
Yeni Zelanda tavsanina unilateral mandibular osteotomi yapimistir.
Tavsanlar lokal simvastatin, sistemik simvastatin ve kontrol grubu olmak
Uzere Ug¢ gruba ayrilmiglardir. Lokal simvastatin grubunda, serum fizyolojik
icinde ¢6zUndUrlilmis simvastatin, kollajen tasiyiciya enjekte edilerek
operasyon sirasinda bdlgeye yerlestiriimistir. Sistemik simvastatin grubuna,
distraksiyon tedavisi suUresince oval gavaj yolu ile gunlik 10 mg/kg
simvastatin uygulanmistir. Kontrol grubuna ise herhangi bir tedavi
uygulanmamistir. Distraksiyon fazinin tamamlanmasindan iki hafta sonra
sakrifiye edilen hayvanlarda yapilan histomorfometrik ve radyolojik analizler
sonucunda gruplar arasinda distraksiyon araligindaki kallus alani ve
yogunlugu acisindan anlamli bir farka rastlanmamistir.?

Ayukawa ve arkadaslan titanium implantlar etrafina uygulanan
simvastatinin osteogenez Uzerine etkisini arastirdiklari ¢alismalarinda
farelerin tibialarina implant yerlestirdikten sonra, farelere 30 gtin boyunca 10
mg/kg simvastatini intraperitonel olarak enjekte etmiglerdir. 30 giin sonunda
sakrifiye ettikleri hayvanlarda kemigin implantla olan kontakt miktarini ve
implantin etrafindaki kemik yogunlugunu histolojik ve histometrik olarak
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degerlendirmiglerdir. Simvastatin uygulanan grupta meduller kanalda bol
miktarda daha kalin kemik trabekulleri gézlemistir ve simvastatinin implant
cevresinde osteogenezi arttirdidi bulmuslardir. Sonugta lokal uzygulanan
simvastatinin osteointegrasyonu arttirabilecegini ileri sirmislerdir. '

2.4. Periodontal Alanda Statinlerin Degerlendirilmesi

Periodontal tedavi spesifik defektleri hedeflediginden lokal
uygulama gereklidir. Thylin ve arkadaslari 2002 vyilinda periodontal
uygulamada simvastatin icin uygun olabilecek ydntemi arastirmak amaciyla
yaptiklari calismalarinda, 2.2 mg simvastatini iki farkli sekilde sigan
kalvaryasinda test etmislerdir. Bir gruba simvastatini subperiosteal olarak
kalvaryaya enjekte etmiglerdir. Diger grupta 6zel olarak hazirladiklari kubbe
seklinde olan polilaktikasit membran altina simvastatin yerlestirek kalvaryaya
uygulamiglardir. Her iki grubu da 22. ve 44. glnlerde histolomorfometrik
olarak incelemislerdir. iki uygulama seklinde de simvastatinin 6dem,
inflamasyon, kabuklasmaya neden oldugunu gérmuslerdir. Membran altina
simvastatin uygulandiginda 22 gin sonra simvastatin enjekte edilen gruba
oranla kemik alaninda ve kemik kalinliginda istatistiksel olarak anlamli artis
bulgulamiglardir fakat 44 gin sonunda simvastatinin uyardigi kemigin énemli
miktari kaybedilmistir. *°

Stein ve arkadaslari periodontal tedavi igin klinik kullanima
uygun olabilecek dozu arastirmak amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda tek doz
olarak 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, veya 2.2 mg simvastatini farelerin mandibulalarina
lokal uygulaylp doku inflamasyonu ve kemik gelisimi agisindan
degerlendirmiglerdir. 2.2 mg simvastatini 0.5 mg’a disirmenin inflamasyonu
azalttigr ve 0.5 mg simvastatinin klinik olarak daha kabul edilebilir bir doz
oldugunu ileri sirmislerdir.'"

ilk defa Wong ve Rabie 2003 yilinda kemik defektlerinin
tamirinde statinlerin osteoindlktivitesini in vivo olarak arastirmislardir. Bu
amagla 9 tavsanda toplam 15 tane 10X5 mm tam kalinlik kemik defekti
olusturmuslardir. Simvastatin iceren Zocor tableti 10 mg suda ¢ézerek elde
ettigi konsantrasyonu 2.5 mg/ml olan solusyondan 0.2 ml alarak 0.02 g
absorbe olabilen kollajen slngere emdirmis ve deney grubuna
uygulamiglardir. Kontrol grubunda ise absorbe olabilen kollajen slingere
serum fizyolojik emdirerek defekt alanina uygulanmistir. Batin hayvanlar
deney siresinde ¢ok hizl iyilegsmislerdir, hicbir hayvanda infeksiyon veya yan
etki izlenmemistir. 14 gUn sonra sakrifiye edilen hayvanlarin histolojik
degerlendirmelerinde statin uygulanan defektlerde aktif kontrol grubuna gére
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%308 oraninda daha fazla yeni kemik olusumu saptanmistir. Pasif kontrol
grubunda ise yeni kemik olusumu gdbzlemenmistir. Sonugta statin kollajen
greftlerin kiguk defektlerde tek basina veya genis defektlerde otojen kemik
greftleri gibi diger kemik greftleri ile kombine olarak kullanilabilecegini ileri
stirmislerdir.’

Junqueira ve arkadaslari farelerde ydénlendirilmis kemik
rejenerasyonunda simvastatinin etkisini degerlendirmek amaciyla yaptiklari
calismalarinda mandibulada kemik defektleri olusturmus, bu defektleri
politetrafluoroetilen membran ile kaplamig ve simvastatini bir grup farelere 15
gln, diger gruba 30 gliin boyunca oral yoldan kullandiriimislardir. Cerrahiden
15, 30 veya 60. gun sonra densitometrik, histolojik ve morfometrik analizler
sonucunda simvastatin verilen farelerde kontrol grubuna oranla daha fazla
yeni kemik olustugunu bulgulamislardir.’™®

Ozec ve arkadaslar lokal uygulanan simvastatinin etkisini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda 23 farenin mandibulasinda 3 mm g¢apinda
kemik defekti olusturmuslardir. Deney grubunda 10 mg simvastatin iceren
Zocor tableti konsantrasyonu 2.5 mg/ml olacak sekilde suda ¢6zmus, elde
edilen simvastatin solisyonundan 0.2 ml alarak 0.02 mg jelatin slingere
emdirmis ve defekt alanina uygulamislardir. Aktif kontrol grubunda 0.2 ml
suyu jelatin stingere emdirerek defekte yerlestirmis, pasif kontrol grubunda
ise defekt alanini bog birakmislardir. Bu g¢aligsmada butin hayvanlar 14
gunlik deney slresince iyi iyilesmiglerdir. Hayvanlarin hicbirinde herhangi bir
yan etki veya inflamasyon gbézlenmemistir. Radyografik olarak rejenere alanin
yogunlugu deney grubunda pasif kontrol grubuna gére %240, aktif kontrol
grubuna gére %190 oraninda fazla bulunmustur. Histolojik dederlendirmede
ise defekt alanin kenarinda ve ortasinda yeni kemik olusumu gbézlenirken
kikirdak olusumu gézlenmemistir. Aktif kontrol grubunda defekt kenarinda dar
bir alanda kemik olusumu gdzlenirken pasif kontrol grubunda defektler fibréz
bag doku ile dolmustur. Her U¢ grupta da 3 mm’lik defekt tamamen yeni
kemik ile dolmamistir. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda simvastatin
uygulanan grupta diger gruplara oranla yeni kemik miktan daha fazla
bulunmustur. Sonug olarak statinlerin kemik olusumu Gzerine pozitif etkisinin
oldugu ve kemik greft materyali olarak kullanilabilecegini ileri siirmislerdir.®’

Thylin ve arkadaslari farelerde olusturulan kemik defektlerinde
simvastatin ve bioaktif camin beraber kullaniminin kemik yapimini Gzerine
etkisini saptamak amaciyla yaptiklari ¢galismalarinda, 32 farenin kafatasina 8
mm ¢apinda kemik defekti agmiglardir. Bu defektlere sadece metilsellloz jel,
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biyoaktif cam, 2.2 mg simvastatin jel ve biyoaktif camla beraber simvastatin
jel uygulamiglardir. 4 hafta sonra yapilan histomorfometrik incelemede
sadece simvastatin (%48) veya sadece bioaktif cam (%57) uygulanan
defektlerde periferal kemik kalinhdinin, kontrol grubu ve bioaktif cam ile
simvastatinin kombine uygulandidi defektlerden (%43) daha fazla oldugunu
ve simvastatinin biyoaktif camla kombine kullaniminin kemik kalinliginda
artisa neden olmadigini saptamislardir.®

Horiuchu ve Terashima ooferektomize yapilmig farelerde
maksiler molar disi ¢ekerek mandibular molar bdlgede ilaglarin etkisini
mikrokomputerize tomografi ile degerlendirmislerdir. 173 estradiol veya ¢ok
az miktarda yUksek doz paratiroid hormon ile kombine olarak atorvastatin
uygulanan fonksiyonel okluzyonun olmadigi ratlarda trabekiler kemik
alaninda artis g6zlemislerdir. Antirezorptif ilaglarla kombine statin tedavisinin
agiz saghgini gelistirebilecegini, statinlerin dental hastaliklarin tedavisinde
yararli etkilerinin olabilecegini ve periodontal hastaliklarin ilerlemesini
durdurabilecegini ileri stirmuslerdir.®

Bradley ve arkadaslari farelerin mandibulalarina polilaktikasit
kubbe igerisinde yerlestirilen 0.5 mg simvastatinin lokal uygulanmasinin BMP-
2 ve nitrik oksiti aciga ¢ikmasini uyardigini, kemik olugsum oranini arttirdigini
ve cyclooxygenase-2 inhibitérlerinin simvastatinin neden oldugu kemik
gelisimi izerine olumsuz etkisi oldugunu géstermislerdir.'’’

Nareika ve arkadaslar statinlerin yiliksek konsantrasyonda
glikoz ve lipopolisakkaritlerin proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin
salgilanmasindaki uyarici etkisini baskiladigini bulmuslar ve statinlerin
periodontal hastaligin tedavisinde yararli olabilecegini iddia etmislerdir.'"®

Yazawa ve arkadaslan simvastatinin periodontal ligament
Uzerine etkisini arastirdiklari  ¢alismalarinda dislk konsantrasyonda
simvastatinin insan periodontal ligament hicrelerinin proliferasyonu ve
osteoblastik  diferansiyasyon Uzerinde pozitif  etkisi oldugunu
bulgulamiglardir.®®

Thunyakitpisal simvastatinin  osteoblast hdcreleri, insan
fibroblast hicreleri ve insan periodontal ligament hucreleri proliferasyonu
Uzerine etkisini saptamak amaciyla yaptigi c¢alismasinda simvastatinin
osteoblast hicrelerinin proliferasyonu arttirdigini, insan fibroblast hlicrelerinin
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ve periodontal ligament hUcrelerinin proferasyonunu ise kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli etkilemedigini bulgulamlgtlr.39

Sakoda ve arkadaglar simvastatinin kiltire edilmis insan oral
epitel ve fibroblast hlcrelerinden, IL-6 ve IL-8 gibi inflamatuar sitokinlerin
(retimini azaltarak antiinflamatuar etki gdsterirdigini bildirmislerdir. ''°

Vaziri ve arkadaslari farelerde deneysel olarak olusturduklar
periodontitiste simvastatininin etkisini arastirdiklari ¢calismalarinda enjeksiyon
yolu ile 0.05 ml dozda simvastatini lokal olarak bdlgeye uygulamislar ve
histolojik, radyografik incelemeler sonrasinda simvastatinin  kemik
rezorpsiyonunu ve atasman kaybini  6nemli derecede azalttigini
gostermislerdir.*

Statin tedavisinin periodontal hastalik Uzerine etkisini klinik
olarak ilk defa Cuncha-Cruz ve arkadaslar retrospektif olarak arastirmislardir.
Statinlerin kronik periodontitis hastalarinda dis kaybi Gzerine yararh etkilerinin
olup olmadigini arastirdiklari calismalarinda bagslangi¢c periodontal tedavi
sonrasinda 3 yil statin kullanan hastalarda dis kaybinin %48 oraninda
azaldigini  bulmuslardir.®® Saver ve arkadaslari statin kullanan kronik
periodontitisli hastalarda dis kayip oranini daha genis bir populasyonda
arastirmiglardir. Statin kullanan ve sigara aligkanliklari bilinen 48-64 yas
araligindaki 12.631 hastanin verileri respospektif olarak degerlendirilmigtir.
Statin kullaniminin dis kayip riskininin artmasi veya azalmasi ile iligkili
olmadigini ve statin kullaniminin kronik periodontitisin seyrini iyilestirmedigini
gostermislerdir.%’

GEREG ve YONTEM

Arastirmamiz Gazi Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurulu
onayi sonrasi Tip Fakultesi Deney Hayvanlari Laboratuari Yetigtirme ve Tibbi
Cerrahi Arastirma Unitesinden saglanan 600-800 gr agirhidindaki toplam 28
adet saglikl erigkin disi deney kobay! (Guinea Pig) Uzerinde gerceklestirildi.
Deney boyunca kobaylar ayr kafeslerde yumusak diyet uygulamasi ile
beslendi. Her kobayda maksilla ve mandibulada keser diglerin saginda ve
solunda yer alan dissiz bolgelerde dort adet kemik defekti olusturuldu. (Resim
1) Bu defektler her kobayda benzer olmak Uzere, 1. ve 2. deney, aktif ve pasif
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kontrol bélgelerini olusturdular. (Tablo 2) Buna gére 1. deney bdlgesinde 2.2
mg, 2.deney bdlgesinde 0.5 mg simvastatin polimer tasiyicilar ile
uygulanirken, aktif kontrol bdlgesine sadece polimer tasiyici yerlestirildi ve
pasif kontrol bélgesi ise bos birakildi. Her grupta 7 adet olmak Gzere kobaylar
7 ve 14 gunlerde erken, 30 ve 45. glnlerde ge¢ dénem periodontal iyilesme
degerlendirmelerini yapmak amaciyla 4 gruba ayrildi.

Resim 1: Kobaylarda kemik defektlerinin olusturuldugu bélgeler

Tablo 2: Olusturulan kemik defektlerine yerlestirilen materyaller

BOLGE SAG SOL
; 1 .Deney bdlgesi 2. Deney bdlgesi
MAKSILLA (2.2 mg simvastatin) (0.5 mg simvastatin)
; Aktif kontrol bdlgesi Pasif kontrol bélgesi
MANDIBULA (Polimer taslyici) (Bos birakilimistir )

3.1. Caismamizda Kullanilan Simvastatinin Hazirlanmasi:

Galismamizda kullanilan simvastatin saf olarak toz halinde 50
gr' Ik 6zel ambalajda Eczacibag! llag Sanayi ve Ticaret A.S.‘den temin edildi
ve Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmasétik Teknoloji Béliminde
polimerik tagiyicilar ile hazirlanarak uygulanmaya hazir hale getirildi.

Suda ¢bzinen polimer tasiyicilar, film dékme (Film casting)
yontemi'® kullanilarak, iki farkli dozda simvastatin (0.5 mg ve 2.2 mg
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simvastatin) icerecek ve simvastatin icermeyecek sekilde hazirlandi.(Tablo 3)
Buna gbére 2.2 mg simvastatin icin, esneklik saglamak amaciyla plastizer
olarak 2.5 mg polietilen glikol 300" ve polimer olarak molekdil agirhgr 100.000
olan 7.3 mg hidroksipropil seliiloz 100? kullanildi. 0.5 mg simvastatin igin de,
2.5 mg polietilen glikol 300 ve molekdl agirhd 100.000 olan 9.0 mg
hidroksipropil seliloz 100 ve aktif kontrol bdlgesi icin 2.5 mg polietilen glikol
300 ve molekul agirhgr 100.000 olan 9.5 mg hidroksipropil seliloz 100 olmak
Uzere her biri 12 mg agirliginda olacak sekilde hesaplari yapildi.

Tablo 3: Hazirlanan polimer tasiyicilarin icerikleri

MADDE 1.Deney bdlgesi 2.Deney bolgesi | Aktif Kontrol Bolgesi
Simvastatin 2.2mg 0.5 mg 0
Hidroksipropil selliloz 100

(Polimer) 7.3 mg 9.0 mg 9.5 mg
Polietilen glikol 300

(Plastizer) 2.5mg 2.5 mg 2.5 mg

Her G¢ polimer tasiyici i¢in yukarida verilen miktarlari icerecek
sekilde hesaplanan plastizer ve polimer tartildi ve 25 ml distile su igerisine
ilave edilerek bir magnetik karistirici® kullanilarak ¢dziindii. 0.5 mg ve 2.2 mg
simvastatin icerecek polimerik tasiyicilar icin bu ¢dzelti igerisine hesaplanan
miktarlardaki simvastatin ilave edildi ve homojen bir ¢6zelti elde edilinceye
kadar karistirildi. Daha sonra her G¢ ¢Ozelti farkli petri kutularina dékilerek
40°C’lik etiive konuldu ve suyun ortamdan ani olarak uzaklasmasini 6nlemek
icin Gzerleri filtre kagidi ile kapatildi. 48 saat sonra suyun tamamen
uzaklagmasiyla olusan film seklindeki polimer tabakasindan 6zel yaptirilan bir
mantar delici yardimiyla defekt boyutuna uygun olacak sekilde 0.385 cm
capinda kuglk parcalar kesilerek polimer tasiyicilar kullanima hazir hale
getirildi. (Resim 2) Kesilen polimer tagiyicilar 12 mg agirhdinda ve 1.5 mm
kalinligindaydi. Buna goére, 2.2 mg simvastatin, 0.5 mg simvastatin igeren

' Dolder Ltd.
2 Aqualon

3 Heidolph
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polimer tasiyicilar ve simvastatin icermeyen polimer tagiyicilar kullanilincaya
kadar oda sicakliginda bir cam desikator icerisinde korundu.

Resim 2: Hazirlanan polimerler

Hazirlanan polimer tasiyicilardaki simvastatin miktarinin bir kez
daha kontrolii yapildi. Bu amagla spektrofotometre kullanilarak?, metanol®
icerisinde, 237.5 nm dalga boyunda simvastatin miktari tayin edildi. Bu islem
Uc kere yapildi ve her sonug icin yapilan t¢ deneyin ortalamasi alindi. Miktar
tayini ile tastyicilar igerisindeki simvastatin miktarinin dogrulugu tespit
edildikten sonra salim hizi deneyine gegildi.

3.2. Simvastatinin in vitro salim hizinin saptanmasi:

Simvastatinin in vitro salim hizi, diyaliz kese diflizyon
teknigi'?"'?2 kullanilarak incelendi. Islemler iki farkli doz simvastatin iceren
polimer tasiyicilar igin ayri ayr yapildi. Deneyler 37° C termostatli su
banyosunda, pH 6,8 fosfat tampon ¢dzeltisinde® gerceklestirildi.

* Shimadzu UV-1202
® Sigma Aldrich, USA

6 Merck&Co.,Inc.,USA
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2 c¢m eninde kesilen diyaliz kesenin” igine simvastatin igeren tek
bir polimerik tasiyici ve 1 ml pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisi ilave edildi. Diyaliz
kesenin her iki acik yiizeyi plastik mandallarla kapatildiktan sonra 37° C’ deki
50 ml pH 6.8 fosfat tampon ¢ozeltisine daldirldi. Diyaliz kese belirli zaman
araliklarinda (3, 6, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168. saatlerde ) 37° C’ deki yeni
pH 6.8 fosfat tampon gozeltlsme aktarilarak deneye devam edildi. Bu zaman
araliklarinda toplanan &rneklerdeki simvastatin miktari spektrofotometrede
238 nm’ de tayin edildi ve simvastatin ¢ikisi incelendi. Deneyler iki farkl doz
simvastatin iceren polimer tasiyicilarin her biri icin tg¢ kere yapildi ve elde
edilen U¢ deney sonucunun ortalamasi alindi. Bu gekilde in vitro ortamda her
iki dozda hazirlanan simvastatinin polimer tagiyicidan salindigi test edildi.

3.3. Cerrahi Operasyonlar:

Operasyonlarin tim safhalarinda asepsi ve antisepsi kurallarina
dikkat edildi. Cerrahi girisim once3| kobaylara intramuskuler yolla 30 mg/k%
ketamin hidrokloriir (Alfamine)® ve 6 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Alfazyne)
enjekte edilerek anestezileri saglandi. Genel anestezinin ardindan lokal
hemostaz saglamak amaciyla operasyon bdlgelerine 0.5 cc %4’lUk artikain
HCL + 1/100000 epinefrin HCL iceren Ultracain DS Forte '° enjekte edildi.

3.3.1. Kemik defektlerinin olusturulmasi:

Her bdlgede yer alacak kemik defektlerinin standardizasyonu
amaciyla defektin meziali kemik marjininden 3 mm uzaklikta olacak sekilde ve
kemigin orta hattinda yer alacak sekilde defektler olusturuldu. Defektlerin
hazirlanmasi sirasinda ilgili bolgedeki kretin orta hattina Bard-Parker 15
numarall bistiri ucu kullanilarak 1cm uzunlugunda horizontal insizyon yapildi.
(Resim 3) insizyonu takiben flep periost elevatorii ile mukoperiosteal olarak
kaldirilarak kemik agiga c¢ikarldi.(Resim 4) Kullanilacak trephine frezin ucu 1

7 Sigma-Aldrich M, :12 400 23 mm=15mm,USA
8 Alfamine % 10 Enjektabl , Alfasan International B.V, Woerden, Hollanda

° Alfazyne %2 Enjektabl, Alfasan International B.V, Woerden, Hollanda

"% Hoechst Marion Roussel, Almanya
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mm’ye isaretlendi. Acida cikan kemik ylzeyinde trephine frez ile 4000
devir/dk dental tur kullanilarak steril serum fizyolojik banyosu altinda her
grupta benzer olacak sekilde kemik defektlerinin sinirlar olusturuldu.(Resim
5) Defektin derinligi periodontal sond yardimi ile kontrol edildi. Bu islemi
takiben defekt alani igerisindeki kemik universal kiret yardimiyla blok halinde
cikanldi. Batin hayvanlarda defektler trephine frez ¢api olan 4,2 mm ¢apinda
ve 1 mm derinliginde olusturuldu. (Resim 6) Defektler yikanip kanama
kontrolinin yapilmasinin ardindan her hayvanda olusturulan kemik
defektlerine Tablo 1’de aciklandigi sekildeki sirasiyla 2.2 mg, 0.5 mg
simvastatin icerecek sekilde hazirlanan ve simvastatin icermeyen polimer
tastyicilar uygulandi. (Resim 7) Pasif kontrol grubu ise bos birakildi. Polimer
tasiyicilar yerlestirildikten sonra defekt alanindaki yara kenarlari karsihikh
uyumlandirilarak 3.0 ipek sutur kullanilarak primer olarak kapatildi.(Resim 8)

Resim 3: Horizontal insizyon
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Resim 4: Flebin kaldiriimasini takiben defekt agilacak bdlgedeki kemigin
aciga cikariimasi

Resim 5: Trephine frez ile defekt sinirlarinin belirlenmesi
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Resim 6: Olusturulan kemik defekti

Resim 7: Polimer tasiyicinin yerlestiriimesi
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Resim 8: Bélgenin primer kapatiimasi

3.4. Deney Hayvanlarinin Sakrifiye Edilmeleri :

Kobaylar ylksek dozda Ketamine HCL ve Xylazine injekte
edilerek ve kalplerinden kan alinarak sakrifiye edildi. Deney hayvanlarinin
sakrifikasyonlarini  takiben defekt alanlarinin  bulundugu maksilla ve
mandibula giyotin yardimi ile bitin olarak cikarildi ve kobaylardan alinan
doku materyalleri histolojik, histomorfometrik ve immdinohistokimyasal
degerlendirmeler icin Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiltesi Oral Patoloji
Anabilim Dali’'nda takibe alindi.

3.5. Histolojik, histomorfometrik ve immiinohistokimyasal
degerlendirmeler icin 6rneklerin hazirlanmasi:

Alinan doku 6rnekleri defekt alanlari ve defekt alanlarina komsu
olan saglam bélgeleri de icine alacak sekilde klgultildi. Bu sekilde elde
edilen érneklerden %10’luk tamponlanmig formalin solisyonunda 24-72 saat
tespit edildi. Tespit isleminin ardindan maksilla ve mandibula bdlgesinden
elde edilen kemik ve dis dokusunu iceren doku Ornekleri ayrica %10’luk
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tamponlanmis formik asit solisyonunda demineralize edildi. Kesitler
mandibulada transvers yénde maksillada ise dorsal yénde alindi. TUm biyopsi
materyallerinin 24 saat boyunca ylkanmasindan sonra otomatik doku takip
cihazinda'' takibe alindi.

Doku takibinin tamamlanmasindan sonra parafin bloklara
gdbmilmas doku 6rneklerinin her birinden 5 mikron kalinliginda toplam 10
adet adeziv cama seri kesitler alindi. 4 cam immanhistokimya boyamalari igin
ayrilirken, diger 6 adet cam histolojik ve histomorfometrik degerlendirmeler
icin hemotoksilen—eosin ile boyandi.

3.6. immiinhistokimya boyamalari:

Dokularda, osteogenez ve sementogenezin farkli evrelerinde
salgilanan ekstraseliiler matriks (ECM) proteinlerinden osteopontin(OPN)'? ve
kemik  siyaloproteinin®  (KSP)  ekspresyonunu  géstermek igin
immiinhistokimya boyamalari yapildi. immiinhistokimya degerlendirmeleri igin
alinan kesitler 37°C derecelik etlivde 12 saat sire ile birakildi. Ardindan
ksitolde 30 dakika bekletildikten sonra, 20 dakika stre ile %961k etil alkolden
gecirilerek deparafinize ve dehidrate edildi. Cesme suyunda ve sonrasinda
distile suda yikanan antikor icin hazirlanan kesitlerden kemik siyaloprotein
antikoru ile boyanacak érnekler antijen retrieval sollisyonu (0,1M sitrat buffer,
pH:6. 0) ile mikrodalga firinda 15 dakika muamele edildi ve oda isisinda 30
dakika bekletildi. Osteopontin antikoru ile boyanacak kesitler bu sire
icerisinde fosfat buffer saline solusyonunda (PBS, pH: 7.4) muamele edildi.
Bu islemlerin ardindan tim kesitlerde %3’luk H>O, ile 10 dakika endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Kesitler PBS ile yikandi ve spesifik olmayan
boyamalari bloke etmek icin Ultra V'* blokta 8 dakika bekletildi. Primer
antikorlar kemik siyaloprotein Il ve osteopontin PBS (ph:7,4) solusyonu ile
1:250 oraninda sulandirilarak kesitleri kapatacak sekilde 3 saat sire ile oda
sicakhiginda inkibe edildi. Sonrasinda sirasiyla sekonder (baglayici) antikor
ve streptavidin—biyotin kompleksi'® 10’ar dakika ile uygulandi ve kesitler PBS
sollisyonu ile yikandi. Antikor-antijen baglanan bélgeleri gériintilemek amaci
ile 3,3-diaminobenzidine'® (DAB) 10 dakika siire ile uygulandi ve Harris
Hematoksilende 1 dak bekletildikten sonra alkol ve ksilenle muamele edildi.

"' SHANDON Citadel 2000

12 ( Akm2A1, sc-21742, I9G1; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)

13 (BSP II; Cat. no. AB1854- rabbit policlonal antibody; Chemicon, Temecula, CA. USA)

' [LabVision Corp., USA, cat#TA-060-UB]

'S Polyvelant streptavidin detection system, Neomarkers, CAT NO:TP-015-HA Labvision Co, Ca, USA
' DAB; Zymed Laboratories, Inc.; South San Francisco, CA
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Camlari kapatmak icin entellan'” kullanildi. Kontrol dokusu olarak kobaylarin
molar dislerinin bulundugu bdlgelerden elde edilen matur kemik dokusu
kullanildr.

3.7. immiinhistokimya degerlendirmeleri:

Antikorlarin  immUnreaktivitesini  karsilastirmak icin  doku
komponentleri boyanma yogunlugu asagidaki skalaya gére yapildi:'#®

Boyanma yok ise 0/ (-);

Hafif boyanma mevcutsa 1/ (+);
Orta boyanma mevcutsa 2/ (++);
Yogun boyanma varsa 3/ (+++)

3.8. Histopatolojik ve histomorfometrik degerlendirme:

Histolojik ~ ve  histomorfometrik  degerlendirmeler igin
hemotoksilen-eosin ile boyanan camlarin histolojik degerledirmesi 11k
mikroskobunda'® X40, X100, X200 ve X400 biyiitmelerde gerceklestirildi.

3.8.1.inflamasyon Derecesinin (ID) Degerlendirilmesi:

Her bir érnek icin inflamasyon skorlamasi, 1s1k mikroskobunda X
100’ l0k blUyitme alaninda defekt acgilan bdlgede olusan bag dokusunda
yapildi. Dokunun %10’ dan azinda monontkleer inflamatuar infiltrat
gbrultyorsa hafif(1), % 10-50 arasinda ise orta(2), dokunun %50’ sinden
fazlasinda inflamatuar infiltrat gériliyorsa yogun(3) olarak degerlendirilerek
skorlama yapildi. Ayrica apse formasyonu da 4 olarak degerlendirildi.(Tablo 4

)

Tablo 4 : inflamasyon dereceleri

Yok <% 10 %10-50 %50-100 Apse

Yok(0) Hafif(1) Orta(2) Yogun(3) Apse(4)

'7 Cytoseal XYL,Cat no:8312-4, Richard Allan Scientific
'8 Nikon E 600
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3.8.2.Histomorfometrik degerlendirme:

Histomorfometrik degerlendirmeler, her 6rnek igin seri kesitler
halinde alinan camlardan, defekt alaninin en net olarak goéraldigid ve
dokunun orta seviyesine denk gelen bir kesitte X100’l0k blyutmede yapildi.
Histomorfometrik degerlendirmede izlenen kesitteki total defekt alani (TDA),
ve yeni kemik alani (YKA) Leica Qwin V 3.3.1 bilgisayar programi kullanilarak
(Nikon 5700) degerlendirildi. Alan hesaplari iki boyutlu diizlemde yapildi. TDA
olarak ; defektin tabani, defektin tavani ve konak kemik kenari arasinda kalan
alan mm? cinsinden hesaplandi.YKA olarak TDA’da bulunan yeni kemik alani
mm? olarak 6lgildi. Olusan yeni kemik alani yiizdesi ise su formiil ile
hesaplandi.

Yeni kemik alani yizdesi = Yeni kemik alani (YKA) X 100
(YKAY%) Total defekt alani (TDA)

KONAK KEMIK TOTAL DEFEKT ALANI KONAK KEMIK

Sekil 1: Olgiilen histomorfometrik parametrelerin sematik olarak gésteriimesi

Istatistiksel Analiz:

Elde edilen veriler, Ankara Universi Ziraat Fakiiltesi Zootekni
Boluma Biyometri ve Genetik Bilim Dalinda SPSS 11.5 paket program
kullanilarak analiz edildi. Tanimlayici ortalama * std.sapma veya % olarak
verildi. Bagimsiz gruplar (7,14,30 ve 45 gun) arasinda ortalamalar yéninden
farkin anlamliigi Tek Yénla Varyans Analizi (One-Way ANOVA) veya Kruskal
Wallis testiyle degerlendirildi. Tek YonlU Varyans Analizi sonucunun anlaml
gbruldigu yerlerde farka neden olan grubu belirlemek amaciyla post hoc
testlerden Tukey testi kullanildi. Kruskal Wallis test istatistigi sonucunun
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anlamli gérildigu yerlerde ise farka neden olan grubu belirlemek amaciyla
Kruskal Wallis coklu karsilastirma testi kullanildi. Takip gunleri icerisinde
bélgeler arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkin olup olmadigi ise
Bagimli-t testi veya Wilcoxon isaret testi ile degerlendirildi. Bolgeler ve takip
glnleri icerisinde gruplar arasi yapilan karsilastirmalarda Bonferroni
Dlzeltmesi yapildi. Kategorik karsilastirmalar icin ANOVA teknigi kullanild.
p<0,05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Salim Deneyi Bulgulari:

Arastirmamizda kullanilan 0,5 mg ve 2,2 mg simvastatinin
polimer tasiyicidan 3,6,24,48,72,96,120,144 ve 168 saat sonraki salim
miktarlari ve hizlar tablo 5’te verilmektedir.

Tablo 5. Polimer tasiyicilardan simvastatinin zamana bagl in vitro salim miktarlari ve
hizlar.

0,5 mg simvastatin 2,2 mg simvastatin
Zaman Salim miktari | Salim Hizi Salim Salim Hiz
(saat) % mg/dak miktari% mg/dak
3 19,6 1,94 3,83 0,161
6 26,06 2,47 5,06 1,12
24 39,02 4,93 9,162 0,448
48 55,67 3,64 14,16 1,31
72 64,67 2,02 18,23 1,16
96 73,8 3,44 21,33 0,849
120 82,42 4,17 24,42 0,705
144 93,07 3,21 27,63 1,22
168 100 1,18 31,24 1,44

Sekil 2'de ise 0,5 mg ve 2,2 mg simvastatinin polimer
tastyicidan zamana bagli salim miktarinin grafigi verilmektedir.
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Sekil 2: 0,5 mg ve 2,2 mg simvastatinin polimer tasiyicidan zamana bagh salim
miktarlarinin yizde degerleri gésterilmektedir.

Buna goére, in vitro sartlarda 168 saat sonra (7. gin) 0.5 mg
simvastatinin polimer tasiyicidan salimi tamamlanirken, 2.2.mg simvastatinin
%31,24°Un0n saliminin gerceklestigi gértlmastir. Bu verilere gbre in vitro
ortamda 2.2 mg simvastatinin polimer tasiyicidan salimi yaklasik olarak 25
giin sonra tamamlanacaktir. Salim deneyi 2.2 mg simvastatinin ¢ézlinme
hizinin 0.5 mg simvastatine oranla daha yavas oldugunu dolayisiyla
materyalin in vitro ortamda kalma siresinin 18 gin daha uzun oldugunu
gOstermektedir.

4.2 Klinik goézlemler:

Hazirlanan polimer tagiyicilarin kullaniminda herhangi bir sorun
yasanmadi ve simvastatinin defekt ortamina yerlestiriimesi igcin uygun bir
tastyici oldugu goéralda.

Operasyon sonrasinda 1. deney bdlgesinde 7 ve 14. ginlerde
defekt alaninin bulundugu bdélgelerdeki yumusak dokuda yogun inflamasyon,
apse ve asirt 6dem gbzlendi. 30. ginde 1. deney bdlgesinde hala bazi
hayvanlarda yumusak dokuda inflamasyon ve 6édem mevcutken, 45. ginde
hicbir hayvanda inflamasyon izlenmedi. 2. deney, aktif ve pasif kontrol
bélgelerinde 7,14,30 ve 45. glnlerde ise herhangi bir klinik inflamasyon
belirtisi g6zlenmedi ve iyilesme sorunsuz gerceklesti.
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4.3. Histolojik Bulgular:

1.Deney Bdélgesi
7. gln

2.2 mg simvastatin uygulanan 1. deney bélgesindeki érneklerin
hepsinde defekt alaninin fibrovaskuiler bag dokusu ile doldugu gézlendi. Tim
orneklerde defekt alaninda bulunan bag dokudaki inflamatuar hticreler mikst
tipteydi. U¢ 6rnekte, defekt alaninda yabanci cisim ve/veya kemik sekestr ve
cevrelerinde apse formasyonu gérulda.

Konak kemikte yogun nétrofil 16kositlerinin de eslik ettigi mikst
tipte inflamatuar infiltrat, osteoklastik aktivite ve rezorpsiyon tim &rneklerde
bulunmaktaydi. Iki 6rnekte periodontal ligamentte nétrofil infiltrasyonu
mevcuttu. Dis yapisi korunmus olarak izlendi. (Resim 9)

Resim 9: 1.Deney bélgesinde 7. giinde defekt alaninda, fibrovaskiiler yapidaki bag
dokusunda yogun inflamasyon, apse ve konak kemikte rezorpsiyon. (H&E,X40) ( DA:
Defekt alani, KK: Konak kemik, D: Dis, FVB: Fibrovaskiiler bag dokusu, A: Apse odag,
R: Rezorpsiyon)
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14. giin

Defekt alaninin fibroselller bag dokusu ile yer degistirdigi
g6ralda. Alti 6rnekte defekt kenarlarinin karsilikli gelme orani % 70-80 idi. Bir
Ornekte ise bu oranin %100 oldugu dikkati ¢ekti. (Resim 10). Orneklerin
3’Unde hafif, 4 drnekte ise yogun dizeyde mononukleer inflamatuar infiltrat
bulunmaktaydi. Yogun infiltrasyonun gézlendigi bu 4 6rnekte yabanci cisim
ve/veya kemik sekestr alanlari ile beraber fokal apse odaklar eglik
etmekteydi.

Konak kemikte 5 &rnekte rezorpsiyon mevcuttu. BuUtln
Orneklerde periodontal ligament ve dis yapisi normaldi.

ol

i ¥

Resim 10: 1.deney bélgesinde 14.glinde oklarla cevrelenen defekt alaninda %100 liik
yeni kemik olusumu izlenmektedir. Sar1 ok yeni kemik yapim alanlarini géstermektedir.
(H&E,X40) ( D: Dis, PL: Periodontal ligament, KK: Konak kemik)

30.giin

Defekt alaninda fibroselller bag dokusu ile beraber yeni kemik
alanlari mevcuttu. Orneklerde defekt kenarlarinin karsilikli gelme orani %50-
100 arasinda degismekteydi. (Resim 11) Defekt bdlgesinde hafif-orta
dizeyde mononUkleer inflamatuar iniltrat bulunmaktaydi. Bir 6rnekte
inflamatuar infiltrat yodun ve mikst tipteydi. 4 érnekte yabanci cisim ve/veya
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kemik sekestr alanlari izlenmisken, bunlardan birinin gevresinde apse oldugu
gbrulda.

Komsu kemikte &rneklerin yalniz ikisinde osteoklast ve
rezorpsiyon gbézlendi. Konak kemikte bir &rneklerin diginda infiltrat
gbzlenmedi. Periodontal ligament ve dis normaldi.

Resim 11: 1.deney bodlgesinde 30.glinde defekt alaninda yeni kemik yapim alani.
(H&E,X20) (D: Dis, YK:Yeni kemik, FSB: fibroseliiller bag dokusu,PL: Periodontal
ligament)

45. gin

Defekt alaninda fibréz bag dokusu devamlihginda matir kemik
oldugu izlendi. Defekt kenarlarinin karsilikh gelme oranina gére %80-100
oraninda matir kemik mevcuttu. (Resim 12) Bir érnekte yeni olusan kemik
Uzerinde ince bir fibroselller bag doku mevcuttu ve bu bag dokusunda orta
dizeyde inflamatuar infiltrat géralda. Bir érnekte de belirgin apse formasyonu
mevcuttu.

Konak kemikte apse formasyonu izlenen bir érnek disinda,
nekrotik kemik, infiltrasyon ve rezorpsiyon gézlenmedi. Periodontal ligament
ve dis normaldi.
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Resim 12: 1. deney bélgesinde 45. giinde defekt kenarlari ve konak kemik birlesmesi
(H&E,X20) (D: Dis, PL: Periodontal ligament, YK: Yeni kemik, KK: Konak kemik)

ikinci Deney Bolgesi

7. gln

0,5 mg simvastatin uygulanan bélgelerdeki 6érneklerin timinde
defekt alaninin fibrovaskiler bag doku ile doldugu izlendi. Tim &rneklerde
yabanci cisim ve /veya kemik sekestr gdzlenmis olup, ayni zamanda bu
alanlara tim 6rneklerde bu alanlara apse formasyonu eslik etmekteydi.

Konak kemikte tim d&rneklerde defekt alaninin c¢evresinde
nétrofil 16kositlerinin eglik ettigi mikst tipte inflamatuar infiltrat, osteoklast
varligi ve eslik eden rezorpsiyon goéruldi. Bir érnekte diste yapilan isleme
bagli travma ve periodontal ligamentte fokal apse odag, diger tim érneklerde
ise periodontal ligament ve dis yapisi korunmus olarak izlendi. (Resim 13)
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Resim 13: 2.Deney boélgesinde 7. giinde defekt alaninda izlenen fibrovaskiiler yapidaki
bag doku,kemik sekestri, yogun inflamasyon ve apse formasyonu. (H&E,X40) (KK:
Konak kemik, D: Dis, FVB: Fibrovaskiiler bag dokusu, A: Apse odagi, KS: kemik
sekestri)

14. giin

Tdm o&rneklerde defekt alaninin fibroselliler bag dokusu ile
doldugu izlendi. 1 érnek haricinde diger tim 6rneklerde yeni osteoid yapimi
goruldi. Bu 6érneklerde kenarlarinin karsilikl gelme oraninin % 50-60
arasinda oldugu dikkati ¢ekti. (Resim 14) Bir 6rnekte ise bu oran %100 olarak
bulgulandi. Yeni osteoid yapiminin gértlmedigi bir érnek dahil olmak Gzere 2
O6rnekte hafif dizeyde monontkleer infiltrat mevcutken diger érneklerde
yabanci cisim ve/veya kemik sekestr alanlari cevresinde ve tim bag
dokusunda orta-yodun siddette inflamataur infiltrat géralda.

Konak kemikte 6rneklerin hepsinde hafif dizeyde mononukleer
inflamatuar infiltrat, az sayida osteoklast ve rezorpsiyon mevcuttu.
Periodontal ligament ve dise ait yapilar normal gériinimdeydi.
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Resim 14: 2. Deney bélgesinde 14.glinde defekt alaninda %50-60 lik yeni kemik dolumu
ve siyah ok ile godsterilen kemik sekestri cevresinde inflamasyon (H&E,X20) (KK:
Konak kemik, D: Dig, DA: Defekt alani, YK: Yeni kemik)

30.giin

Defekt alaninda fibroselller bag dokusu ile yeni kemik alanlari
izlenmekteydi. (Resim 15) Defekt alaninda kemik kenarlarinin karsilikli gelme
orani % 50-90 arasinda degismekteydi. Bir Ornekte ise defekt kenarlarin
tamamen birlestigi (%100) dikkati cekti. Orneklerin genelinde hafif-orta
dizeyde inflamatuar infitrat bdélgede mevcutken iki O6rnekte herhangi bir
infiltrasyona rastlaniimadi. Bir 6rnekte yabanci cisim ve/veya kemik sekestri
mevcutken ¢evresinde fokal apse odagi goéruldu.

Konak kemikte apse goérilen bir 6rnekte sinirli bir alanda
rezorpsiyon oldugu dikkati cekti. Bu 6rnek digindaki 6rneklerin hi¢ birinde
konak kemikte infiltrasyon, osteoklast tipinde hicreler ve rezorpsiyon
bulunmamaktaydi. Tum 6&rneklerde periodontal ligament ve dis yapilari
intaktti.
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Resim 15: 2.deney bdélgesinde 30.glinde defekt alaninda izlenen yeni kemik yapim
alani. (H&E,X20) (DA: Defekt alani, YK: Yeni kemik, KK: Konak kemik)

45. glin

Defekt alaninda fibréz yapida bag dokusu ve matir kemik
mevcuttu. Defekt kenarlarinin karsilikli gelme oraninin %40-100 arasinda
oldugu dikkati cekti. (Resim 16) 3 drnekte yabanci cisim ve/veya kemik
sekestr alani izlenirken bunlarin ikisinde fokal apse odagi mevcuttu. ki
6rnekte herhangi bir inflamasyon izlenmezken diger érnekler hafif dizeyde
mononUkleer inflamatuar infiltrat icermekteydi

Konak kemikte ise fokal apse odagi bulunan iki 6rnekte
mononUkleer inflamatuar infiltrat, osteoklast varligi ve rezorpsiyon eslik ettigi
goruldi. Diger o6rneklerde konak kemikte rezorpsiyon mevcut degildi.
Periodontal ligament ve dis yapilari normal gériinimdeydi.
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Resim 16: 2. deney bdlgesinde 45. glinde defekt alaninin matiir kemik ile dolmasi.
(H&E,X40) (D; Dis, KK; Konak kemik, YK; Yeni matiir yapida kemik)

Aktif kontrol bélgesi

7. gln

Defekt alaninin fibrovaskiler bag dokusu ile doldugu ve orta-
yogun dizeyde mikst tipte inflamatuar infiltrat igerdigi goéraldd. (Resim 17) 4
6rnekte yabanci cisim ve/veya kemik sekestri izlenmis olup ve bu érneklerde
apse formasyonu mevcuttu.

Konak kemikte bir érnek haricinde nétrofil 16kositlerinin eslik
ettigi mikst tipte inflamataur infiltrat, osteoklast hicrelerinin varhdr ve
rezorpsiyon saptandi. Periodontal ligament ve dis normal gériinmekteydi.
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Resim 17: Aktif kontrol bélgesinde 7. glinde defekt alaninin fibrovaskiiler bag dokusu
ile dolumu ve cevre kemikte artmis infiltrasyon. (H&E,X40) ( DA: Defekt alani, D: Dis,
KK: Konak kemik, FVB: Fibrovaskiiler bag dokusu)

14. gin

Batln orneklerde defekt alani fibroselller bag dokusu ile yer
degistirmisti. (Resim 18) Orneklerin timinde konak kemikten defekt alanina
dogru yeni osteoid yapim alanlari gézlenirken, defekt kenarlarinin karsilikh
gelme orani %5-10 arasinda degismekteydi. (Resim 19) Defekt bolgesinde
orta-yogun dizeyde inflamatuar infiltrasyon mevcuttu. Orneklerin 5’inde
yabanci cisim ve/veya kemik sekestr alanlari mevcutken bunlarin ikisinde
apse formasyonu eslik etmekteydi.

Konak kemik kenarlarinda, 1 d&rnek disindaki &6rneklerin
hepsinde hafif dizeyde inflamatuar infiltrat ve hafif dizeyde rezorpsiyon
izlendi. BUtan 6rneklerde periodontal ligament ve dis yapisi normaldi.
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Resim 18: Aktif kontrol bélgesinde 14. giinde defekt bdlgesinin fibroseliiler bag
dokusu ile dolumu (H&E,X40) (D: Dis, KK: Konak kemik)

Resim 19: Resim 18’de kare icinde izlenen bélgenin biiyik biyiitmedeki gériniimii.
(H&E,X100) (D: Dis, KK: Konak kemik, FSB: Fibroseliiler bag doku, YK: Yeni kemik)

50



30.giin

Defekt alaninda fibroselller bag dokusu ve minimal dizeyde
yeni kemik bulunmaktaydi. Defekt kenarlarinin karsilikli gelme orani %5-30
arasinda degismekteydi. (Resim 20 ve 21) Doért Ornekte yabanci cisim
ve/veya kemik sekestr alani bulunurken bir 6rnekte fokal apse odagi gézlendi.
Orneklerin genelinde infiltrasyon siddeti hafiften-yoguna dogru degismekteydi.

Konak kemik ydninden 6rneklerin dérdinde icerisinde hafif
dizeyde mononUkleer infiltrat gbézlenirken bunlarin yalniz ikisinde osteoklast
ve rezorpsiyon mevcuttu. Periodontal ligament ve dis normal gérinimdeydi.

Resim 20: Aktif kontrol bélgesinde 30 giinde defekt alaninin fibroseliiler bag dokusu
ile dolumu. (H&E,X40) (D: Dis, DA: Defekt alani , FSB: Fibroseliiler bag dokusu, KK:
Konak kemik)
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Resim 21: Aktif kontrol bélgesinde 30 giinde minimal diizeyde siyah ok ile gésterilen
yeni kemik yapim alani (H&E,X100) (D: Dis, KK: Konak kemik, YK: Yeni kemik, FSB:
Fibroseliiler bag dokusu, PL: Periodontal ligament)

45. glin

Defekt alaninin genel olarak fibréz karakterde bag dokusu ile
dolu oldugu ve minimal diizeyde matir kemik bulundugu géraldd. (Resim 22
ve 23) Defekt kenarlarinin karsilkli gelme orani %5-30 arasinda
degismekteydi. Orneklerin dérdinde yabanci cisim ve/veya kemik sekestr
alanlari mevcuttu. Bu érneklerin de yalniz birinde yaygin apse formasyonu
gb6zlendi. Bir érnekte de bag dokuda hafif dizeyde mononikleer inflamatuar
infiltrat bulunurken, érneklerin biri diginda higbirinde nekroz, nekrotik kemik,
apse ve rezorpsiyon alanlari izlenmedi.

Konak kemikte bir &6rnek haricinde rezorpsiyon gérilmedi.
Periodontal ligament ve dis yapisi normaldi.
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Resim 22: Aktif kontrol bélgesinde 45. glinde fibréz yapida bag dokusu ile iyilesme ve
minimal yeni kemik yapim alani. (H&E,X40) (FB: Fibréz bag dokusu, D: Dis, KK: Konak
kemik, YK: Yeni kemik)

Resim 23: Resim 22’da kare icinde izlenen bélgenin biiyik biylitmedeki gériniimii.
(H&E,X100) (KK: Konak kemik, YK: Matiir yapidaki yeni kemik, D: Dis; F: Fibr6z bag
dokusu)
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Pasif Kontrol Boélgesi

7.gun

(")rnekle__rin timuinde defekt alaninin fibrovaskiler bag dokusu ile
doldugu g6ruldd. Orneklerin timinde yabanci cisim ve/veya kemik
sekestrlarinin yani sira yogun ve yer yer apse odaklari mevcuttu. (Resim 24)

Konak kemikte dort 6rnekte notrofil infiltrasyonu, osteoklast ve
rezorpsiyon mevcuttu. Iki 6rnekte ise konak kemigin derinliklerinde de benzer
tablo izlendi.

Resim 24: Pasif kontrol bélgesinde 7.glinde defekt alaninin fibrovaskiiler bag doku ile
dolumu (H&E,X40) (D: Dis, FVB: Fibrovaskiiler bag dokusu, KS: Kemik sekestr, KK:
Konak kemik, A: Apse odagi)

14.giin

Batdn drneklerde defekt alanindaki fibrovaskiler bag dokusu
fibroselller bag dokusu ile yer degistirmisti. Defekt kenarlarinin karsilikli
gelme orani % 5-25 arasinda degismekteydi. (Resim 25) Defekt bélgesinde
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yogundan apseye kadar degisen yer yer mikst tipte inflamatuar hlcre
infiltrasyonu g6zlendi. Orneklerin biri hari¢ hepsinde yabanci cisim ve/veya
kemik sekestr alanlari mevcuttu.

Konak kemikte, yabanci cisim ve kemik sekesterlerinin
bulundugu Orneklerde, mononikleer inflamatuar infiltrasyon, osteoklastik
hicre varhigi ve rezorpsiyon alanlari dikkati ¢ekti. Periodontal ligament ve dis
yapisi normaldi.

Resim 25: Pasif kontrol bolgesinde 14. giinde kemik defekt alaninda fibroseliiler bag
dokusu ve siyah ok ile gosterilen minimal yeni kemik alani (H&E,X40) (D: Dis , KK:
Konak kemik, FSB: Fibroseliiler bag doku,YK: Yeni kemik)

30.giin

Defekt alanin blydk bélima fibroselller bag dokusu ile doluydu.
Yeni kemik olusumu minimal dizeydeydi. Defekt kenarinin kargilikli gelme
orani % 5-30 arasindaydi. Bir drnekte yeni osteoid adasi defektin orta
kismindaydi. (Resim 26) Bdlgede hafif dizeyde mononukleer inflamatuar
infiltrat da mevcuttu. Dért drnekte yabanci cisim ve/veya kemik sekestri
izlemigken bu &rneklerin ikisinde nekrotik kemik ve apse formasyonu
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bulunmaktaydi. Bu &rnekler disindaki diger G¢ Ornekie apse ve kemik
sekesteri izlenmedi.

Konak kemikte yabanci cisim ve/veya kemik sekestri izlenen
ornekler diginda rezorpsiyon izlenmedi. Periodontal ligament ve dis normal
goérinimdeydi.

Resim 26: Pasif kontrol bélgesinde 30. glinde defekt alaninda fibroseliiler bag dokusu
ile iyilesme ve siyah ok ile gésterilen yeni kemik olusumu. (H&E,X40) (D: Dis, KK:
Konak kemik, YK: Yeni kemik, FSB: Fibroseliiler bag dokusu)

45. glin

Defekt alaninda genel olarak fibr6z karakterde bag dokusu ve
az miktarda matir kemik oldugu gorildd. (Resim 27) Defekt kenarlarinin
kargilikli gelme orani ise %5-30 arasindaydi. Bir Ornekte hafif dizeyde
inflamasyon goérulirken diger érneklerde inflamasyon gézlenmedi. Orneklerin
hicbirinde nekroz, nekrotik kemik, yabanci cisim, apse ve izlenmedi.

Konak kemikte higcbir 6rnekie rezorpsiyon goértlmedi.
Periodontal ligament ve dis normal gérinimdeydi.
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Resim 27: Pasif kontrol bélgesinin 45. giinde fibroz yapida bag dokusu ile iyilesmesi
(H&E,X40) (D: Dis, FB: Fibr6z bag dokusu, KK: Konak kemik)

inflamasyon bulgulari:

Deney slresince,

deney ve kontrol

bélgelerinde defekt

alanindaki bag dokuda izlenen inflamasyon dereceleri (ID) Tablo 6 ve Sekil 5’

te gbrilmektedir.

Tablo 6. Deney siiresince 1. ve 2. deney ve aktif ve pasif kontrol bolgelerinde izlenen
inflamasyon derecesi miktarlari verilmektedir.

7. Giin 14. Giin 30.Giin 45.Giin P
1.Deney Bolgesi 3,5+0,55 2,7+1,60 2,3+1,03 1,241,79 | 0,117
2.Deney Bélgesi 4,0+0,00 2,9+1,07 1,241,307 1,8+1,83 | 0,010
Aktif Kontrol Bélgesi 3,4+0,79 3,0+0,89 1,841,17 1,041,007 | 0,006
Pasif Kontrol Bolgesi 4,0+0,00 3,8+0,41 1,741,37" | 0,240,45™* |<0,001

t: 7.Gun ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,008).
}: 14.Gin ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,008).
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1.Deney 2.Deney Aktif Kontrol Pasif Kontrol
Bolgeler

O7.Giin m14.Giin 030.Giin 045.Giin

Sekil 3. Tablo 6’ya ait ID’lerinin grafikte izlenmesi.

Buna gore, 2. deney bdlgesi 45. gin disinda, ID’lerinin deney
boyunca tim bdlgelerde giderek azaldigi izlenmistir. Ancak istatistiksel
anlamli azalma 2. deney bdlgesinde 7-30 gunler arasinda bulgulanmistir
(p=0,004). Aktif kontrol bdlgesinde ise 7 ile 45.gUnler arasinda azalma
anlamli bulunmustur. (p=0,005). Pasif kontrol bélgesinde hem 30 hem de 45.
gunlerdeki ID’deki azalma hem 7 hem de 14. giline gore istatistiksel anlaml
gorulmustdr. (p<0,001, p=0,003, p < 0,004)

7,14,30 ve 45. gunlerde boélgeler ID agisindan birbirleriyle
karsilastirildiginda ise istatistiksel anlamli farklihk bulgulanmamisgtir.

Histomorfometrik bulgular:

Yeni kemik alani yuzdesi (YKA%)

Deney suresince defekt alaninda izlenen, deney ve kontrol
bélgelerine ait yeni kemik alani ylzdesi degerleri Tablo 7 ve Sekil 6’da
gbrulmektedir.
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Tablo 7: Deney siiresince 1. ve 2. deney, aktif ve pasif kontrol bélgelerinde, defekt

alaninda hesaplanan yeni kemik alani ylizdesi verilmektedir.

14.Giin 30.Giin 45.Gln o]
1.Deney Bélgesi 78,6445 85,0+4,5 93,644,5* <0,001
2.Deney Boélgesi 52,849, 1 74,319,17% 80,0+9,1°% <0,001

Aktif Kontrol Bdlgesi 7,9+2 5T 14,3+25 T* 15,0+2,5 7 <0,001
Pasif Kontrol Bolgesi | 11,4+3,09 7 | 16,4+3,09°™ | 16,4%£3,09 ™* <0,001
* 1.Deney Boélgesi ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,01).
1 2..Deney Bdlgesi ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,01).
1 14. Gln ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,01).
100
90 ]
80
70 1+
60 1 o 14.giin
50 1 m30.giin
40 1 045.giin
30
20 1
0 r - :
1.deney 2.deney Aktifkontrol  Pasifkontrol
bolgesi holgesi hélgesi hélgesi

Sekil 4: Tablo 7°de yer alan YKA% degerlerinin grafikte izlenmesi.

Buna gbére, hem deney hem de kontrol bdlgelerinde olusan yeni
kemigin giderek arttigi izlenmistir. Ancak istatistiksel anlamli artig deney ve
kontrol bolgeleri icin 14. gun ile 30. ve 45. gunler arasinda bulgulanmigtir.
(p<0,001).

7,14,30 ve 45. glnlerde deney ve kontrol bdélgeleri birbirleri ile
karsilastirildiginda, deney slresince, 1. ve 2. deney bdlgelerindeki yeni kemik
alani ylOzdelerinin aktif ve pasif kontrol grubuna gére daha yiksek oldugu
gorUlmastdr. Ancak istatistiksel anlamh farkhihdin 1. deney bdlgesi ile 2.
deney, aktif ve pasif kontrol bdlgeleri arasinda ve 2.deney bdlgesi ile hem
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aktif hem de bdlgeleri arasinda oldugu bulgulanmistir. (p<0,001) Aktif ve pasif
kontrol bélgeleri arasinda anlamli farklilik izienmemistir.

immunhistokimyasal Bulgular:

Hem osteopontin hem de kemik siyaloprotein ile boyanan
hicrelerdeki ntkleer kahverengi boyanmalar pozitif olarak kabul edildi.

Kontrol dokusu olarak kullanilan matir kemik hicrelerinde ise,
hem OPN hem de KSP ile osteositlerde boyanma izlenmezken,
osteoblastlarda pozitiflik gérildu.

OPN ve KSP ile incelenen tim hucrelerde boyanma paterninde
degiskenlikler izlendi. Ancak 7,14,30 ve 45. gunlerde deney ve kontrol
bélgeleri kendi iclerinde ve birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel anlamli
fark bulunmadi. (p>0,0125) (Tablo 8 ve 9)

Tablo 8'de osteopontin ve tablo 9'da kemik siyaloprotein ile
deney ve kontrol bdlgelerine ait hlicrelerde 7,14,30 ve 45. glnlerde izlenen
boyanma paternleri yer almaktadir. OPN ve KSP ile incelenen tim hticrelerde
farkh boyanma paternleri izlense de, bolgeler kendi iglerinde ve birbirleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farklilik bulunamamistir.( p>0,0125)

60



Tablo 8. OPN ile hiicrelere ait boyanma paternleri

7.Gilin | 14.Gin | 30.Giin | 45.Giin p*

KONAK 1.Deney Bélgesi 0,4+0,55 | 0,2+0,41 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 0,183
KEMK | 2.Deney Bélgesi 0,3+0,52 | 0,6+0,53 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 0,060
°STE°(_S)'TLEF" Aktif Kontrol Bélgesi | 0,120,38 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00] 0,0+0,00 | 0,488
Pasif Kontrol Bélgesi | 0,1+0,38 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 0,438

KONAK 1.Deney Bélgesi 3,0+0,00| 3,040,00 | 2,3+0,82 [ 2,8+0,41 | 0,250
KEMIK 2.Deney Bélgesi 2,5+0,84 | 3,00,00 | 2,6+0,55 | 2,8+0,45 | 0,354
°STE°('itf)STLAR' Aktif Kontrol Bélgesi | 2,7+0,49 | 3,0+0,00 | 3,0+0,00 | 2,8+0,45 | 0,324
Pasif Kontrol Bélgesi |2,9+0,38 | 2,9+0,38 | 2,8+0,41 | 2,8+0,41 | 0,999

1.Deney Bélgesi 3,0+0,00 | 2,6+0,55 | 2,8+0,50 0,325

OSTEOKLAST 2.Deney Bdlgesi 2,7+0,52 | 2,8+0,45 0,792
(+++) Aktif Kontrol Bélgesi | 2,6+0,53 | 2,9+0,38 | 2,7+0,58 0,517
Pasif Kontrol Bélgesi | 2,9+0,38 | 3,0+0,00 | 3,0+0,00 0,755

YENi 1.Deney Bolgesi 2,7+0,52 | 1,840,75 | 2,7+0,52 | 0,074
KEMIK |2 Deney Bélgesi 2,140,38 | 2,240,45 | 1,8+0,75 | 0,484
°ST+E+‘?fE)LER' Aktif Kontrol Bélgesi 2,9+0,38 | 2,3+0,96 | 2,4+0,55 | 0,259
Pasif Kontrol Bélgesi 2,041,411 2,3+0,52 | 1,2+0,41 | 0,116

) ) 1.Deney Bélgesi 3,0+0,00 | 2,7+0,52 | 3,0+0,00 | 0,119
0STeoBI Ao Al | 2.Deney Bélgesi 2,9+0,38 | 2,840,45 | 2,8+0,41 | 0,968
(++4) Aktif Kontrol Bélgesi 3,0+0,00 | 3,0+0,00 | 3,0+0,00 | 1,000
Pasif Kontrol Bélgesi 2,5+1,00 | 2,5+0,55 | 2,7+0,52 | 0,699

1.Deney Boélgesi 2,8+0,45 | 1,840,75 | 1,7+1,03 | 1,840,75 | 0,123

FIBROBLAST | 2.Deney Bélgesi 2,241,17 | 2,640,53 | 1,240,45 | 1,5+0,55 | 0,016
(++) Aktif Kontrol Bélgesi | 2,6+0,53 | 2,9+0,38 | 2,4+0,55 | 2,0+0,00 | 0,036
Pasif Kontrol Bélgesi | 2,4+0,53 | 1,9+0,90 | 2,0+0,89 | 1,7+0,52 | 0,291

_ 1.Deney Bélgesi 2,0+1,00 | 1,040,00 | 1,4+0,55 | 1,5+0,84 | 0,181
P ot = | 2.0eney Boigesi 1,80,84 | 1,140,38 | 1,6+0,55 | 1,0£0,00 | 0,061
(+/4+) Aktif Kontrol Bélgesi | 1,4+0,53 | 2,0+0,82 | 2,0+1,00 | 1,8+0,45 | 0,470
Pasif Kontrol Bélgesi | 1,7+0,76 | 1,0+0,58 | 1,7+0,82 | 1,0+0,00 | 0,075

1.Deney Bélgesi 2,6+0,55 | 2,5+0,55 | 1,8+0,96 | 2,0+0,63 | 0,223

SEMENTOBLAST | 2.Deney Bélgesi 2,6+0,55| 1,740,76 | 2,2+0,84 | 2,2+0,75 | 0,230
(++) Aktif Kontrol Bélgesi | 2,6+0,53 | 2,7+0,49 | 2,840,45 | 2,6+0,89 | 0,866
Pasif Kontrol Bélgesi | 2,6+0,53| 2,1+0,38 | 2,5+0,55 | 1,8+0,84| 0,161

* Bonferroni Diizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli degil (p>0,0125).

(0/-: Boyanma yok, +/1: hafif boyanma, ++/2: orta boyanma,+++/3: yogun boyanma)

Tablo 8'de izlenen boyanma paternlerine gére, konak kemigin
izlenmezken,

derinlerinde
kenarlarindaki

bulunan

boyandigi dikkat cekmekteydi.

osteositlerde
konak kemik osteoblastlarinin deney slresince yogdun

boyanma

defekt
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Konak kemik cevresindeki osteoklastlarin da 2. deney
bélgesindeki 30. gin disinda, 45.gline kadar olan deney slresince yodun
boyandigi izlendi. Ancak 2. deney bdlgesi 30.ginde ve tim deney ve kontrol
bélgelerinde 45. giinde osteoklast hucreleri bulunmamaktaydi. (Resim 28)

B A RSl B S x

Resim 28. Konak kemik osteositlerinde boyanma olmamasi ,defekt kenarlarindaki
konak kemik osteoblastlarinda ve osteoklastlarda yogun boyanma ve defekt alanindaki
bag dokuda yer alan fibroblastlarda yogun boyanmanin izlendigi 7. giin érnegi. (ABC,
X200)(» : Fibroblastlar , > : Osteoklast,=:Osteoblast, KK: Konak kemik)

Yeni kemige ait osteositler ve osteoblastlar ise 14.ginden
itibaren gérilmeye baslandi ve deney slUresince hem deney hem de kontrol
bélgelerinde yogun boyanma izlendi.(Resim 29,30 ve 31)
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Resim 29: Konak kemik osteositlerinde boyanma izlenmemesi ve defekt bolgelerinde
yeni kemik alanlarindaki osteositlerde OPN ile yogun boyanmanin gérildiigi 45. Giine
ait 6rnek. (ABC,X100) (KK: Konak kemik, YK: Yeni kemik , A :Konak kemik osteositleri,

->: Yeni kemik osteositleri)

Resim 30. Yeni kemik osteosit ve osteoblastlarinda izlenen OPN ile yogun boyanmaya
ait 14. glin 6rnegi. (ABC,X100)
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Resim 31: Yeni kemik osteosit ve osteoblastlarinda izlenen OPN ile yogun boyanmaya
ait 45. gin ornegi. (ABC,X100) (A: Yeni kemik osteositleri, -: Yeni kemik
osteoblastlari)

Deney slresince tim bolgelerde fibroblast (Resim 28) ve
sementoblast hlcrelerinde orta, periodontal ligament hicrelerinde ise
hafif/orta derecede boyanma izlendi. (Resim 32)

’I’!.;‘,,A: = x ; g ‘{i

Resim 32. Sementoblast hiicrelerinde orta, periodontal ligament hiicrelerinde hafif/orta
derecede izlenen OPN ile boyanma paternine ait 7. giin 6rnegi. (ABC,X100) ( D: Dis, PL:
Periodontal ligament, SB: sementoblastlar)
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Tablo 9'da deney slresince tim bdlgelere ait KSP boyanma
paternleri yer almaktadir.

Tablo 9. KSP ile hiicrelere ait boyanma paternleri.

7.Gin | 14.Giin | 30.Gin | 45.Gin | p*

KONAK 1.Deney Bélgesi 1,0£0,00 [ 1,0+0,63 | 1,2+0,45 | 1,640,55 | 0,213
KEMIK | 2.Deney Béigesi 1,0£0,711,0+0,63 | 1,0+0,58 | 1,0+0,00 | 1,000
°STE‘(’+S)'TLER' Aktif Kontrol Bélgesi 0,6+0,53]0,7+0,49 | 1,2+0,45 | 0,8+0,50 | 0,238
Pasif Kontrol Bélgesi 1,3+0,49 [ 1,0+0,00 | 1,4+0,53]1,640,55 | 0,184

KONAK 1.Deney Bélgesi 1,8+1,26 | 2,0+0,63 | 2,2+0,84 | 2,440,55 | 0,739
KEMIK 2.Deney Bélgesi 2,6+0,55 | 2,5+0,55 | 2,4+0,53 | 2,7+0,52 | 0,846
°STE°'(3:-QST'-A“' Aktif Kontrol Bélgesi 2,310,49 | 2,610,53 | 2,6+0,55 | 2,5+0,58 | 0,678
Pasif Kontrol Bélgesi 1,940,90 ] 2,8+0,41[2,1+0,69] 2,4+0,55] 0,118

1.Deney Bélgesi 3,0+0,00 | 2,4+1,34]0,8+1,10 0,836

OSTEOKLAST | 2.Deney Bélgesi 3,0%0,00 | 2,4+0,55 0,138
(+++) Aktif Kontrol Bélgesi 2,420,55 | 2,8+0,50 | 0,7+1,15 0,233
Pasif Kontrol Bélgesi 2,6+0,53|2,840,45]1,2+1,10 0,756

VENi 1.Deney Bélgesi 1,240,41 [1,8+0,75 | 2,0+0,82| 0,120
KEMIK | 2.Deney Béigesi 1,540,55 | 2,4+0,53 | 2,0+0,00 | 0,013
°STEg§')TLER' Aktif Kontrol Bélgesi 1,641,14[2,0+0,00 | 1,8+0,50 | 0,750
Pasif Kontrol Bélgesi 1,8+0,75[1,7+0,49 | 2,0+0,71| 0,790

- 1.Deney Bélgesi 2,0+1,10[2,0+1,00] 2,3+0,96 | 0,912
0STEOBI ASTLARI | 2-Deney Boigesi 2,040,89 | 2,7+0,49 | 2,9+0,38 | 0,088
(++) Aktif Kontrol Bélgesi 1,840,84 [ 2,3+0,50 | 2,8+0,50 | 0,156
Pasif Kontrol Bélgesi 2,2+0,41|2,4+0,53 | 2,6+0,55 | 0,349

1.Deney Bélgesi 0,5+0,58 | 0,00,00 ] 0,4+0,53 | 0,6+0,55 | 0,025

FIBROBLAST | 2.Deney Bélgesi 0,8+0,450,1+0,38]0,6+0,55 | 0,7+0,59 | 0,008
) Aktif Kontrol Bélgesi 0,3+0,49 | 0,5+0,58 [ 0,8+0,45 [ 0,8+0,50 | 0,821
Pasif Kontrol Bélgesi 0,3+0,76 | 0,5+0,55 | 0,7+0,58 | 0,6+0,89 | 0,590

_ 1.Deney Bélgesi 0,3+0,50 | 0,5+0,55 | 0,7+0,58 | 0,0+0,00 | 0,203
P o~ | 2.Deney Boigesi 0,6+0,89]0,10,38]0,70,52 | 0,3+0,49 | 0,291
(+) Aktif Kontrol Bélgesi 0,4+0,53 | 0,040,00 | 0,2+0,45 | 0,5+0,58 | 0,206
Pasif Kontrol Bélgesi 0,7+0,76 | 0,2+0,41 | 0,4+0,53 | 0,6+0,55 | 0,046

1.Deney Bélgesi 1,840,96 | 1,5+0,84 | 2,0+1,00]1,6+0,89 | 0,014

SEMENTOBLAST | 2.Deney Bélgesi 1,6+0,55 | 2,0+0,63 | 2,0+0,00 | 1,9+0,69 | 0,006
(++) Aktif Kontrol Bélgesi 1,4+0,98 [ 1,9+0,90 | 2,0+0,00 | 2,5+0,58 | 0,053
Pasif Kontrol Bélgesi 1,7+0,95|1,8+0,75|2,1+0,38 | 2,0+0,71 | 0,017

* Bonferroni Duizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli degil (p>0,0125).
(0/-: Boyanma yok, +/1: hafif boyanma, ++/2: orta boyanma,+++/3: yogun boyanma)
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Genel olarak konak kemige ait osteositler deney stresince KSP
ile hafif boyanirken, konak kemik etrafina dizilmis olan osteoblastlar orta
yogunlukta boyanma gdésterdi.

Osteoklastlar yoéninden ise KSP ile boyanmanin 7. ve 14.
glnlerde yogun oldugu izlendi. 30. ginde 2.deney bdlgesinde osteoklast
izlenmezken, diger boélgelerde boyanma yogunlugunda azalma gérildi. 45.
glinde ise deney ve kontrol bdlgelerinde osteoklast bulgulanmadi. (Resim 33)

Resim 33. Konak kemige ait osteositlerdeki hafif boyanma ve konak kemik etrafindaki
osteoblastlarda orta, osteoklastlarda yogun boyanmaya ait 14. giin érnegi. (ABC,X200)
(=»:Osteoklastlar, KK: Konak kemik; - : osteositler)

14. glnden itibaren izlenmeye baglayan yeni kemik
osteositlerinde ve osteoblastlarinda KSP ile orta yogunlukta boyanma
saptandi.(Resim 34,35,37)
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Resim 34. Yeni kemik osteosit ve osteoblastlarinda izlenen KSP ile orta yogunlukta
boyanmaya ait 30. giin 6rnegi. (ABC,X100) ( A : Yeni kemik osteoblastlari, 2: Yeni
kemik osteositleri)

Resim 35. Yeni kemik osteosit ve osteoblastlarinda izlenen KSP ile orta yogunlukta
boyanmaya ait 14. giin 6rnegi. (ABC,X200) ( A :Yeni kemik osteositlerit: >: Osteoklast)

Deney stresince periodontal ligament ve fibroblast hiicrelerinde
tim bolgelerde cok zayif boyanma mevcuttu veya hi¢ boyanma izlenmedi.
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Genel olarak batin érneklerde sementoblastlarda deney boyunca orta
yogunlukta boyanma izlendi. (Resim 35)

Resim 36. Periodontal ligament hiicrelerinde boyanma izlenmemesi ve sementoblast
hiicrelerinde orta derecede izlenen KSP ile boyanma paternine ait 14. giin 6rnegi.
(ABC,X100) ( D: Dig, PL: Periodontal ligament, -: Sementoblastlar)

Resim 37. Konak kemik osteositlerinde hafif, yeni kemik osteositlerinde orta derecede
izlenen KSP ile boyanmaya ait 45. giin 6rnegi. (ABC,X40) (KK: Konak kemik, YK: Yeni
kemik )
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TARTISMA

GUnOmize kadar periodontal hastalik sonucunda meydana
gelen kemik defektlerinin tedavisi igin farkl tiplerde kemik greftleri®’®, bariyer
membranlar'®, asit uygulamalar®, mine matriks proteinleri'', buylime
faktorleri'® ve bunlarin degisik kombinasyonlari iceren'?*'2>12¢ bircok farkli
uygulamalar denenmistir. Bu calismalarin sonugclari incelendiginde, birgok
materyal ile standart flep operasyonlarindan daha Ustin sonuclar elde
edilmesine ragmen meydana gelen doku kayiplarinin tamamen geri
kazanimlarini saglayabilecek ideal bir materyal ya da tedavi protokolinin
mevcut olmadigi gérillmektedir, 124125126

Son yillarda literatiirde arastirilan diger bir alternatif ise, sistemik
hastaliklari tedavi etmek igin kullanilan bazi ilaglarin lokal olarak kemik defekt
alanina  uygulanmasidir.”  Hidroksimetilglutaril-koenzim A rediiktaz
inhibitérleri olarak da taninan statinler, yiksek serum kolesterolUni disirmek
amaciyla tipta yaygin kullanilan ilaglardir.'®"Literatiirde statinlerin kolesterol
dastrme 6zelliklerine ilave olarak 6zellikle antiinflamatuar etki, anjiogenezisi
arttirma ve kemik olusumunu uyarma gibi etkileri oldugu belirtilmistir.'® Ayrica
statinlerin kemik greft materyallerine gbre daha disUk maliyetinin olmasinin
yani sira yan etkilerinin azligi ve kolay elde edilebilir olmasi gibi avantajlar da
bulunmaktadir.”?Statin grubu ilaclarin kemik metabolizmasi (izerindeki
etkilerini arastiran calismalara®**"® ragmen,bu etkileri Uzerine geligkili
bilgiler vardir. Ornegin; Vaziri ve arkadaslari farelerde deneysel olarak
olusturduklari periodontitiste  simvastatininin  etkisini  arastirdiklari
calismalarinda enjeksiyon yolu ile 0.05 ml dozda simvastatini lokal uygulamis,
histolojik ve radyografik inceleme sonrasinda simvastatinin kemik rezorpsiyon
miktarini ve atasman kaybini énemli derecede azalttigini ve simvastatinin
periodontitiste atasman ve alveol kemik Gzerinde koruyucu etkisi olabilecegini
ileri stirmislerdir.*® Yazawa ve arkadaslar yaptiklari kiltlir calismasinda
simvastatinin periodontal ligament (zerinde yararh etkisi oldugunu ve
periodontal rejeneratif tedavide kullanilabilecek potansiyeli olabilecegdini
gostermislerdir.®®

Literatir genelde incelendiginde statinlerin kemik defektlerinin
tedavisindeki roll, uygulama dozu ve kullanilan tasiyici gibi pek ¢ok faktére
ait tartismalarin devam ettigi ancak bu konularda net bir sonuca varilamadigi
yine literattr bilgileri dahilinde farkli dozlardaki simvastatinin kemik defektleri
Uzerindeki etkisini hlcresel dizeyde inceleyen herhangi bir c¢alismanin
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bulunmadigr géralmuUstir. Bu nedenle calismamizda farkli dozlarda ve
polimer tasiyici ile hazirlanan simvastatinin kemik defektleri Gzerindeki etkisini
histolojik, histomorfometrik ve immulnhistokimyasal olarak erken ve geg
ddénemde arastirmasi hedeflenmistir.

Statinlerin lokal uygulamalari ile ilgili literatirde az sayida ve
celiskili arastirmanin'®?%31"* pylunmasi ve heniiz klinik kullanimda olmamasi
nedeniyle ve osteoinduktif Ozelliklerini arastirmak amaciyla calismamizi
deneysel olarak planlanmistir.

Literatlirde osteojenik, osteoindiktif veya osteokondiktif olmaya
aday materyallerin klinik kullanimlarindan 6nce biyolojik potansiyellerini ve
uygulanabilirliklerini  ortaya  koymak ve periodontal hastaliklarda
rejenerasyonla ilgili tedavi girisimlerini degerlendirmek amacnyla kemirgenler,
kdpekler ve primat modeller yaygin olarak kullanilmistir.*”'#'28 By nedenle
calismamizda, bakim kolayhgi, ucuz ve kolay elde edilebilir olmasi nedeniyle,
deney hayvanlari etik kurulunun izni dogrultusunda deney hayvani olarak
kemirgenlerden kobaylar tercih edilmistir.

Literatir incelemesinde, osteojenik potansiyelin yasa goére
degistigi bildiriimesi'?®'*® sebebiyle calismamizda tim deney hayvanlarinin
erigskin olmasina dikkat edilerek yas farkliliginin kemik olugsumu Uzerine
gbsterecegi degisikliklerin elimine edilmesine ¢aligiimigtir.

Lipofilik bir statin olan simvastatinin hidrofilik statinlere gére
kemik dokusuna afinitesinin daha fazla olmasi, yagda ¢&ézUnebildigi igin
hiicrelere daha kolay girebiimesi®* ve yapilan calismalarin'®'929313279
sonucuna goére kemik Gzerine olumlu etkilerinin diger statin grubu ilaclara
gére daha yiksek bulunmasi nedeniyle calismamizda statinler arasindan

simvastatin kullanildi.

Statinler klinik olarak sistemik yoldan veriimektedir.?' Sistemik
kullanimlarinda karacigere spesifite gdstermeleri ve perifer dolasima ¢ok
dislk oranda dagiimalari nedeniyle kemik dokusuna c¢ok az dizeyde
ulasirlar.®® Lokal uygulamalarda ise statinler enterohepatik dolasima girmez
ve uygulanan bdlgedeki kemik dokusunda ylksek konsantrasyonda
bulunur.®  Gutierrez ve arkadaslari  farelerde statinlerin  topikal
uygulamalarinin, kemik olusumu agisindan, sistemik uygulamalarindan daha
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etkili oldugunu géstermislerdir.”®' Periodontal tedavi spesifik defektleri

hedefledigi icin lokal uygulama gerektiginden ve literatirde yeni kemik
olusumu agisindan lokal uygulamanin sistemik uygulamaya gére daha etkili
oldugu gésterildiginden galismamizda simvastatin lokal uygulandi.

Periodontal tedavide uyarici etkiye sahip tek doz uygulamasi
gereklidir. Tylin ve arkadaslari vyaptiklari pilot calismalarda 2.2 mg
simvastatinin kafatasinda kemik kalinligini uyaracak optimum doz oldugunu
gbstermistir.” Fakat 2.2 mg simvastatinin lokal uygulanmasi inflamasyona
neden olmustur. Bu nedenle takip eden c¢alismalar 2.2 mg dozu disirmenin
klinik inflamasyon belirtilerini azaltabilecegini ileri strmugler ve 0.5 mg
simvastatinin tek sefer lokal uygulamada daha uygun bir doz oldugunu
bildirmislerdir.®"''® Bu verilere dayanarak calismamizda simvastatinin lokal
uygulamasi i¢in optimum doz oldugu ileri srtlen en yiksek doz 2.2 mg ve en
disik doz 0.5 mg karsilastiriimasi planlandi.

Farelerde, kobaylarda, tavsanlarda veya képeklerde maksilla ve
mandibulada olusturulan standardize edilmis kemik defektleri kemik olugumu
ve periodontal yara iyilesmesini degerlendirmek icin arastirmalarda yaygin
olarak kullanilimaktadir. '27:132133.134.135.136 B, iy defektler akut ve kronik
olarak ikiye ayrilir. Kronik defektler belirli bir miktar kemik uzaklastilmasini
takiben sulkus igerisine plak tutunmasini saglayacak ligatirlerle
olusturulurken, akut defektlerde 6énceden bakteri kontaminasyonu yoktur ve
cerrahi yollar ile aninda olusturulmaktadir. Akut defektler glinimuzde
arastirmalarda®’110:136.137.138.139 L jllanilan  gecerli bir ydntem oldugu icin
calismamizda tercih edildi.

Kritik boyutta defekt, bir hayvana herhangi bir osteojenik,
osteokondUktif veya osteoindiktif bir materyal implante edilmeden yasam
boyu spontan olarak kemik yapimi (dolumu) ile iyilesme gdsteremeyen en
kicUk boyutlu kemik yarasi olarak tanimlanmaktadir. Bu tip defektler kemik
dolumundan c¢ok, fibr6z bad dokusuyla dolumu ile iyilesme egilimi
gosterir.”?'% Bununla beraber calismalarda sire kisith oldugundan ve
calismanin slresi hayvanin tim yasam suresine kadar uzanmadigindan,
hayvan deneylerinde kritik boyuttaki defektler ¢alisma stresince iyilesme
gbstermeyecek boyuttaki defektlere isaret eder.''® Bir kemik defektindeki
iyilesmenin miktarn genis Olcide yara blUyUkligine bagimhdir. O nedenle
iyilesmenin gbzlemlenmek istendigi bir defekt tipi spontan olarak
iyilesebilecedi boyuttan fazla olmalidir.’*°
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Kaban ve arkadaslari farelerde 4 mm capinda olusturduklari
defektlerin 24 hafta sonra iyilesmedigini gdstermislerdir'®' ve genel olarak
kobaylarda yapilan c¢alismalarda 4 mm capindaki defektler kritik boyutta
defekt olarak kabul edilmektedir.'?”:13141.1%2 | jteratiirde yer alan bu bilgileri
g6z 6ndnde bulundurarak calismamizda 4,2 mm capinda akut defektler
olusturuldu.

Simvastatini lokal uygulamak igin bir tasiyiciya gerek duyulmasi
taslyicl secimine 6zen gdsteriimesi zorunlulugunu getirmektedir. istenen
etkiyi elde edebilmek icin, simvastatinin yerlestirilen bdlgede uzun sureli
devamini saglayacak ve farmakolojik etkilerini strekli olarak gdsterecek bir
tasiyici ile defekt alanina uygulanmasi gerekmektedir. Kemik defektlerinin
tedavisinde kemik rejenerasyonunu indikleyebilen ilaglarin  bdlgeye
uygulanmalarina yardimci olarak biyolojik olarak pargalanabilen materyaller
kullaniimaktadir. Sentetik, dogal polimerler ve biyoseramiklerle desteklenmis
ilaglar iceren salimi guglendiriimis sistemler tasiyicilar arasinda yer
almaktadir.’*

Polimer teknolojisindeki artigla beraber ilag salim sistemlerinde
biyolojik olarak uyumlu cesitli polimerler yaygin olarak kullaniimaya
baslamigtir. Bu polimerler, igerilerine yerlestirilen ilaglari kontrolli salma ve
istenilen etkiyi elde etmek icin disuk miktarda ilaca gerek duyulmasi gibi
avantajlara sahiptir. Biyolojik olarak parcalanabilen materyaller icinde tasinan
ilaglar uzun zaman periyodunda uygulandiklari bdlgede istenen
konsantrasyonda bulunabilir ve farmakolojik etkilerini sirekli olarak
gosterebilirler.®® Tylin ve arkadaslarinin yaptiklari calismada simvastatinin
polimer ailesinin bir Uyesi olan metil sellloz jel ile kontrolli salimi kemik
olusumunu énemli derecede arttirmistir.™

Ismail, simvastatin icin c¢esitli lokal salim sistemlerini
degerlendirdigi calismasinda, simvastatini tagsimak amaciyla bir polimer olan
hidroksipropilmetilseltiloz, sodyum karboksimetil sellloz ve kitosani, jel ve
granil seklinde kullanmistir. Sonug olarak 24 saat icinde simvastatinin
yaklasik %50’sinin hidroksipropilmetilsellloz granil ve jelinden , %66-88'inin
sodyum karboksimetil seltloz grantil ve jelinden, %50’sinin kitosan granulden,
%30’'unun kitosan jelden salindigi géstermistir. Kitosan jelden simvastatinin
salimi uzun dbénem tedavi igin uygun gbrilmesine ragmen kitosan
granullerinde gdérilen asiri siskinligin kemik defektlerinde kullanimlarini
sinirlandirabilecegini, bu nedenle simvastatinin tagsinmasinda
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hidroksipro;vilmetilsell'JIoz grandllerinin uygun bir tasiyici olabilecegini ileri
strmustar.*?

Hidroksipropilsellloz (HPS) toksik olmayan, suda c¢oézilebilir
dogal bir polimerdir.'** Medikal alanda lokal ve sistemik olarak
kullaniimaktadir.™® llaglar 6zelliklerini kaybetmeden HPS ile kolaylikla
karistirilabilmektedir.'** Bu nedenlerle calismamizda tastyici olarak HPS
kullanildi.

Kemik defektlerinde etkili bir iyilesme saglanmasi igin
simvastatinin ortamda uzun bir sire kalmasi gerekmektedir. Simvastatinin
polimer tasiyicidan ortama salindigini teyit etmek ve maddelerin salim hizi
hakkinda fikir sahibi olabilmek amaciyla calisma 6éncesi salim deneyleri de
yapildi.

Denek farkliliklardan kaynaklanabilecek, iyilesmeyi ve calisma
sonuclarini  etkileyebilecek faktorlerin  gruplar Uzerine olan etkilerinin
esitlenebilmesi amaciyla, literatiirde yer aldigi gibi'*®'*’, calismamizda da,
deney ve kontrol grubunu olusturan defektlerin ayni kobayda olusturulmasina
dikkat ettik. Ayrica olusturdugumuz kemik defektlerinin benzer bdlgede
olmasi ve oral cerrahi girisimlere daha iyi bir rehber olacagi distncesiyle,
uygulamalarin ¢eneler bélgesinde yapilmasi uygun gorildid. Bu nedenle
calismamizda her kobayda maksilla ve mandibulada sag ve sol tarafinda yer
alan kesici diglere komsu olmak Uzere toplam doért adet kemik defekti
olusturuldu.

Benzer calismalarda yer aldigi gibi tasiyicinin tek basina etkisini
izleyebilmek ve herhangi bir materyal yerlestiriimeden iyilesmenin seklini
gbrebilmek amaciyla kontrol gruplari aktif ve pasif kontrol bélgesi olarak da
planlandi. 3114

Periodontal kompleksi olusturan doku komponentlerinin iyilesme
hizlarinin farkli olmasi, érneklerin belirli dénemlerde izlenmesi zorunlulugunu
dogurmaktadir.'”?”  Literatiirde histopatolojik  degerlendirme  giinlerinin
farkhiliklar gosterdigi goriilmektedir.'*® Benzer deneysel calisma literatir
bulgulari, genel olarak kemiklesmenin 1.-2. haftalarda basladigini 3314148 6.
8 haftalarda olgun kemigin olustugunu bildirmektedir. '48:149:150.151.152,153,154
Simvastatinin erken ve ge¢ dénemde kemik defeklerinin iyilesme kapasitesine
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etkisini karsilastirmali olarak inceleyebilmek icin erken dénem icin 7. ve 14,
gec dénem icin 30. ve 45. glnler degerlendirme periodlari olarak secildi.

Kemik defektleri ile ilgili calismalarda iyilesmenin hicresel
seviyede tespiti acgisindan en gegerli ve en uygun degerlendirme seklinin
histoloji ve histomorfometrik ~ yéntemlerin kullaniimasi oldugu
bilinmektedir.'?"'3® Literatlirde simvastatinin etkilerinin daha cok histolojik
sonuglar®™'™  calisilmisken, rejenerasyon islemi boyunca iyilesmenin
molekuler ve hicresel dizeyi hakkinda bilgi veren immunhistokimya
calismalari bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda simvastatinin kemik
defektlerinin iyilesmesi Uzerindeki etkisini histolojik ve histomorfometrik
degerlendirmenin yani sira, yeni olusan dokularla iligkili matriks molekdllerinin
ekspresyonu da immunohistokimyasal olarak incelendi.

Kemik defektlerini digli alanda olugsturdugumuz igin matriks
molekdlleri arasindan kemik ve periodontal dokularin rejenerasyonunu
gbsterebilen proteinler tercih edildi. Literatiri inceledigimizde vyara
bélgelerinde kemik ve periodontal dokularin rejenerasyonunu ¢alismak igin
mineralize bag dokuda iki non-kollogenéz matriks proteininin yararli
olabilecegi gdrtulmektedir. Bu proteinler kemik, dentin ve sement gibi
mineralize bag dokularda bulunan osteopontin ve kemik siyaloproteindir.'>®
Bu nedenle galismamizda bu iki protein kullanildi.

Simvastatinin polimer tagsiyicilar ile hazirlanmasini takiben,
yaptigimiz salim deneyi sonucunda in vitro sartlarda 168 saat sonra (7.
ginde) 0.5 mg simvastatinin HPC’den %100 saliminin tamamlandigini,
2.2.mg simvastatinin ise %31,24’0n0n saliminin gerceklestigini gérdik. Salim
deneyi 2.2 mg simvastatinin salim hizinin 0.5 mg simvastatine oranla daha
yavas oldugu géstermekteydi.

Tylin ve arkadaglan farelerin kafatasina 2.2 mg simvastatini
lokal uygulandiklarinda inflamasyon, apse ve deri bdlgesinde kabuklagsma
gdérmislerdir.’® Stein ve arkadaslari ise 2.2 mg dozu 0.5 mg’a disiirmenin
klinik inflamasyon belirtilerini azalttigini bulmuslardir."® Calismamizda benzer
olarak kobaylarda 1. deney bdlgesinde uyguladigimiz yiksek doz olan 2.2 mg
simvastatinin 6zellikle erken dbénemde Kklinik olarak yumusak dokuda
inflamasyon, édem ve apseye neden oldugunu, 0.5 mg simvastatinin
uygulanan bélgede ve kontrol bdlgelerinde iyilesmenin  sorunsuz
gerceklestigini gérdik. 0.5 mg simvastatinin in vitro ortamda 7. gunde

74



saliminin tamamlamasinin izlenmesi, deney ortaminda 2.2 mg'a gére daha
az kaldigini dasunddrmektedir. Bu nedenle klinik agidan sorunsuz iyilesme
gbzlenmis olabilir. Ancak 2.2 mg simvastatin ile inflamasyon, apse ve 6dem
gbrulse de, 30. glnden itibaren yumusak dokudaki bu reaksiyon giderek
azalmistir.

Yara iyilesmesi birgok islemi iceren kompleks bir olaydir.
Travma veya cerrahi eksizyon sonucunda hasar géren kemik iyilesmesi genel
olarak 3 basamakta incelenir.

Birinci fazda baslangi¢c yaralanmayi takiben akut inflamatuar
reaksiyon gelisir. Tamir inflamasyonla basglar. Fibroblastlar ve vaskuler
endotel hicreler prolifere olarak defekt bélgesinde kisa zamanda grantlasyon
dokusunu olusturur. Granllasyon dokusunun histolojik karakteristigi yeni
kicik kan damarlarin  olusumu ve fibroblastlarin  proliferasyonu
seklindedir.*”'®'® Calismamizda iyilesme sekline uygun olarak 7. glinde
bitin defekt alanlarinin fibrovaskiler bag doku ile doldugu ve yeni kemik
olusumunun mevcut olmadigr gérilmustir. Kontrol bdlgeleri igin 7. %Undeki
iyilesme sekli literatiirdeki bircok calisma ile uyum gdstermektedir.®’-"141%7
Ancak statinlerin neden oldugu osteogenezin erken dénemini inceleyen bir
calismada, tavsanlarin kafatasinda olusturulan 10X5 mm boyutundaki kemik
defektine, kollajen slingere emdirilen 0.2 ml simvastatin uygulamasi ile
besinci ginde defekt kenarinda yeni kemik olusumu gbzlenmis ve 6. ginin
sonunda yeni kemik miktari artarak defekt merkezine dogru ilerlemeye
baslamistir.®® Calismalar arasindaki bu farkliligin, simvastatinin uygulandig
doz, kullanilan  tasiyici ve hazirlanis  seklinin ~ farkhligindan
kaynaklanabilecegini dlistinmekteyiz. Calismamizda kullandigimiz polimer
tastyicidan simvastatinin ortama salimi kolajen siingere oranla daha yavas
olabilir dolayisiyla kemik olusumu daha ge¢ baslamis olabilir.

Kemik iyilesmesinin ikinci fazinda granllasyon dokusu,
meydana gelecek sert doku igin bir iskelet gérevi goérir. Periosttaki istirahat
halindeki hulcreler uyarilarak yeni kemik yapimina baglarlar. Kemik
defektlerindeki iyilesmeyi inceleyen calismalara®"'"™" benzer olarak
calismamizda 14. gunde, kontrol grubu dahil olmak Gzere tim &érneklerde,
periost ve kemik iliginden gelen farklilasmamis hicrelerin proliferasyonu ve
diferansiyasyonu sonucunda konak kemik kenarlarindan itibaren degisen
oranlarda yeni kemik yapimi izlendi.
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Wong ve Rabie tavsanlarin kafatasinda olusturulan 10X5 mm
boyutundaki kemik defektine konsantrasyonu 2.5 mg/ml olacak sekilde suda
¢Ozlnerek elde edilen simvastatin solisyonundan 0.2 ml alarak kollajen
stinger ile uyguladiklari ¢alismalarinda, 14 gin sonra simvastatin
uyguladiklari grupta defekt kenarlarinin karsidan karsiya birlesme egiliminin
yUksek oldugunu gézlerken, kontrol grubunda az bir miktar yeni kemik
olustugu ve defekt alaninin fibréz doku ile doldugunu gérmiislerdir.'**

Ozec ve arkadaslar farelerin mandibulalarinda 3 mm capinda
olusturduklari defektlere konsantrasyonu 2.5 mg/ml olacak sekilde suda
¢bzlnerek elde edilen simvastatin solisyonundan 0.2 ml alarak jelatin singer
ile uyguladiklarinda, 14 gin sonra konak kemik-greft ylzlesmesinde yeni
kemik olugstugu ve olugan yeni kemigin defekt ortasina dogru ilerledigi
gérmuglerdir. Pasif kontrol grubunun ise fibr6z bag doku ile doldugunu
izlemislerdir.®"

Galismamizda her iki ¢alismaya benzer olarak simvastatin
uygulanan alanlarda defekt kenarlarinin karsilikli gelme oraninin kontrol
bdlgelerine gére daha yiksek olmasi ve kontrol bdlgelerinde defekt alaninin
baylk bir kisminin fibroselller bag doku ile dolu olmasi, simvastatinin
osteoinduktif 6zellige sahip bir ila¢c oldugunu destekler niteliktedir.

30. glinde kemik yapiminin devam ettigi ve 45. gunde ise yerini
matlr kemige birakmaya basladigi gérildi. Simvastatin uygulanan defekt
alanlarinda yeni olusan kemik kontrol bdlgelerine gére 4-5 kat daha fazla
bulundu. Ancak kontrol bdlgelerinde 6rneklerin higbirinde defekt kenarlarinin
tamamen birlesme gbstermedigi ve defekt alaninin biyldk bir béliminin
fibr6z bag doku ile dolu oldugu izlendi.

2.2 mg simvastatinin uygulanan bélgelerde, 0.5 mg simvastatin
uygulanan bdlgelere gére yeni kemik alani ylzdesi istatistiksel anlamli olarak
daha fazla bulgulandi. Bu sonucun, doza baglh olarak ve 2.2 mg simvastatinin
salim hizinin daha yavas olmasi ve defekt alaninda daha uzun sire
kalmasindan kaynaklanabilecegi diisinulda.

Kemik defektlerinde simvastatinin rolini uzun dénemde
inceleyen bir calisma mevcut olmadigindan ge¢c dénemde elde ettigimiz
sonuglarin  birebir karsilagtirilmasi yapilamadi. Fakat histomorfometrik
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degerlendirmede 14, 30 ve 45. ginlerde yeni olusan kemik alani ylzdesinin
simvastatin uyguladigimiz defekt alanlarinda kontrol bélgelerine goére
istatistiksel anlamli olarak yluksek olmasi ve bdélge i¢i dederlendirmede 14.gln
ile 30. ve 45. glnler arasinda istatistiksel fark bulunmasi, simvastatinin
etkisini erken dénem olan 14. glinden baglayarak 45.glne kadar giderek
artan oranda gésterdigini distndirmektedir.

Defekt alaninda bulunan bag dokudaki inflamasyon derecesinin
7. guinde tim bdlgelerde benzer derecede ylksek olmasi, kullanilan polimer
tasiyici ve farkli simvastatin dozlarinin histolojik diizeyde bu duruma neden
olmadidini ddsindidrmektedir. Bu nedenle 7. ginde izlenen yiUksek
inflamasyon derecesi kemigin akut defekte verdigi reaksiyona bagll oldugu
seklinde aciklanabilir. ID’'nin 45. glne dogru tim bdlgelerde giderek esit
oranda azalmasi bu bulgularimizi desteklemektedir.

Kemik defektlerinin intraoral bdlgede acgiimasi ve kobaylarin
kemirgen hayvanlar olmasi nedeniyle 6rneklerin cogunda mikrobiyal dental
plak, kobaya ait killar gibi maddeler ile kontaminasyona bagh olarak yabanci
cisim reaksiyonu izlendi. Yabanci cisim bulunan &6rneklerde, yabanci cisim
reaksiyonu nedeniyle defekt alanindaki bag dokuda apse ve yogun
inflamasyon gorildi ve bu érneklerde inflamasyon derecesi yiksekti. Glnler
arasindaki fark ID ydnunden incelenirken hayvanlarin bagimsiz olduklari da
g6z o6nunde alinirsa gUnler arasindaki istatistiksel azalmanin nedenin
ortamda go6rlUlen yabanci cisimlerin miktarina da bagh olabilecegi
gbérulmektedir. Deney slresince bdlgeler arasinda ID yénlinden istatistiksel
anlamh farkin gérilmemesi de izlenen ID’lerin simvastatin ve tasiyicidan ¢ok
yabanci cisim reaksiyonuna bagli oldugunu desteklemektedir.

Orneklerin cogunda hem deney hem de kontrol bdlgelerinde 7.
ve 14. gilnlerde konak kemikte osteoklastik aktivite ve rezorpsiyonun yiksek
olmasi da bu olayin kullandigimiz tasiyici ve simvastatin dozlarindan
bagimsiz olarak gelistigini gdstermekteydi. Konak kemikteki rezorpsiyona bag
dokudaki inflamasyonun neden olabilecegi dusinildi. Inflamasyon
derecesindeki azalma ile orantili olarak osteoklastik aktivite ve konak
kemikteki rezorpsiyonun azalmasi bu bulgumuzu desteklemekteydi.

Literatirde rejenere olan kemik ve periodontal dokulari
degerlendiren immiinohistokimya calismalari oldukga sinirlidir.*”°2123.1%8 By,
calismalarda deneysel olarak farelerde olusturulan fenestrasyon®,
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maymunlarda olusturulan kemik ici'®® ve képeklerde olusturulan klas 3

furkasyon defektlerinde*” rejenere olan periodontal dokularda ve kemikte
OPN ve KSP mevcudiyeti g0sterilmigtir. Calismamizda literatlrdeki bu
calismalarla uyumlu olarak defekt olusturdugumuz alanlarda boyanmanin
izlenmesi, OPN ve KSP’nin rejenerasyon olan bdélgelerde bulundugu ve
goristni desteklemekteydi.

OPN ve KSP kemik olusumunun farkli déneminde ac¢iga ¢ikan
ve multifonksiyona sahip proteinlerdir. OPN ekstraselller matriks huicre
adezyon proteinidir.>’ OPN kalsifikasyondan &nce mineralize olmamis
matrikste birikir ve kalsifikasyona neden olur. OPN osteoblastlarin major
arind olmasina ragmen beyin ve boébrek hlcrelerinden sentezlendigi de
bildirilmistir.’®® OPN’nin hiicre adezyonu disinda kemoatraksiyon ve
immiinomodiilasyona katildi§i da bilinmektedir.'® KSP’nin ise daha cok
matUr osteoblastlar tarafindan eksPrese edildigi ve hidroksiapatit kristallerinin
olusumuna katildiklari bildirilmistir.'®"

Osteositlerin  gorevleri tam bilinmemekle beraber, kemik
olusumu ve rezorpsiyonu sirasinda inaktif olmadigi ve sinyal gdéndererek
kemik remodelasyonuna katildiklari distnilmektedir.'**'? Calismamizda
konak kemik osteositlerinin bazi érneklerde OPN ile ¢ok zayif, KSP ile de
hafif boyanmasi, osteositlerin inaktif olmadidini ve bu proteinler araciligiyla
osteoblast ve osteoklast hlcrelerine sinyal gbndererek  kemik
remodelasyonuna katildigi géristnt desteklemektedir.

Christgau ve arkadaslari koépeklerde klas 3 furkasyon
defektlerinde YDR ve flep operasyonu arasindaki farki immunhistokimya
yOntemleri ile arastirdiklari ¢alismalarinda cerrahiden iki hafta sonra konak
kemik yuzeyinde osteoblast ve osteoklastlarda OPN ve KSP ekspresyonu
gézlemlemigler, bu nedenle kemikte bir remodelasyon islemi varligini ifade
etmislerdir. ¥’ Bu calismaya benzer olarak bizim calismamizda da defekt
kenarindaki konak kemik osteoblastlarinin OPN ve KSP ile orta/yodun
derecede boyanmasi, osteoblastlarin salgiladiklari OPN ve KSP araciligiyla
ekstrasellller matrikse baglandidi ve defekt kenarindan itibaren defekt alanina
dogru konak kemik osteoblastlarinin aktif olarak kemik yapimina katildigini
gbstermektedir. Konak kemik ¢evresinde izlenen osteoklastlarin da OPN ve
KSP ile yogun boyanmasi, osteoklastlarin bu proteinler araciligiyla kemik
ylzeyine baglanarak rezorpsiyona neden oldugunu, yani hem deney hem de
kontrol bélgelerinde konak kemikte aktif bir remodelasyonu oldugunu
gbsterdi.
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Calismamizda deney ve kontrol bdlgelerinde 14. gulnden
itibaren izlemeye basladigimiz yeni kemige ait osteoblastlarda ve
osteositlerde erken ve ge¢ ddénemde kuvvetli OPN ve KSP ekspresyonu
gbézlendi. Erken dénemdeki yogun boyanma aktif hiicre proliferasyonu ve
adezyonu oldugu, her iki hiicreninde yeni kemik olusumuna katildigi ve kemik
olusumu i¢in uyarimin devam ettigini gésterdi. Ge¢ dénemde ise yeni kemige
ait osteoblastlarda ve osteositlerde OPN ile boyanma gézlenmesinin yani sira
Ozellikle KSP ile boyanma paterninde giderek artis izlenmesi kemigin
mineralize olarak matur bir yapi kazanmaya basladigininin isaretiydi.

Diger yandan degisen oranlarda boyanma goértilmesine karsin
genel olarak deney ve kontrol bélgelerinde fibroblastlarin OPN ile orta, KSP
ile hafif yogunlukta boyandigi veya hic boyanmadigi izlendi. inanc'®® ve
lvanovski'®* yaptiklari kiltir calismalarinda immatur fibroblast hiicrelerinin
OPN gibi kemik ile iliskili makromolekdilleri eksprese ettiklerini, bu hiicrelerin
osteoblastik fenotipe sahip olduklarini ve uygun bir uyar geldidinde
osteoblast hicrelerine doénlsebileceklerini  belirtmiglerdir. Calismamizda
deney ve kontrol bdlgeleri birbirleriyle karsilastinldiginda benzer boyanma
paternleri goérilmesine kargin, simvastatin uyguladigimiz bélgelerde, kontrol
bblgelerine oranla istatistiksel anlamh olarak daha fazla kemik yapimi
gbérmemizin nedeni, simvastatinin immatur fibroblast hicrelerini uyararak bu
hiicrelerin osteoblast hiicrelerine donlsimuna arttirmasi olabilir.

Lekic ve arkadaslari farelerde molar dislerin  bulundugu
alanlarda 0.6 mm capinda akut defektler olusturarak bir grupta bdlgede
bulunan periodontal ligamenti kbk yluzeyinden uzaklastirmig, diger grupta ise
uzaklastirmamislardir. Sonugta periodontal ligamenti kdk ylzeyinden
uzaklastirmadiklarinda komsu mineralize dokularda kemik olusumunun
arttigini bulgulamiglar ve periodontal ligament hicrelerinin osteoblast énct
hicreleri icin kaynak gérevi gérdigini ve komsu kemik alanlarinda
birikebilecegini ileri strmuslerdir.”®® Hicre kiltir calismalarinda ise
periodontal ligament hlcrelerinin sementoblast, fibroblast ve osteoblast énc
hicrelerini igerdigi gdsterilmis ve periodontal ligament icinde bulunan bu
hicrelerin kdk ylzeyi ve alveol kemik ylzeyine dogru géc¢ ettigi ve sonugta
gelen uyarilara gbére osteoblast, sementoblast ve fibroblastlara
farklilasabilecegi de ifade edilmistir.'®*'®® Calismamizda da biitiin bdlgelerde
periodontal ligamentin korunmasina bagl olarak OPN ve KSP ile degisen
oranlarda boyanmasi bu hlcrelerde fenotipik degisiklikler oldugunu ve
periodontal ligamentin kemik ve sement olusumuna katildigini
dusindirmektedir.
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Calismamizda sementoblastlarin orta yogunlukta OPN ve KSP
eksprese ettikleri izlendi. Bircok c¢alismada, sementogenez sirasinda
sementoblastlarin  KSP ve OPN eksprese ederek kok yuzeyine
baglanabilecegi ve sement yapiminin gerceklesebilecegdi ifade edilmis ve bu
durumun sement mineralizasyonu ile iligkili olabilecegi ileri stirmistir /4166

Ancak kobaylarin kesici diglerinin sdrekli gelisim gd&stererek
eriipsiyona ugradigi bilinmektedir. Elwood'®’, kobaylarin insizér dislerindeki
bu uzamanin ginde ortalama 0,3 mm oldugunu bildirmigtir. Bu bilgiyi g6z
6ndne aldigimizda periodontal ligament ve sementte OPN ve KSP ile izlenen
boyanma paternini sadece simvastatinin etkisine baglamak mimkan degildir.
Bu nedenle konu bu yontyle surekli eripsiyonun olmadigi deney modeliyle
arasgtirmaya agciktir.

Galismamizda deney ve kontrol bdlgeleri birbirleriyle
karsilastirildiginda hem OPN ve hem de KSP ile istatistiksel anlamlilik
tasiyan tedaviye bagl bir farklilik izienmemisgtir.

Benzer olarak Christgau ve arkadaslari da kdpeklerde klas 3
furkasyon defektlerinde YDR ve flep operasyonu arasinda ESM proteinlerinin
ekspresyonunu farkli dénemlerde karsilastirdiklari calismalarinda tedavi
sekilleri arasinda ESM molekdllerinin  ekspresyonu agisindan fark
bulunmadigini ortaya koymuslardir.*’

Sculean ve arkadaglari da maymunlarda kronik periodontal
defektler olusturmus ve bu defektlere ydnlendiriimis doku rejenerasyonu,
mine matriks proteinleri, yénlendirilmis doku rejenerasyonu ile kombine mine
matriks proteinleri ve sadece flep cerrahisi uygulamislar ve OPN, kollajen | ve
[I'Gn ekspresyonunu incelemislerdir. Arastirmalarinin sonucunda rejeneratif
tedavi ybéntemleri ile daha iyi sonu¢ elde etmelerine ragmen tim tedavi
gruplari arasinda matriks molekullerinin dagihmi ve boyanma yogunlugu
arasinda fark bulamamislardir.’®® Sculean ve arkadaslar bu calismalarinda
periodontal rejenerasyon igin bir ortam olusturuldugunda, tedavi sekline
bakilmaksizin matriks proteinlerinin benzer boyanma paterni gésterdiklerini
ifade etmiglerdir.
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Calismamizda da yukarida belirtilen bu calismalara benzer
olarak bitin takip dénemlerinde 1. ve 2. deney bdlgesinde kemik olugum
oraninin kontrol gruplarina oranla istatistiksel anlamli izlense de, molekuler
dizeyde ESM proteinlerinden hem OPN hem de KSP ekspresyonu agisindan
bélgeler arasinda farklihk bulgulanmadi. Simvastatinin yara iyilesmesi
Uzerindeki etkisini immunhistokimya yéntemler ile inceleyen benzer bir
calisma bulunmadigindan sonuglarin bire bir karsilastinimasi yapilamadi.
Bununla beraber c¢alismamizda deney ve kontrol bdlgelerinin benzer
boyanma géstermesinin Sculean ve arkadaslarinin da belirttigi gibi defekt
olusturarak periodontal rejenerasyon igin uygun bir ortam olusturuldugunda,
uygulanan tedavi sekline bakilmaksizin bu molekuillerin benzer eksprese
olmasi nedeniyle olabilecedi disunald.

Tesbit edebildigimiz bulgularimiz igerisinde ¢alismamiz, polimer
tasiyict ile uygulanan simvastatinin kemik olusumunu uyardigini, en iyi
sonucun yuksek doz olan 2.2 mg ile elde edildigini, ancak 2.2 mg
simvastatinin  deney sdresince giderek azalan yumusak dokuda
inflamasyonunu bulguladik. Bu sonuglarimiza gbére simvastatinin klinik
calismalarda uygulanabilecek ve kemik yapiminda olumlu katkisi olabilecek
bir madde oldugu, klinik calismalar Oncesi, 6zellikle kronik ve surekli
erdpsiyonun izlenmedigi periodontal kemik defektlerinde de deneysel yénden
tasiyicinin rezorpsiyon siresi, dokuda simvastatinin doza bagl salim zamani
gibi konuya ait acik yonlerinin ¢ok iyi arastiriimasinin gerektigine inaniyoruz.
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SONUCLAR

0.5 ve 2.2 mg olmak Uzere farkll dozlarda ve HPS polimer tasiyici ile
lokal uygulanan simvastatinin kemik defektleri Gzerine etkisini, her kobayda
deney ve kontrol bélgeleri yer alacak sekilde akut defektler olusturarak, 7. ve
14. gunlerde erken, 30. ve 45. gunlerde geg iyilesme déneminde histolojik ve
immunhistokimyasal olarak inceledigimiz deneysel calismamizda:

1. Simvastatinin defekt ortamina yerlestiriimesi icin hazirlanan polimer
tagtyicinin kullaniminda sorun yasanmadi ve uygun bir tasiyici oldugu
gordldu.

2. Simvastatin iceren polimer tasiyicilarin hazirlanmasini takiben, cerrahi
uygulama &éncesi yapilan in vitro salim deneyi sonucunda, 7. gtiinde 0.5 mg
simvastatinin tamamen (%100) salindidi, 2.2 mg simvastatinin ise %31,24
oraninda ve daha yavas salindigi bulgulandi.

3. Operasyonlarn takiben Klinik iyilesmede 2. deney ve aktif, pasif kontrol
bélgelerinde sorun izlenmedi. Ancak 2.2 mg simvastatin uygulanan 1. deney
bélgesinde 7. ve 14. glnlerde yogun, 30. glinde ise hafif olmak Uzere izlenen
yumusak dokuda inflamasyon, apse ve asiri 6dem, 45. gtiinde bulgulanmadi.

4. Histolojik bulgulara gére 7. ginde bdlgelerin timinde defekt alaninin
Once fibrovaskiler bag doku ile doldugu, 14. ginden baslayarak 30. giin dahil
olmak Uzere fibroselller bag doku ile yer degistirdigi, 45. glinde ise yerini
fibr6z bag dokuya biraktigi izlendi.

5. Yeni kemik olusumunun Dbdlgelerin higbirinde 7. ginde baglamadigi,
14.glnden itibaren izlenen yeni kemik olusumunun deney ve Kkontrol
bdlgelerinde degisen oranlarda olmak Uzere, 45. glinde yerini matlir kemige
birakmaya basladigi géraldu.

Histomorfometrik olarak incelendiginde defekt alanlarina ait yeni kemik alani
ylzdesinin deney ve kontrol bélgelerinde 14. giinden itibaren giderek arttigdi
izlendi. Buna gére 14,30 ve 45. glinlerde yeni kemik alani ylzdesi sirasiyla 1.
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deney bdlgesinde %78, %85 ve %93; 2. deney bdlgesinde %52, %74 ve
%80; aktif kontrol bélgesinde %7, %14 ve %15; pasif kontrol bdlgesinde ise
%11, %16 ve %16 olarak bulgulandi. Hem deney hem de kontrol bélgeleri
icin 14. gun ile 30. ve 45. glnler arasindaki bu artisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulundu.

Deney ve kontrol bdlgeleri birbirleri ile Kkarsilastirildiginda ise deney
slresince, 1. ve 2. deney bdélgelerindeki yeni kemik alani ylzdelerinin aktif ve
pasif kontrol grubuna gére istatistiksel anlaml olarak daha yiksek oldugu
goruldi. 1. ve 2. Deney bodlgeleri arasindaki fark da istatistiksel anlaml
bulundu. Aktif ve pasif kontrol bdlgeleri arasinda ise istatistiksel anlamli
farklilik izlenmedi.

6. Defekt alanlarinda 14. glinden itibaren izlenen defekt kenarlarinin
karsilikl gelme oraninin bdlgelere gore degistigi gbralda. Buna goére, 14, 30
ve 45. gunlerde bu oran 1. deney bdlgesinde sirasiyla %70-80, %50-100 ve
%80-100, 2. deney bolgesinde %50-60, %50-90 ve %40-100 arasinda
izlendi. Aktif kontrol bdlgesinde ise 9%5-10, 9%5-30 ve 9%5-30 olarak
bulgulandi. Pasif kontrol bélgesinde de yine sirasiyla  %5-10, %5-30 ve

%5-30 olarak goruldd.

7. Tum bolgelerde defekt alanindaki bag dokusunda gérilen inflamasyon
derecesinin 2. deney bodlgesi 45. giin diginda deney boyunca giderek azaldigi
izlendi. Bu azalmanin 2. deney bdlgesinde 7-30 glnler arasinda, aktif kontrol
bélgesinde 7 ile 45.gunler arasinda, pasif kontrol bélgesinde ise 7. ve 14.
gunler ile hem 30 hem de 45. glnler arasinda istatistiksel olarak anlamlik
tasidigr bulgulandi. ID ‘nin kemigin verdigi reaksiyona ve érneklerde bulunan
yabanci cisim reaksiyonuna baglh olarak degisim gdsterebilecegi géruldi.
Deney sUlresince bdlgeler ID agisindan birbirleri ile karsilastinldiginda ise
istatistiksel anlamli farkhlik bulgulanmadi.

8. Defekt alanina komsu konak kemigin histolojik degerlendiriimesinde
deney slresince deney ve kontrol bdélgelerinde osteoklast varligi ve konak
kemikte rezorpsiyonun giderek azaldidi izlendi.
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9. Imminhistokimya incelemelerinde 7., 14, 30. ve 45. glinlerde deney ve
kontrol bélgelerinde OPN ve KSP ile degisen oranlarda izlenen boyanma
paternleri kendi iclerinde ve birbirleriyle karsilastinidiginda istatistiksel anlamli
farkhlik bulgulanmadi.

Deney suresince OPN ile konak kemik osteositlerinde hafif boyanma veya
boyanmama izlenirken, defekt kenarlarinda konak kemik osteoblastlari yogun
boyandi. Konak kemik gevresindeki osteoklastlarin ise, 2. deney bélgesinde
30. giine ve tim bdlgelerde 45. gline kadar yogun boyandigi izlendi.

14. glnden itibaren izlenmeye baslayan yeni kemik osteosit ve
osteoblastlarinda yogun boyanma mevcuttu. Fibroblast ve sementoblastlar
orta, periodontal hiicreler ise hafif/orta boyandi.

KSP ile konak kemik osteositleri hafif konak kemik etrafindaki osteoblastlar
yogun boyandi. Osteoklastlarda 6zellikle 7. ve 14. ginlerde tim bélgelerde
yogun izlenen boyanmanin 30. ginde azaldidi 30. ginde 2. deney ve 45.
ginde ise tim bolgelerde osteoklast varliginin olmadigr bulgulandi. Yeni
kemik osteosit ve osteoblastlari orta yogunlukta boyanma gdsterdi. Fibroblast
ve periodontal ligament hdcrelerinde hafif boyanma veya boyanmama
izlenirken, sementoblastlar orta yogunlukta boyandi.

10. Calismamiz limitleri dahilinde bdlgeler arasinda yeni kemik olusumunun
1. ve 2. deney bdlgelerinde kontrol bdlgelerine oranla istatistiksel anlaml
olmak Uzere yUksek bulgulanmasi simvastatinin kemik rejenerasyonunda
katkisi olabilecek bir madde oldugunu ve bu nedenle ileri ¢aligmalarin
gerekliligini ortaya koymaktadir.
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OZET

SIMVASTATININ DENEYSEL ALVEOL I_DEFEK_TLERiNE ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Statinler, tipta serum kolesterol dizeyini dislirmek icin yaygin
kullanilan ilaglardir. Son zamanlarda c¢esitli calismalarda simvastatinin de yer
aldigi statin grubu ilaglarin bu 6ézelliklerinin yani sira, kemik olugsumunu
uyarma, antiinflamatuar etki gésterme ve anjiogenezisi arttirma gibi etkileri de
oldugu bildirilmistir.

Bu nedenle galismamizda 0.5 ve 2.2 mg olmak Uzere farkh
dozlarda ve HPS polimer tasiyici ile lokal uygulanan simvastatinin kobaylarda
olusturulan  alveolar kemik defektleri Uzerine etkisini  histolojik,
histomorfometrik ve immuanohistokimyasal yOntemler kullanarak
degerlendirmek amagclanmistir.

Simvastatinin polimer tasiyicidan in vitro salim deneyinin
ardindan, 28 adet saglikli kobayin, sag ve sol maksilla ve mandibulasinda yer
almak Uzere her hayvanda toplam 4 adet kemik defekti olusturulmustur. 1.
deney bdlgesine 2.2 mg, 2. deney bdlgesine 0.5 mg simvastatin iceren
polimer tasiyicilar uygulanmistir. Aktif kontrol bdlgesinde tek basina polimer
tasiyici uygulanirken, pasif kontrol bdlgesinde defekt bos birakilmigtir.

Operasyonlarin ardindan her grupta 7 adet olmak Clzere
kobaylar, 7 ve 14. gunlerde erken, 30 ve 45. glnlerde ge¢ dénemde
degerlendirilmiglerdir.

Yapilan histolojik ve histomorfometrik analizler sonucunda
simvastatin uygulanan bélgelerde yeni kemik olusumunun kontrol bdlgelerine
gore istatistiksel olarak anlamli daha fazla oldugu, en iyi sonucun ise 2.2 mg
simvastatin ile elde edildigi ve baslangicta izlenen yumusak dokudaki
inflamasyonun deney slresince giderek azaldigi bulgulanmistir.

ImmuUnhistokimyasal degerlendirmede ise farkli boyanma
paternleri izlense de, deney boyunca bdlgeler kendi iglerinde ve birbirleriyle
karsilastirildiginda OPN ve KSP ekspresyonu agisindan istatistiksel anlamli
farkhlik olmadidi, bu nedenle boyanma paternlerinin uygulanan tedavi
seklinden bagimsiz oldugu izlenmisgtir.

Simvastatinin kemik yapiminda olumlu katkisi oldugu, ancak

klinik kullanimina gecilmeden 6nce konunun acgik ydnlerine cevap aranan
deneysel ¢alismalara gereksinim vardir.
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SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFECT OF SIMVASTATIN ON EXPERIMENTAL
ALVEOLAR BONE DEFECTS

Statins, are the most effective and widely used drugs to lower
cholesterol levels in hypercholesterolemia. Recently various studies
confirmed that among statins, simvastatin has positive side effects such as
stimulation of new bone formation, antiinflammatory effect and angiogenesis
promotion.

The aim of this study was to evaluate the effect of local
application of different doses (2.2 and 0.5 mg) of simvastatin carried with
HPS polymer carriers at the treatment of alveolar bone defects by using
histologic, histomorphometric and immunohistochemistral techniques.

Following in vitro simvastatin delivery experiment, four bone
defects were created at the left and right maxilla and mandibula of 28 healthy
guinea pigs. The first experimental region were filled with 2.2 mg simvastatin
whereas the second filled with 0.5 mg simvastatin. Polymer carrier applied
alone at the active control region. The last defect was left empty as the
control region.

Each group of 7 guinea pigs were sactrificed at 7" and 14" days
for early and at 30" and 45" days for late evaluation after surgery.

The histological and histomorphometric results showed that;
simvastatin stimulated bone formation at statistically significant level when
compared to control regions. Best results were obtained with 2.2 mg
simvastatin and soft tissue inflammation gradually reduced during the
experimental period.

Although we observed different staining patterns during the
experiment, both OPN and BSP expressions were found statistically similar
between test and control regions showing no effect of different treatment
modalities.

Although simvastatin seems to promote bone healing, further

experimental studies are needed to explore the unknown sides before clinical
usage.
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