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OZET

Sezen, M.C. (2014). Kitosan tastyict ile uygulanan Simvastatin ve Kemik
Morfojenik  Protein-2’nin  kemik rejenerasyonuna  etkisinin histolojik  ve
histomorfometrik olarak incelenmes;. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Oral Implantoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Kemik morfojenik proteinler (BMP) osteojenik farklilagma igin dnemli bir
regiilat6rdiir. Bityiime faktorlerinin klinik olarak uygulanmas: i¢in lokal, tamimlanmis ve
kontrollii kemik formasyonu saglayacak uygun bir tasiyict sistem gerekmektedir. By
teori ayni zamanda ¢alismamizda kullamilacak olan lokal simvastatin uygulamalari i¢in

€ gereklidir. Statinlerin, osteoklastlarm aktivasyonunu inhibe ederek ve kemik
morfogenetik protein-2 (BMP-2) geninin agiga ¢ikmasim saglayarak kemik olusumunu
artirdif1 birgok ¢alismada ileri stirtilmektedir. Bu bilgilerin 15131nda calismamizin amaci,
sicanlarda olusturulan deneysel kemik defektlerine, yavas salinan biolojik olarak
eriyebilen kitosan tagiyict  materyal kullamilarak  simvastatin veya rhBMP-2
implantasyonundan sonra histolojik ve histomorfometrik yontemlerle kemik olusumuny
degerlendirmek ve simvastatinin ve thBMP-2"nin bu kemik defektlerinin tedavisindeki
roliinii incelemektir. 20 adet Wistar albino cinsi erkek sican (8:20; yas:4 ay; kilo:300-+/-
20) 3 deney ve 1 kontrol grubuna ayrilmistir. Tibia kemiklerinde toplam 80 adet defect
agilmmustir. Deney gruplarinda, ilk gruba 0.5 mg simvastatin iceren kitosan nano
partikill tasiyic, ikinci gruba 1.5 ug thBMP-2 igeren kitosan nano partikiil tasiyici,
Ggtinell gruba yalmz kitosan nano partikiil tasiyic yerlestirilmistir. Kontrol grubu bos
birakilmistir. Deney hayvanlar ikinci ve dordiincii hafialarda sakrifiye edilmisir. Deney
hayvanlarindan alinan 6rnekler histolojik ve histomorfometrik incelemeye alinmustir.

Histolojik degerlendirme sonucunda tiim gruplarda yeni kemik olusumu
goriilmiistiir. 4 hafta sonunda simvastatin igeren nano partikiil seklinde kitosan tasiyic
grubunda en fazla kemik olusum yiizdesi gorilmiistiir.

Bu calisma, simvastatin ve thBMP-2 iceren nano partikiil kitosan tasiyici
kemik greft materyali olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : Simvastatin, kitosan, rhBMP-2, kemik indiiksiyonu, kemik grefleri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 19647



ABSTRACT

Sezen, M.C. (2014). Histologyc and histomorphometric evaluation of bone regeneration
capacity of simvastatin or thBMP-2 using chitosan carrier. Istanbul University, Institute
of Health Science, Oral Implantology Department. Doctoral thesis. Istanbul.

Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) is a molecule that powerfully
induces osteogenic differentiation. However to optimize delivery at the bone repair site,
BMP-2 requires a local, controlled suitable carrier which is not obstruct bone formation.
The formation of new bone by local use of statins is also depends on the delivery
system used. A lot of researches reported that Statins can inhibit osteoclast activation
and increase bone formation by providing BMP-2 secrection. Statins are usually used
systemically so there is a few study about local use of statins. Chitosan which is a
natural, biodegradable, less toxics polymer used in this study as a carrier. According to
this informations, the aim of this study is to evaluate the bone rejeneration of local
application of simvastatin and thBMP-2 carried with biodegradable and slow releasing
chitosan carrier at the treatment of alveolar bone defects in rat tibia by using histologic,
histomorphometric techniques and to improve the materials using in implantation and to
improve the success of surgical and dental implant operations. Twenty adult male
Wistar albino rats (n:20; age:4months; weight:300+/-20) were divided into 3
expermental groups and 1 control group. A total of 80 bone defects, 4 per rat, were
created in the tibial bone. In the experimental groups, first group was implanted with 0.5
mg simvastatin with chitosan carrier, second group was implanted with 1.5 ng thBMP-2
with chitosan, and in the third group only the chitosan carrier was implanted. No
material was implanted in the control group. Animals were killed at second and fourth

weeks postoperatively and the specimens were processed for histologic and
histomorphometric assessments.

According to the histological evaluation new bone formation was seen in all
experimental groups. The bone regeneration of the simvastatin with chitosan carrier
was, however, greater than the other test groups at the end of four week.

The present study provides the evidence that simvastatin and rhBMP-2
chitosan grafts can be used as a material for bone grafts in vivo.

Key Words: Simvastatin, chitosan, thBMP-2,bone induction, bone grafts

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No:19647



1. GIRIS VE AMAC

Oral implantoloji ve maksillofasial cerrahide ¢cesitli nedenlerle kaybedilen
dislerin yerine konmas; ile ideal fonksiyon ve estetifin saglanmas: amaciyla oral
implantlarin kullanmyg gunlimiizde en 6nemli tedavi secenegi olarak kabul edilmektedir.,
Dis kayiplarindan sonra meydana gelen rezorpsiyonlar ¢ogu kez denta] implantlarin
ideal konum ve boyutlarda yerlestirilmesini gliclestirmektedir. By amagla implant
operasyonu yapilacak bdlgede yeterli kemik hacmini elde etmek icin cesitli greft
materyalleri kullanilmaktady (1,2). Otojen kemik, iskeletse] defektlerin tedavisinde
altin standart olarak kabuy] edilmektedir. Ancak elde edilen kemigin sinirh olmas,
rezorpsiyon siiresinin kisa olmasi ve ikinci cerrahj prosediir gerektirmesi cesitli

alternatif metodlarin arastirllmasina neden olmustur (3). Kemik greftleri ile kemik

kok hicrelerin  kemik olusturucu hiicrelere farklilasmasin indiikleyerek ve
osteokondiiktif materyalleri iskelet olarak kullanarak yeni kemik olusumunu stimule
etmektedir (4). Etkili bir kemik greft malzemesi olusturmak icin hem osteoindiiktif hem.
de osteokondiiktif zelliklerin gelistirilmesi gerekmektedir. Kemik morfojenik
proteinler (BMP) osteojenik farklilasma i¢in &neml; bir regiilatordiir ve kemik
morfojenik protein-2 (BMP-2) osteoindiiktif faktorlerin en glicliisiidiir. Wozney ve ark.
1980°li yallarin sonlarinda rekombinant teknolojiler kullanarak Rekombinant insan
kemik morfojenik protein -2 (thBMP-2)’yi sentezlemeyi basarmiglardir. By tarihten
sonra da thBMP-2’nin; kemik olusumu tizerine olumly etkileri ¢ok sayida in vitro ve
klinik ¢alismada gosterilerek klinik kullanim i¢in guvenilirligi kabul edilmistir (5).
Biiytime faktrlerinin klinik olarak uygulanmasi icin lokal, tanimlanmis ve kontrollii
kemik formasyonu saglayacak uygun bir tagtyic: sistem gerekmektedir (6,7). Bu teori

ayni zamanda ¢alismamizda kullamilacak olan loka] simvastatin uygulamalar: icin de
gereklidir (8,9).



Statinler, =~ hydroxymethylglutaryl-coenzyme - .A | (HMG-CoA)  rediiktaz
inhibitoridir (8,9). Dogal kaynakli lovastatin; kimyasal olarak modifiye edilen
simvastatin ve paravastaﬁn; sentetik kaynakli atorvastatin, fluvastatin, cerivastatinden
olusmaktadir. Statinler kolesterol diisiirlicii olarak kullanilirlar ve hiperlipidemi ile
arterioskleroz tedavisinde 6nemli etkileri bulunmaktadir (9,10). Aym zamanda kemik
olusumunu, iltihabi ve damarlanmay: diizenlemektedir. Statinlerin, osteoklastlarn
aktivasyonunu inhibe ederek ve kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2) geninin acifa
¢ikmasi saglayarak kemik olusumunu artirdifi birgok calismada yer almaktadir
(10,11). Ayrica statinlerin kemik greft materyallerine gore daha diisiik maliyetinin
olmasi ile birlikte; yan etkilerinin azhig1 ve kolay elde edilebilir olmast gibi avantajlar
da bulunmaktadir (12). Statin grubu ilaglarin kemik metabolizmas: tizerindeki etkilerini
aragtiran bir ¢ok calisma (13,14,15,16) bulunmasina ragmen, bu etkiler fizerine ¢eliskili
bilgiler elde edilmektedir. Statinler genellikle sistemik olarak kullanildigr i¢in
literatiirde lokal. uygulanmalarina iliskin pek fazla bilimsel ¢alisma bulunmamaktadir.

Simvastatin ile yapilan in vitro ¢aligmalarda kemik biiyiimesini stimule etmede en giiclii

statin oldugu belirtilmistir (13, 14, 15, 17, 18, 19).

Dogal, biodegradable diisiik toksisiteli bir polimer olan kitosan ¢alismamizda
mikrokiire seklinde tagiyici materyal olarak kullamlacaktir. Kitosan, osteokonduksiyon,
hemostatik etki ve yara iyilestirme o&zelliklerine sahiptir (20, 21, 22, 23).
Biouyumlululuk 6zellikleri, diisiik toksisitesi nedeni ile ila¢ ve arastirma alanlarinda
tagiyicr olarak siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle ilaglarin kontrollii yavas salimm

¢aligmalarinda mikrokiire, poréz blok veya jelatin seklinde tasiyici olarak
kullamilmaktadir (24).

Biitin bu bilgiler g6z 6niinde alindifinda, simvastatinin kemik defektlerine
uygulanmasiyla pozitif sonuglar elde edilebilecegi izlenimi olmasima karsin, konuyla
ilgili caligmalarin simvastatinin klinik kullamimim heniiz desteklemedigi ve bircok
bilinmeyenin var oldugu goriilmektedir. Buna ek olarak BMP’lerin osteojenik
farkhlasma icin 6nemli bir regiilatér oldugu ve osteoindiiktif etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu bilgilerin 1s13inda; calismamizin amaci, sicanlarda olusturulan

deneysel kemik defektlerine, yavas salinan biolojik olarak eriyebilen mikrokiire



seklinde kitosan tastyict matefyal kullanilarak simvastatin veya rhBMP-2 uygulahmam ‘
sonrasinda  histolojik ve histomorfometrik yontemlerle kemik olusumunu
degerlendirmek, bu faktorlerin kemik rejenerasyon kapasitelerini hayvan modelinde

karsilagtirmak ve simvastatinin ve thBMP-2’nin bu kemik defektlerinin tedavisindeki

roliinii incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik dokusu

Kemik dokusu, yetiskin iskeletinin temelini olusturan kan hiicrelerini meydana
getiren kemik iligini iceren 6zel bir bag dokusudur (25, 26). Iskelet olusturma, iskelet
kaslarina destek saglama ve hayati organlar1 koruma gibi mekanik goOrevlerinin yanmda
birgok metabolizma olaylarinda rol oynamaktadir (25, 26, 27, 28). Ayrica kalsiyum
fosfat ve diger iyonlarmn viicut sivilarindaki miktarlarini dengede tutabilmek igin depo

edilmelerini ya da kontrollii olarak salimmlarini saglamaktadir (25, 26). Kikmdak
dokusundan farki damar igermesidir (25).

2.1.1. Kemik dokusunun kimyasal yapisi

Kemik; inorganik matriks, organik matriks, hiicreler ve sudan olusmaktadir (29).

2.1.1.1. Inorganik matriks

Kemik dokusunun %65°i kollagen lifler arasinda veya icinde yer alan tabaka,
igne ve cubuk seklindeki kiigiik kristallerden meydana gelen inorganik yamdan
olusmaktadir. Biiylik oranda saf olmayan ve kristal yap: icerisine dagilmis karbonat,
sitrat, magnezyum, flor ve stronsiyum igeren hidroksiapatit Cal0(PO4)6(OH2)’ten
olugmaktadir (30, 31). Hidroksiapatit kristallerinin kollagen lif segmentlerine sikica
bagh olmasi sayesinde kemikte kristal ve kollagenin yerlerinden ayrilmasi engellenir.

Boylelikle kemik yapis1 gerilme ve sikismaya kars: direng kazanmaktadir (25, 32).



2.1.1.2. Organik matriks

Organik matriks %90 oraninda Tip 1 kollagenden, %10 oraminda ise
proteoglikan ve glikoprotein olarak adlandirilan non kollagen bilesenlerden meydana
gelmektedir (30). Kollagen kemige kuvvetli bir gerilme direnci saglamaktadir (32).
Kemikte bulunan glikoproteinler; osteonektin, fibronektin, vitronektin, fibrilin,
osteopontin ve kemik sialoproteininden olugmaktadir (33). Kemigin organik matriksine

osteoit madde denir ve kemigin  kuru agirhfmn yaklagik olarak %35’ini
olusturmaktadir (26).

2.1.2. Kemik hiicreleri

Kemigin temel hiicresel elemanlar1 osteoklastlar, osteoblastlar, osteositler;
kemik yiizeyini doseyen hiicreler ile kemik biiylime ve tamirini diizenleyen bagisiklik
sistemine ait hiicrelerden olusmaktadir. Osteoblastlar, osteositler ve kemik ylizeyini

ddseyen hiicreler tek bir hiicre tiiriintin olgunlagma sirasmdaki farkli evrelerini temsil

eden benzer yapida hiicrelerdir (34).

2.1.2.1. Osteoblast

Osteoblast  hiicreleri  kemik  metabolizmasinda, organik  matriksin
sentezlenmesinde ve mineralizasyonunda gorev almaktadir. Buna ek olarak, kemik
olusumunda ve hiicreler aras: iletisimde, kendilerinin ve diger kemik iligi hiicrelerinin
salgiladiklar1  sitokinler, bityiime faktorleri ve hormonlarin islev gormesinden
sorumludurlar (35,36). Osteoblastlar biiyiik bir cekirdek, hiicresel uzantilar, hiicreler
arasi baglantilar, sik endoplazmik retikulum, gelismis golgi apareyi ve i¢leri kollajenle
dolu salg1 kesecikleri igermektedir. Mezenkimde veya temel ilik dokusunda yer alan
kok hiicrelerden olugsmaktadir. Etkin hallerinde kiibik sekilli olan osteoblastlar, kemikte
birbirlerine ¢ok yakin dizilerek 15-30um kalinhginda bir tabaka olusturmaktadir
(26,37,38,39). Kollajen yapida olan ve olmayan kemik proteinlerini sentezleyen tek



¢ekirdekli hiicrelerdir. Kemik matriksinin depolandlgg biiyliyen kemigin sinirlarinda
bulunurlar.  Osteoblastlar aym zamanda ekstraselliler kemik matriksi igine
matriksmetalloproteinaz (MMP) salgilarlar. Osteoblastlar salgiladiklan  regiilator
sitokinler ve biiyiime faktérleri yardimi ile osteoklastlarin ve ¢esitli hemopoetik
hiicrelerin degisimini saglamaktadir (35,36). Kemikteki 6zel proteinler olan osteokalsin
ve kemik sialoproteinlerinin salgilanmasinin yaninda, yiiksek alkalen fosfataz aktivitesi,
kollajen salgilanmasi ve kollajen yapida olmayan proteinlerin sentezlenmesi, mekanik

ve kimyasal uyaranlara karst yamit gelistirilmesi gibi ozellikleri bulunmaktadir
(26,38,39,40).

Osteoblastlar kalsiyum pompasi olarak da bilinen plazma adenozin trifosfataz
(ATPaz) igerirler ve ATP hidrolizinden kazandiklan enerji ile ekstraselliiler matrikse
Cat++ pompalarlar. Kemigin inorganik kisimlarinin yapilabilmesi canli osteoblastlarin
varlifina baghdir (35). Osteoblastlar kemik yiizeylerinde epitel hiicrelerini andiran
sekilde yan yana dizilitler. Komsu hiicreler arasinda tutucu membran farklilasmalari
gozlenir. Salgiladiklari osteoit madde yoniinde sitoplazma uzantilar yaparlar; bu
uzantilar diger hiicrelerinkilerle iliskidedir (26). Paratiroid hormonu (PTH),
prostaglandin E2 (PGE2) ve doniistiiriicti biiyiime faktdrii B(TGF-B) osteoblastlar
arasindaki birlesimleri fazlalagtirmaktadir (41). Mineral matriksin cokelmesi ile
uzantilarin bulundugu yerlerde kanalciklar olusmaktadir, osteoblastlar kemik yapimi
ilerlediginde doku i¢inde kalirlar ve osteositlere déniisiirler (26). Osteoblastlarin alttaki
kemik yiizeyine yapismalarn plazma membrani integrinleri sayesinde olmaktadir.
Degismekte olan osteoblastlarin ilk salglilarindan olan fibronektin, hiicrelerin kemigin
dis tarafindaki ekstraselliller matrikse yapismalarindan sorumludur. Matriks sentezini
yapmaya basladiklarinda sekilleri kiibikten prizmatige kadar degisebilir. Alkali fosfataz
aktivitesi artar ve sitoplazma bazofilik hale gelir. Sentez faaliyetleri azaldikca
yassilasirlar ve bazofilik 6zellikleri de azalmaktadir (35). Elektron mikroskobunda
osteoblastlarin ¢ok sayida piirtiiklii endoplazmik retikulumlari ve bol serbest ribozom ve
poliribozomlar1 oldugu gériilmektedir. Golgi aygiti geligmistir ve mitokondrileri cok
sayidadir (26). Osteoblastlarin salgiladigi biiytime faktorlerinden insiiline benzer
biiylime faktorii-1 (IGF-I), TGF-B ve Trombosit Kaynakl: Biiylime Faktorii B (PDGF-

Bynin kemik olusumunu belirgin bir sekilde hizlandirdigimi  gésteren calismalar



bulunmaktadir. Kemik yapimindan ¢ok kemik yikimimn desteklendigi ﬁzyoiojik -
kosullarda osteoblastlar; lenfokinler ve prostoglandin tarafindan, osteoklastlarin

rezorbsiyon aktivitesini arttiran interlokin-6 (IL-6) iiretmek iizere uyarilabilirler (35).

2.1.2.2. Osteosit

Osteoblastlar kemik trabekiillerinin yiizeyinde yer alarak kollajen fibrili ve
matriksten olusan osteoiti sentezlemektedir. Kemik matriksi olan osteoid kalsifikasyona
ugrayarak hidroksiapatit kristallerini olusturmaktadir. Bu stire¢  sirasinda baz:
osteoblastlar kemik ic¢inde kalarak osteosite doniistirler. Osteosite doniisen
osteoblastlarn sayis1 kemik olusum hizina baghdir. Olusum hiz: arttikga bdlge hacmi
icinde kalan osteosit sayisi da artmaktadir. Genel bir kural olarak woven kemik ve tamir
kemigi lameller kemige gére daha fazla sayida osteosit igermektedir (42,43). Osteositler
kemik sivisi, mineralize olmamus kollajen fibrilleri ve proteoglikanlarla birlikte lakiiner
bolgede bulunmaktadir. Kemik igerisine hapsolduktan sonra sentetik ve sekretuar
yetenekleri kaybolmaya baglamaktadir. Osteositler besin gereksiminin en fazla oldugu
yerlere yani osteoblastlara ve kemik yiizeyini doseyen hiicrelere sitoplazmik uzantilar
gondermektedir. Cevrelerindeki lakiinler ve kanalciklar kemik élVlsmln en derin
osteositin gevresine kadar ulasabilmelerini saglamaktadir. Bu sekilde metabolitlerin ve
iyonlarin transferi saglanmaktadir (35). Osteositler kalsiyum homeostazinda gérev
almaktadir. Osteositlerin kemik matriksindeki kalsiyum ve diger iyonlar1 serbestledigi;
sitoplazmik uzantilar ve kanalciklar aracihigi ile kemik ylizeyindeki sivilarla degis tokus
yapmak igin osteoblastlara ve kemik yiizeyini ddseyen hiicrelere transfer ettigi
distiniilmektedir. Hiicreler sistemik ihtiyaca gore kalsiyumu kemik matriksinden
serbestleyebildikleri gibi kemik matriksi i¢ine de transfer edebilirler (42). Kemik hiicre
kiltiirtindeki gelismeler sayesinde osteositlerin izolasyonu ve kiiltiir edilebilmeleri
mimkiindiir.  Osteositler, lokal osteoblastlarin ve  osteoklastlarin  kemik
remodelasyonunu saglayacak fiziksel degisikliklerini kimyasal sinyallere ¢evirmektedir.
Bu kapasiteleriyle kemik fizerine gelen fiziksel baskilara kars: kemigi giiclendirirler.
Kemik rezorbsiyonu sirasinda osteoklastlar yardimi ile kemik matriksinden
serbestlenirler. Serbestlenen osteositlerin tiimiiniin apoptopik siirecte yikima ugrayip

ugramadiklar1 veya osteojenik hiicrelere geri doniip donmedikleri bilinmemektedir.



Kemik trabekiilleri gelisirkeh kemik fizyolojik kahnhga ulastifinda kemik yiizeyine
yeni preosteoblastlarin yerlesimi durmaktadir. Bu durumda ne zaman yeni bir osteosit
olusursa osteoblastlar kemik ylizeyinde daha genis bir alana yayilmaktadir ve o bélgede
kemik yapimu durur ve bolgeyi kemik yiizeyini doseyen hiicreler kaplamaktadir. Bu
hiicreler ve mineralize kemik yiizeyinde osteoid bulunmaz. Osteoidin osteojenik
tiretimindeki azalma, derin bélgelerdeki osteositlerin ylizeyden gelen hormon sinyalleri

ve besinleri almakta yasadiklar1 zorlukla diizenlenmektedir (34).

2.1.2.3. Kemik déseme hiicreleri

Yassi ince uzun kemik hiicreleridir. Eriskin iskeletinin buyiik bir kismim
orterler. Osteoblastlar kemik yapiminmi bitirdiginde kemik ylizeyindeki hiicreler
yassilagir, bu eski osteoblastlara kemik ddseme hiicreleri denmektedir. Potansiyel
osteoblast kaynaklari arasinda olduklari, kemik ve ekstraselliiler sivi kompartmam

arasinda bariyer olusturduklar1 ve kemikte kristal biiylimesini diizenledikleri tahmin
edilmektedir (44).

2.1.2.4. Osteoklast

Osteoklastlar kemik yikimindan sorumludur. Osteoklastlar trabekiiler ve
kompakt kemiklerin i¢ ylizeylerinde tek baslarina veya kii¢iik gruplar halinde bulunan,
¢ok cekirdekli hiicrelerdir (45). Osteoklastlarin kag cekirdekli oldugu ya da genigliginin
ne kadar oldugu rezorbe edilen kemik matriksinin daha énceden ne kadar iyl mineralize
olduguna baglidir. (34). Osteoklast hiicrelerinin dallar oldukga diizensiz, farkli bicimde
ve kalinliktadir. Buvhﬁcreler, kemik yikimmin bagladigi bélgelerde enzimatik olarak
acilmig, Howship Lakiinasi ad1 verilen cukurcuklarda bulunmaktadir (36). Osteoklastlar,
kokenini hemopoetik kok hiicrelerden alan monositlerin birlesmesi ile olustuklan icin
"mononiikleer fagositik sistem"in kapsami icinde yer almaktadir. Osteoklast ve
osteoblastlarin farkli prekiirsdrlerden geldigini destekleyen teori, stromal hiticrelerin ve
hemopoetik hiicrelerin ortak bir soya sahip oldugu goriistiniin Onerilmesi ile yikilmigtir

(35). Osteoklastlarin sitoplazmalarinda asit fosfataz iceren graniiller bulunmaktadir.



Aktif 6steok1a$t1arda kemik matriksine bakan yiizey diizensiz olarak kétlamp gégu-ke'z
dallanarak girintili ¢ikintili hale gelen fircams1 bir kenar olusturmaktadir. Firgamsi
kenarm etrafinda organel igermeyen sitoplazmik bir bélge -seffaf bolge- bulunmaktadir,
bu bolge aktin filamanlar (mikrofilamanlar) agisindan zengindir. Burasi, osteoklastin

kemik matriksine tutundugu alandir ve kemik rezorbsiyonu icin mikro cevre
olusturmaktadir (42).

Aktif kemik yikimi, kemik yiizeyindeki Howship lakiinalarinda osteoklastlarin
varligi ile tammlanmaktadir. Bu sekildeki yikim alanlan diizensiz bir gériiniimdedir ve
osteoid igermez. Bu durum osteoklastlarin sadece mineralize kemik matriksinin

bulundugu alanlarda aktif oldugu dﬁsﬁncesini dogurmaktadir (35).

Ultrastriiktiiel caligmalar osteoklast hiicreleri iginde ¢ok sayida lizozom,
graniillii endoplazmik retikulum, ¢ok miktarda mitokondri ve iyi gelismis bir golgi
kompleksi bulundugunu gostermektedir (45). Osteoklastlar biiyiiklikkleri ve gruplar
halinde konumlanmalari nedeni ile 151tk mikroskobunda kolayca ayirt edilebilirler.

Ayrica asit fosfataz enzimleri ile de makrofajlardan ve dev hiicrelerden ayrilmaktadirlar
(36).

Yikima ugrayacak bolgenin ne tiir bir mekanizma ile secildigi heniiz kesinlik
kazanmamustir. Yiizeyi ddseyen hiicrelerin biiziilmesi ve koruyucu osteoid tabakayi
¢O6zmesi ile mineral ylizeyin agiga ¢iktig1 6ne siiriilmektedir. Integrin ad1 verilen hiicre

zarina ait reseptorlerin hiicre disi matriks proteinleri ile etkileserek islev gordiigii
diistintilmektedir (36).

Kendine 6zgii fenotipin yam sira osteoklastlar kalsitonine duyarli reseptorlere
sahiptirler. Osteoklastlarin paratiroid hormon reseptérleri bulunmadigindan, PTH'a olan
bu duyarlihin osteoblast dizilimindeki hiicreler tarafindan yonlendirildigi ve emilimin

yeri, uyarilmasi ve engellenmesinin bu mekanizma yardimi ile kontrol edildigi fikri

ortaya atilmigtir (35).
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2.1.3. Kemik dokusu tipleri

Kollagen liflerin doku i¢indeki dagilim yoniinden farkl: iki kemik dokusu cesidi
vardir. Bunlar primer ve sekonder kemik dokularidir, Bu iki kemik dokusu ¢esidi aym

yap! taslarindan olugur, ancak liflerinin farkli konumu nedeni ile histolojik farklilik
gostermektedir (26).

2.1.3.1. Primer kemik dokusu

Embriyonel siirecte gzlenen ve ilk olusan kemik seklidir. Zamanla yetiskindeki
kemik sekli olan lamelli kemige doniismektedir. Primer kemik dokusu yetiskindeki
kemigin bilinen mekanik &zelliklerini tasimaz. Hiicreden olduk¢a zengin olan bu tip
kemikte organik matriks belli bir diizen gostermez (25,26). Primer kemik dokusuna
dofum sonrasi yasamda ender rastlanmaktadir. Eriskinde ve normal kosullarda kafa
kemikleri ek yerlerinde, tendon ve procesus alveolarislerde simrlanmistir, bu kisimlarda
primer ve sekonder kemik i¢ ige bulunmaktadir. Postnatal yasamda bu kemik dokusuna
kirik onarimm, hiperparatiroidzm, paget hastaligi gibi kemik yapimimin normal dist

oldufu kosullarda rastlanmaktadir. Primer kemik dokusu erigkin kemigin bilinen

mekanik niteliklerini tagimaz (26).

2.1.3.2. Sekonder kemik dokusu

Kemik dokusunun gelisimi siirecinde pimer kemigin yerinde matriksi lamelli
dizenleme gosteren sekonder kemik gelismektedir. Post-natal kemik iskeletinin
tamamma yakimm  olusturmaktadir. Mikroskopik  6zelligini 3-7 mikrometre
kalinhigindaki lameller olusturmaktadir. Lamelli gorlintiiye matriksin birbiri ardina
olusumu neden olmaktadir. Lameller arasini amorf gorintimdeki sementimsi membran
doldurmaktadir. Osteositler primer kemige gore daha azdir ve komsu lameller arasinda

yer almaktadir. Sekonder kemik makroskopik yénden spongioz (stingerimsi) ve



11

kompakt (kortikal) kemik olmak fizere iki tip diizenlenme gostermektedir. Sﬁﬁgérimsi
kemikte, ince ve diizensiz trabekiillerin gozeneklerini kemik iligi ve kan damarlar
doldurmaktadir. Trabekiiller kan damar igermeyen ince sekilsiz kemik alanlandir.
Erigkin iskeletinin stingerimsi kemik alanlar1 metabolik ydnden en aktif olan kistmlardir
ve bagta parathormon olmak iizere hormonal etki ve sistemik bozukluklarla ilk &nce
degisime ugrarlar. Kompakt kemikte lameller diizenlemeyi kan damarlarmimn dagilimi
belirlemektedir. Kan damarlar1 kemigi uzunlamasina kateden ve birbirine enlemesine
kollarla anastomozlagmis havers kanallari icinden gecmektedir. Bunlar periost ve
endosttan kemige dik bigimde uzanan Volkmann kanallariyla birlesmistir. Bibirinden
farkli dogrultudaki bu iki kanal sisteminin biitiin kemik kalinliginda olusturdugu {i¢
boyutlu ag i¢inde bag dokusu, kan damarlari ve sinir lifleri yer almaktadir. Bunlar ile
kanal duvarlar1 arasinda osteoprogenitér hiicreler ve osteoblastlar bulunmaktadir.
Lameller, havers kanallar1 ve gevresinde degisik sayida halkalar olusturmaktadir. Kemik
lamelleri ve gevreledikleri kanal birlikte kompakt kemigin yap: tinitesini olusturur ve

havers sistemi ya da ‘osteon’ olarak tammlanmaktadir (26).

2.1.4. Kemigin damar yapisi

Kemik biiylimesi, sekillendirme ve yeniden sekillendirme dogrudan damarsal
yapiya bagimhdir. Biitlin hiicrelerin oksijen ihtiyacim karsilamasimin yaninda damar
yapisi kemik hiicreleri igin de kaynak olusturmaktadir (46). Embriyogenez safhasinda
primer ossifikasyonda kikirdagin damarlanmast, iskeletsel gelisimin postnatal evresinde
biiylime plaginin vaskiiler invazyonundan ayrilmaktadir. Embriyoda endotelyal hiicreler
olgunlagsmamis damarsal aga genisleyen kortikal kemigin kikirdak kanallar araciligi ile
kemik yapisma girmektedir (47). Postnatal kemik gelisiminde kan damarlari i¢in kanal
formasyonu, bitylime plaginin damar gelisimi ile uyum iginde gerceklesmektedir (48).
Uzun kemiklerin damar ag1 besleyici arter, metafiz, epifiz ve periostal arter agm
icermektedir (49). Kemigin kanlanmasi, kapillerin ve sinusoid damarlarin kompleks
anastomoz agindan olusan bir arteriolden olusmaktadir (50). Kemik iligindeki sinusoid
damarlar, vaskiiler membran, perisit ve retikiiler hiicreler ile desteklenen tek tabakali
endotelyal hiicreden olusan yiiksek gegirgenlikte ince bir duvar olarak nitelendirilebilir

(51). Retikiiler hiicrelerle gevrili sinozoidler, insan kok hiicrelerinin idamesi icin gerekli
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olan yiiksek miktarda kemokin 'salgllamaktadlr (52). Bu kapillerler, ardindan aym
yoldan geri déner ve tek bir veniile baglanir ki bu da perikondral pleksusa dénen arteriol
yolunu takip etmektedir (53). Bu vaskiiler damar agi, fonksiyonél olarak ikinci bir
osssifikasyon alam saglamak igin kondrogenezis ve osteogenez i¢in kondrosit ve
mezenkimal hiicrelere gereken besinleri saglamaktadir (54). Bu nedenle bu damar

aginin gelisiminin kemigin kanlanmasi ile i¢ ige oldugu belirtilmektedir (55).

2.1.5. Kemiklesme tipleri

Embriyoda mezenkim iginde gelisen intramembrandz kemiklesme ve bir hiyalin
kikirdak modelin yerinde gelisen endokondral kemiklesme olmak {izere iki ayr

kemiklesme sekli gériilmektedir (26).

Hem intramembranéz hemde endokondral kemiklesmede kemigin sertlesmesi
damarsal bityimeye yakin sekilde olusmaktadir. Intramebransz kemiklesme, kapillerin
mezenkimal bolgeye invazyonu ve mezenkimal hiicrelerin olgun osteoblastlara
farklilagmas: ile karakterize olmaktadir. Bu osteoblastlar, kemik ¢ikintilarinin
olusumuna izin verecek sekilde siirekli olarak kemik matriksi depolamaktadir. Bu -
kemik ¢ikintilar1 gelisir ve trabekiil olusturmak igin birlesmektedir (56). Aym anda
birgok yerde olusan bu trabekiillerin birbirleri ile birlesmeleri ile kemik siingerimsi
goriiniim almaktadir. Siingerimsi ve sekonder tipteki bir kemigin kompakt kemige
ddniigmesi, trabekiiller boyunca kemigi gevreleyen osteoblastlarin apozisyonel bigimde
yeni kemik lamelleri olusturmasi seklinde olmaktadir (26). Trabekiillerin sayisi ve
boyutu artik¢a yliksek oranda osteosit igeren disorganize, zayif bir yapi olan wowen
kemigi olusturmak iizere birlesirler, ki bu da sonunda daha organize ve gii¢lii bir kemik
olan lameller kemige doniismektedir. Bu sekilde olusan intramembrandz kemiklesme
tipi embriyonik gelismede goriilmektedir ve kafatasindaki yass: kemiklerde, cesitli yiiz
kemiklerinde, mandibulada ve klavikulada ve wuzun kemiklerin diafizinde
goriilmektedir. Buna zit olarak eklem etrafinda yiiklere dayanan kemiklerde
endokondral kemiklesme goriilmektedir (56). Endokondral kemiklesme, iskeletin

gelisim ve formasyon mekanizmasi igin kikirdak ve kemikte fonksiyonel 6zellikleri
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saglamaktadir. Kemik sertliginin oranim belirléyen 'osteogenez. ve kondrogenezin
birlikteligi uzun kemik uglarinda yer alan ve boyuna uzamanin gergeklestigi biiyiime
plaginin  vaskiilarizasyon miktarina baglidir (48). Endokondral kemiklesmede,
mezenkim dokusu kemigin erigkindeki seklinin kiigiik bir hyalin kikirdak model i¢inden
baslamaktadir. Kemigin kikirdak model i¢inde gelismesi 6nce bu kikirdak dokunun
yikilmasimi gerektirmektedir. Kikirdak yikimi ve kemik yapimimn yan yana seyretmesi
nedeniyle endokondral kemik olusumu daha karmasik seyretmekiedir (26). Vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF) izoformlari endokondral kemik gelisimi boyunca
metafiz ve epifiz vaskiilarizasyonunu, kikirdak ve kemik olusumunu kordine etmede
Onemlidir (57). Embriyonal hiicrelerden bir kismi osteoblastlara doniiserek, kalsifiye
kikirdak matriksi {izerinde 6nce osteoit dokuyu sonra da mineral dokuyu yaparak primer
kemiklesme alanimi meydana getirmektedir. Bununla birlikte periostal kemik halkasi
kalinlasarak diyafizin iki ucuna dogru uzanmaktadir. Periostal kemik belli bir kalinliga
ulagtiinda primer kemiklesme odag: osteoklastlar tarafindan eritilir; bunun yerine de
periostal tomurcuktan diyafize g8¢ etmis mezenkim hiicreleri myeloit dokuyu
. olugturmaktadir. Myeloit doku stromas: i¢indeki hiicrelerden bir kismi osteogen
hiicrelere dontismektedir. Periostal tomurcuk ile baslayan diyafiz kemiklesmesi epifizler
arasindaki biitlin diyafiz kikirdagin1 kaplamaktadir. Periostal kemik halkas: da buna
disarida eslik eder ve epifizlere dogru uzanmaktadir (26). Uzun kemiklerde kikirdak
bolgesinin damarlanmasi, gelisimin farkli asamalarinda gergeklesmektedir. Ilk olarak,
erken embriyonik gelisimde perikondriumdan gelen kan damarlan kikirdak yapilarinin
i¢ine girmektedir. Ikinci olarak, postnatal biiytime boyunca, kapiller damarlar uzun
kemik uglarinda yer alan ve boyuna uzamamn gergeklestigi biiylime plaginmn icine
ilerler, iglincii olarak, eriskinlik doneminde romatoid artrit veya osteoartrit gibi

patolojik durumlar veya travmaya cevap olarak anjiogenez periodik olarak devreye
girmektedir (48).
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2.1.6. Kemik biiyiime ve géligiminin evreleri

2.1.6.1. Sekillendirme

Kemigin yeniden sekillendirilmesi ile biyomekanik ve metabolik olarak cevre
sartlarinda varligimi siirdiirebilen kemik {iretimi elde edilmektedir. Metafizde olusan
olgunlasmamis kemik, yapisal olarak olgun kemikten daha kalitesizdir. Bununla birlikte
ilerleyen yasla birlikte erigkin bireylerde kemik kalitesi diigser. Eksilen kemigin yerine
konmasi veya yenilenmesi; sirasiyla yikim ve yeni lameller kemik yapimiyla
gerceklesen yeniden sekillendirme ile olusmaktadir. Kemigin yeniden sekillendirme
islemlerinin {irlinleri katlanmug sement ¢izgileri, sekonder osteonlar, trabekiiler
katmanlar ve dokular arasi yapraklardir. Insanlarda iki-ii¢ yasindan sonra primer kemik
emilerek yerini ikincil kemige birakmaktadir. Birincil siingersi yapidan ikincil stingersi
yapiya geciste remodelasyona bagli kemik kaybi seklinde tanimlanan agirt miktarda
madde kaybi olusmaktadir. Bu gecis sirasinda kemigin mimarisinde meydana gelen
degisimler dikkat gekmektedir. Birincil kemigin yerini alan ikincil kemik stirekli olarak
yok edilir ve yeni kusak kemikle yer degistirir, yeniden sekillendirme olgusu bireyin
hayati boyunca devam etmektedir. Eriskin bir bireye ait kortikal kemigin kendini
yenileme hizi 20 yil, kanselloz kemigin ise 1-4 yildir. Yeniden sekillendirme mikro
hasarlarin giderilmesinde, 6lii veya asirt minerallesmis kemigin yenilenmesinde ve yerel

baskilar karsisinda kemigin mikro-mimari yapisimin diizenlenmesine yardimel
olmaktadir (58).

2.1.6.2. Modelling

Biiylime ve sekillendirme birbirlerine eslik eden olgulardir. Yerel etmenler,
biliylimeyi fonksiyonel ve mekanik olarak ihtiya¢ duyulan mimari yap:1 dogrultusunda
yonlendirmektedir. Sekillendirme, genis kemik yiizeylerinde kemik yapim ya da yikim
olaylarimi i¢ine almaktadir. Sekillendirme kemiklerin ve eklemlerin buyiikliik, sekil,
hacim, anatomi ve biiylimesini kontrol etmektedir. Korteks ve ilik kavitelerinin

genislemesi, uzun kemiklerin ug kisimlarinin sekillendirilmesi, trabekiillerin kaymasi ve
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kraniyal boslugun genislemesi  sekillendirme olgusunuh birer sonucudur. Fizikse]
- konturun degisen mekanik sartlara uyumu sekillendirme islevieriyle elde edilmekiafir,
Dogumdan olgunlasma dénemine uzanan stiregte kemikleri etkileyen kuvvetler 20kat

artarken sekillendirme islevleri sayesinde kemikler stirekli gii¢lendirilmekte ve miks-
makro hasarlardan korunmaktadir (58).

2.1.7. Kemik dokusu iyilesmesi

Kemik dokusundaki iyilesmede yaralanmayi takiben bir dizi fizyolojik olay
gorlilmektedir. Kemik biiylimesi, daha nce olusmug kemik dokusunun bir bolimiinin
yikilirken aymi anda baska bir bliimiiniin yapimu ile gergeklesmektedir (59). Fizyolojk
reaksiyonlar, bozulan kemik biitiinliigiintin yeniden saglanmasina yoneliktir. Yumugk
doku iyilesmesinden farkli olarak bu iyilesme tipinde skar dokusu olusmamaktade.
Alicr bélgenin destegi, yeterli kanlanma ve kemik segmentlerinin stabilitesi ghi
faktorler kemik gelisimi igin  Snemlidir (60). Iyilesme evreleri kesin sinirlada
birbirinden ayrilamaz ve her evre birbirinden &nceki ya da sonraki evre icerisinde
gergeklesmektedir (61).

Kemik dokusundaki yaralanmalar genel olarak 2 sekilde iyilesmektedir. Primer
iyilesmede kirik pargalar birbirine temas ederler. Bu iyilesmeye dogrudan kemik
lyilesmesi veya intramembrandz kemiklesme de denmektedir (61). Dolayli kemik
olusumu veya sekonder lyilesme olarak belirtilen endokondral kemiklesmede is
kalsifiye olarak yerini kemik dokuya birakan bir kikirdak doku olusumu s6z konusudu.

Sekonder kirik iyilesmesi fazlarim klasik olarak kabul edilen sekilde siralayacak olursak
(61).

® Yang (Enflamasyon) faz
¢  Onarim (Reperasyon) fazi

® Yeniden sekillenme (Remodelasyon) faz
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2.1.7.1. Yangi (Enﬂamasyon) Fazn

Enflamasyon sahasi travmadan sonra birkag saat icinde baglar ve gelisen
yumusak kallusla yer deistirene kadar bir ka¢ giin devam etmektedir. Bu- faz,
vazokonstriiksiyon, vazodilatasyon, pihti olusumu (hemostaz), fagositoz (16kositoz),
yeniden damarlanma ve graniilasyon dokusu sentezini igermektedir. Damar
yaralanmasinin sebep oldugu kanama ve bunu takiben olusan hematomla baslayan ve
yaralanma sonrasindaki ilk 2 haftayr kapsayan safhadir. Olusan hematom, gevre
yumusak doku sahalartyla siirlanmig hipoksik asidik bir olusumdur. Trombositler
hizla, kan sizan hasarli damarlar tikar ve hematom i¢inde nekrotik pihii olusturmak
lizere fibrin depo edilmektedir (62). Enflamasyon sahasinda ilk goriilen hiicreler
mezenkimal kok hiicre ad1 verilen ve birgok hiicreye farklilasma yetenegine sahip 6ncii
hiicrelerdir. Pihti, once akut inflamasyon hiicreleri ile birka¢ giin iginde kronik
enfeksiyon hiicreleri ve makrofajlar ile dolmaktadir. Toplanan mezenkimal kok
hiicreleri pihtiy1 organize eder. Hematom, saglam yumusak dokular tarafindan
sarilmaktadir. Kemotaktik kalintilar monositleri ve makrofajlar1 yara bolgesine dogru
yoneltmektedir. Endotelyal hiicreler plazminojen aktivatér ve prokollagenez sentezler.
Degranulasyona ugramis trombositlerin o-graniillerinden salgilanan biiytime faktorleri

polimorfoniiklear 18kositler (PMN), lenfositler, monositler ve makrofajlan

yonlendirmektedir (63).

Bu dénemde oksijen seviyesinde ve pH derecesinde bir azalma olugmaktadir ve
makrofajlarin gorev yapabilecekleri bir ortam yaratilmaktadir. PM’ler mikrobiyal
istilayr ve mikrodebrisi uzaklastirirken makrofajlar birleserek c¢ok cekirdekli dev
hiicreler olusturmaktadir. Ayni zamanda makrofajlar selliiler aktiviteyi ve mitozu

arttiracak faktorlerin salinmasina neden olmaktadir (64).

Bir ka¢ giin icinde hematom organize olmaktadir, fagositler ve lizozomal
mekanizma ile nekrotik dokular uzaklastirnlmaktadir. Fibroblastlarin  bolgeye
gelmesinden sonra ice dogru biiyiiyen kapillerler ile birlikte piht1 3 ya da 4 giin iginde

reperatif fibrovaskiiler graniilasyon dokusu ile yer degistirmektedir (65).
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2.1.7.2. Onarim (Reperasyon) Faz :

Granulasyon dokusu olugumu iyilesme siirecinde nemli bir yer tutmaktadir. i1k
adim hematomun organizasyonudur. Lokal uyaranlara cevap veren oncii hiicrelerin
farklilasmaya baglamasi, olugmus olan hematomu organize etmeye baslamaktadir (66).
Granulasyon dokusu i¢indeki osteoprogenitor hiicrelerce saglanan osteoblastlar, agsi

kemigin organik matriksini olustururlar ve iki faz ile mineralizasyonu baslatirlar (67).

Birinci faz, organik matriks olusumudur. Bu fazda osteoblastlarm tiim

ylizeyinden kollajen I (prokollajen) ve amorf madde salgilamp, “kalsifikasyon frontu”
denilen yerde baglar. Amorf yap: iginde kollajen lifleri proteoglikanlar, proteinpeptitler
ve lipitlerden olusan makro molekiiller &zel bir yapilanma gostermektedir. Diizenli bir
kesinti ile dizilerek, inorganik kristalleri barindirmak igin kanallar veya delikler
olustururlar. Mineral birikimiyle birlikte proteoglikan ve proteinpeptitlerin bir kismi
doku sivistyla uzaklastigindan, organik matriksin minerilizasyonu ile hacminde artis
goriilmemektedir (68). Bu devrede bolge pH’s1 asidiktir (66). Tamir siirecinde rol
oynayan hiicrelerin mezenkimal orijinli oldugu bilinmektedir (69).

Ikinci faz, kalsifikasyon donemidir. Inflamasyon safhasinda oldugu gibi tamir
stirecinde rol oynayan hiicrelerin de mezenkimal kaynakli oldugu; bunlarin kollajen,
kikirdak ve kemik dokusunu yaptiklari bilinmektedir (70). Cekirdek olusumu kemik
minerallerinden ozellikle kalsiyum ve fosfatin lokal olarak depolanmasi ve buradan
minerilizasyonun yayilmasi ile olusmaktadir. Minerilizasyon matriks vezikiilleri ile
baslamakta ve osteoid doku kollajen fibrillerinin dnce i¢inde sonra aralarinda fibrillere
paralel olarak olugmaktadir (68). Matriks vezikiilleri, lipit, yogunlasmus kalsiyum fosfat,
alkali fosfataz, alkali adenozintrifosfat ve profosfataz enzimleri igermektedir (66).
Hiucrelerin farklilagsmasi, hiicrelerin salgilann ile haftalar sonunda, ekstraselliiler
matriksin olgunlasmasi ile yeni olusan ve yapisal olarak diizensiz dokuya kallus
denmektedir. Kallus; vaskiiler elementler, stromal iiriinler, kikirdak ve hiicrelerden
olusmaktadir. Kikirdak, woven kemik ile yer degistirir. Woven kemik daha sonra kemik

segmentelerini gliclendirmek {izere kemik yapraklar gibi tabakalardan olusan lameller

kemige dontismektedir (71).
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Tamir saﬂlaél' bu kallusun olusumu ile karakterizedir ve darﬁarsal bl'viyiim.e,, V
osteoid sekresyonu ve fibrokollajen liflerin hazirlanmas: ile baslamaktadir. Yara
bolgesinde kikirdaktan meydana gelen gecici bir kallus iiretilmektedir. ilk 4-6 hafta
arasinda birlesme baslamaktadir. Defekt bélgesinde mezenkimal hiicre ¢ogalmasi ilk 16
saatte saptanmistir.Bu gogalma, kirik sonrast 32 saatte en fist diizeye ¢ikmaktadir.
Olusmaya baglayan kan damarlart 2-3 ginde 151k mikroskobik diizeyde goriiliir hale
gelirler ve birinci haftada belirginlesmektedirler. Osteojenik hiicrelerin cogalma
stirecine paralel olarak kapiller tomurcuklanma baslamaktadir. {lk donemlerinde
periostal damarlar, kapiller tomurcuklanmasima yardimer olmaktadir (69). Kemik
iyilesmesinin ilk dénemlerinde periosteal damarlar, gec dSnemde ise besleyici damarlar,
kilcal damar tomurcuklanmasina yardimer olurlar. Fakat kapiller gelisimi osteojenik
hiicre gelisimi kadar hizli olmadigindan beslenmenin daha iyi oldugu kemige yakin
derin seviyedeki hiicreler osteoblastlara doniistir. Kemige yakin olmayan graniilasyon
dokusu kusagmin iizerinde yerlesen hiicreler dolasim yoniinden fakirdirler. Bu
bdlgedeki kapiller gelisim hizi hiicre ¢ogalmasina uyum gosteremediginden hiicreler
bazen kondrositlere farklilagir. Kusagin dis yiizeyinde kikirdak dokusu meydana gelir
(72). Onanim evresinin ilk zamanlarinda kikirdak olugumu  (kikirdak kallus)

belirginlesmektedir. Damar yenilenmesi, mevecut kan damarlarinda tomurcuklanmayla
| olusmaktadir ve kanla beslenme yeterli olursa osteoblastlar kallus igindé normal kemik
gelisimine elverisli matriksi saglamis olurlar. Osteoblast aktivitesi >devam eder ve
kikirdak kirik fragmanlar arasinda koprii gérevi goren kanselldz kemik ile yer degistirir.
Osteoid birikminin devami ile kanselloz kemik kortikal kemik ile yer degistirebilir (60).
Proteoglikanlar, polipeptidler, lipidler ve osteoblastlarin ylizeyinden salgilanan amorf
madde osteid dokuda &zel molekiller halinde yerlesir. Organik matriks

mineralizasyonuna uygun olacak sekilde 6zel yapilanma gostermektedir (73).

2.1.7.3. Yeniden Sekillenme (Remodelasyon) Fazi

Kemigin yeniden sekillendirilmesi ile biyomekanik ve metabolik olarak cevre
sartlarinda varligim siirdiirebilen kemik {iretimi elde edilmektedir. Bununla birlikte
ilerleyen yasla eriskin bireylerde kemik kalitesi dlismektedir. Bu nedenle eksilen

kemigin yerine konmas: veya yenilenmesi gerekmektedir. Bu islem, kalitesi diisiik olan
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kemigin yerine, sirasiyla yikim ve yeni lameller kemik yapimiyla gerceklesen yeniden
sekillendirme ile olugmaktadir. Bu evre onarim evresinin ortasinda baslayip normalde
insanlarda 4-16 hafta siirerken, yillar boyunca da devam etmektedir. Giiglii ve dﬁzénsiz
sert kallusun daha diizenli lameller kemige doniistimiidiir (74). Zaman icinde, kemigi
yeniden sekilendirmekle gérevli iiniteler iyilesen bolgeyi istila ettiginde, ags: kemigin
yerini lameller kemik almaya baslamaktadir. Bu mekanizma normal biiyiiklik, sekil ve
kuvvetteki kemik olusana kadar devam etmektedir. Tiim bu reaksiyonlar aktivasyon-
rezorpsiyon-formasyon olarak bilinmektedir. Osteoblastlar sinyal faktorleri ile aktive
olmaktadir ve bir kemik bolgesini bosaltirlar; osteoklastlar stimule olurlar ve
osteoblastlarin aciga ¢ikardigr alana tutunarak rezorpsiyona baglamaktadir (75).
Howship’s lakiinleri adi verilen osteoklastik rezorpsiyon alanlar1 daha sonra

osteoblastlar tarafindan doldurulmaktadir. Zamanla kalsifiye olarak yeni kemik

olusturacak osteoidi salgilarlar (76).

Bu yeniden sekillenme siireci aylar hatta yillarca siirebilmektedir. Ancak
genellikle yeterli kuvvetteki bir kemigin olusumu yaklasik 6 ayda tamamlanmaktadir.
Erigkin bir bireye ait kortikal kemigin kendini yenileme hizi 20 y1l, kanselléz kemigin
ise 1-4 yil olarak bilinmektedir. Kemigin belirli bir zaman dilimi icinde tamamen
kendisini yenilemesi kuvvetlere direng gosterilmesine ve omiir boyunca yapisal
hasarlarin giderilebilmesi icin gerekli kalsiyum dengesinin iskelet sistemi tarafindan

diizenlenip karsilanmasina olanak saglamaktadir 7).

2.1.8. Kemik Greftleri

Kemik defekti meydana geldiginde, bu defekt bolgesi spontan iyilesmeye
birakilirsa, bolgenin hizla bag dokusu ile dolmasi sonucu kemik iyilesmesi olumsuz
yonde etkilenmekte ve yeni kemik olusumu engellenmektedir. Kemik defekti
iyilesmesini etkileyen faktorlerden birisi de defekt blytikligidiir. Denegin hayati
boyunca spontan olarak iyilesmesi miimkiin olmayan en kiigiik kemik ici yara kritik
boyutta defekt olarak tanimlanmaktadir. Bu kritik boyuttan daha biiyiik bir defekt

olustugu zaman iyilesme kemik dokudan daha ¢ok fibréz doku iyilesmesi seklinde
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olmaktadir. Kritik defekt boyutu canlidan canliya farklilik gﬁsteﬁhektedir Iskelétsél-bir -
defektin rekonstriiksiyonunda asil amagclanan, defektin dogal kemikle veya zamanla

yerini dogal kemige birakacak olan greftleﬂe onarilmasidir (78).

Canli organizmadaki herhangi bir etken sonucu meydana gelen eksikligin
giderilmesine ve fonksiyona dénebilmesine ya da bu eksikligin organizma tarafindan
diizenli ve hizl bir sekilde tamamlanmasina yardimei olan tiim maddelere biyomateryal
denilmektedir. Kemik dokusu yerine kullanilan biyomateryaller kemik yapisina yakin
goriinlimde olmalidir. Greft materyallerinin mekanik ve biyolojik fonksiyonlar: vardur.
Kemik greftlerinin mekanik fonksiyonlari; iskeletsel defektlerin yeniden yapilanmasi,
kirk tamiri ve kemik tiimorlerinin ¢ikarilmasindan sonra ortaya cikan defektin
doldurulmasidir. Biyolojik fonksiyon ise kemigin iyilesmesini ilgilendirir. Bu biyolojik
aktivite canli hiicreler ile onlarm tiriinlerini, ¢cevre dokularin biyoaktif faktorlerle aktif
hale gecirilmesini, alici dokunun gelisiminin desteklenmesini ve yapisal biitiinltigiiniin
korunmasimi kapsamaktadir. Kisaca ozetlersek  kemik grefti yapisal biitiinliik,

osteogenez, osteoinduksiyon ve osteokonduksiyonun kombinasyonu olan aktiviteleri
ifade etmektedir (79).

2.2. Kemik morfojenik proteinler

Kemik morfojenik proteinler (BMP’ler) ilk olarak 1965 yilinda Marshall Urist
tarafindan demineralize kemik matriksinin kemirgenlerde kemik bulunmayan kas
bolgelerine yerlestirilmesi sonucu ektopik osteogenezin olugmasi ile belirlenmistir (80).
BMP’ler transforming growth factor-B (TGF-B) stiper ailesindendir ve osteoindiiktif
protein olarak rolleri yogun bir aragtrma konusu haline gelmistir (81). BMP’ler
demineralize kemikte gdzlenen ve demineralize kemigin saflagtirilmasi ile elde edilen
bliylime ve farklilasma faktorleridir (82). BMP’lerin esas rolleri ektopik ossifikasyon
¢aligmalari ile anlagilmaya baslanmuistir. BMP’lerin aktiviteleri ilk olarak 1960°L
yularda tamimlanmasina ragmen kemik indiiklenmesinden sorumlu proteinler 1980°li
yillarin sonlarina kadar sigir kaynakli BMP-3’iin (osteogenin) saflagtirilmas: ve insan

BMP-2 ve BMP-4’ iin kolanlanmasina kadar bulunamamugstir (83,84).
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Ektopik osteogenez siireci 1965 .yllmdé'Urist tarafindan agiklanmigtir ve bu
stireci agiklamada otoindiiksiyon terimi kullanidmistir. 1971 yilinda Urist ve Strates,
kemik morfogenetik protein ve osteoindiiksiyon terimlerini klinik ve bilimsel topluluga
lanse etmistir (85). 1973 yilinda Reddi ve Huggins ektopik osteogenezin hiicresel ve
molekiiler biyolojisini agiklamistir (86). 1988 yilinda Muthukumaran ve ark. kemigin
icindeki ¢6ziinebilen maddeleri tanimlamig ve bu faktdrlerden birisi osteogenin olarak
adlandinlmistir (87). Osteogenin sonraki yillarda BMP-3 olarak da tanimlanmustir.
BMP-3, demineralize kemik matriksinde en fazla bulunan BMP’dir (88).

Demineralize kemik matriksi ile ilgili bu genis kapsamli arastirmalar
thBMP’lerin klonlanmasini ve saliimim saglamustir (86,87). Reddi ve ark. yaptigi
calismalarda, 1988 yilinda BMP-2 ve BMP-4’ii klonlayan Wozney ve ark.’nin
caligmalarina benzer sonuglar elde etmistir (89). Bu sonuglar, 1990 yilinda BMP-7 ve

BMP-8’i (sirastyla OP-1 ve OP-2) kolonlayan Ozkaynak ve ark. tarafindan da elde
edilmistir (90).

Giintimiize kadar yaklasik olarak 20 farkli BMP tiirii tammlanmistir. BMP’lerin
embriyogenez sathasinda kikirdak ve kemik gelisiminin yam sira yetiskin iskelet

sisteminin tamir ve remodelasyonunda kilit faktér olduklar belirtilmistir (82).

1988 yilinda Wozney tarafindan BMP’nin klonlanmasi ile 32.000 molekiil
agirhfinda dimerik bir protein oldugu kesfedilmigtir (91). BMP’ler olgun proteini
olusturan bir sinyal peptit, bir prodomain ve bir karboksi-terminal domainden olusan
prekiirsér molekiiller olarak sentezlenmektedirler (Sekil 2-1) (92). Olgun domainde
sistein diigtimii olarak bilinen proteinlerin hidrolizinden meydana gelen aminoasit kokii
anlamina gelen 7 adet sistein kokii bulunmaktadir. Bu 7 sistein biitiin BMP’lerde
bulunmaktadir (93). BMP molekiillerinin énemli bir ortak Ozelligi karboksil uglar ile
iligkide olan sistein rezidiilerinin pozisyonlaridir. Bu yedi sistein molekiiliiniin
aminoasitleri TGF-B ile aymidir, ki bu da BMP molekiillerinin TGF-B ailesinden
oldugunu gostermektedir (94). BMP’ler bu ailenin diger liyeleri gibi sistein bag yapisi

olusturan {i¢ intrachain disulfit bag1 ve kovalent dimer olusturan bir interchain disulfit
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bagindan olusan, iki kiigiik monomerin birlesmesi ile meydana gelen molekiil anlamia
gelen dimerik proteindir (95). Bu yiiksek disulfit bagli yap1 yiiksek stabilitede BMP-2
molekiilii olusturmaktadir. Proteinlerin dimerik yapisindan dolayi, TGF-B ailesinin
tiyeleri homodimer veya heterodimerler seklinde olusabilir. RhBMP-2, iki BMP-2
protein alt biriminden olusan bir homodimerik proteindir. BMP-2 alt birimlerinin,
BMP-6 ve BMP-7 gibi rekombinant salinim sistemlerinde, ailenin diger iiyeleri ile
heterodimerize olabildigi bildirilmistir (96). BMP’ler embriyogenez, bilyiime ve
olgunluk donemlerinde kemik formasyonunu saglamaktadir. Kirik iyilesmesinde,
osteoprogenitdr hiicreler BMP’ye cevap verir ve osteoblastlara doniigtirler. BMP,
progenitdr hiicrelerdeki reseptdrlerine baglanir ve asagida anlatildigi sekilde bir

hiicreden digerine genetik materyal transferini baslatmaktadir (97).

A

SINYAL PEPTIT PRO DOMAIN OLGUN PEPTIT

Sekil 2-1: BMP’lerin yapisi1 (A) BMP’lerin sematik yapisi (B) BMP-2’nin ve
reseptorii BRIA’nin ii¢c boyutlu yapisi (92).

RhBMP-2 duyarli hiicre tiplerinin yiizeyindeki reseptorlere yapisan lokal bir
bioaktif faktsrdiir. RRBMP-2 reseptérleri bir ¢ok tipte heterodimerik serin/treonin kinaz
icermektedir (98). Molekiiliin sinyal olusturabilmesi igin hem tip [ hem tip II kinaz
reseptdrilne baglanmasi gerekmektedir. RhNBMP-2’nin yapisabilecegi tip II reseptorleri
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BMP reseptor tip II (BMPR-II), aktivin tip II reseptorii (ActR-II) ve akiivin tip TIB
reseptoril (ActR-IIB) iken (99) tip I reseptorleri BMP reseptOr tip IA/aktivin reseptorii
benzeri kinaz 3 (BMPR-IA/ALK-3) ve BMP reseptor tip IB/aktivin reseptorii benzeri
kinaz 6 (BMPR-IB/ALK-6) molekiillerini ve aktivin reseptdér kinaz 2 (ALK-2)
molekiillerini igermektedir. RRBMP-2 aym zamanda aktivin tip I (ACVRI) reseptériine
de yapisabilir. Kirsch ve ark. tarafindan hem tip I ile tip II reseptorlerine birlikte
yapisan hemde tip I reseptorlerine ligand baglar ile yapisan BMP-2’nin kristal yapisi
belirlenmistir (100). Reseptor kompleksi, iki adet tip I ve iki adet tip II reseptorleri ile
bir adet dimerik BMP icermektedir. BMP’lerin reseptorlere ardisik  olarak
yapisabildikleri veya &nceden sekillendirilmis multiimerik reseptér komplekslerine
yapisabildikleri bildirilmistir. Bu tiglii sinyal yolunun yapigma tipinden etkilenebildigi
bildirilmigtir  (101). Tip I ve tip II reseptdrleri  bagimsiz  olarak BMP’ye
yapisabilmektedir fakat iki tip reseptor bir arada bulundugunda yapisma afinitesi 6nemli
derecede artmaktadir (102). Reseptorlere ardisik olarak baglandiklar1 durumlarda,
BMP-2 6ncelikle yiiksek afinitede tip I reseptoriine baglanir ve diisiik afiniteli tip II
reseptdrlerini komplekse toplar (Sekil 2-2). Ardindan tip II reseptorii tip I reseptoriine
fosforillesir boylelikle SMAD adi verilen araci hiicre i¢i sinyal transfer proteinini
fosforillestirerek BMP sinyalini transfer etme ozelligini kazanmaktadir (98). SMAD’lar,
hiicre gekirdegi icine sinyal tasiyan ve 6zel olarak DNA’ya baglanma kabiliyeti ile
transkripsiyonel kompleks olusturan orijinal bir protein ailesidir (103). Smadlar
fonksiyonlarina gore {i¢ ayn alt gruba ayrilir. R-Smad; reseptorii regiile eden smadlar
(smad -1,-2,-3,-5,-8), Co-Smad; ortak mediatér smad (smad-4), I-smad; inhibitor
smadlar (smad-6,-7) (104). BMP reseptorleri SMAD 1, 5 ve 81 fosforillestirirken,
TGFPl gibi TGFp ailesinin diger iiyeleri SMAD-2 ve 3 araciligr ile sinyal
gondermektedir. Boylelikle TGFB ailesinin proteinlerinin iki ayn ve birbiriyle yarisan
hiicre i¢i sinyal yolu bulunmaktadir. Fosforillesmis SMAD 1,5 ve 8 ard arda coSMAD
(SMAD 4) ile dimerizasyon ad1 verilen olay ile benzer molekiillerin kombine olmasini
saglamaktadir. Ardindan bu kompleks cesitli BMP-2’ye duyarli genleri aktive ederek
¢ekirdek igerisine girmektedir. Resertériin SMAD ve coSMAD’lara yapismasina ek
olarak coSMAD’larin iyilesmesine miidahale eden ve sinyal iletimini durduran,
durdurucu veya antiSMAD’lar (SMAD 6-7) olarak da adlandirilan I-smadlar (smad-6,7)
bulunmaktadir. SMAD 6 geni aslinda BMP-2 tarafindan stimule olmakla birlikte, kendi

igerisinde bulunan negatif bir feedback mekanizmas: ile BMP-2 sinyalininin hafiflemesi
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islevini gergeklestirmektedir (105). Smads, BMPRI'ya yapisarak fosforillesme
basamaklarmi bloklar. Fosforilasyonu takiben smadlar, smad4’e yapisir ve cekirdege
yapismaktadir (97). Reseptor kompleksin ligand aktivasyonundan sonra tip I reseptor
kinazlar spesifik SMAD’lar1 fosforile ederler, bu fosforile olan SMAD’lar daha sonra
Smad4 ile birleserek hiicre gekirdegine tasinirlar. Bu kompleksler ¢ekirdek icinde yalniz
veya DNA (Deoksiriboniikleik asit)-baglanma alt birimi ile birlesik halde bulunabilir ve
spesifik promotor elemanlarina baglanarak hedef genleri aktive ederler (103,104). Diger
taraftan, smadlar, smad 6’ya yapistiginda sinyal sona ermektedir. Bir kez osteoblast
¢ekirdeginin icerisine girdiginde smadlar, smad hedef gen transkripsiyonunu baslatir ve
aktive eder (97). I-smadlar ise R-ve Co smadlarin potansiyel olarak hiicre igi
antagonistidir. Smad 6- 7 gibi hiicre i¢i BMP inhibitorleri disinda hiicre dist bolgelerde
¢esitli BMP inhibitorleri bulunmaktadir. Bu proteinler BMP’lerle yapisir ve BMP’lerin

kendi reseptorlerine yapismasina engel olmaktadir.
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Sekil 2-2: BMP sinyal iletimi

TGF-B ailesi sinyal iletiminin en 6nemli aracilari olan SMAD’lar, sinyal
iletimini hiicrenin durumuna gére tamamlamak ve adapte etmek i¢in farkl tipte
diizenleme mekanizmalarina maruz kalirlar. Diizenleme mekanizmalarindan bir tanesi,
baglanti  bolgesindeki “mitogen-activated  protein (MAP)”-kinaz  alanlarinin
fosforlanmasiyla SMAD’larin hiicre ¢ekirdegi igindeki birikiminin inhibe edilmesidir.
Epidermal biiylime faktorii (EGF) ve hepatosit biiylime faktorii gibi agonistler
“Extracellular signal regulated MAP-kinases (Erk MAP-kinaz1)” aktive ederek
Smadl’in baglanti bolgesinde 4 PXSP motifindeki serinlerin hizli bir sekilde



25

fosforilasyonuna yol ag:arlaf. Bu fosforilasyon Erk MAP-kinaz tarafindan katalizlenir ve
Smad1’in fosforilasyonu BMP-reseptor aracilig ile fosforilasyonundan bagimsiz olarak
gergeklesir. Erk aracihigi ile fosforilasyon Smadl’in hiicre gekirdegindeki birikimini
inhibe eder, ayrica Smadl ile Smad4’iin birlesmesini de engeller. Smadl’in hiicre
¢ekirdeginde birikimine bagh olan BMP uyarlarmin antagonisti, Erk MAP-kinaz
yolunun ativasyonudur. Diger RSmad’larinda baglant: bolgelerinde MAP-kinaz
fosforilasyon alanlari mevcuttur. MAP kinazlar ile SMAD’larin regiilasyonu, TGF-f
sinyal iletiminin diizenlenmesinde gereklidir (103). MAP aktivasyonu sonucunda
Fos/Jun ailesi ve aktivation transkripsiyon faktor-2 (ATF-2)’leri artis gOsterir ve cesitli
genlerdeki aktivating protein tip-1 (AP-1) ile etkilesime girer. P38 MAPK aktivasyonu
tip I kollajen, osteokalsin ve alkalen fosfotazin BMP-2. reseptorlerinin  artisinda
etkilidir. P38 MAPK ve ERK aktivasyonu osteopontin ve fibronektin reseptorlerinin
ariginda da etkilidir. MAPK’ler Smad sinyal yolunda ve Smad fosforilasyonunda

birbirine bagh olarak gorev yapabilirler bununla birlikte bagimsiz sinyal yollarim da
aktive edebilirler (106).

BMP’lerin ana kaynagi, osteoprogenitor hiicreler, mezenkimal hiicreler,
osteoblastlar -ve kondroblastlar tarafindan iiretilen ekstraseliiler matrikstir. BMPler;
kondro-osteogenez igin gerekli ardisik olarak siralanan biyolojik olaylar zincirini
baglatirlar. Bu yolda kemotaksis, mezenkimal ve osteoprogenitor hiicre proliferasyonu
ve farklilasmasi, anjiyogenez ve kontrollii ekstraseluler matriks sentezi yer almaktadir
(107). Diizenleyici etkileri ise, hedef hiicre tipi, hiicrenin farklhilagsma basamagi, ligandin
lokal konsantrasyonu ve gevredeki diger faktorlerle etkilesimi gibi gesitli faktorlere
baghdir (108). BMP ailesinin iiyeleri yapisal ve fonksiyonel olarak biiyiik benzerlikler
gostermekle birlikte, fare ve siganlar ile yapilan bircok calismada herbirinin kemik

lyilesmesi stirecindeki etkisi ve {istlendigi g6revin farkli oldugu gosterilmistir (109).

BMP’ler aminoasit dizilis benzerliklerine gére alt gruplara ayrilmislardir. BMP-
2 ve 4 birinci alt grubu, BMP-5, BMP-6, BMP-7 ve 8 ikinci alt grubu olusturmaktadir.
BMP-14, GDF-6 (BMP-13) ve GDF-7 (BMP-12) iigiincii grupta, BMP-3 (osteogenin)
ve GDF-10 (BMP3b) dérdiincii grupta yer almaktadir (110). BMP-2, BMP-4 ve BMP-
7’ nin en etkin osteoindiiktif dzelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu proteinler
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arasinda bone morphogenetic protein-2’ nin osteoindﬁkﬁf <’5zélli§i en .fazjla olan protein
oldugu belirtilmistir (111). Urist, Akay ve Archer tarafindan yapilan birgok hayvan
¢aligmalarinda BMP’lerin heterotopik bélgelerde endokondral yol ile kemik olusumunu
indukledigi gosterilmigtir (112-114). BMPler, etkilerini tip-I reseptérleri transfosforile
eden tip-1I serin/treonin kinaz reseptorlerine baglanarak gosterirler (115). Bu yolla
hiicre cekirdegi i¢indeki hedef gen transkripsiyonunu diizenleyen BMP’ler, osteoblast,
kondroblast, néron ve epitel hiicreleri gibi gesitli hiicre tiplerinin biiyiime, farklilasma
ve apopitoz asamalarinda kritik rol oynamaktadir (1 10). Buna ek olarak BMP-4/BMP-7
ve BMP-2/BMP-7 gibi heterodimerlerin, mezenkimal hiicrelerin proliferasyonu ve
osteoblastlara farklilagmas: agamalarinda artmus osteoinduktif etkiye sahip oldugu in

vitro ve in vivo olarak gdsterilmistir (96).

Bioaktif faktorler gesitli yollar ile hiicreleri aktive edebilmektedir. PDGF,
insiilin benzeri biiytime faktorii, epidermal biiyiime faktorii hiicreleri boliinmesi icin
stimule etmektedir (116). Bu faktorlerin aksine BMP-2, mezenkimal kok hiicrelerini
osteoblastlara ve kondroblastlara degistirdigi gibi prekiirsér hiicrelerin fenotipini
degistiren bir farklilagma faktériidiir. Bu durum BMP-2’nin hiicre tiplerine etkisini in
vitro olarak belirlerken ortaya konulmustur: BMP-2 ‘nin W-20 hiicreleri (117),
embriyonik kok hiicreler 10TI/2 (118), embriyonik uzuv hiicreleri C14 hiicreleri (119)
de dahil olmak iizere sigan osteoprogenitdr hiicrelerinde kemik alkalen fosfotaz ve
osteokalsin gibi osteoblastik fenotip belirleyicilerinin  salimmim indiikledigi
gosterilmistir. Buna ek olarak BMP-2, osteokalsin ve alkalen fosfotaz da dahil olmak
Uzere osteoblastik belirleyicilerin ortama salinmasim saglayan miyoblast prekiirsdr
hiicre dizisinin (C2C12) farkhlagsma potansiyelini degistirebilir (120). In vivo olarak
birgok ¢alismada hiicre tipi ve dokunun kemik hiicrelerine dontiserek thBMP-2’ye
cevap verdigi ortaya konmustur. Bunlar genellikle peristeal hiicreler, kemik iligi stromal

hiicreleri, yumusak doku, diseti ve perivaskiiler dokulardan olusan hiicreleri

icermektedir (121).

BMP-2’nin in vivo mekanizmasi biiytime faktdrlerinden ayridir. Bliylime

faktorleri var olan kemik hiicrelerinde veya progenitér kemik hiicrelerinde hiicresel

popiilasyonu genisletmeye yonelik davranabilir. Bdylece kemik defektine lokal olarak
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uygulandiginda kemik biiyiimesini stimiile edebilir. Buna alternatif olarak thMP-2'
prekiirsor hiicreleri kemik olugturucu hiicrelere doniistiiriir ve boylece kemik veya

yumusak doku bolgelerinde lokal kemik olusumunu inditkleyecek sekilde farklilagabilir
(121).

Hiuicresel seviyede, thBMP-2 hem endokondral yol ile hem de direk olarak
intramembrandz yol ile kemik indiiksiyonu yapar. Bu proges ilk olarak si¢anlarin
demineralize edilen kemik matriksi ile thBMP-2 kombine edilerek sicanlara subkiitan6z
olarak implante edildiginde, ektopik sistemlerinde gézlenmistir (122). Oncelikle cok
sayida farklilagmamis mezenkim hiicrelerinin implante edilen bélgeye cogalmasi ile
kemotaksis ve bu hiicrelerin proliferasyonunu igeren hiicresel olaylar dizisi devitalize
kemik ve kemik benzeri maddelerde gbzlenlenenlerden farksiz bir sekilde
gerceklesmektedir. Cogalma etkisinin thBMP’nin direk ya da indirek etkisi ile olusup
olugmadig beliirsiz olsa da thBMP-2 varligina cevap olarak mezenkimal hiicreler
kondrositlere déniismektedir. Cok sayida kan daman bélgeye infitre olur ve kikirdak
kemik ile yer degistirmeye baglamaktadir. Bu giiclii anjiogenik cevap BMP’ye cevap
veren hiicrelerin igindeki vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin indiiksiyonu aracilig1
ile olusan indirek etkidir. Kemik iligi elemanlar olusur, bu elemanlarin varhg ile
osteoklastlar da dahil olmak iizere implant, kemik yapilarina remodelo olur ve
hematopoetik kemik iligi daha adipogenic kemik iligine dontiislir. Zaman ile ektopik
kemik biomekanik olarak yikklenmedigi icin indiiklenen kemik bicim degistirir.
Géozlenen hiicresel olaylar thBMP-2 verilmesi ile baslar ve birgok biiylime faktdrii ve
hormonun etkisi ile gelisir. Yapilan hayvan calismalarma gore intramembrandz ve
endokondral asamaya katkist thBMP-2 dozuna, tastyiciya ve implante edilecek bolgeye
baglidir. Ornegin, kopek mandibulasinda yapilan erken bir histolojik degerlendirmede
kikirdak formasyonu olusmadan direk kemik formasyonu gozlenmistir. Diger taraftan

uzun kemiklerde veya kirik bélgelerinde hem endokondral hem de direk kemik

formasyonu olusmustur (123).

BMP’ler igerisinde BMP-2 ve 4 yiiksek oranda kemik indiikleme kapasitesine
sahiptir. Bu BMP molekiilleri DNA rekombinasyon (yeniden birlesme) teknikleri ile

basaril1 bir sekilde sentezlenebilir ve bu protein firtinlerinin (rBMP) BMP’nin kemik
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indtikleyici etkilerine sahip oldug\i gosterilmistir (84,122) boylelikle inéan;tipi BMP’nin
(thBMP) medikal kullanim potansiyeli dogmustur. Kemik defekterinin iyilesmesinde ve
kirik iyilesmesini hizlandirmada thBMP-2’nin etkinligini arastiran bir ¢ok calisma
yapilmaktadir (124).

Mundy ve arkadaslar, BMP-2 salmmm gerceklestiren bilesikleri bulmak icin,
30000°den fazla bilesigi incelemislerdir. Caligmalan sonucunda statinlerin (lovastatin

ve simvastatin) BMP-2 mRNA salimmini arttirdigimi ve kemik formasyonunu stimiile

ettigini bildirmislerdir (17).

2.3. Statinler

Statinler, 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediktaz
inhibitoridiir (3,125,126). Yiiksek kan kolesterol seviyesi bulunan hastalarda ve

kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan, giivenilirlikleri

kanitlanmus, en etkili ajanlardir (126).

Statinler ilk olarak 1976’da Endo ve meslektaslan tarafindan bir kiif olan
Penicillium citrinium’dan izole edilmisler ve kolesterol sentezi inhibitorii olarak
tammlanmiglardir (127). Ardindan 1978 yilinda Brown ve arkadaslari tarafindan
statinlerin HMGCoA rediiktaz enzimini inhibe ederek etki ettigi ortaya ¢ikarlmistir
(128). Bu giine kadar farmakolojik ozelliklerine gére 9 farkli HMG-CoA rediiktaz
inhibitorti gelistirilmigtir (129). Lovastatin, pravastatin, mevastatin ve simvastatin
mantar fermantasyonundan sonra elde edilen dogal statinlerdir. Fluvastatin, atorvastatin,
rosuvastatin, pitavastatin ve cerivastatin ise kimyasal sentez yoluyla elde edilmektedir
(3,126). Cerivastatin, akut renal yetmezlik nedeniyle 6liime sebebiyet vermesi
sonucunda 2001 yilinda tiretimden kaldinlmigtir. Mevastatin ise yan etkileri sebebiyle
yalmzca pravastatin {iretiminde kullamilmaktadir (126). Su anda klinik kullamminda
sadece 7 adet statin bulunmaktadir. Bunlar; lovastatin, simvastatin, pravastatin,
atorvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve fluvastatindir (130). Statinlerin elde edilis

yolunun farkli davramis mekanizmas: yaratabilecegi ileri siiriilmiistiir. Fakat dogal
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statinlerin sentetik olarak iiretilen sitatinlerden daha etkili oldugunu gosteren herhangi

bir ¢alisma bulunmamaktadir (131).

Tum bu ajanlar biiytik oranda kolesterolii diisiirmek amaci ile kullanilmaktadir
(3).  Hiperlipidemi ve arteriosklorosis tedavisinde onemli ve etkili bir yontem
saglamaktadir. Bununla birlikte, statinler kemik formasyonunu, iltthap ve damar
geligimini diizenlemektedir (17). Serum lipit konsantrasyonunun diismesine yardimei
olmakla birlikte trombosit kiimelenmesini ve trombus (kan pihtis1) c¢okelmesini
artirabilirler (132). Statinlerin alzeimer hastalip: ile iligkili olan B-amiloid peptide

Uretimini azaltig1 (133) ve T lenfosit aktivasyonunu baskiladig1 soylenmektedir (134).

2.3.1. Statinlerin kimyasi ve fonksiyonel szellikleri

Statinlerin kimyasal gekilleri kabaca iig pargaya ayrilabilir; 1. hedef enzimin
substrat1 olan HMGCoA analogu kisim, 2. substrat analogu olan kisma kovalent bagl
olan ve statini enzime baglama islevini géren kompleks bir hidrofobik halka yapis1 3.
ilaglarin ¢6ztinme ozelliklerini, dolayisiyla pek c¢ok farmakokinetik - 6zelliklerini
belirleyen halka yapilarina bagli yan gruplar (sekil 2-3). Simvastatin, atorvastatin,
fluvastatin ve lovastatin nispeten lipofilik bilesikler iken, pravastatin ve rosuvastatin

sirastyla hidroksil ve metan siilfonamid gruplari sebebiyle daha hidrofilik yapidadirlar
(135).

Tum statinler substratla yarisarak HMGCoA rediiktazi inhibe ederler ancak
reaksiyonda koenzim olan NADPH’a etki etmezler, bu durum HMGCoA benzeri
parcalarin  enzimin aktif bolgesine baglandigim diisiindiirmektedir. ~ Statinlerin
HMGCoA  reduktaz iizerindeki inhibisyonunun yapisal mekanizmasiyla ilgili
¢aligmalar, statinlerin enzimin aktif bolgesine baglanarak substrat baglanmasin
Onledigini gOstermistir. Ayrica enzimin substrat baglayict cebi, statinlerin rijit
hidrofobik halka yapisina uyacak tarzda yeniden sekillenmektedir. Farkl statin enzim
kompleksleri baglanma sekilleri acisindan sadece kiigiik fakliliklara sahiptirler.

Atorvastatin ve rosuvastatinin enzim kompleksinde ek bir hirojen bag1 gésterilmistir.
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-~ Ayrica rosuvastatin enzimle polar etkilesimi olén-tek statindir ve en faila'baglanma
etkilesimi iginde olandir. Bu farkliliklarin Snemi heniiz tam olarak bilinmemekle
birlikte statinlerin enzime baglanmalarindaki ek &zelliklerin ilag potansiyelindeki

artmayla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (136).

Sekil 2-3: Simvastatinin kimyasal yapisi

2.3.2. Stétinlerin etki mekanizmasi ve farmakokinetik ozellikleri

Statinler karacigerde kolesterol sentezini inhibe ederek kan kolesterol diizeyini
degistirirler ve kotii kolesterol (LDL) reseptdr geninin ekspresyonunda artisa sebep
olurlar (137). Karacigerde VLDL (¢ok diisiik 65iil agirhga sahip lipoprotein) iiretiminin
statinler tarafindan inhibe edilmesinin kolesterol sentezindeki diisme sebebiyle
gergeklestigi  diigtiniilmektedir. Bu mekanizmanin statinlerin trigliserit diisiiriicii

etkilerinden de sorumlu oldugu distintilmektedir (138).

Tleri derecede ilk gegis eliminasyonundan dolayi, genellikle statinlerin sistemik
biyoyararlanimlari diisiiktiir. Belirtildigi gibi statinler icin hedef organ karacigerdir ve

ilk gegiste alinmalar etkileri agisindan biyoyararlammlarindan daha énemlidir (136).
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Pravastatin 7d1§1nvd'aki tim statinler biiyilk oranda plazma .‘ prcr)teinlverihe '
baglanmaktadir. Bu sebeple bagli olmayan yani sistemik olarak aktif ilaca maruziyet
nispeten azdir (139) Statinler agirlikli olarak otuzun iizerinde iiyesi bulunan sitokrom
P450 (CYP450) enzim ailesi tarafindan metabolize edilmektedir. Statinler agirlikli

olarak karaciger tarafindan metabolize edildikten sonra safra yoluyla atilmaktadir (140).

2.3.3. Statinlerin antiinfiamatuar etkileri

Statinlerin kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltma nedenlerinden biri de C-
Reaktif Protein (CRP), matris metalloproteinazlar (MMP) ve TNF-a‘nin inhibisyonuna
neden olarak antiinflamatuar 6zellik gostermeleridir (141). Arteriolskleroz ve miyokard
enfaktusu gibi koroner kalp hastaliklarinin baslangicinda ve ilerlemesinde inflamatuar
stireg 6nemli bir rol oynamaktadir. TNF-o, ve interlokin 6 gibi sitokinler; ndronlar, glia
ve endotel hiicreleri tarafindan firetilirler ve beyindeki immiinolojik ve inflamatuar
cevaplarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu sitokinler serebral iskemi
esnasinda 16kosit gb¢li ve yapigmasim uyarirlar ayrica doku faktérii ekspresyonu ve
trombosit aktive edici faktorii artirarak trombogenezi artirmaktadirlar (142). Statinlerin,
bu sitokinlerin makrofajlardan salinmalarimi azaltarak muhtemél yikic1 etkilerini
zayiflattiklan diistiniilmektedir. Vaskiiler yaralanma ile endotelin islevinin bozulmasi
kardiovaskdiiler risk faktorlerine cevap olarak monosit, makrofaj ve t lenfositleri dahil

olmak iizere lokosit migrasyonu ile baglatilmaktadir (142).

NO bu antiinflamatuar etkide araci roliinii iistlenmistir. Yeni bir statin olan
rosuvastatinin endotelyal hiicreler ile P-selektin sentezini inhibe ederek 6nemli bir anti-
inflamatuar etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Statinin koruyucu etkisi wvaskiiler
endotelyal NO aracilify ile gergeklesmektedir (143). Statin tedavisi ile inflamasyonun
baskilanmasi, CRP {iretimini azaltmaktadir (144). CRP, IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlere kargi karacigerden iiretilen bir klinik inflamasyon belirtisidir. CRP salinimi
koroner kalp hastalig1 olan bireylerde artis gostermektedir. Statinler tedaviden 6 hafta

sonra plazma CRP konsantrasyonu distirmektedirler. Statinler serumdaki CRP
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- konsantrasyonunu artirdigi igin Statin kullanimi inflamatuar hastaligin nlenmesini
saglamaktadir (145).

Arterioskleroz gibi hastaliklarda, diiz kas hiicreleri (SMCs)’nin proliferasyonu
onemli bir olay olarak goriilmektedir. In vitro olarak statinler (simvastatin, fluvastatin),

uygulanan doza bagimli olarak SMC gd¢iinii ve proliferasyonunu azaltmaktadir (146).

SCM’ler ve makrofajlar tarafindan matriks metalloproteinaz (MMPs) gibi
proteolitik enzimler salmmaktadir. Bu enzimler, arteriosklorotik lezyonlarin fibrdz
igerifini ve dengesini etkilemektedir. Statinler, arteriosklorotik plagin hiicresel
kompozisyonunu ve fizyolojik 6zelliklerini modifiye ederek plak stabilitesine katkida
bulunmaktadir. Statinler damarin en i¢ tabakasina (neointima) monosit/makrofaj
infiltrasyonunu, SCM proliferasyonunu ve migrasyonunu baskilamaktadir. Statinler
aym zamanda makrofajlar ve SCM ‘ler ile MMP-1, MMP-3 MMP-9 dahil olmak tizere
MMP salimmim azaltmaktadir (147). Bu nedenle statinler arteriosklorotik plakanin
kopmasini olumsuz yonde etkileyen enflamatuar siirecin ilerlemesini inhibe edebilir bu
durum kardiovaskiiler hastaliklardaki faydalarimi agiklamaktadir (4). MMP’ler kemigin
hem fizyolojik hem de patoléjik stirecinde Onemli role sahip enzimlerdir. MMP-9 kemik
gelisiminde Onemli role ‘sahiptir. MMP-9 kemigin patolojik yikim siirecine
katilmaktadir. Statinler makrofaj ve endotel hiicrelerinden MMP’lerin agiga ¢ikmasim
baskilamaktadirlar. Thunyakitpisal ve arkadaslarni simvastatinin osteoblast ve

fibrosarkom hiicrelerinden doza ve zamana bagli olarak MMP-9 salgilanmasim

baskiladigim géstermislerdir (148).

2.3.4. Statinlerin iskeletsel etkileri ile ilgili temel olusturan ¢ahsmalar

Statinlerin kemik metabolizmas: iizerine etkileri ilk olarak 1999 yilinda Mundy
in vitro olarak statinlerin kemik formasyonunu stimule etme potansiyalini kesfetmesi ile
bildirilmistir. BMP’leri aktive etme kapasitesini arastirmak i¢in 30.000%in iizerinde

bilesik incelenmistir. Osteoblast farklilagmasimn BMP ailesinin iiyeleri tarafindan
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artirtldifn  diistintilmiistiir. TGF-B ve fibroblast biiyiime faltoril gibi diger buyume
faktorlerinin ise osteoblast ¢ogalmasim stimule ettigi ve farkhilagmay: inhibe etigi
belirtilmistir (17). Bir ¢alismada, statinlerin fare ve insan kemik hiicrelerinde BMP-2
mRNA salimmim artirdifim ve sigan kafatasinda kemik formasyonunu artirdifini
belirtmistir. Bagka bir ¢alisma ise, simvastatinin ve lovastatinin sican kafatasina
subkutanoz olarak enjekte edildiginde kemik formasyonu sagladigini ve osteopenik
OVX siganlara oral yoldan uygulandiginda trabekiiler kemik hacmini artirdigim
gOstermistir (110). Sugiyama ve ark. 2000 yilinda, simvastatin ve mevastatin gibi
lipofilik statinlerin BMP-2 mRNA ve osteosarkom hiicrelerinden bazi proteinlerin
salinimimi artirdifinm bildirmistir. Boylece simvastatinin luciferas genine baglh BMP-2
diizenleyicisini aktive ettigi bildirilmistir. BMP-2’nin statin aracilifi ile aktive olmast
HMG-CoA’nin alt metabolti olan mevalonate eklenmesi ile onlenebilmektedir. Bazi
aragtiricilar Pravastatin gibi hidrofilik statinlerin osteoblastlarda BMP-2 salimimini
indiikleme kapasitelerinin olmadiga belirtmigtir. Bu goézlemler statinlerin lipofilik

ozelliklerinin kemik formasyonu saglamada 6nemli oldugunu desteklemektedir (149).

Maeda ve ark. 2000 yilinda simvastatinin osteoblastlarin farklilagsmasina ve
fonksiyonuna etkisini aragtirmigtir. Bu aragtirmanmin sonuglari simvastatinin doza ve
zamana bagli olarak alkalen fosfataz aktivitesini ve mineralizasyonu artirdigim
gostermektedir (150). Maeda ve ark. 2004 yilinda yaptig1 bir ¢alismada ise simvastatin
ve cerivastatin gibi statinlerin kemik sialoproteini (BSP), osteokalsin (OCN), ve tip 1
kollagen salinimi artirarak ve MMP-1 MMP-13 gibi kollagenazlar1 baskilayarak
osteoblast fonksiyonunu diizenledigi bildirilmistir (151). Statinler ayn1 zamanda kemik
iligi stromal hiicreleri ile osteoblast farklilasmasim desteklemektedir. Parhami ve ark.
2002 yilinda yaptig1 bir ¢calismada Mevastatin kullanimi ile farelerde kemik iligi stromal
hiicrelerinin tedavisi, bu hiicrelerin fonksiyonel osteoblastlara olgunlagmasini inhibe
etmistir (152). Bu durum osteoblast farklilasmasinda statinlerin ne kadar 6nemli bir role
sahip oldugunu gostermektedir. Maeda ve ark. BMP-2 disgindaki kemik anabolik
faktorlerin statinler ile indiiklenip inditkklenmedigi arastirmistir. Simvastatin, cerivastain
ve atorvastatin gibi lipofilik statinlerin osteoblastlarda, bir anabolik faktor olan, VEGF
salinmmini artirdigs belirlenmistir (153). Bazi ¢alismalar, VEGF nin damar gelisimini,

kemiklesmeyi ve kemik turnoverim gelistirerek kemikte autocrine/paracrine faktorii gibi
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davrandigini géstermistir. Bu'durum; VEGF’nin statin ile indiiklenen kemik gelisiminde

rol oynadigim géstermektedir (4).

Embriyonik kok hiicreler, in vitro olarak osteoblast ve yag hiicreleri gibi bir ¢cok
hiicre tipine doniisebilmektedir. Phillips ve ark. 2001 yilinda mevastatinin, BMP-2
salmmim farklilasmanin ge¢ bir evresinde stimule ettigini ve bu nedenle osteoblastik
farklilasmay1 ve kemik formasyonunu gelistirdigini gdstermistir. Ohnaka ve ark. 2001
yilinda yeni geligen bir statin olan pitavastatin kullanilarak BMP-2 salimminin artirilma
mekanizmasi ile ilgili bir ¢alisma yapmustir. Bu ¢alismada primer olarak kiiltiire edilen

insan osteoblast hiicrelerinde pitavastatin, BMP-2 mRNA salimimi artirmustir (154).

Maritz ve ark. 2001 yilinda, statinin kemik formasyonunu inhibe ettigini ve
sicanlarda kemik yogunlugunda azalma olusturdugunu ve simvastatinin overoktomi
sebebi ile olusan kemik kaybim 6nlemedigini belirtmislerdir. Niceliksel kemik
histomorfometrisi ile degerlendirme yapilan bir ¢alismada yiitksek dozda simvastatin
(20mg/kg/glin) uygulanmas:1 ile kemik formasyonu ve rezorpsiyonun artirdigi
bildirilmistir. Bu ¢aligma, statinlerin kemirgenlerde in vivo olarak kemik tizerinde
anabolik etkisi olmadigin1 gstermektedir (155). Bu ¢alismaya zit olarak Oxlund ve ark.
2001 yilinda 10 mg/kg oral doz simvastatinin, overektomi yapilmamis yetiskin disi
siganlarin vertebral kemiginde kansellé6z kemik miktarimi %23 oraminda ve kanselloz
kemigin baski kuvvetini %24 oraninda artirdigimi bildirmistir (156). Simvastatinin
titanyum implantlarin etrafinda osteogenezi gelistirmesinin in vivo etkisi Ayukawa ve
ark. tarfindan 2004 yilinda yetiskin siganlar {izerine yapilan bir ¢alismada
degerlendirilmistir. 30 giin boyunca 10 m/kg dozunda intraperitonel simvastatin
uygulanmas: implant etrafindaki kemik yogunlugunu ve kemik implant kontak oranin
artirmigtir. Aragtirmacilar bu durumun statinlerin osseointegrasyonu artirdiginin bir
gOstergesi oldugunu bildirmigtir (155). Skoglund ve ark. 2002 yilinda yaptiklar in vivo
bir ¢alismada simvastatinin kirik iyilesmesini artirdigini belirtmistir (157). Bu gozlem,

statinlerin in vivo olarak yeni kemik olusumunu artirdigini desteklemektedir.

Oral yoldan kullanilan statinler, ¢gogunlukla ilk geciste karacigerden metabolize
olmaktadir. Siganlarda atorvastatinin metabolizmas: ile ilgili yapilan bir ¢alismada

statinlerin oral dozunun %73’tiniin safradan bosaltildigi ve ¢oklu dozlarin verilmesinin
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saframin metabolik profilini degistirmedigi belirtilmistir (158). Bagka bir in vivo
caligmada statinlerin transdermal uygulanmasinin oral uygulamaya gére kemik
metabolizmasini daha fazla etkiledigi ortaya cikarilmistir (159). OVX sicanlarda
atorvastatin uygulanmasimin ile kemik mineral yogunlugunu veya trabekiiler kemik
hacmini gelistirmedigi belirtilmistir. 10 hafta boyunca (10mg/kg) atorvastatinin
subkiitan6z verilmesi ile kemik iizerinde anabolik etki goriilmemistir. Bu calisma
Maritz ve ark. 2001 yilinda yaptig: ¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Buna zit olarak
Kawane ve ark.’nin 2004 yilinda OVX siganlarda yaptig: bir calismada atorvastatinin
enjeksiyonu (2mg/kg) yapilmistir. Bu calismada femoral metafiz gibi trabekiiler
kemigin zengin oldugu dokularda atorvastatinin kemik mineral yogunlugu (BMD)’ nu
artirdifr bildirilmistir (160). Bu gdzlemlere dayanarak &zellikle kemikte uygulamak

lizere gelistirilen statinlerin osteoporoz tedavisi igin kullanimlarmin gelistirilmesi
diistintilmektedir (4).

Gimble ve ark. tarafindan1996 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore lovastatin, yag
hiicresi genlerinin salimmim baskilayarak yag dokusu hiicresi farklilagmasini inhibe
etmektedir (161). Burkhard ve ark. ¢alismasinda trabekiiler kemik yogunlugu ile kemik
iliginde yag dokusu olusum miktar1 arasinda ters bir- iliski bulundugu belirtilmistir
(162). Bazi aragtirmacilar tarafindan kemik iliginde yag birikiminin artisi, yas ile iliskili
kemik kayb: ile iliskilendirilmektedir (161). Bu nedenle statinlerin yag hiicresi

farklilasmasindaki inhibitor etkileri ile osteoporoz tedavisinde faydali olabilecegi

diistintilmektedir (4).

2.3.5. Simvastatin

Simvastatin, lovastatinin 2-methyl-butyryl yan zincirinin 2,2-dimethyl-butyryl
grubu ile degistirilerek kimyasal olarak modifiye edilmesi ile elde edilmektedir.
Simvastatin oral uygulamadan sonra karacigerde sitokrom P450 enzimi ile aktif forma
doniismektedir (163). Simvastatinin oral dozunun %5’inden azi sistemik dolasima

katilmaktadir. Oral dozun ardandan kemik iligindeki statin konsantrasyonu tam olarak



36

belirlenmemistir fakat osteoblast ver ‘osteoklastlarin ¢ok diisiik konsantrasyondaki
statinlere maruz kalmig olabilecegi bildirilmistir (164). Simvastatinlerin osteoblastik
aktiviteyi artirdifn ve osteoklastik aktiviteyi baskiladig bildirilrrﬁ.stir. Bu aktivitenin
mekanizmasi ile ilgili bazi fikirler bulunmaktadir. Simvastatinin kemik morfogenetik
protein ile indiiklenen osteoblast farklilagmasimi destekledigi bildirilmistir. Bu olay
TNF-o’y1 Ras/Rho ile aktive olan protein kinaza g¢evirerek ve BMP-Smad sinyal yolu
ile gerceklesmektedir (165). Simvastatin, tiimor nekrosis faktériin baskilayici etkisini
ortadan kaldirmaktadir. Simvastatin ayni zamanda Smad 1, 5 ve 8 fosforilasyonu
aracilify ile gerceklesen BMP-2 inhibisyonunu 6nlemektedir. Oral kullanimdan sonra
osteoklast sayisindaki azalma ve asit fosfataz Sb aktivitesindeki azalma osteoklast

aktivitesinin azaldigimi gostermektedir (17).

Literatlirde simvastatinin titanyum implant etrafinda osteogenez gelisimine

etkisini aragtiran ¢aligmalar bulunmaktadir (156,166).

Ayukawa ve ark. bagka bir caligmalarinda simvastatinin titanyum implant
etrafinda osteogenez gelisimine etkisini degerlendirmistir. Si¢anlarin tibiasina 1 mm
capinda ve 1.5. mm uzunlufunda saf titanyum implantlar yerlestirilmistir. Deney 7
grubuna peritoﬁ altina giinlik 10 mg/kg simvastatin enjekte edilmistir. Kontrol grubuna
ise salin solusyonu enjekte edilmistir. Denekler 30 giin sonunda sakrifiye edilmistir.
Kontrol grubunda, implant ylizeyi ile direk kontak halinde yeni kemik olusumu ile
birlikte mineralize olmayan bag dokusu fibroblast benzeri hiicreler ve kan damarlan
gdzlenmistir. Deney grubunda ise medullar kanalin bol miktarda trabekiiler kemikle
doldugu goriilmiistiir. Histomorfometrik incelemede kontrol grubunda % 31.7 deney
grubunda ise % 58.4 kemik-implant kontag: yiizdesi goriildiigii bildirilmistir. Kemik
yogunlugu ise kontrol grubunda % 17.4 ve deney grubunda ise % 44.3 olarak
bildirilmigtir. Arastirmacilar, simvastatin uyglanan grupta kemik-implant kontagi ve

kemik yogunlugu degerlerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli miktarda

yiiksek oldugunu bildirmistir (156).
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Ayukawa ve ark. yukaridaki c¢alismaya bénzer sekilde simvastétinin titanyum
implant etrafinda osteogenez gelisimine etkisini degerlendirmigtir. 1 mm ¢apmnda ve 1,5
mm derinliinde saf titahyum implantlar yerlestirilmistir. Deneklere intraperitonel
olarak giinliik 0.125, 1, 5 veya 10 mg/kg dozlarinda simvastatin enjekte edilmistir. 5 ve
10 mg simvastatin kullamlan gruplarda mediiller kanalda yeni olusan trabekiiler kemik
varligi gézlenmistir. Kontrol grubu ile 0.125, 1 mg simvastatin kullamlan gruplar
arasinda histolojik bir farklilik goriilmedigi bildirilmistir. Kontrol {%33.3), 0.125 mg
(%35.2) ve 1 mg (%37) simvastatin kullanilan gruplarda kemik-implant kontaginda bir
farklilik goriilmemistir. 5 mg (%49.4) ve 10 mg (%60) simvastatin uygulanan gruplarda
ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda kemik implant kontag: istatistiksel anlamda
yiksek goriilmiistiir. Bu ¢alismada serum kimyasi, statinin kemik olusum belirteglerini
artirdiim ve kemik rezorpsiyon belirteglerini azalttigini gostermektedir. Gruplar
arasinda kortikal kemik yiizdesinde anlamli bir farklilik gdzlenmemistir. Bu ¢alismada
0,125 ve 1 mg simvastatin dozlarmin implant etrafinda kemik olusumuna etkisi

olmadigi, 5 veya 10 mg simvastatin dozlarmnm titanyum etrafindaki mediiller kemik

formasyonunu artirdig: bildirilmistir (166).

Du ve ark. 54 adet sprague dawley cinsi osteoporotik sicanda titanyum
implantlar etrafinda kemik iyilesmesini arastirdiklan bir calisma yapmuglardir. Sicanlar
saf titanyum implant implantasyondan sonraki 28. ve 84. glinlerde sakrifiye edilmistir.
Implant yivleri arasindaki kemik implant kontag: (BIC), kemik alani (BA) ve kemik
yogunlugu (BD) 6l¢iilmiistiir. Aragtirmacilar simvastatinin kanselloz kemikteki implant
etrafindaki iyilesmeyi artirdigini ve titanyum implantlarin  osseointegrasyonunda

osteoporozun negatif etkisini geri déndiirdiigii sonucuna ulasmustir (1 67).

Killeen ve ark. lokal veya sistemik alendronat (ALN) uygulanmasimn
periodontal bir defekt etrafinda, simvastatin (SIM) ile inditklenen kemik biiyiimesini
artirlp artiramayacagumu  aragtirmistir  (168). Alendronate (ALN), nitrojen igeren
bifosfanat simfinda yer almaktadir ve lokal olarak uygulandiginda osteoklastlarin
protein prenelasyonunu etkileyerek simvastatin gibi mevalonate yolunu inhibe etmek
aracihig: ile kemik rezorpsiyonunu etkilemektedir (169). Arastirmacilar, kisa dénemde

postopatif sistemik ALN uygulanmasi lokal ALN uygulamasi ve kisa dénem (21 giin)
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etanol i¢inde Simvastatin Iiygularnam ile karsilastirildiginda kemik kalinhginda 6neﬁﬂi
miktarda artis saglandifi sonucuna ulagmistir (168). Son yillarda yapilan insan
¢alismalarinda lokal olarak uygulanan simvastatin ve ALN’nin periodontitisin klinik ve

radyografik parametrelerini gelistirmede etkili oldugu bildirilmigtir (168).

Simvastatinin doza bagh olarak vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF)
salimmm artirdigr bildirilmistir. Bununla birlikte bazi aragtirmacilar VEGF salimmini
stimiille ederek statinlerin osteoblast farkhilasmasim ve kemik formasyonunu
artirabildigini belirtmistir (169). In vivo olarak kemik formasyonu olusturabilmesi
simvastatinin lokal konsantrasyon mikarina ve tagryic1 sisteme baghdir (171).
Tag1yicilarin, mezenkimal hiicre infiltrasyonu icin matriks olusumunu saglamasi, hiicre
biiylimesi ve farklilagmasi igin substrat saglanmas: gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir.
Tagiyicr sistem aym zamanda yeni olusan kemigin seklini tayin etmede yardimeci
olmaktadir. Optimum tagtyicimin kemik biiytimesine engel olmayacak sekilde ¢éziinmeli
ve fibroz doku olusumunu o6nlemelidir. Farkli tastyicilar uygulanarak hayvanlar

lizerinde yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (172).

2.4. Kitosan

Kitosan B(1-4) glukozamin (2-amino-2-deoksi-D-glukoz)-N-asetil-Dglukozamin
(2-asetamido-2-deoksi-D-glukoz); kitin maddesinden elde edilebilen dogal bir
polimerdir. Dogada selillozdan sonra en ¢ok bulunan protein olan kitin, deniz
kabuklularinin ve mantarlarin hiicre duvarinda yer almaktadr. Kitosan, kitinin yiiksek
alkali ortamda kismi deasetialsyonu ile elde edilmektedir. Kaynagina ve hazirlanms
islemlerine bagli olarak molekiller agirhgn 300 kD ile 1000 kD aralifinda
degismektedir. Ticari olarak ise %50 ile %90 arasinda degisen deasetilasyon
derecelerine sahip formlari bulunmaktadir. Kitosan, kristalin yapida bir amino-
polisakkarit olup pH 7’nin tstiinde suda ¢oziinmez formdadir. Bununla beraber,
seyreltik asitlerde (pH<6), serbest amino gruplar: protonlasir ve kitosan suda ¢6ziiniir
forma girmektedir. Bu pH bagimli ¢oziintirlikk, 1limh kosullarda kitosana kolay

islenebilme 6zelligi saglamaktadir (173).
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Muzzarelli ve ark, kitosanin bag dokusu elemanlarindan glukozaminoglikan
(GAG) benzeri yapisiyla, yara iyilesmesi sirasinda dokunun stabilitesini ve yapisim
destekledigini ve {i¢ boyutlu bir iskele olusturdugunu bildirmislerdir (174). Lahiji ve
ark. kitosan kapli plastik yiizeylerde osteoblastlarin canliliklarim %90 oraninda
koruduklarini, osteoblastik hiicre morfolojilerini ve fonksiyonlarim siirdiirdiiklerini
gostermislerdir (175). Aragtirmacilar bu bulgularla, osteoblastik hiicrelerin kullanmldig
doku miihendisligi ¢aligmalarinda kitosanin uygun bir tasiyici oldugu sonucuna
varmuslardir. Kitosanin katyonik yapisi, hiicre yapismasi i¢in Snemli bir faktdr olup
deasetilasyon derecesi de hiicre yapisma mekanizmasim etkilemektedir. Kitosanin yara
iyilesme siireci tizerindeki olumlu etkilerinden birisi de antibakteriyel ve antifungal
ozelliginin  olmasidir.  Kitosamin;  Actinobacillus  actinomycetemcomitans — ve
Porphyromonas gingivalis gibi onemli periodontopatojenler, Streptococus mutans ve
Staphylococcus aureus gibi mikroorganizmalar iizerinde inhibe edici etkileri oldugu
bildirilmistir (176). Antibakteriyel &zellikleri kitosamin in vivo kullammlar igin
uygunlugunu desteklemektedir. Kitosanin biyomateryal olarak kullanildiginda basarisini
etkileyen diger bir faktdr, materyalin biyobozunurlugudur. Kitosanin bozunum hizimn,
deasetilasyon derecesi ve molekiil agirlig1 gibi faktorlerle kontrol edilebilir olusu, doku
iskelesi materyali olarak kullamlmasi agisindan énemli bir avantajdir. Bunun yam sira,

kullanilan materyalin gézenek boyutu doku iskelesi uygulamalarinda islemin basarisim

dnemli olctide etkilemektedir (177).

Kitosan osteokondiiktif 6zelliklere sahip, hemostatik etkisi olan dogal,
bioparcalanabilen, nontoksik bir polimerdir ve yara iyilesmesini artirmaktadir (178).
Biyouyumluluk ve diisiik toksik 6zellikleri nedeni ile ilag uygulamalarinda tasiyici
olarak kullanilmaktadir (179). Kitosan jel, damla, kolloid, fiber seklinde
kullanilabilmektedir. Kitosan kontrollii yavas salimm c¢alismalarinda mikrokapsiil,

porozblok veya jelatin seklinde tasiyici olarak kullanilabilmektedir (24).

Gozenekli kitosan doku iskeleleri ¢ok farkli yontemlerle tiretilebilmektedir. Bu
yontemler arasinda “dondurarak kurutma” yontemi pek c¢ok arastirmaci tarafindan

basanyla uygulanmis ve 100-300 pum aralifinda gozenek boyutu elde edilmistir. Séz
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konusu yénfemde, -olusan buz kristalleri donmus kitosan ¢dzeltisinden 1iyoﬁ1izasy0n
sonucu uzaklagtirlarak gozenekli ve gozenekler arasi igsel baglantilar1 olan matris yapi
elde edilmesi mimkiin olmaktadir. Elde edilen kitosan matrisin etkin olarak
kullamlabilmesi i¢in hazirlanan iskele, gesitli biyolojik araci molekiiller ile modifiye
edilebilmektedir. Kemik doku miihendisliinde, osteoindiiktif biiyiime faktorlerinin
iskele ile birlesmesi sonucu, osteojenik hiicreler icin uygun osteoindiiktif ortam
yaratilacag: bilinmektedir. Dolayisiyla, BMP gibi osteoindiiktif biiytime faktdrleri ve
bFGF gibi ¢esitli biyosinyal molekiillerinin doku iskeleleriyle birlestirilmesi, kemik
doku olusumu i¢in Snemli bir basamaktir (173). Kolkkevold ve ark, farelerden elde
edilen kdk hiicre kiiltlirlerine asetik asitte ¢oziilerek uygulanan 2 mg/ml’lik kitosamn,
kontrol grubuna gore iki kat daha fazla mineralize nodiil olusumunu sagladigini
gostermislerdir (21). Lee ve ark, kemik rejenerasyonu i¢in dondurarak kurutma
yontemiyle elde edilen kitosan iskelelerden PDGF-BB biiyiime faktorii salim kinetigini
incelenmisler ve kullamlan modifiye edilmis kitosan iskeleden bityiime faktor salimimn
21. gline kadar devam ettigini bildirmislerdir. Ayrica, kraniyal defektlere yerlestirilen
PDGF-BB yiiklii kitosan siinger uygulamasimin kemik rejenerasyonunu artirdigim da
gostermiglerdir (20). Seol ve ark, tarafindan yapilan ¢alismada, dondurarak kurutma
yontemiyle tiretilmis kitosan doku iskelesinin kemik olusumu tizerine etkisi incelenerek,
100-200 pm aralifinda elde edilen gozenek boyutunun hiicre gogalmasma olanak
sagiad1g1 tespit edilmistir. Dolayisiyla in vitro ortamda kemik olusumu i(;in, kitosan
doku iskelesinin etkin bir sekilde kullamlabilecegi vurgulanmistir (180). Ho ve ark,
tarafindan yapilan galismada, dondurarak kurutma yéntemiyle, RGD (Arg—Gly—Asp) ile
immobilize edilen kitosan doku iskelelerinin {iretimi amaglanmistir. Calisma
sonucunda, RGD ile immobilize edilmis kitosan doku iskelelerinin osteoblast kiiltiir

¢aligmalarinda ve kemik doku rejenerasyonunda etkili oldugu saptanmustir (181).

Literattirde thBMP-2 ve kitosanin osseointegrasyonu artirmak amaci ile

titanyum kaplama materyali olarak kullamldig1 ¢aligmalar bulunmaktadir (182,183).

Abarrategi ve ark. kitosan filmin thBMP-2 tastyicist olarak salinim profilini
incelemis ve titanyum kaplama materyali olarak kullamimi {izerine bir calisma

yapmustir. Farelerin sirt kaslarina 6 mm ¢apinda rhBMP-2/kitosan kapli implantlar
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yerlestirilmistir. Implant basina 4 pm {ze 100 pg rhBMP-2 kﬁllan11m1§t1r. Bu ¢alismanmin
sonuglaria gore, kitosan filmler hiicre adezyonu, farklilasma ve materyal Szellikleri
agisindan yeterli 6zelliklere sahiptir. In vivo ve in vitro olarak kitosan/rhBMP-2 filmin
titanyum materyali i¢in umut verici osteoindiiktif 6zelligi olan bir kaplama oldugu
sonucuna ulagilmigtir (182). Abarrageti ve ark. yaptiklani baska bir calismada
tavsanlarin tibiasinda 3.75 mm capinda agilan defektlere thBMP-2/kitosan film kapl:
titanyum implantlar yerlestirmistir. 3 haftalik degerlendirmenin sonunda rhBMP-

2/kitosan film kapli implantlarda daha fazla kemik olusumu goriildigi bildirilmigtir
(183).

2.5. Histolojik degerlendirme kriterleri

2.5.1. Enflamasyon:

Canli dokularn ¢esitli zedelenmelere karsi gosterdigi bir reaksiyondur.
Enflamasyon, koruyucu bir yamttir ve temel amaci, organizmayr hem hiicre
zedelenmesinin bas etkeni olan mikrop ve toksinlerden korumak hem de, zedelenmenin
sonuglar1 olarak ortaya ¢ikan nekrotik hiicre ve doku artiklarindan temizlemektir.
Baslangictaki iltihabi stimulus hiicrelerden “kimyasal medyatdr” ler olarak adlandirilan
bazi maddelerin ag13a ¢ikmasina neden olur. Bu medyatdrler, vaskiiler ve hiicresel
yanitlarin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Iltihabi yaniti baslatan medyatorlerin ¢ikigina
bakteriler neden oldugu kadar, nekrotik hiicre ve dokularin kendileri de neden olabilir.
Enflamasyon, rejenerasyon progesi ile i¢ igedir. Enflamasyon tahrip etmeye,
sulandirmaya veya zedeleyici etkeni izole etmeye calisirken, ayni zamanda sirayla bir

dizi olaylar1 da baslatarak hasar géren dokuyu onarmaya calisir (184).

2.5.2. Fibrozis

Enflamasyon olusumu ile zedelenen doku parankimal hiicre rejenerasyonu ile

yenilenir veya fibroblastik skar dokusu (nedbelesme) ile defekt alani doldurulur. Defekt
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yerinde defekt icine dolan kan ile baglamaktadir. Kan ve lenf damarlari pargalanarak
dokular arasina kan ve lenf sivisi birikiminin ardindan bolgede hematom olusmaktadir.
Burada kiimelenen trombositler ve koagiilasyon sistemi etkisiyle pihtilagir. Ortaya ¢ikan
bu koagulum kitlesi i¢inde fibrin liflerinden olusan bir ag sekillenir. Zarar goren doku
hiicreleri ile cevredeki mast hiicrelerinden salgilanan histamin ve dier enzimler,
cevredeki kapillerlerde vasodilatasyona neden olur. Serum eksudasyonu, beyaz hiicreler
ve bunu takiben makrofajlar zedelenen bolgede toplamir. Cevrede toplanan bu
hiicrelerden salgilanan bazt kimyasal medyatorlerin etkileriyle fibroblastlarin
proliferasyonu ve bliylimeleri hizlanmaktadir. Hematomun c¢evresindeki damarlardan
hematom igine fibroblast infiltrasyonu gelismektedir. Mevcut fibrin pihtist igine
fibroblastlarla birlikte yeni olusan kapillerler invaze olur. Iki-dért giin iginde,
iyilesmenin temel isareti olan “granulasyon dokusu” ortaya ¢ikar. Bu terim; yumusak,
kolay parcalanabilir ve makroskopik goriiniimde pembe- kirmizi graniiler bir yapida
olmasindan dolay1 kullamlmaktadir. Ozel bir tip doku olan granulasyon dokusunda her
bir graniil, ayr bir grup kapiller yumagi yansitmaktadir. Bunun histolojik gdriiniimii;
gevsek dizilimli-6demli ekstraselliiler matriks iginde, fibroblastlarin proliferasyonu ve
yeni olusmus ince duvarli kapiller yumak ile karakterizedir. Az sayida iltihabi elemanlar
vardir. Kontrollii fibrin birikimi, granulasyon dokusunun olusumu igin, Agereklidir ve bu
granulasyon dokusu da normal yara iyilesmesi i¢in sarttir. Asir1 miktarlardaki fibrinin,
hiicre migrasyonu {izerinde inhibitér etkisi vardir ve bu nedenle fazla fibrin, yara
lyilesmelerinde gecikmelere neden olur (17). Kemik iyilesmesinin ikinci fazinda
graniilasyon dokusu, meydana gelecek sert doku igin bir iskelet gérevi gormektedir.

Periosttaki istirahat halindeki hiicreler uyarilarak yeni kemik yapimina baslamaktadir
(185).

2.5.3. Yabana cisim reaksiyonu

Cerrahi islem sirasinda kullamilan her tiirlii yabanci materyal, siganlarin
kemirgen hayvanlar olmasi nedeniyle kontaminasyona bagl olarak &rneklerde denege

ait killar gibi maddeler yabanci cisim reaksiyonu olusturabilmektedir (186).
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2.5.4. Nekroz

Canli bir organizmada hiicre ve dokunun patolojik  6liimii nekroz olarak
adlandirilmaktadir. Nekrozu yapan baslica etken iskemi, yani kanlanma
bozuklugudur. Is1 degismeleri (yanma ve donma) ile zehirler ve baz1 bakteriler sik

rastlanan nekroz nedenleri olarak gosterilmektedir (187).

2.5.5. Kalan greft

Greft yerlestirildikten sonra deney siiresi sonunda doku tarafindan emilmeyen,

rezorbe olmayan ve kemiklesmeden kalan greft materyali (188).

Bu ¢alismanin amaci, siganlarda olusturulan deneysel kemik defektlerine, yavas
salinan biolojik olarak eriyebilen mikrokiire seklinde kitosan tasiyici materyal
kullanilarak simvastatin veya rhBMP-2 uygulanmasi sonrasinda histolojik ve
histomorfometrik yéntemlerle kemik olusumunu degerlendirmek, bu faktsrlerin kemik
rejenerasyon Kkapasitelerini hayvan modelinde karsilastirmak ve simvastatinin ve

rthBMP-2"nin bu kemik defektlerinin tedavisindeki roliinii incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya ait deneysel cerrahi prosediir ‘Istanbul Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nin 29/09/2011 tarihli ve 2011/118 sayih izni ile Istanbul

Universitesi Rektorliigi Deney Hayvanlari Uretim ve Cerrahi Arastirma Merkezinde
gerceklestirildi.

3.1. GEREC

Calismamizda kullanilan geregler listesi agagidaki gibidir:

5 kutu Bone Morfogenetik protein 2 human B3555 (Sigma-Adrich,
Missouri, Amerika) {irtin numaras1:B3555-10UG

Simvastatin (Xiamen Fine Chemical Import & Export, Xiamen, Cin)
Kitosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

20 adet 4 aylhik erkek Wistar-Albino cinsi 300420 g agirhginda erkek
sican

Ketamin-HCL (Alfamine® i.m. Alfasan int. B.V.Woerden, Hollanda)

Ksilazin-HCL (Alfazyne® i.m. Alfasan int. B.V.Woerden, Hollanda)

Steril ameliyat seti
3.0 ipek dikis ipligi
%0.9 serum fizyolojik
Metabolik kafesler

Steril cam gode
Oral cerrahi mikromotoru, cerrahi piyasemen ve fizyodispenser

3 mm ¢apinda yuvarlak uclu paslanmaz gelik frez (Gebr. Brasseler
GmbH&Co.KG.Lemgo,Ahnanya)

Formaldehit (%10°luk formol)

Derin dondurucu
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3.2. YONTEM

3.2.1. Deney Hayvanlar ve gruplar

Caligmamizda deney hayvanlarinin ameliyatlarm 1.0 Deneysel Tip ve
Aragtirma Enstitlisti Deney Hayvanlar: Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri
Anabilim Dali laboratuarmda, kemik dokularin histopatolojik incelemelerini 1.U.
Onkoloji  Enstitlisii  Tumoér Patolojisi ve Onkolojik Sitoloji Anabilim Dal
laboratuarinda, kitosan temelli doku iskelelerinin hazirlanmas: ile simvastatin ve BMP
yiiklenmesi 1.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali laboratuarinda
yapilmistir. Bu ¢aligma 1.U. Bilimsel Arastirma Projeleri’nce desteklenmistir. Bu proje
kapsamindaki hayvan deneyleri 1.U. Deneysel Tip ve Aragtirma Enstitiisii Deney
Hayvanlan Etik Kurul onay: almistir (proje no:19647).

Calismamizda kullanilan 20 adet Wistar-Albino cinsi 300420 g agirlifinda 4
aylik erkek sicanlar kullanildi. Denekleri bagil nem orani %40-60, 21°C sicaklikta 12
saat aydinlik, 12 saat karanlik ortam saglayacak sekilde otomatize edilmis odada, deney
stireleri boyunca metal kafesler igerisinde muhafaza edilmislerdir. Deney hayvanlari

Istanbul Yem Sanayii tarafindan iiretilen standart laboratuar yemi ve ¢esme suyu ile ad

libitum beslenmislerdir (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Deney hayvanlarina verilen kati yemin icerigi

Ham protein En az % 24

Ham seliiloz En az %7

HCI de ¢oziinmeyen kiil En ¢ok % 2
Kalsiyum En az-en ¢ok % 1-% 2.8
Fosfor En az % 0.9
Sodyum En az % 0.5-% 0.7
Sodyum Kklortir En ¢ok % 1

Lizin % 1
Metiyonin En az % 0.6

Enerji 2650kcal/kg
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Cahgmamlzda kullamilan deney hayvanlarmin sag ve' sol tibialan 'rdeney
protokoliine dahil edilmistir. Aragtirmamizda 20 deney hayvam kullanilmistir. Denekler
yerlestirilen greft materyaline gore 4 gruba aynlmistir.

1. Grup: kontrol grubu olarak bos birakilmustir.
2. Grup: 1,5pg BMP-2 igeren kitosan nano partikiil tagiyici ile yerlestirilmistir.
3. Grup: 16,5mg kitosan nano partikiil tasiyici yerlestirilmistir.

4. Grup: 0,5 mg simvastatin iceren kitosan nano partikill tasiyic1 ile

yerlestirilmistir.

Deney hayvanlarmn sag tibiasina 2, sol tibiasina 2 adet olmak iizere toplam 4
adet kemik defekti olusturulmustur. Uygulanan materyallerin farkli zaman
birimlerindeki etkinliklerini incelemek tizere denekler 14. giinde ve 28. giinde sakrifiye
edilmistir. Denek sayisiin belirlenmesinde 6nceden yapilmis olan calismalardaki fark
degerler referans alimustir. Bu amagla 5 ve 10 giinliik iyilesme gruplar arasinda %30
luk bir kemik rejenerasyonu farkinin %80 istatistiksel giic ve a= 0,05 anlamlihk
seviyesinde tespit edilebilmesi i¢in grup basina en az 9.65 (10) hayvan gerektigi
hesaplanmigtir (189).

3.2.2. Bos kitosan partikiillerinin hazirlanmasi

Calismamizda kullamilan kitozan mikropartikiilleri, iyonotropik jelasyon
yontemi kullanilarak Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji
Anabilim Dalinda hazirlanmigtir. Mikropartikiillerin hazirlanmasinda orta molekiil
agirhikli kitosan (MW:190-310kDa, deacetylation degree:75-85%), (Sigma-Aldrich,
Missouri, Amerika Birlesik Devletleri) kullamilmistir. Kitosan, %1 (b/h)lik asetik asit
icerisinde ¢Oziindiiriildii ve denge konsantrasyonuna ulasmasi i¢in 24 saat manyetik
kangtincida kanstinlmistir. Coziinmeyen maddeleri veya kirlilikleri uzaklastirmak
amaciyla, kitozann asetik asit igerisindeki %0.5 (a/h) lik ¢dzeltisi 0,45um’lik membran
filtreden siiziildii. Mikropartikiil formiilasyonlarimin hazirlanmasinda, ¢apraz baglayic
olarak %0.5 (a/h)liktripolifosfat (TPP;Sigma-Aldrich, Missouri, Amerika Birlesik

Devletleri) ¢ozeltisi kullamilmigtir. Nanopartikiiller, 3:1 (kitosan:TPP) oraninda
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hazirlanmastir. Mikropartikﬁlleri hazirlamak i¢in, %0.5 (a/h) likkitozan ¢ozeltisine 600
rpm de manyetik karistiricida karistirilirken damlalik yardimiyla dakikada 1 mL hizda
TPP ¢bzeltisi ilave edilmistir. Olusan partikiillerin sertlesmesi igin manyetik
karigtinicida 30 dakika karistirmaya devam edilmistir ve daha sonra partikiil
sispansiyonu, pliskiirterek kurutma yéntemi ile (akis hizi: 4 mL/dk, giris sicaklig:
160°C, ¢ikis sicakligi: 90°C, aspirasyon: 400NI/saat) Mini SprayDryer’da (Buchi 190,
Isvicre) kurutulmustur. Elde edilen mikropartikiiler, *Co kaynagindan yayinlanan
gamma 1sinlariyla 25 KGy’de Gamma-Pak Sterilizasyon Sanayi ve Ticaret A.S. de

sterilize edilmistir ve kullanima kadar 4°C de saklanmustir.

3.2.3. Simvastatin iceren kitosan nano partikiillerinin hazirlanmasi

Simvastatin  (Xiamen Fine Chemical, Xiamen, Cin) igeren kitozan
mikropartikiilleri, Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji
Anabilim Dalinda bos kitosan partikiillerinin hazirlanmasinda kullamlan yOntem ile
hazirlandi. simvastatin igeren %0.5 (a/h) likkitozan ¢Ozeltisine,600 rpm de manyetik
kanigtiricida kanstirilirken, damlalik yardimiyla dakikada 1 mL hizda TPP ¢ozeltisi
ilave edildi. Olusém partikiillerin sertlesmesi i¢in manyetik karistiricida 30 dakika
karistirmaya devarh edildi ve daha sonra partikiil siispansiyonu, piiskiirterek kurutma
yontemi ile (akis hizi: 4 mL/dk, giris sicakligi: 160°C, ¢ikis sicakligi: 90°C, aspirasyon:
400N/saat)Mini SprayDryer (Buchi 190, Isvigre) da kurutuldu. Elde edilen
mikropartikiiler, ®°Co kaynagindan yaymnlanan gamma isinlariyla 25 KGy’de Gamma-

Pak Sterilizasyon Sanayi ve Ticaret A.S. de sterilize edildi ve kullanima kadar 4°C de
saklanmustir.

3.2.4. BMP-2 iceren kitosan partikiillerinin hazirlanmasi

Caligmamizda kullanilan BMP-2 (SigmaAldrich, B3555-10UG, Missouri,
Amerika Birlesik Devletleri) iceren kitosan-fukoidan mikropartikiilleri polielektrolit
kompleksi olusturma ydntemi ile hazirlanmistir. Pozitif yiklii polimer kitosanin%1

(a/h)lik asetik asit igerisindeki %0.5°lik ¢ozeltisi hazirlanmigtir.  Negatif yiiklii
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fukoidanin (Sigma-Aldrich, Missouri, Amerika Birlesik Devletleri) %O.S(a/h)’lik
¢Ozeltisi ise distile su igerisinde hazirlanmigtir. BMP-2, fukoidan ¢dzeltisine eklendi ve
30 dakika manyetik kanstricida  kanstmlmistir.  Mikropartikiiller,  2:1
(kitozan:fukoidan) oraninda hazirlanmigtir. Mikropartikiileri hazirlamak i¢in, 600 rpm
de manyetik karistiricida karistirilan kitozan ¢ozeltisine damlalik yardimiyla dakikada 1
mL hizla BMP-2 igeren fukoidan ¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan partikiillerinin
stabilizasyonu i¢in karstirma islemine 2 saat devam edilmistir ve daha sonra
liyofilizasyon (Virtis, Advantage Plus, Ingiltere) islemi ile kurutulmustur. Elde edilen
mikropartikiiler, ®Co kaynagindan yayinlanan gamma isinlartyla 25 KGy’de Gamma-

Pak Sterilizasyon Sanayi ve Ticaret A.S. de sterilize edilmistir ve kullanima kadar 4°C

de saklanmustir.

3.2.5. Cerrahi Uygulamalar

Cerrahi girisimler, denek bagina 45mg/kg ketamin hidrokloriir (Alfamine® i.m.
Alfasan International B.V. Woerden, Hollanda) ve 5-10mg/kg IM ksilazin hidrokloriir
(Alfazyne® %2 im. Alfasan International B.V. Woerden, Hollanda) uygulamas: ile
genel anestezi altinda gergeklestirilmistir. Standart pbstﬁrde tespit edilen deneklerin sag
ve sol tibialarmin medial yiizleri tiraglanip povidon iyot soliisyonu ile silindi. Sag ve sol
bacak fleksiyon pozisyonuna getirilerek tibianin medial yiizeyine ulasmak igin 20-25
mm uzunluunda longitudinal yonde cilt, cilt alti kesisi yapildi. Kiint diseksiyon ile
tibialarin medial yiizleri agiga ¢ikarihip yumusak dokular ekarte edildi. Tur motoruna
bagh piyasemene takilan yuvarlak uglu paslanmaz celik frezle, steril serum fizyolojik
¢ozeltisi irrigasyonu altinda 5 mm araliklarla 2 adet olmak iizere dis ¢cap1 3 mm olan
kemigin korteks ve medulla tabakalarmi icine alan dairesel kemik defektleri
olusturuldu. Defekt derinliginin periodontal sond yardimi ile kontrol edilmesinin
ardindan steril cam godeye konan greft materyalleri tagsmayacak sekilde defektlere
yerlestirildi. Yerlestirilirken greft partikiillerini ezmemek icin asir1 basingtan kagimldi.
Operasyon sahas1 3.0 ipek dikislerle primer olarak kapatilmistir. Denekler 14. ve 28.
giinlerde yiiksek doz Ketamine HCL ve Xylazine enjekte edilerek sakrifiye edilmistir.
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Cerrahl islem sonrasi deney hayvanlanna antibakteriyel ajan olarak 3 gun
boyunca giinde tek doz vankomisin (13,3mg/kg/giin) IV (Vancotek 1.0 g L.V, Kogak
Farma Ilag ve Kimya Sanayi A.S) verilmistir. Vankomisinin verilme amaci
antibiyotigin %50’sinin plazma proteinlerine yapismasi, kemik enfeksiyonlarinda ve
stafilokok enfeksiyonlarinda kullamlmas: ile post operatif enfeksiyonu engellemektir
(199). Uygulanan materyallerin farkli zaman birimlerindeki etkinliklerini incelemek
lizere denekler 14. giinde ve 28. glinde sakrifiye edilmistir. Defektlerin bulundugu tibia

kesilerek %10 formalin solusyonunda histolojik iglemlere baslanmas: i¢in muhafaza

edilmistir.

3.2.6. Histolojik ve Histomorfometrik Analiz

Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Patoloji Laboratuaria génderilen
materyaller %10°luk tamponlanmis formalinde 1 hafta siire ile fiske edilmistir.
Fiksasyondan sonra tiim materyal %50°’lik formik asit ve %20°lik sodyum sitrat
¢ozeltilerinden 1’er 6Slgek almarak hazirlanan  solusyonda dekalsifiye edilmistir.
Dekalsifiye edilen pargalar rutin doku takibinden gegirildikten sonra hazirlanan parafin
bloklardan elde edilen 5-7 mikron kalinligindaki kesitler hematoksilen ve eozin

yéntemiyle boyanip 151k mikroskobunda incelenmistir.

Kesitler enflamasyon, nekroz, fibrozis, yabanci cisim reaksiyonu, greft
materyalinin varlifini siirdiirmesi ve yeni kemik yapimi kriter alinarak incelendi. By
bulgulara bir biiyiik bilylitme alaninda kapladiklar: bdlgenin yiizdesine gére %1-30 ),
%31-60 (++) ve <%60 (+++) olmak iizere deger verildi. Orneklerin kesilmesi
esnasindaki kayiplar tam olarak belirlenemeyecegi i¢in kalan greft miktar1 varsa (+)
yoksa (-) olarak belirtildi. inceleme sirasinda, yeni olusan kemik dokusunun kapladig
alan yuzdelerl ‘Olympus Analysis Five’ (Olympus Corporation Tokyo, Japan) goriintii
analiz programi kullanilarak incelendi. Olgiim islemi her bloktan elde edilen 4’er kesitte

ayr ayri 5 alan dl¢iiliip ortalamalar1 alinarak degerlendirilmistir.



Sekil 3-2: Sican tibiasinda olusturulmus defektler
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Sekil 3-4: Ameliyat bslgesinin dikilmesi
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Sekil 3-5: Sakrifikasyondan sonra defektlerin griintiisii

Sekil 3-6: Sakrifikasyondan sonra defektlerin goriintiisii

3.2.7. istatistiksel inceleme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin

SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programi kullanildi.



35 .

Caligma | Vefileri “degerlendirilirken  niceliksel ~ verilerin kar§1la§t1r11masmdav
parametrelerin gruplar aras1 karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkhliga neden
¢ikan grubun tespitinde Mann Whitney U test kullanildi. Parametrelerin iki grup arasi
kargilagtirmalarinda  Mann Whitney U test kullamldi. Niteliksel verilerin
kargilagtirilmasinda ise Ki-Kare testi ve Fisher’s Exact Ki-Kare testi kullamld:.
Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. 14.giin bulgulan

Tablo 4-1: Gruplarin 14. giin bulgularimin degerlendirilmesi

BMP-2 igeren Simvastatin
Kitosan
Kontrol kitosan iceren kitosan
14. Giin nanopartikiil p
nanopartikiil nanopartikiil
n (%) n (%) n (%) i (%)

= %0_3 _, e

Enflmasyon %30-60  3(%30,0)  3(%30,0)  8(%80,0) 2 (%20,0)

0,060
%>60 0 (%0,0) 1 (%10,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
Var 2 (%20,0) 3 (%30,0) 7 (%70,0) 2 (%20,0)

Nekroz 0,058
Yok 8 (%80,0) 7 (%70,0) 3 (%30,0) 8 (%80,0)

%0-30  10(%100,0) 0(%0.0)  1(%0,0) 2 (%20,0)
Fibrozis  %30-60  0(%0,0)  7(%70,0) 9 (%90,0) 8(%80,0)  0,001**

%=>60 0 (%0,0) 3 (%30,0) 0 (%0) 0 (%0,0)

Yabana Var 0 (%0,0) | 9 (%90,0) 10 (%100,0) 10 (%100,0) _

: 0,001 **

cisim Yok 10 (%100,0) 1 (%10,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
Var 0(%0,0) 10 (%100,0) 10(%100,0) 10 (%100,0)

Kalan greft 0,001 **
Yok 10 (%100,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)

Ki-kare test kullamid: ** p<0.01

Gruplarin  14. giindeki enflamasyon diizeyleri arasinda anlamhihga yakin
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir farkhilik bulunmamaktadir (p>0.05).
Anlamh bir farklilik bulunmamakla birlikte kitosan nanopartikiil iceren grupta %30-60

diizeyinde enflamasyon gériilme oraninm diger gruplardan daha yiiksek olusu dikkat
cekicidir.
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Enflamasyon

%

Kontrol BMP Kitosan Simvastatin

" %0-30 ™ %30-60 %260

Sekil 4-1: 14.giin enflamasyon bulgulari

14. giinde nekroz goriilme oranlarina gore gruplar arasinda anlamliliga yakin
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
Anlamli bir farklilik bulunmamakla birlikte kitosan nanopartikiil grubunda nekroz
goriilme oraninin diger gruplardan daha yiiksek olusu dikkat ¢ekicidir.

Nekroz
80
60
% 40
20
0

Kontrol BMP Kitosan Simvastatin
@ Var Yok

Sekil 4-2: 14.giin nekroz bulgular

14. giinde fibrozis goriilme diizeylerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak

ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Kontrol grubunda tiim
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deneklerde fibrozis diizeyi %0-30 arasinda iken, BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil
grubunda %30-60 ve %60’dan fazla, kitosan nanopartikiil ve simvastatin iceren kitosan

nanopartikiil gruplarinda ise %30-60 diizeyinde fibrozis goriilme orani yiiksektir.

Fibrozis

Kontrol BMP Kitosan Simvastatin

M %0-30 W %30-60 = %260

Sekil 4-3: 14.giin fibrozis bulgular
14. giinde yabanci cisim goriilme oranlarina gore gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Kontrol grubunda higbir

denekte yabanci cisim goriilmezken, diger gruplardaki deneklerin tamamina yakininda

yabanci cisim goriilmistiir.

Yabanci Cisim

100

80

60

%
40

20

Kontrol BMP Kitosan Simvastatin

m Var ™Yok

Sekil 4-4: 14.giin yabanci cisim bulgular
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14. giinde kalan greft goériilme oranlarina gére gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Kontrol grubunda hicbir

denekte kalan greft goriilmezken, diger gruplardaki deneklerin tamaminda kalan greft

gOriilmiistiir.
Kalan Greft
|
‘ 100
80 -~
60 d
%
40
20
0
Kontrol BMP Kitosan Simvastatin
mVar mYok
Sekil 4-5: 14.giin kalan greft bulgular
4.2. 28.giin bulgular:

Tablo 4-2: Gruplarin 28. giin bulgularinm degerlendirilmesi

BMP-2 Simvastatin
Kitosan
Kontrol iceren kitosan i iceren kitosan
i nanopartikii
28, Gibn nanopartikiil F nanopartikiil p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Yok 1 (%10,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 2 (%20,0)

Enflamasyon %0-30  7(%70,0)  7(%70,0) 2(%20,0)  7(%700) g 79

%30-60 2 (%20,0) 3 (%30,0) 8 (%80,0) 1 (%10,0)

Var 1(%10,0) 2 (%20,0) 8 (9%80,0) 2 (%20,0)
Nekroz 0,003 **
Yok 9(%90,0) 8 (%80,0) 2 (%20,0) 8 (9%80,0)
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Yok 0 (9%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 1 (%10,0)
%0-30 2 (%20,0) 1(%10,0) 1 (%10,0) 8 (9%80,0)
Fibrozis 0,001**
%30-60 6 (%60,0) 9 (%90,0) 5 (%50,0) 1 (%10,0)
%>60 2 (%20,0) 0 (%0,0) 4 (%40,0) 0 (%0,0)
Var 0 (%0,0) 6 (%60,0) 10 (%100,0) 6 (%60,0)
Yabaneci
.. 0,001%=*
cisim Yok 4 (%40,0) 0 (%0,0) 4 (%40,0)
(%100,0)
Var 0(%0,0) 10 (%100,0) 10 (%100,0) 10 (%100,0)
Kalan greft 0,001 **
Yok 0 (9%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)

(%100,0)

Ki-kare test kullanild:

* p<0.05

% p<0.01

28. giinde enflamasyon goriilme diizeylerine gore gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.05). Kontrol, BMP-2 igeren kitosan

nanopartikiil ve simvastatin igeren kitosan nanopartikiil gruplarinda %0-30 diizeyinde

enflamasyon goriilme orani yliksekken; kitosan nanopartikiil grubunda 28. giinde %30-

60 diizeyinde enflamasyon goriilme orani diger gruplardan anlamli sekilde yiiksektir.

80
70
60
50
% 40
30
20
10

Enflamasyon

Kontrol

BMP Kitosan

" Yok m%0-30 ™ %30-60

Simvastatin

Sekil 4-6: 28.giin enflamasyon bulgulari
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28. giinde nekroz goriilme oranlarina gére gruplar arasinda istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Kitosan nanopartikiil

grubunda nekroz goriilme oran: diger gruplardan anlamli sekilde yiiksektir.

Nekroz |
|
100
| 80 ‘
60
%
40
20
0
Kontrol BMP Kitosan Simvastatin
mVar ®mYok

Sekil 4-7: 28.giin nekroz bulgular

28. giinde fibrozis goriilme diizeylerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Kontrol grubunda ve BMP-2
iceren kitosan nanopartikiil grubunda 28. giinde %30-60 diizeyinde fibrozis goriilme
oram yiiksekken; kitosan nanopartikiil grubunda %30-60 ve %60°dan fazla, simvastatin
iceren kitosan nanopartikiil grubunda ise %0-30 diizeyinde fibrozis goriilme oran

yiiksektir.



60

Fibrozis

100

80

60 -
%

40

20

Kontrol BMP Kitosan Simvastatin

@Yok ®m%0-30 %30-60 m %260

Sekil 4-8: 28.giin fibrozis bulgular

28. giinde yabanci cisim goriilme oranlarina gére gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Kontrol grubunda hicbir
denekte yabanci cisim goriilmezken, BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil ve simvastatin

iceren kitosan nanopartikiil gruplarmin %60’inda, kitosan nanopartikiil grubunun ise

%100’tinde yabanci cisim goriilmiistiir.

Yabanci Cisim

100

80

60

%
40

20

Kontrol BMP Kitosan Simvastatin

mVar mYok

Sekil 4-9: 28.giin yabanci cisim bulgular:
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28. giinde kalan greft goriilme oranlarina gére gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Kontrol grubunda higbir

denekte kalan greft goriilmezken, diger gruplardaki deneklerin tamaminda kalan greft

gorilmiistiir.

Kalan Greft

100

80 e

60

%
40

20

Kontrol BMP Kitosan Simvastatin

mVar ™Yok

Sekil 4-10: 28.giin kalan greft bulgular:
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Tablo 4-3: Gruplarda ayn ayh 14. giin ve 28. giindeki enflamasyon diizeylerinin -

degerlendirilmesi

14. Giin 28. Giin
Enflamasyon

p
n (%) n (%)

Yok 0 (%0,0)

1 (%10,0)

Eohira %0-30 7 (%70,0) 7 (%70,0) 0,549
%30-60 3 (%30,0) 2 (%20,0)

BMP2  jceren %00-30 6 (%60,0) 7 (%70,0)

kitosan %30-60 3 (%30,0) 3 (%30,0) 0,584

nanopartikiil %60 1 (%10,0) 0 (%0,0)

Kitosan iceren %0-30 2 (%20,0) 2 (%20,0) 1,000

nanopartikiil %30-60 8 (%80,0) 8 (%80,0)

Simvastatin iceren Yok 0(%0,0) 2 (%20,0)

kitosan %0-30 8 (%80,0) 7 (%70,0) 0,301

nanopartikil %30-60 2 (%20,0) 1 (%10,0)

Ki-kare test kullamld

Kbntrol grubunda 14. giin ve 28. giinlerdeki enflamasyon goriilme dﬁzeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir férkhhk bulunmamaktadir (p>0.05).

BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil grubunda 14. glin ve 28. giinlerdeki
enflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

Kitosan nanopartikiil grubunda 14. gun ve 28. giinlerdeki enflamasyon goriilme
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Simvastatin iceren kitosan nanopartikiil grubunda 14. giin ve 28. glinlerdeki

enflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).
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Tablo 4-4: Gruplarda ayr1 ayn 14. giin ve 28. giinde nékroz degerlendirilmesi

14. Giin 28. Giin
Nekroz P
n (%) n (%)
\
Var 2 (%20,0) 1 (%10,0)
Kontrol 1,000
Yok 8 (%80,0) 9 (%90,0)
BMP-2  iceren Var 3 (%30,0) 2 (%20,0)
kitosan 1,000
0, 0,
sipiopantikil Yok 7 (%70,0) 8 (%80,0)
Kitosan Var 7 (%70,0) 8 (%80,0)
o 1,000
nanopartikiil Yok 3 (%30,0) 2 (%20,0)
Simvastatin iceren Var 2 (%20,0) 2 (%20,0)
Kkitosan 1,000
0, 0,
nanopartkii Yok 8 (%80,0) 8 (%80,0)

Fisher’s Exact test kullanild:

Kontrol grubunda 14. giin ve 28. giinlerde nekroz goriilme oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil grubunda 14. giin ve 28. giinlerde nekroz

gorlilme oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05).

Kitosan nanopartikiil grubunda 14. glin ve 28. giinlerde nekroz gériilme oranlar

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Simvastatin igeren kitosan nanopartikiil grubunda 14. giin ve 28. giinlerde

nekroz goriilme oranlani arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir farklihk
bulunmamaktadir (p>0.05).
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Tablo 4-5: Gruplai’da ayn1 ayri 14. giin ve 28. giindeki fibrozis dﬁieylerinin
degerlendirilmesi

14. Giin 28. Giin
Fibrozis p
n (%) n (%)
m
%0-30 10 (%100,0) 2 (%20,0)
Kontrol %30-60 0 (%0,0) 6 (%60,0) 0,001 **
%=>60 0 (%0,0) 2 (%20,0)
BMP-2 igeren %0-30 0 (%0,0) 1(%10,0)
kitosan %30-60 7 (%70,0) 9 (%90,0) 0,119
S %60 3 (%30,0) 0 (%0,0)
%0-30 1 (%0,0) 1 (%10,0)
Kitosan
%30-60 9 (%90,0) 5 (%50,0) 0,076
nanopartikiil
%=>60 0 (%0) 4 (%40,0)
Simvastatin iceren 0 0 (%0,0) 1(%10,0)
Kkitosan %0-30 2 (%20,0) 8 (%80,0) 0,007%*
s %30-60 8 (%80,0) 1 (%10,0)
Ki-kare test kullamld ** p<0.01

Kontrol grubunda 14. giin ve 28. giinlerdeki fibrozis diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilk bulunmaktadir (p<0.01). 14. Giinde

tiim deneklerdeki fibrozis diizeyleri %0-30 arasinda iken, 28. Giinde fibrozis diizeyinin

%30 ile 60 arasinda olma oram yiiksektir.

BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil grubunda 14. giin ve 28. giinlerdeki fibrozis

goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05).

Kitosan nanopartikiil grubunda 14. giin ve 28. giinlerdeki fibrozis goriilme
diizeyleri arasinda anlamliha yakin olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bir
farkliik bulunmamaktadir (p>0.05). Anlamli bir farklihik bulunmamakla birlikte 14.
glinde %30-60 arasinda fibrozis gériilme diizeyi yiiksekken, 28. giinde %60 ve iizerinde

fibrozis goriilme oraninin da yiiksek olusu dikkat ¢ekicidir.



65

Simvastatin igeren kitosan nanopartikiil grubunda V1‘4. giin ve 28. giinlerdeki
fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlaml farklihk
bulunmaktadir (p<0.01). 14. giinde %30-60 diizeylerinde fibrozis goériilme oram

yiiksekken, 28. giinde fibrozis diizeyinin %0 ile 30 arasinda olma orani yiiksektir.

Tablo 4-6: Gruplarda ayr ayr 14.giin ve 28.giinde yabanei cisim degerlendirilmesi

14. giin 28. giin
Yabanci Cisim p
n (%) n (%)
E
Var = -
Kontrol &
Yok 10 (%100,0) 10 (%100,0)
BMP-2 iceren Var 9 (9%90,0) 6 (%60,0)
kitosan 0,303
0, 0/
nanopartikiil Yok 1 (%10,0) 4 (%40,0)
Kitosan Var 10 (%100,0) 10 (%100,0)
nanopartikiil Yok = = i
Simvastatin iceren Var 10 (%100,0) 6 (%60,0)
kitosan 0,087
0, 0
nanopartikiil Yok 0 (%0,0) 4 (%40,0)

Fisher’s Exact test kullanildy

Kontrol grubunda 14. giin ve 28.giinlerde higbir denekte yabanci cisim
goriilmemigtir.

BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil grubunda 14. glin ve 28. giinlerde yabanci

cisim goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

Kitosan nanopartikiil grubunda 14. giin ve 28. giinlerde tiim deneklerde yabanci

cisim goriilmiistiir.

Simvastatin igeren kitosan nanopartikiil grubunda 14. giin ve 28. giinlerde
yabanci cisim goriilme diizeyleri arasinda anlamliliga yakin olmakla birlikte istatistiksel

olarak anlamli bir farklililk bulunmamaktadir (p>0.05). Anlamh bir farklilik
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bulunmamakla birlikte, 14. glinde tiim deneklerde yabanc: cisim gérﬁlﬁrken, 28. glinde |

yabanci cisim goriilme oram %60’ tir.

Tablo 4-7: Gruplarn yeni kemik yiizdesi ortalamalarinin degerlendirilmesi

BMP-2 iceren Simvastatin
Kitosan
Kontrol kitosan : iceren Kkitosan
nanopartikiil
Yeni Kemik % nanopartikiil nanopartikiil p
Ort£SS Ort£SS Ort+SS Ort+SS

(Medyan) (Medyan) (Medyan) (Medyan)
0205587

412282342 2022£11,79 344102365 Hg
g,
(22,77) (44,44) (22,22) (28,03)

EE—————

27,99+4,76 44,17+£22,55 33,10£15,26 67,39+14,96
(28,33) (44,16) (33,33) (70,89)
Kruskal Wallis Test * p<0.05 ** p<0.01

14, giin

28. giin 0,001**

Tablo 4-7a: Gruplarm Post hoc degerlendirilmesi test sonuclar

Yeni Kemik %
++
D
-
Kontrol / BMP 0,061
Kontrol / Kitosan 0,760
Kontrol / Simvastatin 0,447
14. giin
BMP / Kitosan 0,023%*
BMP / Simvastatin 0,493
Kitosan / Simvastatin 0183
Kontrol / BMP 0,159
Kontrol / Kitosan 0,205
Kontrol / Simvastatin 0,001 **
28. giin
BMP / Kitosan 0,342
BMP / Simvastatin 0,014*
Kitosan / Simvastatin 0,001**

Mann Whitney U * p<0.05 ** p<0.01
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Gruplarin 14. Giindeki yeni kemik olusumu yiizde ortalamalari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). Dért grup bir arada
degerlendirildiginde anlamli bir farklilik bulunmamakla birlikte, gruplarmn ikili
degerlendirmeleri yapildiginda BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil grubunun yeni
kemik olusumu yiizde ortalamasinin, kitosan nanopartikiil grubundan anlamli sekilde

yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

14. giin
80,00
60,00 =
Yeni
kemik
(%)
40,00 7
2
*
— ﬁ
9
*
0,00
I I T I
Kontrol BMP Kitosan Simuastatin

Sekil 4-11: Gruplar arasinda 14.giindeki yeni kemik yiizde dagilimi

Gruplarin 28. giindeki yeni kemik olusumu yiizde ortalamalari arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Simvastatin
iceren kitosan nanopartikiil grubunun 28. giindeki yeni kemik olusumu yiizde

ortalamasi, kontrol, BMP-2 iceren kitosan nanopartikiil ve kitosan nanopartikiil
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gruplarindan anlamli sekilde ylksektir (p<0.05; p<0.01). Diger gruplarin 28. giindeki

yeni kemik olusumu yiizde ortalamalari arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05) (Tablo 9a).

28. giin

80,00 7

60,00 7

Yeni

kemik

(%20,00_

20,00 =

0,00

T I T |
Kontrol BMP Kitosan Simuastatin

Sekil 4-12: Gruplar arasinda 28.giindeki yeni kemik yiizde dagilimi
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Tablo 4-8: Gruplarda ayr1 ayr 14. giin ve 28. giinlerdeki yeni kemik yiizdesi

ortalamalarinin degerlendirilmesi

14. Giin 28. Giin
Yeni Kemik % 4
Ort£SS (Medyan) Ort+SS (Medyan)
Kontrol 22,22+5,87 (22,77) 27,99+4,76 (28,33) 0,026*
BMP-2 iceren
kitosan 41,22423,42 (44,44) 44,17£22,55 (44,16) 0,733
nanopartikiil
Kitosan
20,22+11,79 (22,22) 33,10+15,26 (33,33) 0,045*
nanopartikiil
Simvastatin  iceren
kitosan 34,41+23,65 (28,03) 67,39+14,96 (70,89) 0,005%*
nanopartikiil
Mann Whitney U *p<0.05 ** p<0.01
80,00 - _
60,00
Yeni
kemik
(%)
40,00
2 71
* l O
20,00 = ‘ I
9
*
0,00
I I I T T I T T

Konrol-14. Kontrol-28.BMP-14. giinBMP-28. ginKitosan-14.Kitosan-28.SimuastatinS8imuastatin—

gin gin

gin

glin 14. gilin

Sekil 4-13: 14. ve 28. giindeki gruplarin yeni kemik yiizde dagilimi
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Kontrol grubunda;

28. giindeki yeni kemik olusumu yiizde ortalamasi, 14. giinden istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil grubunda;

14. ve 28. giinlerdeki yeni kemik olusumu ylizde ortalamalari arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kitosan nanopartikiil grubunda;

28. glindeki yeni kemik olusumu yiizde ortalamasi, 14. Giinden istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yiiksektir (p<0.05).

Simvastatin igeren kitosan nanopartikiil grubunda;

28. giindeki yeni kemik olusumu yiizde ortalamasi, 14. giinden istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlaml: yitksektir (p<0.01).
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4.3. Histolojik kesit 6rnekleri

Sekil 4-14: (BMP-2/kitosan tasiyici grubu) 14. giinde defekt bolgesinde aktif fibréz doku
icinde greft artiklar: (siyah ok) ve altinda yeni kemik trabekiilleri (beyaz ok) (H&E x100).

Sekil 2-2: (Kitosan tastyict grubu) defekt bolgesinde genis alanlarda rezidiiel
greft materyali (siyah ok) ve cevresinde ince band biciminde yeni kemik trabekiilleri
(beyaz ok) (H&E x40).
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Sekil 2-3: (Simvastatin/kitosan tasiyici grubu) 14. giinde defekt bolgesinde kirik

uclarindan ilerleyen yeni kemik trabekiilleri (beyaz ok) ve ortada aktif fibroz doku (siyah
ok) (H&E x100).

Sekil 2-4: (Kontrol grubu) 14. giinde defekt bélgesinde fibréz doku icinde ince,
yeni kemik trabekiilleri (beyaz ok) (H&E x100).
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0,7 mm

Sekil 2-5: (BMP-2/Kitosan tasiyic1 grubu) 28. giinde defekt bolgesinde defekti
dolduran yeni kemik trabekiilleri (beyaz ok) ve ortada greft artiklari (siyah ok) (H&E
x100).

Sekil 2-6: (Kitosan tasiyict grubu) 28. giinde defekt bolgesinde képrii olusturan
yeni kemik trabekiilleri (beyaz ok) ¢evresinde, yogun iltihapsal infiltrasyon iceren fibroz
bag dokusu i¢inde rezidiiel greft materyali (siyah ok) (H&E x100).
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Sekil 2-7: (Simvastatin/Kitosan tasiyici grubu) 28. giinde defekt bolgesini kapatan
yeni kemik trabekiilleri (beyaz ok), arada kemik iligi (H&E x100).

Sekil 2-8:  (Kontrol grubu) 28. giinde defekt bolgesinde defekt bélgesini kapatan
ince, yer yer lameller goriiniimii almis yeni kemik dokusu (beyaz ok) (H&E x100)
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5. TARTISMA

Kemik greft uygulamalarinda rezorpsiyon hiza ve mekanizmasimm anlagilmas:
bliylik 6nem tasimaktadir. Kemik dokusu yikim, kayip veya rezeksiyon sonrasi eski
orijinal boyutuna skar birakmadan dénme kapasitesine sahiptir. Uygulanacak olan
malzeme, yeni kemik yapiminda osteoindiiktif ve osteokonduktif etki gosterirken zaman
icerisinde ortamdan tamamen uzaklastinilarak yeni kemikle yer degistirebilmelidir.
Kemik morfogenetik protein (BMP) de bu siirece aktif olarak katkida bulunmaktadir,
Iyilesme siirecinde mezenkimal k&k hiicrelering osteoblastlara ve kondroblastlara
degistiren BMP-2, kemik veya yumusak doku bélgelerinde lokal kemik olusumunu
indiikleyecek sekilde farklilasmay1 saglamada anahtar role sahiptir. (190). BMP’lerin
uygun bir tasiyic: ile implante edildikleri zaman; diferansiye olmayan mezenkimal
hiicrelerin kemotaksis ile aktive edilerek goclerine ve osteoblastlara doniismelerine,
kemik matriksi depolanmasina, yeni depo edilen kemik matriksinin mineralizasyonuna

ve kemik iligi diferansiyasyonuna neden olduklar; bildirilmigtir (191).

Son yillarda literatiirde arastirilan diger bir alternatif ise, sistemik hastaliklar
tedavi etmek icin kullanilan bazi ilaglarin lokal olarak kemik defekt alanina
uygulanmasidir (13). Hidroksimetilglutaril-koenzim A rediiktaz inhibitorleri olarak da
bilinen statinler, yiiksek serum kolesteroliinii diigiirmek amaciyla tipta yaygin olarak
kullamlmaktadir. Literatiirde statinlerin kolesterol disirme 6zelliklerine ilave olarak
ozellikle antiinflamatuar etki, anjiogenezisi arttirma ve kemik olusumunu uyarma gibi
etkileri oldugu belirtilmistir (4). Ayrica statinlerin kemik greft materyallerine gore daha
digiik maliyetinin olmas: ile birlikte; yan etkilerinin azlig1 ve kolay elde edilebilir
olmas1 gibi avantajlari da bulunmaktadir (130). Statin grubu ilaglarin  kemik
metabolizmas: iizerindeki etkilerini aragtiran bir ¢ok calisma (13-16) bulunmasina

ragmen, bu etkiler {izerine celigkili bilgiler elde edilmektedir.

Calismamizin amaci kemik rejenerasyonunda da gorev alan kemik morfogenetik

protein-2 (BMP-2) ve simvastatinin kitosan tastyic: ile kullamming kargilagtirarak
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incelemek ve yeni kemik olusturma p‘otansiyeiini kar§1la§t1ﬁnékt1r. Bunun yam sira
kitosamn bu greft materyallerinin uygulanmasinda uygun bir tastyict olup olmadig:
incelendi. BMP-2 ve simvastatinin kitosan tagiyici ile kullamimi sonrasi rezorpsiyon
siireleri incelenerek kemik greft materyallerinin 14. ve 28. glinlerde yeni kemik

olusturma potansiyelleri esit kosullarda, ayn: hayvan modellerinde karsilastirilda.

Kemik Morfogenetik Proteinler (BMP) kikirdak ve kemik formasyonunu
etkileyen sitokinlerden TGF-B stiper ailesinin tiyesidir (94). BMP kemik iliginde diger
non-kollajen proteinlere nazaran daha az miktarda bulunmas: ve gbreceli olarak
¢oztinmez olmast nedeni ile saflastirilmas: zor bir proteindir. 1980°1i yillarda BMP’nin
4 M guandine hidroklorid (192) ve 6 M iire (1 93) icinde saflastirilabildigi bulunmustur
boylece izolasyonu ve saflagtirilmasi hizlanmigtir. Birgok BMP klonlama ve genetik

mithendisligi alanlarinda kullanilabilir hale gelmistir.

Literatlir incelendiginde statinlerin kemik defektlerinin tedavisindeki rolii,
uygulama dozu ve kullamlan tastyici gibi pek ¢ok faktére ait tartismalarin devam ettigi
ancak bu konularda net bir sonuca varilamadig1 goriilmektedir. Ayni durum BMP-2
uygulamalar iginde gegerlidir. Son zafnanlarda BMP72 ile ilgili yapilan ¢alismalarin

yogunlastig1 temel nokta uygulanacak doz miktar: ve tasiyici se¢imidir.

Maeda ve ark. 2004 yilinda yaptiklar bir calismada simvastatin ve cerivastatin

gibi statinlerin osteoblast fonksiyonunu diizenledigini bildirmistir (151).

Baz1 aragtiricilar ise Pravastatin gibi hidrofilik statinlerin osteoblastlarda BMP-2

salimmim indiikleme kapasitelerinin olmadigim belirtmistir (136).

Bu sonuglardan yola ¢ikarak yaptigimiz calismada; lipofilik bir statin olan
simvastatinin hidrofilik statinlere gére kemik dokusuna afinitesinin daha fazla olmasi,

yagda ¢bziinebildigi i¢in hiicrelere daha kolay girebilmesi (18) ve yapilan ¢aligsmalarin
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‘(13-16) sonucuna gore kemik tizerine olumlu etkilerinin diger statin grubli ilaglara gére

daha yiiksek bulunmas: nedeniyle statinler arasindan simvastatin kullamlds.

Statinlerin lokal uygulamalar: ile ilgili literatiirde az sayida ve celigkili
aragtirmanin bulunmas: ve klinik kullanimlarmng saglayacak yeterli sayida calismanin
bulunmamas, diger biyolojik mediatérlerle kargilagtirmali caligma sayisinin az olmasi

buna ek olarak osteoindiiktif ozelliklerini arastirmak amaciyla g¢alismarmz deneysel

hayvan modeli iizerinde planlanmustir.

Statinler klinik olarak sistemik yoldan verilmektedir (15), Piyasada bulunan
statinler kemik aktivasyonunu saglamak amaci ile sistemik kullanim i¢in ideal degildir
Bu statinler kolesterol dustirticii etki kapasitesine sahip oldugu igin kullanilmaktadir.
Sistemik kullanimlarinda karacigere spesifite g&stermeleri ve perifer dolagima ¢ok
distk oranda dagilmalar: nedeniyle kemik dokusuna ¢ok az diizeyde ulasmaktadirlar
(163). Lokal uygulamalarda ise statinler enterohepatik dolagima girmez ve uygulanan
bdlgedeki kemik dokusunda yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir (4). Lokal
uygulamada bu ilk gecis etkisi gerceklesmeyeceginden, metabolize olmayan ilacin
| plazma proteinlerine daha sikica baglanabildigi diisiiniilmektedir. Bﬁylecé lokal olarak
uygulandlklarlﬁda kemik gibi periferal dokularda daha yiksek kan seviyelerine
ulasacaklar1 ve sistemik uygulamaya gére kemik dokusunda daha kuvvetli etki
gosterecekleri  belirtilmigtir (159). Skoglund ve Oxlund sistemik yoldan verilen
statinlerin, belli bir miktarinin karacigeri gecip kemik hiicrelerine ulasabilmesi icin
yiiksek dozlarda uygulanmas: gerektigini belirtmistir (157, 194). Gutierrez ve ark.
farelerde statinlerin topikal uygulamalarinin, kemik olusumu agisindan, sistemik

uygulamalarindan daha etkili oldugunu gdstermistir (159).

Literatiirde yeni kemik olusumu agisindan lokal uygulamanin  sistemik

uygulamaya gére daha etkili oldugu gosterildiginden calismamizda simvastatin lokal
olarak uygulandi.



78

Literatiir bilgileri incelendiginde osteojenik, osteoindiiktif veya osteokondiiktif
olmaya aday materyallerin klinik kullanimlarindan once biyolojik potansiyellerini ve
uygulanabilirliklerini ortaya koymak ve kemik rejenerasyonu ile ilgili tedavi
girisimlerini degerlendirmek amaciyla kemirgenlerin, kopeklerin ve primat modellerin
yaygin olarak kullamldig1 goriilmektedir (195,196). Calismamizda; yeterli sayida ve
deneye uygun &zellikler barmndiran hayvan elde edilebilirligi, deney bolgesinde hayati
Onem tastyan damar ve sinir bulunmamasi, degerlendirme y&ntemlerinin basit, cabuk ve
hassas sekilde uygulanabilirligi, deney alanina cerrahi erisim kolayligi bulundurmas;,
deneklerin genel fizyolojisi ve kemik lyilesmesi hakkinda yeterli bilgi bulunmasi, bakim
kolayligi, ucuz ve kolay elde edilebilir olmas: gibi kriterler g6z 6niine alnmgtir. Deney
hayvanlari etik kurulunun izni dogrultusunda deney hayvam olarak kemirgenlerden
Wistar Albino cinsi siganlar tercih edilmistir.

En sik kullamlan deney hayvani kemirgenlerdir. Kemirgenler her tiirlii arastirma
alaminda kullanilmaktadir. Bu nedenle kemik turnoverlar: iyi bilinmektedir. Ancak
dezavantajlari da bulunmaktadir. Eriskin kemirgenlerde haversian sistem bulunmasima
ragmen dogal remodelasyonu sinirhidir. Bir calismanmin odak noktasi biomekanik
degerlendirme ise biiyiik hayvan modeli daha faydali olacaktir ancak biyoloji ile ilgili
sorular1 yanitlamada istenen avantaji saglamadiklari diistiniilmektedir. Iskeletsel olarak
olgunlasmus kii¢iik hayvanlar; maliyet azhigi, izl iyilesme kapasitesi, genis bir veri
havuzu saglamalar nedeni ile biyolojik ¢alismalarda daha faydal olarak gériilmektedir
(197).

Calismamizda model olarak kullamldigimiz siganlarda, belirlenen siire zarfinda
herhangi bir komplikasyona ve istenmeyen yan etkilere rastlanmamustir.
Sakrifikasyondan sonra elde edilen tibialarin makroskopik olarak biitiinliigini
korudugu gozlemlenilmistir. Bu durum benzer bir ¢ok caligmada oldugu gibi

kemirgenlerin biiytime faktorii ve ilag ¢calismalarinda uygun bir deney hayvani oldugunu

gOstermektedir.
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.Lit.eratiir bilgisi incelendiginde, osteojenik potansiyelin yasa géfe degistigi |
bildirilmesi (198,199) sebebiyle ¢alismamizda tiim deney hayvanlarinin eriskin
olmasma dikkat edilerek yas farkliigimin kemik olusumu {izerine gOsterecedi
degisikliklerin elimine edilmesine caligilmistir. Arastirmamizda erkek deney hayvan
se¢me nedeni, disi ratlarin menstrual sikluslarma bagli hormonal degisimlerinin yara

iyilesmesini etkileme olasiligim elimine etmektir (200).

Denek farkliligindan kaynaklanabilecek, lyilesmeyi ve calisma sonuglarim
etkileyebilecek faktérlerin gruplar lizerine olan etkilerinin esitlenebilmesi amaciyla,
literatiirde yer aldigr gibi (201) ¢alismamizda da, deney ve kontrol grubunu olusturan
defektler ayn1 sicanda olusturulmustur. Calismanzda her sicanda tibia bélgesine sag ve
sol bacakta 2’ser adet olmak iizere toplam dort adet kemik defekti olusturuldu. Benzer
¢alismalarda yer aldig gibi deney gruplarina ek olarak tagiyicinin tek basina etkisini
izleyebilmek amaci ile kitosan grubu ve herhangi bir materyal yerlestirilmeden

lyilesmenin seklini gorebilmek amaciyla defekt bos birakilarak kontrol bolgesi
olusturuldu.

Siganlarin kemirgen hayvanlar olmasi nedeniyle 6rneklerin ¢ogunda denege ait
killar gibi maddeler ile kontaminasyona bagli olarak yabanci cisim reaksiyonu izlends.

Yabanci cisim bulunan ormeklerde, yabanci cisim reaksiyonu nedeniyle defekt

alanindaki bag dokuda inflamasyon goriildii.

Literatiirde histopatolojik degerlendirme glinlerinin  farkliliklar gosterdigi
goriilmektedir (202). Benzer deneysel ¢aligmalarda literatiir bulgulari, genel olarak
kemiklesmenin 1. - 2. haftalarda bagladigim (203,204), 6. - 8. haftalarda olgun kemigin
olustugunu bildirmektedir (205,206). Ruhe ve ark, thBMP-2 ylklii poroz Ca-P sementin
salimimini in vivo ve in vitro olarak degerlendirdikleri calismalarinda thBMP-2’nin
yasam dongiistiniin 4 haftay1 gegmedigini ve proteinin daha fazla kalmas: icin ek bir
bioaktivite beklenmemesi gerektigini bildirmistir (207). Bu nedenlerle simvastatinin ve

thBMP-2’nin erken ve ge¢ donemde kemik defeklerinin lyilesme kapasitesine etkisini
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karsilastirmali olarak inceleyebilmek igin erken dénem igin 14. ge¢ dénem igin 28.

glinler degerlendirme periodlar olarak secildi.

Kemik defektleri ile ilgili calismalarda iyilesmenin hiicresel seviyede tespiti
agisindan en gecerli ve en uygun degerlendirme seklinin histoloji ve histomorfometrik
yontemlerin  kullanilmas; oldugu bilinmektedir (208). Bu nedenle calismamizda
simvastatinin  kemik defektlerinin iyilesmesi iizerindeki ctkisi histolojik ve

histomorfometrik degerlendirme ile yapilmustir.

Literatiirde optimum thBMP-2 dozu ile ilgili bir fikir birligi bulunmamaktadir.
Yang ve ark. 20 rg BMP-2 dozu iceren heparin enjekte edilmis fibrin jel tasiyici
kullanarak kemik formasyonu olusmustur (209). Bessa ve ark. yaptiklar1 bir calismada
ipek fibrin mikropartikiil kullanilarak 5-12.5 ug BMP-2 dozu ile kemik formasyony
olustugunu bildirmistir (210). McLaughlin ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada si¢anlarin
dorsum bélgesinde 4 ug/mL rhBMP-2 konsantrasyonu ile yeni kemik olusumu
bildirmistir (21 1). S1gir kaynakls kollajen matriks kullanim jle optimum klinik BMP-2
dozunun 1.5mg/ml oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (210,211). Canter ve
ark kitosan/allogreft/thMP—Q yerlestirdikleri defektlerde 1.125 1g thBMP-2 kullanarak
yeni kemik olusumu saglamistir (24). Stephan ve ark kitosan tagiyict kullanarak 2 pg
thBMP-2 dozu ile yeni kemik olusumu saglamistir (212). Benzer olarak Park ve ark. 2
ng rhBMP-2 dozu ile kitosan tasiyic: kullanarak kemik olusumu saglamistir (213).

Bizim ¢alismamizda kullandigimiz 1.5 ug thBMP-2 dozu bu literatiirlerdeki doz
miktarlar referans alinarak belirlenmistir.

Tylin ve arkadaglar1 bir ¢alismalarinda farelerin kafatasima 2.2 mg simvastatini
lokal uygulandiklarinda inflamasyon, apse ve deri bolgesinde kabuklasma gorildiigiini
bildirmistir (13). Stein ve arkadaglan ise bir calismada 2.2 mg simvastatin dozunu 0.5
mg’a diigiirmenin klinik inflamasyon belirtilerini azalttigini bildirmislerdir. 0.5 mg gibi
distik doz simvastatin uygulamasinin  kemigin anabolik etkisine zarar vermeden
inflamasyon seviyesini diistirdiigiini bildirmislerdir (8). Aykan ve ark, 2007 yilinda

kobaylar tizerinde 2,2 mg simvastatin dozy ile 0.5 mg simvastatin dozunu
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kar&lastﬁdﬂdan bir ¢alisma yapmuslardir, Kobaylardei 1. "deney bolgesinde
uyguladiklar: yitksek doz olan 2.2 mg simvastatinin ozellikle erken ddnemde klinik

olarak yumusak dokuda inflamasyon, Sdem ve apseye neden oldugunu, 0.5 mg

olabilecegini savunmuslardir. Ancak 2.2 mg simvastatin ile inflamasyon, apse ve 6dem
gortlsede, 30. giinden itibaren yumusak dokudaki bu reaksiyon giderek azalmigtir
(214). Calismamizda 0.5 mg simvastatin kullanimi ile deneklerde yumusak dokuda

deney siiresince herhangi bir abse, deri bolgesinde kabuklasma bulgusuna
rastlanmamustr.

osteoindiiktif bityiime faktorii olan sitokinler ve kemik gelisiminde, rejenerasyonunda
ve tamirinde gorev alan osteoprogenitdr hiicrelere odaklanmaktadir. Herhangi bir
tagiyicr sistem kullanilmadan tek doz biiyilime faktérii uygulanmasimn yalmzea belli bir
oranda kemik tyilesmesi saglayabilecegi bildirilmistir. Iskelet sisteminin  yapisal
biittinliigti saglanana kadar kemik rejenerasyonunun devami; rejenerasyori siiresince

biiytime faktérlerinin salinmasin saglayacak kontrollii ilag salmim sistemleri

kullanilmas ile elde edilmektedir (21 5).

Simvastatinin ve BMP-2"nin lokal uygulama icin bir tastyiciya gerek duyulmas
tasiyici segimine 6zen gosterilmesi zorunlulugunu getirmektedir. By bilgilere dayanarak
salmim siiresi, biiytime faktérlerinin tedavi uygulanacak bolgeye taginmas: ve kullanilan
tastyic: maddeler birgok arastirmada tartisma konusu olmustur. Istenen etkiyi elde
edebilmek icin, by materyallerin yerlestirilen bolgede kemik olusumunu saglayacak
stire boyu salinmas: ve farmakolojik etkilerinj gosterecek bir tasiyici ile defekt alanma
uygulanmasi gerekmektedir. Kemik defektlerinin tedavisinde kemik rejenerasyonunu
indiikleyebilen ilaglarin bdlgeye uygulanmalarina yardimci olan, biyolojik olarak
parcalanabilen materyaller kullanilmaktadr., Inorganik materyallér (kalsiyum fosfat gibi

seramikler, kalsiyum stilfat, metaller, bioglass), sentetik polimerler, dogal polimerler ve
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bunlarin birlesimi literatiirde ta§1Y1c1lar arasinda yer almaktadir. Bagz arastirmacilar
BMP’nin yalmzca HAP (hidroksiapatit) ile kombine edilmesinin kemik indiiksiyonunda
basarisizliga sebep oldugunu savunmaktadir (216). Bunun sebebi aralarinda siki bir bag
olusmasi ve HAP’1n rezorbe olmamas: olarak belirtilmektedir. HAP genellikle TCP
veya kollajen ile kombine edilmektedir (217). Dogal polimerlere Ornek olarak
hiyaliironik asit, fibrin, kitosan, aljinat ve diger polisakkaritler sayilmaktadir. Bir ¢ok
¢alismada, biiyiime faktdriiniin lokal konsantrasyonun tasiyicidan salinma kinetigine

bagli oldugu ve kemiklesme siirecinde Onem teskil ettigi bildirilmigtir (21 8).

Kitosan, osteokonduksiyon, hemostatik etki Ve yara iyilestirme ozelliklerine
sahiptir (20-23). Biouyumlululuk ozellikleri, diisikk toksisitesi nedeni ile ilag ve
aragtirma alanlarinda siklikla tagiyict olarak kullamilmaktadir (24). Kitosan bu
Ozellikleri nedeni ile calismamizda BMP-2 ve simvastatinin yavag salimimu igin tastyic
sistem olarak se¢ilmigtir. Lee ve ark. kitosam trikalsiyum fosfat ile kombine ederek
osteokonduktif matrix yapisinda Snemli sonuglar elde etmistir (20). Klokkevold ve ark.
kitosanin osteogenezi artirdifim bildirmistir (21). Literatiirde birgok ilacin ve biiyiime
fakt6riintin kontrolli salimminda kitosanin kullanilabildigi bildirilmistir (219). Lee ve

ark, I radiolabelled trombosit kaynakli biyiime faktrii yukli kitosan kullanarak
kitosanin salinim kinetigini belirlemistir. (220).

Literatiirde kitosan tastyicr kullanilarak simvastatin ve thBMP-2’nin kemik
lGzerine etkisini kargilastiran herhangi bir calisma bulunmamaktadir fakat Alam ve ark.
tarafindan atelopeptit kollajen tip 1 siinger (ACS) tastyic: kullanilarak benzer bir
¢alisma yapilmustir. 12 adet tavsanin nazal kemiginde agilan 5 mm capli defektlere ACS
tastyicr ile uygulanan pravastatin (10mg) ile ACS tagtyic ile uygulanan thBMP-2nin
(5ug) kemik rejenerasyonuna etkisi degerlendirilmistir. Calismada pravastatin/ACS
tasiyici, thBMP-2/ACS tastyici, yalmz ACS tagtyict ve bos defekt olmak tizere 4 grup
olusturulmustur ve her grup 7.giin, 14.giin, 28.giin olmak tizere 3 gézlem perioduna
aynlmistir. Cerrahiden sonrakj | hafta iginde iltihap varligim gosteren herhangi bir
bulguya rastlanmamstir. 3 gézlem periodunda da pravastatin/ACS ve thBMP-2/ACS
arasinda istatistiksel olarak anlam] bir farklilik gozlenmemistir. Ancak pravastatin/ACS

grubu, yalmz ACS ve kontro] grubu ile karsilagtirildiginda hiicre sayisimn 3 gozlem



gruplarinda operasyon alapinin kismi olarak fibroz doky ile kapl oldugu gbzlenmistir,
28.giinde operasyon alamindaki ACS’nin tamamen rezorbe olmadig1 ve bélgenin
tamamen kemikle dolmadig: bildirilmistir. Osteoblast ve fibroblastlarin cerrahiden 4
hafta sonra agik bir sekilde gorildiigi bildirilmigtir, BMP-2’nin her iki gruptada ilk
hafta daha fazla salgilandig belirtilmigtir, Immunohistokimyasal olarak, pravastatin ve
thBMP-2’nin tavsanlarin nazal kemiklerine implanie edildikten sonra BMP-2’nin bag
dokulardan ve periosttan fazla miktarda salindip; belirlenmistir, Pravastatin/ACS’nin
thBMP-2/ACS ile benzer BMP-2 salinim; ve osteoindiiktif aktivite gosterdigi sonucuna
varilmistir. Calismada kisa gozlem periodu nedeni ile yeni kemik olusumunun acik bir

sekilde gﬁzlenemedigi, daha fazla sayida ¢rnek ile daha biiyiik bir c¢alisma yapilmas;
gerektigi sonucuna ulagilmigtir (3).

Bizim ¢alismamizda yalmzca 28. giinde simvastatin igeren kitosan nanopartikiil
tasiyict grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak anlaml miktarda fazla yeni
kemik alam yiizdesi gozlenmistir, Calismalar arasindaki bu farkliligin secgilen statin

tiirtinden ve tastyict materyalin hazirlamis sekli neden; ile kontrollii yavas salinim

Literatiirde BMP-2"nin ve farkl bilylime fakt6rlerinin kitosandan salinimy

lizerine birgok ¢alisma bulunmaktad;r (24,221-224).
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ile allogreft, BMP-2 ve TGFB-2 ﬁygulam1§t1r. Deneklerin kafatas: tizerinde 7 mm
genisliinde defekt agilmistir. Denekler; (1) bos, (2) otojen grubu, (3) allogreft grubu,
(4) kitosan grubu, (5) allogreft-kitosan grubu, (6) allogreft-kitosah— TGFB-2 grubu, (7)
allogreft-kitosan- BMP-2 grubu ve (8) allogreft-kitosan-TGFf-2 - BMP-2 grubu olmak
lizere 8 gruba aynhm$t1r. Histolojik incelemede, 1.125pug thBMP-2 kullanilan BMP-2
grubunuda, 2. ve 8. haftalarda otojen greft uygulanan gruptan daha fazla kemik
spikiillerinin defekt alanma genigledigi ve TGFB-2 grubu ile BMP-2’nin beraber
kullanilmasimin herhagi bir sinerjist etki olusturmadig gozlenmistir. Kitosan grubunda
2. ve 8. haftalarda yeni kemik olusumu gériilmedigi bildirilmis. Kitosanmn kemiklesme
stirecine olumlu veya olumsuz herhangi bir etkisi olmadig, bslgede bosluk doldurucu
gorev gbrdiigii ve defekt icine fibréz doku olusumunu 6nledigi bildirilmistir. Histolojik
degerlendirmede 2. haftada kitosana komsu kollajen liflerin ve kan damarlarinin
gorildiigti  bildirilmistir. Erken dénemde kitosan, minimal akut enflamasyon
gostermesine ragmen ge¢ donemde herhangi bir yabanci cisim reaksiyonuna yol
agmadifi ve elementlerine ayrildig bildirilmistir. Bu nedenle kitosamin doku
mithendisligi ¢alismalarinda kullanilabilecek biyo-uyumlu bir materyal oldugu ve uzun
stiren osseointegrasyon siirecine uygun oldugu sonucuna varilmistir. BMP-2 disindaki,
allogreftin kitosan ile uygulandig tim gruplarda demineralizasyon gecikmistir ve erken
donemdeki Glgﬁmlerde istatistiksel farklilik goriilmiistir fakat ilerleyen donemlerde
otojen ve allogreft grupla:rmé yaklastigi ve demineralizasyonda daha cabuk azalma
gortildugt bildirilmistir. Bu durum aragtirmacilar tarafindan kitosanin ve biiyiime
faktdrlerinin osteoindiiktif ve osteokondiiktif etkilerine baglanmigtir. BMP-2 grubunda
ise 2. haftadaki istatistiksel farklilik 8. haftada kaybolmus ve 14. haftada tekrar ortaya
¢ikmistir. Bu grupta histolojik degerlendirmede en iyi kemik olusumu gozlenmistir. 8.
haftada, BMP-2 ve/veya TGFB-2 gruplan karsilastinldiginda allogreft ve/veya kitosan
gruplarinda defekt icinde daha organize olmayan fibréz konnektif doku dolumu ile
beraber diisiik miktarda lyilesme gézlenmistir. BMP-2/Kitosan/allogreft grubunda ise

kavitenin kortikal sinirlarindan i¢ kisimlara dogru yeni kemik olusumunun bagladig
bildirilmisgtir (24).

Kemik defektlerindeki iyilesmeyi inceleyen galigmalara (15,204) benzer olarak

¢alismamizda 14. giinde, kontrol grubu dahil olmak tizere tiim Orneklerde, periost ve



Bizim ¢alismamizda da by ¢alismada kullanilan thBMP-2 materyali (B3555-
10UG, Sigma-Aldrich, Missouri, USA), benzer dozda (1.5pg thBMP-2) kullanilmstir,
thBMP-2’nin kitosan tagiyicr ile uygulandig grupta fibroz doku olusumunda 2. ve
4.hafta arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemekle birlikte, 2.
haftada fibrisz doky olusumunun rhBMP-2 grubunda diger gruplardan daha fazla oldugu
fakat istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadig belirlenmistir. Kitosan
grubunda 2. haftada yiksek miktarda goriilen fibroz doku olusumy 4. haftada da artig
gosterdigi fakat bu grupta da istatistiksel olarak anlamli bir farklihik goriilmedigi
belirlenmistir. Yukaridaki ¢alismadan farkl: olarak ¢alismamizda, yalmz kitosan tasiyici
uygulanan defekt grubunda 2. haftada kitosanin defekt bolgesinde bulunmas: ve yeni
kemigin %20 oraninda olusmasi nedeni ile, kitosanin yavas c¢Oziinmesi sonucunda

defekt bolgesinde ge¢ rezorbe oldugu, yeni kemik olusumunu ve iyilesmeyi

geciktirebildigi sonucuna ulasmaktay1z.

Yukaridaki calismaya benzer sekilde calismamizda 2 gézlem periodunda da
cerrahi olarak olusturulan defeklerde kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda yabanci cisim
olusumu gorilmistiir. 4. haftada BMP igeren nanopartikiil tagiyict ve simvastatin igeren
kitasan nonapartikiil tastyic:  gruplarinin %60’1inda, kitosan nanopartikiil tasiyic
grubunun ise %100’tinde yabanci cisim goriilmistiir.  Kitosan nanopartikiil tastyici
grubunda 2. ve 4.hafta arasinda iltihap goriilme diizeyleri arasinda istatistikse] olarak

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. Canter ve ark. calismasina benzer sekilde

Oraminin istatistiksel olarak anlamli  derecede yiksek olmasi Canter ve ark.

bulgularindan farkls olarak, kitosanin kemiklesme siirecine olumsuz etkisi oldugunu

distindiirmektedir.
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Kitosan ta§1y161 ile thBMP-2 yerlestirilen grupta, yukandaki galigmaya bénzer '
sekilde, 2. haftada yalmz kitosan tagiyict (%20) uygulanan gruptan istatistiksel olarak
anlamli miktarda daha fazla kemik olusumu (%41) gézlénmigtir. Bu verilerden yola
¢ikarak 2. haftada kitosan tastyicidan thBMP-2 salimiminin gergeklestigini bununda
osteojenik hﬁcre migrasyonunu hizlandirdigim ve thBMP-2’nin bolgede kemik

olusumuna erken dénemde olumly destek verdigini diistinmekteyiz.

Simvastatin iceren nanopartikill tastyict grubunda ise 4. haftada fibroz doku
goriilme oraminin istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiis gosterdigi ve fibroz
dokunun yerini yeni kemigin doldurdugu gézlenmistir. Bu verilere dayanarak kitosan
tastyicinin simvastatin ile birlikte kullanimi jle fibréz doku olusumunu azalttigi, kemik

olusumuna olumlu y6nde etkisi oldugu g6zlenmistir.

Kitosan temelli iskeletler, partikiil filtreleme veya dondurma kurutma teknikleri
ile tiretilebilmektedir. Bunlar kemik rejenerasyonununda umut verici olsada genellikle
biomekanik 6zellikler bakimindan sorun olusturabildikleri bildirilmistir (21,22). ideal
doku iskelesinin eksikligi yeni biomateryallerin arastirilmasina ve yeni iskelet tiretme
teknikleﬁnin aragtirilmasina sebep olmaktadir. Jiang ve ark. heparin ile modiﬁye
edilmis kitosan/polilakﬁkasitglikolik asit (HP-CS)/PLAGA iskelet ile rthBMP-2’nin
kemik rejenerasyon kapasitesini aragtirmigtir. 72 adet New Zeland tavsanin ulnar
kemigine yaklasik olarak 20 mm uzunlugunda defekt agilmistir. 6. ve 12. haftalarda
sakrifikasyon yapilmistir. HP-CS-PLAGA-BMP-2 grubu ile CS-PLAGA grubu arasinda
yeni olusan kemik miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemigtir
fakat 6 haftalik incelemede heparin ile thBMP-2’nin sinerjit etki ederek olgun kemik
formasyonunu hizlandirdig1 sonucuna ulasilmistir. Kitosan/PLAGA kapli implantlarda,
mekanik stabilitede yetersizlik, doku mineralizasyonunda ve kemik formasyonunda
gecikme goriildiigii bildirilmistir. Aragtirmacilar bu durumun kronik iltihapsal reaksiyon
nedeni ile olabilecegini diistinmektedir (221). Kitosana karsi minimal iltihapsal
reaksiyon oldugunu gdsteren yaywmlarla (222,174) birlikte kitin ve kitosanin yiiksek
oranda iltihapsal reaksiyon olusturdugunu (223,224), bu durumun uzun siire devam

edecegini (225) gésteren caligmalar da bulunmaktadir.
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McLaughlin ve ark. enjekte edilebilen termojel kitosan/amonyum hidrojen fosfat
(AHP) soliisyonunun thBMP-2 tagtyicist olarak etkisini in vivo olarak incelemigtir. 4
ng/ml thBMP-2 igeren tasiyici, sicanlara subkiitandz olarak enjekte edilmistir. 2,4,8 ve
12. haftalarda sakrifikasyon yapilmugtir. Defekt bolgesine yalmzea kitosan-AHP jel
enjekte edilen grupta 2 haftada orta derecede kronik iltihap gézlendigi belirtilmistir. Jel
yapisinin ¢ogunlukla bozulmadig:; makrofaj, lenfosit ve fibroblast igeren fibroz kapsiil
gozlendigi, 4. haftada ise 2. hafta ile kargilagtirildiginda nétrofil sayisimda anlaml
miktarda artis goriildiigii bildirilmistir. Kitosan-AHP-thBMP-2 jel enjekte edilen grupta
ise 4. haftada fibroz kapsiiliin varhigim korudugu, bslgede lenfosit ve makrofaj varlig:
nedeni ile kronik enflamasyon oldugu bildirilmistir. 8. haftada diger gruptan farkl
olarak olgunlasmamis kemik varhg ile birlikte kiiciik kan damarlari ve osteoblast
varligl gdzlenmistir. Termojelin tipik bir yabanci cisim reaksiyonu gosterdigi
bildirilmistir. 4-8 hafta sonra bile jel iginde nétrofil infiltrasyonu gozlenmistir (211).

Literatiirde kitosan iskelette devamli nétrofil varhi§i belirten bir ¢ok calisma
bulunmaktadir (226,227).

Calismamizda yalniz kitosan nanoprtikill tagiyic1 uygulanan grupta 28. glinde
iltihap goriilme oram %30-60 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek
olarak belirlenmistir (kontrol, BMP ve simvastatin gruplarinda iltihap gériilme oram
%0-30 diizeyinde). Histolojik incelemede kemik hiicrelerinin  kitosan tasiyicinin
etrafindan dolanarak olustugu gozlenmis, tasiyici igerisinde kan damari olusumu
gozlenmemistir. Kitosan bu ¢alismada biyopargalanabilir olmas: ve zararsiz ve
kalintisiz olarak parcalanabilmesi nedeni ile kullamilmistir. Kitosanin en 6nemli ozelligi
yara iyilesmesinde yara ortiisii olarak kullamlmasidir. Hazirlanan kitosan tastyici uzun
stire salinim yaptig1 i¢in, dokuda s1vi miktarina bagli olarak patikiiler sistemin kaldigs,
bolgede bulunan s1vi miktar1 az oldugu i¢in kitosanin par¢alanmadigim diigiinmekteyiz.
Deneklerde en fazla yabanci cisim reaksiyonunun yalmz kitosan yerlestirilen
defektlerde goriilmesi nedeni ile kitosann simvastatin veya thBMP-2 tasiyici ile

uygulanmas ile sinerjist etki ettigi sonucuna varmaktayiz.

Niu ve ark. kitosan (CM), nanohidroksiapatit kollajen (nHAC) ve polilaktitin
(PLLA) kemik tamir kapasitesini aragtirmistir. RhBMP-2 tasiyan sentetik peptit, kitosan
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mikrokiireler ilé sannalénm1§t1r. Bu yap1 nHAC ve temelli matriks ile birlestirilmistir. |
Tavsanlarin femur kondiline ac¢ilan 6 mm’lik defektlere yerlestirilen CM/nHAC/PLLA
komposit iskelet ile nHAC/PLLA komposit iskeletin kemik rejenerasyon kapasitesi
karsilagtinlmastir. 4.8, 12 haftalik degerlendirmeler yapimistir. CMs/nHAC/PLLA’in
daha iyi biyouyumluluk gosterdigi, kanselléz kemik rejenerasyonunu artirdigi bu
durumun kitosanin icerigine baglanabilecegi bildirilmigtir (228).

Park ve ark. kitosan/aljinat jel/ mezenkimal k&k hiicre/ BMP-2 kompozit greftin
yeni kemik olusumu i¢in potansiyel enjekte edilebilen bir materyal olup olmadigim
aragtirmigtir. Farelerin dorsum bolgesine subkiitandz olarak 2 ng thBMP-2 iceren bu
kompozit materyal enjekte edilmistir. 12 haftalik histolojik inceleme yapilmigtir.
Aragtirmacilar kitosan aljinat jelin yalmzca BMP-2 veya yalnizca mezenkimal kék
hiicre igerdiginde yeni kemik olusumu goriilmeden rezorbe oldugunu gézlemlemistir.
En etkili kemik olusumunun ise kitosan aljinat jel, mezenkimal kik hiicre ve BMP-2 ile

birlikte kullanildiginda goriildiigi bildirilmistir. Bu grupta kemik olusan alamin miktan
%044.7 olarak bildirilmistir (213).

Literatiirde tThBMP-2 ile yapilan calismalara elde edilen kemik yiizdesinin
cogunlukla belirtiimedifgim' gormekteyiz. Birgok literatiirde kemik olusumunun; tablo
seklinde kemik mineral yogunlugu, tablo seklinde kemik mineral igerigi, micro CT
kemik hacmi tablosu ile degerlendirildigini gormekteyiz (3,203,212,213,229). Bu
¢aligmada bizim ¢alismamiza benzer dozda rhBMP-2 (2pg) kullanildigr goriilmektedir.
Buna ek olarak elde edilen kemik yuzdesi (%44.7), bizim calismamizda elde edilen yeni
kemik yiizdesi (7044) ile benzerlik gostermektedir. Calismalar arasindaki farkliliklardan
birisi ise bekleme siiresidir. Bizim ¢alismamizda 4 hafia sonu calismalan
degerlendirilirken, bu ¢alismada ise siire 12 haftaya ¢ikarilmistir. Daha uzun bekleme
stiresi daha fazla kemik olugsumuna sebep olmaktadir. Bizim calismamizda thBMP-2
kemik i¢i defektlere yerlestirilirken bu ¢alismada materyaller enjeksiyon ydntemi ile
deneklerin dorsum bo6lgesine yerlestirilmistir. Bizim ¢alismamizda yalnizea kitosan
tagtyici materyal olarak kullanilirken by calismada kitosan ile birlikte aljinatin tagtyic

materyal olarak kullanilmasinin sonuglarda farklilik olusturabilecegini diistinmekteyiz.
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Stephan ve ark, sican kafatasinda BMP ilé kitosan .jeli tastyici olarak kullanarak
kemik olusumunu incelemistir. Her bir sianm kafatasina 8x1 mm boyutunda agilan
defektler 5 gruba ayirmugtir. Deney gruplarinda defektlere; kitosan jel, MSC
(mezenkimal k&k hiicre) yiiklenmis jel, BMP-2 yiiklii jel (2 pg/defekt) veya MSC/BMP-
2 yikli jel enjeksiyon geklinde uygulanmis kontrol grubunda ise defekt bos
birakilmistir. 4 hafta sonra in vivo CT analizi gergeklestirilmigtir. 8 hafta sonundaki
histolojik ve immunohistokimyasal analizlerde tiim hayvanlarin defektlerinde yeni
kemik olusumu gozlendigi bildirilmistir. Gruplar arasinda 4. ve 8. Haftalarda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gortilmemistir. 4. hafta sonunda gérillen kemik
rejenerasyonu BMP/MSC/jel grubunda diger gruplardan ve 8. haftadan daha fazla
gorlilmiistiir. 8 hafta sonunda olusan kemik miktar1 BMP ve MSC birlikte kullanilan
grupta 3 kat daha fazla olarak gézlenmistir. Kemik formasyonunun lokasyonu
incelenecek olursa, aralikli kemik olusumunun defektin periferine lokalize oldugu
bildirilmistir. Deney siiresi sonunda tiim defektlerde rezidiiel kalintilar goriilmiistiir. Jel
grubunda minimal miktarda kemik olusumu ve biiyiik miktarda jelin rezorbe olmadig;
gorlilmistiir. Diger gruplarda ise jelin biiyiik cogunlugu rezorbe olmustur kalanlar ise
fibrin ve kan ile karigik halde goriilmiistiir. BMP/jel grubunda ise diger gruplara gore
daha fazla jel rezorpsiyonu oldugu goriilmiistiir. Defekt bolgesine BMP eklenmesinin
periferal kemik formasyonunu amrdxgl ve mezenkimal hiicreleri osteoblastlara
doniistiiren bir faktor salgiladig1 diisiiniilmektedir. Anjiogenesis i¢in gerekli sinyallerin
bolgede var oldugu ve kemigin gelismeye baslayan bolgelerinde revaskiilarizasyon icin
hazir bulundugu belirtilmistir. Ayrica mezenkimal kék hiicrelerin anjiogenesis icin
biiylime faktorii salgiladig: bildirilmistir. Bu ¢alismada kemik rejenerasyonunda 6nemli
bir simurlama olusturan durumun damarsal yapiun eksikligi oldugu bildirilmistir.

Hiicrelerin besinleri alamadig1 bir difiizyon bariyeri olustugu diistiniilmektedir (212).

Calismamizda kullanilan thBMP-2 dozu Stephan ve ark. ¢alismasi ile benzerlik
gostermektedir. thBMP-2 kullanilan grupta 4. haftada 8. haftaya gére daha fazla kemik
olusumu goriildiigii bildirilmistir. Bizim calismamizda RhBMP-2 grubunda, 2.(%41) ve
4.haftalarda (%44) yeni kemik olusumu ytizde ortalamalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir 2. haftada yapilan degerlendirmede rhBMP-

2/kitosan tastyici uygulanan grubun yeni kemik olusumu yiizde ortalamasinin (%41),
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yalmz kitosan taslylél grubundan (%20) istatistiksel olarak anlamh sekilde yﬁksek
oldugu gozlenirken 4. haftada bu farkligin devam etmedigi goriilmiistiir. Bu verilere

dayanarak 4. haftada rhBMP-2’nin tastyicidan  salimminin  bitmis  olabilecegini
diistinmekteyiz.

BMP-2’nin ¢6ziinmeye yatkin olan smirh bir stabilitesi bulunmaktadir. Bu
nedenle optimum tastyicinin proteinin biyolojik aktivitesini olusum esnasinda ve in vivo
uygulamadan sonra korumas: gerekmektedir. RABMP-2"nin defekte yerlestirilirken kan
ile temasi sonucu hzli ¢oziilerek ortamdan uzaklasabilmesi s6z konusudur. Bu nedenle

defektteki kanama kontrol altina alindig1 takdirde daha basarli sonuclar elde
ebilebilecegini tahmin etmekteyiz.

Literatiirde birgok hayvan caligmalarinda farkli tasiyicy materyaller ile BMP
uygulamasina yer verilmistir. Bir ¢ok calismada rezorbe olabilen kollajen siingerin
thBMP-2¢nin taginmasi icin kullamlabildigi bildirilmigtir (230,231). Fakat yan etkileri
oldugunu belirten arastirmacilar da bulunmaktadir (232-234). Bu durum yiiksek doz

thBMP-2 kullanilmasindan veya proteinin kollajen siingere yetersiz retansiyonundan
kaynaklanabilmektedir (235).

Wen ve ark polietilen glikol hidrojeli (PEG-hidrojel) BMP tasiyicist olarak
kullanarak in vivo ve in vitro bir ¢alisma yapmuslardir. PEG-hidrojel’den BMP-2’nin
salimminin in vivo ¢alismada en ylksek, in vitro ¢alismada daha diistik ve kontrollii
oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar biomateryalin potansiyel olarak etkin, fakat

mekanik giiciiniin yetersiz oldugunu gosterdigini bildirmislerdir (236).

Kuroda ve ark. 96 adet wistar albino rat iizerinde bir calisma yapmustir. Her
sicanin sag femoral metafizinde 3 mm genisliginde kortikal kemik defektleri acilmgtir.
Defektler atelokollajen tip 1 stinger (ACS) tasiyici ile thBMP-2, ACS ile thBMP-12
yalmz ACS yerlestirilmis ve bos olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. Operasyondan 2, 4 ve
8 hafta sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir. Yalmzca BMP-12 uygulanan grupta 2-4
hafta arasinda yogun fibroz doku varligr bildirilmistir. 2-8 haftada yeni kemik
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olusumunun saglandig: ve 4 hafta sonra alinan 6rheklerde BMP-2 grubunda kollajen
tastyici kalintis1 varligma ragmen kemik formasyonu olustugu gorlilmiistiir. Calismanmn
sonucunda atelokollajen iskeletin viicutta yavas c¢Oziinmesi nedeni ile kemik
iyilesmesini geciktirebildigi, yeni kemik miktarinm thBMP-2’nin agir basan aktivitesi
sayesinde arttig diistintilmiistiir. 8 hafta sonunda ise tiim defektlerin kemikle doldugu
goriilmistiir (237). Bizim calismamizda da bu calismaya benzer sekilde wistar albino
ratlar tizerinde 3 mm capinda kortikal kemik defekti agilmustir, 2. ve 4. haftalarda
sakrifikasyon yapilmis ve yeni kemik olusumunun saglandig1 bildirilmistir. 4 hafta
sonra alman Srneklerde bizim calismamizda da kitosan tagiyict madde kalintist varligina
ragmen kemik formasyonu olustugu gdzlenmistir. Calismalarda kullanilan tasiyici
farklihigina ragmen benzer olarak tagtyicinin viicutta yavag ¢oziinmesi nedeni ile kemik
iyilesmesini geciktirebildigi yeni kemik miktarmin thBMP-2 aktivitesi sayesinde

olustugu diistiniilmektedir.

Ruhe ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada thBMP-2 /ACS ile rthBMP-2 poroz
kalsiyum fosfat (Ca-P) tasiyic karsilagtirilmistur. Tavsanlarin kafatasinda acilan 8 mm
genigligindeki defektlere, 10 pg thBMP-2 ile yitklenmis 8 mm ¢apinda diskler
yerle§tifilmi§tir. Ca-P sementin uygun bir tagiyict oldugu ve lipolize thBMP-2 ile kemik
formasyonunun artinilabilecegi, poroz Ca-P’in ¢ozlintirliliigliniin tiire, uygulanan
bolgeye ve uygulanan materyal boyutlarna bagl oldugu sonucuna varilmigtir. ACS
diskler su ile nemlendirilmis ve ardindan tabakalar lipolize edilmistir. Aragtirmacilar
¢alismanin  amacinin, lipolize Ca-P sement iskeletin kemik formasyonu yapip
yapmadiginmi incelemek oldugundan kritik boyutta defekt yaratmaya calisiimadigini
bildirmistir. RABMP/ ACS iskeletin ¢ok iyi osteoindiiktif 6zellikleri olmasima ragmen
seklini  koruyamamasinin dezavantaj oldugunu, poroz Ca-P’m fizyolojik kemik
iyilesmesini engellemedigi ve implant etrafinda  fibroz kapsiil olusturmadig:

bildirilmigtir. Diger calismalarla tutarli olarak bir ka¢ iltihap hiicresi gozlendigi
bildirilmigtir (207).

Calismamizda kullandigimiz ~ diger materyal olan simvastatin, serum
kolesteroliinii diisiirmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (13). Arastirmacilar

bu &zelliklerine ilave olarak kemik olusturma etkileri oldugunu bildirmektedir (15).
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Litéraﬁjrde ‘birgok hayvan ¢alismalarinda farkh tastyici matéryaller ile sﬁnVastaﬁn
uygulamasina yer verilmistir. Aragtirmacilar, simvastatinin 2.2mg (13), 0.5mg (15,203);
0.1mg, 0.5mg, Img, 1.5mg ve 2.2mg (8) dozlarim degerlendirmistir. Metilseliiloz jel
(13), kollajen bovine (204), jelatin stinger (14,15), polilaktik asit/poliglikollik asit

kopolimer (171), kalsiyum siilfat (238). tastyicilar kullanilarak cesitli caligsmalar
yapilmigtir.

Wong ve arkadaslani 2005 yilinda New Zealand beyaz tavsamin parietal
kemiklerinde simvastatinin kemik lyilesmesine etkisini erken dénemde histolojik olarak
degerlendirmistir. Statin grubundaki defektler kollajen matriks tasiyic: ile simvastatin
soliisyonu kullanilarak greftlenmistir. Statin soliisyonu ise ticari olarak piyasada
bulunan 10 mg’lik Zocor® tablet (MERCK & CO, Inc, NJ, USA), 2.5 mg/ml suda
¢oziinerek elde edilmistir. Kollajen matriks grubunda ise defektler kollajen matriks
tasiyici, su ile karistirilarak greftlenmistir. Deney grubunda BMP-2’nin 4. Giinde
salindig1, 5. giinde defekt kenarinda yeni kemik olusumu gozlendigi ve 6. giiniin
sonunda yeni kemik miktarimin artarak defekt merkezine dogru ilerlemeye basladig:
bildirilmigtir. Statinin defekt bolgesine lokal olarak uygulanmasinin kemik olusumunu
indiikledigi ve hizlandirdi§i ayni zamanda anjionezisi, kemik farkhilagmasii ve
osteogenezisi regiile eden biiyiime faktorlerinin erken salmmasii  tetikledigi
bildirilmistir (203). Arastirmacilar bu ¢alismanin simvastatinin suda ¢Ozlinebildigini ve

¢evre dokularda direk olarak BMP-2 salinimin: inditkledigini gosterdigini bildirmistir.

Liu ve ark, simvastatinin TGFB1 ‘in, BMP-2’nin VEGF’nin mRNA salinimina
etkisini degerlendirmek amaciyla bir ¢alisma yapmustir. Polilaktik asit/poliglikolik asit
tasiyici, simvastatin eklenerek ya da eklenmeden mandibular kesici dislerin ¢ekim
soketlerine implante edilmistir. Deney grubunda 1. haftanin sonunda yiksek miktarda
TGFB1, BMP-2 ve VEGF mRNA salinim gbzlendigi bildirilmistir. En fazla salimim
miktarinin 2 hafta sonunda gortildiigt bildirilmistir. Arastirmacilar tasiyicidan salinan
simvastatinin bu 3 osteoindiiktif bliylime faktdriiniin salinimin artirabildigi ve yeni
kemik olusumunu artirabildigi sonucuna varmustir. Aragtirmacilar Wong ve ark.’nin 3.

ve 4. glinlerde kemik defektinde simvastatinin BMP-2 ve VEGF’nin erken salinimi
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tetikledigini belirten ¢alismasindan farkli olarak bu calismada bu erken salinim

paterninin gézlenmedigini bildirmistir (239).

Nyan ve ark. a-TCP ve simvastatin ile kemik olusumu {izerine yaptiklar bir
¢aligmalarinda bilateral olarak wistar albino cinsi siganlarin parietal kemiklerine 5 mm
¢apinda defektler agnmistir. PCR analizinde 3. giinde simvastatin/a-TCP grubunda nemli
derecede BMP-2 artis: gorililmiistlir. Bu grupta BMP-2 artiginin migrasyonun baslamas
ve osteojenik hiicrelerin dura materden toplanmas1 sonucu olustugu bildirilmistir.
Simvastatin grubunda BMP-2 saliiminim 3. giinde ve 14. giinde Snemli derecede artis
gosterdigi ve 21. giine kadar salinimin devam ettigi bildirilmistir. Yazarlar, 14. giinden
21. giine kadar BMP-2’nin osteojenik hiicrelerin osteoblastlara farklilagsmasina ve
osteogenezin artisna katkida bulunabilecegi sonucuna varmiglardir. Simvastatin
grubunda yeni kemik olusumunun 14. ve 21. giinlerde dnemli derecede artig gOsterdigi
bildirilmistir. Arastirmacilar bu bulgularin, kemik iyilesmesinin erken asamasinda
onemli rol oynayan osteoprogenitér hiicrelerin ¢ogalmasi ve temininin simvastain

tarafindan stimule olan TGF-B1 ve BMP-2 ile artinlabilecegini gésterdigi sonucuna
ulagmustir (240).

Bizim c¢alismamizda simvastatin/kitosan grubunda yeni kemik olusum
ylzdesinin 14. giinden (%34,41), 28. giine (%67.39) istatistiksel artiy gosterdigi
gozlenmistir. Nyan ve ark. caligmasina benzer olarak simvastatinin grubunda 14.

giinden 28. giine kemik iyilesmesini artt: g1 gozlemlenmistir.

Literatiirde birgok hayvan ¢alismasinda simvastatinin kemik olusumuna etkisi
piyasada bulunan Zocor® tablet (MERCK & CO, Inc, NJ, USA) kullamlarak
aragtinlmagtir (15,203).

Ozeg ve arkadaslar1 2007 yilinda jelatin stinger tasiyici kullanarak simvastatinin
yeni kemik olusumuna etkisini aragtirmistir. Wistar Albino cinsi si¢anlarm angulus
mandibulasina 3 mm capinda acilan defektler jelatin siinger ve suda ¢oziinen

simvastatin grefti ile doldurulmustur. Deney grubunda 10 mg simvastatin iceren
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Zocor® tableti (MERCK & CO, Inc, NJ, USA) ile 0.02 g kollajeﬁ matriks sﬁnge_ré 0.2
ml statin soliisyonu eklenerek simvastatin grefti hazirlanmistir. Denekler 14. giinde
sakrifiye edilmis ve herhangi bir yan etki veya inflamasyon g6zlenmedigi bildirilmistir.
Radyografik olarak kemik olusan alanmin yogunluu simvastatin uygulanan grupta
kontrol grubuna gore %240, yalmz tasiyici grubuna gore %190 oraminda fazla
bulunmustur. Histolojik degerlendirmede ise defekt alanmin kenarinda ve ortasinda yeni
kemik olusumu gozlenmistir. Yalmz tastyic1 uygulanan grupta defekt kenarinda dar bir
alanda kemik olusumu gdzlenirken kontrol grubunda defektler fibroz bag doku ile

dolmugtur. Her ti¢ grupta da defektin tamamen yeni kemik ile dolmadig: bildirilmistir
(15).

Ozeg ve ark caligmasinda acilan defekt boyutu ile agtifimiz defekt boyutu
benzerlik géstermektedir. Tasiyicr farkliligma ragmen ¢aligmalar arasinda uygulanan
simvastatin dozlar1 (0.5mg) benzerlik gostermektedir. Bizim calismamiz ile bu
¢alismalar arasindaki en belirgin farklardan birisi farkli tasiyict materyal kullanilmasi ve
bu tastyicinin hazirlanis seklidir. Bu ¢alismalarda simvastatin piyasada bulunan Zocor®
tablet (MERCK & CO, Inc, NJ, USA) suda ¢oziinerek ve tasiyict olarak kullanilan
kollajen stingere emdirilerek hazirlanmistir. Kitosan tagtyici kullandigimiz ¢alismada 14
- glin sonunda % 34 yeni kemik olusum yiizdesi gézlenmistir. Kitosan tasiyict kontrolli
yavas salinim yapmas i¢in mikrokiire seklinde hazirlanmistir. 2.2 mg simvastatini sigan
kafatasinda 50 pul metilseliiloz jel enjeksiyon ile kullanan Thylin ve ark. 22 giin sonunda
kemik kalinhiginda %53 artis gdzlemlemistir. Jel simvastatin polilaktit membran altina
implante edildiginde kemik kalinliginda %159-172 artis ve kemik alaninda %140-180
artiy gOriildugu bildirilmistir (13). Calismalar arasindaki bu farkliliin, simvastatinin

uygulandii  doz, kullamlan tasiyict ve Thazirlams  seklinin farkliligindan

kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Calixto ve ark. siganlarin kafatasinda olusturulan 5mm’lik defktlerde yaptiklar
bir ¢alismada simvastatinin kollajen siinger tasiyic1 ile kemik formasyonuna etkisi
degerlendirilmistir. 30 giin sonunda gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadid1
gbzlenmistir. 60 giin sonunda ise yalmz tastyici uygulanan grup ile 0.5 mg simvastatin

uygulanan grupta daha az kemik olusumu gézlendigi bildirilmistir. Bunun yani sira
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simvastatin uygulanan deneklerde konﬁol grubuna gére kabuklanma, nekroz ve daha
yiiksek oranda enflamason varligi gozlenmistir. 0.5mg simvastatin uygulanan grupta
enflamasyon ve kabuklanma belirtisinin 30 giinden sonra azaldifi fakat kemik
formasyonunda  kontrol grubuna gbre farklilk gézlenmedigi  bildirilmistir.
Aragtirmacilar, yiiksek simvastatin dozu (2.2mg/50ul) ile tastyici materyal arasindaki
iligkinin, enflamatuar reaksiyon yaratmis olabilecegini ve bu dﬁrumun ozellikle
yumusak dokuda kabuklanma olan deneklerde kemik formasyonu yerine doku yikimina

yol agmig olabilecegini diigiinmektedir (241).

Nyan ve ark. simvastatinin lokal uygulamada kemik stimulasyonu yapmasina
ragmen yiiksek dozda uygulandiginda iltihabi indiiklemesi nedeni ile a-trikasliyum
fosfat (a-TCP) ile simvastatini kombine edilerek ¢ift tarafli Wistar albino siganlarin
kafatasi defektlerinde uygulamistir. 5 mm ¢apinda acilan defektlere (0, 0.01, 0.1, 0.25
ve 0.5 mg) farkli dozlarda simvastatin a-TCP partikiilleri ile yerlestirilmistir. Denekler
2. 4. ve 8. haftalarda sakrifiye edilmistir. 0.25 ve 0.5 mg simvastatin dozlar1, greftlenen
bolgede yumusak dokuda enflamasyona neden olmustur ve mikro CT analizinde a-TCP
ve 0.1 mg simvastatin uygulanan grupta daha yiiksek kemik hacmi goriilmiistiir. Defekt

kapanmasi, kemik mineral igerigi ve kemik mineral yogunlugu bu grupta digerlerinden

daha fazla olarak bildirilmistir (242).

Nyan ve ark. simvastatin ve kalsiyum siilfatin kemik iyilesmesine etkisini
aragtirdiklar1 calismalarinda sigan kafatasinda 8 mm g¢apinda ve 1 mm kalinhginda
kemik defekti agmislardir. Bu defektlere kalsiyum sulfat yalmz veya Img simvastatin
ile kombine edilerek uygulanmigtir. Yumusak doku enflamasyonu en fazla kalsiyum
sulfat/simvastatin grubunda gozlenmistir. Defekt bolgesinde yumusak dokuda 1.
haftadan 5. haftaya kadar enflamasyon olusumu gézlenmesine ragmen 8 hafta sonunda

ozellikle kalsiyum siilfat/simvastatin grubunda 6nemli miktarda kemik olusumu

g6zlendigi bildirilmistir (171).

Bizim ¢aligmamizda deneysel olarak olusturulan defektlerden birine Calixto ve

Nyan’in ¢aligmasina benzer olarak 0.5 mg simvastatin kitosan tasiyic ile uygulanmigtir.
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14, ve 28. glinlerde degerlendirmeler yapilmigtir. Her iki sél{riﬁkaSyon déneminde de
deneklerde deride herhangi bir kabuklanma bulgusuna rastlanmamugtir. Fakat histolojik
incelemede iltihap bulgusuna rastlanmustir. Istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmasada en fazla iltihabin yalmz kitosan tasiyici kullanilan grupta goriildiigi
gozlenmistir. Calixto’nun ¢alismasinda 30 giinde gruplar arasinda kemik olusumunda
farkliik gériilmezken bizim calismamizda 4 hafta sonundaki degerlendirmede yalmz
kitosan nanopartikiil tasiyic uygulanan grup (%33) ve kontrol grubunda (%27) kemik
olusumunun benzer oldugu gérillmiis ve simvastatin iceren kitosan nanopartikiil tasiyici

grubundan (%67) istatistiksel olarak anlaml; miktarda diisiik yeni kemik alani ylizdesi

gbzlenmistir.

Kilig ve ark. calismasinda 18 adet new zealand beyaz tavsana cift tarafli
mandibular distraksiyon osteogenezi yapilmigtir. Calismada 7 giinlik bos (n6tr)
fiksasyondan sonra 10 glin boyunca giinde 2 kez 0.4 mm distraksiyon yapilmustur.
Simvastatin osteotomi fazi boyunca lokal olarak jelatin stinger tasiyici ile oral yoldan
(gavyj ile) uygulanmustir. Simvastatinin lokal olarak uygulandig1 grupta bosluk 0.2 ml
statin soliisyonu 10 mg Zocor® tablet (Merck&Co, Inc, NJ, USA) suda ¢oziilerek
hazirlanmistir ve 0.02 g jelatin siinger ile kanstirlmistir.  Sistemik uygulanama
grubunda 10 mg simvastatin tabletler ezilip su igerisinde bekletilip operasyondan
sonraki 1.giinden itibaren gastrik tiip ile uygulanmgtir. 14 giinliik konsolidasyon stiresi
sonumda tiim denekler sakrifiye edilmistir. Radyolojik degerlendirmede simvastatin
grubunda %9.6 oraminda daha fazla rejenerasyon gdriilmiistiir. Histomorfometrik
degerlendirmede kemik hacmi ve fibroz doku oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gériilmemistir. Gutierrez ve ark. lovastatinin siganlara oral yoldan verildiginde
statinlerde yaklasik 6 saatte dagilan gegici bir artig belirlemisti. Bu bilgiye dayanarak
¢alismada simvastatin 6 saatlik araliklara uygulanmustir. Yazarlar bu nedenle aralikli
kemik stimiilasyonu gortildugiiniin diigtiniilebilecegini bildirmistir (159). Kili¢ ve ark.
bu caligmada statinlerin osteoklast inhibisyonun etkisini gozlemlememistir. Kilig ve ark,
mandibular distraksiyonda 0.5 mg simvastatin jelatin siinger ile kullanildiginda
histolojik degerlendirmede deney ve kontrol grubunda herhangi bir istatistiksel farklilik
gozlemlememistir. Bu bulgular bizim bulgularimizdan farklilik gOstermektedir. Bu

farklilik aym doz uygulanmasina ragmen simvastatinin tasiyicisindan ve hazirlamsg
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seklinden kaynaklanabilir. By ga11§mada tastyici piyasada bulunan tablet formundaki
ilag kullanilarak elde edilmistir. Zocor® tablet (Mercké&Co, Inc, NJ, USA) etkin madde
olan simvastatin diginda ¢esitli yardimer maddeler icermektedir. Bu maddelerin defekt
alaminda kemik olusumuna etki edebilecegi nedeni ile simvastatinin saf halde
kullaniminin daha dogru sonuglar ortaya koyabilecegini diistinmekteyiz. Calismamizda
kullamlan simvastatin saf halde iiretici firmadan temin edilmistir ve Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Bosliimiinde kitosan tastyicilar ile

hazirlanarak uygulanmaya hazir hale getirilmistir.

Lima ve ark. bir calismalarinda sican kafatasma agilan defektlerin tamirinde
simvastatin ve DBBM’in etkisini aragtirmigtir. 64 adet siganin kafatasma 4 adet defekt
acilmistir. Denekler; kontrol grubu, DBBM uygulanan grup, simvastatin (2.2mg/50ul)
/DBBM ve simvastatin (0.5mg/50ul) /DBBM uygulanan grup olmak tizere 4 gruba
ayrilmistir. Denekler 30. ve 60, glin sonunda sakrifiye edilmistir. 30.giiniin sonunda en
diistik doz simvastatin uygulanan grupta en diisiik kemik yogunlugu goriiliirken
60.giinde ise doza bakmaksizin simvastatin uygulanan gruplarda daha az kemik
olusumu gézlenmistir, Histomorfometrik analizde, 30.giinde DBBM ve DBBM/simvast
(2.2mg) grubununda kemik formasyonuna negatif etkisi oldugu bildirilmistir. 60. Giinde
test edilen birlesimlerden higbiri kemik olugumunu bozmamistir. Bu sonuglar, DBBM
ve  simvastatin kombinasyonunun  kemik tamirine negatif etkisi oldugunu
gostermektedir (243). Ma ve ark, ¢alismasinda da lokal olarak 0.1, 0.9 ve 1.7 mg
simvastatin tibial implantlara beta trikalsiyum fosfat ile kombine edilerek kullamlmigtir

ve kemik iyilesmesine negatif etkisinin bulundugu gozlemlenmisgtir (244).

Galus ve ark. farelerin intramuskiiler ceplerine sican kaynakl demineralize
kemik matriksi (DBM) yerlestirilerek heterotropik ossifikasyon modeli olusturduklar
¢aligmalarinda, deney grubuna 25 giin boyunca glinde 3.6 mg/kg dozunda fluvastatin
enjekte edilirken kontrol grubuna placebo verilmistir. Arastirmacilar, fluvastatin
uygulanan grupta alkaline fosfatin serum konsantrasyonunda artiy gosterdigi ve

heterotropik ossifikasyonu etkileyebildi gi sonucuna ulagmugtir (245).
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Bu c¢alismada bizim gah§mam1zdaﬁ farkly olarék statih grubu ilaclardan
fluvastatin kullamlmusgtir. Calismada enjeksiyon yontemi ile heterotropik ossifikasyon

modeli olusturulmas: ve farkls bir statin kullalmas: nedeni ile calismamiz ile
kiyaslanamamgtir.

Wu ve ark. galismalarinda wistar albino cinsi sicanlar tizerinde dis cekiminin
ardindan rezidiiel kret rezorpsiyonuna simvastatinin etkisini aragtirmigtir. Simvastatin
polilaktik asit/poliglikolik asit kopolimer tasiyicilar kullamlarak deneklerin cekim
soketlerine implante edilmistir. Denekler 1. 2. 4. 8. ve 12. haftalarda sakrifiye edilmigtir.
PLGA/simvastatin grubunda 4. 8. ve 12. haftalarda kontrol grubuna gore kemik mineral
yogunlugunun daha fazla oldugu ve yeni olusan kemik adalan varligi bildirilmistir.
Aragtirmacilar, ¢ekim soketlerinde 8 hafta sonunda PLGA tasiyic1 partikiillerinin
gozlendigini, 12 hafta sonunda ise by partikiillerin rezorbe oldugunu bildirmistir.
Arastirmacilar, 1 hafta sonunda kontrol grubunda PLGA/simvastatin grubuna gére daha
fazla inflamatuar hiicre goriildiigiinii bildirmistir. Deney grubunda gérillen kemik
formasyonunun simvastatinin  osteoindiiktif karakteristigine baglanabilecegi ve
simvastatinin siireklj salimminin osteoblastlarda matriks {iretimini ve kalsifikasyonu

artirabilecek bir seri biiytime faktorii salinmasing artirdigs bildirilmistir (171).

Seto ve ark. 2008 yilinda yaptiklari bir ¢alismada in vitro olarak kiiltiire edilen
sican  kafatasi hiicrelerinde osteoblastik  farklilagmada simvastatinin  etkisini
aragtirmustir. In  vivo olarak ise sicanlarda deneysel olarak olusturulan periodontitis
nedeni ile alveolar kemik kaybinin tedavisinde topikal simvastatin uygulamasinin etkisi
arastinlmustir. 15 adet fischer cinsi sigamin maksiller 2.molar disinin servikal bolgesi
ligatiire edilmistir. 5 adet sican 20 giiniin ardindan sakrifiye edilmis ve maksillalan
kontrol grubu olarak ele alinmistir. Diger deneklere 70 glin boyunca 2.molarlarin
bukkaline haftada 2 kez 0.2mg simvastatin enjekte edilmistir. By ¢aligmada 0.2mg/50ul,
topikal simvastatin uygulamasinin periodontal dokularda herhangi bir inflamasayona

yol agmadan alveolar kemik hacmini artirdigy bildirilmistir (246).
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| Pauly f/e ark. 200 adet sprague-dawley sicamin tibiasinda olusturulan kmklarl
intramediiller olarak simvastatin veya rhBMP-2 kaplanmis veya kaplanmamis kirschner
telleri ile stabilize ettikleri bir ¢alisma yapmustir. Deneklere uygulanan titanyum
kirschner teller; kaplanmamig olarak, PDLLA ile kaplanmis olarak, diistik doz
simvastatin/PDLLA ile kaplanmig (3ug) olarak, yiiksek doz simvastatin/PDLLA (50pg)
ile kaplanmug olarak, PDLLA/rhBMP-2 (50ug) ile kaplanmis olarak 5 gruba ayrilmastir.
Denekler 28. ve 42. giinlerde sakrifiye edilmigtir. 28 giin sonra yapilan sakrifikasyonda
BMP-2 uygulamas: ve yiksek oranda simvastatin uygulamasi ile biomekanik
stabilitenin ve kallus mineralizasyonunun geligtirilebilecegi sonucuna ulagilmastir.,
BMP-2  uygulamasinin statine gére daha erken kemik stimiilasyonu yaptigi
bildirilmistir, 42, glinde yliksek doz statin uygulanan deneklerde daha fazla mekanik
stabilite ve daha az kikirdak olusumu gozlenmistir. Simvastatinin loka] olarak
uygulandiginda BMP-2 ile benzer sekilde faydali etkisi oldugu sonucuna ulasilmstir,
Aragtirmacilar BMP-2¢nin simvastatine gore erken etki gostermesinin; simvastatin,
BMP-2’nin endojen saliniming stimule ederken BMP-2’nin, direk olarak progenitér
hiicrelerin  ve osteoblastlarin stimulasyonunu saglamasina  bagh oldugunu
distinmektedir (247). Mundy, statinlerin 3-5 gln iginde ¢abucak BMP-2 cevabi

olustudugunu fakat bu etkide herhangi bir durasyon veya yogunluk gozlenmedigini
bildirmigtir (17). ‘

Calismamizda 28. ginde Pauly ve ark. farkl olarak simvastatin uygulanan
grupta thBMP-2 uygulanan gruptan istatistiksel olarak anlami miktarda daha fazla yeni
kemik alam goriilmiistiir. Caligmalar arasindaki farkliliklardan biri takip stiresidir. Uzun
bekleme siiresinin kemik olusumunu artirdigr bilinmektedir. Bizim calismamizda da
BMP-2 igeren kitosan nanopartikiil tasiyici grubunda 14.gtinde yalmz kitosan tastyici
uygulanan gruptan anlaml; sekilde yiiksek yeni kemik alan yuzdesi goriilmiistiir. Bunun
sebebi Pauly ve ark. calismasindaki gibi BMP-2’nin direk olarak osteoblast

stimulasyonu saglamasi nedenj ile oldugu diisiinilebilir.

BMP ailesi osteoindiiktif Ozelliklerini en etkili sekilde kullanmak amaciyla
cesitli calismalarla arastinilmaktadir. Molekiiler biyoloji alanindaki teknikler gelistikce

bu proteinlerin fonksiyonlarinin * daha iyi anlasilabilecegini ve tasiyici sistemler
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gelistikge BMP’lerin ve statinlerin, iskéletsel defekﬂerin tedaﬁsinde hekimler i¢in daha
gliclti araclar haline gelecegini diistinmekteyiz. Bu calismadan yola ¢ikarak statinlerin
kemik greft materyallerine gére daha diisiik maliyetinin olmasi, yan etkilerinin azlig1 ve
kolay elde edilebilir olmas1 gibi avantajlart nedeniyle kemik greft materyali olarak
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Kemik defektlerinde deneysel yonden tastyicinin
rezorpsiyon stiresi, dokuda simvastatinin ve BMP’nin doza bagli salinim zamani gibi
konuya ait agik yonlerinin ¢ok iyi arastirilmasimn gerektigine inanmiyoruz. Benzer
materyal ve methodla daha fazla sayida hayvan modellerinde BMP’nin ve simvastatinin

etkinlifinin arastinlmasima ihtiyac duyulmaktadr.
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6. SONUCLAR

1. Histomorfometrik olarak incelendiginde defekt alanlarina ait yeni kemik alam

ylizdesinin deney ve kontrol bolgelerinde 14. giinden 28.giine artis gosterdigi

izlenmistir.

2z, Simvastatin iceren kitosan nanopartikiil ve rhBMP-2 iceren kitosan
nanopartikiillin defekt ortamina yerlestiriimesi i¢in hazirlanan kitosan nanopartikiil

tagiyicinin kullaniminda sorun yaganmadigi ve uygun bir tasiyici oldugu goriilmiistiir.

3. Yalmz kitosan nanopartikiil tasiyict uygulanan defektlerde yabanci cisim

reaksiyonu, enflamasyon goriilme oraminin istatistiksel olarak anlamli miktarda daha

fazla oldugu goriilmiistiir.

4. Gruplarin ikili degerlendirilmesinde 2. haftada RhBMP-2 iceren Kkitosan
nanopartikiil tasiyic1 grubunda kemik olusum yiizdesinin yalmz kitosan nanopartikiil-

tasiyict uygulanan gruptan istatistiksel olarak anlamli miktarda daha fazla oldugu

gOrilmiistiir.

3 RhBMP-2 iceren kitosan nanopartikiil tasiyict grubunda 2. hafta ile 4. hafta
arasinda kemik olusumu yiizdesinin benzer olmasi nedeni ile thBMP-2’nin salinim

miktarinin 2. haftadan sonra azaldig: ya da bittigi diisiiniilebilir.

6. Simvastatin i¢eren kitosan nanopartikiil tasiyici grubunda 4 haftalik deney stiresi

sonunda istatistiksel olarak anlamli miktarda en yliksek degerde kemik olusumu ytizdesi

gOriilmiistiir.
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7. Kitosan nanopartikiil tagiyict yalniz .bagma .kullamldlgmda kemik olusum
degerleri agisindan kontro] grubundan farkli olmamakla birlikte rthBMP-2 veya

simvastatin ile birlikte uygulandiginda kemik olusumunda artig goriilmiistiir.

8. Calisma sonuglarma gore ileriki ¢alismalarda in vitro olarak kullanilacak
tagtyicinin - partikiil miktari etkin madde salimm  ¢aligmalan yapilarak salinimin

optimizasyonu saglanmalidir. Bu sayede etkin madde veya partikiiliin biyopargalanimi
kontrol edilebilecektir.

9. Simvastatin  veya thBMP-2’nin, insan ¢alismalarinda  horizontal/vertikal
ogmentasyon islemlerinde, sinus lifting gibi ileri cerrahi ameliyatlarda greft materyali

olarak kullanilmas: i¢in daha fazla sayida hayvan ve klinik ¢alismalarina ihtiyag
duyulmaktadir.
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