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OZET

Rat Kalvaryal Kemik Defektlerinde Strontium Ranelatin Kemik
Rejenerasyonundaki Etkinliginin Arastirilmasi

Amag: Bu ¢alismanin amaci; deneysel olarak olusturulan, rat kalvaryal kemik
defektlerinde stronsiyum ranelatin kemik rejenerasyonundaki etkisinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Calismada toplam 40 adet Wistar albino Rat kullanildi. Her
ratin kalvaryumuna bir adet 5mm ¢apinda standart defekt agildi. Hayvanlar 5 gruba
ayrildr. ilk grupta (A), rat kalvaryumuna agilan defekt bos kalmistir. Hayvanlar 2 ay
stiresince normal olarak beslenmis daha sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir. 2.grupta
(B), rat kalvaryumuna acilan defekt bos kalmistir. Hayvanlar 2 ay siiresince gavajla
glinlik 625mg/kg stronsiyum ranelat (Protelos 2g-Servier) ile beslenmis, daha sonra
hayvanlar sakrifiye edilmistir. 3.grupta (C), rat kalvaryumuna acilan defekte igine
strontium ranelat yiiklenen PLGA materyalleri konmustur. Gruptaki hayvanlar 2 ay
siresince normal olarak beslenmis daha sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir. 4.grupta
(D), rat kalvaryumuna agilan defekte bos PLGA materyali konmustur. Gruptaki
hayvanlar 2 ay siiresince normal olarak beslenmis daha sonra hayvanlar sakrifiye
edilmistir. 5. grupta (E), rat kalvaryumuna agilan defekte bos PLGA materyali
konmustur. Gruptaki hayvanlar 2 ay siiresince gavajla giinliik 625mg/kg stronsiyum
ranelat (Protelos 2g-Servier) ile normal olarak beslenmis daha sonra hayvanlar sakrifiye
edilmistir. Calisma verileri degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirilmis ve parametrelerin normal
dagilima uygun olmadigi saptanmistir. Caligma verileri degerlendirilirken
parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden
c¢ikan grubun tespitinde Mann Whitney U test kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde
degerlendirildi.

Bulgular: Histomorfometrik inceleme sonucunda ¢alisma gruplarinda kontrol
grubuna oranla kemiklesme miktart artmistir. Calisma gruplart kendi aralarinda
degerlendirildiginde en fazla kemiklesme orani1 C grubunda bu grubu sirasiyla E, B, D

gruplari izlendi.

Sonug: Strontium Ranelat’in lokal salim yapan ve graniil formu yeni kemik

olusumunu artirmaktadir.
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Anahtar kelimeler: Stronsiyum Ranelat, Histoloji, Kemik rejenerasyonu,
PLGA, Rat.
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ABSTRACT

Investigation Of Effectiveness On Bone Regeneration Of Strontium
Ranelate In Rat Calvarial Bone Defect
Aim: This work aims to study the effect of strontium ranelate in rat calvarial

bone defects- that are experimentally generated on bone regeneration.

Material and Method: 40 Wistar albino rats were used in this work. A standard
5 mm diameter defect was made in each rat's calvarium. Animals were divided into 5
groups. In the first group (A), the defect in rat calvarium was empty. Animals were
normally fed for 2 months and sacrificed later. The defect in rat calvarium in the second
group (B) was also empty. Animals in this group were also sacrificed after they were
fed daily 625 mg/kg strontium ranelate (Protelos 2 g- Servier) through gavage. In the
third group (C), PLGA materials with strontium ranelate were placed into the defect in
rat calvarium. Animals in the group were normally fed for 2 months and sacrificed later.
In the fourth group (D), empty PLGA material was placed into the defect in rat
calvarium. Animals in this group were normally fed for 2 months and sacrificed later. In
the fifth group (E), empty PLGA material was placed into the defect in rat calvarium.
Animals in this group were normally fed daily 625 mg/kg strontium ranelate (Protelos 2
g- Servier) through gavage and sacrificed later. The Kolmogorov-Smirnov test was used
to analyze whether parameters gathered from data analysis were normally distributed. It
found that the parameters were not fit to normal distribution. The Kruskal Wallis test
was applied to compare the parameters between the groups and the Mann Whitney U
test was used to find out the group that differs from others. The significance level was
5%.

Results: Histomorphometric analysis showed that the amount of ossification
increases in study groups more than control groups. Analyzing the study groups, the

highest rate of ossification was in the group C, followed by E, B and D respectively.

Conclusion: We concluded that the granular and locally oscillated form of

strontium ranelate increases bone regeneration.

Key Words: Strontium ranelate, Histology, Bone Regeneration, PLGA,Rats.
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1. GIRIS

Viicutta pek cok fizyolojik ve patolojik durumdan dolayr kemik kayiplar1 ortaya
cikar. Fizyolojik kayiplar genellikle yaslanma sonucu meydana gelir. Cerrahi islemler
veya patolojik dokunun ¢ikartilmasi sonucu meydana gelen kayiplarda fizyolojik tamir
devreye girer (1). Kendiliginden ve hizli bir sekilde iyilesmeyi saglamak kemik
iyilesmesinde temel amactir. Boyutsal olarak uygun kemik defektlerinde bunu saglamak
miimkiin olsa da; viicudun farkli bolgelerinde ve belli boyutun iizerindeki kemik
defektleri kendiliginden iyilesememektedir (2). Bozulan bu yapinin fonksiyon ve
estetik olarak eski haline donistiiriilmesi igin birgok yontem mevcuttur (3). Bu
yontemlerin hepsinin temel amaci; bu bdlgenin yeni kemik yapimiyla eski fonksiyon ve
estetik yaprya kavusturulmasini saglamak olmustur. Bu amag igin lokal veya sistemik
olarak etkili ilaglar ve materyaller kullanilmistir (4). Lokal olarak kullanilan
materyallere kemik greftleri ve biyomateryaller 6rnek olarak verilebilirken, sistemik
olarak kullanilanlara 6rnek olarak osteoblastik aktiviteyi artirip osteoid madde yapimini
artiran ilaglar verilebilir (5).

Ikili etki mekanizmasma sahip Stronsiyum ranelat, postmenopozal donemde
osteoporoz tedavisi igin gelistirilmistir. Bu etki mekanizmasi1 vucuttaki kemiklerde,
kemik yapimini arttiran ve kemik yikimini azaltan seklinde kendini gosterir (6, 7).
Yapilan c¢alismalarda postmenopozal osteoporozlu kadinlarda vertebral kirik,
nonvertebral kirik ve major nonvertebral kirik riskini 1, 3, 4. ve 5. yillarda diistirdiigii ve
hastalar tarafindan iyi tolere edildigi gosterilmistir (6).

Yeni ilag molekiillerinin gelistirilmesi durumunda yiiksek maliyetlerle ve uzun
zaman slregleriyle karsilagilabilinir. Bu gibi sebeplerden dolayr var olan etken
maddenin giivenilirligini ve etkinligini gelistirmek icin bir takim yaklagimlara
bagvurulur. Bunlar arasinda etkin madde veya maddelerin salim hizin1 veya yerini
kontrol etmek, doz veya dozlama sayisini degistirmek, dayanikliligini artirmak gibi
yaklasimlarla yeni ilag tasiyict sistemleri gelistirilmesi gosterilebilir. Bu sistemler
hastanin yasam kalitesi {izerinde olumlu etkiler saglar (8).

Biyopargalanabilir bir polimer olan polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) ilag
tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda ve doku miihendisligi alaninda ¢ok onemli bir
potansiyele sahiptir. PLGA nin &nemli iistiinliikleri olarak Amerika Gida ve Ilag

Kurumu (FDA) ve Avrupa Ilag Ajanst (EMA) tarafindan onayli olmas,
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Deoksiriboniikleik asit (DNA), Reoksiriboniikleik asit (RNA), proteinler ve peptid dahil
cok farkli yapidaki maddelerin tasiyict sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilmasi, uzun
siireli klinik deneyimin kazanilmis olmasi, biyouyumlu ve biyoparcalanabilir olmasi
sayilabilir (9, 10).

Bu c¢alismada deneysel olarak olusturulan rat kalvaryal kemik defektlerinde
stronsiyum ranelatin, hayvanlarin stronsiyum ranelatla beslenmesinden ve stronsiyum
ranelatin lokal olarak defekte uygulanmasindan sonraki, yeni kemik olusumundaki

etkisinin histolojik, histomorfometrik olarak incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik dokusu diger dokular gibi hiicreler ve hiicreler arasi maddeden olusmakla
birlikte, yiiksek oranda mineralize olmasi dolayist ile son derece sert bir bag dokusudur.
Iskeletin mekanik ve metabolik olarak desteklenmesinde rol oynar. Organlarin
korunmasinda, kalsiyum ve fosfat gibi iyonlar1 depolayip gerektiginde salgilayarak
organizmanin iyon dengesinin saglanmasinda gorev alan ve icerdigi kemik iligi
sayesinde kan hiicrelerinin yapimina olanak saglayan 6zel bir bag dokusudur (11). Bu
islevlerine ek olarak, kaldiraglardan meydana gelen sistemleri olusturup, ¢izgili (iskelet)

kas kasilmalarinin olusturdugu kuvvetleri arttirarak vucutsal hareketlere doniistiiriir

(12).

Kemik dokusu yapisal olarak kendisini yenileyebilir. Kemik distan gelen
mekanik uyaranlar dogrultusunda hacmini, seklini ve icerigini yonlendirebilen ve yasam
stiresince istemli fiziksel aktivitelere diren¢ ve destek saglayan bir yapiya sahiptir (13,

14).

Viicut agirhiginin %30-40’1n1 kemik olusturur. Kemik, metabolik olarak aktif bir
yaptya sahip olmakla birlikte, minerallerden ve organik bilesenlerden olusur. Tip |
kolajen en biiyiik organik komponenti olan kemik dokusunun, yaklasik %8’i su ve
%92’si sert maddeden meydana gelir. Sert maddenin %21’i organik, %71°1 ise
inorganik  yapidadir. Ekstraselliler matriks kollajen lifleri ¢evreler cesitli
glikozaminoglikan ve proteoglikanlardan olusur (15). Inorganik kismu biiyiik oranda
kalsiyum ve fosfattan olusmaktadir. Bunlarla beraber bikarbonat, sitrat, magnezyum,

potasyum ve sodyum da inorganik kisminda bulunmaktadir (16).

Ozel bir bag dokusu olan kemikte hiicreler arasi madde kalsifiye olmustur
(kemik matriksi). Ug ayr1 hiicre tipi tasir: Bu hiicreler; matriksin lakiina adi verilen
kavitelerinde yerlesmis olan osteositler, maktriksin organik kisimlarinin sentezini yapan
osteoblastlar ve kemik dokusunun rezorbsiyonu ve yeniden modellenmesini saglayan

cok niiveli dev hiicre olan osteoklastlardir (12).

2.1.1. Kemik Matriksi
Kemik matriksinin kuru agirhigmm %50° si inorganik madde tarafindan

meydana gelir. Ozellikle kalsiyum ve fosfor boldur, ancak bikarbonat, potasyum, sitrat,



sodyum ve magnezyum da bulunur. X-1sin difraksiyon caligmalari1 kalsiyum ve fosfor
[C10(PO4)6(0OH)2] bilesiminde, hidroksiapatit kristallerinin olustugunu gostermektedir.

Matriksin organik maddesi tip 1 kollajen ve proteoglikan agregasyonlari ile
birkag¢ 6zel yapisal glikoproteini igeren temel maddedir. Kemik glikoproteinleri, matriks
kalsifikasyonunun baslatilmasindan sorumlu olabilir. Kemik dokusunun sertligi ve
direncinden minerallerin kolajen liflerle iliskisi sorumludur. Kemigin kalsiyumu
ortadan kaldirildiginda sekli ayn1 kalir, fakat tendon kadar esnek hale gelir. Matriksin
¢ogu kolajenden olusur. Matriksin organik kisimlar1 ¢ikarildiginda, kemik orijinal

seklini korur, ancak kirilgan hale gelir, dokunuldugunda ufalanir ve kirilir (17).

2.1.2. Osteoprogenitor Hiicreler

Mitozla boliiniip farklilasarak osteoblastlara doniisebilen oncii hiicrelerdir, bir
baska deyisle osteoblastlarin prekiirsorleridir. Kemik iligindeki mezenkimal hiicrelerden
koken alirlar. Uzunca, oval sekilli niikleuslar1 bulunan, soluk asidofil veya hafif bazofil
sitoplazmal1 yass1, mekik sekilli hiicrelerdir. Sitoplazmalar1 organelden zengindir. Iyi
gelismis endoplazma retikulumu, bol serbest ribozom, belirgin golgi kompleksi
icerirler. Hiicre aktivitesi ile uyumlu olarak ¢ok sayida mitokondriyum ve bir miktar
lizozom bulunur. Kemigin biiylime doneminde ve kirik iyilesmesi doneminde
mezenkimal hiicrelerden koken alan osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara doniigserek

kemik matriksini salgilarlar (11).

Eriskinlerde inaktif olan bu hiicreler kemigin normal biiylimesi sirasinda
aktiftirler. Ancak kemik yaralanmasi gibi durumlarda aktive edilerek mitozla ¢ogalirlar
ve cogalan bu hiicrelerin bir boliimii kemigi olusturan osteoblastlara doniisiir.
Osteoblastlar osteoprogenitdr hiicrelere kemik yapimi (osteogenez) durdugunda

dontigebilirler (18).

2.1.3. Osteoblastlar

Osteoblastlar kemik matriksinin organik kisimlarinin iretilmesinden (Tip 1
kollajen, proteoglikanlar ve glikoproteinler) sorumludurlar (Sekil 2.1). Kemik inorganik
kisimlarinin ¢okebilmesi, devamliligini siiridrebilecek durumda olan osteoblastlarin
varligina baghdir. Osteblastlar 6zellikle kemik yiizeylerinde, yan yana, tek kath epiteli
andiracak sekilde bulunurlar. Osteoblastlar aktif olarak matriks sentezi yaparken, kiibik

sekilden prizmatige kadar degisik sekle ve bazofilik sitoplazmaya sahiptirler. Uretim



islevleri azalmaya basladiginda, yassilasirlar ve sitoplazmalarindaki bazofilik 6zellik

azalmaya baslar (17).

Bazi1 osteoblastlar yeni meydana gelmis matriks ile kusatilarak osteosit haline
gelirler. Bu islem sirasinda lakiina adi verilen bosluklar meydana gelir. Lakiinalarin
iginde osteosit ve uzantilari, bunlarla birlikte birlikte giden az miktarda kireglenmemis

matriks bulunur (17).

Matriksin sentezi sirasinda osteoblastlar, aktif protein sentezi yapip salgilayan
hiicrelerin ince yapisina sahiptir. Osteoblastlar kutuplagsmis hiicrelerdir. Matriks
elemanlari, daha eski kemik matriksi ile temas1 olan hiicre yiizeylerinden salgilanarak
osteoid ad1 verilen yeni ancak heniiz kire¢lenmememis matriks tabakasini osteoblastlar
ile daha 6nce meydana gelmis kemik arasinda olusturur. Bu yontem, kemik apozisyonu
(mevcut kemik dokusu iizerine depolanma) heniiz meydana gelmis matriks iizerine

kalsiyum tuzlarinin tortulanmasinin ardindan tamamlanir (17).

2.1.4. Osteoklastlar

Osteoklastlar osteoprogenitér hiicre soyuna ait degillerdir. Karsilik olarak,
osteoklastlar kemik iligindeki osteoklast progenitér yola ayrilan monosit-makrofaj

progenitor hiicre soyundan kaynaklanir (19).

Osteoklastlar kemigin yeniden sekillenmesinde ve yenilenmesinde 6nemli rol
oynarlar. Bu siire¢ cesitli bolgelerdeki kemik matriksinin c¢ikarilmasini takiben

osteoblastlar tarafindan olusturulan yeni kemik ile yer degisimini igerir (19).

Osteoklast onciil progenitor hiicreleri monositlerdir. Monositler kemik iliginin
stromal hiicreleri ve osteoblastlar tarafindan diizenlenen bir islemle 30 kadar
cekirdekten meydana gelen ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlart olusturmak i¢in birlesirler ve
kan dolagimi vasitasiyla kemige ulasirlar. Hedef kemik matriksine baglandiktan sonra,
osteoklastlar kemik emilimi i¢in gerekli olan korunmus bir asidik ¢evre meydana getirir.
Kemik emilimi 6nce adenozin trifosfat araciciligi ile diizenlenen asidik bir ortamda
inorganik kemik bilesenlerinin ayrilmasini, takiben de katepsin k denen bir lizozomal
proteaz ile organik bilesenlerin enzimatik yikimini igerir. Osteoklastlar subosteoklastik
boliim veya howship lakiinii denen bir yiizeysel ¢ukur icerisine yerlesmis, biiyiik ve
oldukga polarize bir hiicredir. Osteoklastlar metabolik bir ihtiyaca cevaben kalsiyumun

kemikten kana hareketi i¢in gegici olarak aktiflenirler. Osteoklast aktivitesi direk olarak



kalsitonin, D3 vitamini, kemik iliginin stromal hiicreleri ve osteoblastlar tarafindan

tiretilen diizenleyici molekiiller ile saglanir (19).

2.1.5. Osteositler
Osteoblastlardan kaynaklanan osteositler, matriks lamelleri arasinda lakunalar

igine yerlesmislerdir. Her lakiinada sadece bir osteosit vardir. Osteositlerin sitoplazmik
uzantilar1 ince silindirik kanalciklarla sarilmistir. Komsu osteositler, sitoplazmik
uzantilarinin birbirleri arasinda yaptiklari, hiicre baglantilar iletisimi olusturup, besin
maddelerinin hiicreden hiicreye gecisini saglarlar. Osteositler ile kan damarlar1 arasinda
cereyan eden bir kisim molekiiler degisim, osteositler ile kemik matriksi arasinda
bulunan ¢ok az miktardaki ekstraseliiler madde aracilig1 ile de olur. Bu degisim asagi
yukari 15 hiicrelik bir osteosit zincirine destek saglayabilmektedir. Osteositler
osteoblastlarla mukayese edildiginde, vyassi elips seklindedirler. Endoplazmik
retikulumlart ve golgi kompleksleri kii¢iilmiistiir. Bu hiicreler kemik matriksinin
devamlilig1 ile aktif olarak ilgilidirler. Osteositlerin o6limiinii takiben matriks

rezorbsiyonu goriiliir (20).

2 <
= ) )

Osteosit Osteoblast Osteojenik Hiicre Osteoklast

Sekil 2.1. Kemigin hiicresel elemanlari

2.2. Periosteum ve Endosteum

2.2.1. Periosteum
Bu tabaka bag dokusundan yapilmistir. Eklem ylizeyleri disinda tiim kemigi

distan cevreler. Periosteum kemigin beslenmesinde, gelisiminde, tamir olaylarinda

gorevlidir. Ayrica kemige desteklik gorevi de vardir. Yapisinda kollajen ve elastik lifler
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bulunur. Ayrica Sharpey lifleri ad1 verilen kollajenler de matriks igine dogru ilerleyerek
periosteumu kemige baglamaktadir. Bunlar dis esas lameller ile ara lamellere kadar

uzanabilirler (16, 17).

Perikondriyum 2 tabakaya sahiptir. Dis tabaka daha ¢ok siki bag dokusuna
sahipken i¢ tabaka hiicreden zengin gevsek bag dokusu yapisindadir ve bol damar igerir
(20). D1s tabaka elastikler ve kollajenden olusur. Lenfatikleri ve metabolizmada rol
oynayan damarlar icerir. i¢ tabakanin hiicreleri ise 6zellikle kemik yaralanmasinda
osteoblast haline farklilasarak yeni kemik dokuyu meydana getirirler ve o bolgeyi tamir
ederler. Onarim sirasinda osteoblastlarin epiteloit hiicreler seklinde tabakalasma yaptigi
izlenir. Bu nedenden dolay1r bu tabaka osteojenik Kkat olarakda adlandirilir. Kemik
onarimin1 katilip aktif olan bu hiicreler normal kosullarda inaktif durumdadirlar (16,

17).

2.2.2. Endosteum

Endosteum kompakt kemiklerin i¢ ylizeyleri ve spongiyoz kemik trabekiillerini
orter. Retikiiler bag dokusundan olusmuslardir. Endosteumun kemik dokusuna déniik
kisminda tek sira halinde dizilmis osteoprogenitdr hiicreler bulunur. Bu hiicreler kemik

yapimi ve onarimi esnasinda boliinerek osteoblastlara farklilagir (21, 22).

2.3. Kemik Tipleri
Kemikteki mikroskobik incelemelerin neticesinde kemigin iki farkli tiirii oldugu

bulunmustur. Kemik, primer (birincil, wowen, olgunlagsmamis, yada orgiin kemik) ve
sekonder (ikincil, olgun, yetiskin yada orgiin kemik) olmak {izere iki kisimda incelenir.
Embriyolojik gelisim siirecinde, primer kemik kirtk ve diger tamir olaylarinda ilk
goriilen kemik c¢esitidir. Sekonder kemikte kollajen lif dagilimi lameller halinde
organize olmus bigimdedir. Primer kemikte ise bu durum, rastgele ve degisik yonlere
dagilmis ince kollajen lif seklindedir. Yetigskinlerde primer kemik, yerini sekonder
kemige birakir (23, 24).

2.3.1. Primer (Olgunlasmamis) Kemik Dokusu

Fotal gelisim ve kemik onarimi sirasinda ilk olusan olgunlasmamis kemik
dokusudur. Bu dokuda kolajen lifler her yonde seyrederek aglar olustururlar. Temel
madde yeterince kemiklesmemistir. Hiicreler ¢oktur. Hidroksiapatit kristalleri kollajen
lifler lizerine oturmustur. Hiicreler osteositlerdir. Bulunus oranlar1 sekonder kemik

dokuya gore daha yiiksektir. Bunlar ara maddede gelisigiizel dagilmislardir. Primer
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kemikte lakiinalar biraz daha toparlaktir. Gelisim siirecinde bazi bolgeler hari¢ yerini
sekonder kemik dokuya birakir. Kafatasi siiturlari, tendonlarin insersiyo bdlgeleri,

dislerin alveolleri primer kemik olarak kalir. Mineral maddesi sekondere oranla azdir

(16).

2.3.2. Sekonder (Olgunlasmis) Kemik Dokusu
Sekonder kemik dokusu cesitlidir ve genellikle yetiskinlerde bulunur. Ozellik

olarak kollajen lifler 3-7 mikro metre (um) kalinliginda birbirlerine parelel veya bir
vaskiiler kanal etrafinda dairesel olarak yerlesmis lameller halinde diizenlenmistir.
Osteon veya havers sistemi, kan damarlarinin, sinirlerin ve gevsek bag dokusunu igeren
bir kanal etrafin1 saran dairesel lamellerin meydana getirdigi biitiinliige denir.
Osteositleri iceren lakiinalar lameller arasinda ve nadirende i¢inde bulunur. Bir lamelin
kollajen lifleri birbirlerine pareleldir. Her havers sisteminin etrafi mineralize amorf
matriks ve birkag kollajen lifden olusan yapistirict madde ile gevrilidir (12).

Erigkinlerde sadece sekonder kemik dokusu bulunur. Sekonder kemik
dokusunun iki tiirti vardir. Bunlar spongioz (siingerimsi, kansell6z) kemik ve kortikal

(kompakt, lameller) kemiktir (25).

2.3.2.1. Kompakt Kemik Dokusu

Insan iskeletinin %80’i kompakt kemiktir. Kemiklerin i¢ ve dis tabakalarini
meydana getirir. Vital organlar1 korumak, biyofonksiyonel kuvvetlere diren¢ gostermek,
harekete olanak vermek ve i¢ denge i¢in uygun bir kaynak olusturmak kompakt kemigin
gorevleri arasindadir (26).

Kompakt kemik, kortikal ya da lameller kemik olarakta anilir. Orgii kemikten
farklilagarak gelisir. Bu farklilasma embriyolojik kemigin periosteal ve endosteal
yiizeylerini saran vaskiiler kanallar vasitasiyla meydana gelir. Kompakt kemigin temel
yap1 birimi havers sistemidir. Bu sistemler osteon olarak da adlandirilir. Osteonlar,
uzunlamasina yerlesimli vaskiiler kanallar1 ¢evreleyen silindirik sekilli lameller kemik
tabakalarindan olusurlar. Volkmann kanallar1 yatay yerlesimlidir. Komsu osteonlari
birbirine baglar. Kortikal kemigin mekanik giicli osteonlarin siki yerlesimiyle iliskilidir
(27, 28).



2.3.2.2. Siingerimsi Kemik Dokusu

Stingerimsi kemige kanselloz ya da spongiydz kemik de denmektedir. Viicut
kemiklerinin hacimsel olarak %20’sini teskil eder. Siingerimsi kemik, mikroskopik
acidan kompakt kemikten farkliliklar gosterir (29, 30).

Bu dokuda birbirleriyle anostomozlasan kemik trabekiilleri vardir. Bu
trabekiillerin arasinda diizensiz bosluklar vardir ve kemik iligi ile doludur. Spongiyoz
kemik trabekiillerinde kemik lamelleri pararel seyirlidir (16). Siingerimsi kemigin
yiizey kemik orani kompakt kemige gore 8 kat daha fazladir. Bu da kemik yapici
hiicrelere daha fazla ulasilmasina olanak saglar (31).

Stingerimsi kemik dokusu yass1 kemiklerin i¢ yilizeyleri, kisa ve uzun kemiklerin
metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlarinda bulunur. Bu dokuda havers ve volkman kanallari

yoktur. Beslenmesi kemik iliginde bulunan kan damarlarindan olur (16).

2.4. Kemik Olusumu
Kemik 2 yolla sekillenir: Osteoblastlarin salgiladiklar1 matrikse dogrudan

dogruya minerallerin ¢okmesi ile zar icinde kemiklesme (intramembrandz kemiklesme)
veya Onceden mevcut kikirdak matriks {izerine tortulanarak, kikirdak i¢cinde kemiklesme

(endrokondral kemiklesme).

Her iki yolla da, olusan ilk kemik, birincil veya 6zgii kemiktir. Birincil kemik
gecici bir dokudur ve kisa siirede tam lameller veya ikincil kemikle yer degistirir.
Kemik biiylimesi esnasinda, birincil kemik alanlari, rezorbsiyon alanlar1 ve ikincil
kemik sahalar1 yan yana goriiliirler. Bu kemik yapimi ve yeniden modellenme bilesimi,
biiyiiyen kemiklerin yani sira yetiskinlerde de hayat boyu siirer ama yetiskinlerdeki
degisim hiz1 epeyce yavastir (17).

2.4.1. iIntramemranéz Kemik Olusumu

Kafatasinin  yasst kemikleri gibi membran kemikler intramembrandz

kemiklesme ile gelisir. Intramembrandz kemiklesme su siralama ile gerceklesir.

Embriyonik mezensim, damardan zengin bag dokuya doniisiir. Kollajen lifleri
iceren jelatindz bir ekstraseliiler matrikse gomiilii fibroblast benzeri mezengim hiicreleri
bir araya gelir. Mezensim hiicreleri osteoblastlarin tipik prizmatik seklini alir ve kemik
matriksi salgilamaya baslar. Bir¢ok kemiklesme merkezi gelisir ve bu merkezler
sonunda birleserek siingere benzeyen ve dolayisiyla siingerimsi kemik ya da primer

spongiyoz olarak adlandirilan anostomozlasan trabekiillerin bir agini olusturur. Erken
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donemdeki intramembrandz kemik agsi kemik olarak adlandirilrir. Kalsiyum fosfat
apozisyon ile uzanan kemik matriksinde depo edilir. Kemik matriksi mineralizasyonu, 2
yeni gelisime Onciiliik eder. Bu onciiliikler trabekiillerin kalinlagmasi ile osteoblastlarin
osteositler seklinde hapsedilmesi ve perivaskiiler kanallarin kismen kapanmasi ile
mezensim hiicrelerinin  kan yapict hiicrelere doniismesi seklindeki hematopoez
olaylarinda yeni gorev istlenmektir. Osteositler kanalikiiller igindeki sitoplazmik
uzantilarla birbirlerine baglanirlar ve kan damarlarina komsu osteoprogenitor
hiicrelerden yeni osteoblastlar olusur. Daha sonra lamelli kemikte, yeni sentezlenen
kollajen lifleri diizenli demetler olusturmak {izere dizilirler. Lameller osteonlar veya
havers sistemini olusturur. Ardindan osteoprogenitdr hiicre potansiyeline sahip fusiform
hiicreler periost ve endosteumu olusturmak iizere yogunlasir. Dogumda kemik gelisimi
tamamlanmamistir. Kafatasinin  kemikleri osteojenik dokuya ev sahipligi yapan
fontaneller tarafindan ayrilir. Geng bir ¢ocugun kemikleri hem 6rgii hem lamelli kemik

matriksi icerir (19).

2.4.2. Endrokondral Kemiklesme

Bu kemiklesme uzun ve kisa kemiklerde goriiliir. Kemiklesme once hiyalin
kikirdaktan ufak bir modelle baslayip ardindan kemik dokusu olusumuyla sonlanir.
Perikondriyumun i¢ katinda bulunan mezenkim hiicreleri modelin diyafiz kikirdaginm
orter. Bu mezenkim hiicreleri osteoprogenitor hiicrelere, onlar da osteoblastlara
farklilagir. Ust iiste yerlesen kemik lamellerini bu osteoblastlar yapar. Boylece yeni
kemigin periosteumu ile kikirdak dokusu arasinda silindir bicimde bir kemik manset
ortaya ¢ikar. Bu kemik manset, kondrositlerin beslenmesine engel olur. Olusan iskemi,
kondrositlerde once hipertrofiye neden olur. Ardindan diyafizin orta kismindan
baglayarak tahrip olur, devaminda kondrositlerde O6lmeler meydana gelir. Kikirdak
modelin ortasinda devamli bos kaviteler olusur (kemik iligi kavitesi). Periosteumdaki
osteoklastlar kemik mangetini yer yer delerek foramen nutrisyumlar1 agarlar.
Periosteumdaki kan damarlar1 bu deliklerden girerler, osteoprogenitor ve hematopoetik
hiicreleri tasirlar. Bu kan damarlarlariyla gelen kalsiyum ve fosfor iyonlari, alkalen
fosfataz aracihigiyla birleserek kikirdak matrikse ¢oker ve boylece diyafizde bir
kemiklesme merkezi ortaya cikar. Diyafizde sekillenen bosluklara kan damarlar ile
gelen mezensim hiicrelerinden farklilasan osteoblastlar, kalsifiye kikirdak matriksi
tizerine tek sira dizilerek kemik dokusu yapmaya baglarlar. Boylece ortalar kalsifiye

kikirdak, yiizeyleri ise kemik dokusundan meydana gelen kemik trabekiilleri meydana
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gelir. Bu trabekiiller ile kan damarlarmin aralarinda kalan bosluklarda kemik iligi
sekillenir. Kikirdak modelin epifizleri ile diyafizi arasinda kondrositler mitoz ile
cogalarak alt alta dizilen gruplar yaparlar. Bu siiregte modelin boyu da devamli olarak
uzar. Kemik manset de kalinlasip, epifizlere dogru uzanir ve kondrositlerin bulundugu
bolgeyi distan sarar. Kemiklesme merkezinde oldugu gibi once kikirdak matriks,
ardindan da ilk sekillenenlerin devami halinde kemik trabekiilleri olusur. Ikincil
kemiklesme merkezleri enkondral kemiklesen epifizlere yaklasinca, epifizlerin iglerinde
belirir. Eski ve yeni kemiklesme bolgeleri arasinda sadece kikirdak bir disk kalir ki
buna epifiz plagi denir. Kemiklesme sona erinceye kadar epifiz plaklarindaki kikirdak
hiicreleri diyafiz yoniine dogru boliinlip ¢ogalarak devamli kikirdak dokusu yapar, bu
kikirdak da devamli olarak yerini kemik dokusuna birakir. Boylelikle kemikler belli bir
yasa kadar uzamaya devam eder. En sonunda epifiz plaklar1 da kemiklesir, kemik

biiyiimesi sonlanir (32).

2.5. Kemik Dokusunun Biiyiime Evreleri

2.5.1. Sekillenme ( Modeling )

Kemik sekillenmesi kemik yiizeylerinde yapim ve yikim olaylart meydana
gelmesidir. Bu siire¢ sonucunda kemik yiizeyine yeni kemik dokusu eklenmesi veya var
olan kemik dokusunun azalmasi gerceklesir. Kemik biiyiimesi asamasinda periostal
kemik yapimi endostal yikimdan daha fazladir. Kemigim sekillenme agamasinda ise
kemigin sekil, hacim, dayaniklilik gibi temel o&zellikleri belirlenir. Kemik
sekillenmesinde kortikal tabakanin kalinliginda artma meydana gelir ve uzun

kemiklerin u¢ kisimlar sekillenir (33, 34).

2.5.2. Yeniden Sekillenme ( Remodeling )
Yeniden sekillenme siirecinde osteoblastlar ve osteoklastlar rol oynar. Bu

stiregte eski kemik rezorbe olur ve yerini yeni kemige birakir (35). Bu siire¢ yagam
boyu devam eder. Bu sekillenmenin amaci mikroskobik diizeydeki zarari tamir ederek
kemik direncini arttirmak ve kalsiyum homostazini korumaktir. Normal sartlarda
rezorbe olan kemik miktar1 kadar kemik yaprmi gerceklesir. IKi tip sekillenme vardir;

1. Kortikal kemigin yeniden sekillenmesi;

2. Trabekiiler kemigin yeniden sekillenmesi;
Fizyolojik yeniden sekillenmede, mekanik etkiler ve sistemik endokrin hormonlarin

siireci baslatilir. Buna karsilik patolojik yeniden sekillenmede 6rnegin romatoid artritte
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oldugu gibi, enflamasyonla ilgili olan sitokinler makrofaj ailesi hiicreleri toplanarak

salgilanir ve kemigin yeniden sekilenme siireci gergeklesir (36).

2.6. Kemik Iyilesmesi
Kemik dokusu beslenme, endokrin, metabolik ve mekanik kosullara karsi

etkilenen bir dokudur. Bu nedenle canli ve dinamik doku olma o6zelligi tasir. Kirik
kemik hatt1 ve defekt sahasinda meydana gelen iyilesme ¢ok sayida biyokimyasal,
hormonal, biyomekanik, hiicresel ve patolojik siire¢ tarafindan etkiye ugrar. Yaralanan
dokunun iyilesmesiyle, genellikle orijinal dokudan morfoloji ve fonksiyon olarak
farklilagan bir doku olusur ve tamir olarak adlandirilir. Doku rejenerasyonunda ise,
morfoloji ve fonksiyonun tamamen restore edildigi bir iyilesme gergeklesir.
Yaralanmanin durumuna bagli olarak kemik dokunun iyilesmesi hem rejenerasyonu
hem de tamiri igerir. Ornegin dogru bir sekilde stabilize edilmis kiigiik bir kemik kirig
(yesil agag kirig1) rejenerasyonla iyilesirken biiyiik defektler genellikle tamirle iyilesir.
Yarali bolgede kemik defektinin olusumuyla birlikte genel doku cevaplari meydana
gelir. Bunlar kanama ve daha sonra burada olusan graniilasyon dokusunun meydana
getirdigi pihtilasma olaylaridir. Kan damarlart periosttan gelerek, cevrelerindeki bag
dokusu ile beraber defekt bolgesine girerek bolgeyi damarsal ve hiicresel olarak zengin
bir graniilasyon dokusu ile doldururlar. Kemik fraktiirii varsa endosteum da bu olayda
gorevlidir. Cekim soketinin kapanmasi ve alveoler kemik igerisindeki defektlerin
tyilesmesini tanimlamak i¢in bir model olusturulur. Cekimi takip sonrasi bos soket
kanla dolarak piht1 olusur. Piht1 i¢ine iltihabi hiicreler gog¢ eder, ardindan enflamasyon
siireci baglar. Piht1 icine damarsal dokular ve mezensimal hiicreler gecerler ve
graniilasyon dokusu olustururlar. Graniilasyon dokusunun zamanla oncii bag dokusuyla
yer degistirmesiyle yeni kemik olusumu baglar. Daha sonra bu kemik, modelasyon ve

remodelasyon siirecinden gegerek lameller kemik ve kemik iligine donisiir (37).

2.6.1. Kemik Iyilesmesi Siireci
Kemik iyilesmesinin siireci 3 evrede gergeklesmektedir.

Enflamasyon evresi 1-4 giin arasidir. Defekt bolgesinde hematom ilk birkag saat
ile birkag¢ giin iginde meydana gelir. Bu hematomda, defekt iyilesmesi igin gerekli
birgok faktor depolanmistir. Bu esnada, trombositlerden Transforme Edici Biiyiime
Faktoru- Beta (TGF-B) ve Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii (PDGF) gibi, hiicre
proliferasyonu ve farklilagmasinda 6nemli rol oynayan faktorler salgilanir. Enflamatuar

hiicreler (makrofajlar, monositler, lenfositler ve polimorfoniikleer hiicreler) ve
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fibroblastlar, prostoglandin etkilesimi ile kemige infiltre olurlar. Bu asamada defekt
bolgesinde graniilasyon dokusu olusumu, vaskiiler doku ve mezensimal hiicre gogii
baslar (38). Onarim evresi 2-40 giin aras1 degisir. Bu fazda ise fibroblastlar, vaskiiler
gbce yardim etmek iizere stromaya gegerler. Vaskiiler go¢ arttik¢a, kollojen matriks
belirginlesir ve bu esnada osteoidler olugur. Bunu takiben mineralizasyon gergeklesir.
Defekt alaninda yumusak kallus meydana gelir. Ilk 4-6 haftalik siire i¢inde olusan bu
kallusun, basinca kars1 direnci diistiktir (31).

Yeniden modellenme evresi 25-100 giin arasidir. Defekt alaninda kallus
olusumu basladig1 zaman, remodelasyon asamasi baslar. Olusan biiyiik defekt kallusu,
normal kemik iligi boyutuna ulasincaya kadar osteoklastlar tarafindan yikilir. Bundan
sonra, havers sistemi bulunan lameller kemik yapis1 meydana gelir. Bu siireg yillar boyu
devam edebilir (38).

2.7. Kritik Boyuttaki Defekt

Maksillofasiyal cerrahide defektleri onarmak icin farkli materyaller
kullanilmaktadir. Kullanilan materyallerin  gelistirilmesi amaciyla iyilesmenin
gozlenmek istendigi defekt boyutu spontan olarak iyilesebilecegi boyuttan genis
olmalidir. Kritik boyutlu defekt, bir hayvanda herhangi bir osteopromotif bir materyal
kullanmaksizin yasam boyu spontan olarak kemik yapimu ile 1yilesme gdsteremeyen en
kiiclik boyutlu kemik yarasi olarak belirtilmektedir. Kritik boyutlu defektler daha ¢ok

fibroz bag dokusuyla yapim ve iyilesme egilimi gostermektedirler (39).

2.8. Kontrollii Salim Teknolojisi
Kontrollii salim teknolojisi, kimyasal salim yapan bir polimerik tasiyicinin

salim siiresini uzatmak i¢in kullanilir. Bu preperatlar, genellikle ilag icin bir tastyici
madde olarak hareket eden bir polimer matriksi igine ila¢ katilmasiyla meydana gelir.
Bu fdirtinler ilk olarak agizdan siirekli salim yapan iriinler ig¢in gelistirilmistir (40).
Kontrollii salim yapan polimerik preperatlarin ilk klinik kullanimlar1 1960’larda
gerceklesmisken, preperatlarin gelistirilmesi i¢in 1950’lerin baslarindan itibaren genis
capli ¢alismalar yapilmaya baslanmistir (41, 42). Bu teknolojinin modern uygulamalar
baslica ilag salimi {izerine olmustur. Ayrica tarim, yiyecek, kozmetik, bocek ilaglari
iizerinde kontrollii salim uygulamalar1 yapilmaktadir (40, 43-47). ilaglarin kontrollii
salimiyla ilaglar iizerinde pek ¢ok faydalar ortaya ¢ikmistir (48):

e ilag alindiktan sonra istenilen siire boyunca etkin madde plazma konsantrasyonu

sabit kalir. Hasta daha az siklikla ilag alir ve kiiclik dozlarda tedavi saglanir.
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e Tedavi diisiik dozlarla saglandigi i¢in etkin madde/maddelerinin yan ve toksik
etkileri azaltilir/goriilmez.

e Etkin madde/maddelerinin parcalanmasini Onleyerek yarilanma Omiirlerini
uzatir.

e Kontrollii salim sistemlerinde hedeflendirme olanagi sayesinde etkin madde
istenen doku ve organlara yonlendirilebilir.

e lag¢ kullanimi sirasinda yasanan sorunlar (gece ila¢ kullanma, unutma riski, kisa
zaman araliklarinda ila¢ kullanma durumlari) ortadan kalkar.

e Terapotik indeksi dar olan etkin maddeler i¢in uygundur (54).

Kontrollii salim uygulamalari i¢in (oral, enjekte edilebilir, transdermal, implante
edilebilir) uygulama yollari, (mikro-nano kiireler, hidrojeller, filmler, graniiller) gibi
aygitlar tizerinde ¢alisilmistir. Enjekte edilebilir mikro-nano kiireler bu formlarin en

popiileridir (48).

2.8.1. Kontrollii Salimda Kullanilan Polimerler

Pek cok farkli sentetik ve dogal polimerler, kontrollii salim sistemleri igin
arastirilmistir ve bunlardan bazilar1 FDA tarafindan ticari kullanim i¢in onay almigtir
(41). Yiiksek molekiil agirlikli polisakkaritleri iceren dogal polimerler igin, agaroz
alginat, karragenan, hiyaluronik asit, kitosan ve dekstran veya kollajen, albiimin, jelatin,
elastin ve ipek fibrin gibi proteinler 6rnek verilebilir (41, 49, 50). Bununla birlikte,
genel olarak dogal polimerler sentetik polimerlerden sentezi ve islenmesi bakimindan
daha smirhdirlar. Bu dezavantajlar, kontrollii salim sistemleri i¢in sentetik polimerlerin
kullanimina yonelik ilgiyi artirmugtir. Sentetik polimerler; seliiloz tiirevleri, akrilik
polimerleri, polaksamerler, polaksaminler, poliesterler ( poli-laktik asit, poli-glikolik
asit, polilaktik-ko-glikolik asit) , polianhidritler, poliamitler, fosfor bazli polimerler ve
poliiiretanlari igerir (40, 42). Sentetik polimerlerin dikkate alinmasi gereken iki dnemli
ozelligi biyobozunurluk ve biyouyumluluktur. Biyobozunur polimerler sayesinde
implante edilen salim yapan cihazlarin geri ¢ikarilmasi igin cerrahiye ihtiya¢ kalmaz.
Polimerin biyolojik uyumlulugu toksisite ve inflamasyonla ilgili komplikasyonlarla
karsilagilmamas1 agisindan 6nemlidir. Polimerler ile yapilan calismalarda ¢ok sayida

farkli salim mekanizmasi ve salma kinetigi tespit edilmistir (48).
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2.8.2. Kontrollii Salim Tarihinde PLGA

Bugiine kadar kontrollii salim sistemlerinde PLGA, en iyi bilinen ve yaygin
olarak kullanilan polimerdir. Bu sentetik polimer biyouyumluluk, biyolojik olarak
par¢alanma ve olumlu salma kinetigine sahip olmasi nedeniyle biiyiik basar1 bulmustur
(51). Poliglikolik asit (PGA) ve polilaktik asit (PLA), PLGA kopolimeriyle birlikte
1960’1 yillarda biyolojik olarak pargalanabilir sentetik polimer cerrahi siitur olarak
kesfedildi (52, 55). Bu polimerlerin ameliyat dikis ipliklerindeki basarili bir sekilde
kullanimi, polimerik biyomateryaller olarak kullanilmasinin genislemesine yol agmuistir.
Bu zamandan sonra bu kopolimer kontrollii salim sistemlerindeki uygulamalar igin en
yaygin Ve basarili olarak arastirilmis polimer olarak incelenmistir (56). PLGA, genis
yelpazede kiigiik molekiillii ilaglarin, dogurganlik diizenleyici hormonlarin, biiyiime
hormonlarinin, steroid hormonlar da dahil olmak iizere peptidler ve proteinlerin, anti-
enflamatuar ilaglarin, sitokinlerin, kemoterapdtiklerin, antibiyotiklerin, narkotik
antagonistlerinin, insiilin ve asilarin salimmda kullanilmistir (46, 57-62). Diger
polimerler gibi PLGA’nin {izerinde kontrollii salim mekanizmasi igin arastirmalar
yapilmigtir. PLGA’nin enjektabl mikro-nano kiirecikler gibi farkli cihaz morfolojileri

igine islenmesi oldukga kolaydir (63).

2.8.3. PLGA’min Ozellikleri

Biyoparcalanabilir bir polimer olan PLGA ilag tastyict sistemlerin
hazirlanmasinda ve doku miihendisligi alaninda ¢ok 6nemli bir potansiyele sahiptir.
PLGA’nin 6nemli istiinliikleri olarak FDA ve EMA tarafindan onayli olmasi, DNA,
RNA, proteinler ve peptid dahil ¢ok farkli yapidaki maddelerin tasiyici sistemlerinin
hazirlanmasinda kullanilmasi, uzun siireli klinik deneyimin kazanilmis olmasi,
biyouyumlu ve biyopargalanabilir olmasi sayilabilir (9, 10). Bunlara ek olarak, yapilan
calismalar siirekli salim sistemleri hazirlanmast i¢in PLGA’nin  degradasyon
ozelliklerinin son derece uygun oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Poliester yapidaki PLGA
kopolimeri PLA ve PGA polimerlerinden olusmustur ve 6zellikleri iyi tanimlanmastir.
D ve L olmak iizere iki optik izomeri bulunan PLGA, laktid yapisinda da asimetrik bir
karbon igerir. Boylece optikge aktif olan L-laktid ve D-laktid, ayrica optikce aktif
olmayan DL-laktid olmak tizere ii¢ fakli laktide sahiptir (9). PLA hidrofobik bir
polimerdir. Bu yapisindaki metil yan grubundan kaynaklanir. PGA’ye gore hidrolize
daha dayaniklidir. Bunun nedeni metil grubunun sterik engel olusturmasidir. Poli(DL-

laktid) yapisindaki diizensizliklerden dolayr amorf yapida iken Poli(L-laktid) yari-
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kristal (yaklasik % 37 oraninda kristalinite) yapidadir. PLA diisiik termal stabilite ve
kirilganlik engellerine sahiptir. PGA %45-55 oraninda kristalin yap1 gosterir ve metil
yan grubuna sahip degildir. Bu nedenden dolay1 bir¢ok organik ¢oziiciide ¢oziinmez.
PLGA, L-laktid veya DL-laktid’in glikolid ile kopolimerizasyon yapilmasiyla olusur.
Glikolid: laktid oranlar1 farklilastirilarak PLGA’nin kristalinite derecesi kontrol
edilebilmektedir (9). Piyasada farkli molekiil agirliklarina ve kopolimer bilesimlerine
sahip PLGA ornekleri bulunmaktadir. PLGA’nin tipleri genellikle PLGA 50:50, 25:75
gibi monomer oranlariyla tanimlanirlar. PLGA kopolimeri yapisinda % 50 oraninda
laktid % 50 oraninda glikolid icerir. PLGA 25:75 (laktid: glikolid) amorf bir yapida
iken PLGA 80:20 (laktid: glikolid) ise yari-kristalin yapidadir. PLGA, su varliginda
ester baglar lizerinden hidrolize ugrar (Sekil 2.2). Bu hidroliz ile monomerik asitlere
parcalanan PLGA, krebs dongiisii araciligr ile CO, ve su halinde idrarla atilir (10).
PLGA’nin biyopargalanmasi ilizerinde camst gegis sicakligi, molekiil agirhigs,
kristalinite derecesi, laktid: glikolid oranlart etkindir. PLGA yiiksek oranda laktid
igerirse daha az hidrofiliktir ve daha az su absorbe eder, boylece hidrolize olma hizi
yavaglar. PLGA ile hazirlanan tastyici sistemlerin partikiil biyiikliigii, yiizey 6zellikleri
ve PLGA’nin molekiil agirligi, laktid: glikolid oranlari gibi 6zellikleri salim iizerinde
etkili olan degisikliklerdir (9). PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin hiicre igine

alinma sekilleri pinositoz ve klaritrin aracili endositoz iledir (10).

0 0 O
’ o H,0 i +
5 OH
CH, 0
X y OH HO

PLGA Laktik asit Glikolik asit
Metabolik yolak

Sekil 2.2. PLGA hidrolizi (10).

2.8.4. PLGA Salim Mekanizmasi
PLGA polimerin bozulma orami PLGA bazli salim sistemlerinim, salim

mekanizmalar1 i¢in en yaygin tartistlan konulardan biridir (31). Bununla birlikte,
cihazin ozelliklerine bagl olarak, diger islemler de serbest birakma mekanizmasina

katkida bulunabilir. Cihaz ilk sulu bir ortamda battigindaki su penetrasyonu ve
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¢oziindiirme, erozyon ve PLGA polimer pargalarmin difiizyonu, serbestlesen ilacin
difizyon orami degisiklik gosterir. Bu islemler benzer zaman skalasinda olustugu
zaman, salma mekanizmasi karmasik olabilir ve dolayisiyla serbest birakma verileri
arasinda gozlenen farkliliklarin anlasilmasini yorumlamak zorlasir. Bir PLGA
matristen, genellesmis serbest birakma mekanizmasini tanimlamak i¢in biz ilk olarak
su penetrasyonu ve PLGA matrisin hidrasyonunu diisiiniiriiz. Baslangi¢ta su, salim
yapan cihazin yilizeyinden, merkezine penetre olur. Bu da cihazin hidrolitik PLGA
polimer bozunma siireclerini ve polimer matrisinin i¢ine kapsiil seklinde hapsedilmis
ilacin diflizyonunu aktive eder. Polimer bozunma ilerledik¢e kiiglik fragmanlar ve
PLGA’dan gelen monomerler cihazdan asinmaya baslar. Cihazdan serbestlesen ilacin
difiizyon orani sirayla hizlanmaya baglar. PLGA hidrolizinin otokatalitik tepkimesinde
ph gradyaninin meydana gelmesi halinde cihazin merkezinde ilacin hatta polimerin
erozyon ve diflizyon siireci hizlanacaktir. Yeterli kiitle cihazin merkezinden
uzaklastiktan sonra ph gradyani cihazdan ilacin salimi tiikeninceye kadar dengeleyici

otokatalitik hidrolizi dengelemeye baslayacaktir (60).

2.9. Strontium Ranelat

2.9.1. Strontium Ranelatin Yapisi
Stronsiyum ranelat (SR), iki adet stabil stronsiyum (Sr2+) atomu ve ranelik

asitten meydana gelmektedir (Sekil 2.3). Icerigindeki Sr2+, Iskogya yakinlarinda bir
kursun madeninde 1770’11 yillarda kesfedilmistir. Bulundugu yerler besinler, su ve eser
miktarda da iskelettir. SR 20 farkli tuz arasindan tercih edilmesinin nedeni
stronsiyumun biyoyararlaniminin, gastrik toleransinin iyi olmasi ve stronsiyum ve
organik bilesen arasindaki sahip olunan yiiksek orandir. Kemik mineralizasyonuna
katilan Sr2+, divalent bir katyon olup atomik ve iyonik ozellikleri ile kalsiyuma
benzemektedir. Kemik koruyucu bir element olan SR kemikte hidroksiapatit
kristallerinin ~ ylizeyine  Kkalsiyum gibi  baglanarak  tutunur.  Stronsiyumun
hidroksiapatitteki kalsiyum ile degisimi sinirli miktarda meydana gelir. Kemik
matriksinin kristal ylizeylerinde diisiik oranda iyonik gecis nedeni ile kemik tutulumu
meydana gelir. Hormonlar ve biiyiime faktorleri gibi, mineraller ve eser elementlerin
direkt ve indirekt mekanizmalarla kemik rezorpsiyonunu ve formasyonunu etkiledigi

gosterilmistir (6).
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Sekil 2.3. Stronsiyum ranelatin kimyasal yapisi

2.9.2. Strontium Ranelatin Kemik Hiicrelerine Etki Mekanizmasi

Cesitli calismalarda SR anti-rezorpsiyon yapici ve kemik olusturucu bir madde
oldugunu gosterilmistir. Fare kalvarya kiiltiirlerinde, kalsiyum serbest kalmasi
degerlendirildiginde, SR’nin kemik erimesini yaklasik % 30 azalttig1 gorilmiistiir.
Buna ek olarak izole edilmis sigan hiicrelerindeki ¢ukur testlerinde, SR’nin yaklasik %
30 oraninda osteoklast aktivitesini azalttifi ve yine cukur testlerinde uzun kemik
kiiltiirleri igindeki dentin dilimleri {izerinde fare osteoklastlarinin kemik rezorpsiyon
aktivitesini diisiirdiigii goriilmiistiir. Iki katyonun belirgin etkileri diisiiniildiigiinde, bu
etkiler SR’a spesifiktir. Kalsiyum ranelatta ayni etkiler goriilmemistir. SR’nin 2
osteoklast markirlar1 olan karbonik anhidraz 11 ve vitronektin reseptoriinii etkileyerek
osteoklastlarin ifadesi sayisi azalttigi goriilmiistiir. Daha ileri ¢aligmalarda SR’nin in
vitro kemik olusumu iizerinde olumlu etkileri oldugunu gostermektedir. Rat kalvarya
organ kiiltiirii ve rat kalvarya hiicre kiiltlirlerinde, SR ilk 6nce preosteoblast hiicrelerin
replikasyonunu artirdigr goriilmiistiir. Boylece fonksiyonel hiicreler ve matriks sentezi
aktivitesi etkilenir. In vitro, fare kalvaryal MC3T3-El osteoblast hiicrelerinden elde
edilip farklilastirilan osteojenik modellerde, SR’nin osteoblast farklilasmasi markir
alkalin fosfataz etkinligini artirdigt  bulunmustur. Ve bu sistemde matriks

mineralizasyonu etkilenmeksizin kollajen sentezi artmistir (66).

2.9.3. Strontium Ranelatin Kemik Kiitlesi Ve Dayanakhiligina Etkisi
Hayvan modellerinde yapilan ¢esitli ¢alismalarda SR’nin anti-rezorpsiyon ve

kemik olusturan etkileri gosterilmistir. Normal yetigkin farelerde SR uygulamasi
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vertebral kemik formasyonunda artisa, kemik rezorpsiyonunda azalisa, boylece kemik
kiitlesinde artisa sebep olmustur (67). Yetiskin ratlarda SR lumbar vertebra ve femurda
kemik kiitlesini artirmistir. Bu histolojik olarak trabekiiler kemik voliimiiniin
degerlendirilmesiyle dogrulanmistir. Bu etki tibial metafizlerde trabekiiler seperasyonun
azalmasi ve trabekiiler kalinlik ve sayisindaki artisla iligkilidir. SR’nin kemik mikro
mimarisini gelistirdigi goriilmiistiir. Bu sonuglar kemik dayanikliligini artirmastir.
Tedavi edilen hayvanlarda plazma alkalin fosfataz aktivitesi ve stronsiyum ranelatin
kemik olusturucu etkisi birbiriyle uyumlu olarak artmistir (68). Cogunlukla insanlardaki
gibi kemik remodelingi goriilen yetiskin maymunlarda SR’nin kemik rezorpsiyonunu
azalttigi ve alveoler kemikteki mineralizasyon yiizeylerinde artisa neden oldugu
anlasilmigtir (69). Elde edilen farmakolojik veriler neticesinde SR’nin vertebral ve

apendikiiler iskelet sisteminde kemik kiitlesi ve dayamilikligini artirdign goriilmiistiir

(66).

2.9.4. Stronsiyum Ranelatin Farmakokinetik Ozellikleri

Stronsiyumun biyoyararlanimi 6lgiildiigiinde, 2 gr sase doz agizdan alindiktan
sonra %27 olarak bulunmustur. Stronsiyumun da kalsiyuma benzer sekilde
gastrointestinal yoldan 2 mekanizma ile emildigi diisiiniilmektedir; bu mekanizmalar
doygunluga ulagmayan yiiksek bir doz olan pasif emilim ve diisiik bir doz olan aktif
emilimdir. SR’nin giinde 2 kez olarak, sabah kahvaltidan bir saat once ve aksam
yemeginden 3 saat sonra aliniminin, aksam yemeginden 3 saat sonra bir kez alinimiyla
benzer etkiyi gosterdigi goriilmistiir (6). SR’nin ve kalsiyumun es zamanli alinimi
stronsiyumun biyoyararlanimini diigiirmektedir. Bunun muhtemel olarak aktif yaris
yerindeki yaristan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Stronsiyum ranelatla es zamanli
besin almimininda ilacin biyoyararlanima negatif etkisi mevcuttur. Renalik asitin
mutlak biyoyaralanimi stronsiyum ranelat agizdan tek doz 2 gr alindiktan sonra % 2,5
olarak oOlgililmiistiir. Bunun nedeni renalik asidin disiik lipofilik 6zellikte olmasi ve
SR’nin diistik ¢oziiniirliige sahip olmasi olabilir. Doz araliklartyla ilgili yapilan
calismalarda (25 giin 0.5-4 gr/giin SR alimi) kararli duruma hem renalik asit hem
stronsiyum i¢in 15 giin sonra varilmistir. En yiiksek doz verilerek (2x2.0 gr stronsiyum
ranelate/gilin) yapilan 25 giinliik tedaviden sonra stronsiyumun maksimal 20+2.3 mg/I
plazma konsantrasyonuna ulasilmistir. Minimal plazma konsantrasyonu olarak sabah
Olctilen 16.243.0 mg/l bulunmustur. Bu sonuglara bakarak plazma konsantrasyonlarinda

dalgalanmalar goriilmiistiir. Aym1 doz araliklarinda renalik asit i¢cin minimal plazma
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konsantrasyonu 0.65+0.42 mg/l ve plazma konsantrasyonu ise 0.79+0.36 mg/l
bulunmugtur. Ranelik asidin plazma konsantrasyonunda dalgalanma minimal
diizeydedir. Total klirensin (12 ml/dk) %57’sini SR’nin klirensi (7.6 ml/dk)
olustururken ranelik asidin renal klirensi (62 ml/dk) total klirensin (78 ml/dk) %80’ini
olusturmaktadir. Bu da ranelik asit’in &zellikle bobrekler yoluyla atildiginin bir
gostergesidir. Postmenopozal kadinlarda stronsiyumun yar1 émrii 6.342.7 giin olarak,
ranelik asidin yar1 Omrii de 3.3+2.3 giin olarak bulunmustur. Alinan doza bagli olmakla
beraber stronsiyum ranelatin postmenopozal kadinlar tarafindan kronik alimi
stronsiyumun kemiklere katilimina neden olur. Stronsiyum 3-24 ay gibi bir siirede
plazma konsantrasyonunda stabil bir hale gecer. SR’nin viicuttan atilim1 gastrointestinal
sistem ve bobrekler yolu ile olur. Tedavi bitimini takiben hizli bir sekilde kemikten
atilim baglar. Tedavi bitiminden sonra 6 hafta i¢inde kemikteki stronsiyum orani %50

azalir, tam arinma periyodu ise 3 yili bulur (6).

2.9.5. Stronsiyum Ranelatin Yan Etkileri

SR’nin yapilan klinik ¢aligmalar sirasinda en sik goriilen yan etkileri bas agrisi,
diyare, bulanti ve cilt irritasyonu olarak sayilabilir. Bu etkiler hastanin tedavisini
sonlandirmasin1 gerektirmemekle birlikte hafif ve kisa siirelidir. Daha az goriilen yan
etkiler olarak hafiza sorunlari, bayginlik ve ¢ok nadir olarak da nobetler siralanabilir.
Plasebo kontrollii ¢aligmalarda vendéz tromboemboli goriilme sikliginda yiikselme
goriilmiistiir ve bunun nedeni tam olarak bulunamamistir. Bu yiizden daha dnce vendz
tromboemboli dykiisii olan ve yiiksek riske sahip olan hastalarda kullanilmamalidir (6).

SR’nin kardiyovaskiiler kalp hastaliklar1 riskini arttirabilecegi belirtilmis olsa da
bdyle bir iliskinin olmadigini belirten ¢aligmalar da literatiirde yer almaktadir. Bunun
disinda iskemik kalp hastaligi, periferal vaskiiler hastalik, serebrovaskiiler hastalik,
kontrolsiiz hipertansiyon durumlarinda ve akut miyokard infarktiis riski tasiyan
hastalarda SR’nin kullanilmamasi gerektigi belirtilmigtir. 2015'te yapilan klinik bir
caligmada postmenopozal kadinlar 2 gruba ayrilmigtir. Calisma grubundaki hastalara 1
yil stireyle giinliik olarak 2 gr SR oral yolla kullandirilmistir. Calismanin baglangicinda
3., 6. ve 12. ayinda 2 grup arasinda kardiyovaskiiler risk faktorleri agisindan
degerlendirilmistir. Gruplar arasinda herhangi bir fark goriilmedigi rapor edilmistir.
Daha once SR’nin kullanimi ile arttigi belirtilen vendz tromboemboli ve miyokard

infarktiis riskinin ise diger faktorlerle iliskili olabilecegi belirtilmistir (55).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alisma, Inénii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
2013-92 no’lu proje ile desteklendi. Calismamizin deney kismi i¢in Inonii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’'ndan 2014/A-21 sayili karar ile onay
alindi.

Calismada ortalama 200-250 gram agirliginda, 40 adet Wistar Albino tiirti disi
rat kullanildi. Ratlar operasyondan sonra 20-24°C sicaklik, % 30-40 nem orani ve 12
saat aydinlik/12 saat karanlikta birakilarak ve sikistirilmis pelit yemi ile beslenerek 2 ay
bakildu.

Calismamiza baslamadan Once hayvanlar uzman bir veteriner tarafindan
incelenmis ve genel saglik durumlarinin iyi olduguna dair onay alinmistir. Tiim cerrahi
islemler ayni cerrah tarafindan gerceklestirildi. Cerrahi islem sonrasi denekler her grup
icin ayrilmis olan 6zel bakim kutularina alindi. Uzman veteriner gozetiminde,
filtrelenmis havalandirilmasi olan odalarinda takipleri yapildi.

Calismamiz sonunda hayvanlardan elde edilen Orneklerin histolojik ve
histomorfometrik incelemesi Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’'nda yapildi. Bulgularinin istatistiksel
degerlendirmesi Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dalinda

yapilmugtir.

3.1. Calisma Gruplar
Calismada toplam 40 adet Wistar Albino cinsi disi rat kullanildi ve her grupta 8

rat olmak tizere 5 grup olusturuldu. Her bir ratin kalvaryumunda paryetal kemige
unilateral olarak 5 mm ¢apinda defekt agildi. Toplamda her grupta 8 olmak tizere 40

defekt olusturulmus oldu.

Ik grupta (A), rat kalvaryumuna agilan defekt bos kalmistir. Hayvanlar 2 ay

stiresince normal olarak beslenmis daha sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir.

2. grupta (B), rat kalvaryumuna agilan defekt bos kalmistir. Hayvanlar 2 ay
stiresince gavajla giinlik 625mg/kg stronsiyum ranelat (Protelos 2g-Servier) ile

beslenmis, daha sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir.
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3. grupta (C), rat kalvaryumuna agilan defekte i¢ine strontium ranelat yiiklenen
PLGA materyalleri konmustur. Gruptaki hayvanlar 2 ay siiresince normal olarak

beslenmis daha sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir.

4, grupta (D), rat kalvaryumuna agilan defekte bos PLGA materyali konmustur.
Gruptaki hayvanlar 2 ay siiresince normal olarak beslenmis daha sonra hayvanlar

sakrifiye edilmistir.

5. grupta (E), rat kalvaryumuna agilan defekte bos PLGA materyali konmustur.
Gruptaki hayvanlar 2 ay siiresince gavajla giinlik 625mg/kg stronsiyum ranelat
(Protelos 2g-Servier) ile normal olarak beslenmis daha sonra hayvanlar sakrifiye

edilmistir. Calisma gruplar1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Calisma gruplari

3.2. Strontium Ranelat Salimh PLGA Partikiilleri Uretim Teknigi

3.2.1. Materyal
PLGA, polivinil alkol (PVA) Sigma (USA)’dan, SR, FARGEM (NOBEL ilag¢
San. ve Tic. A.S. Diizce, Tiirkiye) ‘den temin edilmistir.

3.2.2. Metot

3.2.2.1. Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Mikrokiireler ~ emiilsiyon-¢Oziicii ~ buharlastirma  yontemi  kullanilarak

hazirlanmistir (108, 109) . Polimer olarak PLGA kullanilmistir. Sulu faz % 0,4’lik PVA
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¢ozeltisi ve stronsiyum ranelat organik faz ise PLGA’nin diklorometan: metanol (9:1)
karisimi i¢inde ¢oziinmesinden olusmaktadir. Organik faz, sulu faza 0.5 mL/dakika
hizda ilave edilitken 13.500 rpm’de homojenizatdr (Ultraturrax®) kullanilarak
karistirtlmistir. Ardindan 100 mL distile su bu karisima eklenmis ve 2 saat boyunca
manyetik karistiricida organik solvenin ugmasi saglanmistir. Elde edilen mikrokiire
stispansiyonu 4°C’de 30 dakika boyunca 10.000 rpm’de santrifiij edilerek iistteki berrak
kisim (stipernatant) dan etkin madde miktar tayini yapilmistir. Daha sonra mikrokiireler

liyofilize edilerek toz halde elde edilmistir.

3.2.2.2 Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
Nano-ZS (Malvern Zeta-sizer, ABD) kullanilarak &l¢iilmiistiir. (Tablo 3.1). Ilag

yiiklii ve bos mikrokiirelerin yiizey ozellikleri “Carl Zeiss AG - EVO® 40” (Zeiss,
Almanya) taramali elektron mikroskopu (SEM) kullanilarak incelenmistir (Sekil 3.2).
SR’in enkapsiilasyon etkinligi (EE) istteki berrak kisimdan UV spektrofotometresi
kullanilarak belirlenmistir (Esitlik 1).

Esitlik 1. %EE=100x [(SR’nin teorik miktar1)-(Siipernatanttaki serbest SR miktar1)]

(SR’nin teorik miktar)

Tablo 3.1. Bos ve ilag yiiklii mikrokiirelere ait karakterizasyon parametreleri
(n=3).

PBa; tﬂiﬂl Zeta Potansiyel
Materyal y Ort.+SS PDI % EE+£SS
Ort.£SS
(mV)
(um)
Bos
+ -9.01+7. -
Mikrokiireler 1703+220 9.01+7.02 0,763
llag yikld 21034860 -14.845.97 1,000 42.842.65
Mikrokiireler T ’ T
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A 2um Mag= 1500KX EHT=500kv SignalA=SE! WD= 10mm B e Mag= 1250KX EWT= EDOW SignalA=SE1  WD= 1Dmm

Sekil 3.2. Hazirlanan mikrokiirelere ait SEM fotograflari. (A: bos
miikrokiireler, B: ilag yiiklii mikrokiireler).

3.2.2.3. Stronsiyum Ranelat Yiiklenen Kiirelerin In Vitro Sahm Calismalar
Stronsiyum ranelat’in mikrokiirelerden salim ¢alismalari, pH 7.4 fosfat tamponu

kullanilarak 37°C’de 48 saat boyunca gergeklestirilmistir (110). Belirlenen zaman
araliklarinda (15., 30., 45. dakikalarda, 1., 2., 3., 4., 6., 8., 12., 24. ve 48. saatlerde)
ornekler alinmis ve ortam hacminin degismemesi i¢in ornek hacmi kadar sicakligi
37°C'ye getirilmis fosfat tamponu ilave edilmistir. Numuneler 305 nm'de UV
spektrofotometre ile analiz edilmistir. Mikrokiirelerden SR salim orani 48 saatin

sonunda % 60,1 olarak bulunmustur (Sekil 3.3).

804

% Kumulatif Salinan SR

I ] ! I
0 1000 2000 3000 4000
Zaman (dk)

Sekil 3.3. Hazirlanan mikrokiirelerden SR’ 1mn pH 7.4 fosfat tamponundan
in-vitro salim profili (n=3).

3.3 Gavajla Beslenen Hayvanlara ilacin Hazirlanmasi

Gavajla beslenecek hayvanlara ¢ozelti hazirlanirken 32 ml ¢esme suyunun
icinde 2 gr (Protelos 2g-Servier) katilip karigtirllmistir. Boylece her 2 ml’lik ¢ozelti
icinde 125 mg ila¢ bulunmaktadir. Gavajla beslenen gruplarda hayvanlar giinliik
ortalama 2ml’lik karigimla beslenmislerdir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Tlag ve karisimin goriintiisii

3.4. Cerrahi Teknik
Calismadaki Wistar albino cinsi ratlar ortalama 150-200 gr agirligindaydi. Islem

oncesinde asepsi ve antisepsi kurallarina uyularak deneklerin tiimiine anestezi icin
intramiiskiiler yolla Ketamin Hidrokloriir (Ketamidor-Richte Pharma) 50 mg/kg ve
Xylazine (Rompun-Bayer) 5 mg/kg enjeksiyonu yapildi (Sekil 3.5). Cerrahi islemler
steril cerrahi kosullar altinda asepsi, antisepsi ve sterilizasyon kurallarina uyularak
gerceklestirildi. Cerrahi islem oOncesinde rat kafa derisi trag edilip, povidon iyot
(Batticon standart soliisyon, Adeka, Tirkiye) ¢ozeltisi ile temizlendi (Sekil 3.6 ).
Operasyon sahasi agikta kalacak sekilde steril oOrtiiler ile ortildi (Sekil 3.7). Rat
kalvaryumunda orta hat boyunca paryetal bolgeyi agiga cikaracak sekilde 15 no’lu
bistiiri ile antero-posterior insizyon yapildi ve tam kalinlik flep kaldirildi. Defekt
olusturulacak alana ulasildi. Ekartorler kullanilarak cerrahi alanda yeterli goriis sahasi

olusturuldu (Sekil 3.8 -3.9).

Dis ¢ap1 5 mm olan trefin frez yardimiyla ve serum fizyolojik yikamasi altinda
hayvanin sag paryetal kemigine defekt acildi (Sekil 3.10-3.11 ). Defekt olusturulurken
‘dura mater’e zarar vermemek igin azami dikkat gosterildi. Her denekte unilateral

olarak defekt acilip, ameliyat sahasinda artiklarin uzaklastirilmas: i¢in iyice irrige
edildi.

Paryetal kemikten cikartilan kemik pargasinin goriintiisii (Sekil 3.12 ). Bos
kaplara yerlestirilen materyaller (Sekil 3.13) bir kiiret yardimiyla (Sekil 3.14) agilan
paryetal defektlere yerlestirildi. Bogs PLGA partikiilleri bir grupta acilan defektlere,
strontium ranelat iceren PLGA partikiilleri diger grupta acgilan defektlere yerlestiridi
(Sekil 3.15 -3.16). Kaldirilan flep repoze edilip 3-0 eriyebilen siitur ile siiture edildi
(Sekil 3.17). Gavaj yontemiyle, ratlar i¢in giinlilk 625mg/kg strontium ranelat ilaciyla
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beslenen grupta ortalama 200 gr olan hayvanlar, her 2 mI’lik ¢6zelti i¢inde 125 mg ilag
bulunan ¢ozeltiden her giin 2 ml igirilerek beslendi (Sekil 3.18). Cerrahi islemler
tamamlandiktan sonra ratlar gruplarina ait seffaf takip kutularina alindi ve olagan bakim
sartlarinda takip edildi. 8 haftalik bir takibin ardindan denekler yiiksek doz Ketamin
HCL (Alfamine®) enjeksiyonu ile sakrifiye edildiler. Incelenecek defekt alaninindan
yaklagik 5 mm uzakliktan gececek sekilde kafatasi kemigi frezler yardimiyla kesilerek

numuneler alindi.

Daha sonra histomorfometrik incelemeler igin histoloji laboratuvarina teslim
edildiler.

Sekil 3.5. Ratlara anestezi yapilirken
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Sekil 3.6. Rat kafa derisi tras edilip povidin iyot ¢ozeltisi ile silindikten
sonraki goriintii

Sekil 3.7. Cerrahi sahanin steril olarak ortiilmesi
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Sekil 3.8. Kafa derisi insizyonu

Sekil 3.9. Rat paryetal kemiginin goriintiis
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Sekil 3.10. Trefin frez yardimiyla defektin agilmasi

Sekil 3.11. Defektlerin trefin frez yardimiyla olusturulduktan sonra cerrahi
sahanin goriintiisii.
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Sekil 3.12. Kafadan ¢ikarilan kemik pargasi.

Sekil 3.13. Strontium ranelat salimli PLGA partikiilleri
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Sekil 3.14. Kiiret yardimiyla partikiillerin taginmasi

Sekil 3.15. PLGA partikiillerinin defekt alanina yerlestirildikten sonraki
goruntisu.
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Sekil 3.16. Strontium ranelat igeren PLGA partikiillerin defekt alanina
yerlestirildikten sonra alinan goriintii

Sekil 3.17. Cerrahi islem tamamlandiktan sonra flebin dikisli goriintiisii
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Sekil 3.18. Hayvanlarin gavajla beslenme goriintiisii

3.5. Histolojik ve Histomorfometrik Inceleme

Kalvaryal kemik doku ornekleri notral tamponlu %10 formaldehit ile ii¢ giin
stiresince oda 1sisinda tespit edildi. Tespit islemini takiben giin asir1 degistirilerek
yenilenen % 10’luk formik asit i¢erisinde 6 giin siiresince dekalsifikasyon iglemine tabi
tutuldu. Dekalsifikasyon siireci tamamlanan kemik doku 6rnekleri akan ¢esme suyunda
yikandi. Daha sonra doku ornekleri artan derecelerde etil alkol serisinde (%70, %96 ve
%399) dehidratasyon, ksilen serisinde seffaflandirma ve 62 °C de erimis parafin serisinde
infiltrasyon iglemlerinden gecirildikten sonra parafin bloklara gomiildi. Parafin
bloklardan mikrotom ile 6 pm kalinhgindaki kesitler alinarak lamlar {izerine
yerlestirildi. Hazirlanan kemik doku kesitlere Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Gomori’nin
trikrom boyamalar1 uygulandi (70). Boyanmis olan kemik doku kesitleri Leica DFC280
151k mikroskobunda incelenerek Leica Q Win Plus V3 goriintii analiz sisteminde (Leica
Microsystems Imaging Solutions, Cambridge, UK) fotograflar alindi. Kesitlerdeki total
doku alani1 ve bu total doku alani i¢indeki kemik doku alanlar1 6l¢timleri yapildi. Her bir

ornek i¢in kemik doku indeksi (total kemik doku alani/toplam doku alani) belirlendi.

: ; __ DEFEKRT ALANI ifinpExri vEN] REMIX DORD ALANT
YENI OLUSAN KEMIK ORANI = TOPLAM DOED ALANI

3.6. Istatistiksel Degerlendirme
Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in IBM

SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tirkiye) programi kullanildi. Calisma verileri
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degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov
testi ile degerlendirilmis ve parametrelerin normal dagilima uygun olmadigi
saptanmistir. Calisma verileri  degerlendirilirken parametrelerin  gruplar arasi
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun tespitinde
Mann Whitney U test kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

34



4. BULGULAR

4.1. Histolojik ve Histomorfometrik Bulgular

Al: Incelenen H-E ile boyanan kesitlerde iki cerrahi ug arasinda uzanan alanin
fibr6z bag dokusu yapisinda oldugu goriildii. Bag dokusu i¢inde yer yer kii¢iik
osteoblast gruplari izlendi (Sekil 4.1, 4.2). Trikrom ile boyanan kesitlerde fibr6z bag
dokusu yesil renkte boyanmaisti, 6zellikle cerrahi uglara yakin fibroz bag dokusu alanlar
icinde kirmiz1 rekte boyanan kiigiik kalsifikasyon alanlart mevcuttu (Sekil 4.3, 4.4).

Sekil 4.1. A grubu; Cerrahi uglar(oklar), fibroz bag dokusu (yildiz). H-E,
o0l¢ii skalasi=100 um

Sekil 4.2. A grubu; Cerrahi ugta osteokondiiktif kemik biiytimesi (ok),
fibroz bag dokusu (yildiz), osteoblastik aktivite (ok bas1). H-E,
o0l¢ii skalasi=1000 pm.
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Sekil 4.3. A grubu; Cerrahi uglar (oklar), fibréz bag dokusu (yildiz),
Trikrom, 6l¢ii skalasi=1000 pm.

Sekil 4.4. A grubu; Cerrahi ug (0k), fibréz bag dokusu (y1ldiz), Trikrom,
Olcii skalasi=100 pm.
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B: Hematoksilen-eozin ile boyanan kesitlerde kemik doku cerrahi uglari arasinda
fibr6z bag dokusu alanlarin yer aldigi goriildii. Bu bag dokusu alanlar iginde yer yer
cerrahi uglara yakin bolgelerde, adaciklar seklinde kalsifiye kemik doku alanlarina
rastlandi. Cerrahi uglardaki kemik dokuda osteokondiiktif aktivite ve ince lameller
seklinde uzama izlendi (Sekil 4.5, 4.6). Trikrom ile boyanan kesitlerde yesil renkte
boyanmis fibréz bag dokusu icinde ince lameller seklinde kalsifiye kemik doku alanlar
tespit edildi (Sekil 4.7, 4.8).

Sekil 4.5. B grubu; Cerrahi uglar(oklar), fibréz bag dokusu (yi1ldiz), yeni
kemik olusumu (ok basi). H-E, 6l¢ii skalasi=1000
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Sekil 4.6. B grubu; Cerrahi ugta osteokondiiktif kemik biiytimesi (ok),
fibroz bag dokusu (yildiz). H-E, 6lcii skalasi=100 pm

Sekil 4.7. B grubu; Cerrahi uglar (oklar), fibroz bag dokusu (yildiz), ince
kalsifiye kemik lameller (ok bas1). Trikrom, 6l¢ti skalasi=1000
pm.
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Sekil 4.8. B grubu; Cerrahi ugta osteokonduktif aktivite (ok), kalsifiye
kemik lamel (ok basi) fibroz bag dokusu (y1ldiz), Trikrom, 6l¢i
skalas1i=100 um.

C: Hematoksilen-eozin ile boyanan kesitlerde kemik doku cerrahi uglar arasinda
fibroz bag dokusu ile baglamisti. Bu fibroz bag dokusu alanlar icinde degisik ¢aplarda,
diizensiz smirli bosluklar seklinde greft alanlar izlendi. Bu greft alanlari periferinde
yogun osteojenik aktivite ve kalsifikasyon alanlari izlendi. Cerrahi uglara yakin
bolgelerde fibroz bag dokusunun daha kalin, greft alanlarin daha genis, osteoblastik ve
osteoklastik aktivitenin daha yogun oldugu tespit edildi. Cerrahi uglarda kemik dokuda
osteokonduktif aktivite ve kemik doku ug¢ bolgelerinde belirgin uzama tespit edildi.
(Sekil 4.9, 4.10 ). Trikrom boyanan kesitlerde fibréz bag dokusu yesil, greft alanlari
cevresindeki osteoblastik ve osteoklastik aktivite alanlar1 kirmizi renkte izlendi. Fibroz
bag dokusu icinde yer yer ince, kiiciik lameller seklinde kalsifiye kemik doku oldugu
gorildii (Sekil 4.11, 4.12).
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Sekil 4.9. C grubu; Cerrahi uglar (oklar), Salimli preperat alanlar1 (ok
baglar1). H-E, 6l¢ii skalasi=1000 um.

Sekil 4.10. C grubu; Saliml preperat alanlari gevresinde osteojenik
aktivite ve kalsifikasyon (ok baslari). H-E, 6l¢ii skalasi=100 um.
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Sekil 4.11. C grubu; Cerrahi uglar (oklar), Saliml1 preperat alanlari
cevresinde osteojenik aktivite ve kalsifikasyon (ok bast),
Trikrom, 6l¢ii skalasi=100 pm
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Sekil 4.12. C grubu; Kalsifiye kemik doku (0k), Salimli preperat alanlar1
cevresinde osteojenik aktivite ve kalsifikasyon (ok baslar),
Trikrom, 6l¢ii skalasi=100 um.
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D: Hematoksilen-eozin ile boyanan kesitlerde kemik doku cerrahi uglar
arasindaki bolge cok sayida diizensiz sekilli greft materyali alanlari iceren fibroz bag
dokusu yapisinda izlendi. Greft materyali iceren alanlar aseliiler yapida olup ¢evre bag
dokusu alanlarda osteoblastik ve yer yer osteoklastik aktivite izlendi (Sekil 4.13, 4.14).
Trikrom boyanan kesitlerde fibroz bag dokusu i¢inde ince ve kiiciik lameller seklinde
kalsifiye kemik dokusu mevcuttu. Cerrahi uglara yakin alanlarda fibréz bag dokusu
daha kalin, merkezi bdlgelerde daha ince izlendi. ince kemik lameller ve kalsifikasyon
odaklar1 cerrahi uglara yakin bolgelerde yogunlasmaktaydi (Sekil 4.15, 4.16 ).

Sekil 4.13. D grubu; Cerrahi uglar (oklar), fibroz bag dokusu icinde
alanlar1 (y1ldiz), H-E, ol¢ii skalasi=1000 um.

42



Sekil 4.14. D grubu; PLGA alanlar1 ¢evresinde osteojenik aktivite (ok
baglar1), fibroz bag dokusu iginde PLGA alanlar1 (y1ldiz). H-E,
Olcii skalasi=100 um.

Sekil 4.15. D grubu; Cerrahi uglar (oklar), Fibroz bag dokusu (yildiz).
Trikrom, 6l¢ii skalasi=100 pm.
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Sekil 4.16. D grubu; Fibroéz bag dokusu (yildiz), Osteokondiiktif kemik
biliylimesi (ok), kalsifiye kemik doku lamelleri (ok baglar1).
Trikrom, 6l¢ii skalasi=100 pm

E: Hematoksilen-eozin ile boyanan kesitlerde kemik doku cerrahi uglar
arasindaki bolge c¢ok sayida diizensiz sekilli, farkli genigliklerde vakuoler goriiniimlii,
PLGA alanlar alanlar1 igeren fibréz bag dokusu yapisinda izlendi. PLGA igeren alanlar
aseliiler bosluklar seklinde olup perifer bag dokusu alanlarda osteoblastik ve yer yer
osteoklastik aktivite odaklari izlendi (Sekil 4.17, 4.18 ). Trikrom boyanan kesitlerde
fibroz bag dokusu iginde ince lameller seklinde kalsifiye kemik dokusuna yer yer de
cerrahi uglara yakin bolgelerde adaciklar seklinde kemik doku olusumlar1 mevcuttu.
Cerrahi uglara yakin alanlarda osteokondiiktif kemik olusum alanlar1 cevresinde

osteoblastlar izlendi (4.19, 4.20).
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Sekil 4.17. E grubu ;Cerrahi uglar (oklar), fibr6z bag dokusu i¢inde PLGA
alanlar1 (y1ldiz). H-E, 6l¢ii skalasi=1000 pum.

Sekil 4.18. E grubu ;Cerrahi uglarda osteokondiiktif kemik olusumu ve
osteoblastlar (ok), PLGA alanlari ¢evresinde osteojenik aktivite
(ok baslar) fibroz bag dokusu iginde PLGA alanlari (y1ldiz). H-
E, 6lcii skalasi=100 pm.



Sekil 4.19. E grubu; Cerrahi uglar (oklar), Fibroz bag dokusu (yildiz),
cerrahi u¢ yakininda yeni kemik olusumu (ok basi). Trikrom,
oOl¢ii skalasi=100 um.

Sekil 4.20. E grubu; PLGA alanlari(yildiz), Osteokondiiktif kemik
bliylimesi (ok), kalsifiye kemik doku lamelleri (ok baslar).
Trikrom, 6l¢ii skalasi=100 um



4.2. Gruplarin histolojik veriler agisindan istatistiksel degerlendirilmesi

Tablo 4.1. Gruplarin yeni olusan kemik/total alan orani ortalamalar1

Yeni olusan kemik/Total alan
Ort£SS (medyan)

0,03+0,008 (0,03)
0,06+0,033 (0,05)
0,142+0,049 (0,14)
0,054+0,015 (0,05)
0,065+0,013 (0,07)

S| m o O @ >

0,001*

Kruskal Wallis Test * p<0.05

4.2).

Gruplar arasinda yeni olusan kemik/total alan orami ortalamalari agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05) (Tablo 4.1.) (Sekil

Kemik/Total alan

Sekil 4.21. Gruplarin yeni olusan kemik/total alan oran1 ortalamalar
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Tablo 4.2. Gruplar arasinda kemik/total alan ortalamalar1 karsilastiriimasi

Histomorfometri

p
A-B 0,010*
A-C 0,002*
A-D 0,003*
A-E 0,002*
B-C 0,006*
B-D >
B-E >
C-D 0,003*
C-E 0,003*
D-E 0,047*

Mann Whitney U test * p<0.05 **n>0.05

Anlamliligin  hangi gruptan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
karsilastirmalar sonucunda; C grubunun kemik/total alan orani ortalamasi, A grubundan
(p:0.002), B grubundan (p:0.006), D grubundan (p:0.003) ve E grubundan (p:0.003)
anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). A grubunun kemik/total alan oram
ortalamasi, B grubundan (p:0.010), D grubundan (p:0.003) ve E grubundan (p:0.002)
anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). D grubunun kemik/total alan orani
ortalamasi, E grubundan anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p:0.047; p<0.05). Diger
gruplar arasinda kemik/total alan orani ortalamalar1 agisindan anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 4.2).
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5. TARTISMA

Viicutta pek cok fizyolojik ve patolojik durumdan dolayr kemik kayiplar1 ortaya
cikar. Fizyolojik kayiplar genellikle yaslanma sonucu meydana gelir. Cerrahi islemler
veya patolojik dokunun c¢ikartilmas: sonucu meydana gelen kayiplarda ise fizyolojik
tamir devreye girer (1). Kendiliginden ve hizli bir sekilde iyilesmeyi saglamak kemik
iyilesmesinde temel amactir. Boyutsal olarak uygun kemik defektlerinde bunu saglamak
mimkiin olsa da, viicudun farkli bolgelerinde ve belli boyutun tizerindeki kemik
defektleri kendiliginden iyilesememektedir (2). Bozulan bu yapmin fonksiyon ve
estetik olarak eski haline doniistliriilmesi igin bir¢ok yontem mevcuttur (3). Bu
yontemlerin hepsinin temel amaci, bu bolgenin yeni kemik yapimiyla eski fonksiyon ve
estetik yapiya kavusturulmasini saglamak olmustur. Bu amag igin ¢esitli lokal veya
sistemik olarak etkili ilaglar ve materyaller kullanilmistir (4). Lokal olarak kullanilan
materyallere kemik greftleri ve biyomateryaller 6rnek olarak verilebilirken, sistemik
olarak kullanilanlara 6rnek olarak osteoblastik aktiviteyi artirip osteoid madde yapimini
artiran ilaglar verilebilir (5). Biz ¢alismamizda kemik formasyonunu stimiile eden ve
kemik rezorpsiyonunu azaltan stronsiyum ranelatin yeni kemik olusumundaki
etkinligini degerlendirmeyi amacladik.

Genel olarak yeni bir aygit tasarlanmasi veya biyomekanik testler i¢in yapilan
caligmalarda biiyliik hayvanlarin kullanilmasi, ¢oklukla kemik iyilesmesinin molekiiler
mekanizmasi ve molekiiler genetiginin incelenmesi konusunda da kii¢iikk hayvanlarin
kullanilmas1 hususunda goriis birligi vardir (76). Bugiine kadar kdpek, koyun, maymun
ve tavsan modelleri iizerinde c¢esitli ¢aligmalar yapilmistir. Bu hayvanlarin pahali
olmalar1 ve bakimlarmin zor olmasi gibi birgok dezavantajlar1 vardir. Rat kullanilma
sebepleri arasinda ratlarin bilyiik hayvanlara gore daha kolay manipiile edilmeleri, temin
edilebilme kolayligi, ucuz olmalari, fizyolojileri hakkinda yeterli kaynak bulunmasi ve
enfeksiyona karsi direngli olmalar1 gibi avantajlari sayilabilir (77). Bu avantajlardan
dolay1 ¢calismamizda rat kullanmayu tercih ettik.

Kalvarya, morfolojik ve embriyolojik olarak membrandz kemiklesme gostererek
maksillofasiyal bolgede membrandz kemiklesme gosteren diger kemiklerle benzerlik
tasir. Anatomik olarak da bikortikal tabakaya sahip olmasi mandibulaya benzer (84).
Fizyolojik olarak ise atrofiye ugramis mandibula modeline benzerlik gosterir. Kalvaryada
paryetal bolgeye defekt acildiginda defektlerin tabaninda dura mater, {izerinde ise periost

bulunur. Bu yapilar, kemik olusumuna 6nciiliikk edecek osteoprogenitor hiicrelere sahiptir.
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Bahsedilen ozellikleri kalvaryum bdlgesini deneysel arastirmalar igin ideal bir bolge
haline getirmistir (85).

Kritik boyutlu defekti tanimlamak gerekirse, ¢alisma yapilacak hayvanda defekt
alanina herhangi bir materyal konulmaksizin yasam boyu kemik yapimi ile iyilesme
goriilmeyen en kiigiik boyuttaki alandir . Bu defektlerde iyilesme kemik dokusundan ¢ok,
fibroz bag dokusuyla meydana gelir (78-80). Literatiirde rat kalvaryumunda Kkritik
boyutlu defekt icin tam bir fikir birligi olmamakla beraber 4-5 mm’lik defekti kabul edilir
boyut olarak alan ¢alismalar mevcuttur. Laktemur ve ark 2016° da (81) , Calixto ve ark.
2011’de (82) ve Lima ve ark. 2011’de (83) yaptiklar1 ¢aligmalarda sigan kalvaryal
defektindeki kritik boyutu 5 mm olarak tercih etmislerdir. Calismamizda denegin tiiri,
yast, defektin lokalizasyonunu goz 6niinde bulundurarak 5 mm capinda kritik defekt
olusturduk. Kalvaryal defekt olusturmada en ¢ok tercih edilen teknik trefin frezin
kullanildig1 yontemdir. Flebin kaldirilmasini takiben duraya zarar vermeden kesi
yapilmaya calisilmalidir. Ciinkii duranin kemik iyilesmesi ve rejenerasyonunda énemli

gorevi vardir (86).

Stronsiyum ranelat agizdan alinan, 2 kararli stronsiyum atomundan ve renalik
asitten olusan aktif bir ajandir. Postmenapozal donemdeki bayanlarin fraktiir risklerini
azaltmada ve osteoporoz hastalarinin tedavi yonetiminde kullanilmaktadir. Stronsiyum
ranelat ¢ift yonli etki gosterir. Kemik formasyonunu stimiile ederken, kemik
rezorpsiyonunuda azaltir. Bu etkisinden dolayr yeni kemik olusumu lehine kemik
dongiistinii dengeler. Yapilan ¢ok sayida c¢aligmada bu ilacin kemik Kkalitesi ve kemik
glicli ile baglantili olan tiim parametreleri gelistirdigi goriilmistir (87). Bu parametreler

caligma modelimizde stronsiyum ranelat ilacin1 segmemizde etkili olmustur.

Maimoun ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 bir calismada 6 ayhk disi, 30 ratin
tibiasina birer titanyum implant yerlestirmisler, 15 hayvani 8 hafta boyunca 625mg/kg
dozunda ve haftada 5 gilin boyunca stronsiyum ranelat ile beslemislerdir. Deney
sonucunda calisma grubundaki ¢ekme mukavemeti testi sonuglari kontrol grubundan
anlamli derece yiiksek ¢ikmustir. Implant yanindaki trabekiiler alandaki doku sertliginde
caligma grubunda kontrol grubuna kiyasla artis goriilmiistiir. Ayni ¢alismada implant
yaninda yer alan kortikal kemikteki nano girintiler degerlendirilmistir. Stronsiyum
ranelat, elastik modiilii, doku sertligi ve ¢aligma enerjisi paremetrelerini kontrol grubuna
gore artirmistir (88). Reginster ve ark. 3 yillik bir takip sonrasinda, kemik mineral

densitesi ile ilgili yaptigi bir c¢alismada, stronsiyum ranelatin kontrol grubuyla
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karsilastirildiginda omurga densitesinde %14,4°liik bir artis yaptigin1 bulmustur. Benzer
sekilde femur boynundaki kemik mineral densitesinde kontrol grubuyla
karsilastirildiginda %8,3’liik bir artis gériilmistiir (89). Stronsiyum ranelat ile tedavi olan
hastalarin lojistik regresyon analiz sonuglar1 dogrultusunda, femur boynu kemik mineral
densitesindeki her %1°lik artis, 3 yil sonrasinda yeni vertebral kirik yasanma riskini
%3’liik bir oranda diistirmiistir (87). Li ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 20 ratta
osteoporoz modeli olusturmus ve hayvanlarin distal femurlarina 2’ser adet mini implant
yerlestirmislerdir. Hayvanlarin  yarisim1 625mg/kg/giin ~ stronsiyum ranelat ile
beslemiglerdir. 12 hafta sonra hayvanlar sakrifiye edilmis yapilan mikro bilgisayarl
tomografi Ol¢iimlerinde stronsiyum ranelat grubunda kontrol grubuna kiyasla kemik
hacminde ve osteointegrasyon yiizdesinde artis goriilmiistiir. Histomorfik olarak calisma
grubunda kemik alan1 yogunlugunda ve kemik implant temasindada artig goriilmiistiir
(91). Li ve ark. ovariektomi uyguladiklari ratlarda tibia fraktiirii iyilesmesini
incelemiglerdir. Hayvanlart 2 gruba aymrmislar ve c¢alisma grubundaki hayvanlari
625mg/kg/giin stronsiyum ranelatla sistemik beslemislerdir. Dordiincli ve sekizinci
haftalarda kallus kalitesi radyografik, histolojik, mikro bilgisayarli tomografiyle
incelenmistir. Inceleme sonrasinda ¢alisma grubunda kontrol grubuna kiyasla kemik
formasyonu, kemik mineral densitesi, biyomekanik dayaniklilikta yiikselis ve kallusun
mikro yapisal 6zelliklerinde de belirgin gelisme goriilmiistiir (95). Sheng ve ark. ratlarda
lokalize kas paralizisi yapmislar, biyomekanik analizler sonucunda stronsiyum ranelatin
kemigin mekanik performansini arttirdigin1 ve immobilize ratlarda kemik kaybini

onledigini bildirmislerdir (96).

Postmenopozal osteoporotik bayanlarla yapilan Faz 3 calismalarda, stronsiyum
ranelatin, 3 yillik takip sonucunda 2gr/giinliik dozunun vertebral kirik, vertebral olmayan
kirik ve kalga kirigr riskini azalttigi gorilmiistiir (92). Bain ve ark. osteoporoz modeli
olusturmus ratlarda yaptiklari ¢alismada 52 hafta boyunca hayvanlar1 stronsium ranelatla
125, 250 ve 625 mg/kg, 5/7 giin dozlarinda beslemisler ve insanda kullanilan 2 g / giin
terapotik dozunun kan stronsiyum konsantrasyonuna en yakin dozu hayvanlarda
625mg/kg/giin olarak bulmuslardir (93). Bu literatiir bilgileri ¢alismamizda kullandigimiz
ratlan giinliik 625mg/kg dozunda besledik.

51



Literatliirde strontiyum ranelatin yeni kemik olusumunu artirdigina yonelik
caligmalar mevcuttur. Zacchetti ve ark. 6 aylik, 30 rat1 igeren ¢alismalarinda hayvanlar
kontrol ve calisma olarak 6 gruba bolmiisler ve tibialarina 2.5mm defektler agmiglardir.
Calisma grubundaki 15 hayvan haftada 5 giin 625mg/kg stronsiyum ranelat ile
beslemisler ardindan dordiincii, sekizinci ve onikinci haftalarda gruplardaki onar rat
sakrifiye edilmistir. Mikro bilgisayarli tomografiyle yapilan defekt bolgesindeki ¢aligma
ve kontrol gruplar1 arasindaki yeni olusan kemik hacmi / toplam hacim oranlari
kontrollerinde dordiincii haftada, sekizinci haftada ve onikinci haftada ¢alisma grubu
lehine bir artis goriilmiistiir (94). Ozturan ve ark. osteopdrotik rat modeli olusturduklari
caligmalarinda fraktiir iyilesmesiyle ilgili ¢alisma yapmislardir. Calismalarinda 40 adet ti¢
aylik rat kullanmiglar ve hayvanlar1 2 gruba ayirmis ardindan hayvanlarin sag tibial orta
saftinda transvers fraktlir olusturmus ve intermeduller fiksasyon yapmislardir. Calisma
grubundaki hayvanlar 450 mg/kg/giinliik stronsiyum ranelatla oral olarak beslenmistir. 6
hafta sonra biitiin hayvanlar sakrifiye edilmistir. Kallus matiirasyonu stronsiyum ranelat
grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazla ¢ikmustir. Matiir 6rgii kemik oranlar
kiyaslandiginda stronsiyum ranelat grubundaki oran kontrol grubuna nazaran daha
yiikksek ¢ikmistir (90). Li ve ark. ovariektomi uyguladiklari ratlarda tibia fraktiirii
lyilesmesini incelemigler. Hayvanlari 2 gruba aymrmislar ve c¢alisma grubundaki
hayvanlart 625mg/kg/gilin stronsiyum ranelatla sistemik beslemislerdir. Ddordiincii ve
sekizinci haftalarda kallus kalitesi radyografik, histolojik, mikro bilgisayarli tomografiyle
incelenmistir. Inceleme sonrasinda ¢alisma grubunda kontrol grubuna kiyasla yeni kemik
formasyonu, kemik mineral densitesi, biyomekanik dayaniklilikta yiikselis ve kallusun
mikro yapisal Ozelliklerinde de belirgin gelisme goriilmistir (95). Calismamiz da
stronsiyum ranelatin yeni kemik olusumundaki etkinligi degerlendirildiginde, stronsiyum
ranelatin gavajla (B grubu) ve lokal olarak (C grubu) uygulandigi 2 grupta kontrol
grubuna (A grubu) nazaran kemiklesme miktarin1 anlamli sekilde arttirdigi goriilmiistiir.
Bos PLGA partikiillerinin kondugu D grubu ve lokal olarak stronsiyumun ranelatin
PLGA partikiillerine yiiklendigi C grubu ile karsilastirildiginda; C grubunda D grubuna
nazaran kemiklesme miktarinin anlamhi sekilde yiiksek ciktigr goriilmiisiir. Bos PLGA
partikiillerinin kondugu D grubu ve bos PLGA partikiillerinin kondugu ve hayvanlarin
gavajla stronsiyum ranelatla beslendigi E grubu karsilastirildiginda; E grubunda D
grubuna nazaran anlaml sekilde kemiklesme miktar1 artmigtir. Calismamizin sonuglari

bahsedilen calismalarla benzerlik gostermektedir.
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Yeni ilag molekiillerinin gelistirilmesi durumunda yiiksek maliyetlerle ve uzun
zaman siiregleriyle karsilasilabilir. Bu gibi sebeplerden dolay1 var olan etken maddenin
giivenilirligini ve etkinligini gelistirmek i¢in bir takim yaklagimlara basvurulur. Bunlar
arasinda etkin madde veya maddelerin salim hizin1 veya yerini kontrol etmek, doz veya
dozlama sayisim1 degistirmek, dayanikliligini artirmak gibi yaklasimlarla yeni ilag
tastyict sistemlerin gelistirilmesi gosterilebilir. Bu sistemler hastanin yasam kalitesi
tizerinde olumlu etkiler saglar (78). Uygun bir ilag tasiyic1 sisteminde beklenen temel
ozelliklerin basinda, etken maddeyi istenen doku ve/veya organa istenen hizda ve siirede
tasimasi1 gelmektedir. Etkin maddenin salim hizin1 kontrol eden sistemler “’ Kontrollii
salim sistemleri’” ve etkin maddeyi istenen doku ve/veya organa tasiyan Sistemler

“’Hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler’” diye adlandirilir (97).

Dis hekimliginde ilag tasiyict sistemlerle ilgili ¢esitli caligmalar yapilmistir. Talaat
ve ark. 2016 yilinda tavsan temporomandibuler ekleminde kontrollii salim yapan ilaglarla
ilgili ¢alisma yapmuslardir. Bu c¢aligmada kitosan bazli hidrojellerin termosensitif
uygunlugu degerlendirilmistir. Calisma grubundaki hayvanlarin eklemine 0,2 ml
Kitosan/B-gliserofosfat/Hiyaluronik asit kontrollii salim sistemi, kontrol grubuna 0,2 ml
Hiyaluronik asit enjekte edilmistir. Bir hafta sonra hiyaluronik asit oranlari ¢alisma
grubunda kontrol grubuna kiyasla oldukg¢a yiiksek e¢ikmustir (98). Torshabi ve ark.
yaptiklart bir ¢alismada PLGA kiirelerinin igine minosiklin, metronidazol ve
siprofloksasin antibiyotiklerini 1:1:1 oraninda yiiklemislerdir. Bos PLGA kiireleri ile bu
i¢ antibiyotigi i¢eren kiireleri in vitro olarak, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
periodontal patojenine karsi etkinligini karsilagtirmiglardir. Calisma sonucunda dolu
kiirelerle bos kiireler karsilastirildiginda, dolu kiirelerin iyi salim ve antibakteriyel 6zellik
gosterdigini ve bos kiirelerle benzer hiicre biyouyumluluguna sahip oldugunu
bildirmislerdir (105). Bizim ¢alismamizda gelistirilen ilag tasiyici sistemde bos PLGA

kiirelerine stronsiyum ranelat hapsedilmistir.

Sentetik bir polimer olan PLGA, nanosistemlerin hazirlanmasinda basarili bir
sekilde kullanilir. FDA onayli (insanda kullanim i¢in) PLGA’nin biyouyumlu,
biyoparcalanabilir, uygun mekanik 6zelliklere ve ongiiriilebilir biyopar¢alanma kinetigine
sahip olmast ve diisiik toksisite/diisiik immiinojenite  gostermesi  Onemli
ozelliklerindendir. PLGA nanopartikiilleriyle o6zellikle agilarin, genlerin, biiyiime
faktorlerinin, peptid/protein yapidaki ilaglarin, antikanser ve antihipertansif etkili etken

maddelerin taginmasi amaciyla ¢alismalar yapilmistir. Etken maddeler, nanopartikiillere

53



hapsedilmis ve/veya yiizeyine absorbe olmus halde bulunur. PLGA nanopartikiilleri
cogunlukla emiilsiyon olusturma-¢dziicii buharlagtirma yontemi, emiilsiyon-difiizyon
yontemi ve nanopresipitasyon yontemleri kullanilarak hazirlanmaktadir (99). Sousa ve
ark. amoksisilin yiikledikleri PLGA mikrokiireleriyle ilgili yaptiklar1 kok kanal
caligmasinda Enterococcus faecalis’e kars1 yaptiklar: antibiyogram sonuglarinda kiirelerin
ilacin verimini artirdigini bildirmislerdir (103). Lee ve ark.  PLGA - tetrasiklin- kitosan
ve lovastatin’den olusan, gelistirdikleri lokal salim yapan polimerin kronik
periodontitisteki etkinligini arastirmiglardir. Calisma sonucunda hazirlanan preperatin 3
duvarl defekte sahip periodontitise sahip kopeklerde yeni yemik olusumunu artirdigini
bildirmislerdir (104). Cleland ve ark. tolterodin yiiklii PLGA mikrokiireleri hazirlamig
aktif mesane hastaliginin tedavisinde tolterodin L-tartarat tabletleriyle in vivo olarak ile
karsilastirmis, mikrokiirelerin tolterodin tabletlerinden daha etkili oldugu sonucuna
varmigtir (100). Jordan ve arkadaslari insan biiyiime hormonu igeren PLGA/PLA
mikrokiireleri hazirlamiglardir. Sistem sigan plazmasinda 3 giin, maymun plazmasinda ise
7 giin boyunca salim gergeklestirmistir (101). Gou ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada PLGA
kopolimeri i¢ine diisiik (3 mg zoledronik asit), orta ( 30 mg zoledronik asit) yiiksek doz
( 300 mg zoledronik asit) yiiklemisler, ratlarin distal femurlarina agtiklar1 defektlerin
icine koymuslardir. 6 hafta sonra mikro bilgisayarli tomografi ve histolojik olarak
defektleri incelemisler, inceleme sonrasinda kontrol grubuna (yalniz PLGA kopolimeri)
ve disiik seviyedeki zoledronik asit grubuna kiyasla orta ve yiiksek derecedeki
zoledronik asit grubunda mineralize kemik hacmi ve kemik mineral densistesi oraninda
artis gorilmiistiir. Lokal kontrollii zoledronik asit gruplarinda osteoklast sayisini azalip
osteoblast sayis1 artmig oldugunu ve orta ve yiiksek doz zoledronik asit i¢eren gruplarda

kemik olusum belirte¢lerinin ifadelerinin hizlanmis oldugunu bildirmislerdir (102).

SR ile yapilan in vivo deneylerde, ¢alisma siireleri farkliliklar géstermektedir.
Cebesoy ve ark. SR’nin rat tibiasindaki fraktiiriin 2., 3., ve 4. haftalardaki iyilestirme
etkisine bakmislardir (106). Linderbdack ve ark. SR ile besledikleri ratlarin tibialarina
yerlestirdikleri titanyum vidalar1 4.ve 8. haftalarda pull out testine tabi tutmuslar ve ayni
haftalarda mbt ile vidalarin ¢evresindeki kemiklesme miktarlarina bakmuslardir (107).
Ozturan ve ark. osteoporotik ratlarda SR’nin kemik iyilesmesine etkisine bakmuslar
calismalar1 6 hafta siirmistiir (90). Li ve ark. 12 haftalik ¢alismalarinda, osteoporotik
ratlarda SR’nin titanyum implantlarin osteointegrasyona etkisine bakmiglardir (91). Li ve

ark. ratlarda osteoporoz modeli olusturup tibia fraktiirii meydana getirmisler 4. ve 8.
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haftalarda kemik iyilesmesini incelemislerdir (95). Literatiirdeki ¢alismalari
degerlendirdigimizde 8 haftalik bir ¢aligma yapmayr uygun gordiik. Biz SR’nin lokal
salim yapan formuyla ilgili ¢alisma literatiirde bulamadik. Bu ag¢idan ilk olma o6zelligi
gostermektedir. Gelistirdigimiz formun diger gruplarla beraber hayvanlardaki 8 haftalik

etkisini degerlendirdik.

Histolojik ve histomorfometrik incelemelerle iyilesme siirecinin anlasilabilmesi,
yeni olusan kemigin yogunluk ve stabilitesinin saptanmasi saglanabilmektedir (71, 72).
Kemik hiicrelerini, aktivitelerinin ve kemik matriksini in situ olarak direkt
degerlendirilebilen tek yontem histomorfometri oldugu i¢in, kemigi degerlendirmede
altin standart olarak kabul edilir (73, 74). 1982’ de Donath ve Breuner tanimladigi
histomorfometri teknigi ile implantlarin, kemik grefti materyallerinin ve/veya canli kemik
dokunun incelenebildigini bildirmis ve rutin inceleme teknikleri arasina girmistir.
Histolojik ve histomorfometrik teknikleri igeren aragtirmalar hayvanlarda veya in vitro
calismalarda gerceklestirilebilirken, etik nedenler insanlarda yapilan arastirmalari
kisitlamaktadir (75). Calismamizda, histopatolojik ve histomorfometirik incelemelerle

hiicresel bazda olusan degisiklikler degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda elde edilen bulgular degerlendirildiginde, su sonucglara varilmstir:

Kontrollii salim teknolojisiyle Ttretilen preperatlar sayesinde istenilen etki
istenilen bolgede ve ¢ok daha diisiik dozlarda saglanabilir.

Stronsiyum ranelatin lokal salim yapan ve oral alinan graniil formu yeni kemik

olusumunu artirmistir.
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Aragtirma Protokol no.su :2014/A-21
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Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti :JE [Ip XFarketmez
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