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HP-B-CD: Hidroksipropil-B-siklodekstrin

SBE7-B-CD: Sulfobutil eter7—B—siklodekstrin

FPF: Farnesil pirofosfat
GGPF: Geranil geranil pirofosfat
PVA: Polivinil alkol

TKP: Trikalsiyum Fosfat
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OZET

SENOL GUVEN G. Lokal Simvastatin Uygulamasinmn In Vivo Olarak Kemik Yapimi
Uzerine Etkisinin Deneysel Olarak Arastirilmasi:KOBAY (GUINEA PIG)
CALISMASI. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agiz, Dis, Cene
Cerrahisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul.2014

Statinler, serum kolesterol diizeyini diistirmek icin yaygin kullanilan ilaglardir. Son
zamanlarda ¢esitli calismalarda simvastatinin yer aldigi statin grubu ilaglarin bu
ozelliklerinin yani1 sira, kemik olusumunu uyarma, antiinflamatuar etki gosterme ve
anjiogenezisi arttirma gibi etkileri de oldugu bildirilmistir.

Calismamizin amaci, kobaylarin tibiasinda olusturulan kemik defektlerine uygun
dozda ve uygun tasiyict ile lokal simvastatin uygulamasi sonrasi olugacak
degisikliklerin histolojik ve histomorfometrik olarak degerlendirerek simvastatinin
kemik defektlerinin tedavisindeki roliinii incelemektir.

Simvastatinin PLGA mikrokiirelerinden (SIM-PLGA) ve simvastatin-SBE7—}—
CD (SIM-SBE7——CD) komplekslerinden yapilan in vitro salim deneyinin ardindan, 24
adet kobayin, sag ve sol tibialarinda yer almak iizere her hayvanda toplam 4 adet kemik
defekti olusturulmustur. Bu defektler her kobayda, 1. ve 2. deney, aktif ve pasif kontrol
bolgelerini olusturdular. Buna gére randomize olarak 1. deney bolgesinde SIM-PLGA
mikrokiireleri, 2. deney bolgesinde SIM-SBE7——CD kompleksleri uygulanirken, aktif
kontrol bolgesinde sadece simvastatin yerlestirilmis ve pasif kontrol bolgesi bos
birakilmigtir. Kollajen membranlar, defektlerin tizerini drtecek sekilde yerlestirilmistir.
Operasyonlarin ardindan her grupta 12 adet olmak iizere kobaylar, 15. giinde erken ve
45. giinde ge¢ donemde sakrifiye edilmislerdir.

SIM-SBE7-B-CD kompleksleri grubunun erken ve ge¢ donem yeni kemik
olusumu diizeyi, SIM-PLGA mikrokiireleri grubundan anlamli sekilde diisiik
bulunmugstur. SIM-PLGA mikrokiireleri grubunun erken donem kemik iyilesmesi
diizeyi, SIM-SBE7--CD kompleksleri grubundan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur.
Ge¢ donemde ise SIM-SBE7-B-CD kompleksleri grubu SIM-PLGA mikrokiireleri
grubunu yakalamigtir. SIM-PLGA mikrokiireleri ve SIM-SBE7-B-CD kompleksleri
gruplarinin  ge¢ donem kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda anlamli farklilik
bulunmamaktadir.

Sonug olarak, ¢alismamizin limitleri dahilinde, PLGA mikrokiirelerine yiiklenen
simvastatinin lokal uygulanimi kobaylarin tibiasinda agilan kemik defektlerinde yeni
kemik formasyonunu artirmistir.

Anahtar Kelimeler: Simvastatin, Deneysel Kemik Defekti, PLGA, SBE7-8-CD,
Mikrokiireler

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31323
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ABSTRACT

Soyadi, A.B. Tezin Ingilizce Adi. Istanbul University, Institute of Health Science,
Anabilim Dalinin Ingilizce Adi. Doktora Tezi. Istanbul.2014

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

The aim of this study was to evaluate the effect of local application of PLGA
microspheres loaded with simvastatin (SIM-PLGA) and simvastatin-SBE7-3-CD (SIM-
SBE7-B-CD) complex at the treatment of tibial bone defects by using histologic and
histomorphometric techniques.

Following in vitro simvastatin delivery experiment from two carriers, four bone
defects were created at the right and left tibiae of 24 guinea pigs. These defects created
first and second experimental, active and passive control regions in each guinea pig.
The first experimental region were filled with SIM-PLGA microspheres whereas the
second filled with SIM-SBE7-B-CD complex with simvastatin. Simvastatin applied
alone at the active control region and the last defect was left empty as the passive
control region. Resorbable membranes were placed over these defects. Each group of 12
guinea pigs were sacrificed at 15th for early and 45th day for late evaluation after
surgery.

The new bone formation level at early and late stage SIM-SBE7-B-CD group
was significantly lower than SIM-PLGA group. Bone healing level at early stage SIM-
PLGA group was significantly higher than SIM-SBE7-B-CD group. At late stage of
bone healing SIM-SBE7-B-CD group caught SIM-PLGA group.

In conclusion, within the limitations of this study, local administration of PLGA
microspheres loaded with simvastatin promoted new bone formation in tibial defects of
guinea pigs.

Key Words: Simvastatin, Experimental Bone Defect, PLGA, SBE7-f-CD,
Microspheres

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 31323



1. GIRIS VE AMAC

Agiz, dis ve ¢ene cerrahisinde temel prensip, operasyon sirasinda ¢evre dokulara
zarar vermeden atravmatik calismak olmalidir. Ancak tiiméral olusumlarin tedavisi
amac1 ile gergeklestirilen rezektif cerrahiler ve kist eniikleasyonlar: sonrasi ya da
enfeksiy6z, enflamatuvar ve neoplastik nedenler ile ortaya ¢ikan patolojik durumlarda,
travma ve konjenital deformitelerde kemik dokusunun yeniden yapilandirilmas: igin

kemik ogmentasyon prosediirlerine bagvurulmaktadir (1,2,3,4,5).

Kemik iyilesmesi, dis hekimligini ve bir ¢ok tip dalimi yakindan ilgilendirdigi
i¢in, literatiirde en fazla ¢aligma yapilmis konulardan biridir (6). Uzun yillardir gesitli
aragtirmacilar, yeni kemik yapimini uyaracak nitelikte olan greftler ve biyomateryaller
tizerinde calismaktadirlar. Bu arastirmalar, kemik defektlerinde yeni kemik

olusturulmasi ile eski fonksiyon ve estetik yapiya doniistiiriilmesini hedeflemektedirler.

Kemik defektlerinin 6nlenmesi ve rekonstriiksiyonu amaciyla gercgeklestirilen
bir ¢ok cerrahi yontemin yam sira lokal veya sistemik olarak etkili ila¢ ve materyaller
de gelistirilerek incelenmistir (7,8). Bunlar arasinda y6nlendirilmis doku rejenerasyonu
teknigi, otojen kemik greftleri, allogreftler, ksenogreftler, alloplastlar, mine matriks
. proteinleri ve biiylime faktorleri yer almistir. Rejeneratif tedavilerde kullanilan
biyomateryaller; osteogenezisi baslatmali, alici tarafindan tamamen kabul edilmeli, elde
edilebilmesi ve bulunabilmesi kolay olmali ve maliyeti diisiik olmalidir (9). Greft
materyalleri ile ¢esitli oranlarda basar1 saglanmigsa da, otojen kemik greftleri ikinci
operasyon bdlgesi olusturmasi ve kisith miktarda kemik elde edilebilmesi gibi
dezavantajlara sahiptir. Allogreftlerin ise basta hepatit ve HIV gibi ¢esitli kan
hastaliklar1 olmak {izere bazi hastaliklari tagima riskinin bulunmasi, maliyetlerinin gok
yiiksek olmasi ve dokularin tam olarak rekonstriiksiyonunu saglayamamalar1 gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (10,11). Bu olumsuz etkilerden kurtulabilmek, biiyiik
kemik defektlerinin de kendiliginden iyilesmesini saglamak veya bdlgeye uygulanan
kemik greftlerinin entegrasyonunu hizlandirmak amaci ile biiyiime faktorlerlerinin
kemik iyilesmesi tizerine etkileri arastirilmistir. Bu biiyiime faktdrlerinin osteoindiiktif
etkisi ispatlanmis, ancak teknolojinin pahali olmasi nedeni ile kullanimi Kklinige

yeterince yansimamistir (12,13,14).



Hiicresel temelde gorev yapan bu yapilarin diginda kalsiyum iyon
yogunlugundan sorumlu paratiroid hormon gibi sistemik hormonlarin belirli kogsullar
altinda kemik iyilesmesi {izerine etkileri de aragtirilan konular arasindadir. Paratiroid
hormon erkek ve kadinlarda goriilen osteoporoz durumlarinda vertebral ve vertebral
olmayan kiriklarin olugsma riskini %35-%65 oraninda azaltmakta kullanilan anabolik bir
ajandir (15,16). Elde edilmeleri, tasima ve saklama kosullar1 zor ve pahali olan bu
yontem diginda farmakolojik ajanlarin kemik iyilesmesini uyarici etkileri de arastirilan

konular arasindadir (17).

Son yillarda kemik defektlerinde lokal kemik olusumunun uyarilmasi igin,
sistemik olarak kullanilan bazi ilaglarin lokal uygulamasinin alternatif bir yontem
olabilecegi ileri stirtilmiistiir (18).

Simvastatin, Hidroksimetilglutaril-koenzim A rediiktaz (HMG CoA rediiktaz)
inhibit6rii ve antihiperlipidemik statin grubu icerisinde yer alan bir etken maddedir.
Yiiksek kan kolesterol seviyesi bulunan hastalarda serum kolesterol konsantrasyounu
dustirmek i¢in kullanilmaktadirlar (19). Farmakolojide pleiotropik etki, herhangi bir
ilacin gelistirilme amacinin disinda gosterdigi etkiler i¢in kullanilan bir terimdir. Statin
grubu ilaglarin, kolesterol diisiiriicii etkilerinin disinda sinir sistemi, immiin sistem ve
iskelet sistemi {izerinde de baz1 yararli pleiotropik etkilere neden oldugu belirtilmektedir
(20). Statinler, osteoklastlarin aktivasyonunu inhibe ederler ve kemik morfogenetik
protein-2 (BMP-2) geninin a¢iga ¢ikmasini saglarlar. Bu sekilde iskelet sistemi {izerinde
kemik olusumunu arttirarak yararl etki gostermektedirler (19,21).

Caligmamizin amaci, kobaylarin tibiasinda kritik boyutlarda olusturulan kemik
defektlerine uygun dozda ve uygun tasiyici ile lokal simvastatinin uygulamasi sonrasi
olusacak degisikliklerin histolojik olarak degerlendirilerek simvastatinin bu kemik

defektlerinin tedavisindeki roliinii incelemektir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. KEMIK

2.1.1. Kemik Dokusu

Kemik, biyomekanik ve mekanik 6zellikleri nedeniyle insan viicudu i¢in yapisal
Onem tastyan, viicuda mekanik dayamiklilik saglayan, yumusak dokulardan meydana
gelmis yapilar1 destekleyen, kalsiyum-fosfat dengesini saglayan, hematopoez i¢in uygun
cevreyi saglayan 6zellesmis bir bag dokusudur. Kemik ayni zamanda kendisini yapisal
olarak tamir edebilen, mineral depolama 6zelligi sayesinde hiicre disi sivi dengesinin
korunmasinda rol oynayan bir yapiya sahiptir (22—24).

Kemik dokusu, kemik matriksi ve ¢esitli kemik hiicrelerinden (osteoprogenitor

hiicreler, osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar) meydana gelmistir.

2.1.2. Kemik Hiicreleri

Kemigin gelisiminde 4 tip hiicre vardir.
1)Osteoprogenitor hiicre
2)Osteoblastlar

3)Osteoklastlar

4)Osteositler

2.1.2.1. Osteoprogenitor Hiicreler.
Embriyonel mezenkimden kaynagini alan ve periost ile endost tabakalarinda
bulunan osteoprogenitér hiicreler, stromal hiicrelerin farklilasmasi ile olusurlar. Mitoz

boliinme ile ¢ogalirlar (25).

Biiylime—gelisme doneminde aktif olan bu hiicreler, eriskin hayatta kirik
iyilesmesinde ya da farkli yaralanma tiirlerinde aktiflesip; osteoblast veya osteoklast

gibi diger kemik hiicrelerine doniisebilirler (26).

2.1.2.2. Osteoblastlar
Osteoblastlar, osteoprogenitér hiicrelerin farklilasmasiyla olusan kiibik sekilli

hiicrelerdir. Kemik matriksi sentezinden, yeniden sekillenmeden (remodeling) ve



kemigin onarimindan sorumludurlar. Kemigin herhangi bir travma sonucu yaralanmasi

sonrasinda kemigin formunu ve fonksiyonunu geri kazanmaya calisirlar (27-29).

Osteoblastlar metabolik olarak aktif salgilayici hiicrelerdir. Kollajen, kollajen
yapida olmayan proteinler, birgok sitokin, alkali fosfataz, prostaglandinler ve notral
proteazlar salgilamaktadirlar (23). Sentezledikleri kollajenle mineralize olmayan kemik
matriksi olusturmakta ve daha sonra bu yapmin kalsifiye olmasini saglamak i¢in
kalsiyum ve fosfat iyonlarinin kemik igine ve disina salimmmlarini diizenlemektedirler
(30).

Elektron mikroskobunda osteoblastlarin serbest ribozomu, gelismis golgi bolgesi
cok sayida girintili ¢ikintili  endoplazmik retikulumlari  ve mitokondrileri
gorlilebilmektedir. Genis ovoid gekirdek, dis merkezli olarak yerlesmistir (24,31).

Osteoblastlar, oseoklastlarla birlikte kemik yapim—yikim doéngiisiinde rol
almaktadirlar. Osteoblastlar, paratiroid hormonu, prostaglandinler, D vitamini
metabolitleri, adrenal ve gonadal steroidler, sitokinler ve lenfokinler gibi molekiillere
0zel reseptorler icermektedirler (32).

Osteoblastlarin aktif yasam Omrii 1-10 hafta arasindadir. Bazilar1 kemik

yiizeyini doseyen hiicrelere, %15°1lik bir kismi ise osteosite doniisiir (24,31).

2.1.2.3. Osteoklastlar

Kemik dokusunun rezorpsiyonu ve yeniden sekillenmesini saglayan, sitoplazmik
uzantilari olan ¢ok c¢ekirdekli, dev hiicrelerdir (23). Kemik iligindeki graniilosit-
makrofaj hiicrelerinden kaynagini alan osteoklastlar, kemik rezorbsiyonunun basladigi
bolgelerde yer alan rezorbsiyon kavitelerinde ve Howship lakiinleri adi verilen
bosluklarda bulunurlar. Osteoklastlarin kemik yiizeyine yakin olan kisimlari, mineralize
ylizeye tutunarak rezorpsiyon bolgesini belirlemektedir. Bu 6zellikleriyle osteoklastlar,
kemik matriksinin hem organik hem de inorganik kisimlarinin ¢6ziinmesini
saglamaktadir. Osteoklastlar osteoblastlarla birlikte mekanik streslere bagli olarak
kemigin sekillenmesine olanak saglamaktadirlar.

Kemik mineral yapisin1 ¢6zerek kalsiyumun agiga ¢ikmasimi saglayan
osteoklastlarin etkileri bifosfonatlar, kalsitonin Ostrojen hormonlarinin etkileriyle

azalirken; paratiroid, tiroksin hormonlari ve D vitamini ile artmaktadir (33,34).



2.1.2.4. Osteositler

Osteositler kemik matriksindeki lakiinler igerisinde bulunan olgun
osteoblastlardir. Her lakiinde sadece bir osteosit bulunmaktadir. Ortalama olarak 1mm?
kemikte 20000 ile 30000 arasinda bulunarak olgun kemik dokusunda en fazla bulunan
hiicre tipidir.

Osteositler boyut olarak kaynak hiicreleri osteoblastlara goére kiiciiliirken
kaniilikuliler iginde sitoplazmik uzantilara sahip olurlar. Bu sekilde osteositler hiicre
lakiinasi i¢inde gomiilii kalmayip komsu osteositlerle. osteoblastlarlarla, kemik yiizeyini
ddseyen hiicrelerlerle, periosta ait hiicrelerle ve damarsal yapiyla iletisim halinde olurlar
(Sekil 2.1). Bu yapilar araciligiyla molekiiller hiicreden hiicreye aktarilirlar. Kemik
matriksinin yapisal ve metabolik biitiinliigiiniin korunmasini saglarlar.

Yasam siireleri kemik turn-over hizina bagli olmakla birlikte genellikle uzun
Omiirltdiirler. Ortalama &miirleri birka¢ yildir. Yaglanmayla, 6strojen hormonunun

azalmasiyla ve glukokortikoid yapida hormonlarm artmasiyla osteositlerin sayisi
azalmaktadir (23,33,35,36).
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Sekil 2-1: Kemik hiicrelerinin ve farklilasma yollarinin sematik gosterimi (24).

2.1.3. Kemik Matriksleri
Kemik dokusunun matriks kismi organik matriks ve inorganik matriks olmak

lizere iki kisimda incelenmektedir. Her iki bolimde de kemigin fiziksel 6zellikleri

Onemlidir (37).



2.1.3.1. Organik Matriks

Kemigin kuru agirhigimin %35%ini olusturan organik matriksine osteoid madde
denir. Kemigin formunu veren ve inorganik tuzlarin sekillenmesini saglayan organik
matriks, %90°dan fazla bir oranda Tip I kollajenden olusmaktadir. Bu kollajen
osteoblastlar tarafindan {iretilmektedir (38). Kollajen ve hidroksiapatitin oran ve
dizilimleri kemigin mekanik kuvvetlere kars1 olan direncini belirlemektedir. Kollajen,
kemige ¢ekme kuvvetlerine karsi direng ve esneklik kazandirmaktadir. Kemik iginde
bulunan kollajenin ortadan kaldirilmasi halinde kemigin orjinal sekli bozulmamakta
ancak kolayca kirilabilir hale gelmektedir (35).

Organik matriksin geriye kalan %10’luk kismu kollajen yapida olmayan
proteinlerden olugmaktadir. En sik rastlanilan nonkollajen proteinler osteokalsin,
osteonektin, osteopontin ve kemik siyaloproteinleridir. Nonkollajendz proteinler
biiytime faktorlerinin regiilasyonunda, organik matrikse tutunmalarinda ve organik
matriksin kalsifikasyonunda goérevlidir. Fibronektin temel ekstraselliller matriks

adezyon molekiiltidiir. Osteopontin ise osteoklastlarin kemik yiizeyine tutunmalarim
saglar (39).

2.1.3.2. Inorganik Matriks

Kemigin inorganik matriksi, kemigin mineralize kismudir ve kemik kuru
agirhgimin %65°i kadardir. Inorganik maddeler icinde kalsiyum ve fosfat tuzlari en
yiiksek oranda bulunurken, daha sonra bikarbonat ve sitrat tuzlar1 gelmektedir. Ayrica

magnezyum, potasyum, sodyum gibi elementlerin tuzlari da bulunmaktadir (24).

Elektron mikroskobu ¢aligmalari, kollajen fibrilleri arasindaki hidroksiapatit
kristallerinin ylizey iyonlarinin hidrate olarak su ve iyonlardan olusabilen bir tabaka
bulundurdugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Boylelikle dogal halinden ¢ok daha kolay
¢oziinebilen kristallerin gerektiginde kalsiyum, fosfat veya magnezyum iyonlari
esktraselliiler s1viya aktarmasi ile viicut iyon dengesi saglanmaktadir (40).

Hidroksiapatit, kemige sertlik katarak, kemigin baski kuvvetlerine kars1 direng
gostermesini saglar. Dekalsifiye olup mineralize yapisindan kurtulmus olan kemik

ornekleri, sekillerini kaybetmez ama bir kikirdak gibi esnek hale gelirler (35).

2.1.4. Kemik Zarlar

Kemigin dis ve i¢ ylizeyleri kemigi olugturan hiicrelerden ve bag dokusundan

olusan zarlarla ortiiliidiir. Distakine periosteum, i¢tekine endosteum denir.



2.1.4.1. Periosteum (Periost)

Periost, vaskiiler konnektif bag dokusudur. Eklem yiizeyleri dsinda tiim kemik
yiizeylerini digtan cevreler. Bu tabaka kemige destek saglar, kemigin beslenmesi,
gelisimi ve tamiri gibi 6nemli olgularda biiyiik rol oynar. Dista fibréz, igte osteojenik
olmak {iizere iki tabakadan olusur. Fibr6z tabaka kollajen fibriller ve fibroblastlardan
olusur. Osteojenik tabaka ise daha ince ve zayiftir. Gevsek bag dokusunda olup,

osteojenik potansiyele sahip osteoprogenittr hiicreden zengindir.

Tabakalarin her birinin fonksiyonu farkhidir. Fibroz tabaka (dis tabaka),
metabolizmada rol alan damarlari ve lenfatikleri igerir. Osteojenik tabaka (i¢ tabaka)
hiicreleri ise kemik hasarinda osteoblast haline doniiserek yeni kemik olusumunu saglar.

Kemik onarimina katilan bu hiicreler normal kosullarda aktif degildirler (41,42,43).

2.1.4.2. Endosteum (Endost)

Endost tabakasi kemik iligi kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemlerini
cevreleyen retikiller bag dokusudur. Periosteumdan daha incedir ve tek tabaka
osteojenik hiicre igerir. Bu tabakanin kemik doku yaninda hematopoetik hiicreleri
yapabilme 6zelligi vardir (41,42,43).

Periost ve endostun temel islevi, kemik dokusunun beslenebilmesi,
biiytiyebilmesi ve onarimi i¢in gerekli olan yeni osteoblastlarin araliksiz olarak

tiretilmesidir. Bu nedenle kemik cerrahisinde periosteum ve endosteumun korunmasina

cok dikkat edilmelidir (24).

2.1.5. Kemik Tipleri
Kemik mikroskobik olarak incelendiginde 2 farkl: tipte oldugu goériilmiistiir.

1) Primer, olgunlagmamis, kemik

2) Sekonder, olgun veya lameller, kemik

2.1.5.1. Primer Kemik Dokusu

Primer kemik, embriyolojik gelisim siirecinde kirik ve diger onarim islemlerinde
ilk ortaya ¢ikan kemik tiiridiir. Primer kemik gegicidir ve yetiskinlerde kafadaki yassi
kemik eklemleri, dig alveolleri ve tendonlarin kemige tutundugu yerler gibi birkag yer
disinda yerini sekonder kemige birakir (44). Primer kemik dokusunda kollajen lifleri
diizensiz bir yapida bulunmaktadir. Mineral igerigi sekonder kemige goére daha

diistikken igerdigi osteosit orani daha yiiksektir (40). Mineral igerigi az olmasi



nedeniyle mekanik direnci diisiiktiir. Bu kemik tipi olduk¢a hizli (giinde 30-50 pm)
olusur (45).

2.1.5.2. Sekonder Kemik Dokusu

Olgunlagmis kemik olarak adlandirilan sekonder kemik daha ¢ok yetiskinlerde
primer kemigin remodeling sonrasi yerini sekonder kemiZe birakmasi sonucu
olugmaktadir. 3-7 um kalinliginda lamellerden olusmaktadir. Sekonder kemik matriksi
primer kemik matriksine gore daha kalsifiyedir. Iyi organize olmus kollajen protein ve
mineralizasyon, sekonder kemigi son derece kuvvetli ve dayanikli bir kemik haline
getirmektedir. Sekonder kemik (giinliik ortalama 0,6—-1 mm hizla) primer kemige oranla
cok daha yavas olugsmaktadir (40,46).

Sekonder kemik, kortikal (kompakt) kemik ve kansellé6z (spongiyoz ya da
trabekiiler) kemik olarak iki farkli yapidadir.

A)Kanselloz (Spongioz) Kemik

Kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlar1 ve yass1 kemiklerin
i¢ ytizlerinde bulunan kanselloz kemik, trabekiiler ya da spongiéz kemik olarak da
adlandirilir. Viicut kemiklerinin hacimsel olarak %20’sini olusturmaktadir. ki kortikal
kemik tabakasi arasinda bulunan siingerimsi kemiktir. Makroskopik olarak gézlenebilen
ve trabekdil édl verilen li¢ boyutlu her biri yaklasik 200 um kalinhiginda kafes tarzmdé
yapisal elementlerden olugur. Trabekiillerin arasi kan ve kemik iligiyle doludur. Kan

damarlar1 kanselloz kemigin medial kemik kavitesindeki kemik iligine besin tasir (6, 47,
48).

B)Kortikal (Kompakt) Kemik

Kompakt kemik olarak da isimlendirilen kortikal kemik yassi kemiklerin i¢ ve
dis tabakalarim, uzun kemiklerin ise yalmiz dis yiiziinii olusturmaktadir. Iskelet
sisteminin yaklasik %80’nini olusturmaktadir. Homojen, siki ve kompakt bir yapidadir.
Gelen kuvvetlere karsi direng gosterme ve hayati organlari korumak gibi goérevleri
bulunmaktadir (49).

Kompakt kemik i¢ ige gegmis halkalar bigiminde, kemigin uzun ekseni boyunca
lamel ad1 verilen mikroskopik matriks tabakalari igerir. Kanallar ve onu ¢evreleyen bu
lamellerin biitiintine Havers sistemi ya da osteon adi verilir (50). Havers kanal sistemleri

kemigin uzun eksenine paralel olarak dizilmislerdir. Osteonlar ortalama olarak 200 um



capindadirlar ve osteonlarmn ortasinda kan damarlart ve sinirleri barindiran yaklasik 50
pm capinda Haversian kanallari bulunmaktadir. Havers kanal sistemi icerisindeki
damar-sinir paketi ile baglantili, osteonlarin kendi aralarinda ve kemik dis yiizeyi ile
iletisimini saglayan kemik yiizeyine dik seyreden Volkmann Kanallar1 bulunmaktadir.
Bu kanal sistemleri Havers kanallarina dik veya oblik olarak baglanirlar. Bu kanallarin
cevresinde herhangi bir lamel olusumu bulunmamaktadir. Lameller yapinin igerisinde
osteositler bulunmaktadir. Havers ve Volkman kanallari ile osteositlerin kendi

arasindaki iletisimini, kanakiili adi verilen ayri bir ag sistemi saglamaktadir

(40,51,52)(Sekil 2.2).

Kanakiili

Trabekiiler kemik

Lakuna

Kortikal kemik

Sekil 2-2: Havers Kanallarinin Sematik Goriintiisii (42).

2.1.6. Kemik Biiyiimesi ve Gelisiminin Evreleri
Kemikte biiylime ve gelisme embriyonik dénemde baslayip, geng¢ eriskin
déneme kadar devam eder. Intramembransz ve endokondral olmak iizere 2 tiir

kemiklesme vardir.

2.1.6.1. Intramembranéz Kemiklesme

Intramembranéz kemiklesme, mezenkimal bag dokusundan direkt olarak kemik
sekillenmesidir (59). Mezenkim membran giderek kan damarlarindan zenginlesir.
Mezenkim hiicreleri hizli béliinme gostererek, kemiklesme merkezinde osteoid madde

sentezini yapan osteoblastlara farklilagirlar. Osteoid madde mineralize olur.
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Mineralizasyon ilerledik¢e lakiinalar iginde hapis olan osteoblastlar osteositlere
dontigtirler ve osteositler arasi ince sitoplazmik uzantilarla baglanti kurulur.
Kemiklesme merkezinin ylizeyindeki osteoblastlar mitozla ¢ogalarak kemik olusumu
artar. Bu sekilde olusan kemik birikimi iginsal yayilim gésterir ve komsu olan
kemiklesme merkezlerini birlestirirerek yeni kemik olusumunu saglarlar. Kollajen
liflerinin diizensiz oldugu bu yapi, osteoklastlarin rezorpsiyonu ve osteoblastlarin yeni
kemik olusturmasiyla yeni kansell6z ya da kompakt kemige doniisiirler. Geligsmekte
olan kemik dokusu iginde kalan ilkel mezenkim dokusu da kemik iligini olusturur
(23,53)(Sekil 2.3-A).

Kafatasinin frontal, parietal kemikleri, oksipital ve temporal kemiklerin bir
kismi, mandibula ve maksiller kemiklerin bazi kisimlari intramembrandz kemiklesme

ile meydana gelmektedir (23,53,54,55).

2.1.6.2. Endokondral Kemiklesme

Uzun ve kisa kemiklerde gériilen endokondral kemiklesme, dogum 6ncesi baglar
ve biiylime tamamlanincaya kadar devam eder. Endokondral kemiklesmede, mezenkim
doku kemigin yetiskin seklinin kiigiik bir hiyalin kikirdak modelini olusturur ve
kemiklesme bu kikirdak model i¢inde baglar (56). Endokondral kemiklesme iki asamada
gerceklesir. Ik asama kemik modelindeki kondrositlerin hipertrofisi ve harabiyetidir.
Ikinci asama ise, indifferent mezenkim hiicrelerinin kikirdagi rezorbe etmeleri ve
osteoblastlarin olugmasidir (57,58)(Sekil 2.3-B).

Endokondral kemiklesme uzun kemiklerdeki epifiz bélgesinde ve mandibula
kondil basinda olusur. Gelisimde kemigin uzunlamasina biiyiimesini saglar. Kemigin
enine biylimesi ise apozisyonel kemik olusumuyla gergeklesir. Kemiklesme sona
erinceye kadar kikirdak hiicreleri boliniip ¢ogalarak devamli kikirdak dokusu yapar, bu
kikirdak da yerini kemik dokusuna birakir. Boylece kemikler belli bir yasa kadar

uzamaya devam eder (59,60).
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Intramembrandz Osifikasyon Endokondral Osifikasyon
- Mezankimal Mezankimal
f \ Kandensasyon - Kandensasyon
R = Perikandriyum
X A :
Osteajenik ; B 1ondrosit
Frant A
Hipertrofik Kondrosit
o
Osteoblast
‘ ¢ :
&= T Usteosi Pralifere Olan Kondrasit
Osteoprogenitdrler Periost rljateoblast
Mozahbimal | Osteoblast //'/Kemnk Trabekil

» Perikondriyurm y
Kondensasyon | OSEEWI N //’//Kemlkle§me

A B

Sekil 2-3: Intramembranéz ve endokondral kemik olusumlarinin karsilastirilmasi (60).

2.1.7. Kemigin Sekillenmesi

Kemigin sekillenmesi (modeling) ve biiylimesi birbirini takip eden olaylardir.
Biiyiimeyi kontrol eden yerel etkenler ayni zamanda bu yapilanmaya uygun bir kemik
sekillenmesi de baslatirlar. Sekillenme siireci genel olarak, rezorpsiyon ve yeni kemik
olusumu mekanizmalar1 sayesinde kemik yiizeylerine daha fazla kemik dokusu
eklenmesi ya da var olan kemik dokusun azalmasi seklinde tanimlanabilir. Biiyiime
sirasinda yeni kemik olusumu kemik yikimindan daha fazladir. Sekillenme olay:
kemiklerin biiyiimesini, seklini, direncini ve anatomik &zelliklerini belirler. Bununla
birlikte sekillenme, kortikal tabakanin kalinligini artirarak ve kemik iliginin bulundugu

boslugun c¢apini genisleterek uzun kemiklerin u¢ kisimlarini gekillendirir. Ayrica
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kafatasi konturlarinin degismesinden de sorumludur. Eriskinlik dénemi ile beraber

etkinligini yitirmektedir (23,61).

2.1.8. Kemigin Yeniden Sekillenmesi (Remodeling)

Kemigin yeniden gekillenmesi (remodeling) ile kemigin metabolik ve
biyomekanik olarak ¢evre sartlarinda varhigint siirdiirebilecek yapida olabilmesi
saglanmaktadir. Metafizde olusan olgunlasmamis kemik, yapisal olarak olgun kemikten
daha kalitesizdir. Bununla birlikte ilerleyen yagla birlikte eriskin bireylerde kemik
kalitesi diiser. Bu nedenle eksilen kemigin yerine konmasi veya yenilenmesi gerekir. Bu
islem, kalitesi diisiik olan kemigin yerine, sirasiyla yikim ve yeni lameller kemik
yapimiyla gergeklesen yeniden sekillenme ile olur (Sekil 2.4). Bu evre giiglii ama
diizensiz sert kallusun daha diizenli lameller kemige doniisiimiidiir (62).

Bu yeniden sekillenme siireci aylar hatta yillarca siirebilir. Ancak genellikle
yeterli kuvvetteki bir kemigin olusumu yaklasik 6 ayda tamamlanir. Erigkin bir bireye
ait kortikal kemigin turnover (kendini yenileme) hizi 20 yil, kanselldz kemigin ise 1-4
yildir (63,64).

Sekil 2-4: Yeniden Sekillenme Safhalarimin Sematik Goriintiisii A.inﬂamasyon, B.Tamir,
C.Yeniden Sekillenme (62).

2.1.9. Kemik Iyilesmesi

Kemik iyilesmesi, skar dokusu olusmasina neden olmaksizin kemik
anatomisinin ve fonksiyonun tam olarak geri dénmesi ile sonuglanan karmasik bir
siiregtir. Kemik dokusunun iyilesmesi iki sekilde gergeklesir. Birincil (Primer)
iyilesmede (direk temas iyilesmesi) intramembrandz kemiklesme gozlenmektedir.
Fragmanlar arasi bosluk yoktur ve rijit stabilizasyonda gergeklesir. Primer iyilesmede

kartilaj olusma sathasi yoktur. Osteoklastlar iki fragmanin ucundaki nekrotik dokulari
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rezorbe ederken; osteoblastlar lameller kemigi kemigin uzun eksenine paralel olacak bir
sekilde olustururlar (40,65,66). Ikincil (sekonder) iyilesmede ise organizma kirik
bolgesini digaridan saran bir kallus olusumu ile hareketsizligi saglar ve kirik bolgesini
endokondral kemiklesme ile tamir eder (67).

Sekonder kemigin iyilesmesi, yangi (enflamasyon) fazi, onarim (reperasyon)
faz1 ve yeniden sekillenme (remodeling) fazi olmak iizere 3 fazda olusmaktadir (Sekil
2.5).

Enflamasyon fazi, travmadan sonra birka¢ saat igcinde baslar ve gelisen
yumusak kallusla yer degistirene kadar bir kag giin devam eder (68).
Vazokonstriiksiyon, vazodilatasyon, pihti olusumu (hemostaz), fagositoz (l6kositoz),
yeniden damarlanma ve graniilasyon dokusunun sentezini igerir (69). Vazodilatasyon ile
kirik bolgesinde ilk 24 saat i¢inde 6dem olusur. Polimorf ¢ekirdekli 16kositler, monosit
ve lenfositleri igeren enflamasyon hiicreleri 6demli bélgeye dogru gb¢ eder. Bu sirada
ortama interlokin—1 (IL-1), interlokin—6 (IL—6), interlokin—11 (IL-11) gibi iltihapsal
sitokinler ve TGF—3 gibi biiyiime faktorleri salgilanir (70).

Yaralanma sonrasi periostun yirtilmasi ve ¢evre dokulardaki damarlarin hasar
gormesi ile kanama meydana gelir. Kanama sonucu boélgede hematom olusur ve
trombosit ve trombotik faktorlerin ortama salinmasiyla hizla pihtilagir. Hematomun
basinci ile kirik uglarnin bir arada tutulmast saglanir. Ortama toplanan mezenkim
hiicreleri pihtiy1 organize ettikten sonra ige dogru biiyiiyen kapillerler ile birlikte pihti, 3
ya da 4 giin icerisinde graniilasyon dokusu ile yer degistirir (71).

Onarmm fazinda, mezenkimal kaynakli, ¢ok yonlii gelisebilme 6zelligi olan
hiicreler rol almaktadir. Organize hematom c¢evresindeki damarlardan fibroblast
infiltrasyonu geliserek ostoblastlara farklilagir. Osteoblastlar 7 giin i¢inde immatiir
vaskiilarize kallus dokusunu olusturur. Bu yapi; fibréz dokudan, kikirdaktan ve
olgunlagsmamis kemik dokusundan olusur ve damarlanmasi c¢oktur. Osteoblastlar
tropokollajen salgilayarak kollajen liflerin dizilimini diizenlerler. Bunlarin iizerine
kalsiyum iyonlar ¢okerek sert kallus olusur. Kallusun etkisiz kisimlarinin rezorpsiyonu
ve trabekiiler kemigin stres ¢izgileri boyunca uzamasi ile yeniden sekillenme evresi
baslar (55,72,73).

Sekillenme fazi, kemik iyilesmesinin en son ve en uzun siiren fazidir. Bu evre
gliclii ama diizensiz sert kallusun daha diizenli lameller kemige doniisiimiidiir. Onarim

evresinin ortasinda bagslayip insanlarda 4-16 hafta siirerken, yillar boyunca da devam
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eder (62). Osteoblastlar sinyal faktorleri ile aktive olurlar ve bir kemik bolgesini
bosaltirlar. Ardindan osteoklastlar stimule olur ve osteoblastlarin agiga ¢ikardig alana

tutunarak rezorpsiyona baglarlar (74). Osteoklastik rezorpsiyon alanlari (howship’s

lakiinleri) osteoblastlar tarafindan doldurulur ve daha sonra kalsifiye olup kemik

olusturacak osteoidi salgilarlar (Sekil 2.5)(75).

Periosteal hiicre gogalmass Birincil kemik dokusu
Periosteum Kemik )
Rallus

Hyalin kikirdak ikineil kemik dokusu

iyilesmis (ikincil) kemik

Sekil 2-5: Kortikal kemiklerde kemik iyilesme siireci (75).

2.1.9.1. Kemik lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kemik iyilesmesini etkileyen faktorler, lokal ve genel faktorler olarak iki ana
baslik altinda toplanir. Lokal faktdrler travmanin derecesi, yara uglarmin konumu, yara
bolgesinin kanlanmasi, kemigin tipi, immobilizasyon derecesi, lokal nekroz, yumusak
doku hasarinin derecesi ve enfeksiyon varligindan olusmaktadir. Yas, diabet, anemi,
tiiberkiiloz gibi sistemik hastaliklar, paratiroid hormonu, kalsitonin, insiilin, biiyiime

hormonu gibi hormonlar ve A, C ve D vitaminleri ise genel fakt6rleri olusturmaktadir
(76,77).

2.1.10. Kemik Greftleri

Doku ve organlarin  kazanilmis veya  konjenital  defektlerinin
rekonstriiksiyonunda yer tutucu ve kemik yapimini uyarici etkisi olan materyallere greft
adi verilir. Dental enfeksiyonlar, alveolar travma, komplikasyonlu dis ¢ekimleri ve
periodontal hastaliklar, lokalize ya da yaygin kemik defektlerine neden olabilmektedir
(78-80). Bu noktada kemik grefti uygulamalari, uygun kemik hacmi ve morfolojisinin

yeniden olusturulmasi igin tedavi segeneklerinden birini olusturmaktadir (81,82). Kemik
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doku miihendisliginin temeli, kemigin istenen anatomik bolgesinde kemik iyilesmesi
icin yanit olusmasina dayanmaktadir. Klinik basari, olusan kemigin yeniden sekillenme
sonucu ¢evre kemik dokusu ile yapisal olarak biitiinlesmesi (integrasyon) ve olusan
kemigin fonksiyon gérmek igin yeterli mekanik dayanikliliga sahip olmast ile belirlenir.
Kemik greftlerinin biyolojisinin anlagilmasi i¢in osteointegrasyon, osteokondiiksiyon,
osteoindiiksiyon ve osteogenezis kavramlarinin agiklanmasi gerekir (83-85).

Osteointegrasyon: Greftin arada fibréz doku olusumuna yol agmayacak sekilde
alic1 kemik ylizeyine kimyasal olarak tutunabilmesidir.

Osteokondiiksiyon: Alici kemikten vaskiiler ve perivaskiiler yapilarin grefte
ilerlemesi igin greftin cati gorevi iistlenerek yiizeyinde yeni kemik olusumunu
destekleyebilmesidir.

Osteoindiiksiyon: Pliiripotent hiicrelerin ¢evre dokuda osteoblastik fenotipe
dénmelerini uyarabilmektir.

Osteogenezis: greft materyali icerisindeki hiicresel elemanlarin transplantasyon
sonras1 hayatta kalarak, nakledilen alanda yeni kemik olusturabilmesidir. Yeni kemik
dokusu ortaya c¢ikabilmesi i¢in oncelikle kemigi meydana getirebilecek yeterli sayida
“osteojenik progenitor hiicreler” ortamda bulunmalidir.

Ideal kemik greft materyalinin &zellikleri su sekilde 6zetlenebilir:

1. Antijenik 6zellik taslmainah,

2. XKarsinojenik ve toksik olmamali,

3. Yapasal olarak giiclii ve dayanikli olmali; yeterli destek ve stabiliteyi saglayabilmeli,
4. Enfeksiyona dayanikli olmals,

5. Kok rezorpsiyonu ya da ankiloza neden olmamali,

Kolay uygulanabilmeli ve istenilen forma kolayca getirilebilmeli,

Hizli ve yeterli miktarda elde edilebilmeli,

Minimal cerrahi islemle kullanilabilmeli,

© % N o

Maliyeti ucuz olmal,
10. Osteoindiiktif ve kondiiktif 6zellikleri olmali,

11. Yeni atagmani tetiklemelidir (143).

Organ veya doku grefti uygulamalarinda transplante edilen materyaller immiinolojik

orijinlerine gore su sekilde simiflandirilmaktadir (1,88):
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1.0tojen greftler: Ayni canlidan alinan dokulardir.

2.Allojenik greftler (Allogreftler) veya implantlar: Aym tiirden fakat genetik
olarak aliciyla hi¢bir benzerligi olmayan canlilardan alinan dokulardir.

3. Izojen greft veya implantlar (Izogreft ya da Syngenesioplastic greft): Alici ile
ayn1 genetik yapiya sahip canlilardan alinan dokulardir.

4. Xenojenik implantlar (Xenogreftler): Alicidan farkli bir tiirden olan vericiden
alinan dokulardir.

5.Alloplast greftler: Bu greftler sentetik olarak tiretilirler.

Kiictik defeklerde partikiiler kemik greftlerinin kullanimi 6nerilirken; kemik
defekti orta dereceli oldugunda kortiko-kanselloz blok greft kullanimi Onerilmektedir
(89-94).

Otojen greftler: Alveoler atrofi ve kemik defektlerinin tedavisinde halen en
basarili segenek olmaya devam etmektedir ve agiz icinden kolaylikla elde
edilebilmektedir. Otojen dokularin transplantasyonlari bazi cerrahi ve teknik problemler
tasisalar da immiinolojik komplikasyona neden olmazlar. Taze otojen greftin osteojenik
hiicreler bulundurmasi ve immiinolojik reaksiyona neden olmamasi en Onemli
avantajlaridir (88,95,96).

Allojenik greftler: Aym tiirden fakat genetik olarak farkli bireylerden alinan
greftlerdir. 3 grupta incelenirler. Bunlar: Dondurulmus (frozen), dondurulmus
kurutulmus (frozen-dried) ve dondurulmus-kurutulmus-demineralize (freze-dried
demineralized) allojen greftlerdir (78).

Xenogreftler diger tiirden canlilardan alinan greft ¢esitleridir. Organik yapilar
tamamiyle c¢ikartilir. Bu sebeple immiinolojik reaksiyon ile ilgili herhangi bir
olumsuzluk yasanmamaktadir. Inorganik boliimden iyi bir kalsiyum kaynagi olarak
dogal bir iskelet matriks gorevi gormesi beklenmektedir. Bu inorganik yap: ayni
zamanda, ogmentasyon sirasindaki remodelling igin fiziksel boyutta iyilesmeye
yardimet1 olur (78,97).

Alloplast kemik greftleri ise sentetik olarak dretilirler. Osse6z defektlerin
tamirinde ve kemik kalmligimin arttirilmasinda kullanilirlar. Kimyasal yapisi, fiziksel
formu ve yiizey konfigiirasyonundaki degisiklikler ile biorezorpsiyon seviyeleri

cesitlenmektedir (78,98).
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2.1.11. Bariyer Membranlar

Bariyer membranlarin mekanizmasi ilk olarak 1980 yilinda periodontal
dokularin cerrahi sonrasi iyilesmesini inceleyen Nyman ve ark. tarafindan agiklanmistir
(99). Arastirmalar1 sonucunda yaraya gelen ve migrasyona ugrayan hiicrelerin o
bolgedeki doku rejenerasyonun tipini belirledigini s6ylemislerdir. Istenilen hiicrelerin
yara bolgesine girmesine izin verilmesi, istenmeyen hiicrelerin de engellenmesi
amaciyla bariyer membranlar kullanilmaya baglanmaistir (99,100).

Bariyer membranlar rezorbe olmayan ve rezorbe olabilen membranlar olmak

lizere iki grupta incelenirler.

2.1.11.1. Rezorbe Olmayan Membranlar

Rezorbe olmayan bariyerler klinikte ilk kullanilan materyallerdir. Dokuya
yerlestirildigi andan itibaren yapisal biitiinliigiinii korur. Igerigindeki ve dizaynindaki bu
stabilite, uygulama siiresince cerraha tam bir kontrol imkani verir.

Rezorbe olmayan membranlarin en biiyiik dezavantaji, materyali ¢ikarmak igin
ikinci bir cerrahi islem gerektirmesidir. Ikinci cerrahi beraberinde hasta anlayisimi ve
uyumunu, zamani, maliyeti ve morbiditeyi getirir. Diger yandan membranin ekspoze
olma riski yiiksektir (%31°den fazla)(101). Bu da potansiyel komplikasyonlara ve
basarisizliklara neden olmaktadir. Membranin ekspoze olmasi, oral ¢evre ile yeni olusan
dokular arasinda bir gecis olusmasina neden olur. Enfeksiyon riski artmakla birlikte
kemik rejenerasyonu potansiyeli de azalir. Bu dezavantajlar rezorbe olan membranlarin

gelismesine neden olmustur (91,101).

2.1.11.2. Rezorbe Olabilen Membranlar

Rezorbe olabilen membranlarda degradasyon genellikle hidroliz yoluyla olur. Bu
da kemik formasyonu tizerinde negatif etkisi olan asit ¢gevrenin olugmasina neden olur.
Sadece kollajen membranlar normal doku dongiisiine benzer sekilde katabolik siireg ile
rezorbe olurlar. Bu sayede hasta konforunu azaltan ikinci cerrahi gereksinimi ortadan
kalkar.

Sinlis membran1 perforasyonu onariminda oldugu gibi yeniden opere edilerek
membranin ¢ikarilayamacagi bazi durumlarda, rezorbe olmayan membranlarin

kullamlmasi kontrendikedir.

Rezorbe olabilen membranlarin sahip olmasi gereken o6zellikler su sekilde

siralanmigtir:
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1. Toksik ve antijenik olmamalidir.
2. Kabul edilebilir kullanim 6zelliklerine sahip olmalidir.
e Dokuyu destekleyebilecek yumusakliga sahip olmalidir.
e Bosluk olusturabilmesi ve bunu koruyabilmesi gereklidir.
e Defekt sekline uyabilme 6zelligine sahip olmalidir.
3. Doku ortimiinii desteklemeli ve bariyerin agiga ¢ikma oranini azaltmalidir.
4. Cerrahi sirasinda flep atagmanini artirmalidar.
Flep ve bariyer arasinda cep ve torba olusum siklifim azaltmalidir.
5. Bakteri ekimine ve kontaminasyonuna diren¢li olmalidir.
6. Defekt icine segilmis hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu artirmalidir.
(102)
Rezorbe olabilen materyaller dogal ve sentetik olarak 2’ye ayrilirlar.

1) Dogal Uriinler: Kollajen, biyoloijik ve fiziksel 6zellikleri ile kolay temin
edilebilirligi nedeniyle biyomateryallerin iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ekstrinsik kollajen hemostatik aktiviteyi artirarak
fibroblastlar1 ¢ekebilme ve aktive edebilme yetenegine sahiptir. Ayrica
yara iyilesmesi ve remodelinginde ¢esitli hiicrelerle etkilesime girer. Bu
biolojik aktiviteler diisiik immiinojenite ile birlesince kollajen tercih
edilen bir materyal olmaktadir. Amerikan FDA (Gida ve Ila¢ Dairesi)
tarafindan kollajen materyalinin giivenilir ve yonlendirilmis doku
rejenerasyonunda kullanilabilir oldugu sonucuna varilmistir.

2) Sentetik Uriinler: Sentetik absorbe olabilen materyaller genellikle alifatik
termoplastik polimerlerden imal edilirler. Materyallerden en yaygin
kullanilam1 a-hidroksi asitlerdir. Bunlar poli (laktik asit), poli (glikolik
asit) ve bunlarin polimerleri poli (glikolid-laktid) asitlerdir. Poli (glikolik
asit) ve poli (laktik asit) monomerlerin katalitik polimerizasyonuyla
tretilirler.

Bariyer membranlarla ilgili 6zellikleri géz 6niinde bulundurarak, her hasta ve

defekt i¢in uygun olan rejeneratif bariyer se¢ilmelidir (6,91).

2.2. Statinler
Statinler olarak bilinen 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA)

redilktaz inhibitorleri, yiiksek kan kolesterol seviyesi bulunan hastalarda ve
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kardiyovaskiiler hastaliklarin onlenmesi ve tedavisinde yaygin olarak kullanilan,
glivenirlikleri kanitlanmis, en etkili ajanlardir (103,104).

Statinler elde edilisleri, karaciger metabolizmas1 ve fizikokimyasal 6zelliklerine
gore siniflandirilmistir (105).

Farmakolojik 6zelliklerine gore lovastatin, mevastatin, pravastatin, simvastatin,
fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve cerivastatin olmak tizere 9 farkla
HMG—CoA rediiktaz inhibitorii mevcuttur. Cerivastatin olumsuz yan etkilerinden dolay1
2001 yilinda diinya farmasotik marketinden kaldirilmistir. Bu nedenle su an piyasada
klinik kullanimda 8 adet statin tiirii bulunmaktadir. Mantar fermantasyonundan elde
edilen dogal statinler lovastatin, mevastatin, pravastatin ve simvastatindir. Fluvastatin,
atorvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ise, kimyasal statinlerdir. Dogal statinler
arasmdan simvastatinin, lovastatin ve pravastatinden yaklasik iki kat daha gii¢lii oldugu
bildirilmistir (103,19,107).

Karaciger, biitiin statinlerin hedef orgamidir ve hepatositler hedeflenir.
Statinlerin tiimii, karacigerde benzer sekilde metabolize olurlar. Fluvastatin ve
lovastatininin %70’inden fazlasi, simvastatinin %80’ininden fazlasi ve pravastatinin
%46°s1 karacigerde tutulmaktadir (105,107).

Fizikokimyasal ozelliklerine gore bakilacak olursa, pravastatin ve
rosuvastatin hidrofilik iken; lovastatin, simvastatin ve atorvastatinin lipofilik oldugu V
goriiliir (103). Fluvastatin ise her iki 6zellige de sahiptir (105). Lipofilik statinler hiicre
icine girmek icin hiicre membramindan pasif difiizyonla gegebilirler. Hidrofilik statinler

ise bunun igin spesifik tagiyici mekanizmaya ihtiyag duyarlar (106).
2.2.1. Statinlerin Farmakolojik Ozellikleri

Statinlerin kimyasal yapisi:

1. Hedef enzimin substrati olan HMG—CoA analogu kisim

2. Substrat analogu olan kisma kovalent bagli olan ve statini enzime baglama

islevini géren kompleks bir hidrofobik halka yapisi

3. llaglarin ¢bziinme &zelliklerini, dolayisiyla pek ¢ok farmakokinetik

ozelliklerini belirleyen halka yapilarina bagl yan gruplar

olarak {i¢ kisima ayrilabilir (108)(Sekil 2.6).
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Sekil 2-6: Statinlerin kimyasal yapisi

Statinler %60-80 oraninda emilime ugrar. Uygulanan dozun %51 sistemik
dolasima geger. Statinlerin atilimi %13 oraninda idrarla, %60 oraninda ise fegesle olur.
Yarilanma omrii 3 saattir. Kolesterol sentezi gece daha fazla oldugundan gece

kullaniminin sabah kullanimindan daha etkili oldugu rapor edilmistir (109).

2.2.2. Statinlerin Etki Mekanizmasi

HMG-CoA rediiktaz, insanda hepatik ve ekstrahepatik kolesterol biyosentezinde
hiz kisitlayici basamagi olusturan HMG-CoA’nin mevalonat’a déniisme olayim
katalize eder. Statinler ise kolesterol sentezinde rol alan HMG—CoA rediiktaz enzimini
kompetetif olarak inhibe edip mevalonatin olusmasimi engelleyerek karacigerde
kolesterol sentezini azaltirlar (Sekil 2.7). Hiicresel bazda kolesterol sentezinin azalmasi
sonucu karacigerden kolesterol tiretimi diiser. Hiicre i¢i kolesterol ve lipoprotein
seviyelerinin diismesi ise hlicre membrani diizeyinde diigiik dansiteli lipoprotein (LDL)
reseptorlerinin sayisinin artmasina neden olarak LDL’nin karacigerden direkt alimini
uyarir ve serumda LDL kolesterol seviyesinin azalmasini saglar. Sonug olarak statinler,
HDL kolesterol diizeyini artirirken; LDL kolesterol, VLDL (gok diisiik yogunluklu

lipoprotein) kolesterol ve trigliserid diizeylerini azaltir (110,111). Kan trigliserid
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diizeyini de diigtirtirler. 250 mg/dI’nin tizerindeki trigliserid seviyeleri statinler

tarafindan biiyiikk oranda diistiriiliir ve diisme oram1 LDL kolesterolde saglanan diisme

ytizdesine benzerdir (112-114).

Asetil-KoA
HMG-KoA
l HMG-KoA Rediiktaz
‘1 ud
Mevalonat
¥
Mevalonat-PP
Izopentil-PP
iZQ  J
N .
k 4
Geranil-PP
Ekzojen
mprenmdlm
Kolestrol
CAAX Buytme Faktorii  ©embran ve Streoid
Proteinlerinin  Reseptdrlerinin Sentezi

Prenilasyoru ~ N-glikozilasyonu

Sekil 2-7: Asetil CoA’dan kolesterole doniisiim semasi.(Mevalonat yolu) CoA: koenzim A,
PP: pirofosfat.

2.2.3. Statinlerin Endikasyonlar:

Hiperkolesterolemi, koroner kalp hastaliginda dnemli risk faktorlerindendir ve
ateroskleroza yol agar. Simvastatin, ateroskleroz gelismesini yavaslatarak koroner arter
hastalig1 gelisme riskini azaltir. Aterosklerotik lezyonlarin gelismesini yavaglattiklari ve

hatta geriletebildikleri koroner anjiyografisi ile de dogrulanmistir. Ayrica statinler
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serebral damarlardaki ateroskleroz gelismesini yavaslatarak inme ve gecici iskemik atak

insidansimi azaltirlar (111,115).

2.2.4. Statinlerin Kontrendikasyonlari

Statinler, preparat icerisindeki herhangi bir bilesene asir1 duyarlilik durumunda
ve aktif karaciger hastalifinda, teratojenik etkiye sahip olduklari i¢in hamilelerde ve
laktasyonda kullanilmas: kontrendikedir (120). Pediyatrik kullanim ile ilgili giivenilirlik

ortaya konmadigindan ¢ocuklarda kullanimi 6nerilmemektedir (116).

2.2.5. Statinlerin Yan Etkileri

Statinlerin klinik etkinliklerinin yiiksek olusu ve diger ilaglara gbre yan
etkilerinin az olusu bu ilaglarin avantajlaridir (105,111). Karaciger ve kas toksisiteleri
en 6nemli yan etkilerdendir. Karaciger yetmezIligi ilacin birikimine neden olabilir. Tiim
hastalarda tedaviye baglamadan 6nce ve bagladiktan sonra periyodik olarak karaciger
fonksiyon testlerinin yapilmasi ve serum transaminazlarinin 6lgiilmesi gerekmektedir.
Serum transaminaz seviyesi, normalin {i¢ katina ¢ikiyorsa ve bu seviyesini koruyorsa
ilag kesilmelidir (116). Alkol tiikketen kisilerde ve Kkaracifer hastalign Oykiisii
bulunanlarda dikkatli bir sekilde kullamilmalidir (109). Nadir olmakla birlikte statin
kullanimiyla olusan ciddi karaciger patolojisi de bildirilmistir (117).

Statin kullanimiyla iligkili, klinik anlami olan tek biiyiik yan etki miyopatidir.
Miyopati, kol ve baldirlardan baslayarak yayilan grip benzeri agrilardir (40). Biitiin
statinler miyopati ve rabdomiyolizle iliskilidir ve kreatin kinaz (CK) yiikselmesi statine
bagli miyopatinin en iyi gostergesidir. Ancak CK degerlerinde artis olmadan da bu tip
agrilar gozlenebilir. CK degerlerinin normalin 10 kat1 {izerine ¢ikmasi, miyotoksisite
olusmasina neden olur. Ilag tedavisine devam edilmesi ile rabdomyoliz gelisir. Yash
hastalarda, statinlerin ¢esitli ilaglarla (niasin, siklosporin, makrolid grubu antibiyotikler,
ve fibratlar gibi) birlikte kullaniminda, enfeksiyon varliginda ve asir1 alkol tiiketiminde

miyopati riski artmaktadir (113,118).

Daha az siklikla mide-bagirsak tahrigine bagli ortaya g¢ikan konstipasyon,
diyare, dispepsi, karin agris1 ve bulanti gdzlenir (119). Bas agrisi, iist solunum yolu
enfeksiyonu, halsizlik, g6glis agrisi, anjina gibi diger yan etkiler de g6zlenebilir
(17,109).
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2.2.6. Statinlerin Pleiotropik Etkileri

Statinlerin inhibe ettiZi HMG-CoA rediiktaz reaksiyonunun iiriinii olan
mevalonat, sadece kolesterol igin degil aym zamanda farnesil pirofosfat (FPF) ve
geranilgeranil pirofosfat (GGPF) gibi birgok bilesik i¢in de onciidiir. Yapilan klinik
calismalarda bu enzimin inhibisyonuyla statinlerin kolesterol diisiirme etkilerinden
bagimsiz olarak cesitli sistemik yararli etkileri oldugu gériilmiistiir. Bu yararli etkiler
“‘pleiotropik etkiler’* olarak isimlendirilmektedir. Statinlerin pleiotropik etkileri asagida

ifade edilmisgtir:

a)Kardiyovaskiiler hastaliklarin onlenmesi ve tedavisi, primer ve sekonder
olarak dnlenmesinde yararl etkileri bulunmaktadir (120-122). Statinlerin aterosklerotik
lezyonlarin boyutunda ve miyokard enfarktiisii gegirme riskinde azalma sagladigi bir

cok calismada gosterilmigtir.

b)T lenfosit aktivasyonunu azaltarak immunosupresif etki, simvastatin ve
fluvastatin gibi lipofilik statinlerin dogal &ldiiriicii hiicreleri baskilayarak bir

immiinosupresan etki gosterebildikleri ortaya konmustur (123).

c)Alzheimer hastahimin kontrolii, bu hastalifin tedavisinde rutin olarak
asetilkolinesteraz inhibitorleri kullamilmaktadir. Kan-beyin bariyerini gegebilen
simvastatin, kolinesteraz aktivitesinde artisa neden olarak hastaligin kontrol edilmesine

olanak saglamaktadir (124).

d)Antienflamatuar 6zellik, statinler notrofillerin kemotaksis ve transendotelyal

migrasyonunu inhibe ederek antienflamatuar etki gosterirler (105).

e)Antioksidan etki, statinlerin plazmadaki antioksidan kapasiteyi artirdiklar
yoniinde  veriler = bulunmaktadir.  Ayrica, simvastatin  tedavisi  altindaki
hiperkolesterolemili hastalarda saglikli bireylere kiyasla antioksidan ozelligi bulunan

alfa tokoferoliin artt1g1 tespit edilmistir (125,126).

Statinlerin kan kolesterol dusiirlici etkilerinden bagimsiz olarak trombosit
agregasyonu ve trombus birikiminde azalma, anjiogenezde artma, nefropati ve diabet

gelisiminde azalma gibi pleiotropik etkilerinin oldugu bildirilmistir (106,127).

Osteoklastik aktiviteyi azaltarak kemik olusumunu artirma gibi kemik dokusu

lizerine anabolik etkileri oldugu birgok ¢alismayla kanitlanmistir (106).
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2.2.7. Statinlerin Kemik Uzerine Etkileri

Statinler karacigeri etkiledikleri gibi kemigi etkilemezler. Ciinkii karaciger hedef
organdir; burada ilk gegis etkisine ugrarlar ve kemige diisiik konsantrasyonda ulasirlar.
Kemik dongiistinii nasil etkiledikleri heniiz tam olarak agiklifa kavusturulamamustir.
Pravastatin gibi hidrofilik statinlerin kemik hiicreleri tarafindan alimi az oldugu igin,
kemige etkileri yoktur. Simvastatin gibi lipofilik statinler ise kemik iyilesmesi ve

metabolizmasi tizerinde etkili bulunmustur (109,17,128,129).

Statinlerin kemik metabolizmasi {izerine olan etkileri ilk kez Mundy ve ark.
tarafindan 1999 yilinda yapilan bir galismayla ortaya konmustur. BMP—2 salinimim
artiracak molekil bulabilmek igin 30000°den fazla maddeyi in vifro ortamda

incelemisler ve statinler arasinda simvastatin ve lovastatin’in en iyi sonu¢ verdigini

belirtmislerdir (17).

Statinlerin kemik metabolizmasina etkileri tam olarak agiklanamamasina ragmen

iki farkli mekanizmayla kemik tizerine etki gosterdikleri diigiiniilmektedir.

1. Osteoklast Aktivasyonunun Engellenmesi ile Kemik Rezorbsiyonunun

Azaltilmasi

Kolesterol sentezi ve osteoklast aktivasyonu aym biyokimyasal akist
icermektedir. Kolesterol sentezi birkag: adimda gerceklesir. Bu adimlardan birinde
HMG-CoA, HMG-CoA rediiktaz enzimi ile mevolanata doniigiir. Statinler bu
basamakta HMG-CoA’nin mevalonata doniigtimiinii engellerler. Bu basamagin
statinlerin kemik {izerindeki etkilerinde anahtar rolii oldugu belirtilmistir (130). Ayrica
HMG-CoA rediiktaz yolundaki ara iiriin olan farnesil pirofosfat (FPP) ve farnesil PP
kaynakli geranilgeranil pirofosfatlar (GGPP), osteoklastlarin hiicre membram islevinden
sorumlu Rho, Rac ve Rab gibi baz1 proteinleri aktive etmek i¢in kullanirlar. Bu FPP ve
GGPP olusamaz ise osteoklastik aktivasyon engellenir. Osteoklastik aktivitenin
engellenmesiyle kemik rezorbsiyonu azalir (131,132)(Sekil 2.7).

Antirezorptif etkiye sahip olan diger ¢ok bilinen ilag ise bifosfonatlardir (133).
Ancak statinler ve bifosfonatlar kolesterol sentezindeki mevalonat yolunun farkl
basamaklarinda rol oynarlar (134). Bifosfonatlar, farnesil sentezaz enzimini inhibe
ederek; statinler ise HMG-CoA rediiktaz enzimini inhibe ederek bu {iriinlerin
olusumunu engellerler. Sonugta statin veya bifosfonatlarla karsilasan osteoklastlarin

apoptozuyla kemik turn-over: yavaslar; kemik yikimi azalir (21,135).
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Bifosfonatlar ile statinler yapisal olarak farklilik gésterirler. Bifosfonatlarin
yiizeyinde pirofosfata benzer bir yapr bulunur ve bu sayede karsilastiklari

osteoklastlarin ylizeylerine sikica baglanarak etki gdsterirler ancak statinlerde bdyle bir
yap1 yoktur (135).

. Kemik Morfojenetik Protein—2 (BMP-2) AktiVasyonu ile Kemik Hacminde Artis

Kemik Morfojenetik Protein—2 (BMP-2) osteoblastlarin proliferasyonu,
olgunlagmasi ve yeni kemik olugmasini saglayan bir biiyiime faktoriidiir (40). Vaskiiler
Endotelyal Biiylime Faktorii (VEBF), anjiogenik bir sitokin olup; endotel hiicreleri
tizerine direk etkiye sahiptir ve anjiogenezin gii¢lii bir diizenleyicisidir (136). Statinlerin
kemik olusumunu arttirmasindaki ikinci mekanizma, BMP-2 o&nciisiinii aktive
etmesidir. 1999 yilinda Mundy ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada
osteoblastlarin farklilasmasin1 ve kemik olusumunu artiracak ajanlar arastirilmis ve
30000 dogal bilesik arasindan sadece statinlerin BMP-2 geni onciisiinii aktive ettigi
belirtilmistir (17).

Statine bagli osteogenezde erken iyilesmenin arastirildign bir calismada
immunlokalizasyon teknigi ile statin uygulanan ve uygulanmayan kemik defektlerinin
iyilesmesinde VEBF ve BMP-2’nin erken histolojik ekspresyonu incelenmistir. Calisma
sonucunda lokal olarak uygulanan statinlerin, anjiogenezi arttirarak ve osteogenezi

diizenleyen biiylime faktorlerinin erken agia ¢ikmasim saglayarak kemik olusumunu

arttirdig1 bulunmustur (136).

2.3. Polimer Tasiyicilar

Simvastatinin lokal uygulanimi igin bir tasiyiciya gereksinim duyulmaktadir. Bu
nedenle tasiyici se¢imine dzen gosterilmesi gerekmektedir. Simvastatinin yerlestirilen
bolgede uzun stireli kalmasimi saglayacak ve farmakolojik etkilerini siirekli olarak
gosterecek bir tasiyic1 ile defekt alanina uygulanmasi, istenen etkiyi elde etmemizi
saglayacaktir. Kemik defektlerinin tedavisinde kemik rejenerasyonunu indiikleyebilen
ilaglarin bolgeye uygulanmalarina yardimer olacak biyolojik olarak pargalanabilen
materyaller kullanilmaktadir. Tagiyicilar arasinda sentetik, dogal polimerler ve
biyoseramiklerle desteklenmis ilag igeren salimi gii¢lendirilmis sistemler bulunmaktadir
(137).

Polimer teknolojisindeki artigla birlikte ilag salim sistemlerinde biyolojik olarak

uyumlu c¢esitli polimerler yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Bu polimerler,
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iclerine yerlestirilen ilaclari kontrollii salma ve istenilen etkiyi elde etmek icin diisiik
miktarda ilaca gerek duyulmasi gibi avantajlara sahiptir. Biyolojik olarak pargalanabilen
materyaller iginde taginan ilaglar, uzun zaman periyodunda uygulandiklar1 bolgede
istenen konsantrasyonda bulunabilir ve farmakolojik etkilerini siirekli olarak
gosterebilirler (138).

llag tasiyici sistemler genel olarak su ozellikleri sagladiklar1 icin ideal ilag

tastyicilar olarak nitelendirilmektedirler (143):
*Ucuz ve kolay hazirlanabilme,
*Biyoparcalanir ve biyouyumlu olma,
Kiiciik pargacik boyutu,

*Yiiksek ilag yiikleme kapasitesi,

*Kan dolagiminda uzun siire kalabilme,
*Etkinin istenen bolgede toplanabilmesi,
o[lac1 kontrollii olarak salabilme,

eKararlilik sorunu olmama.

2.3.1. Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA)

Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA), hidrolizi ile laktik asit ve glikolik asit gibi
metabolit monomerlerine ayrilabildigi igin basarili bir sekilde kullamilan biodegrade
(biyo bozunur) olabilen bir polimerdir (Sekil 2.8). Bu iki monomer Krebs sikliisii ile
viicut tarafindan kolaylikla metabolize edilebildiginden PLGA’nin ilag tasiyicisi olarak
ya da biyomateryal olarak kullanimiyla ilgili minimal sistemik toksisite olusturdugu
bilinmektedir (Sekil 2.9)(139). PLGA, insanlarda c¢esitli ilag tasima sistemleri igin
Amerikan FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA)
tarafindan onay almistir. Polimerler farkli molekiiler agirliklarda ve kopolimer
kompozisyonlarda mevcuttur. Degredasyon zamani, molekiiler agirhiga ve kopolimer
oranina bagl olarak bir ka¢ aydan bir ka¢ seneye kadar degiskenlik gosterir (140,141).
PLGA‘nin formu, genellikle kullanilan monomer oranina gére tanimlanir. Ornegin,
PLGA 50:50, kompozisyonu, %50 laktik asit, %50 glikolik asitten olusan kopolimeri
tanimlamaktadir. PLGA polimerleri ozellikleri nedeniyle ilag tagimmminda ve

hedeflendirilmesinde, {izerinde en ¢ok caligilan polimer grubudur (142).
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Sekil 2-8: PLGA’nin Hidrolizinin sematik gosterimi (139)
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Sekil 2-9: Krebs sikliisiiniin sematik goriiniimii
2.3.2. Sulfobutil eter7—-p—Siklodekstrin (SBE7-—CD)
Siklodekstrinler, hidrofobik bir i¢ bosluga ve hidrofilik bir dis yiizeye sahip, 6-8
arasi dekstroz birimi igeren siklooligosakkarit yapisinda maddelerdir. Igerdikleri

dekstroz birimi sayisina gére isimlendirilirler. a-, B- ve y-siklodekstrinler sirasiyla 6, 7
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ve 8 dekstroz birimi icerir. Farmasotik degeri yiiksek ve toksik olmayan hidroksipropil-
B-siklodekstrin (HP-B-CD), metil-B-siklodekstrin (Met-B-CD) ve sulfobutileter7-f-
siklodekstrin (SBE7-B-CD) gibi siklodekstrin tiirevleri sentezlenmistir (144).

ROCH,

o CH,0R

0 RO OR ©
ROCH, OR RO o
RO
0 OR &
RO
AW
CH,0R
RO
OR
ROCH; o
o OR
o

OR
OR RO
%"\2&/
ROCH, O CH,OR
Sulfobutil eter7-p-Siklodekstrin (SBE7-3-CD)

Sekil 2-10:Siklodekstrinlerin kesik koni seklindeki goriintiisii ve acik formiilii

Siklodekstrin boslugunun i¢i hidrojen atomlari ve oksijen kopriileri ile kaplidir
(Sekil 2.10). Siklodekstrinlerin glukopiranoz birimlerinin hidroksil gruplar dis ylizeye
hidrofilik bir dzellik vermektedir. Boslugun glikozidik oksijen kopriileri ile siralanmasi
ve C2 ile C3 atomlarindaki sekonder hidroksil gruplar arasindaki hidrojen baglar ise
bosluga hidrofobik bir ozellik kazandirmaktadir. Bu &zellikler siklodekstrinlere
siklodekstrin  bosluguna uyum saglayan molekiilleri cevreleyebilecek yapiy1
kazandirmaktadir (145).

Siklodekstrinler beyaz, kokusuz, tath lezzette, nem ¢ekmeyen, kristal toz
yapisinda maddelerdir. Nisasta veya seker kadar stabil olan siklodekstrinler bozulmadan
yillarca muhafaza edilebilirler (146). Kristal kafes yapilarina bagh olarak o,  ve y-
CD’lerin erime dereceleri 240°C ile 265°C arasinda degisir (147).

HP-B-CD ve SBE7-B-CD gibi hidrofilik siklodekstrinler oral ve intravendz yolla
uygulandiginda toksik degildir. HP-B-CD dogal 3-CD’den ¢ok daha fazla suda ¢oziiniir
ve toksikolojik olarak da daha zararsizdir. HP-B-CD’nin 14 giinliik kullaniminda 16-24
g/giin dozda ishal gibi basit yan etkileri olmasina ragmen; insanlar tarafindan 1yi tolere
edilebildigi goriilmiistiir. (148,149). Siklodekstrinlerle sican ve tavsanlar iizerinde

yapilan ¢alismalarda higbir teratojenik ve mutajenik etki gézlenmemistir (150).
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Amacimiz, kobaylarin tibiasinda 3 mm kritik boyutlarda olusturulan kemik
defektlerine Simvastatin-PLGA mikrokiirelerini iceren implant tableti ve Simvastatin—
SBE7-B—CD komplekslerini igeren implant tableti uygulamasi sonrasi olusacak
degisikliklerin histolojik ve histomorfometrik olarak degerlendirilerek simvastatinin bu

kemik defektlerinin tedavisindeki roliinii incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Calismamizda 24 adet Dunkin-Hartley guinea pig tiirli, yaklasik 500-700 gr

agirhiginda ve 10-12 haftalik disi ve erkek kobaylar degerlendirmeye alinmistir.

Calismamizda kullanilan gereglerin listesi asagida gosterilmistir.

24 adet Dunkin—Hartley cinsi, 500-700 gr agirhginda ve 10—12 haftalik
disi ve erkek kobay (Guinea Pig)

Ketalar flakon (Ketamin HCL, Parke Davis, Berlin, Almanya)

Rompun® flakon (Xylazin hidroklorid, Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. Sti,
Istanbul, Tiirkiye)

Sefazol Flakon 500 mg. (Mustafa Nevzat Ilag¢ San. A.S., Tiirkiye)
Novalgin Ampiil 2 mg. (Sanofi Aventis Ilag¢ San. A.S., Tiirkiye)
Steril cerrahi el aletleri seti (8’1i)

Fizyo dispanser, mikromotor ve anguldruva

Bistiiri ucu (15 numara)

3.0 ve 4.0 vicryl rapide dikis ipligi (Polyglactin 910,Ethicon, ABD)
3 mm. ¢apinda trefin frez

Steril ameliyat Ortii seti

Instilin Enjektorleri

%0,9 Serum Fizyolojik

Formaldehit Cozeltisi (% 10)

Batikon (povidon iyot soliisyonu) (Bonmed Saglik Uriinleri ve Makina
San. Tic. Ltd.Sti., Tiirkiye)

Steril gaz tamponlar

Tibbi elastik flaster (Nova Fix, Adana, Tiirkiye)
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e Tiras makinesi

3.1.1. Kullanilan Biyomateryaller

Calismamizda, Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Teknoloji
Anabilim Dali’nda, 3 mm c¢apinda simvastatin iceren PLGA (SIM-PLGA)
mikrokiireleri, simvastatin-SBE7—3—CD kompleksleri (SIM-SBE7-B—CD) ve yalniz

simvastatin (SIM) iceren implant tabletleri kullaniimistir.

Ayrica defekt icerisine epitel gdciinli engellemek amaciyla defektlerin tizerini
ortecek sekilde Mem—Lok® Rezorbe Olabilen Kollajen Membran (30 mm X 40 mm)
kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3-1: Mem—Lok Rezorbe olabilen kollajen membranin goriintiisii.

3.2. Yontem

3.2.1. Operasyon Oncesi Hazirhk

3.2.1.1. Genel bilgi

Calismamizin deney hayvanlarinin ameliyatlar1 ve sakrifikasyonlarini igeren
deneysel kismi Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisii Deney
Hayvanlari Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali
Laboratuvarinda, kemik dokularinin histolojik ve histomorfometrik incelemeleri
Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Tiimdr Patolojisi ve Onkolojik Sitoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Bu proje kapsamindaki hayvan deneyleri icin, 1.U Deneysel Tip ve Arastirma
Enstitiisti Deney Hayvanlart Etik Kurul onay1 alinmigtir. (25.01 2013 tarih ve 2013/11

sayili karar)
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Calismamiz, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Yiiriitiicii

Sekreterligi tarafindan desteklenmistir. (Proje no: 31323)

3.2.1.2. Hazirlik islemleri
Deneysel asamada cerrahi operasyonlarin gergeklestirilmesi icin ekip halinde
calistlmistir. Bu ekip; 1 adet veteriner hekim, 4 adet dis hekimi ve 2 adet yardimci

personelden olugsmaktadir.

Deneylerin yapimindan &nce, deney hayvanlarinin tibialari hakkinda bilgi
edinmek, acilacak defekt boyutlarini ve sayisint tayin edebilmek amaciyla veteriner

hekim esliginde pilot ¢aligma yapilmistir.

3.2.1.3. Deney Hayvanlari ve Gruplari

Deney hayvanlari (kobaylar), Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma
Enstitlisti Deney Hayvanlari Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim
Dalr’ndan temin edilmistir (Sekil 3.2). Deneylerin cerrahi agamalari bu Anabilim
Dali’nin ameliyathanesinde gerceklestirilip, operasyon sonrasi bakimlari Anabilim Dali

biinyesindeki hayvan barmaklarinda yapilmis, iyilesme dénemi boyunca gbzlem altinda

tutulmuslardir.

Sekil 3-2: Deney hayvam olarak
kullanilan kobayin
goriintiisii

Deney hayvanlari 21 °C sicaklikta, bagil nem orani %40-60, 1sik periyodu 12
saat aydinlik 12 saat karanlik standardini saglayacak sekildeki ortamda, deney siireleri
boyunca her metal kafes igerisinde 3 kobay olacak sekilde muhafaza edilmis, Istanbul
Yem Sanayi tarafindan iiretilen %21 oraninda protein iceren standart kobay yemi ve

distile su ile ad libitum beslenmislerdir.
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Calismamizda kobaylarin sag ve sol tibialar1 deney protokoliine dahil edilmis ve
her tibiada 2’ser adet olmak iizere toplamda 4 adet kemik defekti olusturulmustur. Bu
defektler her kobayda, 1. ve 2. deney, aktif ve pasif kontrol bolgelerini olusturdular.
(Tablo 3.1) Buna gore randomize olarak 1.deney bolgesinde Simvastatin igeren PLGA
(SIM-PLGA) mikrokiireleri, 2.deney bolgesinde simvastatin-SBE7——CD (SIM-SBE7—
B—CD) kompleksleri uygulanirken, aktif kontrol bolgesinde sadece simvastatin etken
maddesi yerlestirilmis ve pasif kontrol bolgesi bos birakilmaistir.

Tablo 3-1: Olusturulan kemik defektlerine yerlestirilen materyaller

Bolge
Sag Tibia Sol Tibia

Ust 1. Deney Bolgesi 2. Deney Bolgesi
Simvastatin+ Simvastatin+
polilaktik-ko- Sulfobutileter7—-
glikolikasit Siklodekstrin
mikrokiireleri kompleksi (SIM-
(SIM-PLGA) SBE7-B-CD)

Alt Sadece Simvasfatin Pasif Kontrol Bolgesi: Bos

Her iki tasiyict materyal arasinda etkilesim olabilecegi i¢in randomizasyonda 1.
ve 2. deney grubunun aym tibiada alt alta olmamasina dikkat edilmistir. Bu esaslar g6z
Oniine alinarak tiim deney gruplar1 deney hayvanlarinin sag ve sol tibialarinda, kritik

boyutlarda, deneysel olarak yaratilmis sag-sol-alt-list defektlere randomize bir sekilde

uygulanmigtir.

Calismaya dahil edilen 24 adet deney hayvani 4 ana grup ve 15.-45. giinlerde

sakrifikasyon dénemlerine gore diizenlenmis 8 alt gruba ayrilmigtir.

1. Ana Grup: 6 deney hayvanindan olusan bu grup 15. ve 45. giinde sakrifiye edilecek
iki alt gruba ayrildi.

a) 15. giinde sakrifiye edilecek alt grup (3 adet kobay)

b) 45. glinde sakrifiye edilecek alt grup (3 adet kobay)
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Tablo 3-2: Her iki alt grupta da yer alan deney hayvanlarinin sag ve sol tibialarinda
olusturulan alt ve iist defetlere uygulanan materyaller

Grup 1 Sag Tibia Seol Tibia
Ust Defekt SIM-PLGA SIM-SBE7-3-CD
Alt Defekt Simvastatin Bos

2.Ana Grup: 6 deney hayvanindan olusan bu grup 15. ve 45. glinde sakrifiye edilecek

iki alt gruba ayrildi.

a) 15. glinde sakrifiye edilecek alt grup (3 adet kobay)

b) 45. giinde sakrifiye edilecek alt grup (3 adet kobay)

Tablo 3-3: Her iki alt grupta da yer alan deney hayvanlarinin sag ve sol tibialarinda
olusturulan alt ve iist defetlere uygulanan materyaller:

Grup 2 Sag Tibia Sol Tibia
Ust Defekt Simvastatin Bos
Alt Defekt SIM-PLGA SIM-SBE7—3-CD

3. Ana Grup: 6 deney hayvanindan olusan bu grup 15. ve 45. giinde sakrifiye edilecek

iki alt gruba ayrildi.

a) 15. giinde sakrifiye edilecek alt grup (3 adet kobay)

b) 45. giinde sakrifiye edilecek alt grup (3 adet kobay)

Tablo 3-4: Her iki alt grupta da yer alan deney hayvanlarinin sag ve sol tibialarinda
olusturulan alt ve iist defetlere uygulanan materyaller:

Grup 3 Sag Tibia Sol Tibia
Ust Defekt SIM-PLGA SIM-SBE7-B—-CD
Alt Defekt Bos Simvastatin
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4. Ana Grup: 6 deney hayvanindan olusan bu grup 15. ve 45. giinde sakrifiye edilecek
iki alt gruba ayrildi.

a) 15. giinde sakrifiye edilecek alt grup (3 adet kobay)
b) 45. giinde sakrifiye edilecek alt grup (3 adet kobay)

Tablo 3-5: Her iki alt grupta da yer alan deney hayvanlarinin sag ve sol tibialarinda
olusturulan alt ve iist defetlere uygulanan materyaller:

Grup 4 Sag Tibia Sol Tibia
Ust Defekt Bos Simvastatin
Alt Defekt SIM-PLGA SIM-SBE7-3-CD

3.2.1.4. Deney Hayvani Olarak Kobaylar (Dunkin-Hartley Guinea-pig)
Calismamizda deney hayvam olarak Dunkin-Hartley guinea pig tiirti kobaylar,
tercih edilmistir. Kobaylarin tibia kemiklerinin diger daha kiiglik deney hayvanlarina
gore (Ornegin sigan, fare) ayni anda birkag defekt olusturulmasina daha uygun olmasi,
morbidite ve fraktiir riskinin nispeten daha diisiik olmasi tercih edilme nedenleri

arasindadir.

Ayrica kobaylarin daha biiyiik deney hayvanlarina gére (6rnegin koyun, domuz)
genel anesteziye alinirken entiibasyona ihtiyag duyulmamasi nedeniyle anestezisinin
nispeten daha basit olmasi, operasyon sonrasi bakim ve barinmalarimin daha kolay

olmasi gibi avantajlar1 da bulunmaktadir.

3.2.1.5. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

4 ana gruba ayrilan deney hayvanlar her sakrifikasyon donemine gére toplam 8
alt gruba ayrilmis ve her kafeste 3’er adet olacak sekilde kafeslere yerlestirilmistir.
Deney hayvanlarina kat1 gida verilmesi operasyondan 2 saat dnce pre-operatif olarak
durdurulmustur. Her gruptaki deney hayvanlarina genel anestezi, 15mg/kg Ksilazin
Hidrokloriir ve 85 mg/kg Ketamin Hidrokloriir'iin veteriner hekim tarafindan
intraperitonal olarak uygulanmasi ile saglanmistir. Ardindan deney hayvanlarinin sag ve

sol tibialarinin medial yiizleri tiraglanarak povidon iyot soliisyonu (batikon) siiriilmiistiir
(Sekil 3.3).
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Sekil 3-3: Povidon iyot soliisyonu (batikon) siiriilmiis tibianin goriintiisii

3.2.1.6. Simvastatin Tabletlerinin Hazirlanmasi

Simvastatin igeren PLGA (SIM-PLGA) mikrokiirelerini, simvastatin-SBE7—3—CD
komplekslerini (SIM-SBE7—B—CD) ve kontrol grubu olarak yalniz simvastatin iceren
implant tabletler Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Teknoloji
Anabilim Dali’nda hazirlanmistir.

1. Simvastatin—PLGA mikrokiirelerini iceren implant tabletlerinin hazirlanmasi:

Implant tabletler, emiilsiyon ¢dziicli ugurma ydntemi ile hazirlandi (151). 100
mg simvastatin ve 200 mg PLGA (RG502, Laktik asit/glikolik asit orani: 50:50;
Molekiil agirligi: 7.000-17.000 Da) 25 mL diklometan igerisinde ¢oziindiiriildii. PLGA
cozeltisi, sogukta 8000 rpm’de yiiksek devirli homojenizator (CAT,x620) ile karistirilan
120 mL %0.5 (a/h)’lik PVA (Molekiil agirligi: 36.000-72.000 Da) ¢ozeltisine damla
damla eklendi. Hazirlanan emiilsiyon iki saat boyunca oda sicakliginda 400 rpm’de
manyetik karistirict da karistirildi ve mikrokiireler sertlestikten sonra igerisinde kalan

diklometanin tamami rota evaporatdrde 35 mBar da ucuruldu. Mikrokiireler 10.000



37

rpm’de santrifiij ile ayrildi1 ve liyofilizatorde 24 saat siiresince kurutuldu. Malvern
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Ingiltere) ile partikiil boyutu tayin edilen
mirokiirelerin (partikiil boyutu=39.3 pm) icerisinde bulunan simvastatin miktar
spektrofotometrik yontem (dalga boyu 238 nm) ile tayin edildikten sonra, 3 mg
simvastatine esdeger miktarda mikrokiire tartild1 ve {izerine %1 (a/a) oraninda kaydirici

(magnezyum stearat) eklenerek 3 mm ¢apinda zimba ile 200 psi basingta tablet haline
getirildi.

2. Simvastatin—-SBE7--CD kompleksleri igeren implant tabletlerin hazirlanmasi:

100 mg simvastatin ve 200 mg SBE7-B-CD tartilip havanda karistirildi. Bu
karistmin iizerine 0.1 mL %50 (h/h) metanol eklenip 10 dakika boyunca havan eli ile
karistirildi. Hazirlanan pat halindeki kiitle 24 saat boyunca etiivde 30°C’de kurutuldu.
Elde edilen kuru SIM-SBE7—B-CD kompleksleri 125 mesh elekten gegirildi. 3 mg
simvastatine esdeger miktarda SIM—SBE7——CD kompleksi tartild: ve {izerine %1 (a/a)

oraninda kaydirici (magnezyum stearat) eklenerek 3 mm capinda zimba ile 200 psi

basingta tablet haline getirildi.
3. Simvastatin i¢eren tabletlerin hazirlanmasi:

100 mg simvastatin hassas terzide tartildi, tizerine 200 mg mikrokristal seliiloz
(Avicel®PH-101) eklenip kanstirildi. Bu kangimin iizerine %1 (a/a) oramnda
magnezyum stearat ilave edildi. Elde edilen karisimdan 3 mg simvastatine esdeger

miktar tartildi ve karisim 3 mm ¢apinda zimba ile 200 psi basingta tablet haline getirildi.

SIM-PLGA mikrokiirelerini, SIM-SBE7-3-CD komplekslerini ve yalmiz
simvastatin igeren implant tabletler, hazirlandiktan sonra Gamma—Pak Sterilizasyon

San. ve Tic. A.S. de 25 kilogray ®°Co gama 1511 altinda sterilize edildi.

3.2.1.7. SIM-PLGA mikrokiirelerinden ve SIM-SBE7——CD komplekslerinden in
vitro simvastatin salim hizinin saptanmasi

In vitro salim calismalari, 37°C’de, 100 rpm’e ayarlanmis orbital karigtiricida
(Forma Orbital Karistirici, Thermo, ABD) 1 mL pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde
yapildi. Ortam ¢dzeltisinden belirli zaman araliklarinda (1, 2, 24, 48, 72, 144, 192, 288,
336, 480, 600, 672, 744, 816, 888, 960, 1032, 1104. saatlerde) 0.1 mL &rnek alind1 ve

ortama aymi miktarda pH 7.4 fosfat tamponu ilave edildi. Alinan 6rneklerde UV
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spektrofotometre yontemiyle simvastatin miktari tayin edildi (n=3) ve birim zamanda

kiimiilatif salinan simvastatin miktar1 hesaplandi.

3.2.2. Cerrahi Islemler

Operasyonlarin tiim sathalarinda asepsi ve antisepsi kurallarina dikkat edilmistir.
Genel anestezisi tamamlanan deney hayvanlarinin tibialar1 tiras makinesi ile
tiraslandiktan ve povidon iyot sollisyonu (batikon) ile silindikten sonra sag ve sol
bacaklar1 fleksiyon pozisyonuna getirilmis ve tibianin medial yiizeyine ulagmak
amaciyla kretin orta hattina Bard—Parker 15 numarali bistiiri ucu kullanilarak 20-25
mm. uzunlugunda longitudinal yonde cilt ve cilt alt1 insizyonu yapilmistir (Sekil 3.4-A).
Insizyonu takiben flep, periost elevatorii ile mukoperiostal olarak kaldirilarak kemik

ag1Za cikarildi (Sekil 3.4-B).

Sekil 3-4: A. Insizyon yapilmis tibianin goriintiisii B. Aciga ¢ikarilmis tibianin goriintiisii

3.2.2.1. Kemik defektlerinin olusturulmasi :
Kemigin rahatga goriildiigli genis bir calisma ortami saglandiktan sonra
fizyodispansere bagli mikromotor-anguldruva ve ucundaki 3 mm. gapindaki trefin frezle

(Sekil 3.5) 200400 devir/dakika’da serum fizyolojikle sogutma altinda defektler
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olusturulmustur (Sekil 3.6-A). Kullanilacak trefin frezin ucu 2 mm’ye isaretlenmistir.
Acilan defektler arasinda birakilan 5 mm’lik mesafe, periodontal sonda yardimi ile
kontrol edilmistir(Sekil 3.6-B). Bu islemi takiben defekt alani igerisindeki kemik,
universal kiiret yardimiyla blok halinde ¢ikarilmistir. Her tibiada alt ve iist olmak iizere

2’ser adet, her deney hayvaninda toplam 4’er adet defekt olusturulmustur.

Sekil 3-5: 3 mm capindaki trefin frezin goriintiisii

A B

Sekil 3-6: A: 3 mm capinda acilan defektlerin goriintiisii B: Iki defekt arasi birakilan 5
mm mesafenin goriintiisii
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Defektler yikanip kanama kontroliiniin yapilmasinin ardindan her hayvanda
olusturulan kemik defektlerine Tablo 3.1°de aciklandigi sekilde sirasi ile SIM-PLGA
mikrokiirelerini, SIM-SBE7—-—CD komplekslerini ve yalniz simvastatin iceren tabletler
belirlenen randomizasyonda uygulanmistir (Sekil 3.7). Pasif kontrol grubu ise bos
birakilmistir. Onceden uygun boyutlara getirilmis kollajen membranlar, defektlerin
iizerini ortecek sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.8). Ardindan periost 4.0 Vicryl, deri ise
3.0 Vicryl siitur kullanilarak primer olarak kapatimistir (Sekil 3.9). Son olarak,
postoperatif kirik riskinin azaltilmasi amaciyla deney hayvanlarinin tibialar delikli

flaster ile sartlmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3-7: Defektlere yerlestirilen tabletlerin goriintiisii



Sekil 3-8: Defektlerin iizerine yerlestirilen kollajen membranin goriintiisii

Sekil 3-9: Dikisle primere kapatilmis flebin goriintiisii

41
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Sekil 3-10: Flasterle sarilmis tibianin goriintiisii

3.2.3. Operasyon Sonrasi

3.2.3.1. Post-operatif Bakim

Operasyon sonrasinda deney hayvanlarina veteriner hekim tarafindan post-
operatif enfeksiyonu engellemek amaciyla Sefazol Flakon 500 mg. (Mustafa Nevzat
Ilag San. A.S.-Tiirkiye) tek doz (50 mg/kg) (yaklasik 37.5 mg her hayvan basina)
intraperitonal olarak uygulanmigtir. Post-operatif agriyt azaltmak amaciyla ise,
Novalgin Ampiil 2 mg. (Sanofi Aventis Ilag San. A.S.-Tiirkiye) tek doz (1 mg/kg)

intraperitonal olarak uygulanmistir.

Operasyondan 1 hafta sonra deney hayvanlarinin tibialarina sarilan flasterler
cikartilmig; post-operatif 10 giin sonra ise deri lizerindeki dikisler postoperatif
enfeksiyon gelisebileceginden alinmustir. Iyilesme siireci boyunca deney hayvanlarimnin
genel saglik durumlari, 6zellikle yara bolgeleri herhangi bir enfeksiyon gelismemesi
acisindan kontrol edilmistir. Bu sekilde iyilesme dénemi sorunsuz atlatilmis, tiim deney

hayvanlart saglikli sekilde iyilesme donemini tamamlamislardir.

Iyilesme dénemi boyunca deney hayvanlarinin yem ve sularinin gerekli miktar

ve zamaninda verilip degistirilmesi, kafeslerin bakim ve temizligi gerceklestirilmistir.
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3.2.3.2. Deney Hayvanlarinin Sakrifiye Edilmeleri

4 ana gruba ayrilan deney hayvanlari iyilesme periyodunu sorunsuz atlattiktan
sonra 2 alt gruba daha ayrilarak operasyonu takiben 15. ve 45. giinlerde sakrifiye
edilmislerdir. Deney hayvanlarina yiiksek doz Ketamin HCL ve Xylazine enjekte
edilerek, sakrifikasyon gergeklestirilmistir.

Sakrifikasyonun ardindan deney hayvanlarinin tibialar1 icerisinde %10’ luk
formaldehit bulunan daha 6nceden hangi gruba ait oldugu etiketlenerek belirtilmis
kaplara sirastyla yerlestirilmistir (Sekil 3.11 ve Sekil 3.12). Kobaylardan alinan doku
materyalleri histopatolojik ve histomorfometrik degerlendirmeler igin Istanbul
Universitesi Onkoloji Enstitiisii Tiimor Patolojisi ve Onkolojik Sitoloji Anabilim Dali

Laboratuvarlarinda takibe alinmistir.

Sekil 3-11: %10’luk formaldehit bulunan biyopsi kaplar: ve 15. giinde sakrifiye edilen
kobaylarin tibialari
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Sekil 3-12: %10’luk formaldehit bulunan biyopsi kaplari ve 45. giinde sakrifiye edilen
kobaylarin tibialar:

3.2.4. Histolojik ve histomorfometrik degerlendirmeler icin &6rneklerin
hazirlanmasi

Gonderilen materyal %’10 luk tamponlanmis formalinde 1 hafta siire ile fikse
edilmistir. Fiksasyondan sonra tiim materyal %50’lik formik asit ve %20’lik sodyum
sitrat ¢Ozeltilerinden 1’er 6lgek alinarak hazirlanan soliisyonda dekalsifiye edildi.
Dekalsifiye pargalar rutin doku takibinden gecirildikten sonra hazirlanan parafin
bloklardan elde edilen 5-7 mikron kalinligindaki kesitler hematoksilen—eozin
yontemiyle boyanip 151k mikroskobunda incelenmistir.

Incelememiz sirasinda “Olympus Soft imaging system analySIS FIVE” (Tokyo
Japan) goriintii analiz sistemi kullanilmistir. Incelenen kesitlerde 400 biiyiitme altinda
tiim goriintii alanini kaplayan liger saha esas alinarak dijital goriintiiler elde edilmis ve
bu alanlarda iltihap, nekroz, fibrozis, yabanci cisim reaksiyonu, residiiel greft
materyalinin varlig1r, membrandz ve kondral kemik yapimi g6z 6ntinde bulundurularak
yeni kemik yapiminin kapladigi alanlar ve kemik iyilesmesinin evresi incelenmistir.
Fibrozis ve yeni kemik yapimi incelenirken, bir biiylik biiylitme alaninda kapladiklari
bolgenin yiizdesine gore 0 (-), %5-30 (+), %30-60 (++) ve <%60 (+++) olmak iizere
deger verilmistir. Kemik iyilesmesi degerlendirmesinde Allen’ in kirik iyilesmesi
metodu kullanilmistir (152) (Tablo 3.7). Yabanci cisim reaksiyonu, residiiel greft

materyalinin varlig1 ve nekroz incelenirken yok (0), var (1) olarak deger verilmistir.
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Tablo 3-6: Allen’in kirik iyilesmesi skorlama sistemi (152)

Iyilesme Safhalar: Skorlama

| ST

Tamamlanmanms kikirdak birlegimi ’ | o
Osifikasyon fazinda tamamlanmamis 3

kemik birlesimi

Pres

}ésik S onge fazinda tamanmamlg o - s
kemik birlesimi

Istatistiksel Analiz :

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programi kullanildi.
Calisma verileri degerlendirilirken parametrelerin gruplar arasi karsilagtirmalarinda
Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun tespitinde Mann Whitney U
testinden yararlamildi. Parametrelerin 15. giin, 45. giin aras1 karsilagtirmalari1 Mann
Whitney U testi ile yapildi. Niteliksel verilerin kargilagtirilmasinda ise Ki-Kare testi,
Fisher’s Exact Ki-Kare testi ve Continuity (Yates) Correction kullanildi. Anlamlilik
p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sahm Deneyi Bulgularn
Arastirmamizda kullanmilan 3 mg simvastatinin PLGA mikropartikiillerinden 1, 2,
8,24, 48, 72, 120, 168, 216, 264, 336, 408, 480, 600, 672, 744, 816, 888, 960, 1032 ve

1104 saat sonraki salim miktarlar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4-1: SIM-PLGA mikrokiirelerinden simvastatinin zamana bagh in vifro salim

miktarlari

saat giin ortalama SD
1 4901767 | 0.012588
2 5.135953 | 0.070161
8 5.498133 | 0.046079
24 1 5.7666 | 0.047599
48 2 | 8.452467 | 0.069404
72 3| 11.4273|0.270325
120 5115.90737 | 0.121896
168 7 | 20.33337 | 0.394488
216 9 |23.62893 | 0.236682
264 11 | 26.38498 | 0.310466
336 14 | 30.13873 | 0.329296
408 17 | 34.05857 | 0.424088
480 20 | 37.07329 | 0.114431
600 251 40.40343 | 0.172375
672 28 | 43.42633 | 0.301654
744 31| 46.3689 | 0.089613
816 34| 49.50947 | 0.540098
888 37| 53.39867 | 0.27944
960 40 | 56.60327 | 0.469391
1032 43 | 58.89797 | 0.142759
1104 46 | 61.40267 | 0.253717

*SD: Standart sapma

Aragtirmamizda kullanilan 3 mg simvastatinin SBE7-f—CD kompleksinden 1, 2,

4, 8 ve 24 saat sonraki salim miktarlar1 Tablo 4.2’de gOsterilmistir.




Tablo 4-2: SIM-SBE7—p—CD kompleksinden simvastatinin zamana bagh in vitro salim

miktarlar

saat

ortalama

SD

55.72667

0.338066

64.50333

0.489648

78.12

0.335062

0[N |-

96.15

0.256645

24

100.3967

0.29409

*SD: Standart sapma

%Kumulatif salinan simvastatin miktari

80+

604

40-

204

0

] ] ||
S & ©
S S

Q Q Q Q Q
PP AP

Zaman (saat)

Sekil 4-1: SIM-PLGA mikrokiirelerinden zamana bagh salhhm miktarlarimin yiizde

degerleri
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Sekil 4-2: SIM-SBE7—-—CD kompleksinden zamana bagh salim miktarlarinin yiizde
degerleri

Buna gore, in vitro sartlarda 1104 saat sonra (46 giin) simvastatinin PLGA
mikrokiirelerinden yaklagik % 61’inin salimininin gergeklestigi goriilmiistiir (Sekil 4.1).
SIM-SBE7—B-CD kompleksinden ise 24 saat sonunda simvastatinin tamaminin salindig1

goriilmiistiir (Sekil 4.2).

4.2. Klinik gozlemler
Operasyon sonrasi deney hayvanlari sorunsuz bir sekilde iyilesmigtir. Yara
kenarlarinda makroskopik enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi. Paraliz, konviilsiyon,

solunum, ya da agr ile ilgili bir komplikasyon yaganmamuisgtir.

4.3. Histolojik Bulgular
4.3.1. Isik Mikroskobu Degerlendirmeleri

4.3.1.1. 15. Giin Kontrol Grubu

15. giin bos birakilan grupta iltihap ve nekroz agisindan degerlendirmede denek
hayvanlarinin 7°sinde iltihap alan1 %5-30 arasinda iken, 2’sinde nekroz gozlenmistir.
Grubun yarisinda %5-30 aras1 fibrozis goriiliirken diger yarisinda fibrozis alanlarinin

miktar1 defekt alaninin %30-60°1 arasindadir. Yeni kemik yapimi 2 denek hayvaninda
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%35-30 oraninda, 8 denek hayvaninda %30-60 oraninda iken, 2 denek hayvaninda bu
oranin %60’tan fazla oldugu belirtilmistir. Kemik iyilesmesi Allen’in kirik iyilesmesi
skorlama sistemine gore yapilmistir. Buna gore 2 denek hayvaninda tamamlanmamig
kikirdak birlesimi, 6’sinda tamamlanmis kikirdak bilesimi, 3’tinde osifikasyonun
intermediat fazinda tamamlanmamis kemik birlesimi oldugu gozlenmistir. Yabanci
cisim reaksiyonuna hicbir denek hayvaninda rastlanmamistir. Rezidiiel greft materyali

bu grupta hi¢bir hayvanda saptanmamustir.

Sekil 4-3: 15.giin bos birakilan grupta defekt bolgesinde gen¢ mezenkim hiicreleri
arasinda defekti kapatmaya yonelik olusan ince trabekiiler yeni kemik dokusu
(Oklar) (H&EX100).

4.3.1.2. 15. Giin SIM-PLGA Grubu

Deney hayvanlarinin 6’sinda %5-30 oraninda, 2’sinde ise %30-60 oraninda
iltihap alan1 g6zlenirken, 4’tinde defekt alanlarinda iltihap gézlenmemistir. Hayvanlarin
8’inde nekroz varligi, yarisinda %5-30 oraninda, diger yarisinda ise %30-60 oraninda
fibrozis alani belirlenmistir. Yeni kemik yapimi 3 denek hayvaninda %5-30 oraninda,
6’sinda %30-60 oraninda, 2’sinde %60°tan fazladir. Kemik iyilesmesine bakilacak
olursa 2 denek hayvaninda birlesmenin olmadigi, 2’sinde tamamlanmamis kikirdak

birlesimi, 4’tinde tamamlanmis kikirdak birlesimi, 4’linde osifikasyon fazinda
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tamamlanmamis kemik birlesimi gozlenmistir. Gruptaki hayvanlarin hicbirinde yabanci
cisim reaksiyonu goriilmemistir. Bu grupta bir miktar rezidiiel greft materyali

saptanmuigtir.

Sekil 4-4: 15.giin SIM-PLGA grubunda kanama alanlary, iltihap hiicresi infiltrasyonu
iceren bag dokusu icinde yeni kemik trabekiilleri (ince ok) ve yabanci madde
artiklari (kalin ok)(H&EX100).

4.3.1.3. 15. Giin Simvastatin Grubu

Hayvanlarin 10’unda %5-30 arasinda iltihap ve nekroz gozlenirken, 2 denek
hayvaninda iltihap ve nekroz gozlenmemistir. Kobaylarin 7’sinde %5-30, 2’sinde %30-
60 fibrozis alani belirlenirken, 3 denek hayvaninda fibrozis belirlenmemistir. Yeni
kemik yapimi hayvanlarin 5’inde %5-30, 2’sinde %30-60 oraninda iken 5’inde tespit
edilmemistir. Kemik iyilesmesinde defektlerin 8’inde hic birlesmenin olmadigi, 4’tinde
ise tamamlanmamis kikirdak birlesimi gozlenmistir. Gruptaki hayvanlarin hicbirinde

yabanci cisim reaksiyonu goriilmemistir. Bu grupta bir miktar rezidiiel greft materyali

saptanmistir.
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Sekil 4-5: 15 giin simvastatin grubunda residiiel madde altinda, aktif bag dokusu icinde
g
yeni kemik trabekiilleri (Oklar) (H&EX200).

4.3.1.4. 15. Giin SIM-SBE7—$-CD Grubu

SBE7-B—CD grubunda iltihap agisindan sadece 3 denek hayvaninda %5-30
oraninda iltthap alani gozlenmistir. Hayvanlarin sadece 1 tanesinde nekroz
goriilmemistir. Denek hayvanlarinin 7’sinde %5-30 ve sadece 1’inde %30-60 oraninda
fibrozis alan1 goriiliirken, 4’{inde fibrozis saptanmamuistir. 2 tanesinde %35-30, 5’inde
%30-60 oraninda yeni kemik alani gozlenitken 5 tanesinde yeni kemik yapimi
gozlenmemistir. Kemik iyilesmesi bakimindan denek hayvanlarmin yarisinda hig
birlesmenin olmadig1 diger yarisinda ise tamamlanmamis kikirdak birlegsimi oldugu
belirtilmistir. Gruptaki hayvanlarin higbirinde yabanci cisim reaksiyonu goriilmemistir.

Bu grupta bir miktar rezidiiel greft materyali saptanmustir.



52

Sekil 4-6: 15 giin SIM-SBE7——CD grubunda damardan zengin bag dokusu icinde yeni
kemik trabekiilleri (beyaz ok) (H&EX100).

4.3.1.5. 45. Giin Kontrol Grubu

45. giin bos birakilan grupta iltihap agisindan sadece 1 denek hayvaninda %5-30
oraninda iltihap ve nekroz gozlenmistir. Grubun yarisinda fibrozis alanlart %5-30’luk
bir alan1 kaplarken, diger yarisinda fibrozis gértilmemistir. Grubun yarisinda yeni kemik
olusumu %30-60, diger yarisinda ise %60°tan fazladir. Kemik iyilesmesi agisindan
hayvanlarin 3’iinde osifikasyon fazinda tamamlanmamis kemik birlesimi, 2’sinde
osifikasyon intermediat fazinda tamamlanmamis kemik birlesimi, 7°sinde osifikasyon
gec fazinda tamamlanmamis kemik birlesimi olarak belirtilmistir. Gruptaki hayvanlarin
hi¢cbirinde yabanci cisim reaksiyonu goriilmemistir. Rezidiiel greft materyali bu grupta

hi¢bir hayvanda gozlenmemistir.
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Sekil 4-7: 45 giin bos grubunda defekt bolgesini kapatan yeni kemik trabekiilleri
(H&EX100).

4.3.1.6. 45. Giin SIM-PLGA Grubu

Bu grupta denek hayvanlarinin yarisinda %5-30 oraninda gézlenirken, diger
yarisinda iltihap gozlenmemistir. Hayvanlarin 4’iinde nekroz var iken, 8’inde yoktur. 1
hayvanda fibrozis goriilmemis ancak fibrozis alanlari hayvanlarin 8’inde %5-30
oraninda, 3’tinde ise %30-60 oraninda goriilmustiir. Yeni kemik olusumu hayvanlarin
3’tinde  %30-60, 8’inde %60’tan fazla bulunmusken 1’inde gdzlenmemistir. Kemik
iyilesmesinde ise, 1’inde birlesmenin olmadigi, 5’inde tamamlanmis kikirdak birlesimi,
3’tinde osifikasyon fazinda tamamlanmamis kemik birlegimi, 3’iinde osifikasyonun
intermediat fazinda tamamlanmamis kemik birlegsimi oldugu goriilmiistiir. Gruptaki
hayvanlarin hi¢birinde yabanci cisim reaksiyonu goriilmemistir. Bu grupta bir miktar

rezidiiel greft materyali saptanmustir.
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#

Sekil 4-8: 45. giin SIM-PLGA grubunda defekt bolgesini tama yakin kapatan yeni kemik
dokusu arasinda aktif fibroz doku alam (Yildiz) (H&E X100).

4.3.1.7. 45. Giin Simvastatin Grubu

Bu grupta denek hayvanlarinin yarisinda iltihap gézlenmezken, diger yarisinda
%S5-30 oraninda gozlenmistir. 10’unda nekroz varken, geri kalan 2’sinde nekroz
goriilmemektedir. 8’inde fibrozis alanlart %5-30 oraninda iken, 4’iinde fibrozis
saptanmamistir. Yeni kemik olusumu hayvanlarin 4’iinde %5-30, 4’iinde %30-60
arasinda iken, 4’tinde yoktur. Kemik iyilesmesi agisindan 2’sinde tamamlanmamis
kikirdak birlesimi ve 10’unda tamamlanmig kikirdak birlesimi oldugu belirtilmistir.
Gruptaki hayvanlarin higbirinde yabanci cisim reaksiyonu griilmemistir. Bu grupta bir

miktar rezidiiel greft materyali saptanmuistir.
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Sekil 4-9: 45. giin Simvastatin grubunda defekt bélgesinde, residiiel madde altinda ince
kemik trabekiilleri (oklar) (H&EX100).

4.3.1.8. 45. Giin SIM-SBE7——CD Grubu

45. giin SIM-SBE7-f—-CD grubunda denek hayvanlarinin yarisinda %5-30
arasinda iltihap ve bir miktar nekroz gozlenirken diger yarisinda iltihap ve nekroz
gbzlenmemistir. 9°unda fibrozis alanlar1 %5-30, 2’sinde %30-60 arasinda bulunurken,
1’inde fibrozis saptanmamistir. Yeni kemik olusumu hayvanlarin 5’inde %5-30, 5’inde
%30-60, 2’sinde ise %60°tan fazla bir orandadir. Kemik iyilesmesi bakimindan 4’iinde
tamamlanmamig kikirdak birlesimi, 2’sinde tamamlanmis kikirdak birlesimi, 4’tinde
osifikasyonun intermediat fazinda tamamlanmamis kemik birlesimi, 2’sinde ise
osifikasyonun ge¢ fazinda tamamlanmamis kemik birlesimi oldugu goriilmiistiir.
Gruptaki hayvanlarin higbirinde yabanci cisim reaksiyonu goriilmemistir. Rezidiiel

materyal bu grupta hic bir hayvanda gézlenmemistir.



56

Sekil 4-10: 45. giin SIM-SBE7—$—CD grubunda defekt bolgesinde damardan zengin, aktif
fibroz doku iginde yeni kemik trabekiilleri (Oklar) (H&EX100).

4.4. Istatistiksel Bulgular

Tablo 4-3: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki ltihap Diizeylerinin Degerlendirilmesi

. 15. giin 45. giin
Titihap p
Ort£SS (Medyan) Ort+SS (Medyan)

Simvastatin 0,83%0,39 (1) 0,50+0,52 (0,5) 0,090
SIM-PLGA 0,83+0,72 (1) 0,50+0,52 (0,5) 0,246
SIM-SBE7-p-

0,25+0,45 (0) 0,55+0,52 (1) 0,156
CD
Bos 0,67+0,65 (1) 0,08+0,29 (0) 0,011*
“p 0,044 0,078

" Mann Whitney U Test " Kruskal Wallis Test * p<0.05
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Tablo 4-4: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Iltihap Diizeylerinin Post Hoc

Degerlendirilmesi
. 15. giin 45. giin
Iitihap
P P
Simvastatin/SIM-
0,889 1,000
PLGA
Simvastatin/SIM-
0,005%* 0,831
SBE7-8-CD
Simvastatin/Bos 0,363 0,028%*
SIM-PLGA/SIM-
0,032%* 0,831
SBE7--CD
SIM-PLGA/Bos 0,567 0,028*
SIM-SBE7-B-CD/Bos 0,089 0,019*
Mann Whitney U Test *p<0.05 ** p<0.01
litihap
2
1.5
1 = C ‘|V
0.5 T
0 “ 7 i ——
Simvastatin PLGA Siklo Bog Grup

15 glin MWA45. gln

*Siklo: SBE7-B-CD

Sekil 4-11: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Iltihap Diizeylerinin Grafigi

Gruplarin 15. giin iltihap diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.044; p<0.05). Yapilan ikili degerlendirmelerde SIM-SBE7-B-CD
grubunun 15. giin iltihap diizeyi, Simvastatin (p:0.005; p<0.01) ve SIM-PLGA (p:0.032;
p<0.05) gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur. Diger gruplarin 15. Giin
iltihap diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Gruplarin 45. giin iltihap diizeyleri arasinda anlamliliga yakin olmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p:0.079; p<0.05). Dért grup arasi
farklilik anlamli bulunmamakla birlikte yapilan ikili degerlendirmelerde bos grubun 45.
giin iltihap diizeyi, Simvastatin (p:0.028; p<0.05), SIM-PLGA (p:0.028; p<0.05) ve
SIM-SBE7-B-CD (p:0.019; p<0.05) gruplarindan anlamli sekilde diisiik bulunmustur.
Simvastatin, SIM-PLGA ve SIM-SBE7-B-CD gruplarinin 45. giin iltihap diizeyleri
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Simvastatin Grubunda; 15. giin iltihap diizeyine gére 45. giinde bir diisiis
goriilmekle birlikte, bu diisis anlamliliga yakin ancak istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p>0.05).

SIM-PLGA Grubunda; 15. gin iltihap diizeyine goére 45. giinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

SIM-SBE7-B-CD Grubunda; 15. gin iltihap diizeyine gére 45. giinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

Bos Grupta; 15. giin iltihap diizeyine gore 45. giinde goriilen diisiis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p:0.011; p<0.05).

Tablo 4-5: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Fibrozis Diizeylerinin Degerlendirilmesi

15. giin 45. giin
Fibrozis P
Ort+SS (Medyan) Ort+SS (Medyan)

Simvastatin 0,92+0,67 (1) 0,67+0,49 (1) 0,345
SIM-PLGA 1,50+0,52 (1,5) 1,17£0,58 (1) 0,162
SIM-SBE7-B-

0,75+0,62 (1) 1,09+0,54 (1) 0,166
CD
Bos 1,58+0,51 (2) 0,42+0,51 (0) 0,001%*
p 0,004** 0,006**

~ Mann Whitney U Test "7 Kruskal Wallis Test ** p<0.01
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Tablo 4-6: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Fibrozis Diizeylerinin Post Hoc

Degerlendirilmesi
15. giin 45. giin
Fibrozis
P p

Simvastatin/SIM-

0,034* 0,038*
PLGA
Simvastatin/SIVI-

0,534 0,068
SBE7--CD
Simvastatin/Bos 0,017* 0,229
SIM-PLGA/SIM-

0,007** 0,732
SBE7-g-CD
SIM-PLGA/Bos 0,688 0,005%*
SIM-SBE7-B-CD/Bos 0,004 ** 0,009**
Mann Whitney U Test * p<0.05 ** p<0.01

Fibrozis

3
2.5

Simvastatin PLGA Siklo Bos Grup

B 15.glin ®@45. giin

*Siklo: SBE7-B-CD

Sekil 4-12: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Fibrozis Diizeylerinin Grafigi

Gruplarin 15. giin fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01). Yapilan ikili degerlendirmelerde SIM-PLGA
grubunun 15. giin fibrozis diizeyi, Simvastatin (p:0.034; p<0.05) ve SIM-SBE7-B-CD
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(p:0.007; p<0.01) gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Bos grubun 15.
giin fibrozis diizeyi, Simvastatin (p:0.017; p<0.05) ve SIM-SBE7-B-CD (p:0.004;
p<0.01) gruplarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Diger gruplarm 15. giin
fibrozis diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplarin 45. giin fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik
bulunmaktadir (p:0.006; p<0.01). Yapilan ikili degerlendirmelerde SIM-PLGA
grubunun 45. giin fibrozis diizeyi, Simvastatin (p:0.038; p<0.05) ve Bos Gruptan
(p:0.005; p<0.01) anlamh sekilde yiiksek bulunmustur. SIM-SBE7-B-CD grubunun 45.
giin fibrozis diizeyi, Bos gruptan (p:0.009; p<0.01) anlamli sekilde yiiksek bulunmustur.
Diger gruplarin 45. giin fibrozis diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

Simvastatin Grubunda; 15. giin fibrozis diizeyine gére 45. giinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

SIM-PLGA Grubunda; 15. giin fibrozis diizeyine gore 45. giinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

SIM-SBE7-B-CD  Grubunda; 15. giin fibrozis diizeyine gére 45. giinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

Bos Grupta; 15. giin fibrozis diizeyine gére 45. giinde goriilen diisiis istatistiksel
olarak anlaml bulunmustur (p:0.001; p<0.01).

Tablo 4-7: Gruplarn 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Yeni Kemik Olusumu Diizeylerinin

Degerlendirilmesi
15. giin 45. giin
Yeni Kemik “p
Ort£SS (Medyan) Ort+SS (Medyan)

B o T e e e e e e e e e
Simvastatin 0,75+0,75 (1) 1,00+0,85 (1) 0,460
SIM-PLGA 1,67+0,98 (2) 2,50+0,9 (3) 0,019*
SIM-SBE7-§-

1,00+0,95 (1) 1,82+0,75 (2) 0,049*
CD
Bos 2,00+0,6 (2) 2,50+0,52 (2,5) 0,048*
p 0,004 ** 0,001%*
" Mann Whitney U Test "7 Kruskal Wallis Test

* p<0.05 #% p<().01



61

Tablo 4-8: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Yeni Kemik Diizeylerinin Post Hoc

Degerlendirilmesi
15. giin 45, giin
Yeni Kemik
P P
Simvastatin/SIM-
0,022%* 0,001**
PLGA
Simvastatin/SIM-
0,518 0,037*
SBE7--CD
Simvastatin/Bos 0,001%** 0,001 **
SIM-PLGA/SIM-
0,109 0,027*
SBE7-$-CD
SIM-PLGA/Bos 0,437 0,549
SIM-SBE7-B-CD/Bos 0,011* 0,027*
Mann Whitney U Test * p<0.05 ** p<0.01

Yeni kemik

2.5

15 T

0.5

Simvastatin

PLGA Siklo Bos Grup

M 15. glin W45, glin

*Siklo: SBE7-B-CD

Sekil 4-13: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Yeni Kemik Diizeylerinin Grafigi

Gruplarin 15. giin yeni kemik olusumu diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01). Yapilan ikili degerlendirmelerde

Simvastatin grubunun 15. giin yeni kemik olusumu diizeyi, SIM-PLGA (p:0.022;

p<0.05) ve Bos gruptan (p:0.001; p<0.01) anlamlt sekilde diisiik bulunmustur. SIM-
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SBE7-B-CD grubunun 15. giin yeni kemik olusumu diizeyi, Bos Gruptan (p:0.011;
p<0.05) anlamli sekilde diisiik bulunmustur. Diger gruplarin 15. giin yeni kemik
olusumu diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplarin 45. giin yeni kemik olusumu diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Yapilan ikili degerlendirmelerde
Simvastatin grubunun 45. giin yeni kemik olusumu diizeyi, SIM-PLGA (p:0.001;
p<0.01), SIM-SBE7-B-CD (p:0.037; p<0.05) ve Bos gruptan (p:0.001; p<0.01) anlaml
sekilde diistik bulunmustur. SIM-SBE7-3-CD grubunun 45. giin yeni kemik olusumu
diizeyi, SIM-PLGA (p:0.027; p<0.05) ve Bos gruptan (p:0.027; p<0.05) anlamli sekilde
diisiik bulunmustur. Diger gruplarin 45. giin yeni kemik olusumu diizeyleri arasinda
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Simvastatin Grubunda; 15. giin yeni kemik olusumu diizeyine gbre 45. giinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

SIM-PLGA Grubunda; 15. giin yeni kemik olusumu diizeyine gore 45. giinde
goriilen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

SIM-SBE7-B-CD Grubunda; 15. giin yeni kemik olusumu diizeyine gore 45.
giinde goriilen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Bos Grupta; 15. giin yeni kemik olusumu diizeyine gére 45. giinde goriilen artig

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4-9: Gruplarn 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Kemik Iyilesmesi Diizeylerinin

Degerlendirilmesi
Kemik 15. giin 45. giin .
iyilesmesi Ort+SS (Medyan) Ort+SS (Medyan) P
Simvastatin 0,33+0,49 (0) 1,00£0,95 (1) 0,074
SIM-PLGA 1,83%1,11 (2) 2,58+1,16 (2,5) 0,132
SIM-SBE7-B-
D 0,50+0,52 (0,5) 3,00£1,61 (4) 0,001 **
Bos Grup 2,42+1,08 (2) 4,25+1,06 (5) 0,001%*
p 0,001 ** 0,001 **
" Mann Whitney U Test " Kruskal Wallis Test

* p<0.05 *% p<0.01
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Tablo 4-10: Gruplarn 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Kemik lyilesmesi Diizeylerinin Post Hoc

Degerlendirilmesi
15. giin 45. giin
Kemik iyilesmesi
P P
Simvastatin/SIM-
0,002%* 0,002%*
PLGA
Simvastatin/SIM-
0,418 0,007*%*
SBE7-p-CD
Simvastatin/Bos 0,001%* 0,001 **
SIM-PLGA/SIM-
0,004 ** 0,526
SBE7--CD
SIM-PLGA/Bos 0,334 0,002**
SIM-SBE7--CD/Bos 0,001** 0,040%*
Mann Whitney U Test *p<0.05 **p<0.01
Kemik lyilesmesi
3
a
, |
2
1 - L
o | -
Simvastatin PLGA Siklo Bos Grup
M 15.glin W45 gln

*Siklo: SBE7-B-CD

Sekil 4-14: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Kemik Iyilesmesi Diizeylerinin Grafigi



64

Gruplarin 15. giin kemik iyilegsmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilk bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Yapilan ikili degerlendirmelerde
SIM-PLGA grubunun 15. giin kemik iyilesmesi diizeyi, Simvastatin (p:0.002; p<0.01)
ve SIM-SBE7--CD (p:0.004; p<0.01) gruplarindan anlamli gsekilde yiiksek
bulunmustur. Bos grubun 15. giin kemik iyilesmesi diizeyi, Simvastatin (p:0.001;
p<0.01) ve SIM-SBE7-B-CD (p:0.001; p<0.01) gruplarindan anlaml sekilde yiiksek
bulunmustur. Diger gruplarin 15. giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplarin 45. giin kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Yapilan ikili degerlendirmelerde
Simvastatin grubunun 45. giin kemik iyilesmesi diizeyi, SIM-PLGA (p:0.002; p<0.01),
SIM-SBE7--CD (p:0.007; p<0.01) ve Bos gruptan (p:0.001; p<0.01) anlamli sekilde
diisiik bulunmustur. Bos grubun 45. giin kemik iyilesmesi diizeyi, SIM-PLGA (p:0.002;
p<0.01) ve SIM-SBE7-B-CD (p:0.040; p<0.05) gruplarindan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur. SIM-PLGA ve SIM-SBE7--CD gruplarinin 45. giin kemik iyilesmesi
diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Simvastatin Grubunda; 15. giin kemik iyilesmesi diizeyine gore 45. giinde bir
artis goriilmekle birlikte, bu artig anlamlilia yakin ancak istatistiksel olarak anlaml
buluhmam1§t1r (p>0.05). |

SIM-PLGA Grubunda; 15. giin kemik iyilesmesi diizeyine gore 45. gilinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gériilmemistir (p>0.05).

SIM-SBE7-B-CD  Grubunda; 15. giin kemik iyilesmesine gore 45. gilinde
goriilen artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01).

Bos Grupta; 15. giin kemik iyilesmesine gore 45. glinde goriilen artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.01).
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Tablo 4-11: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Nekroz Varhginin Degerlendirilmesi

SIM-SBE7-B-
Simvastatin SIM-PLGA Bos Grup
Nekroz CD P
n (%) n (%) n (%) n (%)
15. giin 10 (%83,3) 8 (%66,7) 11 (%91,7) 2 (%16,7) 0,001%*
45. giin 10 (%83,3 4 (%33,3) 6 (9%50,0) 1 (%8,3) 0,002**
“p 1,000 0,221 0,069 1,000
- Ki-kareTest  Fisher's Exact ve/veya Continuity (yates) correction ** p<0.01
Nekroz
100
80
X 60
=
©
& 40
20
0 -ﬁ_
Simvastatin PLGA Siklo Bos Grup
B 15. glin WA45. glin

*Siklo: SBE7-B-CD

Sekil 4-15: Gruplarin 15. Giin ve 45. Giinlerdeki Nekroz Varhiginin Grafigi

Gruplar arasinda 15. giinde nekroz goriilme oranlari agisindan istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farklilik bos gruptan
kaynaklanmaktadir. Bos grupta 15. giinde nekroz goriilme orant (%16.7) diger
gruplardan anlamli sekilde duisiik bulunmustur (p:0.043; p<0.05). Simvastatin, SIM-
PLGA ve SIM-SBE7-B-CD gruplarinda 15. giinde nekroz gériilme oranlari arasinda
anlamlt bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda 45. giinde nekroz goriilme oranlari agisindan istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farklilik Simvastatin grubundan

kaynaklanmaktadir. Simvastatin grubunda 45. giinde nekroz goriilme orani (%83.3),
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PLGA (p:0.038; p<0.05) ve Bos gruptan (p:0.001; p<0.01) anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda 45. giinde nekroz goriilme oranlar
arasinda anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Simvastatin Grubunda; 15. giinde nekroz goériilme oramina gére 45. giinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

SIM-PLGA Grubunda; 15. giinde nekroz go6riilme oramina gore 45. giinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0.05).

SIM-SBE7-B-CD Grubunda; 15. giin nekroz goriilme oranina(%91.7) gore 45.
giinde (%50) bir diigiis goriilmekle birlikte, bu diisiis anlamlhiliga yakin ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

Bos Grupta; 15. giinde nekroz goriilme oranina gore 45. giinde istatistiksel

olarak anlamli bir degisim goériilmemistir (p>0.05).
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S. TARTISMA

Calismamizda kobaylarin tibiasinda 3 mm kritik boyutlarda olusturulan kemik
defektlerine uygun dozda ve uygun tasiyici ile lokal simvastatin uygulamas: sonrasi
olusacak degisikliklerin 15. ve 45. giinlerde histopatolojik olarak degerlendirerek
simvastatinin kemik iyilesmesi ve kemik yapimi iizerine etkisini incelemek
amaclanmistir. Mundy ve ark. 1999 yilinda yaptiklari ¢aligmada statinlerin kemik
metabolizmasina olumlu etkilerini belirttiklerinden (17) bu yana bu konu {izerinde bir
¢ok calisma yapilmustir (18-21,128-136). Ancak literatiirde yapilan ¢ogu g¢aligsmada,
simvastatin dozaj ve formunun terapotik doza ulagmasi, in vitro ¢aligmalarla standardize
edilememistir (154,155,156). Bu c¢alismada uygun simvastatin dozaj ve formunun
bulunabilmesi i¢in in vitro 6n ¢alisma yapilmistir. PLGA mikrokiirelerinden ve SBE7—
B—CD inkliizyon komplekslerinden simvastatinin in vitro olarak birim zamanda salimi
incelenmistir. Yine literatiir incelendiginde statinlerin uygulama dozu ve kullanmilan
tasiyict ile ilgili tartismalarin devam ettigi ancak bu konularda net bir sonuca

varilamadigi goriilmiistiir (18,157,158).

In vitro ortamda hesaplanarak hazirlanan formiilasyonun in vivo ortamda
etkinliginin de arastirilmasi "gerekmektedir. Simvastatinin giivenirliligi ve etkinligi
deneysel olarak yeterli 6lgiide desteklenmediginden klinik kullanim oncesi hayvan
calismasi yapilmasi Onerilmektedir. Hayvan ¢aligmalarinda insanla yapilan ¢aligmalara
gére daha kisa siirede sonu¢ alinmaktadir. Ayrica insanla yapilan calismalarda
hastalarin  programa uyumunu saglayabilmek zordur. Yapilan c¢alismalarin
histopatolojik incelemesinin yapilabilmesi igin, hastadan biyopsi alinmas: gerekebilir ve

bu da hastanin tekrar opere edilmesini gerektirir.

Literatiirde kemik rejenerasyonunu artirmaya yonelik arastirilan materyallerin
klinik kullanimlarindan 6nce biyolojik potansiyellerini ve uygulanabilirliklerini ortaya
koymak igin sigan ve kobay gibi kemirgenler hayvan modeli olarak yaygin bir sekilde
kullamilmigtir (159,160,161). Bu nedenle ¢alismamizda deney hayvani olarak Dunkin-
Hartley guinea pig tiirii kobaylar tercih edilmistir. Kobaylarin tibia kemiklerinin sigan
ve fare gibi diger daha kiicik deney hayvanlarina gére aymi anda birka¢ defekt
olusturulmasina daha uygun olmasi, morbidite ve fraktiir riskinin nispeten daha diisiik

olmasi kobayin deney hayvani olarak se¢ilme nedenleri arasindadir. Ayrica kobaylarin
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koyun ya da domuz gibi daha biiyiik deney hayvanlarina gére genel anesteziye alinirken
entiibasyona ihtiya¢ duyulmamasi nedeniyle anestezisinin nispeten daha basit olmasi,

kolay bakim ve barinma imkam ve diisiik maliyet gibi avantajlar1 da bulunmaktadir.

Calismamiza 10-12 haftalik erigkin kobaylar segilerek yasa bagli osteojenik
potansiyelin degiskenligi elimine edilmeye ¢alisilmistir (162,163).

Calismamizdaki denek sayisinin belirlenmesinde 6nceden yapilmis olan
calismalardaki fark degerler referans alinmistir (164). Bu amagla 15 ve 45 glinlikk
iyilesme gruplar1 arasinda %30 luk bir kemik rejenerasyonu farkinin %80 istatistiksel
giic ve 0=0,05 anlamlilik seviyesinde tespit edilebilmesi i¢in grup basina en az 9.65 (10)
hayvan gerektigi hesaplanmistir. Tek bir deney hayvaninda olusturulacak 4 defektle tiim
materyaller degerlendirilebilecektir. 2 farkli sakrifikasyon zamaninda esit sayida deney
hayvaninin sakrifiye edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle ¢alismaya toplamda 24 adet
deney hayvani dahil edilmistir.

Calismamizda deney ve kontrol grubunu olusturan defektlerin aymi kobayda
olusturulmasina dikkat edilmistir. Bu sayede denek farkliliklarindan dogabilecek ve
calisma sonuglarinm etkileyebilecek faktorler elimine edilmistir. Ayrica her iki tasiyici
materyal arasinda etkilesim olabilecegi ve sonuglar1 etkileyebilecegi i¢in simvastatin
yiklenmis PLGA  mikrokiirelerini ve  simvastatin-SBE7-f—CD  inkliizyon

komplekslerini iceren implant formiilasyonlarinin aynmi tibiada alt alta olmamasina

dikkat edilmisgtir.

Literatiirde guineapiglerle yapilan ¢alismalar incelendiginde, yapay kemik
defektlerinin genellikle guineapig kalvaryasinda ya da tibiasinda yapildig:
goriilmektedir. Taga ve ark. sigir kaynakli rezorbe olabilen membranlarin etkinligini
inceledikleri bir calismada guineapiglerin kalvaryalarina agilan kemik defektlerinde
calismislardir (159). Bongio ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada ise guineapiglerin
tibialarinin distal ve proksimal uglarinda agilan 1.8 mm kemik defektlerinde kalsiyum
fosfatla giiglendirilmis hidrojellerin osteojenik performans: incelenmistir (160).
Kalvaryada tibiaya oranla daha biiylik caplarda defekt olusturulabilmesine karsin
defektin trefin frezle agilmasi sirasinda beyin orta hat damarlar1 ve serebral korteksin
zedelenme olasilifi morbidite oranini artirmaktadir. Ayrica kalvaryada olusturulan

kemik defektleri kisith derinlikte agilabilmektedir.
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Calismamizda hazirlamig oldugumuz simvastatin implant tabletleri beyin zarina
bast uygulabileceginden guineapigin tibiasinda ¢alismak uygun bulunmustur. Jansen &
De Groot guineapigin, tibial implantlarin peri-implant kemigi {izerindeki etkilerini

caligsabilmek i¢in uygun bir hayvan modeli oldugunu bildirmislerdir (165).

Kritik boyutta defekt, bir canlimin tlim yasam siiresi boyunca herhangi bir
materyal ya da dig etken olmadan spontan olarak kemik yapimiyla iyilesme
gostermeyen en kiiciik boyuttaki kemik defektini tanimlamaktadir. Bu defektler fibréz
bag dokusuyla iyilesme egilimindedir (166,167). Ancak deney hayvanlariyla yapilan
caligmalarda siire kisithiligi, hayvanlarin dogal yoldan Gliimiiniin beklenmemesi gibi
nedenlerden kritik boyuttaki defekt, ¢alisma siiresi boyunca spontan iyilesmenin
goriilmedigi defektler olarak kabul edilir (168). De Smet ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, 10 adet guineapigin tibialarina 1.8 mm c¢apinda dental implantlar
yerlestirilerek, erken yiikleme prosediirleri incelenmistir (161). Yine bagka bir
caligmada 22 adet guineapig tibialarina 2 adet 1.8 mm c¢apinda defektler acilip kalsiyum
fosfat hidrojel enjekte edilmistir (160). Calismamizda pilot 6n ¢aligmayla kobayin
tibiasinda acilan 3 mm c¢apinda 2 mm derinligindeki defektler kritik boyutta defekt
olarak belirlenmistir. Kobaylar ¢ok hareketli kemirgenler olduklarindan ve tibialar1 ince

oldugundan tibialarinda daha biiyiik ¢apta agilan defektlerde fraktiir riski artmaktadir.

Statinler olarak bilinen 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA)
rediiktaz inhibitorleri, mevalonatin olugmasini engelleyerek karacigerde kolesterol
sentezini azaltirlar. Yiiksek kan kolesterol seviyesi bulunan hastalarda ve
kardiyovaskiiler =~ hastaliklarin ~ Onlenmesi ve  tedavisinde yaygin  olarak

kullanilmaktadirlar (103,104).

1999 yilinda yapilan bir ¢alismada BMP-2 salinimini artiracak diisiik molekiiler
agirlikli kemik anabolik bilesigi bulabilmek i¢cin 30 000’den fazla madde in vitro
ortamda incelenmis ve statinler arasinda simvastatin ve lovastatin‘in en iyi sonug

verdigi belirtilmigtir (17).

Maeda ve ark. farelerin osteoblast ve kemik iligi hiicrelerini kullanarak
simvastatinin osteoblast farklilagmasi tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Simvastatinin
BMP-2’yi ve alkalen fosfatazi indiikledigini ve tip I kollajenin akiimiilasyonunu doza ve

zamana bagli olarak artirdifini gostermislerdir (169). Ayrica statin grubu ilaglar
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arasindan hidrofilik olanlarin degil, simvastatin, atorvastatin ve cerivastatin gibi
lipofilik statinlerin osteoblastlarda kemik anabolik faktérii olan VEBF’iin a¢iga
¢ikmasini artirdiklarimi bulmusglardir (170). Maeda ve ark. tarafindan yapilan bir baska
calismada, statinlerin fare osteoblast hiicrelerinin BMP-2 a¢iga ¢ikarmasini uyardigini
ve alkalen fosfataz aktivitesi, VEBF, tip I kollajen, osteokalsin ve kemik siyaloproteini
artirirken kollajenaz-1 ve kollajenaz-3’iin agifa c¢ikmasini baskilayarak osteoblast

fonksiyonunu diizenledikleri belirtilmigtir (171).

Sugiyama ve ark. yaptiklari bir ¢alismada, pravastatin gibi hidrofilik statinlerin
osteoblast hiicrelerinde BMP-2 agiga ¢ikarici etkisinin olmadigini, simvastatin ve
mevastatin gibi lipofilik statinlerin ise BMP-2 saliimini artirdigini gostermislerdir.
Ortama mevalonatin eklenmesiyle BMP-2 onciisiiniin simvastatine bagl aktivasyonu

ortadan kalkmistir (129).

Wong ve ark. statinlere bagli kemik olusum mekanizmasini incelemek iizere
yaptiklari bir caligmada, simvastatinle doldurulan kemik defektlerinin erken donem
iyilesmesini aragtirmiglar ve greftlemeden sonra 3.giinde VEBF’in, 4.glinde BMP-2nin,

5.giinde ise yeni kemik yapiminin gériildiigiinii tespit etmislerdir (136).

Statin tiirleri arasinda simvastatin lipofilik yapidadir. Hidrofilik statinlere gore
kemik dokusuna afinitesi daha fazla olup hiicre igerisine daha kolay girebilmektedir
(172). Yapilan diger calismalarda da kemik yapimi iizerindeki olumlu etkileri

gosterildiginden statin grubu ilaglar arasindan simvastatin ¢alismamizda kullamlmistir
(17,18,128,158,172).

Kandaki kolesterol seviyesini diisiirerek kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi
ve tedavisinde kullanilan statinlerin klinik uygulammmi sistemik yollardan olmaktadir
(19,158). Sistemik uygulanimda statinler, karacigeri hedef organ olarak gérerek ona
spesifite gésterirler. Bu nedenle periferik kan dolasimina ¢ok az oranda katilirlar. Lokal
uygulamimda ise bu durumun aksine, statinler enterohepatik dolasima katilmayip
uygulanan bolgede yiiksek konsantrasyonlara ulasirlar (19). Gutierrez ve ark. statin
grubu ilaglar arasindan lovastatini sicanlara dermal olarak uygulamis ve HMG-KoA
rediiktaz enziminin aktivitesini dlgmiislerdir. Sonu¢ olarak kemik olusumu agisindan
topikal uygulamalarin sistemik uygulamalardan daha fazla kemik yapimim artirdiini ve

hepatoksisite ve miyotoksisite riskini dnemli derecede azalttigini bildirmislerdir (173).
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Kemik ogmentasyon islemlerinde spesifik kemik defektleri hedeflendigi igin, ayrica
yapilan caligmalarda lokal simvastatin uygulamasinin sistemik uygulamaya

Ustlinltiglintin  belirtilmesi nedenleriyle ¢aligmamizda lokal simvastatin uygulamasi

tercih edilmistir.

Kemik defektlerinde etkili bir iyilesme saglanmasi i¢in simvastatinin ortamda
uzun bir sitire kalmasi gerekmektedir. Simvastatinin PLGA mikrokiirelerinden ve
SBE7——CD inkliizyon komplekslerinden ortama salindigini teyit etmek ve maddelerin
salim hizi hakkinda bilgi sahibi olabilmek amaciyla in vivo ¢alisma oncesinde in vitro

salim deneyleri de yapilmigtir.

Lokal simvastatin uygulamalarinda doz ayarlamasi Onemli bir parametreyi
olusturmaktadir. Optimal dozun belirlenebilmesi amaciyla in vitro ve in vivo ortamlarda
bir ¢cok ¢alisma yapilmistir (18,157,158,174-184). Mundy ve ark. overektomize ratlara
35 giin boyunca giinliik 5-10 mg/kg dozda simvastatin vererek yaptiklari ¢alismada
trabekiiler kemik hacminde artis gozlemlemislerdir (17). Hayvan g¢aligmalar1 yiiksek
dozda verilen simvastatinin (20 mg/kg/giin) kemik formasyonunu artirdigini, diisiik doz
simvastatinin (1 mg/kg/giin) ise kemik formasyonunu azalttigimm ve kemik
rezorbsiyonunu artirdigini gostermistir (174). Yazarlar, kemirgenlerin metabolizmasi
insanlardan 10 kaf daha hizli oldugundan farmakokinetik 6zelliklere bagli olarak ratlara

verilen 10 mg/kg/giin dozun insanlara verilen 70 mg/kg giinliik dozla es deger oldugunu

bildirmislerdir (175).

Topikal dozda simvastatin uygulamasinin 70 kg insanda ya da 0,3 kg sicanda

kemigin lokalize alanlarimi etkiledigi rapor edilmistir (176).

Wang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada 5-10 mg/kg/giin lokal olarak kirik
bolgesine uygulanmigtir. Post-op 5 gilin boyunca enjeksiyon yapilan 10 mg/kg/giin doz

simvastatinin kirik iyilesmesini hizlandirdig1 sonucuna varilmistir (175).

Bagarir ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada tavsan tibialarina dental implant
yerlestirildikten sonra 6 hafta boyunca 50 mg/kg/giin olacak sekilde yiiksek dozda
simvastatin subkiitanoz yolla verilmistir. Sonu¢ olarak implantlara kemik tutunma

oranlar1 simvastatin grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli bulunmustur

(177).
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Thylin ve ark. 2002 yilinda fare kalvaryalarinda yaptiklari bir ¢aligmada, bir
grup hayvana 2.2 mg simvastatin i¢eren metilseliiléz jel enjekte edip dier bir grup
hayvana 2.2 mg simvastatin iceren metilseliiléz jel ile polilaktid membran (PLA)
implante etmiglerdir. Sonu¢ olarak, PLA membranla implante edilen grupta kontrol
grubuna gore %159-%172 oranlarinda kemik yapiminda artis tespit etmislerdir. 2.2 mg
simvastatin jelinin kemik formasyonunu sitiimile edebilecek bir doz oldugunu
belirtmislerdir. Yumusak dokuda goriilen inflamasyonu ise kemik olusumu ile
iliskilendirmislerdir (18). Bu ¢alismada goriilen lokal inflamasyon nedeniyle takip eden

calismalarda 2.2 mg doz diisliriilmeye calisilmistir.

Wong ve Rabie 2003 yilinda yaptiklan calisgmada 9 adet tavsanin parietal
kemiklerinde defektler olusturmuslardir. Bu defektlere 0,5 mg simvastatin igeren 0,2 ml
simvastatin soliisyonu emdirilmis kollajen greftleri yerlestirmislerdir. Tavsanlar 14.
giinde sakrifiye edilerek histolojik incelemeler yapilmistir. Sonug olarak, simvastatinli
kollajen greft uygulanan defektte, kontrol grubuna gére %308 daha fazla yeni kemik
olustugunu belirtmiglerdir (178). Bu arastirmacilar benzer bir ¢alisma daha yaparak
simvastatine bagli kemik formasyonunun erken donem iyilesmesini (1-6 giinler
arasinda) immiinohistokimyasal olarak incelemiglerdir. Simvastatin igeren grupta kemik
iyilesmesinin kontrol grubundan 1 giin dnce basladig1 bildirilmistir. Lokal simvastatin
uygulamasinin  kemik formasyonunu indiikkleyip hizlandirdigini ve anjiogenezi
diizenleyen bilyiime faktorlerinin aktiflesmesini, kemik hiicrelerinin farklilasmasini ve

osteogenezi tetikledigini belirtmislerdir (136).

Stein ve ark. yaptiklar ¢calismada sigan mandibulalarinda 0,1, 0,5, 1, 1,5 ve 2,2
mg gibi farkli dozlardaki simvastatini PLA membran ve metil selilloz jel tagiyicilifinda
uygulamislar ve kemik formasyonu ile inflamasyon derecesi agisindan incelemislerdir.
Histomorfometrik inceleme 3. 7. ve 24. giinlerde yapilmistir. 0,1 mg’lik doz disinda
diger tiim dozlarin inflamasyon yarattigi goriilmiistiir. Ancak 0,1 mg’lik dozun kemik
formasyonunu uyarmadigi belirtilmistir. 0,5 mg’lik dozun ise kontrol grubuna gore
kemik formasyonunu %45 oraninda artirdigi bildirilmis ve bu dozun yliksek
dozlardakine oranla inflamasyonu diislirmesi nedeniyle optimal doz olabilecegi
belirtilmistir (157). Aym arastirmacilar bir sonraki ¢alismalarinda simvastatinin tagima
sisteminin (jel ile enjeksiyonu ya da jel/membran implantlar1) kemik formasyonu ve

inflamasyona etkisi agisindan degerlendirmislerdir. Bu amagla si¢an mandibulalarina bir
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gruba 0,5 mg tek enjeksiyon, bir gruba 3 hafta stiresince 0,1 mg enjeksiyon bir diger
gruba ise metilseliiloz jel tasiyiciliginda 0,5 mg simvastatin yerlestirmislerdir. Siganlar
7., 24., ve 90. giinde sakrifiye edilmislerdir. Sonug¢ olarak, 0,5 mg’lik simvastatinin
birden ¢ok enjeksiyonu yapilan grupta jel/membran implantasyonu yapilan gruba goére
yumusak doku inflamasyonu diisiik iken, kemik formasyonu anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (179).

Ozeg ve ark. 2007 yilinda 23 sigan mandibulasinda yaptiklari ¢alismada, agilan 3
mm boyutlarindaki kemik defektlerine jelatin siingere emdirilmis 0,5 mg’lik simvastatin
soliisyonu yerlestirmiglerdir. Aktif kontrol grubuna sadece jelatin stinger yerlestirilmis,
pasif kontrol grubu ise bos birakilmigtir. Deney hayvanlar1 14. giinde sakrifiye
edilmistir. Sonug olarak deney grubunda kontrol gruplarina gore %240 oraninda daha
fazla yeni kemik dokusu oldugunu belirtmislerdir (158).

Nyan ve ark. 2007 yilinda yaptiklar caligmalarinda sican kalvaryalarinda 8 mm
boyutlarinda olusturulmus kemik defektlerine kalsiyum siilfat tasiyiciliginda 1 mg
simvastatin yerlestirmislerdir. 2. ve 4. haftalarda gozle goriilir bir kemik olusumu
olmadig1 halde, yumusak doku inflamasyonu goriilmustiir. 8. Haftada ise, kemik
olusumunun kayda deger oldugu belirtilmistir (180). Aym arastirmacilar bu ¢alismadan
2 yil sonré yayinladiklar1 ¢aligmada yine sican kalvaryalarina acilan 5 mm kenﬁk
defektlerine a-trikalsiyum fosfat (TKP) tasiyiciliginda 0,01, 0,1, 0,25, ve 0,5 mg
simvastatin yerlestirmislerdir. Siganlar 2, 4 ve 8 hafta sonra sakrifiye edilip histolojik,
radyolojik ve histomorfometrik analizler yapilmistir. 0,25 ve 0,5 mg’lik dozlarin
yumusak dokuda inflamasyona yol ac¢tigi, 0,1 mg’lik dozun kullanildig1 grupta ise
inflamasyon gozlenmedigi belirtilmistir. Ayrica 0,1 mg’lik dozun kullamldig: grupta 2.,
4. ve 8. haftalarda diger gruplara oranla kemik hacminde, defektin iyilesmesinde, kemik
mineral igeriginde ve yogunlugunda artis g6zlenmistir. Sonu¢ olarak, 0,1 mg’lik
simvastatinin TKF ile kombine uygulaniminin inflamasyon olusturmadan maksimum
kemik olusturabilecek optimal doz oldugu sonucuna ulasilmigtir (181). Rojbani ve Nyan
tarafindan 2011 yilinda yayinlanan ¢aligmada, o-trikalsiyum fosfat, B-trikalsiyum fosfat
ve hidroksiapaptit ile 0,1 mg’lik simvastatinin kombinasyonu si¢anlarin kalvaryalarina
yerlestirilmistir. Deney hayvanlar1 6. ve 8. haftalarda sakrifiye edilmislerdir. Sonug
olarak o-TKF ile kombine simvastatin uygulaniminin, o-TKF’nin diger kullanilan

materyallere gore degredasyon siiresinin kisa olmasi nedeniyle daha fazla kemik
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yapimina izin verdigi gosterilmigtir (182).

Allon ve ark. tarafindan 2012 yilinda yapilan calismada, 20 adet sican
kalvaryasinda 8 mm kemik defekti olusturulduktan sonra 0,5 mg simvastatin sentetik
kemik grefti (cam esash putty) ile karigtirilarak uygulanmistir. Deney hayvanlar1 post-
op 4. haftada sakrifiye edilmiglerdir. Sonug¢ olarak, deney grubunun inflamasyon
derecesini artirmadan, osteojenik ve anjiojenik 6zellikleri anlamli derecede gelistirdigi

belirtilmistir (183).

Ayukawa ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, 60 adet sican kalvaryasinda lokal
simvastatin uygulamasinin kemik formasyonu {izerine etkilerini incelemislerdir. Sican
tibialarina 3 mm defekt agildiktan sonra 1 mg simvastatin soltisyonu enjekte edilmistir.
Deney hayvanlar1 5. ve 10. giinlerde sakrifiye edilmistir. 5. glinde statin grubunda
kemik yapiminda artis gOriilmiistiir. Statin grubunda alkalin fosfotaz ve kemik
morfogenetik protein 2 (BMP-2) mRNA ekspresyonlar1 énemli derecede artmistir. 10.
giinde ise, histomorfometrik analizlerde statin grubuyla kontrol grubu arasinda anlamli

bir farklilik goriilmemistir (184).

Calixto ve ark. yaptiklari caligmada, 64 si¢an kalvaryasima 5 mm defekt
acildiktan sonra 0,5 ve 2,2 mg simvastatin soliisyonlar1 kollajen stingerlere emdirilerek
defektlere yerlestirilmistir. Siganlarin sakrifikasyonu 30. ve 60. giinlerde yapilmistir.
30.giinde deney gruplariyla kontrol grubu arasinda kemik formasyonu bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmezken, 60.giinde sadece kollajen siinger
yerlestirilen grupta ve 0,5 mg simvastatin yerlestirilen grupta daha az miktarda kemik
formasyonu go6zlenmistir. Yazarlar, lokal simvastatin uygulamasinin sigcanlarin

kalvaryasina agilan defektlerin tamiri i¢in zararli oldugu sonucuna varmiglardir (155).

Maciel-Oliveira ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, 27 adet sican mandibulasina 0.8
mm kemik defektleri agilmistir. Acgilan defektlere %2.5 simvastatin iceren jel
yerlestirilmistir. Deney hayvanlarinim 7, 9, 11 ve 14. gilinlerde sakrifikasyonu
gerceklestirilmistir. Sonug olarak, %2.5 simvastatin jelinin topikal uygulaniminin yeni

kemik yapimini artirdigi, kemik rezorbsiyonunu ise azalttig1 belirtilmistir (156).

Morris ve ark. 7 adet kopekte yaptiklar1 ¢alismada, kdpeklerin mandibulalarina

kemik i¢i ve furkasyon defektleri olusturulup, bu bolgelere haftada 3 kez olmak iizere
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0,5 mg ve 2 mg simvastatin metilseliiloz jelle enjekte edilmistir. 2 ay sonra deney
hayvanlar1 sakrifiye edilerek histomorfometrik analizler yapilmistir. Sonug olarak,
¢oklu simvastatin enjeksiyonlarinin kemik i¢i ya da furkasyon defektlerinin tedavisi i¢in

uygun bir yontem olmadig1 belirtilmistir (185).

Yapilan bir ¢ok hayvan ve insan c¢aligmasinda, yonlendirilmis doku
rejenerasyonuyla kollajen membranin kullamminin kemik defektlerinin iyilesmesinde
etkinligi goOsterilmistir (186,187). Calismamizda kullanilan simvastatin implant
tabletlerinin sadece defekt bolgesine salim yapmasi istendiginden rezorbe olabilen
kollajen membranlar kullamlmistir. Calismamizda rezorbe olabilen kollajen membran
kullammuyla sakrifikasyondan sonra defektlerde stabilizasyonun saglandig1 ve defekt
bolgesine epitel gdgiiniin engellendigi gozlemlenmistir. Ayrica sakrifikasyondan sonra
defektler ortaya ¢ikarildiginda simvastatin implant tabletinin ¢evreye dagilmamis ve
partikiillerin periosta yapisarak diseksiyon sirasinda defektin doku biitiinliigiinii
bozmadig1 goriilmiistiir. Biitiin bu avantajlara ek olarak, doku entegrasyonunu ve
yaranin stabilizasyonunu saglayan materyal, olgunlagmakta olan piht1 Ortiistiniin
stabilizasyonu ve korunmasim saglamaktadir. Bu ozelliklerin, kullamlan kollajen

membranin avantajlari olabilecegini diistinmekteyiz.

Literatiirde yapilan hayvan c¢alismalarinda kemik iyilegsmesinin histopatolojik
olarak degerlendirilmesinin ¢ok farkli sakrifikasyon zamanlarinda yapildig:
goriilmektedir. Benzer deneysel ¢aligma literatiir bulgularinda, genel olarak
kemiklesmenin 1-2 haftalarda bagladigi, 6-8 haftalarda ise olgun kemigin olustugu
bildirilmektedir (136). Ozec ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada siganlarda agilan
mandibular defektlere simvastatin, kollajen tasiyici ile uygulanmis, erken dénem kemik
iyilesmesini incelemek amaciyla siganlar 14. giinde sakrifiye edilmistir (158). Ezirganh
ve ark. tarafindan yapilan bir calismada siganlarin kalvaryalarina agilan kemik
defektlerine simvastatin kollajen siinger grefti yerlestirilmis ve yeni kemik olusumunun
histomorfometrik analizi yapilabilmesi i¢in sicanlar 30. giinde sakrifiye edilmistir (188).
Anbinder ve ark. sigan tibialarinda kemik iyilesmesini inceledikleri c¢aligmada
sakrifikasyon giinleri i¢in 15. ve 30. giinler segilmistir (168). Kobaylarda yapilan bir
calismada kobaylarin mandibulalarinda olugturulan kemik defektlerine polimer tasiyici
ile kombine edilen simvastatin yerlestirilmistir. Histopatolojik inceleme i¢in

sakrifikasyon giinleri erken donem igin 7. ve 14., ge¢ donem icin 30. ve 45. giinler
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olarak belirlenmistir (131). Calismamizda simvastatinin erken ve ge¢ donemde kemik
defektlerinin iyilesme kapasitesine etkisini kargilagtirmali olarak inceleyebilmek igin

erken donem igin 15., ge¢ dénem igin 45. giin degerlendirme periyodlar: olarak segildi.

Simvastatinin in vivo ortamda kemik formasyonunu baglatabilmesi,
simvastatinin lokal konsantrasyonuna baglidir. Bu nedenle uygun tasima sisteminin
bulunabilmesi i¢in bir ¢ok ¢alisma yapilmistir (189). Uygun tasiyicinin bir ¢ok avantaji
vardir. Molekiiliin uygulandigi bolgede kalmasimi ve o bolgeye tutunmasim saglayarak
yiikkleme dozunun azaltilmasi ve mezenkimal hiicre infiltrasyonu i¢in matriks, hiicre
biiyiimesi ve farklilagmasi igin ise substrat gorevi gOrmesi gibi avantajlan
bulunmaktadir. Tastyici ayrica yeni olusacak kemigin son seklini belirlemeye yardimci
olur. Optimal tagiyici, kemik bilylimesini inhibe etmeyecek ve fibréz doku olusumunu

Onleyecek bir degredasyon siiresine sahip olmalidir (190).

Simvastatinin farkli tasiyicilarla hayvan modellerinde lokal uygulaniminin
kemik yapimimi artirict etkisini gosteren bir ¢ok ¢aligma yapilmistir. Jelatin slinger
biyouyumlu ve biyorezorbe bir materyal olup siinger benzeri formu sayesinde kolaylikla
defektin sekline uyum saglar (158). Oze¢ ve ark. yaptiklari bir ¢alismada, 3 mm
boyutlarindaki kemik defektlerine simvastatin jelatin stinger grefti yerlestirilmis ve
kontrol grubuna gére %240 daha fazlé yeni kemik iiretimi oldugu goriilmistiir (158).
Nyan ve ark. sigan kalvaryalarinda olusturulmus defektlere kalsiyum siilfat
tastyiciliginda simvastatin yerlestirmislerdir. Ayni aragtirmacilar a-trikalsiyum fosfat
(TKF) ile simvastatinin kombine uygulaniminin kemik yapimini anlamli dercede
artirdig1 sonucuna varmiglardir (181). Mukozawa ve ark. tavsanlarin nazal kemiginde
actiklar1 5 mm kemik defektlerine simvastatini iki farkli tasiyici (hidrojel ve
atelokollajen siinger) ile yerlestirmiglerdir. 1, 2, 4, 8 ve 12 hafta sonra yapilan
incelemelerde BMP-2 ekspresyonu ve yeni kemik formasyonu bakimindan hidrojel
tastyiciligindaki simvastatin ile atelokollajen siinger tasiyicilifindaki simvastatin

arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (154).

Polimer teknolojisindeki artisla birlikte ilag salim sistemlerinde biyolojik olarak
uyumlu ¢esitli polimerler yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu polimerler,
iclerine yerlestirilen ilaglar1 kontrollii salma ve istenilen etkiyi elde etmek i¢in diisiik

miktarda ilaca gerek duyulmasi gibi avantajlara sahiptir (131). Thylin ve ark. yaptiklan
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calismada simvastatinin, polimer ailesinin bir {iyesi olan metil seliiloz jel ile kontrollii
saliminin kemik olusumunu 6nemli derecede artirdigi belirtilmigtir (18). Wu ve ark.
yaptiklar1 ¢aligmada ise polilaktik asit/poliglikolik asit kopolimer tagiyicilifinda
simvastatin, si¢anlarin dis ¢cekim soketlerine yerlestirilmis ve ¢ekim soketlerinde kemik

formasyonunun arttig1, rezidiiel alveolar kemik hacmininin korundugu bildirilmistir
(189).

Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA), hidrolitik pargalanma sonucu laktik asit ve
glikolik asit monomerlerine ayrilan bir biyobozunur polimerdir. Bu iki monomer Krebs
sikliisii ile viicut tarafindan kolaylikla metabolize edilebildiginden PLGA‘nin ilag
tastyicisi olarak ya da biyomateryal olarak kullanimiyla ilgili minimal sistemik toksisite
olusturdugu bilinmektedir (139). PLGA, insanlarda ¢esitli ilag tasima sistemleri igin
Amerikan FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA)
tarafindan onay almigtir. Bu olumlu ozelliklerinden dolay: ¢alismamizda tasiyici olarak
PLGA kullanildu.

Tai ve ark. yaptiklar1 ¢alismada PLGA/hidroksiapatit mikrokiireciklerine 3 mg

ve 5 mg simvastatin yiikleyerek olusturduklari formiilasyonu, fare hiicre kiiltiirlinde
incelemislerdir. Bu formiilasyonun 2 hafta sonunda kallus formasyonunu uyardigini ve

| yeni damar olusumunu artirdigimi  Dbelirtmiglerdir (191). Jiang | ve ark. ise
PLGA/hidroksiapatit tasiyiciigindaki  simvastatinin  etkisini in  vivo olarak
aragtirabilmek i¢in bu formiilasyonu, hayvan kalvarya modeline yerlestirmislerdir.
Sonug olarak PLGA/hidroksiapatit/simvastatin’in kemik formasyonunu indiikledigi bu
nedenle kemik defektlerinin iyilesmesine yardimci olabilecegi gosterilmistir (192).
Naito ve ark. simvastatin yiiklenen PLGA mikrokiirelerini tavsan kalvaryasina agtiklar
kritik boyuttaki kemik defektlerine yerlestirmisler ve kemik formasyonunun anlamli
derecede arttifim tespit etmislerdir. Ayrica bu mikrokiirelerin  biobozunur
Ozelliklerinden dolay: yavas salim gosterdigi ve salim siiresinin 1 aydan fazla stirdiigii
belirtilmektedir (193). Calismamizda yapilan in vitro salim ¢aligmalarinda 45. giin

sonunda PLGA’dan simvastatinin %61 inin salindig tespit edilmistir.

Siklodekstrinler, diisiik ¢oziiniirlige sahip ilaglarin  ¢oztniirliiklerinin
arttirllmasinda ve biyoyararlanimlarinin diizenlenmesinde sik¢a kullanilmaktadir (194).

Jun ve ark. yaptiklari bir ¢alismada lipofilik ve bu nedenle zor ¢dziinebilen bir ilag olan
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simvastatinin ak6z ¢6ziiniirliigiinii artirmak i¢in simvastatin/hidroksipropil-B-SBE7--
siklodekstrin (HP-B-CD) inkliizyon kompleksi hazirlamiglardir. Sonug olarak, bu
kompleks ile simvastatinin ¢dziiniirliigiiniin artmasinin yam sira hipolipidemik
aktivitenin de arttif1 kaydedilmistir (195). Ungaro ve ark. tarafindan yapilmis bir baska
calismada, simvastatinin ¢6ziiniirliigiinii artirabilmek i¢in yine SBE7-B-CD dekstrinler
kullamlmstir. Hidroksipropil-B-SBE7-B-CD dekstrinin (HP-B-CD) simvastatinin lakton
formundan hidroksi asit formuna gecisini yani suda ¢Oziinilirliigini artirdigim
belirtmislerdir (196). Price ve ark. 24 sican modeli iizerinde yaptiklarnn calismada
hayvanlarda 6nce periodontitis olusturulmus ve bu bolgelere suda coziilen 0,5 mg
simvastatin ile 3,75 mg Alendronat-SBE7-B-CD dekstrin kompleksi enjekte edilmistir.
Sonug olarak bu kompleksin periodontal kemik kayiplarinin dnlenmesinde potansiyel
bir etkisi olabilecegi belirtilmistir (197). HP-B-CD ve SBE7-B-CD gibi hidrofilik
siklodekstrinler oral ve intraven6z yolla uygulandiginda toksik degildir (148,149).
Ayrica sigan ve tavsanlar tizerinde yapilan caligmalarda hicbir teratojenik ve mutajenik
etki gozlenmemistir (150). Literatiirde in vivo sartlarda simvastatin-SBE7-B-CD
inkliizyon komplekslerinin etkinliginin aragtirildigi bir caligma bulunmamaktadir. Bu
nedenle, simvastatinin ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasinin terap6tik etkinligine katkisim
incelemek igin simvastatin-SBE7-B-CD inkliizyon komplekslerini igeren implant
formiilasyonlar1 gelistirdik ve in vitro/in vivo etkinligini uzatilmig etkili PLGA

mikrokiire formiilasyonlari ile karsilastirdik.

Kemik defektleri ile ilgili ¢alismalarda iyilesmenin hiicresel seviyede tespiti
acisindan en gegerli ve uygun degerlendirme seklinin histoloji ve histomorfometrik
yontemler oldugu bilinmektedir. Calismamizda kobaylarin tibialarinda olusturulan 3
mm kemik defektlerine yerlestirilen simvastatin yiikli PLGA mikrokiirelerini ve
simvastatin-SBE7-B-CD inkliizyon kompleksini igeren implant formiilasyonlarinin, bu
alanlarda histolojik olarak iltihap, nekroz, fibrozis, yabanci cisim reaksiyonu, residiiel
greft materyalinin varligi, membranéz ve kondral kemik yapimi goz Oniinde
bulundurularak yeni kemik yapiminin kapladigi alanlar ve kemik iyilesmesinin evresi

15. ve 45. giinlerde (erken ve ge¢ donem) histolojik olarak incelenmistir.

[ltihap acisindan degerlendirildiginde 15. giin erken donemde simvastatin-SBE7-
B-CD igeren implant grubunun 15. giin iltithap diizeyi, simvastatin yiikli PLGA
mikrokiire (p:0.032; p<0.05) grubundan anlamli sekilde diisik bulunmustur. Geg
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dénemde (45.gilinde) ise iltihap bakimindan simvastatin yiiklii PLGA mikrokiire grubu
ile  simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant grubu arasinda anlamli bir fark

gbzlenmemistir (p>0.05).

Nekroz agisindan iki deney grubu karsilagtirildiginda erkeﬁ ve ge¢ donemde
simvastatin yiiklii PLGA mikrokﬁre grubunda da simvastatin-SBE7-B-CD grubunda da
aym oranda nekroz goriilmiistiir (p>0.05). Ancak Simvastatin grubunda ge¢ donemde
nekroz goriilme orani (%83.3), simvastatin yiikli PLGA mikrokiire (p:0.038; p<0.05)
ve simvastatin-SBE7-$-CD gruplarindan (p:0.001; p<0.01) anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05).

Fibrozis agisindan degerlendirildiginde 15. ve 45. giinde simvastatin yiiklii
PLGA mikrokiire grubunda simvastatin-SBE7-B-CD grubuna (p:0.007; p<0.01) gore

daha fazla fibrozis alan1 goriilmiistiir.

Yeni kemik yapimi bakimindan simvastatin-SBE7-B-CD grubunun erken ve geg
donem yeni kemik olusumu diizeyi, simvastatin yiiklii PLGA mikrokiire grubundan
(p:0.011; p<0.05) anlaml sekilde diisiik bulunmugtur. Simvastatin grubunun ge¢ donem
yeni kemik olusumu diizeyi, simvastatin yiiklii PLGA mikrokiire (p:0.001; p<0.01) ve
simvastatin-SBE7-B-CD  gruplarindan (p:0.037; p<0.05) anlamli sekilde diisiik

bulunmustur.

Kemik iyilesmesi a¢isindan iki deney grubu karsilagtirildiginda simvastatin
yiiklii PLGA mikrokiire grubunun erken dénem kemik iyilesmesi diizeyi, simvastatin-
SBE7-B-CD (p:0.004; p<0.01) grubundan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Geg
dénemde ise simvastatin-SBE7-B-CD grubu simvastatin yikli PLGA mikrokiire
grubunu yakalamistir. Simvastatin yiiklii PLGA mikrokiire ve simvastatin-SBE7-3-CD
gruplarinin ge¢ donem kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05). Simvastatin grubunun ge¢ dénem kemik iyilesmesi diizeyi,
simvastatin yiikli PLGA mikrokiire (p:0.002; p<0.01) ve simvastatin-SBE7-3-CD
(p:0.007; p<0.01) anlaml1 sekilde diisiik bulunmustur.

Rezidiiel greft materyali ag¢isindan bakildiginda erken dénemde tiim gruplarda
bir miktar rezidiiel greft materyali bulunmustur. Geg¢ dénemde ise, simvastatin-SBE7-f3-

CD grubunda residiiel greft materyali gériilmezken, simvastatin ve simvastatin yiikli
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PLGA mikrokiire gruplarinda goriilmiistiir. In vitro salim ¢aligmalarinda da goriildiigi
gibi, SBE7-B-CD inkliizyon kompleksi simvastatinin ¢oziintirliigtinii 6nemli derecede
arttirmis ve 45. giinde ortamda herhangi bir kalinti birakmamigtir. Defekt bolgesinde
stvi miktarinin az olmasi ve hidrolitik pargalanmanin yavas olmasi nedeniyle uygulama
bolgesinde PLGA kalintilar goriilmiistiir. Lipofilik bir ila¢ olan simvastatin tek bagina

uygulandiginda, ilacin diisiik ¢6ziiniirliige bagl olarak uygulama bolgesinde kalint

g6zlenmistir.

Biitiin bu sonuglara dayanarak, SIM-SBE7-p-CD ve SIM-PLGA'nin simvastatin

icin biyouyumlu ve biyobozunur bir tasiyict doku iskelesi oldugu sonucuna

varmaktay1z.

[ltihap acisindan degerlendirmede 15. giin ile 45. giinlerde gruplar arasi anlaml
farklibk gozlenmemistir. Sadece bos birakilan kontrol grubunda 45. giinde 15. giine

gére anlaml derecede azalma gozlenmistir.

Nekroz agisindan gruplar aras1 degerlendirmede iki zaman araliginda da anlaml
farklilik bulunamamustir. Gruplarin kendi iglerindeki degerlendirmede ise 15. giinde bos
birakilan grupta nekroz goriilme orami diger gruplardan anlamli sekilde dusiik
bulunmustur. 45. giinde ise Simvastatin grubunda nekroz goériilme orani diger

gruplardan anlamli gekilde yiiksek bulunmustur.

Fibrozis agisindan degerlendirmede 15. giin ile 45. giinlerde gruplar arasi

anlamli farklilik gézlenmemistir.

Yeni kemik olusumu agisindan gruplar arasi degerlendirmede simvastatin grubu
hari¢ diger gruplarda 15. giin yeni kemik olusumu diizeyine gore 45. giinde goriilen artis

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Kemik iyilesmesi agisindan simvastatin ve simvastatin yiikli PLGA mikrokiire
grubunda 15. giin ile 45. giin arasinda anlamli bir degisim gézlenmemistir. Ancak
simvastatin-SBE7-B-CD ve bos birakilan grupta 15. giin kemik iyilesmesine gore 45.

giinde goriilen artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Gruplarin  hi¢ birinde 15. ve 45. gilinlerde yabanci cisim reaksiyonu

goriilmemistir.
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Wong ve Rabie yaptiklar1 ¢alismada tavsanlarin parietal kemiklerine agilan
10X5 mm boyutundaki kemik defektlerine 0,5 mg simvastatin tasiyan kollajen greftler
yerlestirmislerdir. Histolojik incelemelerde 14. giinde simvastatin uygulanan deney
grubunda defekt kenarlarimin karsidan karsiya birlesme egiliminin yiiksek oldugu
g6zlenmistir. Aktif kontrol grubunda ise ¢ok az miktarda greft konak kemik ylizeyi
arasinda yeni kemik izlenmistir. Pasif kontrol grubunda defekt alaninin fibrdz doku ile

doldugu goriilmiistiir (178).

Oze¢ ve ark. yaptiklari calismada siganlarin mandibulalarina agilan 3 mm
boyutundaki kemik defektlerine 0,5 mg simvastatin tasiyan kollajen greftler yerlestirip,
14. giinde histolojik olarak incelemiglerdir. Simvastatin uygulanan deney grubunda
konak kemik ile greft yiizeyi arasinda yeni kemik olustugu ve bu olusan kemigin defekt
ortasina dogru ilerledigi goriilmiistiir. Pasif kontrol grubunda defekt alaninin fibréz bag

dokusu ile doldugu belirtilmistir (158).

Thylin ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada sicanlarin kalvaryasina 2,2 mg simvastatini
lokal olarak uygulamiglar ve histolojik incelemede inflamasyon ve deri bolgesinde

kabuklanma gormiiglerdir (18).

Stein ve ark. ise yaptiklar1 ¢alismada 0,1, 0,5, 1, 1,5 ve 2,2 mg gibi farkli
dozlardaki simvastatini sigan mandibulasina yerlestirmislerdir. Histolojik incelemede
0,1 mg’lik doz disinda diger tiim dozlarin inflamasyon yarattigi goriilmiistiir. 0,5 mg

dozda uygulanan simvastatinin inflamasyonu azaltarak kemik formasyonunu artirdigini

bildirmiglerdir (157).

Lee ve ark. yaptiklar1 ¢alismada sigan mandibulalarina 0,1, 0,5 ve 1 mg metil
seliil6z tasiciliginda simvastatin yerlestirmislerdir. 0,5 mg simvastatin dozu ile en iyi

kemik formasyonu/inflamasyon derecesi elde edildigini bildirmislerdir (179).

Nyan ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada sican kalvaryalarina agilan 8§ mm
boyutundaki defektlere 1 mg simvastatin yerlestirilmis ve histolojik incelemede yara
bolgesinde 5 haftaya kadar siiren inflamasyon ve deri bolgesinde kabuklanma
izlenmistir. Ancak inflamasyon 8. haftada azalmaya baslayinca anlamli derecede kemik
formasyonunun olustugu gozlenmistir (180). Aym yazarlarin simvastatini farkh

dozlarda uyguladiklar bir baska ¢alismalarinda sadece 0,1 mg’lik grupta inflamasyonun
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izlenmedigi belirtilmigtir (181).

Calixto ve ark. 2011 yilinda yayinladiklar1 bir calismada sigcan kalvaryalarina 0,5
ve 2,2 mg simvastatin iceren kollajen siinger yerlestirmigler. 30. ve 60. giinlerde yapilan
histopatolojik inceleme sonucunda lokal simvastatin uygulamasinin deney grubundaki

defektlerin iyilesmesine olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir (155).

Ezirganli ve ark. tarafindan 2013 yilinda yayinlanan bir bagka ¢alismada diabetik
sicanlarin kalvaryasina 8 mm boyutunda agilan defektlere 0,5, 1 ve 1,5 mg simvastatin
yerlestirilmis. 30 giin sonunda yapilan histolojik incelemede sadece 0,5 mg’lik grupta
inflamasyon goriilmemistir. Defekt alaninda sert, kalin fibr6z bag dokusu ve mineralize
kemik alanlar1 tiim deney gruplarinda gézlenmistir. Sonug olarak, rejenere olan kemik
dansitesi deney grubunda kontrol grubuna gore diisiik bulunmakla birlikte yeni kemik

formasyonunun deney grubunda kontrol grubuna gére daha fazla oldugu belirtilmistir
(188).
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SONUCLAR

Calismamiz siiresince hayvan modeli olarak kullandigimiz guineapig tibiasi
herhangi bir olumsuzluk, komplikasyon ve enfeksiyon yasanmadan basarili bir
sekilde kullanilmigtir. Guineapig tibiasinin, kemik rejenerasyonu ¢alismalarinda

kullanilabilecek uygun bir deney modeli oldugu sonucuna varilmigtir.

Simvastatinin defekt ortamina yerlestirilmesi i¢in hazirlanan tasiyicilarin
kullanmiminda sorun yasanmadi. Simvastatin yiikli PLGA mikrokiire ve
simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant formiilasyonlarinin uygun bir tasiyici

oldugu goriilmiistiir.

Simvastatin yiiklii PLGA mikrokiireleri ve simvastatin igeren SBE7-f-CD
kompleksleri hazirlandiktan sonra cerrahi uygulama Oncesi in vifro salim
deneyleri yapildi. Buna gore, in vitro sartlarda 1104 saat sonra (46 giin)
simvastatinin PLGA  mikrokiirelerinden yaklagtk %61’inin  salimininin
gerceklestigi goriilmiistiir. SBE7—B-CD inkliizyon komplekslerinden ise 24 saat

sonunda simvastatinin tamaminin salindi1 gériilmiistiir.

Calismamizda rezorbe olabilen kollajen membran kullanimryla sakrifikasyondan
sonra defektlerde stabilizasyonun saglandig: Vé defekt bdlgesine epitel gdgliniin
engellendigi gozlemlenmistir. Ayrica sakrifikasyondan sonra defektler ortaya
¢ikarildiginda simvastatin implant tabletinin ¢evreye dagilmamis ve partikiillerin
periosta yapisarak diseksiyon sirasinda defektin doku biitiinliigtinii bozmadig:

goriilmiistiir.

Simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant grubunun 15. giin iltihap diizeyi,
simvastatin yiiklii PLGA mikrokiire grubundan anlamli sekilde dusiik
bulunmustur. 45.giinde ise iltihap bakimindan simvastatin yiikli PLGA
mikrokiire grubu ile simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant grubu arasinda

anlaml bir fark gozlenmemistir.

Fibrozis agisindan degerlendirildiginde 15. ve 45. gilinde simvastatin yiikli
PLGA mikrokiire grubunda simvastatin-SBE7-B-CD iceren implant grubuna

gore daha fazla fibrozis alani1 goriilmiistiir.



84

e Simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant grubunun erken ve ge¢ ddénem yeni
kemik olusumu diizeyi, simvastatin yiiklii PLGA mikrokiire grubundan anlamli
sekilde diisiik bulunmustur.

o Kemik iyilesmesi agisindan iki deney grubu karsilastirildiginda simvastatin
yikli PLGA mikrokiire grubunun erken dénem kemik iyilesmesi diizeyi,
simvastatin-SBE7-B-CD iceren implant grubundan anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur. Ge¢ dénemde ise simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant grubu
simvastatin yiiklii PLGA mikrokiire grubunu yakalamigtir. Simvastatin yiikli
PLGA mikrokiire ve simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant gruplarinin geg
dénem kemik iyilesmesi diizeyleri arasinda anlamlhi  bir farklilik

bulunmamaktadir.

e FErken dénemde tiim gruplarda bir miktar rezidiiel greft materyali bulunmustur.
Ge¢ donemde ise, simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant grubunda residiiel
greft materyali goriilmezken, simvastatin ve simvastatin yiiklii PLGA mikrokiire

gruplarinda goriilmiistiir.

e Simvastatin lipofilik bir ilag oldugu i¢in tasiyicisiz yerlestirildigi durumda kanda
coziilemeyerek rezidiiel greft materyali olarak kalmigtir. Simvastatin grubunun
gee donem yeni kemik olusumu ve kemik iyilesmesi diizeyi, simvastatin yﬁkh‘iv
PLGA mikrokiire ve simvastatin-SBE7-B-CD igeren implant gruplarindan
anlaml sekilde diisiik bulunmustur. Bu olumsuzluklara dayanarak simvastatinin
tastyicisiz bir sekilde kullaniminin kemik rejenerasyonu agisindan uygun

olmadig1 sonucuna varilabilir.

e Gruplarin hi¢ birinde 15. ve 45. giinlerde yabanci cisim reaksiyonu

goriilmemistir.

e Calismamiz limitleri dahilinde gruplar arasinda yeni kemik olusumunun 1. ve 2.
deney gruplarinda kontrol bolgelerine oranla istatistiksel anlamli olmak {izere
yiiksek bulgulanmasi simvastatinin kemik rejenerasyonunda katkisi olabilecek

bir madde oldugunu géstermistir.

e Sonu¢ olarak, literatiirdeki c¢aligmalara paralel olarak simvastatinin kemik
metabolizmasina ve iyilesmesine katkilari oldugu ancak maksimum kemik

rejenerasyonunu en az inflamasyonla elde edebilmek i¢in optimal dozda ve en
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uygun tasiyici ile uygulanmasi i¢in farkl tagiyicilarla ya da mevcut tasiyicilarla

daha fazla ve detayl arastirmalar yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Dog.Yeri |ANTALYA Dog.Tar. |18.05.1985
Uyrugu T.C TC Kim No |18154440344
Email gamzesenol@gmail.com Tel 05352943775
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
ISTANBUL  UNIVERSITESI DIS  HEKIMLIGI
Doktora FAKULTESI 2014
I MARMARA  UNIVERSITESI DIS  HEKIMLIGI
Yiik.Lis. FAKULTESI 2009
Li MARMARA  UNIVERSITESI DIS  HEKIMLIGI
15ans FAKULTESI
Lise ANTALYA ANADOLU LiSESi 2003

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayi)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
1. -
2. -
3. -
Yabaner |Okudugunu % N KPDS/UDS | (Diger)
Dilleri Anlama* Konugma® | Namma Puam Puami
DOMZClcok vt |iv COK IYi |87.5
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhik Sozel
LES Puam
(Diger) Puani
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi

Microsoft Office Uygulamalari

COK IYI

Profesyonel Programlar: Windows XP, Windows

Vista, Adobe Photoshop

COK Ivi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalar/Odiilleri




