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ABSTRACT

Selcuk, C. (2017). Histomorphometric examination of the differences in the
formation of new bone in the defects by administering systemic propolis to the rats
in the critical defect model to be formed in the parietal bone in the calvarium of
the rats. The aim of this experimental study is to determine the early and late new bone
formation histomorphometrically by creating a critical size defect in the parietal bone in
the calvarium of the intended rats and administering propolis via systemic gavage. In
our experimental study, thirty rats were divided into six groups randomly. For the
experiments each group has 5 rats were used in 6 groups of 30 Sprague-Dawley male
rats ranging from 300-400 g. In the control groups, defects were formed in the
calvarium of the rats and the defect was left empty and fed to the daily routine. B3 and
B6 groups were left empty and 100 mg / kg systemic propolis was administered via
gavage for 3 and 6 weeks. In the C3 and C6 groups, the defects of the rats were filled
with alloplastic bone grafts and were also administered via a systemic propolis gavage
at 100 mg / kg daily for 3 and 6 weeks. The first 3 groups of the experimental animals
were sacrificed 21 days later and the second 3 groups were sacrificed 42 days later and
the parietal bones were dis-carded. Histomorphometric examination was performed
using a CCD digital camera (Optronics Microfire 1600x1200P, Goletaca, USA), a video
card (ATI FireGL Advance Micro Device, Camberly, UK), a computerized motorized
table (Heidenhein, Traunreut, Germany) and a light microscope (Leica DM 4000B,
Wetzlar, Germany). Stereoinvestigator 7,5 (Microbrightfield, Willison, USA) program
was used for the measurement. In addition, the Leica C Plan X10 lens (NA = 0.22) was
used for volume measurements. As a result of the histomorphometric examination of the
calvarias of the rats that were sacrificed for the 3 rd week comparing B3 and A3 group,
it is found that there was a statistically significant difference in bone formation
according to A3 group in B3 Igroup (p = 0.001). We also observed that there was a
significant difference when comparing the A3 group and the C3 group to the new bone
formation (p = 0.004). A statistically significant difference was not observed between
group A6 and groups B6 and C6 when we performed a histomorphometric study of the
rats we sacrificed for the 6th week ( Respectively: p = 0,762, p = 0,964). Our results 3
weeks to observe early bone formation, it is obtained a statistically significant
difference between the control group (A3) and the graft group (C3) (p = 0.004). There

XV



was no statistically significant difference between the empty group (B3) and the grafted
group (C3). (P = 0.981). According to the results of the rats sacrificed at the 6th week
following late bone formation, There was no statistically significant difference between
the control group (A6) and the graft group (C6) and between the null group (B6) and the
graft group (C6). (In the order of p = 0.964, p = 0.994). As a result, we observed that the
systemically administered propolis in this experimental model has a positive effect on
early bone formation and has a statistically significant difference. However, no late

effect on bone formation of administiration of systemic propolis was observed.
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OZET

Selcuk, C. (2017). Ratlarda parietal kemikte olusturulan Kkritik boyutlu
defektlerde sistemik propolis uygulanmasi ile yeni kemik olusumundaki
farkhliklarin histomorfometrik acidan incelenmesi. Yeditepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Agiz Dis Cene Cerrahisi Anabilim Dali Doktora Tezi, istanbul
2017. Bu deneysel galismanin amaci ratlarin kalvaryumunda bulunan parietal kemikte
kritik boyutlu defekt olusturup sistemik olarak gavaj yolu ile propolis verilerek erken ve
gec donem yeni kemik olusumunun histomorfometrik olarak incelenmesidir.
Calismamizda otuz adet rat randomize olarak alt1 gruba ayrildi. Deney i¢in 5’erli 6 grup
olacak sekilde agirliklart 300-400 gr arasinda degisen 30 Spraque-Dawley erkek rat
kullanildi. Kontrol gruplarinda (A3 ve A6) ratlarin kalvaryumunda defekt olusturuldu
ve defekt bos birakilip giinliik rutin beslenmeleri saglandi. B3 (Defekti bos birakilan ve
3. hafta sakrifiye edilen grup) ve B6 (Defekti bos birakilan ve 6. haftada sakrifiye edilen
grup) gruplarindaki ratlarin defektleri bos birakilarak 3 ve 6 hafta gavaj yolu ile giinlik
100mg/kg sistemik propolis verildi. C3 (Defekte greft uygulanan ve 3. hafta sakrifiye
edilen grup) ve C6 (Defekte greft uygulanan ve 6. hafta sakrifiye edilen grup)
gruplarinda ise ratlarin defektleri alloplastik kemik greftleri ile dolduruldu ve yine 3 ve
6 hafta giinlik 100 mg/kg sistemik propolis gavaj yolu ile verildi. Deney
hayvanlarindan ilk 3 grup 21 giin sonra ikinci 3 grup ise 42 giin sonra sakrifiye edildi ve
parietal kemikleri diseke edildi. Histomorfometrik inceleme, CCD dijital kamera
(Optronics Microfire 1600x1200P, Goleta CA, ABD) ,goriintii karti (ATI FireGL
Advance Micro Device, Camberly, Ingiltere), bilgisayar kontrollii motorize tabla
(Heidenhein, Traunreut, Almanya) ve 1sik mikroskobu(Leica DM 4000B, Wetzlar,
Almanya) ile beraber seroloji ¢aligma istasyonunda incelenmistir. Olgiim islemi ise
Stereoinvestigator 7,5 (Microbrightfield, Willison, ABD) programi kullanilmistir.
Ayrica hacim Ol¢limlerinde Leica C Plan X10 objektif (NA=0,22) kullanilmistir.
Yapmis oldugumuz calismada 3.haftada sakrifiye ettigimiz ratlarin kalvaryumundaki
histomorfometrik inceleme sonucunda; B3 ve A3 grubunu karsilastirdigimiz zaman, B3
grubunda A3(Kontrol grubu) grubuna gore kemik olusumunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugunu gordiik (p=0,001). Yine A3 grubu ile C3 grubunu yeni kemik

olusumu ile ilgili karsilagtirdigimiz zaman anlamli bir fark olustugunu goézlemledik
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(p=0,004). 6.haftada sakrifiye ettigimiz ratlarin histomorfometrik incelemesini
yaptigimiz zaman A6(Kontrol grubu) grubu ile B6 ve C6 gruplar: arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark elde edilmemistir (Siras1 ile: p=0,762; p=0,964).Yapmis
oldugumuz calismada erken kemik olusumunu goézlemlemek i¢in 3.haftada sakrifiye
edilen ratlar arasinda ¢ikan sonuglara gore ; kontrol grubu (A3) ile greft kullanilan grup
(C3) arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark elde ettik ( p= 0,004 ). Bos birakilan
grup (B3) ile greft uygulanan grup (C3) arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. ( p= 0,981 ). Ge¢ kemik olusumunu takip ettigimiz 6. haftada sakrifiye
edilen ratlar arasinda ¢ikan sonuglara gore; kontrol grubu (A6) ile greft kullanilan grup
(C6) arasinda ve bos birakilan grup (B6) ile greft uygulanan grup (C6) arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. ( Sirasi ile; p= 0,964; p= 0,994 ). Sonug
olarak deneysel olarak olusturdugumuz bu modelde sistemik olarak verilen propolisin
erken donem kemik olusumunda pozitif etkisi oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu goézlemledik. Bununla birlikte ge¢ donem kemik olusumunda sistemik

olarak verilen propolisin herhangi bir etkisinin olmadig1 saptandi.

Anahtar kelimeler: kritik boyutlu defekt, propolis, alloplastik kemik greftleri, rat
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1. GIRIS VE AMAC

Maksillofasiyal bolgede; travma, kist, tiimor, dis cekimlerine ve periodontal
rahatsizliklara bagl olarak kemik biitlinliigli bozulur. Bu gibi durumlardan sonra kemik
olusumu istenilen diizeyde ya da hi¢ olmayabilir. Boylece hem estetik agidan hem de
fonksiyon agisindan kayiplar meydana gelir. Kemik rekonstriiksiyonunu saglamak i¢in
giiniimiizde ¢esitli ogmentasyon ve tedavi teknikleri uygulanmaktadir ve bu konuyla
ilgili arastirmalar artarak devam etmektedir. Kemik greftlerinin kullanimi uzun yillardir
tercih edilen bir tedavi seklidir. Bununla birlikte kemik greftlerinin kendi iclerinde
avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bu durum karsisinda son yillarda arastirmacilar kemik
greftine alternatif olabilecek ya da beraber kullanabilecekleri farkli materyalleri
arastirmaya baslamiglardir. Yeni materyalinin arastirilmast genelde defekte lokal
uygulanarak ya da deneklere sistemik olarak verilerek yapilmis ve olumlu, olumsuz

veya bagka arastirmalara rehber olabilecek sonuglar elde edilmistir.

Cok eski tarihlerden beri tip alaninda ¢esitli tedaviler i¢in kullanilan propolis
ozellikle son donemlerde bir¢ok arastirmaya konu olmustur. Propolisin igeriginde
bulunan bilesenler ve mineraller anti-oksidan, anti-bakteriyal, anti-inflamatuvar ve
antimikrobiyal etkilerinden dolay1 kemik olusumunda hem nicelik hem de nitelik olarak
pozitif etkileri baz1 arastirmalarda goriilmiistiir. Literatlirde propolis ile ilgili yapilan
calismalar genelde sistemik hastaliklara olan etkisini arastirmak i¢in yapilmistir.
Bununla birlikte periyodontoloji alaninda propolisin lokal uygulamalar1 ¢esitli
formlarda arastirilmis ve pozitif etkileri rapor edilmistir. Propolisin yeni kemik
olusumuna yonelik hem sistemik hem de lokal uygulamalar ile ilgili aragtirmalar ¢ok
daha az miktardadir. Bu ¢alismayr yapma amacimiz ratlara sistemik olarak verilen

propolisin yeni kemik olusumuna etkisini arastirmaktir.

Oral ve maksillofasiyal cerrahide greft materyallerinin kullanim amaglari, kemik
rejenerasyonunun saglanmasi, osteotomi agikliklarimin kapatilmasi, alveoler kret
yiikseltmesidir. Bununla birlikte hangi defektlerde hangi greft materyalinin kullanilmasi
gerektigi tam olarak net degildir. Otogreftler en fazla tercih edilen greftlerin basinda
gelir. Fakat otojen kemik greftlerinin bilinen dezavantajlari nedeniyle, arastiricilar bagka

materyaller bulmaya yonelmislerdir.



Gegmiste otogreft kullannmina alternatif olarak siklikla allogreftler tercih
edilmekteydi. Fakat hastaliklar1 transfer etme riski, yabanci cisim reaksiyonu olusturma
gibi riskler
1 ortadan kaldirmak ve yapilan islemlerde osteojenik aktiviteyi zayiflatmasindan dolay1

allogreftlerin kullanim1 da giin gectikge azalmistir.

Caligmamizda sentetik kemik grefti kullanmayi tercih ettik. Bunun nedeni diger
kemik greftleri materyallerinin dezavantajlarini elimine etmek ve son yillarda biiyiik

asama kaydeden sentetik kemik greftlerinin avantajlarin1 gézlemlemek idi.

Yapmis oldugumuz literatiir arastirmasinda ratlara giinliik sistemik olarak
propolis verilerek yeni kemik olusumuna etkisini gosteren baska bir calisma
bulunmamaktadir. Biz de ¢alismamizda 6zellikle propolisin anti-bakteriyel, anti-oksidan
ve anti-inflamatuvar o6zelliklerinden dolay1 erken ve ge¢ donemde yeni kemik

olusumuna etkilerini gérmeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik dokusu bir bag dokusudur ve iskelet sisteminin ana bilesenidir. En 6nemli
ozelligi ekstraseliiler matriksin kalsifiye olmasidir. Baslica gorevleri; beyin ve gogiis
kafesi i¢indeki organlar1 korumak, kaslar1 desteklemek, viicut sivilarinda belirli oranda
bulunmasi gereken fosfat, kalsiyum ve diger iyonlarin deposu olarak islev gérmek ve
16kosit tiretiminden sorumlu kemik iligi i¢in barinak olusturmaktir. Viicudun en sert
dokusu olan kemik bu o6zelligine gore oldukca iyi kanlanan bir dokudur. Gelisimi
sirasinda yapisina katilan kapiller ile perfiizyonu saglar. Osteositler kapillerin en az 0,2

mm yakininda olacak sekilde konumlanmustir (1, 2, 3).

Kemik rijit bir yapiya sahip olmasimin yaninda disaridan gelen kuvvetlerle
sekillenebilecek kadar dinamik bir dokudur. Uzerine gelen basing rezorbsiyona neden
olurken, gerilim kuvveti yeni kemik olusumuna neden olur (4). Kemik dokusuna gelen
giiclii ve deforme edici kuvvetler elastisite sinirin1 asmadig siirece tekrar eski sekline
donebilir. Rotasyonel kuvvetler karsisinda direnci daha az olup aksiyal kuvvetler

karsisinda direnci yliksektir (5).

Sert bir yapiya sahip olan kemik dokusu iizerinde histolojik ¢alisma yapabilmek
ve mikrotomla kesebilmek igin belirli asamalardan ge¢mesi gerekir. Kemik hiicrelerini
ve matriksini arastirmak i¢in Once dekalsifiye edilmesi gerekir. Bunun igin
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) gibi bir kalsiyum selatorii kullanilabilir. Doku
dekalsifiye olduktan sonra kesilebilir ve boyanabilir (3).

2.2. Kemik Histolojisi
Kemik 2 kisimdan olusur;

-Kemik Matriksi

-Kemik Hiicreleri



2.2.1. Kemik Matriksi

Kemik matriksi kompresyona, biikiilme, egilme ve gerilme kuvvetlerine kars1 koyar.
Coziinmeyen kalsiyum tuzlar sayesinde ¢ok sert bir yapiya sahip olmasi yaninda, ¢ok
miktardaki kollajen fibrilleri ile de gerilmeye karsi dayaniklidir. Kollajen agirlikli
olarak tip 1’dir, az miktarda da tip 5 mevcuttur (3).

-Organik Matriks
-Inorganik Matriks
2.2.2. Organik Matriks

Kemik kuru agirligiin %35 ini olusturan organik matriks kemigin formunu verir
ve inorganik tuzlarin sekillenmesini saglar. Organik matriksin %90 mi tip 1 kollajen
yapar. Capraz bagh liflerden olusmus olup tendon ve derideki kollajene benzerler.
Bununla beraber kondrotin siilfat ve keratan siilfat gibi glikozaminoglikanlar1 (GAG)
icerir. Kemikteki glikoproteinler hidroksiapatite baglanan osteokalsin, osteoblast ve
osteoklastlarin iizerindeki integrinler ve hidroksiapatite baglanan osteopontinlerdir.
Vitamin D, bu glikoproteinlerin sentezini artirir. Kemik sialoproteini ise osteoklast ve
osteoblastlarin iizerindeki integrinlere baglanarak bu hiicrelerin kemik matriksine
tutunmasini  saglar (4,6). Eger organik komponent uzaklastirilirsa orijinal sekli

korumakla beraber kemik ¢ok kolay kirilabilir bir hale gelir (4).

Normal bir kirik iyilesmesinin ge¢ evrelerinde kemik yapisinda tip 2 kollajene
(kikirdak, kartilaj) rastlanmistir. Bu bulgu ile beraber, kallus igerisinde endokondral
kemiklesmenin normal kirik iyilesmesinin yerini aldigi inancimi artirmistir. Kemik
kiriklarinda kemigin fiksasyon i¢in kompresyon plaklar1 kullanilirsa, minimal kallus

olusur ve primer olarak tip 1 kollajen goriiliir (7).
Inorganik Matriks

Inorganik matriks kemik kuru agirligmin %65’ini olusturur. Kalsiyum, fosfor,
bikarbonat, sitrat, magnezyum, sodyum ve potasyum icerir. Kalsiyum ve fosfor esas
olarak ‘hidroksiapatit kristalleri’ seklinde bulunur. Hidroksiapatit kristalleri kollajen
bosluklar1 arasinda depolanirlar. Bununla birlikte yiizey iyonlar1 ise su ile birlesir ve
iyon aligverisini gergeklestirir (6). Yiizeydeki hidroksiapatit kristallerin etrafinda sudan

olusmus bir kabuk bulunur. Buna hidrasyon kabugu denir ve iyonlar kristalin yiizeyi ile
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hidrasyon kabugu arasinda serbestge dolasirlar(8). Kemik dokusunun sertligi kollagen
doku ile hidroksiapatit kristalleri arasindaki etkilesime baghdir. Eger kemik dekalsifiye
edilirse orijinal sekli korumakla beraber kolay biikiilebilir hale gelir (4).

2.3.Kemik Hiicreleri
-Osteoprogenitdr (Osteogenik) Hiicreler
-Osteoblastlar
-Osteositler
-Osteoklastlar
2.3.1. Osteoprogenitor (Osteogenik) Hiicreler

Embriyonik mezensimden kdken alan osteoprogenitor hiicreler, mitoz boliiniirler
ve osteoblastlara farklilasabilirler. Diisiik oksijen seviyelerinde kondrojenik hiicrelere
donme yetenekleri vardir. Igsi bir sekilleri vardir. Ozellikle hizli ve yogun kemik
biiylimesi sirasinda aktif rol oynarlar (1). Periostun ic katmaninda, endosteumda, havers
kanallarinda bulunur. Periostun ince i¢ tabakas1 “Osteojenik tabaka” olarak adlandirilir
ve osteoprogenitor hiicreler icerir. Endosteum veya periosttaki osteoprogenitor hiicreler,
stimule edildiklerinde, iyi vaskiilarize olan bolgelere yerlesirlerse osteoblastlara,

vaskiilarize olmayan yerlere yerlesirlerse kondroblastlara donisiirler (3).
2.3.2. Osteoblastlar

Osteoblastlarin kdkenlerini osteoprogenitor hiicrelerden alir. En basta Tip 1 kollajen,
proteoglikanlar ve glikoproteinler olmak {izere, kemik matriksinin organik protein
komponentinin sentezinden sorumludur. Ayrica receptor for activation of nuclear factor
kappa B (RANKL), osteokalsin, osteopontin, osteonektin, kemik sialoproteini ve (M-
CSF)  makrofaj koloni-stimule edici faktér (M-CSF) iretir. Osteoblastlar, kemik
ylizeyine Ortiilii olarak yerlesmislerdir. Osteblastlar osteositlere sinapslarla temas
kurarken komsu osteoblastlarla kisa kollar ile temas kurarlar. Bu uzantilarla “gap
junction”lar olusturulur ve osteositler arasi “gap junction” sayisit osteoblastlar

arasindakilerden fazladir.



Osteoblast hiicrelerinin membrani, alkalen fosfataz (ALP) agisindan zengindir.
Aktif olarak kemik olusumu sirasinda, bu hiicreler yiiksek diizeyde ALP salgilarlar ve
kandaki enzim seviyesini yiikseltirler. Bu durumda kemik olusumunu, kan ALP
seviyesini Olcerek kontrol edilmesine olanak saglar. Osteoblastlar, sekretuar iiriinlerini
iretir ve her bir hiicre iirettigi ekstraseluler matriks tarafindan ¢ember altina alinir. Bu
durumdan sonra osteoblastlar artik “osteosit” olarak adlandirilir ve yerlestigi yere de
“lakuna” adi verilir. Kemik matriksinin biiylik bir bolimii Kalsifiye olur ve
osteoblastlar, kalsifiye matriksten, ince nonkalsifiye bir tabaka olan “osteoid” (kalsifiye

olmayan kemik matriksi) ile ayrilirlar.

Matriks olusturmay1 siirdiirmeyen yiizey osteoblastlar1 daha yass1 sekilli bir forma
doniistirler ve bone-lining hiicreleri adimi alirlar.  Osteoprogenitor hiicrelere
benzemelerine ragmen, boliinebilme yetenekleri yoktur ve sadece, uygun stimuluslarla

eski tiretken hallerine doniisebilirler(1).
2.3.3.0steositler

Osteositler, osteoblastlardan koken alan ve lakiinada bulunan kalsifiye kemik
matriksi i¢inde sikismis matiir kemik hiicreleridir. Her mm®de 20.000 —30.000 adet
bulunur. Bu hiicrelerin sitoplazmik uzantilari, lakiinalardan g¢evreye uzanan tiinel
seklindeki bosluklarda (“kanalikiil”’) bulunur. Bu wuzantilarla osteositler komsu
osteositlerle temas ederler. Gap junction araciligi ile hiicreler arasi iyon ve kiigiik
molekiil aligverisi gergeklestirilir. Kanalikiillerde bulunan ekstraseliiler sivi osteositler
icin gerekli besin ve metabolitleri tasir. Lakiinalarin sekline uyum saglamis olan
osteositlerin  niikleuslar1  yassilasmistir ve sitoplazmalart organel bakimindan

fakirlesmistir.

Osteositler her ne kadar inaktif hiicreler gibi goriinseler de, kemigin onarimi
esnasinda gerekli maddeleri salgilarlar. Siklik 6 adenozin fosfat (CAMP), osteokalsin ve
insiilin benzeri biiyiime faktorii salgilayarak kemik gerilmelerine cevap veren kemigin

mekanik transdiiksiyonundan sorumludurlar (1).



2.3.4.0steoklastlar

Osteoklastlarin  eskiden yapilan incelemelerinde monositlerin birlesmesiyle
olustuguna inanilmaktaydi. Fakat son yillarda yapilan c¢alismalarla birlikte
prekiirsorlerinin kaynagi kemik iligi oldugu goriilmiistir. Mononukleer fagositik
sistemin bir parcasi olan prekiirsorler kemik iligine yerlesirler. Osteoklastlarin kemik
rezorpsiyonundan sorumlu osteoklaststimulan faktor, koloni stimule edici faktor-
1(CSF-1) , osteoprotegerin (OPG) ve kalsitonin reseptorleri vardir. Bu hiicreler kemik
rezorpsiyonu bittikten sonra biiyiik ihtimalle apoptozise ugrarlar. Osteoklastlar sig
cukurlar olan Howship lakiinalarinda yerlesmislerdir ve kemik rezorpsiyonu bu

cukurlarda meydana gelir.

Osteoklastlarin ¢ap1 150 mikrometredir ve 50’ye yakin nukleuslar1 olan genis
multipl nukleuslu hiicrelerdir. Sitoplazmalari asidofilik boyanir. Bu hiicrelerin olusumu
makrofaj koloni-stimule edici faktor tarafindan stimule edilir ve mitoza ugrar.
Osteoblastlar ii¢ uyarict molekiil salgilayarak osteoklastlarin farklilagsmasini diizenlerler.
Bu uyaric1 molekiiller; makrofaj koloni-stimiile edici faktor (M-CSF), niikleer faktor
kappa B aktivasyon reseptorii  ligandi(RANKL) ve osteoprotegerin(OPG)

molekiilleridir.
Osteoklastlar morfolojik olarak 4 bélgeden meydana gelir.

1. Bazal zon: Multipl nukleuslar ve Golgi kompleksleri basta olmak iizere bir¢ok

organeli i¢ine alir.

2. “Ruffled border”: Parmaksi uzantilariyla kemik rezorpsiyonundan direkt

sorumlu olan bolgedir.

3. “Clear” zon: “Ruffled border”t cevreleyen bolgedir. Osteoklastin kemigi
rezorbe edebilmesi i¢in aktin halkasinin olugsmasi gerekmektedir. Aktin halkasinin

olusmasinda ¢ok biiyiik rolii olan aktin mikroflaman bu bolgede bol miktarda bulunur.

4. Vezikuler zon: Bazal zon ve “ruffled border” arasindadir. Fazla sayida

endositotik ve egzositotik vezikul igerir (1).



2.4. Kemik Zarlan
2.4.1. Periosteum

Periost i¢ tabaka ve dis tabaka olmak iizere 2 ayr1 tabakadan meydana gelir. Dis
tabaka fibrotik olup daha ¢ok kollajen igerir. I¢ tabaka ise damar ve hiicreden zengindir.
Ligamanlar, tendonlarin kemige baglandigi bolgeler, sinovyal eklemler, interossoz
membranlar bolgesi hari¢ tim kemiklerin dis ylizeyini 6rten zardir. Periostun igerdigi
hiicreler osteoblastlara farklilasabilir. Ayn1 zamanda bu hiicreler kemigin dis bolgesinde
hyalin kikirdak iiretebilir. Yaslanmayla birlikte periostun yapisinda degisikler olusur.
[lerleyen yasa bagl olarak periost incelir ve osteojenik kapasitesi azalir. Cocuklarda ise
ic tabaka kalin ve daha aktiftir. Yaslanmaya bagli periosttaki aktif kemik

mekanizmasinin azalmasina ragmen hayat boyu kemik yaparlar (9).

Periostun kemige baglanmasi Sharpey lifleri araciligi ile olur. Kollajen yapidaki
dis tabaka demetler halindeki Sharpey lifler vasitasi ile matriks i¢ine girerek kemige
tutunur. Bu liflerin ¢evresindeki matriks ya hi¢ kalsifiye olmamis ya da az kalsifiye
olmustur. Tendonlarin, kaslarin yapisma yerlerinde ve kafatasinda bol miktarda

bulunurlar (10).
2.4.2. Endosteum

Endosteum periosta gore daha ince bir zar tabakasidir. Kemigin i¢indeki biitiin
bosluklar1 orterler. Tek katli yass1 osteoprogenitor hiicreler ve az miktarda retikiiler bag
dokusundan olusmuslardir. Hem hemopoetik hem de osteojenik 6zellik gosterirler.

Osteojenik etkilerini gelisimleri bittikten sonra da devam ettiriler (11).
2.5. Kemik Olusumu
Kemik olusumu 2 sekilde olur;
- Intramembranoz Kemik Olusumu

-Endokondral Kemik Olusumu



2.5.1. Intramembranéz Kemik Olusumu

Mezenkimal hiicreler osteoblastlara diferansiye olarak kemik matriksini
olustururlar. Yassi kemiklerin ¢ogu bu yolla iyilesir. Mandibulanin proc. coronoideus ve
simfizi hari¢ tiim bdlgelerinde sternum, pelvis, kranium gibi yasst kemiklerde, kisa ve
uzun kemiklerin kompakt kisimlarinda goriliir. Primer kemiklesmenin merkezi olan

trabekiiler kemik yapilarini olustururlar.

Mezenkimal hiicreler mitoz boliinmeye ugramasi ile birlikte osteoprogenitor
hiicreler ve osteoblastlar olusur ve yeni kemik olusumu devam eder. Kalsifikasyondan
ve osteoid olusumundan sonra osteoblastlar osteosit hiicrelerine donerler. Kanseldz yap1
icerisindeki trabekuler yapiin miktar1 yeterli olunca iglerindeki interstisyel vaskiiler
bag dokusundan kemik iligi meydana gelir. Kalsifiye olmamis mezenkimal hiicreler ise
periostium ve endostiuma geri donerler. Periosteumun i¢ tabakasi ve duranin periosteal

tabakas1 kompakt kemige donerek i¢ ve dis tabakay1 yaparlar (1).
2.5.2. Endokondral Kemik Olusumu

Uzun ve kisa kemiklerin kemiklesmesi bu yolla olur. Kikirdak cati olustuktan

sonra kemiklesme baslar. iki asamada olusur:
1)Hyalin kikirdak ¢at1 olusumu.

2)Hyalin kikirdak yapinin biiyliyerek kemik catiya bir model olmasi, rezorbsiyonu ve

yeni kemik olusmasi.
Primer kemiklesme merkezinin olusumu

- Hyalin kikirdak kemik olusacagi bolgede model olusturur. Kikirdakta bulunan
kondrositler hipertrofiye ugrar ve kalsifiye hale gelir. Kondrositlerin sitoplazmalarinda

glikojen depolanir ve vakuolize olurlar.

- Diyafiz kikirdaginda bulunan perikondriumda damarlanma baglar. Kikirdak

hiicreleri osteoprogenitor hiicrelere ve perikondrium periosta doniisiir.

-Yeni olusan osteoblastlar kemik matriksi salgilarlar ve intramembranoz
kemiklesme vasitasi ile subperiostal kemik manset olusumunu kikirdak yiizey tizerinde
meydana getiriler. Bu manget kondrositlerin beslenmesine mani olur. Bu durumdan

dolay1 iskemi olusur ve sonucunda kondrositler hipertrofiye ugrayarak tahrip olur ve
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oliirler. Kikirdak model merkezinde yan yana bos kaviteler olusur ve bunlar ilerleyen

zamanlarda kemik iligi kavitesini yaparlar.

-Kikirdak modele oksijen saglanmasi ve beslenmesi, osteoklastlarin periostal
delikler agmasini takiben osteoprogenitor hiicreler, hematopoietik hiicreler ve kan
damarlar1 araciligi ile olur. Damar yolu ile gelen kalsiyum ve fosfor iyonlari, alkalen
fosfatazin yardimi ile birleserek kikirdak matrikse ¢oker ve diyafizde kemiklesme

merkezi olusur.

- Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara doniiserek kalsifiye kikirdak yiizeyinde

kemik matriksi olusturup kikirdak/kalsifiye kemik kompleksini meydana getiriler.

- Osteoklastlar subperiostal kemigin kalinlasmasiyla, olusan kemik kompleksini

rezorbe ederler ve kemik iligi genisler. Ilerleyen zamanlarda epifizyal plaklar disindaki

kikirdaklar kemiklesir.
Sekonder Kemiklesme Merkezinin Olusumu

Osteoprogenitor hiicreler epifiz kikirdagini olusturduktan sonra osteoblastlara
dontisiip kikirdak modelin matriksini sentezlerler. Epifiz olusumu yeterli seviyeye
geldikten sonra eklem yiizeyi hari¢ tim bolgeler kemiklesir. Eklem yiizeyleri ise
kikirdak 6zelligini hayat boyu muhafaza eder. Epifiz plagindaki kemiklesme kemiklerin

uzamasindan sorumludur (1).

Eriskin bireylerde yalnizca sekonder kemik dokusu bulunur. Sekonder kemik
dokusunun spongioz kemik (siingerimsi, kansell6z) ve kortikal kemik (kompakt,

lameller) olmak iizere iki tiirii vardir. (12)
Spongioz kemik

Birbiriyle anastomoz yapan ince kemik trabekiillerinden olusurlar. Trabekiillerin
arasinda kemik iliginden zengin diizensiz bosluklar vardir. Spongioz kemigin
beslenmesi kemik iliginde ¢ok fazla sayida bulunan kan damarlar1 ve sitoplazma
uzantilar1 vasitasi ile olur. Kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlar

ve yassi kemiklerin i¢ ylizeylerinde bulunurlar (12).
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Kortikal kemik

Kortikal kemigin ana yapisi, “Havers Sistem” olarakta adlandirilan osteondur.
Osteon; uzunlamasina vaskiiler havers kanallarin1 ¢evreleyen silindirik sekilli vaskiiler
kemikten olusmustur. Horizontal bigimde dizilmis olan volkman kanallar1 osteonlari
birlestirir. Kortikal kemigin mekanik giicii, osteonlarin siki dizilimine baghdir. Yassi

kemiklerin i¢ ve dis tabakalarini, uzun kemiklerin dis yiiziinii olustururlar (12).
2.6. Kemik Dokusu Iyilesmesi

Hasar goérmiis olan dokular belirli bir oranda kendilerini yenilerler ve kemik
dokusu bu isi en iyi yapan dokulardan biridir. Olusan kemik defekti ve kemik
kiriklarinin iyilesmeleri yaralanmanin hemen ardindan olusan bir dizi fizyolojik
siiregten gecer. Kemik iyilesmesinde yasanan bu karmasik silirecin en Onemli
ozelliklerinden biri skar dokusunun olusmamasidir. Iyilesme genel olarak iki sekilde
gerceklesir: primer iyilesme ve sekonder iyilesme. Primer iyilesmede kirik bolgesi
mutlaka hareketsiz kalmasi1 gerekmektedir, bu durumdan dolay1 sekonder iyilesmeye
gore daha az gorilir. Kirik parcalar birbirine temas eder ve intramembrandz
kemiklesme ile kortikal tabakasinin yeniden sekillenmesi gerceklesir. Ornek olarak
kirik bolgesinin kompresyon tabakalar1 ve miniplaklar gibi ¢esitli mekanizmalarla tespit
edildigi durumlar verilebilir. Sekonder iyilesmede ise endokondral kemik olusumu
goriiliir. Hiicre topluluklarin ¢ogalarak farklilagirlar ve matriksi olusturup iyilesmeyi

gercgeklestirirler.
Kemik iyilesme siireci 3 evreden meydana gelir;
-Enflamasyon Evresi
-Onarmm Evresi

-Yeniden Sekillenme(Remodeling) Evresi (13, 14, 15, 16).
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2.6.1. Enflamasyon Evresi

Tiim doku travmalarinda organizmanin verdigi ilk yanit enflamasyon evresinde
yasanan olaylardir. Kemik kiriklarinda; hiicre 6liimleri gergeklesir, matriks hasar goriir,
periost ve endostta yirtiklar ve kirik kemik uglarinda dislokasyon meydana gelir.
Travmanin hemen ardindan kemigin i¢inde bulunan kemik iliginde ve etrafinda kan ve
lenf sivist toplanir. Bu sivi birikir ve periostu kaldirir. Kanamayr durdurmak ve
pihtilasmay1 saglamak igin trombosit ve trombotik faktorler vasitasiyla molekiiler
aracilar yaralanma bdlgesine salinir. Olugsan hematom yumusak dokular tarafindan
sarilir. Sekonder kirik iyilesmelerinde hematomun 6nemli bir rolii vardir ki bu da
olusturdugu basing kirik uglarinin bir arada tutulmasma yardimci olmasidir. Ornegin
acik kirik yaralarinda hematomun disariya bosalmasi ile birlikte iyilesme gecikir veya
hi¢ olmaz. Yapilan bir deneyde hematom organize olduktan sonra c¢ikartilmis ve
sonucunda osteojenik uyarilmanin biiyiik oranda kayboldugu 6ne siiriilmiistiir (13, 15,
17, 18).

Genel kant hematomun fibrinden bir c¢ati olusturarak onarim hiicrelerinin
faaliyetlerine yardimci oldugu yoniindedir. Kiritk meydana geldikten sonra damarlarda
gecici bir vazokonstriksiiyon ve ardindan vazodilatasyon meydana gelir. Bunun
nedeniyse dokudaki mast hiicrelerinin kirik bolgesine histamin salgilamasidir. Kirik
alaninda vazodilatasyon ve plazma eksudasyonuna bagli olarak ilk 24 saat i¢inde 6dem
olusur. Polimorf ¢ekirdekli 16kositler(PNL), monosit ve lenfositleri iceren akut iltihap

hiicreleri, 6demli alana dogru hareket ederler (13, 15, 17, 18).

Birbirlerine komsu haversian sistemler arasinda fazla anastomoz olmaz ve kirik
hattinin her iki tarafinda belirli bir bdlgede dolasim durur. Bunun sonucunda kirik
uclarinda  nekroz alanlar olusur. Nekrotik iriinlerin varligi ve prostoglandinlerin
salimimi akut iltihabin baslatilmasinda 6nemli rol alir. Olusan hematom ilk 48 saatte
organize olup fibrinden bir yap1 olusturur. Fibrinojen lizin, fenilalanin, gamaglobin ve
albiiminin de eklenmesi ile fibrine doniisiir. PNL ve makrofajlarin diyapedezi ile fibrin
matriks olusur. Makrofaj, histiosit ve fibroblastlarin yaptigi kollajen de fibrin matriksi
olusumunda etkilidir. Artik fibrin agindan da kemik yapimi i¢in hiicre ¢ogalmasi baslar.
Ik etapta kirik bdlgesi pH’1 asidikken daha sonra agir agir notrale doner ve 1liml bir

alkali seviyede kalir. (13, 15, 17, 18).
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2.6.2. Onarimm Evresi

Onarim evresi sirasinda bolgedeki damarlanma ve buna bagli oksijen tutulumu
Onem tasir. Periost damarlar ilk donemde, besleyici damarlar ise ge¢ donemde
kanlanmay1 saglamakla gorevlidirler. Her iki donem de kilcal damarlanma damarsal
yapilarmin temelini olusturur. Fakat yeni kilcal damar olusumu, yeni kemik olusturma
islemi kadar hizli degildir. Bunun sonucunda damarlanmanin daha iyi oldugu yara
kenarlarinda osteoblastlar olusurken yara bolgesinin ortalarina dogru kondroblastlar ve

kondrositler olusurlar.

Onarim Evresinde hematom organizasyonun yerini kilcal damarlarin genislemesi
ile birlikte graniilasyon dokusu alir. Bu evrenin hiicreleri mezenkimal kaynakli olup ¢ok
yonlii gelisebilme o6zelligi (pluripotent) olan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin ¢ogu
graniilasyon bolgesinden, periostun yeni kemik olusturma ozelligine sahip olan
tabakasindan ve endosteumdan salgilanir. Kirik bdolgesindeki mezenkimal hiicre
cogalmasi ilk 16 saatte saptanmistir ve kirik sonrasi 32 saatte en list diizeye cikar.
Onarim evresi, kirik olusumundan sonraki saatlerde bagslar fakat yapisal olarak tipik
hale gelmesi 7-12 giin siirer. Osteojenik hiicreleri ve fibroblastlarin graniilasyon dokusu
olusumunda 6nemli rolleri vardir. Fibroblastlar kollajen sentezlerken, kondroblastlar
kollajen ve glikoaminoglikanlari, osteoblastlar ise osteoid maddeyi salgilarlar. Bu
yapiya kallus adi verilir ve fibroz dokudan, kikirdaktan ve olgunlasmamis kemik
dokusundan olusur. Yara bolgesini ¢evreleyip bolgenin hareket etmemesini saglayarak
iyilesmeye yardimer oldugu diisiiniilmektedir. 1k etapta igeriginden dolayr yumusak
kallus admi alir ve zamanla ic¢indeki damarlanma artarak osteoblastik aktiviteyi
destekler. Osteoid maddenin mineralizasyonu dayaniklik agisindan gereklidir.
Osteoblastlar, tropokollajen salgilayarak kollajen liflerinin dizilimini diizenlerler.
Bunlarin iizerine kalsiyum iyonlarinin ¢okmeye baslamasiyla sert kallus olusur.
Kallusun etkisiz kisimlarinin rezorpsiyonu ve trabekiiler kemigin stres ¢izgileri boyunca

uzanmasi ile yeniden sekillenme evresi baglar (13, 15, 16, 19).
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2.6.3. ‘Remodelling’ Evresi

Bu evre onarim evresinin ortasindan baslar ve kemik iyilesmesinin diger
evrelerinden daha uzun siirer. Normal siiresi 4-16 hafta siirerken, yillar boyunca da
devam edebilir. Onarim evresi sirasinda olusan mikroskobik olarak diizensiz kallusun,
normal kemigin lameler igerigiyle degismesi bu evrede gerceklesir. Kalsifiye kikirdak
doku, osteoklastlarin rezorpsiyonu sonucunda trabekiiler kemik dokusuna doniisiir.
Ardindan lameller kemik olusur ve kas kuvvetleri ile mekanik etkenlere paralel olarak
dizilmis olan osteonlar igerir. Kemik iliginin oldugu bdlgedeki kallus dokusu
osteoklastlar tarafindan rezorbe edilir ve kemik dokusu olagan goriiniimiinii kazanir (13,

15, 19).
2.7. Kritik Biiyiikliikte Kemik Defekti

Schmitz and Hollinger 1986 yilinda kritik biiyiikliikteki kemik defekti’ni
‘Organizmanin yasami boyunca kendiliginden iyilesemeyecek en kiigiik boyuttaki
kemik i¢i defekt’ olarak tanimlamislardir. Bu defektler kemik iyilesme modellerinde
kulanilirlar (20). Ratlarda kritik biiyiikliikteki kraniyal kemik defektinin primer fibroz
kallus dokusu ile doldugu fakat {i¢ aylik siirede minimum derecede kemiklesmenin

oldugu tespit edilmistir (21).

Takagi ve Urist ratlarda olusturduklart 8mm capindaki kemik defektini 6 ay
sonra incelemisler ve bu siire sonunda fibr6z iyilesme gergeklestigini bildirmislerdir.
(22). Hollinger ve Kleinschmidt yine ratlarda 8 mm capinda defekt olusturup 13 ay
sonra defekti incelemigler ve defektin kendi kendine iyilesme gostermedigini rapor
etmislerdir (23). Yapilan diger bir ¢alismada Mulliken ve Glowacki ratlarin pariyetal
kemiklerinde 2 mm ¢apinda bir defekt olusturmuslar ve 6 ay sonra ideal bir kemik
dolumu bulamamuslardir (24,25). Yukaridaki ornekler gibi gesitli ¢aplarda defektler
olusturulmus ve farkli sonuglar elde edilmistir. Bununla birlikte sonuglarin farkli
olmasinda defektin ¢ap1 disinda baska parametrelerde géz oniinde bulundurulmalidir.
Yapilan calismalarda operasyon esnasinda olusturulan travma, kan desteginin yetersiz
olmasi, kemik iligi yetersizligi ve enfeksiyon gibi nedenlerin de sonug iizerinde etkileri

oldugu diisiiniilmektedir (26,27).
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2.8. Kemik Greftleri

Greftin alic1 kemik doku ile birlesmesi i¢in bes asamadan ge¢mesi gerekmektedir

(28,29).

1-inflamatuar cevap: ilk iki hafta i¢inde yeni damar agmin olusmasi baslar ve
greft materyali inflamatuar cevabin merkezi haline gelir. Bunu takiben fibroz
graniilasyon dokusu greft kullanilan bolgede dominant hale gecer ve inflamatuar cevap

azalir.

2-Revaskiilarizasyon: Greft icerisindeki vaskiiler invazyon gelismeye
baslayinca, primitif mezenkimal hiicreler osteojenik hiicrelere farklilasmaya baslar.
Ayn1 zamanda hematopoetik kemik iligi elementleri bu bolgede toplanarak

revaskiilarizasyon tamamlanir.

3-Osteoindiiksiyon: Farklilagsmis perivaskiiler mezenkimal hiicrelerin mitojenik
aktiviteleri sonucunda yeni kemik olusturma kapasitesindeki osteoprogenitor hiicreler
meydana gelir. Osteoindiiktif materyaller iskelet sistemi disinda da kemik dokusu

olusturma yetenegine sahiptirler.

4-Osteokondiiksiyon: Alict bolgedeki perivaskiiler dokudan, grefte dogru
olusan kapiller biiylime, osteoprogenitor hiicrelerin gelisimi seklindedir. Canli kemik
greftlerinde osteokondiiksiyon osteoindiiktif bir islem ile kolaylastirilip daha hizli

olusmasi saglanir.

5-Remodelling (creeping substition): Kemik transplantasyonunda dinamik
rekonstriiktif iyilesme islemine verilen isimdir. Cikan kan damarlari ile beraber nekrotik

kemigin yerine gegen yeni kemik olusumunu tanimlar (30).
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2.8.1. Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide Kullanilan Kemik Greftleri

- Otojen kemik greftlerti,

- Homojen kemik greftleri (allogreftler),
-Heterojen kemik greftleri(xenogreftler)
-Alloplastik kemik greftleri (31)

Otojen Kemik Greftleri

Otojen kemik greftinin en Onemli avantaji; osteojenik hiicreler igermesi ve
immiinolojik reaksiyona sebep olmamasidir. Bununla birlikte verici bolgede ikinci bir
operasyona ihtiya¢ duyulmasi, postoperatif agrinin uzun siire devam etmesi, hareket
kisithiligi yasanmasi ve bakim siiresinin fazla olmasi bu grubun dezavantajlaridir.
Otojen kemik greftleri kortikal ve kanselloz yapida olabilir ve viicudun degisik

bolgelerden degisik formlarda elde edilebilirler (32).

Kortikal greftler, dayanikli ve sert bir yap1 olusturarak kemige form verirler.

Fakat osteogenezisi artirici 6zellikleri yoktur (33).

Kanselloz kemik ve kemik iliginin en temel avantaji osteogenezisi artirma
ozellikleridir. Bu o6zelliklerinin nedeni sahip olduklari canli hiicrelerin osteoblastlara
dontisebilmesi ve osteojeniteyi indiikleme kapasitelerinin olmasidir. Bu greftlerin

bilinen tek dezavantaji; mekanik saglamlilig1 olusturmamalaridir (33).

Her iki kemigin karisimi olan kortikokansell6z kemik greftlerinin kullanimi son
zamanlarda hizla artmustir. Fakat hem kortikal hem de kanselloz kemiklerin kuvvetli
Ozelliklerini ayn1 oranda kombine edemezler. Kanselloz kemik gibi osteogenezisi
artiric1 6zellige sahip degildir. Bunun nedeni daha nonp6rdz bir yapist olan kortikal
kemik tabakasina sahiptir. Kortikokanselloz greftlerin avantaji; kortikal greftler gibi
mekanik saglamlik ve form kazandirmak ve az miktarda osteogeneziste artmayi
saglamasidir. Kortikokanselloz kemik genelde kaburga veya ilium kaynakli olup
aralarinda biiyiik farklar vardir. Ornegin; kaburga, iliumdan daha az kanselldz kemik

icermektedir (32).
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Insan kaynakh Kemik Greftleri (Allogreftler)

Alict ile ayni tiirden olan, fakat genetik olarak farkli bireylerden elde edilen
kemik dokularina allogreftler denir. Taze dondurulmus kemik, dondurulmus kurutulmus
kemik ve demineralize edilmis kemik matriksi olarak siiflandirilabilirler (34,35).
Allogreftleri dondurma, dondurup kurutma gibi kriyobiolojik metodlar veya radyasyona
tabi tutarak immiinolojik komplikasyonlarindan ve hastalik tasima potansiyellerinden

ortadan kaldirmak i¢in kullanilan son tekniklerdir (36, 37).

Eger kemik greftinin alindig1 sahada kemik doku ve cevresindeki dokularda
revaskiilarizasyon iyiyse bu allogreftler otojen greftten daha iyi sonug verebilir (36, 38).
Insandan elde edilen allogreftin hazirlanmas: esnasinda kemik matriksi icerisindeki tiim
mikroorganizmalar zarar goriir ve bundan dolayr Human Immunodeficiency Virus(HIV)

dahil enfeksiy6z hastaliklarin tamamen elimine edildigi belirtilmistir (38).

Demineralize edilmis kemik matriksi, kemikte bulunan mineral yapimin ortadan
kaldirilmasiyla tretilir. Yapilan islemler esnasinda kemigin mekanik 6zellikleri azalir.
Fakat kemik matriksinde zaten var olan bone morphogenetic proteins(BMP) gibi
proteinler aciga ¢ikar. Boylece bu kemik greftleri uygulandiklar1 bolgelerde
osteoindiiktif etki gosterirler (34, 39, 40). Dondurulmus kurutulmus kemiklerde ise
osteojenik indiiksiyon kapasitesi azdir ve rezorbsiyon sirasinda bir miktar fibréz doku
ile yer degistirir. Bunun sonucu olarak greft materyalinde kii¢iilme olur ve greft
tamamen yer degistirdikten sonra kemik kaybinin en az %50 olacagr goéz Oniinde

bulundurulmalidir (36,38).
Heterojen Kemik Greftleri (Xenogreftler)

Heterojen terimi farkli tiirlerden alman dokular igin kullanilir. insanlarda
kullanim1 17. yy' dan beri var olmasiyla birlikte 6zellikle maksillofasiyal bolgede cok
stk olmamakla beraber ¢ok daha yeni kullanilmaya baslanmistir. Heterojen kemik
greftleri daha ¢ok ¢enelerdeki kiiciik defektleri doldurmak i¢in kullanilir ve herhangi
bir osseojenik potansiyelleri yoktur. Bunun yerine yeni kemik olusumu i¢in matriks
olusturduklarimi belirtilmistir. Bazi1 organik ¢oziiciiler ile islemden gegirilirler ve bu
islemler sirasinda immiinojenitesinin ¢ogunu kaybederler. Sigir kemigi en ¢ok tercih

edilen heterojen greft kaynagidir. Bu kemik etilen diamin ile 24 saat bekletilip organik
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komponentlerinden ayrilirlar elde edilen kalsiyum matriks sterilize edilerek kullanima
hazir hale getirilir. Boylece alicida herhangi bir immiin reaksiyona sebep olmazlar
(41).

Yapilan caligmalarda anorganik dana kemigi greftinin osteotomi alanlarinda
bagarili sonuglar verdigi fakat, posttravmatik deformite ve hipoplastik alan

diizeltmelerinde ise yeterli olmadigi goriilmistiir (42).

Pyrost % 93'u hidroksilapetit (HA) ve %7'si alpha-tricalcium phosphate(a-TCP)
olan tamamen deproteinize heterojen kemik greft materyalidir. Oral ve maksillofasiyal

cerrahide olusmus olan kemik defektlerinde, greft gerektiren cesitli osteotomilerde ve

bazen de kemik greftleriyle karistirilarak kullanilmaktadir (36, 43, 44, 45).

Mercan, yapisal olarak kemige ¢ok yakindir ve biyolojik olarak inert bir madde
olmasindan dolay1 ideal bir greft materyalidir. Dogal mercan, osteoklastlar tarafindan
yavas yavas rezorbe edilirken, serbest kalsiyum iyonlar1 osteoblastlar tarafindan

kullanilarak yeni kemik olusturulur (36, 46).
Alloplastik kemik greftleri

Alloplastik kemik greftleri bilylik oranda osteointegrasyon ve osteoindiiksiyon
ozellik tasimaktadir. Bunun yaninda yabanci cisim reaksiyonu ve enflamasyona neden
olabilerler. Enflamasyonun oldugu boélgelerde greft rezorbe olabilir ki bu

dezavantajlarindan biridir(47).

Otojen kemik greftleriyle karsilastirildiklarinda ise bazi avantajlar1 vardir ki
bunlar, istenilen miktarda ve biiyiikliikte elde edilebilmeleri, donér sahaya ihtiyac

duyulmamasi ve ilave anestezi siiresinin gerekmemesi sayilabilir (48, 49).
Ideal bir alloplastik kemik greftinin dzellikleri:
-Osteokonduktif ve osteoinduktif olmali,
- Enfeksiyona kars1 direncgli olmali,
-Degisik sistemlerle bozulmadan steril edilebilmeli,
-Minimal diizeyde fibrotik reaksiyon gostermeli,

-Ucuz ve depolanmasi kolay olmali,
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-Kullanilmasi, sekillendirilmesi ve elde edilmesi kolay olmali,

-Kirilma ve biikiilmeye kars1 direngli olmali,

-Mekanik basing altinda fiziksel degisikliklere ugramamali,

-Kanserojen, irritan, alerjik ve sitotoksik olmamali,

-Spesifik ve non-spesifik immiin sistem mekanizmalarini harekete gecirmemeli,
-Uygulandiktan sonra yapisinda herhangi bir degisiklik olmamali,

-Hidrofilik olmal,

-Uygulandig1 dokuya fiziksel olarak benzemelidir (50,51).

Alloplastik kemik greftlerinin ne kadar basarili olabilecegi, uygulanacag:
bolgeye, kimyasal birlesimine, fiziksel formuna, biostabilitesine, mekanik 6zelliklerine
baglidir. Igeriklerinde bulunan kimyasal yapinin viicutta da bulunmasi basar1 oranini
arttirir. Iskelet sistemi primer olarak kalsiyum, yumusak dokularda da hidrokarbondan
olusur ki ¢ogunlukla alloplastik kemik greftleri bu iki yapinin temeli olan karbon ve
kalsiyumdan elde edilmislerdir (47).

2.9. Propolis

Isci arilar tarafindan bitkilerin filiz ve tomurcuklarindan toplanan propolis; bitki
recineleri, bitki salgilari ve arilarin salgiladiklart enzimlerle biyokimyasal olarak
degisime ugratilarak tretilen bir maddedir (52). Propolisin rengi toplandigi bitkinin
kaynagina bagli olarak sari, yesil ve koyu kahverengiye kadar degisim gosterir (53).
Eter, kloroform, aseton, distile su ve diger organik ¢oziiciilerde kismen, %95’lik etil
alkolde biiyiik 6l¢iide ¢ozlinebilen propolis, %70’lik etil alkolde ekstrakte edilerek tibbi
alanda kullanilabilir (54).

Propolis toplama gorevi bir grup is¢i ar1 tarafindan yerine getirilir. Bu iglem daha
cok ilkbaharda baslayip sonbahara kadar siirer. Nektar kitlig1 olan donemlerde propolis
toplayict arilar bu goérevlerini askiya alip kovan i¢in nektar toplamaya giderler. Kosullar

diizelince tekrar eski gorevlerine geri donerler.
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Propolis toplayici arilar mandibulalar1 yardimi ile propolisi bitkiden kopartir.
Agizda yumusatip kendi enzimlerini de ekleyip pelet haline getirirler. Daha sonra peleti
on ayaklarinin yardimi ile arka bacaklarindaki polen sepetine aktarirlar. Propolis yiikli
olarak kovana gelen arilar ayaklari yardimi ile petege sikica tutunurlar. Bu sirada
kovanda bulunan 10-21 giin yasindaki geng¢ arilar mandibulalar1 ile propolisi tasiyici
arinin polen sepetinden alirlar ve ihtiyag duyulan yerlerde kullanirlar (55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63).

Propolisi arilar; kendilerini, yavru arilar1 ve kovan igerisindeki besinleri ¢esitli
mikrobik etkilerden (viriisler, bakteriler, funguslar vb.) korumak i¢in ve kovanlarin
yapimi, korunumu ve devamliliginda kullanirlar (63, 64, 65, 66). Ayrica propolis,
kovanlarin ¢atlayan kisimlarinin tamirinde, kovanin disinin izole edilmesinde, giris
deliklerinin daraltilmasinda, kovanin igine giren zararli maddelerin ve bocek, fare, sinek
vs gibi canlilarin mumyalanarak etkisiz hale getirilmesi islemlerinde de kullanilir (63,

65, 67).
2.9.1.Propolis Tarihcesi

Propolis, binlerce yildir insanoglu tarafindan kullanilmaktadir. Bununla birlikte
propolis terimi ilk kez Yunan yazarlar tarafindan kullanilmistir. “Pro” 6n, giris, “polis”
ise sehir anlamindadir. BoOylece sehrin yani ar1 kovaninin savunulmasi anlamina
gelmektedir. Propolis giinimiizde popiilerligini artirmakta birlikte hala hakkinda pek

¢ok arastirma yapilmasi gerekmektedir (55).

Propolis, ¢ok eski donemlerden beri g¢esitli amaclarda Ozellikle tipta
kullanilmaktadir. Eski Yunan yazitlarinda propolisi iltihap yapmis yaralar ve ¢iirtikler
icin kiir olarak tanimlanirken, Roma’da yaralar iizerine konulan lapa benzeri karisimin
yapiminda pratisyenler tarafindan kullanilmustir. Ibranice eski dokiimanlarda “Tzori”
olarak gecmektedir ve terapotik Ozellikleri ile iliskilendirilir. Avrupa’daki 12.yy
kayitlari, propolisin medikal preparatlarinin, agiz ve yara enfeksiyonlariin tedavisi ve

dis saglig1 i¢in kullanimindan bahseder (55, 68, 69, 70).

Propolisin farmakolojik 6zellikleri ¢ok eski ¢aglardan beri insanlar tarafindan
kullanilmigtir. Propolisin antimikrobiyal etkinligi ile birlikte lokal anestetik, karaciger
koruyucu, anti iilseratif, immiin sistemi stimiile edici ve antikanserojenik aktiviteleri de

degisik arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (70).

20



Resim 2.1 Ari kovanindan elde edilmis propolis 6rnegi

2.9.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis regineli ve yapiskan bir maddedir ve rengi kaynagina ve depolama
stiresine bagli olarak saridan koyu kahverengiye kadar degisir. Propolis 15°C altinda ise
katt ve kirilgan, 25-45°C’de yumusak ve yapiskan, 60-70°C’de ise sivi halinde
bulunur (71). Ham propolisin bilesimi kaynagina gore degismekle birlikte, genellikle %
50 regine ve balsam (flavonoidler, fenolik asitler, esterler), %20-35 mum, %10-15
esansiyel ve aromatik yaglar, %2-5 polen ve %S5 diger organik ve inorganik
maddelerden olusmaktadir (72, 73, 74, 75).
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Propolis, suda ve hidrokarbonlarda ¢ok az miktarda ¢oziiniir. Genellikle alkolde
¢oziinen propolis, eter ya da kloroformda ise tamamen ¢oziiniir (76). Eter, kloroform,
aseton, distile su ve diger organik ¢oziiciilerde kismen, %95°1ik etil alkolde biiyiik
Olclide ¢oziinebilen propolis, %70’lik etil alkolde ekstrakte edilerek tibbi alanda
kullanilabilir (54).

Madde Miktar
Balzam ve Regine % 50-70
Bitki mumu % 30-50
Bitki poleni % 5-10
Temel yaglar % 10
Organik madde ve | %5
mineraller

Tablo 2.1.Propolisin fiziksel 6zellikleri (73)

2.9.3. Propolisin Kimyasal Ozellikleri

Propolisin kimyasal yapisini arilarin toplamak icin kullandig1 bitki kaynaginin
bilesimi belirlemektedir (77). Ornek verecek olursak Akdeniz Bolgesi’nden toplanan
propolis tek tip 6zellik gosterip, temel bileseni diterpenik asitler iken Brezilya’da 12
farkl: tipte propolis tanimlanmistir (78, 79). Karasal iklime sahip bolgelerden toplanan
propolisin ana kaynagmin kavak bitkisi tomurcuklari oldugu belirlenmis ve bu
propolisin ¢esitli flavonoidlerini i¢eren fenolik bilesikler, aromatik asitler ve onlarin
esterleri bakimindan zengin oldugu belirlenmistir (77). Yine tropik bolgelerde bal arilar
baska propolis kaynaklarimi tercih etmektedirler. Boylece tropik bolgelerde iiretilen
propolisin kimyasal yapisi kavak propolisinden tiimiiyle farkli olmaktadir (80). Tropikal
bolgelerden toplanan propolisin karasal iklime sahip bolgelerden toplanan propolisten
farkli kimyasal yap1 gostermesinin nedeni, vejetasyon farkliligidir (73, 80). Tiirkiye’de

farkli bolgelerden toplanmis propolislerin ana bilesenlerinin naringenin, galangin,
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krisin, pinobaksin, kuarsetin gibi flavonoidler ve kafeik asit gibi fenolik asitlerden

olustugunu gostermistir (81).

Bioflavonoidler antioksidan molekiiller oldugundan, serbest radikal siiplirmede
cok oOnemli rol oynamaktadirlar. Propolisin ¢esitli enzim sistemlerinde, hiicre
metabolizmasinda ve enflamasyon gideriminde uyarici etki yaptigi arastirmalarla

gozlenmistir (82).

Yapilan incelemelerde tiim diinyada toplanan propolisin i¢inde 300 e yakin
kimyasal bilesen tespit edilmistir. Propolis; polifenoller (flavonoid aglikonlar, fenolik
asitler) ve onlarin esterleri, fenolik aldehitler, alkoller ve ketonlar, seskiterpen kinonlar,
kumarinler, tripenler (6zellikle de stereoidler), aminoasitler ve inorganik bilesikler gibi

cesitli kimyasal bilesikler igermektedir (76,83).

Propolisin yapisinda pinosembrin, akasetin, krisin, katesin, naringenin, galangin,
luteolin, kamferol, apigenin, mirsetin, kuarsetin gibi flavonoidlerin yan1 sira kafeik asit
ve sinamik asit gibi fenolik asitlerde saptanmistir (84,85). Ayrica propoliste Mg, Ca, I,
K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi elementlerle B1, B2, B6, C ve E vitaminleri ile ¢ok sayida
yag asidi tammlanmustir (85, 86, 87, 88). Flavonoidler organik kismin en 6nemli
boliimiidiir ve iizerinde en fazla ¢alisma yapilmis maddelerdir. Propolisin biyolojik
aktivitesinin 6nemli bir kismindan sorumludur (73, 86). Bu kisim pinosembrin,
pinostrobin, kuersetin gibi maddeler ile farkli mineral ve oligo elemanlar igerir. Flavon
ve flavonoidler propolise antifungal, antiviral, antibakteriyel ve antihipertansif
ozellikler kazandiran maddelerdir (55, 88)

] |
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5 4

Sekil 2.1. Flavonoidlerin zincir yapilari (90)
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Caffeic Acid Phenethyl Ester(CAPE), propolis igeriginde bulunan ve izole edilen
cok genis etkileri bulunan baska bir maddedir. Fenolik bir bilesik olan CAPE,
propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerinden biri olmakla beraber, antioksidan, anti-
inflamatuar, antiviral, immiin uyarici, reperfiizyon hasar Onleyici ve antikanser
Ozellikleri bulunan bir bilesiktir. En Onemli oOzelliklerinden biri timdr hiicreleri

tizerindeki sitotoksik etkisidir (91, 92, 93).

LY

Sekil 2.2. CAPE (Kafeik asit fenetil ester) (104)

CAPE en giiglii lipofilik antioksidanlardan birisidir (94). Meyve, sebze ve ¢ayda
da bulunan CAPE’in en etkili biyolojik tipi propolis igerisinde bulunan formudur (95).

Yapilan bircok hayvan deney modelinde propolisin osteoklastogenezi inhibe
ettigi ve bu etkisini icerigindeki aktif bir komponent olan CAPE araciligiyla yaptigi
ortaya cikarilmistir. Propolisin tiim bu etkileri nedeniyle yeni kemik olusumuna katkis1

olabilecegi diistiniilmektedir.
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Bilesikler Tamimlanan Bilesik Sayisi

Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik asit ve tiirevleri 12
Asitler 8
Esterler 4
Benzaldehit tiirevleri 2
Sinamil ve sinamik asit ve tiirevleri 14
Alkoller, ketonlar, fenoller 8
Heteroaromatik bilesikler 12
Terpen ve sekuterpen ve tlirevleri 7
Alifatik hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve triterpen hidrokarbonlar 11
Steroller ve steroid hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24

Tablo 2.2. Propoliste tanimlanmig bilesenler ve sayilari (96)
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2.9.4. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolisin yapilan farkli caligmalarinda, metanol, etanol, su, yag ve eter
ekstratlar1 hazirlanmustir. Propolis 6rneklerinin orijinlerine gore biyolojik aktivitelerini
aragtiran birgok ¢aligma yapilmistir. Ornegin Brezilya propolisinin sitostatik, serbest
radikal koruyucu ve anti-bakteriyel ozelligi belirtilmistir. Yine Bulgar propolisinin
icinde anti-paraziter, bakterisidal, anti-fungal 6zelligi kesfedilmistir. Tiirk propolisinin
ise anti-fungal, anti-oksidan, anti-bakteriyel, anti-karsinojenik ve yara iyilestirici gibi

biyolojik aktiviteleri incelenmistir (97).

Propolis birgok degisik tilkede elde edilmektedir. Bu durum kimyasal yapilarinin
farkli olmasina dolayis ile farkli biyolojik aktiviteye sahip olmasina neden olmaktadir.
Fakat bu durum her farmakolojik 6zellik i¢in ayni degildir. Karasal ve ekvatoral
bolgelerinden toplanan ve farkli kimyasal yapist olan propolislerin birbirine benzer

biyolojik aktiviteler gdstermistir (98, 99).

Propolis, anti-bakteriyel, anti-viral, anti-oksidan, anti-iilser, anti-fungal, anti-
inflamatuar, anti-hipertansif, anti-timor, anti-karsinojenik, lokal anestetik, sitotoksik,
immiinomodiilatdr, immiinostimiilatér gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu
ozelliklerinden dolay1 propolis bitkisel iiretim, kozmetik, tip alaninda, apiterapide,
biyokozmetik, dis hekimligi ve veterinerlik alanlarinda kullanilmalar1 bir¢ok tilkede
onem kazanmustir (100, 101). Ayrica propolisin Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogens, Pseudomonas aeruginosa, Escheria coli, Klebsiella
pneumoniae ve Enterococcus faecalis ve Bacillus subtilis’e karsi antibakteriyel etkisi
belirlenmistir (102, 103).

Flavanoidler propolisin énemli bilesenlerinden olup bir¢ok bakteriye karsi etkisi
oldugu bildirilmistir. I¢inde zengin flavanoid bilesenleri bulunan iiriinlerin anti-
bakteriyel aktiviteleri gram pozitif bakterilere kars1 gram negatiflere gore daha etkilidir
(102).

26



Yapilan aragtirmalarda propolisin yapisinda bazi mineraller de bulunmustur..
Bunlardan bazilari; Kalsiyum (Ca), Magnezyum (Mg), Potasyum (K), Sodyum (Na),
Demir (Fe), Bakir (Cu), Cinko (Zn) ve Mangan (Mn) olarak belirlenmistir (104).

Propolisin diger 6énemli bir bileseni de sinamik asit ve tiirevleridir. Bu bilesenler
gram (+) ve gram (-) bakterilere karsi giiglii antibiyotik 6zellik gosterirler. Bunun
sonucunda yaralarin iyilestirilmesinde etkili sonuglar verdigi ortaya konulmustur

(105,106).
2.9.5. Propolisin Anti-oksidan Ozellikleri

Propolisin antioksidan etkisi arastirmacilarin son yillarda ilgi odagi haline gelmis
ve bu konu ile ilgili pek ¢ok aragtirma yapilmistir. Serbest radikaller organizma
tarafindan iiretilmekte ve hiicre yaslanmasina sebep olmaktadir. Bunun sonucunda
Alzheimer, kanser tiirleri, Parkinson, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, vs gibi sistemik
hastaliklara zemin hazirlarlar. Siiperoksit dismutaz(SOD), katalaz(CAT), glutatyon
peroksidaz(GP), glutatyon rediiktaz(GR) organizmanin antioksidan enzimleri olup ile
serbest radikalleri temizlerler. Bunlarin yetersiz oldugu durumlarda antioksidan

vitaminler (6zellikle C ve E) ikincil savunma hatti olarak devreye girerler (107).

Propolisin icerigindeki biyoflavonoidler antioksidan molekiillerdir ve serbest
radikal siipiiriicti 6zellikleri vardir. Flavanoidlerin kalp-damar sistemi tizerinde olumlu
etkileri olup, kan dolasimini diizenler ve kilcal damar c¢atlamalarimi azaltirlar.
Kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli rol oynayan LDL’yi oksidasyondan korudugu
belirlenmistir. Ayrica toksik maddelere karst koruyucu o6zelligi olup yaslanmayi

geciktirdigi tespit edilmistir. (108).

Propoliste bulunan flavanoidler ve tlirevlerinin, serbest radikalleri temizlemede,
etkili bir rol istlenmekte olup bazi flavanoidler, doymamis yag asitleri peroksi
radikalleriyle reaksiyona girer ve lipit peroksidasyonunun baslangi¢ asamasina etki
ederek temizleyici rol oynarlar. Bununla birlikte flavanoidler lipo oksijenaz ve siklo

oksijenaz enzimlerini inhibe eder ve antioksidan etki gosterebilirler (109).

CAPE propolis ekstraktlarinin  6nemli  baslica bilesenleridir.  Yapilan
arastirmalarda CAPE nin Reaktif Oksijen Tirlerine (ROT) kars1 reaksiyonu
arastirtlmistir. Elde edilen sonuglarda CAPE iceren propolis 6ziiniin siiperoksit anyon

olusumunu inhibe ettigi gorilmistiir (110).
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Propolisin antioksidan 6zelliginin baslica mekanizmasi; serbest radikallerin
meydana getirdigi DNA hasarlarin1 tamir edip lipit peroksidasyonuna neden olan
polimerize zincir reaksiyonlarini kirarlar ve ROS’lar1 dokulardan uzaklagtirma

gorevinden kaynaklanmaktadir (111).
2.9.6. Propolisin Anti-Bakteriyal Etkisi

Arilar, propolisi bagka canlilarin igeri girmesini Onlemek ig¢in, kovanin giris
deliginde olusan ¢atlaklari onarmak, kovanin i¢ duvarlarini diizgiin hale getirmek, ve
kovan igerisine girmis olan tasiyamayacaklari kadar biiyiikk canlilar1 da kaplayarak
enfeksiyon olusmasini engellemek i¢in kullanirlar (111). Propolis; petek temizliginde,
kralice arinin biraktigi yumurtanin steril bir ortamda gelismesinde ve yavrularin

enfeksiyonlara karsi korunmasinda da etkili olmaktadir (54, 80, 113, 114).

Propolis ile ilgili yapilan bir¢ok c¢alismada antimikrobiyal ozellikler tasidigi
goriilmiis ve insan sagligi i¢in ¢ok Oonemli olan vitaminler, mineral ve elementler de
icerdigi  agiklanmistir. Aristo zamanindan giliniimiize propolisin antimikrobiyal

aktivitesi lizerine bir¢ok bilimsel ¢alisma yapilmistir (115).

Propolisin antimikrobiyal etkisi bakterileri, virlisleri, mantarlar1 ve parazitleri
kapsamaktadir. Propolisin antimikrobik etkinliginin esas olarak pinosembrin, galangin,
pinosilvin ve pinobanksin gibi flavonoidler, sinnamik asit, benzil pkumarat ve kafeik

asit esterlerine bagli oldugu bildirilmistir (91,116).

Propolisin antibakteriyel etkileri 6zellikle gram (+) koklar ile gram (-) basiller
tizerinde oldugu gozlenmis ve icindeki antibakteriyel etki gosteren maddelerin en
onemlisi kafeik asit ve esterleridir. CAPE immiinomodiilator etki gosterdigi sonucuna
varilmis ve gram (+) enfeksiyonlara kargi profilaktik olarak etkili oldugu bildirilmistir.
Ayni zamanda Sinnamik asit glikozil transferaz enziminin aktivitesini de inhibe ettigi

rapor edilmistir (91).

Brezilya propolisinin antibakteriyel etkisinde mevsimin etkisinin arastirildig: bir
calisma yapilmis ve bu calismada propolisin diisikk konsantrasyonlarinda (% 0,4)
gram(+) bakterilerin biiylimesini inhibe ettigi goriilmiistiir. Yine ayni ¢aligmada gram

(-)bakterileri ise daha az etkiledigini bildirmislerdir. Ancak bu etkinin bakterisit degil
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bakteriyostatik oldugunu sdylemislerdir. Mevsimsel etki ise bu c¢alismada ortaya

cikmamustir (117).

Popravko hem bitkilerden alinan propolisin hammaddesini hem de propolisi
kullanarak antimikrobiyal etki ve bugday tanelerinin filizlenmesini engelleyici etkilerini
test etmistir. Cikan sonuca gore propoliste bulunan biyolojik aktif maddelerin temelinin
bitkilerden sentezlenen koruyucu maddeler olup bu maddelerin arilarin kendi spesifik

biyosentetik tiriinii olmadigini ispat edilmistir (118).

Yine Brezilya propolisi kokenli bir arastirmada periodontitis problemine sebep
olan bakteriye kars1 propolisin inhibitor aktivitesi test edilmis ve test edilen tiim bakteri

tiirlerinin propolis ekstraklarina karsi duyarli oldugu belirlenmistir (119).

Tiirkiye’de farkli cografik bolgelerden (Bursa, Izmir, Kayseri, Sivas, Yozgat,
Erzurum, Hatay, Artvin) toplanan propolis orneklerinin antibakteriyal etkilerini
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karsi incelenmis ve sonucunda
propolis Orneklerinin tiimii Staphylococcusaureus bakterisine karsi bir aktivite
gostermis bununla birlikte Escherichia coli bakterisine karsi gozlenen antibakteriyal

aktivite daha zayif bulunmustur (120).

In-vitro bir ¢alismada ise propolisin % 70’lik etanolik ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesi lizerine ¢alisilmis ve periodontopatik mikroorganizmalar olan;
Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Porphyromonas gingivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Capnocytophaga gingivalis, Fusobacterium
nucleatum ve ayrica Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus  mikroorganizmalarina karsi testler yapilmistir. Bunlarin
sonucunda propolisin periodontal terapide destek olarak kullanilabilecegi kanisina

vartlmigtir (121).

Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan propolis drneklerinin lizerinde yapilan
bir calismada propolisin antimikrobiyal aktivitesi onbir adet Ozellikle oral kavite
enfeksiyonlarina neden olan anaerobik mikroorganizmalara karsi test edilmistir. Bu
deneyde agar diliisyon yontemi ve makro tlip diliisyon yontemi kullanilmistir. Sonug
olarak propolis ornekleri tiim test edilen anaerobik mikroorganizmalara karsi etkili

oldugu ortaya ¢ikarilmigtir (122).
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2.9.7. Propolisin Anti-inflamatuar Etkisi

Propolisin anti-inflamatuar etkisinin, trombosit agregasyonunu Onlemesine,
prostoglandinler ve lokotrienler gibi ekazonoidlerin sentezini inhibe etmesine ve
histamin gibi enflamasyonda rol oynayan mediatorlerin salinimi engellemesine bagli
oldugu ileri siiriilmiistiir. Propolis ekstraktlarinin 6nemli bir bileseni olan CAPE
dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek anti-inflamatuar etki olusturdugu

belirtilmektedir (123,124).

Propolisin biyolojik olarak en aktif formu olan CAPE, inflamatuvar siiregte
notrofil migrasyonunu engelleyip inflamatuvar siirecin ¢ikmaz bir durum haline
gelmesini onler (125, 126). CAPE arasidonik asit ve lineloik asidin 5-lipooksijenaz
enzimiyle yikimmi inhibe eder ve nétrofillerden serbest oksijen radikali olusumunu
engeller (126, 127, 128, 129). Lipid peroksidasyonunu ve lipooksijenaz aktivitesini
bloke eder. Antiinflamatuvar etkilerini arasidonik asit mekanizmasini1 diizenleyerek ve

16kotiren iiretimini azaltarak gosterdigi bilinmektedir (128).

Insan kikirdak dokusu ve kondrosit kiiltiiriinde propolis ekstrakti ile yapilan bir
calismada kronik enflamasyonda salinan anahtar molekiiller olan nitrik oksit (NO) ve
glikozaminoglikanlar (GAGs) lizerine olan etkilerini incelenmistir. Calismanin sonunda
propolis ve onun aktif komponenti olan CAPE’nin IL-1p {izerine ciddi etkileri oldugu
bulunmustur. Ayrica propolis ekstraktinin sahip oldugu aktif komponentlerden dolay1
cok iyi serbest radikal temizleyici etkisinin oldugu ve kikirdak dokuyu korudugu ifade
edilmistir (130).

Formaldehit ile eklemlerde olusturulan artritise karsi propolis ekstrakti lokal
olarak kullanildiginda iyi derecede anti-inflamatuvar etki gostermistir. Cikan sonuglarda
elde edilen bu anti-inflamatuvar etki prednisolonun anti-inflamatuvar etkisi ile
karsilagtirildigi zaman prednisolonun anti-inflamatuvar etkisine ¢ok yakin bulunmustur.
Artrit olusturulmus ratlarda propolisin AST ve ALT enzimlerinin seviyelerini kismen
diisiirdiigi  gosterilmis olsa da  bu etkinin mekanizmas: heniiz tam olarak

bilinmemektedir (131).
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2.9.8. Propolisin Toksik Etkisi

Propolis miktar1 asir1 olmadig: siirece toksik etki gostermez. Bazi flavonidler,
Ames testinde mutajen etki goOstermelerine karsin, propolis i¢in mutajen sonug
vermemistir. Propolise karst baz1 kisilerin asir1 duyarli olabilecekleri, bundan dolay1
alerjik etkilerinin de olabilecegi belirtilmektedir (115). Yine normalden daha yiiksek
alimlarda propolisin insan ve hayvanlar igin tehlikeli olabilecegi gbz oniine alinmalidir
(52, 132). Ancak propolisin belirtilen bu toksik etkilerini destekleyen literatiir veriye

rastlanmamustir.

Sayilar1 az olmakla birlikte gesitli propolis alerjisi ve kontak dermatit vakalari
(133, 134) ve aricilar arasinda propolise karsi duyarliliklar gézlenmistir (135, 136).
Diger yandan, etanol ve su ile elde edilen saf propolisin histamin salgisini inhibe ederek

anti-alerjik 6zellik gostermektedir (137).

Hollands ve ark. propolisin alkolle distile edilerek saglanan 6ziinii kullanilarak
fare ve ratlar tizerinde bir dizi deney yapilmistir. Kontrol gruplarina su iginde alkol veya
sadece su verildi. Ilk iki deneyde Wistar ratlar igtikleri suyun i¢ine 1875 mg/kg/giin
propolis 30 giin diger deneyde ise 2470mg/kg/giin propolis 60 giin verildi. Her iki
deneyde de kontrol gruplart ile karsilastirildiklar1 zaman klinik goriiniimlerinde,
davranislarinda, kilolarinda, idrar yapmalarinda ve mortalitede bir farklilik goriilmedi.
Yine histolojik degerlendirmede 30 giinliik calismada degisiklik goriilmezken 60 giinliik
calismada kontrol grubundan bir hayvanda hepatik nekroz goriildii (138).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizin hayvan deneyleri béliimii Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi (YUDATEM)’nde, histomorfometrik incelemeler
boliimii de Yeditepe Universitesi Histoloji Anabilim Dalinda yapildi. Yeditepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan 14/10/2014 tarihinde alinan 415 etik

kurul karar numarasi onay1 alindiktan sonra hayvan deneyine basland1. (Ek-1)

Bu ¢alisma icin kullanilacak olan ratlar, Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’ndan temin edildi. Denekler, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik olacak
sekilde tutuldu. Rutin beslenmeleri serbest diyet ve igme suyu ile saglandi. Oda 1silar1
22 + 2 °C’ de sabit tutuldu ve bulunduklari odanin nispi nem oranin % 50+10 arasinda
olmasi saglandi. Denekler 3’erli gruplar altinda kafeslerde ve kafeslerin tabanlarinda

talag olacak sekilde deney stiresince barindirildi(Resim 3.1).

Resim 3. 1 Ratlarin kafes i¢i goriintiileri.
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Calismamizda otuz alt1 adet Rat randomize olarak alt1 gruba ayrildi. Deney i¢in
5’serli 6 grup olacak sekilde agirliklar1 300-400 gr arasinda degisen 30 Spraque-Dawley
erkek rat kullanildi.

1.Grup(A3) (n=5): Defekt olusturulmasinin ardindan defekt bos birakildi. 3. haftada
sakrifikasyon.

2.Grup(A6) (n=5): Defekt olusturulmasinin ardindan defekt bos birakildi. 6. haftada
sakrifikasyon.

3.Grup(B3) (n=5): Defekt olusturulmasinin ardindan sistemik propolis uygulandi. 3.
haftada sakrifikasyon.

4.Grup(B6) (n=5): Defekt olusturulmasinin ardindan sistemik propolis uygulandi. 6.
haftada sakrifikasyon.

5.Grup(C3) (n=5): Defekt olusturulmasinin ardindan lokal alloplastik greft(ReOss,
Intra-Lock, USA) ve sistemik propolis uygulandi. 3. haftada sakrifikasyon.

6.Grup(C6) (n=5): Defekt olusturulmasini ardindan lokal alloplastik greft(ReOss,
Intra-Lock, USA) ve sistemik propolis uygulandi. 6. haftada sakrifikasyon.

3.1.Materyalin Hazirlanmasi

Propolisin Hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz propolis Bursa ili Karacabey ilgesinin daglik
kesiminden elde edilmistir. Uludag Universitesi ‘nde toplanan propolis islem gorecegi
zamana kadar 1siktan ve giines 1siklarindan korunmustur. Steril kaplarda %90’lik alkol
ile islemden gegirilmistir. Bu islem sayesinde balmumundan ayrismis daha sonra mikser
yardimu ile saf propolis elde edilmistir. Elde ettigimiz saf propolis cerrahi islem yapilan
tarihin ertesi giinii 4 gruba sakrifiye edilecekleri tarihe kadar diizenli olarak verilmistir.
Her bir rata giinde 100mg/kg propolis sistemik olarak gavaj yontemi ile

uygulanmistir(166).

33



3.2 Cerrahi Teknik

Deney hayvanlari genel anestezi altina, intramiiskiiler enjeksiyon yontemi ve
Ketamin HCl (Ketalar; Eczacibasi-Warner Lambert, Istanbul, Tiirkiye) 90 mg/kg
oraninda, trankilizan olarak a-2 adrenerjik agonisti Ksilizan (Rompun %?2; Bayer,

Istanbul, Tiirkiye) 8 mg/kg oranlari ile alindi.

Anestezinin derecesini gozlemlemek i¢in Once g6z kapagi reflekslerinin
kaybolmas1 beklendi ve daha sonra ¢imdikleme refleksi ile degerlendirildi. Anestezi
uygulanmamus taraftaki ayak ¢imdiklenerek tepki o6lciildii. Tepki veren hayvanlarda bir
stire daha beklenerek tekrar test yapildi. Tepki vermeye devam eden hayvanlara ek doz

uygulamasi yapildi ve yeterli anestezik derinlik saglanmig oldu.

Cerrahi islem baslamadan once denekler dorsa ventral pozisyonda stereotaktik
frame aygitinda stabil pozisyona getirildi. Bas boyun bolgesinin hareketsiz kaldigi
anlasildiktan sonra kulaklar arasinda sagital siitur boyunca sinira kadar 20-25 mm
insizyon yapildi. Subkutan dokular ve periostu i¢ine alacak sekilde insizyon yapildi ve
kemik yiizeyi agiga ¢ikartilacak sekilde flap kaldirilarak kranyum ekspoze edildi(Resim
3.2)
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Resim 3.2 Ratlarin dorsa ventral pozisyonda stereotaktik frame
aygitinda stabil pozisyona getirilmesi.

Referans olarak Bregma noktast alindi ve 5 mm ¢apindaki trefayn frez ile sag
parietal kemikten bikortikal kemik fragmani irrigasyon altinda ¢ikarildi. Sogutma islemi
icin % 0,9’luk steril sodyum kloriir kullanildi. Yapilan cerrahi islemler esnasinda deney

hayvanlarinin dura materinin zarar gérmemesi i¢in azami dikkat gosterildi(Resim 3.4)
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Resim 3. 3 Rat kafatasi diyagrami (106)

Resim 3.4 5 mm c¢apindaki trefayn frez ile sag parietal
kemikten bikortikal kemik fragmaninin ¢ikarilmasi.
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Resim 3. 5 Ratlarin gavaj yolu ile beslenmesi.

4 grubun( A3, A6, B3, B6) kaviteleri bos birakildi. Kalan 2 grupta(C3, C6) ise
sentetik kemik graft(ReOss, Intra-Lock,USA) materyali kavite i¢ine yerlestirildi. Daha
sonra acilan flap, 3-0 ipek siitur (Ipek; Dogsan; Trabzon, Tiirkiye) ile primer olarak
kapatild1 ve siitur hatt1 Batticon ile silindi(Resim 3.6).
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Resim 3.6 Alloplastik sentetik kemik grefti((ReOss, Intra-Lock, USA)

Operasyon sonrast hala genel anestezi etkisinde olan deney hayvanlariin viicut
1s1larin1 korumak amaciyla 1sitictya yerlestirildi. Ayrica sivi kayiplarim engellemek i¢in
subkutan olarak 5 ml sodyum Kloriir enjekte edildi. Uyanmaya basladiklar1 zaman

3’erli gruplar halinde toplam 12 kafese yerlestirildiler.
Deney hayvanlarindan ilk 3 grup 21 giin sonra ikinci 3 grup ise 42 giin sonra

sakrifiye edildi. Sakrifikasyon, inhalasyon anestezisini takiben boyunlarinin kirilmasi

ile gerceklestirildi ve parietal kemikleri diseke edildi(Resim 3.7)
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Resim 3. 7 Diseke edilmis rat kalvaryumu.

3.3 Histolojik Arastirma

Sakrifasyon islemi bittikten sonra ratlarin kalvaryumlar1 Morse soliisyonunda
(%10 sodyum sitrat ve %22,5 formik asit) dekalsifiye edildi. Bu islem 4 hafta siirdii ve
haftada iki kere soliisyonlar degistirildi. Kemiklerin dekalsifiye olduklarindan emin
olmak i¢in kaniil batirilarak test edildi. Yeterli yumusama saglandiktan sonra defekt

alan1 parafine vertikal yonde gomiildii.

Elde edilen bloklar 1/20 sistemik kesitleme 6rnekleme teknigi ile oranina gore
Mikrotom cihazinda seri olarak kesilmistir. Her bir kesit defekt alanin periferinden
merkezine dogru 10 ar mikron olacak sekilde alinmistir. Poly L lisin kapli lamlara

aktarilan kesitler Masson-Trikom ile boyanarak lameller ile kapatilmustir.

Histomorfometrik inceleme, CCD dijital kamera (Optronics Microfire
1600x1200P, Goleta CA, ABD) ,goriintii karti (ATI FireGL Advance Micro Device,
Camberly, Ingiltere), bilgisayar kontrollii motorize tabla (Heidenhein, Traunreut,
Almanya) ve 151k mikroskobu(Leica DM 4000B, Wetzlar, Almanya) ile beraber seroloji
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calisma istasyonunda incelenmistir. Olgiim islemi ise Stereoinvestigator 10. 1
(Microbrightfield, Willison, ABD) programi kullanilmistir. Ayrica hacim dl¢limlerinde
Leica C Plan X10 objektif (NA=0,22) kullanilmigtir(Resim 3.8).

Resim 3.8 Streoloji ¢alisma alani

Alveoler kemik oOlgiimlerini Streoloji istasyonunda Cavalieri prensibini
kullanarak yaptik ve ilgili alana noktali alan 6l¢iim cetvelini uyguladik. Kalvaryumda
yapmis oldugumuz pilot ¢aligma sonrasinda noktali alan cetvelinin dlgiileri d=100 um
olarak saptadik. Noktali alan cetvelinin her noktas: 10000 pm? denk gelmektedir. Cikan

sonuglar agagidaki formiilde yerine yerlestirerek ortaya ¢ikmustir.
Hacim (alveoler kemik) =t x a/p X X p

Yukaridaki formiilde “t” ortalama kesit kalinligini, “a/p” noktali alan 6l¢iim
cetvelindeki her bir noktanin gercekte temsil ettigi alani ifade etmektedir. Olgiim
sonucunda kesitlerin hacimleri toplanip Ornekleme orami ile carpilmis ve iyilesen

kemigim toplam hacimleri bulunmustur.
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Yapmis oldugumuz hacim Olgiimleri sirasinda elde ettigimiz kesit sayisi ve
kullanilan nokta sikliginin yeterli olup olmadigin1 anlamak amaci ile hata kat sayilarina
bakilmistir. A3 grubu hata kat sayis1 0,010+0,003 (Ortalama +SH), B3 grubu hata
katsayis1 0,0104+0,001 (Ortalama +SH) C3 grubu hata katsayisi 0,010+0,002 (Ortalama
+SH), A6 grubu hata katsayis1 0,010+0,001 (Ortalama +£SH), B6 grubu hata katsayisi
0,010+0,003 (Ortalama +SH), C6 grubu hata katsayist 0,010+0,002(Ortalama +SH)

bulunmus ve her bir grup i¢in degisim katsayilarina bakilmstir.

BUTH .- e  EPAABARY R wY. ORSIEI 0000 o=
» AR Z %] [T P AT Rt d -
s

Sekil 3.1 Histomorfometrik olarak 6l¢iilecek alanin sinirlarinin belirlenmesi.
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Sekil 3.2 Histomorfometrik olarak 6l¢iim yapilacak alanin X10’luk
bliyiitmeye alinmasi.

Sekil 3.3 Histomorfometrik olarak 6l¢iim yapilacak alanda x10’luk biiylitmede
Cavalieri Prensibi i¢in noktali alan l¢iim cetvelinin uygulanmasi (sar1 tiggen marker
kullanilmistir)
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Sekil 3.4 Cavalieri Prensibini uygularken noktali alan dl¢tim cetvelinin ¢izimi yapilan
ilgilenilen alanda tiim noktalarin isaretlenmesi.

Sekil 3. 5 Ilgilenilen alanda kemik dokusuna denk gelen noktalarin X 20’lik
biiylitmede isaretlenmesi (pembe cicek marker kullanilmistir)

43



Sekil 3. 6 Ilgilenilen alanda fibroz bag dokusuna dokusuna denk gelen noktalarin X
20’lik biiylitmede isaretlenmesi.

3.4. Istatiksel Degerlendirme

Istatiksel analizlerimizi Statistical Package For The Social Science ( SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA ) paket programinin 18.0 siiriimii kullanilarak yapilmistir. Biitiin
gruplarin parametrelerinin tanimlayici (ortalama, medyan, standart sapma, standart hata)
istatistikleri hesaplanmigtir. Parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Oneway
Onava testi ve farkliligin oldugu grubun belirlenmesinde Tukey HDS testi
kullanilmigtir. Parametrik olmayan niteliksel verilerin ikili karsilagtirmalarinda ise
Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Istatiksel anlamlilik degeri olarak p < 0.05

alinmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Histomorfometrik Degerlendirme

Tim c¢aligma gruplarinin olgiilen total kemik hacimleri ve kemik ylizdeleri

ortalamalar1 ve standart sapmalari tablo 4.1 ve 4.2 de gosterilmistir.

4.1.1 Total Kemik Hacmi

Calisma gruplar arasinda 6lgmiis oldugumuz total kemik hacimleri Tablo
4.1°de gosterilmistir. Yapmis oldugumuz c¢alismada Ratlarm  kalvaryumunu
histomorfometrik olarak total kemik hacimlerini inceledigimiz zaman; A3(Kontrol
grubu) ile B3(3.Haftada sakrifiye edilen ve bos birakilan grup), A3 grubu ile
C3(3.Haftada sakrifiye edilen ve greft kullanilan grup), A6(Kontrol grubu) grubu ile
B6(6.Haftada skrifiye edilen ve bos birakilan grup) ve A6 grubu ile C6(6.Haftada
sakrifiye edilen ve greft kullanilan grup) arasinda anlaml bir fark elde edilmedi ( Sirasi
ile p= 0,580; p= 0,235; p= 0,127; p= 0,289). Yine B3 grubu ile C3 grubu, B6 grubu ile
C6 grubu aralarinda karsilastirdigimiz zaman anlamli bir fark bulunmadi ( Sirasi ile p=
0,986; p=0,997).
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Tablo 4.1. Gruplar arasindaki total kemik hacimlerinin karsilagtirilmasi.

Grup n Ort £ SS(mm3) P
A3 5 3,7060 = 0,50162 0,580
B3 5 4,1160 + 0,41095
A3 5 |3,7060 +0,50162 0,235
C3 5 4,2780 +0,27471
A6 5 3,0840 + 0,25986 0,127
B6 5 3,7420 + 0,41354
A6 5 [3,0840 + 0,25986 0,289
C6 ) 3,6246 + 0,44617
B3 5 4,1160 + 0,41095 0,986
C3 5 4,2780 +0,27471
B6 5 3,7420 £ 0,41354
C6 5 3,6246 + 0,44617 0, ,997
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Total Kemik Hacimleri

Hacim (mm?¥

K3 B3 G3

Sekil 4.1 A3/B3/C3 gruplarinin total kemik hacimlerinin karsilagtirilmasi.

Hacim (mm?¥
N w o

e
'

K6 B6 G6

Sekil 4.2 A6/B6/C6 gruplarimin total kemik hacimlerinin karsilastiriimasi.
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4.1.2. Kemik Yuzdesi

Calismamizda yapmis oldugumuz kemik ylizdesi Olgiimlerimiz Tablo 4.2.°de
gosterilmistir. A3(3. haftada sakrifiye edilen kontrol grubu) grubu ile B3(3. haftada
sakrifiye edilen ve bos birakilan grup) grubu ve A3 ile C3 grubu arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulduk. ( Sirasiile ; p= 0,001 ; p= 0,004 ).

A6(6. haftada sakrifiye edilen kontrol grubu) grubu ile B6(6. haftada sakrifiye
edilen ve bos birakilan grup) grubu ve A6 grubu ile C6 gruplar: arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulmadik (Siras1 ile ; p= 0,762 ; p= 0,964 ).

B3 grubu ile C3(3. haftada sakrifiye edilen ve greft uygulanan grup) grubu ve
B6 grubu ile C6(6. haftada sakrifiye edilen ve greft uygulanan grup) grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark elde etmedik (Sirast ile ; p= 0,981 ; p= 0,994 ).
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Tablo 4.2 Gruplar arasi1 kemik yiizdelerinin karsilastiriimasi

Grup n Ort + SS(%) P
A3 5 51,410 + 6,4164 0,001*
B3 5 61,709 + 2,9275
A3 5 51,410 + 6,4164 0,004**
C3 5 60,238 + 1,4021
A6 5 53,694 + 1,8553 0,762
B6 5 56,541 + 1,8252
A6 5 53,694 + 1,8553 0,964
C6 5 55,405 + 3,0716
B3 5 61,709 £+ 2,9275 0,981
C3 ) 60,238 + 1,4021
B6 ) 56,541 + 1,8252 0,994
C6 ) 55,405 + 3,0716

Tukey Testi ( *p<0,005; **p<0,005 ) ; SS: Standart Sapma




KEMIK HACMI %

80% * %

40% -
30% -
20%

10%

K3 B3 G3

Sekil 4.3 A3/B3/C3 gruplar: arasindaki kemik hacmi yiizdelerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.4 A6/B6/C6 gruplarmin kemik hacmi yiizdelerinin karsilagtirilmasi.
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Kontrol grubu 3. hafta histolojik goriintiisii.

Resim 4.1. Kontrol 3. Hafta grubuna ait kalvaryum dokusunun histolojik olarak
goriintiisii. A: x5°lik biiyiitme(bar= 490 pum), B: x10’luk biyiitme(bar=250 um), C:
x20’lik biyitme(bar= 120 um), D: x40’lik biiyiitme(bar= 62um). Beyaz yildiz kemik
alanlarmi ve beyaz ok basi bag dokusu alanlarini gostermektedir. Boyama Masson-
Trikrom ile yapilmistir.
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Bos birakilan grup 3. hafta histolojik goriintiisii.

Resim 4.2 B3 grubuna ait kalvaryum dokusunun histolojik olarak goriintiisii. A: x5°1ik
biiyiitme(bar= 490 um), B: x10’luk biiylitme(bar=250 pm), C: x20’lik biiylitme(bar=
120 um), D: x40’lik biiyiitme(bar= 62um). Beyaz yildiz kemik alanlarini ve beyaz ok
bast bag dokusu alanlarin1 gostermektedir. Boyama Masson-Trikrom ile yapilmstir.
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Greft uygulanan grup 3. hafta histolojik goriintiisii

Resim 4. 3. C3 grubuna ait kalvaryum dokusunun histolojik olarak goriintiisii A: x5°1lik
biiyiitme(bar= 490 pum), B: x10’luk biiyiitme(bar=250 um), C: x20’lik biiyiitme(bar=
120 um), D: x40’1ik bitylitme(bar= 62um). Beyaz yildiz kemik alanlarini, beyaz ok basi
bag dokusu alanlarin1 ve beyaz iicgen greft uygulanan alanlar1 gdstermektedir. Boyama
Masson-Trikrom ile yapilmstir.
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Kontrol grubu 6. hafta histolojik goriintiisii.

Resim 4. 4. Kontrol 6.hafta grubuna ait kalvaryum dokusunun 1sik mikroskobik
goriintiisii. A: x5’lik biiyiitme(bar= 490 um), B: x10’luk biiylitme(bar=250 pum), C:
x20’1lik biyiitme(bar= 120 um), D: x40’lik biiylitme(bar= 62um). Beyaz yildiz kemik
alanlarin1 ve beyaz ok basi bag dokusu alanlarin1 gostermektedir. Boyama Masson-
Trikrom ile yapilmistir.
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Bos birakilan grup 6. hafta histolojik goriintiisii.

Resim 4. 5. B6 grubuna ait kalvaryum dokusunun 11k mikroskobik goriintiisii. A: x5’lik
biiylitme(bar= 490 um), B: x10’luk biiyiitme(bar=250 um), C: x20’lik bityiitme(bar=
120 um), D: x40°lik biiyilitme(bar= 62um). Beyaz yildiz kemik alanlarini ve beyaz ok
bas1 bag dokusu alanlarini gdstermektedir. Boyama Masson-Trikrom ile yapilmigtir.
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Greft uygulana grup 6.hafta histolojik goriintiisii.

Resim 4.6. C6 grubuna ait kalvaryum dokusunun histolojik olarak goriintiisii. A: x5°lik
biiylitme(bar= 490 um), B: x10’luk biiyiitme(bar=250 pm), C: x20’lik biiyiitme(bar=
120 pm), D: x40’lik biiytitme(bar= 62um). Beyaz yildiz kemik alanlarini ve beyaz ok
bas1 bag dokusu alanlarimi gostermektedir. Boyama Masson-Trikrom ile yapilmustir.
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S.TARTISMA

Maksillofasiyal bolgede, travma, kist, timor, dis ¢ekimlerine ve periodontal
rahatsizliklara bagli olarak kemik biitlinliigli bozulur. Bu gibi durumlardan sonra kemik
olusumu istenilen diizeyde ya da hi¢ olmayabilir. Boylece hem estetik agidan hem de
fonksiyon agisindan kayiplar meydana gelir. Kemik rekonstriiksiyonunu saglamak i¢in
glinlimiizde c¢esitli ogmentasyon ve tedavi teknikleri uygulanmaktadir ve bu konuyla
ilgili arastirmalar artarak devam etmektedir. Kemik greftlerinin kullanimi uzun yillardir
tercih edilen bir tedavi seklidir. Bununla birlikte kemik greftlerinin kendi i¢lerinde
avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bu durum karsisinda son yillarda arastirmacilar kemik
greftine alternatif olabilecek ya da beraber kullanabilecekleri farkli materyalleri
arastirmaya baslamislardir. Yeni materyalinin arastirilmast genelde defekte lokal
uygulanarak ya da deneklere sistemik olarak verilerek yapilmis ve olumlu, olumsuz

veya bagka arastirmalara rehber olabilecek sonuglar elde edilmistir.

Cok eski tarihlerden beri tip alaninda ¢esitli tedaviler i¢in kullanilan propolis
ozellikle son donemlerde birgok arastirmaya konu olmustur. Propolisin igeriginde
bulunan bilesenler ve mineraller anti-oksidan, anti-bakteriyal, antienflamatuvar ve
antimikrobiyal etkilerinden dolay1 kemik olusumunda hem nicelik hem de nitelik olarak

pozitif etkileri bazi arastirmalarda gorilmiistiir.

Propolis, suda ve hidrokarbonlarda ¢ok az miktarda c¢oziilebilir. Genellikle
alkolde ¢oziinen propolis, eter ya da kloroformda ise tamamen ¢oziiniir (139). Eter,
kloroform, aseton, distile su ve diger organik ¢oziiciilerde kismen, %95°lik etil alkolde
biiylik dl¢iide ¢oziinebilen propolis, %70’1ik etil alkolde ekstrakte edilerek tibbi alanda
kullanilabilir (54).

Calismamizda kullandigimiz propolis Bursa ili Karacabey ilgesinin daglik
kesiminden elde edilmistir. Propolisi ham sekilde temin ederken ozellikle hava
kirliliginin olmadig1 ve zengin bitki Ortiisiiniin bulundugu bdlgeyi tercih ettik. Bunun
nedeni miimkiin oldugunca dogal ve dis etkenlerden etkilenmemis bir iiriin elde etmek
idi. Tirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis propolislerin ana bilesenlerinin
naringenin, galangin, krisin, pinobaksin, kuarsetin gibi flavonoidler ve kafeik asit gibi

fenolik asitlerden olustugu gosterilmistir (81).
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Toplanan propolis islem gorecedi zamana kadar 1siktan ve giines 1siklarindan
korunmustur. Steril kaplarda %90’lik alkol ile islemden gecirilmistir. Bu islem
sayesinde balmumundan ayrigmis daha sonra mikser yardimi ile saf propolis elde
edilmistir. Elde ettigimiz saf propolis cerrahi islem yapilan tarihin ertesi giinii 4 gruba
sakrifiye edilecekleri tarihe kadar diizenli olarak verilmistir. Her bir rata giinde

100mg/kg propolis gavaj yontemi ile uygulanmustir.

Propolis ekstraklar1 ile yapilan bircok calisma olup 06zellikle antioksidan,
antibakteriyel, antifungal, antitiimoral, immiinomodiilatoér etkilerinin yani sira baska
yararlt biyolojik etkileri ispatlanmistir (52). Yine propolisin énemli 53 farmakolojik
aktif bilesenleri olan flavonoidler ve CA/CAPE gibi ¢esitli fenoliklerin, antioksidan
Ozelliklerine bagli olarak noroprotektif (54), radyoprotektif (140), kardiyoprotektif
(141), gastroprotektif (142), hepatoprotektif (143) ve nefroprotektif (144) etkileri ispat
edilmistir. Igeriginde yiiksek miktarda flavanoid bulunan propolisin antioksidan
etkinligi, ozellikle flavonoid igerigi ile alakalidir ve propolis ekstraktinin kuru
agirhginin %25-30’unu flavonoidlerden olusmaktadir. Pinosembrin, akasetin, krisin,
rutin, katesin, naringenin, galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirisetin ve kuarsetin
onemli flavonoid bilesikler olarak bilinmektedir (145). Propolis igeren galigmalarda en

onemli flavonoid bilesigi olan krisinin antioksidan etkinligi tespit edilmistir (146)

Propolisin biyolojik olarak en aktif formu olan CAPE, inflamatuvar siiregte
notrofil migrasyonunu engelleyip inflamatuvar silirecin ¢ikmaz bir durum haline
gelmesini onler. (125, 126) CAPE arasidonik asit ve lineloik asidin 5-lipooksijenaz
enzimiyle yikimini inhibe eder ve ndtrofillerden serbest oksijen radikali olusumunu
engeller (126, 127, 128, 129). Lipid peroksidasyonunu ve lipooksijenaz aktivitesini
bloke eder. Antiinflamatuvar etkilerini arasidonik asit mekanizmasini diizenleyerek ve

lokotiren tliretimini azaltarak gosterdigi bilinmektedir (128).

Propolisin 6zelliklerinden biri de gii¢lii antimikrobiyal etkiye sahip olmasidir ve
bu yiizden, dogal antibiyotik olarak bilinir. Yapilan bir¢cok arastirmada da propolisin,
ileri antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Propolisin metisilin direngli
Stafilokok aureus(MRSA) da i¢inde bulundugu 21 tiir bakteri, 9 tiir mantar, Giardia’nin
da aralarinda bulundugu 3 protozoa tiirli ve ayrica Herpes ve Influenza’nin da dahil
oldugu virlisler {iizerinde inhibitér etkisi oldugu goriilmiistiir. Bunlarin disinda

propolisin biiyiik 6lglide tedavi edici 6zelligi vardir ki bunlar arasinda, anti-kanser etki,
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yara kapama ve doku tamir etkileri, sindirim sistemi etkileri, deri enfeksiyonlar1 etkisi,

kalp-damar sistemi etkileri ve dis sagligina olan etkileri 6rnek gosterilebilir. (69)

Sinamik asit ve tlirevleri propolisin igeriginde bulunan yapilardan biri olup
yapilan ¢alismalarda pihtilagmay1 hizlandirdigi, gram (+) ve gram (-) bakterilere karsi
antibiyotik etki gosterdigi sonucuna varilmstir. Ayni1 zamanda propolisin igeriginde
bulunan bioflavonoidlerin, virlislerin enzim salgilamalarini ve iiremelerini engelleyici
Ozelliklerinin oldugu tespit edilmistir. Koroner kalp, hipertansiyon ve damar sertligi
rahatsizliklart olan kisilerde yapilan bir arastirmada; 30 giin siire ile giinde ii¢ kez alinan
300 mg propolis dozunun olumlu etkiler verdigi yapilan klinik calismalarla da

ispatlanmustir (76,83).

Propolisin yukarida saydigimiz ozellikleri sayesinde o6zellikle maksillofasiyal
bolgede hem nitelik hem de nicelik olarak daha iyi yeni kemik elde edilebilecigini
diistindiik. Ayn1 zamanda implant cerrahisinde osteointegrasyona katki saglayabilecegi
ve ¢esitli nedenlerle alveol kemik yikimini engelleyebilecegi veya azaltacagini 6n
gordiik. Bu 6n goriimiiz ile ilgili literatiir arastirmasi yaptik. Propolis kullanimi1 ve
sistemik hastaliklara etkisi ile ilgili pek ¢ok arastirma olmasina karsin propolisin kemik
iyilesmesi ile ilgili arastirmalar1 daha kisitliydi. Yapilan arastirmalarin sonuglar itibari
ile ileriye doniik aragtirmalar ic¢in pozitif bir etkisi oldugu ve kemik olusumu ve

onariminda fayda saglayacagi kanisina vardik.

Verilecek propolisin toksisitesini belirlemek amaciyla literatiirde bir¢ok caligsma
yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada oral LD50 dozunun ratlarda 7340 mg/kg dan fazla
(147), diger bir ¢alismada LD50 dozunun 2050mg/kg ve LD100 dozunun 2750 mg/kg
(148) oldugu, yine baska c¢alismada ise propolisin toksik olmadigi, farelerde propolisin
eter alkol soliisyonunun 350-700 mg/kg ve insanlarda 1.4 mg/kg/giin veya yetigkin bir

insan i¢in 70 mg/giin dozlarin tolere edildigi goriilmiistiir (52).

Disi ve erkek fareler iizerine yapilan bir calismada oral olarak 700 mg/kg
oraninda propolis verildigi zaman propolisin iyi tolere edildigi ve 48 saatlik gozlem

stiresi sonunda 6liim gergeklesmedigi bildirilmistir (131).

Genel olarak hayvanlarda yapilan ve propolisin igeriginde bulunan

flavonoidlerin  LD50 dozunun 2000-10.000 mg/kg oldugu belirtilmistir (149).
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Tavsanlarda uygulanan propolis Oziitiiniin ve merheminin ratlarda irritasyona neden

olmadigi rapor edilmistir (150).

Balb-C fareler ve Wistar ratlarda intraperitonal alt esik dozu ratlarda 1-400
mg/kg, farelerde ise 10-100 mg/kg oldugu tespit edilmistir (151). Cin ve Brezilyada’dan
toplanan ve etanolik dziitiinden elde edilmis soliisyonlar 5 haftalik farelere 2230-4000
mg/kg oraninda verildigi zaman 6liim ve nekroskopide anormallikler gbzlenmedigi gibi

viicut agirliklarmin arttigi gorilmustiir (152).

Wistar ratlarin icecekleri suya 30 giin stireyle 1875 mg/kg, farelerin icme suyuna
ise 60 giin siireyle 2470 mg/kg propolis ilave edilmis ve kontrol grubuna gore
karsilagtirma  yapilmistir. Degerlendirme sonucunda hayvanlarin, kilolarinda,
davranislarinda, idrar ¢ikislarinda, klinik goriintiisiinde ve 6liim oranlarinda degisiklik
olmadigr gozlenmistir (123). Diger bir ¢alismada ratlarin igecekleri suya 63 giin
boyunca 1 mg/kg propolis ilave edilmis ve daha sonra kanlar1 alinmistir. Sonuglara gore
serumdaki glikoz veya amilaz aktivitesinde ayrica karaciger, pankreas, tiikrik bezi
gibi organlarda bir degisiklige neden olmadig1 bildirilmistir (153).

Ratlarin  kullanildigi diger bir c¢alismada propolisin subkronik toksisitesi
degerlendirilmis ve 45 giinliik ¢alisma siiresinde hi¢bir davranis ve klinik toksisite

goriilmemistir (154).

Literatiirde ¢cok az miktarda olmakla birlikte propolis alerjisi, kontak dermatit
vakalar1 ve aricilik yapanlarin propolise karsi hassasiyetleri gdzlenmistir. Bununla
birlikte propolisin hem etanol hem de su 6ziitleri histamin salgilanmasini inhibe ederek

anti-alerjik 6zellik gosterir (137).

Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sivi propolis ekstratini ratlara gavaj yolu ile
sakrifiye edene kadar her giin giinde 1 defa verdik. Verecegimiz dozun miktarini ve
over doz miktarint hesaplamak i¢in literatiir calismas1 yaptik. Ratlara verilen giinliik doz
miktar1 genelde 50 mg/kg/giinlikk, 100 mg/kg/glinlik ve 200 mg/kg/giinliik olarak
degismekteydi. Bizde g¢alismamizda ratlara 100mg/kg/giinliik dozu gavaj yolu ile
uyguladik.

Calismamizda deney hayvaninin bagisiklik sistemi insaninki ile benzer olmasi
gerekmekteydi. Ozellikle domuz, kdpek, tavsan ve ratlarm immiin sistemi insan immiin

sistemi ile benzerlik gostermektedir. Kolay bulunabilmesi, ucuz olmasi, barinma ve
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beslenmesinin daha basit olmasi nedeni ile ¢alismamizda Sprague-Dawley rat tercih
ettik.

Kraniyal defektlerin rejeneratif kapasitelerinin deney hayvanlarinda insanlara
oranla daha iyi oldugu bilinmektedir. Kalvaryum hem morfolojik hem de embriyolojik
acidan bir membran prosesiinden gelisim gosterir ve yiiz bdlgesinde bulunan
membrandz yolla gelisen diger kemikler ile benzerlik gosterir. Kalvaryum anatomik
olarak iki kortikal tabakaya sahip oldugu icin mandibula ile ve fizyolojik yapisi da
atrofik mandibula ile benzer bir yapiya sahiptir. Sayilan bu sebeplerden dolay1 kalvarya
bolgesi en ¢ok tercih edilen deney bolgelerinin basinda gelir. Parietal bolgeye agilan
defektlerin tabaninda dura mater iizerinde ise periost bulunmakta ve bu iki doku da,

kemik olusumuna onciiliik edecek osteoprogenitor hiicreleri igermektedir (155,156).

Parietal kemiklerde yapilacak cerrahi girisimin basit olmasi, operasyon sonrasi
hayvanin ilgili bolgeye zarar verme olasiliginin diisiik olmasi yine parietal kemigin dura
mater ve periostunun osteojenik potansiyeli gibi sebeplerden dolay1 ¢alismamizda tercih
ettik. Bu avantajlar ile birlikte kalvaryumun parietal bolgede yaklagik 2 mm kalinlikta
olmasi, operasyon esnasinda dura materin perforasyonuyla hemoraji ve beyin hasari
meydana gelebilmesi ¢alismamizda hassas olmamizi gerektiren risk faktorlerini

olusturmaktadir.

Kritik boyutlu defekt (KBD) canli kemik dokunun yasadigi siirece hem
fonksiyon hem de sekil olarak kendi kendine kapanma sansi olmayan boyuttaki defekt
anlamina gelir. Bu boyutta olusan defekt spontane olarak kemik doku ile degil bag
dokusu ile iyilesebilir. Kemik dokusunda olusan yaralanmanin kritik boyutta olmasini;
canlinin tiirdi, yasi, cinsiyeti, defektin bulundugu bélge ve derinligi, sistemik durumu

gibi faktorler 6nemli rol oynar (26, 157, 158).

Takagi ve Urist ratlarda olusturduklart 8mm c¢apindaki kemik defektini 6 ay
sonra incelemigler ve bu siire sonunda fibroz iyilesme gergeklestigini bildirmislerdir
(22). Hollinger ve Kleinschmidt yine ratlarda 8 mm ¢apinda defekt olusturup 13 ay
sonra defekti incelemisler ve defektin kendi kendine iyilesme gostermedigini rapor
etmislerdir (159). Yapilan diger bir ¢alismada Mulliken ve Glowacki ratlarin pariyetal
kemiklerinde 2 mm ¢apinda bir defekt olusturmuslar ve 6 ay sonra ideal bir kemik
dolumu bulamamuslardir (24,25). Yukaridaki ornekler gibi gesitli ¢aplarda defektler

olusturulmus ve farkli sonuclar elde edilmistir. Bununla birlikte sonuclarin farkl
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olmasinda defektin ¢ap1 disinda baska parametrelerde géz oniinde bulundurulmalidir.
Yapilan ¢alismalarda operasyon esnasinda olusturulan travma, kan desteginin yetersiz
olmasi, kemik iligi yetersizligi ve enfeksiyon gibi nedenlerin de sonug iizerinde etkileri

oldugu diisiiniilmektedir (27,158).

Yaptigimiz literatiir taramasinda olusturulacak kemik defektinin ¢ap1 hakkinda
net bir goriis bulamadik. Son yillarda yapilmis olan bircok caligmada ratlar igin
maksillofasiyal bélgede 5 mm ¢apinda defekt uygulanmis ve bu boyutun kritik boyutlu
defekt i¢in yeterli oldugu ongoriilmiistir (160, 161, 162). Biz de ¢alismamizda 5 mm
capinda kemik defekti olusturduk.

Yapilan calismalarda kemik iyilesmesinin histolojik olarak incelendigi
durumlarda farkli sakrifikasyon zamanlari tercih edilmistir. Genel olarak 2-8 hafta
araliklarinda sakrifikasyon yapilmistir. Biz ¢alismamizda erken kemik olusumunu takip
etmek icin 3.haftada ge¢ donem kemik olusumunu gérmek icin 6.haftada sakrifasyonu

tercih ettik.

Gebara ve ark. in-vitro kosullarda propolisin % 70’lik etanolik ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesini periodontopatik mikroorganizmalar olan; Prevotella
intermedia, Prevotella melaninogenica, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga gingivalis, Fusobacterium nucleatum ve
ayrica Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus (yabanil tipleri) karsi test uygulamislar ve ¢ikan sonuglara gore propolisin

periodontal terapide destekleyici olarak kullanilabilecegi 6ne stiriilmiistiir (121).

Pileggi ve ark. Fare kemik iligi kiiltiirinde yapmis olduklari g¢alismada
propolisin osteoklast olusumunu inhibe ettigini gormiisler ve bu duruma propolisin

antienflamatuar etkisinin neden olabilecigini belirtmislerdir (163).

Santos ve ark. Brezilya’da bulunan Minas Gerais eyaletinden elde ettikleri propolis
orneklerinden aragtirmalar yapmuslardir. Propolisin sulu etanolik eksrakti ve diger
fraksiyonlar1 periodontitise neden olan bakterilere karsi inhibitdr aktivitesi igin test
edilmis ve sonu¢ olarak tiim bakteri tiirlerinin propolis ekstraklarina karsi duyarh

oldugu goriilmiistiir (119).
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Ozen ve ark. Tiirkiye’nin cesitli bdlgelerinden propolis 6rnekleri toplamislar ve
bu orneklerin antimikrobiyal aktivitesini gozlemlemisler. Ozellikle oral kavite
enfeksiyonlarina neden olan on bir adet anaerobik mikroorganizmalara karsi agar
diliisyon yontemi ve makro tiip diliisyon yontemi kullanmiglardir. Propolis 6rnekleri
etanol kontrolii ile karsilastirildig1r zaman tiim test edilen anaerobik mikroorganizmalara

kars1 etkili oldugu gortilmistiir (122).

Toker ve ark. periodontitis olusturduklar1 ratlara sistemik olarak propolis
vermisler ve arastirma sonunda propolis verilen gruplarda kemik kaybinin anlamli
derecede azaldigini rapor etmislerdir. Yine ayni ¢alismada sistemik propolis verilen
grubu 2 ye aymrmuslar. Bir gruba 100 mg/kg/giinliik sistemik propolis verirken diger
gruba 200 mg/kg/giinliik doz vermisler ve kemik kaybinin azaldigi her iki grupta
birbirlerinin arasinda kemik kaybi1 azalma oranlarinda anlamli bir fark elde

edememislerdir (164).

Giiney ve ark. arastirmalarinda ratlarda femur kirigi olusturmus ve sistemik
olarak propolis vermislerdir. Calismanin sonunda arastirmacilar, deney grubundaki
plazmada yiiksek kemik mineral yogunlugu ve histololojik skorlar ile daha yiiksek
antioksidan molekiil seviyeleri tespit etmisler. Sistemik propolis verilen ratlarda daha
iyi kemik iyilesme skorlarimin propolisin gii¢lii antioksidan etkisinden kaynaklandigini
bildirmiglerdir (165).

Altan ve ark. 24 rat ile yaptiklari ¢alismada midpalatal siituru genisletme
esnasindaki kemik olusumunu histomorfometrik agidan incelemislerdir. Ratlar1 3 gruba
ayirmislar; birinci grup sadece genisletme yapilmis, ikinci grup ise genisletme yapilmis
ve sistemik propolis verilmis ratlardan olusmaktaydi. Son grup ise kontrol grubu olarak
degerlendirmeye alinmugsti. ikinci gruba 100mg/kg/giinliik doz 12 giin boyunca
verilmistir. Ortaya ¢ikan sonuca gore 2. gruptaki yeni kemik olusumu, diger gruplara

oranla belirgin olarak artmis oldugunu gostermistir (166).

Bereket  ve arkadaslar1 mandibulalarmma distraksiyon osteogenez (DO)
uyguladiklar1 tavsanlara sistemik propolis vererek kemik olusumundaki fark:
gozlemlemek i¢in bir ¢alisma yapmuslar. Tavsanlart 3 gruba ayirmuglar; 1. gruba

sistemik olarak 100mg/kg giinliik doz, 2. Gruba 200 mg/kg giinlik doz vermisler 3.
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grubu ise kontrol grubu olarak degerlendirmeye almislardir. Tavsanlarin posterior
mandibulalarina osteotomi ve distraksiyon yapmislardir. Tavsanlar 32 giin sonra
sakrifiye edilmisler, histomorfometrik ve rontgen cekilerek degerlendirme yapilmistir.
Cikan sonuclar neticesinde sistemik propolis verilen tavsanlarda kemik olusumunun
hizlandigini tespit etmislerdir. Yine DO un konsadilasyon evresini kisaltacagi kanisina

varmiglardir (167).

Al-Molla HB ve ark. 40 adet Yeni Zelanda tavsanmin tibialarinda yapmis
olduklar1 hayvan deneyinde saf titanyum yiizeylerini propolis proteinleri ile
kaplamiglardir. Deney sonucunda yapmis olduklar1 degerlendirme sonucunda kisa

vadede osteointegrasyonun daha hizli oldugu sonucuna varmislardir (168).

Nakajima ve ark. toz haline getirdikleri propolis ile beraber periodontitis
olusturduklar1 farelere propolis tozlarin1 uygulamislar ve ¢ikan sonuglarda

periodontopatik bakterilerde etkili olabilecegi sonucuna varmiglardir (169).

Uzel ve ark. Anadolu’nun dort farkli bolgesinden propolis 6rnekleri toplamiglar
ve antimikrobiyal aktivitesini, bazi oral patojenlerin de bulundugu farkh
mikroorganizma gruplar: iizerine arastirma yapmislardir. Yine yaptiklart c¢alismada
propolis 6rneklerinin kimyasal kompozisyonlarini karsilastirmislardir. Antimikrobiyal
aktivite analizi i¢in minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) makrodiliisyon yontemi
uygulanmis ve sonug¢ olarak gram pozitif bakteriler ve mayalara kars1 biiylik dlclide

antimikrobiyal aktivite gosterdigi gézlemlenmistir (75).

Ozan ratlarda kirik iyilesmesine propolisin etkilerine yonelik bir g¢aligma
yapmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda propolisin radyolojik ve histopatolojik olarak
ratlar lizerine kirik iyilesmesini hizlandirdig1 ve kemik kalitesini arttirdigini bildirmistir
(170).

Bizim c¢alismamizda 3.haftada sakrifiye ettigimiz ratlarin kalvaryumundaki
histomorfometrik inceleme sonucunda; B3 ve A3 grubunu karsilastirdigimiz zaman, B3
grubunda A3 grubuna gore kemik olusumunda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu gordiik (p=0,001). Yine A3 grubu ile C3 grubunu yeni kemik olusumu ile
ilgili karsilagtirdigimiz zaman anlamli bir fark olustugunu goézlemledik (p=0,004).
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6.haftada sakrifiye ettigimiz ratlarin histomorfometrik incelemesini yaptigimiz
zaman A6 grubu ile B6 ve C6 gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark elde
edilmemistir (Sirast ile : p=0,762; p=0,964).

Calismamizdan ¢ikan sonuglara gore; sistemik olarak verilen propolis erken
donemde (3 hafta) yeni kemik olusumunu artirdigi sonucuna vardik. Bu sonug
literatlirde yapilan ¢aligmalar ile paralellik gdstermistir. Bununla birlikte ge¢ donem (6
hafta) yeni kemik olusumunu sistemik olarak verilen propolisin her hangi bir etkisi

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Gerek konjenital sebepler ile gerekse travma sonucu olusmus kemik
defektlerinde ve dentofasiyal deformitelerde, operasyon sirasinda gerceklestirilen
osteotomi alanlarinda, siklikla kemik grefti ile rekonstriiksiyonlar yapilmistir(171).
Defekt meydana gelmis bdlgeler spontan iyilesmeye birakilirsa, fibrotik yapinin gog
etmesi sonucunda bolgede fibroz doku olusmaya baglar. Fibrotik iyilesmenin sonucunda
ise klinik olarak kaynamama (non-union) ve enkapsiilasyon gibi komplikasyonlar
meydana gelir. Olusan bu komplikasyonlar1 engellemek ve kemik hiicrelerinin ilgili
bolgede rejenerasyonunu saglamak i¢in defektlerin greft materyali ile rekonstriiksiyonu
gerekir(172). Bununla birlikte kemik defektlerine yerlestirilen greft materyalinin,
implante edildigi dokuya uyum gdstermesi ve ayni zamanda yeni doku olusumuna
katkida bulunmasi, yani ideal greft 6zelliklerini tagimasi tartigmalarin degismeyen baska

bir noktas1 olmustur (173).

Iskelet sisteminin her bdlgesinde olabilecegi gibi oral ve maksillofasiyal bolgede
de travmatik, enfeksiyoz, kistik, dejeneratif ve neoplastik kokenli lezyonlardan kemik
defektleri olusabilir. Olusan kemik defektlerinin tedavileri maksillofasiyal cerrahinin
onemli ugras alanlarindandir. Bu yiizden arastirmacilar olusan defektlerin onarimina
katki1 saglayacak birgok aragtirma yapmigslardir. Bu calismalarin en Onemlileri

defektlerin onariminda kemik greftlerinin kullanilmasidir.

Oral ve maksillofasiyal cerrahide greft materyallerinin kullanim amaglari,
kemik rejenerasyonunun saglanmasi, osteotomi agikliklarinin kapatilmasi, alveoler kret
yiikseltmesidir(174, 175). Bununla birlikte hangi defektlerde hangi greft materyalinin
kullanilmast gerektigi tam olarak net degildir. Otogreftler en fazla tercih edilen
greftlerin basinda gelir (176, 177). Fakat otojen kemik greftlerinin bilinen dezavantajlari
nedeniyle, arastiricilar baska materyaller bulmaya yonelmislerdir (178, 179).
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Vaccaro ve ark. otojen kemik greftlerinin osteojenik potansiyelleri yiikek
oldugunu bununla birlikte otojen kemikten elde edilen miktarin yetersiz olmasi ve
otojen greft alinan bolgenin morbiditesi gibi klinik problemler sebebiyle yapay greft
materyallerine ihtiyag duyuldugunu bildirmislerdir(181,182). Otojen greftler verici
bolgeden alinip defekt bolgesine uygulanir ve altin standart olarak tanimlanir(180).
Verici bolgenin morbiditesi ve sinirli miktarda greft elde edilmesinden dolay1 bilim

adamlarii bu tedaviye alternatif tedaviler bulmaya yonlendirmistir (181, 182).

Gecmiste otogreft kullanimina alternatif olarak siklikla allogreftler tercih
edilmekteydi. Fakat hastaliklar1 transfer etme riski, yabanci cisim reaksiyonu olusturma
gibi riskleri ortadan kaldirmak ve yapilan islemlerde osteojenik aktiviteyi

zayiflatmasindan dolay1 allogreftlerin kullanimi da giin gectikge azalmistir (183, 184).

Kemik benzeri maddelerin rezorbsiyonu kemik olusumunun basarisini
etkileyecek bir faktordiir. Literatiirde sigir kaynakli greftlerin rezorbsiyonu tartigmali bir
konudur. Deneysel calismalarda deproteinize kansello6z bovin kemik rezorbsiyonunu

gosteren histolojik kanitlar1 gostermistir (185).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda alternatif tedavi segenegi bulmak icin sentetik
materyal lizerinde durulmus ve 6nemli gelismeler goriilmiistiir. Bu aragtirmalardan 6nce
otogreft ve allogreftlere gore sentetik materyaller daha az kullanilmaktaydi. Diinya
genelinde sentetik greft kullanimi1 biitiin greftler icinde sadece %10 oraniyla sinirliydi.
Bu kadar diisiik oranda kullanilma nedenleri; yetersiz deneysel ve klinik caligmalarla
birlikte tahmin edilemeyen rezorbsiyon stireleri, yabanci cisim reaksiyonu ve sekil
verilmelerinin  zor olmasiydi. Bununla birlikte tiim bu komplikasyonlar; kullanilan
sentetik materyallerin modifiye edilmesi, yeni 113 sentetik materyalin bulunmasi ve
yapilan arastirmalarin sayisinin artmasi ile yiiksek oranda azalmigtir. Sentetik
materyaller ile ilgili caligmalar arttikca, otogreftlere ve allogreftlere olan {istiinliikleri

ortaya ¢ikmis ve kullanimlar1 yaygmlasmustir (186, 187).

Kaya ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢alismada ksenojenik kemik grefti ile sentetik
alloplast greftin osteogenezis iizerine etkileri olup olmadigini arastirmislardir. Elde
ettikleri sonuglara gore greft materyali uygulanan kavitelerde kontrol grubuna gére daha
basarili bir osteogenezis olusumu goriilmiistiir. Ayrica sentetik kemik alloplastlarinin

biouyumlu o6zelliklerinin daha iyi oldugu goriisiinii bildirmisler, bu materyallerin
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kraniomaksillofasiyal cerrahide kullanim alanlarin1 degerlendirmek i¢in yeni ¢alismalar

yapilmasini vurgulamislardir (188).

Ideal greft materyalini bulmak igin ¢alismalar yapilmis ve dzelikle sentetik greft
materyalleri i¢inde yer alan hidroksilapatit(HA) ve B-trikalsiyum fosfat lizerinde yapilan
calismalar {izerine yogunlasilmistir. Bifazik kalsiyum fosfat seramikleri; hidroksilapatit
ve P-trikalsiyum fosfat karisimlarindan elde edilmistir. Bu karisimin en 6nemli
0zelligi, matrisinin mikro yapisidir ve bir ag olusturacaklar1 zaman hiicresel ve vaskiiler
penetrasyona daha fazla miisade eder. Bu durumda porlar arasinda kemik olusumu elde

edilir.

Chatterjea ve ark. galismalarinda ratlarin kortikal kemiklerinde kritik boyutlu
defektler olusturmuslar ve bu defektlerde kalsiyum fosfat kemik greftleri olan HA ve -
TCP uygulamiglardir. Arastirmalarinda bu iki greft materyalinin olusturdugu iyilesme
ve enflamasyon cevabini incelemislerdir. Ratlarin femurlarinda kritik boyutlu kemik
defektleri olusturmuslar, birinci gruba HA ikinci gruba da B-TCP kemik greftleri
koymuslardir. Caligmanin sonunda elde ettikleri sonucg B-TCP’nin HA’ya gore 6nemli
Olglide daha fazla yeni kemik olusumu sagladigi yoniinde olmus ve ayrica da her iki
greft materyalinin de osteoindiiktif 6zellige sahip olmadigi belirlenmistir. Bununla
birlikte iki greft materyali de operasyon yapildiktan 12 giin sonra enflamasyon
acisindan incelenmis ve aralarinda bir fark bulunamamistir. Operasyondan 4 hafta sonra
her iki greft materyalinde de yeni kemik olusumu ile ilgili isaretler goriilmiis, 8 hafta
sonunda ise her iki greft materyali de yeni kemik olusumunu saglamis fakat aralarinda

enflamasyon agisindan anlamli bir fark bulunamamistir(189).

Kiigtk kistik defektlerde, dondurulmus kurutulmus kemik, solventlerle dehidrate
edilmis kemik ve TCP kullanilabilir. TCP ve HA greft materyali kret ogmentasyonunda
da tercih edilir(190,191).

Kavak ve ark. ise yapmis olduklar1 ¢aligmada iki sentetik greft materyalini
karsilastirmiglar ve biiylik kemik i¢i defektlerde tam bir osteogenezis olusumu igin
kemik defektinin rekonstriksiyonunun greft materyali ile yapilmas: gerektigini

aciklamiglardir(192).

Scarano ve ark. yaptiklari c¢alisgmada 94 hastaya 144 siniis yiikseltme

operasyonunu 9 farkli greft materyali ile yapmislar. Greft materyalleri olarak; otojen
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greft, Demineralize Dondurulmus-Kurutulmus Kemik Allogreftleri(DDKKA), koralin
kalsiyum karbonat, polilaktidpoliglikolid materyal, sentetik polimer, kalsiyumsiilfat,
bovine tiirevi ve peptid, anorganik bovin kemik, ve HA kullanilmistir

Histomorfometrik inceleme sonucunda yeni kemik olusumunu sirasiyla otojen greftte
%40.1, DDKKA’de %29, koralin kalsiyum karbonatta %39, kalsiyumsiilfatta %38,
anorganik bovin kemikte % 39, HA’te %32 olarak belirtmislerdir. Biitiin
biyomateryallerin biyouyumlu oldugunu ve giivenle kullanilabilecegini rapor

etmislerdir (193).

Piccinini ve ark.yapmis olduklar1 invivo histolojik ¢alismada HA ve tetracalcium
phosphate (TTCP) igeren graniilleri karigtirmislar ve kollajen membran ile istiinii
ortmiislerdir. Implantasyon yapildiktan 17 hafta sonra HA / TTCP sentetik kemik grefti
osteokonduktive materyal olarak ¢ok iyi performans gostemis olup kemik hacmi ve
implant yerlesimi i¢in ideal bir kemik yogunlugu gostermistir. HA / TTCP graniilleri,
yeni kemik olusumunu hizlandirarak greft iyilesmesi i¢in gerekli zamani azaltilabilecegi

ve yiiksek miktarda yeni kemik elde edilebilecegi diistiniildii(194).

Kim ve ark. ratlarin kalvaryumunda kritik boyutlu defekt agarak bir ¢alisma
yapmislardir. Calismanin amac1 PLGA/HA apatit kaplamali partikiiller ile sigir kaynakli
Bio-Oss greft materyalinin osteojenik potansiyelini karsilagtirmak idi. Bu ¢aligmada 18
rat kullanilmig ve 3 gruba ayrilmiglar. Birinci gruptaki deney hayvanlarina PLGA/HA
apatit kaplamali partikiiller, ikinci gruba sigir kaynakli Bio-Oss greft materyali
kullanilmis ve son grup kontrol grubu olarak bos birakilmistir. Histolojik degerlendirme
sonucunda PLGA/HA apatit kaplamali partikiillerin sigir kaynakli Bio-Oss greft
materyali kemik rejenerasyon potansiyeli agisindan kiyaslanabilir derecede benzerlik
gosterdigini ispat etmislerdir. Ayrica sigir kaynakli Bio-Oss greft materyali igin

alternatif olabilecegini diisiinmiislerdir (195).

Athanasiou ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada farkli greft materyallerinin kritik
kemik defektlerine uygulandigt zaman sagladiklari iyilesmeyi histolojik olarak
incelemiglerdir. 90 adet Yeni Zelanda tavsam1 6 gruba ayrilmistir. Gruplarda
olusturduklart 4,5 mm kritik boyutlu kemik defektlerine sirasi ile otojen kemik grefti,
insan kaynakli kemik grefti, sigir kaynakli kanselloz kemik grefti, kalsiyum fosfat
hidroksiapatit, ve kalsiyum siilfat greftleri uygulamislardir. Son gruptaki defektler ise
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bos birakilmistir. Tavsanlar operasyon sonrasi 1, 3 ve 6 ay sonrasinda sakrifiye edilmis
ve alman Ornekler histolojik olarak incelenmistir. Yapilan histolojik incelemeler
sonucunda en basarili kemik greftinin otojen kemik grefti oldugu belirlenmis, otojen
kemik greftinden sonra en basarili kemik greftinin sigir kaynakli kemik grefti oldugu
belirtilmistir. Diger kemik greft materyallerinin hemen hemen ayni1 derecede iyilesme
sagladigr gozlemlenmistir. Sonug olarak otojen kemik grefti disinda sigir kaynakli

kemik greftinin diger kemik greft materyallerinden daha basarili oldugu belirtilmistir
(196).

Fleckenstein ve ark ratlarin kalvaryumlarinda kritik boyutlu kemik defekti
olusturmuslardir. Kemik grefti materyali olarak dekalsifiye dondurulmus kurutulmus
kemik allogrefti ile beraber hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat karisimi kemik greftleri
uygulamislardir. 10. haftanin bitiminde histomorfometrik inceleme sonucunda en iyi
yeni kemik olusumunun dekalsifiye dondurulmus kurutulmus kemik allogreftinde

oldugunu gérmiiglerdir (197).

Hoda ve ark. 20 hasta {izerinde yaptiklari ¢alismalarinda, poly laktik co-glikolik
asid (PLGA) in dis c¢ekimi sonrasi alveoler kretteki resorpsiyonu hangi seviyede
engelleyebilecegini gozlemlemek istemislerdir. PLGA yerlestirilen ¢ekim bosluklarinda
kontrol grubuna gore alveoler kemik seviyesinde azalmanin 4, 12 ve 24 haftalik
kontrollerinde anlamli derecede daha az oldugunu ispat etmislerdir. PLGA nin kemik
resorpsiyonunu azalttigi ve dis hekimliginde basit ve kolayca kullanilabilecigini

diistinmiislerdir (198).

Yapmis oldugumuz calismada erken kemik olusumunu gozlemlemek igin 3
.haftada sakrifiye edilen Ratlar arasinda ¢ikan sonuglara gore ; kontrol grubu (A3) ile
greft kullanilan grup (C3) arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark elde ettik ( p=
0,004 ). Bos birakilan grup (B3) ile greft uygulanan grup (C3) arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamstir. ( p= 0,981 ).

Geg kemik olusumunu takip ettigimiz 6 .haftada sakrifiye edilen ratlar arasinda
¢ikan sonuglara gore ; kontrol grubu (A6) ile greft kullanilan grup (C6) arasinda ve bos
birakilan grup (B6) ile greft uygulanan grup (C6) arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamuistir. ( Sirasi ile ; p= 0,964 ; p= 0,994 ).
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6. SONUCLAR

= Calismamizda sistemik olarak propolis verdigimiz ratlarin kalvaryumunda yaptigimiz

histomorfometrik degerlendirme sonuglarina gore erken donem kemik olusumunda
propolisin pozitif etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Ge¢ donem kemik olusumunda
kontrol grubuna gore anlamli bir fark elde edilmemistir.

-Yine sentetik kemik grefti kullandigimiz ratlarda erken donemde kemik olusumunun
pozitif oldugunu ve ge¢ donemde anlamli bir fark olmadigini goézlemledik.

= Propolisin yeni kemik olusumunda pozitif ve hizlandiric1 bir etkisi vardir.

- Literatiirde propolisin yeni kemik olusumunda pozitif etkisinin oldugu bir¢ok farkli
calisgma vardir. Bizim c¢alismamizda ¢ikan sonuglar diger calismalarla parelellik
gostermektedir.

- Sistemik olarak verilen propolisin gilinliik dozu degistirilerek ve propolisin lokal

uygulanacagi yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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