T.C.
YEDITEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
AGIZ DiS VE CENE CERRAHISI
ANABILIM DALI

DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN,
KONTAMINE EDILMIS KRITIK
BOYUTTAKI KEMiIK DEFEKTLERINDE

NIGELLA SATIVA’NIN (TIMOKINON)
KEMIK IYILESMESI UZERINE ETKILERININ
HISTOLOJIK VE HISTOMORFOMETRIK
OLARAK INCELENMESI

DOKTORA TEZi

DiS HEKIMI
AYSE YILMAZ

DANISMAN
DOC. DR. CEYDA OZCAKIR TOMRUK

ISTANBUL, 2016



TEZ ONAYI FORMU
Kurum : Yeditepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Program : Ag1z Dis Cene Cerrahisi

Tez Baghgr : Deneysel olarak olusturulan, kontamine edilmis, kritik boyuttaki kemik
defektlerinde Nigella sativa'nin (Timokinon) kemik iyilesmesi iizerine etkilerinin
histolojik ve histomorfometrik olarak incelenmesi

Tez Sahibi ~ : Aysheh HAMOEIPOUR

Sinav Tarihi :21/06/2016

Bu caligma jiirimiz tarafindan kapsam ve kalite yoniinden Doktora Tezi olarak kabul

edilmistir.
Unvani, Adi-Soyadi (Kurumu) Imza
Prof.Dr. Nurhan GULER
Juri Baskant: Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi,

Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi AD /|

Do¢.Dr. Ceyda OZCAKIR TOMRUK
Tez danisman: Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi,
Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi AD

i

A4

Prof.Dr. Nurhan GULER
Uye: Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi,
Az Dis ve Cene Cerrahisi AD 7

N

Prof.Dr. Buket AYBAR i
Uye: Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, &

A1z Dis ve Cene Cerrahisi AD

Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi

Do¢.Dr. Ahmet Hamdi Arslan
Uye: Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi,
Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi AD

/ A
(-~

L~
Doc.Dr. Berkay Tolga SUER
Uye: GATA Dis Hekimligi Bilimleri /%
7

Bu tez Yeditepe Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin ilgili
maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Enstitii Yonetim

Kurulw’nun 22/ 0{} 2edh tarih ve dodd /IL, .:.l(.f..saylh karar1 ile onaylanmustir.




BEYAN

Bu tezin kendi ¢aligmam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar higbir
asamasinda etik dis1 davranisimin olmadigini, tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, tez c¢alismasiyla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari
kaynaklar listesine aldigim, tez ¢calismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Dt. Ayse YILMAZ

il



ITHAF

Bugiinlere gelmemde biiyiik emekleri olan canim annem

ve babama ...

v



TESEKKUR

Yiiksek lisans hayatim boyunca hocaligin yani sira ¢ogu zaman bana ablalik da yapan,
akademisyenligiyle beraber iyi yiirekli ve yardim sever kimligi ile de bilinen, yoluma
bilgileriyle, diisiinceleriyle ve sevgisiyle 15 1k tutan, her zaman yanimda olan ve
yanimda olmaya devam edecegini umdugum kiymetli danisman hocam Sayin Dog. Dr.

Ceyda OZCAKIR TOMRUK a,

Giglii karakteri ve profesyonel durusu ile mesleki hayatimda kendime her zaman 6rnek
olarak aldigim Yeditepe Universitesi Agiz, Dis, Cene Cerrahisi Anabilim Dal1 Baskani
Sayin Prof. Dr. Nurhan Giiler’e,

Yol haritami olusturmamda bana yardimci olan sevgili Sayin Prof. Dr. Kemal
SENCIFT’e,

Hem mesleki hem de hayati tecriibelerini bana aktaran, bana farkli perspektiflerden
bakabilmeyi Ogreten, hayatimda ¢ok degerli bir yere sahip olan ¢ok kiymetli hocam
Sayin Yrd. Dog. Dr. Ufuk Iseri’ne,

Ne zaman bir hasta danigmak istesem tiim yogunluklarina ragmen bana her zaman vakit
ayirmig olan, bilgisini ve tecriibelerini aktarmaktan ¢ekinmeyen Sayin Do¢. Dr. Ahmet
ARSLAN’a, Sayin Do¢. Dr. Ediz DENIZ’e ve anestezi hocaniz Saym Dr. Adnan
NOYAN’a,

Calisma hayatimda kendime her zaman Ornek aldigim, cerrahi tecriibelerinden
faydalanmama her zaman firsat taniyan, bana her zaman rehber ve destek olan sevgili
Sayin Yrd. Dog. Dr. Fatih CABBAR’a,

Hastalara yaklagim ve meslek etigi acisindan kendime her zaman oOrnek aldigim,
destegini her zaman yanimda hissettigim ve agabeyim demekten gurur duydugum Sayin
Ogr. Gor. Dr. Cagri BURDURLU’ya,

Desteklerini her daim yanimda hissettigim, zorlu yollart birbirimize tutunarak beraber
yiiriidiigiimiiz Dr. Onur SORKUN ve Dt. Hakan GULSEN basta olmak iizere boliim
arkadaslarima,

Hayatimda var olduklarini bilmenin bile, beni ¢ok mutlu ettigi Sayin Dog. Dr. Zeynep
OZKURT KAYAHAN’a, Sayin Yrd. Do¢ Dr. Gonca DUYGU CAPAR’a, Sayin



Ogr. Gor. Dr. Ayse YALNIZ, Saym Ogr. Gor. Dr. Burcu NUR YILMAZ’a, Saymn
Ogr. Gor. Dr. Tuba AYHAN’a,

Pozitif kisiligi ve neseli tavirlariyla hayat yiikiimii yariya indiren, kardeslerimden ayri
gormedigim, ¢ocuklugumdan itibaren her daim yanimda olan ve bir hayat boyu beraber

olacagimiza inandigim sevgili kardesim Seda OKUR’a,

Yiiksek lisans ve doktora egitimim boyunca ne zaman umutsuzluga kapilsam yanimda
olup beni motive eden, mesleki bilgisine ¢ok giivendigim, bana kiymetli vaktini
ayirmaktan hi¢ bir zaman ¢ekinmeyen, bir sinif arkadasi olmaktan ¢ok daha 6te hayat
boyu her zaman yanimda olmasmi istedigim dostum Yrd. Do¢. Dr. Giill Merve
YALCIN ULKER’e,

Yiridiigimiiz bu uzun yolda tek basima olmadigimi bana her zaman hatirlatan,
destegini ve emegini hi¢ bir zaman benden esirgemeyen ge¢ sattlere kadar bana eslik

eden canim arkadagim Dr. Selen MERT’e,

Benden destegini hi¢ bir zaman esirgememis olan, ne zaman sikintida olsam bir telefon

kadar uzagimda olan canim arkadasim Dt. Zeynep KILINC’a,

Doktora egitimim boyunca, bana konforlu ve diizenli bir sekilde hasta bakacak ortami

saglayan basta ablam Semra TIK ve tiim hemsire arkadaslarim’a;

Calismamin deney asamasinda kendilerinden ¢ok sey 6grendigim, yardimlarini benden
esirgemeyen Saym Vet. Hek. Engin SUMER’e, Sayin Selim DOGAN’a ve Saymn
Fatma OZEN’e,

Tezimin yazimi asamasinda, her ihtiyacimda benden yardimini esirgemedigi igin

Uzman Kiitiiphaneci Arife CELIK e,

Biitiin hayatlarin1 ¢ocuklarina adayan ve onlarin mutlulugu ve basarilari i¢in hi¢ bir
fedakarliktan ¢ekinmemis olan annem Miinire YILMAZ, babam Hiiseyin YILMAZ
ve hayat yolumda bana eglik eden benim g¢elikten kanatlarim agabeyim Mansur

YILMAZ ve kardesim Sabrihan YILMAZ a,

Sonsuz tesekkiir ederim.

Iyi ki varsmiz. ..

vi



ICINDEKILER

IC KAPAK

ONAY SAYFASI

BEYAN

ITHAF

TESEKKUR

ICINDEKILER

TABLO LISTESI

SEKIL LISTESI

RESIM LISTESI

SEMBOLLER ve KISALTMALAR
INGILIZCE OZET

TURKCE OZET

1.GIRIS VE AMAC

2.GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

2.1.1. Kemik Hiicreleri

2.2. Kemik Tipleri

2.3. Kemik Iyilesmesi

2.4. Kemik lyilesmesini Etkileyen Faktorler

2.5. Kritik Boyutlu Defekt

2.6. Kemik Greftleri

2.7. Bariyer Membranlar

2.8. Porphyromonas Gingivalis

2.9.1. Ranunculaceae familyasinin Botanik Ozellikleri
2.9.1.1. Nigella sativa L.’nin Botanik Ozellikleri
2.9.1.2. Nigella sativa’nin kimyasal 6zellikleri
2.9.1.2.A. Nigella sativa’nin temel etken maddesi Timokinon

2.9.1.3. Nigella sativa L.’nin farmasotik 6zellikleri



2.9.1.3.1. Anti-inflamatuar etkiler

2.9.1.3.11. Anti-mikrobiyal (antibakteriyel) ve antifungal etkiler

2.9.1.3.11I. Analjezik etkiler

2.9.1.3.1V. Anti-oksidan etkiler
2.9.1.3.V. Anti-diyabetik etkiler
2.9.1.3.VI. Anti-histaminik etkiler
2.9.1.3.VIL. Immiin sistem iizerine etkiler
2.9.1.4. Nigella sativa’nin Potansiyel Toksisitesi
3. GEREC VE YONTEM

4. BULGULAR

5. TARTISMA VE SONUC

6. KAYNAKLAR

7. Ek-1: Etik Kurul Onay Belgesi

8. OZGECMIS

viii



Tablo 3.2
Tablo 4.1

Tablo 4.2

Tablo 4.3

Tablo 4.4

Tablo 4.5

Tablo 4.6

Tablo 4.7

Tablo 4.8

Tablo 4.9

Tablo 4.10

Tablo 4.11

Tablo 4.12

TABLO LIiSTESI

Doku yanit1 skorlamasi

Tiim gruplarin mikrobiyolojik inceleme sonucuna gore
bakteri koloni sayis1 miktar1

Tiim gruplardaki 6rneklerin histolojik olarak yeni
kemik olusumu, osteoblast sayisi, kapiller yogunluk

ve doku yanit1

Kontrol grubunun PG, L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS
ve PG+L-KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi
PG grubunun L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi
L-KOL grubunun PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+N gruplart ile ikili karsilastiriimasi
PG+L-KOL grubunun L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS
gruplar ile ikili karsilagtirilmasi

L-KOL+NS grubunun PG+L-KOL+NS grubu ile ikili
karsilastirilmast

Kontrol grubunun PG, L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS
ve PG+L-KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi
PG grubunun L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi
L-KOL grubunun PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+N gruplart ile ikili karsilastiriimasi
PG+L-KOL grubunun L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS

gruplart ile ikili karsilastirilmasi

L-KOL+NS grubunun PG+L-KOL+NS grubu ile ikili

karsilastirilmast

Sayfa

60
63

64

65

66

67

67

68

69

70

71

71

72

X



Tablo 4.13

Tablo 4.14

Tablo 4.15

Tablo 4.16

Tablo 4.17

Tablo 4.18

Tablo 4.19

Tablo 4.20

Tablo 4.21

Tablo 4.22

Kontrol grubunun PG, L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS
ve PG+L-KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi

PG grubunun L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi
L-KOL grubunun PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+N gruplart ile ikili karsilastiriimasi
PG+L-KOL grubunun L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS
gruplar ile ikili karsilagtirilmasi

L-KOL+NS grubunun PG+L-KOL+NS grubu ile ikili
karsilastirilmast

Kontrol grubunun PG, L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS
ve PG+L-KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi

PG grubunun L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi
L-KOL grubunun PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+N gruplart ile ikili karsilastiriimasi
PG+L-KOL grubunun L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS
gruplari ile ikili karsilagtirilmasi

L-KOL+NS grubunun PG+L-KOL+NS grubu ile ikili

karsilastirilmast

73

74

75

75

76

77

78

79

80

80



Sekil 2.1
Sekil 2.2
Sekil 2.3
Sekil 2.4
Sekil 4.1
Sekil 4.2

Sekil 4.3
Sekil 4.4

SEKIL LISTESI

N. Sativa Bitkisi

N. Sativa Tohumlar1

N. Sativa’nin temel bilesenleri ve kimyasal gosterimleri
TQ’nun Kimyasal Yapisi

Gruplarin kemik iyilesmesi oranlari

Gruplarin kemik yiizeyindeki osteoblast sayilarinin
karsilastirilmast

Gruplarin kapiller yogunluklarinin karsilagtirilmasi

Gruplarin doku yaniti oranlarinin karsilagtirilmasi

Sayfa

24
24
25
26
68
72

76
81

Xi



Resim 3.1
Resim 3.2

Resim 3.3
Resim 3.4
Resim 3.5
Resim 3.6
Resim 3.7
Resim 3.8

Resim 3.9

Resim 3.10

Resim 3.11

Resim 3.12

Resim 3.13
Resim 3.14

Resim 3.15

Resim 3.16

Resim 3.17

Resim 3.18

RESIM LiSTESI

Deneklerin genel anestezide kullanilan ilaglar

Sicanlarin gozlerine oftalmik komplikasyonlarin 6nlenmesi
amaciyla pomad siirtilmesi

Sicanlarin bacaginin islem dncesi traglanmast

Islem 6ncesi siganlarin bacagina lokal anestezi yapilmasi
Insizyon hattmin belirlenmesi

15 nolu bisturi ucuyla insizyonun yapilmasi

Kemigin aciga cikartilmasi

Anguldruva ve ucundaki 3 mm ¢apindaki trefan frez ile kritik
boyutlu defekt olusturulmast

Defekt alaninin siirlarinin belirlenmesi

Kemigin doku pensetiyle blok seklinde ¢ikartilmasi

Kritik boyutlu defekt goriintimii

Kontrol grubundaki siganlarda 3x3 mm’lik agilan

defektin goriiniimii

Sayfa
41
41

42
42
43
43
44
45

45
46
46
47

PG grubundaki kritik defektin P. gingivalis ile kontaminasyonu 47

L-KOL grubundaki siganlarin defekt bolgesine lokal
kollajen membranin uygulanimi

PG+L-KOL grubundaki si¢anlarin defekt bolgesine,

P. gingivalis ile kontaminasyonu ve lokal kollajen membranin
uygulanimi.

L-KOL+NS grubundaki si¢anlarin defekt bolgesine,

N. sativa igeren kollajen membranin uygulanimu.
PG+L-KOL+NS grubundaki sicanlarin defekt bolgesine

P. gingivalis ile kontaminasyonu ve N. sativa igeren kollajen
membranin uygulanimi

Periost ve kasin 4-0 yarim yuvarlak 20 mm vikril dikis

ipligi (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S. Tiirkiye) ile

48

48

49

49

50

Xii



Resim 3.19
Resim 3.20

Resim 3.21
Resim 3.22

Resim 3.23
Resim 3.24
Resim 3.25
Resim 3.26

Resim 3.27
Resim 3.28
Resim 3.29

Resim 4.1
Resim 4.2

Resim 4.3

Resim 4.4

stitiire edilmesi

Periost ve kasin siitiire edilmesi

Cildin 3-0 yarim yuvarlak 20 mm ipek dikis ipligi

(Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S., Tiirkiye) ile primer
olarak siitiire edilmesi

Sicanlarin subkutan % 5 dekstroz enjeksiyonu uygulamasi
Sicanlarin bacaklarina Batikon uygulamasi (Bonmed Saglik
Uriinleri ve Makina San. Tic. Ltd. Sti. Tiirkiye)

Tibianin kas baglantilarindan ayirma islemi

Diseke edilen tibianin goriiniimii

P. gingivalis ile kontamine edilen tibianin goriiniimi
Anaerobik ortam sartlarini saglayan %10 H2, %10 CO2 ve
%80 N2 gaz karisimini i¢eren %80 nemli ve 37 °C’deki
anaerobik kabinin goriiniimi

%35 koyun kanli BHI kat1 besiyerinde P. gingivalis goriiniimii
Kemik drneklerinin tartilmasi

Tibialar izotonik tuzlu su igerisinde par¢alandiktan sonra %5
koyun kanli BHI {izerine ekim yapilmasi

PG grubundaki enfeksiyon bulgusu

Kontrol grubuna ait bir sigcanda 28. giinde elde edilen 6rnekte
defekt alaninin histolojik goriintiisii. Defekt alanin1 dolduran
fibroz kallus ve yeni kemik trabekiilleri. (A. Hematoksilen —
Eozin X100; B. Masson Trikrom X100)

PG grubuna ait bir sicanda 28. giinde elde edilen 6rnekte
defekt alaninin histolojik goriintiisti. Defekt alanini

dolduran fibr6z kallus ve yeni kemik trabekdilleri

(C. Hematoksilen-Eozin X40; D. Masson Trikrom X40)
L-KOL grubuna ait bir sicanda 28. giinde elde edilen 6rnekte
defekt alaninin histolojik goriintiisii. Defekt alanin1 dolduran

fibroz kallus ve yeni kemik trabekiilleri. (E. Hematoksilen

51
51

52

52

53

53

54
56

56
57
58

62
82

82

83

Xiii



Resim 4.5

Resim 4.6

Resim 4.7

- Eozin X40; F. Masson Trikrom X40)

PG-L-KOL grubuna ait bir sicanda 28. giinde elde edilen
ornekte defekt alaninin histolojik goriintiisii. Defekt alanini
dolduran fibroz kallus ve yeni kemik trabekdilleri

(G. Hematoksilen — Eozin X100; H. Masson Trikrom X100).
L-KOL+NS grubuna ait bir sicanda 28. giinde elde edilen
ornekte defekt alaninin histolojik goriintiisii. Defekt alanini
dolduran fibr6z kallus ve yeni kemik trabekiilleri. Artmig
sayida yeni kemik trabekiilleri ve bunlar1 ¢cevreleyen aktif
osteoblastlar

(I. Hematoksilen-Eozin X40; J. Masson Trikrom X40).
PG-L-KOL+NS grubuna ait bir sigcanda 28. giinde elde edilen
ornekte defekt alaninin histolojik goriintiisii. Defekt alanini
dolduran fibr6z kallus ve yeni kemik trabekiilleri. Artmig
sayida yeni kemik trabekiilleri ve bunlari ¢cevreleyen aktif
osteoblastlar. (K. Hematoksilen-Eozin X100; L. Masson

Trikrom X100)

83

84

84

X1V



A. baumannii
AIDS

ALP

ALT
ATCC

B. subtilis
BHI

BMP

C. krusei

C. tropicalis
C.albicans
cAMP

CFU

DTQ

E. coli

EAE
e-PTFE
FGF

GGT
HPLC

IGF

IL

IM

iNOS

KBD

kDa

Kh

LPS

M. avium
M. tuberculosis
MCMV
NIDDM
NO

P. aeroginosa
P. gingivalis
PBS

PDGF
PGA

PLA

P. aeruginosa
PTFE

PTH

RPM

N. Sativa

S. aureus

SEMBOLLER VE KISALTMALAR

Acinetobacter Baumannii

Edinsel Bagisiklik Yetmezligi Sendromu
Alkalen Fosfataz

Alanin Amino Transferaz

American Tissue Culture Collection
Bacillus Subtilis

Brain Heart Infusion

Kemik morfogenetik proteini

Candida Krusei

Candida Tropicalis

Candida Albicans

Siklik Adenozin Monofosfat

Koloni Olusturan Birim (Colony Forming Unit)
Ditimokinon
Escherichia Coli

Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit
Genis[letilmis  Politetrafloroetilenleri
Fibroblast Kaynakli Biiylime Faktorleri
Gamma Glutamil Transferaz

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi
Insiilin Bilyiime Faktor

Interldkin

Intramiiskiiler

Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
Kritik Boyut Defekti

Kilodalton

Klorheksidin

Lipopolisakkarit

Mycobacterium Avium

Mycobacterium Tuberculosis

Sican Sitomegalo Viriisii

[[Instilin Bag 1mli Olmayan Diabetus Mellitus
Nitrik Oksit

Pseudomonas Aeruginosa
Porphyromonas Gingivalis

Fosfat Tampon Solusyonu

Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorleri
Poliglikolik Asit

Polilaktik Asit

Pseudomonas Aeruginosa
Politetrafloroetilen

Paratiroid Hormonu

Dakikadaki Devir Sayisi

Nigella Sativa

Staphylococcus Aureus

XV



S. dysentriae Shigella Dysentriae

S. faecalis Streptococcus faecalis

S. maltophilia Stenotrophomonas Maltophilia

S. masoni Schistosoma Mansoni

S. paucimobilis Sphingomonas Paucimobilis

SDS PAGE Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektrofore

TCP Transmission Control Protocol

TGF Dontistiirticti Biiyiime Faktorleri

THQ Timohidrokinon

THY Timol

TNF Tiimor Nekrotizan Faktor

TQ Timokinon

PDGF Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorleri

V. Cholera Vibrio Cholera

YKR Yonlendirilmis Kemik Rejenerasyonu

YUDETAM Yeditepe Ul niversitesi Deney Hayvanlari
Aras tirma Merkezi

ng Mikrogram

XVi



ABSTRACT

YILMAZ, A. (2016). Histological and Histomorphometric Evaluation of Nigella
sativa (Thymoquinone) containing collagen membrane on Bone Healing in
Experimental Bone Defects contaminated with Porphyromonas gingivalis. Yeditepe
University, Health Sciences Institute, Department of Oral and Maxillofacial
Surgery, PhD Thesis, Istanbul. The aim of this study was to evaluate the influence of
Nigella Sativa (N. sativa) containing collagen membrane on bone healing in
experimental critical size bone defects contaminated with Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis), both histologically and histomorphometrically. Forty two female Sprague
Dawley rats, weighing 250+20 g were used in this study. Rats were randomly divided
into six groups. 3x3mm defects were created on tibia of each rat. The following
procedures were performed for each group: Group 1 (Control group): Only critical size
defect was created; Group 2 (PG): critical size defect was created and contaminated
with P. gingivalis; Group 3 (L-COL): critical size defect was created and covered with
collagen membrane; Group 4 (PG+L-COL): critical size defect was created,
contaminated with P. gingivalis and covered with collagen membrane; Group 5 (L-COL
+NS): critical size defect was created and covered with collagen membrane containing
N. sativa; Group 6 (PG+L-COL+NS): critical size defect was created, contaminated
with P. gingivalis and covered with collagen membrane containing N. sativa. Rats were
sacrificed at 28 days and evaluated both histologically and histomorphometrically.
Quantitative measurement for new bone formation and osteoblast lining; semi-
quantitative measurement of capillary intensities and tissue response were statistically
analyzed. The new bone formation was significantly greater in the N. sativa
administered groups compared to other groups (p<0.01). When compared in terms of
osteoblast numbers, the number of osteoblasts were significantly found to increase in M.
sativa administered groups (p<0.05). N. sativa administered groups showed an increase
in capillaries compared to other groups (p<0.05). When control and PG, PG+L-COL
and PG+L-COL+NS groups were compared in terms of tissue response, the difference
was statistically significant (p<0.001); (p=0,02); (p=0,041). As a result the new bone

formation was significantly higher in the N. sativa administered groups compared to
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other groups. It can be concluded that local administration of N. sativa containing
collagen membrane positively affects bone healing due to its antibacterial effects on P.

gingivalis contaminated critical size bone defects.

Key Words: Nigella Sativa (N. sativa); rat tibia; critical size bone defect;

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)
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TURKCE OZET

YILMAZ, A. (2016) Deneysel olarak olusturulan, Porphyromonas gingivalis ile
kontamine edilmis kritik boyuttaki kemik defektlerinde Nigella Sativa’nin
(Timokinon) kemik iyilesmesi iizerine histolojik ve histomorfometrik etkilerinin
incelenmesi, Yeditepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisit Agiz, Dis ve Cene
Cerrahisi Anabilim Dal Doktora Tezi, Istanbul. Bu deneysel ¢alismanin amaci,
Nigella sativa (N. Sativa) iceren kollajen membranin P. gingivalis ile enfekte edilen
kritik boyutlu kemik defektlerinde kemik iyilesmesi iizerine olan etkisinin histolojik ve
histomorfometrik olarak incelenmesidir. Calismamizda 42 adet ortalama 250+20 gr
agirhiginda disi Sprague Dawley cinsi sican kullanildi. Siganlar randomize olarak alti
gruba ayrildi. Deneklerin tibialarina 3x3 mm boyutunda tek defekt acildi. Grup 1:
Kontrol; Kritik boyutlu defekt bolgesi kendi kendine iyilesmeye birakildi. Grup 2: PG;
Kritik boyutlu defekt bolgesi, P. gingivalis ile kontamine edilerek hicbir tedavi
uygulamadan kendi kendine iyilesmeye birakildi. Grup 3: L-KOL; Kritik boyutlu defekt
bolgesine lokal olarak kollajen membran uygulandi. Grup 4: PG+L-KOL; Kritik
boyutlu defekt bolgesi P. gingivalis ile kontamine edilip, lokal olarak kollajen membran
uygulandi. Grup 5: L-KOL+NS; Kritik boyutlu defekt bolgesine lokal olarak N. sativa
iceren kollajen membran uygulandi. Grup 6: PG+L-KOL+NS; Kritik boyutlu defekt
bolgesi P. gingivalis ile kontamine edilip lokal olarak N. sativa igeren kollajen membran
uygulandi. Deney hayvanlar1 ise 28. giinde sakrifiye edildikten sonra histolojik ve
histomorfometrik olarak degerlendirildi. Inceleme esnasinda biitiin gruplardan elde
edilen kesitler, yeni kemik olusumu, yeni kemik yiizeyindeki osteoblast sayisi, kapiller
yogunluk ve doku yaniti agisindan degerlendirildi. Yeni kemik olusumu N. sativa
uygulanan gruplarda diger gruplara gore istatistiksel olarak daha fazlaydi (p<0,001).
Kemik yiizeyindeki osteoblast sayilari agisindan degerlendirildiginde; N. sativa
uygulanan gruplarda osteoblast sayisinda istatistiksel olarak anlamli derecede artis
olmustur (p<0.05). N. sativa uygulanan gruplarda diger gruplara gore kapiller
yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli derecede artis olmustur (p<0.05). Doku yanit1
acisindan degerlendirildiginde kontrol grubu ile PG, PG+L-KOL ve PG+L-NS gruplari
arasinda ileri derecede anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001); (p=0,02); (p=0,041).
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Sonug olarak lokal olarak N. sativa uygulanan gruplarda yeni kemik olusumunun diger
gruplara kiyasla anlamli olarak daha fazla oldugu goriilmektedir. Cerrahi olarak
olusturulan P. gingivalis ile kontamine edilen kritik boyutlu kemik defektlerinin
tyilesmesinde N. sativa igeren kollajen membran, anti-bakteriyel etkisine baglh olarak

kemik iyilesmesini olumlu yonde etkilemektedir.

Anahtar Kelimeler: Nigella Sativa (N. sativa); sigan tibia; kritik boyutlu kemik

defekti; Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)

XX



1. GIRIS VE AMAC

Oral ve maksillofasiyal cerrahinin temel hedeflerinden biri, agiz ve ceneler
bolgesinde ¢esitli sebeplerle meydana gelen defektlerin eski anatomik formuna
kavusturulmas1 ve yitirilen fonksiyonlarin yeniden kazandirilmasidir. Bu kemik
defektlerinin bir boliimii, kemigin kendini tamir edebilme yetenegiyle onarilirken,
biiyiik kemik defektlerinde ise c¢esitli dogal ve sentetik biyomateryaller
kullanilmaktadir. Kemik i¢i defektlerin tedavisinde, kemik rejenerasyon hizini
arttirabilmek icin farkli cerrahi teknikler, yeni greft materyalleri, biyouyarict sistemler,
sistemik olarak uygulanan vitamin, hormon ve mineral destekleri, elektriksel uyaricilar
ve biiyiime faktorleri gibi anabolik ajanlara basvuruldugu bilinmektedir. Bu
calismalarda defektin, cevresindeki kemikle ayn1 yogunlukta ve saglikli yeni kemikle en

kisa zamanda doldurulmasi amaglamaistir.

Cesitli hayvan modellerinde yapilan deneysel calismalar mekanik bariyer
kullaniminin osseoz rejenerasyonu arttirdigini  gostermektedir. Giiniimiizde kemik
defektlerinde kemik olusumunu arttirmak i¢in rezorbe olabilen kollajen membranlardan
rezorbe olmayan bariyer membranlara kadar pek ¢ok biyomateryal kullanilmaktadir. Bu
konsept bariyer membran kullanildiginda yumusak dokunun defekt i¢ine bilylimesinin
engellendigini gdstermektedir. Bariyer membranlarla birlikte cesitli kemik greftleri
kullanilarak defektlerin rejenerasyonu hedeflenmistir. Ancak membran uygulamalari ile
ilgili olarak en sik karsilagilan sorunlardan biri membranin agiga g¢ikmasina baglh
gelisen enfeksiyonlardir. Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) gibi ¢esitli
periodontal patojenlerin dogrudan ileri derecede doku yikimina neden olduklar
bilinmektedir. Ayn1 zamanda konagin doku yikict mekanizmalarini da baslatarak doku
yikimini arttirirlar. Indirek veya konaga bagli doku yikim etkisi, lokal doku yikimima
yol acan konak hiicrelerinin veya hiimoral faktorlerin indiiksiyonu, stimiilasyonu veya
aktivasyonunun sonucudur. P. gingivalis timor nekrozitan faktor-a (TNF-a),
interlokin-1p (IL-1B), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-17 (IL-17) gibi dolasan pro-
inflamatuvar sitokinleri arttirmaktadir. P. gingivalis’in siniizit, kronik periodontitis ve

periapikal enfeksiyonlara neden olabilecegi de bilinmektedir. P. gingivalis icin ¢ok
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onemli bir viriilans faktorii ve kemik rezorbsiyonunda rol oynayan ana etken olarak ileri
stiriilen lipopolisakkarit (LPS) konak dokunun harabiyetine neden olan biyolojik
aktiviteleri yoneten bir molekiildiir. Mandibulada osteoradyonekroz olgularinda yapilan
bir calismada, rezeke edilen 12 osteoradyonekrotik mandibulanin derin medullar
yapilarinda en predominant organizma olarak P. gingivalis tespit edilmistir. Bu da bize
iyilesmenin geciktigi olgularda P. gingivalis in etkili olabilecegini gostermektedir.
Hastalik ya da travma nedeniyle kaybedilmis dokularin yeniden olusturulmasi ve
yapilandirilmasi i¢in sentetik veya biyolojik matriksler icine yerlestirilmis aktivasyon
molekiilleri ve biiylime faktorlerinin kemik rejenerasyonu amaciyla kullanilmasi doku
miithendisliginin hedefleri arasindadir. Cesitli nedenlerle kaybedilmis ya da hasar
gormiis viicut dokularinin klasik biyomateryal uygulama teknikleri ile onarilmasi
yontemi kullanilan biyomateryalin zamanla yikima ugrayarak istenilen etkin ¢evresel
kosullarin saglanmasini engeller. Ancak doku miihendisligi uygulamalar sayesinde doku
igerisine yerlestirilen sistemler dogal dokulara benzer biyolojik ve fiziksel uyarilara
cevap verme ve ekstraseliller matriks yapisini yeniden sekillendirme kapasitesine

sahiptir.

Gilintimiizde kemik rejenerasyonu amaciyla sik¢a kullanilan biiyiime faktorleri
kemik morfogenetik proteinler (BMP2), doniistliriicii bliyiime faktori (TGF-B),
fibroblast kaynakli biiyiime faktorleri (FGF)’dir. Bu biiyliime faktorlerinin osteojenik
hiicre farklilagmasi ve kemik rejenerasyonunu arttirici etkileri kontrollii ilag salinim
metodu kullanilarak kanitlanmistir. P gingivalis ile enfekte edilen kemik defektlerine
doksisiklin igeren kollajen membran uygulandiginda enfeksiyonun sinirlandirildigin
gosteren calismalar mevcuttur. Bu tedavi yontemlerinin yani sira alternatif tedavi
yontemleri Ozellikle de bitkisel tedaviler son zamanlarda oldukc¢a yayginlagsmistir.
Tedavi yaptig1 ileri siiriilen, ancak bu etkileri bilimsel metotlarla kanitlanamayan
geleneksel veya giincel tibbi uygulamalar olarak bilinen alternatif tedavi yonteminin
baslicasi bitkisel tedavilerdir ve bitkisel tedavi amaciyla kullanilan sifali bitkilerden biri
de Nigella sativa (N. sativa)’dir. N. sativa hem gida olarak hem de tedavi amagli sik¢a
tiketilen bir bitkidir. Ranunculaceae (Diiglin ¢igegigiller) familyasindan Nigella

tirtidiir. Bitki ismini siyah tohumlarindan almistir ve halk arasinda hem besin olarak
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hem de tedavi edici olarak tohumlarindan faydalanilmaktadir. Son zamanlarda yapilan
klinik ve deneysel ¢alismalar da bu bitkinin bir¢ok terapdotik etkilerinin oldugunu ortaya
koymustur. Bitkinin tohumlarinda 6nemli miktarda ugucu ve sabit yag bulunmaktadir.
Icerigindeki ugucu ve sabit yaglarda giiclii anti-inflamatuvar ve anti-mikrobiyal

aktiviteye sahip bilesenler bulunmaktadir.

N. sativa’nin anti-inflamatuvar aktiviteleri hiicresel nitrik oksit (NO) olusturma
kapasitesinin inhibisyonu yolu ile belirlenmistir. Pek cok dokuda nitrik oksit sentaz
(NOS) araciligryla L-argininden sentezlenen NO pek cok inflamatuvar hastalikla
iligkilendirilir. Bir¢ok in vitro ¢alismada N. sativa yagiin ve yagin aktif bilesenlerinin,
inflamatuvar mediyatorlerin iiretilmesindeki inhibe edici etkileri gosterilmistir. M.
sativa’nin ham yaginin, arasidonik asit metabolizmasindaki COX ve 5-LO yolaklarini
inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

N. sativa’nin ve aktif bilesenlerinin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-helminitik
ve anti-viral olmak iizere anti-mikrobiyal Ozellikleri de oldugu rapor edilmistir. N.
sativa, Escherichia coli (E. coli), Bacillus subtilis (B. subtilis), Streptococcus faecalis
(S. faecalis), Staphylococcus aureus (S. aureus), Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa ) gibi pek ¢ok bakteriye kars1 anti-bakteriyel ve bunlarin yani sira patojenik
maya Candida albicans (C. albicans) ve fungusa kars1 anti-fungal etki gostermektedir.
N. sativa’nin anti-mikrobiyal aktiviteye sahip olmasi nedeniyle oral cerrahide ¢ok sik
karsilagilan membranin agiga ¢ikmasina bagli gelisen enfeksiyonlarda faydali olacagi

kanisiyla bu calismay1 planladik.

Calismamizda N. sativa igeren kollajen membranin P. gingivalis ile enfekte
edilen kritik boyutlu kemik defektlerinde kemik iyilesmesi iizerine olan etkisini

histolojik ve histomorfometrik olarak incelemeyi amacladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

Iskelet sisteminin en &nemli yapr tasini olusturan kemik, dzellesmis bir bag
dokusudur. Yapisinda bulundurdugu farkli hiicrelerin ve ara maddenin iizerine organik
ve inorganik tuzlar ¢okelir, boylelikle esneklik ve saglamlilik gibi fiziksel ozellikler
kazanmig olur (1, 2). Kemik disaridan gelen mekanik uyarilara karst kendini
yenileyebilen, hacmini, seklini ve igerigini bu dogrultuda yonlendirebilen bir dokudur
(3, 4).

Kemik en dis kisimda kortikal kemik veya kompakt kemik bulunur, mekanik
destek saglar ve lameller kemik formunda ince kollajen fibrillerden olusur. Kemigin
metabolik faaliyetlerinden sorumlu kismi, merkezinde yer alan kanselloz, trabekiiler ya
da spongioz kemiktir. Bu kisimda diizgilin siralanmis fibriller bulunmaz, matriksi gevsek
yapidadir. Makroskopik olarak balpetegi veya kafes goriintlisii olup iizerinde
hematopoetik elemanlar1 barindirir (5).

Sert ve dayanikli bir yap1 olan kemigin % 70’1 inorganik ve % 30’u organik
yapidadir. Organik kistm ¢ogunlukla Tip 1 kollajenden ve daha az oranda
glikoproteinler ve glikozaminoglikanlardan olusur. Inorganik kismmin c¢ogunlugunu
kalsiyum ve fosfat olusturmakla birlikte, bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve

sodyum bulunur (6, 7).

Biitlin kemiklerin i¢ ve dis yiizeyleri, kemik yapan ve tamir eden hiicreler igeren,
dis yiizeylerde “periosteum” ve i¢ yiizeylerde “endosteum” olarak adlandirilan doku

tabakalari ile ortiiliidiir (7, 8, 9).

2.1.1. Kemik hiicreleri

Kemigin temel hiicreleri osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve mezenkimal

osteoprogenitor hiicrelerden olusmaktadir (10).



2.1.1.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar, embriyonel yasamda mezenkim hiicrelerinden, daha sonralar1 da
bag dokusunu olusturan fibroblastlardan farklilasan kemik yapici hiicrelerdir. Kemik
matriksini olusturan Tip 1 kollajeni, glikoproteinleri, osteokalsin, osteoprotegerin gibi
bazi proteinleri salgilarlar. Kemik yapici gorevleri sona erdiginde olusturduklari matriks
igerisinde osteositlere doniisiirler (11, 7).

Osteoblastlar, osteoklastlarla beraber kemik rezorpsiyonunun diizenlenmesinde

etkili olup; rezorbe edilen kemik yiizeylerinde yeni kemik olusturur (8).

2.1.1.2. Osteositler

Osteositler kalsifiye kemik matriksi igerisindeki lakiin denilen kiigiik
bosluklarda yerlesmis olgun hiicrelerdir. Her lakiinun i¢inde bir osteosit bulunur (7).
Hiicrelerin metabolizma faaliyetlerinin devamlilifini saglayan, kanalikiil adi verilen
kiigiik kanalciklar ile lakiinler birbirlerine ve kan damarlarina baglidir (12). Osteositler,
kemige etki eden kuvvetler karsisinda siklik adenozin monofosfat (cAMP), osteokalsin
ve insiilin biiylime faktorii (IGF) salgilar. Bu faktorlerin salgilanmasini takiben, pre-
osteoblastlarin sayis1 artarak kemikte yeniden sekillenme (remodeling) ve kemik

apozisyonu goriiliir (13, 14, 7).

2.1.1.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar kemik yikici hiicreler olup; 5 ile 50 arasinda degisen sayida
cekirdekleri vardir. Kemik rezorpsiyonunun arttig1 patolojik durumlarda bu hiicrelerin
sayis1 artarken, normal kemik yeniden sekillenmesi sirasinda ise sayilar1 azalir (15).
Osteoklastlar kendi olusturdugu Howship lakiinii denilen kavitelerde goriiliir.

Osteoklastlar kemik iliginden elde edilen hiicrelerin kaynasmasi ile ortaya ¢ikarlar (6).

2.1.1.4. Osteoprogenitor hiicreler

Mitozla cogalabilen kemik yapici oOncii hiicreler olup, periyosteumun ig

tabakasinda, havers kanallarinda ve endosteumda bulunur. Embriyojenik mezenkimden
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koken alip osteoblastlara farklilagabildikleri gibi diisiik oksijen konsantrasyonlarinda
kondrojenik hiicrelere de farklilasabilirler (18, 19). Osteoprogenitor hiicreler oval
cekirdekli olup, sitoplazmalar1 agik pembe boyanir. En ¢ok kemik biiylimesi sirasinda

aktif olurlar (6).

2.2. Kemik Tipleri

Mikroskopik olarak primer (olgunlasmamis/woven) ve sekonder (olgun/

lameller) kemik olmak {izere iki farkl tipte kemik bulunur (20).

Primer kemik dokusu, prenatal gelisme, biiylime ve kemik iyilesmesi sirasinda
kan damarlarmin yakimnindaki osteoprojenitdr hiicreler tarafindan iiretilir. Ug yasindan
sonra yerini lameller kemige birakan primer kemik, yetiskinlerde kafatasindaki yassi
kemik eklemlerinde, dis alveollerinde ve tendonlarin kemige tutundugu bolgeler gibi
yerler disinda gegici bir kemik yapisidir (21). Primer kemik olduk¢a az mineral igerir ve

mekanik direnci az olup, lameller kemige oranla daha kisa dmiirliidiir (22).

Sekonder kemik dokusu genellikle yetiskinlerde bulunan, kortikal ve kanselloz
olmak tizere iki yapisal tiire ayrilan kemiktir. Erigkin insan iskeletinin %80’ini olusturan
kortikal kemik, uzun kemiklerin diafizlerini ve metafizlerinin dis tabakasini kaplayan,
solid ve kompakt bir dokudur (23).

Havers kanallarinin etrafinda i¢ ice ge¢mis halkalar seklinde konumlanan
lameller, ancak mikroskopik olarak goriilebilir. Kan damarlarini, sinirleri ve gevsek bag
dokusunu iceren bir kanal etrafin1 saran, dairesel lamellere ‘Havers Sistemi’ ya da
‘Osteon’ denir (24,25). Kemik yiizeyine dik olarak konumlanan diger bir kanal
sistemine ise ‘Volkmann Kanalar1’ denir. Volkmann kanallar1 i¢indeki damarlar Havers
kanallar1 i¢cindekilerle baglantili olup kemigin i¢ ve dis ylizeyi arasinda baglanti saglanir
(11).

Kanselloz (spongiy6z) kemik kortikal kemige gore daha zayif ve yumusaktir.
Hacimsel olarak viicut kemiklerinin %20’sini olusturur. Osteon, slingerimsi kemikte
bulunmaz. Trabekiil adi verilen ve makroskopik olarak go6zlenebilen plaklar ve

gozeneklerden olusur. Icerisinde kan damarlar1 ve kemik iligi bulunur (20, 1).



Kemik olusumu iki farkl sekilde gergeklesir.
- Intramembrandz kemik olusumu (dogrudan kemiklesme)
- Endokondral kemik olusumu (dolayl kemiklesme)

Intramembrandz kemiklesme ile olusan kemiklere; kafatasinin frontal ve
pariyetal kemiklerinin yani sira oksipital, temporal, mandibula ve maksilladaki
kemiklerin bazilar1 6rnek gosterilebilir (7). Mezenkim hiicreleri membrandz kemigin
olusacagi yere go¢ eder ve kemik semasinin olusacagi bolgelere yapisirlar. Mezenkim
hiicrelerinden gelisen fibroblastlardan salinan kollajen fibrillerden zar seklinde bag
dokusu olusur. Zar yapinin olusmasindan sonra mezenkim dokusu vaskiilarize olmaya
baslar ve kemiklesmenin baslayabilmesi i¢in yogunlasir. Bu yogunlagma alanlarina
primer kemiklesme noktalar1 ad1 verilir. Mezenkim hiicreleri osteoblastlara doniisiir ve
osteoblastlar da kemik matriksini olusturmak iizere kollajen ve proteoglikanlarin
iiretimine baslar. Bu asamadan sonra olusan kemik matriksinin kalsifikasyonudur.
Osteoblastlar olusturduklar1 kemik matriksi zamanla kalsifiye olduk¢a osteositlere
dontisiir ve yerlerini, cevre mezenkim hiicrelerinden farklilagan yenileri alir. Bu sekilde
pek cok kemiklesme merkezinden olusan, kemik adaciklari meydana gelir. Birkag
kemiklesme merkezi 1s1nsal olarak biiyiiyiip birlesir ve baslangigtaki bag dokusu zarinin
yerini alir. Kemik adaciklar1 arasinda kalan mezenkim dokusundan kemik iligi hiicreleri

meydana gelir ve olusan bu kemik siingerimsi yapidadir (26, 27, 28).

Stingerimsi kemik yeterli biiyiikliige ulasinca, mezenkim membranin
kemiklesmeye katilmayan boliimiiniin periferik kismi periostu olustururken, inferior
kism1 endosteumu olusturur. Siingerimsi kemik etrafinda, periost tarafindan tabaka
tabaka birbiri Ustiine yigilmis kompakt kemik kabugu yapilir (29, 30). Mezenkim
kokenli yogun bag dokusu bir kalip olusturarak yeni kemik olusumuna yardimci
olmaktadir.

Endokondral kemik olusumu; embriyonik yasamda baslayip dogum sonrasi
biliylime tamamlanincaya kadar devam eden, kikirdaktan gelisen iskeletin yerini kemik
dokuya birakmasiyla karakterize bir kemik olusumudur. Once bir kikirdak taslak

gelistigi ve dolayli olarak kemik olusumu bagladig1 i¢in bu kemik olusumuna indirekt



kemiklesme de denilmektedir. Ozellikle yuvarlak bir ug¢ olan epifiz ve uzun bir
diyafizden olusan uzun kemiklerin sekillenmesi bu yolla olmaktadir (31). Klavikula
disinda kalan uzun kemiklerin, kafa tabani, omurga ve kal¢a kemiklerinin kemiklesmesi
de bu yolla gerceklesir. Uzun kemiklerin gelisiminde 6nce bu kemigin mezenkim
dokudan hyalin kikirdak yapida kiigiik bir taslagi olusur ve bu kikirdak taslak
apozisyonel biiyiime yoluyla daha uzun bir sekil alir (29, 31).

Mezenkim hiicreleri ilk 6nce kikirdak matriksi olusturacak olan kondroblastlara
doniistir. Hiyalin kikirdagin kondrositleri hipertrofiye ugrar ve harap olarak 6liir, geriye
lakiinler kalir. Osteoprogenitor hiicreler ve kan damarlari, kikirdak hiicrelerinden geriye
kalan lakiinlere dolar. Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara doniisiir, boylece kartilaj
yapt kemik matriksiyle Ortiilmeye baslar. Kalsifikasyonun da baslamasiyla
kemiklesmenin sonuna yaklasilir. Diafiz kemiklestikten sonra diafizin {istlinii saran
kikirdak kilifi olan perikondrium periosteum haline doniisiir. Bundan sonra diafizin
kalinlagsmas1 gibi kemiklesme olaylar1 direk olarak yani intramembrandz yol ile
meydana gelir. Ancak uzun kemigin diafizinin u¢ kisimlarinda primordial kikirdaklar
kalir ve buradan endokondral kemiklesme ile kemik uzunlugu artmaya devam eder (27,
32).

Dogumdan sonra uzun kemigin u¢ kisimlarinda bulunan primordial kikirdakta
bir ikincil kemiklesme merkezi olusarak uzun kemigin epifizi meydana gelir. Birincil
kemiklesme merkezinden olusan diafiz kemigi ile ikincil epifiz kemigi arasinda bir
primordial kikirdak tabakasi kalir. Bu kikirdak tabakasina epifiz kikirdagi adi verilir.
Biiylime bitinceye kadar epifiz kikirdagindaki hiicre cogalmasi ve endokondral
kemiklesmeyle kemik uzunlugu artmaya devam eder. Biiylime bitince bu epifiz

kikirdagi tamamen kemikleserek kalsifiye olarak ortadan kalkar (32).

2.3. Kemik Iyilesmesi
Kemik iyilesmesi yaralanmanin hemen ardindan orijinal iskeletsel yapi ve
fonksiyonu olusturmak i¢in birbirine baglantili hiicresel, hiimoral ve vaskiiler olaylar

sonucunda olusan doku yamitidir. Kemik dokusu rejenerasyon kapasitesine sahiptir.



Kemik iyilesmesi defekt olustugu andan itibaren, i¢indeki ve etrafindaki mezenkimal
dokularin latent pozisyonu ile defekte karsi bolgesel bir tepki olusturarak yanit verir ve
defekt kapanincaya dek devam eder (33, 34). Kemikte yaralanmanin karakterine gore
rejenerasyon veya tamir seklinde yanit olusur. Stabilize bir yesil aga¢ kiriginda
rejenerasyon seklinde olurken, kemikteki daha genis bir defekt ise tamir ile iyilesir.

Kemik dokudaki iyilesme dort sathada gergeklesmektedir:

- Yangi (inflamasyon) fazi

- Graniilasyon dokusu fazi

- Kallus faz1

- Remodelasyon fazi

2.3.1. Yang (inflamasyon) fazi

Ilk gozlenen faz olup yaralanma bolgesine kan ve lenf sivis1 gelir. Ilk tepki
olarak kan damarlarinda vazokonstriikksiyon olusur daha sonra mast hiicrelerinden
histamin salimimi ile vazodilatasyon gerceklesir. Vazodilatasyon ve lenf sivisi
eksudasyonuna bagl olarak ilk 24 saatte 6dem gerceklesir. Daha sonra polimorf niiveli
hiicreler, monositler ve lenfositler gibi iltihap hiicreleri hasarli bolgeye go¢ ederek akut
yangiy1 olustururken, pihtilasma faktorleri ve trombositler ise pihtiyr olusturur. Daha
sonra pihtinin periost ve yumusak dokunun altinda birikmesiyle hematom meydana
gelir. Olusan bu hematom, ¢evre yumusak doku sahalariyla sinirlanmis hipoksi asidik
bir olusum olup cevresindeki saglam dokulardaki hiicreler ile iletisim halindedir (35,

36).

2.3.2. Graniilasyon dokusu fazi

Yangi safhasinda olusan hematom bu sathada organize olup onarim fazim
baslatmaktadir (37, 38, 39, 40).

Oncii hiicreler olan ve birden ¢ok hiicreye farklilasma yetenegine sahip olan
mezenkimal kok hiicreleri, kemotaktik sinyaller ile bolgeye ¢agirilir. Mezenkimal kok

hiicreleri kimyasal, mekanik, elektriksel lokal uyaranlara cevap vererek fibroblastlara,
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interselliiler materyallere ve destek hiicrelerine farklilagip yumusak graniilasyon dokusu

olusturarak bolgede stabilite saglarlar (37, 38, 39, 40).

Mezenkimal kok hiicreleri ilk 16 saatte cogalir ve 32. saatte en yiiksek seviyeye
erismektedirler. 3. glinde yogunlasan mezenkimal kok hiicreleri kemotaktik sinyaller ile
gelip, periosteum ile kemik arasinda birikerek osteoprogenitdr hiicreler, osteoblast ve
kondroblastlara farklilagirlar (41, 40).

Periost altinda kan damarlarina yakin olan, beslenmenin iyi oldugu kemik
ylizeylerinde mezenkimal hiicreler osteoblastlara doniiserek osteoidi olusturur. Kapiller
gelisim osteojenik gelisim kadar hizli olmadigindan alt katmanlara inildikce
damarlanma azalir boylelikle mezenkimal kok hiicreler kondroblastlara farklilasarak
kikirdak matriksi olusturur. Bunun sonucunda osteoid doku ve kikirdak matriks

mineralizasyona hazir hale gelmektedir (37, 42).

2.3.3. Kallus fazi

Osteoid ve kikirdak matriksin mineralizasyonunun gerceklestigi fazdir. Kikirdak
matriks tarafindan yumusak kallus (fibroz kallus) meydana gelir, fakat bu kallusun sert
kallusa (kemik kallusuna) doniismesi icin damarlanmasi gerekmektedir. Damar
endotelindeki sialik asitlerin ve kikirdak dokudaki proteoglikanlarin negatif (-) yiikli
olmasindan dolay1 bu yapilar birbirini itmekte ve damar kikirdak doku i¢ine dogru
dallanamamaktadir. Bu noktada damarlarin ilerleyecegi bosluklar ancak osteoid

dokunun mineralizasyonu sonucu ger¢eklesecektir (39, 40).

Osteoblastlar osteoid dokuda mineralizasyonu baslatip devam ettirir. Hiicresel
diizeyde matriks vezikiillerinin igerdigi lipid, alkalen fosfataz, yogunlasmis kalsiyum
fosfat, alkalen adenozintrifosfat ve profosfataz enzim sayesinde osteoid dokunun
mineralizasyonu tamamlanir. Osteoblastlar, kalsifiye doku i¢inde kaldiklar1 igin
osteositlere doniislir ve boylece daginik trabekiiler kemik agi olusturulur. Kemik
trabekiillerinin sayis1 gittik¢e artar ve bu trabekiiller birbirleriyle birleserek bir kemik
ag1 meydana getirir (29, 43). Boylelikle; damarlar, kikirdak matriks icine ilerler ve

alkalen fosfataz salgilanmasiyla da kikirdak matriksin kalsifikasyonu baslar. Kalsifiye
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doku icinde kalan kondrositler 6lmeye baslarlar ve bdylece bulunduklari yerlerde
lakiinler meydana gelir. Kondroklastik aktiviteyle artan rezorpsiyon sonucu lakiinler
genislemeye devam eder. Bu slire¢ devam ederken lakiiner bosluklara kapiller damarlar
ve osteojenik hiicreler invaze olmaya baslar. Lakiin i¢ine invaze olan osteojenik ve kan
kaynakli hiicrelerden osteoblastlarin belirmesiyle, rezorbe olan kalsifiye kikirdak
matriksle yeni kemik dokusunun yer degistirmesine adim atilmis olur. Biitiin bu
asamalarin sonunda da yumusak kallusun kemik kallusa donlismesi gerceklestirilmis

olmaktadir (44, 29, 43).

2.3.4. Yeniden yapilandirma (Remodelling Fazi):

Kemikte devamli olarak osteoklastik faaliyet sonucu olugan rezorpsiyon alanlari
olan bosluklarda osteoblastlar tarafindan kemigin tekrar yapildigi, yeniden sekillenme
stirecidir. Bu siirecte kalsifiye kikirdak osteoid ile yer degistirir ve daha sonra da osteoid
doku lameller kemik dokuya yerini birakir. Kemik iyilesmesinin en uzun sathasin

olusturan bu donem aylarca veya yillarca siirebilmektedir (35, 40).

2.4. Kemik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler
Kemik yapimi, sekillenmesi, yeniden sekillenmesi ve tamiri gibi hiicresel
islevlerin uyumlu bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in ¢esitli sistemik ve lokal diizenleyici

faktorlere ihtiyag¢ vardir.

2.4.1. Sistemik faktorler

Sistemik hormonlarin, kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli etkileri
vardir. Paratiroid hormon (PTH), kemik ve bobrekler iizerinde etkili olarak, kanda ve
ekstraselliiler sivida kalsiyum diizeyinin yiliksek tutulmasmi saglar. Kemik tizerinde
yeniden sekillenmeyi uyaran bir etkisi vardir. PTH Oncellikle osteoblast reseptorlerini
etkileyerek, yeni kemik yapiminin durdurulmasini ve osteoklast uyarici faktoriin
salgilanmasin1 saglayarak, kemik matriksinin rezorbe olmasi sayesinde kalsiyumun

serbest kalmasini saglar (45). Kalsitonin, PTH nun antagonistidir. Hem kompakt, hem
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de trabekiiler kemik yapimini arttirir. Olgunlagsmis osteoklastlar lizerinde, osteoklastik
aktivitelerini engelleyici bir etkisi vardir. Glukokortikoidler, anabolik ve katabolik etkisi
olan PTH ve insiilin biiylime faktorii-1 (IGF-1) gibi hormonlarin etkinligini
arttirmaktadir. Glukokortikoidlerin aktif osteoblastlar iizerindeki etkilerinin c¢ogu
engelleme yoOniindedir. Osteoblastlarin apoptozuna neden olarak kemik yapimini
engellerler (46). Ostrojen ise kemik kiitlesinin korunmasinda etkilidir. Ostrojenlerin
doniistiiriicii biiylime faktorii (TGF-p) liretimini uyararak osteoklast 6liimiinde artisa yol

actig1 diisliniilmektedir (16).

2.4.2. Lokal diizenleyici faktorler

Trombositlerden, makrofajlardan ve fibroblastlardan salgilanan, biiyiime
faktorleri adi verilen proteinler de kemik metabolizmasini etkiler. Kemigin iyilesme
sirecinde damarlanmasini, sertligini, mekanik olarak islev gdérmesini saglayan bu
proteinler genel olarak, kemik kemik iyilesmesini hizlandiran proteinler, kemik
morfogenetik proteinler (BMP), IGF, TGF, trombosit kaynakli biiyiime faktorleri
(PDGF) ve fibroblast kaynakli biiylime faktorleri (FGF)’dir. Bu proteinler monosit ve
fibroblast gibi mezenkim kokenli hiicrelerin go¢ etmesini, ¢ogalmasimi ve kemik
hiicrelerine farklilasmasini diizenlerler (47, 48).

PDGF, osteoprogenitdr hiicreleri ve protein sentezini uyarirlar. FGF, osteoblast
proliferasyonunu ve kollajen sentezini artirirlar. IGF, preosteoblastik proliferasyonu
stimiile ederler ve kollajen yikimini azaltirlar. TGF ise, osteoblast olusturan onciil
hiicreleri uyararak hiicresel olgunlagsmada goérev alirlar. TGF- salinimi ile Tip 1

kollajen sentezi arasinda iliski bulunmaktadir (47).

Biiyiime hormonu ise, osteoblastlar tarafindan IGF-1 yapimini artirarak etki
gosterir. Prostoglandinler, prostanoik asit adi verilen doymus yag asidinin tiirevi olup,

osteoblastik hiicrelerde adenilat siklaz1 aktive ederek PTH’a karsi verilen tepkilere

benzer cevap elde edilmesine yol agarlar ( 47, 46).
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2.5. Kritik Boyutlu Defekt

Bir kemik defektinde gerceklesecek iyilesme miktari, biiylik oranda defektin
blyiikliigiine baghdir. Bu nedenle iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in kullanilan
deneysel kemik yarasi, spontan iyilesmeye engel olmak igin yeteri kadar biiyiik
olmalidir (49).

Kritik boyutlu defekt (KBD), bir hayvanda her hangi bir osteopromotif bir
materyal kullanilmadan yasam boyu spontan olarak kemik yapimi (dolumu) ile iyilesme
gosteremeyen en kiiclik boyutlu kemik yarasi olarak tanimlanmaktadir (49). Osteojenik
materyallerin degerlendirilmesinde standart bir model olarak Hollinger ve Kleinschmidt
tarafindan 6nerilmistir (50,51).

KBD’ler kendi haline birakildiginda kemikle degil de fibroz bag doku ile
iyilesmektedir. Bununla birlikte pek ¢ok calismada siirenin sinirli olmasi ve hayvanin
tiim hayatina uzatilamamasindan dolay1 hayvan ¢alismalarinda KBD, ¢alismanin siiresi
boyunca iyilesemeyen defektleri ifade etmektedir (50).

KBD c¢aligsmalart i¢in se¢ilen anatomik bolgeler kalvarya, mandibula ve tibia gibi
uzun kemiklerdir (51, 52).

Defektin biiyiikliigii ve hayvan tiirline gore kemik defektinde kemik iyilesmesi
farklilik gostermektedir. Cesitli kaynaklarda buna yonelik farkli rakamlar
verilebilmektedir. Sigan tibiasinda olusturulan defektlerde kritik boyutta kemik
defektinin 3 mm oldugunu bildiren ¢aligmalar oldugu gibi 4 mm oldugunu bildiren
calismalar da bulunmaktadir (53, 54, 55).

Hayvan modelleri kullanilarak kontrol gruplarinin standardize edildigi kritik
boyutlu kemik defekti konsepti, yeni bir greft materyali ve maksillofasiyal bolgede
kullanilan kemik greft materyallerinin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kullanilabilir

bir modeldir (49, 51).
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2.6. Kemik Greftleri

Canli dokunun transplantasyonu ve organlarin kazanilmis veya konjenital
defektlerin rekonstriiksiyonunda yer tutucu 6zelligi ile birlikte kemik yapimini uyaran

tiim materyaller i¢in greft terimi kullanilmaktadir (56).
Kemik greft materyalleri etki sekline gore ti¢ sekilde siniflandirilirlar. Bunlar:

Osteogenezis: Bir materyalin dogrudan osteoblastlar ile yeni kemik yapabilme
kabiliyetine denir. Osteogenezde kemik greft materyalleri, direkt olarak osteoblast
hiicrelerinden kemik olusturma kapasitesine sahip organik materyaller igerirler. Bu

osteojenik 6zellige sahip tek greft materyali ise otojen kemiktir (57, 58, 59).

Osteoindiiksiyon: Alict sahadaki farklilasmamis mezenkimal kok hiicrelerinin

osteoblast veya kondroblastlara doniisiimii ile gergeklesir (57, 60, 61, 62).

Osteokondiiksiyon: Greft materyalinin uygulandigi alanda ¢ati gorevi gormesi

ve zamanla rezorpsiyona ugrayarak yerini yeni kemige birakmasidir (63).

Kemik greftleri elde edilme yontemlerine gore otojen kemik greftleri, allogreft,

ksenogreft ve alloplastik materyaller olmak {izere dort ana sinifa ayrilir.

2.6.1. Otojen greftler

Otojen greftler, bir canlidan alinan doku pargasinin yine aymi canlinin
viicudunun baska bir yerine yerlestirilmesidir. Otojen greftler, kemik greftleri arasinda
altin standart olarak kabul edilir. Bu greftlerin en biiylik 6zelligi, osteojenik hiicreler
bulundurmasi ve immiinolojik reaksiyona sebep olmamasidir. A8z i¢i verici alanlar
olarak; alt ¢ene ucu bdlgesi (simfiz), alt cene ramus bdlgesi, list ¢ene tiiber bolgesi,
digsiz kret veya retromolar bdlgelerden alinan greftler kullanilabilir. Agi1z dis1 verici
bolgeler olarak; tibial kemik, kaburga, kalvaryum ve iliak kemikten alinan greftler
kullanilabilir. Bu greftlerin osteokondiiktif ve osteoindiiktif olmalarinin yaninda, verici
bolgede ikinci bir operasyona ihtiya¢ duyulmasi, islemlerin zaman alict olmasi, hasta
icin travmatik olmasinin yani sira postoperatif agri ve ddem, greftin alindig1 bolgeye
gore degisen komplikasyonlarin ortaya ¢ikabilmesi gibi dezavantajlara sahiptir (64, 65,

66, 67, 68).
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2.6.2. Allogreftler

Allogreftler, genetik olarak birbiriyle ilgisi olmayan fakat ayni tlir canlidan
dokulara denir. Bu greftler, kadavralardan veya kalga kiriklar1 gibi insanlardan ¢ikarilan
kemiklerden elde edilip, liyofilizasyon, demineralizasyon ve deproteinizasyon gibi bir
seri iglemlere tabi tutularak kemik bankalarinda muhafaza edilirler (69). Bunlar
osteokondiiktif aktiviteye sahip olup aym1 zamanda osteoindiiktif kapasiteye de

sahiptirler.

2.6.3. Ksenogreftler
Ksenogreftler, bir canli tiirlinden alinip farkli canli tiiriine aktarilan
materyallerdir. Domuz, at, mercan ve sigir yaygin bir sekilde greft kaynagi

olarakkullanilip, demineralizasyon ve deproteinize islemlerine tabi tutulurlar.

Osteokondiiktif 6zellige sahiptirler (69).

2.6.4. Alloplastlar

Viicut dokulartyla uyumlu, sentetik organik maddeden arindirilmis ve
biyouyumlu materyallerdir. Bu sentetik kemik materyalleri, osteokondiiktif etkiye
sahiptirler fakat osteojenik ve osteoindiiktif etkilerininin olmayis1 biiylik bir
dezavantajdir (70).

Hidroksiapatit, trikalsiyumfosfat, biyoaktif cam seramikler, kalsiyum siilfat en

sik killanilan alloplastik materyallerdir (71).

2.7. Bariyer Membranlar

Kemik defektlerinin iyilesme siirecinde bag dokusu ve kemik dokusunun
farkli rejenerasyon dongiisii ile, ¢evre dokulardan gelen fibroz doku daha hizli rejenere
olarak kavite i¢ine yerlesebilir, osteogenezisi bozarak kemik formasyonunu
engelleyebilir.

Fibroz iyilesme sonucu kemigin devamliligi ve fonksiyonu saglanamaz ve sonug

olarak yeni bir rekonstriiktif cerrahi gereksinimi ortaya ¢ikabilir (72).
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Gingival epitel ve bag dokusunun bariyer ile olusturulan bosluga yerlesmesinden
korumak ve defekt bolgesindeki rejenaratif hiicrelerin repopulasyonun tesviki igin
gingival flep ile defekt arasinda fiziksel bir bariyer olarak konumlandirilan ve boylece
planlanan kemiksel iyilesmeyi saglayan biomateryallere bariyer membran denir.

Insan ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar mekanik bariyer kullaniminin
kemik rejenerasyonunu arttirdigin1 gostermektedir (73). Bunun yani sira yapilan pek
cok calisma sonucunda da bu teknikle bariyer membran hapsettigi alan icindeki
rejeneratif hiicrelerin gociline izin verirken, istenmeyen hiicrelerin ise yara bolgesine
gbclinii engellemektedir.

Bariyer membranlarin genel 6zellikleri:

- Yara ve ¢evre yumusak dokudan tamamen korur,

- Defekt i¢ine osteojenik giice sahip olan hiicrelerin dolmasini saglar,

- Yeni olusan kemik sinirlarini tayin eder ve iskeletsel kontorun elde edilmesini
saglar,

- Flep iizerine gelecek mekanik streslere ragmen pihtinin ayni kalmasini saglar,

- Implant ve kemik defekti yiizeyinden dis eti dokularin1 ayirmak i¢in kullanilan
kullanilan fiziksel bariyer gorevi yaparak bir bosluk olusmasi ve bu boslugun kemik ile
dolmasini saglar,

- Altindaki kemik greftini stabilize ederek, ¢okiis veya yumusak dokunun igine
bliylimesini engeller (74, 75, 76).

Scantlebury ve ark.’lar1 tarafindan tanimlanan bes temel tasarim kriterleri
olmadan bariyer membranlarin tibbi bir ara¢ olarak kullanilmas1 pek miimkiin degildir.
Bu kriterler (77) ;

- Biyo-uyumluluk,

- Biiylime i¢in alan yaratma,

- Hiicre tikayiciligi,

- Doku entegrasyonu,

- Klinik yoneltilebilirliktir.
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Membranlarda bulunmasi gereken diger 6zellikler ise;
- Membran giivenli olup hastalik iletmemeli,

- Kemige veya koke siki bir sekilde adapte olmals,

- Defekte bir kollaps yapmamali,

- Gegirgenligi olmal,

- Antimikrobiyal ve biyostimiilan olmali,

- Biyoyikimi kontrol edebilir olmalidir.

Membran Bariyer Cesitleri

Farkli bariyer membranlar, klinik uygulamalarda bir¢ok fonksiyona hizmet
vermek ic¢in gelistirmislerdir. Membranlarin biyomateryal ve fiziksel karakteristikleri,
nihayetinde onlarin fonksiyonlarini etkilemektedir. Tiim materyaller, o an i¢in secilmis
olan materyale bakilmaksizin, giivenli, etkili, kolay kullanilabilir olmalidir,
rejenerasyon tamamlanana kadar yerlerinde kalmadirlar ve yeniden olusan dokuyla
karigmamalidir. Farkli klinik durumlar farkli materyaller gerektirmektedir ve bu
materyallerin her biri dogasina uygun olarak hem avantajlar, hem de dezavantajlar
tasimaktadir. Membran bariyer materyalleri ‘rezorbe olabilen’ ve ‘rezorbe olamayan’

olarak ikiye ayrilmistir (78).

2.7.1. Rezorbe olabilen membranlar

Rezorbe olan membran kullanimmin en onemli avantaji ikinci bir cerrahi
prosediire gerek duyulmamasidir. Boylece hasta morbiditesi ve maliyet daha az olur
(80). Dezavantaj1 postoperatif doku iyilesmesinde problem yaratan, materyalin agiga
cikmasi yada flebin acilmasidir. Ameliyattan sonra materyalin agiga ¢ikmasi bakteri
cogalmasina, fibroblast morfolojisinin degigsmesine ve migrasyonuna, biitiin bunlar da
rejenerasyon prosesinin basarisinin tehlikeye atilmasina yol acabilir. Bir diger yaygin
problem ise, defekt igine dogru membranin kollabe olmasidir. Kollaps boslugun yetersiz

olmasina yol acabilir (80).
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Rezorbe olabilme ¢evre dokularin hiicresel cevabi olarak enzimatik aktivite
(biyolojik bozunma) veya hidrolizasyon (biyoabsorbsiyon) yoluyla bozunma ile ilgili

olabilir. Inflamatuar cevap minimal olmal1 ve rejenerasyona engel olmamalidir (81).

2.7.1.1 Kollajen membranlar

Kollajen, fizyolojik olarak metabolize olan bir makromolekiildiir. Zayif
immiinojendir (79, 82). Kollojenin, koagiilasyon ve doku iyilesmesindeki olumlu
etkileri, kontrollii ¢apraz baglari, diisiik antijenitesi, genisletilebilir olmasi, yiiksek
gerilim direnci, lif yapisinin uygun olmasi iyi bir bariyer materyali olmasini saglayan
karakteristik o6zellikleridir. Kollojen yaprak, jel, tiip, toz ve siinger gibi degisik
formlarda iretilebilir (83). Kollajen membran kullaniminin avantajlari minimal
postoperatif komplikasyon, yliksek iyilesme orani, materyalin agiga ¢ikmamasi, dokuda
perforasyona yol agmamasidir. Bunlara ilave olarak hassasiyet reaksiyonlari, immiin
cevap, dokunun pul pul dokiilmesi, ge¢ iyilesme ya da postoperatif infeksiyon insidansi
yoktur. Kollojenin doku integrasyonu, bosluk olusturmasi, hiicre gegirgenliginin
olmamasi, biyouyumlulugu ve klinik uygulanabilirligi bariyer membran teknigi
secimindeki kriterlere uymaktadir. Bu nedenle kollojen, rejeneratif tedavide faydali bir
membran materyalidir (80).

Kollajen yiiksek oranda kalsiyum baglama o6zelligine sahiptir. Tip-1 kollajen,
periyodontal konnektif dokuda bulunan temel komponenttir. Ve bu membranlarin da

temel komponentini olusturur (84, 75, 76, 85).

Kollajen kendi basina bir doku olarak, ise yarar bir bariyer aract durumunda
kullanildifinda, 2 belirgin ydnteme sahiptir. Ilk olarak kemotaksisi diizenler

(fibroblastlar i¢in), ve ikinci olarakta hemostaz1 diizenlemektedir (79, 86, 87).

2.7.1.2 Polilaktik asit ve poliglikolik asit polimerleri

Polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA) polimerleri asil olarak rezorbe
olabilen alifatik poliesterlerdir. PLA ve PGA gibi sentetik polimerler dogal
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kaynaklardan elde edilen maddelere gore gesitli iistiin 6zelliklere sahiptirler. Yapilari

kontrol altinda tutulabilir (88).

2.7.2. Rezorbe olmayan membranlar

Rezorbe olmayan membranlar, seliiloz filtreler, Gore-Tex (Gore-Tex, W. L.
Gore, Flagstaff, AZ) tarafindan yapilmis genisletilmis politetrafloroetilenleri (e-PTFE),
yogun (d-PTFE) yapilari, nanopolitetrafloroetilen, titanyum tel mes ve dental rubber
damlar icermektedir. Bu materyaller, besin ve sivi maddelerinin bariyer boyunca
gecisine izin verir ama hiicrelerin gegisine izin vermez (89). Rezorbe olmayan
membranlarin, ikinci bir cerrahi islemle ¢ikartilmasinin gerekmesi, maliyeti arttirmasi,
tedavi siiresini uzatmasi ve doku hasari riski tagimasi gibi dezavantajlar1 nedeniyle

giiniimiizde rezorbe olabilen membranlar daha ¢ok tercih edilmektedir (80).

2.7.2.1 e-PTFE

1984 yilindan itibaren kullanilmaya bagslanan genisletilmis politetrafloroetilen,
yapisinda teflon olan pordz bir bariyer olup bilinen en inert biyomateryaldir. Por ¢aplari
0.2-5um arasinda bulunabilir. Yabanci1 doku reaksiyonu olusturmaz. Ayrica oral kaviteye
ekspoze olmalari durumunda bile intakt halde kalmaya devam ederler (84, 74, 75, 76,
78).

Yonlendirilmis doku rejenerasyonunda kullanilan e-PTFE’in mikroporozite
ozelligi vardir. Bu, ozellikle sivi gecisini saglar ve hiicreler i¢in gerekli besinlerin
gecisine izin verir. Kolayca sterilize edilebilir (90). e-PTFE epitelyum gdogiini
siirlamakta, yarayi stabilize etmekte ve epitelyumi muhafaza etmektedir (90).

Membranin ¢ikarilmasi i¢in ikinci bir cerrahi operasyona gereksinim duyulmasi,
doku zarar1 olugma riski ve hastanin psikolojisini etkilemesi acisindan dental

tedavilerde pek tercih edilmemektedir (91).
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2.7.2.2. Nanopolitetrafloroetilen

Nanopolitetrafloroetilen’de sinterleme islemi yapilmaz; bu da materyali daha
esnek, maniiplasyonu ve adaptasyonu daha kolay hale getirir. 0.2 -0.3 pum’lik porlara
sahiptir. Bu daha kiiciik porlarin epitelyal biiyiimeyi ve bakteriyel infiltrasyonu
limitledigi disiiniilmektedir (75, 76).

2.7.2.3. Titanyum membranlar

Boyne ve arkadaglar1 1969 yilinda, biiytlik kesikli kemiksel defektlerin yeniden
yapilandirilmasinda titanyumdan olusan bir tel mesh kullanmaya baglamistir (92).
Yiiksek dayaniklik, sertlik, diisiik yogunluk ve agirlik, kimyasal asinmalara karsi
direnclilik ve yliksek sicakliklara karsi dayamiklilik gibi titanyumun pek c¢ok ozelligi
olsa da ikinci bir cerrahi operasyona ihtiyag duyulmasi ve makro-¢coklu gozenekli
yapida olmasiyla mikrobik kontaminasyonun iyilesme bolgesine daha kolay yoldan

girmesine olanak tanimasiyla, dental uygulamalarindaki kullanimi1 kisithdir (92, 93).

2.7.3 Kombine membranlar

Bazi durumlarda e-PTFE membranlar titanyum ile igten giiglendirilir. iki tabaka
PTFE arasina titanyum yerlestirilmesi ile elde edilir Titanyumla gii¢lendirmenin
sagladig1 avantaj rejenerasyon olugmasi istenen bdlgenin idamesinin saglanmasi,
yumusak dokunu ¢okmesinin engellenmesi, greft materyali {izerine kuvvet gelmesini ve
bunun sonucunda da rezorbsiyon olugmasinin engellenmesidir. Yiizey yapisi ve porlari,
bakteri gecisini ve tutulmasini engelleyecek sekilde tasarlanmistir. Yumusak dokunun
defekt bolgesine migrasyonunu azaltarak bdlgede kemik olusumu ve
neovaskiilarizasyona elverisli ortam saglanir. Biikiilemeyecek kadar siki, ancak

yumusak dokuyu perfore etmeyecek kadar esnek yapida bulunurlar (75, 76).
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2.8. Porphyromonas Gingivalis (P. gingivalis)

P. gingivalis non-fermenter, siyah pigmentli zorunlu gram negatif bir anaerob
cubukdur (94). Boyutlar1 0,5 um -1,2 um arasindadir ve kokobasil goriiniimiinde
olmakla beraber morfolojisi besi yerinin 6zelliklerine gore degismektedir. En iyi bilinen
periodontal patojen suslar; P gingivalis ATCC 33277, P. gingivalis 17A3 ve P.
gingivalis W83’tlir. P. gingivalis, oral kavitede en c¢ok periodontal bolgede
bulunmaktadir (95, 96, 97, 98, 99). Cogunlukla subgingival bdlgelerde ve dis eti
olugunda tek tek duran, kapsiillii ve birbirinden farkli biiylikliikte kisa kok zincirleri
veya koko-basil kiimeleri halinde bulunur; dil ve tonsillerden de izole edilebilmektedir
(95). Daha ¢ok periodontal sorunlu dislerin periodonsiyumlarinda rastlanilsa da, son
yillarda yapilan molekiiler mikrobiyolojik c¢alismalar Pgingivalis’in enfekte kok
kanalinin da baslica patojenlerinden biri oldugunu gostermistir (100, 101, 94, 102). P.
gingivalis, kok kanalindaki karisik anaerobik floranin bir iiyesidir. Ozellikle abseli
dislerden ve semptomatik peri-radikiiler lezyonlardan izole edilebilmektedir (102, 103).

P. gingivalis, son on yil i¢erisinde lizerinde en fazla durulan iki oral patojenden
biridir. Beslenme gereksinimi, konaktaki davranis bi¢imi, c¢ogu dis ve diseti
enfeksiyonunda yer almasi gibi Ozelliklerinin yanisira ve bir¢ok yikici viriilans
faktoriine sahiptir (95). P. gingivalis’in viriilans faktorleri kapsiil, endotoksin
(lipopolisakkarit), fimbria (pili), tripsin-enzeri enzim, sistein-benzeri proteinaz
(gingipain) ve enzimlerdir (kollajenaz, fibrinolizin, fosfolipaz A, fosfataz, H2S, NH3,
yag asidi).

Vitamin K1 ve hemin hem iiremelerini hem de viriilanslarini arttirir (97). Hemin
(haemin-ferriprotophyrin 1X), siyah pigmentli diger mikroorganizmalar i¢in oldugu gibi,
P gingivalis i¢in de O6nemli bir faktordiir. Hiicre morfolojisi besi yerinin hemin
konsantrasyonuna sikica bagldir (97). P. gingivalis iiremek ve hastalik yapabilmek i¢in
en az 0,5 pg/ml konsantrasyonda hemine ihtiya¢ duyar. Heminden zengin besi yerinde
iretilen P. gingivalis’in hastalik yapabilme yetenegi de daha fazladir. Hemin
bulunmayan besi yerinde ise ovoid kok goriiniimiindedir, fimbrialar1 bulunmaz ve
ekstraselliiler vezikiil formasyonu goriiliir. Besi yerinde 0,5 pg/ml.’ye kadar hemin

bulundugunda 1,5 pum uzunlugunda dolgun comaklar seklinde goriiniir, fimbrialari
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bulunur ve g¢evresinde vezikiil liretmez (97). Oksijene olduk¢a duyarlidir. Pek ¢ok P
gingivalis tiirleri anti-anaerobik antibiyotiklere, penisilin+Beta Laktamaz inhibitorlerine
duyarhdir. Tetrasiklinlerden doksisikline daha duyarlidir. Cerahat veya kan icerisinde ve
oda 1sisinda giinlerce canli kalabilir. P. gingivalis olusturdugu ekstraselliiler vezikiiller
sayesinde fagositozdan korunabilir. Ayrica konakta glikokaliks yapisinda bir kapsiil

olusturarak fagositik kabiliyetteki konak hiicrelerinden korunabilir (102).

P gingivalis 30 pg/ml’ den diisiik konsantrasyonlarda klorheksidin (Kh)
icerisinde bile {iireyebilir. Hiicre govdesinin ve vezikiillerin enzimatik aktiviteleri
kullanilan Kh’den hi¢ etkilenmemektedir. Tam aksine, diisiik konsantrasyonda (<30 pg/
ml) Kh ile muamele edilen bakteriler, membran gecirgenlikleri bozuldugu ic¢in ortama
daha fazla vezikiil, tripsin benzeri proteazlar, alkalin fosfataz ve N-asetil-B-
glukozaminidaz gibi enzimler salarlar. Fakat bu vezikiillerinin ve enzimlerinin litik
etkileri biliylik oOlgiide kayip olur. Bu nedenle, Kh kullanilacaksa 30 pg/ml
konsantrasyondan daha yogun kullanilmali ve sadece profilaktik amaglarla

uygulanmalidir (97).

2.9.1. Ranunculaceae familyasinin botanik ozellikleri

Nadiren odunsu, ¢ogu otsu tirmanici bitkilerdir. Yapraklar cogunlukla alternat ve
stipulasizdir, nadiren oppozit veya stipulalidir, bazen hepsi tabandadir. Cigekler
hermafrodit, alt durumlu, aktinomorf veya zigomorftur. Periant bir sirali veya iki siral,
segmentler genelde serbesttir, i¢ halkadakilerin ¢ogu genellikle nektaryumludur.
Stamenler genelde ¢ok sayida, spiral seklinde diizenlenmis, merkezcil ve anterler disa
yoneliktir. Ginekeum apokarp, nadiren sinkarp ya da bir karpelli, meyve akenin bir bazi
ya da folikiil, nadiren bir folikiil ya da liziimstidiir (104).

Yeryiiziinde 35, Anadolu' da 17 cinsi yetisen, zehirli bitkilerin bulundugu ¢ok
zengin ve Onemli bir familyadir. Bitkileri nemli yerleri sever. Bu familyada degisik
meyve tiplerine rastlanir: folikiil (Helloborus), nuks (Anemone), kapsiil (Nigella) ve

bakka (Actea). Bitkilerin bir kismi alkaloit igerir, bazis1 heterozit tasir, bazilarinda da
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ucucu laktonlar vardir. Bitkileri Kuzey Yarikiirenin 1liman ve soguk yorelerinde yetisen

familyanin tiirk¢e ad1 diigiingigegigillerdir (105).

2.9.1.1. Nigella sativa L. botanik ozellikleri

Nigella sativa’nin sistematikteki yeri

Boliim: Spermatophyta
Altbolim: Angiospermae
Sinif: Dicotyledonnae
Altsmif: Dialypetalae
Takim: Ranales
Familya: Ranunculaceae
Cins: Nigella

Tiir: Nigella sativa L.

Nigella cinsi bitkileri yaprakli, tek yillik istteki yapraklar bazen derin, ii¢ pargalt
ya da diizdiir. Cigekler, yapraklarin involukrumu tarafindan tasmir ya da ciplaktir.
Periant iki sirali, sepaller 5°1i ve genellikle petale benzeyen, meyve de diisiiriicii,
petaller 5-10°1u, sapli, nektarli, iki dudakli laminali, daha asagidaki dudak iki loblu ya
da ikiye ayrilmistir. Folikiiller kismen ya da tamamen bir kapsiilii olusturacak sekilde

birlesik; stilus kalici, uzun ya da kisadir (104).

Nigella sativa (N. sativa) bitkisi az ¢ok tiiylii veya kisa yapiskan az yumusak
tiiylii, 15 -30 cm. ve dallanmistir. Yaprak dar pargali, oblang-lanseolat ve oldukca
kisadir. Cigcekler involukrum bulundurmaz, agik mavi renkli ve aktinomorftur. Sepaller
beyazimsi, ovat ve kisa tirnakli, petaller alt dudagi ovat, loblu, kisa sapli ve akuminattir.
Karpeller tepede birlesmis, yumrucuk seklinde, stilus kadar uzun, sert kapsiilliidiir.

Meyva, 5 folikiiliin kismen birlesmesiyle meydana gelen bir kapsiildiir. Tohumlar siyah
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renkte ve li¢ ylizeyli olup 2-3 mm. biiylikliigiindedir, parmaklar arasinda ovalandiginda

rezene ve anasonu andiran bir koku verir (104, 105).

Bitki, ismini tohumlarinin siyah renginden almistir. ‘Nigella’ kelimesi Latince
siyahims1 anlamina gelen ‘nigellus’ dan tiiretilmistir (106). Baz1 iilkelerde tibbi amagla
kullanilan ¢ekirdekler kiiclik (1-5 mg agirliginda, 1.5-2 mm uzunlukta) koyu gri veya
siyah renklidir, yenilebilir, testalar gevrek yapida olup hafif acimsi biberimsi lezzetli ve

0zel kokuludur, koku tohum ezilince kolayca hissedilir (106).

N. sativa (L.), Ranunculaceae familyasina mensup (107) ve cogunlukla
Akdeniz’e kiyisi olan iilkelerde yetisen otsu bir bitkidir (108). Halk arasinda ¢orekotu
adiyla bilinen tiirii bitkilerin kapsiil i¢erisinde olusan tohumudur. Yeni bir yemeklik yag
kaynagi olarak diisiiniilen Nigella tohumu yaginin insan sagligi ve beslenmesinde ¢ok
onemli bir yeri vardir. N. sativa tohumu ve tohumundan elde edilen preparatlar eskiden
oldugu gibi gilinlimiizde de halk hekimliginde, soguk alginligi, bas agrisi, astim, gaz
giderici, idrar soktiiriicii, sarilik, ¢esitli romatizma ve iltihap hastaliklar1 ve benzeri pek
cok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (109). Giintimiizde Nigella
Giiney Avrupa, Rusya, Sudan, Etiyopya, Tiirkiye, Suriye, Iran, Afganistan ve
Hindistan’da biiyiik olclide iiretilmekte ve tiiketilmektedir (110). Bu tohum yaginin
antioksidan aktivitesi (111), antitiimor aktivitesi (112), anti inflamatuar aktivitesi (113),
antibakteriyel aktivitesi (114) ve immiin sistem iizerine uyarici etkisi (115) oldugu rapor

edilmistir.

Sekil.2.1. N. sativa bitkisi Sekil.2.2. N. sativa tohumlari
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2.9.1.2. N. sativa’nin kimyasal ozellikleri

N. sativa tohumlarinin kimyasal igerikleri bitkinin yetistigi cografi bdlgeye ve
iklime bagl olarak kiiclik degisiklikler gostermekle birlikte tohumlar ortalama % 36-38
oraninda sabit yag, protein, alkoloid, saponin ve % 0.4 — 2.5 oraninda ugucu yag igerir
(116). N. sativa’nin ugucu yag1 yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile
analizlenmis ve temel bilesenlerinin timokinon (TQ), ditimokinon (DTQ),
timohidrokinon (THQ) ve timol (THY) oldugu saptanmistir (112). N. sativa tohumlari,
karbohidratlar, yaglar, vitaminler, mineraller ve 9 esansiyel amino asidin sekizini igeren
proteinler gibi besinsel bilesenler de ihtiva etmektedir (117, 118, 119, 120, 121). N.
sativa tohumun sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE) ile
fraksiyonlanmasi sonucunda molekiil kiitleleri 94 — 10 kDa araliginda degisen bir dizi
protein bandi elde edilmistir (122). Doymamis ve esansiyel yag asitleri bakimindan
zengin tohumlarinin, glukoz, ramnoz, ksiloz ve arabinoz formlarinda monosakkarit
icerdikleri bulunmustur. Total lipitlerin yag asidi profili incelendiginde, linoleik asidinin
Nigella’da en ¢ok bulunan doymamis yag asidi oldugu tespit edilmistir (117, 118, 123,
124, 125). N. sativa’da bulunan temel fosfolipid siniflar1 fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve fosfatidilinisitol olarak siralanir (117, 118, 126).
Tohumlar, karacigerde A vitaminine doniistiiriilen karoten igerirler (118). N. sativa

tohumlar1 kalsiyum, potasyum ve demir kaynagidir (107).
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timokinon ditimokinon timohidrokinon

Sekil 2.3. N. sativa’nin temel bilesenleri ve kimyasal gosterimleri
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2.9.1.2.A. N. sativa’nin temel etken maddesi: TQ

N.sativa’nin ugucu yagmin temel biyoaktif bileseni olan TQ (C10H1002; 2-
izopropil-5-metil-1,4-benzokinon (molekiil agirhg 164.2) 2000 yili askin siiredir
antioksidan, anti-inflamatuar ve antineoplastik ila¢ olarak kullanilmaktadir (127, 128).
Yapilan calismalarda TQ un pek ¢ok kanser tiirlinde hiicre cogalmasini durdurucu etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir.

TQ’un etkili oldugu kanser tiirleri; go6giis adenokarsinomasi, over
adenokarsinomasi (129), kolorektal kanser (130), insan pankreatik adenokarsinomu,
rahim sarkomasi (112), neoplastik keratinosit (130), insan osteosarkomast (131),
fibrosarkoma, akciger sarkomasi (132) olarak siralanabilir. Ayrica TQ’un, androjen
reseptorii ve transkripsiyon faktorii E2F-1’1 hedefleyerek hormon-refraktor (cevap

vermeyen) prostat kanserini inhibe ettigi rapor edilmistir (132).

O CHs
CHa

H3C
O

Sekil. 2.4. TQ’ nun kimyasal yapis1
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2.9.1.3. NV. sativa’nin farmasotik etkileri

N. sativa’nin anti-diyabetik, anti-oksidan, anti-inflamatuvar, anti-histaminik,
anti-mikrobiyal, anti-tiimor, hematolojik ve immiinomodiilatér etkilerileri ¢esitli

calismalarla aydinlatilmaya ¢aligilmistur.

2.9.1.3.1. Anti-inflamatuvar etkileri

Inflamasyonun akut ve kronik fazlarmm devamliligi ve ilerlemesi bir miktar
medyator tarafindan saglanir. Bunlar eikosanoidler, oksidanlar, sitokin, makrofaj ve
notrofil gibi inflamator hiicreler tarafindan salgilanan litik enzimlerdir (133). Basta
nitrik oksit (NO) olmak iizere reaktif oksijen tiirleri, doku harabiyetine sebep olan bol
miktarda toksik oksidatif reaksiyonlar baglatir. N. sativa’nin anti-enflamatuvar
aktiviteleri hiicresel NO olusturma kapasitesinin inhibisyonu yolu ile belirlenmistir. Pek
cok dokuda nitrik oksit sentaz (NOS) araciligtyla L-argininden sentezlenen NO pek ¢ok

enflamatuvar hastalikla iligkilendirilir (133).

Bir¢ok in vitro calismada N. sativa yagmin ve yaZin aktif bilesenlerinin,
enflamatuvar mediyatdrlerin {iretilmesindeki inhibe edici etkileri gosterilmistir. TQ ve
N. sativa’nin ham yaginin, aragidonik asit metabolizmasindaki COX ve 5-LO
yolaklarini inhibe ettigi ve TQ’un etkisinin daha fazla oldugu gosterilmistir (134).

N. sativa’nin anti-inflamatuvar etkilerinden TQ ve TQ’un non-toksik karbonil
polimeri olan nigellon ve THQ un sorumlu oldugu ifade edilmektedir. Fareler iizerinde
yapilan bir ¢alismada sabit yagdaki TQ’un potansiyel bir anti-inflamatuvar madde
olarak eikosanoit yapimini ve membran lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi tespit
edilmistir. Ham sabit yag, farelerin peritonal lokositlerinde kalsiyum iyonofor ile
stimiile olan arasidonik asit metabolizmasinda siklooksijenaz ve 5-lipooksijenaz
yolaginin potansiyel anti-inflamatuvar maddesi olarak davranmaktadir, fakat bu etkinin
yagn igerisindeki TQ un olusturdugu etkiden daha yiiksek olmasi beklenmektedir. Bu
sonuglar sabit yagin anti-inflamatuvar aktivitesinin tam olarak TQ’dan dolay1 degil buna
karsin tohumun yaginda zaten hazir olarak varligi bilinen C20:2 yag asitinin sayesinde

de olabilecegini gostermektedir (135).
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TQ ve N. sativa’nin ham yaginin, arasidonik asit metabolizmasindaki COX ve 5-
LO yolaklarini inhibe ettigi ve TQ nun etkisinin daha fazla oldugu gosterilmistir (113).
Her iki maddenin, beyin fosfolipid lipozomlarindaki enzimatik olmayan peroksidasyonu
da inhibe ettigi ve yine TQ’nun etkisinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Buna karsin,
N. sativa’nin sabit yagmin eikosanoid olusumu ve lipit peroksidasyonu {izerindeki
inhibisyon etkisi TQ un etkisinden daha fazladir ve yagin icerigindeki, doymamis yag
asitleri gibi bilesenlerin, N. sativa yaginin anti-eikosanoid ve antioksidan etkilerinde rol
aldig1 diisiiniiliir. Dahasi, kalsiyum veya iyonofor-stimiile polimorfoniiklear 16kositlerin
yani nétrofillerin N. sativa yaginin ham ekstrakti, nigellone veya TQ’den herhangi biri
ile in vitro muamelesi, 5-LO {irtinlerinin ve 5-hidroksieikosatetraenoik asitin olusumunu
derisime bagimli olarak inhibe etmektedir (136). Sonug olarak, N. sativa yaginin ve
aktif bilesenlerinin anti-inflamatuvar etkisi, COX ve 5-LO yolaklarinin inhibisyonu

yoluyla ger¢eklesmektedir.

N. sativa yagimin bilesenlerinin deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE) ve
kolit gibi bazi inflamatuvar hastaliklarda anti-inflamatuvar etkileri oldugu gosterilmistir.
EAE, merkezi sinir sistemini etkileyen otoimmiin sinir lifleri {izerindeki miyelin
tabakasini yok eden bir hastaliktir. Insan multiple sklerozunun bir hayvan modelidir.
Hastaligin mediyatorii. T hiicreleridir ve oksidatif stres de hastaligin olusum ve
devamliliginda merkezi rol oynar (137). EAE’li hayvanlar TQ’la muamele edildiginde,
TQ’la muamele edilmeyen EAE’li hayvanlara nazaran, glutatyon diizeylerinin
yiikseldigi ve hastalik belirtileriyle birlikte perivakiiler inflamasyonun ortadan kalktigi
gozlenmistir. Bu durumda TQ’nun EAE modeli iizerinde terapotik potansiyeli oldugu
anlagilmaktedir. Buna bagli olarak, insanlardaki multipl skleroz tedavisinde TQ’nun
pozitif etkisi oldugu sonucuna varilmaktadir (137).

Ulseratif kolit, akut inflamasyon dongiileri, iilserasyon ve kolonik mukozadaki
kanamalarla karakterize edilen bir diger antiinflamatuar hastaliktir. Kolitin patogenezi
tam olarak anlasilmamis olmasina ragmen, eikosanoid, 16kotrien, trombosit aktive edici
faktor ve oksijen iireten serbest radikaller gibi pek c¢ok medyator bu hastaliginin

patogenezinden sorumludur (138).
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Campieri ile Gionchetti ve ark.’1nin 1991 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarda anti-
inflamatuvar ajanlarin, Koch ve ark.’1 ile Choudhary ve ark.’nin sirasiyla 2000 ve 2001
yillarinda yaptiklar1 caligmalarda anti-oksidan ajanlarin hastaligin semptomlar1 tizerinde
tyilestirici etkisi oldugu gosterilmistir (139, 140, 141). 2003 yilinda Mahgoub,
sicanlarda asetik asit ile indiiklenen kolit lizerine TQ’nun etkilerini arastirmistir.
Arastirici, hayvanlara, %3’liik asetik asit intrakolonik enjeksiyonu uygulamadan dnceki
3 giin boyunca TQ vermis ve TQ’nun asetik asit ile indiiklenen kolite kars1 antikolit bir
ilag olan siilfasalazinden daha yiiksek etkiyle koruma sagladigini gostermistir. Bu
calismaya gore TQ’nun anti-kolit etkisi, anti-oksidan ve anti-histaminik aktiviteleri

tarafindan saglanmaktadir (142).

2.9.1.3.11. Anti-mikrobiyal (anti-bakteriyel) ve anti-fungal etkileri

N. sativa yagmin ve aktif bilesenlerinin antibakteriyel, antifungal, anti-
helminitik ve anti-viral olmak {izere anti-mikrobiyal 6zellikleri oldugu rapor edilmistir.

Sican sitomegaloviriisi (MCMV) immiin yetmezligi olan hayvanlarda tiim
viicuda yayilan ve dliimciil bir hastaliga sebep olan bir herpes viriisiidiir ve immiin
yetmezligi olan insanlardaki insan sitomegaloviriisii ile benzerdir (143, 144). N. sativa
yaginin antioksidan etkisi, anti-viral aktivitesine katkida bulunan baska bir mekanizma
sunmaktadir. N. sativa yaginin MCMV enfeksiyonuna kars1 anti-viral etkileri, anti-viral
tedavide yeni yollar agmaktadir. Sistozomiyaz iiciincii diinya iilkelerinde yaygin olarak
goriilen tropikal parazitik bir hastaliktir. Hastaliktan korunma, hiicresel ve hiimoral
(viicut sivilarindan ileri gelen) bagisiklik araciligiyla miimkiin olmaktadir. Asi
denemeleri yapilmasina ragmen, kemoterapi halen insan konak¢i ic¢in tek secenektir
(145). Aboul-Ela tarafindan 2002 yilinda yapilan ¢alismada Schistosoma mansoni (S.
masoni) bulagsmig farelerin N. sativa yagiyla muamelesinin karacigerdeki S. masoni
kurtlarinin sayis1 azalttigi, karaciger ve bagirsaktaki yumurta miktarint diistirdiigii
goriilmiistiir (146). N. sativa yagi, Sistozomiyaz tedavisinde tercih edilen Praziquantel
1simli ilacin etkisini arttirdig1 gosterilmistir (123). S. masoni bulasmis farelere N. sativa

yag1 verilmesi, serum albumin diizeyi ile alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz
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(ALP) ve gamma glutamil transferaz (GGT) aktiviteleri gibi enfeksiyona bagh
biyokimyasal ve patolojik degisiklikleri gidermistir (123, 147).

Sican Sistozomiyaz’inda ¢esitli sitokinler, graniilomatéz inflamatuvar cevabin
medyatorii olarak rol almaktadir. Buna bagli olarak, sitokin diizeylerinin modiilasyonu
inflamatuvar cevabin keskinligini diizenler. Anti-Schistosome etkilerine benzer olarak,
N. sativa tohumlarinin ugucu yagi1 1:100 seyreltmeyle bile tenya, toprak solucani,
nematod (iplik kurdu) ve bagirsak kurduna karsi anti-helminitik etki gostermektedir
(148, 149).

Anti-viral ve anti-helminitik etkilerine ek olarak N. sativa, Escherichia coli (E.
coli), Bacillus subtilis (B. subtilis), Streptococcus faecalis (S. faecalis), Staphylococcus
aureus (S. aureus), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) gibi pek cok bakteriye
kars1t anti-bakteriyel ve bunlarin yani1 sira patojenik maya Candida albicans (C.
albicans) ve fungusa karsi anti-fungal etki gostermektedir (150, 151, 152, 114). N.
sativa’nin bilesenlerinden DTQ gram-pozitif bakterilere karsi anti-bakteriyel etki
gosterdigi El-Fatatry’nin 1975 tarihli calismasinda gosterilmistir (152). Dietil eter
ekstraktinin, gram-pozitif bakteri olan S. aureus ve gram-negatif bakteriler olan P.
aeruginosa ve E. coli’ye kars1 konsantrasyona bagimli inhibisyonu oldugu, ayrica eter
ekstraktinin pekcok antibiyotigin etkisini arttirdigi gosterilmistir (150). Ekstraktin
Vibrio Cholera (V. Cholera), E. Coli ve Shigella dysentriae (S. dysentriae ) suslarmi da
iceren ilaca direngli bakterilere karsi daha etkin oldugu kanitlanmistir (114). In vivo
olarak N. sativa tohumu dietil eter ekstrakti farelerde oldiiriicii olmayan derialti
stafilokok enfeksiyonunda, enfeksiyon bolgesine enjekte edildiginde enfeksiyonu
tamamen tedavi etmektedir (150). Buna gore, N. sativa tohumunun bilesenleri in vivo
ortamda farkli konake¢1 faktorler araciligryla bakterisidal aktivite gostermektedir (150).

Bourgou ve ark.’t Tunus’tan toplanan N. sativa tohumlarinin yagi ve
bilesenlerinin S. aureus ve E. coli lizerinde antibakteriyel o6zelliklerini arastirmislardir.
Kloramfenikolun pozitif kontrol olarak kullanildig1 ¢alismada N. sativa yaginin anti-
bakteriyel 6zelliginin esas olarak TQ iceriginden kaynaklandigi sonucuna varilmistir

(153).
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N. sativa’min anti-mikrobiyal aktivitesini ¢aligmalarda gr (-) lerden E. coli, P.
aeroginosa, Acinetobacter baumannii (A. baumannii); gr (+) lerden S. aureus, E.
faecalis, B. subtilis anti-bakteriyel aktivite testi i¢in kullanilmigtir. Anti-fungal aktivite
icin C. albicans, Candida tropicalis (C. tropicalis) ve Candida krusei (C. krusei); anti-
mikobakteriyel aktivite icin de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) ve
Mycobacterium avium (M. avium) ile ¢alisilmistir. Bu mikroorganizmalardan inokulum
preparatlar1 hazirlanarak N. sativa yaginin anti-mikrobiyal aktivitesine gr (+) ve gr (-)
bakterilerde mikrodiliisyon yontemi ile bakilmistir. In vitro anti-fungal aktivitesine de
bu tiirlerde ketokanazol ve flukonazol kontrol ajanlarina karsi bakilmistir. Bu
calismanin sonunda Misir ve Tiirkiye’den alinan dort farkli ¢orek otu numunelerinde de
antimikrobiyal aktivite gézlenmistir. En iyi antimikrobiyal aktivite Misir ¢orek otunda

gozlenmistir (154).

2.9.1.3.111. Analjezik etkileri

N. sativa’nin bilesiminde bulunan maddelerden TQ, doza bagh olarak
tromboksan B2 ve leukotriene B4, siklooksijenaz ve arasidonik asit diizeyini azaltarak

agr1 kesici ve anti-romatizmal etki gostermektedir (109).

Karragenanin etkisiyle pencelerinde ve hint yagi etkisiyle de kulaklarinda 6dem
olusturulmus sicanlarda anti-inflamatuvar etki degerlendirildigi calismada N. sativa 'nin
onemli 6l¢iide analjezik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Opioit bir analjezik olan
naloksan, N. sativa 'mim formalin testinde gosterdigi analjezik etkiyi geri alamadigindan,
yeterli bir antagonizma gdsteremediginden N. sativa yagmin analjezik etkisinin opioit
reseptorler disindaki mekanizmalarin etkili oldugunu gostermektedir (135)

Baska bir calismada karragenan sodyum tuzu ile enflamasyon olusturulan
sicanlarda {i¢ ayr1 kontrol grubu, aspirin ve N. sativa ile tedavi edilen gruplar
karsilastirilmistir. N. sativa’nin analjezik etkisi aspirinle karsilastirilabilirken, anti-
piretik etkisi karsilagtirllamamaistir. Bazi inflamatuvar mediyatorleri TQ ve N. sativa’nin
diger komponentleri IL-18, IL-6, TNF-0, IFN-y PGE gibi bazi1 proinflamatuvar

mediyatorleri inhibe ederek anti-inflamatuvar etki gosterir (155). N. sativa’nin
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bilesimindeki nigellon mast hiicrelerinden histamin salimini inhibe ettigi ve N. sativa
cekirdeginin sabit yaginin ve saf TQ’un siganlarin peritoneal 16kositlerinde arasidonat
metabolizmasinda siklooksijenaz ve 5-lipooksijenaz yolagini inhibe ettigi gosterilmistir.
Bu etki tromboksan B2 ve lokotrien B4’ iin doza bagimli inhibisyonu ile oldugu ileri
stiriilmiistiir. Bu da N. sativa’nin romatizma ve inflamatuvar hastaliklarda

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. (109).

2.9.1.3.1V. Anti-oksidan etKkileri

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres ateroskleroz, diabetus mellitus,
hipertansiyon, kanser, Edinsel Bagisiklik Yetmezligi Sendromu (AIDS) gibi bircok
hastaligin patogenezinde rol oynar. Nigella c¢ekirdeklerinin inflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaya baslanmasindan beri N. sativa yagin radikal temizleyici
etkisinin olabilirligi lizerinde arastirmalar yapilmaktadir. Temel yagin iki ana bileseni
olan sabit yagin ve TQ’un lipozomlardaki lipit peroksidasyonunu Onleyici etkisinin
oldugu gosterilmistir (111, 156).

Burits ve Bucar Avusturya ¢orek otundan soxhlet ekstraksiyonu ile elde ettikleri
yagin antioksidan aktivitesi oldugunu gdstermistir (111).

Iyonize radyasyona maruz birakilan siganlarda nitrikoksitsentaz enzim aktivitesi
ve NO, peroksinitrit diizeyleri gibi nitrozatif stres parametrelerinin daha yiiksek
bulunmasi, N. sativa yagi ve TQ verildiginde ise bu oranlarin anlamli diizeyde diisiik
tespit edilmesi beyin dokusunda, oksidasyon durumunda N. sativa yagr ve TQ
maddelerinin antioksidan etki gdsterdigini desteklemektedir (156).

Sicanlarda yapilan calismada koroner, serebral ve periferal damar hastaliklarinda
risk olusturan hiperhomosisteinemiye karst TQun koruma sagladigi ayni zamanda
TQ’un N. sativa tohumundaki diger bilesenlerden daha yiiksek anti-oksidan aktivite

gosterdigi bildirilmektedir (157).
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2.9.1.3.V. Anti-diyabetik etkileri

N. sativa yagmin halk arasinda da kullaniminin goriildiigii hipoglisemik etkisini

ispatlayan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Diabetes Mellitus’un patogenezi ve oral hipoglisemik ajanlarla kontrol altinda
tutulmas1 kapsaml bir sekilde arastirilmistir (158). N. sativa’nin hipoglisemik etkileri
de deneysel olarak indiiklenmis diyabetik hayvanlar {izerinde arastirilmistir (159, 160,
161). N. sativa’nin temel etken maddesi TQ’un antidiyabetik etkisinin kismen hepatik
glukoneogenez araciligiyla oldugu gosterilmistir ( 162).

Nikotinamid ve streptozosin ile diabetus mellitus olusturulmus sicanlarda N.
sativa’min olas1 insiilinotropik etkisi incelenmistir. Intraperitoneal nikotinamid ve
intravendz streptozosin enjekte edilen ratlara oral N. sativa yagi verilmis ve serum
insiilin seviyeleri 6lgiilmiistiir. Streptozosin ve nikotinamid verilerek Insiilin Bagimli
Olmayan Diabetus Mellitus (NIDDM) olusturulan sicanlarda N. sativa ile tedavinin 1,
2, 3, 4. hafta sonlarinda aglik plazma glukoz seviyelerinde anlamli diisiisler
gozlenmistir. Calismadan elde edilen sonuglar N. sativa yaginin hipoglisemik etkisini
gostermistir. N. sativa yaginin NIDDM benzeri modelde insiilinotropik etki olusturdugu

bildirilmektedir (161).

N. sativa’nin hipoglisemik etki mekanizmasin1 agiklamayr hedefleyen bir
calismada streptozosin ile diabet indiiklenen ratlara diabet indiiklendikten sonra gastrik
gavaje ile 400 mg/kg viicut agirhig1 N. sativa yag: verilmistir. N. sativa yag1 tedavisi ile
kan glukoz seviyelerinde 1, 2, 3, 4. hafta sonlarinda anlaml diisiisler kaydedilmistir.
Calismada elde edilen veriler N. sativa yaginin hipoglisemik etkisinin az miktarda da
olsa hepatik glukoneogenezin azalmas1 ve makrofaj fagositik aktivitesini uyarip veya
dogrudan lenfositleri aktive etmek suretiyle oldugu bildirilmektedir. Sonuglar N. sativa
yagi ile tedavinin glikolize hemoglobini de azalttigim1 gosterilmistir. Total glikolize
hemoglobinin bu diisiisii uzun donem kan glukoz seviyesinin normal tutulabildigini

gostermektedir (163).
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2.9.1.3.VI. Anti-histaminik etkileri

Histidin esansiyel bir aminoasittir ve dekarboksilaz ile piridoksal fosfat
araciligiyla histamine doniisiir. Bazofiller, mast hiicreleri, mide mukozasi, bagirsak ve
bazi beyin kisimlarinda sentezlenen histamin vezikiillerde depo edilmekte ve oksijen,
sicaklik gibi faktorlerin etkisiyle serbestlesmektedir. Histaminin asir1 salgilanmasi
viicutta allerjik reaksiyonlara sebep olur. Dahasi kiiciik venlerde daralma yaparak
kapillerlerin genislemesine yol acan histaminin 6dem ve damar yatagi hacminde artisa
ve buna bagli olarak kan basincinin diismesi ile allerjik soka sebep oldugu
bilinmektedir. Bunlarin yanisira histamin, beyinde ndrotransmitter olarak gorev
yapmaktadir (164).

Histamin, bronsial astim gibi durumlarla iliskili alerjik reaksiyonlar olusturmak
tizere viicut dokularindan salgilanir. N. sativa tohumlarimin i¢erdikleri etken maddelerin,
tohumlarin geleneksel kullanimiyla, histaminin tetikledigi inflamatuvar hastaliklar
tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu gdsterilmistir. Bronsial astimdan muzdarip hastalara
agizdan N. sativa tohumu verildiginde, hastalarin biiyiik bir kisminda semptomlari
hafiflettigi gozlenmistir. Bu anti-histaminik etkinin N. sativa tohumlarinin ugucu
yagindan izole edilen DTQ tarafindan saglandigi gosterilmistir ve izole DTQ’a

Nigellone denilmistir (165).

N. sativa tohumunun bilesenlerinin anti-allerjik 6zellikleri anti-histaminik
etkileriyle iliskilendirilebilir. In vitro ¢alismalar da bu goriisii destekler niteliktedir.
TQ’nun anti-histaminik etkilerinin, kismen arasidonik asit metabolizmasinin
lipoksigenaz tirlinlerinin inhibisyonu ile birlikte histamin ve serotonin reseptorlerinin

secilimsiz olarak bloke edilmesi sonucu ortaya ¢iktigi ileri siiriilmiistiir (166) .

Preklinik ve klinik ¢alismalar ile de N. sativa tohumlarmin anti-histaminik
etkileri gosterilmistir. Bunun i¢in, mukozadaki histamin igerigini belirgin bir sekilde
arttiran ve oral yolla etanol alinmasiyla indiiklenen gastrik iilser modeli kullanilmigtir.
Ulser indiiksiyonundan &nce N. sativa yagi verilen siganlarm ve verilmeden iilser
indiiklenen siganlarin gastrik mukozadaki histamin miktarlar1 6l¢iilmiis ve 6nceden N.
sativa yagi ile muamele edilen siganlarin gastrik mukozadaki histamin igerikleri daha

diisiik bulunmustur. N. sativa yagiyla muamelenin, gastrik mukozadan histamin
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salinmasina karst % 53.56 oraninda koruyucu etki gosterdigi gosterilmistir (167). El
Dakhakhny ve ark.’1 tarafindan yapilan ¢alismada gosterilen histamin salgisini azaltici
etkisi yaninda, baska bir ¢alismada TQ’nun histamine kars1 tetikleyici etki gosterdigi
gosterilmistir (167, 168). ki durum géz éniinde bulunduruldugunda N. sativa yaginin
iceriginde bulunan farkli etken maddelerin histamin salinimi {izerine farkli etkileri
oldugu sonucuna varilir. N. sativa ham ekstraktinin Nigellone aktif bileseni DTQ
kalsiyum kanal1 blokeri olarak etki goserir ve bu etkiye bagh olarak, N. sativa diyare,

astim ve hipertansiyona kars1 geleneksel terapdétik olarak kullanilmaktadir.

2.9.1.3.VII. immiin sistem iizerine etkileri

Dogal bagisiklik makrofajlar, dogal katil hiicreler, graniilositler gibi hiicreleri
kapsarken, kazanilmis bagisiklik ise spesifik antikor salgilayan B hiicreleri aracili
bagisiklig1 ve CD4+ ve CD8+ T hiicreleri aracili hiicresel bagisikligi kapsamaktadir. V.
sativa yaginin ve TQ’nun T hiicrelerine ve immiin yanita aracilik eden oldiriici
hiicrelerin artigin1  sagladigi ve Onemli immiinomodiilator etki gosterdigi ifade
edilmektedir(156). TQ, lipopolisakkarit (LPS) tarafindan uyarilan makrofajlarin
supernatantlarinda nitrit iiretimini azaltmig, periton makrofajlarindaki indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) protein diizeyini de konsantrasyona bagl olarak diistirmiistiir
(157).

Goniillii insanlar {izerinde N. sativa’nin immiin sistem iizerine etkilerinin
arastirildig1 bir ¢alismada N. sativa ¢ekirdeklerinin T helper ve T silipresor hiicreleri %
55 oraninda artirdigi, Naturel killer hiicre aktivitesini de ortalama % 30 artirdigi

gosterilmistir (169).

2.9.1.4. N. sativa’min potansiyel toksisitesi

Literatiirde N. sativa tohumlar1 ve bilesenlerinin olas1 toksik etkileri tizerine
yapilmis pek fazla ¢aligmaya rastlanmamaktadir. 1991°de Tennekoon ve arkadaslar1 N.
sativa tohumlarinin sulu ekstraktin1 14 giin boyunca erkek Sprague Dawley sicanlarina

oral yolla uygulamis ve anahtar hepatik enzimlerin diizeylerindeki degisimi ve
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histopatolojik degisimleri Olgererek tohumlarin olast toksik etkilerini arastirmislardir
(170). Gamma glutamil transferaz (GGT) peptidlerden ve diger bilesiklerden y-glutamil
grubunu transfer eden bir enzimdir. GGT, kas hiicreleri hari¢ tiim hiicrelerde ve serumda
bulunmaktadir ve serumdaki temel kaynagi hepatobilier sistemdir. GGT, alkol ve
ilaglarin karaciger lizerindeki toksik etkilerinin ortaya konmasinda olduk¢a 6nemlidir.
Alanin aminotransferaz (ALT-SGPT), ketoasitlerle aminoasitlerin birbirine
doniistimiinii katalizleyen transaminazlardan biridir. S6z konusu reaksiyonda alanin
amino asitinin amino grubu o-ketoglutarat keto asidine transfer edilir. Boylelikle amino
asit olan alanin keto asit olan piriivata, keto asit olan a- ketoglutarat ise amino asit olan
glutamata doniisiir. Normalde serumda ALT konsantrasyonu olduke¢a diisiiktiir.
Karaciger tlizerindeki toksik etkiler ALT nin serumdaki konsantrayonunu arttirir (171).
Tennekoon ve arkadaslar1 (1991) gozle goriiliir patolojik degisiklik olmaksizin N. sativa
ekstraktryla muamele sonrasi sicanlarin serum GGT ve ALT konsantrasyonlarinda

belirgin artig oldugunu tespit etmislerdir (170).

Teste tabi tutulan bir popiilasyondaki bireylerin yarisini belirli bir siirede 6ldiiren
toksik madde dozuna LDS50 (Lethal Dose %50) denir. Zaoui ve arkadaslar1 (2002)
yaptiklar1 ¢alismada N. sativa’nin olasi toksik etkilerini, deneysel fare grubunun LD50
degerlerini saptayarak ve biyokimyasal, hematolojik ve histopatolojik degisimlerini
inceleyerek tespit etmeye c¢alismiglardir (172). Farelerin akut toksisite i¢in LD50
degerleri tek dozda ve oral yolla alimda 28.8 mL/kg viicut agirligi, yine tek dozda ve
intraperitoneal uygulamada 2.06 mL/kg viicut agirligi olarak saptanmistir. Kronik
toksisite i¢in sicanlar 12 hafta boyunca giinliik olarak oral yolla N. sativa ekstraktina
tabi tutulmus ve LD50 degerlerinin 2mL/kg viicut agirligi oldugu bulunmustur. N.
sativa yagi ile 12 haftalik muamele sonunda anahtar hepatik enzimlerin diizeylerinde
degisim ve herhangi histopatolojik modifikasyon gozlenmemistir. Buna karsin serum
kolesterol, trigliserid ve glukoz diizeyleri ile 10kosit ve trombosit sayisininda kontrol
gruplariyla kiyaslandiginda belirgin bir diisiis, hematokrit ve hemoglobin diizeylerinde
ise belirgin bir artis oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda N. sativa ile

muamele edilen farelerin kilo alimiin da yavasladig1 gozlenmistir (172).
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N. sativa’nin toksik olmayan etkileriyle uyumlu olarak, Salim & Fukushima
Fischer 344 si¢anlarmi 14 hafta boyunca N. sativa ham yagi ile muamele etmis ve
karaciger, bobrek, dalak ve diger herhangi bir organda, kan veya idrar biyokimyasal
parametrelerinde ve kilo alimda herhangi bir patolojik degisiklik tespit etmemislerdir.
(173). Tim bu caligmalar goéz oOniinde bulunduruldugunda yiliksek LD50 degerleri,
hepatik enzimlerin stabilitesi, organ biitiinliigli V. sativa’nin toksik olmadigina isaret
etmektedir ve N. sativa’nin sabit yaginin terapdtik dozlari genis bir marjinde
gilivenilirdir. Bununla beraber N. sativa yaginin hemoglobin metabolizmasini
degistirdigi ve lokosit ile trombosit sayisini diisiirdiigi géz ardi1 edilmemelidir. Ayrica,
LD50’nin intraperitoneal uygulanimda oral uygulamaya oranla yaklasik 20 kat kii¢iik
oldugu hatirlanirsa N. sativa’nin uygulanis yolu toksisitesini etkiledigi goriiliir ve bu

durum oral aliminin sistemik alima gore daha giivenilir olduguna isaret eder.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi’nden
(YUDETAM) temin edilen, 42 adet 10-12 haftalik, ortalama 250+20 gram agirhgindaki,
saglikli, Sprague-Dawley cinsi erigskin erkek sigcanlar iizerinde yiiriitiildii. Calismanin
icerigi, Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 01.04.2014 tarih ve
395 sayili karari ile onaylandi (EK 1). Deney hayvanlarinin ameliyatlarini ve
sakrifikasyonlarin1 iceren deneysel kistm YUDETAM, kemik dokularinin
mikrobiyolojik incelemeleri Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
Béliimiinde, histolojik ve histomorfometrik incelemeleri ise Istanbul Universitesi,

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

Hayvan c¢aligmalarinda 6rneklem sayist ve gili¢ (power) analizi 6nemli rol
oynamaktadir. Orneklem sayisi, ¢alismanin baslangicinda ¢alismanin giiciine gore
belirlenmelidir. Gereginden az sayida 6rneklem incelemek ¢alisma sonuglarinin giiclinii
azaltirken; gereginden fazla sayida O6rneklem incelemek bos yere emek ve kaynak
israfina sebebiyet vermektedir. Hayvan deneylerinde ise giic degerini ¢ok yiiksek ya da
cok diisiik tutarak c¢alisma planlamak gereksiz yere hayvan kullanimina neden
olmaktadir. Bu nedenle gii¢ degerini optimum (%80) tutarak Orneklem sayist
belirlemek, etik acidan olusabilecek sakincalar1 ortadan kaldirmaktadir. Bu nedenle biz
de c¢alismamizda arastirmaya baglamadan 6nce kullanilacak hayvan sayisina karar
verilirken uygulanan istatiksel yontem ve daha Once yapilmis benzer caligmalar
belirleyici olmus ve gerekli minimum orneklem sayisi giic degeri optimum tutularak

belirlendi (174).

Deney hayvanlari, ¢alisma boyunca laboratuvar hayvanlari bakim prensibine
uygun olarak 2242 °C kontrollii oda sicakliginda, % 50+10 nem oraninda, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik ortami saglayacak sekilde, gida ve suya serbest
ulasabilecekleri sekilde hazirlanmis odada kafeslerde barindirildi.

Hayvanlarin post-operatif bakimlari ve yasam kaliteleri disiiniilerek her bir
siganda tek tibiada, tek kemik defekti agilarak islemler gerceklestirildi. Bu amagla
siganlarin sol tibialar1 ¢calismaya dahil edildi. Ayrica kullanilan biyomateryaller arasi

etkilesimin 6nlenmesi amaglandi.
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Calismaya dahil edilen 42 adet Spraque- Dawley cinsi deney hayvanlari rastgele
6 gruba ayrildi ve her grupta 7 adet sican olacak sekilde gruplar olusturuldu.

- Grup 1: Kontrol; Kritik boyutlu defekt bolgesi kendi kendine iyilesmeye
birakildu.

- Grup 2: PG; Kritik boyutlu defekt bolgesi, P. gingivalis ile kontamine edilerek
hicbir tedavi uygulamadan kendi kendine iyilesmeye birakildi.

- Grup 3: L-KOL; Kritik boyutlu defekt bolgesine lokal kollajen uygulandi.

- Grup 4: PG+L-KOL; Kritik boyutlu defekt bolgesi P. gingivalis ile kontamine
edilip, lokal kollajen uygulanda.

- Grup 5: L-KOL+NS; Kritik boyutlu defekt bolgesine lokal olarak N. sativa
iceren kollajen membran uygulandi.

- Grup 6: PGH+L-KOL+NS; Kritik boyutlu defekt bolgesi P gingivalis ile
kontamine edilip lokal olarak N. sativa igeren kollajen membran uygulandi. Gruplarin

dagilimi Tablo 3.1°de goriilmektedir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Caligma gruplari

P.Gingivalis Materyal Sakrifiye zamani
uygulamasi

KONTROL 28. giin
PG + - 28. glin
L-KOL i Lokal kollajen 28. giin
membran
PG+L-KOL i Lokal kollajen 28. giin
membran
Nigella sativa
L-KOL+NS - iceren kollajen 28. giin
membran
PG+L-KOL Nigella sativa )
+ iceren kollajen 28. giin
+NS
membran
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Her gruptan 1 adet sigan Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik

Boliimiine verilecek sekilde ayri kafeslerde muhafaza edildi.

Calismada kullanilacak kollajen membran, Albu ve ark.’nin daha Once
tanimladig1 sekilde dana derisinden elde edilen % 2.6’lik tip 1 fibriller kollajen jel
(Coll) kullanilarak Deri Arastirmalar1 Enstitiisii, Kollajen Departmani, Biikres,

Romanya’da hazirlandi (175).

N. sativa igeren kollajen membranin hazirlanmasinda Antakya aktarlarindan
satin alinan N. sativa tohumlarindan elde edilen yag kullanildi. N. sativa yagi elde
etmek icin soguk sikma makinas1 (tek kafa vidali expeller) (Kogmaksan Sanayi
Makineleri, Izmir Tiirkiye) kullanild1. Elde edilen yaglarin biinyesinde bulunan tortulart
gidermek amaciyla 5 dakika siire ile 5000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen saf yaglar
amber cam siselere hava almayacak sekilde doldurulup kapatildi ve analiz edilinceye
kadar buzdolabinda (+ 4 °C) muhafaza edildi.

Albu ve ark.’nin daha 6nce tanimladig1 sekilde hazirlanan kollajen membranlara
% 0.2’lik N. sativa yag eklenerek N. sativa iceren kollajen membranlar Deri

Arastirmalar1 Enstitiisii, Kollajen Departmani, Biikres, Romanya’da hazirlandi (175).

Veteriner hekim gozetiminde; 80-100 mg/kg ketamin hidroklorid (Ketasol R,
Richterpharma, Avusturya) ve hem analjezik hem de anestezik olarak %?2’lik 10 mg/kg
Ksilazin hidroklorid (Rompun R, Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. Sti, Istanbul, Tiirkiye)
intramiiskiiler (IM) enjeksiyonu ile deneklerin genel anestezisi saglandi (Resim 3.1).
Genel anestezi sirasinda oftalmik komplikasyonlarin engellenmesi amaci ile si¢anlarin
gbzlerine basitrasin ve neomisin siilfat pomadi (Thiocillin R 5g, Abdi Ibrahim, Tiirkiye)

stirildii (Resim 3.2). Siganlar 1sitict lamba altinda masaya yatirildi.
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Resim 3.1 Deneklerin genel anestezisinde kullanilan ilaglar

Resim 3.2 Siganlarin gozlerine oftalmik komplikasyonlarin 6nlenmesi

amaciyla pomadin siiriilmesi
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Genel anestezi altindaki denekler, standart postiire getirilip sabitlendikten sonra
sol bacaklariin medial ylizeyi tras makinesi ile trasland1 (Resim 3.3). Jetokain (Adeka
2ml; Tirkiye) ile IM lokal anestezisi uygulandi (Resim 3.4). Sol bacaklar1 fleksiyon
pozisyona getirilip, asepsi ve antisepsi kurallarina uygun olacak sekilde insizyon hatti
belirlenip tibianin medial yiizeyine ulagsmak i¢in kretin orta hattina Bard-Parker 15 no’lu
bistiiri ucu kullanilarak 15 mm uzunlugunda uzunlamasina cilt, cilt alt1 ve periost kesisi
yapildi (Resim 3.5, Resim 3.6). Insizyon sonrasinda flep, periost elevatorii ile

subperiostal olarak kaldirild1 ve kemik aciga ¢ikartild1 (Resim 3.7).

Resim 3.4 Islem 6ncesi sicanlarin bacagina lokal anestezi yapilmasi
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Resim 3.5 Insizyon hattinin belirlenmesi

Resim 3.6 15 nolu bisturi ucuyla insizyonun yapilmasi
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Resim 3.7 Kemigin agiga ¢ikartilmasi

Kiitan ve ark.’larinin sigan tibialarinda yaptiklart 3x3 mm’lik kritik boyutlu
kemik defekti modeli 6rnek alinarak defektler hazirlandi (176). Kemigin kolaylikla
goriilebildigi rahat bir ¢aligma ortaminin saglanmasi sonrasi fizyodispansere bagl
mikromotor - anguldruva ve ucundaki 3 mm c¢apindaki trefan frez ile 200-400 devir/
dakikada steril serum fizyolojik irrigasyonu altinda kemik defekti olusturuldu (Resim
3.8). 3x3 mm olarak agilan defektler periodontal sonda yardimai ile kontrol edildi (Resim
3.9). Bu islemler esnasinda defekt alani icerisindeki kemik, doku penseti yardimiyla

blok halinde ¢ikarildi (Resim 3.10).
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Resim 3.8 Anguldruva ve ucundaki 3 mm ¢apindaki trefan frez ile kritik

boyutlu defekt olusturulmast

Resim 3.9 Defekt alaninin sinirlarinin belirlenmesi
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Resim 3.10 Kemigin doku pensetiyle blok seklinde ¢ikartilmasi

Resim 3.11 Kritik boyutlu defekt goriiniimii
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Resim 3.12 Kontrol grupundaki si¢anlarda 3x3 mm’lik acilan defektin

goruntimu

Resim 3.13 PG grubundaki kritik defektin P. gingivalis ile kontaminasyonu
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Resim 3.14 L-KOL grubundaki si¢anlarin defekt bolgesine lokal kollajen

membranin uygulanimi

Resim 3.15 PG+L-KOL grubundaki sicanlarin defekt bolgesine, P

gingivalis ile kontaminasyonu ve lokal kollajen membranin uygulanimi
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Resim 3.16 L-KOL+NS grubundaki siganlarin defekt bolgesine, N. sativa

iceren kollajen membranin uygulanimi

Resim 3.17 PG+L-KOL+NS grubundaki siganlarin defekt bolgesinin P,
gingivalis ile kontaminasyonu ve N. sativa igeren kollajen membrana

uygulanimi
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Her bir gruptaki islem tamamlandiktan sonra defekt ¢evresindeki periost ve kas
4-0 yarim yuvarlak 20 mm vikril dikis ipligi (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S.,
Tiirkiye) ile, ve cilt ise 3-0 yarim yuvarlak 20 mm ipek dikis ipligi (Dogsan Tibbi
Malzeme Sanayi A.S., Tiirkiye) ile primer olarak siitiire edildi (Resim 3.18, 3.19, 3.20).

Resim 3.18 Periost ve kasin 4-0 yarim yuvarlak 20 mm vikril dikis ipligi
(Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S., Tiirkiye) ile siitiire edilmesi
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Resim 3.19 Periost ve kasin sitiire edilmesi

Resim 3.20 Cildin 3-0 yarim yuvarlak 20 mm ipek dikis ipligi (Dogsan

Tibbi Malzeme Sanayi A.S., Tiirkiye) ile primer olarak siitlire edilmesi
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Operasyonu takiben ilk 2 giin deney sicanlarin beslenmesine yardimci olabilmek
amact ile 5 ml subkiitan %35 dekstroz enjeksiyonu yapildi (Resim 3.21). Siganlarin lokal
saha temizligi Batikon (providon iyot soliisyonu) (Bonmed Saglik Uriinleri ve Makina
San. Tic. Ltd. Sti., Tiirkiye) ile yapildi (3.22). Yara bolgesi enfeksiyonunu 6nlemek i¢in
islemden sonra ilk hafta her giin islem bolgesine Bepanthol R krem (Bayer Tiirk Kimya
San. Ltd. Sti. Tirkiye) siiriildi. 28 gilinliik deney boyunca hayvanlarin genel saglik

durumlari her giin kontrol edildi.

g

Resim 3.21 Sicanlara subkiitan %5 dekstroz enjeksiyonu uygulamasi

.

At

Resim 3.22 Sicanlarin bacaklarina Batikon uygulamasi (Bonmed Saglik

Uriinleri ve Makina San. Tic. Ltd. Sti., Tiirkiye)
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Tiim denekler 28. giinlin sonunda, veteriner hekim yardimiyla birlikte cam
kavanozda 30 ml izofluran (Isoflurane-USP, Adeka Ilag ve Kimyasal Uriinler San. Ve

Tic. A. S., Tirkiye) ile sakrifiye edildi (Resim 3.23, 3.24, 3.25).

Resim 3.24 Diseke edilen tibianin goriiniimii
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Resim 3.25 P. gingivalis ile kontamine edilen tibianin goriinimii

Sakrifikasyon islemleri sonrasinda deney hayvanlarinin tibialari, igerisinde
%10’luk  notral formaldehit (PH=7.4) bulunan onceden etiketlenerek belirlenmis
biyopsi kaplarina sirasiyla yerlestirildi.

Her gruptan 1’er adet siganin tibiasi (n=6) mikrobiyolojik inceleme igin
Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimiinde degerlendirmeye alindi.

Diger doku 6rnekleri (n=36) histopatolojik ve histomorfometrik incelemeler i¢in

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Laboratuvari’nda takibe alindi.
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Mikrobiyolojik Degerlendirme

Disk Difiizyon Analizi

Orneklerin antimikrobiyal o6zelligi disk difiizyon analizi ile test edildi.
Antimikrobiyal analiz klinik laboratuvar standartlar1 enstitiisiiniin (CLSI, 2000)
protokoliine uygun olarak yapildi. P. gingivalis ATCC 3744 -80°C stok kiiltiirii %5
koyun kanli beyin, kalp, infiizyon (brain heart infusion, BHI) (Salubris, Massachusetts,
Amerika) kat1 besiyeri lizerinde anaerobik kosullarda 72 saat 37 °C’de biiyiitiildii.
Inkiibasyonun ardindan 10° bakteri/ml (optik yogunluk ~ 0.8, 660 nm) olacak sekilde
stv1 besiyerinde bakteri sayis1 ayarlandi. Ardindan 100 pL bakteri kiiltiirtinden alinip %5
koyun kanli BHI kat1 besiyeri lizerine ekildi (177, 178).

Test edilecek ornekler N. sativa igeren kollajen membran ve kollajen membran
15 pL alinarak 6 mm ¢apindaki bos steril kagit plaklar {izerine emdirildi ve daha sonra
bakteri ekilmis kat1 besiyerinin orta kismina konuldu. Kati besiyerleri 37 °C’de 72 saat
boyunca anaerobik kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan plaklarin
etrafindaki bakteri liremesi goriilmeyen kismin ¢ap1 6l¢iildii. Her bir 6rnek icin iki kez
tekrarlandi ve her tekrarda {i¢ farkli besiyerinde deney tekrarlandi. Sonuglar bu
tekrarlarin ortalamasi ve standart sapmasi baz alinarak hesaplandi.

Bu calismada P. gingivalis ATCC 3744 bakteri susu kullanildi. Bakteri aseptik
kosullarda %35 koyun kani iceren beyin, kalp, infiizyon kat1 besiyerine ekilip 72 saat
boyunca anaerobik kosullar altinda (%10 H2, %10 CO2 ve %80 N2) anaerobik kabinde
(Don Whitley, Ingiltere) 37 °C’de inkiibe edildi (Resim 3.26). Izotonik tuzlu suda canli
bakteri 10° hiicre/ml (660 nm'de = 0.8 optik yogunluk (OD) olacak sekilde hazirlandi.
Grup 2, 4 ve 6’daki sicanlarin tibialar1 100 pL hazirlanan soliisyon ile enfekte edildi
(Resim 3.27).
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Resim 3.26 Anaerobik ortam sartlarini saglayan %10 H2, %10 CO2 ve %80 N2

gaz karisimini iceren %80 nemli ve 37 °C’deki anaerobik kabinin goriiniimii

Resim 3.27 %5 koyun kanli BHI kat1 besiyerinde P. gingivalis gériniimii
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Kemik Orneklerinin Agar Uzerinde incelenmesi

P. gingivalis ile enfekte edilmis sican tibialarinda bulunan defekt alanlar1 sagital
olarak kesildi. Kemik ornekleri tartildi ve daha sonra 3 ml fosfat tampon solusyonu
(PBS) i¢inde 6giitiildii (Resim 3.28). Siispansiyon, daha sonra seyreltildi (1:1; 1:10, 1:1
ila 100:1, 1000) ve her seyreltmeden 100 pl alinarak % 5 koyun kanli beyin, kalp
inflizyon kat1 besiyeri iizerine ekildi (Resim 3.29). Ekim yapilan besiyerleri 72 saat, 37
°C’de anaerobik kosullar altinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi biiyiiyen

mikroorganizmalar sayildi ve koloni sayisi/gr olarak hesaplandi (176, 177).

Resim 3.28 Kemik Orneklerinin tartilmasi
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Resim 3.29 Tibialar izotonik tuzlu su igerisinde pargalandiktan sonra

%S5 koyun kanli BHI {izerine ekim yapilmasi
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Histolojik ve Histomorfometrik Degerlendirme

Calismamizda siganlarin tibialarinda olusturulan P. gingivalis ile kontamine
edilen kemik defektlerinde, enfekte kemik alanindaki kemik iyilesmesi ve kemik
ylizeyindeki osteoblast sayisi histomorfometrik olarak, kapiller yogunluk ve doku yaniti

ise histolojik olarak degerlendirildi.

Histolojik degerlendirmede Aydin ve ark.’inmn (2011) ve Bdlgen ve ark.’inin
(2013) calismalarindaki kemik iyilesmesi ilizerine yaptiklar1 yontem kullanildi (179,
180). Deney hayvanlar sakrifiye edilerek kemik doku ornekleri alindi ve % 10 noétral
formalin i¢inde (pH 7) oda 1sisinda fikse edildi. De Castro soliisyonunda (kloral hidrat,
nitrik asid, distile su) dekalsifiye edilen dokular otomatik doku takip cihazinda (Thermo
Scientific Spin Tissue Processor, STP-120, Germany) dereceli alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edilerek parafine gomiildii. Kizakli mikrotom (Thermo Fisher
Scientific, HM 430, Germany) kullanilarak 4-5 pm kalinlikta kesitler alindi. Kesitler
Hematoksilen Eozin (HE) ve Masson’un trikrom boyast ile boyandi. Ornekler, kemik
defekti iyilesmesi, osteoblast sayisi,kapiller yogunluk ve greft doku yaniti agisindan
degerlendirildi. Masson’un trikrom boyasi ile kemik doku kirmizi, yeni kemik ve
kikirdak yesil ve hiicre sitoplazmast mor olacak sekilde yiiksek kontrastlt goriintii
olustugunda degerlendirmeye alindi.

Kesitler, bilgisayarli dijital kamera (DP72, Olympus, Japan) bagh bir 151k
mikroskobuyla (BX61, Olympus, Japan), birbiri ile kalibre iki arastirici tarafindan ayri
ayr1 degerlendirildi. Bright-field goriintiileri goriintii degerlendirme programinda (DP2-

BSW, Olympus, Japan) kantitatif olarak analiz edildi.

Yeni Olusan Kemik Dokusunun Kantitatif Analizi

Isik mikroskopi goriintiileri, goriintii isleme programi (DP2-BSW, Olympus,
Japonya) ile kantitatif olarak analiz edildi. Her goriintiide yeni trabekiiler kemik
alanlarina karsilik gelen piksel sayisinin toplam defekt alanindaki piksel sayisina

boliinmesiyle her bir 6rnek i¢in 2 um olarak alan hesaplamasi yapildi.
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Kemik Yiizeyindeki Osteoblast Sayisinin Kantitatif Analizi

Ugras ve ark.’nin (2013) kemik yiizeyindeki osteoblast sayisi lizerine yaptiklari
calismada kullandiklar1 deney yontemi uygulandi. HE ile boyanmis kesitlerde, yeni
kemik yiizeyi boyunca bulunan osteoblastlar morfolojilerine gore siniflandirildi. Kesitte
rastgele olarak secilen {i¢ farkli alanda (200x) yeni kemik yiizeyinin total yeni kemik
ylizeyinin uzunluguna olan orani hesaplandi ve her 6rnek icin bir ortalama yiizde (%)

(fraksiyon) hesaplandi (181).

Semikantitatif Kapiller Yogunluk Analizi

Kemik trabekiillerini ¢evreleyen bag dokusunun kapiller yogunluklar1 puanlandi.
Yogunluklar, hafif (+: 0-15 hiicre), orta (++: 16-30 hiicre) ve siddetli (+++: >30 hiicre)

olmak {izere birbirleri ile karsilastirilarak degerlendirildi (182).

Semikantitatif Doku Yanit1 Analizi

Pigkin ve ark.’imin (2009) inflamatuvar hiicre infiltrasyonu yogunluklar
iizerinde yaptiklar1 calismadaki yontem kullanildi. Her 6rnek igin birbirine kor ve birbiri
ile kalibre iki farkli arastirmaci tarafindan fibrotik bag dokusu olusumu ve inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu kriterlerinin varligina bagli olarak total doku yaniti puanlandi.

Histolojik skorlama kriterleri Tablo 3.2.” de 6zetlenmistir (183).

Tablo 3.2 Doku yaniti skorlamasi

Inflamatuvar Implant bolgesi Cok sayida Az miktarda Az sayida lenfosit Implant
hiicre veya ¢evresinde  lenfosit, makrofaj yabanci cisim dev ve makrofaj bolgesi veya
infiltrasyonu nekroz veya ve yabanci cisim  hiicre ve nétrofil  olusumu, gevresinde
siddetli hiicresel ~ dev hiicre ile ile birlikte birden  Yabanci cisim makrofaj,
infiltrasyon var birlikte ¢ok lenfosit ve dev hiicre, yabanci
farkedilebilir makrofaj olusumu eozinofil veya cisim dev
miktarda notrofil olusumu  hiicre,
eozinofil ve yok lenfosit,
notrofil olusumu eozinofil
veya notrofil
olusumu
yok, kontrol
dokudan fark
yok
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Istatistiksel Degerlendirme

Histolojik parametreler istatistiksel olarak analiz edildi. Istatistiksel
hesaplamalar, Windows i¢in Sigma Plot 12.0 siirlimii kullanilarak yapild1 (Systat
Software Inc., San Jose, CA). Calisma verileri degerlendirilirken parametrelerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile analiz edilmis olunup, yeni kemik
alaniin normal dagilim gosterdigi belirlendi. Bu nedenle one-way ANOVA analizi ve
ardindan post hoc Holm-Sidak testi uygulandi. Anlamlilik p<0,05 diizeyinde kabul
edildi.
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4.BULGULAR

Klinik olarak, kemik ve yumusak dokuda enfeksiyon bulgusu sakrifikasyon
sirasinda sadece P. gingivalis ile kontamine edilmis olan PG grubundaki sigcanlarin

bacaginda izlendi (Resim 4.1).

Resim 4.1 PG grubundaki enfeksiyon bulgusu

72 saatlik inkiibasyonun sonunda kat1 besiyeri iizerine konulan kollajenin
kendiliginden eridigi ve kollajenin bulundugu kisimda (10 mm c¢apinda) P. gingivalis
iremedigi gozlendi. Nigella sativa bulunan kati besiyeri lizerinde ise ayni sekilde 10

mm ¢apindaki bir alanda bakteri tiremesi goriilmedi.

Defekt olusturulduktan sonra sadece P. gingivalis ile kontamine edilen (PG
grubu) calisma grubunda 4,6 x 10* koloni sayisi/g bakteri gozlendi. P. gingivalis
ile kontamine edildikten sonra lokal kollajen membran (PG+L-KOL) ve N. sativa
iceren kollajen membran (PG+L-KOL+NS) uygulanan ¢aligma gruplarinda ise bakteri

gbzlenmedi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1 Tiim gruplarin mikrobiyolojik inceleme sonucuna gore bakteri koloni

say1s1 miktar1

Gruplar CFU
KONTROL -
PG 4,6 x 10°
L-KOL :
PG+L-KOL -
L-KOL+NS :
PG+L-KOL+NS -

CFU: bakteri koloni sayist, - : bakteri biiylimesi negatif

Histolojik ve Histomorfometrik Bulgular

Kemiklesme siirecinin kortikal kemik kenarlarindan baslayip, defekt alaninin
merkezine dogru ilerledigi goriildii. Defekt alanindaki bag dokusu kallusunun
osteoprogenitdr hiicrelerden, fibrillerden ve yeni kan damarlarindan olustugu ve
intramembrandz kemiklesme ile yeni kemik trabekiilleri olusumuna rehberlik ettigi
gbzlendi. Yeni kemik trabekiillerinin kenarlarinda ¢ok sayida yeni kemik matriksi
sentezleyen aktif osteoblastlar goriildii (0,67 + 0,07, 0,6 £ 0,7). ilik boslugunun

hematopoetik onciil hiicreleri ve yag adalari ile dolu oldugu goriildii.

Tiim gruplardaki 6rneklerin histolojik olarak yeni kemik olusumu, osteoblast

say1si, kapiller yogunluk ve doku yanit1 tablo 4.2°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.2 Tiim gruplardaki 6rneklerin histolojik olarak yeni kemik olusumu,

osteoblast sayisi, kapiller yogunluk ve doku yanit1 degerleri

Standart Standart

Parametre Grup Ortalama Medyan Sapma Hata
Kemik fyilesmesi Kontrol 0,200 0,200 0,063 0,026
PG 0,167 0,150 0,082 0,033
L-KOL 0,233 0,200 0,052 0,021
PG+L-KOL 0,233 0,250 0,121 0,049
L-KOL+NS 0,775 0,775 0,076 0,031
PG+L-KOL+NS 0,500 0450 0237 0,097
Kemik Yiizeyindeki Kontrol 0,345 0,345 0,040 0,017
Osteoblast Sayisi PG 0,313 0,325 0,050 0,020
L-KOL 0,350 0,360 0,050 0,020
PG+L-KOL 0,328 0,335 0,033 0,014
L-KOL+NS 0,675 0,695 0,067 0,027
PG+L-KOL+NS 0,597 0.610 0,070 0,029
Kapiller Yofunluk Kontrol 0,667 0,500 0816 0,333
PG 0,500 0,500 0,548 0,224
L-KOL 0,667 0,500 03816 0,333
PG+L-KOL 0,500 0,000 0,837 0,342
L-KOL+NS 2,500 3,000 0,837 0,342
PG+L-KOL+NS 2,333 2.500 0.816 0333
Doku Yamt Kontrol 0,667 1,000 0516 0211
PG 3,167 3,000 0,753 0,307
L-KOL 0,500 0,500 0,548 0,224
PG+L-KOL 2,000 2,000 0,894 0,365
L-KOL+NS 0,500 0,500 0,548 0,224
PG+L-KOL+NS 1,833 2,000 0,753 0,307

Gruplar arasinda yeni kemik olusumu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulundu (p<0,05). Yeni kemik alanmin toplam kemik defekti alanina orani
acisindan degerlendirildiginde kontrol grubu ile PG, L-KOL ve PG+L-KOL gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulunmadi (p=0,957); (p=0,995);
(p=0,985), (Tablo 4.3).

Yeni kemik alaninin toplam kemik defekti alanina orani acgisindan
degerlendirildiginde kontrol grubu ile L-KOL+NS grubu arasinda ve kontrol grubu ile
PG+L-KOL+NS grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek
bulundu (p<0,001); (p=0,003), (Tablo 4.3).

64



Tablo 4.3 Kontrol grubunun PG, L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS
ve PG+L-KOL+NS gruplari ile ikili karsilagtiriimasi

Grup Ortalama+SS§S p
" +
KONTROL 0,2+0,06 0.957
PG 0,17+0,08
KONTROL 240,06
0 0.240.0 0,995
L-KOL 0,23+0,05
KONTROL 0,240,06
’ 0,985
PG+L-KOL 0,23+0,12
KONTROL 0,2+0,06 <0,001#**
L-KOL+NS 0,77+0,07
KONTROL 0,240,06
0,003**
PG+L-KOL+NS 0,5+0,23

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma

PG grubu ile L-KOL ve PG+L-KOL arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
izlenmedi (p=0,959); (p=0,935). L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplar1 PG
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p<0,001);
(p<0,001), (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4 PG grubunun L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-
KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmasi

Grup Ortalama+SS p
PG 0,17+0,08 0.959
L-KOL 0,23+0,05
PG 0,17+0,08 0.935
PG+L-KOL 0,23£0,12
PG 0,17+0,08 <0,001%**
L-KOL+NS 0,77+0,07
PG 0,17+0,08 <0,001%**
PG+L-KOL+NS 0,5+0,23

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma

L-KOL grubu ile PG+L-KOL grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (p>0.05). L-KOL grubu ile L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplari

arasinda istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli bir farklilik bulundu (p<0,001);
(p=0,009), (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5 L-KOL grubunun PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS

gruplari ile ikili karsilastirilmasi

Grup Ortalama+SS p
L-KOL 0,23+0,05 |
PG+L-KOL 0,23+0,12
L-KOL 0,23£0,05 <0,001%**
L-KOL+NS 0,77£0,07
L-KOL 0,23+0,05 0.009%*
PG+L-KOL+NS 0,5+0,23

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma

PG+L-KOL grubu ile L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli bir fark bulundu (p<0,001); (p=0,009),
(Tablo 4.6).

Tablo 4.6 PG+L-KOL grubunun L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplari ile

ikili karsilagtirilmasi

Grup Ortalama+SS p
PG+L-KOL 0,23+0,12 <0,001#**
L-KOL+NS 0,77+0,07
PG+L-KOL 0,23+0,12 0,009**

PG+L-KOL+NS 0,540,23

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma
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L-KOL+NS grubu ile PG+L-KOL+NS grubu karsilastirildiginda yeni olusan
kemik miktar1 PG+L-KOL+NS grubunda anlamli derecede daha diisiik bulundu
(p=0,007), (Tablo 4.7).

Tablo 4.7 L-KOL+NS grubunun PG+L-KOL+NS grubu ile ikili karsilastirilmasi

Grup Ortalama+SS p
- . +
L-KOL+NS 0,77+0,07 0.007%*
PG+L-KOL+NS 0,5+0,23

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma

Sekil 4.1 Gruplarin birbiri ile kargilastirilmast

Kemik Iyilesmesi

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2
0,0 -

Kontrol PG L-KOL PG+L-KOL L-KOL+NS PG+L-KOL+NS
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Gruplar arasinda yeni kemik yiizeyindeki osteoblast sayilar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile PG, L-KOL ve
PG+L-KOL gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi
(p=0,983); (p=0,999); (p=0,998). Kontrol grubu ile L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS
gruplar1 arasinda ise istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir farklilik bulundu

(p<0,001); (p<0,001), (Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Kontrol grubunun PG, L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-

KOL+NS gruplar ile ikili karsilastirilmasi

Grup Ortalama+SS p
KONTROL 0,35+0,04
0 3520, 0,983
PG 0,31+0,05
L-KOL 0,35+0,05
KONTROL 0,35£0,04 0,998
PG+L-KOL 0,33+0,03
KONTROL 0,35+£0,04 <0,001%**
L-KOL+NS 0,67+0,07
KONTROL 0,35;0904 <0,001t*t
PG+L-KOL+NS 0,6+0,7

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma

PG grubu ile L-KOL ve PG+L-KOL gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunmazken (p=0,973); (p=0,997), PG grubu ile L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS
gruplar1 arasinda yliksek derecede anlamli bir fark bulundu (p<0,001); (p<0,001),
(Tablo 4.9).
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Tablo 4.9 PG grubunun L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS

gruplari ile ikili karsilastirilmasi

Grup Ortalama+SS§S ]
PG 0,31+0,05 0.973
L-KOL 0,35+0,05
PG 0,31+£0,05
’ 0,997
PG+L-KOL 0,33+0,03
PG 0,31+0,05 <0,001#**
L-KOL+NS 0,67+0,07
PG 0,31£0,05 <0,001#**
PG+L-KOL+NS 0,6+0,7

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma

L-KOL grubu ile PG+L-KOL grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (p=0,997). L-KOL grubu ile L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir fark bulundu (p<0,001);

(p<0,001), (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10 L-KOL grubunun PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS

gruplar ile ikili karsilagtirilmasi

Grup Ortalama+SS p
L-KOL 0,35+0,05
0,997

PG+L-KOL 0,33+0,03

L-KOL 0,35+0,05 <0,001%**
L-KOL+NS 0,67+0,07

L-KOL 0,35+0,05 <0,001#**

PG+L-KOL+NS 0,6+0,7

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma

PG+L-KOL grubu ile L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplar arasinda ileri
derecede anlamli bir fark bulundu (p<0,001); (p<0,001), (Tablo 4.11).

Tablo 4.11 PG+L-KOL grubunun L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplar ile

ikili karsilastirilmasi

Grup Ortalama+SS§S p
PG+L-KOL 0,33+0,03 <0,001%**
L-KOL+NS 0,67+0,07
PG+L-KOL 0,33+0,03 <0,001%**

PG+L-KOL+NS 0,6+0,7

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma
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L-KOL+NS grubu ile PG+L-KOL+NS grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p=0,373), (Tablo 4.12).

Tablo 4.12 L-KOL+NS grubunun PG+L-KOL+NS grubu ile ikili karsilastiriimasi

Grup Ortalama+SS p
. ks &
L-KOL+NS 0,67+0,07 0373
PG+L-KOL+NS 0,6+0,7

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SS: Standart Sapma

Sekil 4.2 Gruplarin birbiri ile kargilastirilmast

Kemik Yiizeyindeki Osteoblast Sayisi

0,8

0,7

—_—
—

0,6
l

0,5

0,4

=

0,3

0,2

0,1

0,0

Kontrol L-KOL PG+L-KOL L-KOL+NS PG+L-KOL+NS
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Yemi kemik trabekiillerini ¢evreleyen bag dokunun damarlanmasi ve
kilcallardaki artis N. sativa uygulanan gruplarda diger gruplara gére daha fazla bulundu
(p<0.05).

Tim gruplardaki hayvanlar histolojik olarak kapiller yogunluk acisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,05). Gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda kontrol grubu ile PG, L-KOL ve
PG+L-KOL gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p=1),
(p=1), (p=1). L-KOL+NS ile PG+L-KOL+NS gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
yiiksek derecede anlamli bir farklilik bulundu (p=0,003); (p=0,009), (Tablo 4.13).

Tablo 4.13 Kontrol grubunun PG, L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-
KOL+NS gruplar ile ikili karsilagtirilmast

Grup Medyan+SH p
KONTROL 0,5+0,33 |
PG 0,5+0,22
KONTROL 0,5+0,33 |
L-KOL 0,5+0,33
KONTROL 0,5+0,33 |
PG+L-KOL 040,34
KONTROL 0,5+0,33 0,003%*
L-KOL+NS 340,34
KONTROL 0,5+0,33 0,009%*
PG+L-KOL+NS 2,540,33

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata
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PG grubu ile L-KOL ve PG+L-KOL gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmazken (p=1); (p=1); L-KOL+NS ile PG+L-KOL+NS gruplar1 arasinda ise
yiiksek derecede anlamli bir fark bulundu (p=0,001); (p=0,004), (Tablo 4.14).

Tablo 4.14 PG grubunun L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS

gruplart ile ikili karsilagtirilmasi

Grup Medyan+SH p
PG 0,5+0,22 1
L-KOL 0,5+0,33
PG 0,5+0,22 1
PG+L-KOL 0+0,34
+
PG 0,5+0,22 0.001%*
L-KOL+NS 340,34
+
PG 0,5+0,22 0,004**
PG+L-KOL+NS 2,540,33

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata

L-KOL grubu ile PG+L-KOL grubu arasinda anlamli bir fark bulunmazken
(p=1); L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplar1 arasinda yiiksek derecede anlamli bir
fark bulundu (p=0,003); (p=0,008), (Tablo 4.15).
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Tablo 4.15 L-KOL grubunun PG+L-KOL, L-KOL+NS

ve PG+L-KOL+NS

gruplar ile ikili karsilagtirilmasi

Grup Medyan+SH p
L-KOL 0,5+0,33 1
PG+L-KOL 0+0,34
- 4
L-KOL 0,5+0,33 0.003%*
L-KOL+NS 340,34
- 4
L-KOL 0,5+0,33 0.008%*
PG+L-KOL+NS 2,540,33

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata

PG+L-KOL grubu ile L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplar1 arasinda yiiksek
derecede anlamli bir fark bulundu (p=0,001); (p=0.004), (Tablo 4.16).

Tablo 4.16 PG+L-KOL grubunun L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplar ile

ikili karsilagtirilmasi

Grup Medyan+SH p
+L- 4
PG+L-KOL 040,34 0.001%*
L-KOL+NS 340,34
4T - 4
PG+L-KOL 040,34 0.004%*
PG+L-KOL+NS 2,540,33

Holm-Sidak Testi (*p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata
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L-KOL+NS grubu ile PG+L-KOL+NS gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmazken L-KOL+NS grubunda kapiller yogunluk daha fazla
izlendi (3 + 0,34, 2,5 £ 0,33), (Tablo 4.17).

Tablo 4.17 L-KOL+NS grubunun PG+L-KOL+NS grubu ile ikili karsilastirilmasi

Grup Medyan+SH p
L-KOL+NS 340,34 1
PG+L-KOL+NS 2,5+0,33

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata

Sekil 4.3 Gruplarin birbiri ile karsilastirilmasi

Kapiller Yogunluk

4,0

3,5

3,0 +‘ I

2,5 J N

2,0 -
1,5
1,0
SRR
o il B B 1 B
Kontrol PG L-KOL PG+L-KOL L-KOL+NS PG+L-KOL+NS
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Tim gruplardaki o6rneklerin histolojik olarak doku yaniti acgisindan

degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulundu (p<0,05). Gruplar

arasinda yapilan karsilagtirmalarda inflamatuvar hiicre reaksiyonunun siddeti, PG

grubunda kontrol grubuna kiyasla daha ytiksek olup iki grup arasinda istatistiksel olarak

ileri derecede anlamli bir farklilik bulundu (p<0,001). Kontaminasyon makrofajlar,

lenfositler, fibroblastlar ve yabanci cisim dev hiicreleri ile bazi polimorf g¢ekirdekli

l6kositler ile karakterize orta-siddetli diizeyde inflamasyona yol agmustir.

Kontrol grubu ile L-KOL ve L-KOL+NS grubu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmazken (p=1); (p=0,996); kontrol grubu ile PG+L-KOL grubu

ve PG+L-KOL+NS arasinda ise ileri derecede anlamli bir farklilik bulundu (p=0,041);

(p=0,02), (Tablo 4.18).

Tablo 4.18 Kontrol grubunun PG, L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-

KOL+NS gruplart ile ikili karsilagtiriimasi

Grup Medyan+SH 1)
KONTROL 140,21 <0,001%**
PG 340,31
| 4
KONTROL 140,21 0.996
L-KOL 0,5+0,22
| 4
KONTROL 140,21 0,02*
PG+L-KOL 240,36
KONTROL 140,21 |
L-KOL+NS 0,5+0,22
| 4
KONTROL 140,21 0.041*
PG+L-KOL+NS 240,31

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata
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PG grubu ile L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir farklilik goriildi

(p<0,001); (p=0,038); (p<0,001); (p=0,018), (Tablo 4.19).

Tablo 4.19 PG grubunun L-KOL, PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS

gruplart ile ikili karsilagtirilmasi

Grup Medyan+SH 1}
PG 340,31 <0,01%*
L-KOL 0,5+0,22
+
PG 340,31 0,038*
PG+L-KOL 240,36
PG 340,31 <0,001%**
L-KOL+NS 0,5+0,22
+
PG 340,31 0.018*
PG+L-KOL+NS 240,31

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata

L-KOL grubu ile PG+L-KOL grubu arasinda yiiksek derecede anlamli bir fark
bulundu (p=0.07). L-KOL grubu ile L-KOL+NS grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmazken (p=1); PG+L-KOL+NS grubu arasinda yiiksek derecede anlamli bir fark

bulundu (p=0,021), (Tablo 4.20).
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Tablo 4.20 L-KOL grubunun PG+L-KOL, L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS

gruplar ile ikili karsilagtirilmasi

Grup Medyan+SH 1)
- +
L-KOL 0,5+0,22 0,007%*
PG+L-KOL 240,36
L-KOL 0,5+0,22 1
L-KOL+NS 0,5+0,22
- &
L-KOL 0,540,22 0.021*
PG+L-KOL+NS 240,31

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata

PG+L-KOL grubu ile L-KOL+NS grubu arasinda yiiksek derecede anlamli bir
fark bulundu (p=0,007), ancak PG+L-KOL+NS gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p=0,999), (Tablo 4.21).
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Tablo 4.21 PG+L-KOL grubunun L-KOL+NS ve PG+L-KOL+NS gruplari ile

ikili karsilagtirilmast

Grup Medyan+SH 1}
+L- i
PG+L-KOL 240,36 0.007%*
L-KOL+NS 0,5+0,22
+L- +
PG+L-KOL 240,36 0.999
PG+L-KOL+NS 240,31

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata

L-KOL+NS grubu ile PG+L-KOL+NS grubu arasinda yiiksek derecede anlamli
bir fark bulundu (p=0,022), (Tablo 4.22).

Tablo 4.22 L-KOL+NS grubunun PG+L-KOL+NS grubu ile ikili karsilastiriimasi

Grup Medyan+SH p
. +N 4
L-KOL+NS 0,540,22 0.002%*
PG+L-KOL+NS 240,31

Holm-Sidak Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata
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Sekil 4.4 Gruplarin birbiri ile karsilastirilmast

Doku Yaniti
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Resim 4.2 Kontrol grubuna ait bir siganda 28. giinde elde edilen 6rnekte defekt alaninin
histolojik goriintiisii. Defekt alanin1 dolduran fibréz kallus ve yeni kemik trabekiilleri.

(A. Hematoksilen-Eozin X100; B. Masson Trikrom X100).

Resim 4.3 PG grubuna ait bir siganda 28. giinde elde edilen 6rnekte defekt alaninin

histolojik goriintiisii. Defekt alanin1 dolduran fibréz kallus ve yeni kemik trabekiilleri.

(C. Hematoksilen-Eozin X40; D. Masson Trikrom X40).
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Resim 4.4 L-KOL grubuna ait bir si¢canda 28. giinde elde edilen 6rnekte defekt alaninin
histolojik goriintiisii. Defekt alanin1 dolduran fibroz kallus ve yeni kemik trabekiilleri.

(E. Hematoksilen-Eozin X40; F. Masson Trikrom X40).

Resim 4.5 PG+L-KOL grubuna ait bir sicanda 28. giinde elde edilen 6rnekte defekt

alanmin histolojik goriintiisii. Defekt alanini dolduran fibroz kallus ve yeni kemik

trabekiilleri. (G. Hematoksilen-Eozin X100; H. Masson Trikrom X100).
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Resim 4.6 L-KOL+NS grubuna ait bir sicanda 28. giinde elde edilen 6rnekte defekt
alaninin histolojik goriintiisii. Defekt alanini dolduran fibroz kallus ve yeni kemik
trabekiilleri. Artmis sayida yeni kemik trabekiilleri ve bunlar1 ¢evreleyen aktif
osteoblastlar. (I. Hematoksilen-Eozin X40; J. Masson Trikrom X40).

Resim 4.7 PG+L-KOL+NS grubuna ait bir sicanda 28. giinde elde edilen drnekte defekt

alanmin histolojik goriintiisii. Defekt alanini dolduran fibroz kallus ve yeni kemik
trabekiilleri. Artmis sayida yeni kemik trabekiilleri ve bunlar1 g¢evreleyen aktif
osteoblastlar. (K. Hematoksilen-Eozin X100; L. Masson Trikrom X100).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kemik defektleri olarak tanimlanan kemigin i¢inde veya kenarinda bulunan ve
yeni kemikle dolmasi gereken bdlgeler; kemik dokusunun kendini rejenere etme ve
yeniden sekillendirme 6zelligiyle iyilesmekle birlikte, bu mekanizmanin yetersiz kaldigi
konjenital veya travmaya bagli olarak ortaya c¢ikan deformitelerin ve kemik
patolojilerinin cerrahi eksizyonu sebebiyle meydana gelen genis kemik defektlerinin
tedavisinde, yeni kontlir saglanmasi ve kemik iyilesmesinin desteklenmesi amaciyla

kemik greftleri veya kemik yerine gecen materyallerin kullanimi gerekmektedir (184).

Iskelet sisteminin diger elemanlarinda oldugu gibi oral ve maksillofasiyal
bolgedeki; ossedz konjenital deformitelerin, travmaya bagli olarak ortaya g¢ikmis
deformitelerin ve ossedz patolojilerin cerrahi eksizyonundan dolay1 aciga cikan genis
kemik defektlerinin iyilesmesinin desteklenmesi amaciyla cesitli tipteki kemik greftleri,
bunlarin kombinasyonlari, bariyer membranlar veya kemik yerine gegen

biyomateryaller kullanilmaya baslanmistir (185).

Bugiine kadar kemik defektlerinde yonlendirilmis kemik rejenerasyonu (YKR)
calismalarinin  YKR’nin kemik defektlerinde basarili oldugu, yara iyilesmesi ve
osteoblastlar lizerine pozitif etkileri oldugu gosterilmistir (186). Kemik defeklerinde,
YKR operasyonlarinda kemik greftleri, bariyer membranlar ve biiyiime faktorleri
kullanilabilmektedir. Calismalarin sonucunda basarilar elde edilmis olsa da, tiim
vakalarda tam ve onceden tahmin edilebilir bir rejenerasyonun elde edilebilmesi hala
giictlir. Bu nedenle tek basina avantajlart olan tekniklerin kombinasyonlar1 yapilarak en
ideal ve sonucun onceden tahmin edilebilecegi bir teknik bulunmaya calisiimaktadir
(186, 187).

Hastalik ya da travma nedeniyle kaybedilmis dokularin yeniden olusturulmasi ve
yapilandirilmas: i¢in sentetik veya biyolojik matriksler icine yerlestirilmis aktivasyon
molekiilleri ve biiyiime faktorlerinin kemik rejenerasyonu amaciyla kullanilmasi doku
miihendisliginin hedefleri arasindadir (187). Cesitli nedenlerle kaybedilmis ya da hasar

gormiis viicut dokularinin klasik biyomateryal uygulama teknikleri ile onarilmasi
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yontemi kullanilan biyomateryalin zamanla yikima ugrayarak istenilen etkin gevresel
kosullarin saglanmasini engeller. Ancak doku miihendisligi uygulamalar sayesinde doku
icerisine yerlestirilen sistemler dogal dokulara benzer biyolojik ve fiziksel uyarilara
cevap verme ve ekstraseliiler matriks yapisini yeniden sekillendirme kapasitesine
sahiptir (187, 188).

Gilintimiizde kemik rejenerasyonu amaciyla sik¢a kullanilan biiyiime faktorleri
BMP2, TGF-B ve FGF’dir. Bu biiylime faktorlerinin osteojenik hiicre farklilasmasi ve
kemik rejenerasyonunu arttirict etkileri kontrollii ilag salinim metodu kullanilarak
kanitlanmistir (188, 189, 190). Bu tedavi yoOntemlerinin yani sira alternatif tedavi
yontemleri son zamanlarda oldukga yayginlasmistir. Tedavi yaptigi ileri siiriilen, ancak
bu etkileri bilimsel metotlarla kanitlanamayan geleneksel veya giincel tibbi uygulamalar
olarak bilinen alternatif tedavi yonteminin baslicas1 bitkisel tedavilerdir ve bitkisel
tedavi amaciyla kullanilan sifali bitkilerden biri de N. sativa’dir. Biyolojik yapilar
tizerine N. sativa tohumu ve tohumundan elde edilen preparatlarin etkisi oldugu
diisiiniilmektedir. Tipta, terapotik amaclar i¢in N. sativa kullanildigi ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bitkinin tohumlarinda 6nemli miktarda ugucu ve sabit yag
bulunmaktadir (155). Igerigindeki ugucu ve sabit yaglarda giiclii anti-inflamatuvar ve
anti-mikrobiyal aktiviteye sahip bilesenler bulunmaktadir. Mevcut antibiyotiklere karsi
gelisen direncin ciddi saglik sorunu haline gelmesinden dolay: arastirmacilar direngli
izolatlar iizerine etkili alternatif anti-mikrobiyel ajanlar iizerinde ¢alismaya
baslamiglardir. Calismalarda N. sativa yagi igeriginde bulundurdugu yag asitlerinin yani
sira, yliksek oranda bulunan TQ, p-simen ve karvakrol bilesimlerinin anti-bakteriyel etki
gosterdigi tespit edilmistir (191, 192, 193). N. sativa’nin anti-mikrobiyal aktivitesi
oldugunu bildirmistir. Bu amagla oral cerrahide ¢ok sik karsilasilan membranin agiga

cikmasina bagl gelisen enfeksiyonlarda faydali olacag: diistintilebilir.

Kara ve ark.’1 maksiller palatal genisletmede N. sativa’nin etken maddesi olan
TQ’nun sistemik uygulamasinin kemik iyilesmesini arttirdigini bildirmiglerdir (182).
Ozdemir ve ark.’1 ise sican periodontitis modelinde sistemik TQ uygulamasinin alveoler
kemik rezorpsiyonunu engelledigini gostermislerdir (194). Literatiirde sistemik olarak

uygulanan N. sativa’nin kemik iizerine etkilerini arastiran calismalar bulunmasina
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ragmen N. sativa’nin lokal uygulamalarimi iceren c¢aligmalar bulunmamaktadir. Bu
nedenle calismamizda N. sativa igeren kollajen membranin P. gingivalis ile enfekte
kemik alanindaki anti-mikrobiyal etkisini ve kemik iyilesmesi iizerine olan etkilerinin
histolojik ve histomorfometrik olarak incelemeyi amacladik.

Histolojik, histomorfometrik ve biyomekanik a¢idan kemik dokuyu inceleme
amagli yapilan biitiin ¢alismalarda deney hayvanlarindan yararlanilir. Secilecek olan
deney hayvaninin yapilacak olan calismaya uygun olmasi gerekmektedir. KBD
incelenmesinde siklikla 4 tip hayvan {izerinde c¢aligmalar yapildigi goriilmiistiir. Deney
hayvanlarindan domuz, kdpek ve si¢anlarin immiinitesi ile insan immiinitesi benzerlik
gostermektedir. Etik olarak son 10 yildir tilkemizde kopekler iizerinde c¢alisma
yapilmamaktadir. Domuzlarda ise bakim isleminin ve cerrahi islemin zor yapilmasi ve
maliyetinin yliksek olmasi nedeniyle pek tercih edilmemektedir. Siganlar bilindigi gibi
deney hayvani olarak siklikla tercih edilen hayvanlar grubundadir (195, 196, 197). Test
amaciyla sicanlarda cesitli osteopromotif materyal uygulama fikri yaklasik 30 sene
oncesine dayanmaktadir. Freeman ve Turnbull, siganlarda KBD anlamindaki defektlerde
calismis ilk arastirmacilardir. Calismalarinda wistar albino siganlarin parietal
kemiklerine acgtiklar1 2 mm c¢apindaki deneysel defektleri iyilesme yoniinden
arastirdiklarinda 12 hafta sonunda belirgin bir iyilesmenin olmadig1 gézlenmistir (49,
50, 51, 52).

Literatiirdeki c¢alismalara benzer sekilde deney hayvami olarak siganlari

secmemizin nedenleri:

Sicanlarin kolay bulunmasi, uygulanacak cerrahi yontem agisindan kolay
caligilabilecek bir deney hayvani olmasi, siganlarin tibiasinda diger bdlgelere gore
cerrahi g¢alisma alaninin goreceli daha kolay olmasi, si¢anlarin barindirma ve
beslenmelerinin kolayligi, maliyetinin diigiik olmasi, primer kemik iyilesmesinin insan
kemiginde goriilen iyilesmeye benzerlik gostermesi, sicanlarin domuz, koyun gibi
kendilerinden daha biiyiik deney hayvanlarina gore genel anesteziye alinma sartlarinin
daha basit olmasi (entiibasyona ihtiya¢ duyulmamasi) ve calisilacak bolgede sican
tibiasinda denekler i¢in hayati 6nem tasiyan anatomik olusumlarin (major damarsal ve

sinir yapilar1) bulunmamasi seklinde siralanabilir (198, 199).
87



Literatiir incelemesinde, kemik iyilesmesinin geng alicilarda yaslilara gére daha
1yl oldugunun bildirilmesi sebebiyle tiim deneklerin 10-12 haftalik yaklasik 250+20 g
olmasina dikkat edilerek yas farkliliginin kemik olusumu tizerinde gosterebilecegi olasi
degisikliklerin elimine edilmesi amaglanmistir (200, 201).

Caligmamizda toplamda 42 adet hayvan olacak sekilde ve her gruptan 1’er
hayvan mikrobiyolojik inceleme icin ve geri kalan 36 adet hayvan histolojik ve

histomorfometrik inceleme i¢in dahil edilmistir.

Kemik iyilesmesinin histolojik olarak incelendigi c¢alismalarda farkli
sakrifikasyon zamanlari tercih edilmistir. Hayvan modellerinde, yeni kemik olusumu ve
anjiogenezin gdzlemlenmesi i¢in 4 haftalik siirenin yeterli bir zaman dilimi oldugu
goriisti hakimdir (202). Frota ve ark.’1 (2011), sicanlarin parietal kemiginde
olusturduklar1 defekte B-TCP’nin etkilerini inceledikleri calismada 7., 15. ve 30.
giinlerde aldiklar1 doku 6rneklerini incelemislerdir (203). Takechi ve ark.’lar1 (2008),
sicanlarin tibialarma yerlestirdikleri implantlarin osteointegrasyonu iizerine melatonin
ve FGF-2’nin etkilerini inceledikleri ¢calismalarinda 28. giinde aldiklar1 doku 6rneklerini
incelemiglerdir. Biz de calismamizda kemik iyilesmesini degerlendirmek i¢in si¢anlari

28. giinde sakrifiye etmeyi tercih ettik.

KBD modeli Hollinger ve ark.’1 tarafindan gelistirilmis olup kemik doku
miihendisligi uygulamalarinda altin standart olarak kabul edilmektedir. Kritik boyutlu
kemik defekti modelinde disaridan bir uygulama olmaksizin kemik defektinin kendi
kendisine canlinin yagam siiresi boyunca iyilesmeyecegi kabul edilmektedir (204). Bu
boyuttaki bir defekt, spontan olarak kemik dokusu yerine bag dokusu olusumu ile
tyilesebileceginden osteogenezi olumsuz sekilde etkilemektedir (205, 206). Literatiirde
kemik rejenerasyonu ile ilgili sigan tibialar1 iizerinde yapilmis pek c¢ok calisma
bulunmaktadir. Defekt boyutu ile ilgili pek ¢ok farkli goriis bildirilmektedir. Bir kisim
arastirmacilar sican tibialarinda 2x2 mm boyutunda defektler olustururken (207, 208),
3x3 mm boyutunda defekt olusturulan bir ¢ok calisma bulunmaktadir (53, 195, 196,
209, 210). Biz de ¢alismamizda siganlarin tibia kalinliklarini ve fraktiir risklerini goz

oniinde bulundurarak 3 mm ¢apindaki trefan frez ile 3 mm capinda kemik defektlerini
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hazirladik. Kontrol grubuna ait sonuglar degerlendirildiginde klinik ve histolojik olarak

kemiklesmenin olmamasi olusturulan deney modelinin uygun oldugunu gostermektedir.

Yonlendirilmis doku rejenerasyonu, bariyer membran kullanilarak kan
pihtisint ve olusturulan boslugu korumak i¢in yumusak doku hiicrelerinin
proliferasyonunu disarda tutmayi amaglamaktadir (187, 189). Membranlar osteojenik
ozelligi olmayan yumusak doku hiicrelerinin defekt rejenerasyonuna katilmasini
engelleyerek, bitisik kemik iligindeki anjiojenik ve osteojenik hiicrelerin defekti
kemikle doldurmasina izin vermektedir (211). Bu yontemle bariyer membranlar kemik
greftleri ile birlikte veya tek basina kullanilmaktadir. Bariyer membran kullanilan ve
kullanilmayan vakalarda kemik iyilesmesinin karsilastirildig1 bir¢ok klinik calismada

membran kullanim1 sonucunda kemik olusumunun hizlandig1 belirtilmistir (211).

Nevins M. ve ark.’larimin yapti§1 bir caligmada; genis alveolar kemik
defektlerinde bariyer membran kullanilmasinin iyi sonuglar verdigini bildirmislerdir. Bu
durum bariyer membran kullanildiginda yumusak dokunun defekt icine biiylimesinin

engellenmesinden kaynaklanir (212).

Kemik i¢i defektlerde bariyer membranlarin greft materyali olmaksizin tek
baslarina kullaniminin kemik rejenerasyonunu arttirdigini gésteren ¢alismalar mevcuttur
(213, 214, 215). Taga ve ark.’larmin yaptiklart deneysel calismalarinda membran
kullanilan ve kullanilmayan kemik i¢i defektleri karsilastirmislar; kollajen membran
kullanilan grupta 9. ayda istatistiksel olarak anlaml sekilde fazla kemik rejenerasyonu
saptamiglardir (216). Becker ve ark.’larinin deneysel c¢alismalarinda Gore-Tex
membranin tek basma ve otojen greft ya da Demineralize dondurulmus-kurutulmus
kemik allogreftiyle (DFDBA) birlikte kullanimin1 degerlendirmislerdir (217). 12
haftalik takip sonucunda Gore-Tex membranlarin tek basina veya otojen greft ile
kombine kullanimi arasinda istatiksel olarak fark gézlenmemis, her iki teknigin de en
1yi histolojik ve klinik sonuglara imkan sagladigi belirtilmistir. Buna gére YKR u amaci
ile kullanilan membranlar mineral apozisyonunda greftlerden daha 6nemli bir rol
oynayabilmektedir (217). Hockers ve ark. kopekler iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda
rezorbe olabilen membran ile kombine ksenogreft ve otojen greft kullanimini

degerlendirmislerdir (218). Caligmanin sonucunda rezorbe olabilen kollajen membranin
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kemik rejenerasyonunu arttirdigini, ayrica destekleyici bir greft materyaliyle beraber
kullanildiginda bu etkisinin daha belirgin oldugunu belirtmislerdir (218). Imbronito ve
ark.’1 kdpek mandibulalarinda olusturduklar1 kemik defekti modelinde rezorbe olmayan
PTFE membran ile rezorbe olabilen PLA membrani1 kemik rejenerasyonu bakimindan
karsilastirdiklar1 calismasinda 2. ve 4. ay Olgiimlerinin her ikisinde de bu iki tip
membran arasinda yeni olusan kemik miktarlari agisindan farklilik gostermedigini
bildirmislerdir (219).

Bariyer membranlarin uygulandig1 alanda stabil olmamasi, membranin yara
kenarlarina migrasyonuna ve yara kenarlariin agilmasina neden olabilmektedir. Boyle
bir durumda oral flora ile temas eden membran bakteri kontaminasyonu neticesi
enfekte olabilir ve yara iyilesmesinin bozulmasina neden olabilir (220). Bariyer
membran prosediirlerinin basarisizligi, alanlarin erken ag¢ilmasimin sonucu olarak
bakterilere bagli komplikasyonlardan dolay1 ortaya c¢ikabilmektedir. Primatlara
uygulanan titanyum destekli PTFE membranlar iizerine c¢alismanin birinde,
membranlarin erken (bir haftada acilan) agilma alanlarinda Bacteriodes fragilis, S.
pneumoniae, Prevotella intermedia ve S. intermedius bulunmustur. A¢iga ¢ikmanin ve
mikroorganizmalarin asir1 biiylimesinin gorsel isaretleri kizariklik, 6dem ve doku
dokiilmesidir (221). Ozellikle agresif periodintitis gosteren insan deneklerde, P
gingivalis ve S. mutans bariyer membranlar lizerine yiiksek ilgisi oldugu bilinen ortak
mikroorganizmalardir. In-vitro calismalar1 belli bariyer membran bilesimlerine kars:
baz1 bakterilerin farklilasmis tercihleri oldugunu gostermistir (221). Diger in-vitro
caligma arastirmalarinda konak savunmasi ve bakteriyal rekabet gibi mikroorganizma
yapigsmasi ve kolonizasyonunu etkileyen diger faktorlerin etkisiz oldugu sonucuna
genis yer verilmistir (222, 223).

P. gingivalis’in ileri derecede doku yikimina neden oldugu bilinmektedir. Ayni1
zamanda konagin doku yikici mekanizmalarini da baglatarak doku yikimini arttirirlar
(94). Indirek veya konaga bagl doku yikim etkisi, lokal doku yikimima yol agan konak
hiicrelerinin veya hiimoral faktorlerin indiiksiyonu, stimiilasyonu veya aktivasyonunun
sonucudur. P. gingivalis TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-17 gibi dolasan pro-inflamatuvar
sitokinleri arttirmaktadir (94).
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P gingivalis’in siniizit, dis ve diseti enfeksiyonlarina neden olabilecegi
bilinmektedir. Hatta bakteriyemi yoluyla endokardite de neden olabilmektedir (224).
Agiz florasinda en sik periodontal dokularda goriildiigiine dair ¢aligmalar mevcuttur
(224). Cogunlukla subgingival bdlgelerde ve diseti olugunda, 6zellikle apseli disler ve
semptomatik peri-radikiiler lezyonlardan izole edilebilmektedir. Mandibulada
osteoradyonekroz olgularinda yapilan bir calismada rezeke edilen 12
osteoradyonekrotik mandibulanin derin mediiller yapilarinda en predominant organizma
olarak P. gingivalis tespit edilmistir (224). Bu da bize iyilesmenin geciktigi olgularda P.
gingivalis 'in etkili olabilecegini gostermektedir.

Bunun yanisira heminden zengin besi yerinde iiretilen P. gingivalisin hastalik
yapabilme yeteneginin fazla oldugu da rapor edilmistir. Hemin varken bakterinin ortama
saldig1 butirik asit diseti dokusunda IL-6, IL-8, IL-11 salinmasini arttirir ve T
lenfositleri i¢in toksiktir, T lenfositlerin apoptozisini arttirir, digeti fibroblastlarini1 doza
bagl olarak siiprese eder (94). Fibrinolitik sistem enflamatuvar lezyonlarin yayilmasini
ve konnektif dokunun bozulmasini saglayan ekstraselliiler proteolizisi diizenledigi i¢in

enflamatuvar reaksiyonlarda 6nem tasimaktadir (94).

P. gingivalis i¢in ¢ok onemli bir viriilans faktorii ve kemik rezorbsiyonunda rol
oynayan ana etken olarak ileri siirlilen lipopolisakkarit (LPS) konak dokunun
harabiyetine neden olan biyolojik aktiviteleri yoneten bir molekiildiir (225, 226, 227).
Kemik rezorbsiyonuna etkilerinin fazla olmasindan dolayr da dis ¢ekimi sonrasi

olusabilecek alveolit vakalarinda etkisinin olduk¢a fazla oldugu diisiiniilebilir.

Kiitan ve ark. yaptiklari ¢aligmada 10° CFU/ml canl bakteri (P. gingivalis ATCC
3744) siispansiyonu kullanarak etkili kontaminasyon saglamiglardir (176). Mevcut
calismamizda da benzer yontem kullanilarak defektlerin kontmaninasyonu saglanmistir.
Kontrol grubu ile PG grubu; kemik iyilesmesi, osteoblast sayisi ve kapiller yogunluk
acisindan karsilastirildiklarinda bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmazken (p>0.05), doku yamti1 acisindan anlamli bir fark oldugu gorildii
(p<0,001). Kontaminasyon makrofajlar, lenfositler, fibroblastlar ve yabanci cisim dev

hiicreleri ile baz1 polimorf ¢ekirdekli 16kositler ile karakterize orta-siddetli diizeyde
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inflamasyona yol agmustir. Inflamatuvar hiicre reaksiyonunun yiiksek olmasi da P

gingivalis ile kontaminasyonun saglandigini gostermektedir.

N. sativa’nin ve aktif bilesenlerinin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-helminitik
ve anti-viral olmak iizere anti-mikrobiyal 6zellikleri oldugu rapor edilmistir (114). N.
sativa, E. coli, B. subtilis, S. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa gibi pek cok bakteriye
kars1 anti-bakteriyel ve bunlarin yani sira patojenik maya C. albicans ve fungusa kars1
anti-fungal etki gostermektedir (150, 151, 152, 114). N. sativa’nin sulu metanollii
ekstresinin (IC50, 10-30 pg/ml) S. mutans’a karsi anti-bakteriyel aktivite gosterdigi
aciklanmistir. Bitki ekstresinin bdylece dis ciirlimesi ve plaklarin 6nlenmesinde etkisi
gosterilmistir (228). Yapilan bir aragtirmada tohumlarin ugucu yag fraksiyonu anti-
bakteriyel aktivite agisindan test edildiginde fraksiyonun daha yiiksek bir aktiviteye
sahip oldugu ve oOzellikle de Gram (+)’lere karsi etkin oldugu saptanmistir (228).
Hanafy ve Hatem tarafindan 1991 yilinda yapilan bir ¢alismada S. aureus, P. aeruginosa
gibi Gram (+) bakteriler ve C. albicans gibi mayalar iizerinde N. sativa tohumlarinin
dietil eterli ekstresi ile ¢alisilmistir (229). N. sativa tohumlarinin eterli ekstresi (25-400
pg ekstre/disk) hem Gram (+) (S. aureus) hem de Gram (-) (P. aeruginosa, E. coli, C.
albicans) mikroorganizmalara konsantrasyona bagli olarak inhibitor etki gostermektedir.
Ayni arastiricilarin bir bagka caligmalarinda ise metanollii ekstre ticari antibiyotikler
olan streptomisin ve gentamisin’le kombine edilerek test edilmis ve sinerjistik bir anti-
bakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir (230). N. sativa’y1r da igeren 16 ugucu
yagin anti-mikrobiyal ve anti-fungal 6zellikleri iizerine yapilan bir ¢aligmada, biitiin
yaglar arasindan N. sativa, C. albicans (MIC, 2.5 mg/ml)’a kars1 ¢ok etkili ve ikinci
olarak ise Chaetomium olivacum (MIC, 2.5 mg/ml)’a kars1 etkili bulunmustur (230).
Sokmen ve ark.’1 eterli ekstrenin Gram (+) bakteri (S. aureus), Gram(-) bakteri (P

aeruginosa) ve E. coli’ ye kars1 in vitro anti-bakteriyel etkisini gostermistir (231).

N. sativa, patojenik maya C. albicans ve mantara karsi oldugu kadar E. coli, B.
subtilis, S. faecalis, S. aureus ve P. aeruginosa gibi pek c¢ok bakteri susuna karsi anti-

bakteriyel etki gostermistir (229, 232, 233).

N. sativa, tohumlarinin ham alkaloit ekstresi ve sulu ekstresinin septik artritli

hastalardan izole edilmis ¢ok ¢esitli mikroorganizmalara karsi etkili oldugu, ekstrenin,
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V. cholera, E. coli ve S. dysentriae’nin biitiin suslarini igeren ilaca direngli bakterilere

kars1 ¢cok etkili oldugu kanitlanmistir (232).

In vivo olarak N. sativa tohumu dietil eter ekstrakt1 farelerde 6ldiiriicii olmayan
derialt1 stafilokok enfeksiyonunda, enfeksiyon bdlgesine enjekte edildiginde
enfeksiyonu tamamen tedavi etmektedir (234, 235). Buna gore, N. sativa tohumunun
bilesenleri in vivo ortamda farkli konakc¢i faktorler aracilifiyla bakterisidal aktivite

gostermektedir (234, 235).

N. sativa’dan elde edilmis etilen glikoldeki ¢ozeltisinin ve ugucu yaginin in-vitro
olarak bazi mikroorganizmalara (S. aureus, E. coli, S. typhi, S. niger, V. chlorea) 1:100
diliisyonda bile iyi bir anti-bakteriyel etki gosterdigi saptanmistir. Yagin Gram (+) ve
Gram (-) mikroorganizmalara kars1 ¢ok etkili oldugu ve ayrica ozellikle Aspergillus
penicillum ve mikrosporyum tiirlerine kars1 in-vitro anti-fungal aktivitesi Disk Diflizyon

Metodu kullanilarak test edilmis ve anti-fungal aktivite gosterdigi bulunmustur (236).

El-Kamali ve ark.’1 tarafindan yapilan bir arastirmada, arastiricilar disk difiizyon
metodunu kullanarak N. sativa ugucu yaginin Gram (+) (S. aureus, B. subtilis) ve
Gram(-) (E. coli ve P. aeruginosa) bakterilere kars1 etkili oldugunu bulmuslardir (237).
Anti-bakteriyel etki B. subtilis kullanildiginda maksimum diizeyde oldugu, ayrica ugucu
yaginin Shigella dysenteriae, Shigella sonnei, Shigella boydii, V. cholerae ve E. coli’ye
kars1 anti-bakteriyel etkiye sahip oldugu gosterilmistir (229, 231, 233). Biz de
calismamizda kollajen membranin ve N. Sativa igeren kollajen membranin anti-
mikrobiyal etki gosterip gostermedigini tespit edilmesi amaciyla disk difflizyon
metodunu kullanarak mikrobiyolojik analiz yaptik. Diger calismalarin sonuglart ile
benzer sekilde kollajen membranin ve N. sativa igeren kollajen membranin P. gingivalis
bakterisine kars1 direngli oldugunu ve anti-bakteriyel etkiye sahip oldugu sonuclarini

elde ettik.
Calisgmamizin mikrobiyolojik bulgularina gore; defekt olusturulduktan sonra
sadece P. gingivalis ile kontamine edilen PG grubunda 4,6 x 10* koloni sayis1 /g bakteri

bulundu. P. gingivalis ile kontamine edildikten sonra lokal kollajen (PG+L-KOL) ve
lokal N. sativa (PG+L-KOL+NS) uygulanan c¢alisma gruplarinda ise bakteri
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bulunmamasi N. Sativa ve kollajen membranin anti-mikrobiyal etkisini
desteklemektedir.

Kemik iyilesmesinin degerlendirildigi deneysel caligsmalarda, iyilesme
derecesinin hiicresel seviyede anlagilmasi amaci ile histolojik degerlendirme yapilmasi
gerekmektedir. Histomorfometrik degerlendirme kemik hiicrelerini, aktivitelerini ve
kemik matriksini direkt degerlendirebilen altin standart olarak kabul edilmektedir (238).
Calismamizda sicanlarin tibialarinda olusturulan P. gingivalis ile kontamine edilen
kemik defektlerinde, enfekte kemik alanindaki kemik iyilesmesi ve kemik ylizeyindeki
osteoblast sayis1 histomorfometrik olarak, kapiller yogunluk ve doku yanmiti ise
histolojik olarak degerlendirildi.

Kontrol grubu ile L-KOL+NS grubu yeni olusan kemik miktari, osteoblast sayisi
ve kapiller yogunluk agisindan karsilastirildiklarinda, bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmasi, N. Sativa’nin kemik iyilesmesi {izerine olumlu etkisi
oldugunu diisiindiirmektedir (p<0,001), (p<0,001), (p=0,003). Caligmamizin sonuglari
Al-Hijazi ve Mohammed’in Nigella sativa’nin hizli kemik trabekiiller olusumu ve olgun
kemik olusumu ile kemik iyilesmesini tesvik ettigini bildiren ¢aligmalari ile uyumludur
(239).

Kontrol grubu ile PG+L-KOL grubu arasinda doku yanit1 (p=0,020) agisindan
anlamli bir farkin olmasi1 P. gingivalis ile olusturulan deney modelinin uygun oldugunu
gostermektedir.

Kontrol grubu ile PG+L-KOL+NS grubu yeni olusan kemik miktari, osteoblast
sayisi, kapiller yogunluk ve doku yaniti agisindan karsilastirildiklarinda bu iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasi, defekt bolgesinin P. gingivalis
ile enfekte edilse dahi N. Sativa’nin kemik iyilesmesi {izerine etkisinin anti-mikrobiyal
ozellikte oldugunu diistindiirmektedir (p=0,003), (p<0,001), (p=0,009), (p=0,041).

Al-Mutheffer (2014) N. sativa ekstresinin epikiitandz uygulamada hiicre
gbclniin ve diferansiasyonun farkli proseslerini, ekstraseliiller matrik olusumu ve
organizasyonu arttirarak kemik iyilesmesini arttirdigi gostermistir (240). N. Sativa

uygulanan gruplar (L-KOL+NS, PG+L-KOL+NS) ile uygulanmayanlar (Kontrol, PG,
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L-KOL ve PG+L-KOL) karsilastirildiginda yeni kemik olusumunun N. Sativa
uygulanan gruplarda anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii. N. Sativa’nin kemik
iyilesmesi lizerine olan etkilerine bakildiginda; kemik defekti iyilesmesini olumlu yonde
bir etkiye sahip oldugu goriildii.

N. sativa’nin kan akimini hizlandirmak suretiyle defekt bolgesindeki kan
miktari ve dolayisi ile de kemik iyilesmesinde anahtar rolii olan anjiyogenezi arttirici
ozelligi caligmalarda gosterilmistir (241). Yeni kemik trabekiillerini cevreleyen bag
dokudaki damarlanmanin; N. sativa uygulanan gruplarda (L-KOL+NS, PG+L-KOL
+NS); Kontrol, PG, L-KOL ve PG+L-KOL gruplarina kiyasla ¢ok daha fazla oldugu
goriildii. Bu durum N. sativa uygulanan gruplarda kapiller yogunlugunun ¢ok daha fazla

olmasi anjiyogenez lizerinde etkili olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

PG grubu ile PG+L-KOL grubu yeni olusan kemik miktari, osteoblast sayist ve
kapiller yogunluk acisindan karsilastirildiklarinda, bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmezken (p>0.05), doku yanit1 acisindan anlamli farklilik
oldugu goriildii (p=0,038). Bu durumun, P. gingivalis bakterisinin inflamatuvar
roliinden kaynaklandigi ancak kollajen membranin bariyer islevi gordiigiini

diistindiirmektedir.

PG grubu ile PG+L-KOL+NS grubu yeni olusan kemik miktari, osteoblast
sayist, kapiller yogunluk ve doku yaniti acisindan karsilastirildiklarinda, bu iki grup
arasinda anlamli bir fark oldugu goriilmektedir (p<0,001), (p<0,001), (p=0,004),
(p=0,018). Bu farklilik; N. sativa’nin kemik iyilesmesinde etkisinin iyi oldugunu
diisiindiirmektedir. N. Sativa’nin lokal uygulanist ile kontamine edilmis defekt
alanindaki inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun azalmasi, N. Sativa’nin anti-
inflamatuvar ve anti-bakteriyel etkisi oldugunu gostermektedir. Calismamizin sonuglart;
Mutabagani ve El-Mahdy (1997)’nin, TQ un Eicosanoid iiretimini durdurmak sureti ile

anti-inflamatuar etki olusturdugunu belirten ¢alismalarini desteklemektedir (242).

L-KOL grubu ile L-KOL+NS grubu ile yeni olusan kemik miktari, osteoblast
sayis1 ve kapiller yogunluk agisindan karsilastirildiklarinda, bu iki grup arasinda anlaml

bir farkin goriilmesi, (p<0,001), (p<0,001), (p=0,003), N. Sativa’nin kemik
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iyilesmesinde bariyer membranin olas1 etkilerine ilaveten olumlu etkilerinin oldugunu

diistindiirmektedir.

PG+L-KOL grubu ile PG+L-KOL+NS grubu yeni olusan kemik miktari,
osteoblast sayisi ve kapiller yogunluk agisindan karsilastirildiklarinda, bu iki grup
arasinda anlamli bir farkin goriilmesi; N. sativa igeren kollajen membranin anti-
bakteriyel etkisinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir (p=0,009), (p<0,001)
(p=0,004).

Mevcut ¢alismamizin sonuglarina gore yapilan cerrahi islem siganlar tarafindan
iyi bir sekilde tolere edilmis olup, iyilesme siiresi boyunca herhangi bir komplikasyon
meydana gelmemistir. Cerrahi olarak olusturulan P. gingivalis ile kontamine edilen
KBD’lerinin iyilesmesinde N. sativa iceren kollajen membranin anti-bakteriyel etkisine

bagli olarak kemik iyilesmesini olumlu yonde etkiledigini diistinmekteyiz.
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