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OZET

UZUM CEKIiRDEGI EKSTRESI (ViTiS VINIFERA) VE DUSUK DOZ LAZER
TEDAVISININ (DDLT) KIRIK IYILESMESI UZERINE OLAN ETKILERININ
HISTOMORFOMETRIK OLARAK INCELENMESI

Bilal EGE
Doktora Tezi, Agiz Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali

Tez Danigsmani: Dog. Dr. Mutan Hamdi ARAS
Tez Ortak Danigsmani: Dog. Dr. Sevil KAHRAMAN
Haziran 2014, 145 sayfa

Bu calismanm amaci iiziim cekirdegi ekstresi (UCE) takviyesi ve diisiik doz lazer
tedavisi (DDLT)’nin deneysel mandibula kiriklarinda kirik iyilesmesi, oksidan ve
antioksidan sistem iizerine olan etkilerini arastirmaktir. Calismamizda 48 adet yetiskin
erkek Wistar Albino rat kullanilmistir. Tiim deneklerin sag mandibulalarinda molar
disler arasindan gecen dikey bir kirik hatt1 olusturulmus ve kirik dort delikli bir
mikroplak ve dort mikrovida yardimiyla internal olarak fikse edilmistir. Denekler her
biri 12 hayvan icerecek sekilde rastgele 6nce 4 ana gruba (Kontrol, UCE, DDLT,
UCE+DDLT), sonrasinda bu gruplar kendi icerisinde 7. ve 21. giinler olmak iizere iki
alt gruba ayrilmigtir. Toplamda 8 (n=6) grup olusturulmustur. UCE deneklere sakrifiye
edilecekleri giine kadar 300 mg/kg/giin olacak sekilde verilmistir. DDLT uygulamasi ise
7. glin gruplarinda 7 giin; 21. giin gruplarinda ise 14 giin siireyle 48 saat araliklarla kirik
hatt1 boyunca 2 farkli noktaya 23 J/cm2 dozda uygulanmistir. Biyokimyasal incelemeler
sonucu gruplarda gerek 7. giin gerekse 21. giinde sadece TAS degerleri agisindan
istatistiksel anlamli bir farklilik oldugu bulunmustur. Histolojik incelemeler sonucunda
mandibular kirik iyilesmesinin UCE+DDLT ve UCE gruplarinda Kontrol grubuna gére
anlamli bir sekilde daha iyi oldugu bulunmustur. Tek basina DDLT grubu ise iyilesme
icin yeterli etkiyi gdsterememis, ancak UCE+DDLT kombine uygulandiginda
kemiklesmenin en yiiksek seviyede oldugu saptanmuistir.

Anahtar kelimeler: Disik doz lazer tedavisi, Kirik iyilesmesi, Oksidatif stres, Serbest
Radikaller, Uziim cekirdegi ekstresi.
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The aim of this study was to research the effect of Grape Seed Extract (GSE) and Low
Laser Level Therapy (LLLT) on the healing of experimentally fractured mandible and
their effect on the oxidant and antioxidant system. Our study included 48 adult male
Wistar Albino rats. A vertical fracture line were performed in right mandibule passed
between the molar teeth of all experimental animals, then the fracture line were fixed
internally with four-holed microplate and four micro screw. Subjects were divided
randomly to four groups (Control, GSE, LLLT, GSE+LLLT) so that each group
included 12 animals, then each group were subdivided to two groups according to the
7th and 21st day of the experiment and thus 8 (n=6) groups were formed. GSE was
given to the subjects as 300 mg/kg/day until the day they were sacrificed. LLLT was
applied to the 7th day groups for 7 days and to the 21st day for 14 days with 48 hour
intervals on 2 different points along the fracture line at a dose of 23 J/cm?. According to
the biochemical investigations made in both 7.th and 21st day, only TAS values were
found to be statistically significant difference. The histological examinations showed
that the fracture healing in GSE+LLLT and GSE groups were found to be significantly
better than the control group. Only the LLLT group was not able to show sufficient
efficacy for healing, however when it used combined with the GSE, the highest level of
ossification was detected.

Keywords: Low-level Laser therapy, Fracture healing, Oxidative stress, Free radicals,
Grape seed extract



1. GIRIS ve AMAC

Kemik dokusu; organ ve sistemlerin korunmasinda ve organizmanin metabolik a¢idan
desteklenmesinde gorev alan onemli bir dokudur (1). Kemigin mevcut anatomik
biitiinliik ve devamliliginin dogrudan ya da dolayli miidehaleler sonucu bozulmasi ise

kirik olarak adlandirilir.

Gilinimiizde gelisen teknolojiyle beraber artan trafik ve is kazalarina bagli olarak
kiriklarin sik goriilmesi; kirik iyilesmesini hastalar agisindan 6nemli bir saglik problemi
haline getirmistir (2). Ulkemizde de her yil yasli ve geng tiim popiilasyonda pek gok
insan ¢ene ve yiiz yaralanmalarina maruz kalmakta ve bunlarin bircogu kirik ile
sonu¢lanmaktadir. Kirik olusumunun sikligi ve tedavisinin zorlugu diisiintildiigiinde bu
konu; kisi adina hem beden ve ruh sagligi agisindan, hem de ekonomik agidan olduk¢a
zor bir siirectir. Bu acidan ¢ene kiriklarinda, kemigin komplikasyonsuz ve kisa siirede

iyilesmesi tedavinin bagarisinda biiyiik 6neme sahiptir.

Kirik olusumu sadece kemigin degil, ¢cevre yumusak dokularin da degisik oranlarda
zarar gordiigli bir olaydir. Mevcut kirigin iyilesmesi ise ancak kompleks birtakim
hiicresel ve biyokimyasal siiregler sonunda gerceklesir (3). Fakat beslenme
bozukluklari, yas, sigara ve alkol kullanimi, sistemik hastaliklar, hormonlar ve biiyiime
faktorlerinin yani sira; yaralanmanin siddeti, kemik ve yumusak dokudaki hasarin
boyutu, kirik bolgesindeki lokal kan akiminin azalmasi gibi kirik iyilesmesi iizerine
olumsuz etki yapabilen pek ¢ok lokal ve sistemik faktor ile iyilesme siireci saglikli bir
sekilde devam edememektedir (4). Bu nedenle hiicresel aktivitenin stimiile edilerek
kemik iyilesmesini hizlandirmak ve dolayisiyla hastalarin islevlerini daha kisa siirede
kazanmalarin1 saglamak amaciyla gesitli kimyasal uyaranlar, otojen kemik greftleri,
biyomateryaller, kemik morfogenetik proteinleri, hiperbarik oksijen, elektromanyetik
alan ve ultrason gibi ¢esitli uygulamalar gerceklestirilmektedir (5-7). Ancak giiniimiizde
her ne kadar yeni tedavi yontemleri ve cerrahi teknikler kullanilsa da kirik vakalarinin
% 5-10 civarinda hala kaynamama veya ge¢ kaynama gibi problemler goriilmektedir (8,
9). Bu nedenle kirik iyilesmesinin bilinmeyen yonlerini ortaya koyacak, bu siireci
olumlu ya da olumsuz yonde etkileyen faktorleri daha net tanimlayacak g¢alismalar

devam etmekte ve halen giincelligini korumaktadir.



Bu ac¢idan giintimiizde kullanilan giincel bir diger tedavi yaklasimi da yumusak ve sert
doku iyilesmesi iizerine antienflamatuar, biyostimiilan ve yara iyilestirici etkilere sahip
oldugu belirlenen Diisiik Doz Lazer Tedavisi (DDLT)’dir. Lazer tedavisinin kemik
hiicrelerinin proliferasyonunu hizlandirdigi ve yeni kemik olusumunu arttirdigi, kemik
iyilesme siiresini kisalttig1 yapilan caligmalarla da gosterilmistir (10-12). Literatiirde bu
amagclarla farkli dalga boyu ve dozlarda birgok uygulamanin yapildig1 goriilmektedir.
Ancak caligmalarin ¢ogunda lazerin olumlu etkileri gozlemlenirken heniiz standart bir

tedavi protokolii bulunmamaktadir.

Cerrahi islemi takiben ilk bir aylik siire¢ gerek ossifikasyonun olusmaya baslamasi
gerekse bu donemin kemik iyilesmesinde ki en kritik iyilesme donemi olmasi nedeniyle
oldukca 6nemlidir. Son yillarda serbest oksijen radikallerinin de kirik iyilesmesi iizerine
olumsuz etkisi olan faktorler arasinda bulundugu ve bu radikalllerin 6zellikle kirtk

iyilesmesinin erken donemlerinde fazla miktarda aciga ¢iktigi belirtilmistir (13).

Serbest oksijen radikalleri; dis yoriingelerinde en az bir adet eslesmemis elektron igeren
yiiksek reaktiviteye sahip, yar1 omrii kisa molekiillerdir. Diger radikallerle ya da radikal
olmayan normal hiicre bilesenleriyle kolaylikla tepkimeye girip DNA’nin, proteinlerin
ve hiicre membran lipidlerinin yikimi gibi birgok hiicresel hasara yol agarlar (14).
Yapilan arastirmalar, diabetes mellitus, aterosklerozis, kalp hastaliklari, otoimmiin
hastaliklar, kanser gibi pek ¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve yaslanmanin
patogenezinde Onemli bir etken olan hiicre hasarinin, serbest radikallere bagli olarak

ortaya ¢ikabildigini gostermistir (15).

Viicutta olusabilecek bu hasar1 engellemeye yarayan molekiillere ise antioksidan
denilmektedir ve organizmada oksidan ve antioksidan sistem hassas bir dengeye
sahiptir. Kirik olusumu ve takiben erken donemde gelisen olaylar sonucu bu dengenin
bozularak iyilesme siirecinde oksidatif stresin ortaya cikiyor olmasi arastiricilar:
antioksidan 06zelligi bilinen molekiillerin, ajanlarin bu siire¢ iizerine olan etkilerini
incelemeye sevk etmistir. Antioksidanlarin bir kismu1 viicutta tiretilebildigi gibi serbest
radikallerin agir1 miktarda aciga ¢iktig1 durumlarda gereksinim duyuldugunda disaridan
da alinabilmektedir. Eksojen kaynakli antioksidanlara verilebilecek en giizel
orneklerden  bir tanesi de  proantosiyanidinlerdir.  Yapilan  ¢alismalarda

proantosiyanidinlerin gii¢lii antioksidan ozellikleri ile oksidatif hasara neden olan
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serbest radikallerin  inhibisyonunu sagladiklart  gosterilmistir  (16).  Botanik
terminolojisinde Vitis Vinifera olarak tanimlanan, diinyada yaygin bir sekilde iiretimi
yapilan ve tiiketilen bir meyve olan iizim o0zellikle proantosiyanidinler agisindan

oldukca zengin bir kaynaktir.

Deneysel hayvan modellerinde, bilinen antioksidanlardan olan vitamin C, vitamin E,
allopurinol ve N-asetil sisteinin kirik iyilesmesi lizerine etkileri aragtirilmistir. Ancak
literatiirde E ve C vitaminleri gibi antioksidan etkinligi iyi bilinen maddelere kiyasla
daha giiclii bir antioksidan olan iiziim cekirdegi ekstresinin kirik iyilesmesi iizerine
etkisi heniiz arastirilmamistir. Ayrica DDLT’nin kemik iyilesmesi {izerine etkisini
inceleyen calismalar ¢cok sayida bulunsa da UCE ile birlikte kemik veya kirik iyilesmesi

tizerine etkinligini inceleyen herhangi bir calismaya da rastlanilmamastir.

Tiim bu nedenlerle ¢alismamizda dis hekimligi ve 6zellikle agiz, dis ve gene cerrahisi
pratiginde 6nemli bir yere sahip olan mandibula kiriklarinda UCE ve DDLT nin kirik
iyilesmesi ve oksidan / antioksidan sistem iizerine olan etkilerinin incelenmesi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Kemik Dokusu ve Histolojisi

Kemik dokusu; organizmanin ana iskelet yapisini olusturan ve iizerine yapisan kaslarin
diizenli kasilmasi ile viicudun hareket etmesini saglayan ekstraselliiler matriksi kalsifiye
olmus 06zel bir bag dokusudur. Hayati 6nem tagiyan organlari hem korumasi hemde
destek olmasinin yaninda yapisinda kemik iligini barindirir ve bdylece kan hiicrelerinin
sentezlenmesinde aktif rol oynar. Ayrica kalsiyum, fosfat ve diger temel iyon ve
minerallerin viicuttaki konsantrasyonunun saglanmasinda bir depo olarak gorev alir.
Viicudun en sert dokularindan biri olmasinin yaninda iizerine gelen fizyolojik ve
mekanik uyaranlara gore kendini sekillendirebilen dinamik bir yapidir ve bu 6zelligi

sayesinde kendini onarabilip yenileyebilmektedir (17).

Kemik esas itibariyle hiicreler arasi kalsifiye matriks ve bu matriks i¢inde dizilim
gosteren hiicrelerden olusmustur. Bu hiicresel elemanlar osteositler, osteoblastlar,
osteoklastlar ve osteoprogenitor hiicrelerdir. Kemik matriksi ise kemige esnekligini
veren organik maddeler ve sertligini veren inorganik tuzlar olmak iizere iki ana
kisimdan meydana gelir. Bunlardan kemigin kuru agirliginin 2/3’liik kismini olusturan
inorganik matriks, temel olarak hidroksiapatit kristallerinden olusurken; organik matriks
ise temel olarak %90-95 oraninda Tip-1 kollajen ve bunun yaninda glikoproteinler ve

proteoglikanlardan olugmaktadir (18).

Olgun kemigin yapis1 makroskobik olarak incelendiginde merkezinde yagli ya da
hematopoetik doku iceren kemik iligi, bunu ¢evreleyen kemik dokusu ve bu dokunun i¢
ve dig ylizeyini Orten kemik zarlarindan meydana gelir. Bu zarlardan kemigin dis
yiizeyi; osteoprogenitdr hiicrelerce zengin ve kemikle dogrudan temasi olan periosteum
ile kaplhiyken; i¢ yiizeyli ise kan damarlarindan zengin, osteoprogenitdr ve
osteoblastlardan olusan 6zel ince bir bag dokusu olan endosteum ile ortiiliidiir (19).
Mikroskobik diizeyde incelendiginde ise yeni kemik dokusu icerdigi liflerin
oryantasyonuna gore baslangicta woven (Orgii) kemik olarak adlandirilan kalin,
diizensiz kollajen organizasyonu ile karakterize bir formdadir. Yapim ve yikim dongiisii
artmigtir ve dolayisiyla immatiir kemik daha zayif ve esnektir. Orgii kemik kirik

tyilesmesinin erken asamasinda olusur ve sonrasinda organize olarak kollajen liflerin
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daha diizenli konumlandigi lamellar kemige doniisiir. Lamellar kemik ise mevcut kemik
yiizeyi iizerinde devam eden kemik apozisyonu sonucu ¢ok katli yapiya sahiptir. Bu

siire¢ sonunda osteon olarak adlandirilan ¢ok katmanli birimler olusmaktadir (20).

Lameller kemik, yapisal olarak kortikal (kompakt) kemik ve kansell6z (spongioz)
kemik olmak iizere iki tipe ayrilir. Kortikal kemik makroskobik diizeyde bakildiginda
homojen goriiniimlii, mikroskobik diizeyde ise kemigin uzun eksenine ve birbirlerine
paralel uzanan, caplart 20—110 mikrometre arasinda degisen Havers kanallarindan
olusur. Ayrica kemigin uzun eksenine dik ya da oblik yénde uzanan ve havers
kanallarin1 besleyen damarlar1 ihtiva eden, kanallar1 birbirlerine baglayan Volkmann

kanallar1 bulunmaktadir (Sekil 1) (20, 21).

Spongiyoz kemik ise etrafi kompakt kemik ile sarili ve i¢ kisminda ii¢ boyutlu ag
seklinde baglanti yapmis siinger yapisindaki kemik trabekiillerinden olusur. Bu tip

kemik igerisinde ise havers ve volkmann kanallar1 nadir olarak seyreder (22).

Kamselloz Kemuk Trabekidlii

ic cevresel lamsella

Dy cevresel
Lazella

i:tenm}'e] Lassell
Havennazn Sotem

(osteon)

Sekil 1: Matiir kemik dokusunun mimari yapisi (23)



2.1.1. Kemik Matriksi
Kemik matriksi; kemige esnekligini veren organik ve sertliini veren inorganik

maddeler olmak tizere iki ana bilesenden meydana gelmektedir.

Organik madde

Organik kisim kemigin kuru agirliginin % 35’ini olusturur ve Tip | kollajen lifleri, (%
90-95) kondroitin siilfat, keratan siilfat, hyaluronik asitten zengin proteoglikanlar1 ve
kollajen olmayan proteinleri icermektedir (24). Organik matriksin kalsifikasyonu Tip 1
kollajenlerin  sonlanma bolgelerinde bulunan bosluklara mineral birikimiyle
saglanmaktadir.  Osteoblastlar tarafindan sentezlenen kemik glikoproteinleri
(osteokalsin, osteopontin ve osteonektin) bu kalsifikasyonunun baglatilmasindan
sorumludurlar (24). Dolayisiyla viicutta Tip I kollajen igeren ancak bu kemik

glikoproteinlerini igermeyen diger dokular ise kalsifiye olamazlar (25).

inorganik madde

Inorganik kisim ise kemigin kuru agirhginin yaklasik % 65’ini olusturur ve basta
kalsiyum ve fosfor olmak iizere; bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum
gibi mineralleri icermektedir. Bu mineraller kollojen fibrillerinin arasinda ve iginde
genel formiilii [CalO(PO4)6(OH)2] olan hidroksiapatit kristalleri seklinde yer alir ve
Tip I kollajen lifleri boyunca uzanirlar (19, 25). Ayrica hidroksiapatit kristallerin
tizerinde su ve iyonlardan olusan, hidrasyon kabugu denilen bir tabaka bulunmaktadir.

Bu tabaka ile viicut s1vi-iyon dengesi saglanir (25).

Kemigin gerek sertligi ve gerekse dayanikliligi; yapisinit olusturan kollajen ile bu
hidroksiapatit kristallerinin birlikteligine bagldir. Ornegin kemik doku dekalsifiye
edildiginde normal seklini korur ancak oldukg¢a esnek bir hal alir. Sayet organik boliim
kemikten uzaklastirilirsa kemik seklini yine korur ancak bu kez oldukga kirilganlasir

(19).



2.1.2. Kemik Hiicreleri
Kemigin temel hiicresel elemanlari mezenkimal kaynakli osteoblastlar, osteositler ve bu
hiicrelerin  Oncii hiicreleri olan osteoprogenitor hiicreler ile hematopoetik sistem

kaynakl1 osteoklast hiicrelerinden olusmaktadir (26).

Osteoprogenitor hiicreler

Bu hiicreler ¢ogalma ve farklilagsma kapasitesine sahip olup, postnatal yasam boyunca
kemigin yapisinda bulunurlar. 1gsi sekilli olup periosteumun selliiler i¢ tabakasinda ve

havers kanallarini ¢evreleyen endosteumda bulunurlar.

Ihtiyag halinde eriskin hayatinda kemik internal reorganizasyonu, kirik iyilesmesi veya
farkli tipteki yaralanma durumlarinda aktive olarak, osteoblast veya osteoklast gibi
diger tip kemik hiicrelerine de doniisebilirler (24, 27). Ayrica bu hiicreler diisiik oksijen

basinci altindaki belli durumlarda kondrojenik hiicrelere de farklilasabilirler.

Osteoblastlar ve Osteositler

Osteoprogenitor hiicrelerden koken alan osteoblastlar, kiibik ya da silindirik sekillidirler
ve tek tabaka halinde aktif kemik olusumunun oldugu biitiin bolgeleri kaplarlar. Kemik
matriksinin organik kisimlarmin tiretilmesinden sorumlu olan bu hiicreler mineralize
olmamis organik matriksin (osteoid) kalsifikasyonunu baslatir ve kontrol ederler (Sekil

2) (19, 25).

Osteoblastlar, kemik proteinlerinin %90’ m1 olusturan Tip 1 kollajeni, kemik matriks
proteinlerini ve biiylime faktorlerini salgilarlar. Bunun yanisira osteoklastlarla beraber
kemik rezorbsiyonunun diizenlenmesinde de etkilidir. Osteoblastlar kemik olusumu
tamamlandiktan sonra sert matriks igine gOmiilerek osteosit adini alir ve kendi
cevrelerine az miktarda matriks sentezleyerek boliinemez bir yapiya biiriiniirler (19).
Osteositler lakiina denen lameller arasindaki kiiciik bosluklarda yer alirlar. Komsu
lakiinalar lameller boyunca ilerleyen kanalikiiller ile birbirlerine baglanarak besin
maddelerinin hiicreden hiicreye gecisini saglarlar. Kemigin ekstraselliiler matriksinin
devamliliginin korunmasi i¢in Onemli rol oynayan osteositler kemik matriksinin
bakimindan da sorumludurlar ve herhangi bir nedenle Oliimlerini takiben matrikste

¢Ozlinmeler goriiliir (25).



Yeni olusan matriks

Sekil 2: Kemigin hiicresel elemanlar1 ve osteoblastlarca yeni kemik matriksinin
olusturulmasi (17)

Osteoklastlar

Osteoklastlar ise kemik iligindeki monosit-makrofaj progenitor hiicrelerden kdken alan,
cok ¢ekirdekli biiylik hiicrelerdir. Kemigin rezorbsiyonundan sorumludurlar ve
Howship lakiinleri ad1 verilen yiizeysel ¢ukurlarin i¢ine yerlesmislerdir (19). Hiicrelerin
kemik matriksine bakan yiiziinde diizensiz yapida firgamsi kenarlart bulunur ve bu
bolge kemik rezorbsiyonu igin mikro ¢evre olusturmakla gorevlidir. Kemik matriksini
rezorbe edebilen asit, kollajenaz ve diger proteolitik enzimlerin osteoklastlarca
salinmas1 ve bu enzimlerin hedef kemik matriksine baglanmasi ile rezorbsiyon igin
pH’nin yaklasik 3,5 oldugu asidik bir ¢evre meydana gelir. Boylece kalsifiye olmus
temel maddeyi ¢Oziiniir serbest hale getirirler. Ayrica kemik rezorbsiyonu sirasinda
meydana gelen atiklarin da ortadan kaldirilmasini saglarlar (28). Bu siire¢ ¢esitli
bolgelerdeki kemigin rezorbsiyonunu takiben osteoblastlar tarafindan olusturulan yeni
kemik ile yer degisimini igerir. Osteoklastlar, bu sekilde kemigin yapim ve yikim
olaylar1 sonucu yeniden sekillenmesinde osteoblastlarla beraber Onemli rol almig

olurlar.
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2.1.3. Kemik Biiyiime ve Gelisim Evreleri
Kemigin enine biliylimesi ya da genislemesi yiizeyindeki periost tabakasindan kaynagini
alan osteoblastlar sayesinde gergeklesirken; boyuna uzama ise kikirdak taslagin zamanla

yeni kemik dokusuyla diizenli olarak yer degistirmesi sayesinde olur.

Sekillenme (modelling)

Kemik dokuda biiyiime ve sekillenme siiregleri birbirlerine eslik eden olaylardir.
Rezorpsiyonu takiben yeni kemik yapim mekanizmalar1 sayesinde kemik yiizeylerine
daha fazla kemik dokusu eklenmesi ya da var olan kemik dokusunun azalmasi seklinde
olusabilmektedir. Bu sekilde kemiklerin ve eklemlerin biytikliik, sekil, hacim ve
biiylimesi kontrol edilir. Korteks ve ilik kavitelerinin genislemesi, uzun kemiklerin ug
kisimlarinin sekillendirilmesi veya kraniyal boslugun genislemesi bu sekillenmenin bir
sonucudur. Sekillenme kiginin dogumdan olgunlasma donemine kadar olan siiregte

artarken; erigkinlik doneminde ise etkinligini kayberder (29).

Yeniden sekillenme (remodelling)

Kemigin yeniden sekillenmesi ile biyomekanik ve metabolik olarak cevre sartlarina
uygun bir kemik elde edilmis olunur. Eksilen kemigin yerine konmasi ve diisiik kaliteli
kemigin yerine yeni lameller kemik yapimi siiregleri de yeniden sekillenme ile
tamamlanir. Sonugta yeniden sekillenme ile kemigin mikro mimari yapisi diizenlenmis

olur. Yeniden sekillenme, sekillenmenin aksine bireyin hayati boyunca devam eder
(30).

2.1.4. Kemik Olusum Tipleri

Kemik olusumu, osteoblastlarin salgiladiklar1 matriksin dogrudan mineralizasyonu ile
(intramembrandz) kemiklesme, kikirdak matriks iizerine kemik matriksinin ¢okmesi ile
(enkondral) kemiklesme veya mevcut kemigin {izerine yeni kemigin birikmesi

(appozisyonel kemiklesme) mekanizmalari ile gerceklesir (24, 25).
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intramembranéz kemiklesme

Intramembrandz kemiklesmede kikirdak bir model bulunmamakla beraber bag doku
destegiyle matriksin dogrudan dogruya kalsifikasyonu gerceklesir. Farklilasmamaisg
mezenkimal hiicreler kemik yapim sahasina tabakalar halinde birikir ve dokunun kan
damarlarindan zenginlesmesi ile mezenkim doku i¢inde bol miktarda kapiller iceren bir
ag olusur. Sonrasinda mezenkim hiicreleri kan damari, fibroblast ve osteoprogenitor
hiicreleri igeren organik matriksi sentezler. Osteoprogenitdr hiicreler osteoblastlara
dontisiir ve osteoblastlar da daha sonra mineralize olacak olan organik kemik matriksini
biriktirir. Bu matriksin ylizeyini zamanla osteoblastlar kaplar ve hizla yeni kemik
matriksini ilave ederler. Matriksle cevrelenen osteoblastlar ise osteositlere donisiir.

Sonugta olusan osteoid matriks mineralize olarak olgun kemik halini alir (Sekil 3) (21).

Bu kemiklesme tipi; viicudumuzda mandibula, kraniyum kubbesi, pariyetal kemikler,
oksipital ve temporal kemiklerin skuaméz kisimlari, ilium, klavikula ve skapula gibi
yasst kemiklerin embriyolojik gelisiminde aktif rol alir. Bunun yaninda kisa kemiklerin
bliylimesinde ve uzun kemiklerin kalinlagmasinda da rol oynar. Ayrica dogumdan
sonra, kemik defektlerinin rejenerasyonu ve kirik iyilesmesi sirasindaki periosteal

tyilesmesi de bu mekanizma ile gergeklesir (31).

o

3 A%/ Mineralizasyon

Sekil 3: Intramembrandz kemiklesme, mezenkimal bag dokusundan direkt kemik
sekillenmesi (24)

Mezengim
0 hiicreler
U Kemik matriksi

Kan darmari (osteoid) Osteoklast
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Endokondral kemiklesme

Bu kemiklesme tipi ise mineralize kikirdagin, taslak olarak kullanilip kemik dokuya
cevrilmesiyle olusur, yani kemik olusumu i¢in mezenkim dokudan 6nce hiyalin yapida
kikirdak bir ¢atinin varligs gereklidir. Iki asamada olusur. Oncesinde hiyalin bir kikirdak
catinin olusmasi ve takiben yeni kemik olusumudur. Hiyalin kikirdaktan indirekt olarak
kemik olustugu ve bu kikirdagin da yikimi gerektigi i¢in intramembrandz

kemiklesmeye gore ¢ok daha karmasik bir siiregtir.

Endokondral kemiklesme farklilasmamis hiicrelerin bir araya gelerek kondrositlere
doniismesi ve bu hiicrelerin de kikirdak matriksi sentezlenmesiyle baslar. Bazi
bolgelerde kikirdak matriks mineralize olurken, kondrositler genisler, damarlardan
kikirdaga dogru invazyon olur ve kan yoluyla gelen hiicreler kikirdagin merkezini
rezorbe ederek mediiller boslugu olustururlar. Bolgedeki osteoprogenitdr hiicreler ise

osteoblastlara doniisiir ve mineralize kikirdakta osteoid matriksi olustururlar (Sekil 4).

' a Kondrositlerin gogalmasi ve ardindan kikirdak modelin orta noktasinda hipertrofi:
: olmalari primer kemiklesme merkezinin olusumunu baslatir. -

Primer kemikiesme
merkezi

B tHivaiin kikirdak [ Perikondriyumun osteop- [ Periostal tomurcugu
bir uzun kemigin ragenitdr hicreleri periostal  olusturan kan damarlari
modelini olugturur. halkayi (collar) olusturur. zit yonlerde dallanir.

Sekil 4: Endokondral kemiklesme, birincil kemiklesme merkezinin olusumu (24)

Daha sonra osteoklastlar bu kalsifiye kikirdak ve olgunlasmamis kemigi rezorbe eder ve
takibinde osteoblastlar rezorbe olan kalsifiye kikirdak ve olgunlasmamis kemik

karistmimin yerine olgun lameller kemigi olusturur (31, 32). Iskelet sistemimizi
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olusturan kemiklerin biiyiilk ¢ogunlugu endokondral kemiklesme ile meydana gelir.
Ayrica dogumdan sonra sabit fiksasyon yapilamayan kosullardaki kirik iyilesmesinde

rol alir.

Appozisyonel kemiklesme

Kemigin enine genislemesi ve remodelasyonu ise bu sekilde olur. Periost igindeki
osteoblastlarca sentezlenen osteoid ile tabakalar halinde yeni kemik olusumu
gerceklesir. Endokondral ve intramembrandz kemiklesmenin aksine mevcut kemik
yiizeyinde osteoblastlarin dogrudan birikmesi ile baslar. Bu hiicreler osteoid dokuyu
sentezlerler ve sonrasinda bu dokunun kalsifikasyonu ile tabakalar halinde lameller

kemik olusur (20).

2.2. Kirik
Kirik, kemigin anatomik biitiinligiiniin dogrudan ya da dolayli miidehaleler sonucu

bozulmastyla ortaya ¢ikan patolojik bir olaydir.

Kirik olusumuna sebep olan kuvvetler sadece kemik dokuyu etkilemekle kalmaz; kaslar,
tendonlar, ligamentler, damar sinir paketi ve cilt gibi ¢cevre yumusak dokular1 ve hatta
komsulugundaki organlari dahi hasara ugratabilir (31, 33). Kiriklar bu duruma neden
olan kuvvetlerin siddetine ve kemigin bu kuvvetleri absorbe edebilme yetenegine gore
ufak bir ¢atlaktan (fissiir), bir veya bir¢ok kemigin kirilmasma ve hatta komsu
eklemlerde ¢ikik olusturabilmesine kadar degisiklik gosterebilirler (Sekil 5). Kirik
olusmasindan sonra kemik iligi boslugu, korteks, periosteum ve dis yumusak dokularda
mekanik, molekiiler ve biyolojik faktorlerin etkilesimi ile bozulan biitiinliigiin yeniden

saglanmasina yonelik ¢esitli fizyolojik reaksiyonlar baslar (34).
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Sekil 5: Kirik tipleri (35)

2.2.1. Kirik Tyilesmesi

Kirik iyilegsmesi yaralanma anindan baslayip skar birakmaksizin, diizenli kemik doku ile

kemik uglart birlesinceye kadar devam eden bir siirectir. Ayrica birgok 6zellesmis hiicre

tipinin rol oynadigi kirik iyilesmesi, iyilesme evrelerinin kesin smirlarla birbirinden

ayrilmadigi, her bir evrenin kendisinden Onceki ya da sonraki evre ile iliskili oldugu

fizyolojik bir siirectir (Tablo 1) (34).

Tablo 1: Kirik iyilesmesinin dogal siireci su evreleri kapsamaktadir: (36)

1. | Periosteal, endosteal kallus olusumu ve fragmanlar aras1 fibrokartilaj
doniistimii

2. | Intramembranéz ve enkondral kemiklesmeyle kemik devamliligmin
saglanmasi

3. | Nekrotik ve avaskiiler sahalarda yeni havers kanallar1 olusumu

4. | Remodelling

5. | Fonksiyonel adaptasyon

2.2.1.1. Kirik lyilesmesi Tipleri

Kemiklerde meydana gelen kiriklarin iyilesmesi 2 yolla gerceklesir ve kemigin kiriga

verecegi biyolojik cevap uygulanan tedavi yontemi ile degisebilir.
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Primer (direkt) iyilesme

Kirik uglarimin tam rediiksiyonu (internal fiksasyon) sonrasi goriilen iyilesme tiiriidiir.
Primer (direkt) kirik iyilesmesinde en Onemli kosul tam anlamiyla sabit bir tespit
(stabilizasyon) ve miikemmel bir anatomik rediiksiyon saglanmasidir (34). Bu da
genelde en iyi kompresyon plaklar ile saglanmaktadir. Kompresyon plaklari, kemige
sabitlenirken kirik uglarin1 da birbirine iyice yaklastiran araglardir. Bu siki temas
sonucu ise kirik uglart arasina hiicresel invazyon gerceklesemez ve kallus olusmaz. Bu
bolgede eger tespit tam olarak saglanabilirse; fibroz ve kondral iyilesme sathalari
olmadan dogrudan kortikal remodilazasyon yoluyla intramembrandz kemiklesmeyle
sonuclanir. Bu tiir iyilesme kirik bolgesinde kesin hareketsizlik gerektirdiginden daha

nadir rastlanan bir iyilesme modelidir.

Sekonder (indirekt) iyilesme

Bu iyilesme tiirii rijit fiksasyon olmaksizin kirik hattinda tam bir hareketsizlik
saglanamazsa meydana gelen dogal iyilesme seklidir. Anatomik olmayan rediiksiyonlar
sonrast kallus gelisimi ile kendiliginden olusmakta olup kirik iyilesmesinin ¢ok biiyiik

bir boliimiini olusturmaktadir.

Sekonder kirik iyilesmesi dort evrede gerceklesir (Sekil 6) (34, 37).
* Enflamasyon fazi
*  Graniilasyon dokusu fazi
« Kallus faz1

*  Yeniden sekillenme fazi

INFLAMATUVAR TAMIR REMODEL IZASYON
DONEM DONEMI DONEMI

FAZIN

GELISIMi

«10%~ 10%

40%
ZAMAN

Sekil 6: Sekonder kemik iyilesme donemleri
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Enflamasyon fazi

Tim doku travmalarinda oldugu gibi kirik olusumunda da ilk verilen yanit
enflamasyondur. Travmanin siddetine bagl olarak kemigin kirilmasiyla sadece kemik

degil; kan damarlari, kas ve periosteum da zarar goriir.

Kirik olusumunu takiben 6nce gecici arteriyel daralma; sonrasinda ise hem arteriol ve
veniilller hem de kilcal damarlarda genigsleme gozlenir. Bdylece, aktif enflamatuar
mediatorlerin yardimiyla vazodilatasyon ve plazma eksudasyonuna bagli olarak kirik
bolgesinde ilk 24 saat icinde 6dem meydana gelir. Pihtilasmanin baslamasiyla da kirik
uclart arasinda ve etrafinda hematom meydana gelir. Hematom; kirik iyilesmesinde
kritik 6neme sahip hiicre gogii, periostal hiicre ¢ogalmasi ve matriksinin sentezi gibi
hiicresel faaliyetlerin baslamasini saglayan biliylime faktorii, prostaglandinler ve
sitokinleri icerir. Olusan hematomun 48 saat i¢inde organize olmasiyla fibrinden bir
yap1 olusur. Sonrasinda enflamatuar hiicreler, polimorf ¢ekirdekli l6kositler ve ardindan
makrofajlar ve lenfositler kirik bolgesine go¢ ederler. Bu donemde kirik alanin
dolduran hematom, takip eden 3 ya da 4 giin i¢inde fibrovaskiiler graniilasyon dokusu
ile yer degistirir (19, 20, 34)

Graniilasyon dokusu fazi

Bu siiregte oncii hiicreler yeni damarlasma, fibroblast, hiicreler aras1 madde ve diger
hiicreleri olusturmak tizere farklilasarak var olan hematomu organize etmeye baglarlar.
Boylece oncii hiicrelerin organizasyonu ve ayrimlagsmasiyla olusan yumusak
graniilasyon dokusu kirik bolgesinde bir miktar stabilite temin eder. Kallus ad1 verilen
ve yara bolgesini bir zarf gibi g¢evreleyip bolgenin hareket etmemesini saglayarak
iyilesmeye yardimct oldugu disliniilen bu yap1 fibroz doku, kikirdaktan ve

olgunlagmamis kemik dokusundan olusur (38).

Tamir siirecinde rol oynayan bu Oncii hiicrelerin biiylik bir kisminin graniilasyon
bolgesinden, periosteum ve endosteumdan salgilandiklari, mezenkimal kaynakl
olduklar1 ve kollajen, kikirdak ve kemik dokusunu olusturduklar1 bilinmektedir.
Fibroblastlar kollajen, kondroblastlar kollajen ve glikoaminoglikanlari, osteoblastlar ise

osteoid maddeyi salgilarlar.
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Kallus fazi

Bu donemde esas itibariyle osteoid doku ve kikirdak matriksin mineralizasyonu s6z
konusudur. Osteoid doku mineralizasyonu osteoblastlar tarafindan baglatilir ve devam
ettirilir. Bu siire¢ iginde kalsifiye doku ic¢inde kalan osteoblastlar ise osteositlere
doniiserek daginik sekilli trabekiiler kemik aginin yapimini istlenirler. Osteoblastlar
ayrica tropokollajen salgilayarak kollajen liflerin dizilimini de diizenlerler ve bu
yapilarin iizerine kalsiyum iyonlarinin ¢ékelmeye baslamasiyla da sert kallus meydana
gelir. Kalsifiye doku i¢inde kalan kondrositler difiizyonla beslendiklerinden 6lmeye
baslarlar ve sonugta bulunduklart yerlerde lakiinalar olusur. Rezorbe olan bu Kkalsifiye
kikirdak matriks yerinde osteoblastlarca osteoid doku meydana getirilir ve yeni kemik
yapimina bagli olarak kikirdak doku ile kemik dokusu yer degistirir. Bahsedilen bu
slire¢ yani kallus mineralizasyonu i¢in yaklastk 4-16 hafta arasinda zaman

gerekmektedir (38).

Yeniden yapilanma fazi

Kemik iyilesmesinin en uzun siiren faz1 olan bu donemde, mekanik olarak kuvvetli
fakat mikroskobik olarak diizensiz yapida olan kallus dokusu; kemik iliginin bulundugu
bolgede osteoklastlar tarafindan rezorbe edilir ve normal kemigin lameller igerigi ile yer

degistirir ve boylece kemik dokusu olagan matiir gériinlimiinii kazanir (Sekil 7) (34).

Sekil 7: Kirik iyilesme asamalari:(39) A) Normal kemik goriintiisii, B) Kirik hattinda

hematom olusmasi, C) Kirik hattinda yumusak kallus ve revaskularizasyon, D) Kirik

bolgesinde yumusak kallusla birlikte sert kallus, E) Iyilesmis kemigin remodelasyon
sonrasi
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2.2.1.2. Kirik lyilesmesinin Kontrolii

Kirik olusumu esnasinda bolgede kemik dengesinin korunabilmesi i¢in ¢esitli faktorlere
ihtiyac vardir (34, 40). Bu donemde iyilesmede etkin rol alan oncii ve destek hiicreler;
kilcal damar, lenf ve sinir sistemi ve yerel aracili mekanizmalarla saglanir. Bu hiicreler
tarafindan salgilanan ve sinyal molekiilleri olarak fonksiyon goren faktorler hedef
hiicrede otokrin, parakrin veya endokrin etkilere sahip olup; hiicre farklilasmasini,
adezyonunu, ¢ogalmasini ve migrasyonunu direkt olarak etkilerler (2). Bu faktorler

arasinda prostoglandinler ve kemik uyarici faktorler sayilabilir.

Prostoglandinler

Hiicre membraninda bulunan arasidonik asitten siklooksijenaz enzimleri vasitasiyla
sentezlenen ve osteojenik etkilere sahip olan yag asitleridir (2). Enflamatuar hiicrelere
kemotaktik etkiye sahiptirler ve akut enflamasyonun 6nemli aracilarindandirlar. Gigli
vazodilatator etkiye sahiptirler, hiicre cogalmasini hizlandirirlar ve lenfositlerin antikor
yapimini diizenlerler. PGE1 ve PGE2 yeni kemik yapimini arttirir (34). Ayrica kemik
geri emiliminde yer alan epidermal biiyiime faktorii (EGF), doniistiiriicii biiylime
faktorii alfa (TGF-a), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), bradikinin ve
trombin etkilerini PGE2 araciligiyla gostermektedir.

Kemik uyarici faktorler

Farklilasmamis mezensimal hiicrelerin mitozunu destekler ve bu sekilde yeni kemik

hiicrelerinin olusumunu saglarlar. Bu faktorlerin baglicalar sunlardir:

Déniistiiriicii biiyiime faktorii-beta (TGF-f): Iltihap ve doku tamirinden sorumludur
ve tlim hiicreler bu faktdriin reseptoriine sahiptir. Makrofajlardan salinan en giiclii
kemotaktik ajan olan bu faktdriin en onemli kaynag ise kemigin hiicre dig1 matriksi ve
trombositlerdir. Hiicrenin integrin reseptorlerini uyarmak yoluyla hiicre dist matriks
bilesenlerinden olan kollajen, fibronektin ve proteoglikanlarin olusumunu artirir. Sonug

olarak graniilasyon dokusu olusumuna etki eder (2).

Kemik morfojenik proteini (BMP): Kemik kaynakli morfogenetik bir proteindir.

Mitojenik ve doniistiiriicii etkiye sahip BMP’nin mezansimal hiicrelerin kikirdak ve
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kemik hiicrelerine farklilagmasina, ektopik kemik uyarimiin artmasina neden oldugu

ileri stirtilmiistiir (34). Lokal olarak sentezlenir ve 15 farkli tip tanimlanmistir (2).

Fibroblast kaynakh biiyiime faktori (FGF): Anjiogenezi, endotelyal hiicre
migrasyonunu uyarir ve fibroblastlar, kondrositler, osteoblastlar i¢in mitojeniktir. Kallus

bolgesini genisletir ve mineral igerigini arttirir (2).

Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF): Trombosit, makrofaj ve endotelial
hiicreler gibi birgok hiicre tarafindan sentezlenir. Kirik sahasinda lokal olarak
bulunabildigi gibi kan dolagiminda da bulunmaktadir. Gii¢lii mitojenik 6zelliklere sahip
olup osteoblastlarin ¢ogalmasini uyarir. Ayrica fibroblast ¢ogalmasini, mezengimal
hiicre mitozunu, monosit ve makrofajlarin kirik bolgesine gogiinii ve bag dokusunda

kollajen sentezini arttirir (34).

Insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF): iki tipi tanimlanmustir. Bunlardan IGF2
kemikte en ¢ok bulunan biiylime faktorii olmasina ragmen IGF1 biiylimeyi arttirmada

daha yiiksek potansiyele sahip olup her iki tipi de kemik matriks olusumunu hizlandirir

).

Interlokinler (IL): Makrofaj ve monosit kokenlidirler. IL1 fibroblast cogalmas,
kollajenaz ve PGE2 iiretiminde etkilidir. Bunun yaninda osteoklastlar iizerine etkisiyle

kemik geri emilimini de etkilemektedir.

Digerleri: Plazma fibronektini; yeni damar olusumu ig¢in mitojeniktir. Epidermal
biiyiime faktorii (EGF); kemik geri emilimini hizlandirir. Epidermal hiicre kaynakli
bliylime faktorii (ECGF); kikirdak ve kemik i¢in mitojeniktir. Endotelyal hiicre kaynakli
bliylime faktorii (ECDGF); yeni damar olusumu i¢in mitojenikdir. Kondroblast kokenli
bliylime faktoérii (CDGF) ve makrofa; kaynakli biiylime faktori (MDGF) kirik

iyilesmesi tlizerine etki eder (34).

2.2.1.3. Kirik lyilesmesini Etkileyen Faktorler
Bunlar yaralanmanin sekline, hastanin durumuna, tedavi yontemlerine ve yaralanan
kemik dokusuna bagli nedenler olarak veya kirik iyilesmesini olumlu / olumsuz yonde

etkileyen faktorler seklinde de incelenebilir (2, 34, 41).
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Yaralanmaya bagh etkenler

Yaralanmanin siddeti, genis yumusak doku hasar1 bulunmasi, kirik uglarin birbirinden
ayrilmasi, araya yumusak dokularin girmesi, besleyici damarlarin hasar gérmesi, kirigin
transvers, parcali veya segmenter olmasi, kemik kayb1 olmasi gibi yaralanmayla iliskili

birgok durum kirik iyilesmesini olumsuz olarak etkiler (2, 34, 41).

Hastaya bagh etkenler

Iskelet sisteminin olgunlasmas1 tamamlanana kadar arada gegen siirecte yasmn kirik
tyilesmesi tizerine dogrudan etkisi bulunmaktadir. Cocuklarda yeni damar olusumunun
ve mezenkimal hiicre farklilagsmasinin ¢ok hizli olmasi nedeniyle kaynama daha hizli
olusmaktadir. Iskeletin olgunlasmasi tamamlandiktan sonra ise yasin kirik iyilesmesi
tizerine etkisi azalmaktadir (2, 34, 42). Ayrica kemik iligi hiicreleri ve fonksiyonlari

yasla birlikte azalmaktadir (43).

Iyilesme siirecinde gerceklesen hiicresel olaylar biiyiik boyutlarda enerji gerektirir.
Bunun yaninda kallus olusumu, kollajen bag olusumu ve mineralizasyon asamalarinda
da gereken elementlerin (kalsiyum, ¢inko, fosfor) saglanmasi acgisindan yeterli
beslenmenin kirik iyilesmesinde ©Onemi biiyiiktiir. Bu ylizden hastanin iyilesme

kapasitesini en list seviyede tutabilmek i¢in yeterli beslenme saglanmalidir (44).

Diyabet, anemi, tiiberkiiloz, rasitizm gibi saglikli metabolizmay1 etkileyen her tiirlii
sistemik hastalik da kirik iyilesmesini geciktirir. Iltihabi olaylar (tiiberkiiloz, kronik
hastaliklar), hiperemi nedeniyle artan lokositlerin proteolitik enzimleri, matriksin
bozulmasma neden olur ve osteoid olusumunu engeller (45). Bir¢ok hormon ve
metabolik faktor de iyilesme siirecinde pro-osteojenik karakterde etki edebilmektedir.
Ornegin biiyiime hormonu, tiroid hormonu, A vitamini, D vitamini, androjenler,
kalsitonin, paratiroid hormon (PTH), ve insiilin yeni kemik olusumunu uyarmaktadir
(46, 47). Diger yandan bazi1 hormanlar, ilaglar ve metabolik faktorler kirik iyilesmesini
olumsuz etkilemektedir. Ozellikle kortikosteroidler; mezenkimal hiicrelerden osteoblast
farklilasmasin1 ve dolayisiyla kemik organik matriks sentezini azaltarak kirik
tyilesmesini olumsuz yonde etkiler. Bunlarin yaninda indometazin ve diger nonsteroidal
antienflamatuar ilaglarin da kirik iyilesmesi iizerine olumsuz etkileri bulunmustur (2,

34). Kondroitin siilfat, hiyaliironidaz ve dikumaral kirik iyilesmesine yardim ederken K
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vitamini antagonistleri genel olarak kirik iyilesmesini olumsuz etkiler (34). Bunlarin
aksine deneysel ¢alismalarda L-Dopa ve klonidinin biiylime hormonunu arttirarak kirik

tyilesmesini olumlu etkiledigi de gosterilmistir (34, 48).

Sigara kullanim1 da anjiogenezis ve osteogenezisi engelleyerek kirik iyilesmesini
olumsuz etkileyen faktorlerdendir. Cobb ve ark. sigara igen bireylerde kirik
segmentlerin birlesmeme riskinin, sigara icmeyen bireylere kiyasla 3,5-16 kat daha

fazla oldugunu belirtmislerdir (49).

Yaralanan kemik dokusuna bagh etkenler

Kortikal ve spongioz kemik kiriklarinin kaynama potansiyelleri karsilastirildiginda daha
fazla yiizey alanina, hiicre icerigine, damar yapis1 ve kanlanmaya sahip olan spongioz
kemik daha avantajlidir. Kemigin yapisinin yaninda osteoporoz, osteomalazi, kemik
tiimdrleri, paget hastaligi ve hiperparatroidi gibi patolojik yapida kemige neden olan
hastaliklar da hem kirik olusumuna yol acabilmekte hem de kirik iyilesmesini
geciktirebilmektedir. Ayrica kirik bolgesinde lokal ya da sistemik enfeksiyon varligi

kirik iyilesmesini olumsuz etkilemektedir (2).

Tedavi yontemlerine bagh etkenler

Kirik uglarinin rediiksiyonunun saglanarak aradaki mesafenin azaltilmasi iyilesme
tizerine olumlu etkilidir ve uygulanacak tedavinin ana hedefini olusturur. Ancak
tekrarlayan rediiksiyon uygulamalari ise kirik hematomunun biitlinliigline zarar vererek
kallus gelisiminin bozulmasina sebep olur ve boylece iyilesmeyi geciktirir (2). Ayrica
uygulanan tespitin stabilitesi ve bu stabilitenin yarattigi mekanik ortam da iyilesmeyi
etkilemektedir. Kirik hattinin tamamen stabil oldugu durumda mezenkimal hiicrelerin
osteoblastlara doniisiimii uyarilirken; mikrohareket varliginda kondrojenik hiicre
dizilerine doniisiimii; asir1 hareket varliginda ise fibr6z doku gelisimi goriiliir ve bu gibi

durumlarda gecikmis kaynama veya kaynamama goriilebilir.

Kirik iyilesmesini etkileyen faktdrlerden bir digeri de yiiklenmedir. Iyilesme siirecinde
yiiklenme ve mikro hareketin Onemli oldugu ve kaynamay1 stimiile ettigi ve
yiiklenmenin azaldigi durumlarda da kaynamanin yavasladigi gosterilmistir (50).

Osteoprogenitor hiicre kaynagi olan ve kemigin dolayisiyla kirik bolgesinin
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beslenmesinde 6nem tasiyan periostun korundugu kirik vakalarinda da iyilesme daha
hizli olmaktadir. Dolayisiyla kirtk sahasinda yumusak doku ve periostun korunmasi

olduk¢a 6nemlidir.

Ozetle kirik iyilesmesi iizerine olumlu ya da olumsuz yonde etki eden pek ¢ok lokal ve
genel faktor bulunmaktadir. Buna ilaveten son yillarda yapilan ¢aligmalar bu faktorler
arasinda serbest radikallerin de bulundugunu gostermektedir. Kirik iyilesmesinde
Ozellikle de biyolojik etkilesimlerin en yogun gézlendigi erken donemin fazlaca serbest
radikallerin meydana geldigi ve oksidatif stresin doku ve hiicreler iizerine olan yikici

etkilerinden dolay1 iyilesme siirecinin bozuldugu gosterilmistir (13, 51, 52).

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

2.3.1. Serbest Radikaller
Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarindan dolay1 kararli bir yap1 gosterirler. Ancak bu kararli yapi; eslesmemis

elektron varliginda bozulmaktadir.

Radikal terimi de dis yoriingelerinde en az bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektrona sahip, kararsiz, molekiil agirligr diisiik molekiiller olarak tanimlanmaktadir
(Sekil 8) (53). Radikal ve serbest radikal terimleri birbirlerinin yerine kullanilsa da
serbest radikal (SR) terimi daha ¢ok, bagimsiz olarak ortamda varlik gosterebilen

radikaller i¢in kullanilir.

' gekirdek
™) ~ >
v g >

elektron o

Oksijen Molek0i0 Serbest Radlkal

Sekil 8: Serbest radikallerin temel yapisi (54)

Serbest radikallerin ortaklanmamis elektronlarindan dolay: tepkimeye girme yetenekleri
oldukca vyiiksektir ve kendi yoriingelerindeki eslenmemis elektronlar1 esleyip

yorilingelerini tamamlayarak daha stabil bir hale ulagsmak i¢in komsu molekiillere adeta
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saldirirlar ve onlarla hizla reaksiyona girerler. Kimyasal olarak yazimlar1 esnasinda

semboliin {izerine bir nokta konur, bu serbest radikal tiirlerine 6zgii bir isarettir.

SR’ler ayrica tim hiicre bilesenleri ile etkilesebilir, radikal olmayan molekiiller ile
reaksiyona girip onlar1 da radikal yapabilir ve hiicrelerin tiim fonksiyonlar1 sonucunda
olusabilir (55). Serbest radikallerin fazla iiretimi ise hiicrede lipit, protein, DNA,
karbohidratlar gibi tiim 6nemli bilesiklerde yapisal bozulmalara ve sonrasinda hiicre

Oliimiine neden olmaktadirlar (56, 57).
Biyolojik sistemlerde iiretilen SR’ler 3 yolla meydana gelmektedir: (56)
e Radikal olmayan atom veya molekiilden bir elektron kaybi ile;
X —e-+ X+
e Radikal olmayan atom veya molekiiliin bir elektron kazanmasi ile;
Y+e-— Y-

e Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonrasi her bir

parcada ortak elektronlardan birinin kalmasi ile olugsmaktadirlar.

X: Y ->X-+Y+

Canli organizmada goriildiigii gibi en fazla elektron transferi ile meydana gelen SR’ler

pozitif veya negatif yiiklii ya da notral olabilmektedirler (54).

2.3.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Mitokondriyal metabolizma gibi hiicresel fonksiyonlar yolu ile olusan endojen kaynakli
ROT’lerin yanisira organizmada ayrica 1s1, ultraviyole isinlar, terapdtik ilaglar ve
radyasyon gibi kaynaklar disaridan etki ederek ekzojen kaynakli ROT olustururlar.
(Tablo 2) Bunlarin yaninda sigara kullanimi, kronik asir1 egzersiz gibi bazi davranigsal

aktiviteler de ROT meydana getirmektedir (58-60).
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Tablo 2: Serbest radikallerin kaynaklari

Endojen kaynakh

Ekzojen kaynakh

Otooksidasyon

Antineoplastik maddeler

Oksidan enzim reaksiyonlari

Iyonize radyasyon

Mitokondriyal elektron transferi

Alkol ve uyusturucu

Mikromozal Membran Elektron Transferi

Cevresel ajanlar

Zincirleri
Peroksizomlar Stres
Arasidonik Asit Metabolizmasi Is1 soku

Fagositik hiicreler

Ultraviyole ve X 1sinlar

2.3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli SR’ler oksijenden olusan radikallerdir. OKksijen

dogada dioksijen (O2) olarak bulunan kararsiz, aerob organizmalarin yagsami igin

gerekli olan bir elementtir ve bu kararsiz yapisini giderebilmek i¢in baska bir oksijen

atomunun dis yoriingesindeki iki elektronu ortaklasa kullanarak reaktif oksijen tiirleri

(ROT) olusturur (61).

Oksijen molekiillerinin biiylik bir kismi (%95-99) oksidatif fosforilasyon sirasinda

mitokondriyal sitokrom oksidazlar1 ile indirgenerek suya donistiiriilmekte ve ATP

sentez edilmektedir (55). Fakat bu siiregte O2’nin % 1-3 kadari tam olarak suya

doniisemez ve ara lirlin olarak serbest oksijen radikalleri meydana gelmektedir (Sekil 9)

(55).

25



02 (Oksijen)
e 0, °* (Siiperoksit radikali)

H,0, (Hidrojen peroksit)

LA

e .H H,O + OH® (Hidroksil radikali)

e‘l‘ H,0 (Su)

Sekil 9: Oksijen molekiiliiniin dort agamal1 indirgenme tepkimeleri (62)

ROT molekiiler diizeyde, serbest oksijen radikalleri (SOR) ve radikal olmayan
molekiiller olmak {iizere iki kategoride incelenebilir. Radikal olmayanlar (non-
radikaller) gergekte hasar olusturabilecek radikal 6zelliklere sahip olmamalarina ragmen
serbest radikal olusturma potansiyeline sahip molekiillerdir (63). Ayrica her iki grup
molekiillerin birbirleriyle reaksiyona girerek yeni bir radikal olusumuna neden
olabilmeleri her iki grup i¢in de 6nemli bir 6zelliktir. Hiicre i¢i temel reaktif oksijen

tiirleri Tablo 3 gosterilmistir.

Tablo 3: Hiicre igi temel reaktif oksijen tiirleri (64)

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksit anyonu (O ) Hidrojen peroksit (H,0,)
Hidroksil radikali (OH") Hipoklorik asit (HOCI)
Peroksil radikali (RO,") Ozon (O3)

Alkoksil radikali (RO") Singlet oksijen (O5)
Hidroperoksil radikali (HO,") Peroksinitrit (ONOO )

Siiperoksit radikali (O2¢—): Hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde molekiiler

oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yapi olan siiperoksit
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radikali olusur. Siiperoksit radikali siiperoksit dismutaz enzimi ile hizli bir sekilde

hidrojen peroksite doniistiiriildiigii i¢in nadir olarak oksidatif hasara neden olur (65).

Hidrojen peroksit (H202): Serbest bir radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri
icine girer ve SR’ler igerisinde dnemli bir rol oynar. Siiperoksit ile reaksiyona girerek

en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturur.

Hidroksil radikali (OHe): Hidroksil radikali ise oksidan giicli son derece yliksek olan
bir radikaldir ve ¢ok kisa yarilanma omriine sahiptir. Bu 6zelligiyle reaktif oksijen

tiirlerinin i¢inde en tehlikelisidir (65).

2.3.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri
SR’ler yiiksek oranda reaktif bilesiklerdir. Sahip olduklar1 bu reaktivite ile hiicre
membranin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri, DNA’daki niileotidler ve

proteinlerin siilfidril gruplar ile reaksiyona girerek doku hasarina neden olurlar (Sekil
10) (56).

solureeon
protem : S
hasan B %g .
a muokondnal
,‘ § hasar
membran
h“an “m’ ‘: = J
R
»~ dead &
;I,)NA gekirdek Na . "W hiicre biiyiemes
asan AARARA .
Ny Py B
3 X s gegirgenhk arngp
v \
kalsgiomun 10plu
? akam
hpid perokndasyon

Sekil 10: Serbest radikallerin hiicreye etkileri

Lipid peroksidasyonu: SOR lipid peroksidasyonunu uyararak, hiicrenin fosfolipid
zarlarinin temel bileseni olan coklu doymamis yag asitlerine zarar verirler. Bu

radikaller, doymamis yag asidinin ¢ift bagindan bir hidrojen atomu alir ve ortama O2
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eklendiginde zincirleme tepkime yayilir. Sonrasinda lipid peroksil radikalleri ve lipid
peroksitler olusur. Bu reaksiyon lipid peroksidasyonunu baslatir (66). Bu durum hiicre
zarmin akiskanligini ve permeabilitesini azaltarak zar biitiinliigliniin bozulmasina yol
acar. Lipidlerin parcalanmasi sonucunda ise malondialdehit (MDA), etan ve pentan
olusur (67). MDA kanda ve idrarda saptanabildiginden dolay1 serbest radikal hasarmin

gostergesi olarak siklikla kullanilmaktadir.

Protein oksidasyonu: Proteinler SOR’a kars1 duyarli molekiillerdir ve radikal ajanlarin
proteinlerin  siilfhidril veya amino gruplariyla etkilesimi sonucu proteinlerin
fragmantasyonu, amino asitlerin modifikasyonu, capraz baglanmalar, proteinlerin
agregasyonu ve enzim aktivitelerinin inhibisyonu, ve proteolize karsi asirt duyarlilik
gibi yapisal degisiklikler olugsmaktadir (68). Ayrica radikaller, membran proteinleri ile
reaksiyona girerek enzim, ndrotransmitter ve reseptdr proteinlerinin fonksiyonlarinin

bozulmasina da neden olabilirler.

DNA oksidasyonu: Hem niikleer hem de mitokondriyal DNA SOR’dan olumsuz
etkilenmektedir. SOR’un DNA ile tepkimesi sonucunda baz modifikasyonlari, baz
delesyonlar1, zincir kirilmalari, mutasyonlar ve hiicre disfonksiyonu hatta olimii
olugsmaktadir (69). Bu radikaller DNA hasarmin ana kaynagini olustururlar ve kanserin,

hiicre yaslanmasinin en temel faktorlerinden birisidir (70).

Karbonhidrat Hasari: SR’in karbonhidratlar {izerine de 6nemli etkileri bulunmaktadir.
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler olugmaktadir (71). Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolayr antimitotik
etki gosterirler. Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynarlar (72). Bir diger etki
ise enflamatuar eklem hastaliklarinda da sinoviyal siviya gecen SOR tarafindan 6nemli

bir mukopolisakkarit olan hyaliironik asidin par¢alanmasidir (73).

2.3.4.1. Serbest Radikallerin Fizyolojik Etkileri
SOR viicutta birgok zararli etkilerinin yaninda (Sekil 11) hiicresel diizeyde cesitli

fizyolojik islevlerin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir.
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DNA'da Yapisal Degisiklikler

'
DNA"da Konformasyonel
Lipit Peroksidasyonu Degisiklikler
i Oksidarif Protem Hasarlan S
Proliferasyonunun whanil Protem Hasarlan Sonucu
uyanimas ROT ®|  DNA polimerazin Etkisinde ve
DNA Onarun Enzimlerinde Azalma

A 4

Stres Induke Protein ve
Genlerin Modiilasyonu

Apoptotik ve Nekrotk
Mekanizmalarla Hicre Blyomesi,
Farklilagmas) ve Olimii

Sekil 11: ROT’nin viicuttaki etkileri (74)

SOR bagisiklik sisteminin patojenlere 6zellikle de fagositoz esnasinda antijenlere karsi
koymasina yardim eder. Makrofaj ve ndtrofillerden agiga ¢ikan ROT’lar antijene 6zgiil
yanit verilebilmesi i¢in bagisiklik sisteminin aktivasyonuna yardim eder (53, 75). Bu

rolleri enflamasyon esnasinda artar.

Serbest radikaller ayrica diiz kaslarda gevsemeyle damar tonusunun diizenlenmesi,
ventilasyonun kontrolii ve kas kasilmasinda rol oynarlar. Bunun yaninda hiicrelerin

biyogenezinde ¢ok ¢esitli membran reseptorleri aracilifiyla sinyal iletimine etki ederler
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ve oksidasyon-rediiksiyon (redoks) durumunu diizenlerler (15). ROS’lar ayrica enzim

aktivasyonundan, ilaglarin detoksifikasyonunda da etkilidirler (53).

2.3.5. Oksidatif Stres
Saglikli organizma normal kosullarda reaktif radikalleri etkisizlestirme yetenegine
sahiptir ve SR’in zararli etkilerinden korunmak icin hiicreler bunlari nétralize eden

enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar tiretmektedir.

Uygun hiicresel homeostazin korunabilmesi i¢in SR’in olusum hizi ve bunlarin
antioksidanlar tarafindan noétralize edilme hizlar arasinda bir denge bulunur ve bu
durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Ancak bazi patolojik durumlarda hiicresel
savunma sistemlerinin etkisizlestirebileceginden daha fazla reaktif radikal olusur. Iste
varolan bu oksidan / antioksidan sistem arasindaki dengenin SR’den yana kaymas ise
oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Sekil 12) (56, 76). Total oksidan seviyenin

total antioksidan seviyeye yiizde olarak orani ise oksidatif stres indeksini vermektedir.

Son yillarda yapilan calismalarla birlikte oksidatif stresin artik malign hastaliklar,
diabetes mellitus, ateroskleroz, kronik enflamasyon, otoimmiin hastaliklar, Parkinson
gibi norodejeneratif hastaliklar, HIV enfeksiyonu, iskemi — reperfiizyon yaralanmasi
gibi bir¢ok klinik tablonun gelisiminde ve yaslanmanin etiyolojisinde rol oynadigi

bilinmektedir (15, 77-83).

30



Ot Antioxidants

Antioxidants ROS '
ROS
Normal sartlar altinda ve saghkl Oksidauf stresin  gelismesinde
bireylerde belli bir muktar ROS tiretim oldufu gibi yeterh bir enzimatk ve
vardir, ama bunlar  enzimauk  ve nonenzimatik antioksidan kapasiteye ragmen
nonenzimatk antioksidan sistemler ROS tretiminde belirgin artiy antioksidan
tarafindan yetenince tamponlamir. Boylece sistenu yenebalir

ROS tiretinu ve uzaklagtinlmas: arasinda bar
denge olusur ve ROS'da net bir amig $0z
konusu degildir

Antioxidants Antioxidants

L)

ROS ROS
Enzmmatk veya nonenzimatk
antioksidan savunma elemanlanndaki genel veya En koth senaryo ROS tretinundeks
secict bir azalmadan dolayi nommal ROS artisla  burhkte antioksidan  kapasitenin
tirettmunde herhangi bir artig olmaksizmn oksidatif azalmasidir. Ceguth hastaliklar antioksidan
stres gergeklesebilir savunmada kromk azalmaya ve ROS

firetimunde belirgin artiga neden olur

Sekil 12: Oksidatif stresin meydana geldigi durumlar (84)

2.3.5.1. Oksidatif Stres ve Kirik Iyilesmesi

SOR kemik metabolizmasi iizerine fizyolojik ve patolojik durumlara gore iki yonlii etki
edebilmektedir. Organizmada normal sartlarda kemik dokuda osteoklastlar tarafindan
tiretilen SR, kalsifiye dokunun yikimini artirarak kemigin remodelasyonuna katki saglar
(85). Ancak herhangi bir sebepten dolayr kemik dokuda kirik meydana geldiginde ise
olduke¢a yiiksek miktarda serbest radikal olusur ve doku iizerinde istenmeyen sonuglar

dogurur (13).

Kirik olustuktan sonra erken donemde kan akimimin durmasiyla, yani iskemiyle

baslayan kompleks biyokimyasal olaylar zinciri agiga c¢ikar ve sonrasinda arteryal
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vazodilatasyon, enflamatuar hiicrelerin alana gogli ve yeni damarlarin olusmasiyla
reperfiizyon donemi baslar. Iste bu dénemde reperfiizyonla birlikte hem enflamatuar
hiicreler hem de osteoklastlarca SOR tiretmektedir (86, 87).

SOR’nin yol agtigi hiicresel hasarlanmanin en iyi gostergelerinden birisi lipid
peroksidasyonudur ve bu hasar serumda ya da dokuda lipid peroksidasyonuyla agiga
cikan malondialdehit (MDA) diizeyi ile oOlciilebilmektedir. Yiiksek MDA diizeyleri,
yiiksek SOR varligina isaret etmektedir. Kirigin da iyilesme siirecinde SOR {iretiminde
bir artis oldugu, kan ya da kemik dokularinda MDA diizeylerinin arastirildig: ¢esitli

calismalarla gosterilmistir.

Petrovich ve ark. deneysel mandibula kirig1 olusturduklart ratlarin kan MDA
diizeylerini incelemis ve bu degerin birinci ve ikinci haftalarda yiiksek, doérdiincii
haftada ise azalmig oldugunu belirtmislerdir (88). Yeler ve arkadaslar1 da ratlarda fibula
kirig1 sonrast kan MDA diizeyini arastirdiklar1 ¢alismalarinda SOR iiretiminin en fazla
enflamatuar donemde oldugunu, onarim doneminde ise bu iiretimin devam ettigini
saptamiglardir (89). Turgut ve arkadaslari ise rat tibiasinda fraktiir olusturmus ve kemik
dokudaki MDA diizeyini degerlendirmislerdir. Iyilesmenin 7. ve 14. giinlerinde MDA
diizeyinde anlamli artisa bagl olarak, oksidatif stresin daha ¢ok iyilesmenin enflamatuar

ve kallus yani erken donemlerinde olustugunu saptamiglardir (90).

Bu deneysel calismalarin yani sira oksidatif stres gelisimi insan ¢alismalarinda da
degerlendirilmistir. Basit ve multiple kiriklar sonrasi agiga c¢ikan plazma MDA
diizeyleri saglikli bireylerle karsilastirilmis ve sonug¢ olarak kirik sonrasi ilk birkag
giinde diger calismalarla benzer sekilde oksidatif stres degerlerinde belirgin bir degisme
olmadig1 ve bunun da muhtemelen lokal iskemiden kaynaklandigini; aksine ikinci ve
ticiincli haftalarda ise oksidan seviyelerinin arttigin1 belirtmislerdir. Arastiricilar
oksidatif stres degerlerinde goriilen bu artisin kirik sonrast olusan iskemik dénemden
ziyade sonrasinda gergeklesen reperfiizyon, anjiogenezis ve kallus formasyonundan

kaynaklanabilecegini bildirmislerdir (91).

Bu ¢alismalarin sonucu olarak, kirik iyilesmesi siirecinde oksidatif stresin var oldugu

soylenebilmektedir (51, 52).
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2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

SOR’nin canli organizma iizerinde olas1 ciddi zararlarina karsi hiicreler, agiga c¢ikan
toksik {triinleri hizla metabolize edecek antioksidan adiyla savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Antioksidanlar biyolojik sistemlerde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bile lipit, protein, DNA ve karbonhidrat gibi okside olabilen substrat ile karsilastiginda
substratin oksidasyonunu geciktiren veya Onleyen maddeler olarak tanimlanmaktadir
(92). Hiicrelerin hem sivi hem de membran kisminda bulunabilen bu antioksidanlar;
kendi elektronlarin1 vererek serbest radikalleri noétralize ederken, (Sekil 13) elektron
verdikleri halde kendileri serbest radikallere doniismezler ¢ilinkii antioksidanlar her iki
formda da kararlidirlar (93).

o Antioksidan

@ >

Elektron \ /

Serbest Radikal

o
—

.

Sekil 13: Antioksidanlarin serbest radikali notralize etmesi (94)

2.4.1. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalar:
Antioksidanlar serbest radikal olusumunu onleyerek ya da olugsmus radikaller iizerinden

dort ayr1 etki mekanizmasi tizerinden etki gosterirler. Bunlar: (92, 95)

* Toplayia Etki: SOR’u tutan veya reaktif olmayan yeni bir molekiile ¢evrilmesini
saglayan etkidir. Antioksidan enzimler bu tipte etki gosterirler.

* Bastiriar Etki: SOR’dan bir hidrojen atilmasi ile aktivitelerini azaltan veya inaktif
sekle doniistiiren etkidir. Vitaminler ve flavonoidler bu yolla etki gosterirler.

e Onaria Etki: SR’lerin olusturduklar1 oksidatif hasar1 tamir edebilen etkidir.

e Zincir Kirier Etki: SOR’u kendilerine baglayip zincirlerini kirmak suretiyle

fonksiyonlarimi engelleyen etkidir. Bu mekanizmada hemoglobin, seriiloplazmin ve agir
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metaller kullanmaktadir. Bu etki mekanizmasinda, antioksidanlarin birlesme sonucu

tikenmesi s6z konusudur.

2.4.2. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
Antioksidanlar enzimatik aktiviteye sahip olup olmamalari, suda ya da yagda
¢oziinmeleri, endojen ya da eksojen kaynakli olmalarma gore cesitli sekillerde

siniflandirilabilmektedir.

2.4.2.1. Endojen Antioksidanlar
Endojen antioksidanlar ise enzimatik aktiviteye sahip olanlar ve olmayanlar olmak

tizere tablo 4’de gosterildigi gibi ikiye ayrilmaktadir.

Tablo 4: Endojen antioksidanlar

Enzimatik Nonenzimatik
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albiimin
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (Vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (Vit C) Transferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) B-Karoten (Vit A) Laktoferrin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Flavonoidler Melatonin
Mitokondriyal Sitokrom oksidaz | Urat Sistein

Bilirubin

Enzimatik aktiviteye sahip olan antioksidanlar

Bu enzimatik antioksidanlar ortamda SOR olustuktan sonra bu radikallerin hedef

molekiillerle tepkimeye girmelerine firsat tanimadan ortamdan temizlerler. Bunlar: (96)

Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit radikalinin H202 ve O2’ye doniisiimiinii
katalize eder. Oksidatif strese karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Bu yolla hiicrede

oksijen diizeyleri kontrol altinda tutulur (96).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Asir1t H202 varliginda glutatyonun yiikseltgenmis
glutatyona oksidasyonunu katalize ederken, diger yandan da H202’yi suya ¢evirir.

Ozellikle eritrositlerde oksidadif strese kars1 en etkili antioksidan enzimidir (97).
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Glutatyon S-transferazlar (GST): Lipid peroksitlerine karsi selenyumdan bagimsiz
glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler. Selenyuma bagli olmayan GSH-Px olarak
adlandirilir. Bu katalitik etkilerinin yaninda, hiicre i¢i baglayic1 ve tastyici rolleri de

vardir (98).

Glutatyon rediiktaz (GR): GSH-Px tarafindan H202 ve diger lipit peroksitlerin

yiikseltgenmesi sirasinda glutatyonu okside glutatyona dontistiiriir.

Katalaz (CAT): Biitiin hiicrelerde ama o6zellikle de peroksizomlarda bulunur.
Peroksizomlarin toksik maddeleri detoksifiye etmek icin oksijen kullanimi sonucu
H202 iiretilir. Katalaz, ise H202’nin suya ve oksijene par¢alanma tepkimesini katalize
eder. Bu sekilde hiicrede olusmus olan H202’nin tehlike arz eden hidroksil radikali

olusturmasi 6nlenmis olur (97).

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom
oksidaz, siiperoksit radikalini ortadan kaldirir. Ancak siiperoksit tiretimi ¢ogu zaman bu
enzimin kapasitesini asar ve bu durumda diger antioksidanlar devreye girip

detoksifikasyonu saglarlar (95).

Enzimatik aktiviteye sahip olmayan endojen antioksidanlar

Vit E, beta karoten ve melatonin yagda c¢oziinen nonenzimatik antioksidanlardandir.
Seruloplazmin, transferin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein,
metionin, laktoferrin ve albiimin ise suda c¢oziinme Ozelligine sahip endojen

antioksidanlardandir (95).

Vit E ¢ok gii¢lii bir antioksidan 6zellige sahiptir ve hiicreleri lipid peroksit radikalleri ile
tepkimeye girerek peroksidasyonunun reaktif iirlinlerinden ve doku hasarindan korur.
Kendisi ise oksidasyon sonucu alfa-tokoferol radikaline doniisiir. Ayrica tepkime
sonras1 vit C ve GSH tarafindan tekrar indirgenerek; dnceki kimyasal yapisina doner.
Vit C ise kan ve plazmada serbest radikallere karsi ilk savunmayi yapar ve lipit
peroksidasyonunu engeller. Ayrica vit E’nin rejenerasyonunu saglayarak antioksidan

etkinligini artirir, doku yapiminda ve onariminda rol alir (99, 100).
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Vitamin A olarak da bilinen 3-Karoten yagda ¢dziinen bir antioksidandir ve buda lipid
peroksidasyonunu engeller. B-karoten hiicre membranlarinda bulunur ve viicudun
ihtiyacina gore vit A’ya dontstiiriiliir. Melatonin hidroksil radikalini ortadan kaldiran
cok giiclii bir endojen antioksidandir (101). Bilirubin, albumin ve sistein serbest radikal
toplayicisi olarak antioksidan aktivite gosterirken seruloplazmin, transferin, laktoferrin,
miyoglobin, hemoglobin, ferritin ise metal baglayic1 6zelligi olan antioksidanlardandir.
Bu ozellikleri sayesinde tepkimeler sirasinda katalizor islevi goren metalleri ortamdan
uzaklagtirirlar (95, 102). Tim bu organizmada bulunan antioksidanlar viicudun

antioksidan savunma sisteminin énemli bir kismini olusturmaktadirlar.

2.4.2.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak iizere
smiflandirilabilirler. Vit E, C, A ve folik asit disaridan alinabilen antioksidan etkinlige
sahip vitaminlerdir. Bu antioksidanlarin disinda o6zellikle son zamanlarda kanser
Onleyici bir ajan olarak bitki fenolik bilesikleri de biiylik ilgi gormektedir. Bu
bilesiklerin antioksidan etkinligi, 6zellikle flavonoidler ve fenol karbonik asitlerin
anomerik hidroksil grubundan lipit radikallerine bir hidrojen atomu vererek lipid

oksidasyonunu engellemesi ile gerceklesir.

Fenolik bilesikler icinde flavanoidler {iye sayisi itibari ile en biiylik grubu olusturup
flavonlar, flavonoller, flavan 3-oller, izoflavonlar, flavanonlar ve antosiyanidinler
olmak tzere alt1 alt sinifa ayrilirlar. Cok sayida sentetik ve dogal antioksidanin insan
sagliginda ve hastaliklarin Onlenmesinde faydali etkilerinin oldugu bilinmekte ve
bundan yola ¢ikilarak proantosiyanidinlerin SOR’un nedenleri arasinda oldugu pek ¢ok

hastalik grubunda kullanilabilecegi bildirilmektedir (93, 103, 104).

2.5. Proantosiyanidinler

Proantosiyanidinler meyvelerde, sebzelerde, kuruyemislerde, ¢ekirdeklerde ve kabukta
bulunan dogal antioksidanlardir ve serbest oksijen radikallerine karsi biyolojik,
farmakolojik ve terapotik etkileri vardir. Uziim ¢ekirdegi ise &zellikle
proantosiyanidinlerden hem nicelik ve hem de nitelik agisindan olduk¢a zengin bir

kaynaktir.
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20. ylizyilin sonlarina dogru yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda Fransizlarin her ne
kadar diyetlerinde tereyagi gibi yiiksek oranda doymus yagdan zengin besinleri
kullanmalari, sigara tiiketiminin fazla olmasi, yeterli egzersiz yapmiyor olsalar da
kardiyovaskiiler hastaliklardan 6liim risklerinin diger tilkelerle karsilastirildiginda daha
az oldugu gozlenmistir. Bu tezat durum ilk defa 1979’da St. Leger ve arkadaslar1 daha
sonra ise 1992°de S. Renaud ve arkadaslar1 tarafindan ‘Fransiz Paradoksu’ olarak
tanimlanmistir. Ortaya ¢ikan bu paradoksun nedeni olarak da Fransizlarin i¢inde yiiksek
konsantrasyonda proantosiyanidin bulunduran kirmizi sarabi fazla tiiketiyor olmalari
gosterilmistir. O donemde sarabin farmakolojik etkilerinin oldugu bilinmekteyken; bu
olumlu etkinin alkolden kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Fakat zamanla bu etkinin
kaynaginin alkol degil sonralar1 yapilan caligsmalarla {iziim ¢ekirdegi icerisinde bulunan

proantosiyanidinler oldugu gosterilmistir (105-107).

Proantosiyanidinler, polifenolik bilesikler olan flavonoidlerin spesifik bir grubu olup
ayrica kondanse taninler grubunda bulunmaktadirlar. UCE’nin antioksidan kapasitesi
icerdigi bu flavanoller ve proantosiyanidinlerden kaynaklanmaktadir ve bu bilesenler
liziimiin %60-70 orani ¢ekirdeginde iken yaklasik %4l de liziimiin pulpa kisminda
bulunmaktadir. Kabuk kisminda da ayrica antosiyanidin olarak adlandirilan bagka bir tip

polifenol de vardir (108).

UCE’deki ana bilesik, monomer olarak adlandirilan oligomerik proantosiyanidin
kompleks (OPCs) yapilaridir. Temel olarak katesin ve epikatesin olarak adlandirilan 2
proantosiyanidin monomeri vardir ve bunlar yapisal olarak dimer, trimer ve diger
proantosiyanidinleri olustururlar. Diisiik molekiil agirlikli olup, su ve etanolde
¢ozilinebilen bu monomerler bagirsaklardan emilerek tiim dokulara ve plazmaya kolayca
dagilirlar ve bunun yaninda diger suda eriyen antioksidanlardan farkli olarak plazma ve
dokuda 7-10 giin boyunca mevcudiyetlerini siirdiirerek gii¢lii antioksidan 6zelliklerinin

devamini saglarlar (16, 105)

2.5.1. Proantosiyanidinlerin Antioksidan Ozellikleri
Proantosiyanidinler indirgeyici ajanlardir ve bir elektron vererek SR’leri ortamdan
siipiiriirler. Uziim ¢ekirdeginden elde edilen ve igerisinde olduk¢a giiclii antioksidan

olan proantosiyanidinler bulunan bir¢cok farmositik iiriin basta Fransa olmak iizere
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Avrupa’da, vendz-lenfatik yetmezlik ve periferik kapiller permiabilite artist gibi

mikrosirkiilasyon bozukluklarinin tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir.

Proantosiyanidinlerin antioksidatif 6zelligi, oksidatif stresle karakterize hastaliklardaki
tedavi edici etkinligiyle 6l¢iilmiistiir. Proantosiyanidinlerin bu serbest radikal toplayici
(SRT) ve antioksidan etkinliklerini; sahip olduklar1 vazodilatr, antikarsinojenik,
antiallerjik, antienflamatuar, antibakteriyal, kardiyoprotektif, immiinostimiilan, antiviral
Ozellikleri ile bu teropatik etkilerin olusmasinda rol alan siklooksijenaz, fosfolipaz A2

ile lipooksijenaz inhibisyonu yaparak gosterirler (16, 108-110).

Bu 6zellikleri nedeniyle UCE igindeki proantosiyanidinler oksidatif stres ile hasara
ugrayan dokularin korunmasinda ¢ok etkilidirler. Sonugta proantosiyanidinlerin mevcut
bu 6zelliklerinden faydalanarak bu ajanlarin kullanildig: alanlarda bir o kadar fazladir.
Viicutta 6demin azaltilmasi, periferal dolasimin ve gdérme keskinliginin arttirilmast,
kardiovaskiiler hastaliklardan koruma, hiperkolestrolemi tedavisi, yumusak dokunun
stabilizasyonu, allerjik ve enflmatuvar cevabin azaltilmasi ile immiin sistemin

destklenmesi ve saglikli yasamin devaminin saglanmasi bunlardan bazilaridir (105).

Proantosiyanidinler gii¢lii antioksidan Ozellikleri ile oksidatif hasara neden olan
SR’lerin inhibisyonuna neden olduklar1 hem in-vivo hem in vitro caligmalarla
gosterilmistir. Uziim ¢ekirdeginin siiperoksit anyonlari siipiirme etkisi vit C, E ve diger
antioksidanlardan daha gii¢liidiir. Yapilan bir ¢calismada UCE ile vit C ve E’nin SRT
ozellikleri adma cesitli konsantrasyonlarda karsilastirilmistir. 50 mg/L UCE ile vit E
karsilastirildiginda; siiperoksit anyonu igin %84, hiroksil iyonu i¢in %98 UCE’nin daha
etkin oldugu; 100 mg/L UCE ile vit C karsilastirildiginda ise siiperoksit anyonu igin %
439, hiroksil iyonu i¢in % 575 UCE’nin daha fazla SRT etkinliginin oldugu
saptanmigtir. Sato ve arkadaslart ise UCE’nin peroksil iyonu icin etkinligini
inceledikleri ¢aligmalarinda miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturulan ratlarda
3 hafta boyunca 100 mg/kg verilen UCE takviyesinin dokuda &zellikle kardioprotektif
etki yarattigini vurgulamislardir (16, 111). Ray ve ark.” da ayni dozu daha kisa siire
uyguladiklar1 galismalarinda 9 giin boyunca giinliik 100 mg/kg UCE verdikleri yetiskin

farelerde kardiyotoksisiteyi onemli 6l¢iide azalttigin1 gosterilmistir (112).
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Bu ¢alismalarin disinda hiperkolesterolemik diyete 50 veya 100 mg/kg UCE eklenmesi
ile hamsterlarda aterosklerotik indekste sirasiyla % 50 ve % 63; total plazma kolesterol
diizeylerinde sirasiyla % 25 ve % 23, trigliserit seviyelerinde de sirasiyla % 10 ve % 34
oraninda azalma tespit etmislerdir (113). Yapilan in vitro bir ¢alismada da hiicre
kiiltiirleri {izerine sadece H202 ve UCE ile kombine H202 ile uygulanmistir. UCE
verilen Kkiiltiir ortamimnda H202 ile indiklenmis oksidatif hasarin %70’lere varan

oranlarda daha az oldugu gortilmiistiir (114).

Tiim bu ozelliklerinin yaninda ayrica Shenoy ve ark UCE’nin postmenopozal
kadinlarda 8 hafta boyunca 400 mg/gilin kullaniminin trombosit fonksiyonlari {izerine
yararlt etki gosterdigi (115); Balu ve ark. ise yaslanmaya bagli oksidatif stresin
olusturdugu noronal hasarda proantosiyanidinlerin oksidatif DNA hasarinin birikimini
inhibe ettigini gostermistir (116). UCE nin antikarsinojenik etkiniligine yonelik yapilan
bir ¢aligmada da farelerde proantosiyanidin aliminin hem ultraviole 1smlarinin neden
oldugu deri kanserini hem de malignite olusumunu Onlemede de etkili oldugu

goriilmistiir (117).

Literatiirde mikrovaskiiler hastaliklar ve UCE ile ilgili yapilan deneysel galismalarin
sonucunda proantosiyanidinlerin su 6zellikleri gosterilmistir: (105)

+ Ogzellikle serbest hidroksil radikallerine kars1 spesifiktir.

» Lipid peroksit iirlinleri ve SR’leri toplayabilmektedir.

* Selasyon yapici etkisiyle prooksidan etkili demir ve bakir gibi geg¢is metallerini

inaktive ederek oksidatif strese kars1 direnci artirirlar.

* Oksidan molekiillerin a¢iga ¢ikmasinda rol oynayan enzim aktivitelerini inhibe
ederler. Ornegin; SR olusumuna neden olan ksantine oksidaz enzimini

nonkompetatif inhibe ederler.

* Hiyaluronidaz, elastaz ve kollajenaz enzimlerini inhibe ederek; yumusak doku

yapisinin bozulmasi ve permeabilite artigini engellerler.

Biitin bu biyolojik belirteglerin cevabi1 ekstrenin dozuna baghdir ve aym
konsantrasyonda vit E, C veya beta-karotenle beslenenlerle kiyasla UCE’de daha giiclii

bir antioksidatif cevap olugsmaktadir (118).
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2.5.2. Proantosiyanidinlerin Metabolizma ve Toksisitesi

Besinlerdeki fenollerin absorbsiyonunu ve metabolizmasini belirleyen birincil faktor
kimyasal yapilaridir. Dimer, trimer ve tetramerik proantosiyanidinler diisiik molekiiler
agirliklt olup, su ve etanolde ¢oziiniirler ve diger suda eriyen antioksidan molekiillerden
farkli olarak plazma ve dokuda 7-10 giin siire boyunca bulunurlar. Bu o6zellikleri
proantosiyanidinler i¢in diger suda ¢Ozilinen antioksidan vitaminlere gore belirgin bir

avantaj saglamaktadir.

Midenin asidik ortami1 oral alinan flavonoid ve proantosiyanidinlerin parcalanmasi igin
uygun bir ortam degildir ve bu yiizden st gastrointestinal sistemden emilimleri daha az
gerceklesir. Alkol ve suda ¢oziiliip oral alindiginda ise emilimleri daha 1iyi
gerceklesmektedir. Monomer, dimer ve trimer yapilar kolona ulastiklarinda hizla
emilirler, fakat polimerler emilmezler ve kismen hiicre yiizeyine yapisirlar. Kolondaki
mikroflora ise bu yapilar1 diisiik molekiiler agirlikli aromatik bilesiklere g¢evirir ve
barsak liimeninden emildikten sonra glukronid ile baglanip serumda karacigere kadar

albiimin ile tasinir.

Karaciger polifenollerin metabolizmasindan sorumlu temel organdir ve burada
proantosiyanidinler metilasyon, dehidroksilasyon, oksidasyon, glukronik asitle veya
siilfatla konjiigasyon gibi biyotransformasyon reaksiyonlari ile metabolitlerine kadar
ayrilirlar. Bu ayrigsma sonrasi proantosiyanidinlerin maksimum konsantrasyona ulasma
siireleri 45 dakikadir ve yarilanma dmiirleri 5 saattir (16, 119). UCE bilesikleri tek doz

oral alimi1 sonrasinda bile hizli sekilde plazmada goriiliirler.

Proantosiyanidinler metabolitleri temel olarak idrar ve feces ile az oranda da
karbondioksit ile elimine edilirler. Ornegin tek doz 50 mg/kg oral uygulamadan sonra;
uygulanan dozun %70’1 ilk 24 saat i¢inde idrar ve %45°1 feges ile atilir. Temel idrar
metabolitleri hippiirik asit, etikkatekol ve m-hidroksifenilpropionik asittir. Onemli feces
metaboliti ise etikkatekol’diir. Temel safra metabolitleri ise; vanilik asit ve m-

hidroksifenilpropionik asittir (16, 119).

Proantosiyanidinlerin toksisite ve mutajenik etkilerine dair literatiirde bir¢cok calisma

yapilmistir. Yapilan toksik doz calismalarinda bu bilesiklerin yiiksek dozlarda (1400-
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1500 mg/kg/giin) bile toksik veya mutajenik herhangi bir etkisine rastlanilmamis ve

UCE uzun yillardir FDA onay ile besin takviyesi olarak kullanilmaktadir (16, 120).

Ayrica 1 yi1l gibi uzun bir siire boyunca erkek farelere gilinliik 100 mg/kg veya 6 ay
boyunca disi farelere 500 mg/kg UCE verilmesi sonucunda deneklerin hayati
organlarmin histolojisinde ve serum biyokimyasinda gozlenen bir yan etki olmadigi
belirtilmistir (121). Diger bir c¢alismada Yamakoshi ve ark. farelerin diyetlerine
agirlikca % 0.02, 0.2 ve 2 oranlarinda UCE ilavesi yapmis ve 90 giinliik deneme siiresi
boyunca deneklerde herhangi bir toksisite belirtisi gdzlemlenmemis bunun yaninda

UCE’nin pek ¢ok gidada kullanilabilecegi bildirilmistir (108).

UCE nin doz aralig1 genis ve giivenlidir ve oral alim dozu olarak 50-150 mg /giin ya da
1 mg/kg/giin 6nerilse de giinliik 300 mg onerenler de bulunmaktadir. Ancak hamilelerin
ve emziren bayanlarin kullanmasi nerilmemektedir. Bunun yaninda UCE’nin bilinen
herhangi bir ilag¢ reaksiyonu yoktur. Ancak, yapilan bazi in vitro ¢alismalarda platelet
agregasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Bu nedenle antiagregan ilaglarla birlikte

alinacag1 zaman dikkatli olunmalidir (108, 122, 123).

Daha once bahsedildigi gibi organizmada polifenollerin kiiciik bir kism1 absorbe edilir.
Ancak bu diisiik konsantrasyon degerinde dahi in vivo olarak giiclii antioksidan etki
gosterebilirler. Brannan ve ark. UCE’nin % 0.1 gibi diisiik konsantrasyonlarda bile kas
dokusunda SR’leri etkisiz hale getirebildigini belirlemislerdir (124). UCE’yi oral alinim
ve metabolizasyonlar1 sonrasi ¢esitli dokularda saptamak miimkiindiir. Literatlirde buna
yonelik proantosiyanidinlerin rat ve si¢anlarin beyin, endotel hiicresi, kalp, bobrek,
dalak, pankreas, prostat, uterus, ovaryum, meme bezleri, testis, mesane, kemik ve deri

gibi pek ¢cok dokusunda bulundugu saptanmistir (125).

2.6. Diisiik Doz Lazer Tedavisi

2.6.1. Lazerin Tanim ve Tarihsel Gelisimi

Lazer, Ingilizce “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”
kelimelerinin bas harfleri alinarak olusturulmus bir akronim kelimedir ve dilimize
cevrildiginde “Radyasyonun Uyarilmis Emisyonu ile Isigin Giiglendirilmesi” anlamina

gelmektedir. Isik, yiizyillar boyunca farkli medeniyetlerde terapétik ajan olarak
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kullanilmaktadir. Yunan antik doneminde giines 15181 hastalar1 tedavi edici olarak
uygulanmistir. Cinliler de cilt hastaliklarini1 ve hatta bazi psikozlar bile giinesle tedavi

etmeye ¢alismiglardir.

Lazer ile ilgili ilk teoriler 1864 yilinda Maxwell tarafindan, 1905 yilinda Plank
tarafindan Quantum teorisi ile ortaya atilmistir. Atomik yapi ile ilgili teoriler ise 1913
yilinda Bohr tarafindan ortaya konmustur. Giiniimiizde kullanilan lazerlerin ana
temelleri ise 1917 de Albert Einstein tarafindan atilmistir. Einstein, Isinimin Kuantum

Kurami adli ¢alismasinda ilk kez 151k fotonlarini kavramsal olarak agiklamistir (126).

Lazer cihazlarmin tarihsel gelisimi ise 1960’11 yillarda Maiman tarafindan ilk yakut
lazerin gelistirilmesi ile baslamistir. Takip eden yillarda lazer, tip ve dis hekimligi
alaninda hizla yayilan bir kullanim alani bulmustur. Sonrasinda Maiman, degisik tiir
lazerler tizerine de ¢alisarak 1961°de Helyum Neon (He-Ne) ve Nd: Yag lazeri, 1962°de
Argon lazeri ve 1964 yilinda da CO2 lazeri arastirmis ve uygulamaya koymustur.
Boylelikle cesitli lazer tipleri farkli dozlarda ve farkli tedavi prosediirleri gercevesinde
arastirmacilar tarafindan kullanilabilir hale gelmistir. Zamanla lazer teknolojisinin
gelisimiyle giiniimiizde artik daha genis tedavi spektrumu saglayabilecek ¢ok sayida

lazer cihazi tiretilmis ve hizmete sunulmustur (127, 128).

2.6.2. Lazer Ipggimin Ozellikleri

Isik bir elektromanyetik enerji formudur ve bu enerjinin temel yapi tasini foton
olusturur. Ayn1 zamanda 151k insan goziiyle goriilebilen ve goriilemeyen formu olan bir
enerji yayllimidir. Bu ag¢idan lazer 15181 ile goriiniir siradan 151k birbirlerinden kesin

cizgilerle ayrilirlar.

Normal sartlar altinda dogada bulunmayan lazer 15181, ayn1 dalga boyuna sahip, es
frekansli ve birbirine paralel hareket sergileyen fotonlardan meydana gelen,
yonlendirilebilir, bagdasik, giiclii bir 151k demetidir. Normal 1s1kta ise, 15181 olusturan
fotonlarin her biri farkli dalga boyundadir, birbirleriyle koordineli hareket etmezler ve
sacilim gosterirler. Odaklanamazlar ve giiglii bir foton enerjisine sahip degillerdir.
Siradan bir 151k bir prizmadan gegirilecek olursa, goriiniir spektrumdaki bir¢ok farkl
renkte 151k olarak birbirinden ayrilir. Bu monokromatik (tek renk) yapidaki lazer 15181

ise gorliniir veya goriinmez olabilmektedir. Lazer 1smm1 bu oOzelliklerinden baska
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kolimasyon, kohorent, gii¢ yogunlugu ve etkinlik gibi karakteristik &zelliklere sahiptir
(127, 129).

*Koherent (uyumluluk): Lazer 1s1n1 belli bir dalga boyunda ayni fazda bulunur ve
151n birbirine paraleldir (Sekil 14). Lazer 1sininin yayilimi sirasinda dalga sekli,

yiiksekligi ve derinligi bozulmaz ve bu lazerin 1in1nin ¢ok parlak olmasini dogurur.

*Kolimasyon ve diverjans (dogrusallik): Kolimasyon terimi ¢ikan 1sinin
paralelligini tarif eder. Lazer 1511 yiiksek derecede kolimasyon gdosterir ve ¢cok az
diverjans (sagilma) gosterir. Giines 15181 ya da elektrik ampulii gibi kaynaklar

cevreye daginik 1s1k verirler.

*Gii¢ ve giic yogunlugu: Lazer isilariin biiylik bir elektromanyetik alan giicii

vardir ve lazerin enerjisi istenilen sekilde ayarlanabilir ve yonlendirilir.

*Etkinlik: Lazer 15101 kaynaktan ¢iktig1 giicte herhangi bir kayba ugramadan hedefe
ulagir. Oysaki siradan bir ampulii ele aldigimizda aydinlatma 6zelliginin ortaya

konabilmesi i¢in etrafa ¢ok yiiksek miktarda 1s1 yaymaktadir.

Sekil 14: Lazer 1518min 6zellikleri a) Farkli renklerde ve dalga boylarinda giines 15181
dalgalar1 b) Monokromatik fakat koherent olmayan 1s1n ¢) Monokromatik ve koherent
lazer 1s1n1 (130)
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Lazer tarafindan iiretilen foton dalgalarini tanimlayan ti¢ 6nemli kriter vardir. Bunlardan
birincisi 15181 hizi, ikincisi 15181n bliylikligli yani dalganin tepe noktasiyla dip noktasi
arasindaki mesafedir. Dalga bilyiikliigii arttikca lazerin etkinligi yiikselir. Ugiinciisii ise

dalga boyu yani horizontal aks boyunca simetrik iki nokta arasindaki mesafedir.

Dalga boyuyla ilgili diger bir 6zellik frekansdir. Frekans saniyede salinim yapan
dalganin sayisinin bir dlgiimiidiir ve dalga boyuyla ters orantilidir. Diisiik dalga boyu
yani yiiksek frekanslardaki lazerler yiiksek enerji tasirken; yiiksek dalga boyu yani
disiik frekanstaki lazerler ise diisiik enerji tasirlar. Tim klinik olarak kullanilan

lazerlerin dalga boylar1 Sekil 15°da gosterilmistir.

.| Gorunur Gorinmez Termal Radyasyon n
Ultraviyole . Infrared
. 100 nm l3.‘50 nm l750 nm . 1000 nm I2000 nm l3000 nm
T T T 1§ T T
AlGaAs  Nd:YAG
800-830 nm 1064 nm ErYAG
Argen 2940 nm
488,514 nm CO,
InGaAs Ercryscg 10600 nm
980 nm 2780 nm

Sekil 15: Giinlimiizde tedavi amagli kullanilan dental lazerlerin elektromanyetik
spektrumdaki yerleri (131)

2.6.3. Lazer Doku Etkilesimi
Lazer doku etkilesimi, kullanilan lazerin dalga boyuna ve dokunun 6zelliklerine gore
birbirleriyle iligkili dort farkli etkilesimde gerceklesir (132). Bunlar Sekil 16’ da
gosterilmistir.

* Is181n bir kismi higbir etkiye yol agmadan doku iginde sagilim gosterir (sagilma)

* Diger bi kismi1 doku ylizeyinden yansir (refleksiyon)

« Kalan kisimlar1 doku tarafindan emilir (absorbsiyon) ve

* Derin dokulara ulasir (penetrasyon)
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LAZER ISINI

Yansima (reflection)

Absorbsiyon

Saglima (scattering)

DOKU

Dogrudan gegis (transmission)

Sekil 16: Lazerin doku tarafindan absorbsiyonu, dokudan dogrudan gegisi, yansimasi ve
sagilmasi (39)

Bu etkilesimler igerisinde emilim, hedef dokuda olmas1 kaydiyla en ¢ok istenilenidir.
Doku tarafindan emilen enerji miktari; pigmentasyon orani, su igerigi gibi dokunun
karakteristik 6zelliklerine ve lazerin dalga boyu ve emisyon modeline gore degisiklik

gostermektedir.

Emilimi etkileyen bir diger etken ise belirli dalga boyunda 15181 absorbe eden kromofor
olarak adlandirilan dokuya renk veren bilesenlerdir. Etkilesimin derecesi ayrica lazer
uygulanan dokunun bulundugu ortama da baghdir. Dokunun igerdigi sivi, hemoglobin
ve kan lazerin absorpsiyonunu etkiler. Ornek olarak o bélgede kan akiminin az olmasi
doku tarafindan absorbe edilen enerji miktarini azaltir. Genel olarak daha diisiik dalga
boylar1 (500-1000 nm) pigmente dokular ve kan elementleri tarafindan iyi emilir. Argon
lazer, hemoglobin tarafindan yiiksek oranda tutulur. Aksine Diyot ve Nd:YAG
lazerlerin ise melanine afinitesi daha yiiksek iken, hemoglobinle daha az etkilesimleri
bulunmaktadir. Daha yliksek dalga boylarinin ise su ve hidroksiapatit ile etkilesimleri
daha fazladir. Su icin en fazla emilim, dalga boyu 3000 nm’nin hemen altinda olan
Er:YAG lazerlerde gerceklesir ve ayn1 zamanda hidroksiapatitler tarafindan da iyi
absorbe edilirler (Sekil 17).
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Sekil 17: Cesitli doku bilesenlerinin ¢esitli dalga boylarindaki absorpsiyon egrileri
(131)

Ikinci etkilesim ise, absorbsiyonun aksine, lazer 1siginin hedef dokuda etki
olusturmaksizin dokudan dogrudan gegisidir. Bu 6zellik biiyiik oranda 1s181n dalga boyu
ile iligkilidir. Ornegin su; Argon, Diyot ve Nd:YAG gibi dalga boyu kisa lazerler igin
gecirgendir; oysa Er: YAG ve CO2 lazerler i¢in ise ylizeysel tabakalardaki doku sivilari
ve su yiiksek emilim gosterir ve bdylece ¢evre dokulara enerji iletimi diisiik diizeyde
kalir. Er: YAG lazerler 0,01 mm kadar bir penetrasyon gosterirken, 810 nm dalga

boyundaki diyot lazerler ise 10 mm’ ye kadar penetrasyon gosterirler (133).

Ugiincii etkilesim 15181n yansimasidir. Yansiyan 151k kendince yeni yonler alir ve hedef
dokuda etki gosteremez. Ciiriik tespiti i¢in kullanilan lazerler yansiyan 15181 toplayarak

calisir.

Dordiincii ve son etkilesim ise 15181n sacilmasidir. Bu etkilesim tipinde, sagilan 1s1ndan
dolayr istenilen miktarda enerji aktarimi saglanamaz ve yararli bir biyolojik etki
goriilemez. Sagilan 1sinlarin cerrahi alana komsu olan dokulara 1s1 iletimine ve buna

bagli olarak olusan istenmeyen termal hasarlara sebep olabilecegi bildirilmistir (133)
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2.6.4. Dis Hekimliginde Kullamilan Lazerler
Lazerler aktif ortamlarina, dalga boylarina, iletim sistemlerine, doku emilimlerine ve
klinik uygulama yontemlerine gore adlandirilirlar. Dis hekimliginde siklikla kullanilan

lazerleri siniflayacak olursak:

* Goriilebilir Isik Lazerleri (350-693 nm)
- Argon Lazerler (488 — 514 nm)
- Diyot Lazerler (800 — 980 nm)

» Kizil Otesi Lazerler (730 — 12,000 nm)

- Nd: YAG Lazerler (1,064 nm)

- Ho: YAG Lazerler (2,100 nm)

- Er: YAG ve Er, Cr: YSGG Lazerler (2,900 nm)
- CO2 Lazerler (10,600 nm)

Erbiyum Lazer (Er: YAG ve Er, Cr: YSGG Lazerler)

Iki farkli dalga boyuna sahip erbiyum lazer vardir. Er: YAG lazer 2940 nm dalga
boyunda iken, Er, Cr: YSGG lazer ise 2780 nm dalga boyundadir. Er: YAG lazer, aktif
ortam1 igerisine erbiyum yerlestirilen kat1 yitriyum aliiminyum garnet kristalinden
olusurken; Er, Cr: YSGG lazer ise aktif ortam olarak icerisine erbiyum ve krom
yerlestirilen yitriyum, skandiyum, galyum garnet kristalinden olusur. Her iki lazerin

dalga boyu, spektrumun noniyonize, gériinmez ve orta infrared kismindadir.

Er, Cr:YSGQG lazerler yalniz fiber optik iletim sistemine sahipken; Er:YAG lazerler ise
fiber optik kablo ile kullanilir. Fiber optik sistemlerin olusturulmas: giictiir ve
ergonomileri diger lazerlere oranla daha sinirlidir. Her iki lazer sistemi de serbest atimli
konumda 1s1ma yapar. Ayrica uygun cerrahi icin etkili hava sogutmas1 gerekmektedir.
Her iki lazer de yiiksek oranda su i¢cermesinden dolay1r yumusak dokuda kullanilabilir.
Ancak diger lazerler gibi koagiilasyon etkisine sahip degildirler. Bu tip lazerler 6zellikle
sert dental dokular ve hidroksiapatit i¢in en yiiksek emilim oranina sahiptir ve

dolayisiyla sert doku islemleri oldukga kolaydir.

Er: YAG lazerler dokuda fotoablasyon yaparak etki gosterir. Fotoablasyon etkisiyle sert

dokularin uzaklastirilmasinda dokulardaki mikro patlamalar ve erimeler meydana gelir.
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Ancak bu lazer grubunda cerrahi alana ulagsma zorlugunun yani sira, ¢evre dokulari
koruma amagli hava ve su spreyi gerekliligi ve bu uygulamanin amfizeme neden olma

olasilig1 unutulmamalidir (134, 135).

Nd: YAG Lazer

Nd: YAG lazerler aktif ortamlarinda yeryiiziinde ender olarak bulunan yitriyum ve
aliminyum elementleri ve neodmiyum iyonlarinin kombinasyonuyla olusan garnet
kristali bulunduran lazerlerdir. Kat1 aktif bir ortama sahip olan Nd:YAG lazer 1064 nm
dalga boyunda, elektromanyetik spektrumda goriinmez 1s18a yakin bir yerdedir. Bu
lazer yalniz serbest atim konumunda, mikro-saniyenin yiizde biri atim aralig1 siiresinde
calisir. Cok ince dokularda calisirken ¢evre dokularda 1s1 olusturmadan islem
yapilabilmektedir. Kiigiikk capli, esnek, ucu acik ve dokuya temas eden fiberlerle
kullanilir. Yumusak dokularin kesilmesi, koagiilasyonu sirasinda genellikle diger
lazerlere oranla daha fazla su sogutmasi ile ¢alisir ve iyi bir hemostaz saglar. Bu lazer
kaverndz hemanjiomalarin, vaskiiler malformasyonlarin tedavisinde basarili ve giivenli
bir sekilde kullanilmaktadir. Dis sert dokularindan ¢ok az emildikleri i¢in bu lazer grubu

ile dislere yakin yumusak bolgelerde giivenle ¢alisilabilir (131, 136).

CO2 Lazerler

CO2 lazerler aktif ortamlarinda CO2 gaz1 igermektedir. Dalga boyu 10.600 nm olup
elektromanyetik spektrumun sonunda yer alir. Iletim sistemi siirekli veya atiml
konumdadir. Minimal skar olusumuyla birlikte gii¢lii hemostatik ve bakterisidal etkisi
vardir. Yumusak dokuyu hizli bir sekilde kaldirabilir ve koagiilasyonda da
kullanilabilirler. CO2 hidroksiapatite en fazla absorbsiyonu olan lazerdir ve bu oran
erbiyumdan yaklagik 1000 kat daha fazladir. Bu nedenle, islem bdlgesine yakin sert
dokularin, lazer isinlarindan mutlaka korunmasi gerekir. Sert dokularda kullanimi

kisithidir (131, 137, 138).

Argon Lazerler

Kesintisiz veya atimli emisyon sekilleri olan, fiber optik iletim sistemli ve
elektromanyetik spektrumun goriiniir 151n boliimiinde olan tek cerrahi lazer grubudur.
Dis hekimliginde iki ayr1 dalga boyunda kullanilir. Biri 488 nm mavi renkli; digeri ise

514 nm mavi-yesil renklidir. 514 nm dalga boylu olan Argon lazerin en fazla emilimi,
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hemoglobin, hemosiderin ve melanin igeren dokularda gerceklesir. Bu nedenle yiiksek
hemostatik kapasiteye sahiptir. Akut enflamasyonlu periodontal hastaliklar ve
hemanjiyom gibi vaskiilarizasyondan zengin lezyonlar argon lazer tedavisi i¢in en
uygun endikasyonlardir. Mine ve dentinde zayif emilimi vardir. Bu 6zellik gingival
dokularin kesilmesi ve sekillendirilmesi sirasinda disin saglam dokularina zarar

verilmeden calisilmasina olanak saglar (139).

Diyot Lazerler

Aktif ortam1 aliiminyum olanlarda dalga boyu 810 nm olurken, indiyum olanlarda ise
980 nm’dir. Hem kesintisiz hem de atimli formda fiber optik sistemle iletilmektedir.
Diyot lazerler argon lazer gibi pigmente dokular tarafindan iyi emilirken, dis dokular
tarafindan daha az emilirler. Bu sayede argon lazerlere benzer sekilde ¢evre yumusak
dokulardaki cerrahi islemler dislere zarar vermeden yapilabilir. Ancak hemostaz

ozellikleri argon lazerde oldugu kadar iyi degildir.

En biiylik avantaji miikkemmel yumusak doku cerrahisi sunan kiiciik, portatif bir lazer
initesi olmasidir. Diyot lazerler argon lazerler gibi siirekli dalga emisyon modunda
calistiklar1 zaman hedef dokuda hizli 1s1 artigina neden olurlar. Bu yiizden operasyon
bolgesi hava ve su ile sogutulmali ya da lazerin ucu cerrahi alan iizerinde hafifce

hareket ettirilerek uygulanmalidir.

Diyot lazerlerin oral cerrahide kullanim alanlar1 oldukca genistir. Vaskiiler lezyonlarin
tedavisinde, yumusak doku kiiretajinda, periimplantitis tedavisinde, mukozal
insizyonlarda, fibrotik dokularin eksizyonunda giivenle kullanilmaktadir. Ayrica diyot
lazerler diisik doz lazer tedavisinde biostimiilasyon ve agr1 kontroliinde

kullanilabilmektedir (131, 140, 141).

2.6.5. Diisiik Doz Lazer Tedavisi

Diisiik doz lazer tedavisi (DDLT) literatiirde; terapotik lazer tedavisi, lazer ile
biyostimiilasyon gibi farkli sekillerde adlandirilir ve yapilan tedaviye biyostimiilasyon
veya biyomodiilasyon adi verilir. Bu tedavi seklinin 6zelligi, non-invaziv olmasinin
yanisira yara iyilesmesini hizlandirmasi, 6demi, enflamasyonu ve agriy1 azaltmasi,

kemik ve sinir rejenerasyonunu hizlandirmasi gibi etkilerinin bulunmasidir.

49



Bu acidan 6zellikle postoperatif yaralarin iyilesmesinde, agri tedavisinde, norolojide,
spor yaralanmalarinda, dermatolojik lezyonlarin tedavisinde, i¢ kulak rahatsizliklarinda
ve tibbin diger dallarinda basariyla kullanilmaktadir (140, 142). DDLT ile ilgili ilk
caligmalarda 632,8 nm dalga boyuna sahip He-Ne gaz lazerler kullanilirken, gliniimiizde
artik klinik uygulamalarda 635 nm, 810 veya 830 nm dalga boylu galyum arsenid veya
galyum aliiminyum arsenid diyot lazerler (GaAlAs) tercih edilmektedir.

2.6.5.1. Diisiik Doz Lazer Tedavisinin Etki Mekanizmasi

DDLT’nin mekanizmasi karmasiktir. Bu mekanizma goriiniir kirmizi ve infrarede yakin
dalga boyundaki 1siklarin hiicre iginde ve Ozellikle mitokondri membranindaki
fotoreseptorler tarafindan emilimi gercegine dayanir (143). Isigin hiicrenin 6zellikle
solunum zinciri bilesenleri tarafindan absorbsiyonuyla basta solunum zinciri ve
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) havuzu oksidasyonunda kisa
stireli aktivasyonuna neden olur ve boylece DDLT hiicre aktivasyonununda artisa yol

agar.

Oksidatif fosforilasyonun uyarilmasi, hiicre sitoplazmasinda ve mitokondride redoks
diizeyinde degisikligine neden olur. Elektron tagima zinciri ile ATP desteginin artmasi
sonucu hiicreye daha fazla destekleyici glic saglanir. Bu durum ayrica mitokondri
membraninin elektrik potansiyelinin ve sitoplazmanin alkalizasyonunun artmasi ile
niikleik asit sentezinin aktivasyonunda da rol oynar (141, 142, 144). DDLT’nin

kompleks olan bu etki mekanizmasi sonucu birgok biyolojik etkisi vardir. Bunlar: (140)

* Reseptor hassasiyetini azaltmasi

* Hiicre membranindaki potansiyeli degistirmesinden dolayr agriya toleransi
arttirmasi

+ Inflamasyon safthasini kisaltmasi

+ Doku ve damarlarda mikrosirkiilasyondaki oksijen tiiketiminin arttirilmasi

» Kollateral yeni damarlarin sayisini arttirmasi

* Hiicre i¢i 6demin 6nlenmesi ve azaltilmasi

+ Mikrofloradaki bakterisit etkisi

+ Immiin reaksiyonlarindaki baskilayici etkisi

* Hiicresel aktiviteyi arttirmasi ve hizlanmis intraseliiler metabolizma

» Kollajen ve fibroblast formasyonunu arttirarak yara iyilesmesini hizlandirmasidir.
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2.6.5.2. Dozaj ve Hesaplamasi
DDLT uygulamalarinda en énemli unsurlardan biri de optimum dozun uygulanmasidir.

Optimum doz ayarlamasinda ise su sekilde hesaplanir:

Verilen enerji (mJ) = Giig¢ (mW) x Zaman (sn)

Doz (J/cm2) = Verilen Enerji (J) / Uygulanan Alan (cm2)

Ornegin; 100 mW’lik bir lazerin 10 sn siireyle 0,5 cm2’lik bir alana uygulanmasi ile
100 mW x 10 s = 1000 mJ = 1 J enerji elde edilir. Verilen doz ise 1 J/ 0.5 cm2 = 2

J/cm2 olarak hesaplanir.

Lazer enerjisinin dokulara aktarilmasinda dokunun tiirii ve kalinligi da goz oniinde
bulundurulmalidir. Lazerin mukoza ve yag dokusundan iletkenligi fazla iken; kas
dokusunun yan1 sira; pigment ve hemoglobinden zengin dokulardan ise daha azdir. Bir
diger O6nemli hususta agik yaralar disinda DDLT’nin dokuya kontak konumda

uygulanmasidir.

2.6.5.3. DDLT’nin Kemik Tyilesmesine Etkisi

Literatiirde yapilan c¢alismalarda GaAlAs, He-Ne ve Argon lazerlerin kemik
rejenerasyonunu hizlandirict etkilerinin  oldugu gosterilmistir. DDLT’nin  kemik
iyilesmesi iizerine stimiile edici bu etkisi genel anlamda artmis vaskiilarizasyona,
hematomun absorpsiyonuna, makrofaj aksiyonuna, fibroblast proliferasyonuna, artmis
kondrosit ve osteoblastik aktiviteye baglanmistir (140). Kemik iyilesmesinde lazerin
iyilesme tizerine stimiilatif etkisi 6zellikle aktif osteogenezis ve osteoklastik aktivite

izerine olugmaktadir (145).

DDLT mitokondride ATP sentezini indiikler ve hiicresel ve dolasimsal motiliteyi artirir.
Ayn1 zamanda intersitisyel doku ve yiizeysel katmanlarda permeabilite artisini
gelistirmektedir. Tiim bunlar lenfatik akimda ve sonugta etkilenmis kemik igi
sirkiilasyonda da artmaya neden olmaktadir. Boylece DDLT nin kemik iyilesmesinde
iltihabi cevabi kisalttig1 ve erken donemde kemik olusumunu indiiklendigi bildirilmistir
(11). Bunun yaninda DDLT’nin kemigin erken iyilesme doneminde hiicre
proliferasyonu ve farklilagmamis osteoprogenitor hiicreler iizerine etkili oldugu da

bildirilmistir. Ancak arastirmacilar tarafindan iyilesmenin ge¢ donemlerinde uygulanan
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DDLT’nin kemik iyilesmesine olumlu bir katkisinin olmadig: diisiiniilmektedir (146-

148).

Diger bir goriise ise DDLT kemik iyilesmesi iizerine etkisini dogrudan degil de dolayh
yoldan gostermektedir. Buna gore lazer damarlanmayi ve antienflamatuar etkiyi
arttirarak aktif mediator salinimi1 ve mikrovaskiilarizasyonu artirmaktadir (132). Nicola
ve ark. kemigin yapisal Ozellikleri ve hiicresel aktivite lizerine DDLT nin etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda DDLT uygulanan kemikte operasyonu takip eden 5.glinde
kemik hacminde 6nemli derecede artis oldugunu, ayrica yine lazer grubunda 5. giinde
osteoklast ylizeyi, 15. giinde osteoblast yiizeyi ve 25. giinde osteoid hacminin konrol
grubundan fazla oldugunu bulmuslardir. Bu sonugla DDLT’nin kemik dokuda
iyilesmenin baslangi¢ sathasinda 6zellikle de osteklastlarin aktivitesi arttirdigi kanisina

varilmistir (10).

Barushka ve ark. rat tibialarinda bulunan defektlere He-Ne lazer uygulamasinin
iyilesme sahasinda osteoblast ve osteoklast populasyonunda artisa neden oldugunu ve
kemik iyilesme hizinin kontrol grubuna gore iki kat daha hizli oldugunu bildirmislerdir
(149). Diger bir ¢alismada 3 hafta boyunca her giin He-Ne lazer irradyasyonu
uygulanan farelerde kemik kiriklarinda daha siki bir ag yapisina sahip trabekiil olusumu
gozlenmis ve dolayisiyla kemik dokusunun daha hizli olustugu saptanmistir (150).
Glinkowski ve ark. ise farelerde deneysel olusturduklari tibia kiriklarina, DDLT
uygulayarak kirtk bolgesinde yeni olusan kemik dokusunu radyolojik yonden
incelemisler ve lazer uygulanmis grupta kontrol grubuna oranla daha yiiksek optikal

dansitede kemik olustugunu saptamiglardir (151).

DDLT kemikteki her tiirlii defektte ve ozellikle erken donemde uygulandig: taktirde,
osteoblastlar basta olmak {iizere hiicresel proliferasyonu ve alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesini stimule etmektedir (149). ALP kemigin normal gelisme ve tamiri siirecinde
kikirdak ve kemigin kalsifikasyonu i¢in 6nemli bir enzim olarak kabul edilmektedir.
Ozawa ve ark. 830 nm dalga boyunda GaAlAs lazer kullandiklar1 in vitro
caligmalarinda erken donemindeki lazer uygulamasinin hiicresel proliferasyonu, ALP
aktivitesini ve osteokalsin gen ekspirasyonunu kayda deger derecede stimiile ettigi

saptanmistir (152).

52



DDLT’nin kemik iyilesmesi tizerindeki etkisi ile ilgili ¢alismalar lazerin olumlu etkisini
gosterirken; bir kisim ¢alisma sonuglari ise DDLT nin klinik kullanilmadan 6nce daha

fazla deneysel ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir (153, 154).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu proje kapsamida Cumhuriyet Universitesi (C.U.) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 04.11.2013 tarihinde B.30.2.CUM.0.01.00.00-50/81, 399 say1 ile gerekli

izin alindiktan sonra ¢alismamizin deneysel kismi C.U. Deney Hayvanlar1 Uretim ve

Arastirma Laboratuarinda 48 adet Wistar Albino cinsi ortalama 350 + 50 gr agirliginda

yetiskin erkek sigan {izerinde gergeklestirildi.

3.1.

Kullanilan Arag ve Gerecler

Calismamizda kullanilan geregler sunlardir:

48 adet Wistar Albino cinsi ortalama 350 + 50 gr agirhi§inda yetigkin erkek sigan
48 adet 4 delikli mikroplak (Bahadir, Samsun, Tiirkiye)

192 adet 1 mm c¢apinda 4 mm boyunda mikrovida (Escomed, Adana, Tiirkiye)
Tornavida (Escomed, Adana, Tiirkiye)

0,8 mm ¢ap ve 5 mm boyda delici frez (Escomed, Adana, Tiirkiye)

Tasiabilir motor ve piyasemen (Escomed, Adana, Tiirkiye)

1 mm capinda fissiir piyasemen frezi (Escomed, Adana, Tiirkiye)

Kemik keskisi ve cerrahi ¢eki¢ (Kohler)

Ameliyat seti (bisturi sap1 #3, bisturi ucu #15, cerrahi disli penset, disli ekartorler,

periost elevatorii, presel, kivrik hemostat, portegii, cerrahi makas)

Agr1 kontrolii i¢in Rimadyl® flakon (Carprofen, Pfizer, Tiirkiye)
Enfeksiyon proflaksisi icin Novosef ® im. flakon 0.5 gr, 2 ml (Seftriakson

sodyum, Zentiva, Tiirkiye)

L]

L]

L]

L]

Genel anestezi i¢in Rompun® flakon (Xlazine HCL, Bayer, Tiirkiye),
Genel anestezi icin Ketalar® flakon (Ketamin HCL, Pfizer, Tiirkiye),
10 cc’lik insiilin enjektorleri

4,0 prolene dikis ipligi (Ethicon, Medikal-Turkey)

Formaldehit (% 10°luk formol)

Siyah liziim ¢ekirdegi (Calkarasi, Denizli, Tiirkiye)

Diisiik doz lazer cihazi (Fotona XD-2 diode laser, Fotona, Ljubljana,

SLOVENIA)

% 0.9 serum fizyolojik
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3.2. Cahsma Plam

Calismamizda sirasiyla; cerrahi islemler, cerrahi sonrasi bakim, hayvanlara UCE ve
DDLT uygulamalari, sakrifikasyon, biyokimyasal ve histomorfometrik incelemeler

gerceklestirildi.

Cerrahi islemler, cerrahi sonrasi bakim ve sakrifikasyon asamalari C.U. Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvarinda; iiziim ¢ekirdegi ekstresi elde edilmesi
ve hazirlanmas1 Gaziantep Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
laboratuvarinda; biyokimyasal incelemeler Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma Laboratuvarlarinda; histomorfometrik incelemeler Celal Bayar Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda
gerceklestirildi.

3.3. Deney hayvanlari ve gruplari

Hayvanlar, operasyondan 6nceki 1 hafta boyunca genel saglik durumu ve viicut agirlig
yoniinden takibe alindi. Bu siire zarfinda kilo kaybeden, genel sagliklar1 bozulan ratlar
calismadan cikartildi. Bunun sonucunda c¢alismada kullanilmak {izere segilen 48 adet
Wistar Albino cinsi, ortalama 350 + 50 gr agirliginda yetiskin erkek sigan deney stireleri
boyunca standart deney kafesleri igerisinde yem ve su kisitlamasi yapilmaksizin hayvan
odasinda (22-24 oC de, %55-70 nem, 12 saat aydinlik/karanlik oda) tutuldu. Ratlar
ameliyat sonrasi alt1 denek ayn1 metal kafesler i¢inde altlarinda kuru talas olacak sekilde
0zel odalarinda suya ve standart sican yemine rahatlikla ulasabilir durumda

barmdirildilar. (Resim 1)
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Resim 1: Ratlarin gruplandirilarak kafeslere yerlestirilmesi

3.3.1. Deney Hayvanlarinin Siniflandirilmasi

ml

Denekler rastgele secilerek Uziim ¢ekirdegi ekstresi, Diisiik doz lazer tedavisi, Uziim

cekirdegi ekstresi + Diisiik doz lazer tedavisi ve Kontrol olmak tizere 4 ana gruba

ayrildi. Bu gruplar da kendi igerisinde 7 ve 21. giin olarak iizere 2 alt gruba daha

ayrilarak toplamda her grupta 6’sar rat olacak sekilde 8 grup olusturuldu (Tablo 5).

Tablo 5: Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi

Grup Kod | Alt gruplar
Kontrol grubu | K7 Grup 1: Kontrol grubu- 7. giin
K21 Grup 2: Kontrol grubu- 21. giin
Deney grubu | E7 Grup 3: Deney grubu, Ekstre- 7. giin
(Ekstre) E21 Grup 2: Deney grubu, Ekstre- 21. giin
Deney grubu | L7 Grup 2: Deney grubu, DDLT- 7. giin
(DDLT) L21 Grup 2: Deney grubu, DDLT- 21. giin
Deney grubu EL7 Grup 2: Deney grubu, Ekstre + DDLT- 7. giin
(Ekstre+DOLT) e 51 [ Grup 2: Deney grubu, Ekstre + DDLT- 21, gin
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3.3.2. Gruplara Gore Calisma Teknikleri
Tiim hayvanlara ayn1 cerrahi prosediir ve cerrahi sonrast bakim uygulandi. Tiim kontrol
ve deney grubundaki ratlarda kirigin olusturuldugu giin 0. giin olarak kabul edilmistir.

Belirlenen ana ve alt gruplar asagidaki gibidir:

1. Kontrol Grubu (K7-K21): Bu gruptaki dencklere g¢alismanin standardizasyonu
acisindan sakrifiye edilene kadar orogastrik yolla 1 cc serum fizyolojik verildi ve

denekler 7.ve 21. giinlerde sakrifiye edildi.

2. Deney grubu, Ekstre (E7-E21): Bu deney grubundaki hayvanlarmna ilk ekstre
uygulamasi operasyondan 1 saat once verilmis olup toplamda 7 ve 21 giin siireyle
orogastrik yolla 300 mg/kg/gilin iizlim ¢ekirdegi ekstrat1 verildi ve denekler 7. ve 21.
giinlerde sakrifiye edildi.

3. Deney grubu, DDLT (L7-L21): Bu gruptaki deneklere cerrahi islemin yapildigi giin
baslamak lizere 48 saat araliklarla 7 ve 14 giin siireyle kirik hatti boyunca 2 farklh
noktaya 0.3 W c¢ikis giliciinde, devamli ¢alisma modunda GaAlAs Diode lazer ile (810
nm, model; Fotona XD-2 diode laser, Fotona, Ljubljana, SLOVENIA) ve her bir
noktaya 25 sn olacak sekilde (50 sn) 23 J/cm2 dozda cilde temas ettirilerek uygulandi
ve denekler 7. ve 21. giinlerde sakrifiye edildi.

4. Deney grubu, Ekstre + DDLT (EL7-EL21): Bu deney grubundaki hayvanlarina ilk
ekstre uygulamasi operasyondan 1 saat once verilmis olup toplamda 7 ve 21 giin siireyle
orogastrik yolla 300 mg/kg/giin liziim ¢ekirdegi ekstrat1 verildi. Bununla birlikte cerrahi
islemin yapildigr giin baslamak {izere 48 saat araliklarla 7 ve 14 giin siireyle kirik hatti
boyunca 2 farkli noktaya 0.3 W c¢ikis giiciinde, devamli ¢alisma modunda GaAlAs
Diode lazer ile (810 nm, model; Fotona XD-2 diode laser, Fotona, Ljubljana,
SLOVENIA) ve her bir noktaya 25 sn olacak sekilde (50 sn) 23 J/cm2 doz cilde temas
ettirilerek uygulandi ve denekler 7. ve 21. giinlerde sakrifiye edildi.

3.4. Cerrahi yontem ve Postoperatif Bakim

Deneklere intraperitonal 70 mg/kg ketamin ve 13 mg/kg ksilazin enjekte edilerek genel

anestezi saglanmistir. Deneklerin sag yanak bolgesi tiraglanip antibakteriyel iyot
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soliisyonu ile silinmis ve bdylece denekler cerrahi igsleme hazir hale getirilmistir (Resim
2).

Resim 2: Operasyon Oncesi goriiniim

Deneklerin sag mandibulalarinda yaklagitk 20 mm wuzunlugunda On-arka ydnde
submandibiiler insizyon yapilmistir (Resim 3a). Cilt alti dokular foramen mentale
bolgesinden baglanarak kiint bir sekilde diseke edilmis ve sonrasinda yumusak dokular
ekarte edilmistir. Takiben periostun siyrilmasiyla mandibulanin dis yiizeyine
ulasilmistir. Bu bolgede masseter kasi ekarte edilerek kasin linea obliqua externaya

yapisma yeri goriiniir hale getirilmistir (Resim 3b).
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Resim 3: a) Sag mandibulada anterio-posterior yonde yapilan insizyon, b) Diseksiyon
sonras1 mental sinir ve masseterin linea obliqua externaya yapisma yeri

Sonrasinda masseterin bu yapisiklig1 insize edilerek serbestlestirilmis, periost elevatorii
ve digli ekartorler yardimiyla ramus mandibula yoniinde masseter ekarte edilerek

mandibulanin korpus ve ramusuna ulagilmigtir. Opere edilecek alan rahatlikla goriiniir
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hale getirildikten sonra serum fizyolojik irrigasyonu altinda tur motoru piyasamenine
takilan 0,8 mm ¢apinda, 5 mm boyunda delici titanyum frez ile linea obliga externanin
yaklagik 1 mm posteriorundan mikroplagin 6nden ikinci deligi hizasina denk gelecek

sekilde mandibulada mikrovida yuvasi hazirlanmistir (Resim 4).

Resim 4: Mandibulada rehber mikrovida deliginin hazirlanmasi

1 mm ¢apindaki mikrovida ile 4 delikli mikroplak bu rehber noktadan kemige gevsekge
adapte edilmistir. Bu sekilde mikroplakta istenen hareketsizlik elde edilerek diger 3
mikrovida yuvast da yine titanyum delici frez ile serum irrigasyonu altinda
hazirlanmistir. Sonrasinda mikroplagin 6nce en posteriordaki, sonra en anteriordaki ve
son olarakta kalan yuvaya sirastyla 1,0 mm ¢ap ve 4,0 mm uzunlugundaki mikrovidalar

cok sikistirllmadan gevsek bir sekilde adapte edilmistir (Resim 5).
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Resim 5: Plagin gevsek sekilde yerlesimi

Bunu takiben mandibulada premolar ile molar digler arasindan baslayip vertikal yonde
korpus mandibulanin alt kenarma kadar dikey bir kortikomi hatt1 olusturacak sekilde
rehber oluklar hazirlanmistir (Resim 6). Ardindan mandibulanin medial duvari ve ¢evre

yumusak dokular korunarak frez yardimiyla bu oluklar birlestirilmistir (Resim 7).

Resim 6: Rehber oluklarin olusturulmasi
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Resim 7: Kirik hattinin freze edilmesi

Son olarak kortikotomi hatti rehber alinip cerrahi keski yardimiyla kemikte tam bir kirik
hatt1 olusturulmustur. Segmentlerin birbirinden tamamen ayrildigi goriildiikten sonra

mikroplak mikrovidalar sikistirilarak kemige rijit bir sekilde tespit edilmistir (Resim 8).

Resim 8: Gevsek konumlu mikroplagin tam kirik sonrasi sabitlenmesi
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Ameliyat sahas1 serum fizyolojik ile yikandiktan ve herhangi bir yabanci cisim veya
doku artig1 kalmadigindan emin olduktan sonra masseter kasn lifleri 5,0 katgiit; cilt ise

4,0 propilen dikislerle kapatilmistir (Resim 9).

Resim 9: Operasyon sahasinin propilen dikisler ile kapatilmasi

Kirik iyilesmesinde gecikmeleri dnlemek amaciyla tiim deneklerde cerrahi asamada

gereginden fazla periosteum ve yumusak doku siyrilmamasina dikkat edilmistir.

Post-operatif bakim

Postoperatif erken donemde metal kafeslerde uyanma odasina alinan tiim denekler olasi
komplikasyon gelisimi agisindan yakin takip edilmistir. Ayrica agr1 kontrolii amaciyla
operasyondan hemen sonra ve giinde bir kez olmak iizere Carprofen (Rimadyl® flakon)
ve enfeksiyon profilaksisi amaciyla 5 giin boyunca giinde bir kez olmak {izere
Seftriakson sodyum (Novosef® i.m.) uygulanmistir. Cenelerindeki kirik nedeniyle ilk 7
giin sadece yumusak diyet (kek) ve su ile beslenen hayvanlar birinci haftadan itibaren
normal diyetleriyle beslenmeye baslanmistir. Sonrasinda yem olarak standart rat pelet

yemi kullanilmistir. Ayrica ¢alisma siiresince tiim deneklerin kilo takibi yapilmistir.
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3.5. Uziim Cekirdegi Ekstresinin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan kara tiziim ¢ekirdegi (Vitis vinifera L.) Calkarasi cinsi olup
Denizli ilinden Agustos 2012 yilinda toplanmistir. Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii laboratuvarinda saglikli tohumlar segilerek kurutulmus ve
mekanik parcalayicida kiiciik parcalar haline getirilmistir. Par¢alanan tohumlar 100’er
gram tartilarak Soxhlet Cihazinin (Gerhardt EV 14) kartuslarina yerlestirilmistir.
Soxhlet cihazinda her kartus i¢cin 500 mL saf etil alkol (Merck) ile 50-60 °C’de 6 saat
Oziitlemeye tabi tutulmustur. Elde edilen 6ziitler Whatman no: 4 ile filtre edildikten
sonra yiksek vakum altinda Rotary Evaporatorde (Heildolph Heizbad HB Digit)
40°C’de yogunlastirilmistir. Elde edilen oziitler +4°C’de deney baslayana kadar

muhafaza edilmistir.

3.5.1. Ekstrenin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi
UCE 1 ml serum fizyolojikte 100 mg olacak sekilde seyreltilerek orogastrik gavaj igin
hazir hale getirilmistir (Resim 10).

Resim 10: a) Uziim ¢ekirdegi ekstresi b) Orogastrik gavaj uygulamasi
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3.6. Diisiik Doz Lazerin Uygulanmasi

Calismamizda 810 nm, dalga boyunda Fotona XD-2 diode laser, Fotona (Fotona,
Ljubljana, SLOVENIA) 0.3 W c¢ikis giiciinde, devamli ¢aligma modunda GaAlAs
Diode lazer ile kirik hatti boyunca iki noktaya ve her bir noktaya 25 sn olacak sekilde
(50 sn) 23 J/em2 doz cilde temas ettirilerek uygulanmistir (Resim 11). Lazer
uygulamasinda ilk doz cerrahi uygulamadan hemen sonra baslanarak standardizasyonun

saglanmasi acisindan her 48 saatte bir ayni saatte uygulanmistir.

Resim 11: DDLT uygulamast

3.7. Sakrifikasyon

Calismanin sonlandirilacagr 7. ve 21. giinlerde ratlar 6tenazi edilmeden Once viicut
agirliklar tartilmistir. Tlim gruplardaki ratlar i.m. 45 mg/kg ketamin hidrokloriir ve 2,5
mg/kg xylasin hidrokloriir ile genel anestezi altina alinmis ve daha sonra deneklerden
intrakardiyak kan alinmistir. Takibinde tiipler 10 dakika x 4000 g’de santrifiije edilmis
(Resim 12) ve elde edilen serum oOrnekleri laboratuar incelemesine kadar -80 C°’de
saklanmistir. Sakrifikasyondan sonra yumusak dokular diseke edilerek tiim mandibula
cikartilmis ve mandibulalar orta hatlarindan ikiye ayrildiktan sonra kirik taraftaki
miniplak ve vidalar sokiilmiistiir. Cikarilan dokular daha sonra % 10’ luk formol igine

konulmustur.
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Resim 12: Intrakardiyak kan alim1 ve santrifiiye edilmesi

3.8. Klinik inceleme

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra sag mandibulalar1 TME ve simfiz bolgelerinden

ayristirildi. Mandibula {izerindeki kaslar ve diger yumusak dokular plak ve vidalara

zarar vermeyecek sekilde uzaklastirilarak kirik hattinin klinik agidan degerlendirilmesi

yapildi (155).

Kirik hattinda iki planda (6n-arka ve yan) hi¢ hareket olmamas1 tam kaynama (2 puan),

bir planda hareket olmasi orta derecede kaynama (1 puan), her iki planda hareket olmasi

kaynamama (0 puan) olarak yorumland1 (Tablo 6).

Tablo 6: Klinik olarak kallus dokusunun degerlendirilmesi

Skor Kirik bélgesindeki klinik bulgular
0 Kaynamama (her iki planda hareket olmasi)
1 Orta derecede (tek planda hareket olmasi)
2 Tam kaynama (hi¢ hareket olmamasi)
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3.9. Biyokimyasal Inceleme

Serum Orneklerinden total oksidan (TOS), total antioksidan (TAS) seviyeleri ve
oksidatif stres indeksi (OSI) olgiimleri yapildi. Biyokimyasal analizler Gaziantep

Universitesi Biyokimya Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.10. Histolojik ve Histomorfometrik Incelemeler ve Orneklerin Hazirlanmasi
Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Gruplardan elde edilen ornekler % 10’luk formalin soliisyonu i¢inde 48 saat tespit
edildi. Ornekler EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) soliisyonu igerisinde (100 ml 0.1
M fosfat tamponda ¢oziinmiis pH: 7.1) 2 giinde bir degistirilerek, + 4°C‘de 8 hafta
siireyle, kontrol edilerek dekalsifiye edildi. Distile su ile yikanan ornekler, derecesi
giderek artan alkol serileri ile dehidratasyonu takiben, ksilen ile seffaflastirma islemi
uygulandi ve sonrasinda parafine gomiilerek parafin bloklar elde edildi. Uygulanan

parafin doku takip protokolii Tablo 7°de gdsterilmistir.

Tablo 7: Parafin takip protokolii

Islem Kullanilan Madde Siire
A. Tespit % 10 Formalin 48 Saat
B. Dekalsifikasyon Edta0.1 M 5 Hafta
B. Dehidratasyon % 50 Alkol > Saat
% 60 Alkol Y5 Saat
% 70 Alkol Y, Saat
% 80 Alkol Y5 Saat
% 90 Alkol 1 Saat
% 95 Alkol 1 Saat
% 100 Absolii Alkol 1 Saat
C. Seffaflastirma Alkol: Ksilen (1:1) Y, Saat
Ksilen 1 Saat
Ksilen 1 Saat
D. Infiltrasyon (60°c Etiivde) | Ksilen-Parafin (1:1) Y Saat
Parafin 1-1: 2 Saat
E. Gomme Parafin
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Bloklardan alinan 5 um kalinliktaki seri kesitler histolojik degerlendirme igin, 1 gece
60° etiivde ve 1 saat ksilende deparafinize edildikten sonra, rehidratasyon islemi
uygulanarak hematoksilen-eozin (Surgipath, 01562E, 01602E, Peterborough, UK) ile

boyandi. Uygulanan hemotoksilen-eozin boyama protokolii Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8: Hematoksilen-eozin boyama protokolii

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°c Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 Dakika

Ksilen 30 Dakika
Rehidratasyon % 95 Alkol 2 Dakika
% 80 Alkol 2 Dakika
% 70 Alkol 2 Dakika
% 60 Alkol 2 Dakika
Yikama Akar Su 5 Dakika
Boyama Hematoksilen 3 Dakika
Yikama Akar Su 5 Dakika
Diferansiasyon Asit-Alkol 1-2 Saniye
Yikama Akar Su 5 Dakika
Boyama Eozin 2 Dakika
Yikama Akar Su 5 Dakika
% 80 Alkol 1 Dakika
% 95 Alkol 1 Dakika
Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan

Ayrica kesitlerin bir kism1 yine 1 gece 60° etiivde ve 1 saat ksilende deparafinize

edildikten sonra, rehidratasyon islemi uygulanarak Mason Trikrom (HT15, Sigma) ile

Tablo 9’da yer alan protokolii kullanilarak boyandi.
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Tablo 9: Mason trikrom boyama protokolii

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°c Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 Dakika
Ksilen 30 Dakika
Rehidratasyon % 95 Alkol 2 Dakika
% 80 Alkol 2 Dakika
% 70 Alkol 2 Dakika
% 60 Alkol 2 Dakika
Yikama Akar Su 5 Dakika
Mordantlama Bouin Solusyonu 15 Dakika
Yikama Akar Su 5 Dakika
Boyama Weigert Demirli 10 Dakika
Hematoksilen
Yikama Akar Su 10 Dakika
Boyama Biebrich Scarlet-Asit 5 Dakika
Fuksin
Yikama Distile Su 10 Dakika
Boyama Fosfotungstik/ 5 Dakika
Fosfomolibdik Asit
Boyama Anilin Mavisi 5 Dakika
Mordantlama % 1’1lik Asetik Asit 2 Dakika
Yikama Distile Su 5 Dakika
Dehidratasyon % 96 Alkol Hizli Gegilir
% 100 Alkol 3 Dakika
% 100 Alkol 3 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan
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3.10.1. Histopatolojik ve Histomorfometrik Degerlendirme

Bu ¢alismada, ratlarin mandibulalarinda olusturulan kirik iyilesme modelinde kontrol,
ekstre, lazer ve lazer + ekstre birlikte uygulanmak (her bir ana grup=12) iizere 4 ana
grup altinda degerlendirme yapilmistir. Her grup kendi igerisinde 7. ve 21. giin olmak

tizere alt gruplara ayrilarak histopatolojik olarak incelenmistir.

Tim gruplarin kesitlerinde kemik kirik alani, fibréz ve bag doku, kikirdak doku ayrica
yeni ve olgun kemik olusumlar1 agisindan inceleme yapildi. Gruplarda mandibulada
olusturulan kirik iyilesmesi 7. ve 21. gilinlerde histolojik diizen, fibréz doku, kikirdak,
yeni kemik ve olgun kemik olusum oranlarmma goére Huo ve arkadaslarinin Onermis

oldugu skala kullanilarak degerlendirildi (Tablo 10)(156).

Tablo 10: Histolojik degerlendirilmesinde kullanilan skorlama sistemi

Grade 1 Fibr6z doku

Grade 2 Agirlikli fibroz doku, az miktarda kikirdak

Grade 3 Esit oranda fibroz ve kikirdak doku

Grade 4 Agirlikl kikirdak doku, az miktarda fibroz

Grade 5 Kikirdak doku

Grade 6 Agirlikl kikirdak doku, az miktarda immatiir kemik

Grade 7 Esit oranda kikirdak ve immatiir kemik doku

Grade 8 Agirlikli immatiir kemik, az miktarda kikirdak doku

Grade 9 Immatiir kemik ile kirik iyilesmesi

Grade 10 | Matiir kemik ile kirik iyilesmesi

Ayrica tiim gruplarda kirik bolgesinde iyilesmeye bagli olarak olusan bag doku
elemanlar1 asagidaki sekilde incelenerek skorlama yapilmistir. X 400’lik biiyiitme
alaninda kapiller sayist ve genisligi, enflamatuar hiicre sayisi, aktif fibroblast hiicre
sayisi, kollajen lifler ve osteoblast sayisi asagida Tablo 11°de belirtildigi sekilde

skorlanmuistir.
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Tablo 11: Histolojik degerlendirme kriterleri

X400 Kapiller Enflamatuar | Fibroblast | Kollajen | Ostoblast
biiyiitmede sayis1  ve | hiicre Sayisi Lifler Sayist

birim alanda | genisligi

1: az 1: az 1-30 :1 | 1:normal | 1:1-10
2: orta 2: orta 30-60: 2 | 2: orta 2:10-20
3: artmis 3: artmis >60 :3 |3:artmis | 3:>20

3.11. istatistiksel Yontem

Stirekli degiskenlerin normal dagilima uygunluk kontroliinde Shaphiro wilk testi
kullanilmustir. Ikiden fazla bagimsiz grubun karsilastirilmasinda normal dagilima sahip
degiskenler i¢in tek yonli ANOVA ve LSD c¢oklu karsilastirma testleri, normal
dagilima sahip olmayan degiskenler icin Kruskal Wallis testi ve Dunn c¢oklu
karsilagtirma testlerinden faydalanilmistir. Tek yonli ANOVA’da varyansin
homojenitesi Levene testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS
Windows versiyon 22.0 paket programi kullanilmis ve p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gozlemsel Bulgular

Calismamizda uyguladigimiz cerrahi yontem tiim hayvanlar i¢in standart tutulmus olup,
deney siiresince ve postoperatif donemde belirgin bir komplikasyona rastlanilmamaistir.
Yapilan klinik degerlendirme sonrasinda ratlarin tamaminin cerrahi operasyonu genel
olarak iyi tolere ettikleri gozlenmistir. Deneklerin higbirinde, kullanilan mikrovidalarda
gevseme gozlenmemistir. Cerrahi bolgesinde herhangi bir enfeksiyon bulgusu veya
yarada tekrar acilma gozlenmedi. Ancak buna karsin, kontrol ve deney gruplarina ait
baz1 deneklerde dudak komissurasina en yakin yerlestirilmis mikrovidanin bulundugu
kisimda cilde dogru hafif diizeyde ac¢iklik oldugu gézlenmistir. Antiseptik ve pansuman
yapilmasiyla aciklik hizli bir sekilde zamanla kapanmistir. Tiim denekler cerrahi sonrasi
donemi rahat bir sekilde gecirmis, cerrahi veya anestezi sirasinda, postoperatif donemde
olen veya cesitli sebeplerden dolayr ¢alisma disina alinan herhangi bir hayvan

olmamustir.
4.2. Viicut Agirhklar

Tiim gruplardaki ratlarin deneyin basladigi ve bittigi giinlerde o6lgiilen viicut agirlik
degerlerinin istatistiksel degerlendirmesi yapilmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir
(Tablo 12).

Tablo 12: Baslangig agirlik ve deney sonu agirlik kargilastirmalart

Gruplar | n Agirhik P
Degisimi (g)
K7 6 -38.5 0,006*
E7 6 -59,66 0,001*
L7 6 -35,34 0,001*
EL7 6 -48,83 0,001*
K21 6 -4,17 0,655
E21 6 +7,34 0,588
L21 6 -28,33 0,070
EL21 6 -9 0,030*
Toplam | 48 -27,06
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Her bir grubun preoperatif ve postoperatif agirlik degerleri kendi icinde
karsilastirilmistir. Yapilan varyans analizinde, 7. giin gruplarindan K7 (0,006), E7
(0,001), L7 (0,001) ve EL7 (0,001) gruplariin hepsinde islem 6ncesi ve sonrasi agirlik
degisimleri agisindan istatistiksel anlamli fark vardi yani gruplarin hepsinde istatistiksel
olarak anlamli kilo kayb1 meydana gelmistir. 21. giin gruplarindan ise igslem Oncesi ve
sonrast agirlik degisimleri acisindan sadece EL21 (0,03) grubunda istatistiksel bir kilo
kayb1 oldugu belirlenmistir. Ancak K21, E21, L21 gruplarinin islem 6ncesi ve sonrasi
arasinda agirlik degisimleri agisindan istatistiksel fark bulunamamuistir. Tim gruplar
icerisinden sadece E21 grubunda kilo artis1 tespit edilirken diger gruplarin tamaminda

kilo kayb1 goriilmiistiir.

Caligmanin sonunda kontrol ve deney gruplari arasinda birbirleriyle yapilan agirlik farki

karsilastirilmasinda Tablo 13’°da gosterilmistir. Buna gore;

Tablo 13: Deney sonunda gruplar arasindaki agirlik farklarinin karsilagtirilmasi

P=0.001 K7 E7 L7 EL7 K21 E21 L21 | EL21
K7 1,000 | 1,000 | 1,000 0,688 |0,384 | 1,000 | 1,000
E7 1,000 1,000 | 1,000 0,009* | 0,003* | 1,000 | 0,023*
L7 1,000 | 1,000 1,000 |[0,766 |0,431 | 1,000 |1,000
EL7 1,000 | 1,000 |1,000 0,053 | 0,025 | 1,000 |0,120
K21 0,688 | 0,009* | 0,766 | 0,053 1,000 | 1,000 | 1,000
E21 0,384 |0,003* | 0,431 | 0,025* | 1,000 1,000 | 1,000
L21 1,000 |1,000 |1,000 |1,000 |1,000 | 1,000 1,000

EL21 | 1,000 |0,023*|1,000 |0,120 |1,000 |1,000 | 1,000

* p<0.05

7. glin gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda gruplarin hicbirinde istatistiksel anlamli
bir fark bulunamamustir. (p>0,05) Benzer bir sekilde 21. giin gruplarinda da birbirleriyle
karsilastirildiginda higcbirinde istatistiksel anlamli bir fark bulunamamaistir. (p>0,05)

7.ve 21. giin gruplan birbirleri ile karsilastirildiginda ise;

« E7 ile K21, E21 ve EL21 gruplan arasinda E7 grubunun aleyhine anlamli bir
kilo kaybi1 olusmustur.

73



 EL7 ile sadece E21 grubu arasinda EL7 grubunun aleyhine anlamli bir kilo

kaybi olusmustur.
« K7, L7 ve L21 gruplarinin diger gruplarla karsilastirilmasinda anlamli bir fark

bulunamamustir.

4.3. Klinik inceleme Bulgular:

Gruplarin sakrifikasyon sonrasi kaynamanin klinik agidan degerlendirilmelerine ait

ortalama degerleri Tablo 14’da gosterilmistir.

Tablo 14: Gruplarin klinik inceleme skorlari

n K7 E7 L7 EL7 K21 E21 L21 EL21
1 0 1 2 1 1 2 1 2
2 1 1 1 2 1 1 2 1
3 0 2 2 1 2 2 1 2
4 0 1 1 1 1 2 2 2
5 1 2 2 2 1 2 2 2
6 0 1 1 1 2 2 2 2
Ortalama | 0,33 1,33 1,5 1,33 1,33 1,83 1,66 | 1,83

7. glin gruplar arasinda her iki planda hareketsizlik agisindan en iyi skorlar L7 grubuna
ait iken; E7 ve EL7 gruplarn birbirine benzer bulgulara; K7 grubunun ise en koti

skorlara sahip oldugu bulunmustur.

21. giin gruplar arasinda ise en iyi skorlar E21 ve EL21 gruplarina aitken; bunlari
sirastyla L21 ve K21 gruplan izlemekteydi. Ayrica K21 grubunun 3 haftada elde
edebildigi ortalamaya; E7, L7 ve EL7 gruplarinin l.haftanin sonunda sahip oldugu

tespit edilmistir.
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

7. glin gruplar1 arasinda TAS degerleri bakimindan anlamli farklilik go6zlenirken
(0,042%); TOS ve OSI degerleri bakimmndan gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmamustir. (p>0,05) 7. giin gruplarinin TAS, TOS ve OSI degerlerine ait ortalama,
standart sapma degerleri ve istatistiksel farkliligi Tablo 15 ve Sekil 18’ de gosterilmistir.

Tablo 15: K7, E7, L7 ve EL7 gruplarinin TAS, TOS ve OSI degerlerine ait ortalama,
standart sapma degerleri ve istatistiksel farkliliklar

Ortalama deger + Standart sapma
K7 (n=6) E7 (n=6) L7 (n=6) EL7 (n=6) p
TAS 1,03+0,14 1,09+0,2189 | 0,85+0,13% 0,89+0,10% |0,042*
TOS | 53,61 + 20,37 62,03+ 17,31 35,70+ 15,73 | 41,05+21,38 |0,097
oSi 5,06 +£1,29 6,09 + 1,32 4,07+1,14 4,42 +1,70 0,092

* p<0.05 (TAS degeri i¢in gruplar arasi degerlendirme)
1 K7 ile diger 7. giin gruplan karsilastirildiginda p<0.05
1 E7 ile diger 7. glin gruplan karsilastirildiginda p<0.05
§ L7 ile diger 7. gilin gruplan karsilastirildiginda p<0.05
Y EL7 ile diger 7. gilin gruplan karsilastirildiginda p<0.05

7. giin gruplar1 arasinda TAS, TOS ve OS] degerleri agisindan;

* E7 grubuile L7 (p=0,014) ve E7 grubu ile EL7 (p=0,037) gruplar1 arasinda TAS
degerleri agisindan aralarinda istatistiksel anlamli fark bulunmustur.
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TAS

mK7
mE7
mL7
mEL7

Sekil 18: K7, E7, L7 ve EL7 gruplarina ait ortalama TAS degerleri

21. giin gruplar arasinda da benzer sekilde TAS degerleri bakimindan anlamli farklilik

gozlenirken (0,005%); TOS ve OSI degerleri bakimindan gruplar arasinda anlamli

farklilik bulunmamustir. (p>0,05) 21. giin gruplarmin TAS, TOS ve OSI degerlerine ait

ortalama, standart sapma degerleri ve istatistiksel farkliligi Tablo 16 ve Sekil 19 da

gosterilmistir.

Tablo 16: K21, E21, L21 ve EL21 gruplarinin TAS, TOS ve OSI degerlerine ait
ortalama, standart sapma degerleri ve istatistiksel farkliliklar

Ortalama deger + Standart sapma

K21 (n=6) E21 (n=6) L21 (n=6) EL21 (n=6) p
TAS | 0,76£0,0589 | 0,89+0,07 | 092+0,18% | 1,05+0,12%,% [0,005*
TOS | 24,92+9,18 27,23 +£14,66 | 30,80+20,29 | 45,22+ 18,19 |0,160
osi 3,25+ 1,04 2,95+ 1,27 3,13+ 145 421+1,31 0,352
* p<0.05

+ K21 ile diger 21. giin gruplar karsilastirildiginda p<0.05

1 E21 ile diger 21. giin gruplar karsilastirildiginda p<0.05

§ L21 ile diger 21. giin gruplar karsilastirildiginda p<0.05

Y EL21 ile diger 21. giin gruplar1 karsilastirildiginda p<0.05
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21. giin gruplar1 arasinda TAS, TOS ve OSI degerleri acisindan;

* K21 grubunun L21 grubu (p=0,027) ve EL21 (p=0,001) gruplar1 arasinda TAS

degerleri agisindan;

* E21 grubunun EL21 grubu (p=0,036) ile TAS degerleri agisindan istatistiksel

anlamli farklilik bulunmustur.

mK21
mE21
w21
WEL21

TAS

Sekil 19: K21, E21, L21 ve EL21 gruplarina ait ortalama TAS degerleri

4.5. Histolojik, Histomorfometrik Analiz Bulgular

45.1. 7. Giin Gruplar
7. gin gruplarinin kapiller sayr ve genisligi, enflamatuar hiicre, fibroblast sayisi,
kollajen lif ve kemiklesme skorlarina ait ortalama, standart sapma degerleri ve

istatistiksel farkliliklar1 Tablo 17 ve Sekil 20-21°de gosterilmistir.
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Tablo 17: incelenen degiskenlere gére K7, E7, L7 ve EL7 gruplarmin skorlarma ait
ortalama, standart sapma degerleri ve istatistiksel farkliliklari

Ortalama deger + Standart sapma
Degiskenler K7 (n=6) E7 (n=6) L7 (n=6) EL7 (n=6) p
Kapiller say1 ve | 2,50+ 0,54 | 2,33 +£0,51 | 1,50+0,54 | 2,50+0,54 |0,107
genisligi
Enflamatuar 1,33+0,51 | 2.33+0,51 | 1,50+0,54 | 2,33+0,51 |0,074
hiicre sayisi
Fibroblast sayist | 1,33 +0,51 | 2.16+£0,40 | 1.16 +0,51 2,50+0,54 | 0,097
Kollajen lifler 2,66 0,51 | 2,00+£0,63 | 2.16+0,75 | 2,50+0,54 | 0,256
Osteoblast sayisi 1,00+ 0 2,16i0,40’f‘ 1,33 £ 0,51 2,50i0,54T,§ 0,001*
Kemiklesme 1,66 +£0,51 6,00+0 63T 4,50 £ 0,54 7,50+0 54T’§ 0,000*
* p<0.05

1 K7 ile diger 7. giin gruplar1 karsilastirildiginda p<0.05

1 E7 ile diger 7. giin gruplar karsilastirildiginda p<0.05

§ L7 ile diger 7. giin gruplan karsilastirildiginda p<0.05

Y EL7 ile diger 7. gilin gruplan karsilastirildiginda p<0.05

Yapilan istatistik analiz sonucu 7. giin gruplart (K7, E7, L7, EL7) arasinda kapiller

say1s1, enflamatuar hiicre, fibroblast sayis1 ve kollajen lif degerleri arasinda anlamli bir

fark bulunamamaistir (p>0,05).
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K7 ®WE7

ML7 MEL7

%0\\'8\@(\
Kapiller Enflamatuar Fibroblast Kollajen
H K7 2,5 1,33 1,33 2,66
HE7 2,33 2,33 2,16 2
L7 1,5 1,5 1,16 2,16
HEL7 2,5 2,33 2,5 2,5

Sekil 20: 7. giin gruplarinin kapiller, enflamatuar hiicre, fibroblast sayis1 ve kollajen lif
skorlarina ait ortalama degerler

Ancak kemiklesme ve osteoblast sayisi acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p<0.05)

Gruplar arasinda osteoblast say1 miktar1 agisindan ise;

e EL7 ile K7 gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
(p=0,002)
e E7 ile K7 gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
(p=0,018)
e EL7 ile L7 gruplarnn arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
(p=0,042)

e Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).
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Gruplar arasinda kemiklesme skorlar1 agisindan;

e K7 ile L7 gruplann arasinda kemiklesme skor dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamuistir. (p=0,730)

e K7 ile E7 gruplarn arasinda kemiklesme skor dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. (p=0,018)

e K7 ile EL7 gruplart arasinda kemiklesme skor dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak oldukc¢a anlamli fark bulunmustur. (p=0,000)

e L7 ile E7 gruplan arasinda kemiklesme skor dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamuistir. (p=0,927)

e L7 ile EL7 gruplar arasinda kemiklesme skor dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak oldukga anlamli fark bulunmustur. (p=0,026)

e E7 ile EL7 gruplar arasinda kemiklesme skor dagilimlari arasinda anlamli bir

fark bulunamamustir. (p=0,927)

m K7
mE7
w7
mEL7

Kemiklesme

Osteoblast sayisi

Sekil 21: K7, E7, L7 ve EL7 gruplarina ait ortalama kemiklesme ve osteoblast say1
degerleri
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45.2. 21. Giin Gruplan
21. giin gruplarmin kapiller say1 ve genisligi, enflamatuar hiicre, fibroblast sayis1 ve
kollajen lif ve kemiklesme skorlarina ait ortalama, standart sapma degerleri ve

istatistiksel farkliliklar1 Tablo 18 ve Sekil 22-23’da gosterilmektedir.

Tablo 18: incelenen degiskenlere gore K21, E21, L21 ve EL21 gruplarinin skorlarmna

ait ortalama, standart sapma degerleri ve istatistiksel farkliliklari

Ortalama deger = Standart sapma
Degiskenler K21 (n=6) | E21(n=6) | L21(n=6) | EL21 (n=6) p
Kapiller say1 ve | 2,33 +0,51 | 2,16+£0,75 | 1,16 +0,51 2.83+0,40 | 0,055
genisligi
Enflamatuar 1,50£0,54 | 2,16+0,40 | 1,16£0,51 | 266+ 0,51 |0,009*
hiicre sayisi
Fibroblast sayis1 | 1,50 +0,54 | 2.50+0,54 | 216 £0,75 | 266+ 0’511- 0,031*
Kollajen lifler 250+0,54 | 216+0,40 | 216+0,75 | 2.50+0,54 |0,573
Osteoblast sayis1 | 1,50+0,54 | 2,33+0,51 | 1,50+ 0,54 2.83i0,40'f‘,§ 0,003*
Kemiklesme 1.66 + 0,51 6.33:*:0,511' 5.00 £ 0,63 7.66+0,81 T’§ 0,000*
* p<0.05

1 K21 ile diger 21. giin gruplan karsilastirildiginda p<0.05
1 E21 ile diger 21. giin gruplar karsilastirildiginda p<0.05
§ L21 ile diger 21. giin gruplar karsilastirildiginda p<0.05
Y EL21 ile diger 21. glin gruplar karsilastirildiginda p<0.05

Yapilan istatistik analiz sonucu 21. giin gruplann (K21, E21, L21, EL21) arasinda
kapiller sayist ve kollajen degerleri agisindan gruplarin hicbirinde anlamli bir fark
bulunamamistir. Ancak enflamatuar hiicre, fibroblast sayisi, osteblast ve yeni

kemiklesme degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur. (p<0.05)
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Gruplar arasinda enflamatuar hiicre sayisi agisindan;
e Sadece EL21 ile K21 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmustur. (p=0,013)

e Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).

Gruplar arasinda fibroblast sayis1 agisindan;

e Sadece EL21 ile K21 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. (p=0,034)

e Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunamamstir (p>0,05).

HMK21 ®WE21 wl21 ®EL21

Kapiller Enflamatuar Fibroblast Kollajen
K21 2,33 1,5 1,5 2,5
HE21 2,16 2,16 2,5 2,16
M L21 1,16 1,16 2,16 2,16
MEL21 2,83 2,66 2,66 2,5

Sekil 22: 21. giin gruplarinin kapiller, enflamatuar hiicre, fibroblast sayisi ve kollajen lif

skorlarina ait ortalama degerler

Gruplar arasinda osteoblast say1 miktari agisindan ise;
e EL21 ile K21 gruplann arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
(p=0,012)
e Ayrica EL21 ile L21 gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. (p=0,012)

e Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).
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Gruplar arasinda kemiklesme skorlar1 agisindan ise;
e K21 ile L21 gruplarn arasinda kemiklesme skor dagilimlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamaistir. (p=0,695)
e K21 ile E21 gruplar1 arasinda kemiklesme skor dagilimlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. (p=0,015)
e K21 ile EL21 gruplar1 arasinda kemiklesme skor dagilimlar: arasinda istatistiksel
olarak oldukc¢a anlamli fark bulunmustur. (p=0,000)
e L21 ile E21 gruplart arasinda kemiklesme skor dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamuistir. (p=0,885)
e [21 ile EL21 gruplan arasinda kemiklesme skor dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. (p=0,033)
e E21 ile EL21 gruplar arasinda kemiklesme skor dagilimlart arasinda anlamli bir

fark bulunamamustir. (p=1,000)

mK21
mE21
mL21
mEL21

Kemiklesme

Osteoblast sayisi

Sekil 23: K21, E21, L21 ve EL21 gruplarina ait ortalama kemiklesme ve osteoblast say1
degerleri
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4.5.3. Histolojik Degerlendirmeler

4.5.3.1. Kontrol Grubu

Mandibulada kirik olusturulan deneklerin hematoksilen-eozin ve Mason trikrom
yontemleri ile boyanan kesitleri incelendiginde kirik bolgesinde belirgin olarak yer alan
skar dokusunun varligi ile gozlendi. 21. giin Ornekleri 7. giin Ornekleri ile
karsilastirildiginda ise 7. giinde bu bdlgede baslica ayni yonde yerlesmis fibroblastlar ve
kollajen liflerin devamliliginda bozulmalar ve az sayida kan damari icerdigi izlendi. 21.
giinde iyilesme siirecinin heniiz yogun fibr6z doku ve az miktarda kikirdak seklinde
oldugu gozlendi. Ayrica az sayida oval, bazofilik sitoplazmali osteoblastlar ve az sayida
Howship lakunalarinda yerlesmis ¢ok cekirdekli asidofilik sitoplazmali osteoklastlar
goriildii. Kirik bolgesi disindaki saglam dokuda kemik iginde osteositler kemik matriks

icinde normal yapilarinda gozlendi.

Kontrol gruplarinda goriilen histopatolojik bulgulara ait mikroskobik fotograf 6rnekleri

de asagida gosterilmistir.

Resim 13: K7 grubuna ait kirik hattinin gériiniimii (Ok: kapiller, ok basi: enflamatuar
alan, K: Kemik, Hematoksilen eozin X40)
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Resim 14: K7 grubuna ait kirik hattinin gériinimii (Ok: kapiller, ok basi: enflamatuar
alan, K: kemik, Masson Trikrom x100)

Resim 15: K21 grubuna ait kirik hattinin goriiniimii (Ok basi: enflamatuar alan, K:
kemik, Hematoksilen eozin X40)
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Resim 16: K21 grubuna ait kirik hattinin gériiniimii (Ok: kapiller, ok basi: enflamatuar
alan, K: kemik, Masson Trikrom x100)

4.5.3.2. Ekstre Grubu

Mandibulada deneysel olarak olusturulan kirik sonrasi ekstre uygulanan grupta hem 7.
gin hem de 21. gliniinde elde edilen kesitlerin hematoksilen-eozin ve Mason Trikrom
ile boyanmalar1 incelendiginde, kontrol ve lazer uygulanan gruplara gore belirgin bir
iyilesme oldugu, kikirdak ve immatiir kemik olusumunun bagladig1 izlendi.
Fibroblastlarin ve kollajen sentezinin artmis oldugu, enflamasyonun ve kan
damarlarinin orta derecede artmis oldugu, ve yeni kemiklesmenin diizensiz olarak
bulundugu gorildi. Kemik alaninda bazofilik sitoplazmali oval aktif osteoblastlar

izlendi ve bu alanda yeni kemik yapiminin belirginlestigi gézlendi.

Ekstre gruplarinda goriilen histopatolojik bulgulara ait mikroskobik fotograf ornekleri

de asagida gosterilmistir.
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Resim 17: E7 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok bast:

enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, K: Kemik, Hematoksilen eozin X40)

Resim 18: E7 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok bast
enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, Masson Trikrom x40)
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Resim 19: E21 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (IK: Kemik olusumu, K:
kemik, Hematoksilen eozin X40)

Resim 20: E21 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok bast:
enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, K: Kemik, Masson Trikrom x100)
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4.5.3.3. Lazer Grubu

Deneysel kirik modeline lazer uygulanmasi sonucu 7. ve 21. giin 6rneklerinde kontrol
grubuna gore iyilesme goriilmekle birlikte ekstre ve ekstre+lazer gruplarina oranla tam
bir iyilesme saptanmadi. Kirik bolgesinde belirgin skar dokusu ile birlikte osteoblast,
kapiller sayisinda ve kollajen lif miktarinda az da olsa artis izlendi. Ayrica kikirdak ve
az miktarda fibroz doku ile kirik iyilesme siirecinin basladig1 ve iyilesmenin 21. giinde

7. gline gore daha iyi oldugu izlendi.

Lazer gruplarinda goriilen histopatolojik bulgulara ait mikroskobik fotograf 6rnekleri de

asagida gosterilmistir.

Resim 21: L7 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok basi:
enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, K: Kemik, Hematoksilen eozin X100)

89



Resim 22: L7 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok basi:
enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, K: Kemik, Masson Trikrom x40)

Resim 23: L21 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok bas:
enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, K: Kemik, Hematoksilen eozin x100)
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Resim 24: 121 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok bast:
enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, K: Kemik, Masson Trikrom x40)

4.5.3.4. Ekstre+Lazer Grubu

Mandibulada olusturulan deneysel kirik sonrasi ekstre ile lazer birlikte uygulandiginda
en ¢ok iyilesmenin bu grupta oldugu, az miktarda kikirdakla birlikte immatiir kemik
yapimminin arttigir goriildi. Tam bir kirik kapanmasi olmamakla birlikte yeni olusan
kemik dokuda yer alan bazofilik sitoplazmali oval aktif osteoblastlar izlendi.
Enflamasyon ve kan damarlarinin sayisinin ve genisliginin, fibroblastlarin ve kollajen
sentezinin belirgin sekilde artmis oldugu gozlendi. Hem 7. giin hem de 21. giiniinde
elde edilen Kkesitlerin hematoksilen-ecozin ve Mason Trikrom ile boyanmalari
karsilastirildiginda 21. giinde kemik yapiminin daha fazla oldugu, kollajen lif ve

osteoblast sayisinda artis saptandi.

Tim gruplar karsilastirildiginda kemik yapiminin, osteoblast, fibroblast, kapiller ve
enflamasyonun artisina bagli olarak en ¢ok iyilesmenin ekstre ile lazerin birlikte
uygulandigr grupta saptandi. Sadece ekstre ve sadece lazer uygulanan gruplar
karsilagtirildiginda sadece ekstre uygulanan gruptaki drneklerde iyilesmenin daha fazla
oldugu izlendi. Kontrol grubu, uygulama gruplarina gore iyilesmenin oldukca yavas ve

az oldugu incelenen parametreler acisindan olduk¢a diisiik degerlere sahip oldugu
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goriildii. Ekstre + Lazer gruplarinda goriilen histopatolojik bulgulara ait mikroskobik

fotograf drnekleri de asagida gosterilmistir.

Resim 25: EL7 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok bas:
enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, K: Kemik, Hematoksilen eozin X100)

Resim 26: EL7 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, Ok bas:
enflamatuar alan, IK: Kemik olusumu, K: Kemik, Masson Trikrom x100)
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Resim 27: EL21 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, iK:

Kemik olusumu, K: Kemik, Hematoksilen eozin x100)

Resim 28: EL21 grubuna ait kirik hattinda yeni kemik olusumu (Ok: kapiller, IK:

Kemik olusumu, K: Kemik, Masson Trikrom x100)
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda, disiik doz lazer tedavisi, giiclii antioksidan o6zellikleri ile bilinen
proantosiyanidinlerce zengin {iziim c¢ekirdegi ekstresi ve her ikisinin kombine
kullaniminin; ratlarda mandibular kirik iyilesmesi iizerine etkileri incelenmistir. Yedinci
ve 21. giinlerde deneyin sonlandirilmasi ile tiim ratlarin deneysel kirik modeli
olusturulan sag mandibulalar1 {izerinde histolojik, histomorfometrik incelemeler; serum
ornekleri iizerinde ise biyokimyasal incelemeler yapilmistir. Literatiirde, UCE’ nin
etkinliginin arastirildigr bir¢cok calisma bulunmasina ragmen kirik iyilesmesi iizerine
nasil etki ettigini inceleyen herhangi bir ¢alismaya heniiz rastlanilmamistir. Ayrica
DDLT’nin kemik iyilesmesi lizerine farkli dozlar kullanilarak etkinligini arastiran
bircok ¢alisma rapor edilmesine karsin, UCE ile kombine kullanimmin nasil bir etki
yaptigina dair yeterli bir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizdan elde
ettigimiz sonuglarin oksidan / antioksidan sistem ve kirik iyilesmesi agisindan énemli

oldugunu diisiinmekteyiz.

Giliniimiizde bir¢ok insan c¢esitli nedenlerden dolayr maksillofasiyal travmalara maruz
kalmakta ve bunun sonucunda g¢esitli nedenlerle kemik dokuda kiriklar meydana
gelmektedir. Oysaki kirik sadece kemigi degil ayn1 zamanda ¢evre yumusak dokular1 da
ilgilendiren bir olaydir ve bazen bu kiriklar morbidite ve mortalitenin en 6nemli
belirtecleri dahi olabilmektedir. Bu nedenle kirik iyilesmesi gilinlimiizde halen dis

hekimligi pratiginde 6nemli bir sorun teskil etmektedir.

Kirik iyilesmesi hiicrelerin, biiyiime faktorlerinin ve ekstraselliiler matriksin
birbirleriyle miikemmel isleyisini kapsayan bir siirectir (8, 157) ve sorunsuz bir
kaynama ancak bir dizi i¢ ige geg¢mis kompleks hiicresel ve biyokimyasal asamalar
sonunucunda gergeklesir. Bu asamalar enflamasyon ile baslar, intramembrandz
ossifikasyon, kondrogenezis, endokondral ossifikasyon ile devam eder ve remodeling
ile tamamlanir. Sonucgta kirik iyilesmesi remodelasyon yetenegi sayesinde diger
dokulardan farkli olarak skar dokusu birakmadan, sekil ve fonksiyon olarak orjinaline
en yakin sekilde iyilesmektedir (157, 158). Bu fazlardan herhangi birinin gecikmis
olmasi, herhangi bir nedenden veya faktorden olumsuz etkilenmesi ile kaynamada

gecikmeler goriilmektedir. Travmanin sekli, kirik tedavi segenegi, tespit sekli, sistemik
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problemler bunlardan sadece bazilaridir. Bu nedenle biitiin kirik olgularinda kirik
iyilesmesi istenildigi gibi olusamamakta ve kiriklarin yaklasik %5-10’luk bir
boliimiinde kaynamama veya ge¢ kaynama gibi problemler meydana gelmektedir (8).
Bu nedenle kaynama oranlarini en iist diizeye ¢ikararak kisiyi en kisa siirede normal
hayatina dondiirmek amaciyla kirik iyilesmesi ve 6zellikle iyilesmenin hizlandirilmasi
arastirmacilarin tizerinde ¢alistigr 6nemli konularindan biri olmustur. Bu amagla c¢esitli
lokal ve sistemik faktorler, otojen kemik greftleri, biyomateryaller, kemik morfogenetik
proteinleri, ultrason, hiperbarik oksijen ve elektromanyetik alan ile uyar1 gibi ¢esitli
uygulamalar gergeklestirilmis ve glinlimiizde bunlarin bir kismi1 klinikte kullanim alani

bulmustur (5-7).

Bu uygulamalarin canli organizmada meydana getirecegi etkiler ve sonuglari
incelenirken cogunlukla laboratuvar hayvanlarindan yararlanilmistir (159). Yapilacak
calismalarda ise tek bir hayvan modelinin ideal olmasini beklemek yerine, ¢alismanin

amacina yonelik uygun modelin secilmesi daha dogru bir yaklagimdir.

Literatiirde de kirik iyilesmesi iizerine yapilan deneysel caligmalarda rat, fare, tavsan,
kopek, koyun, maymun ve domuz gibi ¢ok sayida hayvan c¢esidinin kullanildig
gorilmektedir (160, 161). Ancak bliyiik hayvanlar; pahali olmalari, temin edilmesinin
ve bakimlarmin zor olmasi gibi birgok dezavantaja sahiptir. Bu nedenle bizde
calismamizda denek sayisinin fazla olmasi, sartlara hizli uyum saglama ve enfeksiyona
direngli olmalari, izogenetik olmalarinin yani sira temin edilebilme kolayligi, ucuz
olmalari, daha fazla 6rnek alma imkani sunmalar1 ve fizyolojileri hakkinda yeterli
kaynak bulunmas1 gibi avantajlar1 nedeniyle kirik modeli i¢in rat kullanmayi tercih ettik
(162).

Literatiirde de kirik iyilesmesi ile ilgili bir¢ok calismanin ratlar {izerinde yapilmis
olmasinin yaninda; rat mandibula modelinin insan ¢enesine benzer sekilde dis, inferior
alveolar damar ve sinir paketi gibi anatomik olusumlar1 da icermesi bu konuda
tercihimizi desteklemektedir (52, 161, 163, 164). Disi memeli hayvanlarin dénemsel
hormonal farkliliklara bagli olarak stabil olmayan bir metabolizmalar1 vardir.
Calismamizda da menstrual dongli ve Ostrojen salgilarinin kemik iyilegsmesine olast
etkilerinden dolay1 disi ratlar dahil edilmemistir. Kemik iyilesmesini etkileyen diger bir

hususta matiirasyondur. Herhangi bir canli tiirline ait immatiir hayvanlar genellikle
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matilir olanlara oranla kemik iyilesmesini daha hizli tamamlamaktadir. Bu sebepten
kemik iyilesmesi lizerine etkisi incelenecek olan ajan veya uygulamalar hakkinda dogru
bilgilere ancak matiirasyonunu tamamlamis bir hayvan kullanilarak ulasilabildigi
belirtilmistir (165). Tiim bu nedenlerden dolay1 ¢alismamizda yetiskin ve erkek ratlar

kullanilmistir.

Onemli olan diger bir konu da hayvan modellerinden elde edilen sonuglarin bilimsel
olarak kabul gormesi adina insanlara uyarlanabilmesidir. Bu anlamda yapilan bazi
deneysel hayvan caligmalar ratlardaki kemik onariminin insanlardaki kirik iyilesmesini
iyl yansittigimi gostermistir (166). Calismamizda da deneysel kirik modelinden elde
edilen sonuglarin insanlara uyarlanabilecegi diisiniilmiistiir. Yapilan arastirmalarin bir
cogunda kemik modeli olarak; kolay ulasilmast ve manipiilasyon kolayligi gibi
nedenlerden dolayi tibia ve femur gibi uzun kemikler kullanilmistir. Bunun yani sira
basta mandibula olmak {izere kraniofasiyal kemiklerin kullanildig1 ¢alisma sayis1 azdir.
Rat mandibulasi iizerinde ¢alismak her ne kadar baz1 zorluklar1 beraberinde getirse de
son yillarda caligmalarda deneysel model olarak tercih edildigi goriilmektedir (163,
167). Cene-yliz kemiklerinde kirik iyilesmesi iizerine etkisi arastirilmamis olan
UCE’nin bu anlamda etkisini degerlendirmek amaciyla arastirmamizda model olarak
mandibula kemigi secilmistir. Ayrica mandibula kiriklarimin dis hekimligi cerrahi
pratiginde sikca rastlanan olgular olmasinin ¢aligmamizin klinik degerini artiracagini

diistinmekteyiz.

Deneysel modelin mandibula olmast hayvanlar agisindan bazi sorunlar olusturmaktadir.
Cogu kemirgen olan bu hayvanlarda 6zellikle operasyon sonrasinda agri ve ¢enelerin
cerrahiden etkilenmesi ile diyetlerinde zorunlu olarak degisiklik yapmak gerekmektedir.
Benzer sekilde calismamizda da mandibulalarindaki kirik nedeniyle hayvanlar ilk
haftada normal diyetlerinden farkli olarak sadece sivi ve yumusak diyet (kek) ile

beslenmistir.

Deneysel mandibula kiriklarinda meydana gelen en 6nemli komplikasyonlarin birisi de
enfeksiyondur ve olusturulan mandibula kiriginin agiz ortamiyla yakin iligkisi nedeniyle
enfeksiyon riski daha da artmaktadir. Bir¢cok calismada da postoperatif cesitli
zamanlarda goriilen enfeksiyonlar nedeniyle deneklerin oldiigii ve calismadan

cikarildiklar1 bildirilmistir (168, 169). Bunlarin disinda intraoperatif veya postoperatif
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donemde kullanilan fiksatorlerde kirllma ya da vidalarda gevseme goriilebilir. Ancak
calismamizda bu sekilde enfeksiyon, mikrovida ve plaklarda herhangi bir oynama,
gevseme olmamistir. Tiim bu komplikasyonlarin yani sira ¢alismamizda ise bazi
ratlarda dudak komissurasina en yakin mikrovida cilde ekspoze oldugu goriilmiistiir.
Bolgenin kas dokusunun yoksun, ince bir tabakasi ile kapli olmasinin yani sira
hayvanlarin ¢enelerinin her hareketinde mevcut mikrovidanin ciltte yarattig1 travmanin

buna sebep olabilecegi diisliniilmiistiir.

Kirik iyilesmesinin incelendigi hayvan aragtirmalarinda olusturulacak kirik modelinin
de oldukga 6nemli oldugu belirtilmistir (160, 170). Bunlar arasinda kapali kirik, agik
osteotomi ile olusturulan kirik ve segmental kirik ornek verilebilir. Kapali kirik
literatiirde birgok calismada tercih edilmis bir yontem olmasina ragmen agik osteotomi
ile olusturulan kirikk modeli kaynamanin ge¢ olmasi veya olugsmamasi nedeniyle
kullanilacak tedavi yonteminin etkinliginin incelenebilmesi agisindan ¢ok daha basarili
bir yontemdir (170). Calismamizda da bu nedenle UCE ve DDLT’nin etkinliginin
incelenebilmesi i¢in Steinbrech ve ark. tarafindan kullanilan modele benzer sekide
deneklerin ikinci ve {igiincii molar disleri arasindan gececek sekilde acik kirtk modeli
olusturulmustur (171). Boylece her kirik hattinin yerinin tespitinde kapali kirik

modeline nazaran daha iyi1 bir diizeyde standardizasyon saglanabilmistir.

Kirik olusumundan sonra ise ideal bir kirik iyilesmesi saglanabilmesi i¢in kemik
segmentlerinin rijit bir sekilde hareketsizliginin saglanmas1 gerekir. Bu amagla
literatiirde baz1 tekniklerin bahsi ge¢mektedir. Plak osteosentezi, intramedullar tespit
gibi internal uygulamalarin yani sira eksternal fiksatorler bunlardan birkagidir (171-
173). Ozellikle tibia ve femur gibi uzun kemiklerin kapali kirtk modellerinde Kirschner
telleri ile tedavisi kabul edilen bir tekniktir ve halen kullanilmaktadir (168). Ancak bu
metodun en biiylik dezavantaji iyi bir tespit saglamasina karsin kirik kallusunda asir1 bir
fibrotik doku artisina neden olabilmesidir (174). Miniplak ve vidalar yardimiyla
uygulanan plak osteosentezi yontemi ise mandibula kiriklarinin tesipiti i¢in
kullanilabilecek alternatif yontemlerin basinda gelmektedir (168, 172). Bu yontemde
cok daha iyi bir iyilesme ortami saglanmakta, postoperatif IMF siiresi miimkiin

oldugunca kisalmakta ve eksternal fiksatorlerde olusabilen enfeksiyon riski de elimine
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edilmektedir. Calismamizda da fiksasyon metodu olarak literatiirle uyumlu olacak

sekilde mikroplak kullanim1 uygun bulunmustur.

Mandibulanin ¢ok yonde ve siirekli hareket eden bir kemik olmasi sonucu diger
kemiklerle kiyaslandiginda kaynamama riski daha ytiksektir (175). Literatiirde yapilan
calismalarda bu durumun olusmamasi i¢in mikroplaklarin fiksasyonunda genel anlamda
4 vida kullanildig1 goriilmektedir (168, 169). Ancak bunun aksine 2 vida kullanilarak
fiksasyon saglanan calismalar da bulunmaktadir. Calismamizda ise 4 vidanin 2 vidaya
oranla ¢ok daha iyi bir stabilizasyon saglayacagini diisiiniilerek literatiire uygun sekilde

4 delikli diiz bir mikroplak ve 4 mikrovida yardimiyla rijit fiksasyon saglanmistir.

Kirik iyilesmesinde kirik uglarin arasindaki mesafe de kirik iyilesmesini yakindan
ilgilendirir ve iyilesme i¢in kritik boyutta bir defekt araligi mevcuttur (165). Bu kritik
degerin asildig1 durumunda ise iyilesme siireci olumsuz etkilenmekte ve kirik iyilesmesi
kemik yerine daima fibréz bag dokusu olusumuyla sonuclanmaktadir. Literatiirde
yapilan ¢aligmalarda bu kritik boyuttaki defektin rat mandibulasi i¢in yaklagik 4 mm
oldugu belirtilmekle beraber (176); Deppe ve ark. ise ¢alismalarinda bu defekt boyutunu
5 mm olarak kabul etmisglerdir (167). Calismamizda ise rat mandibulasinin anatomisine
uygun Ozel yapim mikroplak kullanimiyla kirik uglar1 arasindaki mesafenin kritik

boyuttaki defekt miktarindan daha az olmasi saglanmistir.

Literatiirde kirik iyilesmesini konu alan calismalarda bir¢cok farkli zaman diliminin
rehber almarak iyilesme siireglerinin degerlendirildigi de goriilmektedir. islem sonrasi
1., 3., 7., 10, 14., 21., 24., 28. ve 38. giinlerde sakrifikasyon uygulanmis ¢alismalar
oldugu gibi sakrifikasyon siiresinin 10. haftaya kadar uzatildigi ¢alismalar da
bulunmaktadir (172, 177). King1 takiben o6zellikle ilk birka¢ hafta icerisinde bazi
biyolojik olaylar iyilesme siirecini olumsuz etkiler. Yapilan calismalarda kirik
iyilesmesi sirasinda oksidatif stresin ortaya ¢iktigint ve SOR’nin de kirik iyilesmesini
olumsuz etkileyen faktorlerden biri oldugu gosterilmistir (13, 51, 178). Ratlarda
yapilmis olan deneysel c¢alismalarda SOR’a bagli hasarin kirik sonrasi 7. ve 14.
giinlerde yiiksek oldugu dordiincii haftada ise diismeye basladigi gosterilmistir (88, 90).
Goktlirk ve ark.’”da  SOR’nin kirik 1iyilesmesi iizerine etkilerini inceledikleri
caligmalarinda ratlarda kirik sonrasi 22. giinde yaptiklar1 incelemelerde artan radikal

tiretiminin kirik iyilesmesini bozdugunu gostermislerdir (52). Buradan anlasildigi lizere
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kirigin tam olarak kaynayabilmesi i¢in erken donemler olduk¢a dnem arz etmektedir
(38). Bu amagla calismamizda da kullanilacak olan UCE ve DDLT nin erken dénemde
SOR ve olas1 doku hasari1 {izerine etkilerini incelemek amaciyla 7. ve 21. giinlerdeki
iyilesme siireglerini degerlendirmeyi uygun bulduk (62). Yirmibir giinlik bu iyilesme
stirecinin olgunlagmamis kemik dokusu i¢in yeterli olacagini ve uygulanacak olan
tedavi prosediirlerinin iyilesme hizini ne derece etkileyecegini gostermesi agisindan da

belirlenen bu siirelerin anlamli oldugunu diisiinmekteyiz.

Normal sartlarda saglikli canli organizma, serbest radikallerin etkisinden korunmak i¢in
antioksidatif korunma sistemine sahiptir. Mevcut bu sistemin yetersiz kalmasi sonucu
ise SOR’nin doku {izerine yapmig olduklart yikimin derecesi ve karsi savunma
mekanizmasi tarafindan bu durumun ne diizeyde baskilanabildigi serum TAS, TOS ve
OSI degerleri incelenerek bakilabilmektedir. Bizde ¢alismanmizda acik cerrahi
yontemiyle olusturulan deneysel kirik modelin ve tedavisine yonelik uygulanan UCE ve
DDLT’nin oksidan/antioksidan sistem tizerine etkinliklerini incelemek amaciyla serum

TAS, TOS ve OSI parametreleri kullandik.

Arastirmamizda elde ettigimiz biyokimyasal sonuglara gore 7. giin gruplarinda sadece
TAS bakimindan E7 grubu ile L7 ve EL7 gruplarn arasinda anlamli fark bulunmakta
olup; E7 grubunun ortalama TAS degeri sayisal olarak her iki gruba gore daha yiiksek
cikmistir. Bu anlamli farkliligin ekstrenin antioksidan kapasitesinden kaynaklandigini
diistinmekteyiz. Bununla birlikte yedinci giinde ekstre grubuna (E7) gore lazer verilen
gruplardaki (L7, EL7) TAS degerlerindeki bu diisiisiin, uygulanan lazer dozunun ve
stiresinin yliksekliginin erken donemdeki etkisi ile alakali olabilecegi diisliniilmiistiir.
21. giin gruplan arasinda da sadece TAS degerleri bakimindan anlamli farliliklar
goriilmiistiir. 7. giin gruplarinda E7 grubunda EL7 grubuna kiyasla anlamli goriilmiis
olan farklilik; 21. giinde ise E21 ve EL21 gruplar1 arasinda kiyaslandiginda bu sefer
EL21 grubunda daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte L21 ve EL21 gruplar ile
K21 grubu arasinda deney gruplart lehine anlamli bir fark goriilmektedir. Bu sonuglar
lazerin 7. glinde TAS {izerine olumlu bir etki yapmadig: hatta daha da diisiirdiigii, bunun
aksine 21. giinde ise erken doneme kiyasla daha etkin oldugu gozlenmistir. Ayrica
EL21 grubunda K21 grubuna gore TAS degerlerinde artig goriiliirken; E21 grubunda

K21 grubuna goére anlamli bir artis goriilmemesi bu artisin ekstreden kaynaklanmadigini
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disiindiirmiistiir. Enfeksiyon, enflamasyon, travma gibi serbest radikallerin fazla
miktarda olustugu bazi durumlarda endojen antioksidanlar yetersiz kalabilmektedir. Bu
gibi durumlarda Halliwell ve ark.’da olusan bu doku hasarin1 azaltmak amaciyla
antioksidanlar bakimindan zengin gidalarin alinmasi1 gerektigi belirtmislerdir (179).
Bizde ¢aligmamizda SOR ve dolayisiyla oksidatif stresin arttii kirik ve sonrasinda ki
iyilesme doneminde mevcut savunma sistemini destekleyici bir eksojen antioksidanin
yeterli doz ve slirede alimmasinin ise yararli olabilecegini diisiinmekteyiz. Bagchi ve
ark. vit E, C ve her ikisinin kombinasyonlarindan daha iyi koruyucu 6zellikte olan
UCE’nin giinliik diyete ilave edilebilecek kadar giivenli, biyolojik olarak kullanilabilir

antioksidanlardan birisi oldugunu vurgulamistir (16).

Yakin dénemde gerek biyolojik ve gerekse farmakolojik dzelliklerinden dolayr UCE ile
ilgili ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir. UCE’nin insan sagh@ iizerinde antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antikanserojenik etkileri oldugu bilinmektedir (180). Ayrica
ekstrenin igerdigi oligomerik proantosiyanidinlerin anti-enflamatuar, antitiimoral
aktivite gosterebildigi; kalp hastaliklar1 ve yaslanmay1 6nleyebildigi, iskemik perfiizyon
hasarina karst koruyucu oldugu da belirtilmistir (180-182). Khanna ve ark.
proantosiyanidinlerin yara iyilesmesi lizerine etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda ise
ratlarin sirtlarinda eksizyonel yara olusturulup topikal UCE’yi 100 mg/ml 5 giin
boyunca uygulamislar. Topikal UCE uygulanan grupta kontrol grubuna gére yaranin
daha hizli bir seklide kapandigini gézlemlemislerdir (183).

Farkli alanlarda UCE’nin kullanildig1 bircok ¢alisma yapilmis olmasma ragmen; son
zamanlarda kemik doku lizerine yapilmis olan calismalar ise oldukca smirlhidir. Bu
calismalardan Park ve ark. UCE’sinin otoimmiin enflamatuar artritte goriilen kemik

yikimint 6nleme konusunda faydali olabilecegini belirtmektedir (184).

Diger bir ¢alismada Woo ve ark ise diz eklemlerinde monosodyum iyodoasetat ile
indiiklenen artrit modeli gelistirilmis olduklar1 ratlarda monosodyum iyodoasetat
enjeksiyonu sonrasi 4 hafta boyunca haftada 3 kez oral yolla 100 mg/kg ve 300 mg/kg
UCE’nin kondrosit ve proteoglikanlarin kaybinin yani sira osteofit olusumunu azalttig
boylelikle eklem hasarina kars1 koruyucu oldugunu ve osteoartrit i¢in umut verici bir
tedavi olabilecegini belirtmislerdir (185). Diger bir c¢alismada Yahara ve ark.

kalsiyumdan yoksun beslenen ratlarda standart yemlerine karistirdiklar1 UCE’nin
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ratlarin tibia diafizleri {izerine olan etkisini arastirmis sonugta UCE’nin kemik dokunun
formasyonu, mineral igerigi ve dayanikliligi gibi mekanik 6zelliklerini artirdigini tespit
etmislerdir (186). Benzer calismalarda da yine yemlerine UCE ilavesi yapilan ratlarda
mandibular kondilin formasyonunun, dayanikliliginin ve mekaniksel 6zelliklerinin daha

Iyi diizeyde gergeklestigi goriilmiistiir (187, 188).

Gelisim dénemindeki ratlarda UCE’nin mandibula iizerine ne gibi etkisi oldugu
arastirilmis olup; standart yemlerine kombine UCE ile beslenen ratlarin mandibulalarin
da kortikal kemik yogunlugu, kortikal ve trabekiiler kemigin mineral iceriginin daha
fazla oldugu bunun yaninda kemigin formasyonu, kalitesi ve dayanikliligimi gibi
mekaniksel ozelliklerini de arttigi gosterilmistir (189, 190). Bu simirh sayidaki
calismalara bakildiginda UCE’nin kemik doku iizerine oldukca etkili oldugu
goriilmektedir. Ancak UCE’nin kirik iyilesmesi iizerine olan etkilerinin incelendigi
herhangi bir calismaya heniiz rastlanmilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda UCE’nin

kirik iyilesmesi {izerine olan olasi etkilerinin neler oldugu incelenmistir.

Daha 6nce de vurgulandigi gibi UCE’ nin doz aralifmin genis olmasi ve toksisitesinin
olmayisi, oral alinan son doz sonras1 7-10 giin siireyle belirli bir serum diizeyini devam
ettirmesi onun en Onemli oOzelliklerindendir (16, 119). Literatiirde ayrica
proantosiyanidinlerin akut ve kronik toksisitesi iizerine literatiirde yapilmis ¢alismalar
mevcuttur. Genel olarak proantosiyanidinlerin yliksek dozlarda (1400-1500 mg/kg/giin)
bile toksik ve mutajenik etkisine rastlanilmadig: belirtilmektedir (122). Yamakoshi ve
ark. da ratlarda UCE’nin akut ve subkronik oral toksisite calismalarinda, 14 giin
boyunca verilen 2 ve 4 g/kg dozlarda dahi oral toksisite ve mutajenitenin olusmadigini
belirtilmistir (108). Ayrica uzun siire UCE’nin kullaniminin etkisi de incelenmistir. Ray
ve ark. 1 y1l boyunca erkek B6C3F1 farelere giinliik 100 mg/kg veya 6 ay boyunca disi
farelere 500 mg/kg UCE takviyesi sonucunda deneklerin hayati organlarin da gdzlenen
bir yan etki olusmadigi bildirilmistir (121). Tiim bu ¢alismalarin yani sira erkek ve disi
albino ratlara gastrik entiibasyon yoluyla verilen UCE’nin LD50 degerinin 5000
mg/kg’dan fazla oldugu da belirtilmektedir (120).

Yapilan calismalarda herhangi bir yan etkisinin olmadig1 gosterilen proantosiyanidinler
ayn1 zamanda uzun yillardir Amerika ve Avrupa’da kullanilan bir besin takviyesidir ve

bu ozelliklerinden dolayr FDA tarafindan genel olarak giivenli kabul edilen besin
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statiisiinde yer almaktadir ve tavsiye edilen UCE’nin dozu giinliik 100 ila 300 mg
arasinda degistigi belirtilmektedir (120). Ancak literatirde UCE’nin kirik iyilesmesi
lizerine etkisini arastiran yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmadigindan dolay1
uygulama dozu, uygulama siiresi ve uygulama rejimi ilk defa ¢alismamiz kapsaminda
denenmistir. Tiim bu bilgilerin 1518inda deneklere literatiirde belirtilen giivenli doz
aralig i¢inde kalacak sekilde 300 mg/kg/giin orogastrik yolla sakrifiye edilecekleri giine
kadar uygulanmstir (16).

Son yillarda kemik dokuda iyilesme siirecini hizlandirmak amaciyla kullanilan
tekniklerden birisi de DDLT dir. Yapilan ¢alismalarda DDLT nin terapdtik etkileri ilk
bag dokusunda incelenmis olup; zaman igerisinde ise DDLT nin enflamasyonu azalttigi,
fibroblast  proliferasyonu  ve  kollajen  iiretimini  stimiile  ettigi, lokal
mikrovaskiilarizasyonu arttirdigi ve kemik mineralizasyonunu artirdigi, osteoblastik
aktiviteyi stimiile ederek implant osteointegrasyonunda arttirict etki gosterdigi
belirtilmis ve lazerin bu 6zellikleriyle kemik iyilesmesi lizerine olumlu etki gosterdigi

kanitlanmistir (142, 153, 191).

Literatiirde mevcut bu biyostimiilatif etkilerinden dolayr yara iyilesmesinde Onceleri
siklikla He-Ne lazerleri tercih edilmis; sonralar1 bu lazerleri Galyum Arsenid diyot lazer
ve Galyum Aluminyum Arsenid (GaAlAs) lazerlerinin kullanimi takip etmistir.
DDLT’nin kemik iyilesmesi lizerine etkisinin incelendigi arastirmalara bakildiginda da
GaAlAs ve He-Ne lazerlerin siklikla kullanildigi goriilmektedir. David ve ark. rat
tibialarinda kirik olusturarak, intrameduller tellerle tespit ettikten sonra 2 ve 6 hafta
boyunca He-Ne lazer uygulamislar ve lazerin etkilerini histolojik ve mekanik olarak
degerlendirmislerdir. Sonug olarak iyilesmenin lazer uygulanan grupta kontrol grubuna
gore artma olmadigini hatta lazer uygulanan gruptaki bazi1 kemiklerin kontrol grubuna
gore mekanik olarak daha dayaniksiz oldugunu gérmiislerdir (192). Diger bir ¢caligmada
ise Bayat ve ark. tavsan femurlar1 iizerinde agtiklar1 defektlere 2, 4, 8 ve 16 hafta
stirelerle He-Ne lazer tedavisi uygulamis ve histolojik degerlendirme sonrasi lazer
uygulanan gruplarda kontrol gruplarina gore anlamli farkliliklar saptayamamiglardir.
Arastirmacilar bu sonu¢ dogrultusunda He-Ne lazerlerin defekt bolgesine yeterince
penetre olamadigini diisiinmiislerdir (193). Yapilan calismalarda bu tip lazerlerin

kullanildig1 caligmalarda kemik iyilesmesi iizerine olan etkinlikleriyle ilgili
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arastirmacilar arasinda ¢eliskili goriisler oldugu goriilmektedir. GaAlAs lazerler ise son
10 i1l igerisinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve yiiksek penetrasyon o6zelligi
nedeniyle pratik uygulamalarda daha etkili ve olumlu sonuglar sunmaktadir (194).

Calismamizda da bu nedenlerden dolay1 GaAlAs lazer tercih edilmistir.

DDLT’nin biyostimiilasyon etkisini etkileyen faktorlerden bir digeri de lazerin dalga
boyudur. Ancak DDLT’nin gerceklestirdigi biyostimiilatif etkinin lazerin dalga
boyundan bagimsiz oldugunu belirten yazarlar da bulunmaktadir. Qadri ve ark.
caligmalarinda periodontal ve gingival enflamasyonun lazerin dalga boyundan
etkilenmedigi sonucunu belirtmislerdir (195). Bu goriisiin aksine Walsh ve ark.
yaptiklar1 in vitro ¢alismada hiicre kiiltiiriinde 630 nm, 670 nm ve 830 nm dalga
boyundaki DDLT’yi kemik hiicrelerine ve fibroblastlara uygulamis, sonugta en iyi ve
etkili sonucu 830 nm ile fibroblastlardan ziyade kemik hiicrelerinde olustugunu
gozlemlemislerdir (196). 810 nm dalga boyundaki diyot lazerlerin ise 10 mm’ ye kadar
penetrasyon gosterebildikleri ve derin dokularda da stimiile edici o6zellikleri oldugu
bilinmektedir (114). Bu bilgilerden yola ¢ikarak ve ¢alismamizda da ekstraoral olarak
kullanilacak olan lazerin kemik dokuda etki gosterebilmesi adina 810 nm dalga boyu

tercih edilmistir.

DDLT kullaniminda doz ayarlamas1 da 6nemli olan diger bir konudur. Genel olarak
lazerin diisiik dozlarinin bir etkisi yokken, yiiksek dozlarda ise inhibitdr etkisinin
olusabilecegi ve bu sebeple lazer uygulamalarinin tedavi edici bir doz araliginin mevcut
oldugu soylenmistir (197). Ancak literatiirde DDLT ve kemik iyilesmesi iizerine yapilan
caligmalarda kullanilacak dozla ilgili bazi arastirmacilarin giinliik doz olarak 10 J/cm?,
16 J/em?; 120 J/cm? gibi yiiksek dozlarm uygulanmasini savunurken (142, 192, 198);
bazi yazarlar ise giinde 0.3 J/cm?, 0.9 J/em?; 3 J/cm2 sekilde diisiik dozlarin daha iyi

sonuclar verdigini savunmaktadir (199).

Oliveira P ve ark. rat tibiasinda olusturduklar1 kemik defektlerine 830 nm, GaAlAs lazer
ile 60 ve 120 J/cm2 dozlarda DDLT uyguladiklar1 calismalarinda kontrol grubuna
kiyasla lazer uygulanan gruplarda daha diisiik diizeyde kemiklesme oldugunu
belirtmislerdir (200). Ancak yazarin diger bir ¢aligmasinda ise ayni defekt modeli
tizerine 120 J/cm2 dozda DDLT ile 30 mW/cm? yogunlugunda ultrasonun iyilesmesi

tizerine etkinligi degerlendirilmistir. Sonug olarak her iki uygulamanin kontrol grubuyla
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kiyaslandiginda kemigin biyomekanik 6zellikleri agisindan anlamli fark bulunmazken;
yine kontrol grubuna gore her iki uygulamanin yapildigir grupta yiiksek oranda orgii
kemik olustugu belirtilmistir (198). Javadieh F ve ark. ise diabetik ratlarda tibia
defektleri iizerine yiiksek doz olarak 23.3 J/cm2 ve diisilk doz olarak 11.6 J/cm2
uyguladiklar1 c¢aligmalarinda kontrol grubuna kiyasla diisiik doz verdikleri DDLT
grubunda kemigin mekanik &zellikleri agisindan daha iyi bir iyilesme gergeklestigini

gostermislerdir (201).

Goriildiigii gibi DDLT tedavisinin genis bir terapotik doz araligi mevcuttur ve
DDLT’nin kemik dokusu iizerinde etkili doz ve dalga boyu standart olmadigindan
mevcut bir protokol heniiz olusturulamamistir (202). Ancak son zamanlarda yapilan

bazi ¢aligmalarda 23 J/cm2 uygulandig1 ve olumlu sonuglarin alindig1 goriilmektedir.

Khadra ve ark. ratlarda pariyatel kemikte olusturduklar: defekler {izerine 830 nm dalga
boyunda GaAlAs lazeri 6 giin boyunca her giin 23 J/cm? doz uygulamislar ve 14. ve
28.glinlerde sakrifikasyon sonrasi yapilan incelemelerde lazer grubunda kemik ve bag
dokusunda revaskiilarizasyon ve yeni kemik olusumunda anlamli artis oldugunu tespit
etmislerdir (12). Ayni yazarin diger bir ¢aligmasinda da titanyum implantlarin kemik ile
baglantis1 iizerine tavsanlarin tibialarinda implant yuvalar1 hazirlamislar ve ayn1 dalga
boyunda GaAlAs diyot lazer ile 10 gilin siireyle hergiin yine 23 J/cm2 doz,
uygulamiglardir. Sekizinci haftada elde edilen sonuglara gore lazer grubunda kontrol
grubuna gore daha fazla implant kemik kontak yilizeyi ve kalsiyum fosfor miktarinda

artis olustugu goriilmiistir (127).

Bizde calismamizda literatiirde mandibular kirik iyilesmesi {izerine DDLT nin etkisinin
incelendigi herhangi bir hayvan caligmasinin bulunmamasi ve Khadra ve ark.
caligmalariin gosterdigi olumlu etkiden yola ¢ikarak 810 nm, GaAlAs diyot lazer ile 23
J/em2 doz uygulamayi tercih ettik.

Lazerin uygulama periodu konusunda ise her giin yapilan irridasyonlar1 tercih eden
arastiricilar oldugu gibi son zamanlarda 48 saatte bir yapilan uygulamalar1 tercih
edenlerde vardir (199). Gerbi ve ark. ratlarda femur defetkti olusturduklari
caligmalarinda, 15 giin boyunca, 48 saat arayla ve her seansta 16 J/cm2 enerji

yogunlugunda olmak tizere DDLT uygulamis ve yaptiklari histolojik analizlerde 15., 21.
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ve 30. giinlerde ki mediiller doku, graniilasyon dokusu, kollajen lifler ve yeni olusan
kemigin kalitesini incelemislerdir. Caligmalarinin sonunda yazarlar 15. giin lazer
grubunda kollajen lif miktarinda anlamli derecede artisin yaninda havers kanallarinin
sekillenmeye basladigi hizli bir iyilesme gozlemlerken; 30. giin lazer grubunda ise artik
organize olmus kemik trabekiillerinde artis oldugunu bildirmislerdir. Ayrica 21. giin
grubunda ki iyilesmenin de 30. giinde goriilen histolojik bulgulara benzer oldugu
vurgulanmistir (203). Arastirmacilar lazerin erken donemde uygulanmasinin kemik
tyilesmesini hizlandirdigini, ge¢ donemde uygulanmasinin ise kemik rejenerasyonunda
onemli bir rol oynamadigint vurgulamislardir. Bizde benzer sekilde g¢alismamizda
DDLT’nin fibroblastik aktivite ve osteoblastik farklilagsmay1 stimiile ederek kirik
tyilesmesini hizlandirmasin1 amacladik. Buna yonelik 7. giin gruplarina 7 giin siireyle;
kemiklesme iizerine etkisini incelemek adina 21. giin gruplarinda 14 giin siireyle 48

saatte bir lazer uygulamasinin yapilmasini planladik.

Lazerin yapilan g¢aligmalarda farklilagmis hiicrelerin ¢ogalma, olgunlasma ve kemik
matriks salinimi lizerine etki gosterdigi bilinmektedir. Boylece damarlanma ve iltihabi
yanitin erken baglamasini tetikleyerek kemik matriks yapimimi hizlandirdigr da
belirtilmektedir (204). Ancak yapilan bazi ¢alismalarda her ne kadar DDLT nin sert ve
yumusak doku iyilesmesi iizerindeki olumlu etkisi gosterilmis olsa da iyilesme iizerine
beklenen etkinin goriilmedigi veya lazerin olumsuz etki gosterdigi literatiirde

goriilmektedir (192, 193, 200).

Khadra ve ark. ratlarin kafatasinda agtiklar1 defektlere 6 giin boyunca hergiin 23 J/cm2
dozda lazer tedavisi uygulamiglardir. Diger calismalarinin aksine 14. giinde damarlanma
ve fibréz doku olusumu kontrol grubuna gore daha fazla goriiliirken, 28. giinde deney
ve kontrol gruplari arasinda fark gériilmemistir (12). Garavello ve ark. rat tibialarinda
olusturduklar1 defektleri He-Ne lazer ile cerrahiden 24 saat sonra baslamak tizere 7. ve
14. glin gruplarina 31.5 J/em2 ve 94.5 J/ecm2 olacak sekilde DDLT uygulamis ve
gruplar1 anjiogenezis ve yeni kemik olusumunu ag¢isinda degerlendirmislerdir. Sonug
olarak yiiksek doz verilen 7. giin lazer grubunda damarlanmanin anlamli sekilde
arttigin1 ancak 14.giin grubunda ise kontrol grubuna gore daha diisiik diizeyde kaldigini
gostermislerdir (205). Garavello ve ark. yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise lazerin uzun

donem kullanimi sonucu trabekiiler kemik oraninin azaldigini ve 2. haftanin sonunda
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uyguladiklart DDLT sonucu matriks sentezi ve anjiogeneziste azalma olustugunu
belirtilmistir. Arastirmacilar bu ¢aligmalar1 sonucunda lazerin uygulama siiresine baglh

olarak pozitif veya negatif etkilerinin olabilecegini belirtmislerdir (199).

Arastirmamizin sonunda uyguladigimiz siire ve dozda UCE’nin kemiklesme {izerine
oldukea etkili oldugu, kemik iyilesmesini hizlandirdig1 gériilmiistiir. istatistiksel olarak
hem 7. giin hem de 21. giinde ekstre (E7, E21) ve ekstre+lazer (EL7, EL21) uygulanan
gruplarda kontrol gruplarmma (K7, K21) gore yeni kemik olusumu ve osteoblast sayisi
acgisindan anlamli derecede bir artis bulunmustur. Bununla birlikte yine hem 7. giin hem
de 21. giinde ekstretlazer (EL7, EL21) uygulanan gruplarda sadece lazer (L7, L21)
uygulanan gruplara gore benzer sekilde yeni kemik olusumu ve osteoblast sayisi

acisindan anlamli derecede bir artis bulunmustur.

Calismamiz sonucunda elde edilen diger onemli bir hususta E7 ve E21 gruplarinin
ortalama kemiklesme ve osteoblast degerlerinin birbirine yakin olmasidir. Bu sonug ile
UCE’nin kirik iyilesmesinde erken doénemde de iyi diizeyde kemiklesme elde
edilmesinde etkili oldugunu distinmekteyiz. Caligmamizda ayrica sadece lazer
uygulanan gruplart (L7, L21) kontrol gruplanyla (K7, K21) kiyaslandiginda
kemiklesme agisindan anlamli bir fark bulunamamistir. Lazer gruplarinin ortalama
osteoblast sayr degerlerinin kontrol gruplar1 ile birbirine olduk¢a yakin oldugu
goriilmiistiir. Bunun aksine ortalama kemiklesme degerlerinin ise her iki lazer grubunda

(L7, L21) kontrol gruplarina nazaran (K7, K21) daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Proantosiyanidinlerin doku hasarina kars1 oldukca etkili olduklari, yara iyilesmesi ve
anjiogenezisi artirdiglr yapilan calismalarda belirtilmistir. Calismamizda ise kapiller
sayisi, enflamatuar hiicre, fibroblast ve kollajen lifler agisindan hem 7. giin hem de 21.
giin gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir. Bu duruma postoperatif birinci
haftada anjiogenezisin yeterli olusamamasi ve diisiik oksijen saturasyonu sonucu
osteojenik aktivitenin olumsuz etkilenmesinin neden olabilecegini diisiinmekteyiz
(206). Ancak gruplar arasinda sadece EL21 grubunda K21 grubuna goére hem
enflamatuar hiicre hemde fibroblast sayisi agisindan anlamli bir fark gézlenmistir. Bu
farkliligin ortaya ¢ikmasinda ise UCE ile kombine uygulanan DDLT nin uzun dénemde

yara iyilesmesini hizlandirici etkisinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
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Caligmamizda tim deney gruplarinda kontrol gruplarina nazaran genel olarak iyi
diizeyde kemiklesme meydana gelmistir. Ayni zamanda hicbir denekte iyi bir
postoperatif bakimin ve kirik hattinda kritik defekt boyutunun asilmamis olmamasinin
da etkisiyle kirik uglar arasinda kaynamama sikintis1 olusmamistir. Bu nedenle gruplar
arasinda anlamli bir farklililk bulunamayan ve bag doku iyilesme kriterleri olarak
incelenen kapiller ve fibroblast sayisi, enflamatuar hiicre ve kollajen lif miktar1 gibi
histolojik iyilesme parametreleri c¢alismamiz kapsaminda Onem arz etmedigini

diisiinmekteyiz.

Literatiirde, UCE’nin etkinliginin arastirildig1 birgok ¢alisma bulunmasina ragmen kirik
iyilesmesi Tlizerine nasil etki ettigini inceleyen herhangi bir ¢aligmaya heniiz
rastlanilmamistir. Ayrica literatiirde DDLT nin gerek kirik iyilesmesi gerekse kemik
tyilesmesi lizerine farkli dozlar kullanilarak etkinligini inceleyen bircok calisma rapor
edilmesine karsin, UCE ile kombine kullaniminin nasil bir etki yapti§ina dair yeterli bir
bilgi bulunmadigindan, ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglarin oksidan/antioksidan

sistem ve kirik iyilesmesi acisindan 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
Bu bulgulara gore;

- Deneysel kirik olusturulan tiim ratlarda postoperatif donemde herhangi bir sebepten
dolay1 rat 6limii ile karsilasiimadigi; deneklerin islem Oncesi ve sonrasi viicut agirliklar
kiyaslandiginda E21 grubu hari¢ tiim gruplarda kilo kayb1 goriildiigii ancak bu kayip

hi¢bir hayvanin ¢alisma disinda tutulmasini gerektirecek diizeyde olmadig,

- Biyokimyasal olarak yapilan incelemelerde hem 7. giin hem de 21. giinde oksidan ve
antioksidan sistem {izerine gruplar arasinda sadece TAS degerleri acgisindan anlaml
farklilik goriildiigii, 7. giin TAS degerlerinde sadece ekstre grubunda anlamli fark

goriiliirken; lazer uygulamasinin burada TAS {izerine olumsuz bir etkisi oldugu,

- 21. gilin gruplarinda ise TAS degerleri acisindan 7. giinde gozlemlenen sonuglarin
aksine burada ekstre grubundan ziyade en iyi sonuglarin lazer ve ekstre+lazer grubunda

goriildiigli ve lazerin uzun donemde TAS iizerine olumlu yonde etki gosterdigi,

- Operasyon sonrast 7. ve 21. giinlerde ekstre verilen gruplarda (E7, EL7, E21, EL21)

kontrol grubuna kiyasla yeni kemik olusumu ve osteoblast sayisi istatiksel olarak
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anlamli bir sekilde arttigi ve en iyi Sonuglarin ise ekstrenin lazer ile kombine

uygulandig1 gruplarda (EL7, EL21) gozlendigi,

- Uygulanan doz ve siirede lazerin ekstre ile beraber kullanildiginda ekstrenin etkinligini
artirdigl, bununla birlikte DDLT nin tek basina kemik olusumu {izerine istatistiksel

olarak anlamli bir etkisinin goriilmedigi,

- Ayrica ekstrenin kullanildigi deney gruplarinda (E, EL) 7. giinde elde edilen kemik
olusumunun ayni gruplarin 21. giinlinde goriilen kemiklesmeye yakin bir ortalama
degere sahip oldugu ve bdylece ekstrenin 7. giinde de oldukea iyi iyilesme potansiyeli
olusturdugu sdylenebilir. Ancak bu noktada ajanlarin uzun donem etkilerini inceleyen

daha fazla sayida detayli arastirma yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Sonug alarak, Oral ve Maksillofasiyal cerrahi kliniginde sik¢a karsilasilan mandibula
kiriklarinda kirik iyilesmesini hizlandirmak ve dolayisiyla hastalarin islevlerini daha
kisa siirede geri kazanmalarini saglamak amaciyla kullanilabilecek yontemlerden
birisinin de 300 mg/kg/giin dozda verilen Uziim Cekirdegi Ekstresi olabilecegi, bununla
birlikte ekstre ile kombine olacak sekilde uygulanan 23 J/cm2 dozda (0.3 W, 810 nm
GaAlAs) DDLT’nin kemiklesme ve iyilesme siireci iizerine olumlu etkilerinin oldugu
ve bu sekilde UCE ile birlikte kullaniminin klinik kullanim agisindan daha iyi sonuglar

verecegi kanatine varilmistir.

Literatiirde UCE ve bunun DDLT ile kombine kullaniminin mandibular kirik iyilesmesi
tizerine etkisini inceleyen herhangi bir c¢alismanin bulunmamas: ve takibinde
arastirmamizda elde etti§imiz sonuglar dogrultusunda c¢alismamizin literatiire katki
saglayacagini diisinmekteyiz. Tiim bunlara karsin, olusan kemiklesme paterninin kesin

sebebini sOyleyebilmek i¢in daha ileri degerlendirmeler gerekmektedir.
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