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OZET

RATLARDA OLUSTURULAN KRITiK BOYUTLU KEMIK
DEFEKTLERINE SIGIR KAYNAKLI DEPROTEINIZE KEMIiK
GREFTIYLE BIRLIKTE UYGULANAN SISTEMiK RESVERATROLUN
YENI KEMIK OLUSUMU UZERINE OLAN ETKILERININ DENEYSEL
OLARAK INCELENMES]

Dt. Tugce CEVIK
A1z Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dah
Sivas
2016
Agiz dis ve gene cerrahisinde, ¢oklu dis ¢ekimine bagh alveolar kayiplar, Kist-timor
operasyonlari, onkolojik rezeksiyonlar, travma, enfeksiyon, gelisimsel anomaliler
nedeniyle kemik dokuda defektler meydana gelmektedir. Cesitli etyolojilerle
meydana gelen defektlerin hizla ve anatomik forma en uygun sekilde onarimi
gereklidir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda arastirmacilar, kemik defektlerinin
onariminda yeni kemik olusumunu uyaric nitelikte olan greftler ve biyomateryaller
lizerinde calisma yapmaktadirlar. Ayrica bazi antioksidan ajanlarin yeni kemik

olusumu tizerindeki etkileri arastirilmaktadir.

Antioksidan bir bilesik olan resveratrol (3,4,5-trihidroksistilben); baslica
lizim olmak iizere, yer fistigi, ahududu, dut, erik, bogiirtlen gibi sebze ve
meyvelerde, kirmizi sarapta ve Polygonum cuspidatum adli bitkinin koklerinde
yiksek oranda bulunur. Dogal fitoaleksin yapisinda olup, ayni zamanda

antienflamatuvar, antineoplastik, antitrombositer dzellige sahip olan bir bilesiktir.

Bu calismada, ratlarda deneysel olarak olusturulan kemik defektlerine,
antioksidan Ozellik gosteren ve osteoblastik aktiviteyi artirict 6zelligi bulunan
resveratroliin sistemik uygulanmasinin, yeni kemik olusumu iizerine olan etkilerinin
histopatolojik ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglanmistir. Boylece
kemik iyilesmesine olumlu yonde katkida bulunabilecek yeni ajanlarin

gelistirilmesine yardimci olmak amaglanmistir.

Calismada 56 adet erkek Wistar albino cinsi rat kullanilarak 14’erli 4 grup

olusturulmustur. Her grup kendi igerisinde sakrifikasyon giinleri agisindan 14. ve 28.



giinler olmak tizere 2 gruba ayrilmistir. Tiim gruplarda ratlarin sag mandibulasinda 5
mm c¢apinda defekt olusturulmustur. 1. Deney grubu olan olan kontrol grubuna (K)
herhangi bir islem yapilmamistir. 2. deney grubunda (G) olusturulan defekt sigir
kaynakli kemik grefti ile doldurulmustur. 3. deney grubunda olusturulan defekt bos
birakilip, sistemik resveratrol (10mg/kg) verilmistir. 4. deney grubunda olusturulan
defekt hem sigir kaynakli kemik greftiyle doldurulmus hem de sistemik resveratrol

(10mg/kg) verilmistir.

14. ve 28. giinlerdeki histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirme
sonuglarina gore; ossifikasyon derecesi, fibrozis, anjiyogenez, enflamatuvar hiicre
yogunlugu, BMP-2 ve TNF-a miktar1 bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmustur. Sonug olarak; sistemik resveratroliin kemik iyilesmesine olumsuz etkisi
olmadigi ve kritik boyutlu kemik defektlerine kemik grefti ile birlikte

uygulandiginda kemik iyilesmesinin daha iyi sonuglandigi gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kritik boyutlu defekt, resveratrol, sigir kaynakli deproteinize
kemik grefti
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ABSTRACT

EXPERIMENTAL STUDY OF THE EFFECTS OF ADMINISTERING
BOVINE ORIGIN BONE GRAFT WITH SYSTEMIC RESVERATROL ON
EXPERIMENTALLY INDUCED CRITICAL SIZE BONE DEFECTS IN
RATS REGARDING NEW BONE FORMATION
Dt. Tugce CEVIK
Department of Oral and Maxillofacial Surgery
Sivas
2016

In oral and maxillofacial surgery, defects in bone tissue emerge due to alveolar loss
after multiple tooth extraction, cyst-tumor operations, oncologic resections, trauma,
infection and developmental abnormalities. It is necessary to repair defects caused by
various etiologies rapidly and in the appropriate way for anatomical form. In recent
studies, researchers conduct studies on grafts and biomaterials that can stimulate the
new bone formation in the repair process of bone defects. Furthermore the effects of
antioxidant agents on new bone formation is under research.

Resveratrol (3,4,5-trinydroxystilbene) is present at a high rate mainly in
raisins, peanuts, raspberries, mulberries, plums, blackberries and such fruit and
vegetables, red wine and Polygonum cuspidatum plant’s root. Natural phytoalexin is
a compound having a structure of antioxidant, anti-inflammatory, antineoplastic
properties.

In this study, it is intended to examine the effects of systemic implementation
of resveratrol having antioxidant and osteoblastic activity-enhancing features on new
bone formation using histopathological and biochemical methods on the
experimentally induced bone defects in rats and contribute to the development of
new agents for bone healing. Thus, the aim of this study is to develop new agents
which can contribute to bone healing in a positive way.

In the study, 56 male Wistar albino rats were used to form 4 groups of 14 rats.
Each group is divided into 2 groups based on 14 and 28 days of sacrification within
themselves. In each group of rats defects of 5 mm in diameter were formed in the
right mandibles. Without taking any action on the control group; bovine origin bone
graft (G) was applied to first experimental group, systemic resveratrol (10mg/kg)
was applied to second experimental group and systemic resveratrol with bovine
origin bone graft (10mg/kg) was applied to the third experimental group.

According to the histopathological and biyochemical evaluation results of
14th and 28th days, significant difference of ossification degree, fibrosis,



vii

angiogenesis, inflammttory cell density, BMP-2 and TNF-o was observed between
different groups. As a result, when systemic resveratrol is applied together with graft,
bone healing was observed to be better in the critical size bony defects.

Key words: Critical size defect, resveratrol, bovine origin deproteinized bone graft.
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1.GIRIS

Agiz, dis ve g¢ene cerrahisinin ¢aligma alaninin temelini kemik dokusu olusturur.
Kemik; organizmanin yagami boyunca olugabilecek bir yaralanmaya karsi, genellikle
skar dokusu dahi olusmadan, tamirle cevap verebilen yiiksek derecede rejenerasyon
Ozelligine sahip bir dokudur. Kemik iyilesmesinde amag, kendiliginden ve hizli bir
sekilde iyilesmeyi saglamaktir. Kiiglik boyutlardaki kemik defektlerinde cerrahi
miudaheleye gerek kalmadan rejenerasyon gozlenirken, belli bir boyutun tizerindeki
kemik defekterinde gozlenmez. Cerrahi miidahele ile bu durumu diizeltmek gerekir
1,2).

Kemik defektlerinin tamiri ve rekonstruksiyonuna ait ilk veriler eskilere
dayanmaktadir. M.O. 3000’li yillarda maden devrinde ¢ene yiiz defektlerinde
rekonstriiksiyon amaciyla altin ve giimiis tabakalari greft materyali olarak
kullanilmstir (3).

Gegmisten gilinimiize arastirmacilar, kemik defektlerinin onariminda yeni
kemik yapimini stimiile edebilecek nitelikte olan greftler ve biyomateryaller iizerinde
caligmaktadirlar. Daha sorunsuz ve hizli bir iyilesme saglamak ve istenmeyen
etkilerin olusmasin engellemek i¢in, greft materyallerini kullanarak deneysel ve
klinik ¢alismalar yapmaktadirlar. Agiz, dis ve ¢ene cerrahisinde, hastanin
kendisinden (otojen), baska insanlardan (allogreft), diger canlilardan (ksenogreft)
alinan veya sentetik (alloplastik) kaynakli ¢esitli greft materyalleri; alveolar kret
defektlerinde, dudak-damak yariklarmin greftlenmesinde, fasiyal kemiklerin
ogmentasyon islemlerinde, sinlis tabanm1 ogmentasyonunda, kist kavitelerinin
onariminda kullanilmaktadir. Bu materyallerin birbirlerine gbére avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Kendiliginden tamiri miimkiin olmayan defektlerde
tedavi i¢in otojen greft uygulamasi altin standart olarak kabul edilir (4). Ancak otojen
greftler elde edilirken ikinci bir cerrahi operasyon alanina ihtiya¢ duyulur ve istenilen
miktarda greft elde edilemeyebilir. Donoér sahada morbidite riski ve agri gibi
komplikasyonlar da bu greftin kullanimini sinirlamaktadir. Bundan dolay: diger greft
tirlerinin (allogreft, ksenogreft, alloplastik) kullanimi ve kombine tedavilerle

etkinliklerinin arastirilmasi giindeme gelmektedir (5).



Cesitli hayvan tiirlerinden (sigir, mercan, domuz, at) elde edilebilen
ksenogreftlerin, immiin reaksiyon olusmasini 6nlemek amaciyla biitiin organik
komponentleri uzaklastirilmistir. Literatiirde sigir kaynakli ksenogreftler {izerine pek
¢ok calisma yapilmistir (6-10). Sigir kaynakli kemik grefti, insan kanselloz kemigine
yapisal olarak ¢ok benzer, osteokondiiksiyon ve biyouyumluluk 6zelliklerine sahiptir
(8, 11, 12). Bu nedenlerden dolay1 giiniimiizde sigir kaynakli deproteinize kemik
grefti gesitli cerrahi operasyonlarda sik olarak kullanilmaktadir (13-15).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, serbest radikallerin kemik iyilesmesi iizerinde
olumsuz etkileri oldugunu gostermistir. Polifenolik maddeleri i¢eren bazi bitkilerin
ve degisik bitki ekstratlarinin, serbest radikaller {izerinde yliksek antioksidan aktivite

gosterdigi bulunmustur (16).

Resveratrol (3,4,5-trihidroksistilben) baslica tiziim olmak {izere, yer fistigi,
ahududu, dut, erik, bogiirtlen gibi sebze ve meyvelerde, kirmizi sarapta ve
Polygonum cuspidatum adli bitkinin koklerinde yiiksek oranda bulunan dogal
fitoaleksin yapisinda, antioksidan Ozellige sahip olan olan bir bilesiktir (17). Bu
bilesigin bitkiler tarafindan travmatik zedelenmeye, ultraviyole 1g1nina maruziyete ve
fungal saldirilara kars1 cevap olarak sentezlendigi ortaya konmustur (18). Yapilan
klinik ve deneysel ¢alismalarda, resveratroliin trombosit agregasyonunu engelledigi,
kalp ve damar hastaliklarina karst koruyucu etkisi oldugu ve antikarsinojenik
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (19-21). Aynm1 zamanda resveratroliin
osteoklastlarin formasyonunu Onledigini ve osteoblastlarin proliferasyonunu ve
indiiksiyonunu tesvik ettgini gosteren ¢alismalar mevcuttur (22, 23). Bu ¢alismada,
son yillarda yapilan deneysel arastirmalarda kemik yapimi iizerinde belirgin bir
etkiye sahip oldugu gosterilen, resveratroliin, sistemik olarak uygulanmasinin kemik
defektlerine olan etkilerinin degerlendirilmesi ve olusacak yeni kemik miktart ve

kalitesinin artirilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kemik Dokusu

Kemik dokusu; organizmanin ana iskelet yapisini olusturan ve iizerine yapisan
kaslarin diizenli kasilmasi ile viicudun hareket etmesini saglayan ozel bir bag
dokusudur. Hayati onem tasiyan organlari hem koruyup hem de destek olmasinin
disinda, yapisinda kan hiicrelerinin sentezlendigi kemik iligini bulundurur. Kalsiyum,
fosfat ve diger temel iyon ve minerallerin viicuttaki konsantrasyonunun
saglanmasinda bir depo olarak gérev alir. Viicudun en sert dokularindan biri oldugu
halde, {izerine gelen fizyolojik ve mekanik uyaranlar dogrultusunda kendini
sekillendirebilen dinamik bir yapidadir ve bu 6zelligi sayesinde kendini onarip

yenileyebilmektedir (24).

Kemiklerin i¢ ve dis yiizeyleri; dis yiizeylerde periosteum, i¢ yiizeylerde
endosteum olarak adlandirilan ve kemik olusturan hiicreleri igeren tabakalarla
ortilidiir (24). Periosteum, eklem yiizeyleri hari¢ tiim kemigi distan ¢evreleyen kaba,
vaskiiler, konnektif bag dokusudur. Kemige destek saglayip, kemigin beslenmesinde,
gelisiminde ve tamirinde 6nemli rol oynar. Yapisindaki Sharpey lifleri adi verilen
kollajen uzantilar ile kemige sikica baglanir. Periosteum, dista fibroz tabaka ve icte
osteojenik tabaka olmak {izere iki tabakadan olusur. Dis tabaka metabolizmada rol
oynayan damarlar1 ve lenfatikleri igerir. I¢ tabaka ise gevsek bag dokusunda olup,
yeni kemik olusumu saglayan hiicreleri icerir. Endosteum tabakasi, kemik iligi
kavitesini ve kompakt kemigin kanal sistemini gevreleyen ince retikiiler bir bag
dokusudur. Endosteum, periosteumdan daha incedir ve tek tabaka osteojenik hiicre
icerir. Bu tabakanin kemik doku yapabilme 6zelligi disinda hematopoetik hiicreleri

yapabilme 6zelligi vardir (24-26).

Kemik dokusu mikroskobik olarak, hiicreler ve hiicreler arasinda bulunan

kemik matriksi olmak iizere iki temel yapidan olusur.



2.1.1 Kemik Hiicreleri
2.1.1.1 Osteoprojenitor hiicreler (Osteojenik prekiirsor hiicreler)

Farkililasma ve cogalma kapasitesine sahip olan bu hiicreler, kemigin yapisinda
postnatal yasam boyunca bulunurlar. Igsi sekilli olup, havers kanallarini gevreleyen
endosteum ve periosteumun hiicreden zengin i¢ tabakasinda bulunurlar. Erigkin
donemde kemigin internal reorganizasyonu, kirik iyilesmesi veya yaralanma
durumlarinda aktive olarak, osteoblast veya osteoklast gibi diger kemik hiicrelerine
doniisebilirler (24, 26).

2.1.1.2 Osteoblastlar

Osteoprojenitor hiicrelerden koken alan osteoblastlar, kiibik ya da silindirik
sekillidirler. Tek tabaka halinde aktif kemik olusumunun oldugu biitiin bolgeleri
kaplarlar. Kemik matriksinin organik kisimlarinin iiretilmesinden sorumlu olan bu

hiicreler, mineralize olmamis organik matriksin (osteoid) kalsifikasyonunu baglatir

ve kontrol ederler (24, 27).

Osteoblastlar, kemik proteinlerinin %90’m1 olusturan Tip | kollajeni, kemik
matriks proteinlerini ve biliyiime faktorlerini salgilarlar. Bunun yanisira
osteoklastlarla beraber kemik rezorpsiyonunun diizenlenmesinde de etkilidirler.
Osteoblastlar kemik olusumu tamamlandiktan sonra sert matriks i¢ine gomiilerek
osteosit adini1 alir ve kendi gevrelerine az miktarda matriks sentezleyerek boliinemez

bir yapiya doniistirler (27).
2.1.1.3 Osteositler

Osteositler lakiina denen lameller arasindaki kiigiik bosluklarda yer alirlar. Komsu
lakiinalar lameller boyunca ilerleyen kanalikiiller ile birbirlerine baglanarak besin
maddelerinin hiicreden hiicreye ge¢isini saglarlar. Kemigin ekstraselliiler matriksinin
devamliliginin korunmasi i¢in &nemli rol oynayan osteositler kemik matriksinin
bakimindan sorumludurlar ve herhangi bir nedenle oliimlerini takiben matrikste

coziinmeler gozlenir (24).



2.1.1.4 Osteoklastlar

Kemik iligindeki monosit-makrofaj projenitor hiicrelerden koken alan osteoklastlar,
¢ok ¢ekirdekli biiyiik hiicrelerdir. Kemigin rezorpsiyonundan sorumlu olan bu

hiicreler, Howship lakiinas1 ad1 verilen yiizeysel gukurlarin igerisine yerlesmislerdir
(27).

Osteoklastlarin kemik matriksine bakan yiiziinde diizensiz yapida firgamsi
kenarlar1 bulunur ve bu bdélge kemik rezorbsiyonu i¢in mikro ¢evre olusturmakla
gorevlidir. Kemik matriksini rezorbe edebilen asit, kollajenaz ve diger proteolitik
enzimlerin osteoklastlarca salinmasi ve bu enzimlerin hedef kemik matriksine
baglanmasi ile rezorbsiyon i¢in pH’ nin yaklasik 3,5 oldugu asidik bir ¢evre meydana
gelir. Boylece kalsifiye olmus temel maddeyi ¢6ziiniir serbest hale getirirler. Ayrica
kemik rezorpsiyonu sirasinda meydana gelen atiklarin da ortadan kaldirilmasini
saglarlar. Bu siire¢ gesitli bolgelerdeki kemigin rezorpsiyonunu takiben osteoblastlar
tarafindan olusturulan yeni kemik ile yer degisimini icerir. Osteoklastlar, bu sekilde
kemigin yapim ve yikim olaylari sonucu yeniden sekillenmesinde, osteoblastlarla

beraber 6nemli rol alirlar (24, 28).
2.1.2 Kemik Matriksi

Kemik matriksinin, %10-29’unu su, %60-70’ini inorganik matriks, %30-40’1mn1 da

organik yapi olusturur.
2.1.2.1 inorganik matriks

Kemigin kuru agirhigmnin yaklagik %65’ini olusturan inorganik matriks, basta
kalsiyum ve fosfor olmak iizere; bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve
sodyum gibi mineralleri igermektedir. Bu mineraller kollajen fibrillerin arasinda
hidroksiapatit ([Cal0(PO4)6(OH)2] ) kristalleri seklinde yer alir ve Tip I kollajen
lifleri boyunca uzanirlar. Hidroksiapatit kristallerin iizerinde su ve iyonlardan olusan,
hidrasyon kabugu denilen viicudun sivi-iyon dengesini saglayan bir tabaka

bulunmaktadir (24, 27).

Kemigin sertligi ve dayamkliligi; yapisim1 olusturan kollajen ile bu

hidroksiapatit kristallerinin birlikteligine baglidir. Ornegin kemik doku dekalsifiye



edildiginde normal seklini korur ancak oldukca esnek bir hal alir. Organik kisim
kemikten uzaklastirildiginda ise, kemik seklini yine korur ancak bu kez oldukca

kirillganlasir (27).
2.1.2.2 Organik matriks

Organik kisim kemigin kuru agirliginin yaklagik % 35’ini olusturur ve Tip I kollajen
lifleri (% 90-95), kondroitin siilfat, keratan siilfat, hyaluronik asitten zengin
proteoglikanlar1 ve kollajen olmayan proteinleri igermektedir. Organik matriksin
kalsifikasyonu, Tip | kollajenlerin sonlanma bdolgelerinde bulunan bosluklara mineral
birikimiyle saglanmaktadir.  Osteoblastlar  tarafindan  sentezlenen kemik
glikoproteinleri  (osteokalsin, osteopontin ve osteonektin) bu Kalsifikasyonun
baslatilmasindan sorumludurlar (26). Dolayisiyla viicutta Tip I kollajen i¢eren ancak

bu kemik glikoproteinlerini icermeyen diger dokular ise kalsifiye olamazlar (24).
2.1.3 Kemik Tiirleri

Kemik mikroskobik olarak incelendiginde, primer ve sekonder olmak iizere iki farkl
tipte kemik doku oldugu goriiliir. Primer kemik embriyolojik gelisim siirecinde, kirtk
ve diger onarim olaylarinda ilk ortaya ¢ikan kemik tiiriidiir. Primer kemik gecicidir ve

yetiskinlerde yerini sekonder kemige birakir (29).
2.1.3.1 Primer kemik dokusu

Intrauterin hayatta sekillenir ve gegidir. Olgunlasmamis kemik dokusu, nonlameller
kemik (Woven, reticulated) olarak da adlandirilir. Yetiskinlerin kafasindaki yassi
kemik eklemleri, alveol kemigi ve tendonlarin kemige tutundugu yerler gibi birkac
yer disinda, yerini sekonder kemige birakir. Sekonder kemige oranla daha fazla
osteosit ve daha az mineral igerir. Primer kemik dokusunda kollajen lifler dagiik
seyrederek ag yapar. Nonlameller kemikte embriyonik donemde ve kirik iyilesme
stirecinde kallus olusumu vardir. Daha sonra yeniden yapilanma ile kortikal veya

kansell6z kemige doniisiir (29, 30).
2.1.3.2 Sekonder kemik dokusu

Eriskinlerde sadece sekonder kemik dokusu bulunur. Lamelli bir yap1 gosterir. Her

lamelde bulunan kollajen fibriller birbirine paraleldir, komsu lamellerdeki kollajen



fibrillere ¢apraz yonde ve spiraller yaparlar. Bu o6zel seyir sekonder kemige
dayaniklilik kazandirir. Primer kemik dokusuna gore, sekonder kemik daha kalsifiye
ve daha giigliidiir. Primer kemik dokusunda osteositler daginik yerlesirken, sekonder
kemik dokusunda komsu lamellerin arasina sikismiglardir ve sayilar1 daha azdir.
Sekonder kemik dokusu, sponjioz (kanselloz, siingerimsi) ve Kkortikal (lameller,

kompakt) kemik olmak {izere iki tiirdiir (24).
2.1.3.2.1 Sponjiyoz kemik

Yass1 kemiklerin i¢ yiizeyleri ile, kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢
kisimlarinda bulunan sponjioz kemik, birbiriyle anastomozlasan ince kemik
trabekdillerinden olusmustur. Trabekiillerin aralar1 kemik iligi ile doludur ve diizensiz
sekilli bosluklar1 vardir. Besin maddelerini stoplazma uzantilar1 araciligiyla, kemik

iliginde ¢ok sayidaki kan damarlarindan alirlar (24).
2.1.3.2.2 Kortikal kemik

Tiim kemiklerin dis yiizeyinde bulunan kortikal kemik, primer kemikten yeniden
yapilanma sonucu olusur. Uzun kemiklerin dis ylizeylerini, yasst kemiklerin i¢ ve dis
tabakalarini olusturur. Kortikal kemigin ana yapist Havers sistemi olarak da
adlandirilan osteondur. Osteon; uzunlamasma dizili Havers kanallarin1 saran,
silindirik sekilli vaskiiler kemikten olusur. Ayrica kortikal kemikte, kemigin uzun
eksenine dik ya da oblik yonde uzanan ve Havers kanallarini besleyen damarlari
iceren, kanallar1 birbirlerine baglayan Volkmann kanallart bulunmaktadir Volkman
kanallar1 komsu osteonlar1 birlestirir. Kortikal kemigin mekanik giicii osteonlarin siki

dizilimine baglhdir (31, 32).
2.1.4 Kemikte Gelisim ve Biiyiime

Kemikte gelisim ve biliyiime embriyonik donemde baglayip, gen¢ erigkin doneme
kadar devam eder. Kemik olusumu, osteoblastlarin salgiladiklar1 matriksin dogrudan
mineralizasyonu ile (intramembrandz) veya kikirdak matriks tizerine kemik

matriksinin ¢okmesi ile (enkondral) gergeklesir (24, 26).



2.1.4.1 intramembranéz kemiklesme

Intramembrandz kemiklesme, matriksin bag doku destegiyle dogrudan dogruya
kalsifikasyonu sonucu gergeklesir. Farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin kemik
yapim sahasina tabakalar halinde birikmesi ve dokunun kan damarlarindan
zenginlesmesi ile mezenkim doku i¢inde bol miktarda kapiller igceren bir ag olusur.
Mezenkim hiicreleri; kan damari, fibroblast ve osteoprojenitér hiicreleri igeren
organik matriksi sentezler. Osteoprojenitor hiicreler osteoblastlara doniisiir ve
osteoblastlar da daha sonra mineralize olacak olan organik kemik matriksini
biriktirir. Bu matriksin yiizeyini zamanla osteoblastlar kaplar ve hizla yeni kemik
matriksini biriktirirler. Matriksle ¢evrelenen osteoblastlar ise osteositlere doniisiir.

Sonugta olusan osteoid matriks mineralize olarak olgun kemik halini alir (32).

Intramembrandz kemiklesme, viicutta kraniyum kubbesi, mandibula,
pariyetal kemikler, oksipital ve temporal kemiklerin skuaméz kisimlari, Klavikula,
ilium ve skapula gibi yassi kemiklerin embriyolojik gelisiminde aktif rol alir. Uzun
kemiklerin kalinlasmasinda ve kisa kemiklerin biiyiimesinde gorev alir. Ayrica
dogumdan sonra, kemik defektlerinin rejenerasyonu ve kirik iyilesmesi sirasindaki

periosteal iyilesme de bu mekanizma ile gergeklesir (33).
2.1.4.2 Enkondral kemiklesme

Bu tip kemiklesmede, kemik olusumu i¢in mezenkim dokudan once hiyalin yapida
kikirdak bir catinin varligi gereklidir. Iki asamada olusur. Once hiyalin bir kikirdak

cat1 olusur ve arkasindan yeni kemik olusumu gerceklesir.

Enkondral kemiklesme farklilasmamis hiicrelerin  bir araya gelerek
kondrositlere doniismesi ve bu hiicrelerin de kikirdak matriksi sentezlemesiyle
baglar. Baz1 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 osteoprogenitor
hiicreler, osteoblastlara doniisiir ve mineralize kikirdakta osteoid matriksi
olustururlar. Daha sonra osteoklastlar bu kalsifiye kikirdak ve olgunlagmamis kemigi
rezorbe eder ve takibinde osteoblastlar rezorbe olan kalsifiye kikirdak ve

olgunlagmamis kemik karigiminin yerine olgun lameller kemigi olusturur (33, 34).



Enkondral kemiklesme daha ¢ok kisa ve uzun kemiklerin olugmasindan
sorumludur. Ancak bu tiir kemiklesme en belirgin olarak uzun kemiklerde goriiliir.
Ayrica dogumdan sonra sabit fiksasyon yapilamayan kirik iyilesmesinde rol alir (24,
26).

2.1.5 Kemik Iyilesmesi

Iyilesme; yaralanmay1 takiben birbirine baglantili hiicresel, hiimoral ve vaskiiler
olaylarin sonucunda, hiicreye yapi ve fonksiyonunu kazandiran doku cevabidir.
Kemik; bir cati igerisinde entegre olmus metabolik olarak hiicrelerden olusmus,
dinamik, biyolojik yonden aktif bir dokudur. Bu 6zelligi dikkate alindiginda, kirik
kemik hattinda ve defekt sahasinda iyilesme ¢ok sayida biyokimyasal, biyomekanik,

hiicresel, hormonal ve patolojik siiregler tarafindan etkilenir (35, 36).

Kemik dokudaki iyilesme, yaralanmanin karakterine gore rejenerasyon veya
tamir olgularm igerir. Kemik iyilesmesi, temelde bir bag dokusu iyilesmesidir.
Yumusak doku yaralanmalarin iyilesme siirecinde meydana gelen olaylar;
enflamasyon, fibroplazi ve remodeling fazlari, kemik defektlerinin onarimi siirecinde
de gerceklesir. Yumusak dokulardaki iyilesme siirecinden farkli olarak hasar gbren
ossifiye dokunun remodelasyon ve rekonstriiksiyonunda osteoblast ve osteoklastlar
ise karismaktadir (37, 38).

Kemik iyilesmesi 3 6nemli safthadan olusur. Bunlar enflamatuvar, proliferatif

ve maturasyon safhalaridir.
2.1.5.1 Enflamatuvar safha

Bu sathada dokudaki debrisler uzaklastirilip yara temizlenir, vaskiiler destek saglanir
ve yeni iskeletsel matriks olusturma amaglanir. Doku yaralanmasinda da karsilasilan
adenozin difosfat, serotonin, protoglandin ve tromboksan A2 gibi platelet
agregasyonunu saglayan enflamatuvar elemanlar salinir. Boylece hemostatik tikag

olusur.

Akut iyilesmede hiicresel enflamatuvar cevap gozlenir ve nétrofiller
basroldedir. Gorevleri fagozitoz yapmak, debrisi ve hasarli dokuyu yok etmek olan

nétrofillerin bdlgeye gogli, yaralanmanin 3-4. giinlinde en yiiksek seviyededir. 5.
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ginde ise makrofajlar baskin hale gelir ve onarim siireci boyunca ortamda
bulunmaya devam eder. Makrofajlarin gorevi sadece yara alanindaki artiklarin
uzaklastirilmasi degildir. Ayn1 zamanda yeni doku olusumu safhasinda, mezenkimal
hiicrelerin defekt alanina goglinii ve farklilasmasini saglayacak olan biiylime

faktorleri ve sitokinler, makrofajlar tarafindan ortama salinirlar (39, 40).
2.1.5.2 Proliferatif safha

Bu safhada c¢evre kemik dokulardan bodlgeye dogru mikrovaskiiler biiyiime
gerceklesir ve bu olaya “neovaskiilarizasyon” denir. Hiicresel farklilasma, ¢cogalma
ve aktivasyon sonucu sonradan remodele olacak immatiir bir matriks tretilir.
Fibroblastlar, osteoblastlar ve projenitor hiicreler gogalarak yara bdlgesinde kollajen
olusturmaya baslarlar. Bdylece kollajene ve zengin kapiller kaynaga sahip
graniilasyon dokusu olusur. Ayrica platelet kaynakli biiylime faktérii (PDGF) ve
temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) de anjiyogenezi stimiile eder.

Lokal mezenkimal hiucreler; fibroblast, osteoblast ve kondroblastlara
farklilasirlar. Boylece kollajen, glikozaminoglikan, glikolipid ve glikoprotein igeren
bir ekstraseliiler matriks olustururlar. Bastaki zemin maddesi ve fibréz doku sonunda
fibrokartilaj kallusa doniisiir. Boylece ilk olusan kemige “Orgli kemik™ ad1 verilir ve

bu kemik iyilesmenin 4-6. haftasina kadar baskin halde gozlenir (40).
2.1.5.3 Maturasyon safhasi

Kemik iyilesmesinin en uzun siiren bu safhasinda, immatur bag doku olustuktan
sonra osteogenez devam eder. Osteoblastik hiicreler farklilasarak matriks
mineralizasyonuna yardim ederler. Olusan orgii kemik osteoklastik aktivite ile
yikilmaya baslar ve primer osteonlar yerini kademeli bir sekilde lamellar kemige ve
kemik iligine birakir. Boylece sekonder osteonlar olusur. Primer kemik olusumu
birkag hafta gibi kisa bir siirectir, ancak bu kemigin yerini lamellar kemige birakmasi

aylar alir (39-42).
2.2 Kemik Iyilesmesi Komplikasyonlari

A1z boslugu ve ¢ene bdlgesi viicudun giris kapilarindan biri olup dis ortamla direkt

temas halinde olan ve sosyal hayati etkileyen onemli bir yapidir. Operasyonlar
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sonrasinda bu bolgede olusan defektlerle; hastalarda fonksiyon, fonasyon, estetik ve

sosyal agilardan problemler olusabilecegi i¢in postoperatif iyilesme ¢ok Onemlidir

(43).

Kemik defektlerinin iyilesmesi sirasinda karsilagilan en 6nemli sorunlardan
biri kemik iyilesmesinin istenilen bigimde gerceklesememesidir. Iyilesme
bozukluguna, ozellikle bikortikal kemik defektlerinde siklikla rastlanabilir. Kemik
defektlerinin iyilesme siirecini engelleyen faktorlerden biri mevcut kemik
boslugunun yumusak bag dokusu hiicreleri ile dolmasidir. Bu komplikasyon hastanin
daha uzun silire muzdarip olmasina sebep olur. Hasarli bolgenin revizyon amaci ile

tekrar opere edilmesi gerekebilir.

Kemik iyilesmesi bag dokusuna 6zgii bir olay olup, bu iyilesme osteoblastlari
iceren hiicresel proliferasyonu gerektirir (44-46). lyilesmenin tamamlanmasi
endosteum veya kemik iliginden diferansiye olan osteoblastlarla saglanir. Defekt,
istenmeyen bir sekilde skatrisyel bag dokusu ile de dolabilmektedir. Defektin
dolmas1 iyilesmenin bittigi anlamina gelmemektedir. Spontan olarak iyilesmeye
birakilan kemik defektlerinde, kavitenin fibroz konnektif doku ile dolmasi ve
baslangigta yeterli yeni kemik formasyonunun meydana gelememesi, ideal greft

materyallerine duyulan gereksinimi artirmaktadir.

Biiyiik kemik defektleri s6z konusu oldugunda kemik konturlarinin normal
morfolojisinin korunmast ve iyilesmenin bag dokusu migrasyonu olmadan
saglanmasi esastir. Patolojik olusumlarin ¢ikartilmasiyla olusan biyiik kemik
defektleri ve bunlarin biiyiikliikleriyle dogru orantili olarak ortaya ¢ikan estetik veya
fonksiyonel bozukluklar cesitli biyomateryallerin ve otojen, allojen ve alloplastik

kemik greftlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (47).
2.3 Kritik Boyutlu Defekt

Son yillarda kemik kiriklarinin veya defektlerinin iyilesmesinde olumlu etkileri
oldugu ve diistiniilen kemik greftleri, kemik benzeri iiriinler, hastadan elde edilen
biiylime faktorii iceren kan iiriinleri veya rekombinant biiyiime faktorleri gibi pek ¢cok
materyal kullanilmaktadir. Her yeni maddenin etkinligini digeriyle karsilastirabilmek
icin standart bir hayvan modeline ihtiyag vardir. Literatiirde bu amagla, “kritik
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boyutta kemik defekti” olarak adlandirilan, dairesel, tam kat ve hayvanin yasami
boyunca kendiliginden kapanma sansi olmayan en kiigiik boyutta kemik defektleri
tamimlanmustir (1, 2, 48, 49). Bu defektlerde iyilesme kemiklesmeden ziyade bag
dokusu dolumu ile ger¢eklesmektedir (50-52).

Kemik defektlerinde iyilesme, defektin biiyiikliigiine ve kullanilan deney
hayvaninin tiirtine gore farklilik gostermektedir. Farkli kaynaklarda degisik rakamlar
verilse de, kraniyumda kritik boyutta kemik defekti rat i¢in 8 mm, tavsan igin 15
mm, kopek ve maymun i¢in 20 mm olarak genel gecerlilik kazanmistir (1, 2, 48).
Mandibulada yapilan ¢alismalarda ratlarda kritik boyutta kemik defektinin 5 mm
oldugu bulunmustur (53-55).

2.4 Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide Kullanilan Greft Materyalleri

Kemik rejenerasyonu oral ve maksillofasiyal cerrahide en temel amaglardan biridir.
Kiigiik boyutlardaki kemik defektlerinde iyilesme kendiliginden olurken, Kritik
boyutlu kemik defektlerinde iyilesme kendiliginden olmaz ve bu yiizden iyilesmeyi
tetiklemek icin birgok alternatif kullanilir. En ideal yontem defektin biiytikliik, sekil
ve antijenik olarak benzer dzelliklere sahip baska bir kemik doku ile doldurulmasidir
(56, 57).

Greft terimi; transplantasyondaki diger anlamlarindan farkli olarak, kemik
yapimini uyaran tiim materyaller i¢in kullanilir (58). Sert doku, yumusak doku veya
kombine defektlerin onariminda kullanilan greft materyallerinin esas gorevi,
defektlerin en kisa siirede, anatomik forma en uygun sekilde kapatilmasini ve yeni
olusacak dokulara rehberlik etmesini saglamaktir. Ideal bir greft materyali
osteokondiiktif, osteoindiiktif, osteogenetik Ozelliklere sahip olmali, herhangi bir
enfeksiyon riski tagimamali, kullanima hazir olmali, doku ile uyumlu olmali, yabanci
cisim ve fibrotik reaksiyona neden olmamalidir. Ayrica ucuz olmali ve kolay elde
edilebilmelidir (59).

Greft materyalleri osteogenez, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon olmak
tizere li¢c farkli mekanizma ile kemik iyilesmesine katkida bulunurlar. Alict yerin

durumu ve greftin tipine bagl olarak bu mekanizmalar degismektedir (60).
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Osteogenez, bir greft materyalinin dogrudan osteoblastlar ile yeni kemik
olusturabilmesi durumudur. Osteogenezde greft materyalinin ig¢inde yeni kemik
olusturma yetenegine sahip olan osteoprojenitoér hiicreler mevcuttur. Osteogenezin
gerceklesmesi i¢in defektin igine yerlestirilecek greft materyaline, canli osteoblastlar
veya Onciil osteoblastlar nakledilmelidir. Ancak bu sekilde kemik olusum merkezleri
saglanmis olur. Canli kansell6z kemik, kemik iligi ve otogreftler icerdikleri hiicresel
elemanlar ile nakledildikleri yerde dogrudan yeni kemik olusumunu baslatirlar.
Kemik olusturmada etkili tek greft materyali otojen kemiktir ve bu yiizden tiim greft

materyalleri arasinda “altin standart” olarak degerlendirilir (24, 61).

Osteoindiiksiyon, greftteki kemik indiikleyici proteinlerin veya kemik
morfojenik proteinlerin etkisiyle mezenkimal hiicrelerin osteoprojenitdr hiicrelere

degisimidir. Demineralize kemik grefti bu 6zellikte bir greft materyalidir (62-64).

Osteokondiiksiyon, alic1 kemikteki vaskiiler ve perivaskiiler yapilarin ve
osteoprojenitor hiicrelerin grefte dogru ilerlemesi i¢in greft materyalinin scaffold
(cat1) gorevi Tlstlenerek yilizeyinde yeni kemik olusumunu desteklemesidir.
Osteokondiiktif materyaller biyouyumludur. Herhangi bir toksik reaksiyon olmadan

kemik veya yumusak dokuda apozisyon meydana gelir (65).
2.4.1 Oral ve Maksillofasiyal Cerrahide Kullanilan Greft Endikasyonlar:

1. Cerrahi operasyon sonrasi olusan defektler (kist, gomiili dis, timor
rezeksiyonlar1 sonrast),

2. Travmatik defektler (¢ene kirigi, travmatik dis ¢ekimi, siniis agilmasi),

3. Preprotetik operasyonlar, kret ogmantasyonu ve siniis tabani yiikseltilmesi

operasyonu,

Estetik amagli,

Kemik i¢i implantlarin ¢cevresinde olusan defektler,

Ortognatik cerrahi islemler esnasinda gelisen defektler,

N o g &

Trafik kazalari, radikal onkolojik islemler gibi asir1 derecede doku
kayiplarinin meydana geldigi vakalar,

8. Enfeksiyonel osteomyelit vakalari,
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9. Neoplazmlar, yumusak doku tliimoérlerinin ¢ikartilmasi ve bu tiimoérlerin
kemige invazyonu sonucu kemigin rezeksiyonu,

10. Mikrognati, retrognati, dudak-damak yariklar: gibi konjenital maksillofasiyal
defektler,

11. TME artroplastisi,

12. Periodontal defektler,

13. Endodontik defektler (1, 66).

2.4.2 Kemik Greft Materyallerinin Simiflandirilmasi

Kemik greftleri, elde edildikleri dokulara ya da ftiretildikleri maddelere gore; otojen
greftler, allogreftler, ksenogreftler ve alloplastik materyaller olarak 4 grupta

incelenebilirler (67).
2.4.2.1 Otojen Greftler

Otojen greftler, kisinin kendisinden alinan greft materyalleridir. Alinan greft uzak bir
sahaya transplante edilebilir (Heterotopik) veya ayn1 bolgede kullanilabilir
(Ortotopik). Otojen greftler altin standart olarak kabul edilmektedir. Kisinin
kendisinden alindiklar1 i¢in osteoindiiktif, osteokondiiktif, osteogenetik ozelliklere
sahiptirler ve enfeksiyon tasima riskini ortadan kaldirirlar (67). Otogreftler en sik
olarak iliak kemikten, tibiadan, kostalardan ve kalvaryumdan; agiz iginden ise
simfizden, ramustan, tiiber bolgesinden, ekzostozlardan, iyilesme durumundaki dis

¢ekim soketinden ve interseptal alveol kemiginden elde edilir (68).

Otojen kemik greftlerinin avantajlari ilikteki osteoprogenitor hiicreler ve canli
osteoblastlar ile direkt osteogenez, kollajen matriks ile osteokondiiksiyon, Bone
morphogenetic protein (BMP)’ler ile osteoindiiksiyon yapabilmeleridir (69). Ayrica
otojen kemik greftleri kisa siirede miikkemmel damarlanma gosterir, kisinin
kendisinden alindig1 i¢in ¢apraz enfeksiyon ve immiin reaksiyon riski yoktur (56,
57).

Otojen greft her ne kadar altin standart olarak kabul edilse de alinabilecek
greft miktarimin sinirhi olmasi, hastada ikinci bir operasyon sahasi olusturulmasi ve

buna bagli olarak operasyon siiresinin uzamasi, morbidite ve enfekiyon riskinin
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bulunmasi gibi bazi dezavantajlara sahiptir. Bu durum zaman zaman galismacilari

farkl greft materyalleri kullanmaya yoneltmektedir (67).
2.4.2.2 Allogreftler

Allogreftler, aynmi tiirden fakat farkli genotipe sahip farkli bireylerden elde edilen
greft materyalleridir. Insanda kullanilan kemik allogreftleri farkli bir insandan elde
edilen ossedz, transplante dokulardir. Allogreftler, kadavralardan elde edilir, islenir,
cesitli sekillerde ve boyutlarda hazirlanir ve ileride kullanilmak {izere uygun sartlarda

kemik bankalarinda saklanir (70, 71).

Hazirlanma yontemlerine gore, dondurulmus kemik (deep-freezing),
dondurulmus kurutulmus kemik (freeze-drying), demineralize kemik, deproteinize
kemik, taze dondurulmus ve solventlerle dehidrate edilmis kemik olarak

gruplandirilabilir (60, 72, 73).

Allogreftlerin avantajlari; dondr alan cerrahisi ve morbiditesinin olmayisi,
genis kemik defektindeki basar1 oraninin % 60-90 arasinda olmasi, intraoperatif kan
kaybimin ve postoperatif agrinin olmamasidir (74-76). Bununla birlikte bakteriyel
enfeksiyon, viral hastaliklarin taginmasi (hepatitler, HIV), donérden dondre degisen
kemik kalitesi, wucuz olmamasi, yabanci cisim reaksiyon potansiyeli
dezavantajlarindan bazilaridir. Postoperatif donemde ise allogreftte kirilma,

kaynasma olmamasi ve enfeksiyon gibi komplikasyonlar bildirilmistir (75, 77).
2.4.2.3 Ksenogreftler

Bu tiir kemik greftlerinde alici ile vericinin tiirleri birbirlerinden farklidir. Genellikle
memeli hayvanlarin kemiklerinden ya da mercanlarin dis iskeletlerinden elde
edilirler. Memeli hayvanlardan at, sigir ve domuz siklikla greft kaynagi olarak
kullanilir. Sigir kaynakli kemik en gok tercih edilen ksenogrefttir (78, 79).

Ksenogreftler 1960’larda popiiler hale gelmis, ancak sigir kaynakli kemik
transplantasyonu sonrasi rapor edilen bazi1 otoimmiin hastaliklar greftin kullanimini
azaltmistir  (78). 1990’larda kemik partikiillerinin deproteinize edilmesinin
gerceklestirilmesiyle birlikte antijenik 6zellikleri azaltilmis ve tekrar kullanilmaya

baglanmigtir.  Sonu¢ olarak  kemigin  organik  komponentinin  tamamen
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uzaklagtirilmasi amaglanmistir. Bunun sonucu olarak da organik kismin osteoindiiktif
kabiliyeti kaybedilmis olur ve greft osteokondiiktif 6zellik gosterir. Sigir kemigi
organik komponentlerinden ayrildiktan sonra kalsiyum matriks sterilize edilerek
greft kullanima hazir hale getirilir. Bu greft, alicida herhangi bir immiin reaksiyona

sebep olmayacak sekilde hazirlanir (78, 80).

Ksenogreftlerin kullanildig1 deneysel hayvan ¢alismalart materyalin ideal bir
yap1 iskeletine sahip oldugunu gdstermektedir. Ksenogreftlerin iyilesme
mekanizmalar1 incelendiginde alict sahadaki kemikteki osteojenik hiicrelerin
rehberliginde kemik biiyiimesi basladigi goriilmektedir. Bu durumda greft
partikiilleri arasinda o6rgli kemikten olusan kopriiler meydana gelir. Yeni olusan
kemik kopriisii ve ksenogreftten olusan bu yapi total mineralize doku olarak
adlandirilir. Orgii kemik kombinasyonu ile olusmus bu olgunlasmamis doku yeniden

sekillenme ve yer degistirme periyotlari ile lameller kemige doniisiir (81, 82).

Ksenogreftlerle ilgili tartisilan 6nemli bir konu rezorpsiyon siiresidir.
Osteokondiiktif 6zellige sahip olan materyalin zamanla rezorbe olarak yerini yeni
olusan kemige birakmasi beklenir. Ksenogreftlerin hizli bir sekilde konak¢1 kemigi
ile yer degistirdigini belirten raporlar mevcuttur (83). Buna karsin ksenogreftlerin
cok yavas rezorbe oldugu veya hi¢ rezorbe olmadan uzun siire varligim

koruyabilecegi goriisiinli savunan ¢alismalar daha baskindir (84, 85).

Ksenogreftler, farkli boyut ve sekillerde piyasaya sunulmustur. Blok formlari,
plastik ve rekonstriiktif cerrahi ile maksillofasiyal cerrahide onlay greft olarak
kullanilirken, graniil formlar1 periodontal kemik defektlerinde, ¢cekim kavitelerinde
ve kiigiik kist operasyonlarinda basarili bir sekilde hem fonksiyonel hem de estetik

kayiplarda kullanilmaktadir. Daha giicli materyallerle kombine olarak da
kullanilabilirler (68, 72, 86).

2.4.2.4 Alloplastik Materyaller

Alloplastik kemik greftleri, canli dokulardan elde edilmeyen, sentetik olarak iiretilen
maddelerdir. Biyouyumlu olan bu materyaller belli oranda osteokondiiktif 6zellige
sahiptirler (67, 79). Alloplastik materyaller 4 ana gruba ayrilabilirler (64):
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* Seramikler (sentetik hidroksiapatit (HA), trikalsiyum fosfat (TCP), biyoaktif cam),
* Kalsiyum karbonat,

* Kompozit polimerler (rezorbe olan ve olmayan),

* Kalsiyum siilfat

Alloplastik materyaller otojen greftlerin neden oldugu riskleri tasimamalari
nedeniyle bir alternatif olarak karsimiza cikarlar. Kolay elde edilirler, ancak bu
materyallerin kullanimi immiin reaksiyon, antijenite olusturabilir ve hastada ek bir

maliyete sebep olabilir (87).
2.5 Bone Morphogenetic Protein (BMP)

Kemik indiiksiyonunu saglayan proteinler ilk olarak 1979 yilinda Urist tarafindan
izole edilmistir. Kemik morfogenetik aktivitesinin demineralize kemikten daha fazla
oldugu goriilen bu proteinler Bone Morphogenetic Protein veya Osteogenic Protein
(OP) olarak isimlendirilmistir (69, 88, 89). Embriyojenik ve dogum sonras1 donemde
kemik ve bir¢ok dokuda var olduklar1 belirlenmistir (90). Hayat boyunca biiylime
faktorlerinin hedefi diferansiye olmus hiicreler olmasma karsin, BMP’ lerin hedef

organi undiferansiye perivaskiiler bag dokusu hiicreleridir (89).

Kemik morfogenetik proteinler, transforming growth faktor- g (TGF- B) ailesi
tiyeleri i¢inde bulunan biiylime ve farklilagsma faktorleridir. Hiicre proliferasyonu,
diferansiyasyonu, hiicre adezyonu ve motilitesini diizenledigi ¢esitli tiirlerde
tanimlanmistir (91). Bu proteinlerin hedef hiicreleri mezensimal kok hiicrelerdir ve

mezenkimal kok hiicreler BMP reseptorlerinin tiimiinii bulundururlar (90, 92).

Kemik morfogenetik proteinler aminoasit dizilis benzerliklerine gore alt
gruplara ayrilmiglardir. Giniimizde 15 adet kemik morfogenetik proteini
tanimlanmistir (Tablo 2.1). BMP-2 ve 4 birinci alt grubu, BMP 5 ve 8 ikinci alt
grubu, BMP-3 ve GDF-10 tigiincii alt grubu olusturmaktadir. BMP-4, BMP-5, BMP-
6, BMP-7 de, BMP-2’ye benzer sekilde kemik indiiksiyonu yapmaktadir. Bu

proteinler arasinda osteoindiiktif 6zelligi en fazla olan BMP-2’dir (90).
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Tablo 2.1: insan Kemik Morfogenetik Proteinleri ve Temel Fizyolojik Ozellikleri

BMP Adlandirma Temel Rolii

BMP-2 BMP-2a Kemik ve kikirdak morfogenezi ve kalp olusumu

BMP-3 Osteogenin Kemik morfogenezinin diizenlenmesinde negatif rol oynar
BMP-3b GDF-10 Kemik morfogenezinin diizenlenmesinde negatif rol oynar
BMP-4 BMp-2b Kemik ve kikirdak morfogenezi ve bobrek olusumu
BMP-5 - Kemik morfogenezi ve ekstremite olusumu

BMP-6 Vrgl, Dvr6 Kemik ve kikirdak morfogenezinde hipertrofi

BMP-7 OP-1 Kikirdak ve kemik morfogenezi ve bobrek formasyonu
BMP-8 OP-2 Kemik morfogenezi/spermatogenez

BMP-8b OP-3 Spermatogenez

BMP-9 GDF-2 Kemik morfogenezi ve kolinerjik néronlarin olusumu
BMP-10 - Kalp morfogenezi

BMP-11 GDF-11 Aksiyal iskelet, goz, bobrek ve pankreas gelisimi

BMP-12 CDMP-3, GDF-7 | Tendon, ligament ve duyu néronlarinin gelisimi

BMP-13 CDMP-2, GDF-6 | Kikirdak gelisimi ve hipertrofi

BMP-14 CDMP-1, GDF-5 | Kondrogenez ve anjiyogenez

BMP-15 GDF-9b Yumurta fizyolojisi

BMP-16 - Embriyonik gelisim

BMP-17 - Embriyonik gelisim

BMP-18 - Embriyonik gelisim

Yapilan ¢aligmalar; BMP’lerin bircok doku ve organin olusumunda erken

morfogenez sirasinda olan epiteliyal mezenkimal etkilesimlerde morfogenler olarak

rol oynadiklarin1 gostermistir. BMP-2"nin gelismekte olan dis germlerinde, ¢ene

kemiginde, ¢izgili ve diiz kaslarda, spinal kord, nasal, trakeal ve 6zefagal epitelde

lokalize oldugu belirtilmistir (89). Embriyojenik hiicrelerin BMP’lere cevap vererek

kikirdak ve kemik hiicrelerine farklilasmasi da, BMP’lerin embriyogenik iskelet

sisteminin olugsmasinda rol oynadiklarini gostermektedir (90).

BMP’lerin hem in vivo hem de in vitro olarak osteoblast farklilasmasinda

etkili olduklar1 gg@sterilmistir. Kemik iyilesmesinde BMP’ler pluripotent kok

hiicrelerinin osteoblastik doniisiimiinde rol alirlar (93, 94). Bu sayede farklilasmamis
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mezengimal hiicreler osteojenik hiicrelere doniiserek yeni olusan kemigin
ekstraseliiler matriksinin sentezlenmesinde ve kalsifikasyonunda gorev alirlar.
Ayrica BMP’ler, olgun osteoblast ve kemik iligi osteoprojenitor hiicreleri lizerinde

kemotaktik 6zellige sahiptir (90).

Kemik yaralanmasinin mezenkimal hiicreleri etkiledigi ve bu hiicrelerin
yaralanma bdlgesine go¢ etmelerini saglayacak mekanizmayr tetikledigi
diistiniilmektedir. Literatiirde kemik yaralanmasi1 sonrasinda yapis1 bozulan kemikten
veya rezorbe olan matriksten ortama salinan BMP’lerin mezenkimal hiicre gogiinde
rol oynadiklar1 savunulmaktadir. Mezenkimal hiicreler yaralanma bolgesinde
prolifere olup diferansiyasyonlarim1 tamamlayarak osteoblastik hiicrelere doniistirler
(95). Yeni gelisen osteoblastik hiicrelerden {iretilen BMP’ler bu dongiiyi

kuvvetlendirerek kemik iyilesmesini hizlandirir (96).
2.6 Tiimor Nekroz Faktor-o(TNF- a)

TNF; dogal bagisiklik, hiicre regiilasyonu, hiicre farklilasmasi ve apopitoz
stireclerinde 6nemli rollere sahip olup ayni zamanda kanserli hiicrelerin yikimini da
saglayan polipeptid yapida bir sitokindir. TNF’nin o ve P olmak iizere iki tipi
bulunmaktadir. TNF-a, ¢ogunlukla aktif makrofajlar ve monositler tarafindan
salinmaktadir. Ancak aktif T hiicreleri, B hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler (nature
killer=NK), mast hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler, kuppfer hiicreleri, diiz kas
hiicreleri, bazofiller ve tiimor hiicreleri gibi gesitli hiicrelerden de sentezlenebilir.
TNF-B ise baglica T lenfositlerden salinir. Konak hiicre iizerindeki etkileri TNF-a
gibidir fakat ondan daha zayif etki gosterdigi bilinmektedir. Iki biyomolekiil
arasindaki amino asit benzerligi ¢ok diisiik olmasina ragmen, etki mekanizmalari

aynidir (97, 98).

TNF-o enflamatuvar yanitin olugmasina yol agan, 26 kDa membran bagh
protein olarak sentezlenen bir sitokindir (99). Makrofajlar ve monositler tarafindan
tiretilen ve kagektin olarak da bilinen TNF-a, cesitli hiicre populasyonlar1 iizerinde

bir grup enflamatuvar ve immiin diizenleyici etki gosterir (100).

TNF-0, enflamatuvar ajanlar ve doku yaralanmalar1 gibi uyarilara cevap

vererek, notrofilleri aktive ederek, vaskiiler endotelyal hiicrelerin 6zelliklerini
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degistirerek ve lokal kan pihtilagsmasi olusturarak tiimorisidal aktiviteyi artirdig: gibi,
diger hiicrelerin metabolik aktivitelerini de diizenleyerek tiim viicutta dolasir. immiin
sistemdeki ¢esitli islevlerinden dolay1 TNF-o’nin kaseksi, otoimmiin hastaliklar,
organ transplantinin reddi, ateroskleroz gibi pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol
alabilecegi one siiriilmistir (101, 102). TNF-a, eklemlerin ve diger dokularin

enflamatuvar hastaliklarinin patogenezinde de 6nemli rol oynar (103).

TNF-a’'nin  kemik rezorpsiyonu, kemik formasyonunun inhibisyonunda
onemli rolleri oldugu belirtilmektedir. Genel olarak biyolojik etkileri sunlardir:
fibroblastlar1 uyararak kollejenaz salinmasi i¢in uyarir, vaskiiler permeabiliteyi
arttirir, IL-1a ve B, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin ve MMP lerin salinimini indiikler,
adezyon molekiillerinin iiretimini arttirir, osteoprotegrin (OPG) ve NF- kB (Nuclear
factor kappa B)’nin reseptor aktivator faktorii gibi osteoklast farklilasmasinda
gorevli faktorlerin tretimini etkiler, ayrica IL-1’le sinerjik etki gostererek kemik
rezorpsiyonunu artirir (100,104). TNF-a osteoblast fonksiyonlarini ve farklilasmasini
inhibe ettigi bilinmektedir. Osteoblastik fenotipin baskilanmas: tip I kollajen gibi
ekstraselliller matriks komponentlerinin iiretiminde azalma olmast ve hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu ile gergeklesir. TNF-o alkalen fosfataz ve osteokalsin

salimimin1 da inhibe etmektedir (105).
2.7 Resveratrol

Hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in ¢ok c¢esitli dogal iirlinlerin klinik
potansiyelleri dikkat ¢ekmektedir. Bu dogal firiinler i¢inde bir polimer grubu olan
viniferinler, giiclii antifungal ozelliktedir ve bitki antibiyotikleri olarak bilinen
fitoaleksinleri de kapsar. Resveratrol dogal fitoaleksinlerden olup, ilk olarak 1940
yilinda beyaz ¢opleme (White hellebore-Veratrum grandiflorum O. Loes) otunun
koklerindeki bir yapi olarak tanimlanmistir. Daha sonra Japonya' da Kojo-kon
(idatori cay1) olarak adlandirilan Polygonum cusbidatum bitkisinin (Sekil 2.1)
koklerinde bulunmustur (106). Resveratrol miktarinin en yiiksek oldugu bildirilen bu
bitkinin Japon ve Cin halk tipinda laksatif etkisi oldugu, damar sertligi ve kalp ritim
bozukluklarinda kullanildig: belirtilmektedir (107, 108).
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Sekil 2.1: Polygonum Cusbidatum bitkisinin genel goriiniimii

Trans-resveratrol 1976 yilinda Langcake ve Pryce tarafindan Vitis vinifera
bitkisinden izole edilmistir ve bu arastiricilar bilesigin genellikle Botrytis cinerea
adli mantarin saldirisina karst veya ultraviyole 1s18a maruz kalan bitkinin yaprak
dokularinda tretildigini bulmuslardir. Bitkilerde ¢esitli dis etkenlere kars1 savunma
maddeleri olarak sentezlenen bu ikincil metabolit maddelere fitoaleksinler (Bitki

koruyucular) adi verilmistir.
2.7.1 Resveratrol Kaynaklari

Cesitli bitkiler tarafindan iretilebilen resveratrol, stres kosullarma cevap olarak
tiretilir. Fitoaleksinler denilen savunma molekiilleri siifindan olup, enfeksiyon ve

ultraviyole (UV) irradyasyon hasarina karsi koruyucu 6zelliktedir (109).

Resveratrol ve analoglar1 (piseatannol ve pterostilben); tizim (Vitis spp.), yer
fistig1 (Arachis spp.), yumusak meyveler (bogiirtlen, yaban mersini, lingonberries,
tim Vaccinium spp.) ve ravent (Rheum spp) gibi ¢esitli yenilebilir dogal {iriinlerde
bulunabilmektedir. ilk Polygonum cusbidatum’ dan (Idatori cayi) elde edilen
resveratrol, bitki aleminde genis dagilim gosteren birgok bitkide bulunabilir (109).

Uziimde resveratrol 1976 yilinda yaprak epidermislerinde ve {iziim zarinda
tanimlanmistir. Uziim zar1 50-100 pg/g resveratrol igerir (106). Uziimlerde

resveratrol sentezinin 6zellikle kabuk kisminda yer aldigi, meyve etinde ya ¢ok
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diisiik konsantrasyonda bulundugu ya da hi¢ olmadig: ifade edilmektedir. Bu durum,
tiztimlerin kiiflenmeye karst direnglerinin 6zellikle kabuk kisminda olustugunu

gostermektedir (110).

Sarapta da bulunan resveratrol, beyaz saraba oranla kirimiz sarapta daha
yiiksek miktarda bulunur. Resveratrol kabuk tarafindan iiretilir ve kirmizi {iziim
kabugu ile birlikte fermentasyona ugratildig: i¢in kirmizi sarapta yaklasik 5 mg/lt
bulunmasina ragmen beyaz sarapta cok daha az miktarda bulunur. Beyaz sarap

yapiminda kabuk fermente olmaz (111).
2.7.2 Resveratroliin Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Antioksidan oOzellikleri olan polifenolik bilesikler; flavonoidler, antosiyaninler,
fenolik asitler ve stilbenlerden olusan genis bir siniftir. Fenilalanin tiirevi olan tiim bu
bilesiklerin alt grubu olan stilbenler i¢inde 3,4,5 trihidroksistilben adi ile de bilinen
resveratrol bulunur. Resveratroliin cis ve trans izomerik formlar1 bulunur. (Sekil2.2)
(112). Trans-resveratrol 1siktan korundugu siirece sabit kalir ve iiziim ekstrelerinde
de bu formu bulunur. Bu yiizden ¢alismalarda daha ¢ok bu izomer kullanilmaktadir
(111, 113).

OH

Sekil 2.2: Trans- ve cis- resveratroliin kimyasal yapisi

Molekiil formiilii C14H1203 olan resveratroliin molekiil kiitlesi 228,25 g/mol
diir. Etanolde kolayca c¢oziiniir, dimetilsiilfoksitte az ve suda daha az c¢oziiniir.

Kaynama noktas1 253-255 °C olup, hafif grimsi beyaz renkte kati-toz halindedir
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(114). Resveratroliin emiliminin hizli oldugu, dokulara kolay tasindigi ve biiyiik
oranda idrar yolu ile atildig1 gosterilmistir (115).

2.7.3 Resveratroliin biyolojik etkileri

Resveratroliin etkileri giiniimiize kadar bir¢cok biyolojik dokuda arastirilmistir. Bu
etkiler arasinda; lipid peroksidasyonun inhibisyonu, bakir selasyonu, serbest radikal
stiptiricti etki, trombosit agregasyonunun inhibisyonu, antienflamatuvar aktivite,
vazorelaksan akitivite, lipid metabolizmasinin diizenlenmesi, antikanser aktivite,

Ostrojenik aktivite gibi etkiler bulunmaktadir (115).

Resveratroliin gii¢lii antioksidan 6zelligi E vitamininden 50 kat, C
vitamininden ise 30 kat daha fazladir (116).

Resveratrol, hiicre membranlarin1 koruyarak yasayan hiicrelerde oksidatif

stresin zararl etkilerini azaltmaktadir (115).

Resveratroliin antienflamatuvar etkisi, siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimini inhibe etmesi, bazi enflamatuvar sitokinleri baskilamasi, endotelyal
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltmasi ve NFkB (niikleer faktor kappa B)
inhibisyonu yapmasina baglanmistir (17, 117, 118). Resveratrol TNF-a, interlokin-1

ve interlokin-6 gibi enflamasyonda etkili olan sitokinleri baskilamaktadir (119).

Yeni kapiller damar gelismesi, yara iyilesmesinde ve organ hipertrofisi gibi
fizyolojik olaylar doneminde goriilmektedir. Resveratroliin, hidrojen peroksit gibi
radikalleri engelleyerek biiyiime faktoriinii artirdigi ve Kapiller damar gelisimini

hizlandirarak yara iyilesmesine olumlu etkide bulundugu bildirilmistir (120).

Resveratroliin osteoklast formasyonunu onleyip, osteoblast farklilasmasini ve

indiiksiyonunu tesvik etttigi bildirilmistir (22, 23).

Yapilan bir ¢caligmada kiiltlir ortaminda insan kemik iliginden elde edilmis
mezengimal kok hiicrelerinin resveratroliin etkisiyle Ostrojen reseptorii iizerinden

osteoblastik farklilagmaya ugradig: gosterilmistir (121).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma; deneysel, biyokimyasal ve histopatolojik olarak {i¢ boliim altinda
gerceklestirilmistir. Deneysel kismi, Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda, biyokimyasal degerlendirilmesi Cumhuriyet Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’'nda, histopatolojik degerlendirmesi ise

Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda yapilmustir.

Calismaya baglamadan once 12.12.2014 tarihli ve 74 sayili Cumhuriyet
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onayr almmis ve c¢alisma sirasinda
Cumhuriyet Univeritesi Etik Kurulu ydnergesinin 13. Maddesinde belirtilen “Etik

kurallara uygunluk esas1” kararina uyulmustur.

Bu calisma icin kullanilacak olan ratlar, Cumhuriyet Universitesi Deney
Hayvanlari Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Calisma, veteriner Kkontroli ile
saglikli oldugu belirlenen agirliklar1 yaklagik 250-300 gram olan, ortalama 12
haftalik yetigskin 56 adet erkek Wistar albino rat lizerinde yapilmistir. Denekler 12
saat aydinlik/12 saat karanlik siklusu saglanacak sekilde tutularak, serbest diyet ve
icme suyu ile beslenmeleri saglanmistir. Oda 1s1s1 22+2 °C’de sabit tutulmustur.
Bulunduklar1 odanin nispi nem oram1 %30-45 arasinda tutularak, odanin
havalandirmasi filtre edilerek, kontaminasyon riski 6nlenmistir. Ratlar kafeslerde tek

olarak ve altlarinda talas olacak sekilde barindirilmistir.
3.1. Calisma Gruplarinin Tanimlanmasi

Toplamda 56 adet ratin kullanildig1 deney hayvanlari ilk nce 4 ana gruba (K, R, G,
GR) ayrilmustir (Tablo 3.1). Bu gruplar da kendi aralarinda 14 ve 28 giin yasatilan

gruplar olmak {izere 2 alt gruba ayrilmistir (n=7).
K: Kontrol grubu

R: Sistemik resveratrol grubu

G: Greft uygulanan grup

GR: Greftle birlikte sistemik resveratrol uygulanan grup
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Tablo 3.1: Calisma gruplarinin sematik gosterimi

Gruplar 14. giin sakrifiye 28. giin sakrifiye Grup basina
edilecek grup edilcek grup hayvan adedi
Kontrol (K) 7 7 14
Greft (G) 7 7 14
Resveratrol (R) 7 7 14
Greft + Resveratrol (GR) 7 7 14
Toplam 28 28 56

3.2 Cerrahi Teknik

Deneklerin yiyecek ve icecek alimi operasyondan 24 saat once kesilmistir. Deney
hayvanlarimin anestezisi intramuskuler enjeksiyon yontemi ile 3mg/kg xylazine
(Rompun, Bayer, Istanbul, Turkey) ve 90 mg/kg Ketamin HCL (Ketalar, Eczacibasi-
Warner Lambert, Istanbul, Turkey) kullamlarak saglanmistir. Yeterli bir anestezi

derinligi i¢in g6z kapagi refleksinin kaybolmasi beklenmistir.

Deney hayvanlarinin sag mandibula angulus bolgesindeki deri tras edilip
(Sekil 3.1), operasyon sahasi povidon iyot (Batticon standart soliisyon, Adeka,
Tiirkiye) ile silinip steril ortiiler operasyon sahasi agikta kalacak sekilde ortiilmiistiir

(Sekil 3.2). Kullanilacak olan el aletleri dahil olmak iizere biitiin malzemeler
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otoklavda sterilize edilmistir. Operasyonda asepsi ve antisepsi kurallarina dikkat
edilerek steril calisilmigtir. Daha sonra, mandibula angulus boélgesinde bazis
mandibulanin 1cm altindan olacak sekilde ve 1 cm uzunlugunda deri, subkutan doku
ve periostu i¢ine alacak sekilde insizyon yapilmistir (Sekil 3.3). Kemik yiizeyi agiga
cikacak sekilde flep kaldirilmistir. Standart kritik boyutta 5 mm ¢apinda bikortikal
kemik fragmani trefin frez kullanilarak serum fizyolojik irrigasyonu altinda
cikarilmistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6). Kontrol (K) grubunda ve resveratrol (R)
uygulanacak grupta mandibula angulus bdlgesinde Smm c¢apinda kritik boyutlu
defekt olusturulduktan sonra defekt bolgesine herhangi bir islem uygulanmamistir.
Greft (G) ve greftle birlikte resveratrol (GR) uygulanacak gruplarda ise kritik boyutlu
kemik defekti, sigir kaynakli deproteinize kemik grefti (Bio-Oss® Geistlich
Biomaterials, Wolhusen, Switzerland) ile doldurulmustur (Sekil 3.7, Sekil 3.8). Daha
sonra deri flebi sirasiyla dnce kas ve cilt alti fasyalar ve cilt 5-0 poliglaktin 910
(Vikril Jonson&Johnson/ethicon) siitur kullanilarak orijinal poziyonuna siiture

edilmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10).

Sekil 3.1: Operasyon sahasinin tras edilmesi
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Sekil 3.2: Operasyon sahasinin betadin ile boyanmasi

Sekil 3.3: Cilt insizyonu



Sekil 3.5: Denekte 5 mm ¢apinda kemik osteotomisi

28
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Ge_istlich )
Bio-Oss

Spongious bone substitute
Granules 0.25mm~-1mm /2g = 4cc

LEADINC

Sekil 3.7: Sigir kaynakli deproteinize kemik grefti (Bio-Oss®,Geistlich
Biomaterials, Wolhusen, Switzerland)
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Sekil 3.9: prasyon sonrasi kaslarin stiture edilmesi
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Sekil 3.10: Operasyon sonrast1 cildin siiture edilmesi

3.3 Resveratrol Soliisyonunun Hazirlamisi ve Uygulanma Sekli

Her rat i¢in 10mg/kg/giin olacak sekilde resveratrol (Sigma, katalog no: R5010,
USA) tartilmistir. Resveratrol (Sekil 3.11) etanolde c¢oziildiikkten sonra serum

fizyolojik ile (1:3) diliie edilmis ve soliisyon giinliik olarak hazirlanmistir.

Operasyon giiniinden itibaren, giinliik 10 mg/kg resveratrol soliisyonu R ve
GR grubu ratlara, oral gavaj yontemi ile sistemik olarak giinde 1 kez ve her giin ayni

saatte uygulanmustir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.11: Resveratroliin ticari formu

Sekil 3.12: Oral gavaj yontemiyle resveratroliin uygulanmasi
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3.4 Deney Hayvanlarinin Bakimi ve Deneyin Sonlandirilmasi

Postoperatif donemde deney hayvanlarina analjezik olarak Carprofen 4 mg/kg
(Rimadyl, Pfizer) ve antibakteriyel olarak Ceftriakson 25 mg/kg (Rocephin, Roche) 5
giin siire ile intramuskiiler yontemle uygulanmistir. R ve GR gruplarina oral gavaj ile
giinlik 10 mg/kg resveratrol verilmistir. Deney hayvanlar1 14. ve 28. giinlerde,
kanlar1 alindiktan sonra 200 mg/kg sodyum pentobarbital (Petothal, Abbot, ABD)
kullanilarak sakrifiye edilmistir. Deney yapilan taraftaki rat mandibulalari,
diseksiyon yapilarak c¢evresindeki yumusak doku ile beraber c¢ikarilmig ve

histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formol igerisine konulmustur. Alinan kanlar

ELISA yontemiyle inceleme icin kan tiiplerine konulup santrifiij cihaz1 ile (NF
1200R) santrifiij edilmistir (Sekil 3.13).

PR . ST P

Sekil 3.13: Santrifiij cihazi
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3.5 Degerlendirme Yontemleri
3.5.1 Histopatolojik Y ontem

Calisma sonunda Otenazi edilen ratlarin mandibulalar1 ¢ikarilarak alinmistir. Sag
mandibula angulus bolgeleri % 10’luk formaldehit iginde fikse edilmistir. Fikse
isleminden sonra, yumusak dokular uzaklastirilarak kemik doku %1°lik nitrik asit ile
dekalsifiye edilmistir. Dekalsifikasyondan sonra dokular rutin doku takip
islemlerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlanmistir. Hazirlanan parafin
bloklardan alinan 5 mikron kalinligindaki kesitler histopatolojik inceleme igin
hematoksilen eozin ile boyanmistir. Kesitler 1s1k mikroskobunda (Leica DM 2500);
ossifikasyon, anjiyogenez, nekroz, enflamatuvar hiicre ve fibrozis bakimindan

incelenerek kemik iyilesmesi degerlendirilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14: Isik mikroskobu
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3.5.2 Biyokimyasal Yontem (ELISA Yontemi)

Biyokimyasal yontem, Kitte yazili olan protokollere uygun olarak gergeklestirilmistir.
Seri diliisyonlarla konsantrasyonlari; BMP-2 i¢in, 62.5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml,
500 pg/ml, 1000 pg/ml; TNF-a i¢in, 15.6 pg/ml, 31.2 pg/ml, 62.5 pg/ml, 125 pg/ml,
250 pg/ml olacak seckilde standartlar hazirlanmis ve tim  kuyucuklara
yerlestirilmistir. Kontrol kuyucuguna 100 ul sample diluent buffer, 100 pl 6rnek, 100
ul standart kuyucuklara ilave edilerek, 37 °C de 90 dakika inkiibe edilmistir. Kapak
acilip plate igerigi uzaklastirildiktan sonra, her bir kuyucuga 100 pl biotinlated anti-
rat TNF-a antibody konulmustur. 37 °C de 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
plate 0,01 M PBS ile 1’er dakika olmak iizere 3 kez yikandi. Her bir kuyucuga 0,1
ml hazirlanmis ABC soliisyonu eklenmis ve plate 37 °C de 30 dakika inkiibe
edilmistir. 5 kez yikama isleminden gecirildikten sonra, 90 pL hazirlanmis TMB
renkli reagent soliisyonu konularak 37 °C de 25-30 dakika inkiibe edilmistir. Son
olarak kuyucuklara 100 pl TMB stop ¢ozeltisi konulmus ve sar1 renk elde edilerek
reaksiyon durdurulmustur. Stop soliisyonu eklendikten sonra 30 dakika icerisinde,
450 nm’de ELISA okuyucuda (Thermo Multiskan GO) degerlendirilmistir (Sekil
3.15).



36

Sekil 3.15: ELISA reader cihazi

3.6 istatistiksel Yontem

Calismamizdan elde edilen veriler SPSS (Ver: 22.0) programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlar yerine getirilemediginde Kruskal-
Wallis testi, Man Whitney U testi; parametrik varsayimlar yerine getirildiginde
Varyans Analizi ve Tukey testi kullanilmistir. Yanilma diizeyi 0,05 olarak alinmistir.



4.1 Klinik Bulgular

4. BULGULAR
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Deneysel ¢alisma siiresince ratlarin uygulanan cerrahi islemi iyi tolere ettigi,

beslenmeleri acisindan herhangi bir olumsuzluk gelismedigi, operasyona baglh

herhangi bir enfeksiyon olusmadigr ve deneklerin genel saglik durumlarinin iyi

oldugu gbzlemlenmistir.

4.2 Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik olarak gruplara ait kesitlerin mikroskobik degerlendirilmesinde (Tablo

4.1), ossifikasyon, anjiyogenez, nekroz, enflamatuvar hiicre, fibrozis durumlar
incelenerek skorlanmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6).

Tablo 4.1: Histopatolojik skorlamada kullanilan kriterler

Skor | Ossifikasyon Anjiyogenez Nekroz Enflamatuvar Fibrozis
Hiicre
0 Kemiklesme yok Yok Yok Yok Yok
1 Yetersiz Bir mikroskop | Bir Bir mikroskop Fibrosit
kemiklesme sahasinda 1-3 | mikroskop sahasinda 0- 5 sayist
adet kapillar sahasinda 1-2 | hiicreden olusan fibroblast
adet fokal fokal hiicre sayisina
nekroz alani infiltrasyonu oranla daha
az
2 Orta derecede Bir mikroskop | Bir Bir mikroskop Fibrosit
kemiklesme sahasinda 3-6 | mikroskop sahasinda 10 dan say1st
adet kapillar sahasinda fazla hiicreden fibroblast
ticten fazla olusan birden fazla | sayisina
adet fokal fokal hiicre oranla daha
nekroz alani infiltrasyonu fazla
3 Normal histolojik Bir mikroskop | Mikroskop Mikroskop Yogun
yapiya benzer sahasinda 6 sahasinda sahasinda yaygin fibrosit ve
kemik yapimi adetten fazla yaygin nekroz | yangisal hiicre kollajen
kapillar alanlar1 infiltrasyonu doku
olusumu

4.2.1 Ossifikasyonun Degerlendirilmesi

Gruplara iliskin 14. giin ossifikasyon degerleri karsilastirildiginda (Tablo 4.2),

gruplar aras1 farklilik 5nemli bulunmustur (p< 0.05). Gruplara iliskin degerler ikiserli
karsilastirildignda; K ile G, G ile GR, G ile R arasindaki farklilik 6nemli bulunurken

(p<0.05), diger gruplar arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).
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Gruplara iligskin 28. giin ossifikasyon degerleri karsilastirildiginda, gruplar

arast farklilik 6nemli bulunmustur (p< 0.05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak
karsilastirildignda; K ile GR, G ile GR, G ile R arasindaki farklililk 6nemli
bulunurken (p<0.05), diger gruplar arasindaki farklihik Onemsiz bulunmustur
(p>0.05).

Sekil 4.1: GR grubu
oklar), Hematoksilen-eozin x 200

A [ S
28. gline ait histopatolojik goriintli. Yeni kemik yapimi (siyah



Tablo 4.2: Tiim gruplara ait ossifikasyon derecelerinin karsilastirilmasi
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Gruplar 14. giin 28. giin
X=£Ss Medyan X=£Ss Medyan
K 1,00£0,00 1 1,14+0,37 1
G 0,28+0,48 0 0,57+0,53 0
R 1,28+0,48 1 1,71+0,48 2
GR 1,57+0,53 2 2,00-+0,00 2
Sonug¢ KW= 15,58 KW= 18,36
p=0,001* p=0,001*

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma, KW: Kruskal Wallis Testi *: (p<0,05)

Her bir grupta 14. giin ve 28. giin skolar1 karsilagtirildiginda (Tablo 4.3),

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur. (p>0,05).

Tablo 4.3: Giinlere ait ossifikasyon derecelerinin karsilastiriimasi

Gruplar

GR

14. giin
X+Ss

1,00+0,00

0,28+0,48

1,28+0,48

1,57+0,53

28. giin
X+Ss

1,14+0,37
0,57+0,53
1,710,48

2,00+0,00

Sonuc¢

p=0,317
p=0,157
p=0,083

p=0,083

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma
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4.2.2 Anjiyogenezin Degerlendirilmesi

Gruplara iliskin 14. giin skor degerleri karsilastirildiginda (Tablo 4.4), gruplar arasi
farklillk  6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak
karsilastirildiginda K ile GR, R ile GR arasindaki farklilik &nemli bulunurken
(p<0,05), diger gruplar arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Gruplara iliskin 28. giin skorlar1 karsilagtirildiginda, gruplar arasi farklilik
onemli bulunmustur. Gruplara ait degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda, K ile
GR arasindaki farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasindaki fark

Oonemsiz bulunmustur (p>0.05).
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(siyah oklar), Hematoksilen-eozin x 360

Tablo 4.4: Tiim gruplara ait anjiyogenez miktarinin karsilagtirilmasi

Gruplar 14. giin 28. giin
X+Ss Medyan X+Ss Medyan

K 1,14+0,37 1 1,28+0,48 1

G 1,57+0,53 2 1,57+0,53 2

R 1,28+0,48 1 1,42+0,53 1

GR 2,14+0,37 2 2,14+0,37 2

Sonug¢ KW= 12,31 KW= 8,92
p=0,006* p=0,030*

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma, KW: Kruskal Wallis Testi *: (p<0,05)
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Her bir grupta 14. giin ve 28. giin skorlar1 karsilastirildiginda (Tablo 4.5),

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur. (p>0,05).

Tablo 4.5 Giinlere ait anjiyogenez miktarinin karsilagtirtlmasi

Gruplar 14. giin 28. giin Sonug¢
X+£Ss X+Ss
X£Ss X+£Ss
K 1,42+0,37 1,28+0,48 p=0,564
G 1,57+0,53 1,5740,53 p=1,000
R 1,28+0,48 1,42+0,53 p=0,564
GR 2,14+0,37 2,14+0,37 p=1,000

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma (p>0,05)

4.2.3 Fibrozis Miktarimin Degerlendirilmesi

Gruplara iliskin 14. giin fibrozis skorlar1 degerlendirildiginde (Tablo 4.6), gruplar
aras1 farlilik 6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak
karsilagtirildiginda; K ile GR arasi farklilik 6nemli bulunurken, diger gruplar arasi

farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Gruplara iligskin 28. giin fibrozis skorlar1 degerlendirildiginde, gruplar arasi

farklilik 6nemsiz bulunmustur. (p>0,05)
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Tablo4.6:  Tim gruplara ait fibrozis miktarinin karsilastiriimasi
Gruplar 14. giin 28. giin
X=£Ss Medyan X=+Ss Medyan
K 1,28+0,48 1 1,57+0,53 2
G 1,71+0,48 2 2,14+0,37 2
R 1,57+0,53 2 1,85+0,69 2
GR 2,14+0,37 2 2,424+0,53 2
Sonug¢ KW= 8,76 KW= 8,92
p=0,033* p= 0,052

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma, KW: Kruskal Wallis Testi *: (p<0,05)

Her bir grupta 14. giin ve 28. giin skorlari karsilastirildiginda (Tablo 4.7),

gruplar aras farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 4.7: Giinlere ait fibrozis miktarinin karsilastirilmasi

Gruplar

GR

14. giin
X+Ss

X+Ss

1,18+0,48

1,71+0,48

1,57+0,53

2,144+0,37

28. giin
X+Ss

X+£Ss
1,57+0,53
2,14+0,37
1,85+0,69

2,42+0,53

Sonuc¢

p=0,157
p=0,083
p=0,317

p=0,157

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma
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Sekil 4.4: GR grubuna alt 14. giin hlst‘opatolopk gorilintli. Fibrozis (Kirmizi daire),

Hematoksilen, eozin x 140

4.2.4 Enflamatuvar Hiicre Miktarimin Degerlendirilmesi

Gruplara iligkin 14. giin enflamatuvar hiicre skorlar1 degerlendirildiginde (Tablo 4.8),
gruplar arasi farlilbik 6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli
olarak karsilastirildiginda, K ile GR arasi farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), diger
gruplar aras1 farklilik nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Gruplara iligkin 28. giin enflamatuvar hiicre skorlar1 degerlendirildiginde,

gruplar arasi farlilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 4.5: Kontrol grubuna ait 14. giin hist-opatolojik géntii. Enflamatuvar hiicre

artisi (siyah daire), Hematoksilen-eozin x 200
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Sekil 4.6: Kontrol grubuna ait 14. giin histopatolojik goriintii. Hiperemi (siyah

oklar), Hematoksilen-eozin x 140
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Tablo 4.8: Tiim gruplara ait enflamatuvar hiicre miktarinin karsilastirilmasi

Gruplar 14. giin 28. giin
X=£Ss Medyan X=+Ss Medyan
K 2,71+£0,48 3 2,42+0,53 2
G 2,14+0,69 2 1,71£0,48 2
R 2,28+0,75 2 2,28+0,48 2
GR 1,71£0,48 2 1,71£0,48 2
Sonuc¢ KW= 7,94 KW= 7,94
p=0,047* p= 0,052

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma, KW :Kruskal Wallis Testi *: (p<0,05)

Her bir grupta 14. giin ve 28. giin skorlar1 karsilastirildiginda (Tablo 4.9),

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 4.9: Giinlere ait enflamatuvar hiicre miktarinin karsilastiritlmasi

Gruplar 14. giin 28. giin Sonug
X+Ss X+Ss

K 2,71+£0,48 2,42+0,53 p=0,414

G 2,14+0,69 1,71+0,48 p=0,083

R 2,28+0,75 2,28+0,48 p=1,000

GR 1,71+0,48 1,71+0,48 p=1,000

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma
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4.2.5 Nekroz Mevcudiyetinin Degerlendirilmesi

Gruplara iligskin 14. giin nekroz skorlar1 degerlendirildiginde (Tablo 4.10), gruplar
arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Gruplara iliskin 28. giin nekroz skorlart degerlendirildiginde, gruplar arasi
farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Tablo 4.10: Tiim gruplara ait nekroz mevcudiyetinin karsilastiriimasi

Gruplar 14. giin 28. giin
X+Ss Medyan X=+Ss Medyan
K 0,28+0,48 0 0,14+0,37 0
G 0,00+0,00 0 0,00£0,00 0
R 0,14+0,37 0 0,14+0,37 0
GR 0,14+0,37 0 0,14+0,37 0
Sonug KW= 2,25 KW= 1,08
p= 0,0522* p= 0,782

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma, KW: Kruskal Wallis Testi *: (p<0,05)

Her bir grupta 14. ve 28. giin skorlar1 karsilastirildiginda (Tablo 4.11),

gruplar arasi farklilik nemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 4.11: Giinlere ait nekroz miktarinin karsilastirilmasi

Gruplar 14. giin 28. giin Sonug¢
X£Ss X+£Ss
K 0,28+0,48 0,14+0,37 p=0,317
G 0,00+0,00 0,14+0,37 p=1,000
R 0,14+0,37 0,14+0,37 p=1,000
GR 0,14+0,37 0,14+0,37 p=1,000

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma

4.3 Biyokimyasal Bulgular (ELISA Bulgulari)

Biyokimyasal olarak BMP-2 ve TNF-o miktar1 hesaplanarak kemik iyilesmesi

degerlendirilmistir.
4.3.1 BMP-2 Miktarinin Degerlendirilmesi

Gruplara iligkin 14. giin BMP-2 miktarlar1 degerlendirildiginde (Tablo 4.12) gruplar
arast farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak
karsilastinlldiginda; K ile GR, G ile R, R ile GR aras1 farklilik 6nemli bulunurken
(p<0,05), diger gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Gruplara iligkin 28. glin BMP-2 miktarlar1 degerlendirildiginde gruplar arasi
farklillk  6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak
karsilastirildiginda, K ile G, G ile R, R ile GR aras1 farklilik 6nemli bulunurken
(p<0,05), diger gruplar aras1 farklilik Gnemsiz bulunmustur (p>0.05).



Tablo 4.12: Tim gruplara ait BMP-2 miktarinin karsilagtiriimasi

49

Gruplar 14. giin 28. giin

X=£Ss Medyan X=+Ss Medyan
K 1,45+0,24 1,57 1,31+0,21 1,33
G 1,21+0,32 1,15 0,94+0,13 0,94
R 1,44+0,20 1,40 1,57+0,30 1,16
GR 2,26+0,42 2,06 1,20+0,14 1,16
Sonuc¢ KW= 2,25 KW= 1,08

p=0,0522* p=0,782

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma, KW: Kruskal Wallis Testi, *: (p<0,05)

Giinlere ait BMP-2 miktarlar1 karsilagtirildiginda; G ve GR gruplarinda 14. ve

28. giinler arasindaki farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), diger gruplar arasindaki

farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05) (Tablo 4.13).

Tablo 4.13: Giinlere ait BMP-2 miktarlarinin karsilastirilmasi

Gruplar 14. giin 28. giin Sonug¢
X+Ss X+Ss
K 1,45+0,24 1,31+0,21 p=0,128
G 1,21+0,32 0,94+0,13 p=0,018*
R 1,44+0,20 1,57+0,30 p=0,091
GR 2,26+0,42 1,20+0,14 p=0,018*

X: Ortalama deger, Ss: Standart sapma, *: (p<0,05)
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4.3.2 TNF-a Miktarinin Degerlendirilmesi

Gruplara iliskin 14. giin TNF-o miktarlar1 degerlendirildiginde (Tablo 4.14) gruplar
arast farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli olarak
karsilastirildiginda; K ile R, K ile GR aras1 farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05),

diger gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Gruplara iligkin 28. giin TNF-o miktarlar1 degerlendirildiginde (Tablo 4.14)
gruplar aras1 farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplara ait degerler ikiserli
olarak karsilastirildiginda; K ile R, K ile GR, G ile R, G ile GR arasi farklilik 6nemli
bulunurken (p<0,05), diger gruplar aras1 farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Tablo 4.14: Tim gruplara ait TNF-a miktarlarmin karsilastiriimasi

Gruplar 14. giin 28. giin
X+Ss X+Ss
K 82,27+3,67 65,0042,43
G 75,88+5,29 66,51+4,07
R 69,70+6,07 57,48+4,55
GR 70,05+5,00 56,77+5,55
Sonug¢ F=9,48 F=9,54
p=0,001* p=0,001*

X: Ortalama deger, Ss: Standat sapma, Varyans analizi: Tukey testi p<0,05

Giinlere ait TNF-a miktarlar1 karsilastirildiginda (Cizelge 4.15), tim
gruplarda 14. ve 28. giinler arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05).



Tablo 4.15: Giinlere ait TNF-o miktarlarinin karsilagtirilmasi

o1

Gruplar 14. giin 28. giin Sonug
X+Ss X+£Ss

K 82,27£3,67 65,0042,43 t=14,61
p=0,001*

G 75,88+5,29 66,51+4,07 t=5,25
p=0,002*

R 69,70+6,07 57,48+4,55 t=5,81
p=0,001*

GR 70,05+5,00 56,77+5,55 t=3,65
p=0,011*

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, Varyans Analizi: Tukey testi: p<0,05
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5. TARTISMA

Yetiskin iskeletinin en 6nemli yap1 tagint olusturan kemik doku, kan hiicrelerinin
yapildigi kemik iligini barindirir. Viicutta yumusak dokular1 destekler, kafatasi ve
goglis bosluklarinda bulunan hayati organlari korur. Kalsiyum, fosfat ve diger
iyonlarin kontrollii salinimlarin1 veya depolanmalarini saglar, boylece bu iyonlarin

viicut stvilarindaki konsantrasyonlari belirli bir diizeyde tutulur (24).

Kemik doku ile ilgilenen arastirmacilar, kirik iyilesmesini hizlandiracak,
kemik defektlerinin kendiliginden ve hizli bir bi¢imde kapanmasini saglayacak, daha
biiyiikk defektlerde rekonstriikksiyon amaciyla kullanilabilecek kemik grefti veya
kemik benzeri alloplastik maddelerin daha hizli ve daha az komplikasyonla kemikle
biitiinlesmesine yardimci olacak yontemler {izerinde calismislardir. Bu calismada
kemik 1iyilesmesi, ratlarda deneysel olarak olusturulan kritik boyutlu kemik
defektlerinde histopatolojik ve biyokimyasal yontemlerle incelenmis ve

degerlendirilmistir.

Kemik doku, mineralize yapida ozellesmis bir bag dokusudur. Sert ve
dayanikli bir yapiya sahip olan kemik dokusunun, %10-29’unu su, %60-70’ini
inorganik matriks, %30-40’1n1 da organik yap1 olusturur (24).

Kemigin hiicresel elemanlarin1 osteoblastlar, osteositler, osteoprojenitdr
hiicreler ve osteoklastlar olusturmaktadir (79). Osteoblastlar, kemik matriksinin
organik kisminin {iretilmesinden sorumludurlar (24). Osteoklastlar, kemik
matriksinin rezorpsiyonundan sorumludurlar. Kemigin yeniden sekillenmesinde
osteoklastlarla beraber gorev alirlar (24, 28). Bu ¢alismada; rat mandibulasinda
olusturulan kemik defektlerinden aliman doku 6rnekleri incelenerek, osteoblast ve

osteoklastlarin yogunluguna gore ossifikasyon derecesi degerlendirilmistir.

Kemik iyilesmesi, enflamatuvar, proliferatif ve maturasyon olmak iizere lig
Oonemli safhadan olusur. Yumusak dokudaki iyilesme siirecinden farkli olarak, kemik
dokunun remodelasyon ve rekonstrilksiyonunda osteoblast ve osteoklastlar da rol
oynar (38). Genel olarak, kemiklesme siirecinin birinci haftanin sonunda baslayip
altinci haftanin sonunda biiyiikk Ol¢iide tamamlandigi bildirilmistir (122, 123).

Yapilan ¢alismalarda, ratlarda anjiyogenez ve kemik olusumunu gézlemlemek i¢in 4
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haftalik siirenin yeterli bir siire oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismada kemik
iyilesmesini gozlemlemek icin ratlar 14. ve 28. giinlerde sakrifiye edilmis,

enflamatuvar hiicre yogunlugu ve yeni damar olusumu degerlendirilmistir.

Kemik iyilesmesi bag dokusuna 0zgii bir olaydir ve osteoblastlar1 igeren
hiicresel proliferasyonu gerektirir (44, 45, 46). Kemik defektlerinin iyilesmesinde,
defekt bazen istenmeyen bir sekilde skatrisyel bag dokusu ile dolabilmektedir.
Kemik defektindeki iyilesme miktar biiylik 6l¢ilide yara biiylikliigiine bagimlidir. Bu
nedenle iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in kullanilan deneysel kemik yarasi, spontan
olarak iyilesebilecegi boyuttan biiyiik olmalidir (56). Bu 6zelliklere sahip deneysel
kemik yaras1 “kritik boyutlu defekt” olarak adlandirilir.

Kritik boyutlu defekt, herhangi bir miidahele olmaksizin kendiliginden
iyilesemeyecek boyuttaki kemik defekti olarak tanimlanir (124, 125). Bir canlinin
yasami boyunca tamamen iyilesemeyecek durumdaki en kiigiik boyuttaki kemik
defektidir. (49, 126, 127) Kritik boyutlu defekt ¢alismalarinin yapildigi anatomik
bolgeler kalvarya, mandibula ve tibia gibi kemiklerdir. Rat, fare, tavsan ve kobay
gibi kiiciik deney hayvanlarinda mandibulada devamliligi olmayan bir defekt
olusturmak, cerrahi olarak bdlgeye ulasmanin sinirli olmasi nedeniyle oldukga giictiir
ve bu nedenle kii¢iik hayvanlarda mandibuler ramusta bikortikal (through and
through) defektler olusturmak tek yoldur (127).

Aragtirmacilar kritik boyutlu defektin boyutuyla ilgili farkli gortsler
bildirmislerdir. Ratlarda kalvaryumda genel olarak kritik boyutlu defektin boyutu 4-5
mm olarak bildirilmistir. Nyan ve ark. (128), Calixto ve ark. (129) ve Lima ve ark.
(130) rat parietal kemiginde yaptiklari ¢alismada kritik boyutlu defekt boyutunun
capin1 5 mm olarak tercih etmislerdir. Ratlarda mandibula angulusunda en kiigiik
caplt kritik boyutlu defektin ¢apt 4 mm olarak belirlenmistir. Olusturulan defekt
mandibula ramusu ve alt kenarindan 1 mm giivenlik sinir1 birakilacak sekilde
sinirlandirilmistir.  Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ratlarda bas boyun
bolgesinde olusturulan 5 mm ¢apl defektin kritik boyutlu defekt oldugu kabul
gordiigiinden (131-133), bu calismada rat mandibulasinda 5 mm c¢apinda defekt

olusturulmustur.
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Modern rejeneratif tipta, ozellikle kraniyomaksillofasiyal cerrahide biiyiik
kemik kayiplarinin tamiri giicliik ¢ikarmaktadir. Kemik dokunun tamir potansiyeli
bliyiik olmasina ragmen, bazi durumlarda defektin biiylikliigiine bagl olarak
rejenerasyon tamamen gerceklesmeyebilir. Bunun nedeni, defektin etrafim
cevreleyen bag dokuda, hiicre proliferasyon ve gociiniin kemik dokudan daha hizli
olup defekt alanini isgal etmesidir. Bu nedenle, kemik tamiri ile baglantili olarak

kemik greftlerinin kullanimi g6z 6nilinde bulundurulmalidir (134).

Otogreftler;  osteokondiiksiyon = ve  osteoindiiksiyonun  miikemmel
kombinasyonu olmalari nedeniyle ‘altin standart’ olarak kabul edilmektedirler.
Ancak, rezorpsiyon oraninin diizensiz olmasi, agri, donér bolgedeki morbidite, ek
cerrahi islem gerektirmesi gibi dezavantajlar1 vardir. Bu sinirlamalar allogreftler,
ksenogreftler, alloplastik materyaller gibi alternatiflerin arastirilmasina yol agmistir
(135, 136).

Hayvan kaynakli ksenogreftler, kemik rejenerasyonunda uygun alternatif
materyal olmustur. Ksenogreftlerdeki protein iceriginin uzaklastirilmasiyla, immiin
reaksiyon ve hastalik bulagma riski azalmistir (137). Cohen ve ark. (138) yaptiklar
bir calismada, sigir kaynakli deproteinize kemik grefti (Bio-Oss) uyguladiklar
ratlarda, proteinlerin yokluguna bagli olarak herhangi bir immiin yanit veya alerji

gelismedigini gormiislerdir.

Sigir kaynakli deproteinize kemik grefti, inorganik bilesimi ve izomerik
kristal boyutlar1 bakimindan, insan kemigine benzer fiziksel ve kimyasal bir yapiya
sahiptir (139). Artzi ve ark. (140) yaptiklar1 bir ¢alismada, 15 hastadaki taze ¢ekim
soketlerine sigir kaynakli kemik grefti (Bio-Oss) uygulamislar ve greftlenen bolgeyi
9 ay sonra histolojik olarak incelemislerdir. Ilgili dokunun ortalama %23 bag doku,
%30 greft partikiilleri ve %64 kemik dokudan olustugu goriilmiistiir. Sonug olarak,
sigir kaynakli kemik greftinin taze ¢ekim soketlerindeki kemigi korumada uygun,

biyouyumlu bir materyal oldugunu belirtmislerdir.

Sigir kaynakli deproteinize kemik grefti, yeni olusan kemikle temasa
gectiginde osteokondiiktif o6zellik gosterir (141). Bozkaya ve ark. (142) yaptiklari
calismada, ratlarda olusturduklarn c¢esitli boyutlardaki kemik defektlerine
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uyguladiklart sigir kaynakli deproteinize kemik greftlerinin kemik iyilesmesi tizerine
olan etkilerini incelemislerdir. 24 adet kobaymn deney hayvani olarak kullanildigi
calismada denekler 3 gruba ayrilmistir. Deneklerin mandibulalarinda her segmentte
2’ser adet olacak sekilde 1.grupta 3 mm c¢apinda, 2. grupta 4 mm capinda ve 3.
grupta 5 mm ¢apinda bikortikal defektler olusturulmustur. Her segmentteki defektten
birine sigir kaynakli deproteinize kemik grefti (Bio-Oss) uygulanmis, diger defekt
kontrol amaci ile bos birakilmistir. 4. ve 8. haftalarda sakrifiye edilen deneklerden
aliman ornekler histopatolojik olarak incelenmistir. 3 mm lik defektlerde spontan
lyilesmenin gozlendigi, deproteinize kemik grefti uygulanan defektlerde kemik
yapiminin kontrol grubuna gore daha iyi oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, sigir
kaynakl1 deproteinize kemik greftinin biyouyumlu, yeni kemik yapimini aktive eden
yararli bir materyal oldugu ve kobaylarda olusturulan bikortikal 4 mm ¢apindaki

defektin kritik boyutlu defekt olarak kabul edilebilecegi belirtilmistir.

Develioglu ve ark. (143) yaptiklari bir ¢alismada, ratlarin parietal
kemiklerinde olusturduklart kritik boyutlu kemik defektlerinde, sigir kaynakli kemik
greftinin  kemik iyilesmesi Tlizerine olan etkilerini histopatolojik olarak
incelemislerdir. Bu amagcla 14 adet rat kullanmislardir. Ratlarin parietal kemiklerinde
5 mm c¢apinda kritik boyutlu kemik defekti olusturmuslardir. Sag tarafta ksenogreft
uygulanmstir, sol taraf kontrol amaciyla bos birakilmistir. 30 giin sonra sakrifiye
edilen ratlardan almman Orneklerin histopatolojik incelemesinde, deney grubundaki
defekt alaninda greft partikiillerinin fibroz dokuyla ¢evrelendigi gozlenirken, kontrol
grubunda defekt alaninda yogun kollajen doku goriilmiistiir. Sonug olarak, incelenen
ksenogreftin biyouyumlu oldugu ve kemik defektlerinin doldurulmasinda potansiyel

bir malzeme olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

Sigir kaynakli kemik greftinin; kemik defektlerinin doldurulmasi, siniis
yiikseltme gibi operasyonlarda basarili bir sekilde kullanildigi bildirilmistir (140,
144). De Santis ve ark. (145) yaptiklari bir ¢caligmada , 12 adet laboratuvar kopeginin
2. kesici dislerini ¢ekip dental implant yerlestirmislerdir. Cekim soketinin bukkal
bolgesinde kemik defekti olusturmuslardir. Bir gruba otojen kemik grefti, diger
gruba deproteinize sigir kaynakli kemik grefti (Bio-Oss) uygulamislardir. Deney

hayvanlarmi 2. ve 4. aylarda sakrifiye etmisler ve histopatolojik olarak
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incelemislerdir. Iyilesmenin 2. ayinda biitiin implantlarda osseintegrasyon mevcut
oldugu, olusturulan bukkal defektlerin kapandig1 gézlemlenmistir. Sonug olarak, hem
otojen hem de sigir kaynakli kemik greftlerinin yiiksek derecede kemik rejenerasyon
yetenegi gosterdigi ve sigir kaynakli kemik greftlerinin de kritik boyutlu kemik

defektlerinde tatmin edici sonuglar gosterdigi belirtilmistir.

Bu calismada; rat mandibulasinda olusturulan kritik boyutlu kemik
defektlerinde, kemik iyilesmesi lizerineki olumlu etkilerinden dolay1 sigir kaynakl

deproteinize kemik grefti kullanilmistir.

Kemik iyilesmesi sirasinda; makrofajlar tarafindan, defekt alanina
mezenkimal hiicrelerin gocilinli ve farklilasmasini saglayacak olan cesitli biiyiime

faktorleri ve sitokinler salinir (39, 40).

Kemik morfogenetik proteinler, transforming growth faktor- g (TGF- B) ailesi
tiyeleri i¢inde bulunan biiylime ve farklilagma faktorleridir.(91). Bu proteinler
arasinda osteoindiiktif 6zelligi en fazla olan BMP-2’dir (90). BMP-2, osteoblast ve
kondrositlerin farklilasma ve c¢ogalma fonksiyonlarini etkileyerek yeni kemik

olusumunu tesvik eder (146, 147).

Kemikte tamir olaymin baslatilmasinda proenflamatuvar sitokinlerin (IL-1,
IL-6, TNF-0) rol oynadig1 gosterilmistir (148). TNF-a, makrofajlar ve monositler
tarafindan tretilen ve kasektin olarak da bilinen bir sitokindir. Cesitli hiicre
popiilasyonlar1 iizerinde bir grup enflamatuvar ve immiin diizenleyici etki gosterir
(100). TNF-a’nin kemik rezorpsiyonu, kemik formasyonunun inhibisyonunda énemli

rolleri oldugu bildirilmistir (100).

Bu calismada kemik yaralanmasi sonrasinda 6nemli etkinlikleri bulunan
BMP-2 ve TNF-o’nin serum diizeyleri biyokimyasal olarak incelenmis ve kemik

lyilesmesi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Son yillarda, antioksidan oOzellik gosteren bitkisel ve dogal {iriinlerin
kullanimi popiilarite kazanmis olup alternatif tibbi tedavi metodu olarak tiim

diinyada kabul gormiistiir Yeni kemik olusumunun uyarilmasi amaciyla, cesitli
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biiyiime faktorlerinin veya antioksidan 6zellik gosteren maddelerin sistemik ya da

lokal kullanim1 giindeme gelmistir.

Resveratrol; polifenolik yapida bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler, patojen
mikroorganizmalar veya dis streslere kars1 korunmak icin, bitkiler tarafindan tiretilen
kimyasal maddelerdir. Resveratrol, Japonya’ da kojo-kon adi verilen ve yillardir

kullanilan geleneksel bir bitkinin iginde bulunmaktadir (111).

Bu ¢alismada; kemik iyilesmesini hizlandirmak, kemik greftinin daha hizli ve
daha az komplikasyonla kemikle biitiinlesmesini saglamak amaciyla, antioksidan

ozellikteki resveratrol sistemik olarak uygulanmaigstir.

Uzun kemiklerde ve kraniofasiyal komplekste, kemik rejenerasyonunu
arttirdigi One siiriilen farkli materyallerin etkilerini degerlendirmek igin cesitli
deneysel yaklagimlar kullanilmasina ragmen arastirmacilar arasinda uygun hayvan

modelinin segilmesi konusunda tam bir fikir birligi yoktur (2, 48, 125).

Yeni kemik greft materyallerinin degerlendirilmesi i¢in seg¢ilen hayvan
modelleri cogunlukla immatiir, karakteristik olarak osteogenez potansiyeli yliksek
olan olan az evrimsel gelisim gostermis tiirlerden olusmaktadir. Bu nedenle greft
veya implant uygulanmayan ve kontrol olarak secilen deneysel yaralar siklikla
spontan olarak iyilesmektedir(48). Mevcut tiirlerdeki immatiir hayvanlarda osse6z
defektler; matiir olan hayvanlardaki tamir olayindan daha aktif olarak
gercekleseceginden kemik greft materyalleri icin gercek degerlendirme matiir
hayvanlarda yapilmalidir (125, 127). Segilecek olan deney hayvaninin yapilacak olan
calismaya uygun olmasi1 gerekmektedir. Deney hayvanlarindan kopek, domuz ve
ratlar insan immiinitesi ile benzerlik gostermektedir.Bu calismada; kolay
bulunabilmesi, beslenmesi ve barindirilmasinin kolay olmasi ve ucuz olmasi

nedeniyle rat modeli kullanilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda histopatolojik olarak degerlendirme giinleri farkliliklar
gostermistir. Erken donem kemik iyilegsmesinin histopatolojik incelenmesinde
genellikle 3, 7, 14, 21, 28. giin ve 2, 3. ay gibi siireler esas alinmistir. Bu ¢alismada
kemik iyilesmesini histopatolojik olarak degerlendirmek igin ratlar 14. ve 28.

giinlerde sakrifiye edilmistir.
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Literatiirde resveratrol, bircok arastirmada 2.5-100 mg/kg dozlarda
kullanilmistir(149). Yapilan klinik ve laboratuvar arastirmalarinda resveratrolde;
mutajenite, karsinojenite, hiicresel toksisite ve alerjik reaksiyon gibi bilinen yan

etkiler saptanmamustir (111).

Uysal ve ark. (150) yaptiklar1 bir c¢alismada, interpremaksiller sutur
genisletilmesinde lokal olarak uygulanan resveratrolin kemik olusumu iizerine
etkilerini  incelemislerdir. ~ Ekspansiyon sonrast deney grubu ratlarinin
interpremaksiller suturlarina 10 mg/kg resveratrol enjekte edilmistir ve kemik

tyilesmesi histomorfometrik olarak degerlendirilmistir.

Casarin ve ark. (149), Elmali ve ark. (151) yaptiklar1 ¢aligmalarda, deney

hayvanlarina giinliik 10 mg/kg resveratrolii gavaj yoluyla uygulamislardir.

Bu caligmada daha once yapilan ¢alismalarin protokoliine gore (149, 151),

resveratrol gavaj yoluyla sistemik olarak 10 mg/kg seklinde uygulanmaistir.

Calismalarin biiyiik bir kismi1 resveratroliin; giiclii antienflamatuvar, immiin
diizenleyici, kemopreventif, kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve antioksidan
ozellikte oldugunu oldugunu gostermistir. Ayrica vaskiiler endotelyal fonkiyonu

diizenledigi ve lipid metabolizmasini arttirdigi bildirilmistir (152).

Antioksidan maddelerin  kemik 1iyilesmesi lizerine olumlu etkileri
bilinmektedir. Yapilan in vitro c¢alismalarda, resveratroliin deneysel olarak

olusturulan osteoporozu, osteoblastik aktiviteyi artirarak engelledigi bildirilmistir
(23).

Dai ve ark. (121) yaptiklar1 in vitro ¢alismada; resveratroliin insanda kemik
iligi kokenli hiicre kiiltiirlerinde, dogrudan hiicre ¢ogalmasini, farklilagmasini ve

osteojenik gen ekspresyonunu uyardigini bildirmistir.

Mizutani ve ark. (153) yaptiklar1 in vivo bir ¢alismada, overektomi yapilmis

ratlarda, resveratroliin kemik yikimini engelledigini gostermislerdir.

Casarin ve ark. (151) yaptiklar1 bir ¢alismada, ratlarin kalvaryalarinda 5 mm

capht kritik boyutlu defekt olusturmuslardir. Deney grubuna giinlik 10 mg/kg
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resveratrolii gavaj yoluyla uygulamislardir. 30 giin sonra kontrol ve deney grubundan
elde eldilen oOrneklerde yapilan histomorfometrik incelemelerde resveratrol

grubunda, kontrol grubuna gére defekt boyutunun azaldigini gostermislerdir.

Bu calismada, kemik iyilesmesi histopatolojik olarak degerlendirilmistir. 14.
ve 28. giinlerde resveratrol ve greft+resveratrol gruplarinda; kontrol grubuna gore,
ossifikasyon derecesinde artig goriilmustiir. 28. giinde greft+resveratrol grubundaki

ossifikasyon derecesi anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur.

Yapilan ¢aligmalarda resveratroliin fizyolojik anjiyogenezde benzersiz bir rol
oynadig1 belirtilmistir. Resveratroliin ratlarda insizyonel yara iyilesmesi iizerine olan
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada; kontrol grubuna nazaran damarlanmanin daha
iyl oldugu saptanmistir (152). Bu ¢alismada 14. ve 28. giinlerde diger gruplara gore

greft+resveratrol grubunda damarlanmanin daha iyi oldugu saptanmistir.

Resveratroliin antienflamatuvar ozellik gosterdigi ve bu etkiyi ndtrofil,
monosit ve makrofajlarda serbest radikallerin inhibisyonuna neden olarak yaptig
bildirilmigtir (154). Ayrica makrofajlardan ve lenfositlerden ¢esitli sitokinlerin
saliiminin resveratrol tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (155). Bu caligmada;
14. giinde diger gruplara gore, greft+resveratrol grubunda enflamatuvar hiicre
yogunlugu ve hiperemi anlamli derecede diisiik bulunmustur. 28. giinde gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunamamuistir.

Kemik iyilesmesinin erken doneminde fibroblastlarin bolgeye gocii kollajen
sentezini arttirmaktadir, ancak fibroblast aktivitesinin uzun siire devam etmesi kemik
iyilesmesini olumsuz yonde etkilemektedir (156). Bu calisma, fibrozis agisindan
degerlendirildiginde; 14. giinde greft+resveratrol grubunda kontrol grubuna nazaran
anlamli bir artis gbzlenmesine ragmen, 28. giinde gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunamamustir.

BMP’ ler kemigin rekontstriiksiyonunda klinik olarak kullanilmas1 amaglanan
osteoindiiktif maddelerdir. BMP’ ler insan embriyosunun dis germi, santral sinir
sistemi, oral ve maksillofasiyal bolge gibi iskeletsel olmayan organ ve dokularindan

salinir (89, 157).
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Rasubala ve ark. (158) yaptiklari bir ¢alismada BMP-2 nin kirik iyilesmesi
tizerine etkilerini incelemiglerdir. 30 adet ratin mandibulalarinda tek tarafli kirik
olusturmuslar ve deney hayvanlarini 3, 7, 14 ve 21. giinlerde sakrifiye ederek BMP-2
nin etkilerini immiinohistokimyasal olarak incelemislerdir. BMP-2’nin iyilesmenin
tim asamalarinda salindigimi  gézlemlemislerdir. Sonug¢ olarak, BMP-2’nin
mezenkimal hiicrelerin osteblast ve kondroblastlara farklilasmasi ile iligkili oldugu

ve kiarik 1yilesmesi iizerine belirgin diizenleyici etkileri oldugu bildirilmistir.

Su JL (159) ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, overektomi yapilan ratlara 10
mg/kg resveratrol uygulamiglar ve serum BMP-2 konsantrasyonlart ELISA y&ntemi
ile degerlendirilmistir. Kontrol grubuna gére, BMP-2 konsantrasyonunun deney

grubunda daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Bu c¢alismada, 14. glinde kontrol grubuna gore; greft+resveratrol grubunda;
28. giinde resveratrol grubunda BMP-2 miktarinda anlamli artis gézlenmistir. Bu
sonuclara dayanarak; sistemik uygulanan resveratroliin BMP-2 artig1 lizerine olumlu
yonde etkisi oldugu disiiniilmektedir. Histopatolojik incelemelerde resveratrol ve
greft+resveratrol uygulanan gruplarda ossifikasyon skorlarinin daha yiliksek olmasi,
calismada incelenen BMP-2 seviyeleri ile oOrtlismekte ve resveratroliin kemik

tyilesmesine katki saglayabilecegi konusundaki hipotezimizi gii¢clendirmektedir.

Resveratroliin antienflamatuvar etkisinin, siklooksijenaz ve lipoksijenaz
enzimlerini inhibe etmesi, bazi enflamatuvar sitokinleri (TNF-a, IL-1f3, VE IL-6 )
baskilamasi, niikleer faktor kappa B (NFkB) inhibisyonu yapmast ve endotelyal

adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltmasina bagli oldugu bildirilmistir (154).

Bu ¢alismada, 14. ve 28. giinlerde diger gruplara gore, resveratrol uygulanan
gruplarda  TNF-o miktarlarinin =~ diisik oldugu saptanmistir. Histopatolojik
incelemelerde resveratrol uygulanan gruplarda enflamatuvar hiicre yogunlugunun
diisiik olmasi, ¢alismada incelenen TNF-a seviyeleri ile oOrtliismektedir ve
resveratroliin ~ enflamasyonun  siddetini  azalttigi  yoOniindeki  hipotezimizi

desteklemektedir.

Bu caligmada antioksidan 6zellikleri ile bilinen resveratroliin tek basina ve

sigir kaynakli deproteinize kemik greftiyle birlikte kombine kullaniminin; ratlarda
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kritik boyutlu defektlerde kemik iyilesmesi iizerine olan etkileri deneysel olarak
incelenmistir. 14. ve 28. gilinlerde deneyin sonlandirilmasi ile tim ratlarin kritik
boyutlu defekt olusturulan sag mandibulalar1 iizerinde histopatolojik incelemeler;
serum Ornekleri iizerinde ise biyokimyasal (ELISA yontemi) incelemeler yapilmistir.
Bu caligmanin histopatolojik bulgularina gore ossifikasyon bakimindan 14. giinde
resveratrol ve greft+resveratrol gruplarinda, kontrol grubuna gore artig goriilmesine
ragmen anlamli bir fark bulunmazken, 28. giinde greft+resveratrol grubundaki artis
anlamli bulunmustur. Anjiyogenez bakimindan 14. ve 28. giinlerde kontrol grubuna
gore, greft+resveratrol grubundaki artis anlamli bulunmustur. Fibrozis bakimindan
14. giinde kontrol grubuna gore, greft+resveratrol grubundaki artis anlamli
bulunmasina ragmen, 28. giinde gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunamamistir. Enflamatuvar hiicre bakimindan grefttresveratrol grubunda
enflamatuvar hiicre yogunlugu kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Caligmamizin serolojik bulgularina gore, 14. giinde resveratrol verilen
gruplarda BMP-2 miktarinda artis goriilmekle birlikte, bu artis greft+resveratrol
grubunda kontrol grubuna goére anlamli bulunmustur. TNF-a miktar1 bakimindan ise;
14. ve 28. giinlerde resveratrol verilen tiim gruplarda kontrol grubuna gore anlamli

bir diisiis oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde, resveratroliin  etkinliginin  arastirlldigi  bircok  calisma
bulunmasina ragmen kemik iyilesmesi iizerinde etkisini inceleyen yeterli calisma
bulunmamaktadir. Ayrica sigir kaynakli kemik greftinin kemik iyilesmesi iizerine
etkinligini arastiran bir¢ok calisma rapor edilmesine karsin, resveratrol ile kombine

kullaniminin nasil bir etki yaptigina dair bir bilgi bulunmamaktadir.

Yaptigimiz calismanin sonucglarina gore; sistemik olarak uygulanan
resveratroliin ratlarda kemik iyilesmesi iizerinde olumlu etkileri olmakla birlikte,
antienflamatuvar ve vaskiilarizasyonu artirict  6zellikte oldugu gézlenmistir.
Resveratroliin; yeni kemik olusumu {izerine tam olarak etkilerinin anlagilabilmesi ve
kemik iyilesmesinde daha etkin dozun belirlenmesi i¢in yeni ¢alismalar yapilmasi
gerektigi ve bu ¢alismanin konuyla ilgili yapilacak olan arastirmalara yol gosterecegi

sonucuna varilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Ratlar yapilan cerrahi islemi iyi tolere etmistir ve resveratrol deney
hayvanlarinda toksik bir etki olusturmamuistir.

Yapilan serolojik incelemelerde 14. giinde greft+resveratrol grubunda kontrol
grubuna nazaran; 14. ve 28. giinlerde resveratrol grubunda greft grubuna
nazaran BMP-2 miktar1 anlaml1 derecede yiiksektir.

Yapilan serolojik incelemelerde resveratrol uygulanan gruplarda (R, GR)
kontrol grubuna nazaran, 6zellikle 14. giinde TNF-a miktariin diisiik oldugu
saptanmig ve bdylece olusan enflamasyonun siddetini azalttig1 goriilmiistiir.
Histolojik incelemeler sonucunda greft+resveratrol uygulanan gruplarda
ossifikasyon derecesi, kontrol ve greft grubuna nazaran anlamli derecede
yiiksektir.

Histolojik incelemeler sonucunda greft+resveratrol grubunda, kontrol
grubuna nazaran yeni damar olusumu anlamli derecede yiiksektir.
Greft+resveratrol grubunda kontrol grubuna nazaran, 14. giinde enflamatuvar
hiicre yogunlugu anlamli derecede diisiiktiir.

Bu ¢alismada ratlarda olusturulan kritik boytlu kemik defektlerine sistemik
uygulanan resveratroliin kemik 1iyilesme siirecinde olumlu etkilerinin
olabilecegi serum BMP-2, TNF-a seviyeleri ile ortaya konulmustur ve bu
etkileri ossifikasyon derecesi, anjiyogenez ve enflamatuvar hiicre miktari
acisindan histopatolojik incelemelerle desteklenmistir.

Elde edilen sonuclara gore, sistemik resveratroliin kritik boyutlu defektlerde
greftle beraber uygulandiginda kemik iyilesmesi lizerine daha olumlu etkileri
oldugu gozlenmistir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, resveratroliin kemik iyilesmesi konusunda

literatiire katki saglayacagini diisiindiirmektedir.
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