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OZET

DIYABETIK RATLARDA OLUSTURULAN KALVARYAL DEFEKTLERDE
DEGIiSiK GREFT MATERYALLERI iLE KOMBINE OLARAK UYGULANAN
OZONUN KEMiK REJENERASYONU UZERINE ETKINLiGININ
ARASTIRILMASI

Aysan LEKTEMUR ALPAN
Doktora Tezi
Periodontoloji Ana Bilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Hiilya TOKER

2015, 92 sayfa

Bu c¢aligmanin amaci; diyabetik ratlarda, olusturulan kalvaryal defektlerin farkli
greft materyalleri ile restorasyonu sonrast uygulanan ozon gazinin kemik iyilesmesi
tizerine etkisinin morfometrik ve immiinohistokimyasal agidan arastirilmasidir.

84 Wistar erkek ratta 50mg/kg streptozotosin (STZ) intraperitonal olarak
uygulanarak diyabet olusturuldu. Deneysel diyabet sonrasi ratlar rastgele 6 gruba
ayrildi: Bos defekt (Kontrol, n=14) grubu, Otojen greft (OG, n=14) grubu, Ksenogreft
(KG, n=14) grubu, Bos defekte ozon uygulamasi (Kontrol+Ozon, n=14) grubu, Otojen
greftle kombine ozon uygulamasi (OG+Ozon, n=14) grubu, Ksenogreftle kombine ozon
uygulamas1 (KG+Ozon, n=14) grubu. Ratlarda 5Smm boyutunda kalvaryal defektler
olusturuldu. OG gruplarina otojen greft, KG gruplarina ise sigir kaynakli ksenogreft
uygulandi. Defekt bolgesine, cerrahi sirasinda ve takiben 2 hafta boyunca her giin ozon
gaz1 uygulandi. Histolojik analizlerde rezorptif lakiin sayisi, osteoblast ve osteoklast
sayist incelendi. Gorilintii analiz programi ile defekt dolum alani o6l¢iildi. KG
gruplarinda yeni olugsmus kemik ve kalan greft materyali ayrica hesaplandi. Osteokalsin
ve kemik morfojenik protein-2 (KMP-2) analizleri immiinohistokimyasal olarak

gergeklestirildi.

Deney siiresince hiperglisemi tablosu devam etti. Histopatolojik analiz

sonuglarina gére KG gruplarinda 4. haftada rezorptif lakiin sayis1 diger gruplara gore
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yiiksekti (p<0.05). Osteoklast sayisi 4. haftada KG+Ozon grubunda diger tiim
gruplardan daha yiiksekti (p<0.05). OG+Ozon grubunda ise osteoklast sayis1 4. haftaya
oranla 8. haftada artis gosterdi (p<0.05). 4. haftada OG+Ozon ve KG+Ozon gruplari,
OG ve KG gruplarindan daha fazla defekt dolum alanina sahipti (p<0.05).
Immiinohistokimyasal analizlerin sonuglarina gére, 4. haftada OG+Ozon ve KG+Ozon
gruplarindaki KMP-2 pozitif hiicre yiizdesi diger gruplardan daha yiiksekti. Ayrica tim
gruplarda osteokalsin pozitif hiicre miktar1 Kontrol gruplarindan daha yiiksekti. 8. hafta
analizlerinde ise defekt dolum miktar1 ozon uygulanan greft gruplarinda daha fazla

olmasina ragmen istatistiksel agidan anlaml1 degildi.

Bu c¢alismanin smirlart dahilinde, diyabetik ratlarda olusturulan kalvaryal
defektlere uygulanan ozon, ozellikle erken iyilesme doneminde otojen greft ve
ksenogreft rejerasyonunu hizlandirmistir. Bununla beraber, diyabete bagli olumsuz
etkileri elimine etmede farkli doz ve siirelerde ozon uygulamasinin sonuglari

arastirilmalidir.

Anahtar Kelimeler: diyabet, kalvaryal defekt, kemik rejenerasyonu, ksenogreft,

otogreft, ozon



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFICIENCY OF OZONE APPLICATION COMBINED
WITH DIFFERENT GRAFT MATERIALS ON BONE REGENERATION IN
CALVARIAL DEFECTS OF DIABETIC RATS

Aysan LEKTEMUR ALPAN
Ph.D. Thesis
Department of Periodontolgy
Supervisor: Prof. Dr. Hiillya TOKER

2015, 92 pages

The aim of this study is to investigate the effect of gaseous ozone on bone healing in
diabetic rat calvarial defects that restorated with different type of graft materials

morphometrically and immunohistochemically.

Diabetes was induced by using 50mg/kg streptozotocin (STZ) on 84 male Wistar
rats intraperitoneally. Rats were randomly divided into 6 groups after induction of
diabetes: Empty defect (Control, n=14) group, Autogenous bone graft (AG, n=14)
group, Xenograft (XG, n=14) group, Ozone application to empty defect
(Control+Ozone, n=14) group, Autogenous bone graft combination with ozone
application (AG+0Ozone, n=14) group, Xenograft combination with ozone application
(XG+Ozone, n=14) group. 5Smm diameter calavrial defects were created in the rats.
Autogenous bone was applied to AG groups and bovine derived xenograft was applied
to XG groups. Gaseous ozone was applied to defect area on the operation day and the
following 2 weeks daily. Resorptive lacunae, osteoblast and osteoclast were analyzed
histologically. Total bone area, newly formed bone and residuel graft material were
measured using by image analysis program. Osteocalcin and bone morphogenic protein-

2 (BMP-2) analyses were carried out immunohistochemically.
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Hyperglycemia with high blood glucose values were observed in the rats during
the experimental process. In XG groups at 4th week resorptive lacunae numbers were
higher than the other groups (p<0.05). Osteclast numbers at 4th week in XG+Ozone
group were higher than the all other groups (p<0.05). Osteoclasts in AG+0Ozone group
increased at 8th week comparing to at 4th week (p<0.05). AG+Ozone and XG+Ozone
groups revealed more total bone area than the AG and XG groups at 4th week (p<0.05).
AG+0zone and XG+Ozone groups revealed more BMP-2 positive cell percentage than
the other groups at 4th week according to immunohistochemical analysis. Also
osteocalcin positive cell percentage in all groups was higher than the Control group
(p<0.05). Although total bone area in ozone applied grafted groups was higher at 8th

week, this result was not statistically significant.

Within the limits of this study, ozone application to calvarial defects in diabetic
rats increased autogenous bone and xenograft regeneration, escpecially, at early healing
phase. In addition to further studies should investiagate different dosages and

application times of ozone to elimination of diabetic complications.

Key words: diabetes, calvarial defect, bone regeneration, xenograft, autograft, ozone
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1.GIRIS

Periodontal hastalik, etiyolojisinde lokal etkenler, konak cevabi, c¢evresel faktorler,
genetik yatkinliklarin ve alinan medikal tedavilerin 6nemli rol oynadigi, karmasik bir
patogeneze sahip olan “eko-genetik” bir hastaliktir. Periodontitis gelisimi bakteriler ile
konagin etkilesimi ve bireyin genetik yatkinliklarinin eslik ettigi bir seri olaylar dizisini
kapsamaktadir. Periodontal hastaligin olusmasi igin dental plak varligi gerekli olsa da
hastaligin siddeti ve ilerleme sekli sadece dental plak varligi ve miktar1 ile
iliskilendirilemez. Konak yanitinin dental plaktaki patojenlere verdigi cevap,
periodontal hastaliktaki bag doku ve alveol kemigi yikimindan sorumludur [1].

Konagin koruyucu etkisi, popiilasyonun ¢ogunu periodontal yikimdan
koruyabilmektedir fakat mevcut sistemik hastaliklar ve durumlar; konak cevabini
degistirebilmekte ve sonugta yetersiz ya da asir1 cevap ile periodontal hastaliklarin
siddetli formlarma yatkinligini arttirabilmektedir [2].

1999 yilinda Amerikan Periodontoloji Akademisi tarafindan hazirlanan ve
giiniimiizde de kullanilan periodontal hastaliklarin siniflandirilmasinda hem gingivitis
hem de periodontitis i¢in birgok sistemik hastalik ve durum risk faktorii ve/veya risk
indikatorii olarak kabul edilmistir [2]. Bu sistemik hastaliklardan biri Diabetes
Mellitus’tur [3-5].

Diyabet insiilin salimimi, insiilin etkisi veya bu faktorlerin her ikisinde de
bozukluk olmasi sonucunda ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik
bir hastaliktir [6]. Diyabete bagli kronik komplikasyonlar diyabetin ilerleyen
doénemlerinde ortaya ¢ikar ve ciddi problemlere neden olur. Genellikle hipergliseminin
neden oldugu komplikasyonlar, koroner arter hastaligi, periferal arter hastaligi ve felci
iceren makrovaskiiler hastaliklar ve diyabetik nefropati, diyabetik néropati ve diyabetik
retinopatiyi igeren mikrovaskiiler komplikasyonlardir. Periodontitis ise diyabetin 6.
komplikasyonu olarak tanimlanmustir [7].

Diyabetlilerde periodontal hastalik gelisimine katkida bulunan faktorler arasinda;
degismis polimorfoniikleer 16kosit fonksiyonlari, artmis oksidasyon, immiin cevapta
degisiklik, diisiik yogunluklu lipoprotein seviyelerinde artig ile aterom olusumu,
periodontal ligamentin kollajeni ve diseti kapillerlerinde ileri glikasyon son {iriinleri
(AGE) birikimi sayilmaktadir [8].

Diyabetin zaman i¢inde normalden 4 kata kadar artan bir oranda periodontal doku

yikimma neden oldugu c¢alismalarca gosterilmistir [8]. Kotii kontrollii diyabetik
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hastalarin periodontal tedaviye, kontrollii diyabetiklere gére daha yetersiz cevap verdigi
de literatiirde yer almaktadir [9-11]. Bunun yani sira periodontal tedavinin glisemik
kontrolii gelistirip diyabetin siddetini azaltabilecegini bildiren ¢alismalar [11-13] ve
periodontal tedavinin diyabetin metabolik kontroliinii etkilemedigi sonucuna varan
bir¢ok ¢alisma da literatiirde yer almaktadir [14-16].

Periodontal tedavinin asil amaci; hastanin dogal disleriyle fonksiyonunu, rahatini
ve estetigini en uygun saglik kosullarinda yasam boyu siirdiirmesini saglamaktir. Bu
amaca en yakin yaklasim ise rejeneratif yaklasimlarla elde edilir [1]. Periodontal
rejenerasyon, periodonsiyumun periodontal hastalik nedeniyle yikima ugramis
dokularinin yeniden yapilandirilmasi, bolgedeki dokularin hastalanmadan Onceki
yapisina benzer sekilde olusumunun saglanmasi sert ve yumusak dokular arasindaki
yapisal ve fonksiyonel uyumun yeniden kazandirilmasidir [17, 18].

Rejenerasyonun saglanmasi amaciyla; kemik greftleri [19, 20], biyomateryaller
[21], biyolojik iiriinler [22], yonlendirilmis doku rejenerasyonu [23, 24] ve bunlarin
kombinasyonlar1 [25-27] kullanilmaktadir [28]. Ayrica bir¢ok materyal ve yontem de
periodontal rejenerasyon igin arastirilmaktadir [29, 30].

Giintimiizde kemik defektlerinin rejenerasyon i¢in kullanilan greft materyalleri
arasinda otojen kemik grefti altin standart olarak kabul edilmis olmasina ragmen, ikinci
yara bolgesi olusturmasi, elde edilen greft miktarinin sinirli olmasi gibi nedenlerden
dolay1 ksenogreftler, allogreftler ve alloplastlar gelistirilmistir [31]. Tim aragtirilmig
ksenogreftler icinde; kolay elde edilebilirligi, siirsiz kaynaga sahip olmalar1 ve
kullanislarina dair etik olarak sikint1 yaratmamalar1 agisindan, sigir kaynakli olanlar en
cok tercih edilendir [32, 33].

Doku rejenerasyonu 3 ana elaman igermelidir. Bu elemanlar; hiicre, yap1 iskeleti
ve hiicre biiyiime faktorleridir [34]. Sadece yapi iskeleti olarak greft materyallerinin
kullanildigi durumlarda, greftin Ongoriillemez rezorpsiyonu, enkapsiilasyonu ya da
rejenerasyonun saglanamamasi goriilebilmektedir. Bu tip komplikasyonlarin oniine
geemek ve greft materyallerinin rejeneratif kapasitelerini arttirmak igin literatiirde hiicre
olusumunu ve biiylime faktorlerini rejenerasyon yapilacak alanda arttirmaya yonelik
birgcok uygulama mevcuttur. Bunlardan bazilari, trombositten zengin plazma [34],
trombositten zengin fibrin [35], diisik doz lazer uygulamalari [36], alendronat
uygulamalari [37], hiperbarik oksijen tedavisi [38, 39] ve ila¢ uygulamalaridir [40, 41].

Ozon, molekiilii ¢ oksijen atomundan olusan, dogada gaz halinde bulunan

antimikrobiyal 6zelligi olan, gaz, sivi ve yag formlarinda kullanimlariyla dis hekimligi
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alaninda farkli bir tedavi yaklasimi olusturmaktadir [42]. Giiglii bir oksidatif etkiye
sahip olan ozon, bakterilerin hiicre duvar1 ve membranlarini okside ederek pargalamakta
ve bakterileri elimine etmektedir [42].

Ozonun, viris ve mantar dezenfeksiyonu yapmasi [42], dokularin
oksijenlenmesini arttirarak iyilesmeyi desteklemesi [43], oksijeni ve diger metabolik
reaksiyonlart dengelemesi, krebs dongiisiinii stimiile ederek adenozin trifosfat
olusumunu indiiklemesi [44], dogal immiiniteyi destekleyerek tiimor nekroz faktor-alfa
(TNF-0) ve interlokin-2 gibi sitokinlerin {iretimini stimiile edip ve kan akisi ile
eritrositlerin elastikligini arttirmasi [45] gibi bir¢ok medikal etkisi bulunmaktadir.

Dis hekimliginde ozon, dis g¢iiriiklerinin 6nlenmesinde, kavite dezenfeksiyonu
saglamada, dentin hassasiyetini gidermede, kanal dezenfeksiyonunda, aftoz iilser ve
herpes lezyonlarmin tedavisinde kullanilmaktadir. Oral cerrahide, dis ¢ekimi sonrasi
iyilesmeyi arttirmak i¢in, bifosfanatlara bagli alveoler kemik nekrozlarinda tedaviye
yardimci olmak amaciyla, osteotomilerden sonra enfeksiyonu Onlemekte Onerilmistir
[46]. Ozon, mikrobiyal dental plaktaki bakteri eliminasyonu, cerrahi yaralarin
dezenfeksiyonu, gingivitis, periodontitis ve periimplantitis tedavisine katki saglamak
amaciyla da kullanilir [47].

Kemik 1iyilesmesi degisik hiicre tipleri ve bircok sitokinin koordinasyonlu
etkilesimini igerir. Oksijen ise doku tamirinde, lokal anjiogenezisi gelistirmesi ve birgok
hiicrenin migrasyonunu stimiile etmesi agisindan énemli yer almaktadir. Diyabete baglh
hiperglisemi reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) tiretimindeki dengesizlik yiiziinden yara
iyilesmesini bozmakta, osteopeniye yol agmaktadir. Ayrica enflamatuvar yaniti ve
osteoklastik aktiviteyi arttirarak kemik tamiri esnasinda kemik neoformasyonunu
etkilemektedir [48]. Diyabetli hastalarda gelisen ayak iilserlerinin tedavisinde ozonun
etkinligi gosterilmistir [49, 50]. Ozonun diyabetli hastalardaki kemik iyilesmesine olan
etkisi ile ilgili in vivo ¢alismalar ise yetersizdir. Bu yiizden, bu g¢aligmanin amaci,
diyabetik ratlarda olusturulan kalvaryal defektlerde kemik greft materyallerinin
iyilesmesi tizerine ozonun etkisinin morfometrik ve immiinohistokimyasal agidan

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

Multifaktoriyel bir hastalik olan periodontal hastaliklarin baslamasi i¢in mikrobiyal
dental plak varlig1 gerekli olmasina ragmen; hastaligin siddeti, kisiyi nasil etkileyecegi
ve hangi hizla ilerleyecegi bireyin sistemik faktorlerle dilizenlenen immiin ve
enflamatuvar cevabina baglidir. Bireydeki mevcut sistemik hastaliklar ve durumlar
konak cevabin1 degistirebilmekte ve hastaligin prognozunu etkileyebilmektedir.

Amerikan Periodontoloji Akademisi tarafindan 1999 yilinda hazirlanan ve
giinlimiizde gecerli olan siniflamada diyabet dahil birgok sistemik durum periodontal
hastalik i¢in risk faktorii olarak kabul edilmistir (Cizelge 2.1) [1]. Periodontitis 90’11
yillarin basinda “diyabetin altinci komplikasyonu” olarak tanimlanmistir [51]. Diyabet
ile periodontal hastalik arasinda iki yonlii bir iliski vardir bu iligki, ayn1 kiside bir kisir
dongii olusturarak iki hastaliginda siddetlenmesini saglar [52].

Diyabetin periodonsiyum iizerine olan etkileri hakkinda kesin sonuglara varmak
giic olmasmna ragmen, kotlii agiz hijyeni olan diyabetik hastalarda siddetli gingival
enflamasyon, derin periodontal cepler, hizli kemik kayiplar1 ve periodontal apseler

siklikla meydana gelir [53].

Cizelge 2.1 Periodontal hastaligin risk faktorleri [54]

PERIODONTAL HASTALIK ICiN RiSK FAKTORLERI

Modifiye edilebilen risk faktorleri Modifiye edilemeyen risk faktorleri
Mikroorganizmalar ve periodontal hastalik Osteopordz
Sigara Hematolojik bozukluklar
Diyabet Konak yaniti
Kardiyovaskiiler hastalik Kadin hormonal degisiklikleri
[lag kaynakli bozukluklar Hamilelik
Stres
Obezite



2.1 Diabetes Mellitus (Diyabet)
Diyabet, ‘pankreatik bir hormon olan insiilin hormonunun yetersiz salinmasi, hig¢
salinmamasi veya etkisinin azalmasiyla goériilen metabolik bozukluklar ve multi
sistemik rahatsizliklara neden olan endokrin bir hastalik’ olarak tanimlanmaktadir [55].
Hipergliseminin neden oldugu semptomlar vardir. Bunlar; poliiiri, polidipsi, kilo kayb1
ve bazen polifaji ve gorlis bulanikligidir [55].
Etiyolojisi ve patofizyolojisine gore diyabet asagidaki sekilde siniflandirilmistir [56].
I. Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)
Il. Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)
I11.Diger spesifik tipler
a. Beta hiicrelerin fonksiyonunda genetik defektler
b. Insiilin etkisinin genetik defektleri

Ekzokrin pankreas hastaliklari

o o

Endokrinopatiler
Ilag veya kimyasallarin neden oldugu diyabet

Enfeksiyonlar

@ = o

Immiin iliskili diyabetin yaygin olmayan tiirleri
h. Diyabetle birlikte goriilebilen diger genetik sendromlar

IVV.Gestasyonel diyabet: Hamilelikte goriilen diyabet tiirtidiir.

Diyabetin en ¢ok goriilen tiirleri tip 1 diabetes mellitus, tip 2 diabetes mellitus ve

gestasyonel diyabettir.
2.1.1 Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)

Diyabet vakalarmin %5-10"u bu gruba girmektedir. Onceleri insiiline bagimli diyabet,
tip I diyabet veya erken baslayan diyabet olarak adlandirilmistir [55, 57]. TADM kronik
metabolik bir hastalik olup, ¢cocuklarda (7-15 yas) sik goriilen ve T-hiicrelerinin aracilik
ettigi, pankreasa ait beta hiicrelerinin harap olmasi1 sonucunda gelisir. Bu harabiyet oto
immiin kaynakli olabilir veya olmayabilir. Insiilopeni ve hiperglisemi ile karakterize
kronik metabolik bir hastaliktir. Duyarli bireylerde T ve B hiicrelerinin aracilik ettigi
immiin sistemin anormal aktivasyonu sonucu gelisen bir insulitis tablosudur. Diinyada,
bes yas civarindaki genel prevalansin 1/1430 oldugu saptanirken 16 yaslarindaki
prevalansm 1/360 oldugu saptanmustir. Ulkemizdeki prevelansi yaklasik 1/2000°dir
[58].



2.1.2 Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)

Diyabet vakalarimin yaklasik olarak 9%90-95’inden sorumlu olan T2DM d&nceleri
insiilinden bagimsiz diyabet veya erigkin tip diyabet olarak adlandirilmakta idi. T2DM
goreceli olarak daha az insiilin eksikliginin eslik ettigi, genellikle insiilin direnci
gelismesiyle veya insiilin direnciyle birlikte daha c¢ok insiilin salimim defekti
gelismesiyle gozlenir. Insiilin direnci viicutta iiretilen insiilinin hedef dokularca
kullanimimi bozar [57]. T2DM’lu bireyler yasamlarina devam etmek igin insiilin

tedavisine gereksinim duymazlar.

T2DM’nin ¢ok farkli sebepleri vardir ancak 6zellikli etiyolojiler heniiz yeterince
bilinmemektedir. Hastalarin ¢ogu obezdir ve obeziteden kaynaklanan bir insiilin direnci
mevcuttur [59]. Obez olmayan hastalarda ise abdominal bdlgede viicut yag oraninda bir
artig olabilir. Yag dokusu insiilin direncinin gelismesinde biiyiik bir rol oynar [57].
Ketoasidoz durumu nadiren kendiliginden gelisir ve goriildiigiinde genellikle stres veya
enfeksiyonla iligkilidir [55] . T2DM’da beta hiicre yikim1 yoktur ve diyabetin bilinen
diger sebeplerinden herhangi biri de goézlenmez. Ancak genetik komponent tip 1
diyabete oranla daha fazladir. T2DM gelismesi riski yas, obezite, dnceden gegirilmis

gestasyonel diyabet hikayesi ve fiziksel aktivite eksikligi ile artar [59].
2.1.3 Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel diyabet ilk defa hamilelikte fark edilen veya teshis konulan glikoz tolerans
bozuklugu olarak tanimlanmaktadir [55]. Tedavi i¢in insiilin veya sadece diyet
uygulamasi yapilip yapilmamasina ve glikoz tolerans bozuklugunun dogum sonrasi
devam edip etmeme durumuna bakilmaksizin bu tanim kullanilir. T2DM’ta oldugu gibi

insiilin direncinin artmasi sonucu hastalik meydana gelir.

Genellikle hamileligin tigiincii trimesterinde baglar ve yeterli tedavi uygulanmasiyla
perinatal morbidite azalir [59]. Hastalarin ¢ogunda dogum sonrasi glisemik durum
normale donerken, %35’inde 5-10 sene i¢inde T2DM gelismektedir. Normal kiloda ve
T2DM goriilme riski yiiksek etnik gruplara mensup olmayan, ailesinde diyabet gegmisi
olmayan, hamilelik 6ncesinde anormal glikoz metabolizmasi olmayan ve 25 yasin

altindaki kadinlarda gestasyonel diyabet goriilme riski daha azdir [59].



2.1.4 Diyabetin Tams1

Diyabet teshisi konulurken vendz kan glikoz seviyesi dikkate alinmaktadir. Asagida
belirtilen testlerden herhangi biri veya birka¢inin sonucunun pozitif ¢ikmasi
durumunda, hastaya diyabet teshisi konulur. Ancak test veya testler takip eden giinlerde
tekrarlanmalidir [55] .

Diyabetin tan1 kriterleri:

e Diyabet semptomlar1 ile birlikte gliniin herhangi bir saatinde en son
oglinden sonra gecen zaman dikkate alinmaksizin Olgiilen glikoz
seviyesinin > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) olmasi,

e En az sekiz saatlik aglik sonrasi glikoz seviyesinin > 126 mg/dl (7,0
mmol/l) olmasi,

e Glikoz yiiklemesi (75g) ile yapilan oral glikoz tolerans testi sonrasinda
ikinci saat glikoz seviyesi degerinin > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) olmasi
[55, 59].

Aclik plazma glikoz seviyeleri:

e Normal < 100 mg/dl (5,6 mmol/l)

e Bozulmus aglik glikoz seviyesi = 100-125 mg/dl (5,6-6,9 mmol/l)

e Diyabet > 126 mg/dl (7,0 mmol/l).

Ancak oral glikoz tolerans testi ile bu sonuglar desteklenmelidir. Oral glikoz tolerans
testi ikinci saat plazma glikoz seviyesine bakilarak;

e Normal <140 mg/dl (7,8 mmol/l)

e Bozulmus glikoz tolerans1 = 140-199 mg/dl (7,8-11,1 mmol/l)

e Diyabet >200 mg/dl (11,1 mmol/l) degerlendirilir [55].

Yeniden degerlendirme testleri {i¢ yilda bir yapilmalidir. Kirk bes yas tizeri ve ek
risk faktorii tasiyan kisilerde daha sik tekrarlanmalidir [55]. Diyabet tanisinin
konulmasinda kullanilan ve hastanin kisa donemde kontrol altinda olup olmadigin
gosteren bu testlerin yani sira son 30-90 giin i¢indeki metabolik kontrol seviyesini
belirlemek amaciyla glikozillenmis hemoglobin  (HbALlc) seviyesi testi de
kullanilmaktadir. Bu testle kandaki hemoglobine geri doéniisiimsiiz olarak baglanan
glikoz seviyesi belirlenir [57]. Bu test teshis i¢in kullanilmaz ¢iinkii HbAlc i¢in ‘altin

standart’ bir degerlendirme yoktur ve halihazirda bazi iilkelerin teste erisimi yoktur
[59].



Diyabet kronik hiperglisemi ile seyrederek ozellikle gozler, bobrek, kalp, sinirler
ve kan damarlar1 olmak iizere ¢esitli organlarda organ yetmezlikleri, disfonksiyon ve
uzun stireli hasara yol agar [55]. Diyabete bagli makrovaskiiler degisiklerinden biri olan
aterosklerozun sonucu olarak; artmis kalp krizi ve felg riski de 6nemli komplikasyonlar
arasinda yer almaktadir [60]. Diger yandan diyabetik mikrovaskiiler patolojiler ise
retinopati, noropati, zayif yara iyilesmesi, enfeksiyon riskinde artis ve periodontal
hastaliktir [51].

Diyabet diinya c¢apinda en biiyilk saglik problemlerinden biridir. Sadece
Hindistan'da 2000 yilinda 31.7 milyon olan diyabet hastasi sayisinin 2030 yilinda 79.4
milyon olacag: disiiniilmektedir. Hindistan “diyabetin diinyadaki baskenti” olarak
bilinmektedir [61]. Ulkemizde yapilan Tiirk Diyabet Epidemiyoloji Caligmasinda, 2000
yilt niifus sayisina gore 4.9 milyon diyabet hastast oldugu, T2DM prevelansinin %7.2
oldugu ve 1.6 milyon prediyabetli birey oldugu belirtilmistir. Yani kisilerin 1/3’i
diyabetli oldugunu bilmemektedir. Ulkemizde diyabet oran1 her gecen yil artmaktadir
[62].

2.2 Diyabetik Hastalarda Periodontitis Gelisimiyle Ilgili Potansiyel Faktérler

Periodontal hastaliklar bakteriyel ataga karsi gelistirilmis kronik enflamatuvar
yanitlardir. Diyabetin de bakteriyel ataga karsi konak yamitini modifiye ettigi ve
periodontal hastalik riskini arttirdigi gosterilmistir [57, 63].

Diyabet ve periodontal hastalik arasindaki iligkiyi kesinlestirmek i¢in bir¢ok
calisma yapilmis olmasina ragmen sonuglar celiskilidir. Diagnostik parametreler ve
metodolojiler evrensel olarak kabul gormiis degildir ve bu da mevcut verileri
karsilastirmay1 zorlagtirmaktadir. Diyabetik hastalarda hastalik baslangici ve siiresi,
glisemik kontrol seviyesi, tedavi tipi ve siiresi ve de sistemik komplikasyon varligi ¢ok
farklilik gostermektedir. Diyabetik hastalarda diyabetin bir komplikasyonu olarak farkli
siddet ve yayilimda periodontal hastalik gézlenmesi bu heterojeniteden kaynaklaniyor
olabilir [59, 64]. Diyabetin periodontal hastalik patogenezinde rol aldigi mekanizmalar

asagida belirtilmistir.



2.2.1 Degismis Immiin Hiicre Fonksiyonu ve Sitokin Uretimi

Diyabete bagl kronik hiperglisemi enflamatuvar mediyatorlerin artisina neden olur. Bu
mediyatorlerden biri olan, ayn1 zamanda bir adipokin olan TNF-a hem bu iliskiden hem
de insiilin direncinden sorumludur [65]. Serum TNF-a konsantrasyonlar1 obez T2DM
hastalarinda artmistir [66]. Proenflamatuvar sitokinlerden biri olan TNF-a, insiilin
reseptOrii tirozin kinaz substrat-1’in fosforilasyonunu, insiilin reseptor aktivasyonunu
baskilayarak engeller ve bdylece glikoz tasiyict proteinlerin translokasyonunu bloke

ederek insiilin direncine katki saglar [67].

Artmis TNF-a seviyeleri var olan periodontal hastaligin siddetini bir¢ok
mekanizma ile siddetlendirir. Bu mekanizmalar arasinda; fibroblastlar1 aktive ederek
matriks degradasyonuna neden olan enzimleri salgilanmasina neden olmasi [68, 69]
osteoklastlart stimiile ederek aktif kemik yikimina neden olmasi [70] ve adipozitlerden
serbest yag asitleri salimmini artirarak insiilin direncini indiikklemesi [71]

bulunmaktadir.

Interlokin-1beta reseptdr antagonisti ve interlokin-1beta arasindaki denge de
diyabet patogenezinde Onemlidir. Beta hiicrelerinden alinan biyopsi orneklerinde,
interlokin-1beta reseptdr antagonisti saglikli bireylere kiyasla T2DM bireylerde azaldig
gosterilmigtir. Dahasit in vitro olarak leptine maruz birakilmis insan pankreas
hiicrelerinde, interlokin-1beta reseptor antagonisti azalarak, interlokin-1lbeta Salinimi

artmustir, bunu takiben beta hiicre fonksiyonu bozularak hiicreler apoptoza ugramistir
[72].

Diyabet hastalarinda periodontal patojenlere karsi bagisiklik  yanitinin
bozulabilecegi one siiriilmustiir [73]. Salvi ve ark [74], TIDM hastalarinin monosit
hiicrelerinden diyabetik olmayanlara oranla lipopolisakkaritlere yanit olarak daha
yiksek miktarda interlokin-lbeta, TNF-a  ve prostoglandin E; salgilandigini
gostermistir. Kronik periodontitisli diyabet hastalarinda periodontal tedavi sonucunda
diseti olugu sivisinda interlokin-6 diizeyinin diistiigii, ancak interlokin-18 seviyesinin

degismedigi rapor edilmistir [75].

Diyabette, nétrofillerin; kemotaksis, yapisma ve fagositoz 6zellikleri bozulmustur
[76]. Periodontitisin siddeti defektif kemotaksis ile korelasyon gosterir. Siddetli

periodontitise sahip diyabetik bir hastada, orta siddetli periodontitis ya da diyabet



olmayan siddetli ve orta siddetli periodontitise gore azalmis polimorfoniikleer 16kosit

kemotaksisi bulunmustur [77].

Bissada ve ark [78], siddetli periodontitisli diyabetik hastalarin periferal kan
polimorfoniikleer 16kositlerinin fagositik aktivitesini, lokalize kronik periodontitisli
diyabetik olmayan bireylere gore daha az bulmuslar, ayrica gingival sulkustaki
polimorfoniikleer 16kositlerin fagositik aktivitesinin periferal kan polimorfoniikleer

16kositlerinkinden daha az oldugunu bildirmislerdir.
2.2.2 Kollajen ve ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGE)

Diyabetik durumda dolasimdaki ve hareketsiz haldeki proteinlerde degisiklikler
olugsmaktadir. Glikozun proteinlerdeki lizin ve arjinin aminoasitleriyle non-enzimatik
etkilesimi hiicre dis1 ve hiicreler arast geri doniisiimsiiz AGE birikimine yol acar.
AGE’ler hiicre yiizeyindeki polipeptit reseptorler ile taninirlar bu reseptorlerin adi ileri
glikasyon son {irlinleri reseptorii olup immiinglobiilin ailesinin multi-ligand iiyesi olan
hiicre yiizey molekilidir [79]. AGE normal kosullarda da metabolizmada
bulunmaktadir fakat yasla ve diyabet gibi hiperglisemik kosullarda asir1 birikimi olur ve
sonug olarak hiicresel fonksiyonu degistirerek doku yapisini1 bozar (Sekil 2.1) [80].

AGE ve AGE reseptorii etkilesimi, diyabetik gingivada ve diger bir¢ok hiicrede
(endotel, infiltre mononiikleer fagositler gibi) goriilmektedir. Diyabetli hastalarin
gingival dokularinda artmis AGE seviyeleri, oksidatif stres artisina neden olarak, doku

zararinin potansiyel sorumlusu olmaktadir [81].

Kollajen alveoler kemigin organik matriksi ve gingival bag dokunun birincil yap1
tasidir [82]. Kollajenin sentezlenmesi, olgunlagsmasi ve homeostazi, glikoz
seviyelerinden etkilenmektedir [83]. Diyabette AGE, kollajen olusumda rol alarak
yiiksek kararli kollajen makro molekiillerini olusturur. AGE ile modifiye olmus kollajen
biiyilk kan damarlarinda birikir ve bu damarlarin duvarimi kalinlastirarak damar
liimenini daraltir buna ek olarak AGE ile modifiye olmus kollajenin diisiik yogunluklu
lipoproteine afinitesi vardir. Bu afinite diigik yogunluklu lipoproteinin damar
limeninde birikmesine ve liimende aterosklerotik degisikliklere yol agarak diyabetin

makrovaskiiler komplikasyonunu olusturmasina neden olur [79].

Enflamatuvar yanit sonucunda olusan insiilin direnci glisemik kontroli

zorlastirmaktadir. Periodontal hastaligin kronik enflamatuvar degisiklikler sayesinde
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diyabetik durumun bozulmasina direk etkisi vardir. Tiim bu siire¢ potansiyel olarak

antienflamatuvar mediyatdrlerin kullanimi ile bloke edilebilir [84].
2.2.3 Vaskiiler Degisiklikler ve Yara Iyilesmesindeki Degisiklikler

Diyabetiklerde degismis yara iyilesmesinin nedenleri tam olarak aydinlatilamamis olsa
da bazi mevcut mekanizmalar bulunmaktadir. Degismis hiicresel aktiviteler, azalmis
kollajen sentezi ve artmis kollajenaz tiretimi kotii yara iyilesmesi ile iliskilendirilebilir.
Yara kenarlarindan AGE sentezlenmesi, ¢Oziinilirliigli azaltip yara iyilesmesini olumsuz
etkileyebilir. Artmis kollajenaz yeni olusmus ve daha tamamlanmamis c¢apraz bagh
kollajeni yikarak defektif yara iyilesmesine neden olabilir [85]. AGE’ler dolagimdaki
proteinlere, biliyiime faktorlerine ve vazodilatasyonda kritik 6nemi olan nitrik oksit
sentazina baglanir, ayrica AGE formasyonu reaktif oksijen tiirlerinin ve oksidatif stresin

artarak endotel hiicre zararina ve vaskiiler diiz kaslarda hasara neden olmaktadir [86].

Damar tamir mekanizmasi i¢in, endotelyal progenitor hiicreleri gereklidir. Bu
hiicrelerin ¢ogalma ve migrasyon yetenekleri diyabetiklerde azalmistir. Hipoksiyle
indiiklenen faktor-1, anjiogenezisi indiikleyen onemli bir transkripsiyon faktoriidiir.
Hipoksi durumunda bu faktoriin olusumunu saglayan gen ekspreyonu hiperglisemiden
etkilenerek azalmaktadir [86]. Diyabet ile gelisen vaskiiler degisiklikler besin 6gelerinin
ve lokositlerin periodontal dokulara migrasyonunu engelleyerek, oksijen diflizyonunu
azaltir ve metabolik artiklarin temizlenmesini azaltarak periodontitisin siddetini artirir.
Bu vaskiiler degisiklikler hastaligin goriilme siiresi ve kotii metabolik kontrol ile

artmaktadir [85, 87].
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Sekil 2.1 Diyabetik periodontitisin patogenez yollar1. Hiperglisemiye bagli AGE
olusumunu takiben dogal immiin cevap serisi baglar. Notrofil ve monositlerin onciilitk
ettigi dogal immiin yanit, proenflamatuvar sitokin tiretimine ve protein kinaz C beta
(PKC-B) ve protein kinaz C alfa (PKC-a) aktivitesiyle oksidatif stresin artmasina neden
olur [84].

2.2.4 Lipit Metabolizmasina Etkileri

Diyabet komplikasyonlarindan ¢ogu hiperglisemi ile seyretmektedir. Bu durum serum
diisiik yogunluklu lipoproteinler, trigliserit ve yag asitlerinin artmasiyla birlikte goriilen
lipit metabolizmasinda bozukluklara neden olabilmektedir. Serum lipitlerine maruz
kalan makrofajlar, endotoksinlerle uyarilinca onarici veya koruyucu immiin hiicre

yerine enflamasyonu daha da artirarak doku hasarina neden olur [85].

Adiponektin, osteoblastlarda reseptorii olan ve yag dokudan salgilanan
adipokindir. Osteoblast ¢ogalmasi, doniisiimii ve mineralizasyonunda rol oynadig:
diisiiniilmektedir. Insiilin hassasiyetini artirarak, endojen glikoz {iretimini azaltir.
Adiponektinler, niikleer faktor kappa B ligandinin reseptor aktivatori (RANKL)/
osteoprotegerin  (OPG) sisteminde, osteoblastlardaki osteoprotegerin iiretimini
engelleyerek, boylece osteoklast olusumunu uyarir ve kemik rezorpsiyonuna neden olur
[88].
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2.2.5 Kemik Metabolizmasina Etkileri

Diyabet, periodontal hastalik, kirik iyilesmesi ve osteopordz durumlarinda osteoklast
formasyonunu arttirmaktadir. Diyabet indiiklii osteoklastogenezis, kemikte yaralanma
ya da enflamasyon varliginda daha siddetlenir. Periodontitisli diyabetik hayvanlarda,
yiiksek seviyelerde interlokin 1 beta, TNF-a, ve prostoglandin E, gézlenerek osteoklast
aracili kemik rezorpsiyonunun devam ettigi belirtilmistir [89]. Periodontitis olan
diyabetik ratlarda osteoklast sayilar1 3 kata kadar artig gostermis ve TIDM’lu bireylerde
RANKL aracili osteoklast formasyonunu aktive edecek sekilde yiikselmis interlokin 17
ve interlokin 23 seviyeleri tespit edilmistir [90]. Diyabetin neden oldugu hiperglisemi
ve insiilin ya da insiilin sinyal eksikligi enflamasyonun, AGE’lerin ve ROS’nin
artmasina neden olarak RANKL/OPG oranini degistirir ve hematopoetik progenitor
hiicrelerin osteoklasta doniisiimiinii uyararak kemik rezorpsiyonunu arttirir [91] (Sekil

2.2).

DiYABET j Hematopoetik Progenitor
v g
Artmis Enflamasyon (TNFa, vs ) g
Q
=]
| Artmis AGE'ler I E
/Rankl/OPG _> | 3
Artmis ROS 3
%
| Hiperglisemi | 000 0 Artmis Kemik
insilin/insiilin Sinyal Eksikligi | Aktivite Rezorpsiyonu
Osteoklast

Sekil 2.2 Diyabetin osteoklastogenezisi arttirma mekanizmasi [91].

Birgok c¢alisma osteoklast sayilarinin, rezorptif belirteglerin  ve kemik
rezorpsiyonunun diyabetin her iki tipi ile arttigini gostermisse de [92, 93] baska
caligmalarda kemik rezorpsiyonunun T2DM ile azaldigini 6ne siirmiistiir [94, 95].

Diyabetin kemik rezorpsiyonu iizerine etkileri oldugu gibi kemik formasyonuna
da etkileri bulunmaktadir. Osteoblast formasyonu, sayis1 ve fonksiyonlar1 diyabet ile
birlikte diisiis gostermektedir [91]. T2DM hastalarinin, saglikli  bireylerle

karsilastirildig: bir calismada interlokin 6 ve C- reaktif protein ile iligkili olarak azalmis
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osteokalsin seviyeleri ve buna bagli olarak azalmis kemik formasyonu gergeklestigi
gosterilmistir [96]. T2DM’lu ratlarda yapilan bir ¢alismada ise KMP, fibroblast biiyiime
faktorli ve osteokalsin seviyelerinin azalarak kemik remodelasyonunun etkilendigi
vurgulanmistir. Bu etkinin siddeti enflamasyonun varliginda daha belirgin olmaktadir
[97]. Diyabetiklerde enflamasyon veya yaralanma durumunda, TNF’lerin artmig ve
uzamis salinimi, niikleer faktor kappa B aktivitesinin artmasina ve fos iligkili antijen 1
(Fra-1) ile runt iliskili transkripsiyon faktoriiniin (Runx2) azalarak osteoblast
diferansiyasyonunun azalmasina neden olmaktadir [91] (Sekil 2.3). Hiperglisemi ayrica
fosfor ve kalsiyum metabolizmasindan sorumlu paratiroid hormonun yanitini
degistirmektedir. Bunun yani sira hiperglisemi ekstraselliller matriksin gelisimini,

adherensini ve akiimiilasyonunu da etkilemektedir [98].

T2DM modellerinde, Zucker ve Torii (obez olmayan T2DM rat) ratlarla yapilan
iki caligmada azalmis kemik formasyonu gortilmistiir [99, 100]. Santana ve ark [101],
diyabetik olmayan ratlarda kalvaryal kemiklere AGE uygulamasi yaparak sonuglari
degerlendirmistir. AGE uygulamasinin kemik olusumunu azaltip, ratlarda ekstraselliiler
matriks lretiminde azalma ve osteoblast farklilasmasinda bozulma gibi hiicresel

degisikliklere neden oldugunu gostermistir.

DiYABET Osteoblast
— e ) /M Apoptozis
J KMP'ler J Proliferasyon

l Artmig Enflamasyon (TNFa, vs ) J Fur
U Fra |, Diferansiyasyon Azalmig Kemik
| Artmis AGE'ler | Formasyonu
| Artmis ROS | mezenkimal
kék hicre

I Hiperglisemi I

Azalmig Kemik
J/ + adipogenezis Kalitesi

| insiilin/insiilin Sinyal Eksikligi 1PPARY

-
adiposit

Sekil 2.3 Diyabetin kemik formasyonunu azaltma mekanizmasi [91].

Liu ve ark. [102], diyabetin, ligatiirle olusturduklar1 periodontal kemik
rezorpsiyonu sonrasinda, kemik dokusunda tamiri 6nemli dl¢iide azalttigini gosterdiler.
Ratlara yerlestirilen ligatiirler caligmanin 8. giiniinde ¢ikarilmasina ragmen diyabetik
ratlarda enflamasyon siddeti artmaya devam ederken, diyabetik olmayan ratlarda
azalmistir. Ayn1 zamanda diyabete bagli olarak kemik dokusunu doseyen periosteal

hiicreler, osteoblast, preosteoblast ve periodontal ligament hiicrelerinde yiiksek oranda
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apoptoz tespit ettiler. Apoptozdaki bu artisa enflamasyon siddetini ve sliresini arttiran

TNF-a ve AGE gibi sitokin ve son {irlinler neden olarak gosterilmistir.

Linde-Starup’un [88] 2013 yilinda yayinlanan meta-analizinin sonucuna gore;
TIDM ve T2DM’lu hastalarin kemik metabolizmalar1 farkli belirtegler tarafindan
yonetilmektedir. Yapilan bazi galismalarda, T1DM’da; serum kalsiyum ve triner
kalsiyum agisindan diyabetik olmayan bireyler arasinda fark bulunmamasina ragmen,
bazilarinda ise TIDM’da daha diisiik serum kalsiyum seviyeleri ile de karsilagilmistir.
Bu durum diisiik kemik yogunluguna ve artmis kirik riskine neden olabilmektedir.
T1DM’ta kalsiyum seviyeleri normal olsa bile eriskinlikte kemik kirilganligi
artmaktadir. Serum alkalen fosfataz ve serum tartarat direncli asit fosfataz seviyeleri
normal seviyede olmasina ragmen, serum osteokalsin seviyeleri TIDM ve T2DM’da
diyabetik olmayan bireylere gore daha diigik bulunmustur. T2DM ise tip 1
kollajenin karboksi terminal ¢capraz bagli telopeptidi ve tartarat direngli asit fosfataz gibi

rezorpsiyon belirtegleri daha fazla bulunmustur.
2.3 Periodontal Tedavinin Diyabet ve Glisemik Kontrol Uzerine Etkileri

Bu konudaki ilk ¢alismalardan biri Grossi ve ark.’dir. Diyabet olan 113 Pima Hintlisi ile
yaptiklar1 ¢alismada periodontitisin tedavi edilmesi ile normal kan glikoz seviyelerine

ulasilabilecegi sonucuna varmiglardir [103].

Kiran ve ark.’1 [104], Tirk popiilasyonunda gerceklestirdikleri bir ¢aligmada,
periodontal hastaligi olan T2DM’lu 44 hastaya mekanik tedavi uygulayarak, HbAlc
seviyesinde baglangica gore %10.94 azalma tespit ettiklerini ifade etmislerdir. Benzer
olarak yapilan bir¢ok tedavide mekanik tedaviyi takiben HbAlc oranlarinda azalma
tespit edilmistir [105, 106].

Bu ¢alismalarin aksine bazi arastirmacilar, yalnizca yapilan mekanik periodontal
tedavi ile TIDM veya T2DM hastalariin glisemik kontroliinde istatistiksel bir diisiise
rastlamamigtir [107-109].

Correa ve ark., T2DM hastalarinda periodontal tedavi Oncesi ve sonrasi
plazmadaki HbAlc, fibrinojen, TNF-a, yiiksek sensivite C reaktif protein, interlokin-4,
interlokin-6, interlokin-8 ve interlokin-10 seviyelerini karsilastirmiglar. Cerrahi olmayan
periodontal tedavi fibrinojen ve TNF-a seviyelerinde anlamli bir azalma saglarken,

diger parametrelerde fark bulunmadigi belirtilmistir [110].
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Buna ek olarak, dolasimdaki TNF-a’ nin azalmasi insiilin direncini etkileyerek
diyabetin metabolik kontroliinii iyilestirdigi diistinilmektedir [10]. Zinman ve ark [111],
Kanada popiilasyonunda gergeklestirdikleri ¢alismalarinda dolasimdaki TNF-a ile
insiilin direnci arasinda anlamli ve bagimsiz bir iliski gosterdiler. Bununla birlikte
T2DM hastalarda periodontal tedavi sonrasinda lokal antibiyotik uygulamasinin
dolagimdaki TNF-a seviyesini azalttig1 ve buna paralel olarak insiilin konsantrasyonu ve

HbA I¢ seviyesinde azalma oldugu bildirilmistir [112].

2.4 Deneysel Diyabet Modeli

Diyabetik hayvan modeli olusturmanin birkag¢ yolu vardir. Bunlar [113];
1- Farmakolojik olarak indiiklenmesi

2- Cerrahi model olarak olusturulmasi

3- Genetik model olarak olusturulmasi seklinde gergeklestirilir.

Farmakolojik indiikleme amaciyla streptozotosin (STZ) ve alloksan en yaygin
kullanilan ilaglardir. Her iki ilag da etkilerini parenteral, intravendz, intraperitonal ve
subkiitan6z uygulamalarla gosterebilir. Bu ilaglarin verilis dozlar1 hayvan tiiriine,
uygulama yoluna ve beslenme durumuna baghdir [113]. Bu ajanlarin uygulanmasi hem

T1DM ve T2DM hem de glikoz intoleransina benzer sendromlar olugturmaktadir [114].

Alloksan intravendz, intraperitonal veya subkiitan6z olarak alindiginda diyabet
olusturucu etki gosterir. Diyabet olusturmak i¢in kullanilan dozu ise kullanilan hayvan
tiirli, alim yolu ve beslenme durumuna gore farklilik gosterir. Ratlarda en ¢ok kullanilan
intravendz doz 65mg/kg’dir [115]. Intraperitonal veya subkiitandz uygulama dozu
intraven6z dozun en az 2-3 kat1 olmalidir. Alloksan uygulamadan sonra, ratlarda kisa
stireli ve hizli bir insiilin salinimina yol agar. Sonrasinda ise beta hiicrelerinin glikoza
yanit1 tamamen baskilanir. Alloksan’in pankreatik beta hiicrelerindeki toksik aktivitesi,
SH gruplarmmin oksidasyonu, glikokinaz inhibisyonu, serbest radikal {iretimi ve
hiicreleraras1 kalsiyum homeostazinin bozulmasi gibi belirli siireclere bagli olarak

gelisir [115].

STZ, Streptomyces achromogenes susundan elde edilen, pankreas beta hiicrelerini
secici olarak etkileyen bir antibiyotiktir. STZ, -20°C’de 1siktan korunarak saklanmalidir.

Cozeltisi uygulanmadan hemen Once taze olarak ve pH’s1 4 olan sitrat tampon iginde
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¢oziilerek hazirlanmali ve 4°C’de 1siktan korunarak hemen kullanilmalidir. Siganlarda
tek doz 50-100 mg/kg araliginda intravendz veya intraperitonal uygulanabilir. Ayrica,
birbirini izleyen 5-6 giin boyunca ¢ok kez ve ufak dozlar halinde (5 mg/kg/giin) de
uygulanabilir, buna subdiyabetojenik doz uygulamas: denir. Bu modelde adacik
hiicrelerinde hiicresel immiin yanitin artisini diisiindiiren agir bir mononiikleer hiicre
infiltrasyonu olusur [116]. Genel olarak ratlar, enjeksiyondan 2 giin sonra kan sekerleri
200-300 mg/dl oldugunda diyabetik olarak kabul edilir. Pankreatik beta hiicrelerinin
yikimi, hayvanlarda fazla insiilin salinnmina ve Oliimciil olabilecek hipoglisemiye
yatkinlig1 artirmaktadir bu sebepten dolay1 hayvanlar glikoz soliisyonu (%S5) ile 12-24
saat beslenmelidir [113].

STZ, kemoterapétik alkilasyon ajani olarak da kullanilan bir antimikrobiyal ilagtir
[117]. STZ’ nin olusturdugu insiilinopeni sendromuna “streptozotosin diyabeti *“ denilir
[118]. STZ, glikoz transporter-GLUT2 yoluyla pankreatik beta hiicrelerine girer ve
deoksiriboniikleik asit alkilasyonuna neden olur. Bununla beraber, poliadenozin difosfat
ribozilasyonunun aktivasyonunu ve nitrik oksit salimmini indiikler. Bu aktiviteler
sonucunda pankreatik beta hiicreleri nekroza ugrayarak yok olur [114]. Bunun
sonucunda beta hiicrelerinde, glikoza kars1 gegici bir duyarsizlik olusur ve bu hiicrelerin

kaybiyla glikoza olan bu duyarsizlik kalici hale gelir [114]

STZ uygulamas1 giinlimiizde daha cok tercih edilen bir yontemdir ¢iinkii hem
alloksana oranla daha spesifiktir, bu da hayvanda daha az ketozise yol agar ve efektif
doz agisindan deney hayvanlar1 arasindaki farklilik daha azdir. Bunlarin disinda, STZ
insanlara nefrotoksik oldugu halde hayvanlarda renal morfolojide meydana gelecek olan
degisiklikler ilacin kimyasal toksisitesinden c¢ok diyabete bagli yavas gelisen
komplikasyonlardan dolayidir [119-121].

2.5 Periodontal Rejenerasyon

Hastalik sonucu yikima ugramis dis destek dokularimin, saglikli yapisina benzer sekilde
rekonstriiksiyonu ve rejenerasyonu, periodontal tedavinin temel amaglarindan biridir.
Periodontal rejenerasyon, yara iyilesmesi sirasinda istenilen hiicrelerin repopiilasyonu
ve organizasyonu yoluyla yeni sement, yeni periodontal ligament ve yeni alveol
kemigini igeren saglikli bir periodonsiyumun yapilandirilmasi ile olusan yeni dokular

arasindaki fonksiyonel ve yapisal uyumun tekrar kazandirtlmasidir [122].
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Periodontal rejenerasyonun basariya ulagabilmesi igin yara iyilesmesi sirasinda bir
takim hiicresel ve molekiiler olaylar gereklidir [123]. Periodontal yara iyilesmesinde
goriilen bu olaylar, periodonsiyumun hem yumusak hem de sert dokulari i¢eren bir iinite

olmasi dolayisiyla viicudun diger bélgelerinden farklidir [17, 123].

Periodontal rejenerasyonun biyolojik yoniiniin daha anlasilir hale gelmesi ve
gelisen teknoloji ile gesitli teknikler ve materyaller rejenerasyon amaciyla kullanilmaya
baslanmis ve doku miihendisligi anlam kazanmistir. Doku miihendisligi; hasara ugramis
olan dokularin yerine ¢esitli prosediirler kullanilarak yeni dokularin insa edilmesini
amaclayan ve hiicre biyolojisine, gelisimsel biyolojiye ve biyomateryal kullanimina
dayanan biyomedikal bir bilim ve arastirma alanidir. Bir dokunun yeniden insa
edilebilmesi i¢in uygun diizeyde ve diizenli sinyallere, yeterli sayida progenitor
hiicrelere, uygun bir ekstraselliiler matriks veya tasiyict bir iskelete ve yeterli kan
destegine ihtiyag vardir [124]. Bu ama¢ dogrultusunda kemik ve kemik benzeri
materyallerin osteojenik, osteoindiiktif ve osteokondiiktif etkilerinden yararlanilmasina
[125-128], defekt bolgesinde hiicre yonlendirici membranlarin yonlendirilmis doku
rejenerasyonu  prensipleri  dogrultusunda  kullanilmasina [129-131], biyolojik
mediyatorlerin - genel etki mekanizmalarima dayanan hiicre-hiicre iliskilerinin
diizenlendigi (6rn. trombositten zengin plazma, kemik morfojenik proteinler) [132-134]
ve dis olusumunun taklit edildigi tekniklerin (6rn. mine matriks tiirevleri) uygulamasina
baglanilmistir [135, 136]. Giiniimiizde rejenerasyon ig¢in kullanilan materyaller

asagidaki sekilde siniflandirilmistir [28];

1-GREFTLER

a-Otojen kemik; taze/dondurulmus

b-Allojenik kemik; taze/dondurulmus (dis hekimliginde kullanilmamaktadir)
c-Ksenojenik kemik; taze/dondurulmus (dis hekimliginde kullanilmamaktadir)
d-Hiicre yapilari (deney asamasinda)

2-BIYOMATERYALLER

a-Kemik iirlinleri (kadavra kemigi)

b-Allojenik kemik tiriinleri
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-Dekalsifiye dondurulmug kurutulmus allojenik kemik
-Demineralize dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti
- Dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti
c-Ksenojenik kemik tiriinleri
-Deproteinize sigir/at kemik minerali
-Kalsiyum karbonat mercan iskeleti
d- Sentetik (Alloplastik) tiriinler
1-Seramikler
-Beta trikalsiyum fosfat
-Hidroksiapatit
-Paris algis1 (Ca,SO4)
-Kalsiyum fosfat
-Biyoaktif cam
2-Polimerler
-Metilmetakrilat
-Poli-x-hidroksi asit (poli laktik asit, poli laktik-co-glikolik asit)
3-BiYOLOJIK URUNLER
a-Matriks faktorleri (fibronektin, vitronektin, trombospondin-1, amelogenin)

b-Biiyiime faktorleri (trombosit kaynakli biiylime faktorii, doniistiiriicii bitylime faktort,

insiilin benzeri biiyiime faktorii-1, fibroblast biiylime faktorii)

C-Farklilagtirma faktorleri (kemik morfojenik protein-2,-3, -6, -7 ve biiyiime/doniisim
faktori -5)

d-Peptitler (trombin peptit TP0OS8, hiicre baglayici1 P-15)

e-Kiigiik molekiiller (prostoglandin E2 reseptor antagonistleri)
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f-Trombositten zengin plazma
4-YONLENDIRILMIiS DOKU REJENERASYONU URUNLERI
a-Rezorbe olmayan iirtinler (genisletilmis politetrafloroetilen)

b-Biyolojik olarak rezorbe olan iiriinler (polilaktik asit, polilaktik ko-glikolik asit,

kollajen, hyaluronan)
5-KOMBINASYONLAR
2.5.1 Otojen Greftler

Kemik greftlerinin siniflamasi birgok sekilde olabilecegi gibi, bu greftlerin osteojenik,
osteoindiiktif ya da osteokondiiktif potansiyellerine gore de siniflama yapilabilmektedir.
Osteojenite; greft materyalinin igerisindeki osteoprogenitor hiicreler ve osteojenik
prekiirsor hiicrelerin yeni kemik olusturmasidir. Osteoindiiksiyon; kok hiicrelerin,
trombosit kaynakli biiylime faktorii ya da dondstiiriicii biiyiime faktorii gibi lokal
bliyime  faktorlerinin  stimiilasyonu  ile  olgun  hiicrelere  doniismesidir.
Osteokondiiksiyon ise greft materyalinin bir iskelet olusturarak, vaskiiler ve hiicresel

migrasyona izin vermesidir [137].

“Altin standart” olarak tanimlanan ve hastanin kendisinden elde edilen otojen
kemik greftleri her zaman en ideal materyal olarak tanimlanmistir [138]. Taze otojen
greft; osteojenik 6zellikte hiicreler bulundurmasi ayrica immiinolojik reaksiyona neden
olmamasindan dolayr en avantajli greft maddesi olarak kabul edilir. Fakat verici
bolgede ikinci bir operasyona ihtiya¢ duyulmasi, morbidite, postoperatif analjezi,
postoperatif bakim siiresinin uzamasi, Ongoriillemez rezorpsiyon siiresi [139] bu
materyalin dezavantajlarini olusturur.

Otojen kemik greftleri pratik olarak; kortikal ve kanselloz kemik seklinde
ayrilabilir. Bu greftler degisik bolgelerden, degisik sekillerde elde edilebilirler [140]:
-Kortikal kemik: Bir dayanikli ve sert bir yapiya olustururken, osteogenezisi artiracak
ozellikleri yoktur.

-Stingerimsi (kansell6z) kemik: Kemik iligi, osteoblast prekiirsorleri ve canli osteoblast
icerdiginden osteogenezisi arttirirlar fakat mekanik dayanikliliklar: azdir.

-Kortiko-kanselloz kemik: Bu kombinasyonun kullanilmasi son yillarda yaygimlagmistir
[141].
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Otojen greft elde etmek i¢in en sik kullanilan agiz dis1 kaynak iliak kemiktir, agiz
icinden ise mandibular simfiz ve ramus, maksiller tiiber ya da ekzostozlardir. En uygun
donér sahasi, alinacak greftin miktarima ve vakanin durumunda istenen rejenerasyon
tipine baglidir [141]. Partikiil seklindeki greftlerin daha fazla osteoindiiksiyon ve
osteokondiiksiyon potansiyeli vardir ¢linkii bu tiir greftlerin bliylime faktorii salinimi
i¢in daha genis alan1 vardir [19].

Iskelet sistemindeki birgok kemik endokondral kaynaklidir. Alveoler kemikte,
maksilla ve mandibulada ise intramembranéz kemik olusumu goézlenir. Membranoz
kaynakli kemiklerde endokondral kemiklere kiyasla daha az rezorpsiyon gozlenir [142].
Serbest otojen kemik grefti, yerlestirilmesini takiben ilk 2 haftalik siirede osteojenik etki
gosterir. Greftlemeden 2-6 hafta sonra osteoindiiktif etkisi baslar ve 6 ay kadar siirer.
Son olarak osteokondiiktif etki ile apozisyonel kemik olusumu gergeklesir. Greftin
organik komponenti olan kollajen; grefte esneklik, dayaniklihlk ve stabilite
bulunur [143].

Otojen greftin periodontal cerrahide kullanim alanlar1; Periodontal cep tedavisi,
alveoler kemik ogmentasyonlari, siniis lift prosediirleri, yonlendirilmis kemik
rejenerasyonu, implant cerrahisidir.

Rocchietta ve ark. [19] posterior mandibular bolgede vertikal kemik
ogmentasyonu i¢in ayni hastaya, titanyumla gii¢lendirilmis politetrafloroetilen membran
ile otojen blok ve partikiil seklinde otojen greft uygulamasi yapmislardir. Toplamda 10
hastada 12 bolge ¢alismaya dahil edilmistir. Ramus mandibuladan 20mmx10mmx5mm
boyutlarinda greft elde edilerek, atrofik mandibular kretin tepesine uygulanmistir. 6-10
ay sonra uygulama bolgesi tekrar agildiginda, titanyum vidalar trepan frezle cikarilip
histolojik analizler gerceklestirilmis. Ortalama kemik kazanci her iki greftte de
baslangica gore artmisken, blok greftte, partikiil seklindeki grefte gore istatistiksel
olarak daha fazla bulunmus ayrica kemik implant kontagi da blok greftte, partikiil
seklindeki grefte gore daha fazla bulunmus.

Otojen greft kullanilmasi ile her ne kadar ongoriilebilir sonuglar elde edilse de
greft rezorpsiyonu basariy1 etkileyebilmektedir. Gorla ve ark. yapmis olduklar
caligmada, maksiler siniis ogmentasyonu islemini otojen kemik, 1:1 oraninda otojen
greft ve beta trikalsiyum fosfat ve sadece beta trikalsiyum fosfat ile gergeklestirip,

kemik voliimiindeki degisiklikleri bilgisayarli tomografi ile karsilastirmislardir.
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Calismanin sonunda % 45.7+18.6 ile en fazla rezorpsiyonu otojen kemik gostermistir
[21].

Lutz ve ark. [20] otojen greft ve ksenogreft ile yapilan siniis ogmentasyonu
islemini 5 yillik takip ile karsilastirmiglar. Otojen kemik grefti toplam 23 hastada ve 70
implant i¢in uygulanmis. Ksenojen greft ise 24 hastada ve 98 implant i¢in uygulanmis.
Implant sagkalim oranlar1 gruplar arasinda farklilik gdstermemis. Vakalarin %25’inde,
otojen greft % 47.8, ksenojen greft ise % 45.8 oraninda rezopsiyon gostermis. Bu
caligmalara benzer bagka caligmalarda da otojen greftin iyilesme doneminde belli
miktarlarda rezorbe oldugundan bahsedilmistir [144, 145].

Otojen kemigin rezorpsiyonu dnlemek ve biyolojik aktivitesini ile rejenerasyonu
arttirmak icin yapilan ¢alismalar birgok uygulamanin (mine matriks tiirevleri, diisiikk doz
lazer uygulamalari, trombositten zengin plazma, trombositten zengin fibrin, kemik
morfojenik protein, bariyer membranlar v.b.) kombinasyonu seklindedir [34-36, 133].
2.5.2 Allogrefler

Allogreftler, ayni tiire ait ancak aralarinda genetik benzerlik bulunmayan vericiden elde
edilen kemik greftleridir ve canli hiicre icermezler. Allogreftler degisik genotipe sahip
kadavralardan elde edilir [146].

Tabi tutulan islemlere gore 3 gruba ayrilirlar:
-Taze dondurulmus kemik

-Dondurulmus kurutulmus kemik
-Demineralize dondurulmus-kurutulmus kemik

Dondurma-kurutma ya da radyasyon uygulama, greftlerin uygulanmasi sirasinda
meydana gelebilecek enfeksiyon ya da immiin reaksiyon gibi riskleri 6nemli derecede
azaltir. Amerikan Periodontoloji Akademisi, kanselloz allogreftlerin daha fazla kemik
iligi icerdigi ve daha fazla antijenik olacagindan &tiirii, kortikal allogreftlerin

kullanimini 6nermektedir [147].

Demineralizasyon islemi hidroklorik asit ile ger¢eklestirilir ve kemik morfojenik
proteinleri de iceren kemik matriks icerisindeki kemik biiylimesini uyaracak faktorlerin
ortaya ¢ikarilmasi amaciyla yapilmaktadir [148] ancak demineralize greftlerin

osteoindiiktif kapasitesi kesin olarak kanitlanmamustir. Farkli doku bankalarindan elde
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edilen demineralize dondurulmus kurutulmus kemik Ornekleri fareler {izerinde
uygulanmis ve bazilarmin osteoindiiktif bazilarimin ise osteokondiiktif oldugu

bulunmustur [149].

Allogreftlerin  en temel avantaji dondr bolge gereksinimini ortadan
kaldirmalaridir. Ek olarak, siirsiz mevcudiyetleri, gerektiginde genis hacimlerce
kullanilabilmeleridir fakat bu tiir kullanimlarda kemik olusumunu 6ngorebilmek igin
farkli materyaller grefte eklenmelidir. Dondurulmus kurutulmus kemigin rezorpsiyon
stiresi yaklasik 1 yi1l ve daha fazla iken, demineralize dondurulmus kurutulmus kemigin
rezorpsiyon siiresi ise yaklasik 6 ay kadardir [150, 151]. Kemik rejenerasyonu i¢in
demineralize dondurulmus kurutulmus kemik kullanan ¢alismalarin sonuglar
tartismalidir. Bazi c¢aligmalar bu kemigin osteopromotif oOzelliklere sahip oldugu

gosterirken [35, 152], digerleri de bu yarari sorgulamaktadir [153, 154].
2.5.3 Ksenogreftler

Ksenogreft terimi yunanca kelime "xeno(s)" (=yabanci)’ dan gelmektedir ve bunun
anlami bir tiirden alinan greft dokusunun, baska bir tiire transplante edilmesidir.
Gegmiste bu terim heterogreft olarak literatiirde yer almaktaydi. ik basarili ksenogreft
uygulamast 1668 yilinda cerrah Job Janszoon van Meekeren tarafindan
gerceklestirilmigtir [32]. Ksenogreftler, insan disinda, hayvanlardan elde edilen kemigin
inorganik kismindan iiretilirler ve osteokondiiktiftirler. Giiniimiizde kullanilmakta olan

iki tip ksenogreft vardir [148].
a. Mercan kaynakli kalsiyum karbonatlar
b. Sigir/at kaynakli hidroksiapatitler

Mercan kaynakli greftler ortopedik, kraniofasyal, oral ve periodontal cerrahide
kemik defektlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Biyouyumunun ¢ok iyi olmasi,
osteokondiiktif 6zelligi, kolay hazirlanmasi, kolay sekillenmesi ve maliyetinin diisiik
olmasi1 bu tiirlin avantajlaridir. Mercan, kemige yapisal olarak yakinligi ve biyolojik

olarak da inert bir madde olmasi nedeni ile ideal bir greft materyalidir [155].

Mercanlar yumusak ve sert formlarda bulunur. Sert mercanlar kemik
ogmentasyonu i¢in tek uygun mercan tipidir. Kalsiyum fosfat ve kalsiyum karbonat

kaynaklidir. Materyal ¢cogunlukla pordz kalsiyum karbonattan olusurken tiim i¢ ve dis
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yiizeyler ¢ogunlukla hidroksiapatit olan ince kalsiyum fosfat tabakasiyla kaplidir. Bu
kalinlik degistirilerek degisik rezorpsiyon hizlari olan baska bir grup olusturulabilir
[156].

Mercan kaynakli hidroksiapatitin yavas emilmesi birgok klinik uygulamada
dezavantaj olarak goériilmektedir. Emilim hizini artirmak i¢in mercan kaynakli greftlerin
hazirlanmasinda bazi degisiklikler yapilmistir. Bu gelismelerden biri hidroksiapatitin,
kalsiyum karbonat ile birlestirilmesidir. Bu kompozit birlesik, kalsiyum karbonatin
hidrotermal yolla kismi olarak hidroksiapatite ¢evrilmesiyle elde edilir. Bu islem sonucu
iistli ince bir tabaka hidroksiapatit kapli bir kalsiyum karbonat ana yapisi ortaya ¢ikar.
Sonug¢ olarak bu kompozit implantin erken donemdeki biyolojik davranisi, saf bir
mercan kaynakli hidroksiapatit implant1 gibidir. Birkag¢ ay i¢inde hidroksiapatit tabakasi
erir, kalsiyum karbonat yap1 agiga ¢ikar ve kisa zamanda rezorbe edilerek, yerini yeni

olusan kemige birakir [157].

Biocoral (Inoteb, Saint Gonnery, Fransa) piyasa adiyla mercan kaynakli greft
piyasada mevcuttur. %97-98 oraninda kalsiyum karbonattan olusur ayrica stronsiyum,
florim, magnezyum, sodyum ve potasyum igerir [158]. Por6zite oran1 %45’ den fazladir
ve 250um (150-400 arasinda) capinda porlara sahiptir bu yap1 spongiéz kemigi taklit
eder. Bu madde yiiksek osteokondiiktif potansiyele sahiptir ¢iinkii herhangi bir fibroz
enkapsiilasyon rapor edilmemistir. Kismen rezorbe olabilmektedir fakat rezorpsiyon yili
5-7 wil civaridir [151]. Literatiirde diger greft materyalleri ile karsilastirilabilecek
olumlu sonuglari mevcuttur. Yapilan klinik ¢aligmalarda istatistiksel olarak anlamli
Klinik atagsman kazanci, defekt dolumu ve sondalama cep derinliginde azalma oranlari
gosterilmistir [159-161].

Piyasada bulunan sigir kemigi materyalleri dogal kemik minerali ve azaltilmig
organik komponent seklinde iretilmektedir. Biyokimyasal, histokimyasal ve
biyofiziksel analizler sonucu, sigir kaynakli ksenogreftte kollajen ya da herhangi baska
bir protein varligina rastlanilmamistir. Kimyasal tepkimelerle tiim organik yapi
arindirilir ancak mikro yap1 korunur. Bu yap1 dogal kemikteki pordz yapiy: taklit etmesi
sayesinde yeni kemik olusumu i¢in iskelet gorevi goriir [162]. Bu materyalin avantaji,
insan kemiginin yapisina yakin olmasi ve sentetik kemik materyallerinden daha fazla

osteokondiiktif 6zellige sahip olmasidir [148].
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Su an piyasada bulunan sigir kaynakli hidroksiapatit deproteinize, hiicre aracili
rezorpsiyona ugrayan dogal mikroporéz yapidadir ki bu yapit yeni kemikle yer
degistirmeyi saglamaktadir. Bu greftlerin artirilmis yiizey yapilar, osteokondiiktif bir
cat1 olusturur, pordziteleri ve mineral yapilar1 da insan kemigi ile kiyaslanabilecek
Olgiidedir. Periodontolojide, kemik i¢i defekt tedavisinde ve alveoler kemik

ogmentasyonunda basart ile kullanilmaktadir [33, 163, 164].

Biodegradasyon olarak adlandirilan rezorpsiyon, kemik greftinin basarisin
etkileyen dnemli bir faktordiir. Iyilesme siirecinde rezorbe olan greft materyalinin yerini
yeni olusan kemige birakirken, greft materyali biitinliigiinin kaybolmamasi
istenmektedir [165]. Sigir kaynakli ksenogrefttin yavas rezorbe oldugu ve enkapsiile
oldugu bazi ¢alismalarca gosterilmistir [25, 165, 166].

Schlegel ve Donath [167] yaptiklart klinik ¢alismada mandibuladaki kemik
defektlerini %100 sigir kaynakli hidroksiapatit ile doldurmuslardir ve greftleme
isleminden 6 yil sonra bile greft materyallerinin 6nemli Ol¢lide var oldugunu

gostermiglerdir.

Sartori ve ark. [168] ise sigir kaynakli hidroksiapatit ile maksiler siniis tabani
greftlenmesi yapilan bir hastay1 10 y1l boyunca takip etmisler. Rezorpsiyon hizini ikinci
yila kadar aylik %3.55 olarak gézlemlemisler. Bunu takip eden 8 yil boyunca bu deger
diisiise ugramis ve aylik %0.58’ e kadar gerilemistir

Paknejad ve ark. [169] tavsanlarda olusturduklart 6mm’lik kritik boyutlu
defektlerde iki degisik sigir kaynakli greft materyalinin etkinligini degerlendirmislerdir.
Kalvaryalarda acilan 3’er adet kritik boyuttaki defektlerin ilkine Bio-Oss, ikincisine
NuOss ve tiglincii defekti bos birakilmistir. Birinci ve ikinci aylik incelemenin sonucuna
gore Bio-Oss grubunda yeni kemik olusumu yiizdesi 4. haftada %16.12, 8. haftada
%22.91, NuOss grubunda yeni kemik olusumu yiizdesi 4. haftada %16.17, 8. haftada
%25.5 bulunurken, kontrol grubunda ise 4. haftada %213.7, 8. haftada ise %18.7
bulunmustur. Reziduel greft materyali yiizdesinin 4. haftadan, 8. haftaya azaldigi, fakat
gruplar aras1 farklilik olmadigi vurgulanmis. Yazarlar her iki materyalin de kemik

rejenerasyonu amactyla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Kirk¢li ve ark. [170] yaptiklar calismada sinlis ogmentasyonu operasyonunda

sigir kaynakli hidroskiapatit ile beta trikalsiyum fosfat kullanimini karsilagtirmislardir.
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23 hastanin 13’tinde sigir kaynakli hidroksiapatit, 10’unda beta trikalsiyum fosfat
kullanmiglardir. Operasyon sonrasi ortalama 6,5 ay bekleyip greftlenen bolgelerden
kemik biyopsisi almislardir. Histomorfometrik analizlerde, iki greft materyalinde
osteokondiiksiyon ve biyouyumluluk bakimindan siniis tabani yiikseltme islemlerinde
basarili bir sekilde uygulanabilecegi bildirilmistir. Ancak osteokondiiksiyon agisindan

sigir kaynakli hidroksiapatitin daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Lambert ve ark.’nin [171] hayvan caligmasinda, siniis ogmentasyonunda sigir
kaynakli ksenogreft ve otojen greft kullanimimin karsilastirilmasi amaglanmistir. 15
tavsanin maksiller siniislerinin {ist kemik duvarinda acgilan defektlere greft
uygulanmasini takiben 7. giin, 5. hafta ve 6. ayda aliman Ornekler histolojik ve
histomorfometrik olarak degerlendirilmistir. 6. ayda otojen greft uygulanan bolgede
kemik dansitesinin 5. haftaya gére daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Sinlis membran1 ve
osteoid dokunun altinda osteoklastlarin varligi saptanmistir. 6. ayda sigir kaynakl
ksenogreft uygulanan bolgede 5. haftaya gore daha ¢ok siklikta kemik iligi goriilmiis,
cok cekirdekli dev hiicrelere rastlanilmamustir. Partikiillerin sadece lameller kemikle
temasta oldugu gozlenmistir. 6. ayda yeni kemik olusumu otojen greft ve sigir kaynakli
ksenogreft uygulanan bolgelerde sirasiyla %18.7 ve %16 olarak hesaplanmistir. Otojen
greft uygulanan bdlgede greft hacminde 6. ayda %27 azalma, sigir kaynakli ksenogreft
uygulanan bolgede ise %7 azalma oldugu rapor edilmis ve sigir kaynakli ksenogreftin

yavas rezorbe olan osteokondiiktif bir materyal oldugu bildirilmistir.

Sigir kaynakli ksenogreft ve mine matriks proteini kombinasyonu ile yapilan bir
caligmada Velasquez-Plata ve ark. [22], bu kombinasyonunun, sadece mine matriks
proteinine gore 0.99mm daha fazla kemik dolumu gerceklestirdigini rapor etmis. Yine
ayni arastirmacilarin yaptiklart basgka bir ¢alismada ise, ksenogreft ve mine matriks
proteini kombinasyonunun etkinligini, sadece ksenogreft ile karsilastirmiglar, iki
teknikte de, %63’den %67’ye kadar esit kemik dolumu elde etmislerdir. Otorler bu
caligmalarin sonucunda sigir kaynakli ksenogreftin sert doku rejenerasyonunda mine

matriks proteini kadar etkin oldugunu savunmuslardir [172].

Yukarida bahsedilen calismalara zit olarak, sigir kaynakli greft materyallerinin
kemik iyilesmesine katkisinin olmadigini belirten caligmalar da literatiirde yer almistir
[173-175]. Bu ¢alismalarda greft partikiillerinin kemikten ayri bir sekilde ve bag doku

tarafindan enkapsiile oldugu ayrica osteokondiiktif etki gdstermedigi vurgulanmistir.
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2.5.4 Sentetik (Alloplastik) Kemik Uriinleri

Alloplastlar; seramikler ve polimerler olarak iki gruba ayrilir. Seramikler grubundaki
tiriinler kemik yapisina benzer 6zellikler tasir, en sik kullanilanlar kalsiyum fosfat ve

hidroksiapatittir [148].

Beta trikalsiyum fosfat, kalsiyum fosfatin pordz formudur, biyolojik olarak
defekti doldurur ve kemikle yer degistirmeye izin verir, kemik gelisimi i¢in bir ¢ati

olusturur [176].

Hidroksiapatit; yogun, por6z veya kristalin seklinde bulunmaktadir. Yogun
hidroksiapatit inorganiktir ve bdyle oldugu i¢in de bir implant yiizeyine biiyliyemez.
Kortikal kemikten 3 kat daha ve kemikten ziyade dentine benzer. Dolayisiyla, kemik
icine yerlestirildiginde prime amag bir bosluk olusturmak ve kemigin konturunu veya
hacmini korumaktir. Yogun hidroksiapatitin daha yaygin kullanimi, yumusak doku
konturunu gelistirmek i¢in implant ¢evresinde kullanilmasi ve Kret ogmentasyonu
seklindedir. Yiiksek kristalin hidroksiapatit, amorf formuna gore hiicresel yikima daha
direnglidir. Daha poréz veya amorf formlar ise kemige ve yumusak doku igine

yerlestirildiginde rezorbe olabilmektedir [151].

Klinik olarak hidroksiapatitin emilimini hizlandirmak igin ¢esitli uygulamalar
gelistirilmistir. Bunlar; kalsiyum karbonatin dis kabugunun hidrotermal olarak
hidroksiapatite cevrildigi implantlar, hidroksiapatitten elde edilen bifazik kalsiyum
fosfat seramikler ve hidroksiapatit ile trikalsiyum fosfat karisimi olan kompozit
materyaller olarak sayilabilirler [177]. Bifazik kalsiyum fosfatlar, %99’dan fazla
kristallige sahiptir ve %60 hidroksiapatit ve %40 trikalsiyum fosfat icerir. Klinik
goriisler hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat oraninin 60/40 sekilde olmasinin, materyalin
biyoabsorbsiyonunun daha iyi kontrol edildigine ve sonug¢ olarak kemik olusumunun

etkinliginin arttig1 yoniindedir [178].

Biyoaktif camlar temelde silikon dioksit, soda, kalsiyum oksit ve fosfor oksit
icerir. Yiizey reaksiyonu, doku sivilariyla bir araya gelince baslar ve hidroksi-karbonat
apatit tabakasit olusur bu tabaka kollajen, biliyiime faktorleri ve fibrine baglanarak
osteojenik hiicrelerin ilerlemesini saglayan poréz matriks olusturur. Antibiyotikler ile ve
kemik yapimini arttiran maddeler ile karigim halinde kullanilamazlar. Hidroksiapatitten
daha dayanikhidirlar [177].
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Alloplastlarin diger bir formu polimetilmetakrilat ve hidroksimetilmetakrilat
polimerleri; kalsiyum hidroksitle kaplanmis rezorbe olmayan mikropordz polimerik
boncuklar seklinde bulunur. Bunun piyasadaki adi Hard Tissue Replacement Polymer
seklindedir [179]. Bu madde alveoler kemikle kontak halinde oldugunda, yeni kemik
formasyonu i¢in ¢at1 gorevi yapar. Osteokondiiktif etkilidir ve rezorbe olmaz partikiiller
negatif enerji ile yiiklendiginde kemige yakinlasir, {irliniin hidrofilik 6zelligi pihti

formasyonunu kolaylastirir fakat doku dostu bir iiriin degildir [141].

2.6 Kemigin Yapim ve Yikiminin Mekanizmasi ve Biyokimyasal Belirtecleri

Kemik stirekli degisime ugrayan dinamik bir doku olup, %30’u organik matriks, %70’1
inorganik matriks ve hiicrelerden olusur [180]. Bunun yani sira kemik, ¢ok sayida
madde ve faktoriin katildig1 yapim ve yikim islemlerinin birbirini takip ettigi dinamik
ve karmasik bir dokudur.

Iskeletin yapisim1 korumasi igin, kemik yapiminin ve yikiminin koordineli bir
sekilde hayat boyu devam etmesine “Kemik Remodelasyonu” denir [181]. Kemik
remodelasyonu lokal veya sistemik bir¢cok faktor tarafindan kontrol edilir. Lokal
faktorler; biiylime faktorleri, sitokinler, prostoglandinler gibi otokrin veya parakrin etki
gosteren molekiillerden olusurken, sistemik faktorler ise paratiroid hormon, kalsitonin,
1,25 dihidroksivitamin Ds, glikokortikoidler, androjenler ve Ostrojenlerdir [182, 183].
Kemik remodelasyonu, farkli hiicrelerin rol aldig1 ve bircok fazi igeren bir siiregtir.
Dinlenme, aktivasyon, rezorpsiyon, doniis ve formasyon evrelerini igeren bu dongiide
temel birgok hiicreli birim igin rezorpsiyon fazi 3-4 haftalik bir siiregte olusur fakat
formasyon fazi 3-4 ayda tamamlanir [182]. (Sekil 2.3)

Dinlenme evresinde kemik, ince ve yassi sekilli osteoblast olan astar hiicreleriyle
kaplidir. Bu hiicreler kemik matriksini direk osteoklast etkilesiminden korur ayrica
rezorpsiyon olmadigi zaman, OPG ve RANKL salgilayarak osteoklast doniisiimiine
katkida bulunur [184].

Rezorpsiyon fazinin ana elemanlari olan osteoklastlar, hematopoetik hiicrelerden
koken alirlar ve ilgili alana kan destegi ile gelirler. Cok ¢ekirdeklidir ve monosit ve
makrofajlarin bazi 6zelliklerini gosterirler. Dalgali goriinimlii membranlar1 vardir ve
kemik matriksindeki kollajeni yikmak i¢in katepsin, kemik hidroksiapatitini yikmak i¢in
de proton pompasi salgilarlar. Aktivasyonlari i¢in makrofaj koloni stimiile edici faktor,

osteoblastlar, stromal hiicreler ve osteositlerden salgilanan RANKL gereklidir. Bu
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aktivator osteoklast lizerindeki RANK ile baglanarak, osteoklast formasyonunu indiikler
[183].

Osteoblastlar, RANKL’ ek olarak OPG denilen bir faktor salgilarlar. Bu faktor,
RANK’ a baglanarak RANKL ile baglanmasini engeller, boylece osteoklastogenesiz
engellenir [183]. Bu aktivasyonun engellenmedigi durumlarda, aktive olmus
osteoklastlar kemigi rezorbe ederek trabekiiler kemikte ¢ukurlar, kortikal kemikte ise
silindirik bosluklar olusturur [185]. Rezorpsiyon boslugu belli bir seviyeye ulastiginda
osteoklastlar bolgeyi terk eder. Bu alana mononiikleer hiicreler gelir ve osteoklastlarin
geride biraktig1 organik matriksi temizler ve glikoproteinden zengin bir protein tabakasi
salgilayarak kavite yiizeyinde ince bir tabaka olusturarak, kemik rezorpsiyonunun daha
derinlere gitmesini engeller ve osteoblastlarin buraya tutunarak kemik yapimina zemin
hazirlarlar [186].

Osteoblastlar, mezenkimal prekiirsor hiicrelerden koken alir ve karmasik bir
yapilanmaya ugrar. Mevcut veriler osteoblastlarin kemik iligi progenitorlerinden ve
damarlarin endoteline tutunan mezenkimal hiicreler olan perisitlerden gelistigini 6ne
stirer [187]. Runx2, osteriks ve kemik morfojenik proteinler (KMP) osteoblastogenezisi
artirarak, preosteoblastlarin osteoblastlara farklilasmasini saglarlar [183, 186].

Aktif osteoblastlar kemigin ekstraselliiler matriksindeki kollajen olmayan
proteinlerden; osteokalsin, osteonektin, osteopontin, kemik sialoprotein I/Il,
proteoglikanlardan; dekorin, biglikan ve tip | kollajen salgilarlar ve biiyiik kiibik yapili
hiicrelere doniisiirler.

Mineralizasyon ise, proteoglikanlarin pargalanmasi ile ortaya ¢ikan kalsiyum
iyonlarinin ve osteoblastlardan salgilanan alkalen fosfatazin etkisi ile organik yapinin
tizerine kalsiyum ve fosfor iyonlarinin ¢okelmesi ile gergeklesir [184].

Kemigin aktif siklusunu yakindan izleyebilmek i¢in, yapim ve yikim sirasinda
ortaya c¢ikan birtakim protein iiriinleri ve enzim 6l¢iimlerinden faydalanilir ve bunlarin

tiimiine kemigin biyokimyasal belirtegleri denir [188].
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Sekil 2.4 Kemik remodelasyon dongiisii [183].

Kemik remodelasyonu ile ilgili belirtegler; kemik rezorpsiyon belirtegleri ve
kemik formasyon belirtegleri olarak iki ayr1 grupta tanimlanabilir. Bu belirtecler asagida
siralanmustir [189];

A-Kemik yapim belirtecleri

1-Total alkalen fosfataz

2-Kemik alkalen fosfataz

3-Osteokalsin

4-Tip 1 prokollajenin C- terminal propeptiti

5-Tip 1 prokollajenin N- terminal propeptiti
B-Kemik yikim belirtecleri

1-Hidroksiprolin

2-Hidroksilizin-glikozidleri

3-Pridinolin

4-Deoksiprinidolin

5-Tip 1 kollajenin ¢apraz bagli C-terminal telopeptiti
6-Tip 1 kollajenin gapraz bagli N-terminal telopeptiti
7-Tip-1 kollajenin ¢apraz bagli C-terminal bdlgesi
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8-Kemik sialoprotein

O-Tartarat direncli asit fosfataz
10-Serbest gamma karboksiglutamikasit
2.6.1 Osteokalsin

Osteokalsin, kemik glutamik asit protein olarak da adlandirilir. Kiigiik kiitleli
(5.4kDa), mineralize dokularin major nonkollajen proteinidir. Kemik yapimini gosteren
duyarli ve 0Ozgiin bir belirteg olarak kabul edilir. Serum osteokalsin hem kemik
remodelasyonunun hem de kemik formasyonunun spesifik belirtecidir [189]. Sentezi
icin aktif D-vitaminine, karboksilasyonu igin K-vitaminine ihtiya¢ duymaktadir [188].
Osteokalsin  genel olarak osteoblastlardan, odontoblastlardan ve hipertropik
kondrositlerden sentezlenir ve hem kemik rezorpsiyonunda hem de mineralizasyonunda
Oonemli rolii vardir. Yiikselmis osteokalsin seviyeleri hizli kemik turnoverni gosterir

[189].

Kritik boyutlu rat kalvaryal defektlerde, adipoz kaynakli kok hiicre ve
demineralize kemik matriksinin kemik rejenerasyonuna etkisinin arastirildigi bir
calismada, yeni olusan dokunun, fibr6z bag doku olmayip, kemik dokusu oldugunun

tespiti i¢in ise anti-osteokalsin antikoru kullanilmistir [190].

Yapilan bir ¢apraz kesitli ¢alismada periodontal hastalik olan bolgelerde, saglikli
alanlara kiyasla daha yiiksek seviyelerde bulunan osteokalsin konsantrasyonunun
normal serum seviyelerinden 10 kat fazla oldugu bulunmustur. Bu seviyeler, gingival
indeks gibi  klinik parametrelerle korelasyon gosterirken, cep derinligi ile

iligkilendirilmemistir [191].

Guo ve ark. [192], 48 Sprague-Dawley ratta, kemik iligi mononiikleer hiicre
transplantasyonunun, hizli midpalatal ekspansiyondaki kemik olusumuna etkilerini
arastirmiglar. 2 hafta sonunda transplantasyon yapilan gruptaki drneklerde, midpalatal
sttiir bolgesindeki ekstraselliller matriks ve igsi hiicrelerde giiclii osteokalsin
ekspresyonu goriilmiistiir. Bu sonu¢ hemotoksilen-eosin boyamalarinda yeni olusmus

kemikle desteklenmistir.
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2.6.2 Kemik Morfojenik Protein (KMP)

KMP’ler, doniistiiriicii biiyiime faktorii-beta (TGF-p) ailesinin bir tiyesi olup; kemik
yapimi, onarimi ve devamliliginin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptirler. Otokrin
veya parakrin mekanizmalarla hiicre yiizey reseptorlerine baglanirlar ve farkli hiicre
tirleri tizerinde etkili olacak bir dizi olay1 baslatirlar [193]. KMP, hem embriyonolojik

hem de kirik tamiri asamasinda osteogenesizin potansiyel indiikleyicisidir [194].

Dr. Marshall Urist 1965 yilinda KMP’leri ilk kez tanimlamis ve demineralize
dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti ile ektopik kemik olusumunu indiiklemedeki
rollerini gostermistir. KMP su anda ¢ogu saflastirilmis ve klonlanmis olan 15°ten fazla
proteini (KMP-1’den KMP-15’¢) yeniden gruplandiran kolektif bir terimi temsil eder.
Biiyiik KMP ailesi igerisinde 6zellikle KMP-2, KMP-4 ve KMP-7 osteogenezisde
onemli rolleri bulunmaktadir [194, 195].

2.6.2.1 Kemik Morfojenik Protein-2 (KMP-2)

KMP-2, diger KMP’ler gibi kemik ve kikirdak gelisiminde 6nemli rol oynar. Hegdehog
sinyal yolu, doniistiirticii biiylime faktori (TGF-B) sinyal yolu ve sitokin-sitokin
reseptor etkilesimine katilir [196]. KMP-2 osteoindiiktiftir, bir¢ok hiicrede osteoblast
diferansiyasyonunu indiikledigi gosterilmistir [197]. Kemik tamiri sirasinda, KMP
ekspresyonu osteogenezis i¢in gereklidir. Endojen KMP-2’nin kemik iyilesmesinin
erken sathalarinda, ektopik kemik formasyonunda ve eriskin ossifikasyonunda 6nemli
rolleri bulunmaktadir [198]. KMP-2 osteokalsin miktarinda da artisa neden olur ve
KMP-2’nin kisa siire ekspresyonu bile geri doniisiimsiiz kemik formasyonunu

indiiklemek i¢in gerekli ve yeterlidir.

KMP-2’nin eksikligi osteogeneziste siddetli bozukluklara neden olmaktadir.
KMP-2 eksikligi olan farelerin ekstremitelerinde, diger osteojenik Stimiilanlarin
kompanse edemeyecegi sekilde spontan kiriklar meydana gelmistir. KMP-2 aym
zamanda endokondral kemik gelisiminde kondrosit proliferasyonu ve matiirasyonu

asamasinda da kritik rol oynamaktadir [199].

Spector ve ark. ratlarda yaptiklart bir ¢alismada, kirik iyilesmesinde KMP
ekspresyonunu arastirmistir. KMP-2,-4 ve -7 ’nin, iyilesmenin erken safthalarinda, kirtk
kallusunun iginde osteoblastlar, osteoklastlar ve primitif mezenkimal hiicrelerden

ekspresyonlar1  gosterilmistir.  Ayrica bu proteinlerin  ekspresyonunun  kemik
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remodelasyonu siireci boyunca da salgilandig, fakat daha az belirlendigi gézlenmistir.
Bu proteinlerin immiin boyanmalari, histolojik olarak olgun lameller kemik ile
ortiigmiistiir. KMP’lerin membranéz kemik tamirinde kritik rol oynayan diizenleyiciler

oldugu sonucuna varilmistir [200].

Tavsanlarda, distraksiyon osteogenezis esnasindaki kemik olusumunu belirlemek
icin arastirmacilar immiin boyama ile KMP-2, -4 ve -7 aktivitesini incelemisler.
Cerrahiden 1 hafta sonra boyanan bdliimler, kallus yapisinda mezenkimal hiicreler ile
preosteoblastlar olmustur. 3 haftalik distraksiyon periyodunda, KMP artis1 devam etmis
ve fibroblastlar ve kondrositlerde yogun bir sekilde KMP ile boyanmistir. Olgun
osteoblastlar boya aktivitesi gostermezken, preosteoblastlar ve erken osteoblastlar KMP

ile boyanmistir [201].

Rasubala ve ark. ratlardaki mandibular kirik iyilesmesinde trombosit kaynakli
biiyime faktori-B ve KMP-2’nin etkilerini degerlendirmistir. Ratlarin  sag
mandibulalar1 klemp ile kirtlmig ve 3. , 7., 14. ve 21. giinde sakrifiye edilmistir.
Immiinohistokimyasal analizlerde, kiriktan 3 giin sonra periostun etrafindaki hiicreler
hari¢, proliferasyona ugramis bir¢ok periost hiicresi sitoplazmalarinda KMP-2
boyanmasi gostermistir. Kiriga komsu bazi primitif mezenkimal hiicreler de KMP-2 ile
boyanmiglardir. 14. giinde ise kalsifiye kikirdak matriksi ve orgli kemigi ¢evreleyen
osteoblastlar en yogun boyanmayi gostermistir. 21. giinde ise trabekiiler kemik

etrafindaki osteoblastlar KMP-2 boyanmasi gostermistir [202].
2.7 Kalvaryal Defekt Modeli

Hayvan modellerinde kemik dokunun 5 biyolojik aktivitesi arastirilabilir; osteogenez,
osteokondiiksiyon, osteoindiiksiyon, Kkiitle transferi ve biyofiziksel etki. Hayvan
modelleri arasinda kemirgenlerle yapilan ¢alismalar, kemik doku rejenerasyonu ile ilgili

calismalarda agirlikli olarak kullanilir [203].

Kalvarya, viicudun 6nemli bir pargasini olusturmaktadir. Cok ¢esitli ve genellikle
cift ve simetrik olan kemiklerden olusur. Viicuttaki diger kemiklerle karsilastirildiginda
biyolojik inerttir. Bu 6zellik yetersiz kanlanma ve miktar olarak azalmis kemik iligiyle
iligkilidir. Kanlanmas1 da 6zel bir yap1 gosterir. Deney hayvanlarindaki kalvaryal
defektlerin rejeneratif kapasiteleri insanlarindakinden daha iyidir. Kalvaryanin gelisimi

morfolojik ve embriyolojik olarak membran progesinden gergeklesir dolayisiyla ¢cene ve
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yiiz bolgesinde yer alan membrandz yolla gelismis kemiklerle benzerlik gosterir.
Anatomik olarak kalvarya iki kortikal tabaka igerir ve bu ag¢idan da mandibulaya
benzerlik gosterir. Fizyolojik olarak da kalvaryal kortikal kemik atrofik bir mandibulaya
benzerlik gosterir [204].

Kalvaryal defekt modeli arastirmacilar arasinda; kalvaryanin kemik yapisindan
dolayr standart defektlerin tek tip ve tekrar olusturulabilmesinin kolayligi ve bu
defektlerin histolojik, radyografik analizlerinin kolay olmasi, cerrahi islem boyutu igin
gerekli anatomik lokasyonun kolay ulasilabilir olmasi, ameliyat sirasinda islem
kolayligi, duranin ve alttaki cilt yapisinin implant materyali i¢in eksternal ve internal
fiksasyon gerekmeden yeterli destegi saglamasi, greftlenmis boliimlerin kontrolle

karsilastirabilmesinin miimkiin olmasi agisindan ¢ok yaygindir [205-207].

Schmitz ve Hollinger [208] kritik boyutlu defekti, bir hayvanda herhangi bir
osteopromotif bir materyal kullanilmadan yasam boyu spontan olarak kemik yapimi1
(dolumu) ile 1iyilesme gosteremeyen en kiiclik boyutlu kemik yarasi olarak
tanimlamigtir. Bu tip defektler kemik dolumundan ¢ok, fibr6z bag dokusuyla iyilesme

egilimi gostermektedirler.

Literatiirde, kemik rejenerasyonu acisindan biyomateryal uygulanan birgok
calismada 5 veya 8mm capindaki defektler kritik boyutta defekt olarak adlandirilmistir
[209-212].

Honma ve ark. [213] rejenerasyon siirecini Wistar ratlarda olusturulan, subkritik
(3.8mm capinda) ve kritik (8.8mm c¢apinda) boyutta defektlerde arastirmislar. Iki
defektte de rejenerasyon goriilmiistiir, bunun yanisira kiigiik defekt 24 ayda tamamen
kapansa da, biiyiik defektte fibr6z bag doku olusumu goriilerek kemik olusumu

ger¢eklesmemistir.

Bosch ve ark. eriskin ratlarda 5mm’lik defekti kritik boyutta defekt olarak
tanimlamislar ve 12 ayin sonunda defekt marjinlerinde kemik rejenerasyonu goriilse de,
spontan iyilesme gerceklesmemistir. Smm c¢apindaki defektlerin avantaji midsagital
sinlis lezyon riskini azaltarak sagital siitiiriin iki tarafina da tek hayvanda defekt

acilabilmesidir [214].
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2.8 Ozon

Ozon, (triatomik oksijen veya trioksijen) dogal olarak olusan {i¢ oksijen atomunun
bilesimidir. Ozon dogada stratosferde 1-10 ppm konsantrasyonlarinda gaz formunda
bulunur. Molekiil agirhigi 47,98 g/mol, endotermik ve termodinamik olarak oldukga
kararsiz bir oksijen bilesigidir. Kisa yarilanma omrii ile basing ve 1s1 gibi g¢evre
kosullarina bagl olarak kisa siire icinde molekiiler oksijenden atomik oksijene dontisiir

[215].

Ozon giinesin ultraviyole 1sinlar1 ya da yildirim esnasinda havadan ayrisma ile
olusan dogadaki en dnemli dezenfektandir. Ozon ¢ok aktif yapidadir. Bir siire sonra
kendiliginden bir fazla oksijen atomu yapidan ayrilir ve oksijen formuna geri doner.
Ayrilan tek oksijen atomu ise hava veya suya karisir. Ozon kesinlikle depolanamaz

yerinde tretilir ve kullanilir.

Ozon molekiilleri oksijen haline siirekli yikilir ve olusturulur. Bu kimyasal
reaksiyonlarin her ikisi de giinesin yiiksek frekanstaki ultraviyole 15181 tarafindan
katalize edilir. Sonug olarak, atmosfer yiizeyine ulasan stratosferdeki zararli olan B ve C
ultraviyole radyasyonlari ozon tarafindan emilir. Bu nedenle stratosferdeki ozon, hem
stratosferin termal yapisinda hem de diinyanin ylizeyindeki yasam icin ekolojik

cercevede kritik oneme sahiptir (Sekil 2.4) [42].

Ozon kimyasal yapisi itibariyle radikal 6zelligi tasimamakla birlikte, bilinen en
giiclii 3. oksidan maddedir [43]. Atmosferik oksijenden daha yiiksek bir enerjiye
sahiptir. Ozon su igerisinde oksijene gore 1.6 kat daha yogun ve 10 kat daha ¢oziinebilir

ozelliktedir [215].
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Ozon Gazinin Olusumu
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Sekil 2.5 Ozon gazinin olusumu [216]

1785'te Van Marum elektrostatik makinesinde kivilcimlar olustugunda etrafindaki
havanin kendine 6zgii bir kokusunun oldugunu fark etmistir. 1801°de Cruickshank aym
kokuyu suyun elektrolizi sirasinda anot kisminda duymustur. Sconbein 1840'ta bu
maddeyi, Yunancada koklamak anlamina gelen "Ozein" olarak tanimlamistir. 1856'da
ameliyathanelerin dezenfeksiyonunda kullanilirken, 1857'de Werner VVon Siemens bir
ozon jeneratorli tasarlamigtir. Daha sonraki bu tip jeneratdrlerin onciisii oldugundan
piyasadaki bu tip jeneratdrlere “Siemens tipi” ozon jeneratorii denilmistir. 1860'ta ilk
olarak Monako'da ozon jeneratorii bitki tedavisinde kullanilmistir. 1870'te ise medikal
tedavide ilk olarak Dr. C. Lender tarafindan kullanilmistir [217].

I. Diinya Savas1 boyunca ozon gazi, Alman askerlerinde gazli post travmatik
kangreni, enfekte yaralari, yaniklart ve fistiilleri tedavi etmek i¢in kullanilmistir [218].
Ozonun kullanimi okiiler hastaliklarinin tedavisinde (optik noropati, glokoma, santral
retinal ven obstriiksiyonu ve dejeneratif retinal hastaliklar gibi), akut ve kronik
bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlarda, iskemik hastaliklarda, yas ile ilgili makiiler
dejenerasyonda, ortopedik hastaliklarda ve dermatolojik, pulmoner, renal, hematolojik

ve norodejeneratif hastaliklarda arastirilmistir [42, 218, 219].
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19. yy’da Dr. Fisch, dis hekimliginde ilk kez ozonlanmig suyu pratikte
kullanmistir ve Alman cerrah Dr. Erwin Payr’e tanitmigtir. Dr. Erwin Payr bu tarihten
itibaren ozonu cerrahide kullanmis ve Berlin’de 59. Alman Cerrahi Toplulugu
Kongresinde sonuglarini raporlamistir (1935). Dental cerrahide, ozonlanmis su
hemostaz1 desteklemek, lokal olarak oksijen beslenmesini gelistirmek ve bakteri

proliferasyonunu engellemek i¢in kullanilmistir [42].
Ozon uygulamasi i¢in birgok yontem mevcuttur [220];

A- Ozon Gazi: Ozon iireten ekipmanlar, oksijeni ozona ¢evirir. Bunun akabinde
silikon baslikli el pargasi ile ilgili bolgeye uygulanir. Degisik diglere ve
bolgelere uygun, silikon basliklar mevcuttur.

B- Ozonlu su: Ozon iireten jeneratdrlerden, suya ozon gazinin verilmesiyle
olusturulur. Suyun aritilmak istenilen igeriklerine goére ham suya ya da
sedimantasyon sonrasi suya belirli konsantrasyonlarda ozon gazi uygulanir.

C- Ozon yagi: Saf bitki ekstraktindan saf oksijen ve ozonun gegmesiyle olusturulur.
Bu bitki ekstrakti bir kimyasal reaksiyona girer ve kalin viskoz yag kivamini alir
bazi durumlarda jel kivaminda dahi olabilir. Bu yoOntemin viicut dist

uygulanmasinda herhangi bir zarar yoktur.
2.8.1 Yapay Ozon Uretimi ve Ozon Jeneratérleri

Yapay ozon iiretimi; oksijen molekiiliiniin pargalanmasini saglayarak elde edilen
oksijen atomlarindan birini baska bir oksijen molekiiliine baglayarak ozon gazi elde
edilmesini amaglamaktadir. Bu yontem ile ozon gazi1 elde edilen makinelere ozon
jeneratdrleri adi verilmektedir. Ozon jeneratdrlerinin ¢alisma prensipleri 3 ana yonteme

bagli olarak gergeklesir;

1-UV ozon jeneratorleri: 254 nm’den kisa dalga boyunda 1sin veren ultraviyole
lambalarinin etrafindan hava gecirilerek ozon gazi iiretilir. UV teknigi ile ozon gazi
diisik miktarlarda iiretildiginden bu yontemde kullanim alanlari siirlidir. Bu tip
jeneratorlerinden elde edilen ozon miktari, su dezenfeksiyonunda ya da aritma

islemlerinde kullanilmak i¢in yeterli etkinlige sahip degildir.

2-Kivileimsiz bosalma esasli ozon jeneratorleri: Yiiksek konsantrasyonda ve daha
fazla ozon gazi iiretimi ic¢in kivilcimsiz bosalma teknolojisinin kullanilmasi

gerekmektedir. Kivilcimsiz bosalma, tiip vasitasiyla sabit elektrik akimi kullanilarak

37



elde edilen kinetik enerji ile elektronlar1 hizlandirarak oksijen molekiiliindeki oksijen
oksijen bagini parcalarlar. Bu islem sonucunda agiga ¢ikan oksijen atomu ozon gazini
olusturmak tizere oksijen molekiilii ile reaksiyona girmektedir. Tip ve dis hekimligi

alanlarinda en ¢ok kullanilan jeneratdr tipidir.

3- Diisiik frekans ozon jeneratorleri: Bu tip jeneratorlerin ozon gazi iiretimi i¢in
daha fazla elektrik enerjisi harcarlar, bu da onlarin en biiyiik dezavantajin1 olusturur
[221, 222].

2.8.2 Ozonun Biyolojik Etkileri

Gaz ya da sulu fazdaki ozonun bakteri, virlis, parazit ve mantarlara kars1 giiclii ve
giivenilir bir antimikrobiyal ajan oldugu gosterilmistir. Etkisini bakteri ve mantarlarin
hiicre duvar1 ve sitoplazmik membranlarin yikimini indiikleyerek gerceklestirir. Bu
siire¢ boyunca ozon, glikoproteinleri, glikolipitleri, diger aminoasitleri tahrip eder ve
hiicrenin enzimatik kontrol sistemini engeller. Bunlarin sonucunda membranin
permeabilitesi artar, daha sonra ozon molekiilleri hiicre igerisine girer ve

mikroorganizmanin 6liimiine sebep olur [223].

Yiiksek konsantrasyonlardaki ozon immiin sistemi baskilarken, disiik
konsantrasyonlarda ozon immiin sistemi stimiile etmektedir. Ozon, oksijenin dolagimini
artirarak hiicresel metabolizmada aerobik sistemin (glikoliz, Krebs dongiisii, yag
asitlerinin beta-oksidasyonu) aktivasyonuna ve enerji kaynaklarinin kullanimina neden
olur. Enflamasyonlu dokuda, dokunun oksijenlenmesini artirarak metabolizmasim

gelistirir ve toplam enflamatuvar siireci azaltir [42, 224].

Ozon hiicresel ve hiimoral bagisiklik sistemi ilizerinde giiclii bir etkiye sahiptir.
Savunma hiicrelerinin  proliferasyonuna, immiinglobulin sentezine ve ayrica
makrofajlarin fagositoz fonksiyonuna katki saglamaktadir. Prostoglandin, 16kotrien ve
interlokinlerin sentezini arttirarak, yara iyilesmesini hizlandirmaktadir. Siiperoksit
dismutaz, katalaz, dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler diisiik
dozdaki ozonla aktive olmaktadir. Bu enzimler organizmayi serbest oksijen
radikallerinden korumaktadir. Nitrik oksit gibi vazodilatatorlerin miktarin1 arttirarak

anjiyogeneziste artisa yol agmaktadir [44].
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Bocci [219, 225] tarafindan yapilan yayinlarda 0zonun ana etkisinin toksik degil
terapOtik olmasi i¢in uygulamanin mutlaka dogru konsantrasyon ve dogru zaman

araliklariyla yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir.

2.8.3 Ozon Toksisitesi

Ozonun inhalasyonu pulmoner sistem ve diger organlar icin toksik olabilmektedir.
Epifora, iist solunum yolu irritasyonu, rinit, 6ksiiriik, bas agrisi, nadiren mide bulantisi,
kusma, solunum yetmezligi, kan damarlarinda 6dem, dolagimin zayiflamasi, kalp
sorunlar1 ve felg bilinen yan etkilerdir. Fakat bu yan etkiler seyrek goriilmekle beraber
her uygulama i¢in risk % 0.0007'dir. Ozonun yiiksek oksidatif etkisinden dolay1 gazla
temas halinde olan tiim materyaller ozona direngli olmalidir (cam, silikon, teflon vb.).
Bununla birlikte toksikasyon durumunda hasta supin pozisyona getirilir, E vitamini ve
N-asetilsistein ile tedavi edilir [226].

Ozon tedavisi kontraendikasyonlart;

-Hamilelik

-Glikoz-6-fosfat-dehidrogenaz eksikligi(favizm)

-Hipertroidizm

-Siddetli anemi

-Siddetli myasteni

-Aktif hemoraji

-Yakinlarda gegirilmis miyokard enfarktiisii [226]

2.8.4 Ozon Tedavisinin Dis Hekimligi Alaninda Kullanim

Dis hekimliginde ozon kullanimi antimikrobiyal, dezenfektan ve doku iyilestirici
Ozellikleri nedeniyle gliindemdedir. Asagidaki alanlar ozonun dis hekimliginde kullanim
alanlaridir [224, 227];

-Pit, fissiir, kok ve diiz yiizey ¢iiriiklerinin remineralizasyonu

-Geleneksel koruyucu onlemler ile birlikte agik kavitelerin dezenfeksiyonu

-Renklenmis kok kanal tedavili diglerin agartilmasi

-Endodontide kanal dezenfeksiyonu

-Kole hassasiyetinin giderilmesi

-Yumusak doku patolojilerinin rehabilitasyonu

-Aviilse dislerde reimplantasyon oncesi yikama soliisyonu olarak

-Ag1z ici lilser ve yara iyilesmesinin artirilmasi
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-Zor 1iyilesen enfekte yaralar ve iltihabi siirecin tedavisi, herpetik lezyonlarin
dezenfeksiyonu

-Plak kontrolii

-Cerrahi yapilacak bolgelerin operasyon dncesi dezenfeksiyonu

-Periodontal cep dezenfeksiyonu
2.8.5 Ozon Tedavisinin Periodontolojide Kullanim

Periodontolojide ozon tedavisinin geleneksel antiseptiklere alternatif olarak kullanimi
ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir [228-230].

Nagayoshi ve ark. 2004'te, ozonlanmig suyun, mikroorganizmalarin hiicre
gecirgenligine ve canliligina etkisini arastirmiglardir. Porphyromonas gingivalis ve
Porphyromonas endotalis gibi gram negatif bakteriler ozona, streptokoklar ve Candida
albicans'tan daha duyarli bulunmustur. Ayrica ozonlanmis su plak biyofilmindeki
Streptococcus mutans bakterilerine karsi giiclii bakterisidal etkiye sahiptir. Buna ek
olarak ozonlanmis suyun deneysel bakteri plagini in vitro olarak inhibe ettigi
belirtilmistir [231].

Baska bir ¢alismada ise yiiksek konsantrasyonlardaki ozonlu suyun (20 pg ml™),
klorheksidinin %0.2°lik konsantrasyonuna esit bir antibakteriyel etkisi oldugu, yiiksek
konsantrasyonlu gaz ozonun (>4 g m™) ise % 2'lik klorheksidin kadar antibakteriyel
etkili olup % 0.2°lik klorheksidinden ise daha da etkili oldugu gosterilmistir [229].

Zit olarak, Eltas ve Yavuzer [232] yaptiklar1 arastirmada, akut gingivitisli
hastarda dis yiizeyi temizligine ek olarak ozon gazi uygulamasi yapmislardir. Tedaviden
4 hafta sonraki Ol¢timlerde plak indeksi, sondalama cep derinligi ve klinik atagsman
diizeyindeki degisimler gruplar arasinda anlamli bir fark géstermemistir.

Yilmaz ve ark. [233] kronik periodontitis hastalarinda, mekanik tedavi, mekanik
tedavi+ erbiyum: yttrium-aliminyum-garnet lazer ve mekanik tedavi+gaz ozon
uygulamasinin, Kklinik ve mikrobiyolojik parametrelerdeki degisimi arastirmistir.
Atasman kazanci ve sondalamada cep derinligindeki azalma lazer grubunda diger
gruplara gore daha fazla bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da zorunlu
anaerobik floradaki diisiis hem lazer hem de ozon grubunda gozlenmistir.

Son yillarda ozonun antiseptik ve dezenfektan Ozelliklerinin yani sira, kemik
lizerine olan etkileri de arastirilmaktadir. Bu konuda ilk yapilan ¢alismalardan biri de

Ozdemir ve ark. [207] aittir. Ratlarda kafatasi defekt modelini kullandiklari
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caligmalarinda otojen greft ile kombine ozon uygulamasinin kemik alani miktar ile
osteoblast sayisinda artis sagladigini gostermistir.

Kazancioglu ve ark. [234] da ratlardaki Smm’lik kritik boyutlu defektlerde diistik
doz lazer tedavisi ve ozon tedavisini, kemik rejenerasyonu iizerine etkilerini
karsilagtirmislar ve tiim defektlere bifazik kalsiyum fosfat grefti ile restore edilmistir.
Histomorfometrik dl¢iimlere gore, ozon grubundaki yeni kemik alani, kontrol ve diisiik
doz lazer grubundan istatistiksel olarak fazla bulunmustur.

Hiperbarik oksijen ve sistemik ozon uygulamasimin etkilerinin karsilastirildigi
diger bir calismada ise cerrahi sonrast 5., 15. ve 30. giinde ratlar sakrifiye edilmis.
Histolojik ve mikrotomografik verilerde tiim ¢alisma gruplarinda, kontrol grubuna gore
defektlerde kemik yapiminin arttigi gézlenmistir. Hiperbarik oksijen ile ozon arasinda
ise kemik yapimi agisindan fark bulunmamistir [235].

Literatiire baktigimizda diyabetli hastalarda ozonun yara iyilesmesini desteklemek
amactyla kullanildigin1 gormekteyiz. Bazi arastirmacilar diyabetik bireylerde artmis
ROS artmasi1 ve antioksidan sisteminin aktivitesinin diigmesinden kaynaklanan diyabete
bagli komplikasyonlar1 dnlemek amaciyla, ozon terapisinin rutin diyabet tedavisine ek
olarak kullanilmasini 6nermislerdir [236].

Yapilan bir calismada diyabetik ayak iilserlerinin tedavisinde antibiyotik tedavisi
ve ozon tedavisinin etkileri karsilastirilmistir. 49 hastaya sistemik ve topikal antibiyotik
uygulamas1 yapilmistir. 51 hastaya ise toplam 20 seans ozon gazi uygulanmistir. 20
giiniin sonunda ozon uygulanan gruptaki hastalarin kan glikoz seviyeleri antibiyotik
kullanan gruptan anlamli olarak diisik bulunmustur. Ayrica yara bdlgesinin alani
ozonlu grupta anlamli olarak diisiis gostermistir. Katalaz/stiperoksit dismutaz orani
ozonlu grupta daha diisiikk bulunmustur [49]. Ayni arastirmacilarin yaptiklar1 baska bir
calismada STZ ile diyabet indiiklenmis ratlarda ozonun ve oksijenin etkisi
aragtirtlmistir. Ozon tedavisi hiperglisemiyi %40 oraninda sadece diyabetik kontrole
oranla azaltmistir. Antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz
ve katalaz enzimleri de ozon tedavisi ile yiikselmistir [237].

Zhang ve ark. [50] standart diyabetik ayak iilser tedavisini, bir 0zon jeneratoriiniin
irettigi gaz ozonun ayaga uygulanmasi ile karsilastirmistir.  Ozon grubunun iyilesme
degerleri, standart tedaviye gore anlamh derecede yiiksek bulunmustur. Ozon grubunda
bulunan kollajen fibrilleri, kontrolden anlamli sekilde fazla bulunmustur ayrica yapilan
analizlerin sonucunda yara eksudasindaki ve dokudaki, vaskiiler endotelyal biiyiime

faktort, trombosit kaynakli biiytime faktorii ve TGF-B diizeyleri ozonlu grupta artmaistir.
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Ozonun mineralize dokularla olan etkisindeki hiicresel mekanizmalar ve giivenli
doz araligi hakkinda yapilan in vivo c¢aligmalar ise yetersizdir. Ayrica diyabetik rat
modelinde 0zon gazinin kemik ve greft rejenerasyonuna olan etkisini arastiran
caligmaya rastlanilmamustir.

Ozonun tiim bu potansiyel biyolojik etkilerine dayanarak, 6zellikle diyabetik yara
iyilesmesindeki komplikasyonlar1 azaltarak, kemik rejenerasyonu igin ek fayda
saglayacagl hipotezi ile tasarladigimiz ¢alismamizin amaci; streptozotosin ile diyabet
indiiklenmis ratlarda, olusturulan kalvaryal defektlerin farkli greft materyalleri ile
restorasyonu sonrast uygulanan ozon gazinin kemik iyilesmesi iizerine etkisinin

morfometrik ve immiinohistokimyasal a¢idan arastirilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanin onayi, Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
16.07.2014 tarihli ve 65202830/130 sayili karar ile alindi. Denek olarak 12 haftalik,
ortalama agirliklar1 320-370gr olan 84 adet erkek Wistar rat kullanildi.

Hayvanlarin genel sagliginin iyi olmasi 6nceden deney islemine maruz kalmamis
olmalarina 6zen gosterildi. Ayrilan ratlar 21+1°C sicaklikta, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik dongiisiinde ve %40-60 nem orani standardim1 saglayacak sekilde ayarlanmig
ortamda ayr tip 3 kafeslerde tutuldu. Calismanin tiim deneysel asamalari Cumhuriyet

Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvarinda gergeklestirildi.
3.1 Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Calismaya alinan tiim ratlara deneysel diyabet modeli uygulandi. Deneysel diyabet
olusturmak igin; >99% saflikta, 50mg/kg Streptozotosin (Santa Cruz Biotechnology
Inc., Heidelberg, Almanya) kimyasal adiyla (2-Deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosoureido)-D-
glucopyranose(U-9889)) firmanin talimatlarina gore +4°C’de saf su ile karigtirilarak tek
doz halinde intraperitonal sekilde ratlara verildi. Olast bir hipoglisemiyi 6nlemek

amaciyla hayvanlar glikoz soliisyonu (%)5) ile 12-24 saat beslendi.

3 gilin sonra ratlarin kan seker diizeyleri kuyruk veninden alinan kandan
glukometre (CareSens I1l, Pharmaco (NZ) Ltd, Auckland, Yeni Zelanda) cihaz1
kullanilarak o6lgtildii. 300mg/dl’nin iizerindeki Ol¢iimlere sahip ratlar diyabetik olarak
kabul edildi. Ratlarin kan sekeri seviyeleri deney siiresince 10 giinde bir dl¢iildii. Kilo

olgtimleri ise baslangigta, 30. ve 60. giinde tekrarlandi.

Deneysel diyabet sonrasi ratlar rastgele 6 gruba ayrildi;

1-Bos defekt (Kontrol) grubu (n=14)

2-Otojen greft (OG) grubu (n=14)

3-Ksenogreft (KG) grubu (n=14)

4-Bos defekte ozon uygulamasi (Kontrol+Ozon) grubu (n=14)
5-Otojen greftle kombine ozon uygulamasi (OG+Ozon) grubu (n=14)
6-Ksenogreftle kombine ozon uygulamasi (KG+Ozon) grubu (n=14)
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3.2 Kalvaryal Defekt Modeli

Calismaya alinan tiim ratlara kalvaryal defekt modeli uygulandi. Kalvaryal defekt
olusturmak i¢in diyabetik ratlar anestezi altina alindi (Ketamin 30mg/kg IM(Pfizer,
New York, ABD) ve Rompun 5mg/kg IM (Bayer, Istanbul, Tiirkiye)). Ratlarin kafa
bolgesi tiraslanarak, antiseptik soliisyon olan Poviiodeks antiseptik ¢ozelti (Kim-pa Ilag,
Istanbul, Tiirkiye) ile silindi. Kafa bdlgesinde frontal bolgeden baslayan bir insizyon
deri ve periost kalvaryadan ayrildi. Kalvaryal bolgedeki sagital siitiir alaninin sag
tarafinda bir adet Smm ¢apinda kritik boyutlu defekt, operasyon alanina 1sitnmamasi igin
5-6mm’lik trepan frez (Mega-Gen, Seoul, Kore) iizerine steril salin soltisyonu ile siirekli
irrigasyon uygulanarak olusturuldu. Defekt bolgesindeki kemik duramatere zarar

verilmemeye 6zen gosterilerek ¢ikarildi (Sekil 3.1).

OG ve OG+0Ozon gruplarinda ¢ikarilan kemik, dental kemik ogiitiictisii (Schwert,
Seitingen/Oberflacht, Almanya) ile o6gitiiliip defekt bolgesine yerlestirildi. KG ve
KG+0Ozon gruplarindaki defektler 0.25-0.5mm partikiil boyutlar1 olan sigir kaynakl
inorganik kortiko kanselloz yapida greft materyali (Mega-Oss Bovine/Mega-Gen,
Seoul, Kore) ile dolduruldu. Kontrol gruplarinda ise defektler bos birakildi. Periost,
uygulanmis greft materyaline dikkat edilerek rezorbe olabilen sentetik poliglaktin esash
stitiir (Ecosorb, Vigilenz, Penang, Malezya) ile kapatildi. Kafa derisi ise 4/0 ipek siitiir
(Dogsan ilag Sanayi, Istanbul, Tiirkiye) ile siitiire edildi. Postoperatif enfeksiyonu
onlemek i¢in 3 giin boyunca 30mg/kg intramuskuler antibiyotik seftriakson (Yavuz Ilag,
Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu yapildi. Ayrica 4 mg/kg antienflamatuvar ilag olan
rimadyl (Pfizer, New York, NY, ABD) operasyonun hemen sonrasindan baglayarak 3

giin boyunca her 24 saate bir intramuskuler olarak yapildi. Siitiirler 1 hafta sonra alindu.
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Sekil 3.1 A- Duramater korunarak olusturulmus kalvaryal defekt. B- Ksenogreft {izerine

ozon uygulanmasi
3.3 Ozon Uygulanmasi

Ozon bir jeneratdr (Prozone, W&H, Biirmoos, Avusturya) ve bu jeneratdre bagli coro

tip ug ile ratlara uygulandi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Prozone Ozon Jeneratorii

Kontrol+Ozon, OG+0zon, KG+Ozon gruplarina periost kapatilmadan 30sn
boyunca 140ppm @ 2L/dk, 2.24 mg ozon uygulandi. (Sekil 3.2) Bu uygulamayi takiben
14 giin boyunca kafa derisinin tizerinden defekt bolgesine gelecek sekilde 90sn boyunca
ozon gazi uygulandi (Sekil 3.3).

3.4 Ratlarin Sakrifiye Edilmesi

Her gruba ait ratlarm yaris1 4. haftada, diger yaris1 8. haftada sakrifiye edildi. Islem
intraperitonal olarak verilen 200 mg/kg pentotal sodyum (Ekipental, Tiimekip Ilac
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Sanayi, Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu ile gerceklestirildi. Cikarilan kalvaryalar fikse

olmasi i¢in %10’luk formaldehit soliisyonuna konuldu.
3.5 Histopatolojik Islemler

Elde edilen kalvarya ornekleri histopatolojik analizler i¢in 24 saat boyunca %10’luk
formaldehitte tespit edildikten sonra %10’luk EDTA soliisyonu ile dekalsifiye edildi.
Dekalsifikasyon sonrasi defekt bdlgesi, 2mm uzagindan kare seklinde kesilerek
cikarildi. Cikarilan bu kesit defekt bolgesinin tam ortasindan bisturi ile kesildi ve
ornekler ikiye ayrilarak dik sekilde ve kasetlere konuldu. Kasetlenen 6rnekler 24 saat
boyunca doku takip cihazinda once dehidratasyon (%70, %95, %100’lik artan
konsantrasyonlarda alkole tabi tutuldu), sonra seffaflastirma (ksilen ile gerceklestirildi)
en sonunda sertlestirme ve parafin infiltrasyonu ile doku ornekleri kesit alinabilecek
dirence getirildi. Bu islemin devaminda 6rnekler parafine gomiildii ve bu bloklardan
5um kalinhiginda seri kesitler alinarak 1 gece 60 C”de etiivde bekletildi. Alinan kesitler,
ksilen ile deparafinize edildi ve Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi. Boyanan kesitler
151k mikroskobu (Eclipse 80i, Nikon, Tokyo, Japonya) altinda farkli biiyiitmeler ile
degerlendirildi. Degerlendirmeler tek bir arastirmaci tarafindan yapildi. Boyanan
kesitlerde, tiim defekt alani icindeki rezorptif lakiinler, defekt kenarinda ve greft
komsulugunda olusan yeni kemik alanlarindaki osteoklast ve osteoblast sayilari
incelendi. Tim defekt alani igerisinde yer alan osteoblastlar ve osteoklastlar

morfolojileri dikkate alinarak sayildi.
3.6 Histomorfometrik Degerlendirmeler

Elde edilen histolojik kesitlerden 4X biiyiitmede 151k mikroskobu (Eclipse 80i, Nikon,
Tokyo, Japonya) ile fotograflar gekilerek bilgisayara aktarildi ve ¢ekilen bu fotograflar
tizerinden bir goriintii analiz programi (Clemex Vision Lite, Quabec, Kanada) ile toplam
kemik alani (mm?), tiim cerrahi defekt alani iizerinden analiz edildi. Histomorfometrik
analizler tek bir aragtirmaci tarafindan yapildi. Toplam defekt dolum alani iginde, yeni
olusan kemik ve iligi ile uygulanan greftlerin tamaminin 6l¢iimii olarak hesaplandi.
Ayrica ksenogreft uygulanan gruplarda, kalan greft materyali (mm?), orijinal cerrahi

defekt sinirlari i¢inde rezorbe olmamis greft materyali olarak da hesaplandi.
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3.7 immiinohistokimyasal islemler

Parafine alinmis dokulardan 3um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler tam
otomatik slayt hazirlama sistemi cihazinda (Ventana Benchmark XT, Roche, Tuscon,
ABD) 32 dakika boyunca 1/50 oraninda dilue edilmis anti-BMP-2 antikoru (Millipore,
Massachusetts, ABD) ile inkiibe edildi. Yaklasik 4 saat cihazda bekleyen slaytlar islem
sonrast ¢gesme suyunda yikandi. %80, %90, %100 alkol serisinden gegirilerek etiivde 65
C°’de 1.5 saat boyunca kurutuldu. Son olarak ksilen ile seffaflandirilarak entellan
yardimiyla {zerileri kapatildi ve 151k mikroskobu kullanilarak analiz edildi. Aym
islemler farkl kesitler ile anti-osteokalsin antikoru (Millipore, Massachusetts, ABD) ile

yapild1 ve 151k mikroskobu kullanilarak analiz edildi.

Immiinohistokimyasal analizleri degerlendirmek icin semi-kantatif skorlama
kullanildi [238]. Bu skorlamaya gore gruplardaki immiin boya aktivitelerine %10’a
kadar olan immiin pozitiflik; “-”, %10 ile %25 arast immiin pozitiflik; “+”, %25 ile %50
arast immiin pozitiflik; “++7, %50 ile %70 aras1 immiin pozitiflik; “+++, %75 ve ilizeri

immiin pozitiflik; “++++” seklinde degerler verildi.
3.8 istatistiksel Degerlendirmeler

Calismamizdan elde ettigimiz veriler SPSS Ver.22 (IBM Corporation, New York,
ABD) programi ile degerlendirildi. Verilerin dagiliminin normalligini test etmek i¢in
Kolmogorov-Smirnov testi uygulandi. Veri dagilimlari normal ¢iktigindan tiim
parametreler i¢in tek yonlii varyans analizi ve ikili grup karsilastirmalari i¢in bagimsiz
gruplar t testi uygulandi. Verilerimiz yiizde, ortalama ve standart sapma olarak sunuldu.

Yanilma diizeyi 0.05 olarak alind1.
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4. BULGULAR
4.1. Klinik Bulgular

Deneysel calisma siiresince genel olarak ratlarin uygulanan cerrahi islemi iyi tolere
ettigi, beslenmeleri agisindan herhangi bir olumsuzluk gelismedigi gozlemlendi.
Bununla beraber, 4. haftanin sonunda Kontrol, Kontrol+Ozon, OG+0zon ve KG+Ozon
gruplarindan birer rat ve 8. haftada ise tiim gruplardan birer rat enfeksiyondan dolayi
kaybedildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Deney sonunda gruplarda kalan rat sayilari

SO OO O N N o
D OO O O O O

Deney gruplarinda bulunan ratlarin kilo dl¢iimleri baslangic, 30. ve 60. giinde
tekrarlandi. Ratlarin kilolar1 diyabet gelismesi ile birlikte diisiis gosterdi ve baslangig
kilolar1 ile 30. ve 60. giinde dl¢iilen kilolar1 arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0.05)
(Cizelge 4.2, 4.3).

Calismaya alinan tiim ratlarin diyabet indiiklenmeden once yapilan kan sekeri
Olgtimleri ortalamasi 89.72+12.38mg/dl olarak bulundu. 50mg/kg STZ uygulamasindan
72 saat sonra yapilan kan sekeri Slgtimleri diyabet indiiklenmeden Onceki kan sekeri
Olctimlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). Kan sekeri
olgtimleri 10., 20., 30., 40. ve 55. giinde yinelendi ve deney baslangicinda yapilan kan
sekeri Ol¢limleriyle farklilik olusturmadi (p>0.05). Deney siiresince alinan dlgiimlerde

tim gruplarda hiperglisemi tablosu mevcuttu (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.2 Deney gruplarindaki ratlarin 4. haftadaki kan glikoz diizeyleri ve kilolarinin
ortalama degerleri. *p<0.05, baslangig kilo diizeyinden farkl

Parametre  Olciim Kontrol

zamani Kontrol oG +

(gtin) Ozon

Kilo Baslangi¢ 370 370 366 365
(an) 30. 250%  300%  273*  281*  242%  285%
JCUR|IICFA Baglangie 400 409 389 407 397 418
seviyesi 10. 396 418 453 438 451 426
(mg/dI) 20. 426 457 448 461 480 411
30. 417 447 451 463 449 465

Cizelge 4.3 Deney gruplarindaki ratlarin 8. haftadaki kan glikoz diizeyleri ve kilolarinin
ortalama degerleri. *p<0.05, baslangig kilo diizeylerinden farkli.

Parametre  Olc¢iim Kontrol 0G KG
zaman1  Kontrol + + +

(glin) Ozon Ozon Ozon

370 350 366 365 354

Baslangic

Kilo 30. 250%  243*  273* 281*  242%  258*
(an) 60. 178*  209*  190* 195* 193* 196*
Baslangic 400 409 389 407 397 418

Kan glikoz 10. 396 418 453 438 451 426
seviyesi 20. 426 457 448 461 480 411
(mg/d) 30. 417 447 451 463 449 465
40. 451 450 444 421 467 419

S5 463 473 457 435 462 448
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4.2 Histopatolojik Bulgular

Orneklerin analizlerinde tiim gruplarda yeni kemik formasyonu goriildii. Kontrol

grubuplarinda 4 ve 8. haftalarda kemik formasyonu defekt kenarlari ile smirliyken,
defektin orta kismi fibroz bag doku ile dolmustu (Sekil 4.1-A,B, 4.2-A,B).

Sekil 4.1 Gruplara ait 4. hafta histopatolojik goriintiiler (HE, 40x). A: Kontrol grubu, B:
Kontrol+Ozon grubu, C: OG grubu, D: OG+0zon grubu, E: KG grubu, F: KG+0Ozon
grubu
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Sekil 4.2 Gruplara ait 8. hafta histopatolojik goriintiiler (HE, 40x). A: Kontrol grubu, B:
Kontrol+Ozon grubu, C: OG grubu, D: OG+Ozon grubu, E: KG grubu, F: KG+Ozon
grubu

51



Rezorptif Lakiin Sayisi

Kontrol gruplarma ait histolojik kesitler analiz edildiginde her iki ¢alisma periyodunda
da rezorptif lakiin saptanmadi. KG gruplarindaki (KG, KG+Ozon) rezorptif lakiin sayisi
diger gruplardan daha yiiksek bulundu (p<0.05). KG ve KG+0zon grubu arasinda 4. ve
8. hafta karsilastirmalarinda anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05). Gruplara ait degerler
zamanlarina gore ikili karsilastirildiginda KG+Ozon grubundaki rezorptif lakiin sayisi

8. haftada, 4. haftaya gore anlamli sekilde diisiis gosterdi (p<0.05).

OG ve OG+Ozon gruplar arasinda rezorptif lakiin sayis1 miktar1 4. ve 8. haftada
anlamli degisiklik gostermedi (p>0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Deney gruplarina ait 4. ve 8. hafta rezorptif lakiin sayis1 ortalamalar1. ®p<0.05,
4. hafta ve 8. haftada diger tiim gruplardan farkli; °p<0.05, 4.hafta KG ve KG+Ozon
gruplarindan farkli; °p<0.05, 4. hafta OG+Ozon grubundan farkli; “p<0.05, 4. hafta
KG+Ozon grubundan farkli; °p<0.05, 8. hafta KG ve KG+Ozon gruplarindan farkls;
"<0.05, 8. hafta OG+Ozon grubundan farkli; %p<0.05, 8. hafta KG+Ozon grubundan
farkli (p<0.05). "p<0.05, 4 haftadan farkl:.
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Osteoklast Sayist

Istk mikroskobundaki degerlendirmelerde ozon uygulanan ve uygulanmayan kontrol
gruplarinda osteoklastlara rastlanilmadi (Sekil 4.7-A,B). Ayrica KG ve OG gruplarinda,
osteoklast sayilar1 4. ve 8. hafta arasinda benzerdi (p>0.05). KG+Ozon grubunda
osteoklast sayilar1 8. haftada, 4. haftaya gore anlamli sekilde disiikti (p<0.05),
OG+0zon grubunda ise osteoklast sayilar1 8. haftada artig gosterdi (p<0.05).

KG+Ozon grubundaki osteoklast sayilar1 4. haftada diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak yiiksek tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.7-F). 8. haftada greft kullanilan

gruplar arasinda osteoklast sayisi agisindan anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05) (Sekil

4.4).
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Sekil 4.4 Deney gruplarma ait 4. ve 8. hafta osteoklast sayisi1 ortalamalar1. * p<0.05, 4.
ve 8. haftada diger tim gruplardan farkli; ® p<0.05, 4 haftada diger tim gruplardan
farkli; “p<0.05, 4. haftadan farkl.
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Osteoblast Sayisi

Gruplardaki osteoblast sayilar1 istatistiksel olarak karsilagtirildiginda, sadece OG,
OG+0zon ve Kontrol+Ozon gruplarinda 8. haftada, 4. haftaya gére anlamli azalma
gozlenmistir (p<0.05). Ayrica KG ve KG+Ozon gruplarinda osteoblast sayilari
acisindan 4 ve 8 hafta arasinda anlamli degisiklik saptanmadi (p>0.05).

4. haftada osteoblast sayisi OG ve OG+Ozon gruplarinda diger gruplarla
kiyaslandiginda istatistiksel agidan daha yiiksekti (p<0.05) (Sekil 4.7-C,D). Fakat
OG+0zon grubunda osteoblast sayist OG grubuna gore yiikksek olmasina ragmen
istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0.05). Ayrica 4. haftanin sonunda bos defekte
ozon uygulanmasi, ozon uygulanmayan kontroliine gore osteoblast sayisinda artis

saglad1 (p<0.05).

Ayrica, 8. haftada osteoblast sayilar1 acisindan gruplar arasinda farklilik olugmadi

(p>0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Deney gruplarina ait 4. ve 8. hafta osteoblast sayis1 ortalamalari. %p<0.05, OG,
Kontrol+Ozon, OG+0Ozon ve KG+Ozon gruplarindan farkls, bp<0.05, 4, hafta KG,
Kontrol+Ozon ve KG+Ozon gruplarindan farkli; “p<0.05, 4. hafta KG, Kontrol+Ozon
ve KG+Ozon gruplarindan farkls; *p<0.05, 4. haftadan farkli.
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4.3 Histomorfometrik Degerlendirmeler
Defekt dolum alant

Histomorfometrik analizlerin sonuglarina gore defekt dolum miktari, gruplarin zamana
gore (4. ile 8. hafta arasinda) yapilan ikili karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak
anlaml degisiklik gostermedi (p>0.05) (Sekil 4.1,4.2).

Beklenildigi tizere 4. ve 8. haftada greft kullanilan gruplarda kontrol gruplarina kiyasla
anlaml sekilde fazla defekt dolumu gozlendi (p<0.05) (Sekil 4.1,4.2). Defekt dolum
miktar1 OG grubu ile KG grubu arasinda 4. haftada anlamli fark olusturmazken (Sekil
4.1-C,E), OG+Ozon ve KG+Ozon gruplari, OG ve KG gruplarindan daha fazla defekt
dolum alanina sahipti (p<0.05) (Sekil 4.1-D,F).

8. hafta yine greft kullanilan gruplar Kontrol gruplarindan daha fazla yeni kemik alani
gosterdi (p<0.05). Bununla beraber, defekt dolum miktar1 diger gruplar arasinda
benzerdi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Deney gruplarina ait 4. ve 8. hafta ortalama defekt dolum alani. *p<0.05, 4.
haftada diger tim gruplardan farkli; °p<0.05, 4. hafta OG+Ozon ve KG+Ozon
grubundan farkli; °p<0.05, 4. hafta OG+Ozon ve KG+Ozon gruplarindan farkls;
99<0.05, 8. haftada diger tiim gruplardan farkli; ®p<0.05, 8. hafta OG, KG, OG+Ozon ve
KG+0Ozon gruplarindan farkl.
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Sekil 4.7 Gruplara ait 4. hafta histopatolojik goriintiiler (HE).

A: Kontrol grubuna ait drnekte defekt dolumu fibroz bag doku ile gerceklesmistir.
Defekt kenarlarindan merkeze dogru az miktarda yeni kemik olusumu goriilmektedir
(40x).

B: Kontrol+Ozon grubuna ait ornekte defekt kenarinda yeni kemik olusumu (*)

gozlenmektedir (40x).
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C: OG grubuna ait o6rnekte, otojen greft partikiilleri (OG) etrafinda artmis osteoblastik
aktivite(siyah ok) ve rezorpsiyon lakiinii etrafinda osteoklastik aktivite (beyaz ok) ile

yeni kemik olusumu (YK) goriilmektedir (200x).

D: OG+Ozon grubuna ait kesitte artmis osteoblastik aktivite (siyah ok) ile yeni kemik

olusumu gozlenmektedir (x100).

E: KG grubuna ait goriintiide ksenogreflerin (KG) etrafinda artmis osteoblastik aktivite
(siyah ok) ve rezorpsiyon lakiinii ¢evresinde olusan osteoklastik aktivite (beyaz ok) ile

yeni kemik formasyonu (YK) mevcuttur (x100).

F: KG+Ozon grubuna ait kesitte rezorbe olmus ksenogreft partikiilleri etrafinda olusmus
kemik (YK) ve rezorpsiyon lakiinii etrafinda osteoklast (beyaz ok) gozlenmektedir

(x100).
Kalan Greft Miktar

Kalan greft ile yeni olusan kemik miktar1 KG gruplari i¢in analiz edildi. Her iki grupta
kalan greft miktar1 degerlendirilen iki zaman periyodunda benzerdi (p>0.05) (Cizelge
4.4). Ayrica her iki grupta kalan greft miktarinda 8. haftada istatistiksel agidan anlaml

bulunmayan azalma gozlendi.

Ksenogreftlerin etrafindaki yeni olusan kemik Ol¢iimlerinin sonucunda ise
KG+Ozon grubu, KG grubuna gore 4. haftada anlamli derecede yiliksek yeni kemik
olusumu gosterdi (p<0.05).

Cizelge 4.4 KG gruplarina ait kalan greft miktar1 ve yeni olusan kemik miktarinin

ortalamalari (orttstandart sapma). "p<0.05, 4. haftada KG grubundan farkl.

Kalan greft miktar: 4. hafta 0.34+0.22 0.16+0.81

(mm?) 8. hafta 0.20+0.13 0.14+0.06

Yeni olusan kemik miktari 4. hafta 0.35+0.26 0.96+0.52
(mm?) 8. hafta 0.54:0.24 0.85+0.47
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4.4 Immiinohistokimyasal Analizler
KMP-2 ekspresyonu ve lokalizasyonu

4. ve 8. haftada tiim gruplardaki o6rneklerde KMP-2 antikoru ile immiin boyanma
gozlendi. 4. haftada OG+Ozon ve KG+Ozon gruplarindaki KMP-2 pozitif hiicre
yiizdesi diger gruplardan daha yiiksekti ve cogunlugu osteoblast ve defekt alaninin
genelindeki mezenkimal dokuda saptandi (Sekil 4.9-B,D). Kontrol grubundaki ise

KMP-2 pozitif alanlar osteosit ve osteoblastlarin bulundugu ¢evrede ve daha diisiik

miktarlarda gozlendi (Sekil 4.8).

8. haftada KMP-2 antikoru boyanma yiizdesi Kontrol gruplarinda azalma
gosterirken, lokalizasyonlar1 defekt kenarindaki mezenkimal doku ile sinirli idi. Diger
gruplar arasinda KMP-2 pozitif hiicre boyanmasi benzerdi ve ¢ogunlugu osteoblastlar

ve mezenkimal dokuda saptandi.
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Sekil 4.8 4. ve 8. haftada gruplara ait KMP-2 pozitif hiicre yiizdeleri
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Sekil 4.9 OG ve KG gruplarina ait 4. hafta KMP-2 immiinohistokimyasal boyama
goriintiileri (x100). A: OG grubu, B: OG +Ozon grubu , C: KG grubu , D: KG+Ozon
grubu.

Osteokalsin ekspresyonu ve lokalizasyonu

4. haftada greft kullanilan tiim gruplarda osteokalsin pozitif hiicre miktar1 Kontrol
gruplarindan belirgin sekilde daha yiiksekti (Sekil 4.10). Ayrica 4. ve 8. hafta i¢in tiim
gruplarda degerlendirilen tiim orneklerde osteokalsin antikoru ile pozitif boyanma
saptandi. 4. haftada OG+Ozon grubunda osteokalsin pozitif miktart yeni kemik matriksi
ve rezorptif lakiin ¢evresinde yogun olarak gozlendi (Sekil 4.11-B). KG+Ozon
grubunda ise yeni kemik matriksinde orta, rezorptif lakiin cevresi ve grefte komsu
kemikte daha yiiksek miktarlarda osteokalsin pozitif hiicre izlendi (Sekil 4.11-D). 8.
haftada osteokalsin pozitif hiicre prevelansi 4. haftadakine benzer diizeyde saptandi
(Sekil 4.10). Osteokalsin pozitif hiicreler tiim gruplarda, osteosit, osteoblast ve yumusak

doku ekstraselliiler matriksinde gozlendi.
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Sekil 4.11 OG ve KG gruplarina ait 4. hafta osteokalsin immiinohistokimyasal boyama
gorintiileri(x100). A: OG grubu, B: OG +Ozon grubu, C: KG grubu, D: KG+0Ozon
grubu.
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5. TARTISMA

Periodontitis, kronik enflamatuvar bir hastalik olup alveoler kemikteki yikimla dis
kaybina neden olabilir [239]. Periodontal hastaligin bir risk faktorii olan diyabette
konak savunma hiicrelerinde kemotaksis ve fagositoz defektlerinin goriilmesi,
enflamatuvar sitokinlerdeki ve reaktif oksijen iiriinlerinde artis, bunun yaninda kollajen
tiretimindeki azalma ve kollajenaz aktivitesinde artigla birlikte periodontal hastaligin
siddetini arttirmaktadir [81, 240, 241]. Buna ek olarak, yapilan cerrahi ve cerrahi
olmayan periodontal tedavilerin sonuglar1 diyabetten etkilenmektedir ve tedavi basari
oranlarini diisiirebilmektedir. Bu yiizden risk faktorlerinin bulundugu durumlarda konak
modiilasyonu ile hastalarda basar1 saglanmasi hedeflenmistir. Bu calismada ise
diyabetik ratlarda farkli greft materyalleri ile tedavi edilen defektlere topikal gaz ozon
uygulamasi yapilmis ve iyilesmeyi takiben kemik rejenerasyonu iizerine ozonun etkileri

histomorfometrik ve immiinohistokimyasal agidan arastirilmistir.

Literatiirde, diyabet olusturmak i¢in farkli yontemlerin kullanildig1 goriilmektedir
[242-244]. Bu ¢alismada ise diyabet olusturmak igin sik kullanilan bir ajan olan STZ
tercih edildi. Diyabet olusturulmasinda 6zellikle farelerde, glikoz transporter 2 anahtar
bir molekiil olarak bulunmustur [245]. Alloksan ise redoks-siklus potansiyeli ile
diizenlenen reaktif oksijen Uriinleri tarafindan toksisite olusturur. Bu ylizden diger
dokularda da toksik etki olusturabilmektedir. STZ ise redoks-siklus ajani degildir [246,
247]. Literatiirde, ratlarda diyabeti indiiklemek i¢in STZ ¢esitli doz araliklarinda (min-
maks: 50-100mg/kg) kullanilmistir [248-250]. Calismamizda ratlara diyabet olusturmak
icin intraperitonal tek doz 50mg/kg STZ uygulandi. STZ uygulanmasindan 3 giin sonra
tim ratlarin kan glikoz diizeyleri 300mg/dI’'nin {izerinde Olgiildii. Ayrica deney
stiresince de ratlarin kan sekeri seviyeleri 300mg/dl’nin iizerinde seyretti. Bununla

beraber, hiperglisemiye bagli olarak tiim gruplardaki ratlarda kilo kayb1 gozlendi.

Yapilacak olan ¢alismalarda kullanilacak olan deney hayvaninin immiinitesi ile
insan immiinitesinin benzerlik gostermesi gerekmektedir. Deney hayvanlarindan kopek,
tavsan, domuz ve ratlarin immiinitesi insanla benzerlik gostermektedir [251, 252]. Buna
karsin kolay bulunmasi, barinma ve beslenmesinin kolay olmasi ve ucuz olmasi

nedeniyle calismamiz ratlar tizerinde gergeklestirildi.

Kalvaryal defekt modeli kemik defektlerinin rejenerasyonunu incelemek iizere

birgok arastirmada kullamilmistir [207, 212, 213]. Rat kalvaryasindaki cerrahi
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prosediirler nispeten daha basittir. Kalvarya etrafinda major sinir ve damar yapilari
olmadigindan gdzlemler direk kemik olusumuna yogunlasabilir. Rat kalvaryas1 atrofik
mandibulaya benzer, iki kortikal tabaka arasinda spongioz kemik mevcuttur. Bu
modelde doku 6rnegi hazirlamak daha kolaydir. Her bir 6rnek i¢in parametreler basit
olabilir 6l¢iimler daha kolay yapilir ve spontan iyilesme olmamaktadir [207]. Bu yiizden

¢alismamizda bu model tercih edilmistir.

Kritik boyutlu defekt bir hayvanda herhangi bir osteopromotif materyal
kullanilmadan yasam boyu spontan olarak kemik dolumu goéstermeyen en kiiclik
boyutlu kemik yarasi olarak tanimlanmistir [208]. Literatiirde ratlar i¢in kritik boyutlu
defekt 5 veya 8mm olarak yer almaktadir [212, 253, 254]. Bu ¢alismada, ratlarin
kalvaryalarinda Smm ¢apinda kritik boyutta defektler acildi. Ayrica ozon gazinin diger

defekt bolgesini etkilememesi agisindan, defektler tek tarafli olusturuldu.

Ozon su, yag ya da gaz seklinde uygulanmaktadir. Oral dokularda uygulanmasi
giindeme gelince ya bir jenerator ile gaz seklinde ya da ozonlu su seklinde uygulama
yapilmaktadir. Bazi caligmalarda ise gaz ozonun intravendz veya intraperitonal
kullanim1 s6z konusu olmustur. Bizim ¢aligmamizda gaz 0zon bir jenerator (Prozone,
W&H, Biirmoos, Avusturya) ve bu jeneratdre bagli coro tip ug ile ratlara uygulandi.
Gaz ozon uygulamasi ratlarda herhangi bir yan etkiye neden olmadi. Ozon gruplarina,
periost kapatilmadan 30sn boyunca 140ppm @ 2L/dk, 2.24mg ozon uygulandi. Bu
uygulamay1 takiben 14 giin boyunca kafa derisinin lizerinden defekt bolgesine gelecek
sekilde 90sn boyunca ozon gazi uygulandi. Firma tarafindan belirlenmis bazi
protokoller bulunsa da gaz ozon uygulamasinin kemik rejenerasyonu iizerine etkisi ig¢in
literatiirde kesin bir protokol bulunmamaktadir. Literatiirde ozon gazinin uygulandigi
caligmalarda farkli ozon jeneratorleri kullanilmigtir [207, 255, 256]. Bu jeneratorlerin

tirettigi ozonun dozu, safligi birbirinden farklilik géstermektedir [207, 255-257].

Periodontitisin tedavisinde oOncelikli amag¢ periodonsiyumun rejenerasyonudur.
Periodontal rejenerasyonda olumlu sonuglar elde edebilmek i¢in, degisik cerrahi
tekniklerle birlikte uygulanan greft materyalleri [169, 170], yonlendirilmis doku
rejenerasyonu [258], biiylime ve diferansiyasyon faktorleri [202], mine matriks
proteinleri [22] ya da bunlarin kombinasyonlari uygulanabilmektedir [259].
Yonlendirilmis doku rejenerasyonunun ongoriilebilir sonuglart pek c¢ok arastirmada

gosterilmisse de, ikinci cerrahi gereksinimi, erken membran ekspoziirii, erken membran
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degradasyonu, membranin defekt bolgesine ¢okmesi gibi birgok dezavantajlari da
bulunmaktadir [258]. Mokbel ve ark. [260] ratlarda olusturduklart 8mm’lik kalvaryal
defektlerde degisik greft materyallerinin iyilesme paternlerini arastirmiglardir.
Calismadaki analizlerin sonucunda, ksenogreft kullanilan grup 1.97 mm?,
ksenogreft+kollajen membran kullanilan grup ise 1.87 mm?® yeni kemik olusumu

gostererek bu iki deger arasinda istatistiksel anlam olusmadigi belirtilmistir.

Yapilan bagka bir calismada kritik boyutlu kalvaryal defektlerde yonlendirilmis
kemik rejenerasyonun etkisi arasgtirilmis ve rezorbe olmayan membran ve perforasyon
olusturulmus rezorbe olmayan membran kullanilmistir. Yapilan mikro bilgisayarh
tomografi analizlerinin sonucunda, yeni kemik formasyonu agisindan 4. haftada gruplar
arasinda farkliliga rastlanilmamistir [261]. Bunun yami sira greft materyallerinin
membranla oOrtiilmesi gerekliligini savunan arastirmacilar da literatiirde bulunmaktadir
[23, 262]. Bu calismada ise defektlere uygulanan farkli greft materyalleri {izerine
membran kullanimi tercih edilmedi. Ozon gazinin defekt bolgesine ve g¢evresindeki

dokulara direkt etki etmesi saglandi.

Yiiksek osteojenitesi, minimal antikor cevabi gelistirmesi, kisa siirede en
milkemmel damarlanma ve primer kallus olusumu saglamasi gibi 6zellikleriyle otojen
greftler kemik greftlerinde altin standardi olustururlar [263] fakat bu greftin en 6nemli
dezavantajlarindan biri olan rezopsiyon ise klinik sonuglari etkileyebilmektedir [20, 21,
144]. Otojen kemik grefti ile yapilan bukkal kemik ogmentasyonunda, uzun dénemde
bukkal doku voliimiiniin azaldigi belirtilmistir [264]. Ayrica otojen blok greft ile
yapilan kemik ogmentasyonunda, ogmente bdlgede 10 ay sonra greft yiiksekligi %60
oraninda azaldig1 bulunmustur.[265]. Rezorpsiyonun olusmasi 6zellikle estetigin onemli
oldugu anterior bolgelerde 6nem kazanmaktadir. Bu bolgelerde kemik voliimiiniin
azalmasi doku voliimiinii de azaltarak estetik sorunlara neden olmaktadir. Ayrica, greft
rezorpsiyonunun mekanizmasi1 kesin olarak aydinlatilmamis olsa da, kemik
remodelasyonu sirasinda, enflamatuvar reaksiyonlar serisinin osteoklastik aktiviteyi
arttirmasi, greftin kortikal ya da kansell6z yapisindan dolay1 icerdigi KMP miktari, greft
bolgesine gelen basing miktari, ya da greft iizerinde fonksiyonel stimiilasyon olmamasi
ve greft toplanirken olusturulan travmanin siddetinin rezorpsiyon oranmi etkiledigi

diisiiniilmektedir [37, 265].
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Ozonun immiinomodiilator etkisi, kan hiicreleriyle etkilesimi, oksijen
metabolizmasina ve hiicre enerjisine pozitif etkilerinden dolayi, topikal gaz ozon
tedavisinin rat kalvaryal defekt modelinde otojen greftin rejenerasyonunu arttirdigi
Ozdemir ve ark. [207] gerceklestirdigi bir calismada gdsterilmistir. Calismalarinda
otojen greft uygulanan bolgeye 2100ppm gaz ozon uygulamasi Ozonix (Biozonix
GmbH, Miinih, Almanya) adli ozon jeneratdrii ile, 2 hafta boyunca haftada 3 giin 30sn
seklinde gerceklestirilmistir. 8 hafta sonuclarina gore, otojen grefttozon uygulanan
grupta, osteoblast sayisi, toplam kemik alam1 daha fazla bulunmus, bos defektlerde

iyilesme fibr6z bag dokusu ile ger¢eklesmistir.

Erdemci ve ark. [257] yapmis olduklari c¢alismada ise, sistemik ozon
(intraperitonal 0.7mg/kg ozon enjeksiyonu) uygulamasi ve Ozonytron-X o0zon
jeneratorii (Biozonix, Almanya) ile uygulanan topikal ozonun ratlarin ¢ekim
soketlerindeki kemik iyilesmesi {lizerine olan etkinligini arastirilmistir. Uzun donem
sistemik ozon uygulamasi, sadece preoperatif sistemik ozon uygulamasindan ve topikal
ozon uygulamasindan daha fazla trabekiiler kemik formasyonu gozlenmistir. Bu
calismaya benzer bir sekilde sistemik ozon uygulanan bagka bir ¢alismada ratlar 4 gruba
ayrilmis; Grup 1- Kontrol, Grup 2- Hiperbarik oksijen tedavisi (operasyon sonrasi 5 giin
2,8 atmosfer basincinda %100 oksijen), Grup 3-Sistemik ozon uygulamasi (operasyon
sonrast 5 giin intraperitonal 0.7 mgkg (%97 ozont+ %3 oksijen) gaz karigimi
enjeksiyonu), Grup 4- Hiperbarik oksijen tedavisitsistemik ozon uygulamasi. Mikro
bilgisayarli tomografi analizlerinde, 5. 30. giinde yeni kemik formasyonu agisindan,
hiperbarik oksijen ve ozon grubu, hiperbarik oksijen+ozon grubundan daha iyi sonuglar
vermistir. Otdrler hiperbarik oksijen tedavisi ve ozon uygulamasinin kemik iyilesmesi
tizerine esit sekilde etkili oldugu fakat bu ikisinin kombinasyonunun tek baslarina
olduklarindan daha az etkili oldugu ayrica ozonun doku gelisimini gelistirmesi, oksijen
metabolizmasin1 etkilemesi, hiicre enerjisini arttirmasit ve antioksidan sistemi

diizenlemesi ile kemikte iyilesmeyi sagladigi sonucuna varmiglardir [235].

Diyabetik ratlar lizerinde gergeklestirdigimiz bu calismada da yukaridaki
caligmalara benzer olarak kontrol gruplarinda 4. ve 8. haftada defekt dolumu fibroz bag
doku seklinde iyilesme gosterdi fakat defekt kenarlarindan merkeze dogru kismi kemik
olusumu da saptandi. Ayrica defekt dolum alani 4. haftada OG+Ozon grubunda, OG
grubuna gore anlamli derecede artmisti fakat bu fark 8. haftada goriilmedi. Diyabette

degisen yara iyilesmesi icin birgok neden gosterilmistir. Bu nedenlerden; degismis
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hiicresel aktiviteler, azalmis kollajen sentezi, artmis kollajenaz iiretimi ve yara
kenarlarindan AGE sentezlenmesi ve artan oksidatif stres yara iyilesmesini olumsuz
etkileyebilir ayrica artmis olan kollajenaz yeni olusmus ve tamamlanmamis kollajeni
yikarak yara iyilesmesinde defektler olusturabilir. Bunlarin yani sira diyabette olusan
vaskiiler degisiklikler, oksijen difiizyonunu azaltir [85]. Ayrica hiperglisemi varliginda
hiicreler aras1t matriks yapimindan sorumlu olan fibroblast ve osteoblast gibi hiicrelerin
apoptozu artmaktadir. Topping ve ark. yaptigi c¢alismada, normal hayvanlar ile
karsilastirildiginda kemik formasyonunun endokondral periyodu boyunca matriks
proteinlerinin yapimi &zellikle de tip 10 kollajen iiretiminin diyabetiklerde %60-70
oraninda azaldig1 gosterilmistir [266]. Santana ve ark., TIDM’un kemik iyilesmesi ve
kemik formasyonu {iizerine etkisini incelemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada streptozotosin
ile diyabet modeli olusturulmus farelerde kafatasinda standart defektler hazirlamislardir.
Calisma sonucunda TIDM’un intramembrandz kemik iyilesmesini bozdugunu ve
diyabetik hayvanlarin diyabetik olmayan hayvanlara oranla %40 oraninda daha az
iyilesme gosterdigini bildirmislerdir [101]. Calismamizda ilk 4 haftada ozonun
immiinomodiilatér etkileri ile dokudaki oksijeni arttirmasina bagli olarak greft
gruplarinda kemik rejenerasyonu hizlanmistir. Fakat 8. hafta sonuglarinda gruplar
arasinda greft rejenerasyonlar1 agisindan fark gozlenmemistir. Bunun i¢in muhtemel
sebepler ozonun ilk 2 hafta siireyle uygulanmasi ve ratlarda hiperglisemi tablosunun

devamu olabilir.

Kemik remodelasyonu dongiisiinde osteoblastlar kemik formasyonu asamasinda
aktif rol oynarlar fakat mineralizasyon asamasinda ise kemigin iginde kalarak
osteositlere doniigiirler ve matiir kemik i¢inde ¢cogalamazlar [183]. Bizim ¢alismamizda
osteoblastik aktivite, OG grubunda 8. haftada azalma gosterdi. Bu durum kemigin
normal remodelasyon siireci ile uyumludur ve histolojik olarak da matiir kemik olusumu
ile desteklenmistir. Bununla beraber osteoblast sayilart KG grubunda 4. haftada OG
grubundan daha az fakat greft partikiillerinin rezopsiyonuna devam etmesine bagli

olarak 8. haftada, 4. haftaya gore artig gosterdi.

Ticari olarak bulunan sigir kemigi, organik komponentlerinden ayrilmig olarak
piyasada mevcuttur. Bu {irlinlin avantaj1 insan kemigine yakin yapisal igerikte olmasi ve
sentetik greftlerle karsilagtirildiginda ytiksek osteokondiiktif etkisinin bulunmasidir. Bu
grefte ait hidroksiapatit iskelet kortikal ve kanselloz kemik yapisindaki mikropordzlitk

ve makropordzliik 6zelliklerini saglar [148].
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Yapilan bir meta analizde, kemik ogmentasyonu agisindan sigir kaynakli
ksenogreftlerin, otojen greftlerle arasinda bir fark olmadigi ayrica sigir kaynakli
ksenogreftlerin yeni bir cerrahi saha olusturmamalari, komplikasyonlarinin ve dondr
saha morbiditesinin bulunmamasi nedeniyle otojen greftlerden daha da avantajli oldugu
belirtilmistir [267]. Sigir kaynakli ksenogreft, kemik ogmentasyonu agisindan birgok
calismada kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir [22, 169, 172].

Sigir kaynakli ksenogreftlerin rezorpsiyon stireleri ile ilgili literatiirde geligkili
sonuglar bulunmustur. Baz1 ¢alismalar ksenogreftin rezorbe olmayip, greft etrafinda
yeni kemik olusumu meydana geldigi tespit edilirken, baz1 ¢alismalarda ise aylar sonra
bile osteoklast varligi bulunmustur [25, 168, 169]. Bulunan osteoklastlarin grefti
rezorbe ederek, aktif kemik remodelasyonunu devam ettirdigi savunulmustur [268].
DeNicolo ve ark. [269] ratlarda olusturduklar1 kritik boyutlu kalvaryal defektlerde
trombositten zengin plazma ve sigir kaynakli ksenogreftin kemik rejenerasyonu iizerine
olan etkisini aragtirmiglardir. 8 hafta sonra yapilan analizlerin sonucunda kontrol grubu
ile trombositten zengin plazma grubunda, kemik olusumu defekt kenarlari ile smirh
iken, ksenogreft grubunda, defekt kenarinda yogun kemik olusumu goriilmiistiir. Defekt
icinde greftlerin etrafinda yeni kemik olusumu ile artmis osteoblastik aktivite
goriilmiistiir. Osteoklastik aktivitenin de arttifi goriilse de greft parcalar1 rezorbe
olmamis ve yer tutucu Ozelligine devam etmistir. Ksenogreft uygulanmis gruplarda

defekt yogun bir sekilde dolum gostermistir.

NuOss ve Bio-Oss marka ksenogreftlerin kemik rejenerasyonuna etkisi tizerine
yapilan bir ¢alismada; 4. haftanin sonuda yapilan histolojik analizlerde her iki greft
tipinde de orgii kemik olusumu gerceklesmistir. Ayrica 8. haftada olusan yeni kemik
miktar1 4. haftadan fazla bulunmustur. Her iki grupta da kalan greft materyali 8. haftada,
4. haftaya gore istatistiksel olarak azalmisken, bu azalma Bio-Oss grubunda anlamlilik
kazanmistir. Caligmacilara gore anorganik sigir kaynakli greft materyali osteokondiiktif

bir materyal olup rezorbe olarak yerini yeni kemige birakmistir [169].

Yapilan son ¢alismalarin birinde de ratlarda olusturulan 5Smm kalvaryal defektlere
otojenik, allojenik ve ksenojenik greftler ile bu greftlerin rekombinant KMP ile
karigtirilmis sekli doldurulmustur. 6. haftanin sonunda histolojik kesitlerin analizlerinde,
tim greftli gruplardaki doku yaniti benzer goriilmiistiir. Defekt ortasinda kalan greft

materyalleri ve matiir olmayan kemik olusumu gozlenmistir. Rezorpsiyon lakiinii ile
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osteoklastlar 6zellikle ksenogreft grubunda diger gruplara gore fazla saptanmistir. KMP
ile kombine olarak uygulanan greft gruplar1 ise KMP’siz kontrollerine gore daha fazla
yeni kemik olusumu saglamistir [270]. Rezorptif lakiin, osteoklast ve osteoblast temel
multinlikleer {initeyi olustururlar ki bu iinite kemik remodelasyonunda &nemli yere
sahiptir [271]. Calismamizda KG partikiilleri deney siiresince rezorpsiyon gosterdi.
Ozellikle KG grubunda rezorptif lakiin ve osteoklast sayis1 OG grubundan yiiksekti.
Ayrica ozon uygulamast KG grubunda greft partikiillerinin rezopsiyonunu hizlandirici
etki gosterdi. Ksenogreft kullanilan gruplarda hem 4. hem de 8. haftada greft

komsulugunda yeni kemik olusumunda artig gézlendi.

Kazancioglu ve ark. [234], disik doz lazer ile ozon tedavisinin kemik
rejenerasyonu lizerine olan etkisini aragtirmiglardir. Toplamda 30 adet Wistar ratin
kullanildig1 calismada, Smm’lik kalvaryal defektler sentetik bifazik kalsiyum fosfat
greft materyali ile doldurulmus, sonrasinda ratlar 3 gruba ayrilmis ve 4 hafta sonra
sakrifiye edilmistir. Kontrol grubuna; herhangi bir ek uygulama yapilmamais, diisiik doz
lazer grubuna; 2 hafta boyunca haftada 3 kez 120 sn, 808nm 4j/cm?® diod lazer
uygulanmis, ozon grubuna; 2 hafta boyunca haftada 3 kez 120sn ozon bir jenerator
(Biozonix GMbH, Miinih, Almanya) ve uglar1 sayesinde uygulanmistir. Yapilan
histolojik analizlerde, kontrol grubunda defekt kenarlarindan yeni kemik olusumu
gercekleserek defektin ortasini kalan greft materyali ile gevsek bag doku doldurmustur.
Tim gruplarda greft kenarlarinda yeni olusan kemik gozlenirken, ¢alisma gruplarindaki
yeni olugsmus kemik dokusu, kontrol grubundan daha fazla bulunmustur.
Histomorfometrik analizlerde, ozon grubunda olusan yeni kemik alani, lazer ve kontrol
gruplarindan anlamli derecede fazla bulunmustur fakat greft rezorpsiyonu hakkinda
bilgi verilmemistir. Calismada, ozon ve diisik doz lazer uygulamasmin kemik
rejenerasyonuna ek katki sagladigi ayrica ozon uygulamasinin diisiik doz lazerden daha

etkin oldugu sonucuna varilmastir.

Calismamiza benzer sekilde diyabetik ratlarda gergeklestirilmis bir caligsmada,
tim ratlarin femurlarinda 2mm ¢apinda monokortikal defektler olusturulmustur.
Defektler saf su veya ozonlu su (0.004 mg/ml ozon konsantrasyonunda saf su) ile irrige
edilmistir. Hayvanlar 7., 14. ve 21. giinde sakrifiye edilmistir. Histolojik kesitler alinmis
ve histomorfometrik analizler ger¢eklestirilmistir. Ozonlu gruplarda, diger gruplara gore
enflamatuvar infiltrat, 6dem ve damar formasyonu daha fazla gorilmiis. 7. ve 14.

giinlerde ozon uygulanan kontrol grubundaki osteoklast sayilari diger gruplara gore
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istatistiksel olarak anlamli sekilde fazla bulunmustur. Su uygulanan hiperglisemik
grupta 7. giinde, osteoklast sayilarinin ozon uygulanan hiperglisemik gruba gore fazla
oldugu belirtilmistir. Yeni olusmus kemik yiizdesi agisindan gruplar arasinda fark
bulunmamistir. Calismacilar ozonun, kapiller olusumunu ve osteoklast migrasyonunu
arttirdig1 fakat kemik iyilesmesi tizerine ek fayda saglamadigi, ozon dozunun, uygulama
siiresinin ve denek sayisinin arttirilarak basarili klinik sonucglara ulasilabilecegini

belirtmislerdir [48].

KMP’ler kemik formasyonu ve remodelasyonu agisindan onemli role sahiptir
[272]. KMP-2 , -6 ve -9 diferansiyasyonun erken safhalarinda, mezenkimal progenitor
hiicrelerin preosteoblastlara doniisiimiinde 6nemli rol oynar [272]. Ayrica yapilan
caligmalarda yeni kemik formasyonunu belirlemek amaciyla da KMP-2 protein
ekspresyonunun analizleri yapilmaktadir [273]. KMP-2 immiinpozitifligi, mezenkimal
hiicrelerde, osteoprogenitor hiicrelerde, fibroblastlarda, kondrositlerde, osteoblastlarda
goriilmistir [274-276]. Kronik enflamatuvar durumlarin KMP-2 ekspresyonunu
arttirdigl, diyabette de metabolik dokularda goriilen enflamasyondan dolayr KMP-2
ekspresyonunun artacagi savunulmaktadir [277]. Bunun yanm sira yiiksek glikoz
seviyelerinin KMP-2 ekspresyonunu artirarak niikleer faktor kappa B aktivasyonu
sagladigi ve plazma KMP-2 seviyelerinin HbAlc seviyeleri ile pozitif korelasyon
gosterdigi ¢aligmalarca gosterilmistir [278, 279]. Bu c¢alismalarin aksine bazi
caligmalarda ise diyabetin osteoblast diferansiyasyonuna neden olabilecek {iriinleri
azalltigr belirtilmigtir. T2DM rat modelinde yapilan bir caligmada, enflamasyon
varliginda KMP, fibroblast biiyiime faktoriinde ve osteokalsin ekspresyonunda azalma
ile kemik remodelinginin azaldig1 tespit edilmistir [97]. Diyabetik hastalarda kemikte
olusan enflamasyon ve yaralanma sonucu uzun siire TNF’lerin salinimi, niikleer faktor
kappa B aktivasyonu ile KMP, runt iligkili transkripsiyon faktorii ve fos iliskili antijen 1

gibi osteoblast diferansiyasyonu saglayan proteinlerde azalmaya neden olur [91].

Bu ¢aligsmada tiim zaman periyotlarinda ve tiim gruplarda KMP-2 pozitif hiicre
tespit edildi fakat 4. haftada Kontrol grubunda diger gruplardan daha diisiik miktarda
idi. Antikor aracili kemik rejenerasyonu uygulamasinin etkinligini arastiran bir
calismada, 6. haftanin sonunda yapilan immiinohistokimyasal analizlerin sonucunda
monoklonal antikor uygulanmis defektlerde, ossifikasyon alanlarinda diger gruplardan

daha yogun KMP-2 ekspresyonu gozlenmistir.
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Bu sonuglar ise artmig kemik rejenerasyonu ile korelasyon gdstermistir ayrica
mikro bilgisayarli tomografi sonuglariyla ise bu gruplarda erken radyoopak alanlar

tespit edilmistir [198].

Rauch ve ark. [201] tavsanlarda uyguladiklar1 distraksiyon osteogenezisin
sonuglari immiinohistokimyasal ve histopatolojik olarak arastirmislardir. 1. haftada
KMP-2  ekspresyonu genellikle kallus igindeki ~mezenkimal dokuda ve
preosteoblastlarda rastlanilmigken distraksiyon periyodunda artan miktarlarda KMP-2
ekspresyonu kallus boliimiinde ve defekt ortasindaki fibroz bolimde de gozlenmis.
Fibroblastlarda ve kondrositlerde yogun KMP-2 boyanmasi goriilmiistiir. Matiir
osteoblastlar boyanma  goOstermemisken, preosteoblastlar KMP-2  boyanmasi
gostermislerdir. Distraksiyon islemi sona erdiginde bu proteinin ekspresyonu da

durmustur.

Calismamizin sonucunda KMP-2 pozitif hiicrelerin ylizdesi OG+Ozon ve
KG+Ozon gruplarinda 4. haftada diger gruplara gore daha yiiksek bulundu ve yogun
olarak osteoblastlarda ve mezenkimal dokuda tespit edildi. Mezenkimal dokudaki
hiicrelerin istenilen doku yoniinde farklilagsmasini saglamak ic¢in de gerekli biiyiime
faktorleri veya diger uyaranlarin ortama eklenmesi gerekmektedir. Bu hiicreler
uyaranlara goére kemik, kikirdak ya da bag doku hiicrelerine dontsir [280].
Osteoblastlar ise kemik yapiminin kesin ve ana elemanlari oldugundan, KMP-2’nin
osteoblastlarda goriilmesi kemigin yapim potansiyelini arttirmaktadir. Sonuglarimizda
ozon kullanilan gruplarda KMP-2 pozitif hiicreler yogun olarak osteoblastlarda
bulunmaktaydi. Histomorfometrik analizler sonuglariyla uyumlu olarak, 8. haftada

KMP-2 pozitif hiicre boyanmas1 gruplar arasinda benzerlik gosterdi.

Osteokalsin, kemik formasyonu ile goriilen ekstraselliiler matriks proteinidir.
Gelisen kemikte mevcuttur ve kemik olusumuna katkida bulunur ayrica mineral
depolanmasinda ve kemigin remodelasyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.
Osteokalsin olgun osteoblastlar tarafindan sentezlenir ve kalsifikasyonun erken
sathalarinda tespit edilmeyebilir fakat kalsifiye depozitler sekillenmeye bagladiginda
ekspresyonu artar [281, 282]. Diyabet osteoblast formasyonu, fonksiyonu ve
osteoblastlarda diisiise neden olmaktadir[91]. T2DM hastalarin, diyabetik olmayanlarla
karsilastirildigi bir ¢alismada interlokin 6 ve C-reaktif protein ile ters iligkili olarak

osteoblast aktivitesinde ve osteokalsin ekspresyonunda diisiis goriilmiistiir[96]. Kemik
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formasyonu, osteokalsin seviyeleri ile korele bigcimde Yapilan meta-analizlerin
sonucunda diyabette, osteokalsin gibi kemik turnover belirte¢lerinin serumda azaldigi
belirtilse de bazi calismalarda bu diisiis goézlenmemistir [283]. Calismamizda
histopatolojik sonuglar ile uyumlu olarak 4. ve 8. haftada tiim gruplarda osteokalsin
immiinpozitifligi benzer diizeydeydive tim gruplarda, osteosit, osteoblast ve yumusak
doku ekstraselliiler matriksinde lokalizeydi. Zit olarak, Bessa ve ark. [284] yaptig1 bir
calismada KMP-2’nin degisik dozlarinin kemik rejenerasyonu iizerine etkisi
arastirllmistir. Immiinohistokimyasal analizlerin sonuglaria gore kontrol grubunda,

osteokalsin ekspresyonu gozlenmemistir.

Alan ve ark [285], ger¢eklestirdigi ¢alismada, tiim ratlarin sag femurlarinda
monokortikal defektler olusturularak, defektler nanohidroksiapatit greft materyali ile
doldurulmus 4. haftada ve 8. haftada sakrifiye edilmistir. Histolojik ve histomorfometrik
analizlerin sonucunda 4. haftada, diisiik doz lazer (810 nm dalga boyunda toplam 144
Jlem?, haftada 3 defa 4 hafta boyunca ) grubunda az miktarda yeni kemik olusumu
gozlense de diger gruplarla fark kazanmamistir. Greft materyali bag doku ile kaplanmig
ve osteokalsin pozitif hiicreler bag doku ve kemik partikiillerinde goriilmiis, ayrica diger
gruplardan fazla bulunmustur. Ozon grubunda % 80 konsantrasyonda ozon, ozon
jeneratorii (Ozone DTA, Tayvan) ile cerrahi uygulamanin yapildig: giin 30sn boyunca
defekt bolgesine uygulanmistir. Bu uygulama ile lazer grubuna gore daha fazla yeni
kemik olusumu goriilse de bu fark anlamlilik kazanmamistir. Osteokalsin pozitif
hiicreler ise bag doku ve yeni kemik alanlarinda saptanmistir. Kontrol grubunda ise yeni
kemik olusumu goriilmiis, osteokalsin yogunlugu ise kemik iliginde tespit edilmistir. 8.
hafta sonuglarinda ozon grubunda lazer grubuna gore daha fazla osteokalsin
immiinpozitiflik olmasina ragmen, yeni kemik alanmi acgisindan ozon ile lazer gruplari
arasinda anlamli farklilik olugsmamistir. Calismanin sonucunda, otdrler lazer ile ozonun
greftlenmis defektlerde kemik rejenerasyonu agisindan stimiilasyon sagladigi ve lazer

ile ozonun bu anlamda fark yaratmadig1 sonucuna varmislardir.

Sonug olarak; giiniimiize kadar yapilan sinirlt sayidaki ¢alismada kullanilan ozon
cihazlarinin Trettigi ozon miktarlart ve uygulama protokoliindeki farkliliklar bu
calismalarin sonuglarini kendi bulgularimizla karsilastirmay1 zorlastirmaktadir. Bununla
beraber, calismamiz diyabetik ratlarda kemik greft iyilesmesi {izerine topikal ozonun
etkinliginin arastirildigi  ilk ¢alisma olma niteligindedir. Hayvan deneylerinin

limitasyonlar1 g6z oniinde bulunduruldugunda ise ozon diyabetik ratlarda erken donem
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iyilesmede olumlu etkiler gostermistir. Fakat, diyabette kemik rejenerasyonu iizerine
ozonun etki mekanizmasinin arastirilmasi ve ozon igin optimal doz ve siirenin

belirlenmesi ile ilgili daha fazla in vivo ¢alismaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC

- Ratlarda diyabet STZ kullanilarak olusturuldu ve tiim ratlarda deney sonuna kadar
hiperglisemi tablosu mevcuttu. Tim ratlarin kan sekeri seviyeleri deney siiresince

300mg/dl’nin iizerindeydi.
- Hiperglisemiye bagl olarak deney siiresince tiim ratlarda kilo kayb1 meydana geldi.

- 4. hafta histolojik sonuglara goére ozon uygulamasi ksenogreft uygulanan gruptaki

rezorptif lakiin ve osteoklast sayisin1 arttirdi.

- 4. haftada osteoblast sayis1 otojen greft gruplarinda diger gruplara gore anlamli sekilde

yiiksekti. Ozon uygulamasi otojen greft grubunda osteoblast sayisini arttirdi.

- KG gruplarinda 8. haftada greft miktar1 azaldi ve yeni olusan kemik miktar1 4. haftada
KG+0Ozon grubunda KG grubuna gore fazlaydi.

- Immunohistokimyasal analizler sonucunda, OG+Ozon ve KG+Ozon gruplarindaki
KMP-2 pozitif hiicre yiizdesi 4. haftada diger gruplardan daha yiiksekti. Kontrol
grubundaki KMP-2 pozitif alanlar ise daha diisiik miktardaydi. 8. haftada KMP-2
antikoru boyanma yiizdesi Kontrol gruplarinda azaldi fakat diger gruplar arasinda

KMP-2 pozitif hiicre boyanmasi benzerdi.

- 4. haftada greft kullanilan tiim gruplarda osteokalsin pozitif hiicre miktar1 Kontrol
gruplarindan belirgin sekilde daha yiiksekti. 4. haftada OG+Ozon ve KG+Ozon
gruplarinda osteokalsin pozitif miktar1 yeni kemik matriksi ve rezorptif lakiin
cevresinde gozlendi. 8. haftada osteokalsin pozitif hiicre prevelanst 4. haftadakine

benzer diizeyde saptandi.

- 4. haftada, ozon kullanilan greft gruplarinda defekt dolumunun arttig1 bulundu. 8.
hafta analiz sonuglarina gore defekt dolum miktarlart ozon uygulanan greft gruplarinda

artis gostermesine ragmen istatistiksel agidan anlamli degildi.

- Diyabetik durumun kemik rejenerasyonu iizerine olumsuz etkisini nétralize etmede
ozonun katkis1 ve kullaniminin net olarak belirlenebilmesi i¢in farkli doz ve siirelerde,
Klinik, histolojik ve biyokimyasal parametrelerin birlikte incelendigi daha fazla

aragtirmaya gereksinim vardir.
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