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OZET
LOKAL ANTIOKSIDAN AJANLARIN RATLARDAKI KEMIK iYILESMESI
UZERINE ETKISI
Amagc¢: Bu calismanin amaci antioksidan ozellige sahip propolis, liziim cekirdegi
ekstresi ve Ankaferd kanama durdurucunun ratlardaki kemik iyilesmesi iizerine olan
etkilerinin arastirilmasidir.
Materyal ve Metot: Bu calismada 64 adet disi erigkin, Wistar-Albino cinsi rat
kullanildi. Ratlarin kalvaryalarinda Smm’lik trefin frez ile standart kemik defektleri
acild1. Defektlerin i¢cine defektle ayni boyutta jelatin stinger yerlestirildi. Defekt bolgesi,
16 denekte 0,5 ml serum fizyolojik (SF) ile (Kontrol grubu), 16 denekte 0,5 ml Propolis
ile (Propolis grubu), 16 denekte 0,5 ml iiziim ¢ekirdegi ekstresi ile (Uziim grubu), 16
denekte 0,5 ml Ankaferd kanama durdurucu ile (Ankaferd grubu) irrige edildi.
Ardindan defektler primer olarak kapatildi. Gruplardaki deneklerin yaris1 14. giinde
(Kontrol14, Propolis14, Uziim14, Ankaferd14), diger yaris1 28. giinde sakrifiye edildi
(Kontrol28, Propolis28, Uziim28, Ankaferd28). Rat kalvaryalarindan &rnekler alinarak
histopatolojik olarak incelendi. Propolis, iiziim ¢ekirdegi ekstresi ve Ankaferd’in DPPH
serbest radikali siiplirme aktiviteleri ve toplam fenolik madde miktarlar1 belirlendi.
Bulgular: Histolojik degerlendirme sonucunda primer kemik hacmi Uziim14 ve
Ankaferd14 grubunda Kontroll4 grubundan, Propolis28 grubunda diger tiim
gruplardan; Bag dokusu hacmi Ankaferd14 grubunda Kontrol14 grubundan, Propolis28
grubunda Kontrol28, Uziim28 ve Ankaferd28 gruplarindan; Yeni damar hacmi
Propolis14, Uziiml4 ve Ankaferdl4 gruplarinda Kontroll4 grubundan, Propolis28
grubunda ise Kontrol28, Uziim28 ve Ankaferd28 gruplarindan istatiksel olarak anlamli
derecede yliksek bulunmustur (p<0,05). DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi en
yiiksek bulunanlar sirastyla propolis, iiziim ¢ekirdegi ekstresi ve Ankaferd, toplam
fenolik madde miktar1 en yliksek bulunanlar ise sirasiyla propolis, Ankaferd ve iliziim
cekirdegi ekstresi olarak tespit edilmistir.
Sonuc: Calisma sonucunda {iziim ¢ekirdegi ekstresi ve Ankaferd’in erken donemde (14
giin), propolisin ise ge¢ donemde (28 giin) daha etkili oldugu belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Ankaferd kanama durdurucu; Antioksidan; Kemik iyilesmesi,
Propolis; Uziim ¢ekirdegi ekstresi

Halit FURUNCUOGLU, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Nisan-2016
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ABSTRACT

THE EFFECT OF LOCAL ANTIOXIDANT AGENTS ON BONE HEALING OF
RATS

Aim: The purpose of this study to investigate the effects of propolis, grape seed extract
and Ankaferd blood stopper which are antioxidant products on bone healing of rats.
Material and Method: We used 64 Wistar female rats were randomly divided into 4
groups. Smm in diameter bone defects were created on the calvaria of the rats with
trephine. Gelatine sponge was placed on the defect. Irrigation was performed on the
defect area with 0.5ml SF in Control group, with 0.5ml Propolis in Propolis group, with
0.5ml grape seed extract in Grape group and with 0.5ml Ankaferd blood stoper in
Ankaferd group. Then the defect was closed primarily. Half of the rats were sacrificed
on 14" day (Controll4, Propolisl4, Grapel4, Ankaferdl4), the other half were
sacrificed on 28" day (Control28, Propolis28, Grape28, Ankaferd28). Samples were
collected from the calvaria of the rats and examined histopathologically. DPPH free
radical scavenging activity and total phenolic content of propolis, grape seed extract and
Ankaferd blood stopper were determined.
Results: Primary bone volume of the Grapel4 and Ankaferdl4 groups were
significantly higher compared with the Controll4 group, the Propolis28 group was
significantly higher compared with all other groups (p<0.05). Connective tissue volume
of the Ankaferd14 group was significantly higher compared with the Control14 group,
the Propolis28 group was significantly higher compared with Control28, Grape28 and
Ankaferd28 groups (p<0.05). New vessel volume of the Propolisl4, Grapel4 and
Ankaferd14 groups was significantly higher compared with the Control14 group, the
Propolis28 group was significantly higher compared with Control28, Grape28 and
Ankaferd28 groups (p<0.05). Those with the highest DPPH free radical scavenging
activity were propolis, grape seed extract and Ankaferd, those with the highest total
phenolic content were propolis, Ankaferd and grape seed extract respectively.
Conclusion: We concluded that grape seed extract and Ankaferd are more effective in
early periods (14 days) of healing, while propolis in late periods (28 days) of healing.
Keywords: Ankaferd blood stoper; Antioxidant; Bone healing; Grape seed extract;
Propolis

Halit FURUNCUOGLU, Ph.D. Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, April-2016



SIMGELER VE KISALTMALAR
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: Platelet-derived growth factor
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: Rapid maxillary expansion

: Revolutions per minute

: Serum fizyolojik
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: Transforming growth factor alpha
: Tissue growth factor-beta

: Tumor necrosis factor alpha

: Ultraviolet
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VEGF : Vascular endothelial growth factor

mg : Mikrogram
pl : Mikrolitre
pm : Mikrometre
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1.GIRiS

Agiz, dis ve cene cerrahisinde yumusak doku ve kemik dokusu, g¢aligma
sahasinin temelini olugturmaktadir. Dis ¢ekimi, implant uygulamalari, protetik tedavi
Oncesi sert ve yumusak doku diizenlemeleri, kist ve benzeri olusumlarin, cene
timorlerinin - veya g¢ene kiriklarinin  tedavisi sonrasinda yara iyilesmesinin
komplikasyonsuz ve kisa siirede gerceklesmesi tedavinin basarisinda biiylik bir 6neme

sahip olmaktadir.

Kemik dokusu; rejeneratif kapasitesi yliksek ve tam olarak iyilestiginde orijinal
yap1 ve fonksiyonuna tekrar sahip olabilen bir yapiya sahiptir (Lindhe ve Meyle, 2008).
Ancak bazi durumlarda (6rn. Biiyiik kemik defektleri) kemik iyilesmesi gecikmekte

hatta tam iyilesme olmayabilmektedir (Luginbuehl ve ark., 2004).

Kemik iyilesmesi sirasinda olusabilecek komplikasyonlarin en sik goriildigi
donem iyilesme sathasinin ilk 1-2 haftasidir. Dolayisi ile bu dénem oldukga kritik bir
oneme sahiptir (Kalfas, 2001). Bu kritik donemde uygulanacak tedavi programinin
olusturabilecegi olumlu ya da olumsuz etki, cerrahi islemin basarisint dogrudan

etkileyebilmektedir.

Glinlimiizde yapilan ¢alismalarda kemik iyilesmesinin karmasik bir mekanizma
oldugu, bu mekanizmayr da dogrudan veya dolayli etkileyen pek cok faktoriin

bulundugu kabul edilmektedir (Agren ve ark., 2014; Ding ve ark., 2014).

Kemik iyilesme mekanizmasini etkileyen faktorlerden biri de oksidatif strestir
(Prasad ve ark., 2003). Oksidatif stres, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin dokuda
cogalarak, kendilerini notrleyecek olan antioksidanlardan fazla hale gelmesi sonucu
dokunun hasar gorme riskiyle karsilastigi durum olarak tanimlanmaktadir (Chandra ve
ark., 2015). Oksidatif stresin ortadan kaldirilabilmesi igin serbest radikallerin
antioksidan maddeler tarafindan etkisiz hale getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla
antioksidan maddeler viicudun oksidatif strese karsi zayif kaldigi durumlarda eksojen

olarak kullanilabilmektedir (Durak ve ark., 1996).

Kemik iyilesmesinin biyolojisi ile ilgili son yillarda c¢ok sayida ¢alisma
yapilmis olup, genelde bu caligmalarda kemik iyilesmesinin hizlandirilmasi
amaclanmaktadir (Gao ve ark., 2015; Saito ve ark., 2015; Watanabe ve ark., 2015).

Yapilan caligmalarda, kemik iyilesme problemlerinin ortaya ¢ikmasini engelleyen,



kallus olusumunu, yeniden sekillenmeyi ve mineralizasyonu destekleyen yardimci
tedavi yontemlerinin biyolojik bir destek saglayacagi one siiriilmektedir (Munker ve
Andreeff, 1996; Haenen ve ark., 1997). Bunun sonucu olarak kemik iyilesmesini
desteklemek ya da gelistirmek icin c¢esitli biomateryallerden faydalanilmaktadir
(Carneiro ve ark., 2005).

Yardime1 tedavi yontemleri olarak dogal kaynakli ve antioksidan 6zellige sahip
olan propolis (Sun ve ark., 2000; Gavanji ve Larki, 2015) ve {iziim ¢ekirdegi ekstresi
(Jovanovic ve ark., 1994; Monagas ve ark., 2003) ve Ankaferd kanama durdurucudan
(Goker ve ark.,, 2008; Kosar ve ark.,, 2009; Hasgul ve ark., 2014;
www.ankaferd.com/pdf/ABSAR2008 1.pdf, 2015) faydalanilmaktadar.

Bu calismada lokal olarak uygulanan ve antioksidan ozellige sahip dogal
kaynakli {iriinler olan propolis, iiziim c¢ekirdegi ekstresi ve Ankaferd kanama

durdurucunun ratlardaki kemik iyilesmesi tizerine olan etkileri arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kemigin Tanim ve Bilesenleri

Kemik; mineralize organik matriks ve icerisinde gomiilii olan hiicrelerden
meydana gelmektedir. Metabolik olarak ise kemik; aktif hiicrelerin rijid bir iskelet yap1
iizerine entegre olmus dinamik yapidaki biyolojik bir dokudur (Kalfas, 2001). Kemigin
dis ylizii periosteum, i¢ ylizeyi (medulla) ise endosteum denilen bir zarla doselidir

(Netter ve ark., 1987) (Sekil 1).

O
Endosteum
Periosteum J J/
Endosteum
Periosteum Osteoklast —l— ’
Kemik matriksi

Fibroz tabaka .  Osteosit l

Osteosit

Osteojenik hiicre —1—-

Osteoblast

Periosteum
Kambiyum tabakasi

Sekil 1. Kemigin bilesenleri (http://cnx.org/content/col11496/1.6/, 2015)

2.1.1. Kemik Matriksi

Kemik matriksi organik (%30) ve inorganik bilesenlerden (%70) olusmaktadir.
Inorganik kismui ise baslica hidroksiapatit ve kalsiyum, fosfat gibi tuzlardan meydana
gelmektedir (Hall, 2005). Viicuttaki kalsiyumun % 99’u, fosforun % 85’1, magnezyum
ve sodyumun % 40-60’1 iskelet sisteminde bulunmaktadir. Kalsiyum ve fosfat;
hidroksiapatit kristalleri seklinde olup, kemik kollajenlerinin yaninda amorf madde ile
birlikte i¢ ige organize olmus olarak bulunmaktadirlar. Hidroksiapatit kristallerinin
kemikteki Onemi, osteoid mineralizasyonu sayesinde, kollajenlerle beraber kemik

sertligini ve dayaniklili§ini saglamasidir (Junqueira LC, 2003).

Matriksin organik kismi ise baslica kollajenden meydana gelmektedir ve

organik matriksin yaklagik %95’ini olusturmaktadir (Hall, 2005). Geri kalani ise



hiyaluronik asit ve kondroitin siilfat gibi proteoglikanlardan meydana gelen ve ana
madde olarak adlandirilan homojen bir sividan olusmaktadir (Hall, 2005). Kollajen ayn1
yonde ilerleyen ince lifler halinde bulunmaktadir ve bu 6zellik kemige gerilme direnci
saglarken kesme gerilimi olusmasin1 da engellemektedir. Sivi olan ana maddenin

fonksiyonu ise tam olarak bilinmemektedir (Hall, 2005).

Kollajen dizilimlerine gore mikroskobik olarak iki farkli kemik tipi

tanimlanmaktadir;

. Orgiilii kemik (Woven bone), Kollajen liflerinin rasgele dizilmesiyle
karakterizedir ve mekanik olarak zayif olmaktadir (Sekil 2).

. Tabakali kemik (Lamellar bone), kollajen tabakalar halinde diizenli bir
paralel hizalama halindedir ve mekanik olarak giiclii olmaktadir (Kierszenbaum, 2002)

(Sekil 3).

Sekil 2. Orgiilii kemik (Beniash'dan, 2011)



Sekil 3. Tabakali kemik (Beniash'dan, 2011)

Kollajenin lifli yapist1 kemige gerilme direnci saglarken, hidroksiapatit
kristalleri ise kemigin basing altinda dayanikli olmasini saglamaktadir. Bu 6zellikler

sinerjik etki gostererek kemigin dayanikliligini artirmaktadir (Hall, 2005).

Kemik matriksi dinamik bir yapiya sahip olup, tam bilesimi zamana ve

beslenmeye bagl olarak degisebilmektedir (Junqueira LC, 2003).
2.1.2. Kemik Hiicreleri

Kemikte dort farkli tip hiicre yer almaktadir: Osteoprogenitdr hiicreler,

osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar (Kierszenbaum, 2002).
Osteoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitor kelimesi yunanca kokenli bir sozciiktiir. Osteon: kemik; pro:
once; genesis: soy anlamina gelmektedir. Periosteumun i¢ kenarinda, endosteumda ve
haversian kanallarinda bulunmaktadirlar.  Osteoprogenitor hiicreler mezensim
kokenlidirler. Bu hiicrelerin bir kismi1 osteoblast hiicrelerine farklilagsmakta, bir kismi ise
boliinerek kemik biiylimesinde aktif olarak rol almaktadir. Oksijen konstantrasyonunun
diisiikk oldugu durumlarda ise kondrojenik hiicrelere doniisebilmektedirler. (Gartner ve

Hiatt, 2007)
Osteoblastlar

Osteoblast kelimesi yunanca kokenlidir ve osteon: kemik; blastano: ¢imlenmek
anlamina gelmektedir. Osteoblast; tek ve iri bir niikleusa sahip bir hiicre olup ve kemik
organik matriksini sentezlemektedir (Sekil 4). Kiibik ya da algak prizmatik sekilli
olabilmektedir. Osteoblastlar kollajen (Tip I), osteoid doku, glikoprotein, proteoglikan



ve osteokalsin, osteonektin, osteopontin, osteoprotegerin gibi bazi dnemli proteinleri
salgilamaktadirlar. Ayrica kemik rejenerasyonu icin O6nemli olan, BMP (bone
morphogenic protein), IGF-I, IGF-II, TGF-B, IL-1, PDGF gibi sinyal proteinlerini
salgilamaktadirlar. Kemik yapimi durmaya basladiginda bazi osteoblastlar kendi
olusturduklart matriks i¢inde kalarak osteositlere, bazilar ise periosteum ve endosteum

ortiicii yiizey hiicrelerine doniismektedir (Kierszenbaum, 2002; Junqueira LC, 2003).
Osteositler

Osteosit olgunlagmis kemikte en sik rastlanan hiicredir ve yildiz sekillidirler
(Sekil 4). Ortalama yar1 6mrii 25 yildir. Osteositler bolinmemektedirler. Osteositlerin
bir kism1 osteoprogenitdr hiicrelerden bir kismi ise osteoblastlardan derive olmaktadir.
(Tate ve ark., 2004). Kemik matriksi igindeki lakiin olarak isimlendirilen kiigiik
bosluklara yerlesmis halde bulunmaktadir. Osteositlerin diger osteositlerle ag
olusturmalarim1 saglayan sitoplazmik uzantilari bulunmaktadir. Lakiinlerde bulunan
kanalikiiller vasitasiyla diger lakiinlere ve kan damarlarina baglanmaktadirlar. Lokal
cevre faktorlerinden etkilenmektedirler ve bunun sonucunda siklik adenosin monofosfat
(cAMP), osteokalsin ve IGF faktorlerini salgilamaktadirlar. Bu faktorler oOnciil
osteoblastlarin sayisinin artmasini ve kemikte kemik apozisyonu ve remodelingin
baglamasin1 saglamaktadir. Osteositlerin diger gorevi ise ekstraselliiler kalsiyum ve
fosfor konsantrasyonun diizenlenmesinde aktif rol almalaridir (Kierszenbaum, 2002;

Junqueira LC, 2003).



Kemik matriksi

Osteositler

Sekil 4. Osteoblastlar ve osteositler (Dallas ve ark., 2013'den uyarlanmistir)
Osteoklastlar

Osteoklast kelimesi yunanca kdkenli olup osteon: kemik; klast: par¢alanmis
anlamina gelmektedir. Osteoklastlar kemik dokusunu rezorbe eden hiicrelerdir. Bu
fonksiyon kemiklerdeki tamir ve yeniden sekillenme i¢in ¢ok dnemlidir. Bu hiicreler;
kemikte organik ve inorganik matriksi ve kalsifiye kartilaji rezorbe etmektedir. Bunun
icin kollajenaz ile diger proteolitik enzimlerleri salgilamaktadir. Bu islem sonunda
ortaya cikan eroziv alanlara “Howship Lakiinalar1” denmektedir. Osteoklastlar, kemik
iligindeki graniilositik makrofaj oOnciilerinden koken alan monositlerin fiizyonuyla
olusmaktadir ve 4-40 cekirdekli olabilmektedir. IL-1,IL-3,IL-6 ve IL-11, TNF-a ve
TGF-a’nin  osteoklast olusumunda etkisi oldugu disiiniilmektedir. Osteoklastlar
hormonlara karst da ¢ok duyarlidirlar. Parathormon, kalsitonin ve osteoblast stimule
edici faktor baglayan reseptorleri bulunmaktadir. Remodelling i¢in kemik yapimi gibi

kemik yikimi da ¢ok onemlidir. Bu yiizden remodelling osteoklastlar ve osteoblastlarin



koordineli bir sekilde calismasi sonucu gergeklesebilmektedir (Kierszenbaum, 2002;

Junqueira LC, 2003)
2.1.3. Kemik Zarlari
Periosteum

Periosteum; kemigin dis ylizeyini Orten, yiiksek vaskiilarite ve rejeneratif
potansiyele sahip, hiicresel olarak zengin bir bag dokusudur (Singh ve Kiran, 2015).
Periostun ¢ift katmanl yapisini ilk olarak Blaisdell 1925 yilinda yayinladigi makalede
aciklamaktadir ve i¢ kisimdaki katmanin osteoblast benzeri hiicrelerden olustugunu
bildirmektedir (Lin ve ark., 2014). Periostun fibr6z tabaka olarak isimlendirilen dis
katmani ise sinir ve mikrovaskiiler ag ile birlikte fibroblastlar, kollajen ve elastinden
olusmaktadir (Allen ve ark., 2004). Bu bilesenler periosta mekanik stabilite

saglamaktadir.

Ic kisimdaki kambiyum katmanmin yiiksek oranda hiicre igerdigi ve bu
hiicrelerin kemik yapimi ve tamirinden sorumlu oldugu bildirilmektedir (Allen ve ark.,
2004). Bu katmanda oOzellikle eriskin mezenkimal iskelet progenitor hiicreler,
osteoblastlar, daha kii¢ilk ve daha izodiyametrik fibroblastlar ve sempatik sinirler
bulunmaktadir (Allen ve ark., 2004). Bu 0&zellikler periosta rejeneratif kapasite
kazandirmaktadir. Kemik yaslandikca osteoblast sayisinin azalmasma bagli olarak
kambiyum katmaninda belirgin bir atrofi ve incelme goriilmektedir (Allen ve ark.,
2004). Periost Tlzerinde yiiksek vaskiilariteye sahip olmasindan dolayi, birgok
endotelyal perisit bulunmaktadir (Diaz-Flores ve ark., 1992). Perisitler kapiller
endotelyal hiicreler ile fiziksel temasta bulunan hiicrelerdir. Ozel kiiltiir kosullar1 altinda
bu hiicreler osteoblastlar gibi bir¢gok hiicre tipine diferansiye olabildikleri
bildirilmektedir (Reilly ve ark., 1998). Bu nedenle perisitler periosttaki osteoprogenitor
hiicre deposu olarak degerlendirilebilmektedir (Diaz-Flores ve ark., 1992) (Sekil 5).



Sekil 5. Periostun katmanlarmin histolojik goriintiisii (Frey ve ark., 2013' den uyarlanmistir)

Endosteum

Kemik 1iligi boslugunu c¢evreleyen ince bir bag dokusu tabakasidir.
Periosteumdan daha incedir ve tek tabaka osteojenik hiicre icermektedir. Bu tabakanin
kemik doku yaninda, hemopoetik hiicreleri yapabilme o6zelligi bulunmaktadir

(Kierszenbaum, 2002; Junqueira LC, 2003).
2.2. Kemik Iyilesmesi

Kemik iyilesmesi belli asamalari olan dinamik bir olaydir. Bircok kemik
defekti kendi kendine iyilesebilmektedir. Kendi kendine iyilesemeyecek kadar biiyiik
olan kemik defektleri kritik boyutlu kemik defekti olarak tanimlanir (Hollinger ve
Kleinschmidt, 1990). Kemik iyilesme kalitesi degisik materyallerin uygulanmasiyla
gelistirilebilmektedir. Bu amacla kullanilan birgok materyal bulunmakta ve bunlarin
onemli bir kismi da dogal iiriin olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu dogal iiriinler
mineraller ya da degisik bitkilerden ve hayvanlardan elde edilmis olabilmektedir

(Lindblad, 2008).

Kemik iyilesmesi 3 sathada gerceklesmektedir: (Bigham-Sadegh ve Oryan,

2015)
. Erken enflamatuar dénem
. Tamir donemi
. Yeniden sekillenme donemi

Enflamatuar donemin ilk birka¢ saat/giiniinde; oOncelikle kirik bdolgesinde
hematom olusmaktadir. Enflamatuar hiicreler (makrofajlar, monositler, lenfositler ve

polimorfoniiklear hiicreler) ve fibroblastlar prostaglandin araciligiyla kemige infiltre



olmaktadir. Bunun sonucu graniilasyon dokusu olugmakta ve vaskiiler doku biiylimesi
ve mezenkimal hiicre gogii goriilmektedir. Bu donemde baglica besin ve oksijen
kaynagi, hasar sonucu agiga cikan kanselloz kemik ve kaslari olmaktadir. Bu ilk 1
haftalik donemde antiinflamatuar ya da sitotoksik ila¢ kullanimi inflamatuar cevabi

geciktirebilmekte ve kemik iyilesmesini inhibe edebilmektedir. (Kalfas, 2001).

Tamir doneminde; fibroblastlar vaskiiler biiylimeye yardimci olacak stromay1
olusturmaya baslamaktadirlar. Bu donemde nikotin varligi kapiller biiyiimeyi inhibe
edebilmektedir (Rubenstein ve ark., 1991; Daftari ve ark., 1994; Riebel ve ark., 1995;
Silcox ve ark., 1995). Yapilan aragtirmalar sigara bagimlilarinda birlesme oraninda
anlamli derecede bir azalma meydana geldigini bildirmektedir (Brown ve ark., 1986;

Blumenthal ve ark., 1988; Bishop ve ark., 1996).

Vaskiiler biiyiime gerceklesitken bir yandan da kollajen matriks
sentezlenmektedir. Osteoid salgilanmakta ve mineralize olmaktadir, bdylece tamir
bolgesinde yumusak kallus olusmus olur. Daha sonra bu kallus kemiklesir ve
segmentler arasinda orgiilii kemik (woven bone) kopriisii olugsmaktadir. (Schindeler ve

ark., 2008)

Yeniden sekillenme doneminde; kemik orijinal sekil, yapt ve mekanik

dayanikliligini geri kazanmaktadir. Bu donem yavasca ilerlemekte ve aylar-yillart

bulabilmektedir.

Kemik iyilesmesinin en kritik donemi ilk 1-2 haftadir. Bu siire zarfinda
kemigin iyilesme potansiyeli ¢esitli biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel, hormonal ve
patolojik mekanizmalardan etkilenebilmektedir (Kalfas, 2001). Sigara kullanimi,
malnutrisyon, diyabet gibi sistemik etkenler kemik iyilesmesini olumsuz etkilemektedir.
Steroid kullanimi, sitotoksik ajanlar ve non-steroidal antiinflamatuar ilaglar 6zellikle ilk
hafta iyilesme iizerine zararli etkiler gdstermektedir. Ilk 2-3 hafta iginde iyilesme
bolgesinin radyasyona maruz kalmasi hiicre proliferasyonunu inhibe edebilmektedir ve
akut vaskiilit gelismesini tetikleyerek kemik iyilesmesi i¢in tehlike olusturmaktadir
(Kalfas, 2001). Kemik iyilesme mekanizmasini etkileyen faktorlerden biri de oksidatif
strestir (Prasad ve ark., 2003). Oksidatif stres, serbest radikal olarak adlandirilan reaktif

oksijen ve nitrojen tilirlerinin, dokuda c¢ogalarak kendilerini nétrleyecek olan
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antioksidanlardan fazla hale gelmesiyle dokunun hasar gérme riskiyle karsilagtig

durumdur (Chandra ve ark., 2015).
2.3. Serbest Radikaller

Insan viicudunda {iretilen reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri serbest radikaller
olarak adlandirilmaktadir (Lobo ve ark., 2010). Serbest radikaller eslenmemis bir
elektrona sahip olduklarindan dolay1 oldukca reaktiftirler(Sekil 6). Reaktif olmalari
sebebiyle domino etkisi yaratacak sekilde diger yapilarla etkilesime girerek zincir
reaksiyonlar baslatabilmektedir (Sekil 7). Serbest radikallerin baslica tehlikeli oldugu
durum; DNA ya da hiicre membrani gibi 6énemli hiicre komponentleriyle reaksiyona
girdiginde meydana gelebilecek hasarlardir. Boyle bir durumda hiicre islev yapamaz

hale gelebilmektedir (Hekimi ve ark., 2011).

~—= (] elektron

p

__C

. —w Serbest radikal
)]

Sekil 6. Serbest radikal olusumu (Pai ve ark., 2014a'dan uyarlanmistir)
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a) Oy +e — -0y

b) 2H++ -0, + -0, — H,0, + 0,

C)HQOQ_’HO‘ ++ OH

Sekil 7: a) Molekiiler oksijenden bir elektron kopmasiyla siiperoksit radikaline doniismesi,
b)Siiperoksitten hidrojen peroksit olusmasi, c)Hidrojen peroksitten hidroksil radikali olugsmasi

(Turrens'den, 2003)

2.3.1. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikalleri olusturan mekanizmalar; endojen sistemler ya da eksojen
uyaranlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Viicudumuzun degisik fizikokimyasal ya da
patolojik etkenlere maruz kalmasi sonucu serbest radikal meydana gelmesi eksojen
mekanizmalar olarak adlandirilirken, endojen sistemler; fagositik hiicreler, oksidan
enzimler vb. sebeplerden dolay1 serbest radikal meydana gelmesi endojen sistemler

olarak agiklanabilmektedir (Lobo ve ark., 2010)(Sekil 8).

Serbest radikaller viicut igerisinde normal fizyolojik islemler sirasinda
meydana gelebildigi gibi cerrahi islemler sonrasinda fagositik hiicrelerin cerrahi yara
bolgesine niifuz etmesiyle de meydana gelebilmektedir. Fagositoz islemi sirasinda
fagositlerin mikrobisidal aktivitesini artirmak amaciyla fagosit oksidaz enzimi
salinmaktadir. Bu enzim molekiiler oksijeni siiperoksid anyon, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri gibi toksik etki gosteren serbest radikallere indirgemektedir. Olusan
bu serbest radikaller fagosite edilmis mikroorganizmalara kars1 mikrobisidal aktiviteyi
artirmaktadir  (Kiligturgay, 2003). Daha sonra ortamdaki serbest radikaller
antioksidanlar tarafindan inaktive edilmektedir. Ancak bazen bu olay kontrol digina
cikmakta ve inaktive edilebilecek olandan daha fazla serbest radikal iiretilmesi sonucu
ortamda serbest radikaller c¢ogalabilmektedir ve oksidatif stresin artmasina neden

olabilmektedir (Goddio, 1989).
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Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

;il:l::q:c.ondnyal elektron transport ilag oksidasyonlari
v i — (Or.Parasetamol, CCl,)

Kloroplast elektron transport zinciri
| Oksidan enzimler;

» Ksantin oksidaz

iyonize radyasyon

» indolamin dioksijenaz Giines 15131
» Triptofan dioksijenez

» Galaktoz oksidaz X- 1sinlan
» Siklooksijenaz

» Lipooksijenaz UV-ismnlan

» Mono aminooksidaz
Fagositik hiicreler; Is1 soku
» Notrofiller

. ) . Glutatyonu okside eden
» Monosit ve makrofajlar

’ ) maddeler
» Eozinofiller ,
» Endotelyal hiicreler Ortam havasi
»  Sigara dumani
Otooksidasyon reaksivonlari » Ozon
( Fe+-, epinefrin) »  Kiikiirtdioksit
»  Egzos gazlan

Sekil 8. Hiicredeki serbest oksijen radikali kaynaklari (Tekkes'den, 2006)

2.3.2. Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

Serbest radikaller diisiik-orta konsantrasyonlarda hiicresel cevap ve immun
sistem i¢in faydali etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Valko ve ark., 2007). Serbest
radikallerin fazlaligt ve antioksidan korunma veya onarim mekanizmalarinin
yetersizligi, oksidatif strese neden olmaktadir (Sekil 9). Iyonize radyasyon, dis kaynakli
stresler, UV 1ginlari, 1s1, kemoterapdtik ajanlar, kimyasal karsinojenler ve timor
baslaticilar1, niikleik asitlerle, proteinlerle ve membran fosfolipitleri ile reaksiyona
girerek radikallerin aracilik ettigi oksidatif hasar1 kolaylastirmaktadirlar (Hekimi ve

ark., 2011).
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Antioksidanlar OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller

/

Oksidatif hasar Enflamasvon

1
/

Lipitler Proteinler Niikleik asitler

Doku hasan

Sekil 9. Oksidatif stresin olusum mekanizmasi (Kelly, 2003'den uyarlanmistir)

Pek ¢ok hastaligin etyolojisinde serbest radikallerin etkili olduguna dair
ipuglar elde edilmistir (Yen ve ark., 1997). Bu hastaliklar arasinda ateroskleroz (damar
sertlesmesi), koroner kalp rahatsizliklari, hipertansiyon (Bahorun ve ark., 2006), astim,
koah (Caramori ve Papi, 2004), Alzheimer (Christen, 2000), akciger kanseri ve diger
timorler (Valko ve ark., 2004), romatizmal hastaliklar (Mahajan ve Tandon, 2004),
renal hastaliklar (Galle, 2001), goéz hastaliklar1 (Santosa ve Jones, 2005), diabet ve
diabet komplikasyonlarinin gelisimi (Maritim ve ark., 2003), AIDS (Zhang ve ark.,
1997) gibi bir¢ok patolojik durum bulunmaktadir.

Kimyasal ve yapisal olarak zararli maddelere mesleki maruziyet (pestisitler,
zehirli kimyasal atiklar, sigara dumani, egzoz benzin, kentsel hava kirleticileri ozon ve
radyasyon, ve fiziksel stres gibi) insan hayati lizerinde benzer etki yapmaktadir. Bu
zararli maddeler viicutta asir1 miktarda serbest radikal olusmasina neden olmaktadir.
Viicuttaki serbest radikallerin fazlaligi; lipidler, proteinler ve DNA'min oksidatif
bozulmasi, prokarsinojenlerin aktivasyonu, hiicresel ve antioksidan savunma
sistemlerinin engellenmesi, stilthidrilleri tilkenmesi, degismis kalsiyum homeostazi, gen
ekspresyonunda degisiklikler ve anormal proteinlerin endiiksiyonu gibi olumsuz
sonuclara sebep olabilmektedir. (Ames ve Krovoza, 1992; Kehrer, 1993; Stohs ve
Bagchi, 1995).

Uygun antioksidan miidahalesi, radikal toksisitesini azaltarak veya inhibe
ederek, kronik hastaliklarin ve yaslanmanin semptomlarini geciktirecek ya da
hafifletecek sekilde koruyucu etki gdstermektedir. Bu amacgla antioksidan vitamin ve

ilaglarin  kullammi giindeme gelmektedir. Insanlarda farmakolojik ajan olarak
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antioksidanlarin kullanimi ile ilgili deneyimler sinirli olmasina ragmen, deneysel veriler
serbest radikalleri yok eden veya azaltan antioksidanlarin kullaniminin, yasam siiresini

uzatabilecegi ihtimalini gostermektedir (Akkus, 1995).
2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar; saglikli hiicrelerin oksidasyona ugramasmi engelleyen
molekiillerdir (Sies, 1997). Bu maddeler aktif serbest radikaller ile reaksiyona girerek,
radikal fonksiyonunun antioksidana transferini saglamaktadir. Bunun sonucunda serbest
radikaller inaktive edilmis olmaktadir (Sekil 10). Bu nedenle antioksidanlarin ortamdaki
miktari, serbest radikallerin meydana getirecegi doku hasarmin Oniine gecilmesinde

oldukca dnemli olmaktadir (Akkus, 1995).

-8 Serbest radikal

--#

Antioksidan .

o

Sekil 10. Antioksidandan serbest radikale elektron transferiyle serbest radikalin inaktive edilmesi (Pai ve

ark., 2014b'den uyarlanmistir)
2.4.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar1 bir¢ok kategoride siniflandirmak miimkiindiir: Yapilarina gore,
enzimatik ve nonenzimatik; Coziintirliiklerine gore, suda ¢oOziinenler ve yagda
coziinenler; Yerlesimlerine gore, intraselliiler (hiicre i¢i) ve ekstraselliiler (hiicre dis1)
gibi bir¢ok kategoride siniflandirmak miimkiindiir. Ayrica antioksidanlar1 kaynaklarina
gore siniflandirdigimizda; Endojen kaynakli ve Eksojen kaynakli antioksidanlar olarak

ikiye ayirmak miimkiin olmaktadir (Valko ve ark., 2007).
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Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidan viicutta iiretilip stirekli hazir bulunan antioksidanlardir.
Endojen antioksidanlar enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olmak {iizere ikiye ayrilir (Pham-Huy ve ark., 2008).

Endojen antioksidan sistemin enzimatik kismini baslica siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimler olusturmaktadir

(Willcox ve ark., 2004).

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar ise lipoid asit, glutatyon, L-arginin,
koenzim Q10, melatonin, {irik asit, bilirubin, metal selatlayic1 protein, transferrin vb.

olarak bildirilmektedir (Droge, 2002).
Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar viicutta tiretilmeyip viicuda disaridan alinan vitaminler,

ilaglar ve gida antioksidanlar1 olarak bildirilmektedir (Pham-Huy ve ark., 2008).

Bu gruptaki antioksidanlar sentetik ve dogal antioksidanlar olmak iizere iki

temel grupta incelenebilmektedir.
Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar 6zellikle yiyeceklerin raf omriinii uzatmak amaciyla
iretilen antioksidanlardir. Ayrica kizartma yaglarinda kullanilacak antioksidanlarin
kaynama derecesinde etkilerinin ortadan kalkmamasi i¢in dayanikli antioksidanlar
iiretilmistir. Kimyasal prosesler sonucu iiretilen sentetik antioksidanlarin baglicalari;
Biitillenmis Hidroksianisol (Sheela ve ark., 2006), Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT) ve
tert-Biitil Hidrokinon (TBHQ) ve Gallatlar’dir (Marmesat ve ark., 2010).

Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar hemen hemen tiim bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde,
mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hatta hayvansal dokularda dahi bulunmakta olup
cogunlukla polifenolik yapidaki maddeler olarak tanimlanmaktadir. Bu antioksidanlarin
en Onemlileri; tokoferoller, sesamol, sesamolin, karnosik asit, rosmarinik asit,

polifenoller, flavonoidler, karotenoidler ve askorbik asittir (Pokorny ve ark., 2001).
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Serbest radikal tiretimi endojen antioksidan sistemin kapasitesinden daha fazla
olursa ikincil defans mekanizmasi olan eksojen antioksidanlar devreye girmektedir.
Vitamin C ve E gibi antioksidan vitaminler serbest radikallere kars1 etki gdstermekte ve

serbest radikalleri etkisiz hale getirmektedirler (Halliwell, 1994).

Meyve ve sebzelerde basta polifenoller ve flavonoidler olmak tizere bir dizi
antioksidan bilesikler bulunmaktadir (Potter, 1997). Ornegin siyah iiziim (vitis vinifera)
(Bagchi ve ark., 2000; Monagas ve ark., 2003) ve arilarin kovan i¢i temizliginde
kullandig1 propolis zengin bir flavonoid igerigine sahiptir (Vennat ve ark., 1995).
Flavonoidlerin; antioksidan, antibakteriyel, antiviral, anti-inflamatuar, antimutajen ve
anti-timor aktivitesi, ayrica bazi enzimlerin aktive ve inaktive edilmesi gibi bir¢ok

fizyolojik 6zellige sahip oldugu bildirilmektedir (Rice-Evans ve Packer, 1998).
2.4.2. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi
Antioksidan ajanlar serbest radikallere kars1 dort yolla etki gostermektedir.
Bunlar;

. Stiptiriicti/Temizleyici etki gosterenler: Yeni serbest radikal olusumunu
engellemekte ve mevcut serbest radikalin etkisini azaltmaktadirlar. Ornek; glutatyon
peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD),

. Giderici etki gosterenler: Serbest radikallerle etkilesime girip, onlara bir
hidrojen aktararak notralize eden ve inaktif hale getiren bilesiklerdir. Ornek; vitaminler,
flavonoidler, ve antosiyanidinler.

. Zincir Kiricr etki gosterenler: Zincirleme reaksiyonlart durdurarak
oksidan etkiyi engellemektedirler. Ornek; bazi vitaminler, {irik asit, bilirubin ve
albumin.

. Tamir Edici etki gosterenler: Serbest radikallerin yaptigi hasari tamir
ederek etki gostermektedirler. Ornek; DNA tamir enzimleri, metionin siilfoksit rediiktaz

(Willcox ve ark., 2004).
2.4.3. Antioksidanlarin Terapotik Etkisi

Son yillarda yapilan caligmalarda antioksidan terapinin osteoklastik aktiviteyi
inhibe edici, osteoblastik aktiviteyi ise uyarici etkiye sahip oldugunu bildirmektedir

(Uysal ve ark., 2009; Kara ve ark., 2012; Ozdemir ve ark., 2012). Antioksidanlar timor
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hiicrelerine tiim asamalarda inhibitor etkisi yaparken saglikli hiicreleri de oksidatif
strese karsi korumaktadir (Halliwell ve ark., 1992). Bu kemoprotektif bilesenler
asagidaki mekanizmayla oksidatif stres ve kimyasal kaynakli karsinogenezisi inhibe

etmektedir (Hocman, 1989);

. Toksinlerin ~ ve  karsinojenlerin  {retilmemesi i¢in  metabolik
fonksiyonlarin modiilasyonu.
. Detoksifikasyonu yollarinin gelistirilmesi.

. Biyolojik makromolekiillerin nihai kanserojen ile etkilesimini 6nlenmesi.
2.5. Calismamizda Kullanilan Antioksidan Materyaller
2.5.1. Propolis

Propolis kelimesi eski yunan dilinde pro (6n, giris) ve polis (sehir) anlamina

gelmektedir (https://tr.wikipedia.org/wiki/Polis_(%C5%9Fehir, 2015).

Propolis arilarin bitki ve agaglardan topladig1 oziitler ile iirettigi re¢inemsi bir
karisimdir. Icerisinde polenler, cesitli yaglar ve mumsu maddeler bulunmaktadir. Rengi

koyu saridan kahverengiye kadar degisebilmektedir (Crane, 1991) (Sekil 11).

Sekil 11. Ham propolis

18



Arilar I¢in Propolisin Onemi

Propolis arilar tarafindan ¢ok farkli amaglarla kullanilmaktadir. Propolisin asil
rolii arilar1 hastaliklara kars1 korumaktir. Kovan sicak (34°C), nemli (%40-65) ve kapali
bir {inite olup, mikroorganizmalarin {ireyebilmesi i¢cin miitkemmel bir ortam olmaktadir.
Propolis nedeniyle kovan bakteri ve fungustan korunurken, geng larvalar da hastaliktan
korunmaktadir. Arilar, kralice ar1 yumurtalarini birakmadan once petek gozlerini ve
kovanin i¢ duvarini propolis ile astarlayarak o bolgenin bakterilerden arimmmasin
saglamaktadir. Ayrica; kovan i¢inde 6lmiis ve kovan disina ¢ikarilamayan (fare, bocek
vb.) zararli etkenleri propolisin koruyucu astari ile kaplayarak mumyalamaktadirlar. Bu
astar zararlinin bozulmasi ile ortaya ¢ikacak bakteriyal ya da viral enfeksiyonlara karsi
koloniyi korumaktadir (Marcucci, 1995; Gengay ve Sorkun, 2002). Kovan i¢inde gorev
yapan arilar koloniyi enfeksiyonlara kars1 korumak amaciyla disaridan gelen isci arilari

propolis ile fir¢alayarak temizledikten sonra kovana almaktadir (Kumova, 2002).

Propolisin ikinci rolii; kovanin giiglendirilmesini saglamaktir. Arilar propolisle
kovanin disa agilan bolgelerindeki bosluklari doldurmakta, catlaklari kapatmakta ve
kovani1 korunakli bir hale getirmektedir (Hepsen ve ark., 1996; Gengay ve Sorkun,
2002).

Propolisin I¢erigi

Propolisin igerigi kovandan kovana, bolgeden bolgeye, mevsimden mevsime
gore degismektedir (Toreti ve ark., 2013). Igeriginde temel olarak regineler (% 50),
balmumu (% 30), esansiyel yaglar (% 10), ve polen (% 5) bulunmaktadir. Propolis
biyokimyasal olarak da zengin bir icerige sahiptir. Igerisinde polifenoller, flavonoidler,
fenolik asitler ve bunlarin esterleri, fenolik aldehit ve ketonlar, terpenler, steroller,
vitaminler, amino asitler gibi 300’den fazla bilesik oldugu bildirilmektedir (Khalil,
2006; Trusheva ve ark., 2007; Kumar ve ark., 2009). Propolisin igerigi toplandigi
bolgenin florasina gore degistiginden dolay1 farkli cografi bolge ve floraya sahip

bolgelerden toplanan propolisin biyokimyasal etkileri de degisebilmektedir (Markham
ve ark., 1996; Park ve ark., 2002; Mohammadzadeh ve ark., 2007).

Propolis’in Kimyasal Ozellikleri

Propolis flavonoidler ve ¢esitli fenolik bilesikler gibi ¢cok dnemli farmakolojik

aktif bilesenler ihtiva etmektedir (Vennat ve ark., 1995) (Sekil 12). Bu bilesenler
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sayesinde serbest radikal siipiiriicii etki gostererek lipitler ve onemli diger yapilari

oksidatif hasardan korumaktadirlar (Willcox ve ark., 2004).

Bilesikler Tammlanan
Bilesik Sayisi
(ad)
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik Asit ve Tiirevleri 12
Asitler 8
Esterler
Benzaldehit Tiirevleri 2
Sinamil ve Sinamik Asit ile 14
tiirevleri
Alkoller, Ketonlar, Fenoller 8
Heteroaromatik Bilesikler 12
Terpen ve Sekuterpen ve 7
Tiirevler
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve  Triterpen 11
Hidrokarbonlar
Steroller ve Steroid 6
Hidrokarbonlar
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24

Sekil 12. Propoliste belirlenen bilesik gruplart ve sayilari (Kumova'dan, 2002)

Propolisin i¢erdigi mineral maddeler: Mangan, ¢inko, barit, titan, bakir, kursun,
nikel, kobalt, wanadyum, krom, kalay (0-110,60 mg/100g), kalsiyum, fosfor, potasyum,
kiikiirt, sodyum, klor, demir, magnezyum, molibden, aliiminyum, silisyum, civa, selen,

sirkonyum, flor, antimon olarak siralanabilmektedir (Shkenderov ve Ivanov, 1983).

Propolis; serin, glikol, aspargin ve glutamik asitleri, alanin, triptofan,
fenilalanin, levsin, sistin, lizin, histidin, arginin, prolin, trionin olmak tizere 8—17 kadar
aminosit ihtiva etmektedir. Vahonina 1976 yilinda yaptigi bir calismada arilarin
propolisi bitkilerden toplarken tiikiiriik bezlerinden salgilanan maddelerin propolise

karistigina isaret etmistir. Karigsan bu maddeler ise bazit doymamis yag asitleri ve 10
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hidroksi-2 dekonoik oldugunu bildirmistir. Bu maddeler arilarin mandibular bezlerinden
salgilanmakta ve ar1 siitiiniin temel yapitasin1 olusturmaktadir. Bu maddelerin

propolisteki miktar1 ise %7,2 dir (Ozan, 2006).
Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis sari-kahverengi renge sahip re¢inemsi bir maddedir. Kendine 6zgii bir
kokusu bulunmaktadir. Oda sicakliginda gevreklesirken, 65,5°C’de yumusak bir hal
almaktadir (Jong-Sung ve Kun-Suk, 1997). Derin dondurucuya konuldugunda hemen
katilagsmaktadir (Ghisalberti, 1979; Schmidt ve Buchmann, 1992; Houghton, 1998;
Woisky ve Salatino, 1998; Kumova, 2002). Propolis suda ¢ok az c¢oziinmektedir,
genellikle alkolde (etanol, metanol) ve c¢ok az miktarda da hidrokarbonlarda

coziinmektedir. Eter ya da kloroformda ise tamamen ¢oziinmektedir (Schmidt, 1996).
Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolisin i¢eriginde bulunan flavonoidler sayesinde propolisin antibakteriyel
(Kujumgiev ve ark., 1999; Koo ve ark., 2000; Popova ve ark., 2005), antiviral (Amoros
ve ark., 1994), antifungal (Ota ve ark., 2001), antienflamatuar (Wang ve ark., 1993;
Sosa ve ark., 1997), antihepatotoksik (Banskota ve ark., 2001), antikanser (Matsuno,
1995; El-khawaga ve ark., 2003), antioksidan (Basnet ve ark., 1997), antiiilser
(Kiderman ve ark., 2001), immiinostimiilasyon (Bratter ve ark., 1999) ve lokal anestezik

(Ozan, 2006) etkileri bulunmaktadur.

Propolisin insanlar tarafindan farmasétik amaglarla kullanimi MO 300 yillarina
kadar uzanmaktadir (Lustosa ve ark., 2008) ve halen de alternatif tipta kullanilmasina

devam edilmektedir (Gavanji ve Larki, 2015).

Propolisin antibakteriyel etkisi bulunmaktadir. Anaerob bakterilere karsi
etkilidir. Propolis herpetik erozyonlarin tedavisinde topikal olarak uygulanabilir
(Baumann, 2007). Propolis erozyon ya da yaralarin re-epitelizasyonunu artirmak ve
enfeksiyona karsi yaray1 korumak amaciyla topikal olarak kullanilabilir. Claus ve ark.
(Claus ve ark., 2000) yaptiklar1 ¢aligmada serum lipoproteinlerini oksidasyondan
korudugunu bildirilmektedir. Propolis kan glukoz ve lipid metabolizmasim
ayarlayabilmekte ve lipid peroksidasyonunun azalmasma yol agmaktadir (Fuliang ve

ark., 2005; Khalil, 2006).
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Propolis son zamanlarda popiilaritesini artirmaktadir. Hem daha saglikli olmak
icin hem de kalp hastaligi, diabet, enflamasyon ve kanseri dnlemek i¢in yiyecek ve
iceceklerde siklikla kullanilmaya baslanmistir (Mishima ve ark., 2005). Ayrica;
dermatolojik iiriinlerde yara iyilesmesi, doku rejenerasyonunun artirilmasi gibi
amagclarla propolisten faydalanilmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 propolis farmasoétik ve
kozmetik iriinlerde de yer almaktadir (Mohammadzadeh ve ark., 2007). Propolisin
bilinen bir dezavantaj1 ise ar1 lriinlerine kars1 alerjisi olan bireylerde kullanilmasinin
riskli olabilmesidir. Nadiren kasinti ve kizariklik goriilebilmektedir (Reddy ve ark.,
2011).

Propolisin Doku Iyilesmesine Olan Etkisi

Pereira ve ark. (2012) tarafindan ratlar {izerinde yapilan ¢aligmada propolis
icerikli (%10) olan alveolex’in kemik defekti tamirini stimiile ettigi ancak kontrol
grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadigi bildirmektedir. McLennan ve
ark. (2008) diyabetli ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada ise propolisin yumusak doku yara

iyilesmesini hizlandirabildigini bildirmektedirler.

Propolis ucuz ve toksisitesi olmayan bir ajan olarak piiriilan ya da piiriilan
olmayan ciddi yaralarin tedavisinde efektif olarak kullanilmaktadir (De Castro, 2001).
Propolisin doku rejenerasyonu ile iligkili olan ana komponentleri; yag asitleri, terpenik
bilesikler, B-steroidler, flavonoidler, vitamin ve mineral tuzlari olarak bildirilmektedir

(Burdock, 1998; De Castro, 2001).
Propolis Oziitiiniin Elde Edilme Yéntemleri

Yakin zamana kadar propolis ¢aligsmalarinda ¢oziicli olarak genellikle etanol
kullanilmaktaydi. Yapilan testlerde propolis i¢in kullanilan ¢oziiciilerin (¢ogunlukla
etanol) belirgin bir inhibitor etki etki gosterebildigi bildirilmistir (Netikova ve ark.,
2013). DMSO’nun propolis ¢oziiciisii olarak kullanilmasiyla ilgili ¢aligmalar 2005
yilina uzanmaktadir (Netikova ve ark., 2013). Walgrave ve ark. (2005) yaptiklari
calismada propolis ¢oziiclisii olarak DMSO’nun etanol yerine tercih edilmesi
gerektigini savunmus ve dermatit tedavisinde etanoliin cilt tahrisi, yag tabakasiin yok
olmasi, cilt kurulugu ve catlaklara neden olduguna dikkat ¢ekmistir. Bu nedenle

giiniimiizde propolis ekstresi igin DMSO kullanilmaya baslanmastir.
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2.5.2. Uziim Cekirdegi Ekstresi

Uziim ¢ekirdegi ekstresi, siyah {iiziim c¢ekirdeklerinden elde edilen bir
antioksidan olup, bir tiir flavonoddir (Monagas ve ark., 2003)(Sekil 13). Uziim,
kullanim alaninin fazla olmasi, toprak ve iklim agisindan fazla segici olmamasi, ¢ok
yillik olmasi ve c¢ogalma yoOntemlerinin kolay olmasi gibi nedenlerle diinyada
yetistiriciligi en yaygin yapilan bitkilerden biridir. Diinya {iziim iiretiminde %24 ile

Italya ilk sirada, Tiirkiye ise %12 ile 5. sirada yer almaktadir.(Payan, 2007).

Sekil 13. Siyah iiziim (https://en.wikipedia.org/wiki/Vitis_vinifera, 2015)

IIk olarak, 1936 yilinda limon kabuklarindan elde edilen flavonoidli bir
preparatin P vitamini aktivitesi gostermesi, kilcal damar gecirgenligi ve kirillganliginm
azaltmada kullanilmasi flavonoidlere 6nem verilmesini saglamistir. Bdylece,
flavonoidlere olan ilgi 1940’11 yillardan itibaren artmaya baslamistir. Gergeklestirilen
genis capli aragtirmalara gdre flavonoidlerin ¢ok yonlii farmakolojik ve biyokimyasal

etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Unlii, 2001).

Bir flavonoid ¢esidi olan proantosiyanidinler iizerinde arastirmalar yapilmistir
(Matthews ve ark., 1997; Wu ve ark., 2004). Proantosiyanidinler siyah {iziim disinda

bitki aleminde genis bir alana yayilmaktadirlar. Kakao, kahve, elma, ham badem ve
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yaban mersini, ahududu, ¢ilek gibi meyvelerde bulunmaktadirlar. Proantosiyanidinlerin
kaynaginin diger bir kolunu da mese agaci kabugu ve cam agact kabugu
olusturmaktadir (Altiok, 2003). Shi ve ark. (2003) tarafindan yapilan arastirmada
proantosiyanidinlerin, C vitamininden 50 kat, E vitamininden 20 kat daha giiclii

antioksidan etkinlige sahip oldugu bildirilmistir.

Uziim ¢ekirdegi ekstresinin saglhiga yararli etkilerinin ¢ogu yiiksek oranda
proantosiyanidin igerigi sayesinde olan giiclii antioksidan etkisinden kaynaklanmaktadir

(Bagchi ve ark., 2000).

Bir proantosiyanidinin bir antioksidan olarak tanimlanmasi i¢in iki temel sart1

kargilamasi gerekmektedir;

1. Proantosiyanidin  okside  edilecek  substrata  gore  diisiik
konsantrasyonlarda mevcut oldugunda otooksidasyonu ya da serbest
radikale bagli oksidatif hasar1 geciktirmeli, yavaslatmali ya da

Onlemeli;

2. Serbest radikaller siipiiriildiikten sonra kalan {iriinler molekiiller arasi
hidrojen baglamasiyla daha fazla oksitlenmeye karsi stabil olmalidir

(Shahidi ve Wanasundara, 1992).

Biyoflavonoidler ve proantosiyanidinlerin, biyolojik, farmakolojik ve tibbi
ozellikleri genis bir sekilde arastirilmistir (Suzuki, 1993; Jovanovic ve ark., 1994; Rice-
Evans ve ark., 1996). Serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan aktivitesinin yani sira
proantosiyanidinler damar genisletici, antikanserojen, anti-alerjik, anti-inflamatuar,
antibakteriyel, kardiyoprotektif, bagisiklik uyarici, antiviral ve Ostrojenik aktivitelere
sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica oldukga sitotoksik aktif serbest oksijen radikalleri
olusmasina sebep olan fosfolipaz A2, siklooksijenaz ve lipoksijenaz gibi enzimlerin

inhibitorii oldugu bildirilmektedir (Suzuki, 1993; Jovanovic ve ark., 1994).

Uziim cekirdegi ekstresinin herhangi bir toksik etki gdstermeden (Wren ve
ark., 2002) kolesterol diisiiriicii etkisi (Preuss ve ark., 2000), insan kanser hiicreleri
iizerinde sitotoksik etkisi (Ye ve ark., 1999), kardiyoprotektif 6zellikleri (Sato ve ark.,
2001) ve dermal yara iyilesmesinde anjiyojenezi artirict etkisi(Khanna ve ark., 2001)

oldugu bildirilmistir.
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Siyah iiziimiin sahip oldugu bu o&zelliklerin haricinde, igerisinde {iziimle
birlikte 5 farkli bitki 6ziitlii bulunan Ankaferd isimli ila¢ kanama durdurucu etkisiyle 6ne

cikmaktadir (www.ankaferd.com/pdf/ABSAR2008 1.pdf, 2015).
Uziim Cekirdegi Ekstresinin Doku Iyilesmesine Etkisi

Uziim  cekirdegi  ekstresinin  igindeki etken maddelerden  olan
proantosiyanidinlerin yara iyilesmesini hizlandirdig: bildirilmektedir (Hupkens ve ark.,
1995; Salah ve ark., 1995). Chis ve ark. (2009) yaptig1 bir ¢aligmada diyabetik rat
modelinde tiziim ¢ekirdegi ekstresinin antioksidan defans mekanizmasini giiclendirdigi
bildirilmektedir. Hemmati ve ark. (2011) yaptig1 bir ¢aligmada ise topikal iiziim

cekirdegi ekstresinin tavsanlarda yara iyilesmesini hizlandirdig: bildirilmektedir.

Uziim ¢ekirdeginden elde edilen proantosiyanidinler, kapiler duvarini stabilize
etmekte ve permeabilitedeki artistan koruyarak, 6dem olusumunu baskilamaktadir

(Robert ve ark., 1990).

Uziim ¢ekirdegi ekstresi damarlar giiclendirmek ve morarmay1 énlemek icin
kullanilmaktadir. Uziim ¢ekirdegi ekstresi farelerde yara kontraksiyonunu artirmakta ve
yaranin kapanmasin1 hizlandirmaktadir. Yara kenarlarinda vaskiiler endotelyal biiyiime
faktori (VEGF) ve bir glikoprotein olan tenascin seviyesini artirirken, bagdoku

olugmasini saglamaktadir (Baumann, 2007).

Yapilan bir aragtirmada kalsiyum orani diisiik diyet uygulanan ratlarda iiziim
cekirdegi ekstresinin kemik olusumunu uyardigi tespit edilmistir. Bu sonucun iiziim
cekirdegi ekstresinin zayif kemik icin tedavi edici 6zelligi oldugunu ortaya koydugu

belirtilmektedir (Kamitani ve ark., 2004).

Yapilan in vitro ve in vivo arastirmalar iizim cekirdegi ekstresinin normal
hiicrelere karsi sitotoksik etki gostermeksizin g¢esitli kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina
kars1 inhibitor etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Ye ve ark., 1999; Yamakoshi ve
ark., 2002; Mittal ve ark., 2003). Bu kanser cesitleri; meme kanseri (Eng ve ark., 2003;
Mantena ve ark., 2006), prostat kenseri (Dhanalakshmi ve ark., 2003; Tyagi ve ark.,
2003), cilt kanseri (Meeran ve Katiyar, 2007), akciger kanseri (Akhtar ve ark., 2009),
kolorektal kanser (Kaur ve ark., 2008; Hsu ve ark., 2009) ve pankreas kanseri olarak
bildirilmektedir (Chung ve ark., 2012). Proantosiyanidinlerin kemoprotektif 6zellikleri,

serbest radikaller ve onlarin yaptigi oksidatif hasara karst olan etkilerinden
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kaynaklanmaktadir (Ye ve ark., 1999). Bilesigin giiclii antioksidan etkinliginden

kaynaklanan anti-tiimor destekleyici etkisi kanitlanmistir (Zhao ve ark., 1999).

Diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL), serbest radikaller tarafindan
oksitlenmesi  ateroskleroz  baglangict ile iliskilendirilir.  Proantosiyanidinler,
aterosklerotik lezyonlardaki LDL-pozitif hiicrelerin sayisini azaltmaktadir. Ayrica,
LDL’deki kolesterol linoleatin oksidasyonunu baskilayarak aorttaki aterosklerozu

azaltmay1 saglamaktadir (Robert ve ark., 1990).
2.5.3. Ankaferd Kanama Durdurucu

Yara iyilesmesi lizerinde etkisi bilinen bir diger madde olan Ankaferd kanama
durdurucu, kanama durdurucu 6zelliginden faydalanmak amaciyla kullanilan bir ajan

olarak tanimlanmaktadir (www.ankaferd.com/pdf/ABSAR2008 1.pdf, 2015).

Ankaferd kelimesi anka ve ferd kelimelerinin birlesiminden olusmustur. Bu
kelimelerden “Anka” fars mitolojisinde “Simurg”, dogu kiiltiiriinde “Ziimriidii Anka”
bat1 kiiltiiriinde ise “phoenix” adiyla anilan bir kusun ismidir. Mitolojide bu kusun her
tiirlii yaray1 iyilestirebilecek 6zelliginden bahsedilmektedir. “Ferd” kelimesi ise arapca
kokenli bir kelime olup tek, esi benzeri olmayan anlamlarma gelmektedir. Uriin T.C.
Saglik Bakanlhigi'ndan ruhsathh ilk Tirk {riinii olmasiyla ©ne c¢ikmaktadir.
(www.ankaferd.com.tr, 2015). Ankaferd’in ticari olarak ampul, tampon ve sprey

formlar1 bulunmaktadir (Sekil 14).

Sekil 14. Ankaferd’in degisik ticari formlar1 (http://www.ankaferd.com/pdf/ABSGenelBrosur.pdf, 2015)
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Ankaferd’in Icerigi

Ankaferd, her biri ayr spesifik 6zeliklere sahip bes ayri bitkinin 6ziinden
iiretilmektedir. Bu bitkiler; Vitis vinifera (liziim), Glycrrhiza glabra (Meyan), Urtica
dioica (Isirgan), Thymus vulgaris (Kekik) ve Alpinia officinarum (Havlican) den
olusmaktadir (Goker ve ark., 2008). Bu bitkilerin agirlik olarak ankaferd iginde
bulunma oranlari sirasiyla 7:8:5:6:7 dir (Goker ve ark., 2008).

G. glabra; antibakteriyel (Fukai ve ark., 2002), antiinflamatuar, antithrombin,
antiiilser, antiviral, antifungal, antiplatelet, antioksidan, antiatherosklerotik, ve

antitiimor ozelliklerine sahip olmaktadir (Goker ve ark., 2008).

V. vinifera; antibakteryel (Fukai ve ark., 2002), antioksidan ve antiinflamatuar

ozellikleriyle bilinmektedir (Hemmati ve ark., 2011).

Alphina officinarum (Havlican); bitkinin antibakteriyel (Fukai ve ark., 2002)
ve antispazmotik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Healthcare, 2007). Halk arasinda
ates, soguk algmligi, oksiiriik, agiz ve farenksin enfeksiyon ve enflamasyonlarinda

kullanildig: bildirilmektedir (Healthcare, 2007).

Urtica dioica (Isirgan); antibakteriyel (Janssen ve Scheffer, 1985),
antiinflamatuar, antifungal ve antiviral etkiler gostermektedir (Bombardelli ve ark.,

1997; Lichius ve Muth, 1997).

Thymus vulgaris; hem gram pozitif hem de negatif bakterilere karsi
bakteriostatik etki gosterdigi bildirilmektedir (Abu-Ghazaleh, 2000; Essawi ve Srour,
2000). Tim bu bitkilerin, hiicresel proliferasyon, kan hiicreleri, endotel ve vaskiiler
dinamikler iizerinde etkileri bulunmaktadir (Matsuda ve ark., 2006; Sheela ve ark.,

20006)
Ankaferd’in Biyolojik Etkileri

Ankaferd hemostatik aktivitesinin yanisira antioksidan (Hasgul ve ark., 2014),
antineoplastik (Goker ve ark., 2008), antienfeksiyoz (Fisgin ve ark., 2009; Turhan ve
ark., 2009), antibakteriyel (Kosar ve ark., 2009) ve antifungal (Kosar ve ark., 2009;
http://www.ankaferd.com/pdf/ABSGenelBrosur.pdf, 2015) etkilere de sahip oldugu
bildirilmektedir.
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Ankaferd’in hiicresel ve vaskiiler proliferasyona etkisi oldugu ve doku
beslenmesini arttirdigy belirtilmektedir (Kosar ve ark., 2009;
www.ankaferd.com/pdf/ABSAR2008 1.pdf, 2015). Bulut ve ark. (2014) tarafindan
diyabetik ve saglikli ratlar lizerinde yapilan ¢alismada Ankaferd’in kemik iyilesmesini
arttirdig1 bildirilmistir. Isler ve ark. (2010) Ankaferd’in erken donem kemik dokusu
iyilesmesi iizerine etkilerini rat modelinde, tibiada olusturduklar1 kemik defektinde
degerlendirmistir. Calismanin sonucunda Ankaferd uygulanan grupta anlamli derecede
diistik iltihap ve nekroz orani izlenmis, yeni kemik yapimi anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.
Etki Mekanizmasi

Ankaferd kanama durdurma etkisini; protein ag olusturarak eritrosit
agregasyonunu artirarak hemostaza katki saglamakta ve bu etkisini normal hemostatik

siirece miidahale etmeden gostermektedir (Goker ve ark., 2008; Odabas ve ark., 2011).

Ankaferd; kanama bdlgesinde fibrinojen ve diger protein molekiillerinin
agliitinasyonunu saglayarak bir protein ag1 olugsmasini saglamaktadir. Trombositler ve
eritrositler bu ag iizerinde kiimelesirler ve eritrosit agregasyonu gerceklesmektedir.
Boylece hemostaz saglanmaktadir. Bu islem esnasinda pihtilagma faktorleri
etkilenmemekte ve fizyolojik ~ hemostatik stirec devam etmektedir

(www.ankaferd.com/pdf/ABSAR2008_1.pdf, 2015).
2.6. Kontrollii Salinim Yontemleri

Doku miihendisligindeki geligsmelerle kaybedilen dokularin rekonstriiksiyonu
icin uygulanan maddelerin etki siiresini uzatmak amaciyla kontrolli salinim
yontemlerinden faydalanilmaktadir. Bu yontemle etken maddelerin bir fiziksel ya da
kimyasal engel sayesinde ortama salmmasimi yavaslatmak ve serum yarilanma
siirelerinin artirilmas: amaclanmaktadir (Kirker-Head, 2000). Ornegin cerrahi yara
bolgesine uygulanacak bir ilacin etkisinin uzun slirmesi i¢in uygulanacak ilag rezorbe
olabilen jelatin siingere emdirildikten sonra yara bolgesine yerlestirilip kapatildiginda
ilacin etki suresi artirilmaktadir. Burada 6rnek verilen rezorbe olabilen jelatin siingerin
tastyict matriks olarak kullanilabilmesi i¢in oncelikle uygulanacak ilaca uygun olmasi

gerekir (Burg ve ark., 2000; Kirker-Head, 2000; Geiger ve ark., 2003).
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Tasiyict sistemlerin sahip olmasi gereken diger ozellikler;

. Biyouyumlu olmasi, diisiik immiinojenite ve antijenite gdstermesi

. Biyog0ziiniir olmasi.

. Baski ve gerilme stresine dayaniklilik

. Hiicre invazyonu ve vaskiilarizasyon i¢in yeterli porozite

. Steril halde bulunabilmesi

. Osteojenik aktiviteye katki saglayacak efektif dozdaki ilacin zaman

icinde kontrollii salinmast

. Operasyon bolgesine yerlestirilebilmesi

. Kolay hazirlanabilir olmas1 (Burg ve ark., 2000; Kirker-Head, 2000;
Geiger ve ark., 2003)

2.6.1. Kemik Iyilesmesinde Kullanilan Kontrollii Salimim Yéntemleri

Klinik ve deneysel arastirmalarla tasiyict oOzellige sahip maddeler
aragtirtlmistir. Yapilan calismalarda BMP-2, TGF-f, FGF gibi biiyiime faktorlerinin
kontrollii ila¢ salinim metoduyla kullaniminin osteojenik hiicre farklilasmasi ve kemik
rejenerasyonunu arttirict etkileri kanitlanmistir (Narayani ve Rao, 1994; Tabata ve ark.,
1998). Tastyic1 matriks olarak biyogiivenilir 6zellige sahip olan jelatin siingerler yaygin

bir sekilde kullanilmaktadir (Cortesi ve ark., 1998; Yamamoto ve ark., 2000).

Tas1yict matriksler organik ve inorganik yapida bulunabilmektedirler. Organik

yapidaki tagiyict matriksler;

. Kollajen
. Demineralize kemik matriksi

. Hidrojeller

. Kollajen olmayan proteinler
. Diger organik matriksler olarak sayilabilir
. Polimerler

Inorganik tasiyici matriksler ise;

. Hidroksiapatit
. Trikalsiyum fosfat

. Titanyum
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. Diger inorganik matrikslerdir (Kirker-Head, 2000)

Calismamizin hipotezine gore; kemik iyilesmesindeki en kritik donem olan ilk
2 hafta icerisinde serbest radikallerin kemik iyilesmesini olumsuz yonde etkilemesi
ihtimaline kars1 antioksidan &zellige sahip olan Propolis, Uziim cekirdegi ekstresi ve
Ankaferd kanama durdurucunun kullanilmasiyla kemik iyilesmesinin hizlandirilmasi

amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismamiz icin OMU Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan onay alind1 (Onay
no: 2012/22). Calismamizda kullanilan ekstrelerin hazirlanma ve deneysel islemleri
Ondokuz Mayis Universitesi (OMU) Dis Hekimligi Fakiiltesi ve OMU Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Béliimiinde, ¢alismanin cerrahi deneysel islemleri OMU Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma Merkezinde, histolojik ve stereolojik incelemesi ise OMU Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali'nda yapildi.
3.1. Cerrahi Teknik

Bu calismada 64 adet disi eriskin, ortalama agirligi 250-300 g Wistar-Albino
cinsi rat kullanildi. Denekler, 22+1°C sicaklikta, 12 saat aydinlhik, 12 saat karanlik
ortam1 saglayacak sekilde otomatize edilmis ve bagil nem orani %40-60 olan odada,

standart plastik kafeslerde saklandi. Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrildi. Bu gruplar;
1: Kontrol grubu (16 rat) (Kontrol)
2: Propolis ekstresi uygulanan grup (16 rat) (Propolis)
3: Uziim ¢ekirdegi ekstresi uygulanan grup (16 rat) (Uziim)
4: Ankaferd kanama durdurucu uygulanan grup (16 rat) (Ankaferd)

Tiim deneklere 22-50mg/kg Ketamin HCl (Ketalar®,Parke Davis, Berlin,
Germany) ve 5-10mg/kg Ksilazin Hidroklorur (Rompun®, BayerAG, Leverkusen,
Germany) intraperitonal enjeksiyonu ile genel anestezi uygulandi. Aseptik hazirliktan
sonra deneklerin kalvaryumunda semiliiner insizyon yapilarak tam kalinlik flep
kaldirild1 ve ratlarin kalvaryalarinda trefin frez ile tam kalinlik standart kemik defektleri
(5§ mm) serum fizyolojik irrigasyonu ile donen enstriimanla sekil 15°de goriildiigii gibi

olusturuldu.



Sekil 15. a) Ratlarin kalvaryalarinda agilan defektin konumu (Mariano ve ark.'dan, 2010), b) Deneklerin
kalvaryalarinda ag1lmis olan defekt
Ardindan acilan bu defektlere uygulanan materyallerin defekt bolgesindeki
etkisinin uzamasi amaciyla defekt boyutunda emilebilir jelatin slinger (Gelopack,
Septodont, Ingiltere) yerlestirildi (Sekil 16) ve 1.grup olan kontrol grubunda 0.5ml
serum fizyolojik, 2.grupta 0,5ml propolis, 3.grupta 0.5ml iiziim g¢ekirdegi ekstresi,

4.grupta 0.5ml Ankaferd topikal olarak uygulandi (Sekil 17).

Sekil 16. Acilan defekte kontrollii salinim amaciyla jelatin siinger yerlestirilmesi
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Sekil 17. Defekt bolgesine antioksidan ajan uygulanmasi

Acilan flep 3.0 vicril ile primer olarak kapatildi. Operasyonlar1 takiben
hayvanlara 5 giin siireyle i.m yol ile antibiyotik olarak cefazolin sodium (Sefazol,
Eczacibasi, Tiirkiye) (50mg/kg) ve analjezik olarak metamizol sodyum (Novalgin,

Aventis, Tiirkiye) verildi.
3.2. Histolojik Degerlendirme

Gruplarda bulunan 16’sar hayvandan rasgele segilen 8’1 14. giinde derin eter
anestezisi verilerek sakrifiye edildi ve Kontrol14, Propolis14, Uziim14 ve Ankaferd14
gruplart olusturuldu. Geriye kalan 8’i ise 28.glinde derin eter anestezisi verilerek
sakrifiye edildi ve Kontrol28, Propolis28, Uziim28 ve Ankaferd28 gruplari olusturuldu.
Ardindan nekropsi islemine gecildi ve defekt agilan bolgedeki kemikten érnekler alinip
OMU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji béliimiinde histolojik ve stereolojik olarak
degerlendirildi. Gruplardan elde edilen kalvarya ornekleri %10'luk formolde ( 10ml %
40'lik formaldehit, 90ml distile su) 1 hafta siiresince fikse edildi. Sonrasinda dokular %
S'lik formik asit sollisyonu igerisinde li¢ glinde bir degisti oda sicaklifinda 21 giin
stireyle kontrol edilerek dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon sonrasi distile su ile yikanan
dokular alkol serilerinden geg¢irilerek dehidratasyon islemi gerceklestirildi. Ardindan
ksilen serileri ile seffaflastirma islemi yapilarak parafine gomiilmek suretiyle bloklandi

(Tablo 1).
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Tablo 1. Parafin takip protokoli

Islem Kullanilan Madde Siire
Tespit % 10 formalin 7 glin
Dekalsifikasyon % 5 formik asit 21 giin
% 70 alkol 1 saat
% 80 Alkol 1 gece
Dehidratasyon % 96 Alkol 1 saat
% 96 Alkol 1 saat
% 100 Alkol 1 saat
% 100 Alkol 1 saat
Seffaflagtirma Ksilen 2 saat
Ksilen Y2 saat
Ksilen-parafin 1 saat
Infiltrasyon Parafin 1 saat
Parafin 1 saat

Gomme Parafin

Bloklar 1/40 6rnekleme ile 7 um kalinliginda transvers seri kesitler alinarak
histolojik yapiy1 degerlendirmek i¢in cam lamlar iizerine alindi. Elde edilen kesitler bir
gece 60°C etiivde ve ksilende deparafinize edildikten sonra dehidratasyon islemi
uygulanarak hematoksilen-eozin (Harris’in Hematoksileni) yontemi ile boyandi (Tablo

2). Boyanan tiim kesitler Kanada balsamu ile kapatildi.

Tablo 2. Boyama protokolii

Islem Kullanilan Madde Stire

Deparafinizasyon 60 °C Etiiv 1 Gece
Ksilen 5 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 5 Dakika
Ksilen 5 Dakika
% 100 Alkol 5 Dakika
Rehidratasyon % 96 Alkol 5 Dakika
% 80 Alkol 5 Dakika
% 70 Alkol 5 Dakika
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Yikama Akarsu 5 Dakika

Boyama Hematoksilen 10 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Diferansiyasyon Asit-Alkol 1 Saniye
Yikama Akarsu 5 Dakika
Boyama Eozin 2 Dakika
Akarsu 5 Dakika
% 80 Alkol 1 Saniye
Yikama % 96 Alkol 1 Saniye
% 96 Alkol 1 Saniye
Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan

Preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus BXS50, Tokyo, Japonya) 4’lik (x4)
biiylitmelerde incelendi. Sistemden dijital kamera ile alman goriintiilerin stereolojik

analizleri bilgisayarda Adobe Photoshop 7.0 programi ile yapildu.
3.3. Stereolojik Yontem

Sistemik rastgele 6rnekleme kuralina gore ilgilenilen doku hacmini ve alanini
hesaplamak i¢in koronal olarak alinan, esit uzaklikta (1/40) paralel ve seri kesitler
kullanildi (Gundersen, 1986). Bu aralik, stereolojinin temel prensiplerinden olan
etkinlik prensibine gore, bir ornekten elde edilen sonuglarin “’hata katsayisi’’ goz
onlinde bulundurularak belirlendi (Sahin ve ark., 2001). Yine kurallar dahilinde
sistematik rastgelelik gdz oniine alinarak ilgili organdan gecen tiim seri kesit goriintiileri
151k mikroskobu altinda x10 biiylitmelerde elde edildi. Elde edilen resimler iizerinde
greftlenen alanda olugan bag dokusu hacmi, primer kemik hacmi, damar dokusu hacmi
hesaplandi. Tiim hacim degerlendirmeleri; esit aralikli ve paralel dilimlere ayrilmig bir

yapinin hacmini hesaplama yontemi olan Cavalieri prensibine gore yapildi.

Cavalieri prensibinin uygulanmasi esnasinda kullanilan noktali alan 6l¢tiim
cetvelinin nokta araligi kesit goriintiileri i¢in 10 mm (10000 mikrometre) olarak
diizenlendi. Kesit goriintiisii iizerine rastgele bigimde yerlestirilen ilgili noktali alan

Olglim cetvelindeki noktalardan, ilgilenilen alanla kesigsenler sayildi. Tim
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hesaplamalarin ardindan, primer kemik hacmi, bag doku hacmi ve damar dokusu hacmi
degerlendirildi. ilgili yapilarin hacmi (V); diisen toplam nokta sayis1 (Zp), bir noktanin
temsil ettigi alanin [a(p)] ve kesit kalinliginin (t) carpimi ile asagidaki formiil ile

hesaplandi:
V=2px[a(p)] x

3.4. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel degerlendirmeler SPSS yaziliminda (SPSS 21.0 for Windows)
yapildi. Elde edilen verilere Tukey ve One-Way Anova testleri yapildi.

3.5. Ekstrelerin Hazirlanmasi
3.5.1. Propolis
Propolis Uretimi

Yararlanilan propolis Samsun-Havza bolgesinden 2012 yilinin yaz aylarinda
elde edildi. Uretim yapilan bolge cam agaci, akasya agaci, kekik ve dag yoncasi bitkileri
bakimindan zengindir. Propolis tiretimi i¢in ar1 kovaninin Ortii kapagi yerine beyaz
pamuklu bez konuldu ve arinin Propolis tagimaya basladigi donemde bu bez iist kapakla
birlikte hafif agik birakildi. isci arilar daha fazla Propolis tastyip bu acikligi kapatmaya
calistikga bez iizerinde biriken Propolis ile birlikte alinip dondurucuya konuldu. 24 saat
sonra bez dondurucudan alinip ovalanarak iizerindeki Propolis toplandi. Propolisin her

tiirlii metal ile temasi engellendi ve ekstraksiyon yapilana dek buzdolabinda saklandi.
Propolis Ekstresi

1g propolis tartilarak tizerine 10 ml DMSO (Merck, Almanya) eklendi (Sekil
18-19). Karisimin iyi ¢6ziinmesi amaciyla karisim 24 saat siireyle 37°C’de inkiibatorde

(Niive, Tirkiye) birakildi (Sekil 20).
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Sekil 19. Propolisin DMSO i¢inde ¢oziilmesi
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Sekil 20. Elde edilen karisimin 24 sat siireyle 37°C’de bekletilmesi

Ardindan ¢ozelti karistirildiktan sonra siizge¢ kagidindan siiziilerek kaba
partikiillerinden arindirild: (Ozan, 2006). Daha sonra elde edilen siiziilmiis karisim
33mm c¢apli, 0,22um porlara sahip enjektor filtresinden (Millex-GV, Merck, Almanya)
gegirilerek steril hale getirildi (Katsuda ve ark., 2015) (Sekil 21).

Sekil 21. Elde edilen karisimin steril hale getirilmesi amaciyla kullanilan 33mm ¢apli, 0,22um porlara

sahip enjektor filtresi
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3.5.2. Uziim Cekirdegi Ekstresi
Siyah Uziim Cekirdeklerinin Ekstraksiyonu

Organik olarak {iretilmis olan siyah iizimlerin (vitis vinifera) yetistirildigi yer
Zonguldak-Kilimli ilgesidir. Elde edilen siyah iiziimlerin ¢ekirdekleri ayrildiktan sonra
toz ve partikiillerden arindirmak amaciyla saf soguk su ile yikandi ve acik havada iizeri
kapali vaziyette 24 saat boyunca kurutularak ve ekstraksiyona hazir hale getirildi. Uziim
cekirdeklerinden proantosiyanidin Peki¢ ve ark. (1998) tarafindan tanimlanan metot
esas alinarak ekstre hazirlandi. Ekstraksiyon i¢in hazir hale getirilen biitiin ve
kirilmamis iiziim ¢ekirdeklerinden 10 g tartildi (Sekil 22). Daha sonra bir meziirde
hazirlanmig ekstraksiyon ¢oziiciisli (aseton-su, 3:7) ilave edildi (Sekil 23). Elde edilen
karisim manyetik karistirict ile 45°C ve 700rpm’de 24 saat bekletildi. Daha sonra elde
edilen sulu ekstre bir siizge¢ kagidi yardimi ile ¢ekirdeklerinden ayrildi. Kolloidal halde
bulunan ekstre santrifiij cihazinda 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi (Sekil 24).
Evaporatorde 45°C ve 200 rpm’de vakum altinda 30 dk muamele edilmek suretiyle
¢oziiclinilin biiylik bir kismi1 uguruldu. Daha sonra elde edilen siizlilmiis karisim 0,22pm
porlara sahip enjektor filtresinden (Millex-GV, Merck, Almanya) gegirilerek steril hale
getirildi (Katsuda ve ark., 2015) (Sekil 21).

Sekil 22. Uziim cekirdeklerinin tartilmasi
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Sekil 23. Aseton-su karigiminin {iziim ¢ekirdekleri iizerine eklenmesi

Sekil 24. Karigimin berrak hale gelmesi i¢in 3000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmesi

3.5.3. Ankaferd Kanama Durdurucu

Ankaferd kanama durdurucu ise 2 ml’lik ampuller halinde Ankaferd Ilac
Kozmetik A.S.’den (Tiirkiye) hazir olarak temin edildi.
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3.6. DPPH Serbest Radikali Siipiirme Aktivitesi Tayini

Ticari bakimdan temin edilebilen ve kararli bir organik azot radikal bilesigi
olan 2,2-difenilpikrilhidrazil radikali(DPPH), bitki oziitleri ve yiyecek maddelerinin
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yontem,
DPPH’in metanolde hazirlanan ¢ozeltilerinin bir hidrojen verici antioksidan madde
varliginda radikal olmayan DPPH-H’a doniisiimiiniin spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. DPPH’in 517 nm’deki sogurum pikinin siddetindeki
azalmaya orantili olacak sekilde antioksidan aktivitenin varlig1 nitel veya nicel olarak
belirlenir (Prior ve ark., 2005). Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH
derisimi spektrofotometrik olarak Olciiliir. DPPH radikalinin rengindeki ag¢ilma
antioksidan maddenin radikal temizleme aktivitesi olarak gosterilir. Yontem hizlidir, 30
dakikalik analiz siiresi ve insan giicii agisindan kolaydir, ayrica ¢ok 6zel cihaz ve
reaktifler gerektirmediginden dolay1 da tercih edilir. DPPH’nin serbest radikal olmasi,
havadan, 1s1 ve 1s1ktan kolayca etkilenebilmesi nedeniyle analizlerin oldukca seri ve en
az 3 kez tekrarlanmasi gerekmektedir. Tekrarlanan denemelerin ortalamalari alinmak

suretiyle sonuglar elde edilir (Payan, 2007).

Propolis, iizim cekirdegi ekstresi ve Ankaferd’in serbest radikal giderme
aktivitesi Blois’in (Charles, 2012) uyguladigi metoda gore belirlenmektedir. 1,1-difenil-
2-pikril hidrazil (DPPH", 0,1 mg 100 ml metanolde) ¢6zeltisinin 1 ml si ile 3 ml farkhi
konsantrasyonda (50-500 pg/ml) hazirlanmis ekstre ve standart antioksidan maddelerin
cozeltileri ile vortex cihaziyla iyice karistirildi (Sekil 25). 30 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta bekletilen ¢ozeltiler 517 nm’deki absorbans degerleri dlgiildii (Sekil 26). Kor

olarak her ajanin kendi ¢oziiciisti kullanildi.

41



1nf 3 ! w, L)~ L : <

4" gﬁ m llﬁl ml’ *T[,f,

Sekil 25. Antioksidan ajanlarin kendi ¢6ziiciileriyle 3 farkli konsantrasyonda (1/1, 1/10, 1/100)

karigtirtlmasi

Sekil 26. Cozeltilerin 517 nm’de absorbans dlgiimlerinin yapilmasi

Orneklerin radikal giderme aktivitesi asagida verilen formiile gore hesapland

(Charles, 2012).
DPPH' giderme aktivitesi % = [(A0-A1)/A0] x 100
AQ: kontroliin absorbansi

Al: Ornek absorbansi (ekstre ve standart madde)
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3.7. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini (Folin-Ciocalteu Metodu)

Metot, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin
folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan
mor menekse renkli kompleks 750 nm’de maksimum absorbans olusturur. Sonuglarin

karsilastirilmasi amaciyla standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi.

Ekstreler igindeki toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocaltaeu Metodu
kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edildi. Biitlin O6rnekler ve standart olarak
kullanilan gallik asit, %50’lik metanolde ¢dziildii. 0,5 ml 6rnek, 2,5 ml Folin-Ciocaltaeu
reaktifi (hacimce %10’luk, suda) ve 7,5 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20°lik, a/h,
suda) deney tiipiinde karistirilarak 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

Cozeltilerin absorbans degerleri 750 nm’de spektrofotometrede okunmus,
toplam fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite esdeger olacak sekilde hesaplandi

(Oztiirk ve ark., 2004).
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4. BULGULAR
4.1. Histolojik Bulgular

4 grupta 14. giin sonunda 4 grupta ise 28. gilin sonunda defekt alanindaki
primer kemik, bag dokusu ve damar alan1 4 kez biiyiitme (x4) ve 10 kez biiyiitme (x10)

ile elde edilen histolojik goriintiilerde degerlendirilmistir.
4.1.1 Kontrol Grubu
Kontrol14 Grubu

Defekt bolgesinde bag dokusu, yeni damar ve primer kemik olusumu

izlenmektedir. Bag dokusu icinde primer kemik dokusu odagi belirgin sekilde

gorlilmektedir (Sekil 27).

Sekil 27. Kontrol14 grubunun histolojik gériintiisii. Yeni damar (=), bag dokusu (&), primer kemik (¥*)

isaretleriyle gosterilmistir
Kontrol28 Grubu

Defekt bolgesindeki bag dokusu, prmer kemik ve yeni damar olusan bolgeler

izlenmektedir (Sekil 28).



Sekil 28. Kontrol28 grubunun histolojik gériintiisii. Yeni damar (=), bag dokusu (&), primer kemik (¥*)

isaretleriyle gosterilmistir
4.1.2 Propolis Grubu
Propolis14 Grubu

Iyilesme bolgesinde bag dokusu, yeni damar ve primer kemik olusumu
izlenmektedir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda bag dokusu ve primer kemik

olusumundaki artig belirgin sekilde goriilmektedir (Sekil 29).

Sekil 29. Propolis14 grubunun histolojik goriintiisti. Yeni damar (=), bag dokusu (&), primer kemik (*)

isaretleriyle gosterilmistir
Propolis28 Grubu

Iyilesme bolgesinde bag dokusu, yeni damar ve primer kemik olusumu
izlenmektedir. Kontrol grubu ve diger gruplarla karsilagtirildiginda bag dokusu ve

primer kemik olusumundaki artis belirgin sekilde goriilmektedir (Sekil 30).
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Sekil 30. Propolis28 grubunun histolojik goriintiisti. Yeni damar (=), bag dokusu (&), primer kemik (*)

isaretleriyle gosterilmistir
4.1.3. Uziim Grubu
Uziim14 Grubu

Iyilesme bolgesinde bag dokusu, primer kemik ve yeni damar alanlari
izlenmektedir. Olusan primer kemik miktarinin kontrol grubuna nazaran belirgin sekilde

arttig1 gozlenmektedir (Sekil 31).

Sekil 31. Uziim14 grubu histolojik gériintiisii. Yeni damar (=), bag dokusu (&), primer kemik (*)

isaretleriyle gosterilmistir
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Uziim28 Grubu

Iyilesme bolgesinde bag dokusu, primer kemik ve yeni damar alanlari
izlenmektedir. Primer kemik alanlar1 bag dokusu igerisinde adaciklar halinde

gorlilmektedir (Sekil 32).

Sekil 32. Uziim28 grubu histolojik goriintiisii. Yeni damar (=), bag dokusu (&), primer kemik (*)

isaretleriyle gosterilmistir
4.1.4. Ankaferd Grubu

Ankaferd14 Grubu

Iyilesme bolgesindeki bag dokusu, primer kemik ve yeni damar bélgeleri
izlenmektedir. Primer kemik bolgeleri arasinda kalan ve kemiklesmeye devam eden bag

dokusu goriilmektedir (Sekil 33).

Sekil 33. Ankaferd14 grubu histolojik goriintiisti. Yeni damar (=), bag dokusu (&), primer kemik (*)

isaretleriyle gosterilmistir
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Ankaferd28 Grubu

Iyilesme bolgesindeki bag dokusu, primer kemik ve yeni damar bolgeleri

izlenmektedir (Sekil 34).

Sekil 34. Ankaferd28 grubu histolojik goriintiisti. Yeni damar (=), bag dokusu (&), primer kemik (*)

isaretleriyle gosterilmistir
4.2. Stereolojik Bulgular

4.2.1. Kemik Hacmi

14. giinde sakrifiye edilen gruplar ele alindiginda primer kemik hacmi;
Uziim14>Ankaferd14>Propolis14>Kontrol14 olarak tespit edilmistir (Sekil 35).
Ankaferd14 ve Uziiml4 gruplarinda primer kemik hacmi Kontroll4 grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Ankaferdl4:
0,148mm’, Uziim14: 0,192mm’, Kontrol14: 0,074mm’) (Tablo 3).

Propolis14 grubunda Kontroll4 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olmasa da primer kemik hacmi daha yiliksek bulunmustur (p>0.05) (Propolisl4:
0,118mm’, Kontrol14: 0,074mm’) (Tablo 3).

28. giinde sakrifiye edilen gruplar ele alindiginda primer kemik hacmi;
Propolis28>Uziim28>Kontrol28>Ankaferd28 olarak tespit edilmistir (Sekil 35).
Propolis28 grubunda primer kemik hacmi tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Propolis28: 0,233mm’, Uziim28: 0,119mm’,
Kontrol28: 0,077mm’, Ankaferd28: 0,065mm”) (Tablo 3).
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Uziim28 grubunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da Kontrol28 grubuna
gore primer kemik olusumu daha yiiksek bulunmustur (p>0.05) (Uziim28: 0,119mm’,
Kontrol28: 0,077mm’) (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplara gore 14. giin ve 28. giin sonunda olugan primer kemik hacimleri

Ortalama Primer Minimum Maksimum Standart
Siire Gruplar 3 3 3
Kemik Hacmi (mm”) (mm”) (mm”) Sapma
Kontrol 0,074 0,046 0,085 0,016
Ankaferd 0,148 0,102 0,201 0,037
14. Giin .
Uzim 0,192 0,168 0,211 0,019
Propolis 0,118 0,098 0,144 0,018
Kontrol 0,077 0,061 0,094 0,014
Ankaferd 0,065 0,057 0,078 0,008
28. Giin .
Uzim 0,119 0,086 0,142 0,021
Propolis 0,233 0,201 0,298 0,042

Ankaferd28 grubunda primer kemik hacmi Kontrol28 grubundan daha az

olarak tespit edilmistir.

Tim  gruplar birbiriyle karsilastirildiginda  primer kemik  hacmi
Propolis28>Uziim14>Ankaferd 14>Uziim28>Propolis14>Kontrol28>Kontrol 14>Ankaf
erd28 olarak tespit edilmistir (Sekil 35). Propolis28 grubunda primer kemik hacmi
Uziim14 grubu hari¢ diger tiim gruplardan istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Uziim14 grubunda primer kemik hacmi Propolis28 ve Uziim14
gruplart hari¢ diger tiim gruplardan istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Ankaferd14 grubunda primer kemik hacmi Ankaferd28,
Kontrol14 ve Kontrol28 gruplarindan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05)
(Sekil 35).
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Primer Kemik Hacmi (mm?)
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Kontrol Ankaferd Uziim Propolis

Sekil 35. Gruplara gore 14. giin ve 28. giin sonunda olusan primer kemik hacimleri

4.2.2. Bag Dokusu Hacmi

14. giin sakrifiye edilen gruplar arasinda yeni bag doku hacmi;

Ankaferd14>Propolis14>Uziim14>Kontrol14 olarak tespit edilmistir (Sekil 36).

Ankaferd14 grubunda yeni bag doku hacmi Kontroll4 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli  derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Ankaferdl4:
0,285mm’, Kontrol14: 0,139mm’) (Tablo 4).

Propolis14 ve Uziim14 grubunda yeni bag doku hacmi Kontrol14 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek bulunmustur (p>0.05) (Propolisl4:
0,277mm’ Uziim14: 0,244 mm®) (Tablo 4).

28. gilin sakrifiye edilen gruplar arasinda yeni bag dokusu hacmi;

Propolis28>Ankaferd28>Uziim28>Kontrol28 olarak tespit edilmistir (Sekil 36).

Propolis28 grubunda yeni bag doku hacmi tiim 28 gilin gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli  derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Propolis28:
0,401mm’, Ankaferd28: 0,160mm’, Uziim28: 0,132mm°, Kontrol28: 0,101mm") (Tablo
4).
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Ankaferd28 ve Uziim28 grubunda yeni bag doku hacmi Kontrol28 grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek bulunmustur (p>0.05) (Ankaferd28:
0,160mm’, Uziim28: 0,132mm’, Kontrol28: 0,101mm’) (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplara gore 14. giin ve 28. giin sonunda olusan bag doku hacimleri

Ortalama Bag Dokusu  Minimum  Maksimum  Standart
Siire Gruplar

Hacmi (mm3) (mm3) (mms) Sapma
Kontrol 0,139 0,108 0,189 0,030
Ankaferd 0,285 0,186 0,366 0,069
14. Giin .
Uzim 0,244 0,194 0,313 0,047
Propolis 0,277 0,210 0,337 0,058
Kontrol 0,101 0,079 0,140 0,025
Ankaferd 0,160 0,119 0,195 0,030
28. Giin .
Uzim 0,132 0,100 0,157 0,022
Propolis 0,401 0,254 0,486 0,093

Tim gruplar birbiriyle karsilagtirildiginda yeni bag doku hacmi
Propolis28>Ankaferd14>Propolis14>Uziim14>Ankaferd28>Kontrol14>Uziim28>Kont
rol28 olarak tespit edilmistir (Sekil 36). Propolis28 grubunda yeni bag doku hacmi tiim
gruplardan istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Akaferd14
grubunda yeni bag doku hacmi Propolis14, Propolis28 ve Uziim14 gruplar1 hari¢ diger
tim gruplardan istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Propolis14 grubunda yeni bag doku hacmi Kontroll4, Kontrol28, Ankaferd28 ve
Uziim28 gruplarindan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Uziim14
grubunda yeni bag doku hacmi Kontrol28 ve Uziim28 gruplarindan anlamli derecede

yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Sekil 36).
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Bag Dokusu Hacmi (mm?)
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Sekil 36. Gruplara gore 14. giin ve 28. giin sonunda olusan bag doku hacimleri
4.2.3. Damar Hacmi

14. giin sakrifiye edilen gruplar ele alindiginda yeni damar hacmi;

Propolis14=Uziim14>Ankaferd14>Kontrol14 olarak tespit edilmistir (Sekil 37).

Uziim14, Propolis14 ve Ankaferd14 gruplarinda yeni damar hacmi Kontroll4
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05)
(Uziim14: 0,033mm’, Propolisl4: 0,033mm’, Ankaferd14: 0,026mm’, Kontroll4:
0,008mm°) (Tablo 5).

28. giin sakrifiye edilen gruplar arasinda yeni damar hacmi;

Propolis28>Uziim28>Ankaferd28>Kontrol28 olarak tespit edilmistir (Sekil 37).

Propolis28 grubunda yeni damar hacmi tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Propolis28: 0,041mm’, Uziim28:
0,015mm’, Ankaferd28: 0,014mm?, Kontrol28: 0,013mm”) (Tablo 5).

Tiim  gruplar  birbiriyle  karsilastirildiginda  yeni  damar  hacmi
Propolis28>Propolis14=Uziim14>Ankaferd14>Uziim28>Ankaferd28>Kontrol28>Kont
rol14 olarak tespit edilmistir (Sekil 37). Propolis28 grubunda yeni damar hacmi
Propolis14 ve Uziim14 gruplari hari¢ diger tiim gruplardan istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Propolisl4, Ankaferdl4 ve Uziiml4
gruplarinda yeni damar hacmi Kontroll4, Kontrol28, Ankaferd28 ve Uziim28
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gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Sekil

37).

Tablo 5. Gruplara gore 14. giin ve 28. giin sonunda olusan yeni damar hacimleri

Ortalama Damar Minimum  Maksimum  Standart
Siire Gruplar 3 3 3
Hacmi (mm°) (mm”) (mm~) Sapma
Kontrol 0,008 0,006 0,011 0,002
Ankaferd 0,026 0,020 0,033 0,005
14. Giin .
Uziim 0,033 0,026 0,041 0,006
Propolis 0,033 0,039 0,028 0,005
Kontrol 0,013 0,010 0,015 0,002
Ankaferd 0,014 0,010 0,017 0,003
28. Giin .
Uzliim 0,015 0,014 0,017 0,001
Propolis 0,041 0,031 0,052 0,008
Damar Hacmi (mm?)
0.045
0.040
0.035
0.030
0.025 H14. Giin
0.020 128 Gi
0.015 o
0.010
0.005
0.000
Kontrol Ankaferd Uziim Propolis

Sekil 37. Gruplara gore 14. giin ve 28. giin sonunda olusan yeni damar hacimleri

4.3. DPPH Serbest Radikali Siipiirme Aktivitesi Tayini

Calismamizda deneklere lokal olarak uygulanan antioksidan ajanlar ile kontrol
grubunda kullanilan serum fizyolojik (SF) i¢cin DPPH serbest radikali siipiirme aktivitesi

tayini yapildi. Farkli dozlarda kullanilan materyalin DPPH serbest radikalini siipiirme
aktivitesi spektrofotometredeki (750 nm) absorbansina gore degerlendirildi (Tablo 6).
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Elde edilen sonu¢ asagidaki formiile gore hesaplanip degisik dozda kullanilan
materyallerin DPPH serbest radikalini siipirme yilizdesi hesaplandi (Tablo 6). Bu
sonuclara gore SF kullanildiginda doz artttkca DPPH serbest radikal miktari
azalmamasi SF’nin radikal siipiiriicii aktiviteye sahip olmadiginin gostergesidir. Diger
materyallerde ise doz artttkga DPPH radikalinin azalmasi bu materyallerin radikal

stipiiriicii aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

DPPH' giderme aktivitesi %= [(A0-A1)/A0] x 100
AO: kontroliin absorbansi (DPPH), A1: Ornek absorbansi (ekstre ve standart madde)

Tablo 6. Kullanilan materyallerin spektrofotometre absorbans degerleri ve DPPH serbest radikali

siipiirme aktivitesi

Dpph Serbest
Materyal Doz Absorbans (750nm)  Radikali Siipiirme
Aktivitesi %

10mg/ml 0,2263 88,82

Propolis Img/ml 0,8495 58,03
0,1mg/ml 1,3582 32,90

Uziim 10mg/ml 0,4085 79,82
Cekirdegi Img/ml 1,1496 43,20
Ekstresi 0,1mg/ml 1,6214 19,89
10mg/ml 0,4404 78,24

Ankaferd Img/ml 1,4169 29,99
0,1mg/ml 1,9288 4,70

10mg/ml 1,0451 48,36

SF Img/ml 0,7106 64,89
0,1mg/ml 0,3287 83,76

Etkili konsantrasyon (ECsy) hesaplanabilmesi amaciyla, elde edilen verilerle
doza bagimli olarak kullanilan materyallerin DPPH serbest radikalini siiplirme
yiizdelerinin grafigi cikarildi (Sekil 38). Grafikte yer alan egrilerin formiilleri
hesaplanarak ilgili ECso degeri hesaplandi (Tablo 7). Ancak SF’nin radikal siipiiriicii

aktiviteye sahip olmamasi nedeniyle ECsy degeri hesaplanamada.
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Sekil 38. Kullanilan materyallerin doza bagimli olarak serbest radikal siipiirme aktiviteleri (x: pg/ml, y:

%DPPH(sijpiirﬁlen))

Tablo 7. Etkili konsantrasyon (ECsp) degeri

Gruplar ECs (ng/ml)
Kontrol (SF) -
Ankaferd 5,57
Uziim 4,15
Propolis 1,61

4.4. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini (Folin-Ciocalteu Metodu)

Calismamizda deneklere lokal olarak uygulanan antioksidan ajanlar ile kontrol
grubunda kullanilan SF i¢in toplam fenolik madde miktar1 tayini (Folin-Ciocalteu
Metodu) yapildi. Spektrofotometre (700 nm) ile yapilan 6l¢iim sonuglar1 standart olarak
kabul edilen gallik asite gore hesaplandi (Sekil 39). Bu amagla gallik asit kalibrasyon
grafiginden faydalanarak kullanilan materyallerin icerdikleri toplam fenolik madde

miktarlart mg GAEs/g (mg gallik asit esdegeri/g) cinsinden hesaplandi (Tablo 8).
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Sekil 39. Gallik asit kalibrasyon grafigi

Tablo 8. Kullanilan materyallerin spektrofotometre absorbans degerleri ve toplam fenolik madde miktar

Toplam Fenolik
Absorbans
Gruplar Madde Miktari
(700 nm)
(mgGAEs/g)
Kontrol (SF) 0,5673 39

Ankaferd 3,9025 272,93
Uziim 3,8494 269,21
Propolis 3,9323 275,02
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5. TARTISMA

Kemik iyilegsmesi karmasik bir mekanizmaya sahiptir ve bu mekanizmay1
dogrudan veya dolayl etkileyen pek ¢ok faktdr bulunmaktadir (Agren ve ark., 2014;
Ding ve ark., 2014). Bunlardan bazilari, osteoporoz, obezite, sigara kullanimi ve
alkolizmdir (Gaston ve ark., 1999; Hernigou ve Schuind, 2013). Kemik iyilesme
mekanizmasini etkileyen faktorlerden biri de oksidatif strestir (Prasad ve ark., 2003).
Oksidatif stres, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin dokuda cogalarak, kendilerini
notrleyecek olan antioksidanlardan fazla hale gelmesi sonucu dokunun hasar gérme
riskiyle karsilastigi durum olarak tanimlanmaktadir (Chandra ve ark., 2015). Oksidatif
stres ayrica enfeksiyon, enflamasyon ve travma gibi asir1 serbest radikal tiretimi oldugu
durumlarda da meydana gelebilmektedir (Guney ve ark., 2011). Oksidatif stresin
ortadan kaldirilabilmesi i¢in serbest radikallerin antioksidan maddeler tarafindan etkisiz
hale getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla endojen antioksidan maddelerin oksidatif
strese karsi zayif kaldigi durumlarda antioksidan maddeler eksojen olarak

kullanilabilmektedir (Durak ve ark., 1996).

Antioksidanlar1 kaynaklarina gore smiflandirdigimizda; Endojen kaynakli ve
Eksojen kaynakli antioksidanlar olarak ikiye ayirmak miimkiindiir (Valko ve ark.,
2007). Endojen antioksidan viicutta tiretilip stirekli hazir bulunan antioksidanlardir (6r:
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, lipoid asit,
glutatyon, L-arginin, koenzim Q10) (Willcox ve ark., 2004; Pham-Huy ve ark., 2008).
Eksojen antioksidanlar viicutta iiretilmeyip viicuda disaridan alinan vitaminler, ilaglar
ve gida antioksidanlari olarak bildirilmektedir (Pham-Huy ve ark., 2008). Bu gruptaki
antioksidanlar sentetik ve dogal antioksidanlar olmak {iizere iki temel grupta
incelenebilmektedir. Sentetik antioksidanlar 6zellikle yiyeceklerin raf dmriinii uzatmak
amaciyla iretilen antioksidanlardir. Kimyasal prosesler sonucu iiretilen sentetik
antioksidanlarin baslicalar; Biitillenmis Hidroksianisol (Sheela ve ark., 2006),
Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT) ve tert-Biitil Hidrokinon (TBHQ) ve Gallatlar’dir
(Marmesat ve ark.,, 2010). Dogal antioksidanlar hemen hemen tiim bitkilerde,
meyvelerde, sebzelerde, mikroorganizmalarda, mantarlarda ve hatta hayvansal
dokularda dahi bulunmakta olup cogunlukla polifenolik yapidaki maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Bu antioksidanlarin en 6nemlileri; tokoferoller, sesamol, sesamolin,

karnosik asit, rosmarinik asit, polifenoller, flavonoidler, karotenoidler ve askorbik asittir



(Pokorny ve ark., 2001). Bu antioksidan maddeler cogunlukla meyve, sebze ve
hayvansal iirlinlerde bulunabilirler (Soya, c¢ay, liziim, limon, lavanta, ginseng, meyan,
propolis vb.) (Tiirsen, 2006). Son yillarda propolis ve iizlim ekstresi ile ilgili ¢cokca
calisma yapilmaktadir. Ancak bu calismalar genellikle bu maddelerin yumusak doku
iyilesmesi lizerindeki ya da sistemik etkilerini arastirmaktadirlar (Altan ve ark., 2013;
Barud Hda ve ark., 2013). Propolis veya iiziim ekstresinin lokal olarak uygulandigi ve
kemik iyilesmesi iizerindeki etkilerinin incelendigi ¢aligmalar yok denecek kadar azdir.
Bu nedenle ¢alismamizda propolis ve liziim ekstresi kullanilmasina karar verilmistir.
Bununla birlikte T.C. Saglik Bakanligi'ndan ruhsatli ilk Tiirk iiriinii olmasiyla 6ne ¢ikan
ve tamamen bitkisel bir {irlin olan ankaferd kanama durdurucu ile ilgili yapilan
caligmalarda bu iirlinlin antioksidan 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (Hasgul ve ark.,
2014). Ankaferdin kemik iyilesmesi lizerindeki etkilerinin incelendigi calismalar
oldukca azdir (Isler ve ark., 2010; Sanser ve ark., 2011). Bu sebeplerden dolay1
Ankaferd, propolis ve iizim ekstresini; antioksidan ozellikleri ile lokal olarak
uygulandiginda kemik iyilesmesi tizerindeki etkilerini degerlendirmek ve birbirleriyle
karsilagtirmak i¢in bu c¢alismada kullanilmasina karar verilmistir. Literatiirde bu
materyaller arasinda herhangi bir karsilastirma yapilan ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu

yOniiyle calismamiz literatiire orjinal bir bakis acisiyla katki saglayacaktir.

Kemik olugumunun genellikle 1. Hafta sonunda baglayip 6. Haftaya kadar
devam ettigi bildirilmektedir. Kemik iyilesmesinin en kritik donemi ilk 1-2 haftadir. Bu
stire zarfinda kemigin iyilesme potansiyeli ¢esitli biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel,
hormonal ve patolojik mekanizmalardan etkilenebilmektedir (Kalfas, 2001).
Calismamizda lokal olarak uygulayacagimiz antioksidan ajanlarin ratlardaki kemik
iyilesmesine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla deney planlamasi yapilmigtir. Ratlarin
yasam siliresinin planlanmasi amaciyla literatiir taranmis ve bu konuda farkli
uygulamalar oldugu goriilmiistiir. Akita ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada
ratlarin kalvaryalarinda 4mm’lik kemik defekti agilarak bu defeklere insan mezensimal
kok hiicre emdirilmis fosfat salin solusyonu, kemik morfojenik protein ve fibroblast
bliylime faktorii uygulanmistir. Deneklerin yasam siireleri ise 2, 4 ve 8 hafta olarak
belirlenmistir. Nagata ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir c¢alismada ratlarin
kalvaryalarinda Smm’lik kemik defektleri olusturulmustur ve bu defektlere otojen greft

ve trombositten zengin plazma degisik konsantrasyonlarda uygulanmistir. Deneklerin
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yasam siiresi 30 giin olarak belirlenmistir. Pryor ve ark. (2006) tarafindan yapilan
calismada ratlarin kalvaryalarinda 6mm’lik bilateral kemik defekti agilmistir. Bu
defektlere trombositten zengin plazma uygulanmis ve operasyonu takiben 4. ve 8.
haftalarda ratlar sakrifiye edilmistir. Defekt boyutuyla ilgili olarak ortak bir goriis
olmadigindan dolay1 ¢aligmamizda defekt ¢apinin ortalama Smm olarak belirlenmesi
uygun goriilmiistiir. Yagsam siiresi bakimindan ise kemigin en kritik iyilesme donemi
olan ilk iki haftadaki etkilerini degerlendirmek amaciyla bir grup denek icin yasam
siiresinin 14 giin, uyguladigimiz antioksidan ajanlarin uzun vadede kemik iyilesmesine
etkisi olup olmadigint degerlendirmek amaciyla kalan deneklerin yasam siiresinin 28

giin olmas1 uygun goriilmiistir.

Gruplardaki rat sayilarini belirlemek amaciyla yapilan gii¢ analizi sonucu %99
giiven aralifinda, %5 duyarliliga sahip olacak sekilde basit tesadiifi 6rnekleme yontemi

kullanilarak 6rnek biiytikliigli n=8 rat olarak belirlenmistir.

Propolis ekstresi elde edilirken degisik yontemlerden faydalanilmaktadir.
Propolisin ekstraksiyonunda en yaygin olarak kullanilan yontem etanol ¢ozeltisidir
(Batista ve ark., 2012). Propolis ekstresi elde edilirken kullanilan ¢oziiciilerden bir
digeri DMSO’dur (Netikova ve ark.,, 2013). Yakin zamana kadar propolis
caligmalarinda DMSO kullanim1 pek yaygin degildir. Yapilan testlerde propolis i¢in
kullanilan ¢oziiciilerin (¢cogunlukla etanol) belirgin bir inhibitdr etki gosterebildigi
bildirilmistir (Netikova ve ark.,, 2013). DMSO’nun propolis ¢0ziiclisii olarak
kullanilmastyla ilgili ¢aligmalar 2005 yilina uzanmaktadir. Walgrave ve ark. (2005)
yaptiklar1 ¢alismada propolis ¢oziiciisii olarak DMSO’nun etanol yerine tercih edilmesi
gerektigini savunmus ve dermatit tedavisinde propolisin etanol ekstresinin cilt tahrisi,
yag tabakasmin yok olmasi, cilt kurulugu ve catlaklara neden olduguna dikkat
cekmistir. Bu bilgiler 15181nda, calismamizda propolis uygulayacagimiz bdlge cerrahi
olarak olusturulacak kemik defekti bolgesi oldugundan ¢alismamizda propolis

ekstraksiyonu yaparken ¢oziicli olarak DMSO kullanilmasi uygun goriilmiistiir.

Propolis arilarin bitki ve agaclardan topladig: 6ziitler ile iirettigi recinemsi bir
karisimdir (Crane, 1991). Propolisin igeriginde bulunan flavonoidler sayesinde
propolisin antimikrobiyal (Koo ve ark., 2000; Popova ve ark., 2005), antiviral (Amoros
ve ark., 1994), antifungal (Ota ve ark., 2001), antienflamatuar (Wang ve ark., 1993;
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Sosa ve ark., 1997), antihepatotoksik (Banskota ve ark., 2001), antikanser (Matsuno,
1995; El-khawaga ve ark., 2003), antioksidan (Basnet ve ark., 1997), antiiilser
(Kiderman ve ark., 2001), immiinostimiilasyon (Bratter ve ark., 1999) ve lokal anestezik
(Ozan, 2006) etkileri bulunmaktadir. Propolisin yeni dzelliklerini kesfetmek amaciyla
giiniimiizde bilimsel c¢alismalarda propolise siklikla yer verilmektedir (Barud Hda ve

ark., 2013; Netikova ve ark., 2013).

Propolisin kemik iyilesmesi {izerindeki etkilerini inceleyen ¢aligmalara nadiren
rastlanmaktadir. Pereira ve ark. (2012) tarafindan 28 rat iizerinde yapilan ¢aligmada
Alveolex (Propolis %10, Iyodoform %35, Balmumu, Rezin) isimli ticari bir iiriin ile
thBMP-2’nin (rekombinant insan kemik Morfogenetik Protein-2) kemik iyilesmesine
olan etkisi incelenmistir. Bu amagla ratlarin kalvaryalarinda Smm’lik defektler
hazirlanmis ve bu defektlere sirasiyla Alveolex+rthBMP-2, sadece thBMP-2, sadece
Alveolex yerlestirilmis, kontrol grubunda ise defekt bos birakilmistir. 30 giin sonra
denekler sakrifiye edilmis ve deneklerden alman Ornekler histolojik olarak
incelenmistir. Calisma sonucunda Alveolex+trhBMP-2 ve sadece rhBMP-2nin
uygulanan gruplarda yeni olusan kemik miktar1 diger gruplara gore istatiksel olarak
anlamli derecede arttig1, sadece Alveolex uygulanan grupta ise yeni olusan kemik
miktar1 kontrol grubundan fazla olmak birlikte istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadig: bildirilmistir. Alveolex ile rhBMP-2’nin birlikte kullanildig1 gruptaki yeni
olusan kemik miktar1 sadece thBMP-2 uygulanan gruptan istatiksel olarak anlamli
olmasa da fazla oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda Propolis14 grubunda primer
kemik hacmi Kontrol14 grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek olarak
tespit edilmistir ve bu yonliyle literatiirdeki bu g¢alismayla uyumlu bir sonug elde
edilmistir. Ancak ratlarin yagam stireleri goz oniline alindiginda Pereira ve ark. (2012)
tarafindan yapilan ¢aligmay1 Propolis28 grubuyla kiyaslamak daha iyi olacaktir. ¢iinkii
Pereira ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismada ratlarin yasam siireleri 30 giin,
bizim ¢aligmamizda ise 28 giindiir. Bizim ¢alismamizda Propolis28 grubundaki primer
kemik hacmi Kontrol28 grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek olarak
tespit edilmistir. Bu baglamda Pereira ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismayla
karsilastirildiginda bizim ¢alismamizda literatiirdeki bu ¢alismadan farkli bir sonug elde
edilmigtir. Bu farklarin nedeni olarak Alveolex’in propolis iceriginin diisiik (%10)

olmasi, propolisin etkilerinin incelendigi dokularin farkli i¢ yapilara sahip olmas1 ya da
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propolisin farkli kaynaklardan elde edilmesi gosterilebilir. Ayrica yapilan bu
caligmalardan elde edilen verilerde goriilen farkliliklarin nedeni olarak ekstraksiyonda
kullanilan  farkli c¢ozelti ¢esitleri (Etanol veya DMSO) olmasi seklinde

degerlendirilebilir.

Propolisin kemik iyilesmesi iizerindeki etkisini inceleyen ¢alismalardan
bazilarinda propolis sistemik olarak uygulanmistir. Guney ve ark. (2011) tarafindan
yapilan bir calismada ratlarin sag femurlarinda deneysel kirik olusturulup kirshner teli
ile fikse edilmis. Ardindan ratlara 3-6 hafta boyunca oral yoldan 200mg/kg/giin
propolis (etanol ekstresi) verilmis ve propolisin kemik iyilesmesine olan etkisi
incelenmis. Deney sonucunda kemik mineral dansitiesi, propolis uygulanan gruplarda
hem 3 haftalik hem de 6 haftalik grupta kontrol grubuna goére daha yiiksek bulundugu,
histolojik sonuclara gore ise sadece 3 haftalik grupta kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlaml artis tespit edildigi bildirilmistir. Altan ve ark. (2013) tarafindan 24 rat
iizerinde yapilan calismada propolisin deneysel olarak hizli maksiller genisletme
(HMG, Rapid maxillary expansion) uygulanan ratlardaki kemik iyilesmesi tlizerindeki
etkileri aragtinlmigtir. Bu amagla 3 gruba ayrilan ratlardan 1. gruba hicbir sey
yapilmamis, 2. gruba sadece HMG yapilmis, 3. Gruba ise HMG yapildiktan hemen
sonra baglamak iizere oral yoldan propolis etanol ekstresi (100mg/kg/giin, Trabzon
kaynakli) ekspansiyon siiresince (5 giin) verilmis. 12 giinlilkk konsolidasyon
periyodunun ardindan ratlar sakrifiye edilmis ve ratlarin midpalatal suturlari cerrahi
olarak cikarilarak histolojik incelemeye alinmis. Histolojik sonuglara gore osteoblast,
osteoklast ve kapiller sayis1 bakimindan propolis uygulanan grup diger gruplara gore
istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundugu bildirilmistir. Olugan primer kemik
miktar1 bakimindan propolis uygulanan gruptaki primer kemik miktar1 diger gruplara
gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundugu bildirilmistir. Enflamatuar
hiicre yogunlugu bakimindan ise propolis uygulanan grup diger gruplara gore istatiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulundugu bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda ise
propolis oral yoldan uygulanmamis direkt olarak cerrahi bolgesine bir sefer lokal olarak
uygulanmistir. Ayrica etki siiresinin artirilmasi amaclanarak defekt bolgesine jelatin
siinger yerlestirilmis ve propolisin siinger tarafindan emilmesi saglanmistir. Calisma
sonucunda Prop28 grubundaki yeni olusan primer kemik hacmi, bag dokusu hacmi ve

yeni damar hacmi tiim gruplardan istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek
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bulunmustur. Propolis14 grubunda ise primer kemik hacmi, bag doku hacmi ve yeni
damar hacmi kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek
bulunmustur. Bu bilgilerden yola ¢ikarak propolisin oral yoldan uygulandig
caligmalarla lokal olarak uygulamis oldugumuz calismamizi kiyasladigimizda elde
ettigimiz sonuclarin bu ¢aligmalarla uyumlu oldugu belirlenmistir. Uzun siireli olarak
oral yoldan uygulanan propolisle bir sefere mahsus cerrahi bolgesine lokal olarak
uygulanan ¢aligmalardan elde edilen sonuglarin benzer olmasinin nedeni olarak
calismamizda uyguladigimiz propolisin etki siiresini uzatmak amaciyla defekt icine
yerlestirilen jelatin siingerin propolisi emerek ortamdan uzaklagmasini geciktirmesinin

etkili olabilecegi degerlendirilebilir.

Propolisin osteoklast olusumu ve olgunlagmasi iizerinde inhibisyon etkisi
olabilecegi baz1 ¢calismalarda bildirilmistir (Toker ve ark., 2008; Pileggi ve ark., 2009).
Ayrica Toker ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir calismada ratlarda olusturulan
periodontitis sonucu meydana gelen kemik kaybi {izerinde propolisin etkileri incelenmis
ve propolis uygulamasi sonucu tiim ratlarda osteoklast aktivitesinin azaldigi, bunun tam
tersi olarak istatiksel olarak anlamli bir sekilde osteoblast seviyesinin arttigi ve
alveoldeki kemik kaybinin azaldig: bildirilmistir. Bilindigi lizere kemik rezorpsiyonu
genellikle osteoklast ve makrofajlarin varligiyla iligkilidir. Bizim ¢aligmamizda da
propolisin primer kemik olusumunu diger gruplara goére ge¢ donemde artirmis

olmasinin nedeni osteoklast aktivitesini inhibe etmis olmasi olabilir.

Propolisle ilgili calismalar daha ¢ok propolisin yumusak dokularin iyilesmesi
tizerindeki etkilerini incelemeye yoneliktir. Barud Hda ve ark. (2013) tarafindan 24 rat
kullanilarak yapilan calismada ratlarin sirt bolgelerine 6mm capinda yuvarlak
insizyonlar yapilarak propolis iceren biyoselilloz membranla yara bolgeleri kapatilmis
ve kontrol grubuna gore daha iyi yara iyilesmesi saglandig1 bildirilmistir. Kilicoglu ve
ark. (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada sistemik olarak uygulanan propolisin
(100mg/kg/giin) ratlarda yapilan kolon rezeksiyonu sonrasi anostomozdaki etkisini
arastirmiglar ve propolisin istatiksel olarak anlamli bir sekilde kolonun basing
dayaniminin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
propolisin enflamatuar cevabi1 inhibe ederek anastomoz bdlgesindeki iyilesmeyi
desteklemekle kalmayip fibroblastlarin kollajen sentezlemesini de tesvik ettigi

bildirilmistir. Batista ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada iki farkli propolisin
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etanol ekstrati eritilmis lanolin ve vazelin (3:7) ile karistirarak %20 propolis icerikli iki
farkli krem elde edilmis ve bu kremlerin ratlardaki yara iyilesmesine olan etkileri
incelenmistir. Calismada 20 adet erkek wistar tiirii rat kullanilmis ve ratlarin sirt
bolgelerinde 1,2 cm yuvarlak kesi yapilarak deri dokusu kaldirilmig yara bolgelerine 15
giin boyunca steril enjektor kullanilarak propolis igerikli 2 farkli krem (1ml) ile tedavi
uygulanmistir. Aragtirma sonucunda propolis kremlerin karaciger ve bobrekte herhangi
bir toksisite gostermedigi bildirilmektedir. Propolis igerikli kremlerin kullanildigi
deneklerde epitelizasyonun kontrol grubuna goére daha hizli oldugu belirtilmektedir.
2009 yilinda 28 rat iizerinde yapilan bir ¢aligmada ratlarin sirt bdlgesinde 2 adet 7
mm’lik kare sekilli deri defektleri olusturuldugu ve giinliik olarak bu defektlerden birine
propolisli krem digerine propolis icermeyen baz krem uygulandigi bildirilmistir.
Propolisin yara iyilesmesine olan etkisinin incelendigi ¢aligmadaki ratlar 4 gruba
ayrilmig ve gruplar operasyonu takip eden 4.,7.,10. ve 14. glinde sakrifiye edildigi
bildirilmistir. Calisma sonucunda propolis uygulanan bolgelerden 4., 7. ve 10. giinlerde
alinan orneklerde yeni hiicre yapiminin kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulundugu bildirilmistir. 14. gilinde ise tiim gruplarda yara
iyilesmesinin tamamen sona erdigi bildirilmistir (Sehn ve ark., 2009). Bizim ¢alismamiz
sonucunda Propolis14 grubunda ise primer kemik hacmi, bag doku hacmi ve yeni
damar hacmi kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek
bulunmugtur. Propolis28 grubundaki yeni olusan primer kemik hacmi, bag dokusu
hacmi ve yeni damar hacmi tiim gruplardan istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmugtur. Bu bilgiler 1s1ginda propolisin kemik dokusu disindaki dokularda da
iyilesmeye olumlu yonde etkisi oldugu ve bu baglamda calismamizdan elde edilen

sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu sonucuna varilabilir.

Uziim cekirdegi ekstresi, iiziim (vitis vinifera) meyvesi ya da ¢ekirdeginden
elde edilen antioksidan 6zellige sahip olan bir tiir flavonoiddir (Monagas ve ark., 2003).
Uziim ¢ekirdegi ekstresi elde edilecek iiziimiin (yetistigi yer vb.gibi) farkli 6zelliklere
sahip olabilecegi gibi iiziim ¢ekirdeklerinin elde edilme yontemleri arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Payan (2007) tarafindan yapilan c¢alismada {iziim ¢ekirdeklerinin en
verimli ekstraksiyonunu elde edebilmek i¢in Peki¢ ve ark. (1998) tarafindan tanimlanan
teknik kullanilarak aseton, etil asetat, etanol ve metanoliin saf olarak ya da degisik

oranlarda sulu ¢ozeltileri kullanilmigtir. Ekstraksiyon veriminin en yliksek oldugu
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¢ozeltinin aseton:su (3:7) oldugu bildirilmistir. Bu sebeple biz de ¢alismamizda iiziim
cekirdeklerinin ekstraksiyonunu yaparken Peki¢ ve ark. (1998) tarafindan tanimlanan

teknikte aseton:su (3:7) karigimini kullandik.

Uziim cekirdegi esktresi ile ilgili son yillarda birgok ¢alisma yapilmistir ancak
iiziim ¢ekirdegi esktresinin kemik iyilesmesi iizerindeki etkilerini inceleyen bir
caligmaya literatlirde rastlanmamistir. Yaptigimiz calisma iiziim cekirdegi esktresinin
kemik iyilesmesi tizerindeki etkisinin incelenmesi bakimindan ilk defa uygulanmistir.
Literatiirde liziim cekirdegi esktresi ile yapilan ve liziim ¢ekirdegi esktresinin kemik
gelisimi tizerindeki etkilerini inceleyen ¢aligmalar mevcuttur. Kamitani ve ark. (2004)
tarafindn yapilan bir ¢calismada diisiik kalsiyum igerikli diyet uygulanan ratlarda 3 hafta
tiziim c¢ekirdegi esktresi destekli diyetin mandibula gelisimi iizerindeki etkileri
aragtirtlmigtir. Calisma sonucunda {iziim ¢ekirdegi esktresi destekli diyet uygulanan
grupta diger gruplara gore trabekiiler kemik yogunlugu ve trabekiiler kemik mineral
icerigi, kortikal kemik yogunlugu, kortikal kemik enine kesit alan1 ve kortikal kemik
mineral icerigi istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundugu bildirilmistir. Bu
sonuclara gore iizim c¢ekirdegi esktresinin ratlarda mandibula kemik yogunlugu ve
kemik olusumunu artirdig1 bildirilmistir. Yine buna benzer planlanan g¢aligmalarda
iiziim c¢ekirdegi esktresinin mandibula kondilindeki kemik yogunlugu ve kemik
olusumunu artirdigr bildirilmistir (Kojima ve ark., 2004; Ishikawa ve ark., 2005).
Yahara ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada iiziim ¢ekirdegi esktresinin
diisiik kalsiyumlu diyet uygulanan ratlardaki tibia diafizi tizerindeki etkileri 3 nokta
biikme testi kullanilarak incelenmis ve iiziim ¢ekirdegi esktresi destekli diyet uygulanan
grupta kemik dayaniklilig1 diger gruplara nazaran daha yiiksek bulundugu bildirilmistir.
Bizim calisgmamizda ise iiziim ¢ekirdegi esktresi olusturulan kemik defekti bolgesine
lokal olarak uygulanmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore Uziim14
grubundaki primer kemik hacmi Kontrol14 grubuna nazaran istatiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Uziim28 grubunda ise primer kemik hacmi Kontrol28
grubundan istatiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek olarak tespit edilmistir. Uz{im28
grubundaki primer kemik hacmi Uziim14 grubundan da diisiik olarak tespit edilmistir.
Bunun sebebi olarak 14.gline kadar olugmus olan primer kemigin 28 giin dolmadan
sekonder kemige donlismils olmasi seklinde degerlendirilebilir. Bu bilgiler 1s1ginda

14.giinde primer kemik hacminin istatiksel olarak artmis olmasi iiziim c¢ekirdegi
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esktresinin kemik iyilesmesi ilizerinde olumlu etkisinin oldugunu gdstermektedir. Bu
acidan bakildiginda elde edilen sonuglar literatiirle uyumlu olarak degerlendirilmistir.
Ancak 28.gilindeki primer kemik hacminin diisiik olarak belirlenmesi 14.giinden sonra
primer kemik olugsma miktariin azaldigi seklinde de degerlendirilebilir. Bu acidan
bakildiginda tiziim ¢ekirdegi esktresinin ilk 14 giinde kemik iyilesmesi i¢in olumlu etki
yaparken 14.glinden sonra inhibe edici etki gdstermis olabilecegi ihtimali gbz oniinde
bulundurulmalidir. Yapilmis olan bu ¢alismalar bizim ¢alismamizdan iiziim g¢ekirdegi
esktresi uygulama sekli, siiresi, tiziim ¢ekirdegi esktresi kaynagi ve ekstraksiyon metodu
bakimindan farkliliklar icerdiginden dolay1 elde edilen sonuglarla ilgili net bir yorum
getirmek miimkiin olamamaktadir. Bu konuda daha genis bilgiye sahip olmak i¢in yeni

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Uziim ¢ekirdegi esktresi kullanilarak yapilan galigmalardan bazilarinda iiziim
cekirdegi esktresinin yumusak dokularda olusturulan defektlerin iyilesmesine olan
etkileri incelenmektedir. Khanna ve ark. (2001) tarafindan 9 rat iizerinde yapilan bir
calisgmada hazir olarak satin alinan {iziim c¢ekirdegi esktresinin (InterHealth
Nutraceuticals, USA) yara iyilesmesi lizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla
ratlarin dorsal bolgelerine iki adet simetrik konumda 16x8mm’lik dikddrtgen sekilli tam
kalinlik flep kaldirarak yumusak doku defekti olusturulmus ve defektler sekonder
iyilesmeye birakilmistir. Defektlerden birine topikal olarak iginde 25 pl {iziim ¢ekirdegi
esktresi (100 mg/ml) olan 2,5 mg salin 5 gilin boyunca uygulanmistir. Diger defekte ise
ayni slirede sadece salin uygulanmis. 5 glin sonra defektler dijital goriintiileme
yontemiyle incelenmis ve ardindan denekler sakrifiye edilmistir. Dijital goriintiileme
sonuglarina gore liziim ¢ekirdegi esktresi uygulanan defektte yara iyilesmesi kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede daha hizli gergeklestigi bildirilmistir.
Histolojik sonuglara goére iiziim ¢ekirdegi esktresi uygulanan grupta bag doku
depozisyonu ve epidermis formasyonu kontrol grubuna gdre daha gelismis olarak tespit
edildigi ve iiziim ¢ekirdegi esktresi uygulanan grupta histolojik organizasyonun daha
tatminkar oldugu bildirilmistir. Bizim caligmamizda ise iizlim c¢ekirdegi esktresi
ratlarinda kalvaryalarinda acilan kemik defektlerine cerrahi sirasinda lokal olarak
uygulanmigtir. Denekler i¢in yasam siiresi 14 giin ve 28 giin olarak belirlenmistir.
Calisma sonucunda Uziim14 grubunda yeni bag dokusu hacmi Kontrol14 grubuna gére

istatiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek olarak tespit edilmistir. Uziim28 grubunda
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yeni bag dokusu hacmi Kontrol28 grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasa da
yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda elde edilen sonuglarimiz literatiirle

uyumlu olarak bulunmustur.

Ankaferd kanama durdurucu o6zellikle dis hekimliginde kanama durdurucu
olarak kullanilan, 5 farkli bitki Oziitiinden elde edilen dogal bir iriindir
(www.ankaferd.com/pdf/ABSAR2008 1.pdf). Asil kullanim amaci kanama durdurucu
olmasina ragmen yapilan ¢alismalarda Ankaferd’in antioksidan (Hasgul ve ark., 2014),
antineoplastik (Goker ve ark., 2008), antienfeksiyoz (Fisgin ve ark., 2009; Turhan ve
ark., 2009), antibakteriyel ve antifungal (Kosar ve ark., 2009) etkilere sahip oldugu
bildirilmektedir. Ankaferd’in kemik iyilegsmesine olan etkilerini inceleyen ¢aligmalarin
sayist olduk¢a azdir. Sanser ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada ratlarin
kalvaryalarinda kemik defekti olusturulmus ve defekt bolgesine topikal olarak 0,5 ml
Ankaferd uygulanmistir. 2 hafta arayla suturlar agilip defekt bolgesi 0,5 ml Ankaferd ile
yikanip tekrar primer olarak kapatilmistir. Calisma sonucunda Ankaferd uygulanan
grupta defektin yiizey alaninin kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede
azaldigi, bunun sonucu olarak Ankaferd’in kemik yapimina olumlu yonde katkida
bulundugu sonucuna varilmistir. Bizim ¢alismamizda ise ratlarin kalvaryalarinda
standart olarak 5 mm’lik yuvarlak kemik defektleri olusturulmus ve bu defektlere lokal
olarak uygulanacak olan Ankaferd’in etkisi uzatmak amaciyla defektle ayni sekil ve
boyutta jelatin siinger yerlestirilmistir. Ardindan defektlere 0,5 ml Ankaferd topikal
olarak uygulanmis ve flep primer olarak kapatilmigtir. Ankaferd14 grubunda primer
kemik hacmi Kontroll4 grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Bu bakimdan elde ettigimiz sonuglara gore literatiirle uyumlu olarak
Ankaferd’in kemik iyilesmesine olumlu yonde katkida bulundugu goézlenmistir.
Calismamizda Ankaferd14 grubundaki yeni bag dokusu ve yeni damar hacmi Kontrol14
grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek olarak tespit dilmistir.
Ankaferd28 grubundaki yeni bag dokusu ve yeni damar hacmi Kontrol28 grubuna gore
istatiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek olarak tespit edilmistir. Elde edilen verilere
gore 14. giine kadar Ankaferd primer kemik, yeni bag dokusu ve yeni damar hacmi
bakimindan literatiirle uyumlu olarak kemik iyilesmesine olumlu yonde katki yaptig
gbzlenmistir. Ayrica Sanser ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada 2 hafta arayla
fleplerin agilip Ankaferd uygulanmasi suretiyle ekstra cerrahi islemlerle Ankaferd’in
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etki siiresi uzatilmaya calisilmistir. Bizim ¢alismamizda ise Ankaferd’in etki siiresini
uzatmak amaciyla kontrollii salinim yontemi olarak da kullanilabilen jelatin siingerler
defekt bolgelerine yerlestirilmistir. Bu sebepten otiirii bizim c¢alismamizda ikinci ve
ticlincii cerrahi isleme gerek duyulmamistir. Arastirmacilarin yaptiklar1 ¢aligmalarinda
flebin siirekli agilip kapanmasindan dolay1r kemik iyilesmesinin olumsuz yodnde
etkilenmesi ihtimal dahilindedir. Yaptigimiz calismada propolis, Ankaferd ve iiziim
cekirdegi ekstresinin rat kalvaryalarinda olusturulan Smm’lik kemik defekti iizerine
lokal olarak uygulandiginda kemik iyilesmesine olan etkileri arastirilmistir. Calisma
sonucunda Uziim14 grubundaki primer kemik hacmi Propolisl4 ve Kontroll4
gruplarindan istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ankaferd14
grubunda primer kemik hacmi Kontroll4 grubundan anlamli derecede yiiksek
bulunmugtur. Bu sonuglara gore 14.giinde elde edilen sonuglara gdre primer kemik
hacmi en vyiikksek bulunan gruplar sirasiyla Uziim, Ankaferd, Propolis olarak
belirlenmistir. 28. giin sonunda elde edilen verilere gore primer kemik hacmi
bakimimdan Propolis grubu Ankaferd, Uziim ve Kontrol gruplarindan istatiksel olarak

anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Mihmanli ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismada Ankaferd’in insan
lenfositleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda
Ankaferd28 grubundaki primer kemik hacmi Kontrol28 grubundakinden daha az olarak
tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak Ankaferd’in uzun dénemde kemik iyilesmesine
olumsuz etki yapabilecegi diisiiniilebilir. Elde edilen verilerin daha iyi anlasilabilmesi

icin bu konuda ileri diizeyde ¢aligmalar yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ticari bakimdan temin edilebilen ve kararli bir organik azot radikal bilesigi
olan DPPH, bitki oOziitleri ve yiyecek maddelerinin antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yontem, DPPH’in metanolde
hazirlanan ¢ozeltilerinin bir hidrojen verici antioksidan madde varliginda radikal
olmayan DPPH-H’a doniisiimiiniin spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi esasina dayanir
(Payan, 2007). Shrikanta ve ark. (2015) tarafindan yapilan c¢aligmada antioksidan
kapasitelerinin degerlendirilmesi amaciyla Hindistan’da fiiretilen {iziim ¢ekirdeklerinin
DPPH serbest radikalini siipiiriicli etkisi arastirilmis ve {iziim ¢ekirdeklerinin su-alkol
(%80) ekstresinin ECsy degeri 0,41mg/ml olarak tespit edilmistir. Bizim ¢aligmamizda

ise siyah iiziim cekirdeklerinin su-aseton (%30) ¢ozeltisinin ECsy degeri 4.15ug/ml
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olarak tespit edilmistir. Literatiir bilgileriyle kiyaslandiginda bizim kullandigimiz siyah
iiziim ¢ekirdeklerinin antioksidan kapasitesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ancak farkli ¢aligmalarda kullanilan siyah {iziimiin cinsi, iiretim bolgesi, liretim zamant,
ekstraksiyon metodu ve ¢ozeltisinin de farkli olmasi sonuglar arasindaki farkliliklarin
sebebi olabilir. Ugur ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Ankaferd’in DPPH
serbest radikali siipiirme aktivitesi testinde antioksidan 0&zellik gostermedigini
belirtmislerdir. Ancak bizim ¢aligmamizda Ankaferd’in ECsy degeri 5,57pg/ml olarak
tespit edilmigtir. Bu acidan elde ettigimiz sonucun literatlirle uyumlu olmadigi
goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak DPPH ¢o6zeltisi hazirlanirken kullanilan ¢6ziiciliniin
farkli olmasi olabilir. Nitekim Ugur ve ark. (2016) tarafindan yapilan calismada
DPPH’1n etanol ¢dzeltisini kullanmistir, bizim ¢alismamizda ise DPPH c¢ozeltisi i¢in

metanolden faydalanilmistir.

DPPH serbest radikali siiplirme aktivitesi tayini sonuclarma gore etkili
konsantrasyonu en diisiik olan sirasiyla propolis, iiziim ¢ekirdegi ekstresi, Ankaferd
olarak tespit edilmistir. Kontrol grubuna uygulanan SF’nin ise DPPH serbest radikalini
siipiirme aktivitesi bulunmadigi tespit edilmistir. Bu sonuglara bir baska agidan
bakilacak olunursa, ortamdaki DPPH serbest radikalinin %50’sini nétrlemek igin
gereken antioksidan konsantrasyonu en diigiik olan sirasiyla propolis, liziim ¢ekirdegi
ekstresi, Ankaferd olarak belirlenmistir. Bu sonuglar c¢alismamizdaki stereolojik
sonuclarla karsilastirildiginda hem erken donemde hem de ge¢ donemde deneklere
radikal siipiiriicii etkiye sahip olan bir materyalin uygulanmasi kontrol grubuna gore
primer kemik hacmi, bag dokusu hacmi ve damar hacminde anlamli bir artisa sebep
olmaktadir. Calismamizda kullandigimiz materyaller arasinda DPPH serbest radikalini
stiplirme aktivitesi testine gore en gliglii antioksidan kapasiteye sahip olanin propolis
oldugu belirlenmistir. Propolisi liziim c¢ekirdegi ekstresi ve Ankaferd izlemektedir.
Propolisin DPPH serbest radikalini siiplirme aktivitesinin yiiksek olmasi ge¢ donemdeki
primer kemik hacmi, bag dokusu hacmi ve damar hacminin Ankaferd ve Uziim
gruplarindan daha yiiksek olmasina katki saglamis olabilecegi diisliniilmektedir. Erken
dénemde primer kemik hacminin Ankaferd ve Uziim gruplarinda propolis grubundan
yiiksek olarak tespit edilmesine ragmen Ankaferd ve {iziim ¢ekirdegi ekstresinin DPPH
serbest radikali slipirme aktivitesi propolisten diisiik olarak belirlenmistir. Bag dokusu

ve damar hacmi bakimindan erken donemde antioksidan gruplar arasinda anlamli bir
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fark olmamasina ragmen DPPH serbest radikalini siipiirme aktivitelerinin farkli olmasi
bu parametrenin nicelik bakimindan farkli olmasinin sonuca etki etmedigini

gostermektedir.

Toplam fenolik madde miktar1 tayini (Folin-Ciocalteu Metodu) fenolik ve
polifenolik antioksidanlarin miktarin1 belirlemek i¢in kullanilan ve sonuglarin
kolorimetrik metodla elde edildigi in vitro deneydir. Materyallerin icerdikleri toplam
fenolik madde miktarlar1 mgGAEs/g cinsinden belirlenir ve karsilagtirma bu parametre
iizerinden yapilir (Singleton ve ark., 1999). Alencar ve ark. (2007) tarafindan yapilan
calismada Brezilya kirmiz1 propolisinin etanol ekstresinin toplam fenolik madde igerigi
232mgGAEs/g olarak bildirilmistir. Marquele ve ark. (2005) tarafindan yapilan
calismada Brezilya propolisinin toplam polifenol igerik miktari 13.3mgGAEs/g olarak
bildirilmigtir. Silici (2008) tarafindan yapilan c¢alismada Tiirkiye’'nin cesitli illerinde
iiretilmis olan propolislerin etanol ekstresinin toplam fenolik madde igerikleri
belirlenmistir. Bu calismaya gore Kayseri ve Sivas (kavak) illerinden elde edilen
propolisin toplam fenolik madde igerigi 127mgGAEs/g, Mersin Karabucak’tan
(0kaliptus) elde edilen propolisin toplam fenolik madde icerigi 125mgGAEs/g,
Bursa’dan (kestane) elde edilen propolisin toplam fenolik madde igerigi 87mgGAEs/g
olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise Samsun Havza ilgesinden elde edilen
prolisin toplam fenolik madde icerigi 275mgGAEs/g olarak tespit edilmistir.
Literatatiirdeki caligmalarla kiyaslandiginda bizim c¢alismamizda kullandigimiz

propolisin toplam fenolik madde miktarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Ky ve Teissedre (2015) tarafindan yapilan ¢alismada akdeniz bdlgesinde
yetisen 3 farkli siyah {iziimiin ¢ekirdeginde iiretilen su ve su-alkol ekstrelerinin toplam
fenolik igerikleri arastirilmistir. Caligma sonucunda, sulu ekstresi hazirlanan Grenache
tziimi ¢ekirdeginde 128mgGAEs/g, Syrah iiziim ¢ekirdeginde 215mgGAEs/g,
Carignan {iziim c¢ekirdeginde 186mgGAEs/g, su-alkol (%70) ekstresi hazirlanan
Grenache liziimii c¢ekirdeginde 195mgGAEs/g, Syrah {iziim c¢ekirdeginde
207mgGAEs/g, Carignan liziim ¢ekirdeginde 215mgGAEs/g toplam fenolik madde
tespit edilmistir. Bizim ¢aligmamizda Zonguldak Kilimli’de iiretilmis olan siyah {iziim
cekirdeklerinin  su-aseton (%30) c¢Ozeltisinin  toplam fenolik madde miktari

269mgGAEs/g olarak tespit edilmistir. Literatlir bilgileriyle karsilastirildiginda
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calisgmamizda kullanilan iiziim ¢ekirdeklerinin toplam fenolik bilesik miktar1 yiiksek

olarak tespit edilmistir.

Literatiirde Ankaferd’in toplam fenol miktar1 {izerine yapilmig bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Yaptigimiz ¢alismada Ankaferd’in toplam fenolik madde miktar
272mgGAEs/g olarak tespit edilmistir. Bu agidan Ankaferd’in toplam fenolik madde

miktar1 ilk defa bizim ¢alismamizda ortaya konmustur.

Calismamizda propolis, Ankaferd ve {iiziim c¢ekirdegi ekstresinin toplam
fenolik madde miktar1 kontrol grubunda uygulanan SF’den yiiksek olarak tespit
edilmigstir. Stereolojik inceleme sonuglariyla kiyaslandiginda bu sonug toplam fenolik
madde miktarmin hem erken donemde hem de ge¢ donemde primer kemik hacmi, bag
dokusu hacmi ve damar hacmi iizerinde olumlu etkisi oldugunu ortaya koymustur.
Ancak propolisle Ankaferd ve iliziim ¢ekirdegi ekstresini karsilagtirdigimizda toplam
fenolik madde miktarinin birbirine olduk¢a yakin oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar
toplam fenolik madde miktarlarnin Propolis, Ankaferd ve Uziim gruplar1 arasindaki
stereolojik inceleme sonug¢larinin farkliligin  agiklanmasinda yeterli bir veri

olusturmadigin1 gostermektedir.

Bu sonuglara gore ilk 14 giin sonunda {iziim ¢ekirdegi ekstresi ve Ankaferd, 28
giiniin sonunda ise propolis primer kemik hacmi bakimindan en iyi sonuglar1 vermistir.
Ileride yapilacak calismalarda Ankaferd ve iiziim cekirdegi ekstresinin erken dénemdeki
avantajini, propolisin ise ge¢ donemdeki avantajin1 kullanmak adina bu materyallerin
belli oranda karigimlarinin kemik iyilesmesi iizerindeki etkilerinin arastiriimasi faydali

olabilir.

Yeni bag dokusu ve yeni damar hacmi bakimindan degerlendirildiginde
Ankaferd ve liziim cekirdegi ekstresinin hem erken donemde hem de ge¢ donemde

propolisten belirgin bir iistiinliigli olmadig1 belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Propolis, iiziim ¢ekirdegi ekstresi ve Ankaferd’in kemik iyilesmesi tizerindeki

etkilerinin incelendigi bu ¢aligmada;

. Kontrol grubuna goére primer kemik hacminin artmasinda Ankaferd ve
iiziim ¢ekirdegi ekstresinin erken donemde propolisten daha etkili oldugu, ge¢c donemde
ise propolisin daha etkili oldugu belirlenmistir.

. Ankaferd grubunda ise ge¢ donemde primer kemik hacmi kontrol
grubundaki primer kemik hacminden de daha az olarak tespit edilmistir.

. Deneklere uygulanan materyaller hem erken donemde hem de gec
donemde kontrol grubuna nazaran yeni bag dokusu hacminin artmasini saglamiglardir.
Ankaferd’in bu artisin olmasinda erken dénemde diger gruplara nazaran daha etkili
oldugu gozlenmistir. Ge¢ donemde ise propolisin daha yiiksek yeni bag dokusu hacmi
olusmasina neden oldugu tespit edilmistir.

. Deneklere uygulanan materyaller hem erken donemde hem de gec
donemde kontrol grubundan daha yiiksek miktarda yeni damar hacmi olusmasina neden
olmustur. Erken donemde yeni damar hacminin artmasinda propolis ve iiziim ¢ekirdegi
ekstresinin daha etkili oldugu, ge¢ donemde ise propolisin daha etkili oldugu
belirlenmistir.

. Hem primer kemik hacmi hem yeni bag dokusu hem de yeni damar
hacmi bakimindan Ankaferd ve iizlim cekirdegi ekstresi gruplarinda zamanla ters
orantili bir gelisim gozlenmistir. Yani ge¢ donem hacimleri her 3 parametrede de erken
donemden daha diisiik ¢ikmistir. Bunlarin sebebi olarak erken donemde olusan bag
dokusunun ve primer kemigin ge¢ donemde yerini hizli bir sekilde sekonder kemige
birakmis oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu konunun tam olarak anlasilabilmesi i¢in
yeni calismalar yapilmasi gerekmektedir. Yapilacak calismalarda denek hayvanlarinin
yasam siirelerinin ¢esitliligi artirilarak (7, 14, 21 ve 28 giin) Ankaferd ve {iziim
cekirdegi ekstresinin bu siire zarfinda primer kemik hacminde yaptig1 degisikliklerin
izlenmesi miimkiin olabilir.

. Elde ettigimiz sonucglara goére Propolis, iiziim ¢ekirdegi ekstresi ve
Ankaferd kemik defeklerine lokal olarak uygulandiginda kemik iyilesmesine katki

saglayabilmektedir. Ancak Ankaferd ve iiziim ¢ekirdegi ekstresinin erken donemde,



propolisin ise ge¢ donemde daha iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir. Kullandigimiz
antioksidan maddelerin birbirlerine olan avantajlarinin optimize edilmesi adina bu
materyallerin ¢esitli oranlarda karistirilmasiyla yeni ¢aligmalar yapilabilir.

. Calismamizin sonuglarini elde ederken daha kesin ve objektif bir sonug
elde etmek amaciyla stereolojik inceleme yapilmistir. Bu konuda ileride yapilacak
caligmalara da dncii olacag diisiiniilmektedir.

. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi en yiiksek olanlar sirasiyla
propolis, liziim ¢ekirdegi ekstresi ve Ankaferd olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna
uygulanan SF’nin ise DPPH serbest radikali giderme aktivitesi bulunmadigi tespit
edilmigtir. Bu sonuglar ¢calisgmamizdaki stereolojik sonuclarla karsilastirildiginda hem
erken donemde hem de ge¢ donemde deneklere radikal siipiiriicii etkiye sahip olan bir
materyalin uygulanmasi kontrol grubuna goére primer kemik hacmi, bag dokusu hacmi
ve damar hacminin artmasinda etkili oldugu belirlenmistir.

. DPPH serbest radikalini siipiirme aktivitesinin miktartyla stereolojik
sonuglar arasinda bir korelasyona rastlanmamigtir. En yiiksek DPPH serbest radikalini
siipiirme aktivitesine sahip olan propolis ge¢ donemde en yliksek primer kemik, yeni
bag dokusu ve yeni damar hacminin olusmasini saglarken, erken donemde Ankaferd ve
iiziim cekirdegi ekstresi daha yiiksek primer kemik, yeni bag dokusu ve yeni damar
hacminin olusmasint saglamistir. Bu da kullanilan materyallerin DPPH serbest
radikalini siipiirme niteligine sahip olmasinin 6nemli oldugunu, nicelik bakimindan
farkli olmasinin sonuca etki etmedigini gostermektedir.

. Toplam fenolik madde miktarlar1 en yliksek olanlar sirasiyla propolis,
Ankaferd, liziim ¢ekirdegi ekstresi ve SF olarak tespit edilmistir. Stereolojik inceleme
sonuclariyla kiyaslandiginda bu sonug¢ toplam fenolik madde miktarinin hem erken
donemde hem de ge¢ donemde primer kemik hacmi, bag dokusu hacmi ve damar hacmi
iizerinde olumlu etkisi oldugunu ortaya koymustur. Ancak propolisle Ankaferd ve iiziim
cekirdegi ekstresini karsilastirdigimizda toplam fenolik madde miktarinin birbirine
olduk¢a yakin oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar toplam fenolik madde miktarlarinin
Propolis, Ankaferd ve Uziim gruplari arasindaki stereolojik inceleme sonuglarinin

farkliligin agiklanmasinda yeterli bir veri olusturmadigini gostermektedir.
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