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OZET

KEMiK DEFEKTLERINDE KULLANILAN FARKLI GREFT
MATERYALLERININ TAVSANLARDA LiPiT PEROKSIDASYON OLUSUMU
UZERINE ETKISI

Emrah GONULOL, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Agustos 2010

Bu caligmanin amaci, standart olarak kemik defekti olusturulmus tavsan
tibiasinda kullanilan farkli greft materyallerinin lipit peroksidasyon ve bazi antioksidan
enzim sistemleri lizerine etkilerini incelemektir.

Calismamizda ortalama 2,5 kg agirliginda 28 adet erkek Yeni Zelanda tavsani
kullanilmigtir. Tavsan sag tibiasinin medial kisminda standart bir kemik defekti
(5x15x3mm) olusturulmustur. Yediser tavsandan olusan 3 deney ve 1 kontrol grubu
olusturulmustur. Kontrol grubunda kemik defektleri herhangi bir materyal konulmadan
kapatilmistir (1.Grup). 2. gruba insan demineralize kemik matriksi (Grafton DBM,
Osteotech Inc., Eatontown, NJ, ABD), 3. gruba sigir kemigi (Bio-Oss , Geistlich Pharma
AG., Wolhusen, Isvicre), 4. gruba da % 60 hidroksilapatit ve % 40 beta-trikalsiyum-fosfat
(4BONE, MIS Implants Technologies Ltd., Israil) igerikli kemik grefti kullanilarak kemik
defektlerinin onarim1 saglanmustir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve
malondialdehit (MDA) analizleri i¢in tavsanlardan operasyondan 1 giin Once ve
operasyondan sonra 1, 3, 7, 14, 28 ve 56. giinlerde kan oOrnekleri alinmis ve
spektrofotometre ile analizleri yapilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirmesi SPSS 15.0 istatistik paket programi ile yapilmigtir.

Calismamiz sonucunda antioksidan enzim aktiviteleri degerlendirildiginde
CAT enzimi i¢in en yiiksek deger Bio-Oss greft grubunda elde edilmistir. GPX ve SOD
enzim aktiviteleri degerlendirildiginde ise greft materyalleri arasinda fark
bulunamamigtir. MDA iiriinii degerlendirildiginde ise en diisiik degerler Bio-Oss greft
grubunda elde edilirken en yiiksek degerler kontrol grubunda elde edilmistir. Ol¢iim

parametreleri arasindaki iligkiler degerlendirildiginde CAT degeri ile GPx, MDA ve



SOD degerleri arasinda iligski diizeyi pozitif yonde olup sadece SOD ile olan iligki
diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Sonug olarak; greft materyallerinin uygulandigi tiim gruplarda, kontrol grubuna
kiyasla daha diisiik lipit peroksidasyon tespit edilmistir. Dolayisiyla kemik defektlerinde
greft kullaniminin lipit peroksidasyonu azalttigi anlagilmistir. Ayrica tiim greft gruplar
degerlendirildiginde lipit peroksidasyon agisindan en diisiik degeri vermesi ve CAT
enzim aktivitesini arttirmasi nedeni ile Bio-Oss materyalinin bu ¢alismada kullanilan

diger greftlerden daha uygun bir materyal oldugu sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF DIFFERENT GRAFT MATERIALS USED AT BONE
DEFECTS ON RABBITS’ LIPID PEROXIDATION FORMATION

Dt. Emrah GONULOL, Ph. D. Thesis
University of Ondokuz Mayis, Samsun, August 2010

The aim of this study was to investigate the effects of different graft materials
on lipid peroxidation and some antioxidant enzyme systems in standardized bone
defect created in rabbit tibia.

In this study, twenty-eight New Zelland male rabbits, weighting
approximately 2,5 kg, were used. Standard bone defects (5x15x3mm) were created at
the medial part of the right tibia. Three experimental and 1 control group including 7
rabbits were conducted. In control group, bone defects were closed without filling any
graft material (Ist group). In the second group human demineralized bone matrix
(Grafton DBM, Osteotech Inc., Eatontown, NJ, USA), in the third group bovine bone
(Bio-Oss , Geistlich Pharma AG., Wolhusen, Switzerland) and in the fourth group the
mixture of 60% hidroxiapetite and 40% beta-tricalcium-phosphate (4BONE, MIS Implants
Technologies Ltd., Israel) grafts were used for the repair of the bone defects.

Blood samples were obtained 1 day before the operation and 1, 3, 7, 14, 28 and
56th days after the operation for the analyses of superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT), malondialdehyde (MDA). The samples
analysed with spectrophotometer. The results were evaluated by SPSS 15.0 statistical
packet program.

In our study all the antioxidant enzyme activities were evaulated for each
group. For CAT enzyme, the highest value was detected in Bio-Oss graft group. No
differences were found between the graft groups for GPx and SOD enzyme activities.
For the evulation of MDA product while the lowest values were detected in Bio-Oss
graft group, the highest values were found in control group. The relationships between

measurement parameters were also evaluated. Although positive correlation was
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detected between CAT and GPx, MDA, SOD values, only the correlation between
CAT and SOD values were found to be statistically significant.

In conclusion, lipid peroxidation levels were found to be lower in all
experimental groups when compared to the control group. Which means that grafting
of bone defects causes lower lipid peroxidation. In addition, though the lowest levels of
lipid peroxidation and increased levels of CAT enzyme activity were found in Bio-Oss
group, we can concluded that Bio-Oss material is more suitable material for grafting

than other materials used in this study.
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1. GiRIS

A&z ve g¢eneler bolgesindeki kemik defektlerinin bir kism1 kemigin kendini
tamir edebilme yetenegi ile onarilirken biiyiik kemik defektlerinde ise kemik dokusunun
onartlmasin1 desteklemek veya tamamen iyilesmesini saglamak amaci ile greft
materyalleri kullanilmaktadir (Schmitz ve Hollinger, 1986).

Kemik greft materyalleri esas olarak otojen, allojen, ksenojen ve alloplastik
olarak siniflandirilir. Otojen greftlerde ayni bireyin, allojen greftlerde ayn tiirtin farkl
bireylerinden alinan kemik dokusu kullanilir (Block ve ark., 2002; Aalam ve Nowzari,
2007). Ksenojen greftler; farkli genetik tiire sahip canlilardan elde edilen greftler iken,
alloplastik greftler sentetik bir maddeden elde edilirler (Thaller ve ark., 1993; Sanchez
ve ark., 2005). Cok sayida ve farkli kaynakli ticari greft materyalleri bulunmasina
ragmen c¢esitli dezavantajlarindan dolayr ideal greft materyali arayiglart halen devam
etmektedir (Bernard, 1991; Gazdag ve ark., 1995).

Serbest oksijen radikalleri, pek ¢cok hastaligin patogenezinden sorumlu olan ve
ortaklanmamis elektron igeren reaktif molekiillerdir. Bu radikaller organizmanin
homeostaz siirecinde meydana gelebildigi gibi c¢esitli dis etkenlerle de olusabilir. Bu
molekiillerin yar1 dmiirleri ¢ok kisa olup normal fizyolojik sartlarda intraselliiler ve
ekstraselliiler savunma mekanizmalar1 ile kontrol altinda tutulurlar. Bu antioksidan
savunma sistemlerinin en énemlileri SOD, GPx ve CAT enzimleridir. Serbest oksijen
radikallerinin artmasi; membran c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimina
(lipit peroksidayonuna) neden olabilmekle birlikte protein, karbonhidrat ve niikleik
asitleri deoksidasyona ugratarak oksidatif strese yol agmakta ve cesitli patolojilere
neden olabilmektedir. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan
MDA, lipit peroksidasyonun en Onemli gostergelerinden birisidir (Halliwell, 2007;
Berkoz ve ark., 2008).

Calismamizin amaci, standart kemik defekti olusturulmus tavsanlarda farkli
yapidaki greft materyallerinin lipit peroksidasyon olusumu Tizerine etkilerini

inceleyerek ideal greft materyali arayisina katki saglamaktir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Kemik

Kemik bir¢ok 6zel fonksiyonu i¢cinde barindiran benzersiz bir dokudur. Kemik
dokusu viicudun temel kalsiyum deposudur ve gerekli durumlarda kalsiyum ihtiyacini
kargilar (Ward ve ark., 2005). Viicudun pH dengesinin saglanabilmesi icin ilave fosfat
ve karbonat iiretimi ile birlikte akciger ve bdbreklerle uyum iginde ¢alisir. Ayni
zamanda sinir ve kas arasindaki elektriksel degisikliklerin iletimine yardimci olur
(Arun, 2004). Iskelet sistemini olusturan kemikler ayn: zamanda canli yumusak doku
yapilarii koruyan, kas sistemini destekleyen bir ¢at1 gorevi gériirler. Insandaki toplam
kemik dokusu tiim viicut agirliginin % 20’sini olusturur. Kemik dokusu ¢ok giicliidiir
buna ragmen esnek ve elastik bir yapidir. Kemik kivrilabilir, deforme edici kuvvetler
karsisinda elastisite sinir1 asilmadig siirece kuvvet ortadan kalktiktan sonra eski haline
donebilir. Kemik yapisinin aksiyel kuvvetler karsisinda direnci yiiksek olmasina ragmen

rotasyonel kuvvetlere direnci azdir (Ward ve ark., 2005).

2. 1. 1. Kemik Hiicreleri
Kemikte osteoblast, osteosit, osteoklast ve osteoprogenitér hiicreler olmak

tizere dort tip hiicre bulunmaktadir (Sekil 2. 1. 1).

SVl

Sekil 2. 1. 1. Kemik hiicreleri (Arun’dan, 2004)
Paratiroid hormon (Parathyroid Hormone, PTH), Kalsitonin (Calcitonin, CT)



2. 1. 1. 1. Osteoblastlar

Osteoblastlar, kemik matriksini depolarlar ve endosteal osteoblastlar ve
periosteal osteoblastlar olarak gorev yaparlar. Periosteal osteblastlar kemigin dis
ylizeyinde periostun altinda bulunurken endosteal osteoblastlar kemik igerisinde
vaskiiler kanallarda siralanirlar. Olgun osteoblastlar kemik matriks proteinlerinin
tiretiminden sorumludurlar. Kemik birikimi birka¢ ay boyunca aktif biiylime alaninda
dairesel olarak osteobastlarin ¢okelmesi ile devam eder. Yeni olusan kemik matriksinin
minerilizasyonuna ek olarak osteoblastlar ayn1 zamanda fosfolipid ve proteoglikanlar
gibi diger matriks bilesenlerini de iireterek minerilizasyon siirecinde onemli bir rol
oynarlar (Arun, 2004). Kemik yapiminin kontroliinii saglamak {izere paratiroid hormon

(aktif Vitamin D3) glukokortikoid ve dstrojen reseptdrleri bulundururlar (Miller, 1996).

2. 1. 1. 2. Osteositler

Osteoblastlar kemik matriksini olusturduktan sonra onun igerisine gdmiilerek
osteosit hiicrelerine doniisiirler. Osteositler matriks lamelleri arasinda bulunan lakiinler
icerisinde yerlesmislerdir. Her lakiinde sadece bir osteosit bulunur. Komsu osteositler
stoplazmik uzantilarinin birbirleri arasinda yaptiklar1 hiicre baglantilar1 ile temas
olusturup, besin maddelerinin bu yapilar aracilifiyla hiicreden hiicreye geg¢isini
saglarlar. Osteositler, osteblastlara oranla yassi elips seklindedir. Bu hiicreler kemik

matriksinin devamliliginda rol alirlar (Junqueira ve ark., 1998).

2. 1. 1. 3. Osteoklastlar

Osteoklastlar kemik rezorbsiyonundan sorumlu olan hiicrelerdir ve aktiviteleri
paratroid hormon tarafindan kontrol edilir. Osteoklastlar histolojik olarak genis ve ¢ok
niikleuslu (50 c¢ekirdekli) dev hiicrelerdir (Arun, 2004). Bu hiicreler kemik
rezorbsiyonunun basladig1 bolgelerde, enzimatik olarak agilmis Howship lakiinii adi
verilen ¢ukurcuklarda bulunurlar (Erdogan ve ark., 1999). Hiicre zarlarinin 6zel bir
bolgesi rezorbe olabilmesi i¢in kemik yiizeyine bitisik bulunmaktadir. Bu bolge kivrimli
kenar olarak bilinir ve osteoklastlardan kemige dogru uzanan villus benzeri goriintiiden
olusmaktadir. Bu girinti ve ¢ikintilar hiicre membrani ile kemik yiizeyi arasinda siki bir
temas saglamaktadir. Kemik rezorbsiyonu, organik kemik matriksini ¢dzen veya

sindiren proteolitik enzimleri ve kemik hiicrelerini oldiiren asitleri salgilayan bu



kivrimli bolgede meydana gelir. Osteoklastlar fagositoz yolu ile ayni zamanda kemik
matriksinin minik partikiillerini ve kristallerini absorbe ederler ve sonugta onlar

cozerler, ortaya c¢ikan tiriinleri de kan dolagimina birakirlar (Arun, 2004).

2. 1. 1. 4. Osteoprogenitor hiicreler

Osteoprogenitdr hiicreler periosteumun i¢ hiicre katmani, Havers kanallar1 ve
endosteuma yerlesmislerdir. Embriyonal olarak mezenkimden gelisirler. Mitozla
cogalarak osteoblastlara farklilasirlar. Osteoprogenitor hiicreler ig seklinde ve oval
cekirdeklidirler. Bu hiicreler kemik biiylimesi sirasinda son derece aktif hale gegerler

(Erdogan ve ark., 1999).

2. 1. 2. Kemigin Makroskobik Yapisi

Kemik dokusu tubiiler ve yassi kemikler olmak iizere iki ana yapisal gruba
ayrilir. Tubiiler kemikler normal yiik tasima ve hareket fonksiyonunu saglarlar. Kafatasi
gibi yassi kemikler ise canli yumusak dokular1 korurlar. Anatomik olarak tubiiler
kemikler, merkezi (diafiz) ve u¢ kisim (epifiz) veya sekonder ossifikasyon merkezini
icerirler. Diafiz ve epifizin birlesme noktasina epifizyal plak denir ve burasi baglica
bliylime alanidir. Bu bolge normal uzunlamasina biiylimenin oldugu yerdir. Yassi

kemiklerin epifizyal plaklar1 yoktur (Sekil 2. 1. 2) (Ward ve ark., 2005).

Beslenme cl
kanah

Diafiz

Sekil 2. 1. 2. Kemigin makroskobik yapisi (Arun’dan, 2004)



Insan iskeleti porozitesine bagl olarak iki farkli tiir dokudan olusmaktadir;
bunlar yogun kortikal doku ve spongiéz kanselloz dokudur. Temel olarak kemigin
porozitesi % 0-100 oraninda devamli olarak degigsmekte; bununla birlikte bircok
bolgede ¢ok diisiik veya c¢ok yiiksek porozite bulunabilmektedir. Cogu vakada hem
kortikal hem de kansell6z doku kemigin her bélgesinde bulunmustur; fakat miktarlar: ve
dagilimlart farkli olabilmektedir. Kemik icerisinde mineralize olmamis bosluklarda ilik
bulunmaktadir ve bu doku kan damarlari, sinirler ve cesitli tipte hiicreler igermektedir.

[ligin esas fonksiyonu kandaki temel hiicreleri {iretmektir (Arun, 2004).

2. 1. 2. 1. Kompakt Kemik

Tiim viicuttaki kemigin % 85’ini olusturan kortikal veya kompakt kemik, uzun
kemiklerin aksinda bulunur ve diger spongiéz kemiklerin etrafinda bir kabuk olusturur.
Bu doku kemik silindirlerinin i¢inde olan ve havers sistemi olarak adlandirilan merkezi
bir kan damart ile birlestirilmistir. Havers kanallar1 birbirlerine bagl kapiller kanallari
ve sinirleri kapsarken kemigin dis ylizeyine kisa ve transvers yonde Volkman

kanallariyla baglantilidir (Sekil 2. 1. 3) (Arun, 2004).

Periostenm

Havers
kanah

Osteositler

Sekil 2. 1. 3. Havers kanallar sistemi (Arun’dan, 2004)

Kompakt kemik lameller diizenlenigine gore ii¢ ¢esittir:
e Havers Lamelleri: Havers kanallarinin ¢evresinde i¢ ice yerlesmis halkalar
seklindedirler. Ortadaki Havers kanali ile bunu g¢evreleyen 6zel lameller bir

sistem olarak kabul edilir. Bu sisteme Havers Lameller Sistemi veya osteon



denir. Kompakt kemikte dokunun ¢ogunlugunu osteonlar olusturur. Osteonlar
homojen yapida ve sement ¢izgisi denilen ince bir madde ile ¢evrilmistir.

e Ara Lameller: Osteonlarin aralarinda kalan alanlar1 dolduran degisik capta,
diizensiz iiggen bi¢imli lamellerdir.

e Sirkumferansiyel Lameller: Kompakt kemiklerin dig yiizeyinde, periostun
altinda i¢ yilizeyde, endosteuma yakin st {iste daireler seklinde bulunan

lamellerdir (Junqueira ve ark., 1998; Erdogan ve ark., 1999).

2. 1. 2. 2. Spongioz Kemik

Spongioéz kanselloz kemik tiim viicuttaki kemiklerin yaklasik % 15’ini
olusturur, uzun kemiklerin sonunda, kiibik ve diiz kemiklerde bulunur. Bu kemiklerin
bosluklar1 kemik iligi ile doludur. Kemik matriksi trabekiil adi verilen tabakalardan
olusmustur ve kimi zaman dik acili bir dizilim gosterse de genelde rastgele

dizilmislerdir. Medullar kaviteleri kemik iligi ile doludur (Arun, 2004).

2. 1. 2. 3. Periost ve Endosteum

Eklem yiizeyleri digindaki kemiklerin dig ylizeyleri periost ad1 verilen fibroz
bir kilif ile ortiiliidiir. Bu tabaka dis fibroz tabaka ve kambiyum denilen i¢ fibroz tabaka
olarak ikiye ayrilir (Nishimura ve ark., 1997). Distaki tabaka az miktarda fibroblast
iceren diizensiz siki bag dokusundan yapilmistir. Icteki tabaka ise hiicrelerden
zengindir. Bu hiicrelerin ¢ogu osteoprogenitoér hiicrelerdir. Gelismekte olan kemik
dokusunun yiizeyindeki hiicreler, osteoprogenitdr hiicrelerin farklilagsmasiyla olusmus
osteoblastlardir. Kemik yapimi ve onarimi sirasinda i¢ tabaka aktif olarak gorev yapar.
Olgunlasan kemiklerde ¢ok ince olan periosteum, alttaki kemik dokusuna Sharpey lifleri
ile sikica yapisik sekildedir. Bu lifler dis tabakadan ayrilan kalin kollajen demetlerdir.
Kemik dokusuna girerek yiizeye yakin ara lamellerin derinliklerine kadar iner ve
boylece periosteumu kemige baglarlar.

Kompakt kemiklerin i¢ yiizeyleri ve spongiéz kemik trabekiilleri endosteumla
ortiiliidiir ve retikiiler bag dokusundan yapilmistir. Endosteumun kemik dokusuna bakan
yiizeyinde tek sira halinde osteoprogenitdr hiicreler bulunur. Kemik onariminda bu
hiicreler boliinerek osteoblastlara doniisiirler (Erdogan ve ark., 1999; Fawcett ve Bloom,

1994).



2. 1. 3. Kemigin Mikroskobik Yapisi

Mikroskobik seviyede kemigin orgii kemik, kompozit kemik, lameller kemik
ve 1gsi kemik olmak iizere 4 tipi vardir.

Orgii kemik ¢ok ¢abuk olusmasi nedeni ile (yaklasik 30-60 mm/giin)
iyilesmede temel bir rol oynar, ancak diizensiz bir yapidadir ve lameller yap1 ile Havers
sistemine sahip degildir. Dolayisiyla yumusaktir, biyomekanik giicli ¢ok azdir ve uzun
siire dayanikli degildir. Iyilesme sirasinda orgii kemik, faz 1 kemik olarak nitelendirilir.
Cok cabuk rezorbe olarak yerini faz 2 kemik olarak nitelendirilen olgun lameller
kemige birakir.

Kompozit kemik, 6rgii kemik (fazl) ve lameller kemik (faz2) arasindaki gecis
asamasidir.

Lameller kemik viicuttaki en bol, olgun, direngli ve gii¢lii kemiktir. Bu tipteki
kemik yavas olusur (0.6-1mm/gilin) ve iyi yapilanmis kollajen protein ve mineralize
yapiya sahip olup c¢ok tabakali bir yap1 gosterir.

Igsi kemik; ligamentler ve eklemler etrafinda bulunur. Ligamentler arasinda

cizgisel baglantilar olusturmaktadir (Arun, 2004).

2. 1. 4. Kemigin Molekiiler Yapisi
Kemik dokusu, matriks adi verilen hiicreler arasi madde ile hiicrelerden
meydana gelir. Matriks hiicrelere gore daha genis bir alan1 kaplar ve organik matriks ve

inorganik matriks olmak iizere iki boliimde incelenir (Soydan, 1992).

2. 1. 4. 1. Organik Matriks
Organik matriks kemigin formunu verir ve inorganik tuzlarin sekillenmesini
saglar. Organik matriks eriskinlerde kemik agirligimin % 25’ini, hacim olarak da
% 38’ini meydana getirir (Soydan, 1992; Ward ve ark., 2005). Organik kemik
matriksini olusturan maddeler sunlardir:
¢ Kollajen: Organik matriksin % 90’11 olusturur. Temel olarak tip I kollajen
kemikte bulunan esas kollajendir. Kollajen, kemige gerilme kuvveti ve
esneklik saglar. Kollajenin {i¢lii heliks yapisinda bulunan mikroporlardan igeri

sizan kalsiyum bilesikleri kemigin minerilizasyonunu saglar.



e Proteoglikanlar: Glikozaminoglikan-protein komplekslerinden olusur ve
kemigin sikigtirma kuvvetine katkida bulunur.

e Kollajen dis1 matriks proteinleri: Bu grupta bulunan proteinlerin baslicalari
osteokalsin, ostenektin ve ostepontindir. Osteoblastlar tarafindan salgilanan
osteokalsin, osteoklastlar1 aktive eder ve kemik yogunlunun kontroliinden
sorumludur. Kollajenden sonra matrikste en ¢ok bulunan proteindir (% 10-20).
Osteonektin, trombositler ve osteoblastlar tarafindan salgilanan bir proteindir.
Gorevinin kalsiyum regiilasyonu ve matriks minerilizasyonunun organizasyonu
oldugu one siiriilmektedir. Osteopontin ise hiicrelerin birbirlerine tutunmasini
saglayan integrin benzeri bir proteindir.

e Biiyiime faktorleri ve sitokinler: Kemikte az miktarda bulunan bu maddeler
hiicre farklilagsmas1 ve aktivasyonundan, biiylime ve kemik dongiisiinden
sorumludurlar. Kemikte bulunan bu maddelerin baslicalari; doniistiiriicti
bliylime faktorii-p (Transforming Growth Factor beta, TGF- ), insiilin benzeri
bliylime faktorii (Insulin-like Growth Factor, IGF), interlokinler (Interleukin,
IL) ve kemik morfojenik proteinleri (Bone Morphogenic Protein, BMP) olarak
siralanabilir (Turner, 2006).

2. 1. 4. 2. Inorganik Matriks

Inorganik matriks kemigin kuru agirligmin % 65’ini olusturur (Soydan, 1992).
Iceriginde 6zellikle kalsiyum ve fosfor fazla miktarda bulunur. Ayrica bikarbonat, sitrat,
magnezyum, potasyum ve sodyum bulunmaktadir (Junqueira ve ark., 1998). En sik
karsilasilan inorganik tuz kristali hidroksilapatittir. Mineral kristaller 25-75 nm capinda
ve yaklasik 200 nm uzunlugunda oldukga kii¢iik boyutlardadirlar. Bu 6zellik ¢ok biiyiik
bir ylizey-hacim orani saglar. Kristallerin ylizeyini bir su tabakasi ¢evreler bu tabakaya
hidrasyon kabugu adi verilir. Iyonlar hidrasyon kabugu ile kristal yiizey arasinda
serbestce hareket edebilirler. Bu da kemik kristallerinin kollajen igerisinde 6zel bir

model oldugunu gosterir (Ward ve ark., 2005).

2. 1. 5. Kemik Olusumu
Kemik, intramembrandz ve endokondral kemiklesme olmak iizere iki yolla

meydana gelir.



2.1.5. 1. Intramembranéz Kemiklesme

Mezenkimal doku yogunlagsmalart iginde oldugu i¢cin bu adi almistir.
Kafatasinin yassi kemikleri, mandibula ve maksillanin bazi kisimlari, kisa ve uzun
kemiklerin kompakt boliimleri bu tiir kemiklesme ile olusur. Intramembrandz kemik
olusacak alanlarda mezenkim hiicreleri hizla boéliinerek osteoprogenitor hiicreleri
yaparlar. Bu hiicreler de boliinerek osteoblastlara doniisiirler. Osteoblastlar kollajen
lifleri ve kendilerinin de i¢inde bulundugu temel maddeyi sentezlerler. Kapiller
damarlardan c¢ikip osteoid dokuya giren kalsiyum ve fosfor iyonlar1 buradaki
osteoblastlarin salgiladig alkali fosfatazin araciligi ile kalsiyum fosfat molekiillerini
olustururlar. Boylece osteoid doku mineralize olup primer kemik dokusu halini alir.

Degisik sekil ve bliyiikliikteki bu kemik pargaciklarina kemik trabekiilii denir.
Trabekiiller i¢indeki osteoblastlar ara maddeyi salgilayarak osteoid haline gelirler.
Sekillenen trabekiillerin yiizeylerinde yeniden olusan osteoblastlar tek sira dizilerek
kemik lamellerini yapmaya baslarlar ve primer kemik trabekiillerinin ylizeyinde
sekonder kemik yapisinda katmanlar olusur. Bdylece spongidéz kemik dokusu
bicimlenir. Osteoklastlar da bu kemikleri i¢ yilizeyden rezorbe ederler. Spongidz
kemikler son sekillerini aldiklarinda primer kemik dokusu iceren trabekiiller tamamen
ortadan kalkar. Geriye sadece sekonder kemik trabekiilleri kalir. Daha sonra bu
kemiklerin i¢ ve dis ylizeylerine intramembrandz yolla bir miktar kompakt kemik
eklenir ve kemiklesme sona erer. Trabekiillerin arasindaki mezenkim dokusundan da

kirmizi kemik iligi sekillenir (Erdogan ve ark., 1999).

2. 1. 5. 2. Endokondral Kemiklesme

Meydana getirilecek kemigin sekline benzeyen hyalin kikirdaktan olusmus
kiiclik bir model igerisinde meydana gelir. Uzun ve kisa kemikler bu yolla olusurlar.
Temel olarak endokondral kemiklesme iki asamada gerceklesir. Ilk asama, kemik
modelindeki kondrositlerin hipertrofisi ve dejenerasyonudur. Bundan sonra geriye
kalsifiye kikirdak matriksi septalarinin birbirinden ayirdigi genislemis lakiinler kalir.
Ikinci asamada, osteoprogenitdr hiicreler ve kan kapilerlerinden olusan osteojenik
tomurcuk, dejenere olmus kikirdak hiicrelerinden geriye kalan alanlara girer.
Osteoprogenitor hiicreler, kikirdagimsi septumun iistiinii kemik matriksi ile kaplayan

osteoblastlara doniislir. Boylece kalsifiye kikirdak dokusu septumlari, kemiklesmenin
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baslamasimna yardimct olur. Yeni meydana gelen kemik yapisinin iginde kalan
kondrositler dejenere olur, kikirdak matriksinin devamliligini saglama yetenekleri de
ortadan kalkar. Kalsiyum ¢okmeye baslar ve kikirdak matriksi kalsifiye olur.

Her iki yolla da ilk ortaya ¢ikan kemik dokusu primer veya olgunlagmamis
kemik dokusudur. Kisa bir siire sonra bu dokunun yerini sekonder kemik dokusu alir.
Kemigin sentezi ve ortadan kaldiriligi sadece biiyliyen kemiklerde olmayip yetigkinlerde

de hizini oldukca azaltarak hayat boyu devam eder (Junqueira ve ark., 1998).

2. 1. 6. Kirik iyilesmesi

Kirik onarimi, kemik defektlerinin onarimi i¢in bir model olarak ele alinabilir
(Cotran ve ark., 1996). Kirik iyilesmesi normalde 6-8 hafta i¢inde tamamlanan bir
olaydir. Kemik defektlerinin onarimi mekanik faktorlerden ve kanlanma bozuklugundan
kirik iyilesmesine gore daha az oranda etkilenmektedir.

Kirik kemik iyilegsmesi iki farkli yontemle olusur. Bunlar primer kemik

tyilesmesi ve sekonder kemik iyilesmesidir (Frost, 1989).

2. 1. 6. 1. Primer kemik iyilesmesi

Genellikle hareketin olmadig1 mekanik stabilizasyona gerek olmadan meydana
gelir. Primer iyilesmenin ana 6zelligi olarak ve sekonder iyilesmeden farkli olarak ne
kortikal kemikte, ne de kanselloz kemikte eksternal kallus olusumu gozlenmez
(Allgower ve Spiegel, 1979). Primer kemik iyilesmesi kirik uglarinda mutlak temasin
bulundugu temas iyilesmesi ve kirik uglarinda dar bir boslugun bulundugu aralikli
iyilesme olarak ikiye ayrilir.

Aralikl1 iyilesmenin ilk asamasinda boslukta dogrudan oOrgii kemik yapimi
gerceklesir. Bu orgli kemik yerini kemigin uzun aksina dik oryantasyonlu lameller
kemige birakir. Birkag hafta sonra baslayan haversian remodelling faz1 bosluktaki uyum
saglamayan kemikle birlikte kirik uglarindaki nekrotik kemigi diizgiin oryantasyonlu
lameller kemikle yeniler. Aralikli iyilesmenin sonunda kemik kiriktan dnceki formuna
kavusmus olur.

Temas iyilesmesinde ise kirik u¢larindaki mutlak temas, osteonlarin bir kirik
ucundan digerine kemigin uzun aksina paralel dogrultuda direkt olarak atlayabilmesine

olanak tanir (Lane, 1987). Osteonlarin bir ug¢tan digerine devamliligini osteoklast
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aktivitesi saglar ve bu isleme tiinelleme denir. Olusan bu tlineller i¢ine biiyliyen yeni
damarlar ve onlarla gelen osteoblastlar sayesinde kirik hattinda yeni haversian sistemler
olusur. Temas iyilesmenin sonunda da kemik kiriktan Onceki formuna doniisiir

(Thomas, 1998).

2. 1. 6. 2. Sekonder Kemik Tyilesmesi

Kemik defektlerinde kullanilan tedavi yontemlerinin ¢ogunda kemik iyilesmesi
sekonder iyilesme seklindedir. Sekonder iyilesmenin biribirini takip eden dort evresi
vardir. Bunlar; hematom olusumu fazi, kikirdak kallus olusumu fazi, kemik kallus
olusumu faz1 ve yeniden yapilanma (remodeling) fazidir (Ward ve ark., 2005).

e Hematom olusumu fazi; kemik defektleri meydana geldiginde kan damarlar
ve etrafindaki dokulardaki hasar sonucunda kan miktarinda azalma olur. Buna
bagli olarak defekt yilizeyinde hipoksi ve hiicresel 6lim meydana gelir.
Hiicresel oliim sonucunda kemik uclarinda nekroz ve bu aseptik nekroz
sonucunda enflamasyon ve 6dem olusur (Buser ve ark., 1994; Ward ve ark.,
2005). Enflamasyon 48. saatte pik yapar ve kirik sonrasi birinci haftanin
sonunda hemen hemen sona erer. Damar ve dokulardaki hasar sonucu olusan
kanama ile de hematom meydana gelir. Yara yiizeyinde olusan kan pihtisi
iyilesmeye katkida bulunan kan kaynakli elementler i¢erir. Hematom igerisinde
vaskularize olan kemik ve kas parcalar1 fibrozlesirler. Kiicliik kemik parcalar
periosttan ilerleyen hiicreler i¢in yilizeysel depozisyona uygun ortam
yaratirlarken 6li kemik iligi yagh dejenerasyona ugrar (Ham ve Cormack,
1979; Paul, 1968; Ward ve ark., 2005). Enflamatuar yanit ve hematom
olusumu hiicresel ¢ogalmanin baslangicini olusturur. 8-12 saat igerisinde
periostum kambiyum tabakasindaki hiicrelerde DNA sentezi ve c¢ogalma
baglar. Bu siirecte farklilasan hiicrelerin osteoblastlara, fibroblastlara ve
kondrojenik potansiyeli olan hiicrelere farklilasma kabiliyetleri vardir. Kapiller
olusum baslar ve takiben fibroblastlar kollajen salgilarlar. Kollajen olusumu ve
zengin kapilller ag graniilasyon dokusunu meydana getirir (Fonseca ve Davis,
1995; Ward ve ark., 2005).

e Kikirdak Kkallus olusumu fazi; kikirdak kallus olusumu iki yolla olur.

Eksternal yol; kikirdagin kalsifiye olmasi ile kondrablastlar kondrositlere
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doniisiirler. Osteoblastlarin sayisi artar ve osteoklastlar goriiliir (Buser ve ark.,
1994). internal yol; kallus endosteum kaynakli osteoblastlar tarafindan
eksternal kallus ile ayn1 zamanda, kirik uglari arasinda olusur. Bu bolgede
fibrokartilaj yoktur ve kanlanma daha fazla oldugu i¢in nekroz azdir (Paul,
1968).

e Kemik Kkallus olusumu fazi; kikirdak kallus icerisinde artan damarlanma
sonucu bolgeye daha fazla oksijen ve besin tasinir. Bu da ortamda
osteoblastlarin olugsmasini saglar. Olusan osteoblastlarin osteoid madde
salgilamasi ile periferden merkeze dogru kalsifikasyon sonucu kemik olusur.
Kemik kallus fazinda olusan kemik primer kemiktir (Paul, 1968; Buser ve ark.,
1994).

e Yeniden yapilanma fazi; primer kemik yapist diizensizdir ve lameller kemik
degildir. Primer kemik uzun bir siire¢ olan yeniden yapilanma fazi sonucunda
diizglin lameller kemige doniisiir. Yeniden yapilanma doneminde salgilanan
BMP gibi faktorler olaylari yonlendirir. Osteoklastlar ise kemigi rezorbe

ederek bu stirece katilirlar (Ham ve Cormack, 1979; Buser ve ark., 1994).

2.1.7. Kemik Greftleri

Kraniomaksillofasiyal uygulamalarda; tiimor cerrahisi sonrasi defektlerin
onariminda, ileri cerrahi iglemler sirasinda, mandibulanin konjenital anomalilerinde,
gelisimsel mikrognatide, atrofik ¢ene kemiklerinin yiikseltilmesinde, agir maksiller
uyumsuzluklarin ve orta yiiz yetersizliklerinin giderilmesinde, travma sonrasi gelisen
kemik defektlerinde ve konvansiyonel olarak ortognatik cerrahide g¢esitli kemik greftleri
veya kemik yerine gegen biyomateryaller kullanilmaktadir (Hollinger ve ark., 1996)

Kemigin i¢inde veya kenarinda bulunan ve yeni kemikle dolmasi gereken
bolgeler olarak tanimlanan kemik defektleri kemik dokusunun kendisini yeniden
sekillendirme o6zelligiyle iyilesmekle birlikte, bu mekanizmanin yetersiz kaldig
durumlarda yeni kontlir saglanmasi ve kemik iyilesmesinin desteklenmesi amaciyla
kemik greftlerinin kullanim1 gerekmektedir ( Aaobe ve ark., 1995; Bernard, 1991).

Greftler, uygulandiklar1 boélgede {ii¢ sekilde yeni kemik olusumunu
saglamaktadirlar. Bunlar osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon, osteogenez olarak

siralanir. Ideal greft materyali bu dzelliklerin hepsini igermelidir (Archer, 1975).
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Osteoindiiksiyon, greft i¢indeki biiylime faktorlerinin (baslica BMP), alici
dokudaki mezenkimal kok hiicrelerini kemik veya kikirdak sentezi yapacak sekilde
farklilagtirma yetenegidir.

Osteokondiiksiyon, orijinal kemik dokusunun porozitesinin stimiilasyonu
yoluyla greftin kapiller damarlarin, perivaskiiler dokularin ve osteojenik hiicrelerin greft
icine infiltrasyonuna izin vermesi olarak aciklanabilir. Bu 0Ozellikleri saglayacak
matriksin canli olmasi gerekli degildir, ancak biyouyumlu olmasi ve gercek kemigin
porozite 6zelliklerini miimkiin olduke¢a sergilemesi gerekmektedir (Burchardt, 1983).

Osteojenik 0Ozellik ise greftin osteoblastik farklilasma kapasitesine sahip
mezenkimal kok hiicrelerini barindirmasidir. Bu hiicreler greft yerlestirildikten sonra
stimiile olarak osteoblastik doniisiim gosterirler ve yeni kemik olusturmaya baslarlar
(Burchardt, 1983; Finkemeier, 2002).

Kemik greft materyallerini dort ayri grupta inceleyebiliriz. Bunlar otojen,

allojen, ksenojen ve alloplastik greftler olarak isimlendirilir.

2.1.7. 1. Otojen Greftler

Bir bireyin viicudunun bir bdlgesinden alinip diger bir bolgesine uygulanan
greftlere otojen greftler denir (Klokkevold ve Jovanovic, 2002). Greft olarak segilen
kemige gore kanselloz, kortikal veya kortikokanselloz; vaskiiler kaynagin nakledilisine
gore vaskularize ve vaskulerize olmayan kemik grefti gibi alt gruplara ayrilabilir
(Stevenson, 1998).

Otojen kemik greftti, iliak krest, kalvarium, temporal kemik, maksilla, nasal
septum, skapula, kaburga ve uzun kemikler gibi bir¢ok yerden elde edilebilir (Kornblut
ve ark., 1982). iliak krest, kemik kalitesi ve elde edilen kemik miktar1 agisindan en sik
secilen bolgedir (Giannoudis ve ark., 2005).

Otojen greftler degisik oranlarda osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon,
osteogenez dzelliklerine sahiptir. Giinlimiizde en fazla tercih edilen greft materyali olan
otojen greft bu Ozelliklerin hepsini tagimasi ile greft kullaniminda altin standart olarak
kabul edilmistir (Cypher ve Grossman, 1996).

Otojen greftlerin avantajlari,

e Osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon, osteogenez dzelliklerine sahiptir.

e Immiin cevaba neden olmazlar.
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o Erken revaskiilarize olurlar.

e Diisiik enfeksiyon oranina sahiptirler.

Otojen greftlerin dezavantajlari;
e Ikinci bir operasyon gerektirirler.
e Alnan parganin biiylikliigii sinirhidir.
e Hastane sartlar1 gerektirir.
e Dondr sahada post-operatif agri, kanama, sinir zedelenmesi, enfeksiyon ve

estetik sorunlar gibi komplikasyonlar olusabilmektedir (Lane ve Sandhu,

1987).

2.1.7. 2. Allojen Greftler

Ayni cins canlidan alinip, dokulari arasinda benzerlik olmayan baska bir
canliya uygulanan greftlere allojen greftler denir (Mankin ve ark., 1996). Allojen
greftler taze dondurulmus, dondurulmus ve kurutulmus, kortikal veya kansell6z kemik
olmak {iizere alt gruplara ayrilabilir.

Taze dondurulmus kemik hazirlanis1 esnasinda osteoindiiktif proteinleri zarar
gormez fakat immiin cevaba ve bulasici hastaliklara neden olabileceginden dolay1
kullanim1 nadirdir (Friedlaender ve ark., 1999). Doku bankalarinda muhafaza edilen
allogreftler sogutma, dondurma, dondurarak kurutma, kaynatma, otoklavlama,
deproteinizasyon, demineralizasyon gibi asamalardan gecirilmektedir. Gliniimiizde en
fazla tercih edilen yontem dondurularak kurutmadir (Akal, 1995). Dondurulup
kurutularak kan ve hiicresel iceriginin uzaklastirilmasiyla immiin cevap azaltilirken
diger bir yonden osteojenik oOzellik kaybolmaktadir (Giannouidis ve ark., 2005).
Dondurularak kurutulmus allogreftlerin demineralize ve demineralize olmayan iki tipi
mevcuttur (Grimes, 1994). Demineralize dondurulmus kurutulmus kemik, asit
uygulamasi ve liyofilizasyondan dolayt BMP igerir ve osteoindiiksiyon 6zelligini
kaybetmez (Perrott ve ark., 1992).

Allojen greftlerin avantajlari;

e Istenilen miktarda elde edilirler.
e Donor bolge ihtiyact yoktur ve buna bagli olarak ikincil cerrahi gereksinimi

ortadan kalkar.



15

Allojen greftlerin dezavantajlart;
e Osteogenez i¢in canli hiicre barindirmazlar.
e Immiin cevaba neden olabilirler.
e Bulasic1 hastaliklar1 (HIV, HBV, HCV) tagima riski vardir.
e Pahalidirlar (Peterson ve ark., 1998; Boyce ve ark., 1999).

2.1.7. 3. Ksenojen Greftler

Bir tiirden baska bir tiir canliya nakledilen greftlere ksenojen greftler denir.
Osteokondiiktif 6zelliklere sahiptir (Ward ve ark., 2005). Bu greftin antijen 6zellikleri
allojen greftlere oranla daha fazladir. Ksenojen greftin organik matriksi insan
kemiginden farklidir. Bu nedenlerden dolay:r etkili bir sekilde kimyasal islemlerden
gecer (Kornblut ve ark., 1982). Ksenojen greftlerde allojen greftler gibi dondurma,
liyofilizasyon, deproteinizasyon ve irradyasyon islemlerine tabi tutulduktan sonra
kullanilir (Mulliken ve ark., 1981). En genel kullanilan ksenojen greft inorganik sigir
kemigidir (Kokden ve Tiirker, 1999).

Ksenojen greftlerin avantajlari,

¢ Genis miktarda elde etmek miimkiindiir.

e Ikincil bir cerrahi gerektirmemektedir.

Ksenojen greftlerin dezavantajlari;
e Immiin cevaba neden olabilirler.

e Pahalidirlar (Peterson ve ark., 1998).

2.1.7. 4. Alloplastik Greftler

Sentetik olarak elde edilen ve uygulandig1 doku ile genetik benzerlik durumu
bulunan greftlere aloplastik greftler denir (Akal, 1995). ideal sentetik kemik grefti
biyouyumlu olmali, minimal fibrotik reaksiyon gostermeli, remodelinge maruz kalmali
ve yeni kemik olusumunu desteklemelidir. Sentetik kemik greftleri mekanik agidan
yerine konuldugu kortikal veya kansell6z kemige benzer giice sahip olmalidir. Bununla
birlikte kemigin sahip oldugu elastisite modiiliine benzer bir yapiya sahip olup kemige

gelen streslere karsi yeterli direngleri gosterebilmelidir (Moore ve ark., 2001).
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Alloplastik greft materyallerine trikalsiyum fosfat, hidroksilapatit, dogal
mercandan elde edilmis koral, poliortoester, poroz hidroksilapatit, rezorbe olmayan
hidroksilapatit ve siman 6rnek olarak verilebilir (Akal, 1995).

Alloplastik greft materyalleri istenilen boyut ve sekilde tiretilebilmektedir. Bu
greft tiirleri biyouyumlu olup osteokondiiktif 6zellige sahiptirler ve kolaylikla steril
edilebilirler (Behairy ve Jasty, 1999).

Alloplastik greftlerin avantajlari;

o FElde edilebilirligi kolaydir.
e Dondr bolgenin morbiditesi s6z konusu degildir.
e (Cesitli boyutlarda ve miktarlarda elde edilebilir.

e Operasyon siiresi daha kisadir.

Alloplastik greftlerin dezavantajlari;
e Immiin cevap olusabilir.
e Enkapsiilasyon goriilebilir.
e Enfeksiyon riski vardir.

e Kemik rezorpsiyonu orani yiiksektir (Moore ve ark., 2001).

Gilinimiizde greft materyaline osteoindiiktif 6zellik kazandiracak kemik iligi
aspirati, hiicre kiiltiirii ve biiylime faktorleri gibi teknolojilerden faydalanilabilmektedir.

Kemik iligi aspirati dondr saha morbiditesi olusrturmamasi ve kan kaybina yol
acmamasi nedeniyle hastalar tarafindan tolere edilebilen bir islemdir (Connolly ve ark.,
1989). Kemik iligi aspiratinin demineralize kemik matriksi, mercan kaynakli
hidroksilapatit, trikalsiyum fosfat veya hidroksilapatit kaynakli sentetik greft
materyalleri ile kullaniminin olumlu etkiler meydana getirdigini gosteren caligsmalar
mevcuttur (Burwell, 1985; Morrison ve ark., 1995).

Hiicre kiiltiirleri osteoprogenitdr hiicre konsantrasyonunu arttirmak i¢in tercih
edilen teknolojilerdendir. Bu islemin in vitro ortamda yaklagik bir ay1 bulmas1 ve pahali
olmas1 bazi1 dezavantajlaridir.

Biiytime faktorleri ise Ozellikle osteoindiiktif 6zelligi olmayan greft
materyallerine osteoindiiktif 6zellik potansiyel kazandirmak i¢in kullanilabilmektir. Bu

faktorlerden BMP, TGF-B ve fibroblast biiyiime faktorii (Fibroblast Growth Factor,
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FGF) kadavradan oziitlenebilecegi gibi rekombinant olarak da sentezlenebilmektedir.
Maliyet acisindan tiim greftlere ve greft alternatiflerine gore pahali olmasi
dezavantajidir (Bruder ve ark., 1994).

Giliniimiizde en ¢ok kullanilan greft tipleri ve baz1 ticari isimleri Tablo 2. 1.’de
gosterilmistir.

Tablo 2. 1. Kemik ve kemik benzeri materyallerin kaynaklari, drnekler ve bazi ticari isimleri

Greft Tipi Kaynag1 Ornekler ve Bazi Ticari Isimleri

[liak kemik

Mandibula simfiz ve ramus
' Bireyin
Otogreft (Otojen) Torus
kendisinden
Kaburga ve tibial alan

Kalvaryum

DFDBA - Grafton®,Allogro”,
OrthoBlast”

Allogreft (Allojen) Ayni1 tiirden FDBA

Taze dondurulmus kemik

Isinlanmis kansell6z kemik

Kollojen

Kemik

HA > Bio-Oss®, OsteografN®,
PepGen P-15"

Ksenogreft (Ksenojen) | Farkli tiirden

TCP->Cerasorb®, Poresorb®
Kalsiyum karbonat->Biocoral®

Seramik HA > Osteograf D,

Kimyasal bir Interpore”, Osteogen®
Alloplastik Greft ®
madde HA ve B-TCP->4BONE
Biyoaktif Camlar-> Bioglass®,
Periogalss®
Polimerler

Demineralize dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti (Demineralized Freeze Dried Bone Allograft,
DFDBA), Dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti (Freeze Dried Bone Allograft, FDBA),
Hidroksilapatit (Hydroxyapatite, HA), Trikalsiyum fosfat (Tricalcium Phosphate, TCP)
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2.1.7. 5. Beta Trikalsiyum Fosfat ve Hidroksilapatit

Beta trikalsiyum fosfat (B-TCP) kemik grefti olarak kullanilan ilk kalsiyum
fosfat bilesenlerindendir. Albee ve Morrison (1920) segmental kemik defektine B-TCP
enjekte edildigi takdirde kemik birlesim hizinin arttigimi bildirmislerdir. B-TCP
gozenekli veya kati formda olabildigi gibi graniilli veya blok seklinde de
bulunabilmektedir. Yapisal olarak gdézenekli B-TCP’nin sikistirma direnci ve gerilme
direnci kanselloz kemige benzemektedir (Jarcho, 1981). Diger kalsiyum fosfat
preperatlart gibi ¢ekme ve makaslamaya kars1 kirilgan ve zayif olup sikistirmaya karsi
direnc¢lidir (Geesink ve De Groot, 1988). Genellikle graniiler gdzenekli formu
kullanilmaktadir. G6zenekli graniiller, fibrovaskiiler bliylime nedeniyle daha erken fikse
olduklarindan kati graniillere oranla ayrilmaya daha az egilimlidirler (Byrd ve ark.,
1993). B-TCP 6-18 aylik periyot boyunca ¢Ozliinme ve parcalanma yoluyla
reabsorpsiyona maruz kalirlar. Ancak B-TCP’nin kemik ile yer degistirmesi es zamanl
meydana gelmez. Bu nedenle reabzorbe olan B-TCP hacmine oranla daha az miktarda
kemik iiretilir. Bundan dolay1 B-TCP klinik olarak diger daha az reabsorbe olan kemik
greftleriyle birlikte kullanilmaktadir (Hollinger ve ark., 1996).

Sentetik  Hidroksilapatit (HA) 1970’lerde  kullanima  sunulmustur.
Hidoksilapatit [C;o(PO4)s(OH);] kemigin temel mineral bilesenini olusturur. Sentetik
HA seramik veya seramik olmayan formda gozenekli veya kati, blok veya graniiler
sekillerde bulunabilmektedir. HA kristalleri 700-1300°C’de 1sitilarak yiiksek kristalin
yapist olusturmaktadir. Seramik HA preperatlart in-vivo olarak reabsorpsiyona
direnclidir (yilda %1-2). Buna karsilik seramik olmayan HA in-vivo olarak daha ¢abuk
reabsorbe olur ve ayni zamanda kendiliginden semente edilebilen formlar1 da
mevcuttur. Sentetik HA’nin sikistirma direnci iyidir, ancak ¢ekme ve makaslamaya
karst zayiftir. Kirilgandir ve yiiklemelerde kirilmaya egilimlidir. Kat1 blok formdaki
sentetik HA’nin sekillendirilmesi zordur, fibro-osseoz biiylimeye miisaade etmez ve
kemige gore daha yiiksek elastisite modiiliine sahiptir. Gozenekli graniiler formu ise tek
basina kullanilabildigi gibi, bosluklar1 doldurmak icin kemik grefti ile birlikte de
kullanilabilirler.  Sentetik  hidroksilapatit, trikalsiyum fosfat ve bu ikisinin

kombinasyonu en sik kullanilan greft materyalleridir (Moore ve ark., 2001).
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2.1.7. 6. Demineralize Kemik Matriksi

Demineralize kemik matriksi (Demineralized Bone Matrix, DBM) kortikal
kemigin dekalsifikasyonundan firetilir. Bu islemde potansiyel enfeksiyon ve immiin
cevabin dnlenmesi amaglanir. Uretilen materyal orijinal dokunun trabekiiler kollajen
yapisini siirdiiriir ve biyolojik osteokondiiktif yap1 olarak gorev yapar. Kemik
demineralizasyonu biitiin kemik biliylime faktorlerini elimine etmez ve bu nedenle
DBM, standart demineralize allogreftten daha osteoindiiktiftir. DBM jel,
bicimlendirilebilen macun, esnek stripler, kemik cipsleri iceren pat veya enjekte

edilebilen kemik patlar1 seklinde tedarik edilebilir (Giannoudis ve ark., 2005).

2.1.7.7. Sigir Kaynakh Inorganik Kemik Matriks Materyali

Organik bilesenleri kimyasal olarak uzaklastirilmis inorganik sigir kemigidir
(Arun, 2004). Bu kemik etilen diaminde 24 saat bekletilip organik komponentlerinden
ayrildiktan sonra kalsiyum matriks sterilize edilerek greft kullanima hazir hale gelir
(Kokden ve Tiirker, 1999). Materyal sterilize edildikten sonra immiin cevaba sebep
olmaksizin greft olarak kullanilabilmektedir. Osteokondiiktif yapidadir ve zamanla
fizyolojik remodelinge maruz kalir ve etrafin1 saran kemikle birlesir. Inorganik kemik
yalniz kullanilabilecegi gibi periodontal defektler, implant etrafindaki dehisensler ve
fenestrasyonlar gibi izole edilmis lezyonlarda bariyer membranlariyla birlikte
kullanilabilmektedir. Genis alvaoler kret yetersizliklerinde basarili ogmentasyon igin
inorganik kemik, otojen kemikle birlikte kullamlabilir. Inorganik kemik; kemik ici
defektler, maksiller sinlis ogmentasyonu, yonlendirilmis doku rejenerasyonu ve implant

etrafi gibi cesitli tedavilerde de kullanilmaktadir (Arun, 2004).

2. 2. Serbest Radikaller

Atomlardaki elektronlar orbital diye bilinen bogluklarda bulunurlar. Her orbital
en fazla iki elekron tutabilmektedir. Serbest radikal bir veya daha fazla eslenmemis
elektrona sahip bagimsiz bulunma yetenegindeki herhangi bir atom ya da molekiildiir
(Halliwell ve Chrico, 1993). Baska bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yiiklii elektron
sayisinin pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadigi molekiillerdir.

Serbest radikaller ortak kullanilmayan elektronlarindan dolay1r oldukga

reaktiftirler (Akkus, 1995). Radikal olustugunda ya diger radikallerle ya da radikal
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olmayan molekiillerle reaksiyona girer. Eger iki radikal karsilagirsa eslenmemis
elektronlarin1 paylasirlar ve kovalent bag olustururlar. Bununla birlikte biyolojik
molekiillerin ¢ogu radikal degildir. Bir radikal bir elektron verdiginde elektronu alan
radikal olmayan molekiil radikal olur. Serbest radikallerin radikal olmayanlarla zincir
reaksiyonu sonucu, bir radikal diger bir radikalin olusumuna sebep olur (Halliwell ve
Chirico, 1993).

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirlerinin yasayan organizmalarda
stirekli tretildigi kanitlanmistir. Radikaller aerobik hiicrelerin tiim fonksiyonlarinda,
metabolizma sirasinda veya patolojik durumlarda birer yan iiriin olarak meydana
gelirler ve hiicrelerde geri doniisimlii ya da doniisiimsiiz degisikliklere neden
olabilirler. Bu degisiklikler oksidasyon, fragmantasyon, kopriillesme ve protein
zincirinde kesilme seklinde olur. Bunun sonucunda ciddi hiicre, doku ve organ hasari
meydana gelir (Ames ve ark., 1993; Halliwell ve Chirico, 1993).

Serbest radikaller {i¢ yolla sekillenirler;

e Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak elektronlardan
birisinin alarak homolitik boliinmesi,

e Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi,

e Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesidir (Akkus, 1995).

Serbest radikaller; oksijen merkezli serbest radikaller, oksijen merkezli
olmayan serbest radikaller ve radikal olmayan toksik metabolitler olmak iizere ii¢ ana

grupta incelenirler (Tablo 2. 2).
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Tablo 2. 2. Serbest radikaller ve benzer sekilde etki eden metabolitleri (Akkus’dan, 1995)

A. Oksijen merkezli serbest radikaller
Molekiiler oksijen
-Triplet (O,)
- Singlet ('0,)
Stiperoksit radikali ( O;")
Hidroksil radikali  (OH")
Alkoksi radikali  (RO)
Peroksi radikali (ROO)

B. Oksijen merkezli olmayan serbest radikaller
Karbon merkezli olanlar

-Lipit radikalleri (L")

-Alkoksi radikalleri (R")

Kiikiirt merkezli olanlar (R-S°)

Hidrojen merkezli olanlar

-Hidrojen atomu (H")

Demir merkezli olanlar

-Perferril radikal Fe'™" > O, + Fe'"

C. Radikal olmayan toksik meabolitler
Ozon (0O3)

Hidroperoksitler

-Hidrojen peroksit ( H,0,)

-Lipit hidroperoksit (LOOH)

Hipokloroz asit (HOCI)

Kloraminler (R'RNCI)
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2. 2. 1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden olusan
radikallerdir (Akkus, 1995). Ciinkii oksijen ortamda siirekli bulunan ve elektrofilik
ataklara en miisait olan molekiildiir (Aydin, 2003).

Oksijenin elektronlart o sekilde dagilmislardir ki, bu elektronlardan iki tanesi
eslesmemistir. Bu yiizden oksijen bazen bir ‘diradikal’ olarak da degerlendirilir (Akkus,
1995). Oksijen bu kararsiz yapisin1 giderebilmek i¢in baska bir oksijen atomunun dig
yoriingesinin iki elektronunu ortaklaga kullanarak oksijen radikallerini olusturur (Aydin,
2003). Oksijen, radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en
son suya indirgenir. Bu arada kismi rediiksiyonla c¢ok sayida reaktif iiriinler de
olusabilir.

Serbest oksijen radikalleri biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler;
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil

radikalidir (Akkus, 1995).

2. 2. 1. 1. Siiperoksit Radikali (O;")
Tim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda

serbest siiperoksit radikal anyonu (O, ") meydana gelir.

O, + ¢ > 0,”

Bir organizmada en kolay olusan radikal siiperoksit radikalidir (Aydin, 2003).
Yalniz siiperoksit bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Asil 6nemi hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlariin
indirgeyicisi olmasidir (Akkus, 1995).
Ortamdaki siiperoksit radikalinin girebilecegi baslica tepkimeler sunlardir:
e Siiperoksit radikali asidik ortamda kendiliginden dismutasyona ugrayabilir.
e Siiperoksit diisik pH degerlerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil
radikali (HO; ') olusturmak iizere protonlanir.
e Siiperoksitin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO) ile birlesmesi
sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit (ONOO~) meydana gelir.

0" + NO° > ONOO
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e Siiperoksit ile perhidroksil radikali birbirleri ile reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen
peroksit meydana gelir.

HOy + O, + H > O+ H0,

e H,0, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH') ve singlet oksijen (‘O,)
olusturabilir.

e Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana
getirebilir.

Fe;" + 02 > Fey + 0O

Cu" + 0, @ Cu' + Oy
Biyolojik sistemlerde siiperoksit daima anyon radikali halindedir. Toksik etkisi
zayif olan O, ; asil etkisini daha gii¢lii oksijen metabolitlerinin olusumuna yol agarak
gosterir. Bu nedenle O;" radikali daha olustugu anda uzaklastirilmaz ise diger

radikallerin olusumu kaginilmaz olur (Halliwell, 1987; Akkus, 1995).

2.2.1. 2. Hidrojen Peroksit (H,0O;)
Molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen

atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H,O,) meydana getirir.

O, + 2 + 2H > H0,
O, + ¢ + 2H > H,0,

Ancak biyolojik sistemlerde H,O; asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile
olur. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirlinler meydana geldiginden bu bir

dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.
20"+ 2H" > H,0, + O

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri igine
girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile
reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici serbest radikali olan hidroksil radikali (OH ")

olusturmak iizere kolaylikla yikimlanabilir.
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H,O, + Oy 2> OH + OH+ 0,

Bu reaksiyona ‘Haber-Weiss’ reaksiyonu adi verilir. Bu reaksiyon katalizorle
ya da katalizorsiiz olusabilir. Katalizorsliz reaksiyon oldukca yavas ilerlerken demirle
katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda once ferri demir (Fes')
siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe,") indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak

‘Fenton reaksiyonu’ ile hidrojen peroksitten OH' ve OH" {iiretilir (Akkus, 1995).
0, + F€3+9 0O, + Fef
Fe;” + H,0, > Fe;' + OH + OH

Potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeni ile biyolojik sistemlerde bulunan hidrojen
peroksitin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli
antioksidan enzimler, katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirir (Cebi, 2002;

Halliwell, 1984)

2. 2. 1. 3. Hidroksil Radikali (OH")

Dogadaki en reaktif radikal hidroksil radikalidir. Hidroksil radikalini
olusturmanin en basit yolu su molekiiliinii yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz birakmaktir (Halliwell, 1987).

Hidroksil radikali seker, aminoasit, fosfolipid, niikleik asit ve organik asitler
gibi hiicredeki her makromolekiile atak yapabilen ¢ok aktif bir radikaldir. DNA’da
zincir kiriklarina neden olur; piirin ve pirimidin bazlarini hidroksile eder ve membran
lipit ve proteinlere saldirir (Aksimsek, 2005).

Normalde hiicrede hidroksil radikalinin meydana gelmesi oldukg¢a zordur. In
vivo hidroksil radikali olusturan en 6nemli tepkime Haber-Weiss tepkimesidir. Bunlar
da hiicrede siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz sistemi ile uzaklastirilir.

Bu ii¢ enzim hiicre i¢i en 6nemli antioksidanlardir (Ames ve ark., 1993; Frei, 1994).

2.2.1. 4. Singlet Oksijen ('0y)
Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest

radikal reaksiyonlarin baglamasina da sebep olur (Akkus, 1995).
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Molekiiler oksijenin iki ayr1 dis orbitalinde ortaklanmamais iki elektron vardir
ve bunlarin spinleri ayni1 yondedir. Singlet oksijende ise ortaklanmamis iki elektron ayni
orbitaldedir ve yoriingeleri birbirine zittir. Singlet oksijen bu 6zelliginden dolay1
kimyasal maddelerle cogunlukla ¢ift bag olusturarak etkilesir (Aydin, 2003).

Singlet oksijeninin delta ve sigma olmak tiizere iki sekli vardir. Singlet oksijen
uyarilmis elektronlarin daha diisiikk enerji seviyelerine inmesi ile 151k yayar (Akkus,
1995).

2. 2. 2. Serbest Radikallerin Kaynaklarn

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde radyoliz, fotoliz, organik materyalin
termal yikim1 ve metal iyonlarinin ve enzimlerin katalize ettigi redoks reaksiyonu gibi
cesitli reaksiyonlar sonucu olusur (Basaga, 1990). Serbest oksijen radikallerini olusturan

cesitli endojen ve eksojen faktorler Tablo 2. 2. 2°de gdsterilmistir (Simsek, 1999).

Tablo 2. 2. 2. Serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olan faktorler (Simsek’den, 1999)

Endojen Faktorler Eksojen Faktorler

Elektron transport zinciri fla¢ metabolitleri

Oksidan enzimler Radyasyon, giines 15181, X 15101, UV 15111
Fagositik hiicreler Glutatyonu okside eden maddeler
Oto-oksidasyon reaksiyonlari Hava kirliligi

2. 2. 3. Serbest Radikallerin Etkileri

Bir¢ok fizyolojik reaksiyonda rol oynayan serbest radikaller, asir1 miktarda
tiretildiginde veya antioksidan savunma sistemleri yetersiz kaldiginda biyomolekiiller
ve doku komponentlerine zarar verirler. Serbest radikaller, hiicrenin lipid, protein,

DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler (Akkus, 1995).

2.2.3.1. Membran Lipitlerine Etkisi (Lipit Peroksidasyonu)
Oksijen tiirevi serbest radikallerin hiicre hasarina neden oldugu temel yollardan

biri lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonunun
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uyarilmasidir (Horenstein ve ark., 2000). Tiim biyolojik zarlar ¢oklu doymamis yag

asitleri (Poly Unsaturated Fatty Acid, PUFA) ile amfipatik lipitler ve zar proteinlerinin

birlesmesinden olusur. Lipit peroksidasyonu PUFA nin radikallerle oksidasyonu sonucu

baglayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlar1 sonucu uzayan; lipit peroksitlerinin aldehit

tiirevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi iirlinlere ¢evrilmesi seklinde sonlanan

bir siirectir (Inan, 1998).

Lipit peroksidasyon, baslangig, ilerleme ve bitis olmak iizere lic asamada

meydana gelir.

Baslangic safhasi; Lipit peroksidasyonu serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan PUFA zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmas:  sonucunda lipit peroksit radikali olusumu ile baslar
(Cheeseman, 1993; Akkus, 1995). Serbest radikal etkisiyle yag asidi
zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi, yag asidi zincirinin radikal haline
donlismesine neden olmaktadir. Olusan bu lipit radikali (L) dayaniksiz bir
bilesik olup, molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmasi sonucunda dien konjugatlarina
doniismektedir. Daha sonra molekiiler oksijenin katilmasi ile lipit peroksit

radikali (LOO") olusmaktadir (Cheeseman, 1993).

flerleme safhasi; Bu peroksit radikali, diger bir peroksit radikali ile birlesebilir
ya da membran proteini ile etkilesebilir. Fakat en Onemlisi peroksit
radikallerinin membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini
cikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Bdylece yan
zincirden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile her defasinda lipit hidroperoksitleri
(LOOH) ve yeni bir lipit radikali olusmaktadir. Peroksidasyon bir kere
basladiktan sonra otokatalitik olarak devam etmekte ve ylizlerce yag asidi
zinciri lipit hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir (Cheeseman ve Slater,
1993). Lipit hidroperoksitler demir veya bakir gibi gecis metallerinin
varhiginda stabil degildirler ve lipit alkoksil radikallerine ve lipit peroksit

radikallerine pargalanirlar (Cheeseman, 1993).

Bitis safhasi; Otokatalitik reaksiyonlar lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve
diger karbonil bilesikleri ile etan, pentan gibi ugucu gazla doniismesi seklinde

sonlanabilmektedir. Bu iirlinler igerisinde en zararli olan1 aldehitlerdir (Aydin,
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2003). Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki
etki alanlarindan difiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar. Ug
veya daha fazla c¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiyobarbiitirikasit (TBA) ile dl¢iilebilen malondialdehit (MDA) meydana gelir.
Bu metot lipit peroksit seviyelerinin 6l¢iilmesinde siklikla kullanilir (Akkus,

1995).

Lipitlerden, arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal iiretimine
‘enzimatik lipit peroksidasyonu’ diger radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna
ise ‘nonenzimatik lipit peroksidasyonu’ adi verilir. Lipit peroksitleri ve lipit peroksi
radikalleri, serbest oksijen radikalleri gibi, hiicrenin bircok komponentiyle reaksiyona
girerek membran permabilitesini ve mikrovizikositesini etkilemekte; hiicresel ve
metabolik fonksiyonlar {izerinde toksik etkiler gostermektedir (Kose ve Dogan, 1992).

Lipit peroksidasyonu hiicreler i¢in son derece yikici bir reaksiyondur. Direkt
olarak hiicre membran1 yapilarina saldirarak, indirekt olarak da reaktif iiriinler

salgilayarak hiicre yapisina zarar vermektedir (Cheeseman, 1993).

Malondialdehit (MDA)

MDA ¢esitli doku bilesikleri ile birlikte veya serbest bir formda bulunabilir.
Bazi makromolekiillerin oksidatif indirgenmesi sirasinda olusur. Invivo olarak iyonize
radyasyon ile serbest radikal olusumunun ve prostoglandin biosentezinin {riiniidiir.
Bununla birlikte ana kaynak doymamis yag asitlerinin peroksidasyonudur. MDA ¢oklu
doymamis yag asitlerinin yapisinda, molekiiller arasi yeniden diizenlenmesi sirasinda
endoperoksitlerin yikiminin son agamasinda meydana gelir. Bu yeniden diizenlemeler
yag asitlerinin alifatik zincirinde olusan serbest radikalleri stabilize etmek icin
onemlidir. Bu durumda yag asitleri iki ¢ift bag icermesine ragmen (linoleik asit gibi)
biyolojik orneklerde MDA’ ’nin esas kaynagi ii¢ veya daha fazla ¢ift bag tasiyan yag
asitleridir (Ohkawa ve ark., 1978).

MDA aym1 zamanda hiicre hasarinda ve yag pigmentleri lipofuscinlerin
olusumunda rol oynamaktadir. Doku homojenatlarinda MDA igeren proteinlerin varlig
da bildirilmistir. Bununla birlikte MDA nin mutajenik 6zelliklerinin oldugu ve kimyasal

bir karsinojen gibi davrandig1 bildirilmistir (Shamberger ve ark., 1974).
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Gida maddeleriyle ve normal biyolojik siirecle (6rnegin oksijenin kullanimi)
insanlarin MDA’ya biiyiik dl¢lide maruz kalmasi bilinen bir ger¢ek iken; memeli
dokularindaki MDA nin atilim1 hakkindaki ¢alismalar olduk¢a sinirlidir.

Dokudaki MDA’ nin diisiisii ise aldehit dehidrogenaz ile CO, agi8a ¢ikarmak
icin asetaldehit saglanmasi ve daha az derecede asetil ve malonil-koenzim A (CoA)
saglanmasi seklindedir. Bir takim farkli aldehit dehidrogenazlar MDA’y1 ve bazi diger
lipit peroksidasyonun aldehit iirlinlerini azaltmada etkindirler ki; bu enzimlerin
sitotoksik aldehitleri detoksifiye etmede potansiyel fizyolojik rol oynadiklar1 o6ne
striilmektedir. Hem kemirgenlerde hem de insanlardaki MDA’nin major iiriner
metabolitleri protein, fosfolipit ve niikleik asitler gibi amino gruplart yoluyla MDA ile
etkilesime girebilen maddelerin pargalanmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu MDA
metabolitleri ve ¢ok kii¢iik serbest MDA’ nin idrar ile atildigi bilinmektedir (Janero,

1990).

Lipit Peroksidasyon Uriinlerinin Ol¢iilmesi

Lipit peroksidasyonu, membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitlerinin
oksijen ile reaksiyona girerek, lipit hidroperoksitlerini olusturmalar1 seklindeki olaylar
zincirinde olusmaktadir. Bir dizi reaksiyon sonucunda MDA, diger bazi aldehitler,
konjuge dienler, ucucu hidrokarbonlar gibi iirlinler ortaya ¢ikar. Aciga ¢ikan bu ara
tirlinlerden birinin tayin edilmesiyle lipit peroksidasyonu ve dolayli olarak da serbest
radikal 6l¢timii yapilabilmektedir (Clarkson, 1995; Thomas, 1995).

e Lipit hidroperoksitlerinin (LOOH) ol¢iimii: Cesitli tekniklerle plazmada
yapilir. Bu tekniklerden biri, hassas olmakla birlikte pahal1 bir teknik olan gaz
kramatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) teknigidir. Plazma lipit
hidroperoksitlerinin 6l¢iimii ticari olarak mevcut kitlerle de yapilabilir. Ancak
bu oOlglimlerin sonuglar1 diger metotlarin sonuglari ile iyi bir korelasyon
gostermemektedir (Draper ve Hadley, 1990).

¢ Konjuge dienlerin 6l¢iimii: Biyolojik materyallerde Hem proteinleri gibi bazi
maddelerin varligindan dolay1r zordur. Ayrica normalde insan plazmasinda
mevcut olan diisiik diizeydeki konjuge dienler de 6l¢limii zorlastirirlar (Draper
ve Hadley, 1990; Cheeseman ve Slater, 1993).

e MDA disindaki aldehitlerin 6l¢iimii: Genellikle zaman alic1, pahali ve rutin

olarak kullanilmaya uygun olmayan metotlar1 gerektirir.
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e Ucucu hidrokarbonlarin o6lciimii: Flame iyonizasyon dedektorlii gaz
kramatografisi yontemiyle, disariya verilen solunum havasinda yapilir. Yontem
olduk¢a hassastir ve olgulardan tekrar tekrar numune alinabilme avantaji
vardir, fakat zaman alic1 ve pahalidir. Ayrica sigara dumani ve egzoz gazi gibi
eksojen kaynaklardan hidrokarbon kontaminasyonu riski vardir (Akkus, 1995).

e Lipit peroksidasyonu fluoresan iiriinlerinin 6l¢iimii: Peroksidasyonun geg
asamasini yansitir ve her laboratuarda uygulanmasi zordur (Slater, 1984;
Akkus, 1995).

e Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyon veren maddelerin ol¢iimii
(MDA’nin dl¢giimii): Lipit peroksidasyonun derecesinin belirlenmesi igin en
stk bagvurulan yontemdir. MDA Ol¢limii en yaygin olarak TBA yoOntemiyle
yapilir. Baz1 deneysel sistemlerde TBA yonteminin esas olarak MDA’nin
kendisini Olgtiigii gosterilmistir. Ancak c¢ogu sistemde bu test MDA igin
spesifik olmadigindan TBA ile reaksiyon veren maddelerin (Thiobarbituric
Acid Reactive Substances, TBARS) 6l¢iimii seklinde ifade edilir. Saf lipitlerle
yapilan c¢aligmalar ve hayvanlar lizerinde yapilan denemeler, TBARS ol¢iimii
ile lipit peroksidasyonu oOlgen diger metotlar arasinda iyi bir korelasyon
oldugunu gostermistir.

TBARS 6l¢iimii ¢ok basit ve hizli olmakla birlikte biyolojik materyallere
uygulanmasinda ¢esitli problemler vardir. Numunede mevcut ya da reaksiyon
sirasinda agiga c¢ikan pigmentler kolorimetrik Ol¢limii interfere edebilirler.
Ayrica MDA disindaki aldehitlerde, TBA ile renkli kompleks olusturmak iizere
reaksiyona girebilirler.

TBARS ile lipit peroksidasyon 6l¢iimii prensibine dayanan yontemlerde okuma
ya yiksek performans likit kromatografi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) ile ya da spektrofotometre ile kolorimetrik olarak
yapilmaktadir (Draper ve Hadley, 1990; Akkus, 1995).

2. 2. 3. 2. Proteinlere Etkisi
Proteinler serbest radikal etkisine karsi, PUFA’dan daha az hassastirlar ve
baslayan zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir.

Proteinlerin  serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri aminoasit
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kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest
radikallerle reaktivitesi yliksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca
etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir
(Akkus, 1995). Bu reaksiyonlar sonucu proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 bozulur.
Proteinlerde kirilmalar, ¢apraz baglar ve agregasyonlar olusabilir. Sonug olarak normal

fonksiyonlarini yerine getiremezler (Tappel ve Dillard, 1981).

2. 2. 3. 3. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkisi

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar. Radikaller DNA c¢ift sarmalinin ayrilmasina
veya niikleik asit baz degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozomal mutasyonlar ve
sitotoksisite ile sonuglanir (Ames ve ark., 1993).

Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membrandan
kolayca gecip, hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna hatta
hiicre oliimiine yol agabilir. Bu yiizden DNA serbest radikallerden kolayca zarar

gorebilen dnemli bir hedeftir (Akkus, 1995).

2. 2. 3. 4. Karbonhidratlara Etkisi

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diabet ve sigara i¢imi ile iliskili kronik
hastaliklar gibi patolojik durumlarda 6nemli rol oynarlar.

Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz
baglar olusturma &zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve
yaslanma olaylarinda rol oynarlar.

Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkariti olan hyaliiranik asit sinoviyal
sivida da bol bulunur. Enflamatuvar eklem hastaliklarinda sninoviyal siviya ¢ok sayida
polimorf hiicre gecer ve muhtemelen immiin komplekslerle aktivasyonlari sonucu
ekstraseliiler siviya H,O, ve O,” salgilarlar. Bu radikallerin in vitro hyaliiranik asiti
parcaladiklar1 gosterilmistir. Hyalliranik asit parcalanmasi1 enflamatuar eklem
hastaliklarinda sinoviyal sivinin karakteristik bir 6zelligidir (Halliwell, 1987; Akkus,
1995).
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2. 3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlari inhibe eden bir sisteme
sahiptir.Radikallerle olduk¢a hizli reaksiyonlara girerek otooksidasyon/peroksidasyonun
ilerlemesini Onleyen maddeler ‘antioksidan’ olarak tanimlanir. Herhangi bir radikal
iriiniin reaktif karakterine bagli olarak biyomolekiillere ve hiicresel yapilara
saldirmasinin dnlenmesi antioksidan savunma sisteminin gorevidir (Aslan ve ark.,
1995).

Hiicrelerinde oksidan irlinlere kars1 korunma altt prensip igerisinde
gerceklesmektedir:

e Oksijen ile reaksiyona girerek yada onun yerini alarak lokal oksijen
konsantrasyonunu azaltabilirler.

e 0,7, HO' gibi anahtar reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirmak yolu ile zincir
reaksiyonunun baglamasini engellerler.

e Peroksitleri pargalayarak onlarin zincir reaksiyon olusturan radikallere
doniisiimiinii engellerler.

o Katalitik metal iyonlarim1 baglayarak radikal olusumunun baslamasini
engellerler.

e Baslamis olan bir radikal zincir reaksiyonunu kirarlar.

e Membran lipidlerini etkileyerek peroksit olusturabilen tekil oksijeni
baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

Bu mekanizmalardan ilk ikisi ile islev goren antioksidanlar birincil savunma
hattin1 olusturmaktadir. Enzim olmalar1 nedeni ile normal kosullarda antioksidan
gorevleri bitince degismeden ortamda kalirlar. Diger mekanizmalarla islev goren
antioksidanlar ise ikincil savunma hattin1 olustururlar (Ozen, 2003).

Antioksidanlar endojen kaynakli (dogal) ve eksojen kaynakli antioksidanlar
olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini
onleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale getirenler seklinde de gruplandirilabilirler.
Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi
hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (Akkus, 1995) (Tablo 2. 3. 1 ve Tablo 2. 3.
2).



32

Tablo 2. 3. 1. Biyolojik sistemlerde endojen antioksidan savunma (Akkus’dan, 1995)

Endojen Antioksidanlar

A. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz

Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Mitokondrial sitoktrom oksidaz sistemi
Glutatyon S transferaz

Hidroperoksidaz

B. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Sivi fazda bulunanlar

Hemoglobin
Askorbik asit

Ferritin
Melatonin

Metionin
Urat

Albumin
Sistein

Bilirubin
Seruloplazmin

Glutatyon
Transferrin

Lipit fazda bulunanlar
Laktoferrin

a- tokoferol (vitamin E)
Myoglobin

B- karoten
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Tablo 2. 3. 2. Biyolojik sistemlerde eksojen antioksidan savunma (Akkus’dan, 1995)

Eksojen Antioksidanlar

Ksantin Oksidaz inhibitorleri Rekombinant siiperoksit dismutaz
Tungstein Trolox-C
Allopiirinol Glutatyon  peroksidaz  aktivitesini
o arttiranlar
Oksipiirinol
o Ebselen, Asetilsistein
Folik asit
i . Diger non-enzimatik serbest radikal
Pterin aldehid

toplayicilan

NADPH Oksidaz Inhibitorleri Mannitol, Albumin

Adenozin . e e e e L
Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri

Lokal anestezikler Desferroksamin, Seruloplazmin

Kalsiyum kanal blokerleri Notrofil adezyon inhibitorleri

Non-steroid antienflamatuar ilaglar Sitokinler

Cetiedil TNF, interldkin-1

Diphenyline iodonium Barbitiiratlar

Demir selatorleri

2. 3. 1. Enzimatik Antioksidanlar
2. 3. 1. 1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Ilk olarak McCord ve Fridovich (1968) tarafindan tanimlanan siiperoksit
dismutaz enzimi siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizler. Hiicresel bolmelerdeki siiperoksit diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol

oynar (Akkus, 1995).
20, + 2H' °° ) H,0, + 0,

Serbest radikallere karsi organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle

gerceklesir. SOD, katalaz ve glutatyon peroksidazdan farkli olarak serbest radikali
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substrat olarak kullanir (Barber ve Horris, 1994). Siiperoksit dismutaz enzimin
canlilardaki dagilimi katalaz enzimi ile birlikte incelenmelidir. Ciinkii SOD ile
katalizlenen tepkime sonucunda olusan iiriin, oksijenin toksik tiirlerinden biri olan
hidrojen peroksittir. Katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan birikimi
onlenmelidir (Aydin, 2003).

CAT

ﬂ, Fe?2 . OH |+ Fe3 + OH-

Fenton
reaksiyonu

NADPH ~ H” N 2GSH
36 GR 3 GPx
NADP~ GSSG

Sekil 2. 3. 1. Antioksidan defans mekanizmasi (Armstrong’dan, 1998)

2H>O

SOD fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢i o6ldiiriilmesinde de rol oynar. Bu
yizden SOD, graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Lenfositlerde de
graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir.

SOD’un katalize ettigi reaksiyonun hizi spontan reaksiyonun yaklasik 4000
katidir. SOD, esas olarak hiicre ici bir enzimdir. Cok kii¢iik miktarda plazma, sinoviyal
ve omurilik sivis1 gibi hiicre dis1 sivilarda da bulunur (Halliwell, 1987). Insanda
SOD’un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden
izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden izomerdir
(Mn SOD). Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dir. Cu-
Zn SOD, 21 nolu kromozomda, Mn SOD, 6 nolu kromozomda bulunmaktadir. Sitozolik
Cu-Zn SOD siyanidle inhibe edilirken, mitokondrial Mn SOD inhibe olmaz. Her iki
SOD’un katalizledigi reaksiyon aynidir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni

metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerine karsi
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korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen
kullanim1 olan dokularda fazladir ve doku oksijen basinci artig1 ile artar. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siliperoksit iiretimi olmasina
ragmen bu enzim sayesinde hiicre i¢i siiperoksit seviyeleri diisiik tutulur. SOD’un hiicre
dis1 aktivitesi ¢ok diisiiktiir.

Stiperoksit dismutazin, siiperoksit anyonuna (O,”) olan etkisi su sekildedir.
Siiperoksit anyonu, Cu™ ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna baglamir. Bu
baglanma sonucunda siiperoksitten bir elektron Cu™®’a transfer olurken Cu'' ve
molekiiler oksijen meydana gelir. ikinci bir siiperoksit anyonu Cu*’dan bir elektron
baglanma ortagindan da iki proton alarak hidrojen peroksiti olustururken, enzim tekrar

Cu™? formuna dénmiis olur (Akkus, 1995; Aydin, 2003).
SOD-Cu™ + 0,” 2 SoD-Cu’!' + 0,
SOD-Cu'™' + 0, + 2H" > SOD-Cu? + H,0,

SOD enziminin aerobik hiicrelerin tiimiinde bulundugu ancak anerobik
hiicrelerin ¢ogunda bulunmadigi bilinmektedir. Organizmada oksidatif stresin arttigi
durumlarda SOD enzim aktivitesini yiikselterek koruyucu etkinligini devam ettirir.
Ozellikle antioksidan etkili diger enzimlerin aktivitelerinde azalmanin séz konusu
oldugu klinik durumlarda SOD enziminin aktivitesinin arttig1 g¢esitli arastirmacilar

tarafindan gosterilmistir (Fridovich, 1986; Bannister ve ark., 1987).

e Bakir ve Cinko Iceren Dismutazlar (Cu-Zn SOD); Maya, bitki ve hayvan
gibi biitiin o6karyotlarda bulunur. Fakat bakteri ve mavi-yesil alg gibi
prokaryotlarda bulunmaz. Cu-Zn SOD’un biiyiik ¢ogunlugu sitozolde ayrica
lizozom, ¢ekirdek ve mitokondri membranlar arasi boslukta bulunur.

Biitiin 6karyotik hiicrelerden elde edilen Cu-Zn SOD’larin molekiil agirlig
32000 dalton civarindadir ve iki protein alt biriminden olusur. Her bir alt tinite,
bir bakir iyonu ve bir de ¢inko iyonu iceren aktif bolge tasir. Bakir iyonlar
birbiri ardina oksidasyon ve rediiksiyona ugrayarak dismutasyon
reaksiyonunda fonksiyon gosterir. Zn"? katalitik déngiide fonksiyon gdstermez

fakat enzimi stabilize ettigi goriiliir.
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Cu-Zn SOD son derece kararli bir enzimdir. Isiya, proteazlarin saldirisina ve
guanidyum klorid ve iire gibi ajanlarin denatiirasyonuna oldukca direnglidir

(Halliwell ve Gutteridge, 1989).

e Mangan Siiperoksit Dismutaz (Mn SOD); Mn SOD, c¢ekirdek tarafindan
kodlanan mitokondrial matriks enzimdir. Mn SOD molekiil agirligt 40 000
Daltondur. Mn, diger gecis metalleri ile yer degistirmez. Ayni tepkimeyi
katalizlemesi disinda Mn SOD ile Cu-Zn SOD arasinda higbir ortak yapisal
ozellik yoktur. Mn SOD’lar 1s1ya, kimyasallara ve deterjanlara Cu-Zn SOD’da
oldugu gibi dayaniklilik gostermezler (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Aydin,
2003).

2.3.1. 2. Katalaz (CAT)

Katalaz tetramerik bir yapiya sahip, molekiil agirligi 240 000 dalton olan ve
aktif merkezinde dort tane ‘ferri hem’ grubu iceren bir enzimdir. Her bir alt birim
genellikle enzimin stabilizasyonunu saglayan bir molekiil nikotin amid difosfat hidrojen
(NADPH) igerir (Aydin, 2003). Bu enzim azid ve siyanid tarafindan inhibe edilir. En
fazla kullanilan katalaz inhibitérlii aminonitrozoldur. Hemen hemen biitiin bitki ve
hayvan hiicrelerinde bulunur (Halliwell ve Gutteridge, 1989). CAT tiim enzimler
icerisinde yiiksek donilisim oranina sahip olan bir enzimdir. CAT’in bir molekiili
hidrojen peroksitin milyonlarca molekiiliinii su ve oksijene ¢evirebilir (Johansson ve
Borg, 1988).

2H,0, CAT 2H,0 + O

CAT hidrojen peroksit olusum hizinin diisiik oldugu veya elektron vericisinin

yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda peroksidatik reaksiyonla etki eder;

H,O, + AH, CATI 2H,O0 + A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyonla

etki eder (Seven ve Candan, 1996).

H,O, + H,O CAT ) 2H,0 + O,
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Biitlin hayvan hiicrelerinde CAT 1n 6zellikle lokalize oldugu organlar karaciger
ve eritrositlerdir. Bitki ve hayvan hiicrelerinde CAT’in hemen hemen tamami

peroksizomlarda bulunur (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

2. 3. 1. 3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. GPx’in molekiil agirlig1 yaklasik 85 000 daltondur. Lipit peroksidasyonunun
baslamasini ve gelismesini engelleyici 6zelliktedir (Akkus, 1995). Selenyuma (Se)
bagli ve bagli olmayan iki farkli tipi vardir. Se bagli olan GPx hem hidrojen peroksiti
hem de lipit hidroperoksitleri metabolize etmektedir. Hiicrenin mitokondri (%30) ve
sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olan selenyumdan bagimsiz GPx ise sadece lipit
hidroperoksitlerini metabolize etmektedir. (Guemouri ve ark., 1991; McElroy ve ark.,
1992). Aktivitesi selenyuma bagli olmayan GPx enzimler, G-S-transferazlar (GST)
olarak adlandirilir. Bu enzimler biyotransformasyon yolu ile olusan ¢esitli elektrofil
bilesiklerle glutatyon (GSH) arasindaki konjugasyonu saglarlar (McLennan ve ark.,
1991).

Biitiin organik hidroperoksitler hem Se bagli hem de Se bagimsiz peroksidazlar
icin substrattirlar. Se bagli GPx daha ¢ok sitozolik ve mitokonri matriksindeki hidrojen
peroksitin  detoksifikasyonunda rol oynar. Buna karsin mikrozomal lipit
peroksidasyonunun dnlenmesinde ve bu organik peroksitlerin uzaklastirilmasinda daha
¢ok GST rol oynar.

Katalaz da hidrojen peroksiti detoksifiye eder. Fakat hepatositlerde katalaz
oncelikle peroksizomlarda lokalize olmustur. Se bagimli GPx ise, sitozol ve mitokondri
matriksinde bulunur. Sonug olarak katalaz ve Se bagimli GPx farkl: hiicre i¢i bolgelerde
bulunarak islevsel olarak birbirlerini tamamlarlar (Mannervik, 1985).

Se bagli GPx’lerin tepkimeleri genel olarak asagidaki tepkimeyi katalizler:

H,O, + 2GSH GPx | GSSG + 2H,0

Hidrojen peroksit ve g¢esitli organik hidroperoksitlerin GPx ile indirgenmesi
reaksiyonunda indirgenmis GSH kosubstrat olarak gorev yapar. Katalitik reaksiyon

sonucu H,O ve oksitlenmis glutatyon distilfit (GSSG) olusur.
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GST’lerin tepkimeleri ise:

ROOH + 2GSH - GSSG + ROH + H)O
(peroksit) (alk ol)
Peroksitlerin GSH ile indirgenme reaksiyonu sonucu GSSG, alkol ve su olusur (Akkus,
1995).
Membrandaki fosfolipitlerin peroksidasyonunu onleyen ve 6zgiil bir enzim
olan fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PL-GPx) da yapisinda Se atomu

bulundurur ve membran fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirger (Gonzales ve

ark., 1984).
PLOOH + 2GSH GPx GSSG + PLOH + H;O
E——
(Fosfolipit hidroperoksit) (Fosfolipit alkol)

2. 3. 2. Oksidatif Stres

Organizmada ani ve asir1 miktarda oksijen girisinin artmasi; epinefrin ve diger
katekolaminlerin artig1; laktik asit, laktat dehidrogenaz, kreatin fosfokinaz gibi litik
enzim aktivitelerinin yiikselmesi; egzersiz, gebelik, yaslilik gibi fizyolojik haller;
kimyasal cevre kirliliginin yogun oldugu ortamlarda uzun siire kalma; yogun stres,
sigara ve alkol kullanimi; diyette doymamis ve kolay peroksillenebilen yaglarin fazla
miktarda bulunmasi; antioksidan savunma sistemi yetmezlikleri veya savunma
duvarinin asilmasi gibi durumlarda hassas olan oksidan-antioksidan denge oksidanlar
lehine bozulabilir. Bu durum ‘oksidatif stres’ olarak tanimlanir. Oksidatif stres serbest
radikallerin olusumunun artisindan ya da antioksidan aktivitesinin yetersizliginden ileri
gelebilir (Augustin ve ark., 1997).

Bircok hastalik ve patolojik olgularda oksidan-antioksidan denge olumsuz
etkilenmektedir. Ancak tiim arastiricilarin birlestikleri konu herhangi bir nedenle
oksidan-antioksidan dengenin bozulmasiyla olusan radikallerin oncelikle zar lipitleri
olmak tizere proteinler ve DNA gibi tim biyomolekiiller i¢in bir risk faktorii

olusturdugudur (Freeman ve ark., 1982; Thomas, 1995).
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2. 3. 3. Enzimatik Antioksidan Aktivitenin Ol¢iilmesi
Oksidatif stres ¢aligmalarinda, organizmada antioksidan savunma sistemlerini
arastirmak i¢in biyolojik materyallerde farkli antioksidanlarin aktiviteleri veya

konsantrasyonlari ¢esitli metodlarla dlgiilmektedir (Akkus, 1995).

2.3.3.1.SOD Tayini

Ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyonla ksantinden {irik asit ve siiperoksit
radikali olusur. Stiperoksit  radikali 2-(4-10odophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenylterazolium chloride (INT) ile muamele edildiginde ise kirmizi renkli formazan
bilesigi olusturur. SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile 6l¢iiliir (Flohe
ve Otting, 1984).

SOD i¢in dogrudan ve dolayl tayin yontemleri vardir. Pulse radiolizis ve
stopped flow teknikleri direkt 6l¢lim yontemleri olarak mevcut tekniklerin en iyisi kabul
edilmekte, ancak bu metodlar icin gerekli donanim her zaman bulunamamaktadir
(Akkus, 1995).

SOD tayini i¢in kullanilan diger metodlar indirekttir ve siiperoksitin baslattigi
reaksiyonu inhibe eden SOD’un, enzimatik aktivitesinin Ol¢lilmesine dayanmaktadir.
Indirekt metodlarda siiperoksit kaynagi olarak genellikle ksantin oksidaz
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri Nitroblue tetrazolium (NBT) digeri sitokrom-c
metodudur. Bu dl¢iimlerde kolorimetrik, luminometrik ve polarografik degerlendirmeler

yapilabilmektedir (Flohe ve Otting, 1984).

2.3.3.2. CAT Tayini
Katalaz aktivitesinin kantitatif degerlendirilmesinde kullanilan giincel metotlar
bu enzimin katalitik fonksiyonuna baglidir. Bu yoOntemler titrimetri veya
spektrofotometre ile H,O, nin tiikketimini 6lgen metotlart veya monometrik tekniklerle
ve oksijene duyarli elektrotlarla oksijen iiretimini 6l¢cen metotlar1 igermektedir. Bu
yontemlerden ikincisi olduk¢a hassas olmasina ragmen, islemlerin zor olmasi ve ileri
ekipman gerektirmesi dezavantaj olusturmaktadir.
Giincel bir yaklagim olarak katalazin peroksidatik fonksiyonunun, kii¢iikk doku
orneklerinde enzim aktivitesinin degerlendirilmesinde yararlanilabilecegi

diistinilmiistiir. Bu analizde metanol hidrojen alic1 olarak kullanilmistir ve formaldehit
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tiretimi  spektrofotometrik  olarak  4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole
kromojen  (Purpald) ile Olclilmiistiir. Yapilan arastirmalara gore testin prensibi
purpaldin aldehitlerle ¢ift dongiilii heterosiklik form olusturarak oksidasyon sonucu
renksiz durumdan mor-pembe veya mor renge donmesine dayanir (Johansson ve Borg,

1988).

2.3. 3. 3. GPx Tayini

Glutatyon peroksit dl¢timlerinden biri hidrojen peroksit tiiketiminin saptanmasi
prensibine dayanmaktadir. GPx reaksiyonu birim zaman araliklarinda asidifikasyon ile
durdurulmakta, metabolize edilmemis GSH, civa tuzlan ile parcalanarak soliisyon
notralize edilmekte, kalan H,O, skopoletin boyasi ile reaksiyona sokularak o6l¢iim
yapilmaktadir. Metod olduke¢a giivenilir olmasina karsin rutin 6l¢iimler icin komplike
kabul edilmektedir (Flohe ve Gilinzler, 1984).

Bir bagka yontem, birim siirede tliketilen GSH’1 6l¢cme prensibine dayanir. Bu
metod da H,O; ile GSH’1n enzimce katalizlenen ya da spontan olusan reaksiyonlari
giiclii bir asit ilavesi ile birim siirede durdurulur ve polarograf ile GSH igerigi 6l¢iiliir.
Metod kolay olmakla birlikte bir¢ok organik ve inorganik bilesik interferans
olusturabilmektedir (Novak ve ark., 1990; Guemouri ve ark., 1991).

Oldukga duyarli olan bir bagka metod GPx’in kiimen hidroperoksit aracilig1 ile
GSH oksidasyonunu katalizlemesi prensibine gore spektrofotometrik okuma ile
calisilmakta ve yaygin olarak kullanilmaktadir (Flohe ve Giinzler, 1984; Guemouri ve

ark., 1991).

2. 3. 4. Yara lyilesmesinin Fizyopatolojisi ve Serbest Radikallerin Rolii
Yaralanmaya kars1 dokular normal bir tepki olarak enflamasyon fenomenini
olustururlar. Enflamatuvar cevapla birlikte hasar goren dokuya l6kosit gogii baslar.
Doku hasarini artiric etkiye sahip polimorf niikleer 16kosit, makrofaj ve lenfositler, akut
faz proteinleri, interldkinler ve sitokinlerden olusan ¢oziinebilir mediatorler yaralanmig
doku tablosunda yer alan makromolekiillerdir. Noétrofillerden salinan kemotaktik
faktorler ile siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi oksijen radikalleri; ayrica 16kotrienler,
interlokin-1 ve bazi sitotoksik maddeler ise plazma ekstravazasyonuna neden

olmaktadir (Rangan ve Bulkley, 1993; Winrow ve ark., 1993).
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Oksidan-antioksidan denge acisindan bakildiginda travmaya maruz kalmis
hiicrelerde membran biitiinliigiiniin zedelenmesi ve ortama siiperoksit, hidrojen peroksit
gibi radikallerin saliniminin artmasina baglh olarak yarali dokuda oksidatif stres
tablosunun olustugu goriliir (Braquet ve Hosford, 1991). Hiicrede artan bu radikal
metabolitlerin kaynaklari; oksidaz katalizorliiglinde siiperoksit olusumu, peroksi ve
hidroksi radikallerinin olustugu arasidonik asit yolu olup, hem oksidaz hem de
arasidonik asit yolunun iskemi-reperfiizyon ve diger doku yaralanmalarinda anahtar rol
oynadig1 kabul edilmektedir. Diger bir yol ise reaktivitesi ve toksititesi ¢ok yiiksek olan
hidroksil radikalinin artigin1 saglayan Haber-Weis veya Fenton reaksiyonudur. Doku
yaralanmas1 modellerinin ¢ogunda hidroksil iireten bu sekonder salinim yolu sorumlu
goriilmektedir (Kiling, 1986; Lelli ve ark., 1993).

Yaralanmanin olustugu dokuda artan radikal metabolitler ve bunlarin
olusturdugu lipit peroksidasyonu ile protein ve DNA oksidasyonu sonucu hiicre
membraninda kontrol kaybolur; gegirgenlik artis1 ve hiicresel 6liim gelisir (Freeman ve
ark., 1982). Gergekte bir doku yaralanmis olsun yada olmasin, serbest radikaller ve
reaktif molekiiller ile bunlarin reaksiyonlar1 ve iiriinlerindeki artisin hiicresel yagami
tehdit ve tahrip ettigi, genetik mutasyonlara yol actig1 gdsterilmistir (Bulkley, 1983).

Yaralanma boélgelerinde genellikle kargsimiza iskemi ve enflamatuvar fenomen
cikmaktadir. Travma sonucu trombositlerden ve sempatik sinir u¢larindan lokal olarak
salinan vazokonstriiktor maddeler ile olusan vazospazm, iskeminin temelini
olustururken, organizmanin verdigi savunma amagli biyoyanit ise enflamatuvar olguyu
meydana getirmektedir. Uzun siire devam eden iskemi sirasinda bdlgenin yasamasi i¢in
yeterli oksijenin gelememesi dokuya zararhidir. Yaralanmalarda iskemik siirecin
uzamasi, ortamda anareobik metabolizmanin gelismesine yol acarken; diger yandan
hipoksik hale gelmis endotel hiicreleri deforme olup, siserek vazoaktif ve trombojenik
faktorler salgilarlar; bdylece baslica etken olan reperfiizyon hasara neden olur. Bu
haliyle plazma proteinleri i¢in asir1 gegirgen hale gelen endotel nedeni ile 6dem
olusumu ve hematokrit artis1 gelismektedir. Bu sekilde yogun ekstravazasyonun
bolgesel doku basincini artirmast kan akimini daha da bozmaktadir. Reperfiizyon
esnasinda ise hasar ani ve yogun oksijenlenmeye bagli olarak dokudaki lezyonlardan
kaynaklanan bol miktarda siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali iretilmesi

ile olusmaktadir (Angel ve ark., 1987; Goddio, 1989).
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Radikal metabolitlerin arttig1 ortamlarda MDA gibi lipit peroksidasyon iriinleri
de artmaktadir. Bu iriinler hiicre membran1 bilesenlerini polimerizasyon ve g¢apraz
baglanmalarla dejenere ederek; deformobilite, iyon tasimimi, enzim aktivitesi gibi
hiicresel karakteristikleri degistirebildiklerinden, ayni etki altindaki hiicre gruplar1 da

tahrip olmaktadir (Hochstein ve Jain, 1981).

2.3. 5. Kirik Iyilesmesi ve Serbest Radikallerin Rolii

Kemik kirig1 olustugu zaman oldukga fazla miktarda radikal meydana gelir. Bu
radikaller oksidatif olaylar zincirine sebep olan oksidatif stresi baslatir. Bir kirgi
takiben, oksidatif-stres hasarina iskemi-perflizyon mekanizmasi sebep olur (Prasad ve
ark., 2003; Sheweita ve Khoshhal, 2007). Kirik iyilesmesinin ilk {i¢ giinii, hi¢bir
oksidatif stres hasarinin olusmamasi iskemi periyodu ile agiklanabilir. Daha sonra kallus
olusum evresinde fibroblast ve kollajen hiicrelerine ilaveten yeni kapiller damarlar,
diger enflamatuvar hiicrelerle birlikte oksijen serbest radikallerinin iiretimini arttirirlar.
Bu radikaller kirik kemikte diger dokularda oldugu gibi oksidatif hasara neden olurlar
(Cornell ve Lane, 1992).

[k haftada oksidatif stres olusmamasinin sebebi, kirik olustugunda béliinmiis
kemikte kan akiminin kesilmesi ve plazma seviyesinin baslangicta degismemesidir. Bu
bolgesel iskemi canli hiicreleri iskemi alaninin periferal bolgesinde birakir ve eger bu
durum diizeltilirse hiicreler kurtarilabilir. Eger kurtarilamazsa, bu hiicreler geri
doniisiimsiiz hasara ugrar. Iskeminin bu asamasi yaklasik 1 hafta siirer. Iyilesme
stirecinin ilerlemesiyle kallus olusmaya baslar ve yeni kapiller damarlar igeren yeni
hiicreler siralanirlar. Bu durum bdélgede damarlanmanin artmasina neden olur. Ayrica
serbest oksijen radikallerinin iiretimini arttiran enflamatuvar hiicrelerde de artis olur. Bu
radikaller daha sonra diger dokularda da goriildiigii gibi oksidatif hasara neden olur
(Prasad ve ark., 2003).

Bununla birlikte osteoklastik aktivitenin ve reaktif oksijen tiirleri liretiminin
artmasi, antioksidan savunmayi yenebilir ve bireyde hiperoksidan strese sebep olur.
Osteoklastlar karmasik gelisimsel asamalarla kalsifiye dokuyu yok ederler. Ozellikle
normal fonksiyon goren osteoklastlar tarafindan, serbest radikallerin kontrollii iiretimi
kalsifiye dokunun yikimini hizlandirir ve kemik remodelingine yardimei olur. Kemik

bozukluklarinda goriilen artmis osteoklastik aktivite reaktif oksijen tiirlerinin siiperoksit
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formunda iiretiminin artmasindan sorumlu olabilir ve bu da serumdaki MDA
seviyesinin artiginin kanitidir. Reaktif oksijen tiirlerinin en zarar verici etkilerinden biri
lipit peroksidasyonu ve sonug iiriinii olan MDA’dir. MDA, bir lipit peroksidasyon
gostergesi olarak gorev yapmasinin yani sira, aynt zamanda osteoklastik aktivitenin
Ol¢imii i¢in de hizmet eder. Antioksidan enzimler, SOD ve GPx’in aktiviteleri bir
savunma mekanizmasini gostermektedir ve bu mekanizma, osteoklastlarin artmis

stiperoksit liretimini azaltarak galip gelmektedir (Sheweita ve Khoshhal, 2007).



3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 27.12.2006 tarihi ve 2006/41 numara ile onaylanmistir. Laboratuar
caligmalarinda hayvanlarin  kullanimi ve bakiminda uluslararasi etik kurallara

uyulmustur.

3. 1. Deney Hayvanlan

(Caligmada ortalama 2.5 kg agirliginda, 1 yasinda, toplam 28 adet erkek Yeni
Zelanda beyaz tavsani kullanildi. Hayvanlar 1 ay karantinada bekletildi, 22+1 °C
sicaklik ve % 50 nem oraninda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik bir ortamda standart
tavsan yemi ile ad libitum olarak beslendi. Hayvanlar her bir grupta 7 tavsan olmak

lizere rastgele 4 gruba ayrildi (Sekil 3. 1).

Sekil 3. 1. Calismada kullanilan bir ergin erkek tavsan

3. 2. Deney Gruplan
Tavsan sag tibiasinin medyal kisminda standart bir kemik defekti (5x15x3mm)
olusturuldu. Yedi adet tavsanda olusturulan bu kemik defekti herhangi bir materyal

konulmadan kapatildi ve kontrol grubu (1. Grup) olarak belirlendi. Her biri 7 tavsandan
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olusan 3 deney grubu olusturuldu. Ikinci gruba allojenik kemik grefti Grafton, 3. gruba
ksenojenik kemik grefti Bio-Oss, 4. gruba da sentetik greft materyali 4BONE kullanilarak
olusturulan kemik defektinin onarimi saglandi.
Kontrol ve deney gruplariin listesi asagidaki gibidir:
1. Grup: Kemik defekti olusturulan ve greft uygulanmayan 7 adet tavsan (Kontrol)
2. Grup: Kemik defekti olusturulan ve Grafton uygulanan 7 adet tavsan
3. Grup: Kemik defekti olusturulan ve Bio-Oss uygulanan 7 adet tavsan

4. Grup: Kemik defekti olusturulan ve 4BONE uygulanan 7 adet tavsan

3. 3. Greft Materyalleri
3. 3. 1. Grafton (Osteotech Inc., Eatontown, NJ, ABD)

Icerigini insan demineralize kemik matriksi olusturmaktadir. Bu allojenik greft
materyalinin Jel, Flex, A-Flex, Putty, Crunch, Orthoblend, Matrix PLF, Matrix strips, Paste
formlart mevcuttur. Calismada 1 cc’lik Putty formu kullanilmistir (Grafton Kullanim

Klavuzu, 2005) (Sekil 3. 3. 1),

OSTEOCENTRE
OSTEOCENTRE |

Sekil 3. 3. 1. Allojenik kemik greftinin ticari sekli
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3. 3. 2. Bio-Oss (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Isvicre)

Si1gir kemiginden elde edilen dogal bir kemik mineralidir. Bio-Oss’un siingerimsi
kemik graniilesi ve siingerimsi kemik blok olarak formlari mevcuttur. Calismada partikiil
boyutu 1-2 mm olan slingerimsi kemik graniilesi kullanilmistir (Sekil 3. 3. 2) (Bio-Oss

Kullanim Klavuzu, 2006).

Geistlich®

Biomaterials
leading
ration

Bio-0ss®

Spongious bone substitute
0.5g=1.6cc

0.5¢

Sekil 3. 3. 2. Ksenojenik kemik greftinin ticari sekli

3.3.3.4BONE (MiS Implants Technologies Ltd., israil)
Igerigini % 60 Hidroksiapatit ve % 40 beta-Trikalsiyum Fosfat iceren mikropdroz
ve makroporoz bifazik kalsiyum fosfat seramik olusturmaktadir. Calismada 0.5 cc’lik

siringa formu kullanilmistir (Sekil 3. 3. 3) (4BONE Kullanim Klavuzu, 2007).
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Sekil 3. 3. 3. Sentetik kemik greftinin ticari sekli

3. 4. Cerrahi Uygulama

Genel anestezi ksilazin hidroklond (Alfazyne % 2 Enjectabl, Alfasan Int. BV,
Hollanda) (10mg/kg), ketamin hidroklorid (Alfamine % 10 Enjectabl, Alfasan Int. BV,
Hollanda) (50mg/kg) kombinasyonu ile intramiiskiiler yoldan yapildi. Deney hayvanlarmin
operasyon bolgesi tras edilip, povidone-iodine (Batticon, Adeka, Tiirkiye) ile dezenfekte
edildi. Tavsanlar ameliyat masasina kollar1 ve bacaklar1 baglanmak suretiyle sabitlendikten
sonra steril yesil ortli ile operasyon bolgesi izole edildi (Sekil 3. 4. 1. a). Tavsanin sag
tibiasinin orta boliimiinde medyal kismina 3 cm’lik bir deri insizyonunu takiben cilt alt1 kas
tabakasi, periost gegilerek kemik dokusu aciga ¢ikarildi. Tiim katmanlarda insizyonlarin iist

iste gelmemesine dikkat edildi (Sekil 3. 4. 1. b, c, d).
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Sekil 3. 4. 1. a. Deney hayvanin operasyon bdlgesinin izole edilmesi
Sekil 3. 4. 1. b. Operasyon bolgesine uygulanan insizyon

Sekil 3. 4. 1. c. Tibia tizerindeki kas tabakasinin gegilmesi

Sekil 3. 4. 1. d. Tibianin ag18a ¢ikarilmasi

Aciga cikan kemigin {ist kisminda kortikal kemikten 5x15 mm uzunlugunda ve
3 mm derinliginde standart bir kemik defekti, ¢elik rond ve fissiir frez yardimi ile serum

fizyolojik sogutma altinda olusturuldu (Sekil 3. 4. 2).

Sekil 3. 4. 2. Deney hayvanlarinin tibialarinda agilan defekt (5x15x3 mm)

Olusturulan kemik defekti kontrol grubunda bos birakilirken diger gruplarda

greft materyalleri serum fizyolojik ile 1slatilmis ve defekti dolduracak sekilde uyguland:
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(Sekil 3. 4. 3. a, b, c, d). Bu islemi takiben 3/0 rezorbe olabilen siitur (Pegelak Rapid,
Dogsan, Tiirkiye) ile kas tabakasi dikildi (Sekil 3. 4. 4. a). Deri tabakasi ise 3/0 ipek
siitur (Silk, Dogsan, Tiirkiye) ile dikildi (Sekil 3. 4. 4. b). Islemi takiben hayvanlara 3
giin siireyle cefazolin sodium (Cefamezin IM Enjektable Flakon, Eczacibasi, Tiirkiye)
(50mg/kg) verildi. Islem sonras1 hayvanlarda enfeksiyon veya baska bir nedenle 6liim

gerceklesmezken tiim hayvanlar sorunsuz olarak iyilesti.

Sekil 3. 4. 3. a. Greft uygulanmayan kontrol grubu

Sekil 3. 4. 3. b. Grafton grubundaki Greft uygulamasi
Sekil 3. 4. 3. c. Bio-Oss grubundaki Greft uygulamasi
Sekil 3. 4. 3. d. 4BONE grubundaki Greft uygulamasi

Sekil 3. 4. 4. a. Kas dokusunun dikilmesi
Sekil 3. 4. 4. b. Deri tabakasinin dikilmesi
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3. 5. Orneklerin Toplanmasi

Tavsanlarin marjinal kulak veninden (vena marginale) operasyondan 1 giin
once ve operasyondan sonra 1, 3, 7, 14, 28 ve 56. giinlerde kan 6rnegi alindi. Her
defasinda her bir deney hayvanindan SOD, MDA, CAT analizleri i¢in EDTA’l1 tiipe
3ml ve GPx analizi i¢in heparinli tiipe 1 ml olmak iizere toplam 4ml kan 6rnegi alindi.
MDA o6lgiimleri plazmada, CAT ve SOD olglimleri eritrosit hemolizatinda, GPx

Olclimleri ise tam kanda yapildi.

3. 6. Plazma MDA Analizi
Analizler ve analize ait hesaplamalar Yoshioka ve ark. (1979) ile Eraslan ve

ark. (2007)’nin bildirdigi yontemler esas alinarak yapildi.

3. 6. 1. Kullanilan Cihaz ve Laboratuar Malzemeleri

e Spektrofotometre cihazi: (Shimadzu-UVmini-1240, Japonya)

e Termo-elektrikli Sicaklik Kontrollii Kiivet Tutucusu: (Shimadzu-TCC-240A,
Japonya)

o Kuvartz kiivet

e Dijital otomatik pipetler- Ependorf 5-50 ul ve 100-1000 pl: (Socorex Acura
825, Isvigre)

e Santrifiij: (Hermle Z 300 K, Almanya)

e Derin dondurucu (-80 °C): (Jouvan VX 380 E, Fransa)

e Analitik terazi : (Shimadzu -AUW220D, Japonya)

e Laboratuar terazisi: (Sartorius TE12000, Almanya)

e Ultra saf su cihazi: (Millipore-Milli-DI, Simplicity 185, ABD)

e Vorteks: (Velp Scincetifica Zx’, Italya)

e Isiticili manyetik karistirici: (Labart SH-5, Polonya)

e EDTA’li tiip 4ml: (Ayset Tube, Tiirkiye)

e Ependorf (1 ml)

e Meziir (100 ml-250 ml)

e (Cam pipet (10 ml)

e Vida kapakli cam tiip (10 ml)

e Renkli laboratuar sisesi (30 ve 200 ml)
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Balon joje (100 ml)

Erlenmayer

3. 6. 2. Kullanilan Kimyasallar
e Triklor Asetik Asit (TCA): (Carlo Erba-411527, italya)
e Thiobarbutirik Asit (TBA): (Merck-L55063680 731, Almanya)
e N-Butanol: (Lab-Scan-G29C11X, Polonya)
e Absole Etanol (%99.5): (Delta Kimya-Aso 55-L50, Tiirkiye)
e 1,1, 3,3 Tetraetoksipropan standardi: (Merck- 805797, Almanya)

3. 6. 3. Kullanilan Cozeltiler
% 20’lik TCA: 20 g TCA tartilarak 100 mI’lik balon jojeye alind1 ve 100 ml

ultra saf su i¢inde ¢ozdiirtildii.

% 0.67’lik Thiobarbutirik Asit (TBA): 0.67 g TBA tartilarak 100 mI’lik balon

jojeye alind1 ve 100 ml ultra saf su i¢inde ¢ozdiiriildii.

3. 6. 4. Analizin Prensibi

Lipit peroksidasyonu kantitaif olarak degerlendirmek icin kullanilan
yontemlerden bir tanesi lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyinin TBA
testi ile Ol¢iimiine dayanmaktadir. Basit ve ucuz olmasindan dolayr kullanimi
yaygindir. Bu testte o6rnek diisikk pH’da TBA ile 95 °C’de inkiibasyonu sonucu olusan
pembe bir kromojenin ([TBA]2-malondialdehit boya bilesimi) 535 nm dalga boyunda

emilimi ile ol¢tliir (Frankel, 1991).

3. 6. 5. Orneklerin Analiz Oncesi Hazirlanmasi

Deneme ve kontrol gruplarindan EDTA igeren tiiplerde alinan kan ornekleri
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki plazma 0.5 ml 6rnek olusturacak sekilde
pipet yardimi ile alinip ependorf tiiplere aktarildi. -80 °C’de 6l¢lim yapilana kadar

saklandi.
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3. 6. 6. Standartlarin Hazirlanmasi

Standart olarak analizde 1, 1, 3, 3 Tetraetoksipropan, ¢dziicii olarak da absole
etanol kullanildi. 0.494 ml standart alinarak etanol ile 100 ml’ye tamamlandi. Elde
edilen soliisyondan 0.1 ml alinarak etanol ile 100 ml’ye tamamlandi ve 20 nmol/ml stok
standart olusturuldu. Tablo 3. 6. 6’ da verilen sekilde stok standarttan etanol
kullanilarak 8 farkli standart daha hazirlandi. Omeklerin ve standartlarin Slciimii
sirasinda kor olarak ultra saf sudan olusan SO kullanildi. Olgiimler yapildiktan sonra

elde edilen absorbanslarla standart kalibrasyon egrisi hazirlanda.

Tablo 3. 6. 6. Plazma MDA analizinde standartlarin konsantrasyonlari

Final
Hazirlanan
konsantrasyon
Standartlar
(nmol/ml)
S8 (Stok standart) 20
S7 15
S6 10
S5 7.5
S4 5
S3 2.5
S2 1
S1 0.5
SO 0

3. 6. 7. Analizin Yontemi

Her deney tiipiine 2.5ml % 20’lik TCA, tizerine de 0.5 ml plazma konuldu. Bu
karigimin {izerine daha sonra Iml % 0.67°1ik TBA ilave edildi ve tiiplerin agz1 kapatildi.
95 °C’de kaynayan su banyosuna alinan tiipler 30 dakika bekletildikten sonra 15 dakika
buz {izerinde oda sicaklifina gelmesi saglandi. Kapag: agilan tliplerin ilizerine 4 ml
N-Buthanol eklendi ve vorteks ile karistirildi. Karistm 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek list faz elde edildi. Elde edilen iist faz spektrofotometre kiivetine aktarildiktan

sonra 535 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii (Tablo 3. 6. 7).
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Tablo 3. 6. 7. Plazma MDA analizinin yapilisi

Kor (S0) Ornek Standart (S1-S8)
%20’lik TCA 2.5ml 2.5ml 2.5ml
% 0.67’1ik TBA 1 ml 1 ml 1 ml
Plazma - 0.5 ml -
Ultra saf su 0.5 ml - -
Standart - - 0.5 ml

95 °C’de su banyosuna 30 dakika bekletildi.

15 dakika buz icerisinde bekletildi.

Karisima 4ml N-Buthanol eklendi ve vorteksle karistirildi.

3000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi ve elde edilen iist faz kiivete aktarildi.

Ust faz 535 nm dalga boyunda absorbans1 okundu.

3.6. 8. Hesaplama Yontemi
Standartlarin (S0-S8), 535 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslari

Olciildiikten sonra UVProbe 2.00 programi ile fotometrik metotta standart kalibrasyon

egrisi  ¢izildi.

absorbanslarinin nmol/ml cinsinden degerleri hesaplandi (Sekil 3. 6. 8). Iml plazmadaki

Bu standart kalibrasyon

egrisinden faydalanilarak oOrneklerin

MDA diizeyinin elde edilmesi i¢in hesaplanan degerler 2 ile ¢arpildu.

Standard Curve

0,200

Abs.

0,100 |-

0,000 -

-0,025
0,000

5,000 10,000 15,000
Conc. {nmol/ml)

y =0,01240 x + 0,00021
r2 Correlation Coefficient = 0,99853

Sekil 3. 6. 8. MDA icin standart kalibrasyon egrisi

20,000
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3. 7. GPx Analizi

GPx analizi, Paglia ve Valentine (1967) metoduna dayal: ticari kit (RANSEL
Glutathione Peroxidase Manual, RS 505, RANDOX Laboratories Ltd., Antrim,
Ingiltere, 2007) kullanilarak yapild: (Sekil 3. 7).

RSS505
8x10ml

108601

Sekil 3. 7. Glutatyon Peroksidaz analiz kitinin gériiniimii

3. 7. 1. Kullanilan Cihaz ve Laboratuar Malzemeleri

e Spektrofotometre cihazi: (Shimadzu-UVmini-1240, Japonya)

e Termo-elektrikli Sicaklik Kontrollii Kiivet Tutucusu: (Shimadzu-TCC-240A,
Japonya)

e Kuvartz kiivet

e Ultra saf su cihazi: (Millipore-Milli-DI, Simplicity 185, ABD)

e Vorteks: (Velp Scincetifica Zx’, italya)

e Heparinli tiip 4ml: (BD Vacutainer, BD Playmouth, Ingiltere)

e Dijital otomatik pipetler-Ependorf 5-50 pl ve 100-1000 pl: (Socorex Acura
825, Isvigre)

e Renkli laboratuar sisesi (200 ml)

e Ependorf tiipii (2 ml)
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3.7. 2. Kullanilan Cozeltiler

e Reagent (Rla): Glutatyon, Glutatyon rediiktaz ve NADPH igeren reagent
icerisine kitin, fosfat tampon ve EDTA igeren ayni hacimli 6zel tamponun
(R1b) birlesimi ile hazirlandu.

e Kiimen hidroperoksit (R2): 10 ul’si 10 ml ultra saf su ile seyreltildi.
Kuvvetlice homojen oluncaya kadar vorteks ile karistirildi. Glinliik taze olarak
hazirlandu.

e Diliisyon ¢ozeltisi (R3): Kitin igerisinden ¢ikan 6zel diliisyon ¢dzeltisi igerisine

200 ml ultra saf su ilavesi ile hazirlanda.

3.7. 3. Analizin Prensibi

GPx, Kiimen hidroperoksit aracilifi ile glutatyonun (GSH) oksidasyonunu
katalizler. Glutatyon reduktaz (GR) ve NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonda
hemen indirgenmis forma doniisiir ve buna NADPH nin NADP’ye oksidasyonu eslik

eder. Bu reaksiyonun absorbansi 340 nm de 6l¢iiliir.

GPx
2GSH+ROOH — ROH + GSSG + H,0
GSSG + NADPH+ H" ——» NADP" + 2GSH

3.7. 4. Orneklerin Analiz Oncesi Hazirlanmasi
Deneme ve kontrol gruplarindan alinan heparinli tam kandan 50 pl alinip

tizerine 2 ml R3 konularak seyreltildi ve 6l¢tim i¢in hazir hale getirildi.

3.7.5 Analizin Yontemi
Olgiim prosediirii 340 nm dalga boyunda, kuartz kiivette, 37 °C’de
termoelektirikli sicaklik kontrollii spektrofotometrede yapildi. Ornekler ve Reagent

Tablo 3. 7. 5’de gosterilen sekilde hazirlandi.
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Tablo 3. 7. 5. GPX analizinin yapilis1

Kor Ornek
Reagent (R1) I ml 1 ml
Ultra saf su 0.02 ml
Diliie edilmis 6rnek - 0.02 ml

s

yice karistirlir.

Kiimen hidroperoksit (R2) 0.04 ml 0.04 ml

Olgiim islemi yapilmaya baslamadan kiivet havaya kars1 sifirlandi. 0.02 ml
ornek tizerine 1 ml R1 eklendikten sonra pipet ile iyice karistirildi. Sonra R2 eklendi ve
Olgiim baslatildi. Bir dakika sonra ilk absorbanslari okundu. Daha sonra 1’er dakika

arayla 2 okuma daha yapildi. Ayni islemler kor i¢ginde tekrar edildi.

3.7. 6. Hesaplama Y ontemi

UVProbe 2.00 programi ile kinetik modda 6rnek ve koriin 2 dakika boyunca
absorbans diisiisii (AA) hesaplandi ve bulunan bu deger kitte belirtilen asagidaki
formiilde yerine konuldu ve U/l cinsinden deger elde edildi. Bulunan bu deger diliisyon
faktorii 41 ile carpilarak tam kandaki miktar belirlendi. Calismada hesaplamalarin daha

rahat yapilabilmesi i¢in elde edilen deger U/ml’ye doniistiirilmiistiir.

U/l hemozilat= 8412 X A A (smek ve blank)

3. 8. SOD Analizi

SOD analizi, Suttle (1986) metoduna dayali ticari kit (RANSOD Superoxide
dismutase Manual SD 125, RANDOX Laboratories Ltd., Antrim, ingiltere, 2007)
kullanilarak yapild: (Sekil 3. 8).
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Sekil 3. 8. Siiperoksit dismutaz analiz kitinin goriiniimi

3. 8. 1. Kullanilan Cihaz ve Laboratuar Malzemeleri

Spektrofotometre cihazi: (Shimadzu-UVmini-1240, Japonya)

Termo-elektrikli Sicaklik Kontrollii Kiivet Tutucusu: (Shimadzu-TCC-240A,
Japonya)

Kuvartz Kiivet

Ultra saf su cihazi: (Millipore-Milli-DI, Simplicity 185, ABD)

Vorteks: (Velp Scincetifica Zx, italya)

Dijital otomatik pipetler-Ependorf 5-50 ul ve 100-1000 pl: (Socorex Acura
825, Isvigre)

Analitik terazi: (Shimadzu -AUW220D, Japonya)

Meziir (100 m1-250 ml)

Sogutmali santrifiij: (Hermle Z 300K, Germany)

PH metre: (Thermo Orion710A+, ABD)

EDTA’l1 tiip 4 ml: (Ayset Tube, Tiirkiye)

Buzdolabi: (Profilo BD 1390, Tiirkiye)

Balon joje (1000 ml)
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3. 8. 2. Kullanilan Kimyasallar
e Sodyum Kloriir (NaCl): (Merck-K34042100 507, Almanya)
e Potasyum Kloriir (KCI): (Merck-K34074635 502, Almanya)
e Disodyum Hidrojen Fosfat 2 sulu (Na,HPO4.2H;0): (Merck-K33672780 441,
Almanya)
e Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,PO4): (Carlo Erba-361507, italya)
¢ 9% 0.9 Sodyum Kloriir (NaCl): ( Eczacibasi-Baxter, Tiirkiye)

3. 8. 3. Kullanilan Cozeltiler

e Miks Substrat (Rla): Ksantin ve 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolium klorit (I.N.T.) iceren miks substrat sigesine ticari Kkitin
icerisinde bulunan 6zel tamponundan (R1 b) 20 ml konularak iyice karistirildi.

e Ksantin Oksidaz (R2): Ticari kitin igerisindeki ksantin oksidaz sisesine 10 ml
ultra saf su eklenerek olusturuldu.

e Fosfat tampon (pH 7.0): 4.03 g NaCl, 0.100 g KCl, 6.318 g Na,HPO4.2H,0,
0.1 g KH,PO4 tartilarak 1 litrelik balon jojeye konuldu ve bir miktar ultra saf

su ile ¢ozdiiriildiikten sonra 500 ml’ye tamamlandi.

3. 8. 4. Analizin Prensibi

Siiperoksit Dismutazin rolii oksidatif enerji silirecinde iiretilen toksik
stiperoksit radikalinin (O;’) hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirmaktir. Bu metot siiperoksit radikallerini olusturmak i¢in ksantin ve ksantin
oksidaz (XOD) enzimini kullanarak IN.T. ile reaksiyona girmesini saglar. Bunun
sonucunda da kirmizi formazan olusur. SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon
derecesi ile Ol¢iliir.

Ksantin XOD , Urik Asit + Oy

ILN.T. Oy formazan veya O, + Oy + 2H" SOD . O,+H,0

3. 8.5. Orneklerin Analiz Oncesi Hazirlanmasi
EDTA’l tiiplerde toplanan 0.5 ml tam kan alinip 3000 rpm’ de 10 dakika

santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iistte kalan plazma ayrildi. Daha sonra eritrositler her
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defasinda 3ml olmak iizere %0.9’luk NaCl soliisyonu ile 4 kere yikandi. Her
yikamadan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Yikanan ve santrifiijlenen eritrositler {izerine toplam hacim 2 ml olacak sekilde
soguk ultra saf su eklenerek olusturulan lizatin iyice karismasi saglandi. 4 °C’de 15
dakika bekletildi. Olusan lizat 0.01 mol/l fosfat tampon (pH 7.0) ile son diliisyon
faktorii 200 olacak sekilde 50 kat seyreltildi.

3. 8. 6. Standartlarin Hazirlanmasi

Standart sisesi (CAL) iizerine 10 ml ultra saf su eklendi ve stok standart (S6)
elde edildi. Bu standardin sonraki diliisyonlarinin hazirlanmasi1 Tablo 3. 8. 6’dan
yararlanilarak hazirlandi. Standartlar ve 6rneklerin 6lgiimii sirasinda kor olarak sadece
fosfat tampondan olusan S1 kullanildi. Kullanilan ticari kitin stok standartindan
hazirlanan konsantrasyonlarindan faydalanilarak (4.84 U/ml), dl¢limler yapildiktan

sonra ikinci dereceden standart kalibrasyon egrisi hazirlandi.

Tablo 3. 8. 6. SOD analizinin standartlarinin hazirlanisi

Standartlar Standart Soliisyonun Hacmi Fosfat tampon (pH 7.0)
S6 Stok standart -
SS 5ml S6 5ml
S4 5ml S5 5ml
S3 5 ml S4 5ml
S2 3mlS3 6 ml

3. 8. 7. Analizin Yontemi
Olgiim prosediirii 505 nm dalga boyunda, kuartz kiivette, 37 °C’de
termoelektirikli sicaklik kontrollii spektrofotometrede yapildi. Ornekler ve Reagent

Tablo 3. 8. 7°de gosterilen sekilde hazirlandi.



Tablo 3. 8. 7. SOD analizinin yapilis1
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Kor Ornek Standart(S2-S6)
Dilliie Edilmis Eritrosit
Hemozilati ) S0 pl i
Standart - - 50 ul
Fosfat Tampon 50 pl -
Miks Substrat 1.7 ml 1.7 ml 1.7 ml

Iyice karistirilir

Ksantin Oksidaz 0.25 ml 0.25 ml 0.25.ml

Olgiim islemi yapilmaya baslamadan kiivet havaya kars1 sifirlandi. 50 ul
ornegin tlizerine 1.7 ml miks substrat eklendi ve pipet ile karistirildi. Sonra 0.25 ml
ksantin oksidaz eklenip hafifce karistirildi ve 6l¢iim baglatildi. 30 saniye sonra ilk

absorbanslar1 okundu. Daha sonra 3. dakikada final absorbanslar1 okundu. Ayni islemler

kor i¢inde yapildu.

3. 8. 8. Hesaplama Yontemi
UVProbe 2.00 programi ile kinetik modda 6rnek ve korlin 3 dakika boyunca
absorbans diisiisii hesaplandi. Elde edilen degerler olusturulan standart kalibrasyon

egrisinden faydalanilarak U/ml cinsinden bulundu (Sekil 3. 8. 8). Bulunan bu degeler

tiim kanda mililitredeki SOD oranini bulmak i¢in diliisyon faktorii 200 ile ¢arpilda.

Standard Curve

0.044|

0,040 =

0,020

Abs

0,020

0,010

0.004

Il

0.000

1,000

y=0,00192 x2- 0,01575 x + 0,03873
r2 Correlation Coefficient = 0,84656

Sekil 3. 8. 8. SOD analizi igin standart kalibrasyon egrisi

2,000 2,000
Cenc. (U/ml)

4,000

4,840
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3.9. CAT Analizi

CAT analizi Johanson ve Borg (1988) metoduna dayali ticari kit (Catalase

Assay Kit-707002, CAYMAN Chemical Company Ann Arbor, MI, Amerika, 2007)
kullanilarak yapildi (Sekil 3. 9).

Sekil 3. 9. Katalaz analiz kiti

3.9.1. Kullanilan Cihaz ve Laboratuar Malzemeleri

Plate Reader: (Merck, Sensldent Scan-03482, Darmstadt, Almanya)

Ultra saf su cihazi: (Millipore-Milli-DI, Simplicity 185, ABD)

Vorteks: (Velp Scincetifica Zx”, italya)

Dijital otomatik pipetler-Ependorf 5-50 pl ve 100-1000 pl: (Socorex Acura
825, Isvigre)

Dijital otamatik pipet-8 kanal-5-100 pl: (Labopette electronic 9480802,
Hirschmann Laborgerate, Almanya)

Derin dondurucu (-80 °C): (Jouvan VX 380 E, Fransa)

Shaker: (Heidolph Titramax 1000-090703277, Almanya)



3.9.2
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Sogutmali santrifiij: (Hermle Z 300K, Germany)
EDTA’I1 tiip 4 ml: (Ayset Tube, Tiirkiye)

Cam tiip (10 ml)

Ependorf tiipii (1 ml)

. Kullanilan Cozeltiler

Olgiim tamponu: 2 ml konsantre Slgiim tamponu 18 ml ultra saf su ile
seyreltildi. Final 6l¢tim tamponu (100 mM potasyum fosfat, pH 7.5) 6l¢lim i¢in
kullanildi.

Ornek tamponu: 5 ml konsantre rnek tampon 45 ml ultra saf su ile seyreltildi.
Final 6rnek tampon (25 mM potasyum fosfat, pH 7.5, 1 mM EDTA, % 0.1
BSA) analiz dncesi formaldehit standartin1 ve CAT pozitif kontrol ve CAT
orneklerini seyreltmek i¢in kullanildi.

Formaldehit Standardi: 4.25 M formaldehit icermekte ve kitte kullanima hazir
bir sekilde bulunmaktadir.

CAT kontrol: Liyofilize sigir karaciger CAT tozunu igeren siseye 2 ml drnek
tampon eklendi ve vorteks ile iyice karistirildi. Boylece CAT yeniden
sekillendi. Yeniden sekillenen bu enzimden 100 pl alindi ve 1.9 ml o6rnek
tampon ile seyreltildi. Seyreltilmis enzim 30 dakika aktivitesini korumaktadir.
Potasyum Hidroksit (KOH): KOH sisesi KOH peletleri icermektedir. KOH
peletleri su ile ¢oziildiigiinde 1s1 meydana geleceginden buz {izerinde 4 ml
soguk ultra saf su eklendi ve vorteksle karistirildi. Boylece 10 M KOH
soliisyonu elde edildi.

Metanol: Kitte kullanima hazir bir sekilde bulunmaktadir.

Hidrojen peroksit (H,0O;): Kitte bulunan sise H,O,’nin 8.82 M soliisyonunu
icermektedir. 40 pul H,O; 9.96 ml ultra saf su ile seyreltildi.

Kromojen (purpald): Kullanima hazir bulunan bu sise 0.5 M hidroklorik asit
icerisinde  4-amino-3-hydrazino-5-marcapto-1,2,4  triazole soliisyonu
icermektedir.

Potasyum Periodat: Kullanima hazir bulunan bu sise 0.5 M KOH igerisinde

potasyum periodat soliisyonu igermektedir.
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3.9. 3. Analizin Prensibi

CAT, hem normal aerobik metabolizmanin hem de patolojik reaktif oksijen
tiirlerinin toksik tirtinlerinin ve H,O, nin detoksifikasyonunda rol oynar. CAT enzimi
H,0;’yi bir molekiil oksijen ve 2 molekiil suya ¢evirir. CAT ayrica diisilk molekiil
agirlikli alkollerin elektron vermesini saglayarak peroksidatik aktivite gosterir. Alifatik
alkoller CAT icin Ozel bir substrat olmasina ragmen diger enzimler bu substrati

peroksidatik aktivite i¢cin kullanamazlar.

(Katalitik aktivite) 2H,0, CAT 0O, + 2H,0
(Peroksit aktivite) H,0, + AH, CAT A+ 2H,0
—_—

Bu metot H;O;’nin optimum konsantrasyonun olusumunda metanol ile
enzimin reaksiyonunu temel alir. Formaldehit {iretimi bir kromojen olan 4-amino—3-
hydrazino-5-marcapto-1,2,4 triazole ile kolorimetrik olarak Ol¢lilmistiir. Kromojen
ozellikle aldehitlerle ¢ift dongiilii heterosiklik form olusturarak oksidasyon sonucu
renksiz durumdan mor renge doniisiir. CAT aktivitesinin 6l¢iimii belirtilen reaksiyona

dayanmaktadir.

3.9. 4. Orneklerin Analiz Oncesi Hazirlanmasi

EDTA’l tiiplerde toplanan tam kandan 0.5 ml alind1 ve kapakl: tiipe konuldu.
4 °C sogutmal1 santrfiijde 10 dakika 3000 rpm’de hizla santrifiij edildi. Plazma ve
altindaki beyaz lenfosit tabakasi uzaklastirildi. Eritrositlerin iizerine 4 kat1 soguk ultra
saf su eklendi ve lizat haline gelmesi saglandi. 4 °C sogutmali santrfiijde 15 dakika
10000xg’de santrifiij edildi. Toplanan iist faz ayni1 giin i¢cinde 6l¢lim yapilacaksa buz
tizerinde bekletildi. Ayni giin 6l¢iim yapilmayacaksa — 80 °C’de saklandi.

3.9. 5. Standartlarin Hazirlanmasi

10 pl formaldehit standart1 9.99 ml 6rnek tampon ile seyreltildi ve 4.25 mM
formaldehit stok soliisyonu elde edildi. A, B, C, D, E, F ve G olarak isimlendirilen 7
cam tiip alindi. Tablo 3. 9. 5’de gosterilen miktarda tiiplere drnek tampon ve elde edilen

stok soliisyon konularak standartlar olusturuldu.
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Tablo 3. 9. 5. CAT analizinin standartlarinin hazirlanmasi

Standartlar | Formaldehit(ul) | Ornek tampon(ul) Fi(i?\}[l;z?;?;g:l?i};;n
A 0 1000 0

B 10 990 5

C 30 970 15

D 60 940 30

E 90 910 45

F 120 880 60

G 150 850 75

3.9. 6. Analizin Yontemi

Asirt 1sinma CAT’1 inaktive edebilecegi i¢in enzim Ornek hazirligi ve analiz
sirasinda soguk bir sekilde saklandi. Olgiime baslamadan dnce drnekler disindaki tiim
reagentlar oda sicakligina getirildi. CAT aktivitesinin standart degerlerin disina
¢tkmamasi igin drnekler diliisyon faktdrii 2 olacak sekilde seyreltildi. Olgiimlerde 6l¢iim

tamponu kullanildi. Ol¢iim prosediirii 540 nm dalga boyunda plate reader ile yapildi

(Tablo 3. 9. 6).
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Tablo 3. 9. 6. CAT analizinin yapilis1

Standart CAT(Kontrol) Ornek
Kuyucuklari(A-G) Kuyucuklar: Kuyucuklar:

Ol¢iim tamponu 100 ul 100 ul 100 ul
Metahanol 30 ul 30 ul 30 ul
Standart (A-G) 20 ul - -
CAT(Kontrol) - 20 pl -
Lizat - - 20 pl
H,0; 20 ul 20 ul 20 ul
Tabaka ortiiciisii ile ortiiliir ve karistiricida oda sicakliginda 20 dakika inkube edildi.
KOH 30 ul 30 ul 30 pl
Kromojen 30 pl 30 ul 30 ul
Tabaka ortiiciisii ile ortiiliir ve karistiricida oda sicakliginda 10 dakika inkube edildi.
Potasyum 10 ul 10 ul 10 ul
Periodat

Tabaka ortiictisii ile ortiiliir ve karistiricida oda sicakliginda 5 dakika inkube edildi.

Plate 540 nm dalga boyunda okundu.

a. Formaldehit standart kuyucuklari: Plakada dizayn edilen formaldehit standart
kuyularina A’dan G ye kadar kuyu bagina 100 ul 6l¢iim tamponu (seyreltilmis), 30 pl
methanol ve 20 ul standart eklendi.

b. Pozitif kontrol kuyulart CAT kontrol yazan kuyuya 100 pl 6l¢iim tamponu, 30 ul
methanol ve 20 pl seyreltilmis CAT (kontrol) eklendi.

¢. Ornek kuyular 100 pl 8lgiim tamponu (seyreltilmis), 30 pl methanol ve 20 pl érnek
iki kuyuya eklendi.

d. Kuyularin hepsinde seyreltilmis 20 ul H,O, kullanilarak reaksiyonlar baglatildi.
Reaksiyon kesin bagladigi zamandan emin olunarak ve olasit en cabuk sekilde H,O,
eklendi.

e. Tabaka ortiiciisii ile Ortiildii ve bir karistiricida oda sicakliginda 20 dakika inkiibe
edildi.

f. Reaksiyonu bitirmek i¢in tiim kuyulara 30 ul KOH eklendi ve sonra 30 ul Kromojen

tiim kuyulara ilave edildi.
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g. Tabaka ortiicii ile ortiildli ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
h. Tiim kuyulara 10 pl potasyum periodat ilave edildi ve tabaka Ortiicii ile ortiildii.
Karstiric1 iizerinde oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

i. Plate Reader kullanilarak 540 nm’de absorbans okundu.

3.9.7. Hesaplama Yontemi

CAT aktivitesinin dogru hesaplanabilmesi i¢cin CAT kontrol aktivitesinin 0.25-
4 nmol/dakika/ml arasinda olmas1 gerekmektedir. Her bir standart ve 6rnegin absorbans
degerleri hesaplandi. Standart A’nin absorbansi kendinden ve diger tiim standart ve
orneklerden ¢ikarildi. Standartlarin diizeltilmis absorbanslari ile kalibrasyon egrisi
cizildi (Sekil 3. 9. 7. 1, Sekil 3. 9. 7. 2). Orneklerden elde edilen degerlerin

konsantrasyonu asagidaki formiile dayanarak hesaplandi. Diliisyon faktorii 2 olarak

hesaplandi.

CAT aktivitesi : Ornek (uM) x Ornek Diliisyon = nmol/ dakika/ml
20 dakika

v=0.010x - 0,034 A

0.7 § " R:=0982 /
*
06 /

Absorbans
o O
w

v

20 40 60 80

Yogunluk( pM)

Sekil 3. 9. 7. 1. CAT 1. plate igin standart kalibrasyon egrisi
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y = 0.008x + 0,001
L] R*=0.992 /

Absorbans
o o
\

0 20 40 60 80
Yogunluk (uM)

Sekil 3. 9. 7. 2. CAT 2. plate i¢in standart kalibrasyon egrisi

3. 10. istatistiksel Degerlendirme

Gruplarin zamana gore degisimi tek yonlii tekrarlanan 6l¢imlii deneme planina
gore degerlendirildi. Gruplarin lipit peroksidasyon parametreleri icin zaman dilimleri
icerisindeki farkliliklar1 tek yonlii varyans analizine gore degerlendirildi. Gruplar ve
zamanlar arasinda farklilik olmasi durumunda farkliliklari ortaya koymak i¢in Duncan
coklu karsilagtirma testi yapildi. Gruplara gore lipit peroksidasyon dl¢im parametreleri
arasindaki iliskiler Pearson Korelasyon katsayis1 ile tespit edildi. Istatistiksel analizler

SPSS 15°te yapildi.



4. BULGULAR

Lipit peroksidasyon parametrelerinin (CAT, GPx, SOD ve MDA) greft gruplari
ve zamana gore dagiliminda elde edilen verilerin normallik kontrolii Shapiro-Wilk testi

ile yapildi ve tiim verilerin normal dagilima uygun oldugu gorildii.

4. 1. Greft Gruplarinin Zaman Dilimlerine Gore Birbirleriyle Karsilastirilmasi
4.1. 1. CAT Enzimi I¢in Zaman Dilimlerine Goére Greft Gruplarinin Birbirleriyle
Karsilastirilmasi

Genel olarak tiim greft gruplarnn farkli zaman dilimlerinde CAT enzimi
acisindan incelenmistir (Tablo 4. 1. 1, Sekil 4. 1. 1). Buna gore;

Operasyon sonrast 1. gilin dlgiimlerinde istatistiksel olarak en yiiksek deger
Bio-Oss grubunda (25.05) elde edilirken, en diisiik deger 4BONE grubunda (18.67) elde
edilmistir (p<0.05).

Operasyon sonrast 3. giin (p=0.053) ve 7. giin (p=0.247) 6l¢limlerinde biitiin
greft gruplan karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi
tespit edilmistir.

Operasyon sonrast 14. giin Ol¢limlerinde Bio-Oss grubu (23.74) ile fark
olmamakla birlikte en yiiksek deger Grafton grubunda (23.87) tespit edilirken en diisiik
deger 4BONE grubunda (19.84) elde edilmistir (p<0.05).

Operasyon sonrasi 28. giin dl¢iimleri karsilastirildiginda en yiiksek deger Bio-
Oss grubunda (25.65) elde edilirken en diisiikk deger 4BONE grubunda (19.36) elde
edilmistir (p<0.05).

Operasyon sonrast 56. giin Ol¢limleri karsilagtirildiginda en yiiksek deger
Grafton grubu (21.66) ile fark olmamakla birlikte Bio-Oss grubunda (22.50) elde
edilmistir (p=0.352). En diisiik deger kontrol grubu (19.77) ile fark olmamakla birlikte
4BONE grubunda (18.33) tespit edilmistir (p=0.116).



Tablo 4. 1. 1. Greft gruplarinin CAT enzimi igin zamana gore degisim degerleri (nmol/min/ml)
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Uygulama Operasyon sonrasi dl¢iim zamanlari (giin)

CAT Oncesi 3 3. 7. 4 28. 56.
Gruplar ~ X=£S, XS, XS, X+S, X+8S, XS, X+S,
Kontrol 21.47+£096 22.27+£0.56 b 2348 £0.67 22.11£1.60 21.29+1.02b 21.03+088b 19.77£1.24b
4BONE 20.99+£1.17 18.67+1.35¢ 22.36 +0.81 21.23+1.69 1984+095¢ 1936+1.12¢ 1833+131Db
Bio-Oss 22.214£1.05 25.05+137a 23.87+0.99 2245+ 1.44 23.74+093a 2565+129a 2250+2.06a
Grafton 24.64+1.36 22.43+2.56b 22.61+£2.11 21.76 £2.20 23.87+1.24a 21.59+1.10b 21.66+1.87 a

a, b, ¢: Ayni stitundaki farkli harfler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p < 0.05)
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CAT Enziminin Zamana Goére Degisimi

27
—&— Kontrol
26 —m—4BONE
Bio-Oss
Grafton
25
24

23 /\

n \
22 A o
21 +—m \
N /
20 A [ :

CAT enzim Aktivitesi (nmol/min/ml)

N\ / .\\_\_ \
N T
19 S =
q
||
18 T T T T T T 1
0 1 3 7 14 28 56

Zaman (Guin)

Sekil 4. 1. 1. Greft gruplarinin CAT enzimi i¢in zamana gore degisimleri

Kontrol grubunun, CAT enzim aktivitesi agisindan zamana gore degisimi
incelendiginde operasyon sonrasi 3. giine kadar artis devam etmekte ve 3. gilinde
istatistiksel olarak en yiiksek degerine ulasmaktadir (p<0.05). Daha sonra 7, 14 ve 28.
giinlerde degerlerin giderek diistiigii ve 56. glinde istatistiksel olarak en diisiik seviyeye
ulastig1 goriilmektedir (p<0.05).

4BONE grubunun, CAT enzim aktivitesi acisindan zamana gore degisimi
incelendiginde operasyon sonrasi 1.giin degerinde disiis gézlenmektedir. Daha sonra
artis goriilmekte ve 3. giinde en yiiksek seviyesine ulagmaktadir, ancak bu deger ile
uygulama Oncesi ve 7. giin arasindaki deger istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemektedir (p=0.053). Yedi, 14 ve 28. giinlerde ise degerler giderek diismekte,
56. giinde en diisiik seviyeye ulagsa da bu deger ile 1 ve 28. giinler arasinda Slgiilen
degerler istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir (p=0.146).

Bio-Oss grubunun, CAT enzim aktivitesi agisindan zamana gore degisimi
incelendiginde operasyon sonrasi 1. giin degerinde artis olmakla birlikte daha sonra 3 ve
7. glinlerde diisiis gostermektedir. Ondort ve 28. giinlerde artig goriiliirken 28. glinde en

yiikksek seviyesine ulasmaktadir, ancak 1 ve 28. giin arasinda istatistiksel olarak fark
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bulunmamaktadir (p=0.417). Yirmisekizinci giinden sonra diisiis gostererek 56. gilinde
operasyon Oncesi degere yaklasik bir deger elde edilmistir.

Grafton grubunun, CAT enzim aktivitesi acisindan zamana gore degisimi
incelendiginde 7. giine kadar elde edilen degerler birbirine olduk¢a yakin seyrederek
azalmistir (p=0.363). Yedinci giinden sonra artmaya baslayan degerler 14. giinde en
yiiksek seviyesine ulagsmistir, ancak bu deger ile 1, 3, 7 ve 56. giinler arasinda 6l¢iilen
degerler istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p=0.054). Daha sonra

degerler diiserek 28 ve 56. giinlerde operasyon dncesi degerlere yaklagsmistir.

4. 1. 2. GPX Enzimi I¢in Zaman Dilimlerine Gore Greft Gruplarinin Birbirleriyle
Karsilastirilmasi

Genel olarak tim greft gruplarnn farkli zaman dilimlerinde GPx enzimi
acisindan incelenmistir (Tablo 4. 1. 2, Sekil 4. 1. 2). Buna gore;

Operasyon sonrast 1. giin (p=0.543) ve 3. giin (p=0.063) Ol¢limlerinde tim
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olmadig tespit edilmistir.

Operasyon sonrasi 7. giin 6l¢timlerinde en yiliksek deger istatistiksel olarak fark
olmamakla birlikte Grafton (12.18), Bio-Oss (12.17) ve 4BONE (11.62) gruplarinda
tespit edilmistir (p=0.668). En diisiik deger ise fark olmamakla birlikte kontrol grubu
(9.13) ile 4BONE grubunda (11.62) elde edilmistir (p=0.054).

Operasyon sonrasi 14. giin dl¢iimlerinde en yiliksek deger 4BONE grubunda
(14.93) elde edilirken bu grup ile Grafton (14.85) ve Bio-Oss (14.50) gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0.763). En diisiik deger ise kontrol
grubunda (10.06) elde edilmistir (p<0.05).

Operasyon sonrasit 28. giin Ol¢limlerinde tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark olmadig tespit edilmistir (p=0.358).

Operasyon sonrast 56. giin Ol¢imlerinde Grafton grubu (14.95) ile fark
olmamakla birlikte en yliksek deger Bio-Oss grubunda (18.92) elde edilmistir
(p=0.075). En diisiik deger ise 4BONE (14.07) ve Grafton (14.95) gruplarn ile
istatistiksel olarak fark olmamakla birlikte kontrol grubunda (13.32) tespit edilmistir
(p=0.480).
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Tablo 4. 1. 2. Greft gruplarinin GPx enzimi i¢in zamana goére degisim degerleri (U/ml)

Uygulama Operasyon sonrasi dl¢iim zamanlari (giin)
GPx A .

Oncesi 1. 3. 7. 14. 28, 56.
Gruplar XS, XS, X+£8S, XS, X+£8S, X+£8S, X+£8,
Kontrol 9.73 £1.85 12.61 +£3.94 10.68 +2.64 9.13+£237 b 10.06 £2.61 b 15.76 £ 4.72 13.32+4.18Db
4BONE 13.74+2.84 13.00 £ 2.07 12.64 £ 2.14 11.62+£2.77 1493 +2.81 a 16.87+1.73 14.07+3.38Db

a,b
Bio-Oss 10.81+2.06 13.24 £2.32 12.61 £2.24 12.17+1.19a 14.50+092 a 17.92 £4.11 18.92+4.09 a
Grafton 12.1943.85 13.79+4.14 13.03 £ 0.91 12.18£2.52a 14.85+3.08 a 17.71 £ 4.41 14.95+4.23
a, b

a, b, ¢: Ayni siitundaki farkli harfler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p < 0.05)
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Sekil 4. 1. 2. Greft gruplarinin GPx enzimi i¢in zamana gore degisimleri

Kontrol grubunun GPx enzim aktivitesi agisindan zamana gore degisimi
incelendiginde operasyon sonrasi 1. giin degerinde artis olmakta ve daha sonra 3 ve 7.
giinlerde diiserek 7. glinde en diisiik degerine ulasmaktadir, ancak bu deger ile
uygulama oOncesi, 1, 3 ve 14. giinlerde ol¢iilen degerler arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0.088). Daha sonra 14 ve 28. giinlerde degerler
artmis ve 28. giinde en yiiksek degerine ulagsmigssa da 1 ve 56. giinler arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir (p=0.102). Ellialtinc1 giinde degerler tekrar
diisiis gostermekle beraber operasyon oncesi degere yaklagamamaistir.

4BONE grubu GPx enzim aktivitesi agisindan incelendiginde degerler
operasyon sonrasinda 7. giine kadar birbirine olduk¢a yakin seyrederek azalmistir ve 7.
giinde en diisiik seviyeye ulagmistir ancak bu deger uygulama oncesi, 1, 3 ve 56.
giinlerde Ol¢iilen degerlerden istatistiksel olarak farklilik gostermemektedir (p=0.122).
Daha sonra 14 ve 28. giinlerde artan degerler 28. giinde en yiliksek seviyeye ulagsmistir,

ancak bu deger 14 ve 56. giinlerde dlciilen degerlerden istatistiksel olarak anlamli bir
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farklilik  gostermemektedir (p=0.061). Ellialtinc1 giinde degerler tekrar diisiis
gostermekle beraber operasyon oncesi degere yaklasmistir.

Bio-Oss grubu GPx enzim aktivitesi acisindan incelendiginde 1. giin degerinde
artis olmakta, daha sonra 3 ve 7. giinlerde diismektedir, ancak bu degerler arasinda
istatistiksel Onem bulunmamaktadir (p=0.131). Degerler 7. glinden sonra giderek
artmakta ve en yiliksek degerine 28. giin ile istatistiksel olarak fark olmamakla birlikte
56. giinde ulasmaktadir (p=0.491).

Grafton grubu GPx enzim aktivitesi acgisindan incelendiginde 1. giin degerinde
artis olmakta, daha sonra 3 ve 7 gilinlerde diismekte ve 7. giinde en diisiik seviyesine
ulagsmaktadir, ancak bu degerle uygulama oncesi, 1, 3, 14 ve 56. giinler arasinda
istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir (p=0.204). Daha sonra 14 ve 28. gilinlerde
artan degerler 28. giinde en yiiksek seviyeye ulasmistir, ancak bu deger 1, 14 ve 56.
giinden istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermemektedir (p=0.061). Ellialtinci

giinde degerler tekrar diisiis gostermistir.

4. 1. 3. SOD Enzimi i¢in Zaman Dilimlerine Goére Greft Gruplarimin Birbirleriyle
Karsilastirilmasi

Genel olarak tiim greft gruplarnn farkli zaman dilimlerinde SOD enzimi
acisindan incelenmistir (Tablo 4. 1. 3, Sekil 4. 1. 3). Buna gore;

Operasyon sonrast 1. giin (p=0.458), 3. giin (p=0.286) ve 7. giin (p=0.270)
Olclimlerinde tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi tespit edilmistir.

Operasyon sonrasi 14. giin dl¢limlerinde tiim gruplar arasinda en yiiksek deger
kontrol grubunda (399.69) olmakla birlikte bu grup ile Bio-Oss grubu (394.09) arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir (p=0.723). En diisiik deger ise Grafton
grubunda (314.57) olmakla birlikte bu grup ile 4BONE grubu (329.77) arasinda anlaml
fark bulunmamaktadir (p=0.340).

Operasyon sonrasi 28. giin dl¢limlerinde en yiiksek deger kontrol grubunda
(362.69) elde edilirken en diisiik deger Grafton grubunda (262.00) elde edilmistir
(p<0.05).

Operasyon sonrast 56. giin Ol¢limlerinde tiim gruplar arasinda istatistiksel

olarak fark olmadig1 tespit edilmistir (p=0.70).
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Tablo 4. 1. 3. Greft gruplarinin SOD enzimi i¢in zamana gdre degisim degerleri (U/ml)

Operasyon sonrast 6l¢iim zamanlar1 (giin)
SOD U%gularpa
neest 1. 3. 7. 14. 28. 56.

Gruplar X5, X5, X+£8, X+£8, XS, X+£8, X+£8,

Kontrol ~ 312.40+£36.11 329.54+2645 356.40+34.46 362.94+£37.26 399.69+37.71 362.69 £40.65 253.89+29.41
a a

4BONE  301.00+37.67 326.60+23.11 368.00+21.84 350.71+35.67 329.77+27.76  302.89+40.17 264.37+26.18
b b

Bio-Oss  372.00+£43.40 324.94+4584 347.29+3439 366.74+3496 394.09+31.31 31640+2584 283.77+33.61
a b

Grafton  296.34+53.16 341.40+£46.94 366.74+36.92 381.49+69.15 314.57+1528 262.00+18.51 255.69+16.79

b

C

a, b, ¢: Ayni siitundaki farkli harfler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p < 0.05)
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Sekil 4. 1. 3. Greft gruplarinin SOD enzimi i¢in zamana goére degisimleri

Kontrol grubu SOD enzim aktivitesi agisindan incelendiginde operasyon
sonras1 degerlerinde 14. giine kadar giderek artan degerler elde edilmistir. Ondordiincii
giinde en yiiksek degeri gosterirken bu deger ile 7 ve 28. giinler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0.67). Belirtilen degerler giderek azalmis
ve 56. giinde en diisiik degere ulagsmistir (p<0.05).

4BONE grubu SOD enzim aktivitesi acisindan incelendiginde operasyon
sonras1 degerlerde 3. giine kadar diizgiin bir artis olmaktadir. Ug ile 7. giin arasinda
istatistiksel bir fark olmamakla birlikte 3. giinde en yiiksek degerine ulasmistir
(p=0.304). Daha sonra zamanla azalarak 56. giinde en diisiik seviyeye gelmistir
(p<0.05).

Bio-Oss grubu SOD enzim aktivitesi agisindan incelendiginde operasyon
sonras1 1.glin degerinde diisiis gdzlenmekte ve daha sonra 14. giine kadar diizgiin bir
artis gostermektedir. Ondordiincii giinde en yiiksek degerine ulagsa da uygulama oncesi
ve 7 ile 14. giin arasinda istatistiksel olarak bir fark tespit edilmemistir (p=0.190).
Ardindan tekrar azalarak 56. giinde en diisiik degerine ulagmis, ancak 28 ile 56. giin

arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamaistir (p=0.099).
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Grafton grubu SOD enzim aktivitesi agisindan incelendiginde operasyon
sonrast degerler 7. giine kadar kademeli bir artis gostermis ve 7. glinde en yiiksek
seviyeye ulagmakla birlikte 1 ve 3. giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0.094). Daha sonra degerler zamanla azalarak 56. giinde en diisiik
seviyeye inmistir. Uygulama oncesi ve 28 ile 56. giin arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0.089).

4. 1. 4. MDA lI¢in Zaman Dilimlerine Gore Greft Gruplarimin Birbirleriyle
Karsilastirilmasi

Genel olarak tiim greft gruplart farklt zaman dilimlerinde MDA (iriini
acisindan incelenmistir (Tablo 4. 1. 4, Sekil 4. 1. 4). Buna gore;

Operasyon sonrasi 1. giin Ol¢limlerinde en yiiksek deger kontrol grubunda
(7.49) elde edilmistir (p<0.05). En diisiik deger ise Grafton grubunda (4.80) tespit
edilirken bu grup ile 4BONE (4.99) ve Bio-Oss (5.73) gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmamaktadir (p=0.127).

Operasyon sonrasit 3. giin Ol¢limlerinde en yiiksek deger kontrol grubunda
(9.97) elde edilirken bu grup ile 4BONE (8.35) ve Grafton (8.46) gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir (p=0.080). En diisiikk deger ise Bio-Oss
grubunda (6.06) tespit edilmistir (p<0.05).

Operasyon sonrast 7. giin Ol¢limlerinde en yiiksek deger kontrol grubunda
(10.95) tespit edilirken, en diisiik deger Bio-Oss grubunda (6.09) tespit edilmistir
(p<0.05).

Operasyon sonrasi 14. giin dl¢limlerinde en yiiksek deger kontrol grubunda
(13.61) tespit edilirken, en diisiik deger Bio-Oss grubunda (6.62) tespit edilmistir
(p<0.05).

Operasyon sonrast 28. giin dl¢limlerinde en yiiksek deger Bio-Oss grubunda
(9.11) olmakla birlikte bu grup ile kontrol (7.75) ve 4BONE (7.98) gruplari arasinda
anlaml bir fark bulunmamaktadir (p=0.089). En diisiik deger Grafton (6.64) grubunda
elde edilirken bu grup ile kontrol (7.75) ve 4BONE (7.98) gruplar1 arasinda anlaml1 bir
fark bulunmamaktadir (p=0.085).
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Tablo 4. 1. 4. Greft gruplarinin MDA i¢in zamana gore degisim degerleri (nmol/ml)

Operasyon sonrasi dl¢iim zamanlari (giin)
MDA ngularpa
Oncesi 1. 3. 7. 14. 28, 56.

Gruplar X+, X+, X+, X+, X+, X+, X+,
Kontrol 8.59 + 1.46 749+131a 997+1.25a 1095+1.19a 13.61+136a 7.75+138ab 832+£1.99a
4BONE 6.13+1.90 499+1.16b 835+1.22a 9.17+£0.64 b 932+153b 798+£0.79ab 6.62+1.14b
Bio-Oss 6.21 £1.80 5.73+£0.89b 6.06+0.69b 6.09+1.55¢ 6.62+1.90 ¢ 9.11+1.45a 6.36+1.12 b
Grafton 8.05+1.19 480+0.71b 846+2.53a 9.11+£1.03b 10.03£2.69b 6.64+159b 750+1.14ab

a, b, ¢: Ayni siitundaki farkl harfler arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p < 0.05)
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Sekil 4. 1. 4. Greft gruplarinin MDA iiriinii i¢in zamana gore degisimleri

Operasyon sonrast 56. gilin ol¢iimlerinde en yliksek deger fark olmamakla
birlikte Grafton grubuyla (7.50) kontrol grubunda (8.32) tespit edilmistir (p=0.289). En
diisiik deger ise 4BONE (6.62) ve Grafton (7.50) gruplar ile istatistiksel olarak fark
olmamakla birlikte Bio-Oss grubunda (6.36) elde edilmistir (p=0.161).

Kontrol grubu MDA firiinii acisindan incelendiginde operasyon sonrasi 1. giin
degerinde en diisiik degerine ulagmasina ragmen bu deger ile uygulama oncesi, 28 ve
56. gilinler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (p=0.202). Birinci
giinden sonra degerlerde giderek artma goriilmiis ve 14. giinde en yiiksek degerine
ulagsmistir (p<<0.05). Degerler daha sonra tekrar diiserek 56. giinde operasyon Oncesi
degerlere yaklagmistir.

4BONE grubu MDA iiriinii agisindan incelendiginde 1. giin degerinde en
diisiik degerine ulasmasina ragmen bu deger ile uygulama Oncesi deger arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (p=0.099). Ondordiincii giinde en yiiksek
degerine ulagsa da 3, 7 ve 28. gilinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p=0.074). Ondordiincii giinden sonra degerler giderek diiserek 56.

giinde operasyon dncesi degere yaklagsmistir.
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Bio-Oss grubu MDA firiinii acisindan incelendiginde operasyon sonrasi elde
edilen degerlerde 28. giine kadar istatistiksel olarak herhangi bir farklilik goriilmezken
(p=0.306) 28. giinde en yiiksek degerine ulagsmistir (p<0.05). Daha sonra tekrar diiserek
56. glinde operasyon Oncesi degere yaklagsmistir.

Grafton grubu MDA iiriinii agisindan incelendiginde operasyon sonrast 1.
giinde istatistiksel olarak en diisiik degerine ulasmistir (p<0.05). Birinci giinden sonra
degerlerde giderek artma goriilmiis ve 14. giinde en yiiksek degerine ulagmistir, ancak
uygulama oncesi, 3 ve 7. giinlerde 6l¢iilen degerler arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunamamistir (p=0.052). Belirtilen degerler daha sonra tekrar diiserek 56. giinde

operasyon Oncesi degerlere yaklagmistir.

4.2. Gruplara Gore Olciim Parametreleri Arasindaki iliskilerin Degerlendirilmesi
4. 2. 1. Kontrol Grubu icin Ol¢iim Parametreleri Arasimdaki iliskilerin
Degerlendirilmesi

Kontrol ~ grubu  i¢in  Olgiim  parametreleri  arasindaki  iligkiler
degerlendirildiginde CAT degerlerinin SOD ve MDA degerleri ile arasinda pozitif
yonde, GPx degerleri ile arasinda negatif yonde bir iligki diizeyi bulunmus olup, sadece
SOD ile olan iligki diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

GPx degerlerinin SOD ve MDA degerleri ile arasindaki iligki diizeyi negatif
yonde olup, sadece MDA ile olan iliski diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05).

MDA ile SOD arasinda ise pozitif yonde istatistiksel olarak anlamli bir iliski
diizeyi bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4. 2. 1).

Tablo 4. 2. 1. Kontrol grubu i¢in 6l¢iim parametrelerinin birbirleriyle karsilagtiriimasi

SOD GPx MDA
CAT 0.344* -0.190 0.157
(p=0.191) (p=0.280)
GPx -0,195 -0.343%*
(p=0.180)
MDA 0.564*

*0.05 seviyesinde korelasyon dnemlidir
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4. 2. 2. 4BONE Grubu Icin Olciim Parametreleri Arasimdaki iliskilerin
Degerlendirilmesi

4BONE  grubu i¢in  Olglim  parametreleri  arasindaki  iligkiler
degerlendirildiginde CAT degerlerinin SOD ve MDA degerleri ile arasinda pozitif
yonde, GPx degerleri ile arasinda negatif yonde istatistiksel olarak anlamli iligki
diizeyleri bulunmustur (p<0.05).

GPX degerleri ile SOD ve MDA degerleri arasindaki iliski diizeyi negatif
yonde olup, sadece SOD ile olan iliski diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05).

MDA ile SOD degerleri arasinda iliski diizeyi pozitif yonde olup, bu diizey

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 4. 2. 2).

Tablo 4. 2. 2. 4BONE grubu i¢in 6l¢iim parametrelerinin birbirleriyle karsilagtirilmasi

SOD GPx MDA
CAT 0.402%* -0.293* 0.335%
GPx ] . -0.070
0,376 (p=0.632)
MDA 0.192
(p=0.186)

*0.05 seviyesinde korelasyon dnemlidir

4. 2. 3. Bio-Oss Grubu Icin Olciim Parametreleri Arasindaki liskilerin
Degerlendirilmesi

Bio-Oss  grubu i¢in  Ol¢lim  parametreleri  arasindaki iligkiler
degerlendirildiginde CAT degerlerinin GPx ve MDA degerleri ile arasinda pozitif
yonde, SOD degerleri ile arasinda negatif yonde bir iliski diizeyi olup ancak bu iligki
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

GPX degerlerinin SOD degerleri ile arasinda negatif yonde, MDA degerleri ile
arasinda pozitif yonde bir iliski diizeyi olup bu iliski diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05).

MDA ile SOD degerleri arasinda iligki diizeyi pozitif yonde olup istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 4. 2. 3).



Tablo 4. 2. 3. Bio-Oss grubu i¢in dlgiim parametrelerinin birbirleriyle karsilastiriimasi
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SOD GPx MDA
-0.107 0.134 0.234
CAT (p=0.463) (p=0.360) (p=0.106)
- * *
GPx 0,358 0.448
0.003
MDA (p=0.984)

*0.05 seviyesinde korelasyon onemlidir

4. 2. 4 Grafton Grubu Icin Olciim Parametreleri Arasmdaki iliskilerin
Degerlendirilmesi

Grafton  grubu  i¢in  Olgim  parametreleri  arasindaki iligkiler
degerlendirildiginde CAT degerleri ile GPx, MDA ve SOD degerleri arasindaki iliski
diizeyi pozitif yonde olup sadece SOD degerleri ile olan iligki diizeyi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05).

GPX degerleri ile SOD degerleri arasinda pozitif yonde, MDA degerleri ile
arasinda negatif yonde iliski diizeyi olup ancak bu iliski diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli bulunmamastir.

MDA ile SOD degerleri arasinda iliski diizeyi pozitif yonde olup bu iliski

diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 4. 2. 4).

Tablo 4. 2. 4. Grafton grubu i¢in dl¢giim parametrelerinin birbirleriyle karsilastirilmasi

SOD GPx MDA
CAT 0.328* 0.151 0.216
(p=0.299) (p=0.137)
GPx 0,016 -0.134
(p=0.913) (p=0.360)
MDA 0.127
(p=0.384)

*0.05 seviyesinde korelasyon onemlidir

4. 2. 5. Genel Olarak Olciim Parametreleri Arasindaki Iliskilerin
Degerlendirilmesi

Genel olarak Ol¢lim parametreleri arasindaki iligkiler degerlendirildiginde
CAT degeri ile GPx, MDA ve SOD degerleri arasinda iliski diizeyi pozitif yonde olup

sadece SOD ile olan iligki diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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GPX degeri ile MDA ve SOD degerleri arasinda iligki diizeyi negatif yonde
olup istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
MDA ile SOD degerleri arasinda iliski diizeyi pozitif yonde olup bu iliski

diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (Tablo 4. 2. 5).

Tablo 4. 2. 5. Genel olarak 6l¢iim parametrelerinin birbirleriyle karsilagtirilmasi

GPX MDA SOD
caT ooz | gozn |
GPX Py (0.453)
MDA (06t

*0.05 seviyesinde korelasyon dnemlidir



5. TARTISMA

Organizmadaki reaksiyonlar sirasinda fizyolojik olarak yararli birgok iiriiniin
olusumunun yani sira fazla miktarda bulunduklarinda metabolizmay1 olumsuz yonde
etkileyebilecek ¢esitli bilesikler de bulunmaktadir. Bunlardan en dnemlilerinin serbest
oksijen radikalleri oldugu ifade edilmektedir (Angel ve ark., 1987; Aldemir, 1993).
Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip, bagimsiz bulunma
yetenegindeki herhangi bir atom veya molekiildiir (Halliwell, 1984; 1987; Horenstein ve
ark., 2000). Serbest radikaller hem organik hem inorganik halde bulunurlar ve olduk¢a
reaktif Ozellik gosterirler. Bu radikallerin oksijenin toksik etkilerinin tamamindan
sorumlu olduklar1 ve oksijeni metabolize eden tiim canlilarda olustuklar1 bildirilmistir
(Aldemir, 1993; Cheeseman ve Slater, 1993).

Belirli bir diizeye kadar oksijen radikallerinin artis1 yine viicutta daima belirli
bir dlizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Yani saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin
bunlar1 etkisizlestirme giici bir denge i¢indedir. Oksidanlar belirli bir diizeyi
astiklarinda veya antioksidanlar yetersiz kaldiklarinda yani denge bozuldugunda soz
konusu serbest radikaller organizmanin yapi elemanlar1 olan lipit, protein, DNA,
karbonhidrat ve enzim gibi tim Onemli bilesenlerine etki gosterirler (Cross ve ark.,
1987; Southorn ve Powis, 1988). Serbest oksijen radikallerinin membran lipitlerini
etkilemesi sonucu membranda geri doniisiimsiiz olarak hasar meydana getiren lipit
peroksidasyonu sekillenir (Akkus, 1995; Simsek, 1999). Lipit peroksidasyonu
PUFA’nin oksidatif yikimi1 olarak tanimlanmaktadir. Bunun sonucunda hiicre
membraninin akigkanlig1 azalir, spesifik olmayan iyon permabilitesi artar, membran
sizintisina ve yikimina neden olarak hiicre oliimii meydana geldigi bildirilmistir
(Halliwell, 1987; 1994).

Serbest oksijen radikalleri, farkli organ sistemlerinde doku hasarina neden
olmalarindan dolay1 son yirmi yildir iizerinde sik¢a durulmus ve ¢ok sayida hastaliga bu
radikallerin eslik ettigi kanitlanmistir (Prasad ve ark., 2003; Tulunoglu, 1999). Serbest
oksijen radikallerinin neden oldugu ve doku yikimu ile iliskili oldugu bilinen patolojik

durumlar arasinda yaslanma, ateroskleroz, kanser, enfarktiis, diabet, enflamatuar



85

hastaliklar, romatoid artrit, Parkinson ve karaciger hastaliklar1 bulunmaktadir (Halliwel
ve Gutteridge, 1984; Akkus, 1995; Simsek, 1999; Tulunoglu, 1999).

Serbest oksijen radikallerinin kemik metabolizmasi iizerine fizyolojik ve
patolojik olmak {iizere iki yonlii rol oynadigir bildirilmistir. Fizyolojik sartlarda
osteoklastlar tarafindan reaktif oksijen radikallerinin iiretimi saglanir ve kemigin
remodelingi sirasinda kalsifiye dokunun yikimina yardimci olurlar. Kemik kirigi gibi
patolojik durumlarda ise radikal iiretiminin oldukg¢a yiiksek oldugu ve bu durumun
kemik iyilesmesini olumsuz yonde etkiledigi ifade edilmektedir (Banfi ve ark., 2008).

Serbest oksijen radikallerinin kemik iyilesmesi {izerine etkileri bir¢ok
aragtirmaci tarafindan incelenmistir (Goktlirk ve ark., 1995; Turgut ve ark., 1999;
Prasad ve ark., 2003; Cetinus ve ark., 2005; Yeler ve ark., 2005; Sheweita ve Khoshhal,
2007). Garret ve ark. (1990) serbest oksijen radikallerinin osteoklastlarin olusumu ve
aktivasyonunda rol oynadiklarini bildirmislerdir.

Agiz ve ¢eneler bolgesinde cesitli nedenlerle olusan defektlerin eski anatomik
formuna kavusturulmasi ve yitirilen fonksiyonlarin yeniden kazandirilmasi oral ve
maksillofasiyal cerrahinin temel hedeflerinden biridir. Bu defektlerin bir kism1 kemigin
kendini tamir edebilme yetenegi ile onarilirken bir kisim biiyiik kemik defektlerinde
kemik dokusunun onarilmasini desteklemek veya tamamen iyilegsmesini saglamak
amaci ile otojen, homojen, heterojen ve alloplastik kaynakli greft materyalleri
kullanilmaktadir (Schmitz ve Hollinger, 1986; Bosch ve ark., 1998). Cok sayida ve
farklr kaynakli ticari greft materyalleri bulunmasina ragmen, ¢esitli dezavantajlarindan
dolay1 ideal greft materyali arayiglar1 halen devam etmektedir (Bernard, 1991; Gazdag
ve ark., 1995).

Calismamizda standart kemik defekti olusturulmus tavsanlarda farkli yapidaki
greft materyallerinin lipit peroksidasyon olusumu {izerine etkileri incelenerek ideal greft
materyali arayisina katki sunulmas1 amaglanmistir.

Hayvan modelleri arasinda tavsan modelinin; deney kosullarinin
standardizasyonu, tekrarlanabilirligi, pahali olmamasi ve yiiksek kemik turnover nedeni
gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Cacchioli ve ark., 2006). Tavsanlarda kemik
rejenarasyonu ile ilgili yapilan caligmalarda madibula, femur, kalvarya ve tibia gibi
farkli anatomik bolgeler kullanilmistir (Najjar ve Kahn, 1977; Kahnberg, 1979; Frame,
1980; Aobe ve ark., 1993; 1994; Wheeler ve ark., 2000; Clokie ve ark., 2002). Tibianin
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medyal ylizeyinde proksimal epifiz kisminin genis, konveks ylizeyinin az ve kas
yapisikliklarindan yoksun olmasi nedeni ile kemik defekti i¢cin uygun bir bdlge
oldugunu bildirmislerdir (Schmitz ve Hollinger, 1986). Bizim ¢alismamizda hayvan
modeli bu nedenlerden dolay1 tavsan tibiasinin medyal kismi olarak secilmistir.

Kemik iyilesmesi ve kemik greftlerinin degerlendirildigi ¢alismalarda
iyilesmeyi etkileyen en Onemli kriterlerinden birinin olusturulan kemik defektinin
boyutu oldugu bildirilmistir. Bu nedenle bir kemik greftinin degerlendirilmesi igin
olusturulan deneysel kemik yarasinin kendiliginden iyilesemeyecek kadar biiyiik olmasi
gerektigi bildirilmistir. Bu 6zelliklere sahip deneysel kemik yarasi kritik boyut defekti
(KBD) olarak adlandirilmaktadir (Schmitz ve Hollinger, 1986; Hollinger ve
Kleinschmidt, 1990). KBD, tiirlere ve ilgili bolgeye bagli olmak {izere hayat boyunca
kendiliginden iyilesemeyecek en kiigliik kemik i¢i yara olarak tanimlanabilir. Bununla
birlikte pek ¢ok caligsmada siirenin sinirlt olmasi ve hayvanin tiim hayat1 boyunca takip
edilememesinden dolayr hayvan arastirmalarinda KBD, caligma siiresi boyunca
iyilesemeyen defektleri ifade etmektedir. KBD caligmalarinin yapildigi anatomik
bolgeler incelendiginde kalvarya, mandibula ve tibia gibi uzun kemikler oldugu tespit
edilmistir (Schmitz ve Hollinger, 1986; Hollinger ve Kleinschmidt, 1990; Bosch ve ark.,
1998).

Aobe ve ark. (1993) tavsan tibiasinda yaptiklari ¢caligmada biitiin kontrol ve
deney gruplarinda 8 mm boyutunda kemik defektleri olusturmuslardir ve sonug olarak
tavsan tibiasinda KBD’nin 8 mm’den fazla olmasi1 gerektigini ¢linkii kontrol grubundaki
defektlerin kendiliginden iyilestigini bildirmislerdir. Walsh ve ark. (2003) tavsan
tibiasinin medyal korteksinde 5x15x3 mm boyutunda kemik defekti olusturmuslardir.
Calismanin sonucunda bos birakilan defektlerin 24 hafta siiresince iyilesmedigini ve bu
durumun defektin KBD’sini destekledigini bildirmislerdir. Benzer sekilde yapilan diger
caligmalarda da tibianin anterior-medyal korteksine 5x15x3 mm boyutunda kemik
defekti olusturuldugu tespit edilmistir (Jamali ve ark., 2002; Stubbs ve ark., 2004;
Walsh ve ark., 2008). Bizim ¢alismamizda da tavsan tibia kemik defekti modeli i¢in bu
boyutlar secilmistir. Ayrica olusturulan kemik defektlerinin tiim gruplarda unikortikal
olmasina, kemik defektlerinin hazirlanmasi sirasinda periostun korunmasina ve
deneysel olarak olusturulan defektlerin stabil olmasmma 06zen gosterilerek

standardizasyon saglanmistir. Bununla birlikte deney hayvanlarinin ¢evre kosullari, yas,
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beslenme ve ila¢g kullanimi gibi faktorleri standardize edilmistir. Dolayisiyla bu
faktorlerden dogacak kemik olusumu iizerindeki farkliliklar engellenmistir.

Kemikte bir hasar meydana geldiginde ayni zamanda onun tamiri de
baslamaktadir. Bu siire i¢inde bircok faktor iyilesmeyi etkilemektedir. Ancak kemik
iyilesmesi bozukluklar1 sik goriilen olaylardir ve iyilesmeyi bozan veya geciktiren
faktorler su sekilde siralanabilir; kirik uglarinin birbirinden uzak olmasi, kemikte
parcalanma, agir yumusak doku yaralanmalari, yetersiz beslenme, hasar goren kemikte
dolagimin bozulmas1 ve buna bagl olarak alanin beslenememesi ve enfeksiyondur. Bu
faktorlerin sonucunda psddoartroz, ankiloz, osteomyelit gibi bozukluklar meydana
gelebilir (Cetingiil, 2002). Calismamiz sirasinda tiim gruplarda kemik iyilesmesi
sirasinda makroskobik olarak herhangi bir patolojik durum izlenmemistir.

Oral ve maksillofasiyal bolgedeki kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda;
osteoindiiktif, osteokondiiktif potansiyele ve osteojenik hiicrelere sahip olan otojen
kemik greftleri oncelikli olarak tercih edilmektedir ve altin standart olarak bildirilmistir
(Bernard, 1991; Jamali ve ark., 2002; Jensen ve ark., 2006). Bununla birlikte bu
greftlerin ikinci bir cerrahi isleme ihtiya¢ goOstermesi, dondr bolgede morbidite
olusturmas1 ve istenilen miktarda elde edilememesi gibi bazi dezavantajlari
bulunmaktadir (Gazdag ve ark., 1995). Bizim ¢alismamizda da, ayni deney hayvaninda
ikincil bir cerrahi islem gerektirmesi ve bu durumun kan degerlerindeki sonuglar
etkileyebilmesi sebebiyle otojen kemik grefti tercih edilmemistir. Otojen kemik
greftlerinin bu dezavantajlarindan dolay1 allogreftler, ksenogreftler ve alloplastik
materyallerin kullanimi1 giindeme gelmistir. Bu greft materyallerinden her birinin
sterilizasyon ve islenme yontemine bagl olarak bir takim avantajlar1 ve dezavantajlari
vardir (Gazdag ve ark., 1995). Calismamizda klinikte en fazla tercih edilen ve
literatiirde en c¢ok bildirilen greft materyalleri kullanilmistir (Cilbir ve ark., 1999; Moore
ve ark., 2001; Atay ve Yilmaz, 2005; Giannoudis ve ark., 2005; Jensen ve ark., 2006;
Walsh ve ark., 2008). Bunlar allojenik bir materyal olan demineralize kemik matriksi,
ksenojenik kaynakli sigir kemigi ve alloplastik kaynakli [-trikalsiyum fosfat-
hidroksilapatittir.

Kemik iyilegsmesi sirasinda iskemi/perfiizyon mekanizmasi nedeni ile oksidatif
stres meydana geldigi bildirilmistir (Prasad ve ark., 2003). Arastirmacilar, oksidatif

strese neden olan serbest oksijen radikallerinin artisinin kemik iyilesmesine zarar
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verdigini bildirmislerdir (Goktirk ve ark., 1995). Serbest radikal ataklarinin
hiicrelerdeki hedefi, membranlardaki lipit igerigidir ve bu da lipit peroksidasyonla
sonuglanir (Sugino ve ark., 1987). Lipit peroksidasyonu, membranlarin gegirgenligini
bozarak hiicre 6liimiine yol agabilen olaylar1 baslatir. Membran PUFA ’nin oksidasyonu
sonucu olusan MDA, lipit peroksidasyonun en Onemli gostergelerinden biridir
(Halliwell, 2007). Bununla birlikte SOD, GPx ve CAT gibi viicudun dogal savunma
mekanizmalart olan antioksidan enzimler bulunmaktadir ve bunlar reaktif oksijen
radikalleri aracilig1 ile olusabilecek hiicresel ve molekiiler hasara karsi koruyucu rol
oynamaktadirlar (Janero, 1990; Cheeseman ve Slater, 1993; Gul ve ark., 2000).

Kemik iyilesmesi {izerine yapilan ¢alismalar incelendiginde lipit peroksidasyon
miktarinin analizinde genellikle MDA 6l¢limii yapildig: tespit edilmistir (Turgut ve ark.,
1999; Prasad ve ark., 2003; Cetinus ve ark., 2005; Yeler ve ark., 2005). Bizim
calismamizda ise lipit peroksidasyonun degerlendirilmesinde MDA f{iriinii ile birlikte
SOD, GPx, CAT antioksidan enzim aktiviteleri 6l¢iilerek daha detayli bilgilerin elde
edilmesi saglanmaistir.

Antioksidan enzimlerin analizinde ¢esitli arastirmacilar tarafindan birgok
metod bildirilmistir. SOD enziminin analizi i¢in bilinen en yaygin metodlar Suttle
(1986), Sun ve ark. (1988) ve McCord ve Fridovich (1988) tarafindan gelistirilmistir.
Bizim ¢aligmamizda SOD analizi RANSOD ticari kiti kullanilarak Suttle (1986)
metoduna dayali olarak yapilmistir. Kitin calisma prensibi siliperoksitin INT ile
reaksiyona girerek kirmizi renkli formazon bilesigi olusturmasidir. Ksantin oksidazin
stiperoksit kaynagi olarak kullanildig1 reaksiyonun inhibisyon derecesi ile SOD
aktivitesi Olclilmektedir. GPx enziminin analizindeki en yaygin metodlar Paglia ve
Valentine (1967) ve Flohe ve Giinzler (1984) tarafindan gelistirilmis olup bizim
caligmamizda GPx analizi RANSEL ticari kiti kullanilarak Paglia ve Valentine (1967)
metoduna dayali olarak spektrofotometrik okuma ile yapilmigtir. Olduk¢a duyarli olan
metod GPx kiimen hidroperoksit aracilifi ile GSH oksidasyonunu katalizlemesi
prensibine gore calismakta ve yaygin olarak kullanilmaktadir. CAT enzimin analizi i¢in
Aebi (1984) ve Johansson ve Borg (1988) tarafindan gelistirilen metodlar
bulunmaktadir. Calismamizda ise CAT analizi CAYMAN ticari kiti kullanilarak
Johansson ve Borg (1988) metoduna gore spektrofotometrik olarak ol¢lilmiistiir. MDA
iriiniliniin analizinde ise Yoshioka ve ark. (1979), Ohkawa ve ark. (1979) ve Jain (1988)
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metodlari mevcut olup ¢alismamizda basit ve hizli olmasindan dolay1 Yoshioka ve ark.
(1979) metodu kullanilmaistir.

Kemik iyilesmesi ile 1ilgili yapilan lipit peroksidasyon c¢alismalari
incelendiginde Turgut ve ark. (1999) ratlarda kirik iyilesmesi sirasinda 1, 3, 7, 14 ve 28.
giinlerde kemik dokusundaki MDA diizeylerini incelemiglerdir. Prasad ve ark. (2003)
insanlarda kirik sonrasi olusan oksidatif stresi 1, 7, 14 ve 28. giinlerde kan 6rneklerinde
degerlendirmislerdir. Cetinus ve ark. (2005) ratlarda kirik iyilesmesi sirasinda MDA
diizeylerini operasyon Oncesinde ve operasyon sonrasinda 3, 7, 14 ve 28. gilinlerde
kemik dokusunda incelemislerdir. Yeler ve ark. (2005) ratlarda kirik iyilesmesi
sirasinda olusan oksidatif stresi operasyon oncesinde ve operasyon sonrasinda 5, 10, 20
ve 30. giinlerde kan 6rneklerinde degerlendirmislerdir. Aragtirmacilar kirik sonrasi ilk
ayda oksidatif stresin belirgin sekilde arttigini ve endojen antioksidan savunma
sisteminin yetersiz kalabilecegini ve 4 hafta sonunda MDA seviyelerinin diigmeye
basladigini bildirmiglerdir (Cetinus ve ark., 2005; Yeler ve ark., 2005). Bu bilgiler
1s1g¢inda ¢alismamizda olusturulan kemik defektlerine yerlestirilen greft materyallerinin
lipit peroksidasyon iizerine etkilerini O6lgmek amaci ile operasyon Oncesi ve
operasyondan sonra 1, 3, 7, 14, 28 ve 56. glinlerde deney hayvanlardan kan alinmistir.
Boylece c¢aligmamizda kemik iyilesmesinin erken ve ge¢ donemlerindeki lipit
peroksidasyon olusumunun kiyaslanmasi amaglanmaistir.

Serbest radikaller ve detoksifikasyonlarindan sorumlu antioksidan enzim
sistemleri iizerine c¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir ve bu c¢alismalarda antioksidan
enzim aktivitesinin yetersiz kaldigi ve MDA degerinin yiiksek oldugu durumlarin lipit
peroksidasyona neden oldugu bildirilmektedir;

Panjamurthy ve ark. (2005) kronik periodontitisli hastalardan aldiklar1 kan
orneklerinde SOD, CAT, GPx, MDA ve enzimatik olmayan antioksidanlar1 (Vitamin E,
C ve GSH) degerlendirmisler ve sonu¢ olarak kronik periodontitisli hastalarda
antioksidan defans sisteminin yetersiz kaldigini, lipit peroksidasyonun arttigini ve buna
bagli olarak oksidatif stresin olustugunu bildirmislerdir.

Sobaniec ve ark. (2000) periodontitis olusturulmus ratlardan alinan kan
orneklerinde lipit peroksidasyon ve antioksidan enzim aktivitesini CAT, SOD, GPx, GR

ve MDA f{iriiniinii analiz ederek degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak temel antioksidan
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enzim aktivitesinin azaldigt ve es zamanli olarak MDA diizeyinin arttiini
bildirilmislerdir.

Diizgiiner (2005) diabetli tavsanlardan aldiklar1 kan orneklerinde ¢inko
ilavesinin lipit peroksidasyon ve antioksidan sistem lizerine etkisini MDA, GPx, CAT,
SOD, GSH ve seruloplazmin seviyelerini inceleyerek degerlendirmistir. Sonug olarak
cinko ilave edilen grupta MDA ’nin azaldigini, antioksidan enzim seviyelerinin arttigini
ve dolayisiyla lipit peroksidasyon seviyesinin azaldigini tespit etmistir.

Bowles ve Thompson (1986) insan dis pulpasinda CAT ve GPx aktivitesi
lizerine c¢aligmiglardir. Bu arastirmacilara gore dislerin karbamit peroksit ile
beyazlatilmas1 sirasinda hidrojen peroksitin bir¢ok antioksidan enzim aktivitesini inhibe
ettigini bildirmislerdir.

Kemik dokusu iizerinde ise Ozmen ve ark. (2006) tavsanlarda implant
cevresindeki dokularda antioksidan enzimleri karsilastirarak degerlendirmislerdir.
Sonug olarak seramik ve titanyum implantlari ¢evreleyen kemik dokusunda GPx, CAT
ve SOD seviyeleri diiserken lipit peroksidasyon seviyesinin ylikseldigini bildirmiglerdir.

Yeler ve ark. (2005) rat fibulasinda kirik iyilesmesi sirasinda olusan oksidatif
stresi, kan 6rneklerinde MDA diizeylerini inceleyerek degerlendirmislerdir ve oksidatif
stresin ilk 4 haftada arttigin1 bildirmislerdir.

Turgut ve ark. (1999) ratlarin tibiasinda kirik iyilesmesi sirasinda oksidatif
stresi MDA diizeylerini kemik dokusunda incelemislerdir. Sonug¢ olarak oksidatif stres
hasarin1 vaskiilarizasyonun artmasi ile meydana geldigini ve kallus olusumu ile
sonlandigin bildirmiglerdir.

Cetinus ve ark. (2005) ise rat tibiasinda kirik iyilesmesi sirasinda olusan
oksidatif stresi kemik dokusunda MDA iiriiniinii analiz ederek degerlendirmislerdir.
Sonug olarak kirik iyilesmesinin oksidatif bir siire¢ oldugunu ve akut gecici iskeminin
sonlanmasi ile birlikte siddetli bir oksidatif aktivitenin basladigini bildirmislerdir.

Yapilan calismalar incelendiginde maksillofasiyal cerrahi alaninda greft
materyallerinin lipit peroksidasyonu {lizerine yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamistir ve
dolayisiyla aragtirmamizin bu agidan bir ilk olusturdugu diisiiniilmektedir.

Calismamiz sonucunda CAT enzimi ic¢in greft gruplarinin her bir zaman
dilimindeki degerleri incelendiginde 1 ve 28. giinlerde Bio-Oss grubu degerlerinin

kontrol ve diger gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
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yiiksek oldugu goriilmiistiir. 14 ve 56. giinlerde Bio-Oss ve Grafton gruplari arasinda
istatistiksel olarak fark olmamakla birlikte kontrol ve 4BONE grubundan daha yiiksek
degerler elde edilmistir. Uciincii ve 7. giinlerde ise en yiiksek deger Bio-Oss grubunda
goriilmesine ragmen diger gruplarla arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir.

CAT enzimi igin greft gruplarmin 1 ile 56. giinler arasindaki degerleri
kiyaslandiginda Bio-Oss grubu degerlerinin kontrol grubu degerlerinden yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Grafton grubunda ise 3 ile 7. giin disindaki degerlerin kontrol grubu
degerlerinden yiiksek oldugu tespit edilmistir. 4BONE grubunda ise 1 ile 56. giin
arasindaki tiim degerler kontrol grubundan daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Bu degerler goz Oniine alindiginda Bio-Oss greft materyalinin diger gruplara
gore CAT enzimi aktivitesini daha fazla arttirdigi anlasilmaktadir. Ayrica Grafton
grubunda elde edilen degerler incelendiginde 14 ve 56. giinlerde Bio-Oss grubu ile
istatistiksel olarak fark bulunamazken 1 ve 28. giinlerde Bio-oss grubundan sonra en
yiiksek degerler bu grupta elde edilmistir. Dolayisiyla CAT enzim aktivitesini Bio-Oss
grubundan sonra en fazla Grafton grubunun arttirdigi tespit edilmistir. Greft gruplar
arasinda en diisik CAT enzim aktivitesinin ise 4BONE grubuna ait oldugu
goriilmektedir.

GPx enzimi i¢in greft gruplarmmin her bir zaman dilimindeki degerleri
incelendiginde 1, 3 ve 28. giinlerde kontrol ve diger gruplarin degerleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir. Yedinci giinde greft gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak fark bulunamazken Bio-Oss ve Grafton gruplari degerleri kontrol
grubundan istatistiksel olarak yiiksektir. Onddrdiincii glinde ise greft gruplar1 arasinda
anlamli bir fark olmamakla birlikte istatistiksel olarak kontrol grubundan yiiksek
degerler gostermislerdir. Ellialtinc1 giinde en yliksek deger Bio-Oss grubunda olmakla
birlikte Grafton grubu ile istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.

GPx enzim aktivitesi i¢in greft gruplarinin 1 ile 56. giinler arasindaki degerleri
kiyaslandiginda Bio-Oss, Grafton ve 4BONE gruplari arasinda anlamli bir fark
olmamakla birlikte tiim degerlerin kontrol grubu degerlerinden yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

SOD enzimi i¢in greft gruplarimin her bir zaman dilimindeki degerleri
incelendiginde 1, 3, 7 ve 56. gilinlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak fark

bulunamamistir. Ondordiincii giinde Bio-Oss ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel
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olarak fark bulunamamakla birlikte en yiiksek deger kontrol grubunda elde edilmistir.
Yirmisekizinci giinde de en yiiksek deger istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kontrol
grubuna aittir.

SOD enzim aktivitesi i¢in greft gruplarinin 1 ile 56. giinler arasindaki degerleri
kiyaslandiginda Bio-Oss, Grafton, 4BONE ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark
tespit edilmemistir.

MDA iiriinii i¢in greft gruplarinin her bir zaman dilimindeki degerleri
incelendiginde 1. giinde greft gruplar arasinda fark bulunamazken kontrol grubu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur. Ugiincii giinde istatistiksel
olarak en diisiik deger Bio-Oss grubunda elde edilirken diger gruplar arasinda anlaml
bir fark bulunamamistir. Yedinci ve 14. giinlerde istatistiksel olarak en diisiik deger
Bio-Oss grubunda elde edilirken en yiiksek degerler kontrol grubunda tespit edilmistir.
Yirmisekizinci glinde en diisiik deger Grafton grubunda olmakla birlikte bu grup ile
kontrol ve 4BONE gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.
Ellialtinc1 giinde ise en diisiik deger Bio-Oss grubunda olmakla birlikte bu grup ile
4BONE ve Grafton gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamistir, en yliksek deger
ise kontrol grubuna aittir.

MDA iiriinii i¢in greft gruplarmin 1 ile 56. giinler arasindaki degerleri
kiyaslandiginda 28. giin haricinde en yiiksek degerler kontrol grubunda elde edilmistir.
Bio-Oss grubu diger greft gruplarina gore daha diisik MDA degerleri gostermistir.
4BONE ve Grafton gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Calismamizda antioksidan enzim aktiviteleri degerlendirildiginde CAT enzimi
icin en yliksek deger Bio-Oss greft grubunda elde edilirken GPx ve SOD enzim
aktivitelerinin degerlendirildigi grupta greft materyaleri arasinda fark bulunamamaistir.
MDA fiiriinii degerlendirildiginde ise en diisiik degerler Bio-Oss greft grubunda elde
edilirken en yiiksek degeler kontrol grubunda elde edilmistir.

MDA parametresinin lipit peroksidasyon seviyesinin 6l¢iilmesinde en giivenilir
parametre oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Sugino ve ark., 1987;
Draper ve Hadley, 1990; Cornell ve Lane, 1992; Goktiirk ve ark., 1995; Halliwell,
2007). Calismamizda en diisiik MDA seviyesi gostermesi ve CAT aktivitesi acisindan

en yliksek enzim degerine sebep olmasi nedeniyle Bio-Oss grubunun diger greft
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materyallerine gore daha diisiik lipit peroksidasyona neden oldugu anlagilmaktadir ve
bu ac¢idan daha uygun bir materyal oldugu diistiniilmektedir.

Kemigin tamamen deproteinize edilmesi ile elde edilen Bio-Oss, karbonat
apatit iceren inorganik sigir kemiginden olusan dogal bir greft materyalidir (Spector,
1994; Tadjoedin ve ark., 2003). Inorganik sigir kemigi ile ilgili yapilan arastirmalar
incelendiginde Bio-Oss materyalinin olduk¢a biyouyumlu oldugu, insan ve hayvan oral
sert dokularinda osteokondiiktif 6zellige sahip oldugu ve hicbir yan etkiye sebep
olmadigi bildirilmistir (Wheeler ve ark., 1996; Valentini ve ark., 2000). Richardson ve
ark. (1999) Bio-Oss’un defekt bolgesine kolay tasinabilmesi, defekte kolayca
doldurulabilmesi, kanamanin oldugu defektlerde bile defekte yerlestirilen materyalin
adezyon gosterebilmesi ve yumusak dokunun kapatilmasindan sonra yumusak dokunun
defekt bolgesine dolmasina engel olarak defekti korudugunu bildirmislerdir.

Inorganik sigir kemigi materyalinin yapismin oldukga genis ve birbiri ile
baglantili gdzenek sistemine sahip oldugu ve bu durumun osteojenik hiicreler i¢in bir
iskelet gorevi gorerek bu hiicrelerin migrasyonunu ve baglantisini arttirdigr rapor
edilmistir (Tapety ve ark., 2004). Thorwarth ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada bu
materyalin yeni kemik dokusu tarafindan oldukca iyi infiltre oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica yapilan caligmalarda bu materyalin yiliksek stabilite gosterdigi ve rezorbsiyon
hizinin ge¢ oldugu bildirilmistir (Pinholt ve ark., 1991; Berglundh ve Lindhe, 1997,
Hammerle ve ark., 1998). Jensen ve ark. (2006) domuz mandibulasinda yaptiklari
histolojik ve histomorfometrik calismalarinda otogreft, inorganik sigir kemigi ve B-TCP
greftlerini karsilagtirmiglardir. Sonug¢ olarak 8 hafta sonunda yeni kemik olusumu
acisindan inorganik sigir kemigi kullanilan gruplarda en diisiik deger elde edildigini
ancak toplam mineralize doku bilesimi agisindan (greft+kemik) en yiiksek degerin
inorganik s18ir kemiginde elde edildigini bildirmislerdir. Ayrica ¢alismalarinda otogreft
ve B-TCP’nin yerini tamamen yeni olusan kemige birakti§ini ancak inorganik sigir
kemiginin stabil kaldigin1 bildirmislerdir.

Mekanik ozellikleri dogal kemikten dnemli derecede farkli olan ve uzun siire
kalmasi ¢evresindeki dokunun fonksiyonunu tehlikeye atacak materyallerde, greft
materyalinin rezorbe olabilmesi bir avantajdir. Bununla birlikte rezorpsiyonun, kemik
ile greft materyalinin birlesmesinin ger¢eklesmesinden dnce olmasi istenmemektedir

(Spector, 1994). Bu nedenle greft materyallerinin yavas rezorbe olmasi kemik
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maturasyonu ic¢in gerekli zamani saglamasi acgisindan olumlu bir 6zellik olarak
bildirilmektedir (Zitzmann ve Scharer, 1998).

Rosen ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢calismada Bio-Oss’un mineral kristalitlerinin
yapisinin ultrastriiktiirel olarak tam kemige benzedigini transmisyon elektron mikroskop
(Transmission Electron Microscope, TEM) analizi yaparak bildirmislerdir. Ayrica
inorganik kemik materyalinin kemik minerali ile ayni tipte karbonlanmig apatite sahip
oldugu bildirilmistir (Wilson ve ark., 1995). Fukuta ve ark. (1992) Bio-Oss’un
uygulandigr kemik doku ile iyi birlesme gosterdigi, enflamatuar reaksiyona neden
olmadig1 ayni1 zamanda greft partikiillerinin ylizeyi ile yeni olusan kemik arasinda
oldukc¢a fazla direkt temas sagladigin1 bildirmislerdir. Dolayisiyla Bio-Oss’un normal
kemik yapisina olan benzerligi ve biyouyumlulugu nedeniyle daha az lipit
peroksidasyona sebep oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda MDA f{iriiniiniin olusumu ag¢isindan en yiiksek degerlerin kontrol
grubunda oldugu tespit edilmistir. Defekt bolgelerine yerlestirilen kemik greftlerinin
bolgenin onarilmasi ve yeniden sekillendirmesine yardimci olarak iyilesmeyi
destekledigi c¢esitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Aaboe ve ark., 1995;
Bernard, 1991). Dolayisiyla greft kullanilan gruplarda kemik iyilesmesinin
indiiklenmesi ile defekt bdlgesinin bos birakildigi kontrol grubuna gore daha az lipit
peroksidasyon meydana geldigi ve daha diisiik MDA olustugu sonucuna varilmistir.

Prasad ve ark. (2003) femural kirig1 olan insanlarda plazma MDA seviyelerini
Olemiigler ve 14. giinde belirgin bir artis oldugunu bildirmislerdir. Turgut ve ark. (1999)
ratlarda kemik iyilesmesi sirasinda MDA seviyelerini oksidatif stresin bir gostergesi
olarak degerlendirmisler ve kirik iyilesmesinin 7 ve 14. gilinlerinde MDA seviyesinin
belirgin sekilde arttigini tespit etmislerdir. Bunun nedeni olarak kirik iyilesmesinin
enflamasyon ve kallus olusumu evrelerinde oksidatif stres hasarmin belirgin
olabilecegini bildirmislerdir. Yapilan aragtirmalarda kallus olusum evresinde fibroblast
ve kollojen hiicrelerine ilave olarak enflamatuar hiicrelerle birlikte yeni kapiller
damarlarin serbest oksijen radikallerinin {liretimini arttirarak kirik kemikte oksidatif
hasara neden oldugu bildirilmistir (Cornell ve Lane, 1992). Bizim c¢alismamizda da
genel olarak tiim gruplarda MDA seviyeleri 2. haftadaki kallus olusum evresinde en
yiiksek seviyesine ulagmistir ve bu yiikselmenin damarlanma ve oksijenizasyon sebebi

ile meydana geldigi diisiintilmektedir.
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Turgut ve ark. (1999) kirik iyilesmesinin ilk 3 giinlinde iskemi periyodu olmasi
nedeni ile oksidatif stres hasarin olugsmayacagini bildirmislerdir. Ayrica kirik
tyilesmesinin 1. giiniinde kirik hematomunun hiyaluranik asit icermesi sebebi ile MDA
seviyesinin artmadigini ¢linkii hiyaluranik asitin kirik iyilesmesinin erken evresinde
antioksidan etkisi oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da operasyon sonrast 1.
giinde MDA seviyesinin tiim gruplarda azaldigir goriilmektedir ve bunun aciga ¢ikan
hiyaluranik asitin antioksidan etkisinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Yeler ve ark. (2005) kemik iyilesmesi sirasinda fazla miktarda serbest oksijen
radikali olustugunu ve bu radikallerin kiriktan sonraki ilk ay boyunca etkili oldugunu
bildirmislerdir. Turgut ve ark. (1999) kiriktan 3 hafta sonra kartilaj kallusun kemik
kallusuna donlismeye bagladigini ve kirik bolgesindeki hiicresel oksidasyonun
azaldigim1 ve bunu takiben MDA seviyesinin 4 hafta sonunda bazal seviyeye
yaklastigini bildirmislerdir. Calismamiz sonucunda da MDA seviyelerinin genel olarak
tim gruplarda 28. giinde azaldig1 ve 56. giinde uygulama Oncesi degerlere oldukca
yaklastig1 goriilmektedir.

Calismamizda CAT, SOD, GPx degerlerinin zaman i¢indeki degisimleri
incelendiginde grafiksel olarak inisli ve cikislt bir seyir izledigi gorilmiistiir. Bu
degisimin farkli yapilardan olusan greftlere karsi viicudun gosterdigi yanitin farkl
olmasindan yani ortaya ¢ikan serbest radikallerin cinsinin, miktarinin, ortaya ¢ikis
stirelerinin, par¢alanmalar1 sonucu olusan reaksiyon iiriinlerinin farkliligindan ve serbest
radikallere  etki eden antioksidan enzimlerin  birbirlerini  etkilemesinden
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Buradan yola ¢ikarak calismamizda antioksidan
enzimler arasindaki iligkiler degerlendirildiginde CAT ve SOD enzimlerinin degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli dogru oranti oldugu tespit edilmistir. Yapilan
arastirmalar incelendiginde Mclntyre ve ark. (1999) antioksidan aktiviteleri agisindan
CAT ve SOD’un birbirleri ile denge halinde olmas1 gerektigini bildirmislerdir. Breccia
ve ark. (1984) SOD enziminin canlilardaki dagiliminin CAT ile birlikte incelenmesi
gerektigini ¢linkli; SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan {iiriinlin oksijenin
toksik iriinlerinden biri oldugunu ve birikiminin CAT tarafindan Onlendigini
bildirmislerdir.

Calismamiz sonucunda 4BONE ve Bio-Oss greft gruplart i¢in antioksidan

enzimler arasindaki iliskiler degerlendirildiginde GPx ile SOD enzimleri arasinda
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negatif bir iliski oldugu tespit edilmistir. Seven ve Candan (1996) organizmada oksidan
stresin artt1ig1 klinik durumlarda SOD enziminin aktivitesinin artarak koruyucu etkinligi
devam ettirdigini bildirmislerdir. Ozellikle antioksidan etkili diger enzimlerin
aktivitelerinde azalmanin s6z konusu oldugu klinik durumlarda SOD enziminin
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Bannister ve ark., 1987). Bu bilgiler 1s18inda
antioksidan enzimler arasinda bir etkilesim oldugu anlasilmaktadir.

Calismamiz sonucunda farkli greft materyallerinin; kemik iyilesmesi sirasinda
meydana gelen lipit peroksidasyon diizeylerini farkli diizeylerde etkiledigi tespit
edilmistir. Ayrica olusan antioksidan enzim mekanizmasinin zaman i¢indeki seyrinin

daha iyi anlagilabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.



6. SONUG VE ONERILER

Tim greft gruplart degerlendirildiginde lipit peroksidasyon agisindan en diisiik
degeri vermesi ve CAT enzim aktivitesini anlamli sekilde arttirmasi nedeni ile

Bio-Oss materyalinin daha uygun bir materyal oldugu sonucuna varilmaistir.

Tiim greft gruplar lipit peroksidasyon parametreleri agisindan degerlendirildiginde
zaman igerisinde azalma ve artma gostermesine ragmen 56. giiniin sonunda

normal seviyesine yaklastig1 goriilmiistiir.

Greft materyalinin uygulandigi tiim gruplarda, kontrol grubuna kiyasla daha diisiik
lipit peroksidasyon tespit edilmistir dolayisiyla kemik iyilesmesi sirasinda greft
kullaniminin lipit peroksidasyonu azaltti§1 anlasilmistir. Bu nedenle iyilesmenin
tesvik edilmesi amaci ile kemik defektlerinde greft kullanilmasinin gerekli oldugu

sonucuna varilmisgtir.

Ideal greft materyallerinin tespitinde histopatolojik, histomorfometrik vb.
incelemelerin yami sira lipit peroksidasyon acisindan da degerlendirilmesinin

onemli oldugu sonucuna varilmistir.

Genel olarak kemik iyilesmesi sirasinda antioksidan enzimler arasindaki iliskiler

degerlendirildiginde CAT ve SOD arasinda dogru orant1 oldugu tespit edilmistir.

Antioksidan enzimlerin zaman i¢indeki seyrinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha

ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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