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OZET

Siklosporin A Uygulanan ve Dis Cekimi Yapilan Si¢canlarda Cekim Soketlerinin
Iyilesmesi Uzerine Resveratrolun Etkilerinin Degerlendirilmesi

Amag: Bu ¢alismanin amaci deneysel olarak siklosporin A (CsA) uygulanan ve
dis ¢ekimi yapilan siganlarda sistemik resveratrol (RSVL) uygulamasinin ¢ekim soket
lyilesmesi lizerine etkilerini  histopatolojik  ve immiinohistokimyasal olarak
incelemektir.

Materyal ve metot: Calismada 72 adet Sprague Dawley cinsi disi sigan
kullanildi. Denekler 18 sicandan olusan 4 ana gruba ayrildi: Kontrol, CsA, RSVL,
CsA+RSVL grubu. CsA ve CsA+RSVL gruplarindaki siganlara CsA subkutan
enjeksiyonla giinliik 10 mg/kg dozunda uygulandi. 8’inci giin, tiim si¢anlarin alt sol 1.
ve 2. biiyiik az1 disleri ¢ekildikten sonra her ana grup 9’ar denekten olusan 2 alt gruba
ayrildi. RSVL enjeksiyonu, deney gruplarindaki siganlarin dis ¢ekimleri yapildigi giin
intraperitoneal yolla (10 pmol/kg) uygulanmaya baslandi. Her gruptan 9 denek 14.
giinde kalan1 28. gilinde sakrifiye edildi. Deneklerin sol mandibulalar1 c¢ikartilip
histopatolojik incelemeye alindi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Calismamizda elde edilen bulgulara gore gruplar arasinda yeni olusan
kemik dokusu agisindan 14. ve 28. giinlerde istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlendi. RSVL uygulanan grupta biitiin diger gruplara goére daha fazla kemik yapimi
goriildii. Buna karsilik CsA uygulanan grupta diger gruplara gore daha az kemik yapimi
saptandi. Ayrica CsA ve RSVL’iin beraber uygulandig1 grupta yeni kemik yapiminin
CsA grubu ile benzer ve diger gruplara gore daha az oldugu belirlendi.
Immiinohistokimyasal analizde osteokalsin ve osteopontin diizeylerinin 14. ve 28.
giinlerde RSVL grubunda diger gruplara gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica
CsA+RSVL grubunun 28. giin osteokalsin ve osteopontin diizeyleri CsA grubundan
anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur.

Sonuglar: CsA uygulamasmin dis ¢ekim soket iyilesmesi lizerine olumsuz
etkilere sahip oldugu saptanirken RSVL uygulamasinin soket iyilesmesini stimiile ettigi
tespit edilmistir. Bu calismada CsA ve RSVL’nin ayn1 anda uygulanmasiyla yeni kemik
yapiminda artis oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, dis ¢ekimi, resveratrol, si¢an, siklosporin A
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ABSTRACT

Evaluation of the Effect of Resveratrol on the Healing of Extraction Sockets in
Cyclosporin A Administered Rats

Aim: The aim of this study is to examine histopathologicaly and
immunohistochemically the effects of resveratrol (RSVL) on the healing of extraction
sockets after molar tooth extractions in cyclosporine A (CsA) administered rats.

Material and Method: 72 Spargue Dawley female rats were used in our study.
The animals were divided into four main groups respectively: Control, CsA, RSVL,
CsA+RSVL. CsA and CsA+RSVL groups received 10 mg/kg/day CsA via
subcutaneous injection. Eight days following the injection left mandibular first and
second molar teeth were extracted in each group. Following extraction, each of all main
group were divided in to 2 subgroups. RSVL in a dosage of 10 umol’kg were given
intraperitoneally for 14 and 28 days. Animals were sacrificed 14th and 28th days
postoperatively and left hemimandibles were removed and prepared for
histopathological examination. Histopathological findings were statistically analyzed.

Results: According to the results of our study, there was diferences in new bone
formation between groups on 14th and 28th days, which was statistically significant. In
RSVL administered group new bone formation was significantly more than others
groups. On the other hand, new bone formation was significantly less in CsA group than
others groups. Additionally, in group in which CsA and RSVL were applied together,
new bone formation was similar to the CsA group and less than all other groups.
Immunohistochemical analysis showed higher levels of osteocalcin and ostoepontin in
the RSVL group than in the others groups. In CsA+RSVL group osteoocalcin and
osteopontin levels was also significiantly higher than CsA group on 28th days.

Conclusion: While CsA administration severely impaired the healing of
extraction sockets in rats, RSVL administration stimulated the healing of extraction
sockets. When CsA and RSVL were combined together there was increasing new bone
regeneration but this was not statistically significant.

Key Words: Antioxidant, cyclosporin A, rat, resveratrol, tooth extraction.
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1. GIRIS

Agiz, dis ve cene cerrahisindeki en yaygin cerrahi prosediirlerden biri dis
cekimidir (1). Dis c¢ekim yarasinin iyilesmesi kirik iyilesmesine benzer asamalar
gosterir. Bu asamalar kisaca c¢ekim boslugunda hematom olusmasi, pihtinin
organizasyonu, yara yiizeyinin epitelizasyonu, ¢ekim boslugunun bag dokusunda orgii
kemigin olusumu, oOrgii kemigin trabekiiler kemik ile yer degistirmesi ve alveoliin
yeniden sekillenmesidir (2). Bu iyilesme siireci genellikle sorunsuz olmasina ragmen
immunsupresyon uygulanan, immun hastali§i, diyabeti ya da metabolik kemik
rahatsizligi bulunan hastalarda bozulmus ya da gecikmis bir iyilesme seklinde
gelisebilmektedir. Ayni zamanda iyilesme, bazi ilaglarin kullanimi, enfeksiyon varligi,
cekim alani, hastalarin yasi, sagligi ve sigara gibi bazi Onemli faktorlerden de
etkilenmektedir (3-5).

Kemik iyilesme etkinliginin azaldigi durumlarda kemik rezorpsiyonun
azaltilmasi ve tahmin edilebilir kemik iyilesmesi, kemik metabolizmasinin kontrolii i¢in
onemli bir faktor teskil etmektedir (6). Bu yiizden kemik rezorpsiyonunu kontrol eden
ve kemik depozisyonunu artiran bifosfonat, paratiroid hormon gibi bir¢ok lokal ve
sistemik ajan test edilmektedir (1, 4). Ancak bu ajanlarin pek c¢ok yan etkisi
bulunmaktadir. Bu yiizden yan etkileri daha az ve benzer yarar saglayan alternatif
ilaglar, calismalarin hedefi haline gelmistir ve bitkilerden hazirlanan antioksidan bilesik
ve trlnlerin kullanimi artmistir (6, 7). Bu bilesikler arasinda siyah iiziim kabugunda
(50-100 pg/gr) bulunan resveratrol (RSVL, 3, 4°, 5 trihidroksistilben), ¢esitli klinik ve
farmakolojik calismalar 1s18inda 6nemli hale gelmistir. RSVL giiclii antioksidan
ozelliginin yani sira antidiabetik, antineoplastik, antiplatelet, antiinflamatuar ve kemik
koruyucu aktivitesi de olan bir ajandir (8-10).

Organ nakli, otoimmiin rahatsizliklar ya da allogreft reddinin 6nlenmesi gibi
nedenlerle siklosporin A (CsA) alan hastalarda dis ¢ekimini takiben yara iyilesmesi
engellenmektedir (11). Halen kullanilan immiinstipresif ilaglar arasinda etkinlii en
yiiksek olan siklosporindir (12). Yapilan deneysel calismalarda CsA’nin oral ve dental
iskeleti iceren kemik dokusu {lizerinde osteopeniye, osteoporoza, kemik
metabolizmasinin bozulmasina, trabekiiler kemik kaybina neden oldugu gosterilmistir
(13-17). Ancak CsA’nin dental ve oral cerrahi islemlerden sonra c¢ekim yarasi
tyilesmesi tlizerine olan etkileri ile ilgili bilgiler simirhidir. Literatiire bakildiginda

CsA’nin gingival hiicre metabolizmas1 tizerine etkilerini arastiran pek cok c¢alisma



olmasina ragmen sert dokular, dis ve ¢evre kemik dokusu iizerine odaklanan ¢ok az
calismaya rastlanmaktadir (18).

CsA’nin kemik tizerine cesitli olumsuz etkilerinden baska nefrotoksisite,
hepatoksiste, neurotoksisite, hipertansiyon, dislipidemi, gingival hiperplazi,
hipertrikozis, tromboembolik komplikasyon gibi ¢esitli yan etkileri de bulunmaktadir
(12, 19, 20). CsA’nin bu toksisiteye neden olan mekanizmasi ise hala tartisma
konusudur. Ancak c¢ok sayida ¢alisma CsA’nin indiikledigi toksisitenin oksidatif stres
sonucunda olabilecegini desteklemektedir. Bu yiizden CsA’nin indiikledigi yan etkileri
azaltmak i¢in antioksidan ajanlarin kullanimimin yararli olabilecegi belirtilmistir (12,
21-23). Yine son yillarda da oksidatif stres, serbest radikaller ve antioksidanlar {izerine
cesitli calismalar yapilmistir (12). Ayrica kemik iyilesmesini hizlandirmak igin ¢esitli
antioksidanlarin uygulanmasi ile ilgili de cesitli ¢alismalar gerceklestirilmektedir (6, 7).

Bu ¢alisma da deneysel olarak CsA uygulanan ve dis ¢ekimi yapilan siganlarda
sistemik RSVL uygulamasinin ¢ekim soket iyilesmesi iizerindeki etkilerini histolojik ve

immiinohistokimyasal olarak incelemeyi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik, bag dokusunun 6zel bir seklidir ve iskelet sisteminin de ana maddesidir.
Kemik de diger bag dokular1 gibi; hiicreler ve hiicreler aras1 maddeden (ekstraselliiler
matriks) olusur. Kemigi diger bag dokularindan ayiran en oOnemli Ozellik ise
ekstraselliiler matriksin mineralize olmasidir. Kemik dokusu kafatasi i¢indeki beyin,
toraks icindeki kalp ve akcigerler ile pelvis kemikleri arasindaki bosaltim ve tlireme
organlarinin korunmasinda ve iskeletin hem mekanik hem de metabolik olarak
desteklenmesinde gorev alir. Ayrica kemikler organizmanin kalsiyum ve fosfat iyon
konsantrasyon dengesini ve igerdigi kemik iligi sayesinde hemopoezi (kan hiicrelerinin
yapimini1) saglar. Iskelet, viicuttaki total kalsiyumun yaklasik %99 unu igerir ve bir
kalsiyum deposu olarak gorev yapar. Kemik dokusu kendisini yapisal olarak
yenileyebilen, seklini, hacmini ve igerigini distan gelen mekanik uyaranlar
dogrultusunda yonlendirebilen ve yasam siiresince istemli fiziksel aktivitelere direng ve
destek saglayan bir yapiya sahiptir (24-26).

Kemik dokusunun hiicreleri osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar, osteositler,
kemigi ddseyen hiicreler ve osteoklastlardir. Kemik matriksi ise organik (%30) ve
inorganik (%70) kisimlardan olusur (27). Organik kismin major yapisal bileseni tip I
kollajendir ve bu kollajen organik kismin yaklasik %90’ olusturur. Bunun yani sira
daha az miktarda Tip V kollajen ve eser miktarlarda tip III, XI, ve XIII kollajende
icermektedir. Matrikste ayrica glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar, osteokalsin,
osteopontin ve osteonektin gibi glikoproteinler, ¢esitli sialoproteinler, biiylime faktorleri
ve sitokinler bulunur. Osteonektin kollajen ve hidroksiapatit kristallerini birbirine
yapistirirken osteopontin hiicreleri matrikse baglar. Osteokalsin proteini de kan yolu ile
gelen kalsiyumu yakalar ve osteoklastlar1 stimiile eder (24, 25). Matriksin inorganik
kism1 ise ¢ogu hidroksiapatit formunda olmak {izere kristal tuzlari (Kalsiyum
Hidroksiapatit, Kalsiyum Fosfat) igerir (27).

Viicut kemikleri sekillerine gore uzun ve yasst kemik olmak {izere
adlandirilirlarken histolojik ~ 6zelliklerine gore kompakt kemik ve spongiydz
(stingerimsi) kemik olarak siniflandirilmistir. Kompakt kemik daha siki iken spongiydz
kemik icerdigi kemik iligi kaviteleri ve trabekiiller nedeni ile siinger goriiniimiindedir.
Spongioz kemik mekanik etkilere karsi zayiftir ve kolaylikla kirilir (26). Yassi
kemiklerin hem i¢ hem de dis yiizeyleri, uzun kemiklerin ise sadece dis yiizeyleri

3



mekanik destek saglayan kompakt kemikten olusmustur. Kemigin merkezinde yer alan

spongiyoz kemik ise metabolik faaliyetlerinden sorumlu kismi olusturur (28).
2.2. Kemik hiicreleri
2.2.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Mitozla bdliinlip osteoblastlara farklilagabilen Oncii hiicrelerdir ve kemik
iligindeki mezenkimal hiicrelerden koken alirlar. Oval sekilli niikleuslar1 bulunan, soluk
asidofil ve hafif bazofil sitoplazmali yass1 ve mekik sekilli hiicrelerdir. Endoplazmik
retikulumlart 1yi geligmistir. Osteoprogenitdr hiicreler periostun i¢ tabakasinda, Havers
kanallarinda ve endosteumda bulunurlar. Periosteumun i¢ tabakasinda bulunan
osteoprogenitdr hiicreler periosteal hiicreler, kemik iligi, Havers ve Volkmann
kanallarinin i¢ tabakasini déseyen osteoprogenitdr hiicrelere endosteal hiicreler denir
(24, 25, 29, 30). Kiurik iyilesmesi ve kemik biiylimesi sirasinda aktif olan

osteoprogenitdr hiicreler osteoblastlara doniiserek kemik matriksi salgilarlar (24).
2.2.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar, kemik matriksin organik kismimin (tip I kollagen, proteoglikanlar
ve glikoproteinler) sentezinden sorumlu olan boliinme yetenegine sahip hiicrelerdir.
Ayrica osteoblastlar inorganik bilesenlerinin organik matriks igerisine ¢okelmesini de
saglarlar. Osteoblastlarin plazma membraninda alkalin fosfataz aktivitesi yiiksektir ve
bu enzim osteoblastlarin aktif olduklarimi gosterir (24, 30). Osteoblastlar kemik
dokusunun dis ylizeylerinde siralanarak epitel goriintiisii verirler. Bu hiicreler aktif
olarak matriks sentezi yaparken kiibik ve prizmatik bir sekle ve bazofilik bir
sitoplazmaya sahiptir. Aktif sentez yapamadiklar siiregte bu hiicreler yassilasir ve
sitoplazmalarinin bazofilisi azalmaya baslar (24, 26, 30). Osteoblastlar arasinda ve
osteoblastlar ile osteositler arasinda gap junction adi verilen baglantilar vardir ve
iletisim bu baglantilar ile saglanir (24, 30, 31).

Osteoblastlar kutuplagmis hiicrelerdir ve matriks bilesenleri, daha 6nce yapilmis
kemik matriksi ile temas halinde olan osteoblast yiizeylerinden salgilanmaktadir.
Boylece osteoblast tabakasit ve daha dnceden olugsmus kemik arasinda, osteoid olarak
adlandirilan, yeni fakat heniiz kalsifiye olmamis matriks tabakasi meydana gelir.
Kemik apozisyonu olarak bilinen bu siire¢ yeni olusan matrikse zamanla kalsiyum

tuzlarmin ¢okelmesi ile tamamlanir (26).



2.2.3. Osteositler

Osteositler, osteoblastlardan meydana gelen ve bolinme yetenegi olmayan
hiicrelerdir. Osteoblastlar etraflarina kemik doku matriksi salgilayarak doku igine
hapsolurlar ve osteositlere doniisiirler (24). Osteositler osteoblastlara goére daha
kiiciiktiir ve daha az bazofilik sitoplazmaya sahiptir (25). Matriks lamelleri arasindaki
lakuna olarak adlandirilan kiigiik bosluklarda yerlesmislerdir ve her lakuna iginde
yalnizca bir osteosit bulunur (26). Kanalikiil icinde uzanan sitoplazmik uzantilari
sayesinde beslenerek yasamlarini siirdiirtirler. Ayrica sitoplazmik uzantilar osteositlerin
periosteumu ddseyen hiicreler ve osteoblastlar ile baglanti kurmasini da saglamaktadir
(24, 30).

Osteositlerin kemik sentezi ve rezorpsiyonunda rol oynadiklari bilinmektedir.
Ayrica  osteositler  ekstraselliiller kalsiyum ve  fosfor  konsantrasyonunun
diizenlenmesinde de 6nemli rol alirlar. Travma, yaslanma ve apopitoza bagli olarak
gerceklesen osteosit 0liimii kemigin osteoklastik aktivite ile rezorpsiyonu ve yerine

osteoblastik aktivite ile yeni kemik dokusunun yapimi ile sonuglanir (24, 30).
2.2.4. Osteoklastlar

Mononiiklear hemopoietik progenitor hiicrelerden kaynaklanan ¢ok nukleuslu
hiicrelerdir. Genislemis hiicre govdesinde 5 ila 50 (veya daha fazla) arasinda nukleusu
bulunmakta ve hacimleri 200.000 m*’e kadar ulasabilmektedir. Osteoklastlar kemik
yiizeylerinde olusan rezorpsiyon kaviteleri ya da Howship lakunalari adi verilen
bosluklara yerlesirler ve kemik rezorpsiyonundan sorumludurlar (24-26, 30).

Kemik iliginin stromal hiicrelerinden salgilanan makrofaj-koloni stimiilan faktor
(M-CSF) ve interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-11 (IL-11) gibi sitokinler osteoklast
farklilasmasi i¢in gereklidir. Buna ek olarak osteoklast hiicre serisinin olusumunda etkili
olan sistemik faktorler arasinda 1,25-dihidroksi vitamin D3, paratiroid hormon ve tiimér
nekrotizan faktor (TNF) sayilabilir (24, 30).

Osteoklastlar, kalsiyum tuz kristallerinin eriten ve kollajen sindirimini saglayan
kollajenaz1 ve diger enzimleri salgilar ve bunun sonucunda olusan protonlar1 hiicre
altindaki ceplere pompalar. Osteoklastlarin aktivitesi hormonlar ve sitokinler tarafindan
kontrol edilir. Osteoklastlar bir tiroid hormonu olan kalsitonin i¢in reseptdrlere sahipken

osteoblastlar paratiroid hormon i¢in reseptorlere sahiptir. Paratiroid hormon tarafindan



aktive edilen osteoblastlar ise osteoklast stimiile edici faktor olarak adlandirilan bir
sitokin iiretirler (26, 30).

Osteoklastlarda elektron mikroskobik olarak farkli 6zelliklere sahip ii¢ bolge
izlenir. Osteoklastlarin kemikle direkt temasta olan kisimlarinda hiicre duvari ¢ok
sayida katlanma yaparak yilizeyi arttirir. Hiicrenin bu kismi kirisik kenar (ruffled
border) olarak isimlendirilen birinci bolgedir. Bu kisimlar mineralize yiizeye tutunarak
rezorpsiyon bolgesini belirler. Ikinci bdlge kirisik kenarin hemen altinda organelden
fakir, aktin filamentlerinden zengin seffaf zon olarak bilinen kisimdir. Bu zon kemik
rezorpsiyonu igin ortam saglar. Uciincii bolge ise bazolateral yiizleridir. Sindirilmis

tirtiniin ekzositoz yoluyla atildig1 yerdir (24-26).
2.2.5. Kemik Yiizeyini Doseyen Hiicreler

Kemik yapimina katilmayan osteoblastlar, yassilasip uzayarak kemik yiizeylerini
kaplayan kemik doseme hiicrelerine doniisiirler. Kemiklerin i¢ yiizeyini doseyen
hiicrelere endosteal hiicreler, dis yiizeyini ddseyenlere periosteal hiicreler denir. Bu
hiicreler komsu hiicrelerle ve osteositler ile gap junction tipi baglantilar kurarlar. Bu
nedenle osteositlere besin destegi sagladiklart ve kalsiyum ve fosfatin kemige giris

c¢ikisini diizenledikleri diisiiniilmektedir (24).
2.3. Periosteum ve Endosteum

Kemigin i¢ yiizeyleri endosteum, dis yiizeyleri ise periosteum denilen bag
dokusu tabakalar ile kaphidir (24-26, 30).

Periosteum, dista fibroz, icte osteojenik tabaka olmak {tizere iki tabakadan
olusmaktadir. Fibroz tabaka kollajen lifler ve fibroblastlardan olugsmaktadir. Sharpey
lifleri denen periosteal kollajen lifler, matriks igine girerek periostu kemige sikica
baglar. Osteojenik tabaka ise boliinlip farklilasarak osteoblastlar1 olusturabilme
potansiyeline sahip yassi hiicrelerden (osteprogenitdr hiicreler) olusmaktadir. Ayrica
periosteum eklem kikirdag ile ortiilii yiizeyde, tendon ve kaslarin yapisma yerlerinde
bulunmaz (26).

Endosteum, kemigin i¢indeki biitiin bosluklar1 ortmekte ve tek kat yassi
osteoprogenitdr hiicreler ile ¢ok az miktarda bag dokusundan olusmaktadir. Bu nedenle

endosteum periosteuma gore oldukca incedir (26).



Periosteum ve endosteumun asil gorevleri, kemigin gelisimi ya da onarimi i¢in
gerekli olan yeni osteoblastlarin saglanmasi ve kemik dokusunun beslenmesidir (25,

26).
2.4. Kemik Tipleri

Kemik dokusu histolojik olarak incelendiginde iki farkli tip kemik dokusu ortaya
cikmaktadir: primer kemik (birincil, immatiir ya da woven kemik) ve sekonder kemik

(ikincil, matiir ya da lameller kemik).
2.4.1. Primer Kemik Dokusu (Woven Kemik)

Primer kemik embriyolojik gelisim siirecinde, kirik ve diger onarim olaylarinda
ilk ortaya ¢ikan kemik tiiriidiir. Sekonder kemigin lameller halinde organize olmus
kollajen lif dagiliminin tersine, primer kemik, rastgele ve degisik yonlere dagilmis ince
kollajen liflere sahiptir. Ayrica sekonder kemige gore daha az mineral ve daha fazla
osteosit icerir. Primer kemik dokusu geg¢ici bir dokudur ve yetigkinlerde kafadaki yassi
kemik eklemleri, dis soketleri ve tendonlarin kemige tutundugu yerler gibi birkag bolge

disinda yerini sekonder kemige birakir (26, 30).
2.4.2. Sekonder Kemik Dokusu (Lameller Kemik)

Sekonder kemik dokusu genellikle yetiskinlerde bulunur. Sekonder kemik
dokuda yer alan kollajen lifler birbirlerine paralel veya vaskiiler bir kanal etrafinda
konsantrik olarak yerlesmis lameller seklinde diizenlenmistir. Kanallar g¢evresinde
dairesel dizilen bu lamellere Havers lamelleri denir. Kan damarlarini, sinirleri ve gevsek
bag dokusunu igeren bir santral kanal (Havers kanali) etrafin1 saran, dairesel lamellere
Havers sistemi veya osteon denir. Havers sistemi diyafizin uzun eksenine paraleldir. ki
Havers kanali, aralarinda oblik olarak uzanan Volkmann kanallar aracilifiyla iliskilidir.
Volkmann kanallarinin etrafinda Havers kanallarinda oldugu gibi lameller yoktur.
Osteositlerin yerlestigi lakunalar ya lameller arasinda ya da lameller iizerinde bulunur
(24, 26, 30).

Kompakt kemiklerde, lameller Havers sistemi, dis sirkiimferensiyal lameller, i¢
sirkiimferensiyal lameller ve interstisyel lamellerden (ara lameller) olusan tipik bir yap1
gosterirler. Interstisiyel lameller, Havers lamel sistemleri yani osteonlar arasindaki
araliklar1 dolduran, kismen rezorbsiyona ugramis eski Havers lamellerinin artiklaridir.

Bu lamellerden baska kemigin i¢ ve dis yiiziinde endosteal ve periosteal kemik lamelleri
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bulunur. Bu lamellere i¢ sirkiimferensiyal lameller ve dis sirkiimferensiyal lameller

denir (24,26).
2.5. Kemik Olusumu ve Gelisimi

Kemik olusumu intramembrandz ve endokondral olmak fiizere iki sekilde
meydana gelmektedir. Bu iki kemik seklinin farki endokondral kemiklesmede daha
onceden olusmus kikirdak bir modelin bulunmasidir. Her iki kemiklesme ¢esidinde de
ortaya ¢ikan ilk kemik primer kemiktir ve daha sonra yerini sekonder ya da lameller

kemige birakir (24,26).
2.5.1. intramembranéz Kemik Olusumu (Dogrudan Kemiklesme)

Intramembrandz kemik olusumu yaklasik olarak gebeligin 8. haftasinda baslar.
Mezenkim hiicreleri belirli alanlarda bir araya gelerek gruplar yaparlar. Mezenkim
dokusu i¢inde hiicrelerin yogunlasarak olusturdugu alanlar membrana benzetildigi i¢in
bu tiir kemiklesmeye intramembrandz kemiklesme denir (24). Mezenkim hiicreleri 6nce
hizli boliinmeye ugrarlar ve osteoprogenitor hiicrelere doniisiirler. Daha sonra da
osteoblastlara doniiserek osteoid dokunun kollajen ve diger matriks proteinlerini
salgilamaya baglar. Baslangicta mineralize olmayan osteoid doku sonra mineralize olup
sertlesir. Birbirinden ayr1 ¢ok sayida kemiklesme merkezlerindeki mezenkim hiicreleri
osteoblastlar1 olusturmaya devam eder. Gittikge bilyliyen kemiklesme merkezlerinin
birbirleriyle birlesmesi sonucu spongiy6z kemik dokusu meydana gelir. Daha sonra
spongiydz kemiklerin bazilar1 kompakt kemige doniisiir. Trabekiillerin arasinda kalan
mezenkim dokusundan da kemik iligi gelisir (24, 26, 30). Kafatasinin frontal ve
pariyetal kemiklerinin tamami, oksipital, temporal, sfenoid, mandibula ve maksilladaki
kemiklerin bazi kisimlari da intramembran6éz kemiklesme ile olusur. Ayrica bu tir

kemiklesmenin, kisa kemiklerin biiylimesine ve kalinlagsmasina da katkis1 vardir (26).
2.5.2. Endokondral Kemik Olusumu

Endokondral kemiklesme daha 6nce var olan bir kikirdak modelin yerine kemik
dokusunun yapilmasi ile gerceklesir. Bu tiir kemiklesme en belirgin olarak uzun
kemiklerde olmasina ragmen kisa kemiklerde de goriiliir. Baslangicta her kemik, gecici
bir hyalin kikirdak modeldir. Kikirdagi ¢evreleyen perikondriyum, kemigi ¢evreleyen
periosteuma  doniisiir.  Periosteumdan  kaynaklanan  osteoprogenitér  hiicreler

osteoblastlara doniiserek kemigi sentezlemeye baslarlar. Boylece kikirdak modelin
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cevresinde bir kemik tabakasi yapilanir ve hemen sonra kikirdagin i¢ ve orta
boliimlerindeki kondrositler kalsifikasyona bagli olarak oliirler. Kalsifiye matriksin
parcalanmasi sonucu olusan bosluklar birleserek kemik materyalin birikmesi igin
yapisal bir kafes olustururlar. Osteoprogenitdr hiicreler ve kan damarlari, dejenere olan
kikirdak matriks i¢ine girerler ve gelismekte olan kemikte bir ossifikasyon
(kemiklesme) merkezi olustururlar. Kemiklesme merkezi ilk defa uzun kemiklerde
diyafizde goriiliir ve buraya primer kemiklesme merkezi denir. Daha ge¢ donemde
epifizde ortaya ¢ikan kemiklesme merkezine sekonder kemiklesme merkezi denir. Daha
sonra kemik dokusu i¢inde osteoid doku firetilir ve mineralize edilir. Kemiklesme
merkezlerinin yayilmasi sonucu, uzun kemiklerin serbest uclari harig, tim kikirdak
modelin yerini kemik dokusu alir. Uzun kemiklerin serbest uglarini drten kalict kikirdak

tabakasina eklem kikirdag: denir (24, 26, 31, 32).
2.6. Kemik Biiyiimesi ve Yeniden Sekillenme (Remodelling)

Kemigin biiylimesi, daha Once olugsmus dokunun bir bolimi yikilirken
(rezorpsiyon) ayni anda diger bir boliimiin yapimi (apozisyon) ile olusur ve kemik
yapim miktart kemik yikim miktarindan daha fazladir. Boylece, kemik biiyiirken ayni
zamanda sekli de korunmaktadir. Cocuklarda kemik dongiisiiniin hizi (bone turnover)
yetiskinlere gore 20 kat daha fazladir.

Kemigin remodelling siireci bes safhadan olusmaktadir.

1. Aktivasyon: Bu satha osteoklastlarin 6nceden belirlenmis olan miktardaki
kemigi rezorbe etmek icin remodelling olusturulacak alana yonlendirilmesi olarak
tanimlanir.

2. Rezorpsiyon: Aktive edilmis olan osteoklastlarin kemik bolgesine tutunup,
salgiladiklar1 proteolitik enzimler ile kemik rezorpsiyonunu gerceklestirdigi sathadir.

3. Geri donlisim: Bu sathada osteoklastlarin olusturdugu rezorpsiyon
kavitesinde, baz1 mononiikleer-makrofaj benzeri hiicrelerin aktivasyonu ile bir sement
hatt1 olusturulur. Daha sonra rezorpsiyon kavitesine osteoblastlar yonlendirilir.

4. Formasyon: Bu safhanin etkin hiicreleri osteoblastlardir ve kemik sentezini
gerceklestirirler. Formasyon safhasindaki osteoblast aktivitesi ortalama 2-3 ay kadar
stirmektedir. Bu asamada osteoid dokunun mineralizasyonu gerceklesir. Mineralizasyon
bittikten sonra osteoblastlar yassilasir ve remodelling sona erer.

5. Dinlenme: Bu sathada remodelling alaninda olusan kemik doku yeni bir

remodelling siklusuna kadar siikinet igerisinde kalmaya devam eder (30).



2.7. Kemik Dokusunun Tyilesmesi

Kemik dokusu, hiicrelerden olugmus dinamik, biyolojik yonden aktif olan bir
dokudur. Bu o6zelligi dikkate alindiginda, kirik kemik hattinda ve defekt sahasinda
lyilesme ¢ok sayida biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel, hormonal ve patolojik
siirecler tarafindan etkilenir. Kemik yapidaki depozisyon, rezorpsiyon ve remodelling
stirecleri kemik dokusunun iyilesme siirecini kolaylagtirir. Kemik iyilesmesi iltihap,

onarim ve yeniden sekillenme olarak {i¢ asamada gergeklesir (33).
2.7.1. iltihap Evresi

Kemik kiriklarinda ilk verilen yanit enflamasyon yani iltihaptir. Kemik
dokusuna gelen travma sonucu kirik uglara komsu olan periost ve yumusak dokular
yirtilir ve damarlar yaralanir. Bu damar ve dokulardaki hasar sonucu meydana gelen
kanama ile hematom olusur. Bu hematom sayesinde proteinler ve hasar gormiis hiicreler
fibrini meydana getirir ve daha sonra meydana gelen bu piht1 hasar géormiis damarlar
tikar ve kanamay1 durdurur. Pihti, 6nce akut inflamasyon hiicreleri ile, bir ka¢ giin
icinde de kronik enfeksiyon hiicreleri ve makrofajlar ile dolar. Pihtinin
organizasyonundan hemen sonra, piht1 3-4 giin i¢inde granulasyon dokusu ile
yerdegistirir. Kemik iyilesmesi i¢cin gerekli iki onemli faktdr hematomdan saglanir.
Birincisi hematom kemik ile yumusak doku arasini1 doldurarak mekanik stabilite saglar.
Ikincisi, osteoblastlara ve kondroblastlara farklilasan, olgunlasmamis osteoblast ve

kondrosit hiicrelerini kirik bolgesine getirir (26, 33) .
2.7.2. Onarim Evresi

Onarim evresi, kirik olusumundan sonraki saatlerde baslasa da yapisal olarak
tipik hale gelmesi 7—12 giin siirer. Onarim olayinda rol oynayan hiicreler mezenkimal
kokenli, ¢ok yonlii gelisebilme 6zelligi olan (pluripotent) hiicrelerdir ve bu hiicreler
farklilasmaya basladiginda, ilk degisiklige ugrayan hiicreler, kilcal damarlarla hematom
icine giren fibroblastlardir. Bu hiicreler kirik parcalart arasinda yumusak bir
graniilasyon dokusu olustururlar. Kirik bdlgesinin orta kismindaki hiicreler dolagimin az
olmast nedeniyle kondroblast ve kondrosite doniiserek kikirdak dokuyu olusturur.
Fibroblastlar kollajen sentezlerken, kondroblastlar kollajen ve glikozaminoglikanlari,
osteoblastlar ise osteoid maddeyi salgilarlar. Fibroz dokudan, kikirdaktan ve

olgunlasmamis kemik dokusundan olusan bu yapiya kallus adi verilir. Baglangicta
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olusan yumusak kallusun i¢indeki damarlanmanin artmasi sonucu ostoblastlarin
aktivitesi artar ve bu hiicreler tropokollajen salgilayarak kollajen dizilimini diizenlerler.
Daha sonra kalsiyum iyonlarinin ¢okmesi ile sert kallus olusur. Kirik olusumundan

sonra kallus olusmasi ve mineralizasyon stiresi 4-16 hafta kadardir (26, 33-35).
2.7.3. Remodelling Evresi

Kemigin sekillenmesi kemik iyilesmesinin en uzun evresidir. Bu evre
mikroskobik olarak diizensiz sert kallusun, normal giicteki daha diizenli lameller
kemige doniisiimiidiir. Onarim evresinin ortasinda baslayip, normalde insanlarda 4-16

hafta siirerken, yillar boyunca da devam edebilir (24, 33-35).
2.8. Alveolar Kemik

Cene kemiklerinin, dis soketlerini ¢evreleyen ve disleri destekleyen boliimiine
alveolar kemik denir. Alveolar kemik, kretin bukkal ve lingual duvarlarini, interdental
ve interradikiiler septalar1 olusturan kortikal kemikten ve bu tabakalar arasinda yer alan
trabekiiler kemikten olusur. Ayrica alveolar kemik, ¢ok sayida damar ve sinir iletiminin
saglandig1r kanal sistemiyle ve periodontal ligamentle etkilesim halindedir ve fetal
gelisim esnasinda intramembrandz ossifikasyon yolu ile gelisir (36).

Alveol soket duvarin olusturan ve periodontal ligamentle temasta olan kompakt
kemikte c¢ok sayida Sharpey lifleri bulunur ve bu kemige demet kemigi denir.
Interdental ve interradikiiler bolgelerde agirlikli olarak spongiydz kemik mevcuttur.
Alveolar kemigin konturu; dis koklerin seklini takip ederken, yiiksekligi ve kalinligi, dis
dizimi, koklerin agilanmasi ve okliizal kuvvetler gibi faktorlerden etkilenir. Bazi
bolgelerde; kemik ¢ok ince kalip kaybolabilir, kokiin bir kismi agikta kalabilir. Alveolar
kemigin yiiksekligini, konturunu ve densitesini etkileyen en énemli faktorler, dislerin
varligt ve aktif fonksiyon gormeleridir. Dis cekimi; alveolar kemigin vertikal ve
horizontal boyutlarin1 dramatik bir sekilde etkiler ve %50’ye kadar azalmasina neden

olabilir. Bu durumda, ciddi fonksiyonel ve estetik problemlere yol acar (36, 37).
2.9. Dis Cekim Yarasinin iyilesmesi

Dis ¢ekim yarasinin iyilesmesi fraktiir iyilesmesine benzemekte olup, birbirini
takip eden 4 asamadan olugmaktadir.
- Soketin piht1 ile dolmasi

- Kan pihtisinin saglikli granulasyon dokusu ile yer degistirmesi (7. giin)
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- Granulasyon dokusunun agsamali olarak bag dokusu ve geng preossedz doku ile
yer degistirmesi (20. giin)

- Alveolar soketin kemik trabekiilleri ile dolmas1 (38. giin) (5, 38).

Dis ¢ekiminden hemen sonra kanama meydana gelir ve ¢ekim soketi hasarli
hiicreleri ve proteinleri igeren kan ile dolar. Bu kanamay1 takiben bu hiicreler fibrin ag1
olusumunu saglayan bir seri olaylar1 baslatir, bunun yaninda trombositler ilk 24 saatte
tiim soketi kaplayan bir kan pihtis1 olustururlar (5, 39, 40). Cekimden sonraki 48-72 saat
icinde graniilasyon dokusu oOzellikle soket tabanindan piht1 ig¢ine infiltre olmaya
basladig1 i¢in piht1 bozulmaya baslar (39, 40). Dort giinde epitel, soket ¢cevresi boyunca
prolifere olur ve immatiir bag doku goriliir. Yedi glin sonra graniilasyon dokusu
tamamen infiltre olur ve piht1 ile yer degistirir (39). Birinci haftanin sonunda vaskiiler
ag olusur ve iki hafta sonunda ¢ekim soketinin marjinal kismi1 gen¢ bag dokusu ile
kaplanir ve yine bu asamada osteoid doku soket tabaninda ortaya g¢ikar (39, 40).
Cekimden 3-4 hafta sonra osteoid doku mineralize olmaya baslar. Yaklasik bir ayda
cekim kavitesini dolduran orgii kemik once rezorbe olur, daha sonra normal seklini
alana kadar trabekiiler kemik ile dolar (5, 39).

Dis ¢ekiminden sonra iyilesme siireci, ¢esitli laboratuvar hayvanlar iizerinde
yapilan deneylerin yani sira insan biyopsileri ve otopsi materyallerinden alinan 6rnekler
tizerinde de histolojik ve radyolojik olarak arastirilmistir. Onarim histogenezisinin temel
ozellikleri 1yi bilinmesine ragmen, kullanilan deney hayvanlarmin yasi, cinsiyeti, tiirii
ve diyeti standardize edilemedigi i¢in, yeni kemik olusum zamani konusundaki
gozlemler de degisebilmektedir (41, 42).

Hayvanlarda yapilan histolojik c¢aligmalar ¢ekim alanin iyilegsmesinin
insandakine benzer ve temel olarak ayni siray1 izledigini fakat daha hizli oldugunu
gostermistir (43, 44)

Ratlarda dis ¢ekiminden sonra iyilesme siirecinin etkileyen faktorler ve onarim
arasindaki 1iliski 1ile ilgili arastirmalar 1923’iin baslarinda baslamistir (43). Dis
cekiminden sonra soketin iyilesme siirecini degerlendiren ilk histolojik ve radyolojik
calisma Euler tarafindan yapilmistir (45). Bu calismada saglikli dis ve disetine sahip
ayni1 yas ve biiyiikliikteki kopekler kullanilmistir.

Huebsch ve ark. (41) erkek sicanlarda dis ¢cekiminden sonra iyilesme siirecini
arastirmiglardir. Bu calismada ¢ekimden 7 saat sonra soketin kan pihtisi ile doldugu, 14
saat sonra periodontal membranin hala secilebildigi belirtilmistir. Dis ¢ekiminden sonra

5. giinde soketin tamamen bag dokusu ile doldugu ve kemik olusumuna dair ilk
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belirtilerin ortaya ¢iktigt ve 10. giinde epitelin yaray1 kapattigi tespit edilmistir. 13.
giinde soketin nerdeyse gen¢ kemik dokusu ile doldugu ve epitelin agiz mukozasina
benzedigi 25. giinde ise soketin tamamen kemik ile doldugu ve epitelin de farklilagarak
keratinize skuamoz epitel halini aldig1 gérilmiistiir.

Araujo ve ark. (46) kopeklerde dis ¢ekimden sonra soket iyilesmesini 8 haftalik
bir siliregte arastirmistir. Cekimden sonraki birinci haftada soketin i¢ kisminin pihti,
granulasyon dokusu, gecici matriks (kollajen lifler, yeni olusan damarlar ve
fibroblastlardan olusur) ve az miktarda yeni olusan kemik ile dolu oldugu gézlenmistir.
Ikinci haftada cekim soketinin apikal ve lateral kisimlarinda biiyiik miktarda yeni
olusmus kemik bulunmustur. Kemik ylizeyinin yogun osteoblast ve kemik iligi
bosluklar1 icerdigi goriilmiistiir. Dordiincii haftada krestal bolgede demet kemigi
tamamen kaybolmustur ve krestal lameller kemik 6rgii kemigin yerini almistir. Ayrica
soketin merkezinde gecici matriksin yer aldigi ve mineralize doku ve kemik iliginin
diger alanlar1 doldurdugu bulunmustur. Sekizinci haftada lingual duvar bukkal duvara
gore daha kalin olarak bulunmus ve bu iki duvar arasinda mineralize dokudan olusan
genis bir koprii izlenmistir.

Cardaropoli ve ark. (47) tarafindan 2003 yilinda yapilan bir c¢alismada,
kopeklerin dis ¢ekim yaralarinin iyilesme asamalar1 180 giinliik siirecte incelenmistir.
Bu calismada da dis ¢ekiminden sonra 1. glinde soket i¢inde piht1 olusumu ve pihtinin
da inflamatuar hiicreler (6zelliklede notrofilik graniilositler) ile kaplandig1 gézlenmistir.
3. glinde vaskiilarize granulasyon dokusu piht1 ile yer degistirmeye baslamistir ve 14.
giinde soket dokusu boyunca yeni kemik olusumu izlenmistir. 30. gilinde soketin
neredeyse tamami yeni olusmus kemik ile dolmustur. 90. giinde ¢cogu bolgedeki orgii
kemigin yerini lameller kemige biraktig1 gozlenmistir. 180. giine kadar yeni olugsmus
kemigin remodelasyonunun devam ettigi, mineralizasyonda bir miktar azalmanin
gorildiigii ve trabekiiler kemigin yag dokusuna yer verdigi belirtilmistir.

Guglielmotti ve Cabrini (48), ratlarin tiim mandibular molar dislerinin
¢ekiminden sonra maksimum kemik formasyonunun 14. giinde oldugunu ve 60. giinde
soket duvarlarinin ve ¢ekim soketinin komsu alveolar kemikten ayirt edilmesinin
miimkiin olmadigin belirtmistir.

Pietrokovski ve ark. (49) 1967 yilinda sicanlar lizerinde yaptiklari caligmalarinda
soket iyilesmesini 8 haftalik donemde arastirmistir. Birinci haftada soketin santral ve
fundus bolgelerinde osteoblastlar ve gen¢ kemik dokusu gdzlenmistir. ikinci haftada

soketin trabekiiler yapida gen¢ kemik dokusu ile doldugu ve dordiincii ve sekizinci
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haftada yeni kemigin trabekiiler yapisin1i muhafaza ettigi ve lamelli kemikten agikca
ayirt edildigi belirtilmistir.

Dis ¢cekiminden sonra iyilesme siireci pek ¢ok hayvan modeli iizerinde ¢alisilmis
ve nispeten anlasilmistir (50). Ancak insanlarda dis ¢ekimi sonrasi soket iyilesmesinin
histolojisini degerlendiren sadece birkag ¢alisma yapilmistir. Amler ve ark. (38)’nin
calismasi buna bir 6rnektir. Ayrica Boyne (51), alveolar ¢ekim soketlerinden elde edilen
kemik biyopsilerini ve daha yakin tarihte Devlin ve Sloan (52) rezektif kanser cerrahisi
sirasinda alinan ¢ekim soket biyopsilerini incelemistir.

1960 yilinda Amler ve ark. (38) toplam 75 insan ¢ekim soketinin iyilesmesini,
50 giinliik donemde histolojik olarak incelemistir. 1. giinde dis ¢ekimi sonrasi soketin
pitht1 ile doldugu, yedinci giinde kan pihtisinin yerini tamamen yeni graniilasyon
dokusuna biraktig1 ve soket tabaninda osteoid dokunun oldugu gézlenmistir. 20. giinde
graniilasyon dokusunun yerini bag dokusu almig, minerilizasyon ilk olarak bu asamada
gbzlenmis ve ¢ekim soketlerinin periferinde ve tabaninda kemik olusmaya baslamistir.
38. glinde (besinci haftada) soketin 2/3’{i yeni trabekiiller kemik ile dolmustur. Ayrica
epitelizasyonun 4. gilinde baslayip 24 giin sonra tamamlandig1 belirtilmistir. Amler
kemik rejenerasyonunun tiim safhalarinda gelisimin soket tabani ve periferden merkeze
ve soket tepesine dogru oldugunu belirtmistir. Bu c¢alismada kullanilan dislerin
durumlart belirtilmemis ve doku biyopsilerinden tek koklii dislerde ¢alisildig:
belirlenmistir.

Boyne (51) 1966°da, 12 hastay1 dahil ettigi bir calismada, 23 giinliik bir zaman
diliminde maksiller 1. premolar soketinin iyilegsmesini histolojik olarak incelemistir. 7.
ve 8. giinlerde sokette kemik olusumunun bulunmadigi ancak 9. ve 10. giinlerde soketin
lateral duvarlarinda yeni kemik olusumunun gozlendigi belirtilmistir. 13. ve 14.
giinlerde alveolar soketin yaklagik 1/3’linlin kemik ile doldugu ve 19. giinde soketin
biiyiik bir kisminin kemik matriks ile doldugu tespit edilmistir.

Devlin ve Sloan (52) c¢ekimden iki hafta sonra aldigi kemik biyopsilerini
incelemistir. Histolojik Orneklerdeki bulgularda soket periferinde trabekiiler kemik
olusumu ve kemik iligi bosluklar ile soket kenarlarinda da osteosit ve osteoblastlarin

bulundugu tespit edilmistir.
2.10. Siklosporin A

CsA, 1972 yilinda Borel tarafindan kesfedilen, hidrofobik siklik bir polipeptittir
(53). CsA, 1980’lerin basinda U.S. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
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onaylanmustir (12). Borel, Tolypocladium Inflatum Gams isimli bir toprak fungusundan
elde ettigi ekstratin antibakteriyel aktivitesinin diisiik oldugunu, ancak sira dis1 bir
sekilde immiinsiipresif 6zellik tasidigini ortaya koymustur. Ayrica bu bilesigin diger
immiimsiipresanlardan farkli olarak organizmanin kendi hiicrelerini degil, segici olarak
sadece lenfositleri hedef aldigini fark etmistir. Bu secici immiinsiipresif aktivite
CsA’nin organ naklinde doku reddinin Onlenmesi ve bazi otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde kullanimini giindeme getirmistir (53-55). Tipta baslica;

- Bobrek, karaciger, kemik iligi, kalp ve diger organlarda yapilan allogreftlerin
red reaksiyonlarinin 6nlenmesi igin

- Kemik iligi transplantasyonundan sonra ortaya c¢ikan graft-versus-host
reaksiyonun 0nlenmesi ve gelismisse tedavisi i¢in

- Romatoid artrit, uveit, bilyer siroz, agir psoriazis, sistemik lupus eritematozus,
Chron hastalig1, Behget hastaligi, nefrotik sendrom, myastenia gravis, multipl skleroz,
aplastik anemi, dermatomyozit, {ilseratif kolit, pemfigus v.b. gibi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde olmak {izere ii¢ endikasyon grubunda kullanilir (13, 19, 22, 54,
56,57).

Halen kullanilan immunosiipresif ilaclar arasinda etkinligi en yiiksek olandir

(12, 55).
2.10.1. Siklosporin A’nin Farmakokinetik ve Farmokodinamik Ozellikleri

CsA, 11 aminoasitten olusan ndtral bir siklik peptittir. Molekiiler agirlig1 1202.6
daltondur. CsA oral, intravendz ve intramiiskiiler yolla uygulanabilir. Ayrica oral
biyoyararlanimini artirmak amaciyla gelistirilen mikroemiilsiyon formiilasyonu da
bulunmaktadir. CsA’nin  lipofilik  ozelligi standart intravendz  iriinlerdeki
¢oziiniirliigiinii  yetersiz kilmaktadir. Intravendz kullanim gereken durumlarda
¢Oziiniirliik artiric1 eksipiyanlar eklenen iirlinlerin tercih edilmesi dnerilmektedir (58).

CsA oral yoldan alindiktan sonra mide-bagirsak kanalindan kismen absorbe
edilir ve absorbsiyon bireyler arasinda belirgin varyasyon gosterir. Emilim en ¢ok ince
bagirsaktan olur. Oral kullanimdan sonra plazma konsantrasyonu 3-4 saatte tepe
noktasina ulasan CsA’nin yarilanma 6émrii 17-40 saat arasinda degisir (54). Kana gecen
CsA eritrositlere ve plazma proteinlerine baglanir. CsA, plazma proteinleri iginde,
albiimine diisiik oranda baglanirken 6zellikle yiliksek ve diistik densiteli lipoproteinlere

yiiksek oranlarda baglanir.
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CsA karacigerde bulunan sitokrom P450 (CYP450) enzim sistemi tarafindan
metabolize edilmektedir. P450 enzimini inhibe eden ketakonazol, eritromisin, oral
kontraseptifler, androjenler, metilprednizolon ve kalsiyum kanal antagonistleri gibi
ilaglar CsA’nin kan diizeyini ve toksisitesini artirirlar. P450 enzimini indiikleyen
fenitoin, fenobarbital, karbamezapin ve rifamisin gibi ilaglar CsA’nin kan diizeyini ve
etkinligini azaltirlar (54, 55, 59, 60).

Insanlarda CsA’nin primer metabolitleri M1, M17 ve M21°dir. Metabolitlerin
biiylik kismi safra salgilariyla birlikte digkiyla atilirken, sadece %10’luk kismi bobrek
yoluyla atilir. Cocuklarda CsA metabolizmasi ve eliminasyonu daha hizli oldugu igin
yetiskinlere gore daha yiiksek dozlar tercih edilmeli ve doz ayarlamasi kiloya gore
degil, viicut yiizey alanina gore yapilmalidir (54, 58). CsA, organ nakillerinden sonra
immiinslipresyonu korumak i¢in genellikle 10-20 mg/kg dozda oral yoldan verilir,
serum seviyesi 100-400 ng/ml'dir.

CsA, immiinsiipresif etkisini T-lenfositler iizerinden gosterir ve CD4 tipi T-
lenfositlerini, T-lenfositi reseptoriiniin antijenle uyarilmasi ile baglatilan sinyalleme
basamaklarindan birini olugturan ve Ca™a bagimli bir enzim olan kalsinorini selektif
bir sekilde baskilar. Bunun i¢in CsA’nin dnce sitoplazmik bir reseptor olan siklofiline
baglanmasi gerekir. Kalsinorin inhibisyonu da sitoplazmada bulunan aktive T hiicre
niikleer faktoriiniin (NF-AT) niikleusa gegisini engeller. Boylece interlokin-2 (IL-2),
interlokin-3 (IL-3), interlokin-4 (IL-4), timoér nekrozu faktor-alfa (TNF-o) ve gama
interferon gibi pek ¢ok sitokin ve interlokin tiretimi engellenir. IL-2, CD4 ve CDS tipi
T-lenfositlerinin biiyiimesini ve farklilasmasini saglar. Yani kalsindrin inhibisyonu IL-2
tiretimini engelleyerek T-lenfositlerin etkinliklerinin artmasini ve prolifere olmasinm
onler (55, 58).

CsA tedavisiyle iligkili nefrotoksisite, hepototoksisite, hipertansiyon,
hipertrikoz, gingival hiperplazi, norotoksisite, gastrointestinal yan etkiler, hiperkalemi,
hipertirisemi, hipomagnezemi gibi pek cok yan etkisi mevcuttur. Bu yan etkiler arasinda
en ciddi olanlar1 nefrotoksisite, hipertansiyon, immiinsiipresyona bagli malignansi ve
enfeksiyondur (12, 15, 19, 20, 22).

CsA’nin en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Akut CsA nefrotoksisitesi geri
dontistimlii olarak bobrek kan akiminda azalma ve glomeriiler filtrasyon hizinda diisiis
ile kronik nefrotoksisite ise geri donilisiimsiiz tubulointerstisiyel fibrozis ile
karakterizedir. CsA’nin vazokonstriiksiyon yaparak nefrotoksisiteye neden olabilecegi

ileri siiriilmiigse de bu yan etkinin mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamaistir.
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Vazokonstriiksiyona bagl olarak gelisen iskemi ve nekroz sirsinda agiga c¢ikan serbest
oksijen radikallerinin de CsA’nin nefrotoksik etkisinde rol oynayabilecegi
diistintilmiistiir (61).

CsA’ya bagli hepatotoksisite, insanlarda ve deney hayvanlarinda kolestaz,
hiperbilirubinemi, hipoproteinemi, alkalin fosfataz seviyesinin artmasi, kanda
transaminaz ve safra tuzlarinin yiikselmesi, protein sentezinin inhibisyonu ve bozulmus
lipid salgilanmasi ile karakterizedir (22). CsA’nin neden oldugu hepatik hasarin
mekanizmasi hala tam olarak belli degildir ve hala bir tartisma konusudur. Ancak pek
cok calismada toksisitenin nedeninin serbest oksijen radikalleri ve oksidatif stresin
oldugu ileri siiriilmektedir (62, 63).

CsA’nin norolojik yan etkileri tremor, depresyon, konfiizyon, bas agrisi, gérme
bozukluklari, depresyon ve paresteziler seklinde ortaya c¢ikabilir. Gastrointestinal yan
etkileri arasinda ise abdominal agr1, bulanti, kusma ve diare yer alir (55, 58).

CsA’nin sik karsilagilan yan etkilerinden biri olan gingival hiperplazinin
patofizyolojik mekanizmasi heniiz tam olarak ortaya konulamamistir. Ancak CsA’nin
IL-6 ve transforming biiyiime faktorii-betal (TGF-betal) seviyelerini artirarak,
fibroblast proliferasyonu, kollajen ve ekstraseliiler matrikste artisa neden oldugu
diistiniilmektedir (55, 58, 64, 65). Benzer sekilde CsA’nin hipertrikoz yan etkisinin
mekanizmas1 tam anlasilamamis ve periferal androjen aktivitesini artirarak killanmaya
yol actig1 6ne siirlilmiistiir (55, 58).

CsA’nin tim bu yan etkilerinden baska kemik doku lizerinde de ¢esitli yan
etkileri mevcuttur. Yapilan deneysel ¢alismalarda CsA’ nin oral ve dental iskeleti iceren
kemik dokusu iizerinde osteopeniye, osteoporoza, kemik metabolizmasinin
bozulmasina, trabekiiler kemik kaybina neden oldugu gosterilmistir (13-17). Nakil
sonrast osteoporoz olusumu iyi bilinen bir olaydir (66, 67) ve cerrahiden sonraki ilk ii¢
ayda %24 gibi yiiksek bir oranda rapor edilmistir. Ayrica bu durum kemik fraktiirlerinin
artisina da neden olmaktadir (68).

CsA, IL-2 ve CD4+ lenfositler tarafindan iiretilen diger sitokinlerin sentezini
bloke etmektedir (54). Bu sitokinlerin de kemik dokusunun mineral mekanizmasinda rol
oynadiklar1 bildirilmistir (13, 16). Bunun i¢cin CsA’nin kemik dokusu iizerine de etkisi
olabilecegi diistiniilmiistiir (13).

In vitro ve in vivo ¢alismalarda, CsA kullaniminin kemik hiicreleri tizerine farkli
etkilerinin olabilecegi bildirilmistir (13). In vitro ¢alismalarda, kemik rezorpsiyonunu

inhibe ettigi (69), in vivo ¢alismalarda ise, osteoklastlar1 stimule ettigi, osteoblastlar
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baskiladigi, mineral apozisyonunu ve kemik olusumunu yavaglattigi gosterilmistir. Bu
zit etkilerin, in vitro g¢aligmalarda kemik sekillenme ve remodellinginde rol alan
interlokin-1 (IL-1), TNF gibi komponentlerin eksikligine bagli oldugu diisliniilmektedir
(13, 16, 69). Tiim bu ¢alismalara ragmen CsA’nin kemik tlizerindeki etki mekanizmasi
tam olarak ac¢iklanamamistir ve bu konu ile ilgili pek ¢ok gorlis vardir. Bunlardan
birincisi immiinsiipresif ajanlarin kemik hiicreleri tizerine direkt toksik etkisi
olabilecegi, ikincisi bu ajanlarin, kemik hiicrelerinin sistematik hormonlara cevap verme
ya da lokal otokrin faktorleri salgilama yetenegine etki edebilecegidir. Son olarak CsA,
sitokin/lenfokin tiretiminden sorumlu immiin sistemi etkileyerek indirekt yolla kemigi
etkileyebilir (13).

CsA’nin  yara 1iyilesmesi {izerine etkileri c¢esitli doku ve organlarda
degerlendirilmistir (18). Ornegin CsA uygulamasmin deri ve kas insizyonlarindaki
primer iyilesme tlizerine inhibitdr etkisinin olmadig bildirilmistir (18). Silva ve ark. (11)
ise CsA’nin ¢ekim sonrasi yara iyilesmesini olumsuz etkiledigini ve granulasyon

dokusu olusumunu inhibe ettigini gdstermistir.
2.11. Antioksidanlar

En dig yoriingede ciftlesmemis elektrona sahip molekiiller olarak tanimlanan
serbest radikaller hem normal metabolik reaksiyonlar sonucu hemde sigara, alkol
kullanimi, hava kirliligi, bazi ilaglar ve radyasyona maruz kalma gibi nedenlerle
olusabilirler. Serbest radikaller genellikle kararsiz ve ¢ok reaktiftirler ve reaktif oksijen
tiirleri olarak da adlandirilmaktadir (70). Reaktif oksijen tiirleri kanser, kalp hastaliklari,
diabet, serebrovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Biyolojik hasara neden olan serbest radikallerin zararl etkilerine
oksidatif stres denir. Dokular1 bu zararli etkilerden koruyabilmek amaciyla serbest
radikallerin etkisiz duruma getirilmesi gerekmektedir. Bunu saglayan bilesiklere de
antioksidanlar denir (71).

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak incelenirler: Glutatyon
peroksidaz, superoksid dismutaz, katalaz, enzimatik antioksidanlara Grnek
gosterilmektedir. Non- enzimatik olanlar ise; Mineral (Se, Zn), vitamin (A, C, K ve E),
karotenoitler (B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin), organosiilfiir bilesikleri (allium,
allil siilfit, indoller), diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (glutatyon peroksidaz, iirik
asit), antioksidan ko-faktorler (ko-enzim Q ) ve polifenoller seklinde incelenmektedir

(72).
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2.12. Resveratrol

RSVL (3.,4,5-trihidroksistilben)  polifenol yapisinda dogal bir antioksidan
maddedir. Trans- ve cis- olmak lizere iki izoformu mevcuttur ve frans-resveratroliin
biyolojik olarak daha aktif oldugu bilinmektedir (73). RSVL, ilk olarak Takaoka
tarafindan 1939 yilinda Veratrum grandiflorum bitkisinin koklerinden, daha sonra da
1963 yilinda Polygonum cupsidatum 'un koklerinden izole edilmistir (74). RSVL, 1992
yilinda Siemann ve Creasy adli arasgtirmacilarin RSVL’lin kirmizi sarabin iginde
bulundugu ve fransiz paradoksundan (French Paradox) sorumlu oldugunu iddia
etmeleriyle dikkati c¢ekmistir (75). Fransiz popililasyonunda yagli diyet ve sigara
tiketiminin yliksek olmasina ragmen kardiyak hastaliklarin az goriilmesi sarap
tiketiminin fazla olmasina baglanmig ve bu tablo “Fransiz Paradoksu” olarak
isimlendirilmistir. Yapilan caligsmalarda da bu paradoks etkeninin RSVL oldugu ileri
stiriilmiistiir (76, 77).

RSVL, stres, yaralanma, asir1 giines 15181, ultraviyole radyasyon, enfeksiyon ve
mantar saldirilarina kars1 ¢esitli bitkilerin tarafindan iiretilen bir fitoaleksindir ve iiziim
kabugu, dut meyvesi, yer fistig1 ve Polygnum cuspidatum gibi gesitli bitkilerden elde
edilmektedir. Fitoaleksin denilen maddeler patojenik mikroorganizmalara kars: bitkiler

tarafindan korunma amacl iiretilen kimyasal maddelerdir (78).

OH
{rang-Resveratrol cig-Resveratrol

Sekil 2.1. Resveratroliin frans ve cis izomerlerinin yapisi

Daha o6nce yapilan ¢aligmalar RSVL nin, ¢ok sayida biyolojik aktiviteye ve tibbi
kullanima sahip oldugunu gostermistir. RSVL nin:

Anti-oksidan etkisi,

Anti-inflamatuar etkisi,

Anti-kanserojen etkisi,
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Anti-viral etkisi,

Anti-artritik etkisi,

Anti-diyabetik etkisi,

Ostrojenik aktivitesi

Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu
Lipid metabolizmasini diizenlenmesi
Trombosit agregasyonu inhibisyonu
Damar gevsetici etkisi

Bakir selasyonunu saglamast

Antiaging etkisi gibi ¢esitli biyolojik etkileri bildirilmistir (79, 80).
2.12.1. Resveratroliin Antioksidan Aktivitesi

RSVL, antioksidan etkisini superoksid dismutaz, katalaz, glutatiyon peroksidaz
ve glutatiyon rediiktaz gibi reaktif oksijen tilirlerini metabolize eden enzimlerin
aktivitesini artirarak ya da reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde 6nemli rol oynayan
enzimlerin aktivitesini azaltarak gostermektedir. RSVL, nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz), hipoksantin/ksantin oksidaz ve
myeloperoksidazi inhibe eder. Ayrica, RSVL nin fenton reaksiyonu triinleri tarafindan
indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve buna bagli hiicre 6liimiinii 6nledigi
bilinmektedir (81, 82). RSVL’nin antioksidan aktivitesi, Tablo 2.1 'de 6zetlenmistir.

Diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonu ateroskleroz olusumunda
erken ve kritik bir olaydir. Reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerindeki azalma,
aterosklerozun ilerlemesini yavaslatir. RSVL bu reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve
metabolizmasi lizerine etkilere sahiptir. RSVL, intraselliiler ve ekstraselliiler reaktif
oksijen tiirlerinin tliretimi inhibe eder, oksitlenmis LDL tarafindan iiretilen hidrojen
peroksiti (H20,) azaltir, endojen antioksidan {iretimini arttirir ve peroksil, hidroksil,
siiperoksit anyon radikallerini ortadan kaldirir. Ayrica yapilan g¢alismalarda LDL
oksidasyonunun onlenmesinde en c¢ok bilinen antioksidanlar olan E vitamini ve C

vitamininden daha etkili oldugu goriilmiistiir (82, 83).
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Tablo 2.1. Resveratroliin antioksidan aktivitesi (81, 82).

Aktiviteyi artirici etki Aktiviteyi azaltici etki
» Siiperoksid dismutaz » NADPH oksidaz
» Katalaz » Hipoksantin/ksantin oksidaz
» Glutatyon peroksidaz » Myleperoksidaz
» Glutatyon rediiktaz
» Glutatyon-S-transferaz
» Hem oksijenaz-1

2.12.3. Resveratroliin Anti-Inflamatuar EtKisi

RSVL’nin anti-aging olarak dikkat ¢cekmesindeki nedenlerden biri inflamasyonu
azaltma yetenegidir. RSVL’nin sigan peritonal polimorfoniikleer l6kositlerinde 5-
lipoksigenaz ve siklooksijenaz enzimlerini ve insan mononiikleer hiicrelerinde de
interlokin-17 (IL-17) diretimini inhibe ettigi gosterilmistir (84, 85). Ayrica RSVL
tedavisinin, interferon-y ve interlokin-10 (IL-10) gibi sitokinleri inhibe ettigi
gosterilmistir (86, 87). RSVL’nin inflamasyonu simirlayici etkisinde niikleer faktor-
kappa B (NF-xB) oOnemli bir mediatérdiir. RSVL insan koroner arter endotel
hiicrelerinde NF-xB aktivasyonunu inhibe etmektedir. Yapilan caligmalarda nitrik oksit
(NO) blokeri nitro-L-arjinin metil esterinin (L-NAME), RSVL’nin yararl etkilerini
tamamen ortadan kaldirdigi gozlenmistir. Bu sonuglar RSVL’nin anti-enflamatuvar

etkisini NO’ya bagli mekanizma araciligi ile gerceklestirdigini desteklemektedir (88).
2.12.4. Resveratroliin Anti-kanserojenik Etkisi

RSVL’iin c¢esitli kanser hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigi ve kanser
hiicrelerine olan bu etkisini de apoptozis mekanizmasi tlizerinden gerceklestirdigi
saptanmistir. Bunun i¢in apoptozise ait kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonu, proapoptotik
Bax ekspresyonu, antiapoptotik bcl-2 ekspresyonunda azalma, FasL(Fas ligand)/CD95
sinyal kaskadim1 kullanma, mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c saliniminin
aktivasyonu ve mitokondride translokasyonu arttirmak gibi ¢esitli yolaklar1 kullandigi
bildirilmistir. Ayrica hiicre siklusunun S ve G1 fazin1 durdurdugu, onkoprotein Bcl-2
artisin1 engelledigi ve p53 tiimdr baskilayict gen proteinlerini artirdigi vurgulanmigtir

(89).
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2.12.5. Resveratroliin Ostrojenik Aktivitesi

Trans-resveratrol, yapisal olarak sentetik bir Ostrojen olan dietilstilbestrol
fizyolojik Ostrojen olan 17f -estradiol ile benzerlik gosteren bir fitodstrojendir. Bu
yapisal benzerlik sebebiyle 0strojen reseptorlerine baglanip Ostrojenik aktivite gosterir
(90, 91). Osteoblastik hiicrelerde yapilan bir ¢alismada, RSVL’nin prolil hidroksilaz ve
alkalen fosfataz aktivitesini artirdig1 gozlenmistir ve bu etki tamamen Ostrojenik bir etki

olup kemik kaybini engellemeye yoneliktir (92) .
2.12.6. Resveratroliin Kemik Uzerine In Vivo ve In Vitro Etkileri

RSVL’nin kemik hiicrelerinin proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu stimiile
ettigi gosterilmistir. RSVL’ nin kemik hiicreleri {izerine etkisini arastiran ilk caligmada
osteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri kullanilmistir. Bu ¢alismada RSVL’nin direkt olarak
osteoblastlarin proliferasyonu ve diferansiyasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir (93).
RSVL doz bagimli olarak MC3T3-E1 hiicrelerinde DNA sentezini ve alkalin fosfataz ve
prolil hidroksilaz aktivitesini artirmigtir. Durbin ve ark. (94) tarafindan Brown Norway
cinsi erkek ratlarda yapilan bir ¢alismada RSVL desteginin kemik iizerine koruyucu bir
etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Ancak Liu ve ark. (95) tarafindan yapilan bir
calismada ise Polygonum cuspidatum bitkisinden elde edilen RSVL’nin ovarektomi
yapilmis disi rat epifizlerindeki kemik mineral yogunlugunu arttirdigi gosterilmistir. Bu
model daha ¢ok hormona bagli osteoporoz ile iligkilidir. Ayrica bu model Gstrojen
yetersizligine bagli kemik kayiplarinda RSVL’nin koruyucu etkisinin olduguna dair

somut bir kanit saglamaktadir.
2.12.7. Resveratroliin Toksisitesi

RSVL’nin uygulanma dozunun 1 gr’dan diisiik oldugu ya da uygulanma
stiresinin kisa oldugu c¢alismalarda herhangi bir yan etkiyle karsilagiimamistir (96).
RSVL’nin bir ay boyunca ancak dozun>0.5 gr uygulandigi durumda ilk ve nadir yan
etkiler goriilmiistiir (97). Patel ve ark. (98) tarafindan yapilan ¢alismada RSVL dozunun
0.5 ve 1 gr olarak uygulanmasina ragmen sadece 8 giin uygulandig: i¢in herhangi bir
yan etki ortaya ¢gikmamaistir.

En yiiksek dozlarda rapor edilen yan etkiler ise abdominal bozukluklardir. En az
0.5 gr dozunda RSVL alan 7 ayr caligmadaki toplam 136 hastanin 25’inde diare

bildirilmigtir. Abdominal agri, mide bulantis1 ve abdominal bdlgede siskinlik (sirasiyla
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sekiz, yedi ve bes olgu) de bildirilmistir (97-103). Artmis bilirubin ise RSVL 1 gr
alindiginda bildirilmistir (104). Bu bulgulara dayanarak RSVL’nin giinlik dozunun 1gr
asmamas1 gerektigi bildirilmistir (97). Tiim bu yan etkilere ragmen RSVL iyi tolere
edilmistir ve yan etkiler olustugunda herhangi bir sekel birakmadan spontan olarak

¢Oziilmiistiir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu onay:
(2014/A-65) alinarak Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve Uygulama
Merkezi (INU-DEHUM)’nde yapild.

Calismada deney hayvani olarak agirligi 250-300 gr arasinda degisen, 3-5 aylik,
72 adet Sprague Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Deney prosediirii 6ncesinde siganlar
12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik ortamda, 21°C’de ve ad-libitum olarak bekletildi.
Sicanlar basit rastgele 6rnekleme yontemiyle her biri 18’er sigandan olusan; Kontrol,
CsA, RSVL, CsA+RSVL grubu olmak iizere dort gruba ayrildi. Alt sol 1. ve 2. biiyiik
azi dislerinin ¢ekiminden sonra her ana grup sakrifikasyon donemlerine gore 9’ar
denekten olusan 2 alt gruba ayrildi. Ayrica hayvanlar her giin tartild1 ve ilaglarin dozu
buna gore ayarlandi.

Belirlenen ana gruplar ve alt gruplar asagidaki sekilde planlandi.

1) KONTROL GRUBU: CsA uygulanmaksizin si¢anlarin alt sol 1. ve 2. biiylik
az1 disleri ¢ekildikten sonra g¢ekim giiniinden sakrifikasyon giiniine kadar placebo
solusyon verilip ¢cekim soketi iyilesmesinin takip edildigi grup (n=18).

1a) 14. GUN GRUBU: CsA uygulanmadan, dis ¢ekimi yapildiktan sonra,
placebo solusyon verilip ¢ekim soketi iyilesmesinin takip edilerek ¢ekimden 14 giin
sonra sakrifiye edilen grup (n=9).

1b) 28. GUN GRUBU: CsA uygulanmadan, dis cekimi yapildiktan sonra,
placebo solusyon verilip ¢ekim soketi iyilesmesinin takip edilerek ¢ekimden 28 giin
sonra sakrifiye edilen grup (n=9).

2) SIKLOSPORIN A (CsA) GRUBU: 7 giin CsA uygulanp, 8. giin siganlarin
alt sol l.ve 2. biiyiikaz1 disleri ¢ekildikten sonra sakrifikasyon giiniine kadar CsA
uygulamaya devam edilip, ¢ekim soketi iyilesmesinin takip edildigi grup (n=18).

2a) 14. GUN GRUBU: 7 giin CsA uygulanip, 8.giin siganlarin alt sol 1.ve
2. bliylikaz1 disleri ¢ekildikten sonra, CsA uygulamaya devam edilip, ¢ekim soketi
iyilesmesinin takip edilerek ¢ekimden 14 giin sonra sakrifiye edilen grup (n=9).

2b) 28. GUN GRUBU: 7 giin CsA uygulanip, 8. giin siganlarin alt sol 1.ve
2. biiyiikkaz1 disleri c¢ekildikten sonra, g¢ekim soketi iyilesmesinin takip edilerek

cekimden 28 giin sonra sakrifiye edilen grup (n=9).
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3) RESVERATROL (RSVL) GRUBU: CsA uygulanmadan, siganlarin alt sol
1. ve 2. biiyliik az1 disleri ¢ekildikten sonra, ¢ekim giiniinden sakrifikasyon giiniine
kadar RSVL verilip, ¢ekim soketi iyilesmesinin takip edildigi grup (n=18)

3a) 14. GUN GRUBU: CsA uygulanmadan, sicanlarm 1. ve 2. biiyiik az1
disleri ¢ekildikten sonra, RSVL verilip, ¢ekim soketi iyilesmesinin takip edilerek 14
giin sonra sakrifiye edildigi grup (n=9)

3b) 28. GUN GRUBU: CsA uygulanmadan, si¢anlarin 1. ve 2. biiyiik az1
disleri ¢ekildikten sonra, RSVL verilip, ¢ekim soketi iyilesmesinin takip edilerek 28
giin sonra sakrifiye edildigi grup (n=9)

4) CsA+RSVL GRUBU: 7 giin CsA uygulanip, 8. giin sicanlarin alt sol 1.ve 2.
biiylikaz1 disleri ¢ekilerek, 8. giinden itibaren CsA+RSVL verilip, c¢ekim soketi
tyilesmesinin takip edildigi grup (n=18)

4a) 14. GUN GRUBU: 7 giin CsA uygulanip, 8. giin si¢anlarin alt sol 1.ve
2. biiylik az1 disleri ¢ekildikten sonra, 8. giinden itibaren CsA+RSVL verilip, ¢cekim
soketi iyilesmesinin takip edilerek ¢ekimden 14 giin sonra sakrifiye edildigi grup (n=9)

4b) 28. GUN GRUBU: 7 giin CsA uygulanip, 8. giin siganlarin alt sol 1.ve
2. biiylik az1 disleri cekildikten sonra, 8. giinden itibaren CsA+RSVL verilip, ¢cekim
soketi iyilesmesinin takip edilerek ¢ekimden 28 giin sonra sakrifiye edildigi grup (n=9)

3.1. Siklosporin A’nin Dozu ve Uygulanma Yolu

CsA ve CsA+RSVL gruplarindaki sicanlara CsA (Sandimmiin, Novartis),
subkutan enjeksiyonla gilinliik 10 mg/kg dozunda uygulandi (Sekil 3.1). CsA
uygulamas: deney gruplarindaki si¢anlara c¢aliymamizin birinci giiniinden itibaren
yapilmaya baslandi. 8. giin, sicanlarin disleri ¢ekildikten sonra, her sigana sakrifikasyon

giinline kadar, CsA uygulanmaya devam edildi.

Sandimmun’

50 mg/ml Amgud

Sekil 3.1. Siklosporin A ve subkutan olarak uygulanmasi
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3.2. Resveratrol’un Dozu, Hazirlanis1 ve Uygulanma Yolu

Calismamizda kullandigimiz saflastirilmis RSVL (R5010, Sigma-Aldrich)
sadece trans-isomer olarak piyasada mevcuttur (Sekil 3.2). Calismada kullanilan RSVL
dozunu (10 pmol/kg) elde etmek icin oncelikle etanol icinde RSVL nin stok solusyonu
(50 mg/mL) hazirland1 ve daha sonra sodyum kloriiriin enjeksiyonluk sudaki %0,9’luk
cozeltisi icinde seyreltildi. RSVL enjeksiyonu, deney gruplarindaki sicanlarin dis
cekimlerinin yapildigi giin intraperitoneal yolla uygulanmaya baslandi (Sekil 3.2) ve 14.

ve 28. giin sakrifikasyonlarina kadar devam edildi.

Sekil 3.2. Resveratroliin ticari formu (R5010, Sigma Aldrich), etanolde
hazirlanan stok solusyonu ve siganlara intraperitoneal olarak uygulanmasi

Kontrol grubu i¢in kullanilacak placebo solusyon RSVL’nin hazirlanmasinda
kullanildig1 gibi ayni hacimdeki etanol ve sodyum kloriiriin enjeksiyonluk sudaki
%0,9’luk ¢ozeltisinden olusturuldu ve intraperitoneal yolla sakrifikasyon giinline kadar

uygulandi.
3.3. Dis Cekimi Yontemi

8. giinde asepsi ve antisepsi kurallarina uyularak deneklerin tiimiine anestezi i¢in
intramuskuler yolla ketamin hidrokloriir ((%10 Alfamine, Alfasan, Hollanda) 50 mg/kg
ve ksilazin hidrokloriir ((%2 Alfazyne, Alfasan, Hollanda) 5 mg/kg enjeksiyonu yapildi
(Sekil 3.3). Operasyon sahasi agikta kalacak sekilde steril ortiiler ile ortiildi (Sekil 3.4).
Lokal hemostaz amaciyla operasyon bolgesine 0,5 cc, 0,006 mg/ml epinefrin iceren

%4’liik artikain (Ultracain D-S Forte-Aventis, Istanbul, Tiirkiye) ile infiltratif lokal
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anestezi uygulandi. Steril ameliyat takimindaki aletlerle (Sekil 3.5) sicanin dil ve yanagi
ekarte edildikten sonra ucu kivrik hemostat yardimi ile liiksasyon uygulayarak
deneklerin alt sol 1. ve 2. biiyiik az1 disleri ¢ekildi (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). Hemostazi
saglamak i¢in steril tampon uygulandi ve daha sonra c¢ekim bolgeleri 4-0 vicryl
(Dogsan, Tiirkiye) ile siitiire edildi. Cekim sonrasinda siganlara herhangi bir antibiyotik

uygulanmadi ve deney siiresince hayvanlar uygun besinlerle beslendi.

Sekil 3.3. Ketamin hidrokloriir (%10 Alfamine, Alfasan, Hollanda) ve ksilazin
hidrokloriir (%2 Alfazyne, Alfasan, Hollanda)
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Sekil 3.4. Deney hayvaninin steril ortiiler ile ortiilmesi

Sekil 3.5. Ameliyat ve dis ¢cekimi icin kullanilan steril aletler
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Sekil 3.6. Sicanlarin steril aletler ile dil ve yanaginin ekarte edilmesi

Sekil 3.7. Alt sol 1. ve 2. biiyiik az1 dislerin ¢cekilmesinden sonra olusan ¢ekim
yaras1 ve ¢ekilmis disler

Hayvanlar dis ¢ekimden sonra 14 ve 28. gilinlerde yiliksek dozda (200 mg/kg)
sodyum pentotal enjeksiyonu (Pethothal, Abbott, ABD) ile sakrifiye edildi. Sicanlarin
sol mandibulalar1 ¢ikarildiktan sonra, materyaller %10’luk tamponlanmis formole

yerlestirildi.
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3.4. Histolojik Degerlendirme

Alman doku 6rnekleri histolojik inceleme i¢in Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’'na gonderildi. Gonderilen kemik doku
ornekleri notral tamponlu %10’luk formaldehit ile 72 saat siire ile oda 1s1sinda fiksasyon
islemine tabii tutuldu. Tespit islemi sonrasinda giin asir1 degistirilerek yenilenen
%10’luk formik asit c¢ozeltisinde 10 gilin siiresince kemik doku ornekleri
dekalsifikasyon iglemine tabi tutuldu. Dekalsifikasyon siireci tamamlanan kemik doku
ornekleri akan ¢esme suyunda yikama islemini takiben, artan dercelerdeki etanol
serilerinden (%50-%99) ve ksilen serilerinden gecirildikten sonra 62°C’de erimis
parafin infiltrasyonunu takiben parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan mikrotom
(Leica DFC280) ile 6 um kalinhigindaki kesitler lamlar {izerine alindi. Kesitlere
Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Gomori’'nin trikrom boyamalar1 yapildi. Tiim kesitlerde
dis soketi alanlarinda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, epitelizasyon, bag doku olusumu

ve kemik doku olusumu semikantitatif olarak skorlandi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Histolojik bulgularin skorlanmasi

Skor Inflamasyon Epitelizasyon Bag doku Yeni kemik
olusumu
0 Yok Yok Yok Yok
1 Hafif-fokal Yiizey alani Soket alaninin Soket alaninin
alanlarda uclarinda, yiizeyin | %1-20’sine kadar | %1-20’sine
1/3’tinde kadar
epitelizasyon
2 Orta dercede- Yiizeyin 2/3’tinde | Soket alaninin Soket alaninin
lokal alanlarda epitelizasyon %,21-40’1na 2,21-40’1na
kadar kadar
3 Siddetli-diffiiz Tim ylizey Soket alaninin Soket alaninin
alaninda %40’ 1ndan %40’ 1ndan
epitelizasyon biiyiik biiyiik

Ayrica pozitif sarjli lamlar iizerine alinan kesitlere osteopontin (Osteopontin
LFMb-14, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ve osteokalsin
(Osteocalcin  FL-100, Santa Cruz CA, USA)

Biotechnology, Santa Cruz,

immunreaktivitesini belirlemek i¢in immunhistokimyasal boyama yapildi. Bunun i¢in
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kesitler etiivde 60°C sicaklikta, 1 saat inkiibasyonun ardindan ksilen serilerinden
gecirilerek deparafinize edildi. Takiben alkol serilerinden gegcirildikten sonra distile
suda yikandi. Antijen retrival agsamasi i¢in sitrat tamponuna alinan kesitler, 121° C’de
15 dakika inkiibe edildi ve tamponun igerisinden ¢ikarilmadan sogumaya birakildi.
Soguyan kesitler once distile su, sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile 2 dakika
yikandi. Yikama isleminden sonra doku kesitlerinin smirlari hidrofobik kalem ile
cizilirerek kesitler platforma dizildi. Kesitlere peroksit blok damlatilarak 15 dakika
beklendi. Daha sonra kesitler silkelendikten sonra PBS ile yikandi. Kesitlerin ylizeyine
protein blok damlatilarak 5 dakika beklendi ve ardindan kesitler silkelenerek protein
blok uzaklagtirilarak, kesitler yitkanmadan diger asamaya gecildi. Ardindan kesitlere
primer antikor damlatilarak, 1 saat inkiibasyona birakildi. Sonrasinda silkelenen kesitler
PBS ile yikandi. Kesitler iizerine sekonder antikor damlatilarak 20 dakika beklendi.
Daha sonra kesitler silkelenerek PBS ile yikandi. Kesitler iizerine sekonder antikor
damlatilarak 20 dakika beklendi ve tekrar silkelenerek PBS ile yikandi. Daha sonra
kesitler {izerine 20 dakika Streptavadin peroksidaz uygulandi ve kesitler silkelenerek
PBS ile yikandi. Hazirlanan AEC kromojen soliisyonu kesitler lizerine damlatildi ve 10
dakika beklendi. Kizaran kesitler 6nce PBS, sonra distile su ile yikandi. Hematoksilen
asamasi i¢in kesitler 30 saniye boyunca Mayer’s hematoksilende tutulduktan sonra,
once ¢esme suyunda, sonra distile suda yikandi. Son olarak kesitler su bazli kapatma
medyumu (aqueous mount) ile kapatilarak incelemeye alindi. immunhistokimyasal
yontemle boyanan kesitlerde osteopontin ve osteokalsin immunreaktivitesi, boyanan
hiicrelerin yiizdesi ve boyanma derecesinin kriter olarak alindigr semikantitatif bir
yontemle yani H-skoru ile belirlendi. H skoru = Pi (i+1) (i: boyanmanin derecesi, Pi: her
yogunluk i¢in boyanan hiicrelerin yiizdesi) formiiliiyle hesaplandi. Boyanma derecesi: 0
(boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta boyanma), 3 (gii¢clii boyanma) olarak
degerlendirildi (105).

Boyanmis olan kesitler, Nikon Optiphot-2 151k mikroskop, Nikon DS-Fi2 kamera
ve DS L3 goriintii analiz sisteminde (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) incelenerek

fotograflar alindi.
3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in IBM

SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tirkiye) programi kullanildi. Calisma verileri

31



degerlendirilirken parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi
ve farkliliga neden c¢ikan grubun tespitinde Mann Whitney U test kullanildi.
Parametrelerin giinler aras1 karsilastirmalarinda Mann Whitney U test kullanildi.

Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Calismamizdaki histolojik bulgularin  degerlendirilmesinde Tablo 3.1°de

belirtilen skorlar kullanilmistir.
4.1.1. 14. Giinde Sakrifiye Edilen Gruplarin Histolojik Bulgulari
14. giinde sakrifiye edilen gruplarin histolojik bulgular1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. 14. glinde sakrifiye edilen gruplarin histolojik bulgular1

Cekimden sonra 14. giin
Grup Inflamasyon Epitelizasyon Bag Doku Kemik Doku H skoru H skoru
(ostekalsin) (ostepontin)
Kontrol-1 2 1 2 0 30 30
Kontrol-2 2 0 2 1 30 30
Kontrol-3 2 0 3 0 40 30
Kontrol-4 1 1 2 1 60 30
Kontrol-5 2 0 2 0 20 30
Kontrol-6 1 0 2 1 30 40
Kontrol-7 2 1 3 1 30 30
Kontrol-8 2 0 2 0 20 30
Kontrol-9 2 1 2 0 30 30
CsA-1 2 0 2 0 0 10
CsA-2 2 0 1 0 0 0
CsA-3 2 1 1 1 10 0
CsA-4 3 0 1 0 0 0
CsA-5 2 0 1 0 0 0
CsA-6 3 0 1 1 10 0
CsA-7 2 0 2 0 0 0
CsA-8 2 0 1 0 0 0
CsA-9 2 0 1 0 0 0
RSVL-1 2 1 2 1 90 30
RSVL-2 2 0 2 1 60 40
RSVL-3 1 1 2 1 80 40
RSVL-4 1 1 2 1 120 30
RSVL-5 2 1 3 1 60 30
RSVL-6 2 0 2 1 60 40
RSVL-7 1 1 2 1 90 30
RSVL-8 2 1 2 1 120 30
RSVL-9 2 0 3 1 60 30
CsA+RSVL-1 2 0 1 0 0 0
CsA+RSVL-2 2 1 2 1 0 0
CsA+RSVL-3 2 0 1 0 0 0
CsA+RSVL-4 2 0 1 0 0 15
CsA+RSVL-5 2 0 1 0 0 0
CsA+RSVL-6 2 1 1 1 20 0
CsA+RSVL-7 2 0 2 0 0 0
CsA+RSVL-8 2 0 1 0 10 0
CsA+RSVL-9 2 0 1 0 0 0
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Kontrol 14. giin grubu: Hematoksilen-eosin boyanan kesitlerde dis soket
alaninda yaklagik 1/3 bazal bolgesinde diizensiz sinirli, ince tabaka halinde fibr6z bag
dokusu alanlar1 izlendi. Soket alanimnin 2/3 apikal bolgesinin ise yer yer fibroz bag
dokusu, agirlikli olarak granulasyon dokusu ile doldurulmus oldugu goriildii. Soket
alanin1 dolduran bag dokusu ve granulasyon dokusu alanlar i¢inde orta dercede
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu saptandi. Baz1 kesitlerde soket alani yiizeyinin kenar
bolgelerinde kiiclik epitelizasyon alanlari mevcuttu. Birka¢ kesitte soket alani bazal
bolgelerinde kiiciik kemik tarbekiillerine rastland1 (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Trikrom ile
boyanan kesitlerde soket alan1 bazal bolgelerinde fibr6z bag dokusunun agirlikta oldugu
ancak yiizeye dogru hiicresel yogunlugun arttig1 goriildii. Kemik trabekiilleri mavi-yesil
renkte primer kemik yapisinda izlendi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Imunhistokimyasal
olarak osteokalsin ve osteopontin boyanan preparatlarda osteokalsin (Sekil 4.5) ve
osteopontin (Sekil 4.6) immumreaktivitesi pozitif alanlar kirmizi-kahve renkte

boyanmisti.

Sekil 4.1. Kontrol-14 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok).
H-E, X4.
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Sekil 4.2. Kontrol-14 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok).
H-E, X10.

Sekil 4.3. Kontrol-14 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok).
Trikrom, X4.
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Sekil 4.4. Kontrol-14 grubu; Fibréz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok).
Trikrom, X10.

Sekil 4.5. Kontrol-14 grubu; Osteokalsin reaktivitesi pozitifligi (ok). IHK, X20.
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Sekil 4.6. Kontrol-14 grubu; Osteopontin reaktivitesi pozitifligi (ok). IHK, X20.

CsA 14. giin grubu: Hematoksilen-eosin boyanan kesitlerde soket alaninin
biiylik kisminin yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonu igeren granulasyon dokusu ile
doldurulmus oldugu goriildii. Genel olarak soket alan1i bazal bodlgesinde minimal
diizeyde fibroz bag dokusu alanlar izlendi. Tek bir kesitte soket alan1 yiizeyinin kenar
bolgesinde kiiciik epitelizasyon alani tespit edildi. Soket alanint dolduran granulasyon
dokusu i¢inde nadir olarak kiigiik kemik trabekiilleri izlendi (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
Trikrom ile boyanan kesitlerde granulasyon dokusu yogun hiicresel yapida olup yer yer
icerisinde kiigiik kemik trabekiilleri mavi-yesil renkte gortildii (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
Immunhistokimyasal olarak osteokalsin ve osteopontin boyanan preparatlarda nadir
olarak osteokalsin (Sekil 4.11) ve osteopontin (Sekil 4.12) immumreaktivitesi zayif

pozitif alanlar izlendi.
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Sekil 4.7. CsA-14 grubu; Fibroz bag dokusu (bes nokta yildiz), kemik trabekiilii
(ok), nekroz ve granulasyon dokusu (dort nokta yildiz). H-E, X4.

Sekil 4.8. CsA-14 grubu; Nekroz ve granulasyon dokusu (yildiz). H-E, X10.
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Sekil 4.9. CsA-14 grubu; Kemik trabekiilii (ok), nekroz ve granulasyon dokusu
(yildiz). Trikrom, X4.

Sekil 4.10. CsA-14 grubu; Kemik trabekiilii (ok), nekroz ve granulasyon dokusu
(yild1z). Trikrom, X10.
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Sekil 4.11. CsA-14 grubu; Nekroz ve granulasyon dokusu (yildiz), osteokalsin
reaktivitesi negatif. IHK, X20.

Sekil 4.12. CsA-14 grubu; Granulasyon dokusu (dort nokta yildiz), fibréz bag
dokusu (bes nokta yildiz), osteopontin reaktivitesi negatif. IHK, X20.
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RSVL 14. giin grubu: Hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerde, dis soket
alanlarmin 2/3 bazal kisimlarinin agirlikli olarak fibroz bag dokusu yapisinda oldugu
goriildii. Bag dokusunun hiicresel igerigi yiiksekti. Dis soket alanindaki bag dokusu
icerisinde kemik trabekiilleri izlendi. Soket alani yiizeyel bdlgelerinde yer yer
granulasyon dokusu izlendi. Soket alam1 bazal boélgelerinde minimal, ylizeyel
bolgelerinde ise orta derecede inflamatuvar hiicre infiltrasyonu tespit edildi. Kesitlerde
soket alan1 yiizeyinde kenar bolgelerde minimal olarak skorlanan epitelizasyon alanlari
izlendi. Kesitlerin tiimiinde soket alani bazal bolgesinde yer yer de 2/3 yiizeyel alana
kadar uzanan kemik tarbekiilleri mevcuttu (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). Trikrom ile
boyanan kesitlerde soket alan1 2/3 bazal bolgelerinin kollajenden zengin fibréz bag
dokusu yapisinda olup mavi-yesil renkte boyandigi goriildii. Soket alani i¢inde izlenen
kemik trabekiilleri mavi-yesil renkte boyanmis olup primer kemik yapisinda izlendi
(Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Immunhistokimyasal olarak osteokalsin (Sekil 4.17) ve
osteopontin  (Sekil 4.18) boyanan preparatlarda osteokalsin ve osteopontin

immumreaktivitesi pozitif alanlar kirmizi-kahve renkte boyanmaisti.

Sekil 4.13. RSVL-14 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok),
epitelizasyon (ok bas1). H-E, X4.
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Sekil 4.14. RSVL-14 grubu; Fibroz bag dokusu (y1ldiz), kemik trabekiilii (ok).

H-E, X10.

Sekil 4.15. RSVL-14 grubu; Fibroz bag dokusu (bes nokta yildiz), kemik
trabekdilii (ok), graniilasyon dokusu (dort nokta yildiz). Trikrom, X4.
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Sekil 4.16. RSVL-14 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok),
Trikrom, X10.

Sekil 4.17. RSVL-14 grubu; Osteokalsin reaktivitesi pozitifligi (ok). IHK, X20.
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Sekil 4.18. RSVL-14 grubu; Osteopontin reaktivitesi pozitifligi (ok). IHK, X20.

CsA+RSVL 14. giin grubu: Hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerin
tiimiinde, dis soket alanlarin biiylik oranda nekrotik odaklar iceren granulasyon dokusu
ile dolmus oldugu goriildii. Soket alanlarinda orta derecede diffiiz inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu izlendi. Bu gruptaki iki kesitte soket alan1 yiizeyi kenar bolgelerinde tek
tarafli, kiigiik, ince epitelizasyon alanlar1 saptandi. Soket alani taban kisimlarinda ince
tabaka seklinde fibroz bag dokusu mevcuttu. Birkag kesitte soket alani taban bdlgesinde
kiigiik kemik trabekiillerine rastland1 (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Trikrom ile boyanan
kesitlerde agirlikli olarak soket alanlarint dolduran granulasyon dokusu hiicresel igerikte
ve kirmizi-mor renkte boyanmis olarak izlendi. Trikrom boyamada spesifik olarak
mavi-yesil boyanan fibroz bag dokusu, soket alanlar1 taban bolgelerinde ince tabakalar
seklinde zayif boyanma gosteriyordu. Nadir olarak izlenen kiigiik kemik trabekiilleri
mavi-yesil renkte goriildii (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Immunhistokimyasal olarak
osteokalsin (Sekil 4.23) ve osteopontin (Sekil 4.24) boyanan preparatlarda nadir olarak

osteokalsin ve osteopontin immumreaktivitesi zayif pozitif alanlar izlendi.
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Sekil 4.19. CsA+RSVL-14 grubu; Fibroz bag dokusu (bes nokta yildiz), kemik
trabekiilii (ok), nekroz ve granulasyon dokusu (dort nokta yildiz). H-E, X4.

Sekil 4.20. CsA+RSVL-14 grubu; Granulasyon dokusu (yildiz). H-E, X10.
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Sekil 4.21. CsA+RSVL-14 grubu; Nekroz ve granulasyon dokusu (yildiz).
Trikrom, X4.

Sekil 4.22. CsA+RSVL-14 grubu; Nekroz ve granulasyon dokusu (yildiz).
Trikrom, X10.
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Sekil 4.23. CsA+RSVL-14 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), osteokalsin
reaktivitesi negatif. IHK, X20.

Sekil 4.24. CsA+RSVL-14 grubu; Nekroz ve granulasyon dokusu (yildiz),
osteopontin reaktivitesi negatif. IHK, X20.
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4.1.2. 28. Giinde Sakrifiye Edilen Gruplarin Histolojik Bulgulari

28. giinde sakrifiye edilen gruplarin histopatolojik bulgulart Tablo 4.2°de

verilmigtir.

Tablo 4.2. 28. glinde sakrifiye edilen gruplarin histolojik bulgulari.

Cekimden sonra 28. giin

Grup Inflamasyon Epitelizasyon Bag Kemik H skoru H skoru
Doku Doku (osteokalsin) (osteopontin)
Kontrol-1 2 0 3 1 30 30
Kontrol-2 1 1 2 2 30 80
Kontrol-3 1 2 2 1 40 30
Kontrol-4 2 0 2 1 30 40
Kontrol-5 1 1 3 1 40 30
Kontrol-6 1 1 3 1 20 80
Kontrol-7 1 2 2 0 30 30
Kontrol-8 2 1 2 1 30 30
Kontrol-9 1 1 2 1 30 30
CsA-1 2 0 1 0 0 0
CsA-2 2 0 1 1 0 0
CsA-3 1 0 1 0 0 10
CsA-4 2 1 2 0 20 0
CsA-5 2 0 1 0 0 0
CsA-6 2 0 2 1 0 10
CsA-7 2 0 2 1 0 0
CsA-8 1 1 1 0 10 0
CsA-9 2 0 1 0 0 0
RSVL-1 2 2 2 2 90 60
RSVL-2 1 1 2 1 120 90
RSVL-3 1 3 3 1 120 120
RSVL-4 0 1 2 1 120 120
RSVL-5 1 2 2 2 90 120
RSVL-6 1 3 3 2 120 120
RSVL-7 0 2 2 1 60 60
RSVL-8 0 2 2 2 60 80
RSVL-9 1 1 2 1 120 60
CsA+RSVL-1 2 1 2 0 20 60
CsA+RSVL-2 1 0 2 1 20 40
CsA+RSVL-3 2 0 1 0 40 60
CsA+RSVL-4 2 0 1 0 30 60
CsA+RSVL-5 2 1 2 0 20 40
CsA+RSVL-6 2 0 2 1 10 20
CsA+RSVL-7 2 0 2 1 30 120
CsA+RSVL-8 1 1 2 1 20 80
CsA+RSVL-9 1 1 1 1 10 20
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Kontrol 28. giin grubu: Hematoksilen-eosin boyanan kesitlerin ¢ogunda dis
soket alanmin 2/3 bazal bolgesinin fibroz bag dokusu yapisinda oldugu, 1/3 apikal
bolgesinde ise fibroz bag dokusu ile birlikte granulasyon dokusunun varlig tespit edildi.
Soket alan1 iginde granulasyon dokusu agirligi ile paralel artis gdsteren minimal ve yer
yer orta derecede inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna rastlandi. Kesitlerde soket alani
yiizeyinde minimal ve orta dercede epitelizasyon izlenmekle birlikte iki kesitte
epitelizasyon izlenmedi. Agirlikli olarak soket alani bazal bolgesinde yer yer de 2/3
yiizeyel alana kadar uzanan kemik tarbekiillerine rastland1 (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).
Trikrom ile boyanan kesitlerde soket alan1 bazal bolgelerinde fibréz bag dokusunun
agirlikta oldugu ancak yiizeye yakin alanlarda hiicresel yogunlugun arttigi goriildii.
Kemik trabekiilleri mavi-yesil renkte primer kemik yapisinda izlendi (Sekil 4.27 ve
Sekil 4.28). Immunhistokimyasal osteokalsin ve osteopontin boyanan preparatlarda
osteokalsin (Sekil 4.29) ve osteopontin (Sekil 4.30) immumreaktivitesi pozitif alanlar

kirmizi-kahve renkte boyanmaisti.

Sekil 4.25. Kontrol-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok),
epitelizasyon (ok basi). H-E, X10.
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Sekil 4.26. Kontrol-28 grubu; Fibréz bag dokusu (y1ldiz), kemik trabekiilii (ok),.
H-E, X10.

Sekil 4.27. Kontrol-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok).
Trikrom, X4.
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Sekil 4.28. Kontrol-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok).
Trikrom, X10.

Sekil 4.29. Kontrol-28 grubu; Osteokalsin reaktivitesi pozitifligi (ok). ITHK, X20.
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Sekil 4.30. Kontrol-28 grubu; Osteopontin reaktivitesi pozitifligi (ok). THK,
X20.

CsA 28. giin grubu: Hematoksilen-eosin boyanan kesitlerin ¢ogunlugunda
soket alanlarinin biiyiikk kismmin granulasyon dokusu ile dolu oldugu goriildii. Bazi
kesitlerde soket alanini dolduran granulasyon dokusu ylizeyel bolgelerde nekrotik
yapida izlendi. Kesitlerde soket alani bazal bolgelerinde dar alanlar seklinde fibroz bag
dokusu izlendi. Fibroz bag dokusu ve granulasyon dokusu alanlarinda genel olarak orta
derecede inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlendi. Tek bir kesitte soket alani
yiizeyinde kiigiik epitelizasyon alani izlendi. Birkag kesitte soket alani1 bazal bolgesinde
kiigiik kemik trabekiilleri tespit edildi (Sekil 4.31 ve Sekil 4.32). Trikrom boyanan
kesitlerde soket alani bazal bolgelerinde fibroz bag dokusu mavi-yesil, granulasyon
dokusu kirmiz1 renkte izlendi (Sekil 4.33 ve Sekil 4.34). Immunhistokimyasal olarak
osteokalsin ve osteopontin boyama yapilan preparatlarda nadir olarak osteokalsin (Sekil

4.35) ve osteopontin (Sekil 4.36) immumreaktivitesi zayif pozitif alanlar izlendi.
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Sekil 4.31. CsA-28 grubu; Nekroz ve granulasyon dokusu (yildiz). H-E, X4.

Sekil 4.32. CsA-28 grubu; Nekroz ve granulasyon dokusu (yildiz). H-E, X10.
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Sekil 4.33. CsA-28 grubu; Nekroz ve granulasyon dokusu (yildiz). Trikrom, X4.

Sekil 4.34. CsA-28 grubu; Fibroz bag dokusu (bes nokta yildiz), nekroz ve
granulasyon dokusu (y1ldiz). Trikrom, X10.
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Sekil 4.35. CsA-28 grubu; Fibr6z bag dokusu (yildiz), osteokalsin reaktivitesi
negatif. IHK, X20.

Sekil 4.36. CsA-28 grubu; Fibroz bag dokusu (bes nokta yildiz), osteopontin
reaktivitesi negatif. IHK, X20.
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RSVL 28. giin grubu: Hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerin bir kisminda
dis soket alanlarinin 2/3 bazal kisimlarinin bir kisminda ise tiim soket alaninin fibroz
bag dokusu yapisinda oldugu goriildii. Dis soket alanindaki bag dokusu icerisinde
kemik trabekiillerinin diger tiim gruplardakinden daha fazla alan kapladigi izlendi.
Soket alani igerisinde Ozellikle ylizeye yakin alanlarda yer yer minimal diizeyde
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu tespit edildi. Bazi kesitlerde soket alani yiizeyinin
tamamen, bazi kesitlerde ise 2/3 yiizey alanmin c¢ok katli yassi epitel ile ortildiigi
izlendi. Kesitlerin tiimiinde soket alan1 bazal bolgelerinde daha yogun olmak {izere yer
yer yiizeye yakin bolgelerde genis kemik tarbekiilleri mevcuttu (Sekil 4.37 ve Sekil
4.38). Trikrom ile boyanan kesitlerde soket alanlarinin agirlikli olarak mavi-yesil renkte
boyanan kollajenden zengin fibréz bag dokusu ve primer kemik yapisindaki trabekiiller
ile dolu oldugu goriildii. (Sekil 4.39 ve Sekil 4.40). Immunhistokimyasal olarak
osteokalsin (Sekil 4.41) ve osteopontin (Sekil 4.42) boyanan preparatlarda osteokalsin
ve osteopontin immumreaktivitesi pozitif alanlar kirmizi-kahve renkte boyanmig olarak

izlendi.

Sekil 4.37. RSVL-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok),
epitelizasyon (ok bas1). H-E, X4.
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Sekil 4.38. RSVL-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), epitelizasyon (ok bast).
H-E, X10.

Sekil 4.39. RVL-28 grubu; Fibréz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok),.
Trikrom, X4.
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Sekil 4.40. RSVL-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii (ok),
Trikrom, X10.

Sekil 4.41. RSVL-28 grubu; Osteokalsin reaktivitesi pozitifligi (ok). IHK, X20.
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Sekil 4.42. RSVL-28 grubu; Osteopontin reaktivitesi pozitifligi (ok). IHK, X20.

CsA+RSVL 28. giin grubu: Hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerin
tiimiinde, dig soket alanlarinin bazal boliimlerinde hiicreden zengin fibroz bag dokusu,
apikal boliimlerinde ise genel olarak orta derecede inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
iceren granulasyon dokusu ile dolu oldugu goriildii. Granulasyon dokusu i¢inde yer yer
nekrotik odaklar izlendi. Bu gruptaki {i¢ kesitte soket alani yiizeyi kenar bolgelerinde
minimal olarak skorlanan epitelizasyon alanlar1 saptandi. Birka¢ kesitte soket alani
taban kisimlarinda, yer yer de orta tabakaya kadar uzanan kiiglik kemik trabekiillerine
rastland1 (Sekil 4.43 ve Sekil 4.44). Trikrom ile boyanan kesitlerde fibroz bag
dokusunun genellikle hiicreden zengin oldugu ve zayif mavi-yesil renkte boyandigi
gorildii. Kemik trabekiilleri primer kemik yapisinda olup mavi-yesil renkte izlendi
(Sekil 4.45 ve Sekil 4.46). Immunhistokimyasal olarak osteokalsin (Sekil 4.47) ve
osteopontin (Sekil 4.48) boyamalar1 uygulanan preparatlarda osteokalsin ve osteopontin

immumreaktivitesi pozitif alanlar kirmizi-kahve renkte izlendi.

59



Sekil 4.43. CsA+RSVL-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz). H-E, X4.

Sekil 4.44. CsA+RSVL-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii
(ok). H-E, X10.
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Sekil 4.45. CsA+RSVL-28 grubu; Fibréz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii
(ok). Trikrom, X4.

Sekil 4.46. CsA+RSVL-28 grubu; Fibroz bag dokusu (yildiz), kemik trabekiilii
(ok). Trikrom, X10.
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Sekil 4. 47. CsA+RSVL-28 grubu; Granulasyon dokusu (yildiz), osteokalsin
reaktivitesi pozitifligi (ok). IHK, X20.

Sekil 4.48. CsA+RSVL-28 grubu; Granulasyon dokusu (yildiz), osteopontin
reaktivitesi pozitifligi (ok). IHK, X20.
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4.1.3. Histolojik Bulgularin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Her grup kendi icinde ve diger tiim gruplarla, inflamasyon, epitelizasyon, bag
doku ve yeni kemik yapimi varligi agisindan degerlendirildiginde, Tablo 4.3’te

belirtilen sonugclar elde edildi.

Gruplar arasinda 14. giin inflamasyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.038; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili kargilastirmalar sonrasinda; CsA grubunun 14.
giin inflamasyon diizeyi, Kontrol (p:0.048) ve RSVL (p:0.029) gruplarindan anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda 14. giin inflamasyon

diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda 28. giin inflamasyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilikk bulunmaktadir (p:0.007; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonrasinda; RSVL grubunun
28. giin inflamasyon diizeyi, CsA (p:0.004) ve CsA+RSVL (p:0.010) gruplarindan
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda 28. giin
inflamasyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli  bir farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunda; 14. giin ve 28. giin inflamasyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.065; p>0.05).

CsA grubunda; 14.giin inflamasyon diizeyi, 28. giinden istatistiksel olarak
anlaml bir diizeyde yiiksektir (p:0.048; p<0.05).

RSVL grubunda; 14. giin inflamasyon diizeyi, 28. giinden istatistiksel olarak
anlaml bir diizeyde yiiksektir (p:0.010; p<0.05).

CsA+RSVL grubunda; 14. giin ve 28. giin inflamasyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.065; p>0.05) (Sekil 4.49).
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Tablo 4.3. Histolojik dl¢limlere iliskin degerlendirmeler

K (n=9) C (n=9) R (n=9) CR (n=9)
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS 'p
(medyan) (medyan) (medyan) (medyan)

inflamasyon 14.giin 1,7840,44 (2)  2,2240,44 (2)  1,6740,5 (2) 240 (2) 0,038*
28.giin 1,33+0,5 (1) 1,78+0,44 (2) 0,78+0,67 (1) 1,67+0,5 (2) 0,007*
p 0,065 0,048* 0,010% 0,065

Epitelizasyon 14.giin 0,44+0,53 (0)  0,11£0,33(0)  0,67+0,5(1)  0,22+0,44 (0) 0,075
28.giin 10,71 (1) 0224044 (0)  1,89+0,78 (2)  0,44+0,53 (0)  0,001*
p 0,087 0,539 0,003* 0,331

Bag Doku 14.giin 2224044 (2) 1224044 (1)  2,22+0,44 (2)  1,22+044 (1)  0,001*
28.giin 2,33+0,5 (2) 1,33+0,5(1)  2.22+0,44(2)  1,6740,5(2)  0,001*
p 0,609 0,609 1,000 0,065

Yeni Olusan 14.giin 0,44+0,53 (0)  0,22+0,44 (0) 120 (1) 0,22+0,44 (0)  0,003*

Kemik Doku 28.giin 10,5 (1) 0,3340,5(0)  1,44£0,53 (1)  0,56£0,53 (1)  0,002*
p 0,040* 0,609 0,028* 0,159

'Kruskal Wallis Test Mann Whitney U Test * p<0.05

K: kontrol grubu, C:CsA grubu, R:RSVL grubu, CR: CsA+RSVL grubu
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Sekil 4. 49. 14. ve 28. giinlerdeki inflamasyon bulgularinin grafiksel analizi

Gruplar arasinda 14. giin epitelizasyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak

anlaml bir farklilhik bulunmamaktadir (p:0.075; p>0.05). Gruplar arasinda 28. giin

epitelizasyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir

(p:0.001; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili
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karsilagtirmalar sonrasinda; RSVL grubunun 28. giin epitelizasyon diizeyi, Kontrol
(p:0.030), CsA (p:0.001) ve CsA+RSVL (p:0.001) gruplarindan anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunun 28. giin epitelizasyon diizeyi, CsA
grubundan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p:0.017; p<0.05). Diger gruplar
arasinda 28. gilin epitelizasyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunda; 14. giin ve 28. giin epitelizasyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.087; p>0.05).

CsA grubunda; 14. giin ve 28. giin epitelizasyon diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.539; p>0.05).

RSVL grubunda; 28. giin epitelizasyon diizeyi, 14. giinden istatistiksel olarak
anlamli bir diizeyde yiiksektir (p:0.003; p<0.05).

CsA+RSVL grubunda; 14. giin ve 28. giin epitelizasyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.331; p>0.05) (Sekil 4.50).
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K C R CR

H Epitelizasyon 14.giin M Epitelizasyon 28.glin

Sekil 4.50. 14. ve 28. giinlerdeki epitelizasyon bulgularinin grafiksel analizi.

Gruplar arasinda 14. giin bag doku diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamhi farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonrasinda; Kontrol ve RSVL
gruplarinin 14. giin bag doku diizeyleri, CsA (p:0.001) ve CsA+RSVL (p:0.001)
gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda 14.
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giin bag doku diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda 28. giin bag doku diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonrasinda; Kontrol grubunun
28. giin bag doku diizeyi, CsA (p:0.002) ve CsA+RSVL (p:0.017) gruplarindan anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). RSVL grubunun 28. giin bag doku diizeyi, CsA
(p:0.003) ve CsA+RSVL (p:0.029) gruplarindan anlamh diizeyde yiliksek bulunmustur
(p<0.05). Diger gruplar arasinda 28. giin bag doku diizeyleri acisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunda; 14. giin ve 28. giin bag doku diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.609; p>0.05).

CsA grubunda; 14. giin ve 28. giin bag doku diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.609; p>0.05).

RSVL grubunda; 14. giin ve 28. giin bag doku diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:1.000; p>0.05).

CsA+RSVL grubunda; 14. giin ve 28. giin bag doku diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.065; p>0.05) (Sekil 4.51).

K c R CR

B Bag Doku 14.glin  H Bag Doku 28.giin

Sekil 4.51. 14. ve 28. gilinlerdeki bag doku bulgularinin grafiksel analizi.
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Gruplar arasinda 14. giin yeni olusan kemik doku diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.003; p<0.05). Anlamliligin hangi
gruptan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonrasinda; RSVL
grubunun 14. giin yeni olusan kemik doku diizeyi, Kontrol (p:0.011), CsA (p:0.001) ve
CsA+RSVL (p:0.001) gruplarindan anlamli diizeyde yiliksek bulunmustur (p<0.05).
Diger gruplar arasinda 14. giin yeni olusan kemik doku diizeyleri agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda 28. giin yeni olusan kemik doku diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.002; p<0.05). Anlamliligin hangi
gruptan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar sonrasinda; RSVL
grubunun 28. giin yeni olusan kemik doku diizeyi, CsA (p:0.002) ve CsA+RSVL
(p:0.006) gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Kontrol
grubunun 28. giin yeni olusan kemik doku diizeyi, CsA grubundan anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur (p:0.016; p<0.05). Diger gruplar arasinda 28. giin yeni olusan
kemik doku diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunda; 28. giin yeni olusan kemik doku diizeyi, 14. gilinden
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde yiiksektir (p:0.040; p<0.05).

CsA grubunda; 14. giin ve 28. giin yeni olusan kemik doku diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.609; p>0.05).

RSVL grubunda; 28. giin yeni olusan kemik doku diizeyi, 14. giinden
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde yiiksektir (p:0.028; p<0.05).

CsA+RSVL grubunda; 14. giin ve 28. giin yeni olusan kemik doku diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.159; p>0.05)
(Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. 14. ve 28. giinlerdeki yeni olusan kemik doku bulgularinin grafiksel
analizi.

4.1.4 immiinohistokimyasal Bulgularin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Her grup kendi icinde ve diger tiim gruplarla, osteokalsin ve osteopontin varligi

acisindan degerlendirildiginde, Tablo 4.4’de belirtilen sonuclar elde edildi.

Gruplar arasinda 14. giin osteokalsin diizeyleri acisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonrasinda; RSVL grubunun
14. giin osteokalsin diizeyi, Kontrol (p:0.001), CsA (p:0.001) ve CsA+RSVL (p:0.001)
gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunun 14. giin
osteokalsin diizeyi, CsA (p:0.001) ve CsA+RSVL (p:0.001) gruplarindan anlamh
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). CsA ve CsA+RSVL gruplar arasinda 14. giin
osteokalsin diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir

(p>0.05).

Gruplar arasinda 28. giin osteokalsin diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonrasinda; RSVL grubunun
28. giin osteokalsin diizeyi, Kontrol (p:0.001), CsA (p:0.001) ve CsA+RSVL (p:0.001)
gruplarindan anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunun 28. giin
osteokalsin diizeyi, CsA (p:0.001) ve CsA+RSVL (p:0.035) gruplarindan anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). CsA+RSVL grubunun 28. giin osteokalsin
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diizeyleri, CsA grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur

(p:0.001; p<0.05).

Tablo 4.4. Immiinohistokimya dl¢iimlerine iliskin degerlendirmeler

K (n=9) C (n=9) R (n=9) CR (n=9)
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS p
(medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
Osteokalsin 14.giin 32,22+12,02 2,22+4 41 82,22+24,89 3,33+7,07 .
(30) 0 (80) 0 A
28.giin 31,11+6,01 3,33+7,07 100+£25,98 22,2249,72
(30) 0 (120) (20) B
p 0,801 0,903 0,148 0,001*
Osteopontin  14.giin 31,11+3,33 1,11+3,33 33,3345 1,67+5 0.001*
(30) (0) (30) (0) ,
28.giin 42,22421,67 2,22+4.41 92,22+28,19 55,56+£31,27 .
(30) ) (90) (60) B
p 0,224 0,539 0,001+ 0,001+
'Kruskal Wallis Test 2Mann Whitney U Test * p<0.05

K: kontrol grubu, C:CsA grubu, R:RSVL grubu, CR: CsA+RSVL grubu

Kontrol grubunda; 14. giin ve 28. giin osteokalsin diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.801; p>0.05).

CsA grubunda; 14. giin ve 28. giin osteokalsin diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.903; p>0.05).

RSVL grubunda; 14. giin ve 28. giin osteokalsin diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.148; p>0.05).

CsA+RSVL grubunda; 28. giin osteokalsin diizeyi, 14. gilinden istatistiksel
olarak anlamli bir diizeyde yliksektir (p:0.001; p<0.05) (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. 14. ve 28. giinlerdeki osteokalsin bulgulariin grafiksel analizi.

Gruplar arasinda 14. giin osteopontin diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farkliik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonrasinda; Kontrol ve RSVL
gruplarinin 14. giin osteopontin diizeyleri, CsA (p:0.001) ve CsA+RSVL (p:0.001)
gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda 14.
giin osteopontin diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05).

Gruplar arasinda 28. giin osteopontin diizeyleri acisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan
kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonrasinda; RSVL grubunun
28. glin osteopontin diizeyleri, Kontrol (p:0.002), CsA+RSVL (p:0.020) ve CsA
(p:0.001) gruplarindan anlamhi diizeyde yiliksek bulunmustur (p<0.05). Kontrol ve
CsA+RSVL gruplarinin 28. giin osteopontin diizeyleri, CsA grubundan anlamli diizeyde
yiikksek bulunmustur (p:0.001; p<0.05). Diger gruplar arasinda 28. giin osteopontin

diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Kontrol grubunda; 14. giin ve 28. giin osteopontin diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.224; p>0.05).

CsA grubunda; 14. giin ve 28. giin osteopontin diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.539; p>0.05).
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RSVL grubunda; 28. giin osteopontin diizeyi, 14. giinden istatistiksel olarak
anlamli bir diizeyde yiiksektir (p:0.001; p<0.05).

CsA+RSVL grubunda; 28. giin osteopontin diizeyi, 14. gilinden istatistiksel
olarak anlaml bir diizeyde yiiksektir (p:0.001; p<0.05) (Sekil4.54).
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Sekil 4.54. 14. ve 28. giinlerdeki osteopontin bulgularinin grafiksel analizi.
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5. TARTISMA

CsA, segici olarak T-lenfositleri baskilamasi ve lenfokin salinimimi ve
sekresyonunu bloke etmesi nedeniyle immiin hastaliklarin tedavisinde ve organ
transplantasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (14, 54). CsA’nin nefrotoksisite
hepatotoksite, gingival hiperplazi gibi pek ¢ok yan etkisi bulunmaktadir (12, 15, 19, 20,
22). CsA’nin bu yan etkilere neden olan mekanizmasi ise hala tartisma konusudur.
Ancak ¢ok sayida ¢alisma CsA’nin indiikledigi toksisitenin oksidatif stres sonucunda
olabilecegini desteklemektedir. Bu yiizden CsA’nin indiikledigi yan etkileri azaltmak
icin antioksidan ajanlarin kullaniminin yararl olabilecegi belirtilmistir (12, 21-23).
CsA’nm tiim bu yan etkilerinden baska kemik doku iizerine de ¢esitli olumsuz etkileri
mevcuttur. Yapilan deneysel calismalarda CsA’nin oral ve dental iskeleti igeren kemik

dokusu iizerinde osteoporotik degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (13-18).

Literatiire bakildiginda CsA’nin gingival hiicre metabolizmasi iizerine etkilerini
arastiran pek ¢ok calisma olmasina ragmen sert dokular, dis ve ¢evre kemik dokusu

izerine odaklanan ¢ok az ¢alismaya rastlanmaktadir (14, 17).

Glinlimiizde, CsA uygulamasmin deneysel c¢alismalarda standart olarak
belirtilmis bir protokolil heniiz yoktur. Ancak ¢alismamizda uygulanacak CsA dozu ve
uygulama sekli Wassef ve ark. (106)’nin yaptig1 calisma temel alinarak secilmistir.
Wassef ve ark. (106) siganlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, farkli doz ve uygulama
yolunun, CsA farmakokinetigi lizerine olan etkilerini arastirmiglardir. Denekleri, her
grupta 4’er adet bulunmak iizere 7 gruba ayirmislardir. CsA, her sigcana giinde bir kez,
bes gilin boyunca farkli doz ve yolla uygulanmigtir. Subkutan yolla CsA uygulamanin,
serumda yeterli ve sabit bir seviye meydana getirdigi, uygulamadan sonraki donemde
ise cok kiiciik bir degisiklik olustugu bildirilmistir. Biyoyararliligin %47-77 arasinda
oldugu ve 10 mg/kg/giin dozun giivenilir oldugu ifade edilmistir. Ayrica Bolzani ve ark.
(19) da caligmalarinda CsA’yr giinlik 10 mg/kg olacak sekilde subkutan yolla
vermislerdir. Spolidorio ve ark. (107) ise bu dozda CsA verilmesinin siganlarda anlamli

alveol kemik kaybina neden oldugunu gostermistir.

Bolzani ve ark. (19) yaptiklar1 60 giinliikk calismada Wistar ratlara CsA’y1 10
mg/kg dozunda subkutan yolla uygulamiglardir. Bu ¢alismanin bulgularinda gingival

fibroblast kiiltlirlinde matriks metalloproteinaz 1 ve 3’lin CsA tarafindan inhibe edildigi
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gosterilmistir. Ayrica insan gingival fibroblast kiiltiirlinde ve sicanlarda matriks

metalloproteinaz 2 aktivitesini azaltmistir.

Silva ve ark. (11) sicanlar lizerinde yaptiklari bir ¢calismada CsA uygulamasinin
dis ¢cekim yarasi iyilesmesinde matriks metalloproteinaz aktivitesi lizerine olan etkilerini
incelemislerdir. Bu ¢alismada 30 adet Wistar sigan deney ve kontrol grubu olarak ikiye
ayrilmistir. Deney grubundaki 15 sigana ¢ekimden once 7 giin ve ¢ekimden sonra 5 giin
10 mg /kg/glin dozunda CsA subkutan yolla verilmistir. 8. giin deneklerin 1. ve 2. alt
blyiik az1 disleri ¢ekilmis ve 5. giinde denekler sakrifiye edilmistir. Calismalari
sonucunda CsA’nin soket iyilesmesinde granulasyon dokusunun erken fazlarinda
matriks metalloproteinaz 2 ve 9 aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu gozlemler

CsA’nin dis ¢ekimini takiben yara iyilesmesini engelleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calismada da denek olarak Sprague Dawley cinsi siganlar kullanildi. CsA
uygulanacak gruplardaki sicanlara ¢ekimden 6nce 7 giin boyunca giinliik 10 mg/kg CsA
subkutan yolla uygulandi. 8. giinde sicanlarin alt sol 1. ve 2. biiyiik az1 disleri ¢ekildi.
Cekimden sonra 28. giin boyunca her giin CsA uygulanmaya devam edildi. Denekler
14. ve 28. giinde sakrifiye edilip, alt ¢ceneleri incelenmek tizere ¢ikartildi. Calismamizda
uyguladigimiz calisma protokolii, Bolzani ve ark. (19) ve Silva ve ark. (11)

uyguladiklart ¢alisma protokolil ile uyumluluk gostermektedir.

Gau ve ark. (18) CsA uygulamasinin dis ¢ekimi yarasi iyilesmesi iizerine olan
etkilerini incelemiglerdir. Bu ¢aligmada toplam 60 adet Sprague-Dawley sigan
kullanilmis ve denekler 3 ana gruba ayrilmustir. Iki gruptaki siganlarin, {ist sag biiyiik
az1 disleri ¢ekilmis, 3’iincii gruptaki deneklerden ise ¢ekim yapilmamustir. Birinci gruba
giinliik 15 mg/kg CsA gavaj yoluyla verilirken, diger iki gruba CsA uygulanmamuistir.
Her gruptan 5’er denek 5., 10., 14. ve 28. giinlerde sakrifiye edilmis ve alinan 6rnekler
histolojik olarak incelenmistir. 5. ve 10. giinlerde her {i¢ grupta da kemik hacminin
anlaml olarak daha diisiik ve ilik hacminin ise anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. 10. ve 14. giinlerde kemik hacminin CsA uygulanan grupta daha diisiik
oldugu bulunmustur. Osteoid hacminin, CsA verilen grupta, 10. ve 14. glinlerde anlaml1
derecede diisiik ve 28. gilinde anlamli derecede yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayni
zamanda bu calismada 14. ve 28. giinlerde histometrik yumusak doku analizi de
yapilmistir. Epitel, bag dokusu ve total doku alanlar1 28. giinde CsA uygulanan grupta

anlamli derecede yiiksek bulunurken, 14. giinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
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gbézlenmemistir. Sonug¢ olarak, CsA uygulamasinin, dis ¢ekiminden sonra alveolar
soketlerin ve gingival dokularin iyilesmesini etkileyebilecegi, ayrica CsA uygulamasina
bagli histopatolojik degisikliklerin sert dokularda yumusak dokulara oranla daha hizh
meydana geldigi bildirilmistir.

Fu ve ark. (14) tarafindan yapilan calismada CsA’nin alveolar kemik iizerine
etkileri incelenmistir. Bu deneysel ¢alismada 60 adet Sprague-Dawley sican, deney ve
kontrol grubu olarak ayrilmistir ve CsA 30 mg/kg/glin olmak {iizere gavaj ile
uygulanmistir. Daha sona her iki gruptan 2., 4. ve 6. haftada 10’ar denek sakrifiye
edilmistir. Histolojik inceleme sonucunda CsA uygulanan grupta periodontal alanlarda
artmis osteoklazi ve simfizal alanlarda azalmis kemik formasyonu gézlenmistir. Sonug
olarak, bu ¢alismada, CsA uygulamasinin alveolar kemik metabolizmasini iizerine etkili

oldugu bildirilmistir.

Fu ve ark. (15) siganlarda 4 hafta siireyle 15 mg/kg CsA kullaniminin sag iist 2.
molar dis etrafindaki alveol kemigi ve diseti tizerindeki etkilerini baska bir ¢aligmada
incelemislerdir. Yapilan histomorfometrik incelemede CsA uygulanan grupta osteoid
hacminde anlamli bir farklilik gézlenmezken, trabekiiler kemik hacminde anlamli bir
azalma oldugu tespit edilmistir. Ayrica yumusak doku incelemelerinde CsA grubunda
epitel, bag doku ve total yumusak doku alanlarinda anlamli bir artis bulunmustur.
Calisma sonucunda CsA uygulamasinin yumusak doku biiylimesi ile beraber alveolar

kemik morfolojisinde de degisikliklere neden oldugu bulunmustur.

Shen ve ark. (17) yaptiklar1 deneysel ¢alismada, CsA kullaniminin, siganlarin
alveol kemigi histomorfolojisi iizerine olan etkisini incelemislerdir. 20 adet Sprague-
Dawley sigan deney ve kontrol grubu olarak ayrilmistir ve CsA 15 mg/kg/giin olmak
lizere gavaj yoluyla uygulanmistir. 2. ve 4. haftada her gruptan 5’er denek sakrifiye
edilmistir. Histopatolojik inceleme ig¢in ikinci biiylik az1 disi etrafindaki alveol
kemiginden frontal kesitler alinmistir. Kemik hacmi, ilik hacmi, osteoid formasyonu
gibi histometrik kemik 6l¢timleri alveol kemigin bukkal, palatinal ve apikal alanlarindan
yapilmistir. Alveolar kemik morfolojisi ile ilgili bulgularda kemik kitlesi CsA
uygulanan grupta daha fazla azalmistir. Ince ve dagmik osteoid doku kemik
yiizeylerinde belirlenmis ancak CsA uygulanan deneklerdeki osteoid dokunun daha ince
oldugu saptanmistir. CsA uygulanan grupta, 2. haftanin sonunda palatal ve apikal

bolgelerde, 4. haftada apikal bolgelerde kemik hacminin azaldigi ve ilik hacminin ise
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arttig1 tespit edilmistir. Azalmis osteoid hacmi, CsA uygulanan grupta, 2. haftanin
sonunda palatal bolgelerde ve 4. haftanin sonunda ise palatal ve apikal bolgelerde
gozlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda 2 ve 4. haftanin sonunda kemik kitlesi ve
osteoid hacminde azalma gozlenmistir. Bu nedenle arastirmacilar CsA kullaniminin

alveolar kemik formasyonu {izerine inhibitdr etkisinin oldugu sonucuna varmislardir.

Movsowitz ve ark. (16) sicanlarda CsA’nin farkli doz ve zamanlarda
uygulanmasinin kemik mineral metabolizmasi iizerine etkilerini incelemislerdir.
Calismada 60 adet Sprague-Dawley sigan kullanilmistir. Denekler 1 kontrol ve 2 deney
grubu (diisiik doz ve yiiksek doz grubu) olarak 3 ana gruba ayrilmistir. Diisiik doz
grubuna 7,5 mg/kg/glin ve yiiksek doz grubuna 15 mg/kg/giin CsA gavaj yoluyla
uygulanmistir. Her gruptan 10’ar denek 14. ve 28. giinlerde sakrifiye edilmistir. Bu
calismaya gore kemik rezorpsiyonu ve trabekiiler kemik kaybinin 14. giinde yiiksek doz
grubunda ve 28. giinde her iki deney grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede

azalmis oldugu bulunmustur.

Duarte ve ark. (13) tarafindan yapilan bir calismada CsA uygulamasinin implant
cevresindeki kemik iyilesmesi lizerine etkileri arastirilmistir. Calismada 28 adet Yeni
Zellanda tavsani kullanilmig ve tavsan tibialarma 2’ser adet bilateral implant
yerlestirilmistir. Denekler grup A, B, C ve D olarak 4 ana gruba ayrilmistir. Grup
B’deki deneklere 10 mg/kg/giin CsA ve grup D’deki deneklere 0,5 mg/kg/giin Nifedipin
verilmistir. Grup A ve B 14. giinde ve grup C ve D 42. giinde sakrifiye edilmistir.
Gruplar arasinda 14. ve 42. giinlerde osseointegrasyon agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak CsA ve Nifedipin uygulamasinin implant
cevresindeki kemik alanlarinda anlamli bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir.
Aragtirmacilar, ¢alisma sonunda, CsA/Nifedipin tedavisinin implant ¢evresindeki kemik

iyilesmesini etkileyebilecegini belirtmislerdir.

Sakakura ve ark. (108) tarafindan yapilan bir ¢aligmada da CsA tedavisinin
implant ¢evresindeki kemik iyilesmesi lizerine etkileri arastirilmistir. Caligmada 18 adet
Yeni Zellanda tavsani kontrol ve deney grubu olarak 2 ana gruba ayrilmistir. Deney
grubuna CsA 10 mg/kg/giin olmak iizere subkutan yolla verilmistir. implantlar CsA
tedavisinden 3 giin sonra tavsanlarin tibialarina bilateral olarak yerlestirilmistir.
Postoperatif 4., 8. ve 12. haftalarda denekler sakrifiye edilinceye kadar CsA

uygulanmaya devam edilmistir. Bu c¢alismanin sonunda, uzun dénem CsA
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uygulamasinin implant ¢evresindeki kemik iyilesmesini negatif yonde etkileyebilecegi
bildirilmigtir. Yine Sakakura ve ark. (109) tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada CsA
tedavisinin implant ¢evresindeki kemik densitesi iizerine etkileri incelenmistir. 40 adet
Yeni Zellanda tavsanmi kontrol ve deney grubu olarak 2 ana gruba ayrilmistir. CsA
tedavisi, implant yerlestirilmesinden 3 giin dnce baslamis ve deneklerin postoperatif
olarak 4. ve 8. haftalarda sakrifiye edilene kadar devam edilmistir. 4. ve 8. haftalarda
kontrol grubunda implant c¢evresindeki kemik densitesinde anlamli bir artis
gozlenmistir. Buna karsilik deney grubunda kemik densitesi siirekli azalmistir. 8.
haftada ise kontrol ve deney grubu arasinda kemik densitesi agisindan anlamli bir
farklilik  tespit edilmistir. Sonu¢ olarak uzun doénem CsA uygulamasinin
osseointegrasyon siirecinde titanyum implant c¢evresindeki kemik densitesini

azaltabilecegi bildirilmistir.

CsA birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (107, 110). Alveolar kemik
kayb1 CsA tedavisinin 6nemli yan etkilerinden biri olmasina ragmen, bu olumsuz
etkinin onlenmesi ve tedavi edilmesi i¢in belirlenmis bir protokol heniiz yoktur (111).
Son zamanlarda, yapilan ¢alismalar bifosfonat (alendronat) ve statin (simvastatin) gibi
antirezorptif ajanlarin sicanlarda CsA ile indiiklenen alveol kemik kaybu iizerine yararh
etkilere sahip oldugunu gostermistir (107, 110, 112). Ancak bu ajanlarin pek cok yan
etkisi bulunmaktadir (111). Bu yiizden yan etkileri daha az ve benzer yarar saglayan
alternatif 1ilaglar, c¢alismalarin hedefi haline gelmistir ve bitkilerden hazirlanan
antioksidan bilesik ve {iriinlerin kullanim1 artmistir (6, 7). Bu bilesikler arasinda siyah
lizim kabugunda (50-100 pg/gr) bulunan RSVL (3, 4°, 5 trihidroksistilben), ¢esitli
klinik ve farmakolojik caligmalar 1s18inda 6nemli hale gelmistir. RSVL giiclii
antioksidan  o6zelliginin yam1  sira  antidiabetik, antineoplastik, antiplatelet,

antiinflamatuar ve kemik koruyucu aktivitesi de olan bir ajandir (8-10).

In vivo c¢aligmalarda RSVL’nin giinliik 5-10 mg/kg arasindaki dozlarda
uygulandiginda segici olarak COX-1 inhibe ettigi gosterilmistir (113, 114).
Literatiirdeki ¢ogu c¢alismada RSVL sistemik olarak 5-100 uM arasindaki
konsantrasyonlarda kullanilmistir (115-118). Daha onceki veriler, hayvan modelinde
benzer konsantrasyonlarda RSVL’nin etkili oldugunu gostermistir (119). Wang ve ark.
(120) tavsan osteoartrit modelinde giinliik 10-50 pmol/kg RSVL uygulamasinin kartilaj
destriiksiyonuna karsi koruyucu eki gdosterdigini bildirmistir. Elmali ve ark. (115)

yaptiklar1 ¢aligmalarinda koruyucu etki gosteren terapotik doz olarak 10 umol/kg/giin
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RSVL kullanmistir. Bu ¢alismada kullanilan RSVL dozu da bu raporlar dogrultusunda
secilmigtir. RSVL pek c¢ok ¢alismada giinliik intraperitonal uygulama ile verilmistir (8,
121, 122). Bu ¢alismalar dogrultusunda RSVL’yi vermek i¢in kullanacagimiz uygulama

sekli intraperitonal enjeksiyon olarak secilmistir.

Son zamanlarda, RSVL’nin klinik kullanimi ile ortaya ¢ikan cesitli yararh
etkilerine ilaveten bu bilesigin kemik metabolizmasi lizerine etkileri de bildirilmistir

(123).

RSVL’nin kemik metabolizmasi1 {iizerine etkilerini inceleyen ilk c¢alisma
Mizutani ve ark. (93) tarafindan yapilmistir. Bu calismada RSVL’nin in vitro olarak
osteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin diferansiyasyon ve proliferasyonunu stimule ettigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda RSVL’nin MC3T3-E1 hiicrelerinin prolil hidroksilaz ve
alkalin fosfataz aktivitesini artirdig1 ve osteklast formasyonunun endojen destekleyicisi
olan prostaglandin-E2’nin {iretimini inhibe ettigi bildirilmistir. Alkalin fosfataz
osteoblastik aktivitenin yaygin olarak tanman biyokimyasal markeridir ve bu enzimin
kemik mineralizasyonunda da rol oynadigina inanilmaktadir. Ayni arastirmacilar
RSVL’nin kok hiicrelerden osteoklastlara farklilagsmayi inhibe ettigini belirtmistir.
Sonug olarak RSVL’nin in vitro osteoblastik hiicre kiiltiirlinde kemik olusumu iizerine
stimiile edici bir etkiye sahip oldugu ve osteoporozun tedavisi ve dnlenmesinde yararl

olabilecegi belirtilmistir.

Boissy ve ark. (124) kemik hiicreleri ve myelom iizerine RSVL’iin etkilerini
arastirmistir. Yapilan in vitro ¢alismada bu dogal bilesigin osteoblast farklilasmasini
arttirdigi, osteoklastogenezi ve kemik rezorpsiyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Son
olarak, bu bilesigin, insan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinde osteokalsin ve

osteopontin gibi osteoblast markerlarini doz-bagimli olarak arttirdig: bildirilmistir.

RSVL’nin gii¢lii osteojenik kapasitesi ile ilgili bilimsel raporlar mevcuttur (125,
126). Backesjo ve ark. (126) tarafindan yapilan in vitro ¢alismada RSVL’nin yeni
kemik olusumu ile sonuglanacak sekilde osteoblast farklilagmasini arttirdig1 ve adiposit
formasyonunu inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica bu bulgularin osteoporoz igin yeni
tedavi rejimleri bulma konusunda yardimei olabilecegi bildirilmistir. Yine Singh ve ark.
(125) tarafindan yapilan bagka bir in vitro ¢alismada RSVL’nin sigara ile iligkili alveol
kemik kayiplarinda ve periodontal hastaliklarda gelecek vaad eden terapotik ve

koruyucu bir ajan olabilecegi vurgulanmastir.
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Dai ve ark. (9) insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiiriinde
RSVL’nin osteoblastik maturasyon ve proliferasyon flizerine in vitro etkilerini
arastirmistir.  Kiiltiirlere farkli dozlarda RSVL konsantrasyonlar1  (10°-10* M)
uygulanmistir. Bu ¢alismada RSVL’nin (10%-10° M) zaman ve doza bagl olarak
hiicre proliferasyonunu ve osteoblast farklilasmasini stimiile ettigi gézlenmistir. Ayni
zamanda RSVL kaynakli stimiilasyonlarin Ostrojen reseptdr (ER) sinyalizasyonu ile
baglantili olabilecegi ve ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERKI1/2)
aktivitesini arttirdigi  bulunmustur. Ayni c¢alismada RSVL ile indiiklenen ER
sinyalizasyonu ve ERKI1/2 aktivitesinin RUNX2/CBFA1 gibi osteojenik genlerin

ekspresyonunu da arttirdigi gozlenmistir.

Bu in vitro ¢alismalardan elde edilen ilk dncii bulgular, RSVL’nin ovarektomi
(95) veya immobilizasyon (127) gibi nedenlerden dolayr olusan kemik kaybini
engelledigi farkli patolojiye sahip osteoporozlu hayvan modellerinde kanitlanmistir.
Bunun yani sira, yasa bagl kemik kayb1 gelisen normal farelerde, uzun donem RSVL
uygulamasinin, kemik mineral yogunlugunda yasa bagli olarak gelisen bozulmayi

onledigi bildirilmistir (128).

In vitro olarak RSVL’nin 6strojenik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (129).
Ostrojen eksikliginin neden oldugu kemik kaybr ile ilgili terapdtik ajan olarak RSVL’yi
arastiran ve ovarektomi uygulanmis sican modeli kullanan bes preklinik c¢alisma

yaymlamistir (95, 130-133).

Liu ve ark. (95) ovarektomize sigan modelinde RSVL’nin kemik kayb1 iizerine
etkilerini arastirmistir. Bu calismada Wistar sicanlar 4 gruba ayrilmis ve RSVL, 0.7
mg/kg olmak iizere gavaj yolu ile 12 hafta boyunca verilmistir. Kemik yogunlugunun
ve kalsiyum igeriginin, ovarektomi ile beraber RSVL uygulanan grupta sadece
ovarektomi yapilan gruba gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
bulgular RSVL’nin kemik yogunlugunu artirdigin1 ve kemik kalsiyum igeriginin
azalmasini inhibe ettigini gostermistir. Ayrica bu bulgular RSVL’nin 6strojen eksikligi

sonucu olugan kemik kaybina kars1 koruyucu bir rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir.

Lin ve ark. (130) ovarektomi uygulanan sigcanlarda yaptiklar1 caligmalarinda
RSVL’nin kemik densitesi lizerine etkilerini arastirmistir. Farkli dozlarda RSVL (5, 15,
45 mg/kg) 90 giin boyunca uygulanmistir. Calisma sonucunda ovarektomize siganlarda

giinlik RSVL aliminin kemik turnoverimi indiikledigi gdosterilmistir. Ayrica bu
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calismada 45 mg/kg RSVL uygulanan grubun diger gruplara gore kemik
rezorpsiyonunu baskilamada daha etkili oldugu bulunmustur. Ayrica, kemik
olusumunun iki marker1 olan, osteokalsin ve serum alkalen fosfataz, 45 mg/kg RSVL

uygulanan si¢anlarda en yiiksek olarak bulunmustur.

Mizutani ve ark. (134) tarafindan yapilan ¢alismada 8 hafta boyunca uygulanan
5 mg/kg RSVL dozunun femur dayaniklilik kaybini azalttig1 bildirilmistir.

Sehmisch ve ark. (132) tarafindan ovarektomi uygulanmis si¢anlarda yapilan
calismada 50 mg/kg RSVL’nin kemik yogunlugu {izerine herhangi bir etkisi

saptanamamigtir.

Zhao ve ark. (133) 12 hafta boyunca ovarektomi uygulanmis sicanlara giinliik
20, 40 ve 80 mg/kg RSVL uygulamistir. 40 ve 80 mg/kg RSVL dozlarmin femur
boynunda kemik mineral densite kaybini ve trabekiiler bozulmay1 azalttigi bulunmustur.
80 mg/kg RSVL dozu (117.2 £ 9.5 mm), 6strojen replasman tedavisi (ERT; 100.4 +
10.2 mm) ile karsilastirilabilecek sekilde femur trabekiil bosluklarinda azalma

saglamistir.

Uysal ve ark. (135) rapid maksiller ekspansiyon yapilmis sicanlarda yaptiklari
bir ¢alismada, lokal RSVL uygulamasinin midpalatal suturda kemik formasyonu
izerine olan etkilerini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada RSVL midpalatal sutura tek doz
10 umol/kg RSVL enjekte edilmistir. Suturdaki kemik olusumu histomorfometrik
olarak degerlendirilmistir. Yeni olusan kemik alani, yeni olusan kemik yiizdesi,
osteoblast sayis1 ve Feret ¢cap1 (bir alanda en uzun mesafe) gibi 6lgiimlerin kontrol grubu
ile kiyaslandiginda deney grubunda onemli Slgiide daha biiylik oldugu saptanmustir.
Sonug¢ olarak, rapid maksiller ekspansiyon yapilmis sicanlarda lokal RSVL
uygulamasinin kemik olusumunu stimiile ettigi ve retansiyon periyodunu kisalttig
gbzlenmistir. Bu prensiple RSVL’iin kemik fraktiirlerinin tedavi edilmesinde ve

distraksiyon osteogenezinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

RSVL’nin kemik yaralar1 lizerine etkilerini degerlendiren ilk ¢aligma ise Casarin
ve ark. (6) tarafindan yapilmistir. Bu calismada RSVL uygulamasinin kalvaryal defekt
ve titanyum implant ¢evresindeki kemik iyilesmesi {lizerine etkileri degerlendirilmistir.
30 adet Wistar sigan kontrol ve RSVL grubu olarak ikiye ayrilmistir. Deneklerin
kalvaryumlarina 5 mm g¢apinda kriktik boyutlu defek agilmis ve yine tibialarina
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titanyum implant (4 mm boyunda, 2.2 mm c¢apinda) yerlestirlmistir. RSVL 30 giin
boyunca 10 mg/kg dozunda gavaj yoluyla uygulanmistir. Histomorfometrik analiz ile
kalvaryal defeklerde iyilesmis ve kalan defek alanlar1 belirlenmistir. Implantlar ise ters
tork kuvveti ile ¢ikarilmis ve ters tork kuvvet degerleri kaydedilmistir. Ayrica kemik
morfogenetik  protein (BMP)-2, BMP-7, osteopontin, kemik sialoprotein,
osteoprotegerin, reseptdr aktivator NF-kB ligandi (RANKL) i¢in gen ekspresyon analizi
de yapilmistir. Calisma bulgularinda iyilesmeden kalan defektlerin RSVL grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldig1 gosterilmistir. Ters tork degerlerinin
RSVL grubunda anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Gen ekspresyon analizinde
ise RSVL nin sistemik alimimin BMP-2, BMP-7 ve osteopontin ekspresyonunu anlamli
derecede arttirdig1 belirlenmistir. Sonu¢ olarak, bu calisma ile RSVL uygulamasinin
kritik boyutlu defekt onarimini ve titanyum implantlarin biyomekanik retansiyonunu
artirdigl, ayrica BMP-2, BMP-7 ve osteopontin ekspresyon seviyelerini etkiledigi
gosterilmistir. Bu sonuglar bu maddenin kronik kullaniminin, kemik iyilesme
stireclerinde ve dissiz bireylerin dental implantlar ile rehabilitasyonunda faydali bir

tedavi edici ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica Song ve ark. (91) fare kemik iliginden gelisen mezensimal kok hiicre
kiiltiiriiniin osteoblastik farklilagma ve proliferasyonu tizerine RSVL ve CsA’nin in
vitro etkilerini aragtirmiglardir. Bu calismada RSVL’nn nitrik oksit/siklik guanozin
mono fosfat (NO/cGMP) sinyal yolu ile osteoblast farklilagmasini ve proliferasyonunu
artirdig1 bulunmustur. CsA’nin, fare kemik iliginden gelisen mezensimal kok hiicrelerin
osteoblastik farklilasma ve proliferasyon {izerine inhibitér etkisinin oldugu
bulunmustur. Ayrica CsA’nin neden oldugu inhibitor etkiye karst RSVL’nin koruyucu
etkisinin oldugu saptanmistir. Bu bulgular RSVL’nin CsA kaynakli osteoporozu

Onleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Yaptigimiz ¢aligmanin bulgulara gore, 28. giine dogru 4 grupta da yeni kemik
yapimi artmis ancak sadece kontrol ve RSVL gruplarinda 28. giine dogru yeni kemik
yapimi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik goézlenmistir. 14. ve 28. giinlerde
en fazla yeni kemik yapiminin RSVL grubunda oldugu bulunmustur. Kontrol grubunda
ise CsA ve CsA+RSVL gruplarina gore daha fazla kemik yapimi gozlenmistir. CsA ve
CsA+RSVL gruplarindaki yeni kemik yapimi 14. giinde benzer iken 28. giinde CsA ile
beraber RSVL’nin uygulandigi grupta anlamli olmasa da bir artis goézlenmistir. Bu

bulgular CsA uygulanan sicanlarda RSVL uygulamasinin erken dénemde (14. giin)
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cekim soketindeki yeni kemik yapimi iizerine etki gdstermedigini, uzun dénemde ise
CsA’nin baskiladig1 etkileri geri dondiirerek yeni kemik yapimini artirabilecegini

diistindiirmektedir.

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglar1 Casarin ve ark. (6), Song ve ark. (91), Uysal ve

ark. (135) tarafindan yapilan deneysel caligmalar ile uyumluluk gostermektedir.

Calismamizin  bulgularima goére 14. ve 28. glinlerde gruplar arasinda
epitelizasyon varlig1 agisindan, sadece 28. giinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmistir (p:0.001). 28. giin epitelizasyon diizeyi RSVL grubunda diger gruplara
gore, kontrol grubunda ise CsA grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilhik gozlenmemistir. Bu sonuglar CsA
uygulamasimnin ¢ekim soketlerindeki epitelizasyonu geciktirdigini ve CsA uygulanan
sicanlarda ise RSVL uygulamasinin ¢ekim soket epitelizasyonu {izerine onemli bir
etkisinin olmadigini1 diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda RSVL grubu icinde 14. ve 28.
giinlerde epitelizasyon acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik go6zlendigi

(p:0.003) 28. giine dogru bu grupta epitelizasyonun arttig1 gériilmiistiir.

Yara iyilesmesini degerlendirmek i¢in kullandigimiz alveolar soket icerisinde
yeni olusan bag dokusu 14. ve 28. glinlerde kontrol ve RSVL gruplarinda CsA ve
CsA+RSVL gruplarina gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Yaptigimiz calismada 14. ve 28. giinlerde gruplar arasinda inflamasyon varlig
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir (p:0.038, p:0.007). 28. giinde
inflamasyon bulgusu en az goriilen grup RSVL grubu olup, en fazla iltihap bulgusu ise
CsA grubunda gozlenmistir. CsA ve CsA+RSVL gruplarn arasinda ise anlamli bir
farklilik saptanmamistir. Bu sonuglar RSVL uygulamasinin ¢ekim soketlerinde
inflamasyonu azalttigit ancak CsA uygulanan sicanlarin ¢ekim soketlerindeki

inflamasyonu azaltmada 6nemli bir etkisinin olmadigini diisiindiirmektedir.

Bu  calismada  kemik  iyilesme  silirecini  degerlendirmek  igin
immiinohistokimyasal teknikler kullanilmistir ve osteokalsin ve osteopontin markerlari
sigan kemik dokularinda degerlenlendirilmistir. Yaptigimiz caligmada gruplar arasinda
14. ve 28. giinde osteokalsin diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.001, p:0.001). 14. ve 28. glinde osteokalsin diizeyi RSVL grubunda
diger gruplara gore, kontrol grubunda ise CsA ve CsA+RSVL uygulanan gruplara gore

81



anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. 14. giinde CsA ve CsA+RSVL gruplari arasinda
ise osteokalsin diizeyinde anlamli bir farklilik bulunamazken, 28. giin osteokalsin
diizeyi CsA+RSVL grubunda CsA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur. Ayrica CsA+RSVL grubu i¢inde 28. giine dogru osteokalsin
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Bu sonuclar RSVL uygulamasinin ¢ekim
soketlerinde osteokalsin seviyesini artirdig1 ancak CsA ile beraber uygulandiginda erken
donemde ¢ekim soketlerindeki osteokalsin diizeylerinde 6nemli bir etkisinin olmadigini,
uzun donemde ise CsA’nin baskiladigi osteokalsin ekspresyonunu artirdigini
diistindiirmektedir. Elde ettigimiz sonuglar Boissy ve ark. (124) tarafindan yapilan in
vitro ¢alisma ile ayrica Lin ve ark. (130) tarafindan ovarektomize siganlarda yapilan

calisma bulgulari ile uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda gruplar arasinda 14. ve 28. giinde osteopontin diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001, p:0.001). Kontrol ve RSVL
gruplarinin 14. giin osteopontin diizeyleri, CsA ve CsA+RSVL gruplarindan anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur. 28. giinde osteopontin diizeyleri RSVL grubunda diger
gruplara gore, kontrol ve CsA+RSVL gruplarinda CsA grubuna gore anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur. Ayrica RSVL ve CsA+RSVL gruplarinin kendi iclerinde 14. ve
28. giinlerde osteopontin dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar RSVL uygulamasiin ¢ekim soketlerinde osteopontin
seviyesini artirdifit ve CsA’nin baskiladigi osteopontin ekspresyonunu artirdigini
diisiindiirmektedir. Elde ettigimiz sonuglar Casarin ve ark. (6), Boissy ve ark. (124)

tarafindan yapilan caligmalar ile uyumluluk gdstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmamizin histolojik degerlendirmeleri sonucunda CsA uygulanan grupta
diger gruplara gore daha az kemik yapimi goriildii. Bu bulgulara gore CsA
uygulamasinin ¢ekim soketlerinin iyilesmesi iizerine olumsuz etkilerinin oldugu tespit
edilmistir. Ayrica epitelizasyonun CsA uygulanan grupta en diisiik oldugu gézlenmistir.
Bu da CsA uygulamasinin ¢ekim soket epitelizasyonunu  geciktirdigini

diistindiirmektedir.

RSVL uygulanan grupta biitiin diger gruplara gore daha fazla kemik yapim
goriildii. Bu bulgulara goére RSVL uygulamasinin, ¢ekim soketlerinin iyilesmesini
olumlu yonde etkiledigi ve hizlandirdigi sonucuna varilmistir. Bu da RSVL’iin klinik

uygulamalarda avantaj saglayacagini diisiindiirmistiir.

CsA+RSVL ve CsA grubunda yeni kemik yapiminin diger gruplara gore daha az
oldugu belirlendi. CsA+RSVL grubunda yeni kemik yapiminin CsA grubuna gore daha

fazla oldugu gozlendi ancak istatistiksel bir fark saptanmadi.

Bu ¢alisgmada RSVL’nin kontrol grubuna oranla ¢ekim soket iyilesmesini hangi
mekanizma ile hizlandirdigi tam olarak aciklanamamisir. Bu bilesigin  etki
mekanizmasinin tam olarak aydinlatilmasi i¢in daha ileri ¢alismalarin planlanarak

yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Immiinohistokimyasal inceleme sonucunda osteokalsin diizeyi, RSVL grubunda
diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ayrica CsA+RSVL
grubunun 28. giin osteokalsin diizeyi CsA grubundan anlamli diizeyde yiiksek
bulunurken 14. giinde anlamli bir farklilik saptanamamaistir. Bu durum CsA uygulanmis
sicanlarda uzun donem RSVL uygulamasinin, osteokalsin immiinreaktivitesini
artirdigin1 gostermistir. Ayn1 sekilde CsA uygulanmig siganlarda uzun dénem RSVL
uygulamasinin, osteopontin immiinreaktivitesini de artirdigr goriilmiistiir. Sonug olarak
RSVL’nin etkisinin zamana baglh olarak degisebilecegini ve daha uzun siire
kullanildiginda CsA’nin neden oldugu olumsuz etkileri azaltabilecegini diistinmekteyiz.

Ancak kesin bir sonuca varabilmek icin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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