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1. OZETLER

1.1. Tiirkce Ozet

Sicanlarda Olusturulan Tibial Defekt Hasar1 Uzerine Kudret Narr’min

(Momordica Charantia) Etkilerinin Arastirilmasi

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi: Zeynettin KASIRGA
Danmismani: Prof.Dr. Mehmet Cudi TUNCER
Anabilim Dah: Anatomi AD

Amag: Tibial kemik defekti olusturulan sicanlarda kan sekeri, kan basinc,
antilipidemik, antikanserojen, antibakteriyel, antioksidan, antiinflamatuar, yara
iyilesmesi ve doku rejenerasyonu gibi pozitif regiilasyonlar saglayan Momordica
Charantia’nin kemik onarimi iizerindeki histolojik ve immiinohistokimyasal olarak
incelenmesi amaclanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada Sprague Dawley irki 12 haftalik ve 250-300gr
agirhiginda 32 adet erkek sican kullanildi. Her grupta rastgele 8 sigan olacak sekilde
1.Grup kontrol, 2.Grup defekt (Sham), 3.Grup defekt + Momordica Charantia (MC)
grubu (14 giinliik), 4.Grup defekt + MC grubu (28 giinliik) olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Sag tibia kemiginin gdvdesinde 1 adet 6 mm capinda silindirik defektler
olusturuldu. Grup 1°de herhangi bir islem uygulanmadi. Grup 2°de sadece tibial defekt
yapildi. Grup 3’te 14 giin ve grup 4’te 28 giin boyunca 600 mg/kg/giin MC ekstresi
icme suyuna karistirilip oral gavaj yoluyla verildi.

Bulgular: Defekt grubunda yiikselen Malondialdehit (MDA) ve Miyeloperoksidaz
(MPO) diizeyleri ile diisen Katalaz (CAT) diizeyleri M. Charantia uygulanan gruplarda
anlaml bir sekilde normal diizeye regiile oldugu saptanmistir. Grup 3 ve 4’te sham
grubuna gore osteoblastik aktivite, osteosit gelisimi artarken osteoklastik aktivitenin
azaldig1 osteopontin, osteonektin ekspresyonunun da pozitif oldugu tespit edilmistir.
Sonu¢: MC’nin uygulandig1 gruplarda sham grubuna gére MDA ve CAT diizeylerini

kontrol grubu diizeyine regiile ettigi i¢in iyi bir antioksidandir. MPO diizeylerini



kontrol grubu diizeyine regiile ettigi i¢in anti-inflamatuar 6zelligine sahiptir. Ayrica

kemik onarimi {izerinde olumlu etki olusturdugu goériilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Momordica Charantia, Tibial Defekt, Kirik Iyilesmesi, Kemik

Onarimi, Antioksidan



1.2. Abstract

Investigation of the Effects of Momordica charantia on Tibial Defect Injury in
Rats

Student’s Surname and Name: KASIRGA Zeynettin
Adviser of Thesis: TUNCER Mehmet Cudi
Department: Department of Anatomy

Aim: It was aimed to examine the histological and immunohistochemical effects of
Momordica Charantia on bone repair, which provides positive regulation such as blood
sugar, blood pressure, antilipidemic, anticarcinogenic, antibacterial, antioxidant, anti-
inflammatory, wound healing and tissue regeneration in rats with tibial bone defect.
Material and Method: In the study, 32 male Sprague Dawley rats, 12 weeks old and
weighing 250-300gr, were used. 8 rats in each group randomly, 1st group control, 2nd
group defect (Sham), 3rd group defect + Momordica Charantia (MC) group (14 days),
4th group defect + MC group (28 days) separated into the group. One 6 mm diameter
cylindrical defects were created in the body of the right tibia bone. No action was taken
in Group 1. In Group 2, only tibial defect was made. For 14 days in group 3 and 28
days in group 4, 600 mg/kg/day MC extract was mixed with drinking water and given
by oral gavage.

Results: It was determined that Malondialdehyde (MDA) and Myeloperoxidase
(MPO) levels that increased in the defect group and Catalase (CAT) levels that
decreased in the M. Charantia applied groups were significantly regulated to normal
levels. In groups 3 and 4, osteoblastic activity and osteocyte development increased,
while osteopontin and osteonectin expression were found to be positive, while
osteoclastic activity decreased compared to the sham group.

Conclusion: It is a good antioxidant as it regulates MDA and CAT levels to the level
of the control group compared to the sham group in the MC applied groups. It has anti-
inflammatory properties as it regulates MPO levels to the level of the control group.

In addition, it has been observed that it has a positive effect on bone repair.



Key Words: Momordica charantia; Tibial defect; Fracture healing; Bone repair;

Antioxidant



2. GIRIS ve AMAC

Kemikler viicudumuzun iskelet sistemini olusturmaktadir. Hareket sistemimizin
pasif unsurlarindan olan kemikler kaslara ve organlara destek olmaktadir. Kemikler
viicudumuzun Onemli bir gereksinimi olan kalsiyum agisindan bir depo gorevi
gormektedir. Igerden veya disardan uygulanan stres sonucu kemik biitiinliigiiniin
bozulmasina kirik adi verilir (1). Diinyada isgiicii kaybinin temel nedenlerinden biri
olan kirigin en sik nedeni travmadir. Insan viicudunda meydana gelen kirik iyilesmesi
giiniimiizde insanin 6nemli bir saglik problemi haline gelmistir. Kirik iyilesmesinde
ilk olarak kirik bdlgesinde hematom meydana gelir. Inflamasyon evresinin baslangici
olan makrofajlar bu bolgeye gelir (2). Makrofajlarla birlikte trombositlerde bu bdlgeye
transfer olur. Kirigin iyilesmesinde kritik etkiye sahip sitokinler (PDGF, TGF-f, IL-I,
IL-6 ve PGE2) salinir. FGF 8 yeni damarlarin meydana gelmesi ve mezenkimal
hiicrelerin artisim1  saglar. Kirtk bolgesindeki hematom yerine fibroblast ve
mezenkimal hiicreler geger. Bu hiicreler ve gevre periosttan ve bu hiicrelerden hiicre
bliyiimesi/farklilagmasini = saglayan BMP  salgilanir. Mezenkimal hiicreler
kondrositlere daha sonra kallus kemik dokusuna doniiserek kikirdak kallusu olusturur.
Kallus dokusundan sonra onarim siireci devam ederken remodeling siireci baslar (3).
Ayrica kirik iyilesmesinin Onemli bir gostergesi olan ve osteoblastik hiicreler
tarafindan sentezlenen osteonektin (ONC) ile osteopontin (OPN), aktif yeniden
sekillenme gosteren kemik dokudan fazla miktarda eksprese edilen bir glikoprotein
olarak bilinmektedir. Kirik kemik tamamen eski haline gelebilir. lyilesme siireci
inflamasyon, tamir ve remodelin fazlarindan olusur. Siire olarak kirik iyilesme fazlari;
inflamatuar fazi (1-4. giin), onarilma/tamir fazi (2-40. giin) ve remodeling faz1 (25-

100. giin) siirelerini igerir (4).

Gegmisten giliniimiize kemik rejenerasyonu ile ilgili bir¢ok bilimsel g¢alisma
yapilmaktadir. Kemigin normal onarilma siiresinin azaltilmasi ve gelistirilmesi ile
ilgili farkli stratejiler gelistirilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda birden c¢ok faktdriin
kemik rejenerasyonunu iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Insan saghg ile ilgili
problemlerin tedavisinde bitkiler ve meyveleri gegmisten giiniimiize kadar kullanilmig

ve kullanilmaktadir. Bitkisel triinlere talebin son zamanlarda artmasi hem



farmakolojik hem de analitik yontemlerdeki ilerlemeler bu irtinlerdeki say1 artisina
neden olmustur. Bu iirlinlerin kullanimina yonelik etkinliginin belirlenmesi ve giivenli
kullanilabilirliginin saglanmasi amaciyla preklinik ve klinik ¢aligma sayilarinda artis
goriilmistir (5). Latince Momordica charantia L. olarak adlandirilan Cucurbitaceae
familyasindan olan bu bitki dilimizde kudret nari, papara olarak da bilinmektedir.
Tiirkiye’de siklikla Yalova, Bursa ve Ege Bolgesi'nde yetistirildigi sdylenmektedir.
Yapisinda glikozitler, saponinler, alkaloitler ve sabit yaglar, triterpenler, proteinler ve
steroidler gibi biyolojik a¢idan etkili kimyasallar vardir (6). Diabetes mellitus,
inflamasyon, kabizlik, {ilserler, sitma ve kanserler gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde

kullanilan popiiler bir bitkidir (7).

Bu bilgiler 1s1ginda bizde c¢alismamizda Momordica charantia deneysel
modelimizde kullanarak kemikte meydana getirilen defekt tizerinde koruyucu ve
iyilestirici katki saglayacagini diisiinmekteyiz. Yaygin, ucuz ve erisimi kolay olan MC
kullanarak kemik onarmmi {tzerindeki etkilerini tespit edecegiz. Bu ¢alismada
sicanlarda olusturulan tibial kemik defekti modelinde bitkisel kokenli MC’nin tibial
defektler iizerindeki iyilestirici veya koruyucu etkilerinin histopatolojik ve

immiinohistokimyasal olarak incelenmesi amaglanmaistir.



3. GENEL BiLGILER

3.1. Kemik Doku

Kemik, diger bag dokularinda oldugu gibi hiicrelerden ve ekstraseliiler matriksten
meydana gelmektedir. Dislerden sonra insan viicudunun en sert yapisini olusturan
kemik dokusu bag dokusunun 6zel bir formudur. Diger bag dokularindan farki
matriksindeki mineralizasyon sonucu sert bir doku olusturmasidir (8). Kemikler
viicudun iskeletini olusturmaktadir. Kemikler eklemler ile birlikte hareket sisteminin
pasif unsurlarini meydana getirir. Insan viicudunda bulunan kemik sayisi yeni
doganlarda 270 adet oldugu yasin ilerlemesi ve bazi kemiklerin birlesmesiyle eriskin
bir bireyde toplam 206 adet oldugu bildirilmistir (9). Kemikler kaslara destek, origo
ve insersiyo saglar. Organlari korur ve kemik iligi vasitasiyla kan hiicrelerini meydana
getirir. Kemik kalsiyum, fosfat ve diger bazi iyonlarin depolanmasini saglamaktadir.
Viicut i¢in 6nemli bazi iyonlarin belirli yogunlukta kalmasina destek olmaktadir
(8,10). Kemikler yaklasik olarak viicut agirliginin %15’ini olusturmaktadir. Kemikler
genellikle beyaz, sarimsi renktedir. Kemikler organik ve inorganik maddelerden
meydana gelmistir. Kemiklerin %30-40’1 organik maddelerden olusurken %60-70’1
inorganik maddelerden olusmustur (9). Kalsiyum fosfat inorganik maddeler arasinda
digerler inorganik maddelere (kalsiyum karbonat, magnezyum fosfat ve klorlu
bilesikler gibi) gore fazla oranda (yaklasik %85) bulunur (9,11). Kemige esnekligi
organik maddeler saglarken sertligini ise inorganik maddeler saglamaktadir (10,12).
Kemik dokusu olgunlagmamis (primer, lamelsiz) ve olgunlasmis (sekonder, lamelli)
kemik dokusu seklinde incelenmektedir. Embriyolojik gelisim evresinde ve kiriklarin
onarimi sirasinda primer kemik goriilmektedir. Kemik dokusunu olusturan osteositler
osteoblastlardan geligirler. Osteoblastlar mezensimal kaynakli hiicrelerdir (8,9).
Kemik dokusu kemik cevheri (substantia ossea) ile kemik iliginden (medulla ossea)
meydana gelir. Kemiklerin ekleme katilan kisimlar1 kikirdak dokusu ile ortiilii iken
diger boliimleri periosteum ile ortiilidiir (8,12). Periosteum, kemigin beslenmesi ve
onarilmasinda gorev alir (8,9). Periosteum iki tabakadan meydana gelir. Dis tabaka
stratum fibrosum, i¢ tabaka stratum osteogenicum olarak isimlendirilir (9). Dig tabaka

eklem kapsiiliindeki fibroz tabaka ile devamlilik gosterir. Norovaskiiler agidan zengin



olan i¢ tabaka kemikte enine biiyliimeyi meydana getirmektedir. Periost tabakasinin
hasar1 kemik dokusunda nekroza neden olabilmektedir. Viicudumuzdaki baglar, kaslar
ve tendonlar1 periosta baglanarak kemikle baglanti saglamaktadir (9). Kemik
dokusundan bir kesit alininca dista bulunan saglam ve nispeten daha sert olan bolim
substantia compacta, i¢ kisimda ise substantia spongiosa siingerimsi bir yapi yer
almaktadir. Kemik lameller kuvvet aktarimina uygun olarak i¢ kisimda yer almaktadir
(8,9). Kompakt kemik agirligimin %30 kadari matriksten olusurken %70 kadar1 ise
tuzlardan olugmaktadir (11). Uzun kemiklerde cavum medullare, diger kemiklerde ise
spongioz dokunun bulundugu bdlgede kan yapiminda gorevli kemik iligi yer
almaktadir (9). Bu bolgelerdeki doku kirmizi renkte oldugundan medulla ossium rubra
(kirmizi kemik iligi) ismi verilmektedir (8). Yasamin ilerleyen dénemlerinde bu
alanlar yag doku ile dolar ve sarimtirak bir renge dontisiir. Bu yap1 ise medulla ossium
flava (sar1 kemik iligi) olarak isimlendirilir. Ancak bazi kemiklerde (sternum, os ilium
ve vertebra gibi) slirekli kirmizi kemik iligi yer almaktadir. Kemik iligi
incelemelerinde genelde bu kemikler tercih edilmektedir (8,9,12). Uzun kemiklerin ug
kisimlarina epiphysis (epifiz) gévde veya cisim olarak ifade edilen orta kismina ise
diaphysis (diafiz) adi verilmektedir. Epifiz daha yumusak ve canli dokudan, diafiz
kismi ise sert olan kompakt dokudan meydana gelmistir (8,12). Kompakt kisim
mikroskobik diizeyde incelendigi zaman i¢inde Havers kanali olarak adlandirilan
bir¢ok ince kanalcik yer alir. Bu kanallarda damarlar kapiller seklinde goriiliirken ¢ok
az miktarda yag ve ilik yer alabilmektedir. Havers kanallar1 sadece kompakt kemikte
yer almaktadir (9). Cogu kemigin dis kisimda bulunan birbirinden farkli biiytikliikte
foramenler (delikler) bulunmaktadir. Bu delikler kemigin i¢ kisimlarina (kemik iligi
ya da substantia spongiosa) dogru uzanirlar. Foramina nutricia denilen bu delikler
(tekil sekli) kemik dokusu igine dogru girer. Bu kanallar foramen nutricium olarak
isimlendirilmektedir. Kemiklerin beslenmesini saglayan norovaskiiler yapilar bu kanal
icerisinde bulunmaktadir. Bu kanallar epifiz boliimiinde dik olarak seyrederken diafiz
boliimiinde biliylime farklihigindan egik bir agiyla kemik dokusu igerisinde
seyredebilmektedir (8,9). Kemikler tizerindeki kas ve tendonlarin tutunma yerleri ile
basing etkisinin goriildiigii eklem yiizlerinde kuvvet ¢izgileri (trajektorler) goriiliir
(12). Periost’un altinda yer alan osteoblastlar yeni kemik dokusu meydana getirirken

yaninda yer alan osteoklastlar eski olan kemik dokusunu yikar. Osteoklastlar yeni



olusacak hiicreler i¢in yeni alanlar acip kemiklerin kuvvetlenmesine ve kalinlasmasina
destek olmaktadir. Diafiz ve epifiz arasinda yer alan kikirdak yapi (synchondrosis
epiphyseos) kemik metabolizmasinin en yiiksek oldugu ve canli olan bolgeyi
olusturmaktadir. Diafizin epifize komsu olan ve kemiklerin uzunlamasina biiyiimesini
saglayan kisma metaphysis (metafiz) adi verilir. Cinsiyet hormonlar1 bu boélgedeki
aktiviteyi azaltmaktadir (9,12). Kemikler, kemik matriksi, osteositler, osteoblastlar ve
osteoklastlardan olusan 06zel bir bag dokusudur. Osteositler matriks i¢indeki
lakunalarda yer alan kemik hiicreleridir. Osteoblastlar matriksin organik kisimlarinin
sentezini yapan kemik biiylimesinden sorumlu hiicrelerini olusturmaktadir.
Osteoklastlar ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler seklinde olan bu hiicreler kemik yikimi ve
yeniden sekillenmede gorevli hiicrelerdir. Biitiin kemiklerin i¢ yiizeylerde endosteum
dis ylizeylerinde ise periost tabakasi bulunmaktadir. Bu tabaklar kemik yapim ve
onarimini saglamaktadir (8,10,11). Kemik dokusunda eksternal olarak etki eden

kuvvetler, basing, ¢ekme ve itme etkileri kemik dokusunun sekillenmesinde etkilidir

9).

3.1.1. Kemik tiirleri

Kemik kesitlerine izlendiginde kemik dokusunun dig kismi sert ve bosluk
bulunmayan yogun alanlar kompakt kemik olarak adlandirilir. Cok sayida birbiri ile
baglantili bosluklarin oldugu i¢ kisma siingerimsi kemik adi verilmektedir (12). Uzun
kemikler epifiz denilen u¢ kisimlardan ve diafiz denilen gdvde kismindan
olusmaktadir. Epifiz kism1 siskin ince kompakt kemik tabakasi kapli slingerimsi
kemikten meydana gelmektedir. Diafiz silindirik kism1 kemik iligi bosluguna bakan i¢
yilizeylerinde az miktarda siingerimsi kemik bulunan kompakt kemikten meydana
gelmistir (9,10). Kisa kemikler genelde c¢evresi kompakt kemik ile sarilmis igi
stingerimsi kemikten olusmaktadir. iki kompakt kemik tabakasi arasinda bulunan
stingerimsi kemik tabakasmin olusturdugu diploé adi verilen kafatasi kemikleri
bulunmaktadir (12). Kemik mikroskobik olarak incelendiginde birincil
(olgunlagmamig veya oOrgili) ve ikincil (yetiskin veya lamelli) olarak 2 tiir kemik
izlenmektedir. Birincil kemik, gelisen embriyoda, kirik iyilesmesi ve diger onarim

safhalarinda ilk 6nce meydana gelen kemik dokudur. Tkincil kemikte diizgiin lameller



seklinde diizenlenmis kolajenin aksine birincil kemikte daginik yerlesime sahip ince

kolajen lifler bulunmaktadir (10).

3.1.1.1. Birincil kemik dokusu

Gegici bir kemik dokusudur. Yerini ikincil kemik dokusuna birakir. Yetigkinlerde
viicutta sadece birka¢ yerde (dis yuvalar1 ve bazi tendonlarin kemikteki yerlesim
yerleri gibi) goriiliir. Kolajen lifler bu dokuda diizensiz siralanmustir. Ikincil kemige
gore daha az mineral igerir. Bundan dolay1 rontgen 1sinlarin daha ¢ok gecirir. Osteosit

sayis1 ikincil kemige gore daha fazla oranda bulunmaktadir (10).

3.1.1.2. ikincil kemik dokusu

Genellikle yetiskinlerde yer alan kemik dokusudur. Lamellerdeki kolajen lifler
birbirlerine paralel ya da bir damar kanali ¢evresinde dairesel sekilde diizenli dizilim
gosterir. Kan damarlarini gevsek bag dokusunu ve sinirleri iceren bir kanalin etrafini
saran dairesel kemik lamellerinin olusturdugu bu komplekse havers sistemi ya da
osteon ismi verilir. Osteosit i¢eren lakunalar, lamellerin arasinda ve nadiren i¢lerinde
bulunur. Her lamelde kolajen lifler birbirlerine paraleldir. Kompakt kemik lamelleri,
havers sistemi, dis dairesel lameller, i¢ dairesel lameller ve interstisyel (ara) lameller
seklinde bir diizen sergilemektedir. I¢ dairesel lameller kemik iligi boslugunun
etrafinda yerlesim gosterirken dis dairesel lameller ise periostun hemen altinda
yerlesim gosterirler. Dig lamel sayisi i¢c lamel sayisindan fazladir (10). Iki dairesel
lamel arasinda, pek ¢ok Havers sistemi, licgenimsi veya diizensiz sekillenmis paralel
lamellerden meydana gelen ara lameller bulunmaktadir. Kemik biiyiime ve yeniden
modellenme siirecinde, yikilan Havers sistem lamellerinden arta kalan lamellere ara
lameller (interstisyel) ad1 verilmektedir (8). Her havers sistemi diyafizin uzun eksenine
paralel, uzun, sik dallanan bir silindirdir. Havers sistemi 4-20 dairesel lamel ile saril
merkezi bir kanaldan meydana gelmektedir. Endosteum ile ortiilii her kanalda, kan
damarlari, sinirler ve gevsek bag dokusu bulunmaktadir (10). Havers kanallar1 kemik

iligi boslugu, periost ve kendi aralarindaki enine veya g¢apraz Volkman kanallar
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vasitastyla baglantili durumdadir. Volkman kanallar1 lamelleri deler. Kan damarlari
etrafinda olusan matriks damar kanallarin1 meydana getirir (8,9). Yeniden sekillenen
kemik dokudaki havers kanal caplart farklilik gosterebilmektedir. Her sistem,
¢eperden igeriye dogru lamellerin ardi ardina tortulanmasiyla olusur, bu durumda yeni
olugsmaya baglamig sistemlerin kanallar1 digerlerinden genistir. Yetiskindeki havers
sisteminde yeni meydana gelen lamel eski lamele gore merkezdeki kanla daha yakin

konumdadir (8,10).

3.1.2. Kemik hiicreleri

3.1.2.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar kemiklerin dis yiizeyinde ve kemik bosluklarinda bulunur. Tiim
yasayan kemiklerde az da olsa siirekli bir osteoblastik etkinlik goriliir (11). Kemik
matriksinin organik parg¢asinin yapimindan sorumlu hiicrelerdir (10,11). Bu organik
yapilar tip I kolajen, proteoglikanlar ve glikoproteinlerdir. Bu hiicreler kemigin
inorganik kisimlarinin ¢okebilmesi ig¢in gereklidir (10). Kemikte yer alan proteinin
%90'in1 meydana getiren Tip | kollajen ve mineralize olmamis kemigi veya osteoid
meydana getiren kemik matriks proteinlerinin (bone matrix protein (BMP)) olusmasini
saglamaktadir. Kemik matriks proteinleri arasinda; kalsiyum baglayan proteinler
(osteokalsin ve osteonektin), kemik siyaloproteinleri I ve II, ¢oklu yapiskan
glikoproteinler (osteopontin ve trombospondin), proteoglikanlar ve bunlarin kiimelert,
alkalin fosfataz (ALP) bulunmaktadir. Klinik ac¢idan osteoblastik aktivitesinin
belirlenmesinde ALP ve osteokalsinin dolasimdaki miktarlar1 kullanilmaktadir (8).
Osteoblastlar kemik yiizeylerinde tek katli epitele benzer sekilde siralanirlar. Aktif
osteoblastlarin sekilleri kiibikten, prizmatige kadar degiskenlik gosterebilir. Ayrica bu
dénemde sitoplazmalar1 bazofilik &zellikte goriiliir. Islevleri azalan osteoblastlarin
sekli yassilasir ve sitoplazmalarindaki bazofilik 6zellikte azalir. Yeni olusan matriks
ile sar1lan bazi osteoblastlar osteosit haline gelirler. Bu sirada kovuk (lakuna) denilen
bosluklar meydana gelir. Lakunalarda osteosit, osteosit uzantilar1 ve az miktarda
kireglenmemis hiicre dis1 matriks yer alir. Kemik matriksi ile osteoblastlar arasinda

osteoid olarak adlandirilan yeni (ancak heniiz kire¢lenmemis) matriks tabakasini
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meydana getirirler. Bu tabaka tizerine kalsiyum tuzlarinin tortulanmasiyla kemik
appozisyonu tamamlanmig olur. Aktif calismayan sessiz osteoblastlarin (kemik
matriksi sentezlemeyen osteoblastlar) sekli yassilasir. Aktif olanlar ise kiibik veya
prizmatik sekle doniisebilir (10). Osteoblastlar hiicreleri hapseden kiy1 seridine benzer
bir matriks olusturarak kolajen sentezler. Bu olusurken osteoblastlar giderek

farklilasip osteosit haline gelir (8,10).

Osteoblastlar Fibroz periost

Osteoklastlar

Kemik ——

Resim 1. Kemik hiicreleri ve intramembrandz ossifikasyonda goriilen olaylar (10).

12



3.1.2.2. Osteositler

Osteoblastlardan meydana gelen osteositler matriks lamelleri arasindaki
lakunalarda yer alirlar. Uzun Omiirlii hiicreler olarak bilinirler. Her lakunada bir
osteosit bulunmaktadir. ince ve silindirik olan matriks kanalciklarinda osteosit
uzantilar1 yer alir. Komgu hiicrelerin bu uzantilar1 arasindaki baglantilar (gap junction),
osteositler arasindaki temasi sayesinde molekiillerin bir hiicreden diger hiicreye
gecigini saglar. Yassi ve badem seklinde olan osteositlerin graniillii endoplazma
retinakulumu ve golgi aygiti osteoblastlara gore azalmis ve nucleus kromatini daha
koyu renkte goriilmektedir. Kemik matriksinin bakimini yapan bu hiicreler émriinii

tamamladiktan sonra matrikste erimeler gortliir (10).

Osteoklast Mezenkim Henliz meydana gelmis
Osteoblast Osteosit | Kemik matriksi Matriks {osteoid)

Resim 2. Kemik hiicreleri ve kemiklesme (10).
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3.1.2.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar  kemik hiicresinde yikimi  saglayan biiyiik hiicrelerdir
(8,10,11,13,14). Osteoklastlar, monosit/makrofaj hematopoetik soyundan tiiretilen,
kemik matriksine yapigmaktadir (13,15). Daha sonra asit ve litik enzimler salgilayarak
kemik matriksini hiicre disi 6zel bir bolmede pargalayan kemik rejenerasyonunda
onemli gorevleri olan hiicrelerdir (15). Bu hiicreler dallanma &zelligine ve hareket
kabiliyetine sahiptir. Hiicre govdesinde birden fazla cekirdege sahip bu hiicreler
Howship kovugu (kemigin eritilerek emildigi bolgeler) denilen ¢ukurcuklarda
yerlesim gostermektedir (8,10,11). Kemik iliginden meydana gelen mononiikleer
hiicrelerin birlesmesiyle meydana gelirler (10). Kemik yikimi osteoklastlara yakin
kemik kisimda meydana gelir (8,11). Aktif osteoklastlarda kemik matriksine bakan
ylzey diizgiin degildir. Aktif osteoklastlar bir uzantinin yeni alt uzantilar meydana
getirerek diizensiz katlantilar seklinde kivrimlandigi kirmali bir kenar1 olustururlar.
Kirmali kenar hiicre organeli igermeyen aktin filamanlarindan zengin bir sitoplazma
kusag1 (saydam kusak) tarafindan c¢evrelenir. Kemik matriksi ve ona tutunan
osteoklastlarin arasindaki mikro ¢evreyi olusturur. Burasi kemik erimesinin
gerceklestigi bolgedir Osteoklastlar mikro gevreye kolajenaz ve diger enzimleri
salgilayip, protonlar1 pompalayarak bolgedeki kolajen sindirimini ve kalsiyum tuz
kristallerinin eritilerek emilmesini baslatir. Islevleri sitokinler ve hormonlarin
kontroliindedir (10). Tiroitten salgilanan kalsitonin hormonunun osteoklastlar igin
reseptorleri vardir. Kalsitonin osteoklast aktivitesini azaltir (11). Osteoklastlarda
paratiroid hormonu reseptorleri bulunmazken osteoblastlarda bu reseptorler yer alir.
Paratiroid hormonu salgisi osteoblastlarin sitokin tiretimini saglar ve boylece sitokinler
osteoklast aktivitesini uyarir. Kirmali kenarlar osteoklast aktivitesi ile iligkilidir.
Golgide paketlenen lizozomal enzimler ve olusturulan hidrojen iyonlari, kemik
matriksi ile saydam kusak arasindaki yer alan mikro ortam igerisine birakilir. Boylece
kalsiyum fosfatin kemikten ayrilmast ve lizozomal ve hidrolazlarin aktivitesi i¢in
uygun PH ortami saglanmis olur. Eritilen emilen kemik iirlinleri osteoklastlarin
sitoplazmasina aktarilip daha fazla sindirilerek kan kapillerine aktarilir (10).

Ozetle osteoklastlarn kemik yikimi sdyle ifade edilebilir. Osteoklastlar villus

benzeri ¢ikintilarini kemige uzatirlar. Daha sonra bu villuslarda osteoklast hiicrelerine
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ait lizozomlardan salgilanan proteolitik enzimler salgilanir. Ayrica bu villuslardan
laktik asit ile sitrik asidin de yer aldigi salgi vezikiillerinden birtakim asitler
salinmaktadir. Enzimler, kemigin organik matriksini sindirilip eritilmesinde
gorevlidir. Asitler ise kemik tuzlarini eritilmesinde gorev almaktadir. kemik matriksi
ve kristallerinin kiigiik parcalarini fagosite edip eriterek meydana gelen firiinleri kana
verirler (11). Kemikte fazla salgilanmasi kemigi daha c¢ok rezorbe etmesiyle
osteoporoz ve osteopetroz gibi kemik hastaliklarina neden olur (13,16). Kemik kaybini
iyilestirmek igin siklikla terapotik miidahalelerin hedefidirler (17). Patolojik kosullar
altinda kemik rezorpsiyonunun yani sira kemik homeostazinda merkezi bir rol
oynadig1 bildirilmektedir (16). Kemik mikro ¢evresindeki tiimor hiicreleri, kemik
rezorpsiyonunda gorevli ¢ok cekirdekli hiicreler olarak adlandirilan osteoklastlari

harekete gegirerek kisir bir kemik yikimi dongiisiine neden olabilir (18).

3.1.2.4. Kemik Matriksi

Kemik dokusunun ara maddesi olan kemik matriksi agirliginin %50'sini inorganik
maddeler meydana getirir (10). Kemik matriksinde daha ¢ok kalsiyum ve fosfor
bulunurken az oranda bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum gibi
inorganik maddeler de yer almaktadir (9). Matriksin organik maddesi tip | kolajen ve
proteoglikan kiimeleri ve birka¢ 6zel yapisal glikoproteini igermektedir. Matriksteki
kemik kalsifikasyonunun uyarilmasindan kemik glikoproteinlerinin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Tip I kolajen iceren diger dokular normalde kireclenmezler. Ayrica
Tip I kolajen igeren dokular bu glikoproteinleri de icermezler. Kemikteki kolajen
icerigi ¢ok yiiksektir. Kalsiyumu uzaklastirilmis kemik matriksi, kolajen boyalarini
yogun bir sekilde tutmaktadir (10). Osteopontin (OPN), normal kemik iyilesmesi i¢in
iki hayati siire¢ olan hem anjiyogenez hem de osteoklastik kemigin yeniden
sekillenmesinde diizenleyici rol oynadig: bildirilen bir hiicre dig1 matris proteinidir.
OPN'nin 1iyilesmenin erken evrelerinde anjiyogenez, kallus olusumu ve mekanik
giiciin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigim1 ve ge¢ evre kemik yeniden
sekillenmesini ve hiicre dis1 matris organizasyonunu kolaylastirdig: bildirilmistir (19).
Magnezyum osteogenezin onemli biyobelirteci olan OPN ekspresyonunu arttirdigi

bildirilmektedir (20). Osteonektin mineralizasyonda onemli diizenleyici role sahip
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kalsiyum dagilimini diizenlemede rol oynadig diistiniilen bir matris proteinidir. Matris
ile 1iliskili mineralizasyon bolgesinde biliylik miktarda osteonektin bulunur.
Osteonektinin, bliylime kikirdaginin her bolgesindeki kondrositlerin bir iirtinii oldugu,
ancak yalnizca mineralizasyon bdolgesinde biriktigi bildirilmistir. Osteonektinin
kalsiyum i¢in yiiksek afinitesi, kalsifiye edici matriste tutulmasini destekledigi

bildirilmektedir (21).

3.1.2.5. Periost ve Endosteum

Kemik dokusunun digin1 6rten periost ve i¢ kismimi déseyen endosteum kemigin
beslenmesi ve siirekli yeni osteoblast iiretilerek, kemik biiyiime ve onariminin
saglanmasinda gorevlidirler (9,10). Periost kolajen lifler ve fibroblastlardan olusan
kemigin dis yiizeyinde yer alan kemigin onarilmasini saglayan dis tabakadir. Bu
tabakanin kolajen lif demetlerinin meydana getirdigi Sharpey lifleri Matriks igine
girerek kemik matriksi ile periost arsinda siki baglant1 saglar. Periostun i¢ tabakasi
fibroblastlara benzeyen, boliiniip farklilasarak osteoblastlari olusturan osteoprogenitor
hiicrelerden olusmaktadir. Osteoprogenitor hiicreler kemik biiyiimesinde ve
onariminda gorev alirlar. Endosteum kemigin i¢ kismindaki biitiin bosluklari orterler.
Tek tabakali yassilagsmis osteoprogenitor ve c¢ok az miktardaki bag dokusundan

meydana gelmistir (10).

3.1.3. Kemiklerin damar ve sinirleri

Periostal arterler kemigin birgok yerinden kemigin kompakt kismini
beslemektedir. A. nutricia spongioz kistm ve kemik iligini besler. Metafizial ve
epifizial arterler ise kemigin ug¢ kisimlarinin beslenmesinde gorevlidir. Arterlere
birlikte seyreden venler eklem yiizleri civarinda kemikten ¢ikar. Kirmizi kemik iligi
bulunan kemiklerde fazla sayida biiyiik ven yer almaktadir. Periostta ¢ok sayida lenf
damari yer almaktadir. Periostta agr1 duyusu ile ilgili bir¢ok reseptér bulunmaktadir
(9). Sinirler damarlan takip eder. Periosteum agr1 duyusunu alan ¢ok sayida reseptore

sahiptir. Ancak diger dokularda az sayida yer almaktadir. Periost reseptorleri yirtilma
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ve gerilmeye bagh olarak agri duyusunun meydana gelmesinde etkili bir yapidir.
Damarlarin etrafinda bulunan vasomotor sinirler kemikle ilgi kan akimi regiilasyonunu

saglar (12).

3.1.3. Kemiklesme (Ossifikasyon)

Intramembrandz ve intrakartilagindz olarak iki kistmda incelenmektedir (8).

3.1.3.1. intramembranéz kemiklesme (bag dokusu kaynakl kemiklesme)

Zar i¢inde kemiklesme olarak ifade edilir. Osteoblastlarin iirettikleri matrikse
direkt minerallerin ¢okmesiyle olusmaktadir. Mezenkim dokusunun yogun oldugu
bolgelerde goriilmektedir (10). Embriyoda yer alan mezensimal bag dokusunun direkt
kemik dokusu formuna doniismesidir. Burada bag doku kikirdak dokusuna
doniismeden, direkt kemiklesmektedir. Burada mezenkimal hiicreler osteoblastlara
farklhilasarak kemik doku olusumu saglanir (8,10). Bu kemiklesme islemi bazi
hiicrelerin osteoblasta farklilagsmasi ile baslar. Osteoblastik aktivite ile kemik matriksi
yapilir ve bunu kire¢lenme takip eder. Kolajen lif¢iklerinin iizerine kalsiyum tuzlarinin
¢okmesi sonucu kiregclenme meydana gelir. Kemiklesme bdlgelerinde yer alan
osteoblastlarin iirettigi alkali fosfataz kire¢lenmeye yardim etmektedir. Burada yer
alan baz1 osteoblastlarin kireglenmis matriks ile kusatilmasiyla osteosit meydana gelir
(10). Clavicula ve yass1 kafa kemikleri Intramembranoz kemiklesmeye &rnek olarak
gosterilebilir (8,12). Ayrica intramembrandz histogenez periost (membran) dokusunun
aktivitesi ile meydana gelmektedir (8). Birincil kemiklesme merkezi mezenkim
dokusunun yogun oldugu ve kemiklesmenin meydana geldigi kisimdir. Meydana
gelen bu kemik adaciklari kilcal kan damarlari, kemik iligi hiicreleri ve farklilagmamis
hiicreleri bulunduran uzun bosluklarin duvarlarmi olusturur. Kemiklesme merkezinde
bu tiir birka¢ grup neredeyse ayni zamanda olusur. Olusan bu gruplarin duvarlari
birlestiginde kemikte siingerimsi bir yap1 meydana gelir. Biiyiiyen kan damarlart ile
farklilasma gdstermeyen mezenkim hiicreleri, kemik duvarlar1 arasinda kalan bag
dokusu igine girerek kemik iligi hiicrelerini olusturur. Isinsal olarak biiyiiyen

kemiklesme merkezleri birleserek orijinal bag dokusunun yerini alir. Yeni dogan
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bebeklerin bingildaklar1 (fontanelleri) daha kemiklesmemis bag dokusunun oldugu
bolgeler icin Ornek gosterilebilir. Kafatasimin {ist kismini meydana getiren diiz
kemiklerin i¢ ve dis yiizeylerinde kemik yapimi kemik yikimina gére daha baskindir
bundan dolay1 i¢ ve dig ylizeyleri orta kisimlarina gére daha kompakt iken orta kismi
stingerimsi ozellikte olur. Bu tiir kemikler diplo€ kemikler olarak adlandirilir. Bag
dokusu tabakasinin kemiklesmeyen boliimleri igte ve dista endosteum’u ve periostu

olusturur (10).

3.1.3.2. intrakartilagin6z kemiklesme (kikirdak dokusu kaynakh kemiklesme)

Kisa ve uzun kemiklerde goriilen bu kemiklesme tiirii kii¢iik bir hiyalin kikirdak model
icinde olusur (10). Bag dokusu kikirdak doku yapisina doniistiikten sonra kikirdak
dokusunun yikilarak yerine kemik dokusunun meydana geldigi kemiklesme formudur.
Chondrocranium kemikleri bu yolla olugsmaktadir. Enkondral ve perikondral olarak iki
sekilde incelenmektedir (8,10).
a) Enkondral kemiklesme: Kisa kemiklerde meydana gelen bu kemiklesme kemigin i¢
kisimlarindan baslayip diger kisimlarina yayilim gosterir (9).
b) Perikondral kemiklesme: Uzun kemiklerde meydana gelen bu kemiklesme kemigin
dis kismindan baslayip diger kisimlarina yayilim gosterir (12).
Intrakartilagindz kemiklesme sirasiyla asagidaki sekilde meydana gelmektedir.
e Kikirdak modelin orta kismini1 saran i¢i bos bir kemik silindiri ilk kemik
dokusu seklinde ortaya ¢ikar. Buna kemik yakasi ad1 verilir.
e Bu kisimdaki perikondriumdaki zar i¢inde kemiklesme olusur.
e Kikirdakta hiicre biiytimesi (hipertrofi) ve matriks kire¢lenmesi ile seyreden
programlanmis hiicre 6liimleri ile yikim siireci baslar.
e Kirec¢lenmis kikirdak matriksinden meydana gelen 3 boyutlu bir yap1 olusur.
e Osteoprogenitor hiicreler osteoklastlarin kemik yakasinda meydana getirdigi
acikliktan bolgeye getirilir.
e Osteoblastlar kireglenmis kemik matriksine tutunur ve kikirdak matriksinden
kalan kisimlarin ¢evresinde kesintisiz birincil kemik tabakalarini olustururlar.
o Kireglenmis kikirdak bazofilik goriiniirken birincil kemik ise eozinofiliktir.

Boylece birincil kemiklesme merkezi ortaya cikar.
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e ikincil kemiklesme merkezleri kikirdak modelin epifiz kisimlarinda ortaya
cikar.

e ikincil kemiklesme merkezlerinin genislemesi ve yeniden bigimlenmesi
sirasinda, Dbirincil ve ikincil kemiklesme merkezleri zamanla bosluklar
meydana getirir. Bu bosluklar kemik iligi ile dolar.

e ikincil kemiklesme merkezlerinde iki bolgede kikirdak doku varligimi devam
ettirir. Yasam boyu mevcut bulunan ve boy uzamasinda etkili olmayan

kemiklerin birbiri lizerinde asinmasin1 Onleyecek olan eklem kikirdagi ve

epifizlerin diyafizle birlesim yerinde yer alan epifiz plagi olarak da adlandirilan

ve boy uzamasina katkisi olan epifiz kikirdagi seklinde bulunmaktadir (8,10).

Bu iki tip ossifikasyonun varligi mevcut kemigin membran kemik ya da
endokondral kemik olacagi anlamina gelmemektedir. Burada kemigin ilk olusum
mekanizmasinin tanmimlanmasi ifade edilmektedir. Mevcut kemikte sonradan
olusabilecek yeniden sekillenme sonucu endokondral ya da intramembran6z olusumla
mevcut kemik dokusu yerine yeni kemik doku gegisi saglanmaktadir. Her iki durumda
da 6zdes olarak yeni meydana gelen kemik doku mevcut kemik dokusunun {izerine
appozisyonel biiytime sonucu olusmaktadir. Endokondral kemiklesme ile meydana
gelen uzun kemikler biiyiirken hem endokondral hem de intramembran6z kemiklesme
seklinde gelisim gostermektedir (8). Bu 2 yoldan da meydana gelen kemik gegici bir
doku olan birincil veya orgili kemiktir. Bu gecici kemik kisa bir siire zarfinda lameller
veya ikincil kemikle yer degistirmektedir. Kemigin biiytimesi sirasinda birincil kemik,

rezorpsiyon bolgeleri ile ikincil kemik alanlari birlikte izlenir (10).

3.1.4. Kemik biiyiimesi ve yeniden sekillendirilmesi

Kemik, viicudun hareketi, organlarin korunmasi, hematopoez ve mineral
homeostazisi i¢in énemli bir organdir. Bu islevleri yasam boyunca siirdiiriilebilmesi
icin kemik dokusu tekrar eden osteoklastik kemik rezorpsiyonu ve osteoblastik kemik
olusumu dongiisii  gerekmektedir (13). Daha 6nce meydana getirilmis dokunun
yikilirken ayni zamanda yeni kemik dokusu ile doldurulmasi kemik biiylimesi ve

gelisimini gosterir. Kemik biiyiimesi esnasinda seklinin korunmasi bu sekilde saglanir.
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Cocuklarda yetigkinlere nazaran yeniden sekillenme yaklasik olarak 200 kat kadar
daha hizli meydana gelmektedir. Kemigin bir¢ok yerinde yeniden sekillenme es
zamanlt olarak gergeklesmektedir. Kafatasi kemiklerindeki biiylime kemikler
arasindaki eklemlerde ve dis yiizlerindeki periost ile meydana gelmektedir. Ayrica i¢
yiizlerinde kemik erimesi meydana gelir. Kemik iiretiminin yapildigi ve yikildigt
yeniden sekillendirme insan yagaminda siirekli devam eder ama bu remodeling hizi
yas ilerledikge azalir (10). Gelisimsel osteogenez, fizyolojik kemik yeniden
sekillenmesi ve kirik iyilesmesi, matris ve hiicresel artiklarin uzaklastirilmasini
gerektirir. Dolasimdaki monositlerin flizyonu tarafindan iiretilen osteoklastlar hiicre
atiklarinin uzaklastirilmasinda gorevlidir. Fazla salgilanmasi kemik mimarisini bozar
ve kemigin zayiflanmasina neden olur (22). Yapisal ve fonksiyonel agidan saglikli ve
giiclii bir kemik i¢in osteoklastik kemik rezorpsiyonu ve osteoblastik kemik olusumu
arasindaki denge kemik sagligi agisindan 6nem arz etmektedir. Kemigin mikro
mimarisini etkileyen bu dengenin saglanamamasi durumunda kemikler zayiflayabilir.
Zayiflayan kemikler daha kirilgan hale gelir. Bazen kemikler ¢ok saglikli olmalarina
ragmen travma sonucu da kirilabilir. Ayrica osteoblast aktivitesine gore artan

osteoklast aktivitesi kirilgan ve zayif olan osteoporotik kemik olusumuna neden

olabilmektedir (23).

3.1.5. Kemik dokusunun metabolik rolii

Viicudumuzda yer alan kalsiyumun %99’u iskeletimizde bulunmaktadir. Kan
dokusu ve kemik dokusu arasinda bazi hormonlarin etkisiyle kalsiyum transferi
yapilmaktadir. Kan ve kemik kalsiyum yogunlugu belli bir denge igerisinde
gerceklesmektedir (8,10). Kemik {izerinde etkili iki hormon (paratiroid ve kalsitonin)
bulunmaktadir. Paratiroid hormonu kemik yikimini kalsitonin hormonu ise kemik
yapimini artirmaktadir. Paratiroid hormonu kemiklerden kana kalsiyum gegisini
arttirir. Oncelikli olarak osteoblast reseptorlerini etkileyerek osteoblastik aktiviteyi
durdurur. Boylece osteoklast uyarict faktor salgilanarak osteoklastik aktivite baglar.
Kalsitonin hormonu ise paratiroid hormonunun antagonisti olarak goérev gormektedir.

Dokulardaki ve kandaki kalsiyum yogunlugunun belli bir diizeyde tutulmasi
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gerekmektedir. Beslenmeye bagli kalsiyumun yeterli miktarda temin edilmemesi
sonucu kemiklerden kana kalsiyum gecisi meydana gelir. Bu da kemiklerin daha
kirilgan hale gelmesine neden olur. Ayrica bu kemikler rontgen 1sinlarim1 daha fazla
gecirirler. Paratiroid hormonunun asirt miktarda iiretilmesine hiperparatiroidizm ad1
verilmektedir. Hiperparatiroidizm sonucu kemikte osteoklastik aktivite sonucu
kalsiyum kemik dokusundan kana geger. Kandaki asir1 kalsiyum bazi organ ve
damarlarinda (bobreklerde ve arter duvarlari vb.) kalsiyum ¢dkmesine neden olur
(10,11). Paratiroid hormonunun az salgilanmasina hipoparatiroidizm adi
verilmektedir. Hipoparatiroidizm sonucu kemikte osteoklastik aktivite diiser kandan
kemik dokusuna kalsiyum gegisi artar (11). Boylece kemiklerin asir1 biiyiimesi,
kalinlagsmas1 ve sertlesmesi sonucu osteopetrosis meydana gelir. Zamanla kemik
igerisinde bulunan bosluklar yok olur. Kemik iligi bosluklarinin yok olmasi sonucu
kan hiicreleri yapimin1 saglayan hiicrelerin aktivitesi baskilanacaktir. Boylece kan
yapiminin yetersiz olmasi kiside kansizlik ve hatta oliime sebebiyet verecek
inflamasyonlara neden olabilmektedir (8,10,11). Hipofizin 6n lobundan salgilanan
biliyiime hormonu epifiz plagi lizerinden biiylimeyi etkiler. Eksikligi ciicelige, fazlalig
asir1 biiyiimeye (devlige) sebep olur (11). Yetiskinlerde epifiz kikirdaginin kapanmasi
sonucu kemiklerde boyuna uzama yerine enine kalinlasma goriilmektedir.
Yetiskinlerde bu hormonun fazla salgilanmasi sonucu akromegali hastaligi meydana
gelir. Cinsiyet hormonlari, erkeklerde (androjenler) disilerde (0strojenler) genel olarak
kemik yapimini uyarict yonde etkiler ve epifizlerin kapanmalarin1 hizlandirirlar.
Cocuklardaki tiroid hormonun yeterli miktarda salgilanmamasi sonucu kretenizm

gortiliir. Bu problem ciicelige neden olur (10,11).

3.2. Kirik Iyilesmesi

Kirik kemikte kemigin matriksi yikilir ve kiriga yakin olan kemik dokusunu
olusturan hiicreler oliir. Ayrica bu bdlgede kan damarlar1 hasar1t meydana gelir. Bu
hasar sonucu bolgesel kanamalar olur ve bu kanamalar sonucu kan pihtis1 meydana
gelmektedir. Kemigin iyilesmesi esnasinda bu yapilar hasarli matriks, kan pihtis1 ve
hasar goren hiicreler makrofajlar tarafindan ortamdan uzaklastirilir. Kirigin ¢evresinde

yer alan endosteum ve periost bu bolgede hizli ve yogun hiicre ¢ogalmasini saglar.
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Boylece kirigi saran bir doku olusturup kirigin uglari arasina dogru yer degistirirler.
Endokondral ve zar i¢inde kemiklesme sonucu birincil kemik olusur. Olusan birincil
kemik dokusu gegici olarak kirik uglart birlestirerek kallus dokusunu meydana
getirirler. Hareket sonucu bu dokuyu etkileyen kuvvetler kallus dokusunun yeniden
sekillendirilmesinde etkilidir. Kemige kirik oncesi etkiye benzer kuvvetlere maruz
kalirsa kallus dokusu kademeli bir sekilde yikilir. Bu siiregte yikilan birincil kemik
dokusu ortamdan uzaklastirilirken yerine ikincil kemik dokusu olusturulup kemik
yeniden sekillendirildikten sonra ilk yapisina kavusmus olur (8,10). Kirik iyilesmesi
yas ve kemik kalitesi gibi biyolojik faktorlerden etkilenebilmektedir. Yaslanma
sirasinda, inflamasyon siireclerinin aktivasyonuna ve dolasimdaki inflamatuar sitokin
seviyelerindeki degisikliklere bagl olarak bir hasar birikimi vardir. Bu da onarim
stirecindeki fizyolojik yavaslamaya neden olabilmektedir. Kemik kalitesi, kirilganlik,
kirik riski ve kirik iyilesme siirecinin tiimii beslenme ile iligkilidir (24). Yeterli
vaskiilarizasyon, kemik gelisimi, bliylimesi, homeostaz ve onarim i¢in gereklidir. Fetal
iskelet olusumu sirasinda endokondral ossifikasyon, kendisi 6ziinde avaskiiler olan
gelecekteki kemigin odnceden sekillendirilmis bir kikirdak sablonunun ilk olusumu ile
karakterize edilir. Kondrositler, terminal hipertrofik farklilasmaya ulastiginda, kan
damarlar tarafindan istila edilirler. Bu neovaskiilarizasyon siireci, her biri vaskiiler
sistemle fonksiyonel etkilesim i¢inde duran kondrositlerin, osteoblastlarin ve
osteoklastlarin koordineli aktivitesini igeren karmasik cok asamali bir siirecte,
biiytiyen kikirdagin kemik tarafindan ilerleyici yer degistirmesini tetikler. Kemik
yeniden sekillenmesi, kemik yikimini saglayan osteoklastlarin ve yeni kemik meydana
getiren osteoblastlarin dengeli aktiviteleriyle kemigin siirekli yenilenmesi, vaskiiler
sistemle yakin iligki icerisinde meydana gelmektedir. Ayrica bu sekillenme sinyallere,

oksijene ve kan dolasimi yoluyla hiicresel dagitima baglidir (25).

3.3. Momordica Charantia

Sebze olarak bircok tilkede yetistirilen ve halk sagligi i¢in geleneksel yontemler

arasinda tercih edilen daha ¢ok tropikal bolgelere 6zgii ¢icekli bir asmadir (26-28).
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Resim 3. Momordica Charantia Cesitleri
(Erisim: https://ru.lakpura.com/pages/momordica-charantia-1 /Erigsim tarihi: 06.06.2023)

Momordica charantia Cucurbitaceae (kabakgiller) familyasina ait olup tad1 ac1 oldugu
icin ac1 kabak seklinde isimlendirilmektedir (26,29). Otsu, dalli asma 5 m'ye kadar
biiytiyebilmektedir (28). Bitkinin kok kism1 dort katmanli damar demetlerine sahiptir.
Govde kesiti incelendiginde bes koseli sirt ve oluklara sahip oldugu goriiliir. Govdeden
alinan enine bir kesit incelendiginde merkezde ii¢ biiyiik demet ile alt1 tane sirtlarin
altinda olacak sekilde dokuz acik bikollateral fibrovaskiiler demet oldugu goriiliir.
Yaprak orta damari, epidermisin alt kisminda yaprak sap1 olmayan birkag ¢ift ve dar
aralikl kiiresel sistoliktiler ile karakterize edilir. Yaprak sap1 konfigiirasyonu, tizerinde
yedi fibrovaskiiler demetin bir halka halinde diizenlendigi sekizgen seklindedir. Gévde
ve yaprak, ¢ok hiicreli, tek damarh trikomlara sahiptir. Yaprak sapinin hem kiit hem
de sivri uglu benzer trikomlara sahip oldugu, koni seklinde bir kiit ucu vardir (30).
Ortalama 4-12 cm c¢apinda basit, alternatif yapraklar tasir. Uzun sapli yapraklari ve
yaprak koltuklarinda tasinan sar1 renkli erkek ve disi ¢igekler tasirlar. Meyve genel
olarak oval, elipsoid veya ig seklinde, genellikle ¢ikintili veya sigilli, etli kapsiil
seklinde diizensiz bir goriiniime sahiptir. Meyveler cesitli sekil ve farkli boyutlarda
olabilmektedir. Olgunlukta meyve, geriye dogru kivrilan ve kirmizi arillerle
(aromatik halka) kapli ¢ok sayida kahverengi veya beyaz tohumu serbest birakan ii¢
diizensiz valfe boliiniir. Meyveler bazen agilmaz. Meyvenin i¢ boslugu biiyiik yassi
tohumlar ve 6z ile doldurulmus ve bu boslugu ¢evreleyen nispeten ince bir et tabakasi
ile enine kesiti oyuktur. Geng meyve ziimriit yesili olup olgunlastiginda turuncu-sariya
doner. Olgunlagsmamis meyvelerde tohumlar ve 6zler beyaz goriiniir, kirmiz1 renge
doniisiince olgunlasir. Tohumlar disindaki etli i¢ kisim salatalik, kabaga benzer sekilde

gevrek ve sulu bir dokuya sahiptir (28).
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Resim 4. Momordica Charantia
(Erigim: https://www.elele.com.tr/saglik/kudret-nari-nedir-faydalari-nelerdir-nasil-yenilir / Erigim tarihi: 06.06.2023)

Gida maddesi ve tedavi amaciyla kullanilmaktadir (31). Matiir meyvelerinde
morodicine isimli alkoloid igerdiginden aci tat meydana gelmektedir. Bu ylizden
mutfakta daha ¢ok immatiir ¢ig meyveler pisirilerek veya kizartilarak tiiketilmektedir.
Cin yemeklerinde momordica charantia act tadi igin genel olarak patates
kizartmasinda, ¢orbalarda ve ayrica ¢ay olarak tiiketilmektedir (26). Gida maddesi
olarak farkli bitki ve meyvelerle farkli formlarda kullanilabilmektedir. Bazen
yemeklere aci bir tat ve aroma vermesi igin kullanilabilmektedir (31). Tek yillik ve
yazlik bir bitki olan Momordica charantia kudret nar1 olarak ifade edilir (27).
Momordica charantia karbonhidrat, yag ve protein kaynagi agisindan 6nemli bir gida
deposudur. Ayrica kalsiyum, magnezyum, potasyum, fosfor, demir gibi mineraller ve
vitaminler agisindan zengin bir kaynak olarak bilinmektedir (29,32). Bitkinin her
boliimiinden faydalanilmaktadir. Immatiir meyveler ve yapraklar1 sebze olarak
kullanilmaktadir. Matiir meyveleri, tohumlar: ve tohumlarin ¢evresindeki yapilardan
elde edilen preparatlar tibbi tedaviye yardimci olmak i¢in kullanilabilmektedir (27).
Bu bitkinin meyveleri ve yapraklarinda alkaloidler, saponinler, glikozitler, triterpenler,
proteinler, sabit yaglar ve steroidler gibi biyolojik olarak aktif fitokimyasallar igerir
(26,29,32). Bitkide yer alan Onemli tibbi etken maddeleri birgok arastirmada
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kullanilmigtir. Bunlardan bazilar1  hipoglisemik, anti-hiperglisemik, trigliserit
diisiiriicli, antiiilser, antioksidan, antibiyotik, hipokolestrolemik, antiinflamatuar,
antidiyabetik,  antikanserojen, antiviriis, antibakteriyel, bdcek  Oldiiriici,
antimutagenik, = immiinostimiilan,  antitimor,  antimikrobiyal, antifertility,
antihelmintik analjezik, antipiretik, antimalaryal seklide siralanabilir (26,27,29,31).
Bu bitkinin meyve ve tohumlarindan konsantre ekstreleri elde edilip kullanildig1 gibi
bitkinin tiim bdliimlerinden elde edilebilen kapsiil, tablet ve toz formu bulunmaktadir.
Bu bitkinin halk sagliginda tibbi olarak uzun bir kullanim ge¢misi vardir. Gilinlimiizde
bircok iilkede profilaktik veya terapdtik ajanlar olarak daha yaygin kullanim alanlarini
arttirmaktadir (26). Ulkemizde yara iyilesmesi ve gastrointestinal problemler gibi

kullanilmakta ve kullanim alanlari1 yaygilagmaktadir (27).

3.4. Biyokimyasal Degerler

3.4.1. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA) iic veya daha fazla c¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir. MDA ii¢ karbonlu bir dialdehittir (33,34).
MDA lipid peroksidasyonunun baslica toksik iiriinii oldugu bildirilmistir (35).
Oksidatif stres lipit peroksidasyonu (LP) ile sonuglanir (34). Lipid
peroksidasyonu, biyolojik membranlarda serbest radikallerin neden oldugu ve
fonksiyon kaybi ile hiicre 6liimlerine yol agan zincirleme bir reaksiyon siirecidir (36).
Lipidler reaktif oksijen tirlinlerinin zararh etkilerine oldukca duyarhdir. Hiicre zarinda
yer alan li¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri ile
yiiksek oranda tepkimeye girmektedir. Bunun sonucunda lipid peroksidasyonu
meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonu esnasinda biyolojik yapilarda tespiti
kolay olan ve peroksidatif hasarin belirteci olan MDA olusur (37). Lipit
peroksidasyonu membran lipidlerinin yikimina neden olmakla beraber lipid
peroksitleri ve aldehitler gibi yan iiriinleri de olugturmaktadir (34). Ayn1 zamanda
hidrojen peroksit zardaki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu baslatarak
MDA artisina neden olabilmektedir. MDA artis1 serbest oksijen radikallerin etkisiyle
lipid peroksidasyonu artisin1 gostermektedir (34,36). Coklu doymamis yag asitlerinin
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pargalanmasi sonucu agiga ¢ikan MDA diizeyi lipid peroksitlerin durumu ve diizeyi
hakkinda bir ipucu olarak kullanilabilmektedir. Hiicre membranindan kolay bir sekilde
gecebilen MDA hiicredeki protein sentezini, enzimatik reaksiyonlar1 ve DNA yapisini
da olumsuz etkiledigi sdylenmektedir (34). MDA fosfolipitleri ¢apraz baglayarak
membran polimerizasyonu, iyon transportu ve enzim aktivitesi ile ilgili problemler
olusturur. Hiicre membran dayaniklifi, gecirgenlik, membran potansiyeli ile ilgili
olumsuzluklar meydana gelir (34,36). Hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikmesi sonucu
hiicre hasar1 ve Olimleri goriilebilmektedir (36). Meydana gelen LP’nin hiicre
biitiinliiglinde meydana getirdigi olumsuzluklar sonucu hiicre hasar1 ve oliimleri
olugmaktadir. Serbest radikallerin hiicreye verecegi zararlar1 dnlemek i¢in endojen
enzimler baslangicta artis gostermektedir. Ancak daha sonra enzimlerin azalmasi ve
yetersiz kalmasi sonucu oksidatif hiicre hasar1 olugsmaktadir (34). Oksidatif stres lipid
peroksidasyonu sonucu hiicre onarimina zarar verdigini bildirilmektedir. Bu zararin
ancak  oksidan-antioksidan  sistemdeki bazi  bozukluklarin  giderilmesiyle
coziilebilecegi diistiniilmektedir (38). Oksidatif stres ile miicadelede bir ¢ok
fitokimyasal tirtiniin koruyucu etkilerinin oldugunu bildiren ¢alismalar vardir (39,40).
Ozsahin ve arkadaslarmm 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada kayis1 ve iiziim
ekstraktlarindaki polifenolik bilesiklerin eritrositlerde meydana gelen lipid peroksidazi
engelledigini tespit etmislerdir (40). Baska bir calismada ratlarin bagirsaginda
olusturulan oksidatif hasar sonrasi ve B-karotenin koruyucu etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bunu da MDA seviyelerinde azalma ile antioksidan enzim diizeylerindeki
artigla bildirmislerdir (39). Normalde tiim dokularda az miktarda da olsa lipid
peroksidasyonu goriilmektedir. Meydana gelen bu lipid peroksidasyonu antioksidan
sistemler tarafindan kontrol edilmektedir. Sayet bu kontrol saglanmazsa membran
lipidlerinin bozulmasina yol agarak oksidatif hasar meydana gelir (40). iskemi modeli
olusturulan bir deneysel modelde oksidatif stres meydana geldigi icin MDA diizeyinde
onemli artiglarin oldugu ancak bazi antioksidan kullanimi sonrasinda bu degerlerin

kontrol grubu seviyelerine geldigi bildirilmektedir (41).
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3.4.2. Miyeloperoksidaz (MPO)

Miyeloperoksidaz (MPO) ise oksidatif strese yanit olarak lokositler (nétrofiller
vb.) tarafindan depolanip tretilen lizozomal bir enzimdir (42,43). Bir¢ok akut ve
kronik inflamatuar hastalikla ilgili hemoproteindir (43). MPO, ateroskleroz, astim,
artrit ve kanser gibi bircok hastaligin patogenezinde etkili oldugu bildirilmektedir
MPO notrofillerin graniillerinde bulunan ve kofaktor olarak glikolizlenmis hem grubu
iceren bir enzimdir (44). Hem igeren protein olan MPO, iltihaplanma bolgelerinde
uyarilmis polimorfoniikleer 16kositlerden salinir (45). Hem enzimi MPO, hidrojen
peroksit ve kloriiriin hipoklor6éz aside doniisiimiinii katalize eder Hipokloréz asit
mikroorganizmalar {izerine pargalayict etkiden sorumludur (44,45). MPO giigli
oksidanlarin olusumunda katalizor gorevi gorerek c¢esitli oksidanlarin iiretimini
saglamaktadir (43,44). Hipoklordz asit, notrofiller tarafindan iiretilen baslica giiglii
oksidandir. Hipoklordéz asit gibi oksidanlar ¢esitli hiicre fonksiyonlarina miidahale
eder ve doku hasarina neden oldugu sdylenmektedir (43,45). Ayrica MPO, cesitli
inflamatuar hastaliklarda doku hasarinda lokal bir inflamasyon araci olabilecegi
bildirilmistir (46). Son yillarda kritik bir inflamasyon modiilatorii olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Inflamasyon durumunda MPO diizeyinde belirli artislarin oldugu
soylenmektedir (43). Artan MPO aktivitesi nitrik oksit inaktivasyonu artisina, bunun
sonucunda nitrik oksitin vazodilatér ve antiinflamatuar etkilerinin azalmasi ile
oncelikle wvaskiiler patolojiler ve bir¢cok patolojik olayda etkisinin olabildigi
bildirilmistir (42). Bazi1 antiinflamatuar ilaglarin MPO aktivitesini inhibe edebildigi ve
bu inhibisyonun onlarin antiinflamatuar etkisini agiklayabildigi bildirilmistir (45). Bir
calismada melatoninin gii¢lii bir MPO inhibitorii olarak hizmet ettigi bildirilmektedir
(44). Koroner arter tutulumu ile ilgili yapilan bir ¢alismada MPO enzim yiiksekligi,
troponin T ve KK-MB belirtegler gibi komplikasyon riski hakkinda bilgi verebilecegi
bildirilmigtir. Ayrica plazma MPO enzim yiiksekligi aterosklerotik plakin instabilitesi
ile ilgili bir belirte¢ olabilecegini bildirilmektedir (47). Baska bir g¢alismada {i¢
Hypericum tiiriiniin insandaki antiinflamatuar aktivitesinin, MPO inhibisyonu ile
iliskili olabilecegi belirtilmektedir (45). T1ibbi bir bitki olarak kullanilan ¢aksir otu ve
tarla atkuyrugu bitkilerinden elde edilen preparatlar in vitro olarak MPO diizeylerini
diistirdiigii bildirilmektedir (48).
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3.4.3. Katalaz (CAT)

Insan viicudu karmasik bir oksidan ve antioksidan sistem etkisi altinda canliligini
stirdiiriir. Oksidan sistem dokulara zarar veren serbest radikaller meydana getirirken
antioksidan sistem ise bunlarin zararli etkilerine karsi savunma meydana getirirler.
Katalaz viicudumuzdaki ©onemli antioksidanlarindan biridir. Oksidan sistemden
meydana gelen serbest radikallerin hiicrede birikmesi oksidatif stres olusturarak
dokularin zarar gérmesine ve lipit peroksidasyonuna neden olabilmektedir (49,50).
Katalaz demir iceren ve bir¢cok dokuda peroksizomlarda yer alan bir enzimdir (50,51).
Katalaz hidrojen peroksiti (H202) oksijen ve suya doniistiirerek dokunun zarar
gormesini onlemektedir (52). Serbest radikaller ve lipit peroksidasyonu hastaliklarin
meydana gelmesinde etkili olabildigi soylenmektedir. Buna karsin antioksidanlar lipit
peroksidasyonunu azaltarak dokunun korunmasini saglamaktadir (36,51). Katalaz,
serbest radikallerin birlesmesini ve lipit peroksidasyonunun Onlenmesini
saglamaktadir. Katalazin aktif calismasi hidroksil radikalinin meydana gelmesini
onlemektedir (36). Antioksidan enzimlerin hiicredeki artis ve azalisini serbest
radikaller ve oksidatif stres etkilemektedir. Hiicrede serbest radikaller arttig1 zaman
savunma olarak homeostaziyi saglamak igin antioksidan enzim diizeyleri de
yiikselmektedir (50,51). Katalaz hidrojen peroksit yogunluguna gore artis ve azalis
gostermektedir. Hidrojen peroksit yiiksek konsantrasyonlarda hiicre i¢in ¢ok zararl
oldugu soOylenmektedir. Katalaz saniyede milyonlarca hidrojen peroksiti

pargalayabildigi bildirilmektedir (50).
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4. GEREC VE YONTEM

Calismamiz i¢in gerekli literatiir taramasi yapilmistir. Arastirmanin yapilabilmesi
icin gerekli izinler ve etik kurul almmustir. Arastirmamiz igin Dicle Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérligiinden maddi destek alinmigtir.

4.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi ve Kullanim

Arastirmada kullanilacak deney hayvanlari DUSAM tarafindan temin edildi.
Sprague Dawley 1rki 32 adet erkek sigan ¢alismada kullanildi. Siganlarin yas aralig
12 Hafta ve 250-300gr agirliginda olacak sekilde belirlendi. Prosediirlerin tiimii
DUSAM deney hayvanlari {initesinde gergeklestirildi.

4.2. Deney Hayvanlarina Uygulanan Invaziv Girisim (Tibial Kemik Defekti
Modeli)

Deneyde yapilacak invaziv girisim anestezi altinda yapildi. Anestezi derinliginin
takibi her 2-3 dakikada bir cilt veya parmak kistirma yanitlari ile takip edildi. Deney
prosediirii baslamadan 6nce islem uygulanacak tiim deney hayvanlarina 90 mg/kg
intramuskiiler ketamin hidrokloriir (Ketalar; Pfizer, Istanbul, Tiirkive) Ve 8 mg/kg Xylazin
(Rompun; Bayer, Istanbul, Turkey) genel anestezi yapildi. Operasyon bolgesi olarak
belirlenen sag proksimal tibial kemigin govde boliimiindeki tityler tiras edildi. Cerrahi
saha merkezden perifere dogru povidoniyodin (Biokadin® , Biokan, Istanbul, Tiirkiye)
antiseptik bir soliisyonla temizlendi. Yapilan horizontal insizyon sonrasi
mukoperiosteal tam kalinliktaki flep nazikg¢e eleve edildi. Tibial kemiginin gévde
bolgesinde, lateralden yaklagilarak, her hayvanin sag tibiasinda 1 adet 5 mm
derinliginde ve 6 mm c¢apinda silindirik defektler olusturuldu. Tim es boyutlu

defektler bu amag i¢in tasarlanmis tek bir boyuttaki trefan frez ile acildi.
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4.3. Deney Hayvanlar1 Uzerinde Yapilacak Islemler

Deney prosediirii baglamadan 6nce islem uygulanacak tiim deney hayvanlaria 90
mg/kg intramuskiiler ketamin hidrokloriir (Ketalar; Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) V& 8 mg/kg
xylazin (Rompun; Bayer, Istanbul, Turkey) genel anestezi yapildi. Ratlar her grupta 8 rat
olmak iizere rastgele secilerek 4 gruba ayrildi. Gruplara asagidaki prosediirler
uygulandi. Tim islemler sag proksimal tibial kemige uygulandi. Hayvanlarin

beslenmeleri ad libitum (yem ve suya sinirsiz erisim) olarak verildi.

Tablo 1. Deney Gruplari ve Sayilar

Deney ve Kontrol Gruplar: Hayvan Sayisi

1. Grup Kontrol grubu 8
2. Grup Defekt (Sham) grubu 8
3. Grup Defekt + MC grubu (14 giinliik) 8
4. Grup Defekt + MC grubu (28 giinliik) 8

1.Grup: Tibial kemige herhangi bir islem uygulanmadi. Bu grup kontrol grubu olarak
degerlendirildi. Hayvanlarin su ve yeme erisimi sinirsiz olarak verildi.

2.Grup: Bu grup defekt (Sham) grubu olarak degerlendirildi. Bu gruptaki hayvanlarin
tibial kemiklerine 6 mm capinda silindirik defekt olusturulup baska islem yapilmada.
Hayvanlarin su ve yeme erisimi sinirsiz olarak verildi.

3.Grup: Defekt + MC grubu (14 giinlik) olarak degerlendirildi. Bu gruptaki
hayvanlara 6 mm c¢apinda silindirik defekt olusturulup daha sonra 14 giin boyunca
sicanlara 600 mg/kg/giin MC ekstresi igme suyuna karistirilip oral gavaj yoluyla
verildi.

4.Grup: Defekt + MC grubu (28 giinliik) olarak degerlendirildi. Bu gruptaki
hayvanlara 6 mm ¢apinda silindirik defekt olusturulup daha sonra 28 giin boyunca 600
mg/kg/giin MC ekstresi igme suyuna karistirilip oral gavaj yoluyla verildi.

Deneyde kullanilan ratlar 28. giiniin sonunda sakrifiye edilip sag tibialar alind.
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4.4. Histopatolojik Uygulamalar

Tibial doku &rnekleri %10°luk nétral buffered formalin soliisyonuna alinarak rutin
parafin doku takibi uygulandi. Fiksasyon (24 saat) isleminden sonra dokular
dekalsifikasyon iglemi i¢in %10 formik asit soliisyonunda kemik dokular yumusayana
kadar bekletildi. Daha sonra yikama (1 gece), artan alkol serileri (%50, %70, %80,
%90, %96 ve absolii etil alkol) ve seffaflagtirma (ksilende 3x30 dakika) islemlerinin
ardindan 58°C’ de parafin infiltrasyonuna alindi. Daha sonra dokular parafin bloklara
gomiilerek ve mikrotom (katalog no: Leica RM2265, Wetzlar, Germany) yardimiyla
bloklardan Hematoksilen- Eozin ve immiinohistokimyasal boyamalar i¢in 4-6 um
kalinliginda kesitler alindi. Hematoksilen-Eozin Boyama igin parafin bloklardan
alinan tibial doku kesitleri 37°C’ye ayarlanmis benmariye alindi. Lam iizerinde fazla
parafini eritmek i¢in kesitler 58-62°C etiivde 6 saat boyunca bekletildi. Kesitler 3x15
dakika ksilende deparafinize edildi. Kesitler azalan alkol serilerinden (%100, %96,
%90, %70, %50 etil alkol) 10’ar dakika gecirilerek ve distile suya getirilerek 5 dakika
bekletildi. Harris Hematoksilen boyasinda 8 dakika bekletildikten sonra kesitler akar
su altinda 5 dakika yikandi. Kesitler durulandiktan sonra alkolik eozin boyasinda 6
dakika bekletildi. Kesitler artan alkol serilerine (%80, %90, %96 etil alkol serilerinden
gegirilerek) hizlica daldirilarak ve absolii alkolde 2 dakika bekletildi. Son olarak
kesitler 3x15 dakika ksilende bekletilerek ve doku iizerine Entellan damlatilarak

lamelle kapatildi.

4.5. Immunohistokimyasal Uygulamalar

Immiinohistokimyasal boyama igin parafin bloklardan alinan kesitler 37°C* ye
ayarlanmis benmaride agilmasi bekletidi ve sonra polilizinli lamlara alindi. Lam
tizerinde fazla parafini eritmek igin kesitler 58-62°C etiivde 6 saat boyunca bekletildi.
Kesitler 3x15 dakika ksilende deparafinize edildi. Kesitler azalan alkol serilerinden
(%100, %96, %90, %70, %50 etil alkol) 10’ar dakika gegcirilerek ve distile suya
getirilerek 5 dakika bekletildi. Kesitler fosfat tampon soliisyonunda (PBS) 3x5 dakika
yikama islemi yapildi. Kesitler EDTA buffer sollisyonuna (pH:8.0, katalog no: ab93680,
Abcam, Cambridge, USA) alind1 ve 1s1-indiiklii epitope retrieval islemi gergeklestirildi. 20

31



dakika oda sicakligina birakilan kesitler tekrar PBS’e alindi. Kesitler
immunohistokimya barina dizilerek, barin nemliligini ve sicakligi kontrol edildi.
Kesitlere %3 hidrojen peroksit soliisyonu (katalog no: TA-015-HP, ThermoFischer,
Fremont, CA, USA) damlatilip 20 dakika inkiibe edildi. Ardindan PBS ile 3X5 dakika
yikama yapilip, Ultra V Block soliisyonunda (Block (katalog no: TA-015-UB,
ThermoFischer, Fremont, CA, USA) 7 dakika bekletildi. Kesitler, osteopontin (katalog
no: 14-9096-82, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) ve osteonektin (SPARC)
(katalog no: PA5-78178, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) antikorlari ile bir gece
+4°C’de overnight edildi. Ertesi giin kesitler oda sicakligina birakilarak 30-60 dakika
bekletildi. PBS ile yikanan kesitlerin {izerine biotinli sekonder antikor (katalog no:TP-
015-BN, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip 14 dakika kadar inkiibe edildi.
Daha sonra streptavidin-peroxidase (katalog no:TS-015-HR, ThermoFischer,
Fremont, CA, USA) damlatilip 15 dakika beklendikten sonra PBS ile yikama yapildi.
Yikanan kesitlerin {izerine Diaminobenzidin (DAB) (katalog no: TA-001-HCX,
ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip reaksiyon mikroskop altinda izlenip
PBS ile durduruldu. Harris hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler
entellan (katalog no:107961, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, United States) ile
kapatilip, Zeiss Imager A2 fotomikroskobunda degerlendirilip goriintiilendi.
Osteoblast, osteosit, osteoklast, osteopontin (OPN) ve osteonectin (ONC) gibi sayisal
degisiklikler —ayrintili  olarak  kaydedildi. Elde  edilen histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal degisikliklerin yogunlugu 0'dan 4'e kadar 0= degisiklik yok, 1=
¢ok az, 2= az, 3= orta ve 4= fazla olacak sekilde literatiire uygun olarak
derecelendirildi (53,54).

4.6. Biyokimyasal Olgiimler

Oksidatif stresin bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) ii¢ veya daha fazla cift
bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir. Ug karbonlu bir
dialdehittir (33,34). Momordica charantia’nin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi
icin MDA diizeyleri yol gosterici bir parametre olarak kullanildi. MDA diizeylerinin
belirlenmesi i¢in doku oOrnekleri ¢ok soguk 150 mM potasyum kloriir (KCl) ile

homojenize edildi. Lipid peroksidasyon belirteci olan MDA diizeyleri nmol/g olarak
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ifade edilirken dokulardaki inflamatuar hastalikla ilgili bir hemoprotein olan
miyeloperoksidaz (MPO) ise U/g olarak ifade edildi. Olgiimler literatiirle benzer bir
prosediir ile yapildi (55,56). Katalaz (CAT) viicudumuzdaki Onemli
antioksidanlarindan biridir. Katalaz hidrojen peroksiti (H.O2) oksijen ve suya
dontistiirerek dokunun zarar goérmesini onlemektedir (52). Katalaz Aebi metodu

referans alinarak ¢alisildi. Katalaz diizeyleri umol/g olarak ifade edildi (57).

4.7. Istatiksel Degerlendirme

Istatiksel analizler i¢in IBM SPSS Statistics 23.0 (IBM Inc, Chicago, IL, USA)
bilgisayar programi ile yapildi. Iki ya da ikiden daha fazla bagimsiz grubun
ortalamalarini karsilagtirmak igin tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) testi
kullanildi. Gruplarin homojenligi Levene testiyle incelendi. Gruplarim normal
dagilmasi ve homojen olmasi durumunda gruplar arasindaki farkliliklarin analizi igin
Post-hoc testlerden Tukey HSD kullanildi. Verilerin tanimlayici istatistiklerinde
ortalama, standart sapma, medyan en diisiik, en yiiksek degerler kullanilmistir. Tiim
testlerde P<0.05 hata istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4.8. Arastirmamizda 3R flkesinin Uygulanma Sekli

Replacement: Deney hayvani yerine daha basit bir canli veya alternatif bir yontem
kullanimi miimkiin goéziikmemektedir. Ciinkii ¢alismamizda hedefledigimiz tibial

defekt modelini gozlemlemek i¢in canli bir dokuda ¢alisilmasi elzemdir.

Reduction: Gruplarin her birinden en az 7 veri almak istatistiksel olarak yeterlidir.
Ancak beklenmeyen hayvan kayiplari ve deneye uyumsuzluk hesaba katildiginda
asgari veri ihtiyacinin altina diismemek i¢in her gruptan 8 hayvan ile deneylere

baslanmasi planlanmustir.
Refinement: Calismadaki prosediirler tecriibeli, sertifika sahibi kisiler tarafindan

yapildi. Hayvanlarin refahi ve kaybinin Onlenmesi icin, hayvanlar yem ve su

kisitlamasi olmadan barindirilacak, giinliik gézleme dayali takipleri yapilmistir.
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5. BULGULAR

Caligmamizdaki deneklerden alinan verilerin analizi sonucunda elde edilen

bulgular grafik, tablo ve resimlerden yararlanilarak asagidaki gibi hazirlanmistir.

Defekt grubunda artan MDA diizeyleri MC uygulanan gruplarda anlamli bir
sekilde diistiigii ve kontrol grubu diizeyine yaklastigi goriilmektedir (Sekil 1.)

EGrupl EGrup2 E=Grup3 EGrup4

60
53,5

50

331 % e e

30

20

10

0 = E
MDA (nmol/g)

Sekil 2. Gruplarin Malondialdehit (MDA) Verilerinin Grafigi

Gruplardan elde edilen MDA verilerine gore grup 2’nin diger gruplar ile arasinda
pozitif yonlii bir korelasyon oldugu gozlenmektedir. Boylece grup 2 MDA ortalama
degerlerinin grup 1, grup 3 ve grup 4’te elde edilen verilere gore anlamli bir sekilde
fazla oldugu tespit edilmistir (r=20,396; r=16,322; r=17,268; F=33,644 p<0,01).
MC’nin kullanildig1 gruplar ve kontrol grubunda MDA degerinin ise daha diisiik
oldugu saptanmistir. Kontrol grubu ile MC’nin kullanildig1 gruplar arasindaki MDA

ortalama degerleri farkinin anlamli olmadig1 bulunmustur (Tablo 2).
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Tablo 2. MDA Verilerine Gore Gruplar Arasindaki Korelasyon

MDA
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 F p
Grup 1 1 -20,39600*  -4,07400 -3,12800
Grup2  20,39600 1 16,32200* 17,26800*
" 33,644  p<0,01
Grup 3 4,07400 -16,32200 1 0,94600
Grup 4 3,12800 -17,26800"  -0,94600 1

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Defekt (sham)), Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu), Grup 4 (Defekt
+28 glinlitk MC grubu)

Defekt grubunda artan MPO diizeyleri MC uygulanan gruplarda anlamli bir
sekilde diistiigii ve kontrol grubu diizeyine yaklastigi goriilmektedir (Sekil 3).

E Grupl EGrup?2 Grup3 EGrup4d

O B N W b U1 O N 00 ©

MPO (U/g)

SEKIL 4. Gruplarin Miyeloperoksidaz (MPO) Verilerinin Grafigi

Gruplardan elde edilen MPO verilerine gore grup 2’nin diger gruplar ile arasinda
pozitif yonlii bir korelasyonu oldugu saptanmistir. Grup 2 MPO ortalama degerlerinin
grup 1, grup 3 ve grup 4’te elde edilen verilere gére anlamli bir sekilde fazla oldugu
tespit edilmistir (r=3,416; r=2,449; r=3,260; F=31,066; p<0,01). MC’nin kullanildig1
gruplar ve kontrol grubunda MPO degerinin defekt grubuna gore daha diisiik oldugu
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bulunmustur. Ayrica kontrol grubu ile MC’nin kullanildig1 gruplar arasindaki MPO

ortalama degerleri farkinin anlamli olmadig1 saptanmistir (Tablo 3).

Tablo 3. MPO Verilerine Gore Gruplar Arasindaki Korelasyon

MPO
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 F p
Grup 1 1 -3,41600* -0,967  -0,15600
Grup2  3,41600* 1 2,44900* 3,26000*
31,066  p<0,01
Grup 3 0,96700 -2,44900* 1 0,81100

Grup 4 0,15600 -3,26000*  -0,81100 1

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Defekt (sham)), Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu), Grup 4 (Defekt
+28 giinlitk MC grubu)

Defekt grubunda azalan CAT diizeyi MC uygulanan gruplarda anlaml1 bir sekilde
yiikseldigi ve kontrol grubu diizeyine yaklastigi goriilmektedir (Sekil 3).

E Grupl EGrup?2 Grup3 EGrup4

CAT (umol/g)

Sekil 5. Gruplarin Katalaz (CAT) Verilerinin Grafigi

Katalaz (CAT) verilerine gore grup 2’nin diger gruplar ile arasinda negatif yonlii
bir korelasyonu oldugu goézlenmektedir. Grup 2 CAT ortalama degerlerinin grupl,
grup 3 ve grup 4’te elde edilen verilere gore anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu

tespit edilmistir (r=-3,031; r=-1,536; r=-2,561; F=33,644; p<0,01). Bu da MC’nin
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kullanildig1 gruplar ve kontrol grubunda CAT ortalama degerinin daha yiiksek oldugu
anlamina gelmektedir. Ayrica CAT verilerine gore grup 1 ve 3 arasinda pozitif (r=-
1,495; p<0,01) bir korelasyon varken grup 3 ve grup 4 arasinda ise negatif (r=-1,025;
p<0,01) bir korelasyon oldugu goriilmektedir. Bu verilere gore grup 1 ortalama CAT
degeri grup 3’ten anlamli bir sekilde fazla iken grup 3 ortalama CAT degeri grup 4’ten
anlamli bir sekilde daha az oldugu tespit edilmistir. Defekt grubuna uygulanan 14 ve
28 giinlik MC’nin kontrol grubuna gore defekt grubu tizerindeki etkileri géz 6niine
alindig1 zaman 28 giin uygulanan MC’nin CAT ortalama degerini normal diizeye

getirmede daha etkin oldugu goriilmektedir (Tablo 4).

Tablo 4. CAT Verilerine Gore Gruplar Arasindaki Korelasyon

CAT
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 F p
Grup 1 1 3,03100*  1,49500*  0,47000
Grup2 -3,03100* 1 -1,53600* -2,56100*
33,744  p<0,01
Grup3  -1,49500* 1,53600* 1 -1,02500*
Grup4  -0,47000 2,56100*  1,02500* 1

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Defekt (sham)), Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu), Grup 4 (Defekt
+28 giinlitk MC grubu)

Defekt grubunda azalan osteoblastik aktivite MC uygulanan gruplarda anlamli bir

sekilde yiikseldigi ve kontrol grubu diizeyine yaklastig1 goriilmektedir (Sekil 4).
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Sekil 6. Gruplarin Osteoblastik Aktivite Verilerinin Grafigi

Osteoblastik aktivite ortalama degerlerine gore grup 2’nin diger gruplar ile
arasinda negatif yonlii bir korelasyonu oldugu goézlenmektedir. Bdylece grup 2
osteoblast ortalama degerlerinin grupl, grup 3 ve grup 4’te elde edilen verilere gore
anlaml bir sekilde daha diisiik oldugu tespit edilmistir (r=-2,200; r=-1,500; r=-1,800;
F=18,148; p<0,01). MC’nin kullanildig1 gruplar ve kontrol grubunda osteoblastik
aktivite diizeyinin anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica grup
2’nin grup 4’teki korelasyonu grup 3’teki korelasyonuna goére daha anlamli oldugu
goriilmektedir (r=-1,500; r=-1,800). Ayrica MC’nin 14 giin yerine 28 giin verilmesi
osteoblastik aktiviteyi daha fazla arttiracagi ama bu iliskinin anlamli olmadigi

goriilmektedir (Tablo 5).

Tablo 5. Osteoblastik Aktivite Verilerine Gore Gruplar Arasindaki Korelasyon

Osteoblastik Aktivite

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 F p
Grup 1 1 2,20000* 0,70000 0,40000
Grup 2 -2,20000* 1 -1,50000* -1,80000*
18,148 p<0,01
Grup 3 -0,70000 1,50000* 1 -0,30000
Grup 4 -0,40000 1,80000* 0,30000 1

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Defekt (sham)), Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu), Grup 4 (Defekt
+28 giinlitk MC grubu)
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Defekt grubunda artan osteoklastik aktivite 28 giin MC uygulanan grupta anlaml
bir sekilde diistigli ve kontrol grubu diizeyine yaklastigi goriilmektedir. MC 28 giin
ve daha fazla uygulanmasi ile istenilen osteoklastik aktivite diizeyine gelebilecegi

goriilmektedir. (Sekil 5).

EGrupl =Grup?2 Grup3 EGrup4d
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Sekil 7. Gruplarin Osteoklastik Aktivite Verilerinin Grafigi

Osteoklastik ortalama degerlerine gore yapilan korelasyonda grup 1°nin grup 2 ve
grup 3 ‘e gore grup 2’de daha giiglii negatif bir korelasyona sahip oldugu
goriilmektedir (r=-2,400; r=-2,000; F=24,574; p<0,01). Grup 2 ve grup 3’te 6zellikle
MC verilmeyen grupta daha etkin olmakla beraber osteoklastik aktivitenin kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde daha fazla oldugu gozlenmektedir. Grup 1 ve grup 4
arasinda ise osteoklastik aktivite agisindan anlamli bir fark gézlenmemektedir (r=-
0,700; p>0,01). Osteoklast ortalama degerlerine gore grup 2 ile grup 4 arasinda pozitif
bir korelasyon oldugu goriilmektedir (r=1,700; p<0,01). MC’nin 28 giin boyunca
uygulanmasi1 sham grubuna gore osteoklastik aktivitenin anlamli bir sekilde diistiigiinii
ve normal kontrol grubu seviyesine regiile ettigi tespit edilmistir. Ayrica grup 3 ve
grup 4 arasinda osteoklast ortalama degerleri agisindan pozitif yonlii bir korelasyon
oldugu tespit edilmistir (r=-1,300; p<0,01). Bu da grup 4’iin osteoklastik aktivitenin
diistiriilmesi agisindan grup 3’e gore anlamli bir fark gosterdigi anlamina gelmektedir.

Osteoklast ortalama degerlerinin kontrol grubu seviyelerine anlamli bir sekilde
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diistiriilmesi ve regiile edilebilmesi i¢in MC’nin defekt grubuna 14 giin yerine 28 giin

boyunca uygulanmasi gerektigi saptanmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Osteoklastik Aktivite Verilerine Gore Gruplar Arasindaki Korelasyon

Osteoklastik Aktivite

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 F p
Grup 1 1 -2,40000* -2,00000*  -0,70000
Grup 2 2,40000* 1 0,40000  1,70000*
24,574 p<0,01
Grup 3 2,00000* -,40000 1 1,30000*
Grup 4 0,70000 -1,70000* -1,30000* 1

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Defekt (sham)), Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu), Grup 4 (Defekt
+28 giinlitk MC grubu)

Defekt grubunda azalan osteosit gelisimi 28 giin MC uygulanan grupta anlamli bir
sekilde yiikseldigi ve kontrol grubu diizeyine yaklastig1 goriilmektedir. MC 28 giin ve
daha fazla uygulanmasi ile istenen osteosit gelisimi diizeyine gelebilecegi

goriilmektedir (Sekil 6).
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Sekil 8. Gruplarin Osteosit Gelisimi Verilerinin Grafigi
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Osteosit gelisimi verilerine gore grup 1’nin grup 2 ve grup 3 ‘ile arasinda giiglii
pozitif korelasyonu oldugu goriilmektedir (r=2,500; r=1,500; F=16,255; p<0,01). Bu
da kontrol grubuna gore grup 2 ve grup 3’lin osteosit gelisimi acisindan daha az
ortalamaya sahip oldugu anlamina gelmektedir. Grup 2 ve grup 4 arasinda ise osteosit
gelisimi agisindan negatif yonlii bir korelasyon oldugu goriilmektedir (r=-2,100;
p<0,01). Fakat grup 2 ile grup 3 arasinda negatif ama anlaml1 olmayan bir korelasyon
saptanmistir (r=-1,000; p>0,01). Grup 3 ve grup 4 arasinda ise osteosit gelisimi
acisindan negatif yonlii bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (r=-1,100; p<0,01).
MC’nin 14 giin uygulanmasi1 sonucu osteosit gelisimi artmakta ancak bu artis sham
grubuna gore anlamli degildir. Ancak MC’nin 28 giin uygulandig1 defekt grubunda ise
osteosit gelisimi artmakta ve sham grubuna gore bu artisin anlamli oldugu tespit
edilmistir. Bu da sham grubuna gore artan osteosit sayisinin kontrol grubu seviyesine
anlaml bir sekilde artig gostermesi i¢in en az 28 giin ve iizerinde uygulama yapilmasi

gerektigi anlamina gelmektedir (Tablo 7).

Tablo 7. Osteosit Gelisimi Verilerine Gore Gruplar Arasindaki Korelasyon

Osteosit Gelisimi
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 F p
Grup 1 1 2,50000" 1,50000"  0,40000
Grup 2 -2,50000" 1 -1,00000 -2,10000"
N — 16,255 p<0,01
Grup 3 -1,50000 1,00000 1 -1,10000
Grup 4 -0,40000 2,10000" 1,10000" 1

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Defekt (sham)), Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu), Grup 4 (Defekt
+28 giinlitk MC grubu)

Defekt grubunda azalan OPN diizeyi 28 giin MC uygulanan grupta anlamli bir
sekilde diistiigli ve kontrol grubu diizeyine yaklastig1 goriilmektedir. MC’nin 28 giin
ve daha fazla uygulanmasi ile istenen OPN diizeyine gelebilecegi goriilmektedir (Sekil

7).
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Sekil 9. Gruplarin Osteopontin (OPN) Verilerinin Grafigi

Osteopontin (OPN) verilerine gore grup 1 ve grup 2 arasinda pozitif bir korelasyon
oldugu goriilmektedir (r=1,700; F=12,992; p<0,01). Grup1’in OPN diizeyinin grup
2’den anlamli bir sekilde yiiksek oldugu anlamina gelmektedir. Ayrica grup 2 ve grup
4 arasinda ise giiglii negatif bir korelasyonun oldugu goriilmektedir (r=-2,200; p<0,01).
Ancak grup 2 ve grup 3 arasinda negatif bir korelasyon olmasina ragmen anlamli bir
farklilik goriilmemektedir (r=-0,800; p>0,01). Grup 3 ve grup 4 arasinda ise OPN
diizeyi agisindan negatif yonlii anlamli bir korelasyon oldugu goriilmektedir (r=-1,400;
p<0,01). Boylece OPN diizeyinin anlamli bir sekilde artmasini1 ve kontrol grubu
diizeyine regiilasyonunu saglayabilmek i¢in defekt grubuna MC’nin 14 giin yerine 28

giin uygulanmasi gerektigi tespit edilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Osteopontin (OPN) Verilerine Gore Gruplar Arasindaki Korelasyon

Osteopontin (OPN)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 F p
Grup 1 1 1,70000* 0,90000  -0,50000
Grup2  -1,70000* 1 -0,80000 -2,20000*
12,992 p<0,01
Grup 3 -0,90000 0,80000 1 -1,40000*
Grup 4 0,50000 2,20000* 1,40000* 1

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Defekt (sham)), Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu), Grup 4 (Defekt
+28 giinlitk MC grubu)
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Defekt grubunda azalan ONC diizeyi 28 giin MC uygulanan grupta anlamli bir
sekilde yiikseldigi ve kontrol grubu diizeyine yaklastigi goriilmektedir. MC 28 giin ve
daha fazla uygulanmasi ile istenen ONC diizeyine gelebilecegi goriilmektedir (Sekil

8).
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Sekil 10. Gruplarin Osteonektin (ONC) Verilerinin Grafigi

Osteonektin (ONC) verilerine gore grup 1 ve grup 2 arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu goriilmektedir (r=2,200; F=9,943; p<0,01). Grupl’in ONC
diizeyinin grup 2’den anlamli bir sekilde yiiksek oldugu saptanmustir. Ayrica grup 2
ve grup 4 arasinda ise giiclii negatif bir korelasyonun oldugu goriilmektedir (r=-1,900;
p<0,01). Ancak grup 2 ve grup 3 arasinda negatif bir korelasyon olmasina ragmen
anlamli bir farklilik goriilmemektedir (r=-1,100; p>0,01). Boylece ONC diizeyinin
anlaml1 bir sekilde artmasini ve kontrol grubu diizeyine regiilasyonunu saglayabilmek
icin defekt grubuna MC’nin 14 giin yerine 28 giin uygulanmasi gerektigi tespit
edilmistir (Tablo 9).
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Tablo 9. Osteonektin (ONC) Verine Gore Gruplar Arasindaki Korelasyon

Osteonektin (ONC)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 F p
Grup 1 1 2,20000" 1,10000  0,30000
Grup2  -2,20000° 1 -1,10000 -1,90000"
9,943 p<0,01
Grup 3 -1,10000 1,10000 1 -0,80000
Grup 4 -0,30000 1,90000" 0,80000 1

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Defekt (sham)), Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu), Grup 4 (Defekt
+28 glinlitk MC grubu)

Gruplardaki tibial doku kesitlerinin osteoblast, osteoklast, osteosit ve trabekiiler
kemik acgisindan histopatolojik incelenmesinde; Grup 1’e ait kesitin histopatolojik
incelemesinde 6zellikle periferde kemik trabekiillerinin bulundugu alanda osteoblastik
aktivitenin belirgin oldugu (ok) arada kemik iligine ait eritrosit ve lokositlerin
dagildig1 osteosit hiicrelerin lakuna iginde yerlestigi (yildiz) osteoklastlarin az sayida
oldugu goriildi (Resim 5). Grup 2’de trabekiiler yapilarda diizensizlik ve biitiinliik
bozulmus 6zellikle plazma hiicreleri ve osteoklast hiicrelerinde (0k) 6nemli derecede
artis izlenmistir. Osteoklastik aktivite de dejenerasyon ve yer yer bozulmalar
inflamatuar hiicrelerde agregat ve soliter tarzda (yildiz) dagilmis yapisal 6zellikteki
olusumlar belirgin olarak goriildii (Resim 5). Grup 3’e ait kesitte kemik trabekiillerinin
bulundugu alanlarda osteoklastlarda artis (y1ldiz) gozlenirken soliter tarzda dagilmis
16kosit infiltrasyonu (yildiz) ve osteosit hiicrelerde hafif derecede hiperplazi tespit
edildi. Kan damarlarinda dilatasyon (sar1 ok) izlendi (Resim 5). Grup 4’te defekt
bolgesinde Ozellikle yeni olugmaya baslamis kemik trabekiillerinin olgunlagsmaya
(y1ldiz) basladigi gézlendi. Bununla birlikte hem osteoblastik aktivitede (Siyah ok)
hem de lakuna iginde yerlesmis osteositlerde (sar1 ok) belirginlesme goriildi.
Osteoklastlarda azalma gozlenirken inflamasyonda azalma dikkat ¢ekiciydi (Resim 5).
Daha ileriki donemlerde 6-8 haftalarda MC kullaniminin yeni kemik olusumuna daha

olumlu etkisi olabilecegini sdyleyebiliriz.
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Grup 1 (Kontrol) Grup 2 (Defekt (Sham))

Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu) Grup 4 (Defekt +28 giinliik MC grubu)

Resim 5. Gruplarin Histopatolojik degerlendirmesi (Olgek: 50 pm)

Gruplardaki tibial doku kesitlerinin osteopontin agisindan immiinohistokimyasal
olarak incelenmesinde; Grup 1’e ait kesitte ana kemik trabekiil par¢asinda lakuna
icindeki osteosit hiicrelerinde (siyah ok) osteopontin ekspresyonu pozitif aradaki bazi
osteoklast hiicrelerinde (kirmizi ok) osteopontin negatif ekspresyonu gozlenirken
genellikle osteoblastlarda da (sar1 ok) osteopontin ekspresyonu pozitif tespit edildi
(Resim 6). Grup 2’ye ait kesitlerde kemiklerin periferinde yer alan ve ozellikle
osteoklastlarda (kirmizi ok) pozitif osteopontin ekspresyonu goézlendi. Lokositlerde
(sar1 ok) osteopontin ekspresyonu pozitifligi ana kemik hiicresinde (siyah ok)
osteopontin pozitifligi izlendi (Resim 6). Grup 3’e ait kesitte ana kemik bolgesinde
yogun osteoblastik aktiviteler ve osteosit aktivitesi gozlenirken osteopontin
ekspresyonu pozitif tespit edildi. Ancak bunlarin arasinda yer alan yeni kemik
trabekiillerine ait olan kesitlerde kiigciik kemik trabekiil alanlar1 ve Ozellikle
periferindeki osteblast hiicrelerinde (siyah ok) ve yer yer de aradaki soliter taraftaki
osteoklast hiicrelerinde (kirmizi ok) osteopontin ekspresyonu pozitif ancak kemik
matriksinde (sar1 ok) osteopontin ekspresyonu hentiz belirginlesmemis oldugu izlendi
(Resim 6). Grup 4’te ozellikle ana kemik trabekiiliin bulundugu alanin diginda yeni

olusan kemik pargalarinda hem osteoblastlarda (siyah ok) hem osteositlerde (sar1 ok)
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osteopontin ekspresyonu belirginlestigi ve yeni kemik olusumuna ait olan trabekiil

pargalarinin (kirmizi ok) da matriks salinimini hizlandirdigi goriildii (Resim 6).

Grup 1 (Kontrol)

- o

. e 5
Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu) Grup 4 (Defekt +28 giinliik MC grubu)

Resim 6. Gruplarin Immiinohistokimyasal degerlendirmesi (Osteopontin) (Olgek: 20
pm)

Gruplardaki tibial doku kesitlerinin osteonektin agisindan immiinohistokimyasal
olarak incelenmesinde; Grup 1’e ait tibia bolgesinin longitudinal kesitinde genel
anlamda osteoblastik aktivitenin (siyah ok) belirgin oldugu ve osteositlerin lakuna
icine yerlestigi niikleuslariin (sar1 ok) osteonektinle pozitiflik gosterdigi disa dogru
hem lifsel yapilarin hem de bag doku hiicrelerinde (kirmizi ok) de osteonektin
ekspresyonunun pozitif oldugu goriildii. Bazi havers kanallarinda da yine dis bolgeye
dogru 6zellikle osteon yapilarinin osteonektin ekspresyonunun da pozitif oldugu tespit
edildi (Resim 7). Grup 2’ye ait kesitte 6zellikle defekt alani iginde kiigiik parcaciklar
seklinde her ne kadar kemik olusumlar1 olsa da inflamasyon (y1ldiz) oldukg¢a belirgin
artig izlenmistir. Osteoklast hiicrelerinde (kirmizi ok) osteonektin ekspresyonu pozitif
ve yeni olusmaya baslamis kiiglik pargaciklarda osteblastlarinda (sar1 ok) negatif
etkilesme gosterdigi tespit edildi. Osteositler bolgede heniiz olusmamustir (Resim 7).

Grup 3’te defekt bolgesinde yeni olugan kemik trabekiillerinde osteoblast hiicrelerinde
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(sar1 ok) belirgin bir osteonektin ekspresyonunda artig izlendi. Osteositler belirgin
olmasa bile arada yer yer osteosit hiicrelerinde (siyah ok) de osteonektin ekspresyonu
pozitif goriildii. Ancak matriks alaninda (y1ldiz) orta diizeyde osteonektin ekspresyonu
tespit edildi (Resim 7). Grup 4’te defekt alani iginde genislemis trabekiillerin
osteoblast hiicrelerinde osteositlerde (siyah ok) osteonektin ekspresyonu pozitif yer
yer bazi alanlarda az sayidaki osteoklast hiicrelerinde (kirmizi ok) pozitif osteonektin
ekspresyonu goriildii. Bu gruba ait kesitte dikkat ¢eken hususlardan biri de 6zellikle
lifsel yapilarin (y1ldiz) ¢ok belirginlesmeye basladig1 ve yapisal biitiinliigii gelismeye
basladigi goriiliirken osteonektin ekspresyonu da pozitif tespit edildi (Resim 7).

i a

{4 ".. . Y ) _ b
4 g _ o 13 s ¥y .
Grup 3 (Defekt +14 giinliik MC grubu) Grup 4 (Defekt +28 giinliik MC grubu)

R_esim 7. Gruplarin Immiinohistokimyasal olarak degerlendirmesi (Osteonektin)
(Olgek: 20 um)
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6. TARTISMA

Sifali bitkiler ve iirlinleri saglhigin gelistirilmesi amaciyla kiiresel olarak ge¢misten
giiniimiize kadar kullanilmaktadir (58). Gelismekte olan toplumlarda mevcut veya
uygun fiyatl bitkiler tibbin temel bir pargast olan geleneksel saglik hizmetine destek
olmaktadir (58,59). Giiniimiizde modern tibba destek olmakta ve ayrica ilaglarin etken
maddesinin iiretilmesinde faydalanilmaktadir. Diinyada recete edilen ilaglarin yaklasik
%25'i bitkilerden elde edilmektedir (58). Halk sagligini korumak igin bitkisel ilaglarin
giivenli, uygun kalitede olmasin1 saglamak ve gerekli Onlemlerin alinmasi
gerekmektedir (58,59). Bu bitkisel bilesenin kullanim miktar1 bileseni ve i¢eriginden
emin olunmalidir. Tiketicilere ayrica dozaj, kontrendikasyonlar ve etkinlik hakkinda
bilime dayali bilgiler verilmesi gerekmektedir (58). Halk sagligini korumak igin uygun
onlemlerin belirlenmesindeki en 6nemli faktor akademik ¢alismalar sonucu elde edilen
verilerdir. Calismalarda bitkisel ilaglarin kullanimi ve giivenligi hakkinda yeterli bilgi
saglanmasi gerekmektedir (59). Yeterli bilimsel yarar saglayan bitki calismalar
mevcutsa bu bitkinin hastaliklarin tedavisi icin tesvik edilip kullanilmasma izin
verilmesi gerektigi bildirilmektedir (58). Bizde ¢alismamizda bir¢ok alanda galismasi
yapilmis ve olumlu sonuglar alinmis, ulasilmasi kolay olan ileri ¢aligmalar1 sonucu
halk saglig1 yararlarindan dolay1 MC tercih ettik. Bitkinin her boliimiinden
faydalanilmaktadir. Hatta olgunlagsmayan kisimlan ile ilgili yapilan ¢alismalar1 bile
mevcuttur. Giincel bir ¢alismada M. charantia'nin olgunlasmamis meyve 6ziitliniin,
yiiksek yagl bir diyetle beslenen sicanlar {izerinde gii¢lii antilipidemik etkilere sahip
oldugu bildirilmistir (60). Antidiyabetik caligmalarda tedavide kullanilan bir ¢ok
formu olup ¢alisma sonuglarinda kan sekeri regiilasyonunda etkili oldugu tespit
edilmistir (61-65). Akciger kanserine kars1 (66,67), yiiksek tansiyonu diisiirmede (68),
kardiyomiyositlerin radyasyona karsi korunmasinda (69), alerjik astim ve iltihabi
reaksiyonlara karst (70), bagirsak iltihabi ile ilgili problemlerde (71), iskemik beyin
hasarina karst (72), invitro bir caligmada anti mikrobiyal etkisinin oldugu (73),
diyabetik nefropatinin iyilesmesi (74), gastrik iilserde mide koruyucu etkisi (75),
karaciger kanserine karsi (76), agiz kanserine karsi (77,78), yara iyilesmesi (79),
SARS-CoV-2 viral enfeksiyonlarin tedavisi (80), testosteron etkinliginin

iyilestirilmesinde (81), pankreas kanserine kars1 (82) etkinligiyle ilgili yapilan giincel
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calismalarla popiilaritesini korumaktadir. MC'nin birgok farkli preparat ve karisimi

tilkemizin farkli bolgelerinde aktar ve eczanelerden temin edilebilmektedir (27).

Kiiresel olarak artan niifus ve gelisen teknoloji sonucu artan trafik kazalari, silahla
yaralanmalar gibi travmatik veya fizyolojik olarak meydana gelen kemik defeklerinde
ciddi artig goriilmektedir (83). Gelisen teknolojiyle ortalama yasam siiresinin artmasi
bununla birlikte kotii beslenme, sedanter yasam, menopoz, diisiik 6strojen hormonu,
gastrointestinal problemler gibi nedenlere bagli kemiklerin zayiflamasi sonucu gelisen
osteoporotik kiriklarda da atis oldugu bildirilmektedir (84). Kemik defekleri saglik
agisindan hem hastalar hem de tedavi edici kisiler ic¢in ciddi sorunlar
olusturabilmektedir. Ozellikle kemikteki biiyiik defektlerin iyilesmesinin ge¢ olmasi,
estetik veya fonksiyonel agidan yeterli onarilamamasi son zamanlarda kemik onarimi
ile ilgili yeni arastirmalarin artmasina neden olmustur. Kemik onariminin yetersiz
kaldig1 durumlarda geleneksel ya da alternatif tip yontemlerine bagvurulmaktadir (85).
Gelismekte olan tilkelerde niifusun ¢ogunlugu geleneksel yontemlere (bitki, meyve,
cay v.b.) bagvurarak problemini ¢ozmeye calisir. Bu sebeple son yillarda sifali meyve
ve bitkilerin ¢alismalarda popiiler olarak kullanildigr bildirilmektedir (27). MC’nin
bircok rahatsizlikta etkili olmasi arastirma alanlarimi her gecen giin arttirmaktadir (22-
44). Ozellikle diyabet hastalar1 iizerinde MC’nin kan sekeri regiilasyonunda etkili
oldugu tespit edilmistir (61-64,86). Diabetes mellitus’un kemik sagligina etkisinin
arastirildig bir calismada insiilin benzeri biiyiime faktorii 1’in yetersiz salinimi kemik
homeostazini bozarak kirilganliga yol agabilecegi bildirilmistir (87). Glikoz ve insiilin
metabolizmasindaki diizensizlik kemik vaskiilarizasyonunun bozulmasina neden
olmaktadir. Bu da kemik onarimi i¢in gerekli olan osteoblast, osteoklast aktivitelerinde
ve mineralizasyonda bozulmalara sebebiyet verecektir (87,88). Vaskiiler rejenerasyon
kemik hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve goc¢iinde 6nemli bir rol oynadig: bildirilmektedir
(89). MC’nin diyabet ve diger problemler iizerindeki olumlu sonuglari g6z Oniine
alinacak olursa kemik rejenerasyon mekanizmasini dolayli yoldan etkileyebilecegi
diisiiniilmektedir. Boylece yaygin, ucuz ayrica erisimi kolay olan bu bitkinin kirik
iyilesmesi ile ilgili ¢aligmalarinin yeterli diizeyde olmamasi kemikte olusan defekt
tizerinde koruyucu ve iyilestirici etkisi deneysel modelimizin olusturulmasinda katki

sagladu.
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Malondialdehit (MDA) ii¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir. MDA ii¢ karbonlu bir dialdehittir (33,34).
MDA lipid peroksidasyonunun baslica toksik iiriinii oldugu bildirilmistir (35).
Oksidatif stres lipit peroksidasyonu (LP) ile sonuglanir (34). Lipid
peroksidasyonu, biyolojik membranlarda serbest radikallerin neden oldugu ve
fonksiyon kaybu ile hiicre 6liimlerine yol agan zincirleme bir reaksiyon siirecidir (36).
Lipidler reaktif oksijen tiirlinlerinin zararh etkilerine oldukca duyarhdir. Hiicre zarinda
yer alan li¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri ile
yliksek oranda tepkimeye girmektedir. Bunun sonucunda lipid peroksidasyonu
meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonu esnasinda biyolojik yapilarda tespiti
kolay olan ve peroksidatif hasarin belirteci olan MDA olusur (37). Lipit
peroksidasyonu membran lipidlerinin yikimma neden olmakla beraber lipid
peroksitleri ve aldehitler gibi yan {iriinleri de olusturmaktadir (34). Ayn1 zamanda
hidrojen peroksit zardaki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu baslatarak
MDA artisina neden olabilmektedir. MDA artis1 serbest oksijen radikallerin etkisiyle
lipid peroksidasyonu artisin1 gostermektedir (34,36). Coklu doymamis yag asitlerinin
parcalanmasi sonucu agiga ¢ikan MDA diizeyi lipid peroksitlerin durumu ve diizeyi
hakkinda bir ipucu olarak kullanilabilmektedir. Hiicre membranindan kolay bir sekilde
gecgebilen MDA hiicredeki protein sentezini, enzimatik reaksiyonlari ve DNA yapisini
da olumsuz etkiledigi soylenmektedir (34). MDA fosfolipitleri ¢apraz baglayarak
membran polimerizasyonu, iyon transportu ve enzim aktivitesi ile ilgili problemler
olusturur. Hiicre membran dayanikligi, gegirgenlik, membran potansiyeli ile ilgili
olumsuzluklar meydana gelir (34,36). Hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikmesi sonucu
hiicre hasar1 ve Oliimleri goriilebilmektedir (36). Meydana gelen LP’nin hiicre
biitiinliiglinde meydana getirdigi olumsuzluklar sonucu hiicre hasar1 ve oliimleri
olusmaktadir. Serbest radikallerin hiicreye verecegi zararlar1 dnlemek i¢in endojen
enzimler baslangigta artis gostermektedir. Ancak daha sonra enzimlerin azalmasi ve
yetersiz kalmasi sonucu oksidatif hiicre hasar1 olusmaktadir (34). Oksidatif stres lipid
peroksidasyonu sonucu hiicre onarimina zarar verdigini bildirilmektedir. Bu zararin
ancak  oksidan-antioksidan  sistemdeki bazi  bozukluklarin  giderilmesiyle
coziilebilecegi disiiniilmektedir (38). Oksidatif strese karsi fitokimyasallarin

koruyucu etkilerinin oldugunu ortaya koyan birgok calisma vardir (39,40). Ozsahin ve
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arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada kayist ve iiziim ekstraktlarindaki
polifenolik bilesiklerin eritrositlerde meydana gelen lipid peroksidazi engelledigini
tespit etmislerdir (40). Baska bir ¢aligmada ratlarin bagirsaginda olusturulan oksidatif
hasar sonrasi ve B-karotenin koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir. Bunu da MDA
seviyelerinde azalma ile antioksidan enzim diizeylerindeki artisla bildirmislerdir (39).
Normalde tiim dokularda az miktarda da olsa lipid peroksidasyonu goriilmektedir.
Meydana gelen bu lipid peroksidasyonu antioksidan sistemler tarafindan kontrol
edilmektedir. Sayet bu kontrol saglanmazsa membran lipidlerinin bozulmasina yol
acarak oksidatif hasar meydana gelir (40). Iskemi modeli olusturulan bir deneysel
modelde oksidatif stres meydana geldigi i¢in MDA diizeyinde 6nemli artislarin oldugu
ancak bazi antioksidan kullanimi sonrasinda bu degerlerin kontrol grubu seviyelerine
geldigi bildirilmektedir (41). Prunus dulcis sulu ekstraktinin tibial kemik iyilesmesi
iizerindeki etkisini inceleyen bir calismada tedavi gruplarinda oksidatif stresin
biyobelirteci olan serum MDA diizeylerinin 6nemli 6l¢lide azaldigini bildirmektedir
(90). Calismamizda defekt grubunda MDA seviyesinin anlamli artisi goz Oniine
alindig1 zaman lipid peroksidasyonunun arttig1 sdylenebilmektedir. MDA diizeyinin
yliksek olmasi defekt olusturulan sicanlarda oksidatif hasarin  oldugunu
gostermektedir. MC uygulanan gruplardaki MDA diizeyindeki anlamli diisiisiin
varligi hiicre ve hiicre membrani ile ilgili sorunlarin (dayanikligi, gecirgenlik,
potansiyel ve enzim aktivitesi gibi) ¢oziilmesi ile meydana geldigi diisiiniilmektedir.
MC uygulanan gruplardaki MDA diizeyindeki anlamli diisiis lipid peroksidasyonuna
kars1 koruyucu etkilerinin oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar 1s181nda kemik hiicre

onarimi i¢in MC’nin iyi bir antioksidan olabilecegi diistiniilmektedir.

Oksidatif strese yanit olarak MPO 16kositler (nétrofiller vb.) tarafindan depolanip
tiretilen lizozomal bir enzimdir (42,43). Bir¢ok akut ve kronik inflamatuar hastalikla
ilgili hemoproteindir (43). MPO’nun ateroskleroz, astim, artrit ve kanser gibi birgok
hastaligin patogenezinde etkili oldugu bildirilmektedir (44). MPO nétrofillerin
graniillerinde bulunan ve kofaktor olarak glikolizlenmis hem grubu i¢eren bir enzimdir
(44). Hem igeren protein olan MPO, iltihaplanma bdlgelerinde uyarilmis
polimorfoniikleer 16kositlerden salinir (45). Hem enzimi MPO, hidrojen peroksit ve
Kloriirin ~ hipokloréz aside donisiimiinii  katalize eder. Hipokloréz —asit

mikroorganizmalar {izerine pargalayic1 etkiden sorumludur (44,45). MPO gigli
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oksidanlarin olusumunda katalizor gorevi gorerek cesitli oksidanlarin iiretimini
sagladig1 soylenmektedir (43,44). Hipoklor6z asit, noétrofiller tarafindan iretilen
baslica giiglii bir oksidandir. Hipoklordz asit gibi oksidanlar ¢esitli hiicre
fonksiyonlarmma miidahale eder ve doku hasarina neden oldugu sdylenmektedir
(43,45). Ayrica MPO ¢esitli inflamatuar hastaliklarda doku hasarinda lokal bir
inflamasyon araci olabilecegi bildirilmistir (46). Son yillarda kritik bir inflamasyon
modiilatorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Inflamasyon durumunda MPO diizeyinde
belirli artislarin oldugu sdylenmektedir (43). Artan MPO aktivitesi nitrik oksit
inaktivasyonu artisina, bunun sonucunda nitrik oksitin vazodilator ve antiinflamatuar
etkilerinin azalmasi ile oncelikle vaskiiler patolojiler ve bir¢ok patolojik olayda
etkisinin olabildigi bildirilmistir (42). Baz1 antiinflamatuar ilaglarin MPO aktivitesini
inhibe edebildigi ve bu inhibisyonun ilaglarin antiinflamatuar etkisini
aciklayabilecegini bildirmislerdir (45). Bir ¢alismada melatoninin gii¢lii bir MPO
inhibitorii olarak etki gosterdigi bildirilmektedir (44). Koroner arter tutulumu ile ilgili
yapilan bir calismada MPO enzim yiiksekligi, troponin T ve KK-MB belirtecler gibi
komplikasyon riski hakkinda bilgi verebilecegi sdylenmektedir. Ayrica plazma MPO
enzim yliksekligi aterosklerotik plakin instabilitesi ile ilgili bir belirte¢ olabilecegini
bildirilmektedir (47). Baska bir ¢alismada ii¢ Hypericum tiiriiniin insandaki
antiinflamatuar aktivitesinin, MPO inhibisyonu ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir
(45). Tibbi bir bitki olarak kullanilan ¢aksir otu ve tarla atkuyrugu bitkilerinden elde
edilen preparatlar in vitro olarak MPO diizeylerini diisiirdiigii bildirilmektedir (48).
Calismamizda yukaridaki g¢alismalara paralel olarak inflamatuvar durumun bir
gostergesi olarak artan MPO diizeyleri defekt grubunda diger gruplara kiyasla anlamli
bir artis tespit edilmistir. MC verilen gruplarda defekt gruplarina gére MPO diizeyinde
ise anlaml1 diistis varlig1 tespit edilmistir. Ayrica saglikli kemikteki MPO diizeyine en
yakin degerlere sahip grup 28 giin uygulanan MC’nin oldugu grup bulunmustur. MPO
diizeyinin normal kemikteki diizeyine regiile edilmesinde grup 4’iin daha basarili
oldugu bulunmustur. MC’nin uygulandig1 gruplardaki MPO diizeyindeki anlaml
azalisin  oksidan-antioksidan sistemdeki bazi bozukluklarin  giderilmesiyle
inflamasyonun regiilasyonu sonucu meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir. MC’nin
MPO enzim inhibisyonunun regiilasyonundaki olumlu etkisi antiinflamatuar

0zelliginin oldugunu bizlere gostermektedir.
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Insan viicudu karmasik bir oksidan ve antioksidan sistem etkisi altinda canliligin1
stirdiiriir. Oksidan sistem dokulara zarar veren serbest radikaller meydana getirirken
antioksidan sistem ise bunlarin zararli etkilerine karsi savunma meydana getirirler.
Katalaz viicudumuzdaki ©6nemli antioksidanlarindan biridir. Oksidan sistemden
meydana gelen serbest radikallerin hiicrede birikmesi oksidatif stres olusturarak
dokularin zarar gérmesine ve lipit peroksidasyonuna neden olabilmektedir (49,50).
Katalaz demir i¢eren ve bircok dokuda peroksizomlarda yer alan bir enzimdir (50,51).
Katalaz hidrojen peroksiti (H202) oksijen ve suya doniistiirerek dokunun zarar
gormesini onlemektedir (52). Serbest radikaller ve lipit peroksidasyonu hastaliklarin
meydana gelmesinde etkili oldugu sdylenmektedir. Buna karsin antioksidanlar lipit
peroksidasyonunu azaltarak dokunun korunmasini saglamaktadir (36,51). Katalaz,
serbest radikallerin birlesmesini ve lipit peroksidasyonunun dnlenmesini saglayarak
birtakim hastaliklarin olusmasini engellemektedir. Katalazin aktif ¢alismasi hidroksil
radikalinin meydana gelmesini 6nlemektedir (36). Antioksidan enzimlerin hiicredeki
artis ve azalisini serbest radikaller ve oksidatif stres etkilemektedir. Hiicrede serbest
radikaller arttig1 zaman savunma olarak homeostaziyi saglamak i¢in antioksidan enzim
diizeyleri de yiikselmektedir (50,51). Katalaz hidrojen peroksit yogunluguna gore artis
ve azalis gostermektedir. Hidrojen peroksit yiliksek konsantrasyonlarda hiicre i¢in ¢cok
zararli oldugu sOylenmektedir. Katalaz saniyede milyonlarca hidrojen peroksiti
pargalayabilir (50). Prunus dulcis sulu ekstraktinin tibial kemik iyilesmesi {izerindeki
etkisini inceleyen bir ¢alismada tedavi gruplarinda oksidatif stresin biyobelirteci olan
CAT diizeylerinin 6nemli 6lglide arttigini bildirmektedir (90). Calismamizda defekt
grubunda katalaz enzim diizeyinde anlamli bir diislis tespit edilmistir. Ancak MC’nin
uygulandig1 gruplarda defekt grubuna goére anlamli bir yiikselis ile normal diizeye
regiile oldugu saptanmistir. MC uygulanan gruplardaki katalaz enzimindeki bu artig
hiicre oksidatif hasar1 dnlemek amaci ile antioksidan enzim sistemlerinde aktivite artisi
ile iligkili oldugunu gostermektedir. MC’nin uygulandigi gruplarda katalaz enzim
seviyesindeki anlamli yiikselis ile enzim seviyelerinin normale donmesi géz Oniine

alindiginda kemik onarmminda iyi bir antioksidan olabilecegi sdylenebilir.

Yara dokusunda artan oksidatif stres iyilesmeyi engelleyen en 6nemli faktorlerden
biridir ve kronik yaralarda oksidatif stres nedeniyle iyilesmenin bozuldugu

bilinmektedir (91). Bizim ¢aligmamizda kemik dokusu onariminin MC uygulanan
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gruplarda anlamli derecede daha iyi onarimin meydana gelmesi oksidatif stresi
azalttiginm1 ve lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu aktivitesini gostermektedir.
Ayrica defekt grubunda kemik dokusunun diger gruplara goére daha az onarim
sergilemesi MC yoklugunda iyilesmenin uzamasit ve oksidatif stresin koruyucu

etkisinden yoksun kalmasi ile iliskilendirilebilir.

Kirik iyilesmesinin biyolojik siireci karmagik ve bir¢ok faktorden dogrudan veya
dolayli olarak etkilenmektedir. Bunlar hastanin saglik durumu, yasi, beslenmesi vb.
faktorler olabildigi gibi kirik stabilizasyonu ve travma siddeti gibi faktorlerden de
etkilenebilmektedir (24). Calismamizda kirik iyilesmesini etkileyebilecek diger
faktorleri engellemek amaciyla bu ¢alisma ayni sekilde beslenen ayni ortamda yasayan
agirliklar1 benzer ayni cins hayvanlar iizerinde yapilmistir. Kirik stabilizasyonu ve
travma siddeti gibi faktorlerden etkilenmemesi i¢in tiim ratlarda ortak protokol

kullanilarak deneysel kirtk modeli meydana getirilmistir.

Akut kiriklarin  %5-10’unu  olusturan kaynamama kiriklar1 yaygin  bir
komplikasyondur. Bilimsel anlayis ve tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen,
hala kirik kaynamama oranlari biiyiikk olgiide degismeden kalmistir (92). Kirik
tyilesme siirecini olumlu ve olumsuz etkileyen bir¢ok c¢alisma yapilmis ve yeni
caligmalar yapilmaya devam etmektedir. Calismalarda uygulanan, iiglincii kusak
nitrojen i¢eren bisfosfonat olan zoledronik asit’in (93), Ankaferd BloodStopper (ABS)
ile B-trikalsiyum fosfat (TCP) kombinasyonunun (94), profilaktik bir ajan olarak
Potentilla fulgens'in (95), psoralen tedavisinin (96), polaprezinc (97), Src inhibitérii
saracatinib'in (AZD0530) (98), depresif siganlarda fluoksetinin (99), D vitamini ve
Silicon Chelates’in (100), helyum-neon lazerin (101), kirik onariminin erken fazinda
Glukozamin-Siilfat’in  (102), kobalt kloriir (CoCl,) tedavisinin (103), ghrelin
tedavisinin (104), erken kirik iyilesmesinde insan amniyotik zarmin (HAM) (105),
kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin (BM-MSC'ler) ve trombositten zengin
fibrinin (PRF) (106), Erektil disfonksiyon igin kullanilan sildenafil sitratin (107),
antioksidan a-tokoferoliin (108), trombositten zengin plazmanin (PRP) (109), se¢ici
olmayan periferik melatonin reseptorii (MT) agonistleri olan agomelatin ve
ramelteonun (110), kemik iligi aspiratt (BMA) ve diisiik seviyeli lazer tedavisinin
(LLLT) (80), aralikli pnomatik yumusak doku kompresyonunun (111), Prunus

dulcis 6zii ile tedavinin (90) kemik iyilesmesi ve onariminda olumlu etkiler meydana
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getirdigi bildirilmistir. Ancak insiilin yetmezIligi, hiperglisemi ve oksidatif stres (112),
kalsiyum siilfat dihidratin (KSD) (113), depresyonun (114), sigara dumaninin (115)
ise kemik gelisim ve onarimi iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu bildirilmektedir.
Bizim ¢aligmamizda MC’nin  uygulandigi  gruplarda histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal olarak kemik onarimini anlamli bir sekilde destekledigi tespit
edilmistir. MC’nin uygulandig1 gruplarda sham grubuna goére osteoblastik aktivite ve
osteosit gelisimi artarken osteoklastik aktivitenin azaldigi ve normal kontrol grubu
seviyesine regiile edildigi tespit edilmistir. MC’nin uygulandig: gruplarda osteopontin,
osteonektin ekspresyonunun da pozitif oldugu tespit edilmistir. Ayrica MC’nin 28 giin
uygulanmasi kemik onarmminin kontrol grubu seviyesine regiile edilmesinde daha

etkili olabilecegi saptanmustir.

Osteoklast hiicreleri kirik onarimi ve artrit ve tiimor metastazi gibi hastaliklarda
aktif ¢alisan hiicrelerdir. Calismalarda bir belirte¢ olarak kullanilabilmektedir (116).
Saglikl erkeklerde agizdan temin edilebilen Src inhibit6rii saracatinib'in (AZD0530)
kemik dongiisii tizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada insanlarda osteoklast
fonksiyonu azaltacagi ve buna baghh kemik rezorpsiyonunun da azalacagi
bildirilmektedir (98). Profilaktik bir ajan olarak Potentilla fulgens'in sicandaki tibial
defektler {izerindeki etkilerinin arastirildigt bir c¢alismada Potentilla fulgens
ekstraktinin yeni kemik olusumunda koruyucu etki sagladigini ve kemik gelisimindeki
onemli roller olan osteoblastlarda osteosit gelisimini ve matriks salgilanmasini
desteklemektedir. Ayrica 14. ve 28. giin bulgular1 arasinda osteopontin ve
osteonektinin ekspresyonu, osteoblast ve osteositlerin gelisimi {izerinde pozitif etki
gosterdigi vurgulanmaktadir (95). Kemik iligi aspirati (BMA) ve diisiik seviyeli lazer
tedavisinin (LLLT) kemik gelisimi tizerindeki etkisini inceleyen bir in vivo ¢alismada
osteopontin (OPN) ekspresyonu agirlikli olarak yeni olusan kemigin yiizeyinde yer
alan yiiksek sentez aktivitesi ile tutarli morfoloji sergileyen osteoblastlarda ve bu
dokunun kenarlarinda yer alan osteositlerde gézlendigi sdylenmektedir. Ayrica OPN
ekspresyonu ve VEGF, PCNA, Runx2, BMP-2, OPN ve OCN ekspresyonu
gelistirilerek kemik iyilesmesini arttirabilecegi sdylenmektedir. Anjiyogenez, hiicre
proliferasyonu, osteoblast farklilagsmasi ve mineralizasyonu artirilmasiyla kemik
iyilesmesine katki sagladigi bildirilmistir (80). Ganoderma lucidum’in kalvaryal

kemik defekti {lizerine etkisinin histolojik ve immiinohistokimyasal olarak
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incelenmesinde defekt grubunda osteoklast hiicrelerinde artis osteoblast ve osteosit
hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir. Ayrica osteoklast hiicrelerinde pozitif
osteoblast hiicrelerinde negatif ONC ekspresyonu goriiliirken inflamatuar hiicrelerde
OPN artis1 oldugu tespit edilmis. Ganoderma lucidum ile tedavi edilen grupta ise
osteoklast hiicrelerinde azalma osteoblast ve osteosit hiicre sayisinda artis
goriismistiir. Ayrica Osteoblast, osteosit, osteonlarda pozitif OPN ekspresyonu ile
osteoblastlarda, osteositlerde pozitif ONC ekspresyonu tespit edilmistir (117).
Sicanlarda tibial kemik defektlerine uygulanan simvastatinin kemik rejenerasyonu
iizerindeki histolojik ve immiinohistokimyasal olarak inceleyen bir ¢aligmada defekt
grubunda inflamasyon, kan damarlarinda tikaniklik ve osteoklast hiicrelerinde artis
goriilmiistiir. Simvastatin grubunda yeni kemik trabekiillerinde osteosit ve matriks
olusumu bulunmustur. Kontrol grubunda OPN ve ONC ekspresyonu osteoklast
hiicrelerinde pozitif oldugu osteoblastlar ve bazi1 osteositlerde OPN pozitif
reaksiyonunu goriilmiistiir. Simvastatin grubunda osteoblast ve osteosit hiicrelerinde
ONC ve OPN ekspresyonu pozitif, yeni kemik trabekiillerinde de osteon olusumunda
pozitif ekspresyonlar1 izlenmistir (53). Bizim c¢alismamizda defekt grubunda
trabekiiler yapilarda diizensizlik ve biitiinliik bozulmus 6zellikle plazma hiicreleri ve
osteoklast hiicrelerinde onemli derecede artis izlenmistir. Osteoklastik aktivite de
dejenerasyon ve yer yer bozulmalar inflamatuar hiicrelerde agregat ve soliter tarzda
dagilmis yapisal 6zellikteki olusumlar belirgin olarak saptanmistir. Ayrica kemiklerin
periferinde yer alan ve Ozellikle osteoklastlarda pozitif osteopontin ekspresyonu
gbzlendi. Lokositlerde osteopontin ekspresyonu pozitifligi ana kemik hiicresinde
osteopontin pozitifligi izlendi. Defekt alan1 i¢inde kiigiik parcaciklar seklinde her ne
kadar kemik olusumlar1 olsa da inflamasyonda oldukga belirgin artis izlenmistir.
Osteoklast hiicrelerinde osteonektin ekspresyonu pozitif ve yeni olusmaya baglamis
kiiclik pargaciklarin osteblastlarinda negatif etkilesme gosterdigi tespit edildi. MC
uygulanan 4. grupta yeni olusmaya baglamis kemik trabekiillerinin olgunlasmaya
basladig1 gozlendi Bununla birlikte hem osteoblastik aktivitede hem de lakuna iginde
yerlesmis osteositlerde belirginlesme goriildii. Osteoklastlarda azalma gozlenirken
inflamasyonda azalma dikkat ¢ekiciydi. Osteoblast, osteositlerde osteopontin
ekspresyonu belirginlestigi ve yeni kemik olusumuna ait olan trabekiil parcalarinin da

matriks salinimini hizlandirdig: goriildii. Defekt alani i¢inde genislemis trabekiillerin
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osteoblast hiicrelerinde osteositlerde osteonektin ekspresyonu pozitif yer yer bazi
alanlarda az sayidaki osteoklast hiicrelerinde pozitif osteonektin ekspresyonu goriildii.
Lifsel yapilarin ¢ok belirginlesmeye basladigi ve yapisal biitlinliigii gelismeye
basladigi goriilirken osteonektin ekspresyonu da pozitif tespit edilmistir.
Inceledigimiz ve kemik onarimini etkileyen bu parametrelere gére MC’nin 14 giin
yerine 28 giin ve daha fazla uygulanmasi kemik onarimini daha fazla artirabilecegi

sOylenebilir.

Kemik iyilesmesi biyokimyasal ve mekanik sinyallerle diizenlenen bir¢ok
hiicrenin etkisi ile etkilesimini icermektedir (118). Karmasik ve hassas bir fizyolojik
siire¢ olan kirik iyilesmesinde basarili restorasyon icin hipoksinin ve anjiyogenezin
hayati 6nem tasidig1 bildirilmektedir (118-120). Bir calismada vaskiiler yaralanma
veya kompartman sendromu ile iligkili tibia kirig1 olan ratlarda iskeminin kirik
tyilesmesi lizerindeki olas1 olumsuz etkileri melatonin ve kafeik asit fenetil ester
(CAPE) ile ortadan kaldirilabilecegi bildirilmistir (121). Melatoninin hem osteogenezi
hem de anjiyogenezi destekledigini ve osteoporotik kemik defekti onarimini
hizlandirdigini bildirmislerdir (122). Calismamizda MC’nin uygulandigi grupta kan
damarlarinda dilatasyon ve kemik onarimindaki basar1 goz oniine alindiginda kemik

onarmmindaki hayati oneme sahip olan anjiyogeneze katki sagladigi soylenebilir.

Teikoplaninin(antibiyotik) kirik iyilesmesi {izerine etkisini stereolojik ve
histopatolojik olarak inceleyen bir ¢alismada teikoplaninin vaskiilarizasyonu ve bag
dokusunu arttirdigr gézlemlenmistir. Ayrica antibakteriyel etkisi oldugu bilinen
Teikoplanin enfeksiyona eslik eden kemik defektlerinin tedavisinde gilivenle
kullanilabilecegi bildirilmistir (123). Non-steroid antiinflamatuar (NSAII) ilaglar
hayvan modellerinde kiriklardan sonra gecikmis kaynama ve kaynamama gelisiminde
rol oynamaktadir. NSAII ilaglar smifindan olan Tenoksikammn kirik iyilesmesini
olumsuz etkiledigi belirtilmektedir (124). Baska bir deneysel caligmada siganlarda
sistemik levofloksasin ve sefaleksin uygulamasinin kirik iyilesmesi {lizerindeki olasi
olumsuz etkileri nedeniyle, kemik kiriklarinin cerrahi tedavisinden sonra 1 haftadan
fazla regete edilmemesi Onerildigi bildirilmektedir (125). Pihtilagsma onleyici olarak
kullanilan aspirin nonsteroid antiinflamatuar bir ilagtir. Bir¢ok arastirmada kullanilan
aspirin defekt alanindaki osteoklastlarda, osteoblastlarda ve onlarin progenitdr

hiicrelerinde sitokinleri ve bazi aracilar1 aktive ederek kemik rejenerasyonunu tesvik
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edebilecegi  soylenmektedir. Kemik  kirigi  onariminda  6nemli  olan
anjiyogenezi endotel hiicrelerinin gogilinii artirarak uyardigi bildirilmektedir (126).
Calismamizda MC’nin defekt onarimindaki etkinligini daha saglikli inceleyebilmek
icin kirik onarimindaki inflamatuar yaniti ve kemik onarimindaki iyilesmeyi olumlu

veya olumsuz etkileyebilecek herhangi bir ilag kullanilmamuistir.

Sinir sistemi kemigin biiylimesi ve onarilmasi iizerinde 6nemli etkiye sahip
oldugu sdylenmektedir. Innervasyon kirik iyilesmesinde diizenleyici bir etkiye
sahiptir. Sinir yaralanmasinda kirik kemikte mekanik agidan dayaniksiz ve zayif kallus
olusmakta ayrica daha kiigiik kallus boyutlarimin olugsmasina sebep olmaktadir.
Yapilan bir arastirmada hiperbarik oksijen tedavisi (HBO) tedavisi ile sinir
yaralanmasi sonucu kemigin mekanik 6zellikleri de dahil olmak tizere, kirik iyilesmesi
tizerine olumsuz etkilerinin sinirlandirilabilecegi bildirilmektedir (127). Siyatik sinir
rezeksiyonunun tibia kirig1 iyilesmesindeki etkisinin in vivo olarak arastirildigi bir
calismada kirik iyilesmesinin olumsuz etkilenebilecegi bildirilmistir (128). Botulinum
toksini-A lokal enjeksiyonunun neden oldugu kisa siireli kas atrofisi, sigan femurunda
kirik iyilesmesini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (129). Kaslarin kullanilmasi sonucu
yliksek vaskiilarite ve bolgesel kan dolagimina katkisina kemik onarimi i¢in faydali
oldugu soylenmektedir. Ayrica kas progenitorlerinin dogrudan kemik iyilesmesine
katkida bulunabilecegi bildirilmistir (130). Bizim ¢alismamizda tibial defekt meydana
getirilme asamasinda ilgili bolgedeki kaslarin uyarilmasinda etkili olan mevcut

sinirlere dikkat edilerek olusacak denervasyonlar ekarte edilmistir.
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7. SONUC

Calismamizda MC’nin uygulandig1 gruplarda sham grubuna gére MDA ve CAT
diizeylerini kontrol grubu diizeyine regiile ettigi i¢in iyi bir antioksidan olabilecegi ve
oksidan-antioksidan bozuklugun regiilasyonu ile lipit peroksidasyonuna karsi kemik
dokusu iizerinde koruyucu etkisinin oldugu sdylenebilir. Ayrica MC’nin uygulandig:
gruplarda sham grubuna goére MPO diizeylerini kontrol grubu diizeyine regiile ettigi
icin anti-inflamatuar etkisi ile kemik dokusunu olumlu yonde destekleyebilecegi
sOylenebilir. Bu da MC’nin antiinflamatuar ve antioksidan aktiviteler gosterdigi in
vitro ¢calismalar1 desteklemektedir.

Kirik iyilesmesinin biyolojik siireci karmasik ve bir¢ok faktérden dogrudan veya
dolayli olarak etkilenmektedir. Literatiire destek olmak amaciyla kemik onarimi
iizerinde yapilan bir¢gok caligmaya ek olarak MC’nin kemik onarimi iizerindeki olumlu
etki olusturabildigi bulunmustur. Ancak bu sonuglarin desteklenmesi veya daha

detayl arastirilmasi i¢in daha fazla ve kapsamli ¢alismalar gerekmektedir.
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Article Info: Abstract
Article History: We aimed to examine the histlogical and i i effects of Momordica charantia on

bone repair, which provides positive regualation such a5 blood sugar, blood pressure, antlipedemic,
amticancmogenic, antibacterial, antioxcidant, anti-inflammatory, wound bealing, and txsue regeneration
in rats with tibial bone defect. Momordica charantia [MC) [commaonly called bitter melon; Goya; bitter
apple; bitber gourd; bitter squash; balsmm-pear; with many more names Ested belaw) is a tropical and
subtropical wine of the family Cucurbitaceae, widely grown i Asia, Africa, and the Caribbean for its
edible fruit. lis many varieties differ substantally in the shape and bitterness of the fruit. In this study,
32 male Sprague Dawley rats, 12 weels old and weighing 250-300gr, were used. 8 rats in each groap
randlomly, 15t group contral, Znd group defect (Sham), 3rd growup defect + MC groop (14 days), 4th
group defect + MC group (2B days) separated into the groap In this experimental stady, 600 mg kg day
MIC [bitter melon) extract was mixed into the drinking water of groups 3 and 4 and administered to rats
by eral tube. One 6 mm diameter cylindrical defects were created in the body of the right tibia bone. No
action was taken in Group 1. In Group 2, only tibial defect was made. For 14 days in group 3 and 28 days
in group 4, 600 mg/kg/day MC extract was mixed with drinking water and given by oral gavage.
Elevated Malondialdehyde [MDA) levels and Myeloperoxidase [MPO) decreased. In groups 3 and 4,
osteoblastic adtivity and osteocyte development increased, while osteopontin and  osteonectin
expression weres found to be positive, while osteoclastic adtivity decreased compared to the sham group.
It is a good antixddant in the groups where MC is applied. It has been observed that it can have a
positive efect on hone repair.
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INTRODUCTION

Bones form the passive elements of our movement system and
support the muscles and organs. And it serves as a storehouse
for calcium, which is an important requirement of our bady.
The deterioration of the integrity of the bone as a result of
internal or external stress 5 called a fracture 1. Trauma is the
most common cause of fracture, which = one of the main
causes of workforce loss in the world. Fracture healing in the
human body has become an important health problem for
humans teday. In fracture healing, hematoma occurs first at
the fracture site. Macrophages, which are the beginning of the
inflammation phase, come o this region 2. Platelets are
rransferred to this reglon together with macrophages
Cytokines (PDGF, TGF-8, IL-l, IL-6 and PGEZ) that have a
critical effect on the healing of the fracture are released
Fibroblast growth factor B initlates new vessel formation and
mesenchymal cell growth. Cells of fibroblast and mesenchyme
origin replace the hematoma in the fracture area. BMP is
secreted from and from these cells and the surrounding
periosteum, which ensures cell growth/differentiation.
Mesenchymal cells transform inte chondrocytes and then
callus bone tissue to form cartilage callus. While the repair

ISSN: 2250-1177 |5a]

process continues after the callus tissue, the remodeling
process begine % In addition, osteonectin [(ONC) and
osteopontin [OPN), which are an important indicator of
fracture healing and synthesized by ostecblastic cells in the rat
fernoral marrow ablation model, are known as glycoproteins
that are overexpressed in bone tissue that shows active
remodeling &

Many scientific sudies have been carried out on bone
regeneration from past to present Different strategles are
being developed to reduce and improve the normal repair
time of bone. Studies have shown that multiple factors are
effective on bone regeneration. Applications for the use of
plants in the treamment of diseases date back to the beginning
of medicine thousands of years ago. The increasing demand
for plants and products prepared from plants in recent years
has led to an increase in the number of herbal products as a
result of developments in both pharmacolegical and analytical
methods, and the number of preclinical and clinical studies to
obtain therapeutic efficacy and safery data for them 3%
Momordica charantia L (M. charantia), a member of the
Cucurbitaceae family, is widely distributed in tropical and
subtropical regions of the world. It has biologically active
chemicals such as glycosides, saponins, alkalolds and fixed
CODEN (USA): |DDTAD
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