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OZET

NiIGELLA SATiVA ILE DENTAL PULPA KAYNAKLI MEZENKIMAL
KOK HUCRESININ RAT TiBiA KEMIiK DEFEKTI IYILESMESI UZERINE
ETKILERININ KARSILASTIRMALI OLARAK INCELENMESI

Cene cerrahisindeki en biiyiik problemlerden biri kemik defektinin tamiridir.
Kemik dokusu belirli bir biiyiikliikteki defektin {izerinde tam bir iyilesme
saglayamamaktadir. Bu boyut ortalama 7 mm olarak kabul edilir ve kritik boyut
kemik defekti olarak adlandirilir. Bu boyutun iizerindeki defektlerde kemik
dokusunun yapay kemik materyalleri ve biyolojik ajanlarla desteklenerek
iyilesmesine yardim edilmektedir. Bu biyolojik ajanlar ¢esitli vitaminlerden lazer ve
ozon uygulamasia kadar genis bir c¢esitlilige sahiptir. Literatiirde giincelligini hig
kaybetmeden bu maddelere yenileri eklenmektedir. Biz bu ¢alismamizda giincel ve
yeni bir ajan olan Nigella Sativa’nin dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicresi

ile birlikte kemik iyilesmesine olan etkinligini saptamay1 amagladik.

Calismamizda 28 adet Spraque Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar 4 gruba
ayrildi. Pozitif kontrol grubuna sadece tibia kemigi iizerinde trefin frezle defekt
acilip serum fizyolojik uygulanip kapatildi. 2. grupta tibia iizerinde trefin frezle
defekt agildi, daha sonra kapatildi ve gavaj ile Nigella Sativa uygulandi. 3. grupta
trefin frezle defekt acildi ve daha sonra kapatildi ve lokal olarak kok hiicre verildi. 4.
grupta ise trefin frezle defekt agildi. Defekt kapatildiktan sonra ratlara gavaj ile
Nigella Sativa verildi ve defekt bolgesine lokal olarak kok hiicre uygulandi.
Hayvanlarin tamami 4. hafta sonunda sakrifiye edilerek ¢ikarilan dokular fiksatif

soliisyonu i¢inde histomorfolojik olarak incelemeye tabi tutuldu.

Calismamizin sonucunda ise sadece timokinon veya kok hiicre tedavisinin defekt
olugturulmasi sonrast Kemik gelisimini kismen uyardigi ve yeni kemik
trabekiillerinin gelisimini destekledigi izlendi. Defekt olusturulduktan sonra kok
hiicre + timokinon tedavisinin sadece timokinon ya da sadece kok hiicre tedavisine
gore ¢ok daha etkin oldugu, daha fazla kemik trabekiil gelisimini indikledigi,
matriks ve bag doku olusumuna katki sagladigi ve kemik yapiminda rol alan

osteoblastlarin ve osteositlerin sayisini arttirdigi gozlendi.

XV



Bu sonuglara dayanarak kok hiicre ve nigella sativanin kombine olarak
uygulandigr defektlerde iyilesme agisindan Onem arzettigi kanisina varilmistir.
Ancak bu 6zelliklerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha ileri diizeyde arastirmalara

ihtiyag vardir.

Anahtar sozciikler: Kemik defekti, nigella sativa, ¢orek otu, timokinon,
mezenkimal kok hiicre

XV



SUMMARY

COMPERATIVE EFFECT OF NiGELLA SATiVA WITH DENTAL
PULP MESENCHYMAL STEM CELL THERAPY ON HEALING OF RAT
TiBiAL BONE DEFECT.

One of the biggest problems in jaw surgery is the repair of the bone defect. Bone
tissue cannot provide fully heal over a defect of a certain size. This size is considered
to be an average of 7 mm and is called the critical size bone defect. In defects over
this size, bone tissue is supported by artificial bone materials and biological agents to
help it heal. These biological agents have a wide variety from various vitamins to
laser and ozone application. In the literature, new ones are added to these items
without losing their timeliness. In this study, we aimed to determine the effectiveness
of a current agent, Nigella Sativa, on bone healing together with dental pulp-derived

mesenchymal stem cells.

In our study, 28 Sprague Dawley male rats were used. Rats were divided into 4
groups. In the positive control group, only the defect on the tibia bone was opened
with a trephine bur, and saline was applied and then closed. In the second group, the
defect was opened with a trephine bur on the tibia bone, then closed and Nigella
sativa was applied by gavage. In the 3rd group, the defect was opened with a trephine
bur, then closed and stem cells was given locally. In the 4th group, the defect was
opened with a trephine bur. After the defect was closed, Nigella sativa was given to
the rats by gavage and stem cells was applied locally to the defect area. All animals
was sacrificed at the end of the 4th week and the removed tissues was subjected to

histomorphological examination in fixative solution.

As a result of our study, it was observed that only thymoquinone or stem cell
therapy partially stimulated bone growth and supported the development of new bone
trabeculae after defect creation. After the defect was created, it was observed that
stem cell + thymoquinone treatment was much more effective than only
thymoquinone or only stem cell treatment, inducing more bone trabeculae
development, contributing to matrix and connective tissue formation, and increasing

the number of osteoblasts and osteocytes involved in bone formation.
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Based on these results, it was concluded that the combined application of stem
cells and nigella sativa is important in terms of healing in defects. However, further

research is needed to better understand these features.

Key words: Bone defect, nigella sativa, black cumin, thymoquinone,
mesenchymal stem cell
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1.GIRIS VE AMAC

Oral ve maksillofasiyal cerrahide, operasyon alanindaki iyilesme ve kemik
olusumu en fazla istiinde durulan konulardan biri olmustur. Giinlimiizde kemik
iyilesmesinde altin standart olarak kabul edilip kullanilan otojen greftlemedir. Fakat
otojen greftin dezavantajlarindan dolay1 allogreftler, ksenogreftler ve alloplastik

materyaller de siklikla kullanilmaktadir (1).

Meydana gelen defektlerden sonra sert doku iyilesmesini hizlandirabilmak igin
elektriksel ve elektromanyetik tedavi, hiperbarik oksijen tedavisi, ultrason
uygulamas1 ve disiik seviyeli lazer terapisi (LLLT) gibi tedaviler mekanik;
lokal/sistemik medikanlar (kemik morfogenetik proteinleri [BMPs], biiyiime

faktorleri, hormonlar vb.) kimyasal metodlar olarak uygulanabilmektedir (2).

Son zamanlarda oldukga yayginlasan alternatif tedavi yontemlerinden biri olan
bitkisel tedaviler, diger tedavi yontemlerine alternatif olarak ortaya ¢ikmustir. Bitkisel
tedaviler iyilesme sagladigi ileri siiriilen fakat etkileri bilimsel yontemlerle
ispatlanamayan, geleneksel ve giincel tibbi yaklasimlar olarak bilinen alternatif
tedavi yontemidir. Nigella Sativa bitkisel tedavi yontemlerinde kullanilan ve sifali
bitkilerden biri olduguna inanilan, hem gida takviyesi hem de tedavi amagh
kullanilan Ranunculaceae (Diigiin ¢igegigiller) familyasindan Nigella tiirtidiir.
Insanlar arasinda hem tedavi edici hem de besin olarak tohumlarindan faydalanilan
Nigella Sativa ismini siyah goriiniimlii olan tohumlarindan almistir. Nigella
Sativa’nin bir¢ok tedavi edici etkilerinin oldugu son dénemlerde yapilan klinik ve
deneysel calismalarla ortaya konulmustur. Bitki tohumlarinda ciddi oranlarda sabit
ve ugucu yag ihtiva etmektedir. Iceriginde bulunan bu sabit ve ugucu yaglarin sahip
oldugu bilesenler hiicre igerisinde giiglii anti-inflamatuvar, anti-kanserojen ve anti-

mikrobiyal aktiviteye sebep olmaktadir (3).

Giincel baz1 ¢alismalarda Nigella Sativa’nin kemikle ilgili hastaliklarda, kemik
metabolizmasinda, kemik olusumu ve kemik iyilesmesi lizerine olan olumlu etkileri
bidirilmistir. Femurda defekt olusturulmus hayvan modellerinde diizenli olarak
verilen Nigella Sativa2nin fizyolojik yanitlari incelenmis ve kemik iyilesmesinde

faydali oldugu tespit edilmistir. Osteoblastik aktiviteyi arttirmasinin yani sira



osteoklast sayisint da ciddi oranda disiirerek kemik iyilesmesini hizlandirmaktadir

(4).

N. sativa kemik yapimindan sorumlu hiicreler olan osteoblastlarin ¢ogalmasini
saglayarak bu hiicrelerin olgunlasmas1 i¢in gerekli olan alkalen fosfataz
(osteoblastlar i¢in ilk belirteg), osteokalsin ve osteopontin (osteoblast farklilasma

asamas1 belirteci) gibi genlerin salgilanmasii indiikleyerek o6ziimleyici etki yapar

(5).

Kok hiicreler, kendini yenileme kapasiteleri ve baska hiicre tiplerine
farklilagsabilme 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadirlar. Viicutta kordon kani, plasenta,
kemik 1iligi, yag dokusu gibi pek c¢ok dokudan elde edilebildigi gibi dental
kaynaklardan da temin edilebilmektedirler. Periodontal ligament, dental folikiil,
apikal papilla, siit disi ve dental pulpadan kok hiicre izolasyonu yapilabilmektedir.
Kolay elde edilebilmeleri ve yiiksek farklilasma potansiyelleri dental kok hiicre
kaynaklarin1 6n plana c¢ikarmaktadir. Dental pulpadan elde edilen kok hiicreler
(DPSC) de hem yontem olarak kolay elde edilebilirligi, hem de osteojenik
farklilagsma kapasitesinin yeterli oldugu pek ¢ok kez gosterilmis olmasindan dolayi

onemli bir kaynak olarak goriilmektedir (6).

Son yillarin arastirilan tedavi yontemlerinden olan, dental pulpa ve dental
folikiilden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin kemik iyilesmesi iizerine etkileri,
verici bolgede olusan hastaliklarin elimine edilmesi ve giliclii osteojenik etkileri
nedeniyle basarili sonuglar elde edilmistir (7). Dental pulpadan elde edilen kok
hiicreler (DPSC) odontoblast, myosit, osteoblast, kondrosit, adiposit ve kornea epitel
hiicresine doniisebildigi gosterilmistir (8). Buna ek olarak son donem g¢alismalarda
kemik iligi kok hiicresiyle karsilastirildiginda dental pulpa hiicrelerinin daha fazla
boliinme, noral ve epitelyal hiicrelere farklilasma 6zelligi gosterdigi bildirilmistir (9).
DPSC’ler uygun indiiksiyon ortaminda mineralize doku olusturma o6zellikleri

sayesinde kemik rejenerasyonu hedeflenen ¢alismalar igin uygun bir kaynaktir (10).

Bu calismada, deneysel olarak rat tibialarinda agilan kemik defektlerinde
sistemik olarak uygulanan Nigella Sativa’nin etken maddesi olan timokinon ile lokal

olarak uygulanan dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicrenin osteogenezis



tizerine etkinliklerini immiinohistokimyasal olarak karsilastirmali saptanmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Dokusu

Yiiksek oranda farklilagmis bir bag dokusu olan kemik yapisinda fosfat kalsiyum
gibi bir¢ok iyonlar1 barindiran ve gerektiginde kana gegisini saglayan, kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin kan hiicreleriyle iliskisi ile de hematopoezde

gorev alan konnektif, dinamik ve canli bir dokudur (11).

Ekstraselliiler matriksin mineralize olmasi1 kemigi diger bag dokularindan ayiran
en onemli ozelliktir (12). Kalsifiye matriks esasen kondrotin siilfat, tip I kollajenin
olusturdugu demetlenmis ipliksi maddeler ve siilfatlanmis glikozaminoglikanlarin
yan baglarmmi barindiran zengin bir yapi icerir. Bunlarin yaninda osteopontin,
osteonektin ve gama-karboksiglutamik asit igeren protein gibi glikoproteinler ve

kemik sialoproteinlerini de ihtiva eder (13).

Kemik en dis katmanda kompakt kemik veya kortikal kemikten meydana gelir,
bu yap1 mekanik destek saglar ve lameller kemik formunda ince kollajen fibrillerden
olusur. Metabolik faaliyetlerden gorevli olan spongioz, kanselloz ya da trabekiiler
kemik ise merkezinde yer alir. Matriksi gevsek yapidadir, bunun nedeni ise bu
kisimda  diizgiin  siralanmig  fibriller bulunmamasidir. Uzerinde hematopoetik
elemanlar1 barindiran bu yap1 makroskopik olarak kafes veya bal petegi
goriinimiindedir (14). Periosteum, eklem ig¢i sinoviyal yiizeyler hari¢ kemik
dokusunu saran tabakadir. Periosteum osteoprogenitdr hiicreler iceren bir i¢ tabaka
ve yogun fibréz bir bag dokusu iceren dig tabakadan meydana gelmistir (15). Kemik
kendi kendini yenileyebilen 6zellesmis bir dokudur. Yasam boyunca istemli mekanik
aktivitelere destek ve direng saglayan, dis etmenlerin meydana getirdigi fiziksel
uyaranlar dogrultusunda igerigini, seklini ve hacmini yonetebilen bir yapiya sahiptir
(16). Bu islevlerinin yaninda, kaldiraglarindan olusturdugu sistemlerle iskelet kas
kasilmalarinin meydana getirdigi kuvvetleri belirli oranda arttirarak fiziksel

hareketlere gevirir (17).



2.1.1. Kemik Matriksi
Inorganik ve organik olarak ikiye ayrilir.

Inorganik Matriks

Kemik kuru agirhigmin %50- 65’ini olusturur. Kalsiyum fosfat (%85) ve
bikarbonat yaninda sitrat, magnezyum fluorid, sodyum fluorid ve potasyum igerir.
Kalsiyum ve fosfat esas olarak ‘hidroksilapatit kristalleri’ seklinde bulunur. 40 nm
uzunluk, 25 nm genislik ve 1,5-3 nm kalinliktaki hidroksilapatit kristalleri kollajen
bosluklar arasinda depolanirken, yiizey iyonlar1 su (H20) ile birlesir ve iyon
aligverisini gergeklestirir (18). Kollajen ile birlikte, kollajen olmayan matriks
proteinleri, hidroksiapatit birikimi i¢in bir iskelet olusturur ve bu tiir bir iligki, kemik
dokusunun tipik sertligi ve direncinden sorumludur (19). Yas ilerledik¢e inorganik

kismin esnekligi azalarak kirilgan hale gelir (20).

Organik Matriks

Kemik kuru agirliginin %35’ini olusturur. Organik komponentin %90’ tip 1
kollajen lifler yapar ve bunlar 67 nm araliklarla yerlesmis, 50-70 nm ¢apinda ¢apraz
bagli liflerden olusmustur. Bunun yaninda, kondrotin siilfat ve keratan siilfat gibi
glikozaminoglikanlar1 (GAG) igerir. Kemikteki glikoproteinler; hidroksilapatite
baglanan osteokalsin, osteoblast ve osteoklastlarin {izerindeki integrinler ve
hidroksilapatite baglanan osteopontinlerdir. Vitamin D, bu glikoproteinlerin sentezini
artirir. Kemik sialoproteini ise, osteoblast ve osteoklastlarin tizerindeki integrinlere
baglanarak, bu hiicrelerin kemik matriksine tutunmasini saglar. Eger organik
komponent uzaklastirilirsa, orijinal sekli korumakla beraber kemik c¢ok kolay

kirilabilir bir hale gelir (21).
2.1.2 Kemik Hiicreleri

Kemik dokusunun temel hiicreleri osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve

mezenkimal osteoprogenitor hiicrelerden olusmaktadir (22).
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Sekil 2.1. Kemik hiicrelerinin ve diferansiyasyon yolaklarinin sematik ¢izimi
(22). Osteoklastlar, kemik iliginde bulunan ve makrofajin olusumunda kdoken olan
monositlerin birlesimiyle meydana gelir. Osteoprogenitor hiicreler ise kemikte gerek

duyuldugunda osteoblastlara, osteoblastlar da osteositlere doniisebilir.
Osteoblast Hiicreleri

Kiiboid yapida hiicrelerden meydana gelen osteoblastlar, kemik hiicrelerinin
toplamda %4-6’sin1 olusturur. Kemik yiizeyinde bulunan ve kemigin olusumunda en

onemli role sahip olan hiicrelerdir (23).

Osteositler bazi osteoblastlarin yeni olugmus matriks tarafindan sarilmasiyla
olusur. Bu kusatma esnasinda meydana gelen bosluklara lakiina adi verilir.
Lakiinalarin igerisinde osteositler uzantilariyla beraber bulunur, bunlarla birlikte
hareket eden az sayida kalsifiye olmamis matriks de vardir. Osteoblastlar, alkalen
fosfataz enzimi icermektedir. Hem kalsifikasyonda hem de matriks olusumunda
onemli bir rolii olan alkalen fosfataz enzimi fosfati su ile pargalayarak lokal
inorganik fosfat miktarini arttirip bunun kalsiyum iyonlariyla birlesmesini saglar. Bu
birlesmenin sonucu olarak kalsiyum tuzlar seklinde dokuya c¢okmesi gerceklesir

(24).

2 b

Matriks iiretmeyi sonlandiran osteoblastlar1 daha diiz sekilli, suskun

’yﬁzey,
bir forma doniisiirler ve “bone-lining” hiicreleri adin1 alirlar. Bu hiicreler morfolojik

olarak osteoprogenitdr hiicreler gibi goriinmelerine ragmen, ¢ogalabilme yetenekleri



yoktur; sadece, uygun etkenlerle matriks olusturan eski hallerine doniisebilirler.
Osteoblastlar, kemik iliginde olugsmasini sagladigi osteoklastlarin PTH tarafindan
uyarilmas1 gerektiginde varliklar1 gerekli olan hiicreler olup, kemik dongiisiinii
ylizeyde bulunan hiicreler ve osteositlerin de yer aldiklar1 osteoblastik hiicreler,
hormonlar, fiziksel yiiklenme gibi diger etmenlerin stimiilasyonlarini algilayarak
kontrol ederler (25).

Osteoklast Hiicreleri

Kemikte destiiriksiyonu veya kemik rezorbsiyonunu gergeklestiren hiicrelerdir.
Bu islevlerinden dolay1 makrofaj tiirii hiicre olarakta kabul edilirler. 2-50 ye kadar
degisen sayilarda cekirdekleri bulunan ve 20-100 pm arasinda g¢aplara sahip iri
hiicrelerdir. Aktif fagositoz yapmamalarina ragmen, mononiiklear fagositer sisteme
dahil edilmis hiicrelerdir. Osteoklastlar kemigi rezorbe etmek icin kollegenaz ve
diger proteolitik enzimleri kullanirlar. Bu enzimlerle rezorbe edilen kemik dokusu
uzantilarla hiicre igine ¢ekilmektedir. Kemikte Howship lakiinasi ad1 verilen boslukta
bulunan osteoklastlarda kemige bitisik yiizlerinde firca kenarli hiicre uzantilar
bulunur. Bu uzantilar hiicre yiizeyinin genisletilmesinde rol oynarlar. Hormonlara
kars1 asir1 derecede tepki veren osteoklastlar kemigin destriiksiyonu ve kemigin
sekillenmesinde 6nemli rol oynar. Bu siire¢ birbirine zit olan osteoblast ve osteoklast

hiicrelerinin uyum igerisinde ¢alismasi sonucu ger¢eklesmektedir.

Kemik iliginin stromal hiicrelerinden salgilanan makrofaj-koloni stimiilan faktor
(M-CSF) ve interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-11 (IL-11) gibi sitokinler osteoklast
farklilagsmasi i¢in gereklidir. Buna ek olarak osteoklast hiicre serisinin olusumunda
etkili olan sistemik faktorler arasinda 1,25-dihidroksi vitamin D3, paratiroid hormon
ve timor nekrotizan faktor (TNF) sayilabilir (13,34). Osteoklastlarin fonksiyonlart
kemik liflerinin ve mineralize dokunun yikimi ve rezorpsiyonunu igerir.
Osteoklastlar bir monosit kok hiicre soyundan tiiretildigi icin, dolasimdaki
makrofajlara benzer fagositoz yeteneklerine sahiptir. Osteoklastlar olgunlasir ve
baska kemik yiizeylerine go¢ eder. Ilgili bolgeye ulastiklarinda tartarat direngli asit

fosfataz gibi aktif enzimler mineral substratina karsi salgilanir (26).



Kemigin mineral yapisi gerekli durumlarda osteoklastlar tarafindan ¢oziilerek
kalsiyum aciga cikarilir. Boylelikle kemikten kana kalsiyum gegisi saglanir.
Osteoklastlarin etkilerini azaltan hormonlarin basinda dstrojen ve kalsitonin gelirken,
etkilerini arttiran hormanlarin ilk sirasinda paratiroid ve tiroksin hormonlar1 gelir.
Ayrica bifosfonatlar osteoklastlarin ¢aligmasini olumsuz etkilerken D vitamini ise
aktivitelerini arttirir. Ostrojen ve TGF- B tarafindan apoptoza siiriiklenen

osteoklastlarin yasam stireleri 3-4 haftadir (27).
Osteoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitor hiicreler, bliylimenin tamamlanmasini takiben inaktif duruma
gecen ancak kemik rahatsizliklarinda iyilesme siirecinde tekrar aktive olarak
osteoblast ve osteoklastlara doniisen, kemigin embriyonik mezenkiminden koéken
alan, Havers ve Volkman kanallarindaki bag dokusunda endosteum ve periosteumda

bulunan hiicrelerdir (28).

Mitozla bolinlip ¢ogalan hiicrelerin bir boliimii kemik hiicresi olma yoniinde
sartlanmis olup osteoblastlara doniisen, yapi itibariyle ig seklinde fibroblastlara
benzeyen mezenkim hiicreleridir. Kemik dokusunun yap1 birimi olarak kabul edilen
osteonlarin yikimindan sonra, yenilerini tiretmek, kirik iyilesmesini takiben ya da
yeni kemik dokusu modellesirken aktif hale gelip bdliiniirler ve osteoblastlar

olustururlar (29).
Osteosit Hiicreler

Osteositler, matiirasyonunu tamamlamis kemikte en fazla oranda bulunan, hiicre
disindaki kalsiyum ve fosfor yogunluguna gore kalsitonin tarafindan aktive edilen,
paratiroid hormon tarafindan inaktif hale gelen kemigin mekanoreseptdr hiicreleridir
(22). Matriks lamelleri arasindaki lakuna olarak adlandirilan bosluklarda
yerlesmislerdir ve her lakuna iginde yalnizca bir osteosit bulunur (11). Kanalikiil
icinde uzanan sitoplazmik uzantilar1 sayesinde beslenerek yasamlarini siirdiirtirler.
Ayrica sitoplazmik uzantilar osteositlerin periosteumu ddseyen hiicreler ve
osteoblastlar ile baglanti kurmasini da saglamaktadir. Osteositlerin hemostatik
mekanizmay1 diizenlemek i¢in kemigin mineral yapisin1 ¢ozerek kalsiyumun

kemiklerden kana verilmesini saglayan metabolik gorevleri de vardir (12,25).



Kemik Yiizeyini Doseyen Hiicreler (Simir Hiicreleri)

Kemik ylizeyinde yassilasmis ve uzamis halde yer alan ve kemik yapiminda
herhangi bir rolii bulunmayan osteoblastlar, kemik yiizeyini doseyen hiicreler olarak
adlandirilirlar (30). Bu hiicreler ince ve diiz niikleer bir profil sergiler; sitoplazmasi
kemik ylizeyi boyunca uzanir ve graniillii endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi
gibi birkag sitoplazmik organel gosterir. Kemik ve hiicre dist sivi bolimii arasinda
bariyer olusturduklart ve kemikte rezorpsiyonun ya da yeni kemik olusumunun

nerede gergeklesecegini diizenleyen hiicreler oldugu disiiniiliir (31).

Kemik yiizeyinde aktif osteoblastlara doniismek i¢in hazir bekleyen bu inaktif
hiicreler, hiicre engeli olusturarak kemik i¢ine ¢evre sivilardan giris ve ¢ikis yapan
kalsiyum ve fosfat gibi minerallerin dengesini saglayarak uygun mikro ortami

koruyup kemik dokusunun biiylime ve gelisimini kontrol eder (30).
2.1.3 Periosteum ve Endosteum

Kemigin i¢ katmani endosteum, dis katmanlar1 ise periosteum denilen bag
dokusu tabakalar1 ile kaplidir (13). Periosteum, distan fibrotik, igten osteojenik
katman olmak {iizere iki tabakadan olusmaktadir. Fibrotik katman kollajen lifler ve
fibroblastik hiicrelerden olusmaktadir. Sharpey lifleri denen periosteal kollajen lifler,
matriks igine girerek periostu kemige sikica baglar. Osteojenik tabaka ise boliinerek
farklilasabilen ve aktif osteoblastlara doniisebilme potansiyeline sahip diiz
hiicrelerden (osteprogenitér hiicreler) olusmaktadir. Ayrica periosteum kikirdak
dokuda ve kikirdak igeren eklem yiizeylerinde, tendonlarda ve kaslarmn tutundugu
bolgelerde bulunmaz (14). Damardan zengin olan periost tabakasi matiir kemiklerde
kemik dokusuna c¢ok siki bir sekilde yapismistir. Periost zarindan ¢ikan damarlar
foramen nutrisyumdan gecip kemik dokusuna girer ve kemigi besler. Periostun
kemige baglanmasi dis tabakadan ayrilan sharpey liflerinin kemik dokusuna girerek
dis halka lamellerle yiizeye yakin bulunan ara lamellerin derinlerine kadar ulasir ve

periostu kemige sabitler (32).

Kemigin, biiyiik i¢ ilik bosluklar1 endosteum ile kaplanmistir. Endosteum, bu
kavitelere entegre olan osteoprogenitor hiicreler ve osteoblastlar igeren bag

dokusunun ¢ok ince bir katmanidir. Endosteum bu nedenle periostdan oldukca



incedir. Bu hiicreler kemik yapimi ve onarimi esnasinda boliinerek osteoblastlara
farklilagir. Kemik dokusunun beslenmesi ve kemigin onarimi veya biiyiimesi i¢in
stirekli olarak yeni osteoblastlar saglanmasi, periost ve endosteumun temel gérevleri
arasindadir (33).

Endosteum
Periosteum
Endosteum —/
:.En.?s:(e:m — lakunadaki ~ Osteoklast ™
1broz katmani ostesit Kemik matriksi
- / Osteosit
Periosteum Osteojenik hiicre ~ —t—
hiicresel katmani
. Osteoblast ——t—

Sekil 2.2. Periosteum ve endosteum: Periosteum kemigin dis ylizeyini olusturur

ve endosteum mediiller boslugu kaplar (33).

2.2. Kemik Tipleri

Kemik mikroskobik olarak incelendiginde, primer (birincil) ve sekonder (ikincil)
olmak tizere iki ayri tipte kemik dokusu oldugu goriliir. Primer (birincil) kemik
embriyolojik gelisim siirecinde, kirik ve tamir olaylarinda ilk meydana gelen kemik
tirtidiir. Primer kemik kalici degildir ve erigkinlerde yerini sekonder (ikincil) kemik
alir (34).

2.2.1. Primer (Birincil) Kemik Dokusu (Woven Kemik)

Primer (birincil) kemik dokusu, prenatal gelisme, biiytimeyle beraber kemik
lyilesmesi sirasinda kan damarlarinin yakinindaki osteoprojenitor hiicreler tarafindan
iiretilir. Ug yasmndan sonra yerini lameller kemife birakan birincil kemik,

eriskinlerde kraniumdaki diiz kemik eklemlerinde, dis alveollerinde ve tendonlarin
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kemige yapistig1 alanlar gibi yerler haricinde gegici bir kemik yapisidir (35). Primer
kemik Kkollajen liflerinin diizensiz rastgele dizildigi, daha yiiksek oranda osteosit
igerigine sahip, olgunlasmamis kemiktir (26). Olgunlasmamis kemik dokusu,
nonlameller kemik (Woven, reticulated) olarak da adlandirilir. Primer kemik oldukca
az mineral icerir ve mekanik direnci az olup, lameller kemige oranla daha kisa

Oomiirlidir (36).
2.2.2. Sekonder Kemik Dokusu

Sekonder kemikte, kollajen lifler ve diger matris bilesenleri, Havers kanallari
etrafinda 3-7 mm kalinliginda lameller olusturarak Havers sistemi ya da osteon
olarak adlandirilan sistemi meydana getirirler (37). Havers sistemi diyafizin uzun
eksenine paraleldir (26). Kemik yiizeyine dik olarak konumlanan diger bir kanal
sistemine ise ‘Volkmann Kanallari’ denir. Volkmann kanallar1 i¢indeki damarlar
Havers kanallar1 igindekilerle baglantili olup kemigin i¢ ve dis yiizeyi arasinda
baglant1 saglar. Volkmann kanallarinin etrafinda Havers kanallarinda oldugu gibi
lameller yoktur. Osteositlerin yerlestigi lakunalar ya lameller arasinda ya da lameller
tizerinde bulunur (12). Sekonder kemik; kortikal (kompakt, siki) kemik ve kanselloz
(spongiydz, siingerimsi) kemik olmak iizere 2 sekilde goriiliir. Iskeletin tamaminin

%801 kansell6z kemik, %20’si kortikal kemiktir (38).
2.2.2.1. Spongioz (Kanselloz, Trabekiiler) Kemik

Spongiyoz kemikler; genel olarak uzun ve kisa kemiklerin metafiz ve epifiz
bolgelerinde ve diiz kemiklerin i¢ katmanlarinda bulunan, yiiksek trabekiillii yapiya
sahip kemiklerdir. Trabekiiller arasinda da igleri kemik iligiyle dolu olan diizensiz
bosluklar bulunur. Bu tip kemiklerde VVolkmann ve Havers kanallari bulunmaz (39).
Bu kemik yapist uzun ve kisa kemiklerin diafiz ve epifizleri arasinda kalan metafiz
ve kemigin her iki ucunda buluna epifizlerin i¢ yiizeylerinde ve diiz kemiklerinde i¢
katmanlarinda bulunur. ince kemik trabekiillerinin birlesmeleriyle olusurlar.
Trabekiiller arasi diizensiz bosluklari kemik iligi doldurur. Kemik hiicreleri besin
maddelerini stoplazma ¢ikintilar1 araciligiyla kan damarlarindan zengin olan kemik
iliginden alirlar (40). Spongioz kemik, kemigin metabolik faliyetlerini diizenler. Bu,

kemik gelisme periyodunda olusan ilk kemiktir (41).
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Trabekiiller

Osteoblastlar

Osteoklast

Kemik {12l ve kan damarlan

iceren drgilii yap Osteosit

Sekil 2.3. Kanselloz kemigin morfolojisi. A: Kanselloz kemigin gevsek
trabekiiler yapisinin gériiniimii. B: Kansell6z kemigin trabekiiler yapisinin ve kemik
iligi ile kan damari iceren Orgiilii yapinin sematik goriinimii. C: Kanselloz kemik

haversian sistem icermez (13).

2.2.2.2. Kompakt (Kortikal, Lameller) Kemik

Kompakt ve lameller kemik olarakta bilinmektedir. Mikroskop altinda
bakildiginda kanalcikli bir yapiya sahiptir ve yetiskin iskeletinin %80’ine yakinini
meydana getirir (42). Kemikte tasiyici roliiniin yani sira sert ve yogun yapisi
sayesinde savunma fonkisyonunu da saglar. Diiz kemiklerin her iki yiizeyinde, uzun
kemiklerin ise sadece dis katmanlarinda bulunan kompakt kemik dokusu, birbiri
igerisine ge¢mis halkalar seklinde pozisyonlanan matriks katmanlari igerir. Bunlara
lamel ad1 verilir. Yaklasik olarak 50 nanometre (nm) ¢apindaki havers kanallarinin
etrafinda ve diafize paralel seyredecek sekilde dizilmis olarak pozisyonlanmiglardir.
Havers kanallar1 ile kompakt kemige egimli bir sekilde niifuz eden Volkman
kanallariyla olusturduklar1 birlesmeler neticesinde olusan metabolik aligveris,
¢Oziinerek sinyal olusturan hormonlar icin vaskiiler lenfatik kanallar1 meydana getirir
(43,44).

Osteonlarin sik dizilimi, kompakt kemigin mekanik giicinii belirler. Bu kemik
balpetegi goriinimlii hematopoetik elemanlar igeren ag ve kemik trabekiillerden

olusur. Trabekiiller, kortekse dik ag1 ile konumlandiklarindan disaridan gelen fiziksel
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yiikklenmeye karsi yapisal olarak koyma giicii saglarlar. Trabekiiler kemik internal
endosteal katmanda, devamli olarak yeniden yapilanma olusturmaktadir (45,46).

2.3. Kemik Olusumu ve Gelisimi

Ossifikasyon ya da osteogenesis, osteoblast ad1 verilen hiicreler tarafindan yeni
kemigin olusum siirecidir. Bu hiicreler ve kemik matriksi, kemigin olusmasinda rol
oynayan en 6nemli iki unsurdur (32). Kikirdak dokunun yeni kemik dokusyla diizenli
olarak yer degistirmesi nedeniyle kemikler boyca uzama gosterirler. Periost zarindan
meydana gelen osteoblastlar sayesinde ise kemigin genislemesi ya da enine
biiyiimesi gergeklesir (47). Kemik olusumu intramembrandz ve endokondral olmak
iizere iki sekilde meydana gelmektedir (12). Intramembranéz kemiklesmede
mezenkimal doku dogrudan kemige doniisiirek kafatasi, klavikula ve kraniyal
kemikleri olusturur. Endokondral kemiklesme ise mezensimal doku ile baslar; olusan
kikirdak doku, kemik dokuya donisiir, uzun kemikleri ve aksiyal iskeletin kalanini
olusturur (48).

Bu iki kemik seklinin farki endokondral kemiklesmede daha onceden olusmus
kikirdak bir modelin bulunmasidir. Her iki kemiklesme tiirinde meydana gelen ilk
kemik birincil kemiktir ve daha sonra yerini ikincil ya da lameller kemige birakir
(12).Kemik olgunlagmasi sirasinda, birincil kemik sahalari, sekonder kemik bolgeleri
ve rezorbsiyon bdlgeleri beraber goriiliirler. Bu kemik olusum siireci ve yeniden
sekillenme, matiirlesmeye devam eden kemiklerle beraber erigkinlerde de 6miir boyu
devam eder. Fakat eriskinlerdeki degisim hiz1 olduk¢a yavastir (24).

2.3.1. Intramembran6z Kemik Olusumu (Dogrudan Kemiklesme)

Intramembrandz kemiklesme veya diger adiyla dogrudan kemiklesme, bag
dokusu sayesinde meydana gelir (49). Yaklasik olarak intrauterin hayatin 8.
haftasinda baslar. Mezenkim hiicreleri belirli alanlarda bir araya gelerek gruplar
yaparlar. Mezenkim dokusu icinde hiicrelerin yogunlasarak olusturdugu alanlar
membrana benzetildigi i¢in bu tiir kemiklesmeye intramembran6z kemiklesme denir
(13).

Mezenkim hiicreleri dncelikli olarak seri bolinmeye ugrarlar ve osteoprogenitor
hiicrelere doniisiirler. Daha sonra da osteoblastlara doniiserek osteoid dokunun
kollajen ve diger matriks proteinlerini salgilamaya baglar. Birbirinden ayr1 ¢ok sayida

kemiklesme merkezlerindeki mezenkim hiicreleri osteoblastlar1 olusturmaya devam

13



eder (12,26). Kalsifikasyonun saglanmasi igin osteoblastlarin sentezledigi alkalen
fosfataz sayesinde kalsiyum ve fosfat iyonlarl kalsiyum fosfat molekiillerine dontisiir
(35).

Osteoblastlar  olusturduklar1 kemik matriksi zamanla kalsifiye oldukc¢a
osteositlere doniisiir ve yerlerini, ¢evre mezenkim hiicrelerinden farklilasan yenileri
alir. Bu sekilde pek ¢ok kemiklesme merkezinden olusan, kemik adaciklart meydana
gelir. Birka¢ kemiklesme merkezi 1sinsal olarak biiyiiyiip birlesir ve baslangictaki
bag dokusu zarmin yerini alir. Kemik adaciklar1 arasinda kalan mezenkim
dokusundan kemik iligi hiicreleri meydana gelir ve olusan bu kemik siingerimsi
yapidadir (50). Daha sonra spongiyoz kemiklerin bazilar1 kompakt kemige doniisiir.
Trabekiillerin arasinda kalan mezenkim dokusundan da kemik iligi gelisir.
Intramembrandz kemiklesme yass1 kemiklerde gozlenmekte olup; frontal, parietal,
oksipital, temporal, mandibula ve maksilla gibi bazi kraniyofasiyal kemiklerde ve

klavikulalarin lateral kisimlarinda goriiliir (26).
2.3.2. Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesme embriyonik donemden itibaren baslaylp dogum
sonrast gelisim tamamlanincaya dek siiregelen, Oncesinde kikirdaktan olgunlasan
iskeletin kemik dokuya doniismesiyle karakterize bir kemik olusumudur (51).
Klavikula disinda kalan uzun kemiklerin, kafa tabani, omurga ve kal¢a kemiklerinin
kemiklesmesi bu yolu takip ederek meydana gelir. Uzun kemiklerin
olgunlagmasindan ve son seklini almasindan 6nce mezenkimal dokudan hyalin
kikirdak formunda ufak bir taslagi olusur. Bu kikirdak taslak perikondriyumun alt
kismindaki fibroblastlarin matriks maddelerini sentezlemesi ve salgilamasiyla

hiicrelerin birbirinden uzaklagmasi sonucu olusan biiylime yoluyla daha uzun bir

sekil alir (51,52).

Kikirdag: ¢evreleyen perikondriyum, kemigi ¢evreleyen periosteuma doniisiir.
Periosteumdan kaynaklanan osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara doniiserek
kemigi sentezlemeye baslarlar. Boylece kikirdak modelin ¢evresinde bir kemik
tabakas1 yapilanir ve hemen sonra kikirdagin i¢ ve orta boliimlerindeki kondrositler

kalsifikasyona bagli olarak oliirler. Kalsifiye matriksin par¢alanmasi sonucu olusan
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bosluklar birleserek kemik materyalin birikmesi i¢in yapisal bir kafes olustururlar.
Osteoprogenitor hiicreler ve kan damarlari, dejenere olan kikirdak matriks igine
girerler ve gelismekte olan kemikte bir ossifikasyon (kemiklesme) merkezi
olustururlar. Kemiklesme merkezi ilk defa uzun kemiklerin diyafizinde goriiliir ve

buraya primer kemiklesme merkezi denir (53).

Diafiz kemiklestikten sonra diafizin {stiinii saran kikirdak kilifi olan
perikondrium periosteum haline doniisiir. Bundan sonra diafizin kalinlasmasi gibi
kemiklesme olaylar1 direk olarak yani intramembrandz yol ile meydana gelir. Daha
gec donemde epifizde ortaya cikan kemiklesme merkezine sekonder kemiklesme
merkezi denir. Birincil kemiklesme merkezinden olusan diafiz kemigi ile ikincil
epifiz kemigi arasinda bir primordial kikirdak tabakasi kalir. Bu kikirdak tabakasina
epifiz kikirdagi adi verilir. Biiyiime bitinceye kadar epifiz kikirdagindaki hiicre
cogalmasi ve endokondral kemiklesmeyle kemik uzunlugu artmaya devam eder (49).
Biiyiime ve gelisimin tamamlanmasiyla hormonlar daha ¢ok kikirdak olusumunu
engelleyerek biliylime plaklarinin  kemiklesmesini ve diyafizler ile epifizlerin

birlesmesini saglarlar.

/
ﬂ Mezensim

5. Mineralizasyon

Hiscraler Osteoblastlar o
Kemik matriksi %)3
Kan damari (osteoid)  psteokiast

Sekil 2.4. Intramembrandz kemiklesme. (1) Mezenkimal hiicrelerin kan

damarlar1 etrafinda kiimelesmesi. (2) Mezenkim hiicrelerinin osteoblastlara
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doniismesi ve kemik matriksinin sekillenmesi. (3) Kapillerden osteoid dokuya

kalsiyum ve fosfat iyonlar1 tasinmasi ile kalsifikasyonun saglanmasi (13).
2.4. Kemik Dokusunun Biiyiime Evreleri
2.4.1. Sekillenme (Modelling)

Kemik dokusunun biiyiime ve sekillenmesi ard arda meydana gelen olaylardir.
Biiylimeyi kontrol altinda tutan yerel faktorler ayn1 zamanda buna paralel olarak
uygun kemik remodellingi de baslatir (54,55). Kemigin sekillenmesi yiizeyde yapim
ve yikim olaylarinin birbirlerini takip etmesiyle olusur. Bu olaylarin sonucunda
yiizeye yeni kemik dokusu ilave edilmesi veya mevcut kemik dokusunun eksilmesi
gerceklesir. Kemikte biiyiime asamasinda periosteal yapim endosteal yikima oranla

daha fazladir (54).

Remodelling kemiklerin anatomik &zelliklerini, direnglerini, sekillerini ve
biiyiime hizlarmi belirler. Ayn1 zamanda modelling ile kortikal tabaka kalinlig
artirtlarak ve kemik iliginin yer aldig1 bosligun capr genisletilerek uzun kemiklerin
uc kisimlart sekillendirilmis olur. Kafatas1 konturlarinin degisip gelismesinden de

kemigin sekillenme olay1 sorumludur (55).
2.4.2. Yeniden Sekillenme (Remodelling)

Kemik remodelling siireci, yeniden sekillendirilmesi gereken kemik bosluklar
icerisinde gerceklesir. Bu bosluklarda, temel ¢ok hiicreli birimler olarak adlandirilan
gecici anatomik yapilarin olusumu vardir. Bu yapilar; osteoklast, kan damarlar1 ve
osteoblastlart igerir (56). Kemik remodelling dongiisii, osteoklastlar tarafindan
olusturulan kemik rezorbsiyonu ile baslayan bir baslangi¢ faziyla baglar, bunu
osteoblastlar tarafindan bir kemik olusumu asamasi izler ve bu iki faz arasinda bir
gecis fazi vardir. Dongii osteositlerin ve smir hiicrelerinin koordineli eylemleriyle

tamamlanir (57,58).

Osteoklastlar ve osteoblastlarin yan1 sira, kemik remodeling dongiisii sirasinda
osteositlerin kilit rol oynadig1 gosterilmistir (59). Osteositler, kemik remodelling
stirecinde orkestra sefleri gibi hareket ederler, osteoblast ve osteoklast aktivitelerini

etkileyen faktorler olustururlar. Mekanik etkiler osteositi uyarirken, prostaglandin E2
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(PGE2), prostasiklin (PGI2) ve nitrik oksit (NO)72-75 gibi kemik {izerinde anabolik
etki yapan faktorler tretilir (60). Kemik remodelling siireci, yeniden sekillendirilmesi
gereken kemik bosluklart igerisinde gerceklesir. Bu bosluklarda, temel ¢ok hiicreli
birimler olarak adlandirilan gegici anatomik yapilarin olusumu vardir. Bu yapilar;
osteoklast, kan damarlar1 ve osteoblastlari igerir (56). Kemik yeniden sekillendirme
kompartmaninin kemik ylizeyi iizerindeki sinir hiicrelerine bagl oldugu goriilmekte
olup kemik matriksinin igerisine yerlestirilmis osteositler ile iletisim halindedir (61).
Normal kosullarda yikilan kemik miktar1 dlgiisiinde kemik sentezi yapilir. Yetiskin
bir bireyde kortikal kemigin yenilenme hiz1 (turnoveri) 20 yil iken, spongioz kemigin
1-4 yil kadardir. Kemik dokuda meydana gelen bu siirekli yenilenme iskeletsel
dayanikliliga, kemikte olusan hasarlarda onarima, kan hiicrelerinin imal edilmesinin

devamliligina ve kalsiyum metabolizmasinin regiilasyonunda etkin rol oynar (54).

Mekanik etkiler osteositi uyarirken, prostaglandin E2 (PGE2), prostasiklin
(PGI2) ve nitrik oksit (NO)(72-75) gibi kemik iizerinde anabolik etki yapan faktorler
iretilir. Ayrica mekanik etkinin azalmasi anabolik faktorleri azaltir ve osteosit
aktivitesini inhibe eden sklerostin, Dickkopf WNT sinyal yolu inhibitorii 1 (DKK-
1)'i ve lokal osteoklastogenezi uyaran spesifik faktorleri liretmek igin osteositleri

uyarir (62).
2.5. Kemik Dokusunun Iyilesmesi

Kemik iyilegsmesi yaralanmanin hemen ardindan orijinal iskeletsel yap1 ve
fonksiyonu olusturmak i¢in birbirine baglantili hiicresel, hiimoral ve vaskiiler olaylar
sonucunda olusan doku yanitidir. Kemik dokusu rejenerasyon kapasitesine sahiptir.
Kemik 1yilesmesi defekt olustugu andan itibaren, i¢indeki ve etrafindaki mezenkimal
dokularin latent pozisyonu ile defekte kars1 bolgesel bir tepki olusturarak yanit verir
ve defekt kapanincaya dek devam eder. Kemikte yaralanmanin karakterine gore
rejenerasyon veya tamir seklinde yanit olusur. Stabilize bir yesil aga¢ kiriginda
rejenerasyon seklinde olurken, kemikteki daha genis bir defekt ise tamir ile iyilesir

(63).

Kemik dokusunda bir hasar olustugu durumda, etrafindaki yumusak dokuda ve

kemik i¢inde hemoraji meydana gelir. Defekt alam1 kan ile dolar ve bu kanm
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pihtilasmasi ile kemik iyilesmesi baslar (20). Kan damarlar1 kemigin periostundan
baslayarak ilerleyip c¢evredeki bag doku ile birlikte ilgili defekt alanina girer.
Boylece bolge damarsal ve hiicresel yonden zengin graniilasyon dokusu ile dolar.
Zamanla bu graniilasyon dokusunun bag dokusu onciilleriyle yer degistirmesi sonucu
yeni kemik dokusu olusumu baglar. Olusan yeni kemik, modelasyon ve
remodelasyon asamalarindan gegerek kemik iligine ve lameller formdaki kemige
dontsiir. Kemik yapidaki depozisyon, rezorpsiyon ve remodelling siiregleri kemik

dokusunun iyilesme siirecini kolaylastirir (64).

Kemiklerde meydana gelen kiriklar 2 yolla iyilesir: Birincil (primer) kirik
iyilesmesi, rijit internal fiksasyondan sonra goriilen iyilesme tipidir. Belirli bir dis
kallus olusmaz. Sadece i¢ kallusla devam eden temas iyilesmesidir. Radyolojik
olarak kallus goriilmez. Kikirdak siire¢ olmadigindan dolayr intramembrandz
kemiklesmeye benzer. Kirik ameliyatsiz tedavi edilirse sekonder kirik iyilesmesi
gortliir. Dogal iyilesme sekli budur. Radyolojik olarak kallus goriiliir. Cruess ve

Dumont’ a gore sekonder kirik iyilesmesinin 4 safhasi vardir (63). Bunlar sirasiyla;
+ Inflamasyon faz1
* Graniilasyon dokusu fazi
 Kallus fazi
* Remodelasyon fazi
2.5.1 inflamasyon Fazi

Bir kemik hasar1 spesifik olarak bolgesel yumusak doku biitlinligiiniin
deformasyonuyla alakalidir, bu da ilgili bolgede kanamaya ve kanama sonucu
olarakta hematom gelisimine sebep olur. Yara iyilesmesinin ilk safhasi ¢ok tipik
degildir ve inflamatuar ajanlarin regiilasyonu ile karakterizedir. Enfeksiyonu
onlemek icin doku hasarmin meydana geldigi alanda, inflamatuar hiicreler,
trombositler ve makrofajlar kiimelenir. Biiyiime faktorleri ve sitokinler salgilanmaya
baglar, fibrindz trombiis i¢inde piht1 olusur. Zamanla endotel hiicreleri piht1 i¢inde
ilerleyerek yeni kilcal damarlar meydana getirir ve graniilasyon dokusu seklini alir.

Dev hiicreler, makrofajlar ve diger fagositoz yapan hiicreler biitiinliigii bozulmus
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hiicreleri ve diger artiklari temizler. Bu hiicresel cevap, belirli sitokin ve biiyiime
faktoriiniin ortama salinmasi ile kontrol edilir. Bir inflamasyon durumunda hiicreler
ve molekiillerin yaninda biyomekanik 6zellikleri ve spesifik geometrik sekli olan
ESM (ekstraselliiler matriks)'yi de kapsayan son derece karmasik bir siiregten

meydana gelir (65,66).
2.5.2. Graniilasyon Dokusu Fazi

Bolgesel uyaricilara reaksiyon gosteren ilk hiicreler interselliiler madde, yeni
damar, fibroblast, destek hiicreleri ve benzeri hiicleri meydana getirmek igin
degiserek, olusan hematomu sekillendirmeye baslarlar. Reaksiyon gdsteren bu ilk
hiicrelerin bir araya gelmesi ve farklilagsmasiyla olusan graniiler doku hasara ugramis
alan1 belirli oranlarda stabil eder. Kirik ya da hasarli bolgede olusan bu siire¢ asidik

bir pH’da gergeklesir (67).

Mezenkimal menseyli olup kirik tamiri boyunca gorev alan hiicrelerin kollajen,
kikirdak ve bunlari organize ederek kemik dokusunu meydana getirdigi tespit
edilmistir. Cogunlugu endosteum, graniilasyon alani ve periost zarinin yeni kemik
sentezleyebildigi katmanindan salgilanir. Osteoid maddeyi osteoblast, kollajeni
fibroblast ve kondroblast, glikozaminoglikanlart kikirdak temel hiicresi olan
kondroblastlar sentezler. Hasarli alan1 hiicre ¢eperi gibi sarip, hareketini engelleyip
tyilesmesinde etkili oldugu diisiiniilen yapiya kallus adi verilmistir. Bu yap1

gelismemis kemik, kikirdak ve fibrotik dokudan meydana gelir (68).
2.5.3. Kallus Faz1

Kiriklar yiiksek oranda fiziksel dengesizlik ile tipiktir. Kemiklesme kikirdak
taslakla meydana geldigi i¢in yumusak kallus kirik olan alana agirt sert olmayan bir
desteklik verir. Kondrositler ve fibroblastlar kikirdak matriksin salgilanmasinda
gorevli hiicrelerdir ve kirik parcalar arasinda siireklilik gostermeyen tikag gorevini
ifa eder. Mezenkimal progenitorlerden sentezlenen kondrositler, programlanmis
6lime ugramadan Once asir1 derecede bir gelisime ugrar ve kikirdak matriksi
kalsifiye eder. Biiylime faktorlerinin fibroblast boliinmesi, kondrosit farklilagmasi ve
mevcut damarlardan kollateral dallarin ve daha biiyilk damarlarin anjiyojenik

morfolojik degisiminin diizenlenmesi gibi dnemli gorevleri mevcuttur.
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Bu evrede, kemiksel faktorlerin varliginda osteoprogenitorlerden koken alan
osteoblastlar hiicre miktar1 agisindan baskindir. Progenitor hiicreler periost zari,
kemik 1iligi, vaskiiler sistem ve bdlgesel dokular gibi benzeri kaynaklardan koken
alir. Bu asamada osteoblastlar, yumusak kallusun hareketsiz alanlarindan baslayarak
kalsifiye olmus kemik matriksi sentezler. Yeni sert kallus baglantis1 saglamak igin
stabil olmayan yumusak kallus yeniden damarlanmayla beraber yavas yavas ortadan
kaldirilir. Angiogenik sistem, ilgili bolgedeki osteoblastlara farklilasan progenitor
hiicrelerin  oksijen gereksiniminin karsilanmasimi sagladigi igin sert kallus

olusumunun olmazsa olmazidir (65).
2.5.4. Yeniden Yapilanma Faz

Kemik tamirinin en uzun siiren safhasi olup, fiziksel agidan dayanikli fakat
histolojik olarak diizenli olmayan Kallus, kemigin lameller muhtevasi ile degisime
ugrar (69). Orgii kemik lameller kemige doniisiir ve fazla kallus osteoklastlarca
rezorbe edilir. Orgii kemikte parmaks1 formda yeni kilcal damarlar meydana gelir.
Olgunlagmamis ilk kemik dokusu kilcal damarlar1 sarar. Yeni olgunlasmamis kemik
tiretimiyle trabekiiller kalinlagir ve birincil osteonlar olugsur. Bu kemik birikimi ile
beraber olgunlasmamis kemik agirliga dayanikli bir hal alir. Bu yeni yap1 paralel lifli
kemik olarak adlandirilir (70).

Yeniden sekillenme siirecinde primer osteonlar sekonder osteonlara doniistr.
Orgii kemik belli bir seviyede rezorbe olur. Bu rezorpsiyon seviyesi geri doniisiim
cizgisi olarak adlandirilir. Bu seviye ayrica sekonder osteonlarin yapildig: ve yeni
kemigin olugmaya basladigi andir (71,72). Kemigin yeniden modellenmesi, uzun
akst boyunca etkileyen baski kuvvetlerinin meydana getirdigi elektromanyetik saha
sebebiyle olusur ve ortalama birkag yil siirer. Bu zaman zarfinda, kemik trabekiilleri
ve kompakt kemik tekrardan siireklilik kazanir. Yeniden sekillenme sathasinda
vaskiilarizasyonun normale donmesi ile birlikte, dokudaki oksijenlenme de

normallesir ve bu satha da birkag yil siirer (73).
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Smur hiicreleri

Osteoklast Mineralizasyon
- Diferansiyasyon
- Aktivasyon

Dinlenme

Osteoklast Matrix sentezi
- Apoptozis 2
Uzaklashirma
Osteoblast
- Diferansiyasyon
- Aktivasyon

Sekil 2.5. Kemik remodelasyon dongiisii. (113)
2.6. Kemik Tyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kemik iyilesmesini etkileyen faktorler arasinda; travmanin siddeti, fragmanlarin
pozisyonu, bdlgenin vaskiilarizasyonu, kemik tipi, dokudaki nekroz, yumusak doku
hasarinin derecesi, enfeksiyon, hareketsizlik gibi lokal etmenler ile yas, sistemik
hastaliklar (diabet, anemi, tiiberkiiloz gibi), paratiroid, kalsitonin, insiilin, biiyiime
hormonu gibi hormonlar, A, C ve D vitaminleri, kondroitin siilfat diizeyi ve egzersiz

gibi genel faktorler sayilabilir (68).
2.6.1. Lokal Faktorler

Travmanin derecesi iyilesme {lizerinde oOnemli bir faktordiir. Kemikte ve
yumusak dokuda kayip goriilebilir. Bu durum kirik iyilesmesi tizerinde negatif etkiye
neden olur. Fragmanlar arasi kallusta beslenme graniilasyon dokusu ve fraktiir
alanimna gelen kan damarlar1 aracilifiyla ve difiizyon yoluyla olur. Fragmanlarin
uclart arasindaki mesafenin artmasi dolagimin bozulmasina boylelikle iyilesmenin

bozulmasina neden olur (74).
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Fraktiir alaninda yumusak dokuda da hasar varsa acik kirik olusur. Acik
kiriklarda kallus ve iyilesme i¢in osteoblastik aktiviteyi olusturacak kirik hematomu
ortadan kalkar ve bakterilerin ilgili alana dis ortamdan penetrasyonu sonucu
enfeksiyon gelisebilir. Olusabilecek enfeksiyon fraktiir iyilesmesini geciktirebilir
veya tamamen bozabilir. Enfeksiyon gelistiginde bolgedeki graniilasyon dokusu ile
kemiklesme donemindeki dokularda tahribat olusur. Fibroz doku ile nedbe geliserek
iyilesmeyi bozarlar (75). Alanda olusan yumusak doku hasarina bagh
vaskiilarizasyonun bozulmasiyla beslenme de bozulur. Kirik pargalarinin
stabilizasyonunu saglayacak yumusak dokularda olusan hasar ayn1 zamanda kirigin
tesbitini de zorlastirarak iyilesmeyi giiglestirir. Dogru rediikte ve tespit edilen
fraktlire fragmanlara erken fonksiyon ve smirli yiikk verilmesinin kemik doku

tyilesmesini olumlu bigimde uyardig: bildirilmistir.

Kirik uclarinin hareketini engellemek amaciyla fraktiir alaninda gerekli tespit
yapilmazsa fragmanlar hareket ederek vaskiilarizasyonun bozulmasina, olusan yeni
damarlarda par¢alanmaya ve sonug olarak kemik doku iyilesmesinde giigliige neden
olur. Kemigi rediikte ve manipiile etme hareketlerinin tekrarlanmasi da iyilesmeyi
geciktirir (76). Bunlara ilaveten dejeneratif, metabolik, tiimoral, enfeksiyon
hastaliklar1 ile radyoterapiye bagl direnci azalan kemiklerde minér travmalar bile

kirtlganlig arttirir (67).

Fraktiir bolgesindeki herhangi bir sinirsel yapinin hasari da iyilesmeyi olumsuz
etkiler. Spongioz kemiklerde meydana gelen fraktiirlerde kemik iyilesme hizi
kompakt kemige oranla daha fazladir. Bunun nedeni kanselloz kemikte
vaskiilarizasyon ve hiicre sayis1 daha fazla, birim alandaki kemik doku temas yiizeyi
daha genistir ancak kortikal kemikte ise temas yiizeyi ve vaskiilarizasyon daha azdir

(77).

Kirigin yontine gore bakildiginda deplase olmayan veya az deplase spiral ve
oblik kiriklarda iyilesme enlemesine gelisen kiriklara gore daha iyidir. Bu yargi
enlemesine fraktiirlerde damarlarin aym1 diizeyde kesintiye ugramasi buna karsilik
spiral ve oblik fraktiirlerde damarlarin devamliliginin bozulmamasiyla iliskilidir (74).

Gilnlik ortalama iki saat, 2-3 atmosfer basin¢ altinda hiperbarik oksijen
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uygulanmasinin fraktiir iyilesmesine katki sagladigi gozlenirken, alt1 saatlik dozu

asan uygulamalarin iyilesmeyi geciktirdigi rapor edilmistir (78).
2.6.2. Genel Faktorler

Genel faktorler arasinda; beslenme, hormonal faktorler, sistemik hastaliklar,

ilaclar, yas ve aligkanliklar sayilabilir.
Beslenme

Fraktiir iyilesmesinde matriks, kollagen, proteoglikan ve makromolekiillerin
sentezlenmesinde, hiicre gocii ve ¢ogalmasinda yiiksek seviyede protein ve
karbonhidrata gereksinim duyulur. Ozellikle biiyiime c¢aginda kemik beslenme
faktorlerine karsi oldukga hassastir. Gegirilen travma ve major cerrahi operasyonlar
immiin sistem yanitint azaltip malniitrisyona sebep olabilir. Boyle hastalarda
beslenmeye dnem gosterilmelidir. Proteinin yetersiz alinimina bagli olarak osteoblast

hiicrelerin kollajen sentezi azalir (79).

Kalsiyum iyonu ile D vitamini iyilesmede en 6nemli role sahip faktorlerdir.
Ca+2 eksikliginde matriksin yetersiz kalsifikasyonu goriiliirken D vitamini, Ca+2 ve
PO4’un gastrointestinal sistemden geri emilimini arttirtr. Osteoid dokunun
maturasyonunu ve kalsifikasyonunu uyararak kemik yapimini uyarir. Vitamin A
mezenkimal hiicre diferansiyasyonunu uyararak iyilesmede rol oynar. Eksikliginde,
osteoblast ve osteoklast aktivitelerinde degisim ile birlikte kemik olusumunda azalma
goriiliir. Fazlaliginda ise, kikirdak dokularda erozyon olusur, osteoklast
dontigsiimiinde artis bunun sonucunda kirik iyilesmesinde gecikme meydana gelir.
Vitamin C primer olarak osteoblast ve osteosit hiicrelerinin {irettigi kollagen
sentezinde gorev alir ve iyilesmeye dolayli olarak katki saglar. Eksikliginde kemik

dokuda tamir ve biiyiime olumsuz yonde etkilenir (80).
Hormonal Faktérler

Melatoninin serbest oksijen radikallerini baskilayip antioksidan enzim
regiilasyonun saglayararak kirik iyilesme silirecine olumlu etkileyebilecegi
diisiiniilmiistlir. Bu durumun, fraktiir sahasindaki serbest oksijen radikallerine bagli,

antioksidan etkinlik sonucu oldugu ortaya atilmistir (81) .
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Paratiroid bezinin esas hiicrelerinden salinan polipeptid yapili hormon olan
parathormon (PTH) kemik dokuda osteoklast hiicre sayisini arttirir. Ortamda
kalsitriol varliginda, kemik yikimini indiikleyip serum Ca+2 ve PO4 seviyelerini
yiikseltir.  Osteoblastlar {izerine dolayli yoldan etki ederek sayilarmi ve
fonksiyonlarmi ¢ogaltirlar, kemik formasyonunu arttirirlar. Yiiksek olmayan dozlar
trabekiiler kemik olusumunu olumlu etkiler. Ancak sonug¢ olarak kemik kaybina ve

fraktiir iyilesmesinin yavaslamasina neden olurlar (82).

PTH’nun antagonisti olarak islev goren kalsitonin, tirod glandinin parafolikiiler
hiicrelerinden salinan polipeptid yapili hormondur. Plazma i¢indeki Ca+2 ve PO4
seviyelerini azaltarak, kemik yikimini 6nler, osteoblastik aktiviteyi arttirir. Buna
bagli olarak trabekiiler ve kortikal kemik yapiminin artis1 saglanir. Kalsitoninin dozu
ile yeni kemik dokusu olusumu arasinda korelasyon mevcutken, iyilesme iizerindeki

olumlu roliiniin mekanizmasi agikliga kavusturulamamustir (83).

Ovaryumdan salgilanan Ostrojen hormonu, kemik yikimni azaltarak kemik

kaybini 6nler. Ostrojen eksikliginde, osteoporoz olusma olasilig1 artar.

Tiroid hormonu, kemigin remodellinginde paratiroid hormonu gibi islev goriir.
Fraktiir iyilesmesinde etkin bir rol aldigi ileri siiriilmiistiir. Hipotiroidinin replasman
tedavisinde kullanilan tiroid hormonlar1 osteoporoz ve fraktiir riskini uzun dénem

kullanimlarda arttirabilir (84).

Growth hormon proteine bagli Ca+2 {izerine etki ederek kirik iyilesmesini
olumlu yonde etkiler ve iyilesme hizini arttirir. Bu hormon hipofiz bezinin 6n
lobundan salgilanir ve kallus hacmini arttirir. Fraktiir iyilesmesini hizlandirdig:
klinik ¢alismalarda da gosterilmistir. Bliylime hormonu yaninda insiilin hormonu da

ayni1 isleve sahip olup iyilesmeyi arttirir (85).
Sistemik Hastaliklar

Fraktiir iyilesmesini geciktiren hastaliklar arasinda diabet, anemi, tiiberkiiloz,
rasitizm ile beslenme bozukluklarina neden olan gastrointestinal sistem hastaliklari
sayilabilir. Diyabette, osteoblast hiicrelerini aktive eden faktdrlerin sentezinde

azalma ve bunun sonucunda kemik iyilesmesinde bozulma gozlenir (85).
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ilaclar

Hyaliironidaz ve kondroitin siilfat iyilesmeyi olumlu yonde etkiler. L-Dopa ve
klonidinin deneysel caligmalarda growth hormonu miktarini arttirarak, fraktiir

iyilesmesine katki sagladiklar1 gosterilmistir (86).

Kirik iyilesmesi uzun siireli steroid kullanimini1 gerektiren cushing sendromu,
sistemik lupus eritematozus, otoimmiin deri hastaliklari, romatoid artrit gibi

romatizmal eklem hastaliklarindan olumsuz sekilde etkilenir (87).

Prostoglandinlerin osteoblast hiicreleri iizerindeki aktivasyonunu artirici tesirini

onleyen non steroid antienflamatuar ilaglar iyilesmeyi geciktirir (88).

Heparinin osteoblast yapimini azaltip, osteoklastlar1 arttirarak kirik iyilesmesi

tizerine olumsuz etkiye neden oldugu diistiniilmektedir (89).

Nitrik oksit ile yapilan deneysel calismada, fraktiir iyilesmesinde radyolojik

incelemelerde ve histolojik kesitlerde olumlu sonuglar gosterilmistir (90).
Ahskanhklar

Sigara i¢cmenin iyilesmeyi olumsuz etkiledigi klinik ¢alismalarda tespit
edilmistir. Tibialar1 osteotomi ile ¢ikarilan tavsanlarda, kontrol grubuna oranla
nikotin grubundaki deneklerde iyilesmenin geciktigi gosterilmistir. Greft uygulanmig
baska bir klinik ¢alismada, nikotinin otojen kemik greftinin kanlanmasin1 bozarak

iyilesmeyi inhibe ettigi sonucuna varilmistir. (91).
Yas

Yas arttikca iyilesmede gorevli hiicrelerin yenilenmesi, sert doku olusumu ve

hasarli alanin remodellingi yavaslar.
2.6.3. Biyokimyasal Faktorler

Kemik yapim ve yikim mekanizmast kimyasal, elektriksel ve mekanik
uyaranlarla diizenlenir. lyilesme sirasinda plateletler, makrofajlar ve fibroblastlar ile
birlikte baz1 proteinler ve biiylime faktorlerini sentezlerler. Salgilanan bu proteinler

hiicre goc¢ii, cogalmasi, farklilasmasi ile yikim arasindaki dengeyi yonetmede gorev
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alirlar. Kemik iyilesmesinde gorev alan kemik uyarici faktorlerden en ¢ok bilinenleri
BMP (kemik morfojenik protein), TGF-f  (growth faktdr dondstiirici p),
VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii), PDGF (trombosit derive growth faktor),
FGF (fibroblast biiylime faktorii) ve IGF (insiilin benzeri growth faktor) olup bu
faktorlerin bazilar1 smirli olarak klinik c¢alismalarda kullanilmis, ancak  rutin

kullanima heniiz tam olarak girememislerdir (92,93)
2.7.NIGELLA SATIiVA

Ranunculaceae (Diigiin ¢igegigiller) ailesinden olan, Avrupa, Asya’nin giiney
batisi, Afrika’nin kuzeyinde bulunan ve yurdumuzda daha c¢ok Konya, Afyon,
Burdur ve Isparta civarlarinda olusan “¢orek otu” olarak bilinen Nigella sativa 15-25
cm ebatlarinda ¢igek agan senelik bir bitkidir (94,95). Corek otu dogrusal mizrak
bi¢iminde yapraklari ihtiva eder. Hassas ¢igekleri 5-10 ta¢ yapraklarindan meydana
gelmektedir ve genel olarak sari, beyaz, pembe, soluk mavi ve mor renklidir. Her biri
bir¢cok tohum barindiran ¢érek otunun meyveleri, genis ve 3-7 tane birlesmis kokten
meydana gelir. Nigella Sativa; doymus/doymamis sabit yaglar (%31-35,5), ugucu
yaglar (%0,4-0,45), karbonhidratlar (%33-34), proteinler (%16-19,9), aminoasitler,
alkoloidler, tanenler, saponinler, lifler, mineraller (kalsiyum, ¢inko, fosfat),

vitaminler (askorbik asit, tiamin, niasin, pridoksin ve folik asit) icermektedir (96).

Halk arasinda ¢orek otu ismiyle adlandirilan cinsi bitkilerin kapsiil icerisinde
olusan tohumudur. Yeni bir besin yag1 kaynag: seklinde goriilen ¢orek otu tohumu
yag1, viicut sagligi ve insan diyetinde olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Corek
otundan ve tohumundan iiretilen ilaglar eskiden oldugu gibi giiniimiizde de lokman
hekimliginde, nezle, grip, bas agrisi, koah, gaz giderici, diliretik, hepatit A, c¢esitli
romatizma ve enfeksiyon hastaliklar1 ve benzeri bir ¢ok hastaligin tedavisinde siirekli
olarak kullanilmaktadir (97). Bu tohum yaginin antioksidan aktivitesi (98), antitimor
aktivitesi (99), anti inflamatuar aktivitesi (100), antibakteriyel aktivitesi (101) ve

immiin sistem tizerine uyarici etkisi (102) oldugu rapor edilmistir.
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Sekil 2.6. N. Sativa bitkisi Sekil 2.7. N. Sativa tohumlari
2.7.1. N. Sativa’nmin Kimyasal Ozellikleri

Corek otu tohumunda bulunan kinin bilesenleri farmakolojik etkilerinin
birgogundan 6zellikle timokinon sorumludur. Nigella Sativa tohumu ugucu yaginin
ana biyolojik aktif maddesi timokinondur. (2-izopropil-5-metilbenzo-1,4-kinon)
(%18,4-24). Enol ve keton form dahil tautomerik formlarda bulunmaktadir. Keton
formu c¢ogunlugunu meydana getirmektedir (yaklasitk %90) ve maddenin
farmakolojik etkilerini olusturur. Timokinon hidrofobik bir molekiil olup 1s18a kars1
yiiksek hassasiyete sahiptir ve 151kl ortamda yikima ugramaktadir. Ph’in artmasi ile
timokinonun stabilitesi azalmakta, ph’in azalmasi ile minimum degradasyon

goriilmektedir (103).

Nigella Sativa tohumunun % 22.6-26.7 protein, %32,7-40,0 karbonhidrat ihtiva
ettigi bulunmustur. Tohumu pargalandiginda, ortaya ¢ikan proteinlerin molekiil
agirhgr SDS-PAGE elektroforezi ile olgiildiigiinde 94- 100 kDa degerlerindedir.
Ayrica ¢orek otu glukoz, ramnoz, ksiloz, arabinoz formunda monosakkaridleri de
igermektedir (104). Corek otunun yapisindaki ana fosfolipid gruplar1 fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve fosfatidilinisitol seklinde siralanir (105).
Tohumlarda bulunan karoten karacigerde A vitaminine doniistiiriiliir. Corek otu

tohumlar1 kalsiyum, potasyum ve demir kaynagidir (106).

27



stika1 Kinonski derivati etericnog ulja crnog kima

H H
0 0 o 1% CH,
! HO
| |
l OH
@) @) O CH,
timokinon ditimokinon timohidrokinon

Sekil 2.8. N. Sativa’nin temel bilesenleri ve kimyasal gosterimleri (106).
2.7.2. N. Sativa’nin Farmasotik Etkileri

Corek otunun anti-diyabetik, anti-oksidan, anti-inflamatuvar, anti-histaminik,
anti-mikrobiyal, anti-tiimér, hematolojik ve immiinomodiilatoér etkilerileri ¢esitli

calismalarla belirlenmeye caligilmastir.
2.7.3. Anti-inflamatuvar Etkileri

Enflamasyonun akut ve kronik devamliligi, makrofaj ve nétrofillerden salinan
oksidanlar ve sitokinler gibi bir¢ok mediator ile diizenlenmektedir. NO ve ROT doku
hasarina yol agan toksik oksidatif reaksiyonlari baslatirlar (154). Enflamasyon ayrica
siklooksigenaz (COX) ve lipooksigenaz (LO) gibi iki ana enzim tarafindan da
kontrol edilir (104,107). Pekc¢ok in vitro deneylerde ¢orek otu yaginin ve yagin sahip
oldugu aktif maddelerinin, enflamatuvar birlesenlerin tiretilmesindeki azaltici etkileri
tespit edilmistir. TQ ve ¢orek otunun ham yagimin, arasidonik asit
metabolizmasindaki COX ve 5-LO asamalarini engelledigi ve TQ’un inhibi edici

0zelliginin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Yapilan aragtirmalarda, allerjik akciger inflamasyonlu rat modellerinde
timokinonun antiinflamatuar etkileri bildirilmistir. Timokinonun akcigerdeki
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu, Th2 sitokinleri ve eozinofil hiicrelerini azaltarak
alerjik astimda inflamasyonu ortadan kaldirmaya calisti§i bildirilmistir. Bunun

yaninda serumda bulunan artmis immiinglobulin (Ig)Gl ve ovalbiimin (OVA)
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spesifik IgE seviyelerinin diismesine neden olmustur. Bronkoalveolar lavaj sivisi
icinde interferon gama (IFN-y) tiretimini arttirdig1 ve interlokin (IL)-4, IL-5 ve IL-13
tiretimlerini ise azalttig1 bulunmustur. Timokinonun LT-C4 ve LT-B4 {iretimini ve 5-
LO agiga c¢ikmasimi azaltarak pulmoner inflamasyonu iyilestirdigi bildirilmistir

(108,109).

Corek otunun anti-inflamatuvar etkilerinden timokinon ve timokinonun toksik
olmayan karbonil polimeri olan nigellonun sorumlu oldugu belirtilmektedir. Ratlarla
yapilan bir arastirmada sabit yagdaki timokinonun potansiyel bir anti-inflamatuvar
ajan olarak arasidonik asit ile lokotrien iiretimini ve zar lipit peroksidasyonunu
azalttigr tespit edilmistir. Ham sabit yag, farelerin periton 1okosit hiicrelerinde
kalsiyum iyonofor ile aktive hale gelen arasidonik asit metabolizmasinda
siklooksijenaz ve 5-lipooksijenaz yolunun olasi anti-inflamatuvar ajani seklinde
davranmaktadir, ancak bu etkinligin yagda mevcut TQ’un olusturdugu etkiden daha
fazla olmas1 6ngoriilmektedir. Bu sonuglar sabit yagin anti-inflamatuvar etkinliginin
tamamen TQ’dan o6tiirii olmayip, bununla birlikte tohumun yaginda esasen hazirda

bulunan C20:2 yag asidi sayesinde de olabilecegini gostermistir.

Timokinon uygulamalarinin IgE, histamin ve sitokin seviyelerini disiirerek
allerjiye bagli gelisen konjunktivitte semptomlar1 biiylik oranda azalttigi tespit
edilmistir (110).

Ulseratif kolit, akut inflamasyon sikluslari, iilserasyon ve kolon mukozasindaki
kanamalarla ortaya c¢ikan baska bir antiinflamatuar hastaliktir. Kolitin
patogenezisinin tamamen anlasilmamasina ragmen, aragidonoik asit, l6kotrien,
trombosit aktive edici faktdor ve oksijen iireten serbest radikaller gibi bircok

medyatoriin hastaligin olusumundan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (111).

Campieri ile Gionchetti ve ark.’inin 1991 senesinde gerceklestirdikleri
calismalarda antiinflamatuvar ajanlarin, Koch ve ark.’1 ile Choudhary ve
arkadaglarinin 2000 ve 2001 yillarinda yaptiklari ¢alismalarda anti-oksidan
maddelerin hastaliklarin  belirtileri ilizerine 1iyilestirici etkinliklerinin oldugu

gosterilmistir (112).
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Mahgoub 2003 yilinda yaptig1 calismada ratlarda asetik asit ile stimiile olan kolit
tizerine TQ’nun etkinligini arastirmistir. Caligmada ratlara, %3’likk asetik asit
intrakolonik enjeksiyon yapilmadan 6nceki 3 giin siiresince TQ verilmis ve TQ’nun
asetik asit ile aktive olan kolite kars1 antikolit bir ila¢ olan siilfasalazinden daha fazla
etkinlikle koruma sagladig1 gosterilmistir. Calismanin sonucuna gére TQ’nun anti-

kolit etkinligi, anti-oksidan ve anti-histaminik aktivitelerince saglanmaktadir (113).
2.7.4. Anti-mikrobiyal (Anti-bakteriyel) ve Anti-fungal Etkileri

Timokinonun, Escherichia coli, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Peudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis’i de i¢ine alan bazi bakteriyel suslara
kars1 antibakteriyel ve Ozellikle gram-pozitif koklara karst Onemli bakterisidal
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (114,115). Bobrek epitel hiicrelerine
tutunabilen Streptococcus pyogen bakterilerinin sayisi timokinonun kullanimi ile

doza bagimli sekilde diismiistiir (116).

Aboul-Ela tarafindan 2002 yilinda yapilan ¢alismada Schistosoma mansoni (S.
masoni) ile enfekte olmus ratlarin N. Sativa yagiyla islem gdérmesinden sonra
karacigerdeki S. Masoni sayilarinin azaldigi, karaciger ve bagirsaklardaki yumurta

miktarinin da énemli 6l¢iide diistiigii goriilmiistiir.

N. Sativa yagmin, Sistozomiyaz tedavisinde kullanilan Praziquantel adli ilacin

etkinligini arttirdig1 gosterilmistir (117).

S. masoni bulagsmis farelere N. Sativa yag1 verilmesi, serum albumin diizeyi ile
alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP) ve gamma glutamil transferaz
(GGT) aktiviteleri gibi enfeksiyona bagli biyokimyasal ve patolojik degisiklikleri
gidermistir (118).

NS’nin etkin maddelerinden biri olan TQ’nun antifungal etkisini inceleyen bir
calismada, Trichophyton rubrum, Trichophyton interdigitale, Trichophyton
mentagrophytes, Epidormophyton floccosum ve Microsporum canis’i igeren

dermotofitlere kars1 etkili oldugu gozlenmistir (119).
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Ratlarda yapilan bir bagka ¢alismada NS’nin candida albicans enfeksiyonunun
gelisimini inhibe edici 6zellik gosterdigi gdzlenmis ve bu durum histopatolojik

incelemelerle teyit edilmistir (120).

N. sativa’nin anti-mikrobiyal aktivitesini ¢alismalarda gr (-) lerden E. coli, P.
aeroginosa, Acinetobacter baumannii (A. baumannii); gr (+) lerden S. aureus, E.
faecalis, B. subtilis anti-bakteriyel etkinlik testi amaciyla kullanilmistir. Anti-fungal
aktivasyon i¢in Candida albicans (C. Albicans), Candida tropicalis (C. tropicalis) ve
Candida krusei (C. krusei); antimikobakteriyel aktivasyon i¢in de Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) ve Mycobacterium avium (M. avium) ile ¢alisilmustir.
Bu mikroorganizmalardan inokulum preparatlari hazirlanip N. Sativa yaginin anti-

mikrobiyal etkinligine gr (+) ve gr (-) bakterilerde mikrodiliisyon yoluyla bakilmistir.

In vitro anti-fungal etkinligine de fungal mikroorganizmalarda ketokanazol ve
flukonazol kontrol ajanlariyla birlikte bakilmistir. Bu g¢aligmanin sonucuna gore
Misir ve Tiirkiye’den alinan dort ayrt ¢orek otu Orneklerinde de antimikrobiyal
etkinlik gbzlenmis olup antimikrobiyal aktivite en fazla Misir ¢orek otunda

saptanmustir (121).
2.7.5. Analjezik Etkileri

N. Sativa’nin igeriginde yer alan maddelerden TQ, doza bagimli olarak
tromboksan B2 ve 16kotrien B4, siklooksijenaz ve aragidonik asit diizeylerini azaltip

analjezik ve anti-romatizmal etkinlik gosterir (97).

Karragenanin etkinligiyle pengelerinde ve hint yag1 etkinligiyle de kulaklarinda
O0dem olusturulan ratlarda anti-inflamatuvar etkinin degerlendirildigi arastirmada N.
Sativa’nin 6nemli miktarda agr kesici etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. Opioit
agr1 kesici grup lyesi olan naloksan, N. Sativa’nin formalin testinde ortaya koydugu
agr1 kesici etkinligi geri alamadigindan, baska bir deyisle yeterli antagonizma
sergileyemediginden N. Sativa yagmin agri kesici etkisinin opioit disindaki
reseptOrler araciligiyla olustugu gosterilmistir. NS’nin analjezik etkisinin ratlarda
hot-plate testi ile dl¢lildiigii iki farkli hayvan ¢alismasinda NS’nin analjezik etkisinin
oldugu bulunmus, agrinin erken ve ge¢ donemlerinde etkili oldugu kanitlanmistir
(110).
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N. Sativa ‘nin igerigindeki nigellonun mast hiicrelerinden histamin salinimini
inhibe ettigi gosterilmistir. Bunun yaninda N. Sativa ¢ekirdeginde bulunan sabit
yagin ve saf TQ’un ratlarin peritoneal Ilokositlerinde arasidonoik asit
metabolizmasinda siklooksijenaz ve 5-lipooksijenaz yolaklarini inhibe ettigi de
gosterilmistir. Bu etkilerin tromboksan B2 ve lokotrien B4’ {in doza bagimlh
inhibisyon yoluyla oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu veriler 1s18inda N. Sativa’nin
romatizma ile ¢esitli inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi

diisiiniilebilir.(106).
2.7.6. Anti-oksidan Etkileri

NS tohumlarinin etkilerinden biri de antioksidan ozellikleri ile toksisiteyi
azaltmalaridir. Oksitleyici hasarlar, biyolojik yapilarda, 6zellikle kardiyovaskiiler
hastalik ve kanser gibi bir¢ok hastaliga sebep olustururlar. Oksitleyici hasara serbest
radikaller neden olmaktadir. Hiicrede oksidatif hasar; oksidan bilesikler ile fazla
oksitleyici strese bagli olusan serbest radikal iiretiminin artmasi veya mevcut serbest
radikallerin hiicrelerden yok edilebilme yeteneginin azalmasi sebebiyle meydana
gelir. Elektriksel olarak yiiklii olan oksijen (O2), hidroksil (OH-) ve azot monoksit
(NO-) gibi serbest radikaller, hiicrede membrandan gecerek hiicre igine girer ve
hiicredeki niikleik asitler, proteinler ve enzimler ile bir dizi reaksiyona girerek ilgili
alanda yikim olusturur. Yapilan in-vitro ¢alismalarda, NS’ nin tohum ekstresinin
yilan ve akrep zehirlerinin hemolitik etkinligini engelledigi, alyuvarlar1 lipit
peroksidasyonuna, protein denaturasyonuna, hidrojen peroksit (H202) ‘in sebep
oldugu artan ozmotik basinca karsi korudugu gosterilmistir. Bunlarin yaninda
laringeal karsinoma hiicrelerini, lipopolisakkarit veya kortikosteroidler yoluyla

aktive olan apoptosisten korudugu bildirilmistir (122).

Iyonize radyasyona maruz birakilan ratlarda nitrikoksitsentaz enzim aktivitesi,
NO ve peroksinitrit diizeyleri gibi nitrozatif stres oranlarinin daha fazla bulunmasi,
N. Sativa yagi ve TQ uygulandiginda ise bu parametrelerin anlamli seviyede diisiik
saptanmasi beyinde, oksidasyon meydana geldiginde N. Sativa yagi ve TQ

maddelerinin antioksidan etkinlik gosterdigi goriisiinii desteklemektedir (123).
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Timokinonun antioksidan etkileri 6zetle soyle siralanabilir; demir ile iliskili lipit
peroksidasyonunu onlemesi, toplam tiyol bileseni ve GSH diizeylerini artirmast,
serbest radikalleri ortadan kaldirmasi, karacigerdeki CYP1A1/A2 izozimlerinin
aktivitelerini onlemesi, iINOS ekspresyonunu engellemesi, kinon rediiktaz, CAT,
SOD ve glutatyon transferaz enzim etkinliklerini artirmasi ve karaciger hiicrelerinde

lipogenezi 6nlemesidir (124).
2.7.7. Anti-diyabetik Etkileri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) arastirma komitesi, 1980 yilinda diabet tedavisi
icin tamamlayici tipta kullanilan hipoglisemik ajanlarin aragtirilmasini dnermistir. Bu
amagla, hipoglisemik, enfeksiyon Onleyici ve immunmodiilatoér etkilerinden otiirii
Nigella Sativa (NS) yagi, deneysel diabetik nefropatide kullanilmistir. Kan glukozu
ve HbAlc degerlerini disiirdiigii gozlenen NS yaginin hipoglisemik etkisinin
mekanizmasi netlestirilememistir. Karacigerin glukoz iiretimini azalttigi, intestinal
glukoz absorbsiyonunu Onledigi, oksidatif stresi azaltarak pankreasta beta hiicre

reservini korudugu bildirilmistir.

Streptozosin verilerek modelsel diyabet olusturulmus ve yiiksek yagl diyetle
beslenen ratlarda yapilan bir ¢alismada, gilinliik diizenli NS yag1 uygulamasinin kan
glukozu, lipid diizeyi, oksidatif stres degiskenleri ve insiilin reseptorii ile uyarilan
baz1 genler iizerine etkileri incelenmistir. Calismanin sonucuna gore NS yagi
uygulanan ratlarin digerlerine oranla insiilin reseptorlerinin gen ekspresyonlarinin
indiiklendigi, ayrica insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 ve fosfoinositid-3 kinaz
sentezlerinin arttigi, ADAM-17 sentezinin azaldigi goriilmiistiir. Bunlarin yaninda
kan glukoz seviyesi, lipid bilesenleri ve oksidatif stres degiskenleri de NS yagi
verilenlerde azalmis ve NS'nin antidiyabetik etkisinin mevcut oldugu gézlenmistir
(125).

Streptozosin ile diabet olusturulan ratlarda yapilan bagka bir caligmada N.
sativa’nin  hipoglisemik etki mekanizmasinin agiklanmasi hedeflenmistir. Bu
caligmada ratlara diabet olusturulduktan sonra gastrik gavaj yolu ile 400 mg/kg
olacak sekilde N. sativa yagi uygulanmistir. N. sativa yagi tedavisiyle kan glukoz

diizeylerinde 1, 2, 3, 4. haftalarin sonlarinda anlamli azalmalar saptanmuistir.
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Caligmadan elde edilen veriler 1s181inda N. sativa yaginin hipoglisemik etkinliginin
azda olsa karacigerde glukoneogenezin azalmasi, makrofajlarin fagositik
aktivitelerinin uyarilmasi1 veya lenfositlerin dogrudan aktive edilmesi yollariyla
oldugu bildirilmektedir. Bu ¢alismada ayrica N. Sativa yagi uygulamasinin glikolize
hemoglobini de azalttig1 gosterilmistir. Total glikolize hemoglobindeki bu azalma
uzun slire kan glukoz seviyesinin normal seviyede kalabildigini gostermektedir

(126).
2.7.8. Anti-histaminik Etkileri

Histamin, bazofil ile mast hiicrelerinden iiretilen ve allerjik reaksiyonlarin
olusumundan sorumlu bir otakoiddir. Timokinonun bazi antiinflamatuar etkileri
histamin saliniminin inhibisyonuna baglidir. Timokinon OVA’ya maruz kalan
ratlarda histamini azaltarak allerjik konjunktivitin semptomlarini hafifletmistir (164).
Yapilan preklinik ve klinik ¢alismalar ile N. Sativa tohumlarinin anti-histaminik
etkinligi gosterilmistir. Bu ¢alismalar i¢cin, mukozada bulunan histamin oranini bariz
sekilde cogaltan ve oral yolla etanol verilmesiyle olusturulan gastrik iilser modeli
kullanilmistir. Ulser olusturulmadan énce N. Sativa yagi uygulanan ratlarin ve iilser
olusturulan ratlarin gastrik mukozadaki histamin miktarlari 6l¢lilmiis ve daha once N.
Sativa yag1 uygulanmis ratlarin gastrik mukozadaki histamin oranlar1 diger gruba
gore daha diigiik bulunmustur. N. Sativa yagi uygulamasimin gastrik mukozadan
histamin tiretimine karst % 53.56 oraninda protektif etki gosterdigi bildirilmistir.
Ayrica, timokinonun ratlarda histamin ve trombosit aktive edici faktor saliminm

azaltarak, asetik asit yardimiyla meydana gelen koliti engelledigi gosterilmistir (127).
2.7.9. immiin Sistem Uzerine Etkileri

Dogal bagisiklik makrofajlar, naturel killer ve graniilositler gibi hiicreler yoluyla
olusurken, kazanilmis bagisiklik ise spesifik antikor lireten B hiicreleri aracili
humoral bagisiklik ve CD4+ ve CD8+ T hiicreleri aracili hiicresel bagisiklik
yollartyla meydana gelir. N. Sativa yagmin ve TQ’nun T hiicreleri ve immiin cevaba
aracilik eden dogal Oldiiriicii hiicrelerin sayilarinin artisin1 sagladigi ve onemli
immiinomodiilator etkinlik gosterdigi bildirilmektedir (123). TQ, lipopolisakkaritler

(LPS) tarafindan uyarilan makrofaj hiicrelerinin supernatantlarinda nitrit iiretimini
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azaltip, periton makrofaj hiicrelerinin indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
protein diizeyini de yogunluga bagl olacak sekilde diigiirmiistiir. Goniillii insanlar
lizerinde yapilan bir c¢alismada N. Sativa’nin immiin sistem iizerine etkileri
arastirtlmis ¢alismanin sonucunda N. Sativa ¢ekirdeklerinin T helper ile T siipresor
hiicre sayilarint % 55, dogal 6ldiiriicti hiicre aktivitesini de ortalama % 30 oraninda

artirdig1 saptanmistir (128).
2.8. N. Sativa’nin Potansiyel Toksisitesi

Timokinonun etkileri iizerine yapilan aragtirmalarda daha ¢ok tedavi edici
etkinligine odaklanilmistir. Yapilmis c¢alismalarin birgcogunda timokinonun bobrek,
karaciger, kalp, akciger ve mide gibi organ sistemlerinde olusan oksidatif strese bagl
gelisen hasarlar1 tamir edebilecegi bildirilmistir. Timokinonun antikarsinojenik,
antiinflamatuar, analjezik, hipoglisemik, immiin sistemi gii¢lendirici gibi faydali
etkileri ileri siiriilmekte olup kullanimmin giivenli oldugu bildirilmektedir.
Timokinon toksisitesini degerlendirmek {izere yapilan ¢alismalarda, toksik etkilerin
ancak oldukca yiiksek dozlarda uygulandiginda ortaya c¢iktigi gosterilmistir.
Timokinon yiiksek dozlarda selektif sitotoksik etkiye sahip olup; osteoblastlar, rat
bobrek hiicreleri, insan akciger fibroblast hiicreleri gibi normal hiicrelerde herhangi
bir sitotoksisite gostermeksizin tiimor hiicrelerini etkili sekilde ortadan kaldirdig:

bildirilmistir (103).

Gamma glutamil transferaz (GGT) peptidlerden ve diger bilesiklerden y-glutamil
grubunu transfer eden bir enzim olup viicutta kas hiicreleri diginda tiim hiicrelerde ve
serumda bulunmaktadir. Serum i¢ndeki ana kaynagi hepatobilier sistemdir. GGT,
alkol ve ilaglarin hepatik sistem tizerindeki toksik etkilerinin degerlendirilmesinde
oldukga  Onemlidir.  Alanin  aminotransferaz ~ (ALT-SGPT), ketoasitlerle
aminoasitlerin birbirine doniigiimiinii katalizleyen transaminaz enzimlerinden biridir.
Bu reaksiyonda alanin amino asitinin amino grubu a-ketoglutarat keto asidine
transfer edilir. Boylelikle amino asit olan alanin keto asit olan piriivata, keto asit olan
a- ketoglutarat ise amino asit olan glutamata doniismiis olur. Normalde serumda
ALT seviyesi olduk¢a azdir. Karaciger iizerindeki toksik etkiler ALT nin serum

konsantrasyon diizeyini arttirir.
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Tennekoon ve arkadaslari 1991 yilinda yaptiklart bir caligmada N. Sativa
tohumlarinin sulu ekstraktini 2 hafta siiresince erkek Sprague Dawley cinsi ratlara
oral yolla uygulamiglar ve kilit hepatik enzimlerin seviyelerindeki degisiklikleri ve
histopatolojik degisimleri 6lgerek tohumlarin olasi toksik etkilerini arastirmiglardir.
Caligmanin sonucunda gozle goriliir patolojik degisim olmaksizin N. Sativa
ekstraktiyla iglem gormesi sonrasi ratlarin serum GGT ve ALT konsantrasyonlarinda

belirgin artis oldugunu tespit etmislerdir (129).

Corek otu tohumu ekstresinin (50 mg/kg) ratlara 5 giin siiresince intraperitonal
uygulanmasinda bobrek ve karaciger fonksiyonlarini etkilemedigi gosterilmistir (67).
Yapilan bir diger ¢alismada, ¢orek otu sabit yaginin 10 mL/kg pozolojide oral yolla
12 hafta siiresince uygulanmasinda ratlarda mortaliteye veya histopatolojik
degisikliklere, ALT, AST ve GSH basta olmak iizere temel karaciger enzimlerinde
anlamli degisimlere neden olmadigi bildirilmistir. Gali-Muhtasib ve ark. nin
yaptiklar1 bagka bir ¢alismada, timokinonun 20 giin boyunca siirekli uygulanmasinda
Balb/c tiirii farelerde mortaliteye veya ortalama viicut agirliginda herhangi bir

degisime sebep olmamakla birlikte iyi tolere edilebildigi bildirilmistir (130).
2.9 KOK HUCRELER

Kok hiicreler biitiin ¢ok hiicreli canli organizmalarda bulunan; kendini yenileme
(self renewal), ¢esitli hiicrelere farklilasma (differentiation) ve klon olusturma
yetenegine (clonality) sahip 6zellesmemis hiicrelerdir (131). Bu tip hiicreler kemik
iligi, kan, kalp, bagirsak, adipoz doku, karaciger, pankreas ve disler gibi birgok organ
ve dokudan izole edilmistir (132).

Kok hiicrelerin iki ana tipi belirtilmistir, embriyonik kok hiicreler ve postnatal
veya yetiskin kok hiicreler. Embriyonik kok hiicreler blastosistten olusurlar. Yetiskin
kok hiicreler dokularda bulunan kendini yenileyebilen multipotent hiicrelerdir. Kok
hiicreleri diger viicut hiicrelerinden ayiran 6zellikler vardir, birincisi normal viicut
hiicreleri smirli sayida g¢ogalabilirlerken veya hi¢ ¢ogalamazlarken kok hiicreler
sinirsiz sayida cogalabilirler. Ikincisi viicut hiicreleri bir isi yapmak icin

ozellesmislerdir fakat kok hiicreler 6zellesmemis hiicrelerdir. Ugiinciisii viicut
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hiicreleri bir baska hiicre tipine farklilasamazlar fakat kok hiicreler belirli sinyaller ile

farkli hiicre tiplerine farklilasabilirler, 6zellesebilirler (133).

Klon olusturma yetenegi, kok hiicrelerin vazgegilmez 6zelliklerinden biri olmak
durumundadir. Tek bir hiicreden ¢ok sayida yeni kok hiicrenin iiremesi olarak
tanimlanan klonalite, klonun biiyiikliigiine gére ve klon olusturma hizina gére kok
hiicreler arasinda yapilacak kiyaslamalarda kullanilan o6lgiitlerdendir. Klonlari
olusturan hiicrelerin kiiltlirde canliliklarin1  korumalari, basartyla dondurulup

¢oziilebilmeleri ve pasajlanabilmeleri ongoriiliir (134).
2.9.1. Kok Hiicrelerin Stmiflandirilmasi

Kok hiicreler farklilagsma yetkinligine gore ve elde edildikleri doneme gore iki
sekilde siniflandirilmaktadir (135).

2.9.1.1. Farkhlasma Yetkinligine Gore
Farklilasma yetkinligine gore kok hiicreler dort sinifta incelenebilir.

Totipotent Kok Hiicreler: Yumurta ile sperm hiicreleri birlestiginde yani
dollenme olay1 gerceklestiginde olusan zigot biitiin organizmayi yalniz basina
olusturabilecek genetik bilgiye sahiptir. Bu 0Ozellikteki her seyi tek basma
olusturabilen hiicrelere totipotent hiicreler denir. Totipotent hiicreler zigot sathasinda
8 hiicreye sahip blastomerde bulunan sinirsiz diferansiye olabilen hiicreler olup
embriyo ve embriyo disindaki zar ve organlara kaynaklik ederler. Memelilerin
gelisiminde zigot eriskin viicutta tiim hiicre tiirlerine doniisebilir. Diferansiyasyon ve
proliferasyon oOzellikleri sayesinde organizmayr olusturma kabiliyetindedirler.
Totipotent kok hiicrelerin bu kabiliyetleri dollenmeden sonraki 5. gline kadardir
(136).

Pluripotent Kok Hiicreler: Doéllenme olayindan 4-5 giin sonra olusan
blastosiste ait hiicreler diferansiyasyona ugrayip iki farkl tiire doniisiir. D1 tabaka
plesantay1 olusturmak iizere trofoektoderme doniisiir. I¢ tabakada bulunan hiicreler
ise embriyoyu olustururlar. Indiiklenmis pluripotent hiicreler; eriskin somatik
hiicrelerden de diferansiyasyon yoluyla pluripotent hale gecip embriyonik kok hiicre

gibi kok hiicre protein genlerini eksprese edebilirler. Ayn1 zamanda bu hiicreler
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embriyoid cisimcik ve teratom olusturma yetenegine sahiptirler. Pluripotent hiicreler,
mezoderm kokenli(kemik, kas, kan, kikirdak gibi) ektoderm kokenli (n6ron, sag, deri
gibi) ve endoderm kokenli (hepatositler, pankreatik beta hiicreleri, sindirim sistemi
hiicreleri gibi) hiicrelere doniigebilirler. Pluripotent hiicrelerin viicuttaki tiim
hiicreleri  olusturabilme yeteneginden otlirii gercek kok hiicreler olduklar

distintilmektedir (137).

Multipotent Kok Hiicreler: Yalnizca tek germ tabakasina ait hiicre tiplerine
farklilagabilen hiicrelerdir. Gelisimleri devam ederken hiicreler daha 6zel islevlere
sahip olurlar. Bu eriskin hiicreler 6zel olarak bulunduklar1 dokularin hiicre tiplerini
olustururlar. Mesela, kemik iligindeki hematopoetik kok hiicreler, alyuvarlar ve
akyuvarlar ile beraber plateletler gibi bircok tiirde kan hiicresine kaynak
olusturabilirler. Yine mezenkimal kok hiicrelerden kemik iligi kaynakli olanlar
fibroblast, osteoblast, kondroblast ve adipoz hiicrelerine diferansiye olabilirler.
Noronal kok hiicreler tiim farkli sinir hiicre tiplerini olusturabilirken bazi1 kok
hiicreler yalnizca tek bir olgun hiicre tiiriine farklilagabilir (korneanin yapisindaki
kok hiicre gibi). Kendini doniistirme yetenegi olmayan ya da smirli olup tek bir
hiicre tiirtine diferansiye olabilen bu hiicrelere “progenitér hiicre” veya “prekiirsor

hiicre” denir (138).

Unipotent Kok Hiicreler: Farklilasmanin en son basamaginda sadece tek bir
hiicre tipini olusturabilme o6zelligine sahip kok hiicrelerdir. Kendi kendini

yenileyebilme yapisi ile kok hiicre 6zelligini korurlar (139).
2.9.1.2. Elde Edildikleri Doneme Gore
Elde edildikleri doneme gore kok hiicreler ikiye ayrilir (135).

Embriyonik Kok Hiicreler: Embriyolojik gelisimin erken evrelerinde blastosist
asamasindaki embriyonun i¢ hiicre kitlesinden elde edilen, viicuttaki her hangi bir

farklilasmis hiicreyi olusturma yetenegine sahip pluripotent hiicrelerdir (139).

Yetiskin Kok Hiicreler: Erken embriyo gelisimini tamamlamis bir organizmada
bulunan kok hiicreler olarak tanimlanir. Hasarlanan dokularin yenilenmesinde gorev

alan bu hiicreler, yasam boyu kok hiicre havuzunu yenileyerek kok hiicre sayisinin

38



azalmadan siirdiiriilebilmesini garanti altina alir. Yetiskin kok hiicreler arasinda
multipotent olanlarin yant1 sira unipotent hiicrelere de rastlamak olasidir. Giiniimiizde
tizerinde en c¢ok calisilan yetiskin kok hiicre tiplerinden biri mezenkimal kok
hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler; kemik iligi, yag dokusu, kemik, periost,
sinovyal eklemler, iskelet kasi, deri, periferal kan, periodontal ligament ve pulpa

dahil olmak tizere farkli kaynaklardan izole edilmistir (140).
2.9.2 Dental Dokulardan izole Edilen Yetiskin Kok Hiicreler

Dis pulpasi, son zamanlardaki ¢aligsmalarda {izerinde 6nemle durulan bir kok
hiicre kaynagidir. Dental pulpadaki kok hiicrelerinin izole edilmesinin kolay olmasi,
etik problemler olusturmamasi, yiiksek diferansiyasyon ozelligine sahip olmasi,
biyouyumlu materyallerle gergeklestirilen uygulamalarda dokularin onariminda etkili
bir rol oynamast ve uygun sartlarda = dondurularak  saklandiktan
(kriyoprezervasyondan) sonra c¢oziildiigiinde yiiksek canlilik orani sergilemesi
sebebiyle kok hiicre ¢alismalarinda kullanmak icin gerekli tiim ozellikleri

tasimaktadir (140,141).

2011 yilinda yapilan bir calismada, pulpa nekrozlu immatiir daimi dislerde
apikal kanama uyarilmis ve kok kanali icinde mezenkimal kok hiicrelerin varlig
degerlendirilmistir. Rejeneratif endodontik islemler sirasinda farklilagmamis
mezenkimal kok hiicrelerin kok kanali igine Onemli olgiideki girisi ilk kez bu
caligmayla gosterilmis olup, ayn1 zamanda kanal i¢indeki bazi mezenkimal kok hiicre
belirteglerinin (CD105) salinim oraninin sistemik dolasima gére 700 kat daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alisma rejeneratif endodontik uygulamalarin kok

hiicre bazli tedaviler oldugunu gosteren ilk klinik ¢calismadir (142).
Dental dokulardan izole edilen mezenkimal kok hiicreler sdyle siralanabilir:

a) Dental Pulpa Kok Hiicreleri (Dental Pulp Stem Cells, DPSCs)

b) Apikal papilla kok hiicreleri (Stem Cells Of The Apical Papilla, SCAP)

c) Periodontal Ligament Kok Hiicreleri (Periodontal Ligament Stem Cells,
PDLSCs)

d) Eksfoliye Olmus Insan Siit Disi K&k Hiicreleri (Stem Cells From Human
Exfoliated Deciduous Teeth, SHED)
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e) Dental Folikiil Kok Hiicreleri (Dental Follicle Stem Cells, DFSCs)
f)  Dis Germi Progenitor Hiicreleri (Tooth Germ Progenitor Cells, TGPCs)

2.9.2.1. Dental Pulpa Kok Hiicreleri (DPSCs)

Dental pulpa kok hiicreleri ilk kez Gronthos ve ark. tarafindan 2000 yilinda
tictincli molar dislerin pulpa dokusundan elde edilmistir. 20 yas disleri, ¢ekilmis siit
disleri ve ortodontik tedavi, periodontal problem veya travma sebebiyle ¢ekilmis
disler baslica pulpa kok hiicre kaynaklarim1  olusturmaktadir. Cekim
endikasyonlarinin olmasi ve sik bulunmalari, 20 yas dislerini dental pulpa kok hiicre
calismalarinda tercih sebebi yapmaktadir. Ayrica, bu dislerin agizda en son gelisen
disler olmasi sebebiyle gen¢ bireylerde gelisimini heniiz tamamlamamis, pulpa

dokusu acisindan oldukca zengin 20 yas dislerine rastlamak miimkiindiir.

Dental pulpa kok hiicreleri kemik iligi kok hiicreleri ile benzer karakteristik
Ozelliklere sahiptir. Her iki doku benzer kok hiicre belirteclerini eksprese
etmektedirler ve mineralize doku formasyonundan sorumlu matriks proteinlerine
(alkalin fosfataz, osteokalsin ve osteopontin) sahiptirler (143). In vivo olarak DPSCs,
hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat (HA/TCP) birlesiminden olusan bir iskeletle immiin
sistemi baskilanmis farelerin deri altina transplante edildiginde, bu hiicrelerin
odontoblastlara farklilasarak dentin/pulpa benzeri bir yap1 olusturabildikleri

gosterilmistir (145).

Huang ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada DPSCs’nin dentin
tizerinde biyiitildiginde, dentin kanallarinin igine dogru uzanan sitoplazmik

uzantilariyla odontoblast benzeri hiicrelere doniistiigii ortaya konmustur (144).
2.9.2.2. Apikal Papilla Kok Hiicreleri (SCAPS)

Insana ait gelisen daimi bir disin apeksinde konumlanan dental papilla
dokusunun fiziksel ve histolojik karakteri ilk olarak Sonoyoma ve ark. tarafindan
2008 yilinda tanimlanmig ve bu doku “apikal papilla” olarak isimlendirilmistir.
Gelismekte olan kokiin apeksine gevsek bir sekilde bagli olan bu doku kolaylikla
kokten ayrilabilir. Apikal papillada bulunan kok hiicreler pulpadan daha farkli
ozelliklere sahiptir (146). Daha apikalde konumlandigi icin apikal papillanin
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kollateral dolasimdan faydalandigi ve bdylelikle pulpa nekrozu boyunca hayatta
kalabildigi diisiiniilmektedir. Pulpitis ya da pulpa nekrozunun ileri asamalarinda
pulpa kaynakli kok hiicreler kaybedilir. Periapikal bolgedeki kok hiicrelerin bir araya
gelmesi ya da kan akimiyla kanal i¢ine gonderilmesi zor olsa da miimkiin olabilir
(147).

Yapilan calismalarda giincel rejeneratif endodontik prosediirlerin bir basamagi
olan apikalden kanamanin uyarilmasi sirasinda apikal alanda bulunan kdk hiicre ve
biiylime faktorlerinin fibrin piht1 igine yerlesmesiyle pulpa-dentin kompleksinin

rejenerasyonunun indiiklendigi gosterilmistir (148).

Sonoyama ve ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada, SCAP’nin
DPSCs’nden farkli olup olmadigini incelemek amaciyla ayni disten izole edilen
DPSCs ve SCAP ayni kosullar altinda kiiltiire edilmistir. Sonug¢ olarak SCAP’nin,
daha yiiksek hizda popiilasyonunu ikiye katladigi, doku rejenerasyon kapasitesinin
daha yiiksek oldugu, daha fazla kok hiicreye 6zgii pozitif yiizey antijeni (STRO-1)
icerdigi ve daha yiiksek seviyede antiapoptotik protein (survivin) eksprese ettigi
gosterilmistir. Yine ayni ¢aligmada elde edilen SCAP, HA/TCP bilesiminden olusan
bir iskeleyle immiin sistemi baskilanmig farelere transplante edilmis ve HA/TCP
yiizeyi iizerinde bag dokusu ile birlikte tipik bir dentin tabakasinin olustugu tespit
edilmistir. SCAP’nin heniiz gelismekte olan bir disten elde ediliyor olmasi, bu
hiicrelerin DPSCs’ne kiyasla daha erken donem kok hiicre oldugu kanaatini
uyandirmaktadir. SCAP’nin kok dentininin olusumundan sorumlu olan primer
odontoblastlarn, DPSCs’nin ise reperatif dentin {retmekten sorumlu olan
odontoblastlarin kokeni oldugu diisiiniilmektedir. Bu da SCAP’nin doku onariminda

DPSCs’ne kiyasla daha iistiin oldugu anlamina gelebilir (149).
2.9.2.3. Periodontal Ligament Kok Hiicreleri (PDLSCs)

Periodontal ligament, sement ile alveol kemigin i¢ duvar arasinda yerlesmis,
disi ¢eneler i¢cinde destekleyen ve karmasik vaskiiler yapiya ve ¢ok sayida hiicre
icerigine sahip yumusak bag dokusudur. PDLSCs, farkl: hiicre gruplarina farklilasma
potansiyeli olan heterojen bir hiicre toplulugundan olusmaktadir (150,151).
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Hayvan modelleri {izerinde yapilan c¢alismalarda PDLSCs’nin sement,
periodontal ligament ve alveolar kemik gibi periodontal dokulari rejenere etme
yetenegi ortaya konmustur (150). Sonoyama ve ark. (2006) ise PDLSCs’ni immiin
sistemi baskilanmig farelere transplante etmis ve bu hiicrelerle fonksiyonel bir
periodonsiyumun basariyla olusturulabilecegini gostermistir. PDLSCs mezenkimal
kok hiicre ylizey belirteglerini  gostermeleri ve multipotansiyel farklilagma
kapasiteleri sayesinde mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak kullanildig: i¢in klinik

acidan biiyiik 6neme sahiptir (152).
2.9.2.4. Eksfoliye Olmus Insan Siit Disi Kok Hiicreleri (SHEDs)

SHED, fizyolojik diisme zamani gelmis siit dislerinin pulpasindan izole
edilmektedir. Odontoblast, adipositler ve noral hiicrelere farklilasma yetenegine
sahiptir ve SHED nin in vivo kosullar altinda kemik olusumu ve dentin iiretimini
indiikledigi gosterilmistir (221). SHED nin 6zellikle lamelli yapida kemik benzeri bir
matriks olusumunu indiikleyebildigi gosterilmistir (153). Sahip oldugu bu farkli
ozelligin siit disinin kendi dogasindan kaynakli oldugu, yani kdk rezorbsiyonu ve
kokii gevreleyen yeni kemik olusumunun es zamanli gergeklesiyor olmasiyla
aciklanabilecegi One sirilmistir. Kemik iligi kok hiicreleri ve DPSCs ile
karsilagtirildiginda, SHED’nin daha yiiksek proliferasyon kapasitesine ve hiicre
sayisint iki katina ¢ikarma hizina sahip oldugu tespit edilmistir (154).

2.9.2.5. Dental Folikiil Kok Hiicreleri (DFSCs)

Dis folikiilii gelisen dis germini saran mezenkimal dokudur. Disin kok gelisimi
stiresince dental folikiil kok hiicreleri tarafindan, sement, periodontal ligament,
alveolar kemigi hiicreleri olusturulur. Gomiik yirmi yas dislerinin ¢ekimi sirasinda
aliabilen dis folikiillerinin kolaylikla izole edilmesi bu hiicrelerin kolay ulasilabilir
bir kaynak olmasini saglar. Gomiilii liglincii biiyiik az1 dislerinin folikiillerinden izole
edilen DFSCs’nde farklilasmamuis hiicrelere 6zgii ylizey antijenlerinden olan Nestin
ve Notch-1 ekspresyonu goriilmiistiir (155). Uygun ortamda DFSCs’nin Sement,

kemik, sinir hiicreleri ve adipositlere farklilasabildigi gézlenmistir (156).
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2.9.2.6. Dis Germi Progenitor Hiicreleri

Dis germi (pulpa ve c¢evresindeki dokular), embriyonik gelisim boyunca
ektomezenkimal etkilesimler sonucu olusan bir yapidir. Buradaki progenitor hiicreler

dental organ, dental papilla ve dental folikiile farklilasirlar (157).

TGPCs ilk kez Ikeda ve ark. (2008) tarafindan ¢an evresinin ge¢ donemindeki
ticlincii molar dis germinden izole edilmis ve tanimlanmustir. Yiiksek proliferasyon
kapasitesine sahip bu hiicrelerin, in vitro kosullarda {i¢ germ yapragindan koken alan
osteoblast, sinir hiicreleri ve hepatositlere doniisebilme kapasitesine sahip oldugu
gosterilmistir. Insanda 6 yas civari, iiciincii molardan elde edilen dis germi dokular
heniiz organogenezis asamasindadir. Ugiincii molarlarda organogenezisin dogumdan
sonra ger¢eklesmesi, yani buradaki embriyonik dokularmm bu zamana kadar
farklilasmamis olmasi bu dokuyu essiz kilmaktadir. Bu nedenle ti¢lincii molarlarin
dis germinden elde edilen kok hiicrelerin, yetiskin hastalarda gerceklestirilen kok

hiicre bazli tedavilerdeki 6nemini goz ardi etmemek gerekir (158).
2.9.3 Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

Kok hiicre biyolojisi ve klinikte kullanilabilirlikleri iizerine c¢alismalar hizla
artmaktadir. Kok hiicreler bazi 6zelliklerinden dolayi, diger hiicrelerden farklidirlar
(159). Diisiik diizeyde immiinojeniteleri nedeniyle hiicresel tedavilere en iyi aday
olan mezenkimal kok hiicreler, yaygin olarak kullanilan dort farkli yontemle
karakterize edilmekte ve izolasyonu yapilmaktadir. Bunlardan ilki hiicrelerin spesifik
antikorlarla boyandiktan sonra, akan hiicre 6lger (flow cytometer) kullanilarak kok
hiicre karakterizasyonunun yapildig1 floresan aktive hiicre ayrim teknigidir
(fluorescence-activated cell sorting, FACS). Digerleri ise immiinomanyetik
boncuklar kullanilarak, immiinohistokimyasal boyama yapilarak ve son olarak da
fenotip, kemotaksi, ¢ogalma, farklilasma ve mineralizasyon gibi fizyolojik ve
histolojik kriterler kullanilarak kok hiicrelerin karakterize edilmesi ve ayrilmasidir
(148).
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3. MATERYAL METOD

Bu calisma Dicle Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden
(DUSAM) temin edilen, 28 adet 10-12 haftalik, ortalama 300+50 gram agirligindaki,
saglikli, Sprague-Dawley cinsi eriskin erkek sicanlar lizerinde yiiriitiildii. Calismanin
icerigi, Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin Payzin Saglik Bilimleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezi’nde (DUHADEK) 26.02.2020 tarih, 02/2020 protokol ve 03 nolu

karar ile onaylandi.

Deney hayvanlarinin ameliyatlarini ve sakrifikasyonlarini i¢ceren deneysel kisim
DUSAM’da, kék hiicrelerinin eldesi Mugla Sitki Kogman Universitesi Genetik ve
Biyomiihendislik Boliimiinde, histolojik ve histomorfometrik incelemeleri ise Dicle
Universitesi, Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda

gerceklestirildi.

Hayvan calismalarinda 6rneklem sayist ve giic (power) analizi 6nemli rol
oynamaktadir. Orneklem sayisi, ¢aligmanin baslangicinda galismanin giiciine gore
belirlenmelidir. Gereginden az sayida 6rneklem incelemek ise ¢alisma sonuglarinin
giiclinli azaltirken; gereginden fazla sayida 6rneklem incelemek bos yere emek ve
kaynak israfina sebebiyet vermektedir. Hayvan deneylerinde ise giic degerini ¢ok
yiiksek ya da ¢ok diisiik tutarak ¢aligma planlamak gereksiz yere hayvan kullanimina
neden olmaktadir. Gii¢ degerini optimum (%80) tutarak 6rneklem sayis1 belirlemek,
etik acidan olusabilecek sakincalari ortadan kaldirmaktadir. Bu nedenle bizim
calismamizda arastirmaya baglamadan oOnce kullanilacak hayvan sayisina karar
verilmede uygulanacak istatiksel yontem ve daha once yapilmig benzer galigmalar
belirleyici olmus ve gerekli minimum 6rneklem sayisi gii¢ degeri optimum tutularak

belirlenmistir.

Deney siireleri boyunca 21+10 C sicaklikta, bagil nem orant % 40-60, 151k
periyodu 12 saat aydinlik 12 saat karanlik standardini saglayacak sekildeki ortamda,

ameliyat sonras1 7 denek ayni1 metal kafes iginde olacak sekilde muhafaza edilecektir.

Deney hayvanlari, % 21 protein igeren standart sican yemi ve musluk suyu ile

beslenmistir. Hayvanlarin post-operatif bakimlar1 ve yasam kaliteleri diisiiniilerek her
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bir sicanda tek tibiada, tek kemik defekti agilarak islemler gerceklestirildi. Bu amagla
sicanlarin sol tibialar1 caligmaya dahil edildi. Ayrica kullanilan biyomateryaller arasi
etkilesimin 6nlenmesi amaglandi. Calismaya dahil edilen 28 adet Spraque- Dawley
cinsi deney hayvanlari rastgele 4 gruba ayrild1 ve her grupta 7 adet rat olacak sekilde

gruplar olusturuldu.

- Grup 1: Kontrol; Olusturulan defekt bolgesinin kendi kendine iyilesmesi
beklendi

- Grup 2: Nigella Sativa sistemik olarak verilerek olusturulan defekt bolgesinin

iyilesmesi beklendi.

- Grup 3: Kok hiicre verilen ratlarda olusturulan defekt bolgesinin iyilesmesi

beklendi.

- Grup 4: Kok hiicre ve Nigella Sativanin birlikte uygulandigi ratlarda

olusturulan defekt bolgesinin iyilesmesi beklendi.
3.1 Nigella Sativa’min Dozu, Hazirlanisi, Uygulanma Yolu

Calismada kullanilacak olan Nigella Sativanin aktif formu olan timokinon
(kod:27466 SIGMA-ALDRICH/ALMANYA) musir yaginda ¢dziilmiis halde 10
mg/kg/gilin 4 hafta boyunca giinde 1 kez 4-F feeding katater ile oral gavaj yoluyla 2.
ve 4. gruba verildi.

3.2 Dental Pulpa Mezankimal Kok Hiicrelerinin Eldesi ve Uygulanma Yolu

Sprague Dawley soyundan iki yetiskin erkek deney hayvanindan anestezi altinda
(Ketamine: 75-90 mg/kg + xylazine 5-8 mg/kg, IP olarak uygulandi) alt az
dislerinden dis ¢ekimi yapildi. Cekilecek dislerden dental pulpa kok hiicrelerinin
(DPKH) ¢ikarilmasi icin disler nester yardimiyla ufak pargalara ayrildiktan sonra
%0.1 kolajenaz ve % 0.25 tripsinetilendiamintetraasetik asit iceren fosfat tamponlu
salin (PBS) igerisinde siispanse edilip 37 © C’de 30-60 dakika arasinda inkiibe edildi.
70 mm’lik hiicre filtrelerinden gegirilerek siispansyondaki DPKH’lar mikroskop
altinda morfolojik olarak incelendi ve hiicrelerin sayimi hemositometre araciligi ile

yapilarak 100 mm plastik petri tabaga 1 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
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DPKH’lar biiyiitiilmek i¢in inkiibatore alindi ve 37 © C, doymus nem ve %5’lik CO2
kosullarinda inkiibe edildi. Inkiibasyonu yapilacak hiicreler 5.5 mmol/L glukoz, 20%
fetal sigir serumu ve %1 penisilin streptomisin igeren alfa modifiye Eagle vasatinda
biytitiildii. Hiicrelerin %70-80 konfluent duruma gelince iki defa daha pasajlandi ve
liclincli pasaj (P3)’da hiicreler deneylerde kullanilmak {izere karakterize edildi.
Deney hayvanlar1 uygulamasina gegilmeden once hiicrelerin mezankimal kok hiicre

oldugu ve farklilagsma yetenegi test edildi.

Mezankimal koK hiicrelerin (MKH) varligit FACS yontemi ile CD45 PC5, CD44
PE, CD105 FITC veSTRO-1 PE antikorlart ile tespit edildi. DMKH’larin CD44,
CD105 ve STRO-1 pozitif ve CD45 negatif olmasi beklendi. Bu analiz i¢in 20000-
50000 hiicre kullanilmis olup, MKH hiicrelerinin varligi ve oranmi tespit edildi.
DPKH’larin farklilasma yetenegi i¢in osteojenik farklilagma test edildi. Osteojenik
farklilasmay1 indiiklemek igin OriCellTM osteogenez farklilasma kiti (Cyagen,
Guangzhou, Cin) kullanildi ve hiicreler bu kit ile 3 hafta boyunca her 3 giinde bir
vasatin degistirilmesi ile osteogeneze indiikklendi. 3 hafta sonrasinda Alizarin
kirmizis1 ¢ozeltisi ile hiicreler boyandi ve 3-5 dakikalik inkiibasyon sonrasi
osteogenez tespiti yapildi. Bu testlerden sonra deney hayvanlarina DPKH’lar 1 x 10
hiicre olacak sekilde kuyruk damarindan IV olarak verildi. Kontrol grubuna ise salin
enjeksiyon yapildi. Hayvanlar normal beslenme ve biiyiitilme kosullarina geri
birakildi.

3.3 Dis Cekimi Yontemi

Asepsi ve antisepsi kurallarima uyularak deneklerin tliimiine anestezi icin
intramuskuler yolla ketamin hidrokloriir 75-90 mg/kg ve ksilazin hidrokloriir 5-8
mg/kg, enjeksiyonu yapildi. Operasyon sahasi agikta kalacak sekilde steril ortiiler ile
ortildii (Sekil 3.2). Lokal hemostaz amaciyla operasyon bdlgesine 0,5 cc, 0,006
mg/ml epinefrin igeren %4’liik artikain (Ultracain D-S Forte-Aventis, Istanbul,
Tiirkiye) ile infiltratif lokal anestezi uygulandi. Steril ameliyat takimindaki aletlerle
(Sekil 3.3.-3.4.) sicanin dil ve yanagi ekarte edildikten sonra ucu kivrik hemostat
yardimu ile liiksasyon uygulayarak deneklerin alt sol 1. ve 2. biiyiik az1 disleri ¢ekildi
(Sekil 3.5.). Hemostaz1 saglamak i¢in steril tampon uygulandi ve daha sonra ¢ekim

bolgeleri 4-0 vicryl (Dogsan, Tiirkiye) ile siitiire edildi.
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Sekil 3.1. Ketamin hidrokloriir (%10 Alfamine, Alfasan, Hollanda) ve Ksilazin
hidrokloriir (%2 Alfazyne, Alfasan, Hollanda)

Sekil 3.2. Deney hayvaninin steril ortiiler ile ortiilmesi
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Sekil 3.3. Ameliyat ve dis ¢ekimi i¢in kullanilan steril aletler

Sekil 3.4. Sicanlarin dil ve yanaginin steril aletlerle ekarte edilmesi
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Sekil 3.5. Alt sol 1. ve 2. biiyiik az1 dislerin ¢ekilmesinden sonra olusan ¢ekim

yarasi ve ¢ekilmis disler.
3.4. Cerrahi Asamalar

Veteriner hekim gozetiminde; 75-90 mg/kg ketamin hidroklorid (Ketasol R,
Richterpharma, Avusturya) ve hem analjezik hem de anestezik olarak %?2’lik 5-8
mg/kg Ksilazin hidroklorid (Rompun R, Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. Sti, Istanbul,
Tiirkiye) intramiiskiiler (IM) enjeksiyonu ile deneklerin genel anestezisi saglandi
(Sekil 3.6.). Genel anestezi sirasinda oftalmik komplikasyonlarin engellenmesi amaci
ile siganlarin goézlerine basitrasin ve neomisin siilfat pomadi (Thiocillin R 5g, Abdi

Ibrahim, Tiirkiye) siiriildii (Sekil 3.7.). Siganlar 1sitict lamba altinda masaya yatirildi.

Sadece Hayvan

Sagiginda Kullambr

e ?

st
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Sekil 3.6. Deneklerin genel anestezisinde kullanilan ilaglar.

Sekil 3.7. Sicanlarin gozlerine oftalmik komplikasyonlarin dnlenmesi amaciyla

pomadin siiriilmesi.
3.5. Tibia Kemiginde Defekt Bolgesinin Olusturulmasi

Genel anestezi altindaki denekler, standart postiire getirilip sabitlendikten sonra
sol bacaklarinin medial yiizeyi tras makinesi ile traslandi (Sekil 3.8.). Jetokain
(Adeka 2ml; Tirkiye) ile IM olarak lokal anestezi uygulandi (Sekil 3.9.). Sol
bacaklar1 fleksiyon pozisyona getirilip, asepsi ve antisepsi kurallarina uygun olacak
sekilde insizyon hatt1 belirlenip tibianin medial yiizeyine ulagmak igin kretin orta
hattina Bard-Parker 15 no’lu bistiiri ucu kullanilarak 15 mm uzunlugunda
uzunlamasma cilt, cilt altt ve periost kesisi yapild1 (Sekil 3.10.-3.11.). insizyon
sonrasinda flep, periost elevatorii ile subperiosteal olarak kaldirildi ve kemik agiga
cikartildi (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.9. Islem 6ncesi siganlarin bacagina lokal anestezi yapilmasi
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Sekil 3.11. 15 nolu bisturi ucuyla insizyonun yapilmasi
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Sekil 3.12. Kemigin aciga cikartilmasi

Kemigin kolaylikla goriilebildigi rahat bir ¢alisma ortaminin saglanmasi sonrasi
fizyodispansere bagli mikromotor -anguldruva ve ucundaki trefan frez ile 200-400
devir/dakikada steril serum fizyolojik irrigasyonu altinda kemik defekti olusturuldu
(Sekil 3.13.). Agilan defektler periodontal sonda yardimi ile kontrol edildi (Sekil
3.14)). Bu islemler esnasinda defekt alami igerisindeki kemik, doku penseti
yardimiyla blok halinde ¢ikarildi (Sekil 3.15.).
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Sekil 3.14. Defekt alaninin siirlarinin belirlenmesi
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Sekil 3.15. Kemigin doku pensetiyle blok seklinde ¢ikartilmasi

:
. -

Sekil 3.16. Olusturulan defektin goriiniimi
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Sekil 3.17. Kontrol grubunda agilan defektin goriiniimii

Her bir gruptaki islem tamamlandiktan sonra defekt ¢evresindeki periost ve kas
4-0 yarim yuvarlak 20cm vikril dikis ipligi (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S.
Tiirkiye) ile cilt ise 3-0 yarim yuvarlak 20 cm ipek dikis ipligi (Dogsan Tibbi
Malzeme Sanayi A.S. Tiirkiye) ile primer olarak siitiire edildi (Sekil 3.18.-3.19.-
3.20.).
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Sekil 3.18. Periost ve kasin 4-0 yarim yuvarlak 20 cm vikril dikis ipligi (Dogsan
Tibbi Malzeme Sanayi A.S., Tiirkiye) ile siitiire edilmesi

Sekil 3.19. Periost ve kasin siitiire edilmesi

Periost ve kasin siitiire edilmesinden sonra mezenkimal kok hiicreler, kok hiicre

ve timokinon + kdk hiicre gruplarina insiilin enjektdrii yardimi ile uygulandi.
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Sekil 3.20. Cildin 3-0 yarim yuvarlak 20mm ipek dikis ipligi (Dogsan Tibbi

Malzeme Sanayi A.S., Tiirkiye) ile primer olarak siitiire edilmesi.

Siganlarin lokal saha temizligi Batikon (providon iyot soliisyonu) (Bonmed
Saghk Uriinleri ve Makine San. Tic. Ltd. Sti. Tiirkiye) ile yapildi (Sekil 3.21.).
Enfeksiyon kontrolii amaciyla post-operatif 30 mg/kg Sefazolin intramiiskiiler (i.m)
olarak uygulandi. Denekler metal kafeslerde uyanma odasina alind1 ve post-operatif
donemde agizdan beslenen deneklere ameliyattan sonraki ilk bes giin boyunca, giinde
1 kez olmak ftizere 30 mg/kg Sefazol (i.m) ve Carprofen 4 mg/kg subkiitan olarak
uygulanda.
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Sekil 3.21. Siganlarin bacaklarina batikon uygulanmasi (Bonmed Saglik
Uriinleri ve Makina San. Tic. Ltd. Sti. Tiirkiye)

Tiim denekler 28. giiniin sonunda, veteriner hekim yardimiyla cam kavanozda
30 ml izofluran (Isoflurane-USP, Adeka ilag¢ ve Kimyasal Uriinler San. Ve Tic. A. S.
Tiirkiye) ile sakrifiye edildi (Sekil 3.22-3.23.-3.24.).

Sekil 3.22. Siganlara subkiitan carprofen 4 mg/kg enjeksiyonunun uygulamasi.
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Sekil 3.24. Diseke edilen tibianin gériiniimii

Sakrifikasyon islemleri sonrasinda deney hayvanlarinin tibialari, igerisinde
%10’luk noétral formaldehit (PH=7.4) bulunan o6nceden etiketlenerek belirlenmis
biyopsi kaplarina sirasiyla yerlestirildi. Doku ornekleri (n=28) histopatolojik ve
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histomorfometrik incelemeler icin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali1 Laboratuvarinda takibe alindi.
3.6. Tibia Dokusunun Takibi

Tibia dokulart ilk 6nce %10’luk nétral formalin soliisyonuna alinarak rutin
paraffin doku takibine baslandi. Fiksasyon (24 saat) isleminden sonra dokular
%10’luk seyreltilmis formik asit soliisyonunda dekalsifikasyon islemi icin 1 ay
siireyle bekletildi. Yumusayan kemik dokular1 6 saat akar ¢esme suyu altinda
bekletildi. Dokular %50, %70, %80, %90, %96 ve absoli etil alkol serilerinden
gecirildi ve seffaflastirma islemi icin ksilende 3 kere 45 dakika bekletildi. Son olarak
dokular infiltrasyon i¢in 58°C’ de parafin yagina alindi. Daha sonra dokular parafin
bloklara gomiildii ve mikrotom (katalog no: Leica RM2265, Wetzlar, Germany)
yardimiyla Hematoksilen-Eozin ve immiinohistokimyasal boyamalar i¢in bloklardan

4-6 pm kalinliginda kesitler alindi.
3.7. Hematoksilen-Eozin Boyama

Parafin bloklardan alinan tibial doku kesitleri 37°C’ye ayarlanmig benmariye
alindi. Lam {izerinde 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 gecirildi ve
distile suya getirilerek 5 dakika bekletildi. Harris Hematoksilen boyasinda 8 dakika
bekletildikten sonra kesitler akan su altinda 5 dakika yikandi. Kesitler duruland: ve
alkolik eozin boyasinda 6 dakika bekletildi. Kesitler artan alkol serilerine (%80,
%090, %96 etil alkol serilerinden gecirilerek) hizlica daldirild1 ve absolii alkolde 2
dakika bekletildi. Son olarak kesitler 3x15 dakika ksilende bekletildi ve doku tizerine

Entellan damlatilarak lamelle kapatilda.
3.8. Immiinohistokimyasal Boyama

Parafin bloklardan alinan kesitler 37°C’ ye ayarlanmis benmariye ve buradan
polilisinli lamlara alindi. Lam tiizerinde fazla parafini eritmek i¢in kesitler 58-62°C
etlivde 6 saat boyunca bekletildi. Kesitler 3x15 dakika ksilende deparafinize edildi.
Kesitler azalan alkol serilerinden (%2100, %96, %90, %70, %50 etil alkol) 10’ar
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dakika gegirildi ve distile suya getirilerek 5 dakika bekletildi. Kesitler fosfat tampon
soliisyonunda (PBS) 3x5 dakika yikandi. Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) buffer
soliisyonuna (pH: 8.0, katalog no: ab93680, Abcam, Cambridge, USA) alind1 ve 1s1-
indiikli epitope retrieval islemi gergeklestirildi. 20 dakika oda sicakliginda birakilan
kesitler tekrar PBS’e alindi. Kesitler immunohistokimya barma dizildi, barin
nemliligi ve sicakligi kontrol edildi. Kesitlere 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 (katalog no: TA-
015-UB, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) soliisyonunda 7 dakika bekletildi.
Kesitler, anti-BMP-2 (katalog no: sc-137087, Santa Cruz Biotechnology, 10410
Finnell St, Dallas, Texas 75220, US) ve anti-BMP-4 (katalog no: sc-393329, Santa
Cruz Biotechnology, 10410 Finnell St, Dallas, Texas 75220, US) antikorlari ile bir
gece +4°C’de bekletildi. 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 lizerine Diaminobenzidin (DAB) (katalog no: TA-001-HCX,
ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip reaksiyon mikroskop altinda izlendi
ve 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.

3.9. Istatistiksel yontem

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edilmis, normal
dagilmayan 6zelliklerin 2 den fazla bagimsiz grupta karsilastirilmasinda ise Kruskal
Wallis ve Dunn ¢oklu karsilastirma testleri kullanilmistir. Istatistiksel analizler igin
SPSS for Windows version 24.0 paket programi kullanilmig ve P<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Arastirmamizda her grupta 7 adet olmak {izere toplam 28 adet Sprague-Dawley
cinsi ortalama 350 gr agirhiginda yetiskin erkek rat kullanilmistir. Calismamiz,
Kontrol Grubu (K), Timokinon (TQ) Kok hiicre (KH), Timokinon + Kok Hiicre (TQ
+ KH) olmak fiizere 4 gruptan olusmus ve her gruptan 7 hayvan 4. hafta sonunda
sakrifiye edilerek ¢ikarilan dokular fiksatif soliisyon i¢inde histomorfolojik olarak
incelemeye tabi tutulmustur. Deneysel ¢aligma siiresince ratlarin uygulanan cerrahi
islemi iyi tolere ettigi, beslenmeleri agisindan herhangi bir olumsuzluk gelismedigi,
operasyona bagli herhangi bir enfeksiyon olusmadigi ve deneklerin genel saglik

durumlarinin iyi oldugu gozlemlendi.
4.1. Histopatolojik Bulgular

4.1.1. Dordiincii Hafta Histopatolojik Bulgular

4.1.1.1. Kontrol Grubu

Sekil 4.1. Dordiincii haftada kontrol grubu tibial kemige ait defekt alani
goriinimii. (=»): Kan damarlari, (=): Osteoblast hiicreleri, (=): Osteoklast
hiicreleri, (%): Inflamatuar hiicreler. H-E boyama, bar skala 50 um.
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Sakrifiye edilen ratlarin kontrol grubunda tibia kemige ait defekt olusturulan
bolgedeki kesitler histopatolojik olarak incelendiginde, ozellikle kan damarlarinda
asir1 dilatasyon ve yer yer konjesyonel alan gozlenirken (siyah oklar), inflamasyonun
belirgin olarak ozellikle kan damarlar1 ¢evresinde tek bir alan olarak yogunlastigi
goriildi. Osteoblastik hiicrelerin (kirmizi ok) de hafif dejenere oldugu ve ayn1 sekilde
osteoklast hiicrelerininde (mavi oklar) fazla sayida oldugu tespit edildi. En belirgin
ozelliklerden birisi inflamatuar hiicrelerde (yildiz) yogun bir artisin goriilmesiydi.

(Sekil 4.1.)

4.1.1.2. Timokinon Grubu

Sekil 4.2. Dordiincii haftada timokinon grubu tibial kemige ait defekt alani
goriiniimii. (=2): Osteoklast hiicreleri, (=): Osteoblast hiicreleri, (o0): Kemik
trabekiilleri. H-E boyama, bar skala 50 pm.

Tibial kemigin longiitidinal kesitinde defekt alaninin bulundugu yerlerde
osteoklastlarin (mavi oklar) belirgin oldugu ancak kii¢iik kemik trabekiillerinin daha
hazirlik evresinde sadece osteoblastlarinin (kirmizi ok) belirginlesmeye basladigi ¢ok
hafif diizeyde ekstraselliiler matriks yapisinin ortaya ¢iktigi, pembemsi alan olarak
gordiiglimiiz yerlerde kiiciik kemik trabekiillerinin (siyah daire) olusmaya basladigi
gorildii. Ara bag dokuda yogun bir kollajen doku artis1 izlendi. (Sekil 4.2.)
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4.1.1.3 Kok Hiicre Grubu

Sekil 4.3. Dordiincii haftada kok hiicre grubu tibial kemige ait defekt alani
goriiniimii. (=): Osteoblast hiicreleri, (=): Osteoklast hiicreleri, ( ): Osteosit, (o):
Kemik trabekiilleri. H-E boyama, bar skala 50 pm.

Tibial kemigin longiitiidinal kesitinde defekt alaninin bulundugu bdlgelerde
osteoklastik aktivitenin (mavi ok) azalmasina bagli osteoblastlarda (kirmizi oklarr)
belirgin bir artis tespit edildi ve yer yer yeni kemik trabekiillerinin (siyah daire)
olugsmaya basladig1r goriildii. Bazi alanlarda kiigiik oestosit (sar1 ok) yapilarina

rastlanmasi sebebiyle matriks yogunlugunun artti1 goriildii. (Sekil 4.3.)
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4.1.1.4. Kok Hiicre + Timokinon Grubu

Sekil 4.4. Dordiincii haftada kok hiicre + Timokinon grubu tibial kemige ait
defekt alan1 goriiniimii: (=»): Osteoblast hiicreleri, (=): Osteoklast hiicreleri, ():
Osteosit hiicreleri, (0): Kemik trabekiilii, (¥): Kemik iligi elemanlari. (H-E boyama,
bar skala 50 pm.)

Tibial kemigin Ozellikle endosteal bdlgeye yakin olan kisimlarindaki defekt
alaninda osteoklastik aktivite (mavi ok) azalmasi sebebiyle yeni kemik
trabekiillerinin ortaya c¢iktigi (siyah daire) gorildii. Kemik trabekiillerindeki
osteoblastlarin (kirmizi oklar) artmasi ile birlikte trabekiiliin orta kisimlarina dogru
kanal sisteminin belirmeye basladigi, ayn1 sekilde osteositlerin (sar1 ok) de yavas
yavas lakiiner evreye gectigi goriildii. Bu kemik trabekiillerinin arasinda da yer yer
yeniden yapilanma (reorganizasyon) seklinde kemik iligi yapisini olusturacak
elemanlar da belirmeye basladi (yildiz). (Sekil 4.4)

4.2. immiinohistokimyasal Bulgular
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4.2.1. BMP-2

4.2.1.1. Kontrol Grubu

Sekil 4.5. Dordiincii haftada kontrol grubu tibial kemige ait defekt alani
goriniimii. (%): Bag dokusu ve kollajen, (): Osteoklast hiicreleri, (~): Osteosit
hiicre niikeluslari. IHK. Boyama, bar skala 50 um.

Tibial kemik bolgesinde defekt alani igerisinde yogun inflamasyon artis1 ile
birlikte bag dokunun ve kollajenin arttigi gorildii (yildiz). Kirilan kemik
trabekiillerinin dis kismina dogru ve yeni kemik gelisiminin oldugu alanlarda
osteoklastik aktivitenin belirgin artis gosterdigi ve BMP-2 reaksiyonunun pozitif
oldugu tespit edildi (mavi oklar). Aymi sekilde periferde ve yeni kemik
trabekiillerindeki osteosit hiicre niikleuslarinda (sar1 oklar) BMP-2 reaksiyonunun

pozitif oldugu ve artis gosterdigi goriildi. (Sekil 4.5.)
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4.2.1.2. Timokinon Grubu

Sekil 4.6. Dordiincii haftada Timokinon grubu tibial kemige ait defekt alani
goriiniimii. (%): Inflamatuar hiicreler, (0): Kemik trabekiilleri, (=): Osteoblast
hiicreleri, (=): Osteoklast hiicreleri, ( ): Osteosit hiicreleri. IHK. boyama, bar skala
50 um.

Defekt alani igerisinde yogun bag doku artisi ile birlikte inflamatuar hiicrelerde
(y1ldiz) de belirgin artis goriildii. Ancak kiiciik kemik trabekiillerinin (siyah daire)
periferinde ozellikle osteoblastik aktivitede (kirmizi oklar) artisla birlikte BMP-2
reaksiyonunun pozitif oldugu degerlendirildi. Timokinonun kemik trabekiillerine
yakin bir zeminde Ozellikle osteoklast hiicrelerinde (mavi oklar) BMP-2 pozitif
reaksiyon olusturdugu goriildi. Ancak bu ilacin etkisine bagli olarak osteosit
hiicrelerinde lakiiner evre bitmekle birlikte osteosit hiicrelerinde (sar1 oklar) BMP-2

reaksiyon pozitif olarak izlendi. (Sekil 4.6.)
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4.2.1.3. Kok Hiicre Grubu

Sekil 4.7. Dérdiincii haftada Kok hiicre grubu tibial kemige ait defekt alani
goriiniimii. (%): Inflamatuar hiicreler, (): Osteoklast hiicreleri, (=): Osteoblast
hiicreleri, (): Osteosit hiicreleri. IHK. boyama, bar skala 50 pm.

Ozellikle defekt alaninin bulundugu bélgede yag dokusu artigina bagl bag
dokusunda belirgin bir artis ve inflamasyon bolgesinde azalma (yildiz), osteoklast
hiicrelerde azalma (mavi ok) ile birlikte BMP2 reaksiyonunun pozitif oldugu
goriildii. Yeni kemik trabekiillerinin periferinde belirgin bir yogunlukta BMP-2
reaksiyonu Ozellikle osteoblast hiicrelerinde (kirmizi ok) belirgin olarak izlendi.
Kemik trabekiiliiniin matriks gelisimi baglamasi sebebi ile yeni olusan yaklasik 2-3
adet osteosit hiicresinde (sar1 ok) BMP-2 reaksiyonunun pozitif oldugu izlendi. Kok
hiicre agisindan bakildiginda yeni kemik olusumunu belirginlestirdigi ve arttirdigi

izlendi. (Sekil 4.7.)
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4.2.1.4. Kok Hiicre + Timokinon Grubu

Sekil 4.8. Dordiincii haftada Kok hiicre + Timokinon grubu tibial kemige ait

defekt alani goriiniimii. (%): Inflamatuar hiicreleri, (>): Inflamasyon alani, (=):
Osteoblast hiicreleri, (=): Osteoklast hiicreleri, (): Osteosit hiicreleri. IHK.
boyama, bar skala 50 um.

Genislemis kemik trabekiilleri ile birlikte saf bag dokusunda timokinon grubuna
kiyasla inflamasyon hiicrelerde soliter bir dagilim ve inflamasyonda (yildiz) kismen
azalma gozlendi. Bu alandaki inflamatuar hiicrelerde (ok basi) BMP-2 pozitif
gozlemlendi. Genislemis kemik trabekdillerinin etrafinda osteoblastlarda (kirmizi ok)
ve igerdeki matriks gelisimine bagli olarak osteositlerde (sar1 ok) BMP-2 reaksiyonu
pozitif olarak degerlendirildi. Az sayida osteoklast hiicrelerde de (mavi ok) BMP-2
reaksiyonu pozitif olarak izlendi. Yeni kemik olusumuyla ilgili timokinon ve kdk
hiicre birlikte uygulandiginda kemik olusumunu arttirarak inflamasyonu azalttig

diistintilebilir. (Sekil 4.8.)
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4.2.2. BMP-4

4.2.2.1. Kontrol Grubu

Sekil 4.9. Dordiincii haftada Kontrol grubu tibial kemige ait defekt alani
goriiniimii. (>): Inflamatuar hiicreler, (=): Endotel hiicreleri, (=»): Osteoklast
hiicreleri. IHK. boyama, bar skala 50 pm.

Inflamatuar hiicrelerde belirgin bir artisla birlikte dzellikle 16kositer yapilarda
(ok bas1) BMP-4 ekspresyonunun pozitif oldugu, genislemis damar duvarinin endotel
hiicrelerinde (siyah ok) BMP4 ekspresyonunun pozitif oldugu goriildii. Ayni
zamanda da bazi alanlarda 6zellikle kollajen liflerin bag doku alaninda artmasina
bagli olarak damar c¢evresinde osteoklastik hiicrelerde (mavi ok) BMP-4

ekspresyonunun arttig1 goriildii. (Sekil 4.9.)
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4.2.2.2. Timokinon Grubu

Sekil 4.10. Dordiincii haftada Timokinon grubu tibial kemige ait defekt alani
goriiniimii. (% ): Kollajen lifler, (=): Kemik trabekiilleri. IHK. boyama, bar sakala
50 pum.

Bu gruba ait kesitlerde defekt alani i¢erisinde en belirgin 6zelliklerden bir tanesi
fibroblastik aktivite ile birlikte kollajen lif sentezinde (yildiz) artistir. Bununla
beraber 6zellikle yeni kemik olusumuna ait kiiciik kemik trabekiillerinin sekillendigi
ancak matriksin heniiz olgunlasmaya basladigi bolgede BMP-4 reaksiyonunun
pozitif oldugu goriildii (siyah oklar). Inflamasyonun azalmas: da dikkat cekici

ozelliklerden biridir. (Sekil 4.10.)
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4.2.2.3. Kok Hiicre Grubu

Sekil 4.11. Doérdiincii haftada Kok hiicre grubu tibial kemige ait defekt alani

goriinimii. (0): Kemik trabekiilleri, (>): Inflamatuar hiicreler, ( ): Osteosit
hiicreleri. IHK. boyama, bar skala 50 pm.

Defekt alani igerisinde ¢ok sayida yeni olusan kemik trabekiilleri (siyah
daireler) goriilmeye baslandi. Bunun haricinde; soliter tarzda dagilan inflamatuar
hiicrelerde BMP-4 reaksiyonunun pozitif oldugu izlendi (ok basi). Yeni kemik
trabekiillerinin igerisindeki osteosit hiicrelerinin BMP-4 (sar1 oklar) reaksiyonunun

pozitif oldugu goriildi. (Sekil 4.11.)
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4.2.2.4. Kok Hiicre + Timokinon Grubu

Sekil 4.12. Dordiincii haftada Kok hiicre + Timokinon grubu tibial kemige ait
defekt alan1 goriintimii. (*): Yag dokusu, (=»): Osteoblastik aktivite ve BMP-4
reaksiyonu, (): Osteosit hiicreleri, (=): Osteoklast hiicreleri. IKH. Boyama, bar
skalas1 50 um.

Yag dokusunda belirgin bir artig goriilmekle (mavi yildiz) birlikte inflamatuar
hiicrelerde kismen azalma, genislemis kemik trabekiillerinin periferinde osteoblastik
aktivitede ve BMP-4 reaksiyonunda (kirmizi ok) artis gozlenmistir. Ayrica kiigiik
lakiiner yapilardaki osteositlerde (sar1 ok) kemik trabekiillerinin ig¢erisinde goriilmeye
baslamis ancak ekspresyonun orta seviyede oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira
osteoklast hiicrelerde azalma ile birlikte BMP4 aktivitesinin (mavi ok) pozitif oldugu
gozlendi. (Sekil 4.12.)

4.3. Istatistiksel Bulgular

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edilmis, normal
dagilmayan oOzelliklerin 2 den fazla bagimsiz grupta karsilastiriimasinda ise Kruskal
Wallis ve Dunn ¢oklu karsilastirma testleri kullamlmstir. Istatistiksel analizler i¢in
SPSS for Windows version 24.0 paket programi kullanilmis ve P<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sayisal degiskenlerde normal dagilim gozlenmediginde non-parametrik testler
kullanildi ve tanimlayici istatistik olarak medyan %25 -%75 degerlerini verdi.

Kok Hiicre
Kontrol Kok Hiicre | Timokinon | Timokinon
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

Degiskenler | Medyan Medyan Medyan Medyan P
[%25-%75] | [%25-%75] | [%25-%75] | [%25-%75]

Enflamasyon | 3 (3-4) 3(2-3) 3(2-3) 2(2-2) 0,025*

Osteoklastik
aktivite 3(3-4) 2(2-3) 2(2-3) 1(1-2) 0,007*

Osteoblast | 1(1-2) |3(2-3) 3(2-3) 3(3-3) 0,001%

Bag dokusu
olusumu 1(0-1) 2(1-2) 2(2-3) 3(3-4) 0,001*

Yeni kemik

olusumu 0(0-0) |2(1-2) [2@2-3) |3(3-3) |0,001*

BMP2 0(0-1) 2(1-2) 2(2-3) 3(3-4) 0,001*

BMP4 0(0-1) 2(1-2) 2(2-2) 3(3-4) 0,001%

Tablo 4.1. *0,05 diizeyinde anlamli; Kruskal Wallis testi ortalama ve standart

sapma degerleri.

Kruskal Wallis testi sonucuna gore tiim dlgiimler en az bir grupta anlamli olarak
farkli bulundu. Farkin hangi gruptan kaynaklandigini ortaya koymak igin Dunn ¢oklu

karsilastirma testi uygulandi.

Yorum yazarken p degeri 0,05 in altinda olanlara anlamli denildi. Anlamli
bulunan sonuglar i¢in yorum yaparken de medyan degeri diisiik olanda azalma,

yiiksek olan grupta ise artma var denildi.
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4.3.1. Enflamasyon Degerlerinin Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Grup karsilagtirmalar p

Kok hiicre-Timokinon / Timokinon 0,227
Kok hiicre-Timokinon / Kok hiicre 0,151
Kok hiicre-Timokinon / Kontrol 0,002
Timokinon / Kok hiicre 0,820
Timokinon / Kontrol 0,069
Kok hiicre / Kontrol 0,111

Tablo 4.2. Enflamasyon degerleri bakimindan gruplar arasindaki farkliliga

iliskin analiz sonucu

Enflmasyon degeleri bakimindan ‘Ko6k hiicre-Timokinon’ grubundaki
enflamasyon degerleri ‘kontrol’ grubuna gére anlamli derecede diisiik bulundu (P <

0,05). Diger gruplar arasinda anlamli farklilik gozlenmedi.

5,04

4.0—

Enflamasyon
(%)
=
|

2,07 —_—

I I I I
Kantrol Timokinon Kak hicre Kak hicre-
Timokinon

Gruplar

Sekil 4.13. Enflamasyon degerleri bakimindan gruplar arasindaki farklilik.
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4.3.2.  Osteoklastik  Aktivite = Degerlerinin  Gruplar  Arasinda

Karsilastirilmasi

Grup karsilastirmalar p

Kok hiicre-Timokinon / Timokinon 0,116
Kok hiicre-Timokinon / Kok hiicre 0,116
Kok hiicre-Timokinon / Kontrol 0,001
Timokinon / Kontrol 0,055
Kok hiicre / Kontrol 0,055
Timokinon / Kok hiicre 1,000

Tablo 4.3. Osteoklastik aktivite degerleri bakimindan gruplar arasindaki

farkliliga iliskin analiz sonucu

Osteoklastik aktivite degerleri bakimindan ‘K6k hiicre-Timokinon’ grubundaki
osteoklastik aktivite degerleri ‘Kontrol’ grubuna gore anlamli derecede diisiik

bulundu (P < 0,05). Diger gruplar arasinda anlamli farklilik gézlenmedi.

50—

1
| |

20—

Osteoklastik aktivite

I I I I
Kontrol Timokinon Kok hiicre K&k hiicre-
Timokinon

Gruplar

Sekil 4.14. Osteoklastik aktivite bakimindan gruplar arasindaki farklilik
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4.3.3. Osteoblast Degerlerinin Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Grup karsilastirmalar: p
Kontrol / Timokinon 0,008
Kontrol / Kok hiicre 0,002
Kontrol / Kok hiicre-Timokinon 0,001
Timokinon / Kok hiicre 0,695
Timokinon / K&k hiicre-Timokinon 0,143
Kok hiicre / Kok hiicre-Timokinon 0,284

Tablo 4.4. Osteoblast degerleri bakimindan gruplar arasindaki farkliliga iligskin

analiz sonucu

Osteoblast degerleri bakimindan ‘Timokinon® (P < 0,05), ‘Koék hiicre’ (P <
0,05) ve ‘Kok hiicre-Timokinon’ (P < 0,05) gruplarinda ‘Kontrol’ grubuna gore
yiiksek derecede anlamli farklilik bulundu. Diger gruplar arasinda anlamli farklilik

gbzlenmedi.
5,0—

4,07

Osteoblast

1

I I I I
Koontrol Timokinon Kk hdcre K Gk hicre-
Timokinon

Gruplar

Sekil 4.15. Osteoblast bakimindan gruplar arasindaki farklilik
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4.3.4. Bag dokusu olusumu degerlerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Grup karsilastirmalar: P

Kontrol / Timokinon 0,115
Kontrol / Kok hiicre 0,004
Kontrol / Kok hiicre-Timokinon 0,001
Timokinon / K&k hiicre 0,191
Timokinon / Kok hiicre-Timokinon 0,003
Kok hiicre / Kok hiicre-Timokinon 0,087

Tablo 4.5. Bag dokusu olusumu degerleri bakimindan gruplar arasindaki

farkliliga iliskin analiz sonucu.

Bag dokusu olusumu degerleri bakimindan ‘Koék Hiicre’ (P < 0,05) ve ‘Kék
hiicre-Timokinon’ (P < 0,05) gruplarinda ‘Kontrol’ grubuna gore yiiksek derecede
farklilik bulundu. Ayrica ‘Timokinon’ grubunda ‘Koék hiicre-Timokinon’ grubuna

gore farklilik anlamli derecede diisiik bulundu (P < 0,05).

Yeni kemik olugumu

N %l
1,0—

0— —_—

I I I I
Fontrol Timokinon ok hicre Kok hdacre-
Timokinon

Gruplar

Sekil 4.16. Bag dokusu olusumu bakimindan gruplar aras1 farklilik
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435 Yeni Kemik Olusumu Degerlerinin Gruplar Arasinda

Karsilastirilmasi

Grup karsilastirmalar p

Kontrol / Timokinon 0,044
Kontrol / Kok hiicre 0,001
Kontrol / Kok hiicre-Timokinon 0,001
Timokinon / Kok hiicre 0,176
Timokinon / Kok hiicre-Timokinon 0,016
Kok hiicre / Kok hiicre-Timokinon 0,286

Tablo 4.6. Yeni kemik olusumu degerleri bakimindan gruplar arasi farkliliga

iliskin analiz sonucu

Yeni kemik olusumu degerleri bakimindan ‘Timokinon’ (P < 0,05), ‘Kok
Hiicre’ (P < 0,05) ve ‘Kok hiicre-Timokinon’ (P < 0,05) gruplarinda ‘Kontrol’
grubuna gore yiiksek derecede anlamli farklilik bulundu. Ayrica ‘Timokinon’
grubunda ‘Kok hiicre-Timokinon’ grubuna gore farklilik anlamli derecede diisiik
bulundu (P < 0,05).

Yeni kemik olugumu

- I?Ijl
1,0—

I I I I
Hontrol Timokinon Kok hicre Kok hocre-
Timokinon

Gruplar

Sekil 4.17. Yeni kemik olusumu bakimindan gruplara arasi farklilik
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4.3.6. BMP-2 Degerlerinin Gruplar Arasinda Karsilagtirilmasi

Grup karsilagtirmalar p
Kontrol / Timokinon 10,050
Kontrol / Kok hiicre 0,002
Kontrol / Kok hiicre-Timokinon 0,001
Timokinon / K&k hiicre 0,280
Timokinon / K&k hiicre-Timokinon 0,010
Kok hiicre / Kok hiicre-Timokinon 0,137

Tablo 4.7. BMP-2 degerleri bakimindan gruplar arasi farkliliga iliskin analiz

Sonucu.

BMP-2 degerleri bakimindan ‘Timokinon’ (P < 0,05),”’Kék hiicre’ (P < 0,05)
ve ‘Kok hiicre-Timokinon’ (P < 0,05) gruplarinda ‘Kontrol’ grubuna gore farklilik
anlamli derecede yiiksek bulundu. Ayrica ‘Timokinon’ grubunda ‘Kék hiicre-

Timokinon’ grubuna gore farklilik anlamli derecede diisiik bulundu (P < 0,05).

5,07

4.0

. T

BMP2

I I I I
K.ontrol Timokinon Kok hiucre K.k hucre-
Timokinon

Gruplar

Sekil 4.18. BMP-2 bakimindan gruplar aras1 farklilik.
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4.3.7. BMP-4 Degerlerinin Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Grup karsilastirmalar: P

Kontrol / Timokinon 0,045
Kontrol / Kok hiicre 0,005
Kontrol / Kok hiicre-Timokinon 0,001
Timokinon / Kok hiicre 0,430
Timokinon / Kok hiicre-Timokinon 0,011
Kok hiicre / Kok hiicre-Timokinon 0,078

Tablo 4.8. BMP-4 degerleri bakimindan gruplar arasi farkliliga iliskin analiz

Sonucu.

BMP-4 degerleri bakimindan ‘Timokinon’ (P < 0,05), Kok hiicre’ (P < 0,05)
ve ‘Kok hiicre-Timokinon’ (P < 0,05) gruplarinda Kontrol grubuna gore farklilik
anlamli derecede yiiksek bulundu. Ayrica ‘Timokinon’ grubunda ‘Kék hiicre-

Timokinon’ grubuna gore farklilik anlamli derecede diisiik bulundu (P < 0,05).

5,07

0

2,07 _—

BMP4

0

I I I I
K.ontrol Timokinon Kok hicre Kok hicre-
Timokinon

Gruplar

Sekil 4.19. BMP-4 bakimindan gruplar aras1 farklilik.
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Kok hiicre-
Kontrol |Timokinon |Kok hiicre Timokinon
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Degiskenler =SS +SS =SS =SS
Enflamasyon 3,29+ 0,76 2,43+0,79 [2,57+0,53 240,58
Osteoklastik
aktivite 3,14 £ 0,69 2,29+049 [2,29+0,49 1,57 +0,79
Osteoblast 1,14 + 0,69 2,57 +£0,53 2,71 £0,49 3,14 £0,38
Bag dokusu
olusumu 0,57+ 0,53 1,57+ 0,53 2,29+ 0,49 3,43+ 0,53
Yeni kemik
olusumu 0,14+ 0,38 1,71+ 0,49 |2,43+0,53 3+0,58
BMP2 0,43 £0,53 1,71+ 0,49 (2,29 +0,49 3,29+ 0,76
BMP4 0,29 £ 0,49 1,57+ 0,53 2+0,58 3,14+ 0,69

Tablo 4.9. Medyan ve %25-%75 degerlerini gosteren box plot grafiginin tiim

degiskenleri.

83




5. TARTISMA

Viicudumuzda birgok fizyolojik ve patolojik durumdan kaynakli kemik
kayiplar1 meydana gelir. Fiziksel problemler genel olarak yasin ilerlemesi sonucu
olusur. Cerrahi operasyonlar ve iyi, kotii huylu kist veya tiimorlerin ¢ikartilmasindan
sonra olusan kemikteki eksilmelerde ise fizyolojik tamir aktif hale gelir (160). Kendi
basina ve seri olarak iyilesmeyi saglamak kemik tamirinde ana hedeftir. Kritik degeri
asmayan kemik kayiplarinda bunu saglamak miimkiin gériinse de, viicudun herhangi
bir bolgesinde ve 7 boyutun fizerindeki kemik kayiplari kendi kendini
onaramamaktadir (161). Anatomisi bozulan bu dokunun fonksiyonunu ve estetigini
geri kazanabilmesi i¢in ¢esitli metodlar uygulanmaktadir (162). Bu metodlarin
genelinin ana prensibi, bu alanin fonksiyonunu ve estetigini yeni kemik olusumuyla
eski haline geri dondiirmektir. Cesitli sistemik veya lokal olarak etkili ilaglarin yani
sira farkli materyellerde bu hedef dogrultusunda kullanilmistir (163). Allogreftler,
xenogreftler gibi kemik greftleri ve biyomateryaller bolgesel olarak kullanilanlara
ornek olarak gosterilebilir. Sistemik olarak kullanilanlara ise osteoblastik aktiviteyi

aktifleyip osteoid madde iiretimini ¢ogaltan ilaglar 6rnek olabilir.

Biz aragtirmamizda kemik iiretimini uyaran ve kemik rezorpsiyonunu engelleyen
Nigella Sativa’nin etken maddesi olan timokinonun izole ve kok hiicreyle birlikte
ayrica kok hiicrenin de izole yeni kemik olusumundaki etkinligini degerlendirmeyi

amagladik.

Tip diinyasinda gerceklestirilen deneysel ¢aligmalarda hayvan modelleri biiyiik
Onem tasir. Stevenon ve ark. hayvan modellerinin se¢iminde, ¢alismanin gerektirdigi
kosullara uygunluk ve konuyla ilgili yeterli kaynak bulunmasinin belirleyici etkenler
olduklarini bildirmislerdir (164). Bu c¢alismadaki hayvan modelinin segiminde

asagidaki temel hususlara dikkat edilmistir:

* Yeterli miktarda ve arastirma sartlarina uygun nitelikte denek temin

edilebilmesi

* Arastirma yapilacak alanda deneklerin hayati 6neme sahip organlarin ve

dokularinin bulunmamast
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* Cerrahi uygulamanin ¢ok zor olmamasi

* Planlanan 6l¢iim parametrelerinin basit ve hassas bir sekilde uygulanabilir

olmas1

* Deneklerin genel fizyolojisi ve dokularmin iyilesmesi hakkinda yeterli kaynak

bulunmast

Yeni kemik yapimimin incelendigi deneysel calismalarda kullanilan deney
hayvanlarinin yas1 O6nemlidir. Gen¢ hayvanlarda yeni kemik yapimi daha hizh
olmaktadir. Ratlarda ilk ii¢ aya kadar yeni kemik yapiminin hizli oldugu yapilan
caligmalarda ortaya konulmustur (165). Bu bilgiler g6z 6niine alinarak ¢alismamizda

13 haftalik ratlar kullanilmigtir.

Kritik boyutlu bir defekt genel olarak hayvanlarin bazi kemiklerinde omiirleri
boyunca kendiliginden onarilamayan en kii¢iik kemik i¢i hasar olarak tanimlanabilir.
Bu tiir hasarlarda defektler kemik olusumundan ¢ok, fibrotik bag dokusuyla onarimi
ve lyilesme egilimi gostermektedirler. Yas ve hayvan c¢esidi kritik boyutlu bir
defektin tespit edilmesinde iki 6nemli faktor olarak goriilmektedir (166,167).

Takagi ve Urist, ratlarda kritk boyutlu defekti 8 mm, tavsan ve farelerde 15 mm,
kopekte ve maymunda 20 mm olarak tespit etmislerdir (168).

Schmitz ve arkadaslar1 8 mm lik defektin uygun bir defekt oldugunu 3, 4, 5 ve 8
mm lik defektlerde ¢alisma yaparak savunmuslardir (169).

Son yillarda doku miihendisligi yonteminin gelistirdigi kok hiicreler ile ilgili,
uygun bir yapi iskelesi ve biiyiime faktorleriyle birlikte kullanildigi maksillofasiyal
bolge dokularinin rejenerasyonu igin yeni yontemler arastirilmaya baslanmis ve

olumlu sonuglar elde edilmistir (170).

Kok hiicreler gelisimsel olarak embriyonik kok hiicre veya post-natal kok hiicre
(organa spesifik, dokuya spesifik veya erigskin kdk hiicre de denir) olarak ikiye
ayrilirlar (171)

Embriyonik kok hiicreler (EKH’ler) gelismekte olan blastosistin i¢ kitlesinden

koken alirlar ve viicuttaki tiim hiicre ¢esitlerine (endoderm, mezoderm ve ektoderm)
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doniisebildikleri igin ‘pluripotent hiicre’ olarak kabul edilirler. Embriyonik kok
hiicreler 6zellesmis doku ve organlardan elde edilirler, tim bir doku veya dokular1
olusturan ¢esitli hiicre tiirlerine doniisebildikleri i¢in ‘multipotent’ olarak kabul
edilirler. EKH’ler pek ¢ok dokunun tamiri veya rejenerasyonu i¢in onemli hiicre
kaynaklar1 olsalar da; etik sorunlar, kontrol edilemeyen farklilagsmalar1 ve verici-alici
arasindaki immiinite problemleri yiizinden klinik kullanimlar1 sinirhidir. Ayrica in
vivo ortamda kullanildiginda gelisebilecek kromozomal degiskenlik ve timorlesme

olasiliklarini elimine edebilmek i¢in uzun dénem klinik galismalara ihtiyag vardir.

Rosenthal ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismada teratom olusturabildiklerini
gostermiglerdir. In vitro ortamda daha yavas biiylime oranlar1 ve daha az telomeraz
aktivitelerinin olmasina bagli olarak, mezenkimal kok hiicrelerin EKH’lere gore
timor olusumu agisindan nispeten daha az risk tasidigi disiinilmektedir (172).
Embriyonik kok hiicreler; kemik iligi, sinir dokusu, kas, deri, barsak, karaciger,
dental pulpa, periodontal ligament, alveolar kemik ve ¢ekilmis daimi disler gibi pek
cok organ ve dokudan elde edilmistir (173). Bu kanitlar, tedavi uygulamalar i¢in
MKH’lerin bir¢ok organdan elde edilebilecegini gostermektedir. Bununla birlikte
organ veya dokuya 6zgii nitelikler, kok hiicre davranisini etkileyebilecegi igin, tedavi
amagh kok hiicre kaynaginin seciminde dikkatli olmak gerektigi caligmalarda rapor

edilmistir (174).

Calismalar uygun uyarilar altinda dental pulpadan alinan ve karakterize edilen
kok hiicrelerin yiiksek proliferasyon ve farklilasma potansiyelleri nedeniyle bu
amaca hizmet edebilecegini gostermektedir (143). Ciinkii dental pulpa kok hiicreleri;
kas, yag, kikirdak, sinir ve dis dokusunu olusturan odontoblast hiicrelerine
dontigebilirler. Dental doku miihendisligi ¢aligmalarinda da kullanilan DPKH, uygun
uyarilar altinda dentin ve pulpa dokusuna da doniiserek dis dokusunun elde
edilmesinde de umut vermektedir (144). DPKH hiicrelerinin ii¢ boyutlu kollajen
stinger, pordz seramik ve fibroz titanyum mes ile birlikte farelere nakledilmesi ile
yapilan calismada da bu hiicrelerin 6nemli bir kaynak oldugu ifade edilmektedir

(175).

d'’Aquino R ve ark. tarafindan 17 hastaya dental pulpadan elde edilen kok
hiicreler klinik olarak ilk defa 2009 yilinda uygulanmistir. Cift tarafli gdmiilii alt
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yirmi yas disi ¢ekilecek hastalarin iist yirmi yas diglerinden elde edilen dental pulpa
kok hiicreleri gekim bolgesine kollajen siinger ile birlikte tatbik etmislerdir. Kontrol
grubunda ¢ekim sonrasi sokete sadece kollajen siinger konulurken, calisma
grubundaki soketlere kollajen stingere emdirilmis kok hiicreler konulmustur. Hastalar
iic ay sonra radyografik ve histolojik olarak incelenmistir. Alinan sonuglara gore
hastanin kendisinden alinan kok hiicrelerin konuldugu tarafta olusan yeni kemik

yiiksekligi ve doku organizasyonunun daha tatmin edici oldugu izlenmistir (176).

Dental pulpadan elde edilen kok hiicrelerin uyarilmasi ile in-vitro sartlarda
osteoblastlara doniisebildigi bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir (177,178). Hatta DPKH
hiicrelerinin kok hiicre arastirmalarinda standart olarak kabul edilen kemik iligi kok
hiicrelerinden bile in-vitro sartlarda daha fazla farklilagma kabiliyetine sahip

oldugunu savunan makaleler mevcuttur.

Miura ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar siit disi pulpasindan mezenkimal
kok hiicre izole ettikleri ¢aligmalarinda hiicrelerin plastik yiizeylere yapisabildikleri
ve diger stromal hiicrelerin karakteristiginde oldugu gosterilmigtir. Siit disi
mezenkimal kok hiicreleri kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreleri ve yetiskin
dis pulpasi mezenkimal kok hiicreleri ile karsilastirdiklarinda yiliksek proliferasyon

kapasitesinde ve yiiksek katlanma oraninda oldugu goriilmiistiir (149).

Iwasa J ve ark. mezemkimal kok hiicre yogunlugunun matris sentezi lizerine
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarda cesitli konsantrasyonlarda hiicre yogunluklu
MHK’lar kullanip, yiiksek miktarda hiicre yogunlugunun daha derin bdlgelerdeki
hiicrelere vaskiilarizasyonu ve sivi infiltrasyonunu engelleyebildigini tespit
etmislerdir. 2x10° -2x10" hiicre/ml arasinda MKH konsantrasyonlar1 kullanilan
caligmalarda, kemik defektlerinde etkili doku rejenerasyonunun gerceklestigi
bildirilmistir (179). Calismamizda bu ¢alisma sonuglarina paralel olacak sekilde 2x

10" hiicre/ml yogunlugundaki mezenkimal kok hiicreler kullanildi.

LI Jing-hui ve ark. yaptiklari ¢alismada jelatin siingere ekilmis kok hiicrelerin
farelerde ektopik yerlesimde dahi osteojenik farklilasma gosterebildigini ve DPKH
hiicrelerinin kemik doku miihendisligi ¢alismalarinda uygun ve etkili bir kaynak

olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir (180).
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DPKH yalnizca dis hekimligi alani icin degil tibbin diger kollart i¢in de iyi
sonuclar elde edilen zengin bir kaynaktir. Yapilan ¢alismalarda myokard enfarkt
bolgesi, sinir doku rejenerasyonu, muskiiler distrofi, serebral iskemi (181),
anjiyogenetik 6zelliklerin gelistirilmesi (182) ve korneal rejenerasyon tedavisinde

(183) de basariyla kullanilabilecegi gosterilmistir.

Klinigimizde Agacayak ve Giilsiin’iin yaptiklar1 deneysel tez ¢alismasinda, kok
hiicre teknolojisi ile elde edilen mezenkimal kok hiicreleri, bifazik kalsiyum fosfat
seramikleri ve trombositten zengin plazma kullanarak, bu materyallerin ve hiicrelerin
kemik defektinde osteogenezis iizerine etkilerinin histolojik ve immunohistokimyasal
olarak arastirilmasini  hedeflemistir. Sonug¢ olarak osteoblastik aktivite ve
osteogenezisin mezenkimal kok hiicrenin kombine edildigi gruplarda ideal sonuglar
verdigi, osteokondiiktif etkili grefte biiylime faktorii igeren trombositten zengin
plazma ve mezenkimal kok hiicrelerin ilavesiyle diizenli bir kemik yapinin olustugu

ve osteoindiiksiyonun saglandigini gozlemlemistir (184).

Kandal S. ve ark. 50 adet wistar tiirii erkek ratin 10 tanesini allojen mezenkimal
kok hiicre elde etmek i¢in kullanip, 4 gruba ayirdiklar diger ratlarin frontal
kemiginde 7 mm ¢apli kritik biiytikliikte kemik defekti olusturmuslar. grup I (n=10)
operatif kontrol grubu iken, grup II’de (n=10) insan kaynakli demineralize kemik
matriksi, grup III’de (n=10) mezenkimal kok hiicre, grup IV’de (n=10) mezenkimal
kok hiicre ve demineralize kemik matriksi kombinasyonunu defektlere
uygulamislardir. Deneklerin tamamini 12. hafta sonunda sakrifiye etmislerdir.
Degerlendirmede radyolojik olarak, gruplar arasinda 0., 4., 8., ve 12. haftalarin
defekt alan dl¢limleri ve kapanma yiizdeleri, 12. hafta i¢in kemik yogunluklarinin ve
kemiklesme paternlerinin karsilagtirmalarin1 yapmislardir. Grup III’iin (mezenkimal
kok hiicre) 0-12. haftadaki kapanma ytizdesinin grup I’e (operatif kontrol grubu)
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde fazla oldugunu saptamislardir. Diger gruplar
arasinda diger haftalar icinde gegerli olmak iizere anlamli fark bulamamislardir

(185).

Liechty ve arkadaslart yaptiklari ¢aligmada; KIMKH’lerin —sistemik
injeksiyondan sonra bir¢ok organda bolgeye Ozgii olarak farklilastigi, yapisina

girdigi ve yaralanmis bolgeye gog ettikleri gosterilmistir (186).
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Maraldi ve ark. 2013 yilinda 30 sigan kalvaryumuna agtiklar1 bilateral defektler
ile amniyon sivisindan ve dental pulpadan elde edilen kok hiicrelerin
neovaskiilarizasyona  etkisini  incelemislerdir. ~ Yaptiklar1  histolojik  ve
immiinofloresan incelemeler neticesinde yeni damarsal yapilanma agisindan kok
hiicre gruplarinin kontrol gruplarina gore agik ve anlamli bir sekilde daha iyi
sonuglar verdigini rapor etmislerdir (187).

2014 yilinda Yuji Ando ve ekibi serum igermeyen insan MKH’larindan elde
ettikleri kosullu besiyerlerini osteoblastlar tizerine uyguladiklarinda osteoblast
farklilasmasini artirdigini gostermislerdir (188).

Carbone A. ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 calismada kiiltiire edilmis dental
pulpa kok hiicrelerinden elde etikleri kosullu besiyerini adipoz kaynakli kok hiicreler
izerine uyguladiktan sonra bu hiicrelerin mineralize matriks {irettigini
gozlemlemislerdir (189).

Lee TJ. ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklart benzer bir ¢alismada insan
MKH’larindan elde edilen kosullu besiyeri ile insan embriyonik kok hiicrelerini
kiiltiire etmisler ve bu grubu kosullu besiyeri uygulanmayan grup ile
karsilagtirdiklarinda; osteojenik ve kondrojenik farklilasmanin hizlandigini, ALP,
OPN, ON, OC gibi osteojenik farklilagma genlerinin ekspresyon diizeylerinin
arttigini ve ortamda kalsiyum birikiminin hizlandigini bildirmislerdir (190).

Yu F. ve ark. 2011 yilinda insan periferal kanindan osteoklast benzeri hiicreler
elde ettiler. Bu hiicrelerden topladiklar kosullu besiyerini fibroblastlar {izerine
uyguladiklarinda fibroblastlarin alkalin fosfataz ve mineralizasyon seviyelerinin
onemli derecede arttigini géstermislerdir (191).

Jin Z. ve ark. 2016 yilinda insan periyodontal ligament hiicrelerini 10 ve 15 giinliik
osteojenik indiiklenmis kemik iligi stromal hiicrelerinden elde ettikleri kosullu
besiyerinde kiiltiire ettiklerinde proliferasyonun ve osteogenezin 6nemli derecede
hizlandigini1 gostermislerdir. Osteojenik indiiklenme uygulanmayan gruptan elde edilen
kosullu besiyerinin ise boyle bir etkisi gozlemlenmemistir (192).

Su-Hwan ve arkadailarinin ¢aligmalarinda, kopeklerde peri-implant defekt
modeli olusturmuslar ve periodontal ligamentten ve kemik iliginden elde ettikleri
kok hiicreleri defekt bolgesine uygulayarak yeni kemik olusumu acisindan

degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda histomorfolojik olarak yapilan
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degerlendirmede, yeni kemik olusumunun, kemik iliginden kaynakli mezensimal kok
hiicrelerle tedavi edilen defekt bolgesinde yliksek oldugu, periodontal ligamentten
elde edilen kok hiicrelerle tedavi edilen defekt bolgesinde kemik olusumunun
nispeten azaldigini ve son olarak hiicresiz kullanilan hidroksi apatit /trikalsiyum
fosfat konulan defekt bolgesinde kemik olusmunun en az seviyede oldugunu
gozlemlemislerdir (193).

2005 yilinda Kawacuci ve arkadaslari, hastalarin iliak kemiklerinden izole
ettikleri mezensimal kok hiicreleri periodontal cerrahi islem sirasinda kemik
defektlerine uygulayarak gerceklestirdikleri calismada, klinik sonuglarin olduk¢a
basarili oldugunu belirtmislerdir (194).

Taguchi ve arkadaslar1 kemik iligi hiicrelerinin invivo hareketi ve tamire olan
katkisin1 ortaya koymuslardir. Bu ¢alismada farelerin femurlarinda olusturulan
kiriklar takiben kuyruk veninden verilen kemik iligi hiicrelerine bagli olarak kallus
dokusunun belirgin sekilde olustugu ve bunun kesin olarak mezenkimal kok
hiicrelerle ilgili oldugu ortaya konulmustur (195).

Klinigimizde Erdogmus ve Giilsiin’lin yaptiklar1 deneysel tez ¢alismasinda kok
hiicre teknolojisi ile elde edilen mezenkimal kok hiicreleri, demineralize kemik tozu
ve trombositten zengin plazma kullanilarak bu materyallerin ve hiicrelerin kemik
defektindeki etkilerinin histolojik ve immunohistokimyasal olarak arastirilmasini
hedeflemisler.

55 adet Wistar-Albino tiirii disi ratlarin 4 tanesini trombositten zengin plazma
elde etmek i¢in kullanip geriye kalan ratlar1 5 gruba ayirmiglar. Ratlarin her iki
tibiasinda 10 mm uzunlugunda 3 mm derinliginde ve 2 mm genisligindeki kemik
defektleri olusturmuslar.

Grup 1 operatif kontrol grubu iken, Grup 2’ de demineralize kemik grefti, Grup
3’de demineralize kemik grefti ve trombositten zengin plazma, Grup 4’ de
mezenkimak kok hiicre ve demineralize kemik grefti kombinasyonu ve Grup 5’ de
mezenkimal kdk hiicre, trombositten zengin plazma ve demineralize kemik grefti
kombinasyonu defektlere uygulamiglar. Deneklerin tamamini 2., 8. Ve 12. Hafta
sonunda sakrifiye etmisler.

Yapilan ¢aligmanin sonucunda; arastirmanin 12. haftasinda osteoblastik aktivite

ve osteogenezisin daha ideal olustugu, osteogenezise bagl olarak osteopontin ve
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osteonektin ile boyanmaya pozitif yanit verdigi saptanmistir. En ideal osteogenezisi
olusturan grubun Greft + Trombositten zengin plazma + Mezenkimal kok hiicre
grubunun oldugu, bunu sirasiyla Greft + Trombositten zengin plazma grubunun ve
son olarakta yalnizca Greft uygulanan grubun izledigi gozlenmistir (196).

Nigella sativa yagi igerisinde bulundurdugu; giizel esansli yaglar, elementler ve
vitaminler gibi yiizlerce 6geden kaynakli olarak ¢ok faydalidir. %58 oraninda temel
yag asidi I¢inde omega 3 ve omega 6 bulundurur. Bu faydal1 yaglar, Prostaglandin
El olusumunu saglayarak bagisiklik sistemini alerji ve enfeksiyonlara Kkarsi
kuvvetlendirip, kronik hastaliklara karst korur. Bu olusum saglikli hiicreleri
viriislerden koruyup tiimor olusumunu engeller. Nigella Sativa (¢orek otu) ile alakali
olarak yakin zamanda yapilan klinik ve deneysel c¢alismalarda, antioksidan,
antikanserojen, antibakteriyel, antiiilser, antifungal, antitiimér, antialerjik etkilerinin
oldugu saptanmistir (197). Corek otu yaginin kemik metabolizmasi {izerine de

etkilerinin oldugu bilinmektedir.

Bruits ve Bucar“in yaptiklar1 bir calismada NS esansiyel yaginin antioksidan
aktivitesini arastirmiglar ve radikal siipiiriicii 6zelliklerini gostermislerdir. Ayni
zamanda etkili bir hidroksil radikal siipiiriicii ajanlar olduklarin1 da belirtmislerdir.
Corek otu, antibakteriyel etkisini gram-pozitif bakterilere karsi gostermis ve ¢orek
otunun dietileter ektresi ise, gram-pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus ve
gram-negatif bakteriler olan Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli karsisinda
miktarina gére bir inaktivasyon meydana getirmistir. Buna ilaveten, ¢orek otunun
eter Oziitii pek ¢ok antibiyotik ile konnektif ve additif antibakteriyel etki meydana
getirmistir. Corek otunun eter oziitli, V. cholera, E. coli ile Shigella dysentriae™ nin
tim tiirleriyle beraber ilaca direngli bakteriler igin daha etkilidir. Nigella Sativa
tohumu dietileter 6ziitii stafilokok enfeksiyonunu basarili bir sekilde elimine etmistir.
In-vitro ve in-vivo ortamda yapilan calismalar, antitimér etkisini ¢orek otu
tohumlarinin etkili bilesenlerinin sebebiyle olduguna isaret etmektedir. Corek otu
ucucu yagmin degisik tipteki insan kanserli hiicrelerinde meydana getirdigi etkiler
gozlemlenmistir. Meme kanseri olan kisiden alinan kanserli hiicrelerin sulu veya

alkollii 6ziitlerle etkilesimi sonrasi hiicre biiyiimesi tamamen durmustur (198).
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F. Isik ve ark. yapmis olduklar1 deneysel kolit modelinde Nigella Sativa yaginin
serum Kolesterol ve trigliserit seviyesini disiirdiigiinti, oksidan parametrelerde
azalmaya neden olurken antioksidan enzim seviyelerinde artisa sebep oldugunu
belirtmislerdir. Corek otu yaginin biyolojik membranlardaki lipid peroksidasyonunu

inhibe ettigini rapor etmislerdir (199).

El-Abhar ve arkadaglarinin yaptig1 bir caligmada, NSY’nin 4 hafta oral aliminin
karaciger fonksiyon testleri tiizerindeki etkileri karbon tetrakloriirle (CCI4)
indiiklenen hepatoksisite ile arastirmislardir. NSY, CCI4 ile hepatoksisitenin
indiiksiyonundan 6nce 4 hafta vermisler ve sonugta CCI4 hepatoksisitesine karsi
kismen etkilerini koruyabildigini gormislerdir. NSY 4 hafta siireyle 80 mg/kg
dozunda oral olarak alindiginda serum total kolesterol, LDL (diiGlik dansiteli
lipoprotein) ve trigliserit diizeylerinde onemli bir azalmaya yol acarken, serum HDL

(yiiksek dansiteli lipoprotein)’de anlamli bir artis sagladigini tespit etmislerdir.

Kanter ve ark. yaptiklar1 bir c¢aligmada, CCIl4 ile muamele edilen deney
hayvanlarinda Nigella Sativa (N.S.)“nin lipid peroksidasyonu ve karciger enzim
aktivitelerini azaltirken, antioksidan savunma sistemini olusturan enzim aktivitelerini
arttirdigini tespit etmislerdir. Corek otu yaginin bircok faydali 6zelligi bilinmesine

ragmen kemik metabolizmasi ile ilgili yapilan caligma sayisi sinirlidir (200).

A.Wirries ve ark. yaptiklari bir ¢alismada ¢orek otu yaginin kullanilmasi ile
osteoblast  hiicrelerinin  farklilasmasi, ¢ogalmasi  ve  mineralizasyonunu
degerlendirmisler ve anlamli sonuglar almiglardir. Osteoblast hiicrelerini, farkli
miktarlarda Nigella Sativa uygulayarak 14 giin boyunca kiiltiir etmislerdir.
Mineralizasyon bakimindan kalsiyum degerlerini Alizarin Red kullanarak 6lgmiisler

ve anlamli bir sekilde artis oldugunu ortaya koymuslardir (5).

Hijazi ve ark. 3 aylik 2-2,25 kg agirliginda 24 saglikli erkek Yeni Zelanda
tavsaninin st iki orta kesici dislerini genel anestezi altinda ¢ekmisler, 12 denekten
olusan 1. ve 2. grubun soketlerinin 2/3 liik kisminin kan pihtisin1 aldiktan sonra 1.
grubun sol taraf soketlerine N.S.’nin tohumlarinin tozunu koyup, 2. Grubun sol taraf
soketlerine N.S. emdirilmis pamuklar1 5 dk siireyle uygulayip, 24 adet tavsanin sag

taraflarindaki kontrol grubu soketlerine herhangi bir madde uygulamadan siitiire
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ettikleri ¢alismadan 1 ve 6 hafta sonra radyolojik olarak ve kavitelerden alinan
kesitleri histopatojik olarak degerlendirdikleri c¢alismanin sonucunda yapilan
incelemelerde 1. haftanin sonunda 1. ve 2. gruplarda kontrol grubuna kiyasla erken
osteoid formasyonu ve 6. hafta sonunda ise yeni kemik trabekiillerinin kontrol
grubuna kiyasla daha fazla olduklarini tespit etmislerdir (201). Bu sonuglari
degerlendirdiklerinde N.S.'nin kemik olusumunu artiran biyoaktif ve biyoindiiktif bir
materyal gibi davrandigini belirtmislerdir. Calismamizda da elde ettigimiz bulgular
Hijazi ve arkadaslarinin yaptiklari bu ¢alismanin bulgular1 ile mukayese edildiginde

osteoblast, osteosit ve yeni kemik olusumu agisindan paralellik géstermistir.

I. Kara ve ark. 3 aylik, 280 ila 310 g agirliginda 32 disi sicanda 12 giin boyunca
24 tanesine maksiller genisletme yapmislar; 1. gruba sadece maksiller genisletme
yapmiglar, 2. grupta maksiller genisletmeden 40 giin 6nceden ve 12 giinliik
genigletme periyodu boyunca da ¢orek otu yagimi sistemik 10 mg/kg olarak
vermigler, 3. grupta 12 giinliik maksiller genisletme siiresince ¢orek otu yagin
sistemik olarak vermisler, 8 denekli 4. grupta ise maksiller genisletme yapmamuslar.
ilgili bolgelerden alinan kesitler 12. giinde histopatolojik olarak incelediklerinde, 2.
grupta enflamatuar hiicre sayisinin anlamli derecede yiiksek, osteblast sayisinin
anlamli derecede en yiiksek, osteoklast miktarinin en az olup yeni kemik yapiminin
en yiksek oldugunu ancak kapiller hiicre yogunlugunda fark olmadigini, kontrol
grubunda ise inflamatuar hiicre sayisi ve osteoblast miktarinin diger gruplara gore en
diisiik oldugunu, 1. ve 3. gruplar aras1 anlaml1 farklilik olmadigin tespit etmislerdir
(202). Calisgmamizda timokinon ve timokinon + kok hiicre gruplarinda ki osteoblast,
osteoklast ve yeni kemik yapimi agisindan elde ettigimiz sonuclar, 1. Kara ve
arkadaslarinin ¢alismasiyla parelellik gostermektedir. Fakat enflamatuar hiicrelerinin
yogunlugu bizim c¢alismamizla zitlik gdstermistir. Bunun nedeni bizim 4. hafta
sonunda enflamatuar hiicrelerinin yogunlugunu degerlendirmemizden kaynakli

oldugunu diisiinmekteyiz.

Ozdemir ve ark. 3 aylik 280 ila 310 gr agirhginda 24 erkek siganlarin 1. Molar
diglerinde periodantal defekt olusturup, 1. grubu kontrol grubu olarak belirleyip
sadece defekt olusturmuslar, 2. grupta defektleri ligatiirlemisler, 3 grupta ise

defektleri ligatiirleyip oragastrtik yolla 11 giin boyunca 10mg/kg corek otu yagi

93



verdikleri ¢alismada 11. giinde 6rnekleri histopatolojik olarak incelediklerinde, 3.
grupta kontrol grubuna gore daha az kemik kaybi, osteoblast sayisinda artis,
osteoklast miktarmin azaldigini, enflamatuar mediatorler ve sitokinlerinde yiiksek

seviyede olduklarimi bulmuslardir (203).

Calismamizda da timokinon ve timokinon + kok hiicre grubunda kontrol
grubuna gore osteoklastik aktivitenin diisiik, osteoblastik aktivitenin daha yiiksek
oldugunu tespit ettik. Bizim bulgularimizla Ozdemir ve ark bulgular1 bu baglamda
paralellik gostermektedir. Fakat enflamatuar mediatorler ve sitokin bulgulart bizim
calismamizla uyugsmamaktadir. Bunun nedeni olarak ise onlarin ¢alismasi 11. giinde
sonlandirilip histopatolojik olarak degerlendirilmis, bizim ¢alismamiz ise 4. hafta
sonunda sonlandirilip, enflamatuar hiicrelerinin yogunlugunu degerlendirmemizden

kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz.

S. Ezirganli ve ark. 3 aylk, 280 ila 310 g agirhginda 32 disi siganin
kalvaryumunda 7 mm lik defekt olusturmuslardir. Bunlarin 16 sina nigella sativayi
oro-gastrik tiip ile sistemik olarak vermisler, diger N.S.uygulanmayan 16 deneklik
kontrol grubuyla birlikte 2., 4. haftalarda sakrifiye ederek histopatolojik olarak
degerlendirmisler ve ¢alisma gruplarindan alinan kesitlerde kontrol gruplarina gore
daha fazla osteoblastik aktivitenin (P<0.05), yeni kemik yapimimin oldugu bunun
yaninda osteoklastik aktivitenin ise istatistiksel olarak daha az oldugunu tespit
etmiglerdir (5). Calismamizda da benzer sekilde 4. hafta sonunda, timokinon, kok
hiicre ve ikisinin kombine kullanildig1 gruplarda kontrol grubuna gore osteoblastlarin
anlamli derecede yiiksek oldugu (P<0.05), ve osteoklastik aktivitenin ise anlaml

derecede diisiik oldugu (P<0.05), tespit edilmistir (5).

Literatiirde timokinonun kemik tizerine etkileri basligi altinda ¢ok fazla ¢alisma
olmamasi, kok hiicre ile kombine kullaniminin ise hi¢ rastlanamamsi bizim tezimizin
orjinalligini gostermektedir. Timokinonun fonksiyonel tipta umut vadeden bir ajan
olmas1 kok hiicrenin ise molekiiler biyoloji alaninda ¢igir agmasi ¢alismamizda bu iki
ajan1  kombine kullanmamizi saglamistir. Konu ile ilgili tiim taradigimiz
literatiirlerdeki aragtiricilarin bulgularinin ve ¢alismamizin sonucundaki bulgularin
15181 altinda degerlendirme yaptiZimizda kemik defektleri olusturularak nigella

sativanin sistemik ve lokal veya sadece lokal uygulaniminin farkl siireler sonunda
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olusturdugu etkilerin histopatolojik olarak degerlendirilmesinin konuya daha fazla

151k tutacagi kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR

Nigella Sativa, kok hiicre ve bunlarin kombine kullaniminin Kkritik kemik
defektlerinde, kemik iyilesmesi iizerine olan etkilerini, yeni kemik olusumlarini ve
kemik iyilesmesinde gorev aldiklar1 bilinen BMP-2 ve BMP-4’ {in immiin
lokalizasyonu ve ekspresyonu {izerine olan etkilerini histolojik ve molekiiler diizeyde
ortaya koymak amaciyla yaptigimiz ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar asagidaki

gibidir.

1. Kok hiicre + Timokinon grubundaki enflamasyon, kontrol grubundaki
enflamasyona oranla anlamli derecede diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda
anlamli fark gbézlenmedi.

2. Kok hiicre + Timokinon grubundaki osteoklastik aktivite, kontrol grubundaki
osteoklastik aktiviteye oranla anlamli derecede diisiik bulundu. Diger gruplar
arasinda anlamli fark gozlenmedi.

3. Kok hiicre + Timokinon, kok hiicre ve timokinon gruplarindaki osteoblastik
aktivite, kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek bulundu. Diger
gruplar arasinda anlamli fark gozlenmedi.

4. Kok hiicre + Timokinon ve kok hiicre gruplarindaki bag doku olusumu
kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek bulundu. Ayrica timokinon
grubundaki bag doku olusumu kok hiicre + timokinon grubuna oranla anlamli
derecede diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda anlamli fark gozlenmedi.

5. Kok hiicre + Timokinon, kdk hiicre ve timokinon gruplarindaki yeni kemik
olusumu kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek bulundu. Ayrica
timokinon grubundaki yeni kemik olusumu kok hiicre + timokinon grubuna
oranla anlamli derecede diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda anlaml fark
gbzlenmedi.

6. Kok hiicre + Timokinon, kok hiicre ve timokinon gruplarindaki BMP-2
degerleri kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek bulundu. Ayrica
timokinon grubundaki BMP-2 degerleri kok hiicre + timokinon grubuna
oranla anlamli derecede diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda anlamli fark

gozlenmedi.
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7. Kok hiicre + Timokinon, kok hiicre ve timokinon gruplarindaki BMP-4
degerleri kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiliksek bulundu. Ayrica
timokinon grubundaki BMP-4 degerleri kok hiicre + timokinon grubuna
oranla anlamli derecede diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda anlamli fark
gozlenmedi.

Sonuglart genel anlamda yorumladigimizda yaptigimiz ¢alismada sadece
timokinon veya kok hiicre tedavisinin defekt uygulamasi sonrasi kemik gelisimini
kismen uyardigi, yeni kemik trabekiillerinin gelisimini destekledigi izlendi. Defekt
sonrasi kok hiicre + timokinon tedavisinin sadece timokinon ya da sadece kok hiicre
tedavisine gore ¢ok daha etkin oldugu, daha fazla kemik trabekiil gelisimini
indiikledigi, matriks ve bag doku olusuma katki sagladigi ve kemik yapiminda rol
alan osteoblastlarin ve osteosit sayisimin artti@i gozlendi. Ayrica yeni kemik
trabekiillerinin olusumunda kontrol grubuna gore timokinonun kemik gelisimini
osteoblast ve osteositlerde BMP-2/4 ekspresyonunu arttirarak indiikledigi, ancak kok
hiicrenin timokinone gore kemik gelisiminde daha etkili oldugu gozlendi. Kok hiicre
tedavisinin  osteosit olusumunu da indiiklereyek osteositlerde BMP-2/4
ekspresyonunu arttirdigi  gozlendi. Defekt sonrasi kok hiicre + timokinon
uygulamasinin kemik gelisiminde rol alan osteoblast ve osteositlerin yani sira
matriks ve yag dokusunun gelisimini indiikleyerek bu dokularda BMP-2/4
ekspresyonunu arttirarak yeni kemik olusumunu c¢ok daha etkin bir sekilde

destekledigi gozlendi.
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