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OZET

KEMIK DEFEKTI OLUSTURULAN RATLARDA CiSSUS
QUADRENGULARIS EKSTRATININ ERKEN KEMIK
IYILESMESI UZERINE ETKISI

Yapilan c¢alismada Balikesir Universitesi Deney Hayvanlar1 Egitim ve
Arastirma Merkezindeki 24 adet erkek rat kullanildi. 12 adet kontrol ve 12 adet deney
grubu olusturuldu. 12 deney grubuna 30 giin boyunca cissus guadrengularis ekstrat1
icirildi ve 07-15-21-30 giinlerinde kan ornekleri alindi, alinan kan orneklerinden
osteokalsin ve BALP degerlerine bakild1 ve kemik iyilesme siireclerine bakildi. 30.
Gilin Otenazi yapilan ratlarin femur kemikleri ¢ikarildi ve histopatolojik olarak

incelenerek kemik iyilesmelerine bakildi.

Yapilan istatistik calismalarinda gruplar arasinda anlamh bir fark yoktur. Grup
icindeki ¢alismalarda deney grubunda osteokalsin degerlerinde azalma

gozlemlenmistir.

Calisma cissus quadrengularis ekstratini kullanilan ratlarda kemik iyilesmesi

gozlemlendigini gostermektedir.



ABSTRACT

THE EFFECT OF CISSUS QUADRENGULARIS EXTRACT ON EARLY
BONE HEALING IN RATS WITH INDUCED BONE DEFECTS

In this study, 24 male rats from the Balikesir University Experimental Animal
Training and Research Center were used. Twelve control groups and twelve
experimental groups were formed. The twelve experimental groups were given cissus
quadrengularis extract for 30 days, and blood samples were taken on days 7, 15, 21,
and 30. Osteocalcin and BALP levels were measured in these samples, and bone
healing processes were assessed. The femur bones of the rats euthanized on day 30

were removed and histopathologically examined to assess bone healing.

Statistical analyses showed no significant differences between the groups.

Within the groups, a decrease in osteocalcin levels was observed in the experimental

group.

The study demonstrates that bone healing was observed in rats treated with

cissus quadrengularis extract.
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1. GIRiS

Kedi ve kopeklerin kemiklerinde travmaya bagli olusan fraktiirlerin,
catlaklarin iyilesmesi siirecleri en az 21 giinde saglanmaktadir ve deney hayvani olan
ratlarda ise bu siire¢ en az 30 giindiir. Kemik iyilesme siireci boyunca lokal ve genel
faktorlerden etkilenir. Lokal faktor olarak olusan travmaya bagh besleyici damarlarin
hasar gdrmesi sonucu yetersiz kanlanma, yumusak dokuda olusan hasar, kirik yerinde
olusacak enfeksiyon, kemoterapi, radyoterapi ve kortikosteroid kullanimi kemik
tyilesmesini lokal olarak olumsuz etkiler. Kemik yapisinda olusacak zayiflik, sistemik

hastaliklar ve beslenme yetersizligi kemik dokunun iyilesmesine olumsuz etki yapar.

Kemik iyilesme siirecini kisaltmak canlmin refah seviyesini yiikseltecek,
olusabilecek enfeksiyon riskini minimum seviyeye indirecek, canlinin alan kisitlamas1
gibi siiregleri azaltacak, kemik fonksiyonlarini daha erken geri kazanacak, kaslarda
olusacak atrofi en aza inecektir. Ayn1 zamanda kemik iyilesmesini kisaltmanin yani
sira kemik dokuya zarar vermeden, mekanik dayanikliligi diistirmeden, kirik olan
bolge var ise kallusu zayiflatmadan ve yanlis pozisyonda kaynamasinm da Oniine
gecmek icin kemik iyilesme siirecini kisaltiyoruz bu yiizden cissus guadrengularis

bitkisi ekstrat: kullanildi.

Kirik iyilesmesi fizyolojik bir siirectir. Bu siirecin hatasiz ve devamli bir
sekilde siirdiiriilebilmesi kirik iyilesmesinin aksamamasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
Cissus quadrengularis kirik iyilesmesinde kullanilmig ve basarili sonuglar elde
edilmistir. Sunulan ¢alisma ile cissus quadrengularis ekstratinin kirik iyilesmesinde
olan etkilerinin olup olmayacagini ve hayvanlar {izerindeki etkili olup olmayacagini

ortaya koyacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Sisteminin Anatomisi

Rat iskeleti kazmak, yiizmek ve kosmak i¢in 6zellesmistir. Diger tiim kiigiik
rodentlerde oldugu gibi ratlarda da Hevers kanallar1 bulunmaz ve dolayisiyla
ossifikasyon 1 yasina kadar tamamlanmaz. Rat columna vertebralis’1 C7, T13, L6, S4,
Cd27-31 vertebralardan olusur. Altinci cervical vertebra’nin proc. Transversus’u
costa’nin baglanabilmesi i¢in degisiklige ugramistir. Ratlarda clavicular kemer ve
ligamentler ¢ok iyi gelismistir ve insandakine benzer. Scapula horizontal olarak
konumlanmistir ve spina scapula iizerinde lateral’e uzanan proc. Hamatus bulunur. On
ayaklar1 ¢ok 1y1 geligmistir, tavsan ve kobaydan farkli olarak fleksiyon yapabilirler ve
boylece avug icleri ile gidalar1 kavrayabilirler. Geng ratlarda os acetabulum os ischii
ve os ilium’la kaynasarak acetabulum’u sekillendirir. Tibia ve fibula distal’de birbirleri
ile kaynagsmistir. Arka ayaklar da dndekilere benzer, ancak ¢ok daha gelismistir. (Dog.
Dr. M.Erdem Giiltiken)
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Sekil 1. Rat iskeleti (O’Malley, 2005)



2.2. Ratlarin anatomik ve fizyolojik ozellikleri

Rat beslenme sartlarina gore ortalama 2-3 yil arasinda yasarlar. Agirlik
cinsiyetlerine gore farklilik géstermektedir, erkek ratlar 300-500 gr agirlinda ergin disi
ratlar 250-350 gr agirhigindadir (Van Zuthpen ve ark., 2003).

Sicanlarin 1s1ya olan dayanikliliklar1 zayiftir. Bunun sebebi viiciitlarinda ter
bezlerinin az ya da hi¢ olmasidir (Giiltiken, 2010). Ratlarda 1s1 regiilasyonunu
kuyruklar1 sayesinde saglarlar. Ratlarda fazladan lakrimal bez bulunur bu bez goz ve
kulak tabanina yerlesmistir. Ratlarin gdzlerinde bulunan harder bezleri sayesinde stres
kosullarinda porfirin igeren kahvemsi kirmizimtirak renkli bir sekresyon yapar. (Kaya
ve Cenesiz, 2020). Ratlarda kusma refleksi goriilmez ve safra kesesi
bulunmamaktadir.safra kanallar1 bir araya gelerek ductus hepaticusu olusturur ve bu

kanal araciligiyla duodenuma acilir (Giiltiken, 2010).

Ratlarmn eritrositlerin merkezi solgun renkte olup, yuvarlak yapida
cekirdeksizdir. Ratlarin eritrositleringn yiiksek miktarda retikiilosit igermesinden
kaynakli polikromazi ve anizositoz durumlar1 vardir. Eritrositlerin yarilanma 6mrii 45-
60 giin arasindadir (Campbell ve Grant, 2022; Thrall ve ark., 2012). Ratlara ait

hematolojik degerler Tablo 2.’de verilmistir.

Ratlarda dolasimdaki kan miktar1 100 gr canli agirlik basina 5-7 ml olup
ortalama 60 ml/kg’dir.100 gr agirlik bagina 0,5 ml kan tek seferde alinabilmemktedir.
Kanin alindig1 yer kuyruk venasinda bulunan V.saphena lateralis ve ventrak kuyruk

arterinden yapilmaktadir (Mustapha ve ark., 2019).

2.3. Ratlarin beslenme ve barinma kosullar:

Ratlar ad libitum oalarak beslenir yani serbest, 6zgiirce beslenebilen beslenme
tiiriine sahiptirler. Giinliik beslenmeleri gereken yem miktar1 100 gr cali agirlik bagma

5-6 gr olarak ortalama bir rat agirhigina gore giinliik 15-25 gr yem yemektedirler. Pelet



yemler daha ¢ok kullanilir. Giinliik tiikettikler su miktar1 100 gr c.a. basina 10-12 ml
kadardir. Geceleri beslenirler (Saruhan & Dereli, 2016).

Barmma kafesleri sert plastik veya paslanmaz ¢elik malzemeli 1zgarali

kafeslerde barindirilmalidirlar (Saruhan & Dereli, 2016).

Sekil 2. Rat kafesi

2.4. Cissus Guadrengularis bitkisi ozellikleri
Vitaceae ailesine ait Afrkia ve Asyanm bazi bdlgelerinde yetisen etli bir

sarmagik tiiriidiir. Bitkinin tiim yapilar1 ilag sektdriinde kullanilmaktadir. Isim anlami

‘dort koseli sarmagik’anlamina gelir.

Dogu iilkelerinde gut, sifilis, hemoroid, goz rahatsizliklari, kulak agrisi,

yaralanmalar, kirik tedavisi, obezite, sindirim diizenleyici etkileri mevcuttur.



Biitiin bitki kurutulup toz haline getirilerek kullanilir. Toz halindeki rengi krem

kahverengidir.

C. quarengularis bitkisinin kimyasal bilesiklerine baktigimizda metanol
ekstrati lizerinde yapilan ¢aligmalarda 7 adet biyoaktif bilesen tespit edilmistir. Bunlar
a- ve B-amyrinler, B-sitosterol, friedelin, kuersetin, genistein, daidzein olmak iizere

biyoaktif bilesenler bulunmaktadir.

Yapilan bir calismada diyabetik ratlarda Cissus Quadrengularis ekstrati
kullanilmis. Bu calismada ratlara 200mg/kg uygulanmistir. Ratlarda yapilan diger
uygulamalarda karsilastirilinca 500 mg/kg doz kullanildi.

Sekil 3. Cissus Guadrengularis bitkisi



Sekil 4. Cissus quadrengularis kurutulmus tozu

2.5. Cissus Quadrengularis bitkisinin kemik iizerine etkisi

C. guadrengularis yiiksek miktarda anabolik streoid maddeler, kalsiyum ve
fosfor igerir. igerisinde bulunan steroid maddeler kirilma ve iyilesmelerde siireci
hizlandirmis ve daha hizli mineralizasyon etkisi gdstermistir. Icerisinde bulunun A ve
C vitaminleri yaralarin iyilesmesinde de katkis1 vardir. Ayni zamanda i¢inde bulunan
steroid maddeler, mezenkimal kdkenli tiim bag dokularm erken yenilenmesi tizerinde
etkisi olmustur bu sayede kirik iyilesmesinde fayda saglamaktadwr. (Singh ve
ark,2011).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

Bu ¢alisma Balikesir Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim, Bakim Uygulama
ve Arastirma Merkezinde (BAUN DEHAM) temin edilen 24 erkek rat kullanildi.
Ratlar kontrol ve deneme grubu olarak 2 gruba rastgele ayrildi. Ana grupta kendi iginde
15 ve 30 giinliik denemeler olmak {izere ikiser gruba daha ayrildi. Her ayrilan grupta

6 hayvan vardur.

Calismada kullanilan hayvanlara ksilazin ve ketamin ile anestezisi saglandi. Bu
calismada kemik defekti olusturmak icin cerrahi matkap 1.0 mm ve 1.5 mm drill
kullanilmistir. Defekt olusumu sonrasi cissus guadrengularis (CG) tozu 500 mg/kg

dozunda oral olarak kullanildi.

Calismada Balikesir Universite Veteriner Fakiiltesindeki Patoloji A.B.D.

parafin mikrotonu kullanilarak hiicresel inceleme saglanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1 Deneysel calisma

Calismada deneme gruplari rastgele olacak sekilde segildi ve gruplara ayrildi.
Ayrilan her grupta 6 rat bulunacak sekilde ayrildilar. Ratlar 15. giinde deney ve kontrol
grubundaki 6 ratdan kuyruk venasindan 1 ml kan alindi, diger 12 adet olan ratlar da
30. Giinde tekrardan kan alind1 ve tenazi islemi (servikal dislokasyon yontemi ile)
gerceklesti. Otenazi isleminden sonra defekt olusan femur kemikleri alindi ve %10

formal igerigine konuldu.

Asagida yer alan ¢aligma gruplari uygulamalar belirtilmistir.



Grup 1 (kontrol grubu K15): diger gruptakileri karsilastirmak amaciyla olan

gurup CQ verilmeyen grup ve 15. Gliniin sonunda 6tenazi yapilacak grup

Grup II (deney grubu D15): ¢ozeltisi hazirlanan CQ ekstrati1 2 ml olarak gavaj
yontemiyle 15 giin boyunca ilag igirildi.

Grup III (kontrol grubu K30): diger gruptakileri karsilastirmak amaciyla

olan gurup CQ verilmeyen grup ve 15. Glinlin sonunda 6tenazi yapilacak grup

Grup IV deney grubu D30): ¢6zeltisi hazirlanan CQ ekstrat1 2 ml olarak gavaj
yontemiyle 30 giin boyunca ilag igirildi.

Ratlarm anestezisi ksilazin (16 mg/kg) ve ketamin (100 mg/kg) ile saglandiktan
sonra izofluran %2-3 ile anestezi devami saglanacaktir. Ratlar operasyon sehpasina
sag ayaklar1 iistte kalacak sekilde yan olarak yatirilacaktir. Bolgenin killarinin
tiragindan sonra asepsi ve antisepsisi saglanarak operasyon alani steril serviyetler ile
smirlandirilacaktir. Femura paralel yapilacak deri ensizyonundan sonra kaslar kiit
diseksiyon ile gecildikten sonra femurun diafiz bolgesine ulasilacaktir. Femurun diafiz
once 1.0 mm capinda drill ile delindi daha sonra 1.5 mm drill ile defekt alani
genigletildi. Monokorteks (kemik hattinin diger tarafindan c¢ikarak) defekt hatti
olusturuldu. Standart kemik defekti olusturulduktan sonra operasyon bolgesi basit
stitur ile rutin olarak kapatildi.

Defekt islemlerinin tiimii 24 erkek rat uygulandi, defekt uygulamasi esnasinda
rat kemiginin ince ve hassas yapisi dikkate alind1 ve drill kullaniminda kemigin, kemik
tutucular ve penset yardimiyla tutularak stabilizasyonu saglandi. Defekt islemi

sirasinda kemiklerde herhangi bir kirilma veya catlama sorunu gézlemlenmedi.



i i
i i
it

Sekil 6. Kemik iizerinde olusturulan defektin goriintiisii

Ratlar anestezinden uyandiktan sonra her bir rat kendi kafesine yerlestirildi. 3
giin boyunca gruplara antibiyotik (15 mg/kg, enroflaksasin ) ve agr1 kesici (1mg/kg,
meloksikam) SC uygulandi. 15 ve 30 giin boyunca deneme grubunda bulunan ratlara
cissus quadrengularis bitkisinin ekstrakti gavaj yontemiyle 500 mg/kg dozunda distile
su ile karistirilarak verildi. Kontrol grubuna herhangi bir ilag uygulamasi yapilmadi

sadece oral esit miktarda serum fizyolojik verildi.

3.2.2. Biyokimasal Analizler

Tiim gruplarda operasyondan 6nce, operasyondan sonra ise 7., 15., 22. Ve 30.
Glinlerde kuyruk venalarmdan intracat ile 1 ml kan serum tiipiine almarak, 700 G’de,
+4 0C’de 10 dk santrifiij edilen kanlardan ¢ikarilacak serumlar analizler yapilincaya
kadar -200C’de sakland1 Saklana numunelerden Elisa yontemi ile Rat-kemik spesifik

alkalen fosfataz (B-ALP) ve Rat-osteokalsin seviyelerine bakild:.
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3.2.3. Histopatojik Analiz ve immunohistokimyasal analiz

Kemik dokularmin histopatolojik incelemesi i¢in aliman ornekler oncelikle
%10’luk noétral tamponlu formaldehit igerisinde uygun siireyle tespit edildi.
Fiksasyonu takiben dokular Dekastro dekalsifikasyon soliisyonunda dekalsifiye edildi.
Bu soliisyon 1 L i¢in 300 mL absolii alkol, 50 g kloralhidrat, 670 mL distile su ve 30
mL %70’lik konsantre nitrik asit icerecek sekilde hazirlandi. Dekalsifikasyon
stiresince dokularmm yumusakligi her giin kontrol edildi ve soliisyon iki giinde bir
yenilendi. Yeterli dekalsifikasyon saglandiktan sonra dokular bir gece boyunca akan
suda yikandi. Ardindan rutin doku takibi amaciyla sirasiyla %80 alkolde 12 saat (2 x
6 saat), %95 alkolde 12 saat (2 X 6 saat), absolii alkolde 12 saat (2 x 6 saat)
dehidratasyona tabi tutuldu. Daha sonra dokular kloroformda toplam 5 saat (3 degisim)

saydamlastirildi ve 12 saat siireyle parafin infiltrasyonu yapilarak parafine gomiildii.

Immiinohistokimyasal boyamalar, avidin-biotin-peroksidaz ydntemi kullanilarak
gergeklestirildi. Parafin bloklardan aliman 4-5 um kalinligindaki kesitler ksilol ve
dereceli alkol serilerinden gegirilerek deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerine tabi
tutuldu. Antijen geri kazanimi mikrodalga yontemi ile sitrat tamponu (pH 6.0)
icerisinde saglandi. Endojen peroksidaz aktivitesi %3 hidrojen peroksit ile bloke
edildikten sonra, non-spesifik baglanmay1 6nlemek amaciyla kesitler uygun bloklama
serumu ile inkiibe edildi. Ardindan kesitler primer antikorlar olan FGF2 (Affinity
Biosciences, DF6038), VEGFA (Affinity Biosciences, AF5131), TGF-f (Affinity
Biosciences, AF1027) ve IGF1 (Affinity Biosciences, DF6096) ile inkiibe edildi.
Takiben uygun sekonder antikor ve streptavidin-peroksidaz kompleksi uygulanarak
reaksiyon 3,3’-diaminobenzidin (DAB) ile goriiniir hale getirildi. Kars1 boyama
hematoksilen ile yapildi. Negatif kontrol preparatlarinda primer antikor yerine PBS
kullanildi. Isik mikroskobuna entegre kamera ile cekilen fotograflar FIJI yazilimi
kullanilarak immunopozitif alanlarin yilizdesi olarak hesaplanarak o olguya ait

ekspresyon degeri hesaplandi.
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3.2.4. istatiksel analiz

Calismada kapsaminda derlenen veriler i¢in ilk olarak tanimlayici istatistikler
verildikten sonra grup ortalamalar1 arasinda anlamli farkliliklar olup olmadigi,
farklilik var ise hangi gruptan kaynaklandigi ve orneklem hacmi dikkate alinarak
parametrik olmayan istatistiksel testlerle incelendi.

Bu baglamda gruplarin karsilagtirilmasinda Mann-Whitney U (iki yonlii)
testinden, aymi grup icerisindeki farkli zaman dilimleri arasindaki farkliligin
karsilastirilmasinda ise Friedman’s testinden yararlanildi, ¢aligma kapsamindaki
hipotezlerin testi %95 giivenirlilikle (a=0.05) SPSS paket programinda
gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan immunuhistokimyasal ve histopatolojik incelemelerde sonuglar

mikroskop esliginde incelendi. Kemik iyilesmesi i¢in incelemelerde bulunuldu.

Hem kontrol hem de deney grubunum on besinci giinde kemik defekt alaninda
iyilesmenin aktif proliferatif ve erken ossifikasyon evresine ait bulgular dikkati
cekmektedir. Defekt sahasinda belirgin fibro-vaskiiler doku proliferasyonu ile yogun
kapiller damar olusumu izlenmis, graniilasyon dokusunun yerini kismen diizensiz
yapida (woven) yeni kemik trabekiillerinin almaya basladigi go6zlenmistir.
Osteoblastik aktivitenin arttig1, osteoid matriks birikiminin belirgin oldugu ve osteosit
lakiinlerinin heniiz diizensiz yerlesim gosterdigi dikkati ¢cekmistir. Yer yer kondroblast
benzeri hiicreler ve kikirdak matriksi alanlar1 izlenerek endokondral ossifikasyon
siirecinin devam ettigi degerlendirilmistir. Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu hafif-orta
diizeyde olup, iyilesme siirecine eslik eden fizyolojik bir yanit olarak yorumlanmistir

(Sekil 9-10).

(woven) yapilari olusumu arasinda kapiller damarlar gozlenmekte
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Sekil 8. Deney 15 grubuna ait ait kemik dokusu. Diizensiz kemik (woven) yapilari
olusumu arasinda hiicreselligin fazla oldugu goézlenmekte.

Otuzuncu giinde kemik iyilesmesinin ileri ossifikasyon ve yeniden sekillenme
(remodelling) evresine ait bulgular 6n plandadir. Defekt alaninin biiytlik dl¢lide yeni
kemik dokusu ile dolduruldugu, diizensiz woven kemik yapisinin yerini daha organize
lameller kemik trabekiillerinin aldig1 gozlenmistir. Osteoid matriks miktarmin
azaldigi, osteositlerin diizenli lakiinler icerisinde yerlestigi ve kemik iligi bosluklarmin
belirginlestigi dikkati ¢cekmistir. Osteoblast aktivitesi azalirken, yer yer osteoklastik
hiicrelerin varligi kemik remodelling siirecinin aktif oldugunu gdstermektedir.
Vaskiilarizasyonun fizyolojik seviyelere geriledigi ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunun minimal diizeyde oldugu izlenmistir. Genel olarak 30. giin bulgular1,
fonksiyonel ve yapisal olarak olgun kemik dokusuna gecisi desteklemektedir. (Sekil
11-12)
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Sekil 9. Kontrol 30 grubuna ait kemik dokusu. Woven yapilarmin yerini olgun kemik
dokusu aldig1 gozlenmekte. Kan damar1 ve hiicresellik azaldigi goriilmekte.
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Sekil 10. Deney 30 grubuna ait kemik dokusu. Olgunlasan kemik dokusunun
icerisinde az sayida kan damar1 gdzlenmekte.

Mevcut c¢alismada VEGF, FGF, TGF ve IGF molekiillerinin kemik
dokusundaki ekspresyonlar1 immunohistokimyasal yontem kullanilarak aragtirilmistir.
VEGF immunohistokimyasal boyamasinda, 15. giinde hem kontrol hem de deney
grubunda belirgin diizeyde immunoreaktivite gozlendi. Bu donemde pozitif
boyanmanin 6zellikle damar endotel hiicrelerinde yogunlastigi, ayrica fibroblastlar ve
osteoblastlarda da sitoplazmik lokalizasyon gdsterdigi dikkat ¢ekti. 30. giinde ise her
iki grupta VEGF immiinoreaktivitesinin siddetinde belirgin bir azalma oldugu izlendi.
Buna ragmen, pozitif boyanmanin dagilimi degismeyerek yine baslica damar endotel

hiicreleri ile fibroblast ve osteoblastlarin sitoplazmasinda sinirl kald1 (Sekil 13).
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Sekil 11. Rat kemik dokusunda VEGF Immunoreaktivitesi. a. Kontrol 15,

b. Deney 15, c. Kontrol 30, d. Deney 30. Calismanin 15. giin gruplarinda
intrasitoplazmik yogun VEGF immunoreaktivitesi izlenirken, 30. giin gruplarinda

immiinopozitif hiicre sayisinin azaldigi goriilmekte.

FGF immunohistokimyasal boyamasinda, 15. giinde hem kontrol hem de deney
grubunda belirgin diizeyde immunoreaktivite gozlendi. Bu donemde pozitif
boyanmanin fibroblastlar ve osteoblastlarda sitoplazmik lokalizasyon gdsterdigi
dikkat ¢ekti. 30. giinde ise her iki grupta FGF immiinoreaktivitesinin siddetinde
belirgin bir azalma oldugu izlendi. Buna ragmen, pozitif boyanmanin dagilimi

degismeyerek yine baslica fibroblast ve osteoblastlarin sitoplazmasinda sinirl kaldi
(Sekil 14).
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Sekil 12. Rat kemik dokusunda FGF Immunoreaktivitesi. a. Kontrol 15, b. Deney

15, c¢. Kontrol 30, d. Deney 30. Calismanin 15. giin gruplarinda intrasitoplazmik
yogun FGF immunoreaktivitesi izlenirken, 30. giin gruplarinda immiinopozitif hiicre

sayisinin azaldigi goriilmekte.

TGF-B immunohistokimyasal boyamasida, 15. giinde hem kontrol hem de
deney grubunda gii¢lii immunoreaktivite saptandi. Bu donemde pozitif boyanmanin
agirlikli olarak fibroblastlar ve osteoblastlarin sitoplazmasinda lokalize oldugu
gozlendi. 30. giinde ise her iki grupta TGF-f immunoreaktivitesinde belirgin bir
azalma dikkat c¢ekti. Bununla birlikte, pozitif boyanmanin dagilim paterni

degismeyerek yine fibroblast ve osteoblastlarin sitoplazmasi ile sinirli kaldi (Sekil 15).
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Sekil 13. Rat kemik dokusunda TGF immunoreaktivitesi. a. Kontrol 15, b. Deney
15, ¢. Kontrol 30, d. Deney 30. Calismanin 15. giin gruplarinda intrasitoplazmik
yogun TGF immunoreaktivitesi izlenirken, 30. giin gruplarinda immiinopozitif hiicre

sayisinin azaldigi goriilmekte.

IGF-1 immunohistokimyasal boyamasinda, 15. giinde hem kontrol hem de
deney grubunda gii¢lii immunoreaktivite saptandi. Bu donemde pozitif boyanmanin
agirlikli olarak fibroblastlar ve osteoblastlarin sitoplazmasinda lokalize oldugu
gozlendi. 30. giinde ise her iki grupta IGF-1 immiinoreaktivitesinin siddetinde azalma
olmakla birlikte, orta diizeyde immiinoreaktivitenin devam ettigi dikkat ¢ekti. Bununla
birlikte, pozitif boyanmanin dagilim paterni degismeyerek yine fibroblast ve

osteoblastlarin sitoplazmasi ile sinirli kaldi (Sekil 16).
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Sekil 14. Rat kemik dokusunda IGF-1 Immunoreaktivitesi. a. Kontrol 15, b. Deney
15, c¢. Kontrol 30, d. Deney 30. Calismanin 15. giin gruplarinda intrasitoplazmik
yogun IGF-1 immunoreaktivitesi izlenirken, 30. giin gruplarinda immiinopozitif

hiicre sayisinin azaldig1 goriilmekte.

Yapilan caligmada alman kemik defektlerinin incelenmesi i¢in iki adet
parametreden faydalanildi. Bunlar osteokalsine ve BAIP (alkalin fosfataz)
parametreleridir. 7.-15.-21.ve 30. Giin alman kanlar santrifiij yapildi. Cikan sonuglar

incelendi.

0-15 giin arasinda kontrolii yapilan gruplara kontrol 15 (K15) ve deney
15(D15) olarak ilk iki grup, 15-30 giin arasinda olan gruplara kontrol 30 (K 30) ve
deney 30 (D30) olarak adlandirildi.

Yapilan calismada gruplar arasindaki alinan kanlarda cissus guadrengularis
ekstratt kullanildigi andan itibaren belirli bir yiikselme istatiksel olarak
gbzlemlenmistir. Ayni sekilde deney ve kontrol gruplar1 kendi i¢lerinde incelendiginde
CQ ekstrat1 kullanilmaya bagladig1 andan itibaren 0.-7. Giinlerden itibaren osteokalsin

degerleri yiikselmistir bu da bize dokuda olusan -iyilesme siirecinin hizlandigini
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gostermektedir. 7-15 giin araliginda osteokalsin degeri sabitligini korumaktadir. Grup

iclerinde anlamli fark olmadigu.istatikselolarak belirlenmistir. (tablo 3-4-5-6)

Tablo 1 BALP Gruplar aras1 zaman farkliliklarinin istatistiksel dagilimi.
(Ortalama+Standart Sapma)
Gruplar 0 giin 7 glin 15 giin 21 giin 30 giin

Deneme 1,234+0,1 1,379+0,2*" | 1,2940,1° 1,48+0,1° 1,40+0,1*

Kontrol 1,23740,1 1,042+0,1°" | 1,2140,2° 1,28+0,2° 1,23+0,1°

a,b: Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan gruplar arasinda p<0,05
*: Ayn1 siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasinda p<0,001

Kontrol grubunda 7. giinde bir diisiis (1,042 +0,1) gozlenirken, CQ (Deneme)
grubunda 0. giline goére anlamhi bir artis (1,379 +0,2) kaydedilmistir. Bu fark
istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamlidir (p <0,001).

Tablo 2 Osteocalsine Gruplar aras1 zaman farkliliklarinin istatistiksel dagilimi
(Ortalama+Standart Sapma)
Gruplar 0 giin 7 glin 15 giin 21 gilin 30 giin

Deneme 264214284 2989+521a | 2781+350* | 3265+478% | 3053+232°

Kontrol 2635+395 | 2155+258b | 2600+632° | 2758+704% | 2634+269°

a,b: Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan gruplar arasinda p<0,05
*: Ayni1 siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasinda p<0,001

CQ grubunda Osteokalsin seviyeleri 21. gilinde zirve yaparak (3265+478) Kontrol

grubuna (2758 +704) kiyasla istatistiksel tistiinliigiinii korumustur.
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Tablo 3 BALP Grup i¢i farkli zamanlardaki degerlerin istatistiki dagilimi

(Ortalama-+Standart Sapma)

Zaman Kontrol Deneme

0 giin 1,2374+0,1* 1,23440,1¢
7 glin 1,042+0,1° 1,379+0,2°
15 giin 1,21+0,2? 1,2940,1%
21 giin 1,28+0,2? 1,48+0,1%
30 giin 1,23+0,1° 1,40+0,1*

a,b: Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan gruplar arasinda p<0,05

BALP degerleri kontrol grubunda 7-30 gun arasinda yakin benzerlik seyrederken,

deneme grubunda ise 21-30 arasinda benzerlik gostermektedir bu da deneme grubunun

ilerleyisini olumlu yonde etkilemektedir.

Tablo 4 Osteocalsine Grup i¢i farkli zamanlardaki degerlerin istatistiki dagilimi1

(Ortalama+Standart Sapma)
Zaman Kontrol Deneme
0 giin 2635+395° 2642+284°¢
7 giin 2155+258° 2989+521%®
15 giin 2600+632° 2781+350°
21 giin 2758+704? 3265+478%
30 glin 2634+269? 3053+232%

a,b: Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan gruplar arasinda p<0,05
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5. TARTISMA

Yapilan bu calismada 24 adet rat kullanilmig, kontrol ve deney gruplar1
belirlenmistir. 0-15 giin araliginda 6 adet deney grubundan ve 6 adet kontrol
grubundan ratlar incelenmistir. 15-30 giinleri araliginda 6 adet deney grubu ve 6 adet
kontrol grubundan rat incelenmistir Deney grubundaki ratlara CQ (cissus

guadrengularis) ekstrat1 i¢ilmistir.

Bu calismada, deneysel olarak femur defekti olusturulan ratlarda oral yolla
uygulanan Cissus quadrangularis (CQ) ekstratinin erken donem kemik iyilesmesi
iizerine etkileri histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml
farkliliklar gostermemekle birlikte, histolojik ve immiinohistokimyasal incelemelerde
CQ wuygulanan gruplarda kemik iyilesmesini destekleyebilecek bazi olumlu

degisikliklerin meydana geldigini ortaya koymustur.

Yapilan caligma kemikte meydana degisimlerin histolojik ve biyokimyasal
olarak CQ ekstrati kullanimma bagli olarak kemik gelisime olumlu etkisi

gozlemlenmistir.

Cissus bitkisi hazirlamasinda ve verilirken dikkat edilmesi gereken husus
ekstrat madde toz halinde fakat cissus bitkisi sarmagik tiirlinde oldugu i¢in gavaj
esnasinda tikanmalara ve gavajin tekrarlanmalarina sebebiyet veriyor, yeterli sekilde
distile su karigmasi bu sorunu ¢ézmiiyor, ekstrat dibe ¢Oktiigli icin aktif olarak

karigtirilmasi gerekiyor.

Calismamizda yapilan histopatolojik degerlendirmelerde 6zellikle 30. giin
gruplarinda yeni kemik olusumunun belirginlestigi, woven kemik yapilarmnin yerini
daha organize ve olgun kemik dokusuna biraktigi gozlenmistir. Deney grubunda
olgunlasan kemik trabekiillerinin daha diizenli gdriiniim sergilemesi ve iyilesme
alanindaki hiicresel organizasyonun daha belirgin olmast CQ ekstratinin kemik
rejenerasyonunu destekleyebilecegini diistindiirmektedir. Her ne kadar bu farkliliklar
istatistiksel olarak ortaya konulamamis olsa da histolojik bulgular biyolojik agidan

degerlendirildiginde olumlu kabul edilebilir
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Histolojik incelemelerde K30 ve D30 gruplarina bakildiginda D30 grubunda
kemik olusumu gozlemlenmeye baslamisken K30 grubunda ise D30’a gore daha az
hiicresellik ve kemik olusumu meydana geldigi gézlemlenmistir. Ayni sekilde alinan
0-7-15-21 ve 30. Giinlerdeki kan sonuc¢larindan bakilan osteokalsin ve BALP
degerlerine bakildiginda 15-21. Giin arasinda deger araligi sabit kalmig ve daha
sonrasinda osteokalsin degeri hizlica diismeye baglamistir. Yapilan kan analizlerinde
deney gruplart ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda osteokalsin miktar1 kontrol
grubundaki degisimi artis gosterirken, deney grubunda artiy miktar1 azalis

gostermektedir.

Immunohistokimyasal sonuclar inceledigimizde VEGF, FGF, TGF ve IGF
molekiillerinin degerleri kontrol grubunda ve deneme grubunda da olumlu sonuglar

gbzlemlemistir.

Kemik iyilesmesinin erken donemlerinde anjiyogenez biliyilk Onem
tasimaktadir. Bu nedenle ¢alismada VEGF, FGF, TGF-f ve IGF-1 ekspresyonlar1
immiinohistokimyasal olarak incelenmistir. VEGF'nin 6zellikle yeni damar
olusumunda 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. Calismamizda hem kontrol hem de
deney gruplarinda 15. giinde yogun VEGF immiinreaktivitesi gdzlenirken, 30. giinde
bu aktivitenin azalmasi iyilesme siirecinin ilerlemesiyle uyumludur. Benzer sekilde
FGF ve TGF-B ekspresyonlarmin erken donemde yiiksek bulunmasi, fibroblast

aktivasyonu ve osteoblast farklilasmasinin stirdiigiinii gostermektedir.

IGF-1'in kemik matriks sentezi ve osteoblast proliferasyonu iizerinde etkili
oldugu bilinmektedir. Deney grubunda goézlenen IGF-1 pozitif hiicre varligi, CQ
ekstratinin osteojenik aktiviteyi destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bununla
birlikte immiinohistokimyasal degerlendirmelerde deney grubunda gézlenen olumlu
degisimlerin istatistiksel yontemlerle desteklenebilmesi igin daha genis orneklem

biiytikliiklerine ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.

Istatiksel olarak degerlendiginde Literatiirde Cissus quadrangularis'in
mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastlara farklilagmasini (proliferasyon) tesvik ettigi

bilinmektedir. Caligmamizda 7. giinde CQ grubunda BALP seviyelerinin Kontrol
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grubuna gore anlamli derecede yliksek bulunmasi (p <0,001), bitkinin erken donemde
osteoblastik aktiviteyi hizlandirdigini dogrulamaktadir. BALP, kemik mineralizasyonu
icin gerekli olan inorganik fosfati saglayan temel bir enzimdir; dolayisiyla CQ'nun bu
enzimi artirmasi, kemik dokusunun onarim siirecini Kontrol grubuna gore daha erken
baslattig1 anlamina gelir. Osteokalsin, olgun osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve
kemik matrisine kalsiyum baglanmasini (mineralizasyon) saglayan bir proteindir. CQ
grubunda Osteokalsin seviyelerinin 15. glinden itibaren belirginlesmesi ve 21. giinde
en yliksek degere ulasmasi (3265 +478), ekstrenin sadece hiicre boliinmesini degil,
ayni1 zamanda kemik dokusunun sertlesme (kalsifikasyon) asamasini da destekledigini
gostermektedir. Bu durum, CQ'nun igerigindeki fitoOstrojenik steroidler ve
ketosteronlarn kemik metabolizmasi {lizerindeki anabolik etkisiyle aciklanabilir. Bu
sonuglar, CQ'nun kemik kiriklar1 veya defektlerinin tedavisinde etkili bir destekleyici

ajan olarak kullanilabilecegini istatistiksel olarak desteklemektedir.

Biyokimyasal degerlendirmelerde kullanilan osteokalsin ve kemik spesifik
alkalen fosfataz (BALP) degerleri kemik olusumunun 6nemli gostergeleri arasinda yer
almaktadir. Calismamizda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamistir. Bununla birlikte deney grubunda osteokalsin diizeylerinde zaman
icerisinde azalma go6zlenmistir. Osteokalsin seviyelerindeki bu degisim kemik
iyilesmesinin farkli evrelerinde osteoblast aktivitesinin degiskenlik gostermesiyle
iligkili olabilir. Ayrica dl¢limlerin yalnizca belirli zaman noktalarinda yapilmis olmasi
biyobelirteglerde meydana gelen gecici degisikliklerin tespit edilmesini gili¢lestirmis

olabilir.

C. quadrangularis'in farmakolojik 06zellikleri antioksidan, serbest radikal
temizleme potansiyeli, antibakteriyel aktivite, antiosteoporoz aktivitesi, antitimor
aktivitesi, antiiilser aktivitesi, analjezik aktivite, antiobezite etkinligi, antipiretik

aktivite ve kemik kirig1 iyilesme etkinligidir. (Brahmkshatriya ve Ark, 2015)

CQ ekstratinin igerdigi dogal antioksidan bilesenlerin inflamatuvar yaniti
diizenleyebildigi ve serbest radikal olusumunu azaltabildigi bilinmektedir. Kemik
iyilesmesinin erken doneminde asir1 oksidatif stresin baskilanmasi, osteoblast

fonksiyonlarmnin korunmasina ve yeni kemik olusumunun desteklenmesine katki
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saglayabilir. Bu mekanizma calismamizda gozlenen olumlu histolojik degisimlerin

aciklanmasinda 6nemli bir faktor olabilir.

Calismanm bazi smirliliklar1 bulunmaktadir. Oncelikle deney gruplarindaki
hayvan sayisinin simirlt olmast istatistiksel giicli azaltmustir. Ayrica biyomekanik
testlerin yapilmamis olmasi yeni olusan kemigin fonksiyonel dayanikliliginin
degerlendirilememesine neden olmustur. Gelecekte yapilacak calismalarda daha fazla
hayvan kullanilmasi, farkli doz uygulamalarinin karsilagtirilmasi, mikro-BT
analizlerinin eklenmesi ve biyomekanik dayaniklilik testlerinin uygulanmasi CQ'nun
kemik 1iyilesmesindeki etkilerinin daha ayrmtili ortaya konulmasma katki

saglayacaktir.

Cissus quandrangularis, kemik kiriklarinin iyilesmesinde spesifik etkisi
bulunan vitaminler ve steroidler icerir. Cissus quandrangularis'in anabolik steroid
prensipsi, kallusun iyilesmesinde ve daha hizli mineralizasyonunda yer alan tiim bag
dokularinin erken rejenerasyonunu etkileyerek kirik iyilesme hizi {izerinde belirgin bir

etki gosterir. Kemik iyilesme siiresi yaklasik iki hafta kisaltildi. (Singh ve Ark, 2011)

Cissus quadrangularis'in etanol ekstrakti (%95), fetal femurda kortikal kemik
ve trabekiillerin gelisimini artirir; bu da kalsiyum, fosfor ve fitodstoren steroidlerin
zengin igerigiyle iliskili olabilir ve kemik kirigmin iyilesme siirecinin erken
yenilenmesini  ve hizli mineralizasyonunu etkiledigi gosterilmistir.  Cissus
quadrangularis'in petrol eteri ekstrakti, osteojenik kosullandirma ortami olmasa bile,
mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasmi doz bagimlis1 olarak

uyarabilir. ( Mohammad, Shadab, 2014)
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6. SONUC VE ONERILER

Bu yapilan ¢alismada ratlarda oral olarak kullanilan CQ ekstratinin kemik
defektleri iizerine etkisini inceleyerek veteriner hekimlik alanina 6nemli bulgular
sunmaktadir. Normal kemik iyilesmesi siirecindeki osteokalsin ve BALP degerlerinin
CQ kullanilan ratlara gére daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle osteokalsin
degerlerine baktigimizda CQ ekstratiin kullanimi ratlarin kemik iyilesme siirecini 30

giinden daha hizli iyilesme sagladig1 gézlemlenmektedir.

Histolojik olarak incelenen rat femur kemigi dokularinda az sayida kan damari

gbzlemlenmesi CQ etki sistemini gostermektedir.

Immunohistokimyasal olarak incelendiginde kontrol ve deney grubunda
bulunan numunelerdeki VEGF, FGF, TGF ve IGF molekiillerinin kirik iyilesmesine

paralele olarak incelendiginde olumlu sonuglar ve artiglar yasanmaistir.

Bu dogrultuda ileride yapilacak calismalarda Oneri olarak defekt olusmasi

yerine kirik, ¢atlak ezik gibi travmaya bagli kemik hasarlarinda kullanimi incelenebilir

Deney hayvanlar1 yerine c¢esitli canli tiirleri ile CQ ekstrati kullanilarak

calismalar yapilabilir.

Kanatli grubu hayvanlarda kemik yapisinin farkli olmasindan kaynakli ne tiir

sonugclar verilecegi incelenebilir.

Aynt tiir canlinin farkli kemik tiirlerinde nasil sonuglar ulasilacagi incelenebilir.
Sonug olarak bu ¢alisma veteriner hekimlikte ortopedi ve travmatoloji alaninda
CQ (cissus guadrengularis ) ekstrat1 kullanilarak kemik iyilesmesindeki siireyi saglikl
ve dengeli yonden kisaltarak kemigin saglikli bir bicimde iyilesmesini destekledigini
ileri stirmektedir. Yapilan ¢alisma ilerde yapilacak veteriner hekimligi ortopedi ve

travmatoloji alanindaki bilimsel ¢caligmalara katki saglayacag: diistiniilmektedir.
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