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OZET

Nigella Sativa ve Equisetum Arvense Bitki Ekstraktlarnmn Ratlarda Deneysel

Olarak Olusturulan Yaralarin Tyilesmesi Uzerindeki Etkileri

Amag: Yara iyilesmesi cerrahi operasyonlarda 6nemli bir basamaktir ve basarida
ana kriterlerden biridir. Fitoterapi son yillarda cerrahide hem yumusak hem de kemik
doku iyilesmesine destek olabilecek bir alan haline gelmistir. Bu ¢alismada ratlarda
deneysel olarak olusturulmus mukoza ve kemik yara dokusuna uygulanan EA ve NS

ekstraktlarinin iyilesmeye olan etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metod: Calismada 84 adet erkek rat (Sprague Dawley)
kullanilmistir. Ratlarin sag mandibulasina cerrahi frezle defektler olusturulmustur.
Defekt bolgesine EA ve NS’nin etanolle elde edilen ekstraktlari konularak primer
kapatilmigtir. Kontrol grubunda defekte ekstrakt konulmadan bdlge siture edilmistir.
Ratlar 1., 3. ve 5. haftalarda sakrifiye edilerek olusturulan defektlerin iyilesmesi
degerlendirilmistir. Calismada histopatolojik, immunohistokimyasal (BALP ve kemik
sialoprotein) ve biyokimyasal (osteokalsin, NTX ve TOS/TAS) yontemler kullanilmistir.
Biyokimyasal incelemeler ratlarin sol ventrikillinden alinan kan &rnekleri (zerinde

gerceklestirilmistir. Sonuglar istatistiksel yontemlerle degerlendirilmistir.

Bulgular: EA ve NS ckstraktlarinin kombine sekilde uygulandigi gruplarda,
HKIS skorlar1i, BALP, kemik sialoprotein ve osteokalsin diizeyleri istatistiksel olarak
anlaml farklilik gdstermistir (EA+NS 3. hafta HKIS: 7.00+0.46, EA+NS 5. hafta HKIS:
8.00£0.54). Biyokimyasal biyo-belirtec verilerinde ise BALP ve sialoprotein

ekspresyonlarinda oldugu gibi korele bir artis izlenmemistir.

Sonug: Defekt bolgesine uygulanan ekstraktlarin akut enflamasyon sirecini

kisalttigi, fibroz kallus formasyonuna gecisi hizlandirdigi ve osteoblastik aktiviteye
IX



katkida bulundugu saptandi. Tim haftalarda ekstrakt uygulanan gruplarda kontrol
grubuna kiyasla daha iyi iyilesme skorlar1 elde edilmistir. Kemik doku iyilesmesinde EA
ve NS’nin kombine kullaniminin iyilesme surecini hizlandirdigi gézlenmistir. Bu bitki
ekstraktlarimin  cerrahi tedavilerde etkili bir uygulama yontemi olabilecegi
diistintilmektedir. Mevcut ekstraktlarin kemik doku iyilesmesinin remodelasyon
sathasina olan etkilerinin izlenebilmesi icin uzun donem takip igeren ¢alismalara ihtiyac

vardir.

Anahtar Kelimeler: Equisetum arvense, kemik doku iyilesmesi, nigella sativa,

bitki ekstrakti, yumusak doku iyilesmesi



ABSTRACT

The Effects of Nigella Sativa and Equisetum Arvense Plant Extracts on

Experimentally Performed Wounds in Rats

Aim: Wound healing is an important step in surgical procedures and is one of the
main criteria for success. In recent years, phytotherapy has become a treatment of choice
which can support both soft and bone tissue healing. The aim of this study was to
investigate the effects of EA and NS extracts applied to experimentally performed bone

defects.

Material and Method: 84 male rats (Sprague Dawley) were used in the present
study. Surgical defects were performed on the right mandible. Groups were divided into
four as; control, EA,NS,EA+NS (combined). Extracts were applied to the defect area in
all experimental groups. In control group, bone defect was closed without any application.
Rats were sacrificed in the 1.,3. and 5. weeks and the healing scores of the defects were
examined histopathologically. Biochemical (osteocalcin, NTX and TOS/TAS),
immunohistochemical (BALP, bone sialoprotein) parameters were determined. The

results were evaluated by statistical methods.

Results: In the combined theraphy group HPBS, BALP, bone sialoprotein and
osteocalcin levels were significantly different (EA+NS 3.week HKIS:7.00+0.46, EA+NS
5.week HKIS:8.00£0.54). There was no increase reported in biochemical marker scores

as in the BALP and sialoprotein expression.

Conclusion: The extracts applied to the defect area reduced the process of acute
inflammation and accelerated formation of fibrous callus and contributed to osteoblastic

activity. Combined therapy was accelerated the healing process in all weeks compared to

Xl



control group. Plant extracts can be used as an effective method in surgical treatment.

Long-term follow-up studies are needed to evaluate the remodeling process of bone

healing.

Key Words: Bone healing, equisetum arvense, nigella sativa, plant extract,

wound healing
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CO:

DNA
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ECM
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IL-1
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M-CSF

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Alkalen fosfataz

: Kemik alkalen fosfataz

: Kemik sialoprotein

: Santimetre

: Karbondioksit

: Deoksi-ribo niikleik asit

: Equisetum Arvense

: Ekstraseliler matriks

: Epidermal blylme faktori

: Glikozaminoglikan

: Gama-karboksi glutamik asit

: Histopathologic bone healing score

. Histopatolojik kemik iyilesme skoru

- Interlokin-1

- Interlokin-6

: Intraperitoneal

: Makrofaj koloni stimile edici faktor
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ml

mm

pmol

MHz

Mpa

NO

NS

NTX

PDGF

TAS

TGF B

TNF a

TOS

TQ

RANKL

: Mililitre

: Milimetre

: Mikromol

: Mega hertz

: Megaspaskal

: Nitroz oksit

: Nigella Sativa

: Tip 1 capraz bagl kollajen N-telopeptid

: Trombosit kaynakli buyime faktor(

: Total antioksidan kapasite

: Transforme edici blytime faktori

: TUmor nekrozis faktor-alfa

: Total oksidan kapasite

: Timokinon

- Reseptor aktivator nikleer kappa B ligandi
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1. GIRIS

Canli dokunun anatomik ve fonksiyonel dzelliklerinin travma, cerrahi girisim ya
da hastaliklar gibi nedenlerle bozulmasina ve bu 6zelliklerinin gecici veya tamamen
kaybolmasina ‘yara’ denir. Yara iyilesmesi dokunun farkli asamalarda verdigi farkli
yanitlar1 iceren karmasik bir stirectir. Yumusak doku iyilesme sirecinde hiicresel matriks
biitiinliigi bozulan dokunun yerini alir ve bu slire¢ rejenerasyon veya skar olusumu ile
sonuglanir. Rejenerasyon, enflamatuar fazlar araciligiyla dokunun orjinal mimarisinin
yeniden olusturulmasidir. Yara iyilesmesi enflamasyon, proliferasyon ve yeniden
yapilanma safhalarim1 icerir ve bu slrecte enflamatuar hicreler, biyokimyasal
mediyatorler, ekstraseliler molekiller ve hilcre gruplarinin kendi aralarindaki

etkilesimleri rol alir.*®

Kemik dokusundaki yaralarin onarim siireci de yumusak dokudaki stirece benzer
Ozellikler gosterir ve yapisal degisimler 7-12 gln igerisinde belirginlesir. Yara
iyilesmesinin ilk basamaginda 6nce kan htcreleri organize olur ardindan lokal olarak
uyarilan mezenkimal kaynakli ve ¢ok yonli gelisim giictine sahip éncl hicreler yeni
damar, fibroblast, matriks ve destek hicreleri olusturmak Uzere farklilagir. Onarim
mekanizmasinda rol oynayan mezankimal kékenli multipotent dncu hiicreler periostta
bulunan osteojenik tabakadan, granilasyon dokusundan ve bir miktar da endosteumdan

koken alir.”

Hucresel ve biyokimyasal strecler genetik 6zelliklere ve cevresel etmenlere gore
farklilik gosterir. Buna bagli olarak yara iyilesmesindeki safhalarin slresi degiskenlik
gosterebilmektedir. Bu surecleri hizlandirmaya yonelik yapilmis ve pozitif etkisi gortlen
bircok ¢alisma mevcuttur. Trombositten zengin fibrin, diisiik doz lazer, amniyon zari vb.

uygulamalar bu sdrecin degistirilebilecegini ve hizlandirilabilecegini  ortaya
1



koymustur.'®? Ayrica bitki kullanilarak yapilan fitoterapi yaklasimmin da yara
iyilesmesine pozitif katkilar oldugu ortaya konmustur.® Fitoterapi tedavisinde kullanilan
Equisetum Arvense (EA)’nin kemik yapinin gliclenmesi ve yara iyilesmesindeki olumlu
katkilar1 ¢alismalarda gosterilmistir. Bir diger fitoterap6tik bitki olan Nigella Sativa
(NS)’nin antioksidan, antibakteriyel ve antienflamatuar etkilerinin oldugu gésterilmistir.

Ayrica gene bolgesindeki yaralar tizerinde olumlu katkilar1 oldugu tespit edilmigtir.24-1°

Rutinde uygulanan dis cekimleri, gomili dis operasyonlari, implant
uygulamalari, preprotetik uygulamalar ve ileri cerrahi islemlerin timinde; yara
iyilesmesi kemik ve yumusak dokunun her ikisini de kapsamaktadir.!2202! By tez
calismasinda fitoterapotik bitkiler olan EA ve NS’nin mandibuler defekt zerindeki

etkinligi aragtirilmagtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oral Mukoza

Oral mukoza agiz boslugunu kaplayarak ¢evre dokulardan ayirir. Damak, diseti,
vestibulum oris, agiz tabani, dudak ve yanak epiteli ektoderm, dil koki epiteli ise
endoderm kokenlidir.?22

Oral mukozay1 doseyen epitel histolojik olarak; stratum basale, stratum spinosum,
stratum granulosum ve stratum korneum’dan olusmaktadir. Epitelin ilk katmani1 olan
stratum bazale, bazal membran Uzerine yerlesim gosterir ve hiicreleri prizmatiktir. Bazal
hlcrelerin sitoplazmalarinda tonofilamanlar vardir ve hiicreler arasi baglanti modelinde
siklikla dezmozomlar gozlenir. Stratum bazale, bazal membrana hemidezmozomlarla
baglanir ve en aktif mitoz bolinme burada gergeklesir. Deride tek hiicre sirasiyla olusan
bazal tabaka, oral epitelde iki veya (¢ hiicre kalinliginda olabilir. Bazal lamina lamina
lusida ve lamina densa adi verilen iki kisimdan olusur. Lamina lusida glikoprotein
yapidaki lamininden olusur ve epitelin bazal tabakasi ile komsudur. Lamina densa ise tip
IV kollajenden olusur ve epitelin bag dokusu ile komsu olan bolumudir. Stratum
spinozum tabakasi epitelin yuzey olarak en genis bolimudur. Hicreleri mitoz bélinebilir
ancak bazal tabakadaki hiicrelere gore daha az mitoz bolinme gozlenir. Ribozom organeli
ve dezmozom yapisi gelismistir ve keratin proteini vardir. Keratin filaman demetleri olan
tonofilamanlar sayica artarak demet olusturur. Stratum granilozum tabakasi, stratum
spinozumun Ust kismindadir. Hucreler yassi sekildedir ve sitoplazmalarinda koyu
boyanan keratohiyalin grandlleri vardir. Hiicre aktivitesi diger katmanlara gore diistiktiir.
Sitoplazmadaki tonofilaman ve dezmozom sayisi burada sayica daha da artmis olarak
izlenir. Stratum korneum, epitelin en Ustlinde yer alan tabakasidir. Hicreler dejenere

olmustur ve ortokeratinize epitele doniismiistiir. Bu tabakadaki hicreler yiizeyden



atilirlar. Bu durum bazal tabakadan yiizeye dogru yer degistiren hiicreler ile devamlilik
arzeder.2°’22'24'25

Oral mukoza temel olarak vajinada ve ¢zofagusta bulunan 6rtlici mukozaya
benzer ve kutan mukoza 6zelligi gosterir. Fakat epitelinin keratinizasyon derecesinde
farkliliklar vardir. Oral mukoza epiteli baz1 bolgelerde keratinizasyon goésterirken bazi
bolgelerde gostermez. Oral bolgede keratin tabakasi parakeratinize, ortokeratinize veya
her ikisinin kombinasyonu formunda sekillenmistir. Sert damak ortokeratinize epitelle
ortult iken; dis eti, dil sirt1, alveoler mukoza orto ve parakeratinize epitelle ortulidar.
Yanak mukozasi, vestibil sulkus, labial mukoza, yumusak damak, dis eti araligi, agiz

taban, dilin alt ve yan tarafi, keratinize olmayan epitelle kaplanmistir,?+2325

Ag1z boslugunu Orten mukoza ¢ok katli yassi epiteldir ve dort anatomik tabakadan

olusmaktadir. Bunlar;

1. Cok katli yassi epitel

2. Bazal membran

3. Lamina propria (Bag dokusu)
4. Submukoza tabakasidir.

Epitel tabakanin bazal membrana komsu olan yuzeyinde hiicreler boliinerek
cogalirlar. Bolinen hicrelerden en geng olanlar bazal membran yizeyinde kalarak daha
yash olan hicreler yizeye dogri go¢ etmektedir. Epitel tabakasinin biitiinliigiiniin ve
kalinliginin devami bu yenilenme hareketi sayesinde olmaktadir. Hlcrelerin bu degisim
stireci yaklasik 10-12 gundar. Oral mukoza bu sebeple yaklasik iki haftalik stirede kendini
yenilemektedir. Lamina propria’nin altinda yer alan submukoza tabakasinda damarlar,

yag hiicreleri ve mukus salgilayan tikurik bezleri bulunur. Epitel tabakasinin altinda ise



bag dokusu bulunur. Bag dokusuna ait papillalar epitelin icine dogru ¢ikintilar yaparak

dalgali bir gértinim olustururlar.?*232427

Oral mukoza morfolojik yap1 olarak tice ayrilir. Bunlar;

1. Ortiicti mukoza
2. Cigneme mukozasi
3. Ozellesmis mukozadir.

Ortiicti mukoza, yanak, dudak, agiz tabani, dilalt1, vestibiil bélge ve yumusak
damakta gordlir. Cigneme mukozasi disetinde ve sert damakta vardir. Bu mukozada
submukoza tabakas: yoktur, direkt periosta baghdir. Ozellesmis mukoza ise sadece dil
sirtinda vardir. Agirlikli olarak keratinize olan bu bolgede tat tomurcuklari ve papillalar
da gorilmektedir.2223:28

Oral mukozaya yapisal destek saglayan bag dokusu (lamina propria)
mezodermden koken alir ve fibroz tiptedir. Bag dokusunda yogun olarak kollajen lifler,
fibroblastlar, sinir-damar paketi ve diseti bolgesi hari¢ yer yer tukirik bezleri yer
almaktadir.??1?8 Diglerin etrafin1 saran alveoler kemikte ve sert damak 6n bolimiinde
bag dokusu direkt olarak periosteuma tutunur. Agiz tabaninda ise bag doku submukoza
tizerindedir ve gevsektir.?22

Bag dokusunda fibroblastlar, mast hicreleri, makrofajlar ve enflamatuar hiicreler
bulunmaktadir. Bag dokusunun esas hiicresi olan fibroblastlar; mekik bicimlidir, bir veya
daha fazla cekirdekcik icerir. Cok sayida mitokondrileri, iyi gelismis endoplazmik
retikulumlar1 ve golgi organelleri vardir. Sitoplazmasinda tonofilaman miktar1 fazladir.
Doku yaralanmasi gibi gerekli durumlarda mitoz bélinme yapar. Fibroblastlar fibroz
bilesenlerin (kollajen, retikilin ve elastin) ve mukopolisakkaritlerin (glikoproteinler ve

glikozaminoglikanlar) yapimindan sorumludur. Fibroblastlar kollajen sentezi yaninda
5



kollajen yikimini da dlizenlerler. Fibroblastlar doku yaralanmasinda sekilsiz temel madde
ve fibril senteziyle tamir siirecinde énemli rol almaktadir.?%?224

Mast hticrelerinin golgi kompleksleri iyi gelismistir. Sitoplazmalarinda proteolitik
enzim, histamin ve heparin iceren ¢ok sayida vezikil mevcuttur ve sitoplazmalari iri
grandller icerir. Granullerin i¢i doku iritasyonunda serbest kalan ve kan dolasimini
kontrol eden vazoaktif maddeler ile doludur. Bu igerikleri sebebiyle organizmadaki
enflamasyon ve anaflaksi olaylarinda etkilidir ve heparin sayesinde kanin pihtilasmasini
engeller. Lokosit hucresinden koken alan nétrofiller, fagositozda ve mikroorganizmalarin
oldirilmesinde goérev alan bag doku enflamatuar hiicreleridir.?%°

Monositler kemik iligi kokenlidir, damar disina ¢ikip dokuya gectiklerinde
makrofaj adin1 alirlar. Makrofajlar, bag dokusunda fibroblastlardan sonra en gok bulunan
hlcrelerdir. Savunma sisteminin 6nemli hiicresi olan makrofajlar dokuya disaridan gelen
zararli mikroorganizmalari, doku ve hiicre artiklarini fagositozla yok eder. Makrofajlar
kronik iltihapli dokuda sayica fazladir.2%?

Oral mukozada dort ¢esit bag dokusu lifi bulunmaktadir. Bunlar;
1. Kollajen Iplikler
2. Retikuler Iplikler
3. Oksitalan iplikler
4, Elastik Ipliklerdir.

Oral mukozadaki temel bag dokusu lifi kollajendir ve en kigik birimi
tropokollajendir. Ipliksel bir protein olan tropokollajen ti¢ polipeptid zincirinin heliks
olusturmasiyla meydana gelmektedir. Her zincir yaklasik 1000 aminoasit igerir ve
iceriginde glisin, prolin ve hidroksiprolin aminoasitleri vardir. Kollajen fibriller

olgunlastik¢a tropokollajenin heliks yapisinda bulunan kovalent gapraz baglar artarak
6



sekillenir ve dokuya gerilme kuvveti kazandirir. Bag dokusunda temel olarak olarak tip |
kollajen vardir. Retikller lifler tip Il kollajen icerir ve bazal membranin retikiler
laminasin1 olustururlar. Gevsek bag dokusu icinde ise kan damarlarinin cevresinde
bulunmaktadir. Oksitalan iplikler, periodontal ligamentte ¢cok¢a bulunmaktadir ve disin
uzun aksina paralel uzanir. Fonksiyonlari heniiz tam olarak bilinmemektedir. Elastin ad1
verilen proteinler elastik lifleri olusurlar. Paralel veya ag seklinde yapilar olusturarak
diseti ve periodontal ligamentte yogun olarak bulunur.?0-2230

Bag dokusunun sekilsiz temel maddesi proteoglikanlar ve glikoproteinlerden
olusur. Proteoglikan1 glikozaminoglikanlar olusturur ve Kkarbonhidrat bilesenleri
baskindir. Glikoproteinler oligosakkarit icerirler ve protein bileseni fazladir. Bag doku
hicreleri bu temel madde igerisinde canli kalip fonksiyon gormektedir. Bag dokudaki
madde tasimimi, hicrelerin bazal membrana tutunmasi, doku osmotik basmncinin

ayarlanmas1 bag dokunun sekilsiz temel maddesi ile ger¢eklesmektedir.?%332

2.2. Oral Mukozada Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, biitiinliigiinii kaybetmis dokunun normal anatomik, fizyolojik ve
histolojik yapisinin tekrar kazanilmasidir. Yaralanma sonrasi birgok farkli prosesler tamir
amaciyla devreye girer. Bu, kompleks ve dinamik yollarla dokunun yikilmasi (katabolik
faz) ve yeniden sentezi (anabolik faz) seklinde olmaktadir. Yara iyilesmesi, organize ve
karmasik birtakim hiicresel ve biyokimyasal olaylari icerir. Iyilesmenin ana 6gesi hiicre
bolunmesidir. Dokunun biitiinliigii ve saglamliginin temini kollajen sentezi sayesinde
olmaktadir ve bu durum yara iyilesmesinin tim asamalarinda Kilit rol oynamaktadir. Tim
yara tiplerinde oldugu gibi oral mukozada da iyilesme prosesi hemostazi takiben

enflamatuar faz, proliferatif faz ve rejeneratif fazdan olusmaktadir,3433-36



2.2.1. Hemostaz ve Enflamatuar Faz

Yaralanma ile birlikte damarlar hasar gorur ve dokudaki hasardan hemen sonra
trombosit ve fibrinin olusturdugu hemostatik tikag sekillenir. Agiga ¢ikan subendotelyal
kollajene trombositlerin adezyon ve agregasyonu sonucu pihtilasma sireci baslar. Olusan
piht1 bir yap1 iskelesi gorevi gorir. Sonrasinda sirasiyla vazokonstriksiyon, trombosit
agregasyonu ve fibrin formasyonu olugmaktadir. Plazma proteini olan fibrinojenin fibrine
doniismesiyle trombin aktive olur. Boylece fibrin molekilii hem hemostazi saglar hem de
yaradaki gecgici matriksin esas bileseni olarak gorev yapar. Dokuda olusan
vazokonstriksiyonun yerini  bir stre sonra vazodilastasyon almaktadir. Bu
vazodilastasyon histamin, bradikinin, prostoglandin ve Iokotrien gibi faktorlerin
salinimiyla olmaktadir. Artmis vaskuler gegirgenlikle beraber plazma proteinlerinin,
prostaglandinlerin, kemotaktik faktorlerin (kompleman, interlokin-1 (IL-1), TNF a, TGF
B, bakteri yikim Griinleri) salinimi ve lenfatik drenajin blokaji sonucu sislik, kizariklik,
sicaklik artigi, fonksiyon kaybi ve agri gibi enflamasyonun belirtileri olusmaktadir.
Fibrinden salinan sitokinlerin kemotaktik etkileriyle enflamatuar hiicreler yara bolgesine
gelir. Trombositlerden sitokinler ve biylme faktorlerinin saliniminiyla beraber
enflamasyon bolgesine ilk olarak notrofil hiicreleri go¢ etmektedir. Notrofiller
yaralanmadan 24-48 saat sonra enflamasyon bolgesinde maksimum sayiya ulasir ve bolge
tekrar kontamine olmazsa sayilar1 giinler icerisinde azalmaya baslar. Yaralanmadan 72
saat sonra bolgeye makrofaj hicreleri gelerek pihti icinde bulunan nétrofilleri, ortamdaki
hicre yikim Grtnlerini, bakterileri ve artiklarin1 fagosite ederek temizler. Makrofaj
hlcreleri sitokinleri aktive ederek lenfositlerin saliniminda, NO araciligiyla ise monosit,
fibroblast ve endotel hiicrelerininin aktivasyonunda gérev almaktadir. Enflamasyon

evresi 3-6 guin stirmektedir 343743



2.2.2. Proliferatif Faz

Bu asamada, yara bdlgesinde bir onarim sireci baslar. Proliferasyon evresi
yaralanmadan sonraki 4. gln icginde baslayip 2-3 hafta kadar surmektedir. Bu evre
enflamatuar hicreler, fibroblastlar ve yeni olusan kapilleri iceren granilasyon dokusu
olusumu ile karakterizedir. Sirasiyla hiicre proliferasyonu, anjiogenez ve epitelizasyon
gerceklesmektedir. Burada etkin hiicreler; fibroblastlar, endotel ve epitel hiicreleridir. Tlk
Onemli basamak, yaranin artan oksijen ve besin ihtiyacinin karsilanmast igin bélgede yeni
kan damarlarimin olusumudur.>#+*¢ Anjiogenezde makrofajlardan salman sitokinler
dokudaki hipoksisiteyle beraber aktif hale gelir. Endotel hiicreleri uyaran bdlgesine go¢
ederek bolunup farklilagarak yara kenarindan merkeze dogru yeni damarlanma meydana
getirirler. Yeni meydana gelen bu damar aginin bir kismu sonraki evrelerde
kaybolmaktadir. Fibroblastlar enflamatuar hiicreler ve kemotaktik sitokinlerin etkisiyle
yara bolgesine goc ederler. Bu huicreler kollajen, elastin, fibronektin, glikozaminogligan
ve kollajenaz gibi proteazlari Ureterek yara iyilesmesinde 6nemli rol oynarlar. Boylece
ekstraseliler matriks (ECM) sekillenir. Yara iyilesmesi devam ettigi stirece makrofaj
sayis1 azalirken, fibroblastlarin sayis1 artmaktadir.*>47-49

Yara iyilesmesinin temelinde kollajen sentezi vardir. Fibroblastlar mobilize
olarak yeni kollajeni dretirler. Ilk sekillenen kollajen ektomezankimal hiicreler ve
fibroblastlar tarafindan sentezlenen Tip Il kollajendir. Tropokollajen sentezlendikten
sonra olgun kollajen haline dontisiir ve ¢apraz baglarla kollajen yapisi gliclenir. Bu sayede
yaranin gerilme glici yaralanmadan sonraki 10. gunden sonra hizla artar. Kollajen
birikimi yaranin gerilme kuvvetini arttirir ve yeni olusan damarlara destek verir. Yeterli
kollajen ve matriks Uretimi normal yara iyilesmesinin gostergeleridir. Olusan
grantllasyon dokusu erken evrede gevsek, normal mukoperiosteal dokudan ince, daha az

yogunlukta lif icermesi ve birim alan basina diisen fibroblast sayisi daha fazladir.
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Granulasyon dokusunda artan kollajen mattirasyonu ile zamanla daha fibr6z bir bag
dokusu olusmaktadir.5*5® Bu siirecte epitel hiicreleri yara bolgesine dogru go¢ ederek
cogalir. Epitel hucrelerinin migrasyonunda EGF, transforme edici blylme faktorleri
(TGF a, TGF B) gibi sitokinler gorev alir. Cok katli yassi epitelin tabakalar1 olusarak
etkili bir epitelyal bariyer olusturulur. Bu epitelyal bariyer bag doku iyilesmesi i¢in
gerekli duvari saglamaktadir, sivi kaybini ©Onlemektedir ve gerekli dayaniklilig
saglamaktadir. Reepitelizasyon sonucu yara kenarlar1 birbirine dogru yaklasir, yara
bolgesi kontraksiyona ugrayarak boyutu kigilir. Bag dokusu iyilesmesi epitelyal bariyer
olustuktan sonra baslar. Makrofajlar, notrofillerin baslattigi fagositoza enflamatuar faz
boyunca devam ederken ayni zamanda makrofajlar fibroblastlarin yara alanina
migrasyonunu saglayan faktorler sentezlerler,34351.5455

2.2.3. Maturasyon (Remodeling) Faz1

Yara alanindaki fibroblast sayisinin azalmasi ve kapillerden olusan zengin agin
gerilemeye baslamasi bag dokusu iyilesmesinin sona erdigini ve matirasyon
(remodeling) fazinin basladigimi gosterir. Bu asamada kollajen lifleri form, hacim ve
oryantasyon olarak bir¢ok degisiklige ugrar. Baslangicta yara bolgesine Tip 111 kollajen,
hakimken, olgunlagma ilerledikge Tip | Kkollajen yogunlugu artmaktadir. Kollajenler
gerilme cizgilerine gore organize olurlar, mekanik guicleri giderek artar. Buna bagli olarak
skar dokusunun gerilme kuvveti giderek artar ve sonunda normal doku geriliminin
%80’ine ulasir. Fakat hichir zaman normal dokunun gucline ulasamaz. Skar kollajeninin
ve matriksinin homeostazi serin proteaz ve matriks metalloproteinazlar tarafindan
diizenlenir. Maturasyon evresinin ne kadar siirecegi belirsizdir. Bu stire¢ yetersiz matriks
yapimiyla sonuc¢lanir ve dolayisiyla iyilesmenin skar formasyonu veya yara dehissensi ile

sonuglanabilir.#33:°0.53.54

10



2.3. Yara lyilesme Tipleri

2.3.1. Primer iyilesme

Cerrahi insizyonlarda oldugu gibi yara kenarlar1 birbirine ¢cok yakinsa ve doku
kayb1 yoksa dokuda primer iyilesme tipi g6zlenmektedir ve minimum granulasyon
dokusuyla iyilesmektedir. Basit bir insizyon epidermal dokuda ve bag dokuda birgok
hlcreler 6lmesine yol acar. Bu arada pek ¢ok kiiglik damar yaralanir ve kanama meydana
gelir. Boylece insizyon yeri pihtilasan kan ile hizla dolar ve fibrin miktarinda artis olur.
[k 24 saat icinde yara kenarlarinda s1v1 ekstidasyonu, daha ¢ok fibrin birikimi, nétrofil,
monosit ve lenfositlerin eslik ettigi orta dereceli bir enflamasyon meydana gelmektedir.
Bu akut enflamatuar donemde notrofillerden serbestlenen enzimlerle kan pihtisi
sindirilerek parcalanmaktadir. 3. glinde ortamdaki notrofillerin cogu kaybolur ve yerini
fagositik makrofajlar alir. Bunlar da ortamda kalan diger fibrin, ECM artiklari, eritrosit
ve diger hiicre artiklarini sindirir. Hasara ugramis hiicreler ve bu hiicrelerden ¢ikan yikim
urtnleri, fibronektin ve notrofillerden salinan lizozomal enzimler makrofajlar igin
kemotaktiktir. Bu asamada fibronektin opsonizasyon goérevi Ustlenerek makrofajlarca
yapilan bu debridman isleminde durumu hizlandirmaktadir.>6-%8

Epitel rejenerasyonu; hiicre migrasyonu, hiicre proliferasyonu ve yara sonrasi
yeniden yapilanmay1 kapsar. Epitelyal aktivitenin en erken habercisi, baslayan hiicre
migrasyonudur. Yara dokusunun marjinal kenarindan baslayan mitoz bolinme artis
go6zlenir. Epitel hiicreleri yassilasarak yaprak seklinde uzanir ve yiizeyden asagiya dogru
bir derinlesme gOralir. Hucreler bolinirken ayn1 zamanda bazal membran
komponentlerini de salgilar. Boylece epidermal bazal membran kademeli olarak tamir
edilir. Epiteldeki defekt 48 saat icinde devamlilik gosteren ince bir epitelyal kabukla
ortalur. Proliferatif cevapta rol oynayan epitel hicreleri hem bazal hem de suprabazal
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hlcrelerdir. Baslangigta Ortii gorevi goren hicreler esasen bdélinmeyen hicrelerdir.
Hayvanlar Gizerinde yapilan ¢alismalar ve insan deneyleri gostemistir Ki; marjinal epitelde
DNA sentezi ve mitoz bolinme ¢ok diisiik veya hi¢ yoktur. Ancak yara kenarindan bir
miktar uzaklasinca mitoz boélinmenin ve hicre proliferasyonunun fazla oldugu
goriilmiistiir. Mitoz bolinmedeki pik aktivite yaralanmadan 2- 5 glin sonra goriilmektedir
Granulasyon tabakasi enflamasyon baslangicindan 4 gln sonra gorilir ve baslangigtaki
bu epitel normal epitele gére daha kalindir.®®

Dokuda iyilesme basamagi fibroblastlarin proliferasyonu ve yeni damar
olusumlariyla graniilasyon doku formuna ge¢cmektedir. Granullasyon dokusu pembe
renklidir ve genis doku defekti yiizeyinde granuler bir gériinime sahiptir. Grantlasyon
dokusu cok ince granuler bir yapidadir ve kolayca kanayabilen yeni kapillerlerin
olusturdugu kivrimlardir. Vaskuler proliferasyon, yaralanmadan 2-3 gin sonra baslar.
Endotelyal hcreler bir serit halinde tomurcuklanir, bu olaya anjiyogenezis veya
neovaskularizasyon denir. Gelisen yeni kan damarlanin bazal membranlarinda lokal
degradasyon (yikim) alanlart gorilir. Bu durum endotel hiicrelerinden kaynaklanan
ekstraseliiler proteolitik aktiviteye baglanmaktadir.3®°® Olusan yeni damarlar baslangigta
kiglk bir bazal membrana sahiptir. Bu asamada akut enflamasyon doneminde oldugu
gibi hiicreler arast madde gegislerine izin verildigi icin, ekstraseliler alana proteinden
zengin s1vi ve eritrositler sizmakta oldugundan yeni granilasyon dokusu énemlidir. Bu
sebeplerden dolay1 granulasyon dokusu vicuttaki en damarli yapilardan biridir. Bu
damarlanma bag dokusunun iyilesebilmesi icin temel gerekliliktir. Yeni olusan kapillerler
birka¢g giin iginde arteriyoller ve venillere farklilasirlar. Zamanla granulasyon
dokusundaki kan damarlarinin bir kismi dejenere olarak rezorbe edilir, sayilart azaltilir.
Granulasyon dokusunda lenfatik kanallar da bulunur ve kan damarlarina benzer sekilde

olusurlar.*8! Anjiogenezise paralel olarak bag dokusu yaralanmalarinda yaraya
12



fibroblast gocl olur, kisa ve siddetli mitotik aktivite gorilur. Fibroblastlarin yara
iyilesmesindeki asil islevleri sekresyondur. Yaralanmadan 4-5 glin sonra fibroblast
hicreleri hipertrofiye ugrar. Hucrede endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi
organellerinin sayilar1 artar. Hipertrofiye ugrayan fibroblastlar ECM komponentlerinin
sentezi ve sekresyonunda tekrar aktif hale gelirler. Fibroblastlar ¢zellikle polisakkarit
glikozaminoglikanlar (GAG), fibronektin, kollajen tip I ve Il1 ile kovalent baglanir. Yara
yerindeki GAG ve proteoglikan miktari, 1. hafta sonunda pik degere ulasir. Es zamanli
olarak yara yerinde fibronektin birikimi de olmaktadir. Yaklasik 2 hafta sonra fibronektin
duzeyleri normale doner.Fibroblastlardan kollajen sentezi dokudaki yaralanmadan 3-4
gun sonra bagslar ve yaradaki kollajen diizeyi 3. haftada maksimum seviyeye ulasir. Tip |
ve tip Il kollajen Gretilse de yara dokusunda baskin olan tip 111 kollajendir. 1. haftanin
sonunda kollajenin yikim hiz1 artar ve bu ddnemden sonra yeniden sekillenme
(remodeling) baslamaktadir. Bu donemde tip 111 kollajenin yerini tip I kollajen alir. Bu
yeni kollajen lifleri mekanik strese gore yeniden dizilim gosterirler.%? Yara dokusunun
gerilim gucundeki artis, hem Kkollajen fibrilleri arasindaki intramolekiler ve
intermolekdiler capraz baglanmayla olmaktadir.>62-64

2.3.2. Sekonder Iyilesme

Doku kaybinin fazla oldugu yaralarda ya da kontaminasyon ve cerrahi sebeplerle
yara kenarlar1 birlestirilemeyip agik birakilan yaralarda yara kenarlari duzensiz ve
birbirinden ¢ok ayriktir. Bu ylizden onarim sireci, yara kenarlarmin karsi karsiya
getirildigi primer iyilesmeden daha yavastir. Ayrica daha ¢cok doku ve hiicre artigi
oldugundan daha siddetli bir enflamasyon gorulmektedir. Sekonder iyilesmede iltihabi
reaksiyon daha yogundur, daha fazla graniilasyon dokusu olusur ve iyilesme sonunda skar

dokusu kalir. Buyik yiizey yaralarinda gorilen yara biiziismesi (kontraksiyon) primer
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iyilesmeyi sekonder iyilesmeden ayiran en 6nemli dzelliktir. Yara kontraksiyonu kollajen
liflerinin kisalmasina bagl olarak olusmaz, modifiye fibroblastlarin kontraksiyonuna
bagli olarak olusmaktadir. Biiziisme fibroblastlardan farklilasan hicreler ve
myofibroblastlar sayesinde olmaktadir. lyilesme siirecinde, yara kenarlar1 arasindaki
bosluk graniilasyon dokusu ile kapanirken yara kenarindan ilerleyen epitel de
grantlasyon dokusunu 6rtmeye calisir. Bu tipteki defektlerin iyilesmesi bag dokusu
olusumu, epitel gocu, Kkollajen depozisyonu, kontraksiyon ve remodeling ile
gergeklesmektedir. Insizyon yaralarinda oldugu gibi, genis doku defekti kanamaya ve kan
pihtisinin olusmasina neden olur. Bunu takiben notrofil hucrelerinin ve makrofajlarin
goci meydana gelir. Skar dokusu, yuzeye paralel ilerleyen kollajen bantlar1 ile 6zellik
kazanir. Elastik lifler genellikle yer almamaktadir. Baz1 durumlarda az miktarda yer alan
elastik lifler ise kollajen bantlarina paralel olarak uzanir. Dis ¢ekim soketinin iyilesmesi
sekonder iyilesmeye Ornektir. Sekonder yara iyilesmesinde kollajen metabolizmasi rol
oynamadigindan iyilesmenin takibinde kollajen olgtimleri yardimci

olmamaktadir,3345465

2.3.3. Tersiyer Iyilesme

Tersiyel iyilesmeye birakilan yaralarda doku kaybi yoktur. Enfekte olan yaralarda
enfeksiyon bolgesi tedavi edilirken yara agik birakilir. Enfeksiyon gectikten sonra yara
bolgesi cerrahi olarak dikilmektedir. Buna gecikmeli primer kapatma veya tersiyer

iyilesme denir.%
2.4. Kemik Doku

Rijid yapisina ragmen, kemik dokusu yasam boyunca surekli olarak yeniden
sekillendirilen ¢ok dinamik bir dokudur. Kalsiyum ve fosfat tuzlariyla mineralize olmus,

kollajen matriksten olusan ve surekli remodele olabilme yetenegine sahip bir bag
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dokusudur. Doku igeriginde organik ve inorganik bilesenler vardir. Organik ve inorganik
bilesenlerin her ikisi de kemik dokusuna saglamlik ve kuvvet kazandirir. Bilesenler
anatomik bolge, yas, beslenme aligskanliklari ve hastalik varligina bagli olarak farkliliklar
gosterebilir. Kemik dokusunun organik bilesenlerini; tip 1 kollajen, matriks proteinleri
(osteopontin, osteokalsin, osteonektin, kemik sialoprotein), proteoglikan, lipitler,
blytme faktorleri ve sitokinler olusturmaktadir. Kemigin lifli yapist kollajen tarafindan
olusturulur. Kollajen yapida olmayan proteinlerin ise mineralizasyonda rol oynadiklari
diistiniilmektedir. Kemik dokusunun inorganik bilesenlerini hidroksiapatit kristalleri,
kalsiyum, fosfat, bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum gibi mineraller
olusturmaktadir.%

Kemik dokusunda osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve osteoprogenitor
hicreler olmak tzere; dort farkl hiicre tipi vardir.

Osteoblastlarin kok hticresi mezenkim dokudur. Periostun i¢ yizeyinden ve
komsu osteoprogenitor hiicrelerin mezenkimal dokularindan farklilagir. Osteoblastlar
kibik sekilli, bazofilik boyanan, 20-30 um genisliginde hiicrelerdir. Bu hiicrelerin biyik
cekirdekleri, huicresel uzantilar1 ve hiicreler arasi baglantilari, iyi gelismis endoplazmik
retikulumlari, gelismis golgi aparati ve igleri kollajenle dolu salgi kesecikleri vardir.
Osteoblastlar bolinemez. Kemik doku olusumu esnasinda bazi osteoblastlar osteositlere
doniisiir, bir kismi ise periostta ve endostta varliklarini stirdiiriirler °. Osteoblastlar kemik
matriksinin sentezinden, gelisiminden, yeniden sekillenmesinden (remodeling) ve onarim
stirecinden sorumludur. Osteoblastlarin prekirsor hiicre oldugu diisiiniilmektedir. Bu
hicreler hem Tip 1 kollajeni hem de kemigin organik matriksinin kollajen olmayan
proteinlerini salgilarlar. Ayrica bu matriksin mineralizasyonunu da regiile ederler.6:57

Osteositler kemik dokusunun esas hucreleridir. Osteositler kemik matriks igine

hapsolmus olgun osteoblastlardir. Kemik yapimi sirasinda osteoid madde iginde kalan
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osteoblastlar, organellerinin gogunu kaybederek osteositlere doniisiir. Metabolik olarak
inaktif olan osteositler yenilenemez ve yasam oOmurleri birka¢ yildir. Osteositlerin
hlcresel olarak en belirgin 6zelligi sitoplazmik uzantilaridir. Bu uzantilar sayesinde
osteositler, cevredeki diger osteositlerle, osteoblastlarla, kemik yuzeyini doseyen
hlcrelerle, periost hiicreleriyle ve damarlarla baglantilar kurarlar. Boylelikle sitoplazmik
uzantilar ve periferindeki hicreler ile ‘osteositik membran’ adi verilen bir sistemi
olustururlar. Bu membran sistemi kemikten kana kalsiyum gecisinde ve kalsiyumun
vicut sivilarindaki konsantrasyonunun dengelenmesinde etkindir. Osteositlerin gorevi
kemik dokunun devamliligin1 saglamaktir. Ayrica kemik sentezinde ve rezorpsiyonunda
da rol oynadiklar1 bilinmektedir.®-21.66.68-70

Osteoklastlar kemik iligindeki hematopoetik kok hucrelerinden koken alir.
Osteoklastlar diger kemik hticrelerinden farkli olarak hematopoetik dokulardaki tek
cekirdekli prekirsor hucrelerin birlesmesi sonucu olusur. Osteoklast hucreleri, ¢ok
cekirdeklidir ve hiicre gaplar1 20—100 pm arasi degisir. Foksiyonlarindan dolay1 makrofaj
tird hiicre olarak kabul edilen osteoklastlar, mononuklear fagositer sisteme dahil
hlcrelerdir ancak fagositoz yapmazlar. Kemik yikimindan sorumludurlar. Osteoklastlarin
icerdikleri kollegenaz ve diger proteolitik enzimler kemigi rezorbe edici 0zelliktedir.
Kemik yuzeylerinde yer alan howship lakiinalar1 adi verilen bosluklarda bulunurlar.
Yasam sureleri 3-4 haftadir. Osteoklastlarin rezorpsiyon alanlarini belirleyen sinyal
mekanizmas1 henliz anlasilmis degildir. Osteoblastlarla beraber osteoklastlar, kemigin
mekanik etkenlere bagl olarak sekillenmesinde rol oynar.”2%6°

Osteoprogenitdr hicreler mezenkim kaynaklidir. Bu hucreler periostun i¢
yuzeyinde, kemik yizeylerinde ve kompakt kemigin vaskuler kanallarinda bulunur.
Osteoprogenitor hucreler inaktif kemik yizeylerini 6rten diiz, ig seklinde hicrelerdir.

Osteoblastlarin prekirsér hicreleri olabilecekleri diistintilmektedir. Blylime sirasinda
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aktif olan osteoprogenitor hiicreler, eriskin hayatinda kirik iyilesmesi veya farkli tipteki
yaralanma durumunda aktive olurlar, ihtiyac halinde osteoblast veya osteoklast gibi diger
tip kemik hiicrelerine dontisebilirler. Bu hiicrelerin kemik dokusundaki gorevleri ve hangi
basamakta aktive oldugu hakkinda yeterli bilgi yoktur.”?

Kemik metabolizmasi esas olarak iki hucre tipinin koordine hareketleriyle
gerceklestirilir. Kemik sentezleyen osteoblastlarin ve kemikte rezorpsiyon yapan
osteoklastlarin etkilesimiyle olmaktadir. Her iki hiicre tipinin kemik metabolizmasi
aktivitelerinde kokli rollerine ek olarak, birbirlerini capraz olarak etkileyebileyen
farklilasma sekilleri de oldugu bilinmektedir. Bu baglamda osteoblastlarin,
osteoklastojenik suregte, 0zellikle makrofaj-koloni uyarict faktorin (M-CSF) sentezini
ve nikleer faktor B ligandinin (RANKL) reseptor aktivatori olarak osteoklastojenezi
tesvik eden iki onemli faktoriin salgilanmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Ayrica
interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6) kemik rezopsiyon sitokinleri olarak adlandirilir
ve kemik dokudaki rezorpsiyonda major rol oynarlar. Bu iki yapim ve yikim mekanizmasi
karsilikli olarak surekli devam eder ve yeniden sekillenme denilen dongly
olustururlar.”8:21,68.71-75

Insan viicudunda morfolojik olarak ti¢ farkli kemik yapis1 vardir. Bunlar; kortikal
kemik, trabekuler (spongiyoz) kemik ve ags1 (woven) kemiklerdir.

Kortikal kemik tabakasi kemik dokunun en dis kisminda yer alan kalsifiye ve
metabolik aktivitesi diisiik olan bir yapidir. Kompakt kemik olarak da adlandirilan bu
kisim insan vicudunda tim iskelet kutlesinin %80’ini olusturmaktadir. Kortikal tabaka
kemige mekanik destek saglar ve lameller kemik formunda ince kollajen fibrillerden
olusmustur. Kemigin metabolik faaliyetleri daha merkezde yer alan trabekiler ya da
spongiyoz kemik dokusunda olmaktadir. Kortikal kemik diger kemik tlrlerine gére daha

serttir, torsiyon ve bukilmeye karsi daha dayaniklidir. Vaskdlaritesi azdir ve kemik
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metabolizmas1 hiz1 disiiktiir. Kortikal kemikte havers kanallar1 (osteon) vardir, bu
kanallar kemik uzun eksenine paralel yerlesimlidir. havers kanallar1 transvers olarak
birbirine baglanmaktadir bu yolaklara ise volkman kanallar1 denilmektedir. Bu sistemde
kanallarin icinde vaskdler yapilar, sinirler ve lenf damarlar1i bulunur. Havers kanali
etrafinda osteoblastlar cogunluktadir.”®"47°

Trabekdiler kemik ayn1 zamanda spongiyoz kemik olarak da adlandirilir. Iskeletin
%20’sini olusturur, daha az Kkalsifiyedir ve metabolik aktivitesi daha yuksektir.
Spongiyoz kemikte makroskopik olarak gozlenebilen, trabekil adi verilen bosuklar ve
bunlar1 birbirine baglayan septumlar vardir. Spongiyoz kemik dokusunda havers sistemi
bulunmaz. Karmasik yapida fibrilleri, gevsek yapili makriksi ve bu matriks i¢inde kan
damarlar1 ve kemik iligi bulunmaktadir. Kortikal kemige gore daha elastiktir ve daha hizli
kemik dongtistine sahiptir.”%"

Ags1 kemik embriyodaki kemik dokusudur ve lamel icermez. Kirik iyilesmesinde
sirasinda kallus formasyonunda da agsi1 kemik yapist gorullr. Yapisinda organize
olmayan kollajen lifleri ve diizensiz dagilimli mineralizasyon alanlart vardir. Kemigin

yeniden sekillenmesi esnasinda kortikal ya da trabekiiler kemik ile yer degistirir.28:70.74.76
2.5. Kemik Dokuda Yara Iyilesmesi

Kemik iyilesmesi dokunun orjinal yapisin1 ve fonksiyonunu tekrar kazandirmak
icin suregelen basamaklari icermektedir. Kemik dokunun iyilesmesinde de yumusak
doku yaralanmasinda goérulen evreler yer almaktadir. Yumusak dokuda iyilesme skar
formasyonuyla olurken kemik dokuda skar olusumu olmayip direkt kemik dokuyla
iyilesme g0zlenir. Kemik iyilesmesi de (¢ basamakta ger¢eklesmektedir. Bunlar;

enflamatuar, proliferatif ve matiirasyon (remodeling) sathalaridir.%287477.78
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2.5.1. Enflamatuar Evre

Kemik dokuda meydana gelen yaralanmayla birlikte kan, lenf ve doku sivilari
bolgede trombosit agregasyonunu saglar ve hemostatik tikagla birlikte hematom
olusturur. Yara bolgesinde olusan hematom defekt iyilesmesi icin gerekli bircok faktorin
depo ozelligini tasir. Hematom komsu yumusak dokularin arasini doldurarak travma
bolgesinde az da olsa mekanik bir stabilite saglar ve bolgeye prekirsor hicrelerin
gelmesini saglar. Deneysel olarak hematom organize olduktan sonra ¢ikarildiginda
osteojenik uyarinin buyik bir kisminin yok oldugu ©ne siiriilmiistir. Hematom
icerisindeki trombositlerden ve zarar gormiis kemik ve yumusak dokulardan salgilanan
enflamatuar mediatorler kan damarlarinin vazodilatasyonuna, plazmanin hiicre digina
¢ikmasina ve travma bolgesinde ilk 24 saat icinde 6dem olusumuna neden olurlar.
Enflamatuar evrede nétrofil hicreleri basroldedir. Kirik bélgesindeki hematom 48 saat
icinde organize olup fibrinden bir yap1 olusturur ve mevcut enflamasyon pik seviyeye
ulasir ve doku yaralanmasini takiben 1 hafta icinde sona erer. Notrofillerin bolgeye gocu
yaralanmanin 3. veya 4. guninde en ylksek seviyededir. Esas gorevleri fagositoz
yapmak, debrisi ve hasarli dokuyu yok etmektir. 5. giinde dolasimdaki monositlerden
farklilasan makrofajlar baskin hale gelir ve reperatif stire¢ boyunca ortamda bulunmaya
devam ederler. Makrofajlar enflamatuar debrisi fagositoz yoluyla ve hidrolitik enzimler
salarak uzaklastirirlar. Enflamatuar hucrelerden salgilanan IL-1, IL-6, TGF B ve
PDGF’ler hiicre gocu, proliferasyonu ve mezensimal kok hicre farklilasmasinda gorev
alirlar. Enflamasyonda gorev alan hicreler (makrofajlar, monositler, lenfositler ve
polimorfontkleer hucreler) ve fibroblastlar, prostoglandin etkilesimi ile kemige infiltre
olurlar ve anjiogenezden sorumlu sitokinleri salgilar. Bu agsamada son evresinde defekt
bolgesinde grandlasyon dokusu olusumu, vaskiler doku ve mezensimal hiicre goci

baslar. Enflamatuar cevap azalirken nekrotik doku ve eksiida rezorbe olur.7""8
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2.5.2. Proliferatif Evre

Proliferasyon kemik dokuda yaralanmadan hemen sonraki saatlerde baslasa da
yapisal olarak tipik hale gelmesi 7-12 guin strer. Kemik dokuda yaralanmay1 takiben 3.
gunde defekt alaninda yogun mezansimal hiicre mevcudiyeti gdzlenmektedir. Bu evrede
fibroblastlar, vaskuler goce yardim ederek cevre dokulardan bdlgeye mikrovaskiler
blylme gergeklesir. Lokal mezensimal hiicreler fibroblast, osteoblastlara farklilasip
kollajen, GAG, glikoprotein ve glikolipid igeren bir ECM olustururlar. Hucresel
farklilagsma, ¢ogalma ve aktivasyon sonucu sonradan remodele olacak kollajen bir matriks
uretilir Boylece kollajen ve zengin kapiller kaynaga sahip granulasyon dokusu olusur.
Vaskiiler gog arttikea, ilk 4-6 haftalik sure iginde osteoidlerin olusumunu takiben defekt
alaninda yumusak kallus meydana gelir. Ilk olusan kemik 6rgii kemiktir ve iyilesmenin
4.-6. haftasma kadar baskin halde gézlenir.”*""78

2.5.3. Matirasyon ve Remodeling Evresi

Kemik iyilesmesinin en uzun siren evresidir ve yillar boyu devam edebilir.
Kemigin metabolik yapisinin korunmasi ve biyomekanik olarak giiclenmesini saglar.
Defekt alaninda kallus olusumundan sonra baslayan osteogenez sureci, osteoblastik
hlcrelerin ¢ogalmasi, yenilenmesi ve farklilasmasiyla devam eder. Farklilasan
osteoblastlar matriksin mineralizasyonunda gorev alirlar. Olusan yeni kemik dokusu
osteoblast ve osteoklastlarin karslikli yapim ve yikimlariyla farklilasmaya ve
sekillenmeye bagslar. BOylelikle hiicreden zengin ve organize olmayan 6rgl kemik

zamanla organize olan lameller kemige déniigtir.”7":"8
2.6. Bitki Ekstraktlarinin Saghk Alaninda Kullanim

Bitkiler yillardan beri ¢ay, baharat ve tedavi amagli olarak tum diinyada oldugu

gibi tilkemizde de siklikla kullanilmaktadir. Ulkemizin cografi olarak Avrupa ile Asya
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arasinda kOpru olmasi, ¢ fitocografik bolgenin kesistigi bolgede bulunmasi, pek ¢ok cins
ve seksiyonun orjin ve farklilasim merkezlerinin Anadolu olusu, ekolojik farklilasma ile
ilgili olarak tir endemizminin ylksek olusu mevcut olan bitkisel floranin zenginligini
agiklamaktadir. Ulkemizde 9000’e yakin farkli dogal bitki tirli bulunmaktadir; ancak, bu

bitki zenginliginden yeterince fayda saglanilamamaktadir.”

Bitkiler; endstride koku ve temizlik malzemesi, gidalarda koruyucu madde, gida
kaynakli hastalik ve zehirlenmelerde antidot, kozmetik sektorde koku ve baharat olarak
kullanilmis olup; ¢esitli hastaliklarin ve enteritlerin tedavisinde ise tibbi amagli olarak
kullanilmigtir. “Fito-" bitki, ‘terapi’ tedavi demektir. Hastaliklardan korunmak amaci ile
bitkilerle yapilan tedavi olarak da tanimlanabilir. Bitkilerin ¢esitli yontemlerle ayristirma
islemleriyle elde edilen, ilag hammaddesi olarak da kullanilan bitki 6zlerine ekstrakt
denilmektedir. Ekstraktlarin kimyasal bilesenleri sebebiyle farkli biyolojik etkileri
mevcuttur ve ¢esitli farmasotik formlar (tablet, kapsul, tentir vb.) halinde
kullanilmaktadir. Etkileri, etken maddelerine gore degismekle birlikte pek ¢ok bitki
ekstraktinin antimikrobiyal, antihelmintik, koloretik, karminatif, antispazmodik, sedatif,
ditretik ve antimutajenik Ozellikleri bulunmaktadir. Antibakteriyel, antifungal,
antienflamatuar  etkilerinden dolayr oral bolge vyara iyilesmesinde siklikla
kullanilmaktadir.”-8!

Yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiledigi 6ne suriilen hipotezlerden biri bakteri
varligi olup, bu durumun 6niine gegmek amaci ile farkli antibiyotikler kullanilmaktadir.
Ancak; antibiyotiklerin fazla miktarda kullanimi supraenfeksiyonlara neden olabilir.
Fungal enfeksiyonlar ve direncli patojenler gelisebilir. Bu biylk saglik probleminden
dolayi, ilaclara alternatif olarak yeni tedavi yontemlerinin bulunmasi amaci ile gesitli
arastirmalar yapilmaktadir. T1bbi bitkiler Uzerinde yapilan arastirmalarda esansiyal yaglar

ya da bitki ekstraktlar1 yeni antimikrobiyal ajanlar olarak énerilmektedir.”® Calismalar
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bitki ekstraktlarinin etkinligi Uzerine odaklanmis; ancak, yaptigimiz arastirmalara gore
bu ekstraktlarin oral cerrahi islemlerdeki yumusak doku ve kemik doku Uzerindeki
etkilerini birlikte inceleyen calismaya rastlanilmamustir.

2.6.1. Calismada Kullanilan Bitkiler
2.6.1.1. Equisetum Arvense

Equisetaceae familyasina bagl bir cins olan Equisetum cinsinin diinyada 25,
ulkemizde 7 turd bulunmaktadir. “Atkuyrugu” olarak da bilinen EA, bir metre derinlige
kadar inebilen rizom kokleri olan ve yaklagik 10 mm uzunlugunda ve 4 mm ¢apinda bir
ana govdeye sahip olan pteridofit bir bitkidir. Cok yillik, otsu ve ¢iceksiz bitkilerdir.
Yapraklar1 ¢ok kigiik, pul biciminde ve sivri ucludur. Kok sap1 kirmizi kahverengi ve
siyah renk karisimindadir. Govdesi, silindir bigiminde, siyah-yesil renkli, sert ve igi
bostur. Dikey olarak gelisen ve bogumlu olan gévde sap1 20-60 cm uzunluga ulasabilir.
Bu bogumlardan ¢ok sayida yaprak cikar ve silisyum kristalleri ile kaplidir. Spor ile
cogalirlar. Spor keseleri verimli govdelerinin uglarinda basak seklinde toplanmuistir.
Ozellikle Avrupa, Kuzey ve Orta Amerika’da, ¢ogunlukla Kuzey yarimkiirede yaygin
olarak bulunur. Sicak ve nemli hava kosullarinda yetisir. Tirkiye’de atkuyrugu otu,
zemberekotu, camotu, kirkbogum, tilkikuyrugu otu ve katirkuyrugu otu olarak da taninan
EA nemli topraklardan, tarla aralarindan ve dere kiyilarindan toplanir. EA sulu bolgelerde
yetistiginden Rize’de oldukc¢a yaygin dagilim gésteren bir bitkidir. Toplanacak olgunluga
ulasan bitkiler, 25-60 cm boyunda ve sap1 ince (3-6 mm civarinda) olan tirlerdir. Calilik,
fundalik alanlarda stipurge otu ve ¢coban tUzimi gibi bitkilerin altina saklanarak biydrler.
Bitki dogrudan giineste yasayamaz, ¢ali ve agag altlarinda orman i¢inde yasar. TUrkiye’de
7 farkli tird yetismektedir. EA’nin varsayilan tibbi Ozellikleri eski Yunanlilar ve

Romalilardan beri yaralar1 tedavi etmek icin kullanilmistir. Ayrica; artrit, bobrek
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hastaliklari, kanamali Glserler, hepatit, sarilik ve tuberkiloz i¢in halk arasinda siklikla

kullanilmustir. Avrupa ila¢ sektoriinde de bircok alanda bu bitkinin farkli tdrleri

bulunmaktadir,’%82:83

Sekil 1. Equisetum Arvense

EA’nin sulu ve etanollii ekstraklarinin Staphylococcus, Bacillus, Escherichia coli,
Klebsiella ve Candida turleri Uzerinde antimikrobiyal 6zellikleri oldugu bilinmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda bu bitkinin sulu ve metanollu ekstraktinin suiperoksit anyonlarina
ve hidroksil radikallerine kars1 yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi, ancak kokunin
antioksidan etki bakimindan oldukca yetersiz kaldig: tespit edilmistir. Farelerde yapilan
bir galismada EA’nin Kreatin seviyesini diisiirdiigii ve antidiyabetik 6zelliginin oldugunu
ortaya konulmustur. EA’nin ayrica antienflamatuar, antinosiseptif, antiseptik,
hepatoprotektif, diuretik ve vazodilator etkilere sahip oldugu gosterilmistir. EA’nin

kanama durdurucu etkisi de vardir.'889
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EA’nin kemik metabolizmasini etkiledigi, osteoid dokunun iyilesmesine yardimci
oldugu ve osteoporoz, romatoid artrit gibi baz1 kemik hastaliklarinin tedavisinde
kullanildig1 gézlenmistir. EA’nin bu ozelliginin yuksek silika icerigi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. EA bu elementin bilinen en yilksek konsantrasyonunu
icerir. Boylelikle, sadece kemik enfeksiyonlarmin ve bazi kemik metabolik
hastaliklarinin tedavisinde degil, ayn1 zamanda kemik rejenerasyon yontemlerinde de
potansiyel bir ara¢ haline gelmektedir. Ayrica EA’nin dermis ve epidermisin yeniden
sekillendirilmesinde, damarlanmasinda ve granilasyon dokusu kalinliginda da 6nemli

katkilarinin oldugu tespit edilmistir.’283

EA’nin kimyasal iceriginde aluminyum, demir, kalsiyum fosfat, kalsiyum
karbonat, mangan, potasyum sulfat, potasyum klorid 3-methoxypyridin, malik asit,
oksalikasit ve nadir bulunan dikarbolik asit (equisetol asit) vardir. EA ayrica saponin,
%60-70 silisilik asit (silika), kafeik asit, stirilpironlar, timol, hexahidrofarnesil, trans-
fitol, cis-granil aseton, izokersitrin, kersetin-glikozit, steroller (B-sitosterol, campasterol,
isofucosterol) ve alkaloidler (nikotin, equisetin, quercetin, luteolin, apigenin, palustrin,
paludtridin, izoflavon, flavonol) icerir. EA bitkisinin C ve E vitamini bakimidan zengin
oldugunu ve yiiksek seviyerlerde Cu ve Zn elementi icerdigini saptanmugtir,828392-94

EA’nin kemik hiicre aktivitesinin modulasyonu Gzerindeki etkilerine isaret eden
veriler olmasina ragmen, bu konuda yeterli ¢calismalar mevcut degildir. Insan kemik iligi
hlcre kilturd Gzerinde yapilan bir galismada, EA’nin hidrometanolik ekstraktinin, hiicre
canliligi/proliferasyonunu, bazi osteoblastik biyo-belirteclerin gen ekspresyonunu ve
alkalen fosfataz (ALP) aktivitesini uyarma kabiliyetine sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. EA
icerigindeki silisik asit beyaz kan hucrelerinin artisin1 tesvik eder. Silika kalsiyum
emilimini artirdigindan vicutta daha fazla kalsiyum stoklanmasini saglayarak daha gucli

iskelet ve tendon olusumuna sebep oldugu s6ylenmektedir. 87283
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2.6.1.2. Nigella Sativa

“Siyah tohum”, “siyah kimyon”, *“shonaiz”, “kalajira” ve “¢6rek otu” gibi
dunyada degisik isimlerle tanimlanan NS, Ranunculaceae ailesinden olup ¢icekli yillik
yetisen bir dikotiledondur. NS boliinmiis yapraklar ile 20-90 cm’ye yukselebilir.
Cicekleri belirgin ve beyaz, sar1, pembe, soluk mavi veya soluk mor renktedir. Bitkinin
meyvesi, ¢cok sayida tohumla 3-7 birlesik folikulle doldurulmus biytk bir kapstldir.
Tohumlar keskin, kiglik boyutlu (1-5 mg), koyu gri veya siyah renktedir. Biraz ac1 bir
tadi vardir. 2000 yildan fazla bir suredir Asya, Orta Dogu, Afrika ve Uzak Dogu
ulkelerinde dogal ilag olarak kullanilmig bir bitkidir. NS Giiney Avrupa, Suriye, Turkiye,
Suudi Arabistan, Pakistan ve Hindistan’da yetismektedir. Bitkisel ilaglarda, NS’nin yag:
ve tohumlar1 dislipidemi, ishal ve astim gibi hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla
kullanilmistir.%®

NS bitki ekstraktlar1 birgok farmakolojik etki gdstermektedir. Antimikrobiyal,
antibakteriyel, analjezik, antipiretik, antifungal, antiviral, antiparazitik, antidiyabetik,
antiastmatik, antienflamatuar, antialerjik, antitimoral, antidiyabetik, antioksidan,
antitusif, antikonvilsan, antiobezitik, kardiyoprotektif, nefroprotektif, hepatoprotektif,
gastroprotektif ve pnOmoprotektif etkiler, sut dGretiminin uyarilmas: ve hicresel

metabolizmanin diizenlenmesi gibi birgok etkisinin oldugu gosterilmistir.®
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Sekil 2. Nigella Sativa

Geleneksel olarak, NS tohumu ve yagi lokal anestezik, sarilik, deri hastaliklari,
anoreksi, dispepsi, abdominal rahatsizliklar, amenore, bobrek ve karaciger hastaliklar
icin, dolasim ve bagisiklik sistemi destegi de dahil olmak Uzere gesitli amagclarla
kullanilir. Serbest O2 radikalleri hlicre membranindaki gegirgenligi bozarak nikleik asit,
protein ve enzimler Gizerinde hasara neden olur. NS’nin bir veya daha fazla bileseninin
potansiyel 6zelliklerinden biri de yukarida bahsedildigi gibi antioksidan faaliyetlerinden
dolay1 toksisiteyi azaltmasidir. Yapilan ¢ogu invitro ve invivo ¢alisma, NS’nin farkli
antitoksik ozelliklerini belirlemek igin yapilmistir. Calismalarda NS’nin hicrelere toksik
etkisinin olmadigi da belirlenmistir. NS patojenik Candida albicans’a kars1 oldugu kadar
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptoccus faecalis, Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa gibi pek c¢ok bakteri susuna karsi antibakteriyel etki
gostermistir. En son incelenen literatiirde NS’nin yagi ve onun aktif maddelerinin degisik
immunomodilator ve immunoterap6tik etkilerinden soz edilmekte ve tartisilmaktir. Bu

etki cesitliligi NS’nin igeriginde bulunan aktif bilesenlerden kaynaklanmaktadir.%-%’
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NS’nin kimyasal igeriginde; %34 karbonhidrat, %32-40 yag (%0.4 ugucu yag),
%16-19 temel aminoasit iceren proteinler, A, B, C gibi vitaminler, kalsiyum, potasyum,
selenyum, fosfor, demir, sodyum, bakir, ¢inko, Mg, Ma, Mn gibi mineraller ve %6
oraninda su bulunmaktadir. NS’de yaklasik 32 aktif bilesik tanimlanmistir. Bunlar;
timokinon (TQ), timohidrokinon, p-cymene, karvakrol, 4-terpineol, tanethol, a-pinene,
nigellisin, nigellimine-n-oksit, nigellidine ve hedrin (triterpen)’dir. NS’nin sabit yagi
%32-40 oraninda doymamus yag asitleri igerir. Ugucu yagi ise %0.4 — 0.45 oraninda
doymus yag asitleri icerir. Farmakolojik etkilerden daha ¢ok sabit ve ugucu yagi sorumlu
oldugundan ¢alismalar bu iki etken madde Uzerinde yogunlasmistir. Tohumlarda bulunan
sabit yagin 0zellikle ¢oklu doymamis yag asitleri agisindan zengin olmasinin birgok
farmakolojik etkilerinin olmasin1 sagladigi ©6ne surtulmektedir. NS’nin biyoaktif
bilesenleri ve onlarin miktarlar yetistigi cografik kosullara, depolama kosullarina ve
ekstraksiyon yontemine baglidir. Ornegin, Iran kokenli bir NS esansiyel yag1 %33p-
cymene ve %26.8 timol iceren fenilpropanoidden olustugu, Fas kokenli NS esansiyel yagi

icin monoterpenlerin iistiinliigii bildirilmigtir.%>7-100

TQ, NS’den elde edilen ugucu yagin ana bilesenidir, ¢esitli serbest radikal
olusturucu maddeler tarafindan uyarilan oksidatif hasara kars: Gnemli bir koruyucu etkiye
sahiptir. TQ’nun NS’nin pozitif farmakolojik etki mekanizmasinda, en etkili
bilesenlerinden biri oldugu saptanmistir. Fakat bu etkilerin olusmasinda NS’de bulunan
diger bilesiklerin sinerjik etkileri de vardir ve tim bilesenlerin kombinasyonu NS’nin
farmakolojik aktiviteleri icin gereklidir. NS ekstrakti ve igerigindeki TQ partikilleri
cesitli yaralarda makrofaj hicre sisteminin gelisimini artirarak antitoksik etki de
gostermektedir. Ayrica; TQ’nun akut toksisitesinin diisiik oldugu (LDso 2.4 g/kg)
saptanmistir. TQ’nun sirekli verilmesi sonucunda gorilen tek yan etkisinin hipoglisemi

oldugu gdzlenmistir, %9100
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Kemik dokusu Ca, Cu, P, Fe, Zn, Mg, Ma, Mn, Se, Sr gibi eser elementler icerir
ve bu elementler kemik metabolizmasi ve kemik mineralizasyonunda kilit rollere sahiptir.
NS ekstraktinin kemik iliginde bagisiklik sistemi ile ilgili hiicrelerin sayilarinda artisa
neden oldugu, ayrica myelopoezisi uyardigi gosterilmistir. NS ekstraktinin sistemik
uygulamasi, greft ile dolu bir kemik defektinde kemik rejenerasyonunu artirabildiginden,
kemik defektlerinin onariminda ve rekonstruksiyonunda 6nemli bir ilgi alan1 haline

gelmistir. %%

2.6.2. Bitki Ekstraktlarinin Elde Edilme Yontemleri

Bitkilerdeki biyoaktif molekillerin ortaya ¢ikarilmasi, onlarin kullanilabilmesi
icin ekstraksiyon denilen 6zt ¢ikarma islemine ihtiya¢ duyulmustur. En sik kullanilan

ekstraksiyon yontemleri sunlardir. 1%
2.6.2.1. Soxhlet Ekstraksiyon Ydntemi

Soxhlet ekstraksiyon yontemi, ekstraksiyon sonucu ve Kkalitesinin secilen
cOziiciye bagli oldugu bir ekstrakt elde etme teknigidir. Ozel bir diizenek ile
gerceklestirilen soxhlet ekstraksiyon yoOntemi, kati veya yari katt numuneler igin
uygundur. Yontem 1879 yilinda Franz von Soxhlet tarafindan bulunmustur. Soxhlet
ekstraksiyon yontemi, esas olarak organik bilesiklerin kati 6rneklerinin cevresel

analizlerinde, gida analizlerinde ve fitoterapi analizlerinde kullanilan bir yontemdir, 102102

Ekstrakte edilmek istenen kat1 6rnek, kartus olarak adlandirilan érnek bdlmesine
konulur. Diizenegin alt bolimundeki balon jojeye ¢ozucu (solvent) doldurulur.
Yogunlasmanin etkisiyle 1sitilan ¢ozlictiden ¢ikan buharlar, kondansatére dogru ilerler ve
yogunlasir. Yogunlagsmanin sayesinde 6rnegin lizerine damlayarak kati veya yari kati olan
ornegi 1slatir. Solvent seviyesi sifonun en st noktasina ulasinca tim 0Ornek bolmesi

bosalarak solvent sisesine geri damlamaya baslar. Bu sayede sicak solvent birkac kere
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ornek icerisinde devir daim yapmaktadir. Bdylelikle solvent sisesinde, elde etmek
istedigimiz Urtin olusmus olur. Bu diizenekte solvent miktar1 az olmamalidir. En az 100-
500 mL kadar biyik sayilabilecek hacimde solvent gereklidir. Ekstraksiyondan sonra
filtreleme islemine gerek duyulmaz. Bu ydntem basit, ucuz ve kolay uygulanabilir bir
yontemdir. Karsilasilan problemlerin ¢ogu diizenegin iyi temizlenmemis olmasindan
kaynaklidir. Kat1 6rnegin slrekli taze ¢coziclyle temas halinde olmasi etkilesimin tekrarli
olmasin1 saglar. Bu sistemle ekstraksiyon zamani 6 saat ile 24 saat arasinda
degismektedir. Ekstraksiyon suresinin uzun olmasi, blylk hacimlerde ¢6ziicu
gerektirmesi ve sicakla bozulabilecek maddelerde c¢alisilamamast bu yontemin

dezavantajlaridir.102-103

2.6.2.2. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon Yontemi

Suiperkritik akiskan, kendi kritik sicaklig1 Uzerinde 1sitilan ve kendi kritik basinci
Uzerinde basing uygulanan karisima verilen isimdir. Stperkritik akigkan ekstraksiyonu
klasik cozlcu ekstraksiyonunda kullanilan sivi  karisimlarinin - 6zelliklerinin
gelistirilmesiyle elde edilen yontemlerden biridir. C6ziicl olarak siklikla CO2 kullanilir.
CO2 ‘nin toksik olmamasi, alev almamasi, ¢evre dostu olmasi, ucuz olmasi gibi
avantajlar1 vardir. Akiskan COz ile kat1 matriks secilen superkritik sartlarda etkilesime

girmektedir. Kullanilan ¢ozlctniin yiksek ¢ozme yeteneginin olmas1 gerekmektedir.10%-

104

Yontemde; sivi CO2 pompa yardimiyla ile istenilen basing degerine getirilir.
Akigkan, 1siticida istenilen sicaklik degerine getirilir. Boylelikle kitle transferi
stperkritik akiskanin adsorpsiyon ve difuzyonuyla sipekritik basing ve sicaklik
degerlerine getirilmis olur. Bu akiskan sicakligi sabit tutulan bir ekstrakttre gelir.
Akigkanin fiziksel 6zelligi basing ve sicaklik degisimiyle sivi veya gaz formuna
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doniistiiriilemez. Eksrakte edilecek madde ile temas sonrasinda, stperkritik CO2’de
¢ozlnen karisim bir ayiriciya alinir ve basing diistiriiliir. Basincin disiiriilmesi ile ¢ézme
guciini kaybeden akiskan Urinden ayrilir. Elde edilen drinler, ayiricinin altindaki
bélimden toplanir Sogutucuda sicaklik disiiriilerek CO2 gazinin tekrar kazanimi

yaplhr 101,102,104,105

Yontemin hizli olmasi (20-60 dakika), diisiik solvent tiiketimi (10-20 mL), 1s1sal
olarak kararsiz 6rnekler icin uygun olmasi, sicaklik, basing ve modifikator degistirilerek
yuksek secicilik saglanmasi gibi avantajlar1 vardir. Superkritik akiskan ekstraksiyon
yonteminin farmasotik kimya, polimer analizi, gida analizi gibi genis bir kullanim alani
vardir. Onemli bir nokta ise saflastirma prosesi esnasinda, yagin icerisindeki faydal
bilesikler de kaybolabilir. Endustri sanayi, superkritik tekniklerle daha c¢ok
ilgilenmektedir. Son yillarda ¢ok sayida stperkritik akiskan ekstraksiyon ydnteminin

gelistirilmesi icin calismalar yapilmaktadir, 102105

2.6.2.3. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Yontemi

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi, 6zellikle bitki ekstraksiyonunda ve
ekstraksiyonun analitik 6lcimiinde en gelismis yontemlerden biridir. Mikrodalga, iyonize
olmayan elektromanyetik dalgalarin spektrumu icerisindeki infrared ve radyo frekansi
arasinda yer alir. Mikrodalgalar frekanst 300-300.000 MHz arasinda degisen
elektromanyetik dalgalardir. Dogal Urunlerde 2500-75.000 MHz’de ekstraksiyon
gerceklestirilmektedir. Cozlclnln igerigine, bitkinin igcerigine ve elektromanyetik dalga
giiciine bagh olarak degisen enerji araliklar1 vardir.1021%

Mikrodalga 1simasi, ekstraksiyon solventini ve 6rnegi 1sitmak icin kullanilir.

Klasik yontemler 1s1 iletimini temas ile saglarken, bu yontemde mikrodalgalar 6rnegi

molekdler dizeyde 1sitmaktadir. Mikrodalga destekli ekstraktorlerin agik ve kapali olarak
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2 turl vardir. Agik olan tirde; atmosferik basingta, kapali tirde; yilksek basing ve

sicaklikta galigma yartiltr, 201202107

Bu ekstraksiyonda partikil boyutunun ve ¢6ziict seciminin biyik 6nemi vardir.
Kicuk boyutlu partikillerin yuzey alani fazla oldugundan, 6rnek ile ¢ozicunin etkilesimi
fazladir. Ekstraksiyonu sorunsuz bir sekilde gergeklestirmek icin solvent secimi oldukca
onemlidir. COziucunin dielektrik sabitinin yiksek olmasi, mikrodalga enerjisini iyi
absorplamasi, solventin mikrodalga 1simasini absorplamasi, solventin érnekle etkilesimi
ve ornegin solventteki cozinirligii dikkat edilmesi gereken hususlardir. Polaritesi
acisindan uygun c¢oziciler etanol, su, metanoldur. Mikrodalga destekli ekstraksiyon
yonteminin, Urdnin filtreden gecirilmesi, santrifijlenmesi ve ugucu bilesiklerin
kullanilamamasi gibi dezavantajlari vardir. Az miktarda ¢6ziicii kullanilmasi, hizli, basit
101,102,107

Ve ucuz olmasi ise yontemin avantajlarindandir.

2.6.2.4. Ultrason Destekli Ekstraksiyon Yontemi

Ultrasonik ekstraksiyon olarak da adlandirilir. Bu ekstraksiyon yontemi, 20 kHz
uzerindeki frekanslarda ses dalgalarinin titresimleriyle ¢aligir. Stvinin iginden gegen bu
titresimler sivinin i¢inde bosluk olusumu meydana getirir. Bu boslugun olusmasi
ultrasonik enerji sayesinde olmaktadir. Bu sayede sivi ortamda ¢ok sayida ufak
kabarciklar olusur ve bu kabarciklar katilardan partikillerin kopmasii saglar. Boylece
¢Oziicuiniin istenen ekstrakta difiizyonu kolaylagir,101:108:109

Hem kati1 hem siv1 6rnek hazirlamada ultrasonik ekstraksiyon kullaniimaktadir.
Kat1 orneklerin ekstraksiyonu, su banyosunda ultrasonik radyasyon uygulanmasiyla
gerceklestirilmektedir. Ultrason yapilan bitkinin hicre duvarinin hasar gérmesiyle doku

icerisindeki soluten disar1 ¢ikar. Boylece bitkiden ¢oziiclye dogru gergeklesen bu kiitle
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transferi ekstraksiyon siiresini kisaltir. Islem esnasinda sicaklik artis1 olacagindan, Uriiniin

kalitesinin zarar gérmemesi icin sicaklik devamli olarak kontrol edilmelidir,02103.108

Numune ultrasonik su banyosuna yerlestirilmis bir ekstraksiyon hicresi veya
ultrasonik problu bir su banyosu icine konmaktadir. Bu sistem taze ekstraksiyon
solventinin sirekli olarak ornege pompalandigi, agik bir sistem veya ekstraktin
seyrelmesini engelleyen ekstraksiyon solventinin yeniden dolastigi kapali bir sistem
olarak kullanilabilmektedir. Y®ntemin avantajlari; basit, ucuz, kisa streli, 1siya duyarli
bilesiklerin ekstrakte edilebilir olmasi ve ekstraksiyon kinetiginin hizli olmasidir. Diisiik

sicakliklarda da etkili bir performans gostermektedir.10%:108.110
2.6.2.5. Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyon Yontemi

Basing altinda yiratilen bir ekstraksiyon yontemidir. Yiksek basingla ¢alisilmasi
yuksek sicakliktaki solventin sivi formunu korur. Basing, sivi ile ekstraksiyon
hicresindeki 6rnegin gucli  bir sekilde etkilesmesine olanak vermektedir. Bu
ekstraksiyon tekniginde 50-200°C sicaklik ve 10-15 Mpa basing araliklarinda
gerceklestirilir. Solvent daha yuksek sicakliklarda sivi halde bulunabilir bu da
ekstraksiyonu hizlandirir. Bu nedenle yiiksek sicaklik ve basing ortamina dayanikli aletler
kullanilir. Son derece hizli, fakat maliyetli bir yontemdir.102111.112

Polar bilesiklerin kullanilabilmesi, az miktarda ¢6zucu kullanimi ile
ekstraksiyonun gergeklestirilebilmesi, ekonomik ve cevresel c¢ozlcilerin bu teknikte
kullanilabilmesi (COz, su gibi) yontemin avantajlaridir. YUksek 1s1 gerektirdiginden 1siya
duyarli 6rneklerde kullanilamamasi dezavantajidir. YOntemin pestisitten gidaya kadar

genis bir kullanim alan1 vardir, 102111112
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2.6.2.6. Homojenizator Destekli Ekstraksiyon Yontemi

Homojenizator, hem karistirma hem de ekstrakte edebilen bir cihazdir. Sekilde
yer alan homojenizator cihazinda kat1 6rnek ve solvent yerlestirilerek belirli bir rpm
hizina ayarlanir. EKtraksiyon isleminin siresi ayarlanir. Bu yontemde filtreleme isleminin

ayrica yapilmasi gerekir. Hizli ve diisiik maliyetli bir yontemdir. 113

2.7. Calismada Kullamlan Histolojik ve Biyokimyasal Biyo-belirtecler
2.7.1. Kemik Alkalen Fosfataz

Tum dokularin hiicre membraninda bulunan ALP, fosfat esterini alkali ortamda
yikan bir enzimdir. Ancak gorevi tam olarak bilinmemektedir. Cinko ve magnezyum bu
enziminin fonksiyon gormesi igin gereklidir. Kalsiyum ve fosfat ise ALP enzim
aktivitesini inhibe etmektedir. Saglikli gocuklarda total serum ALP aktivitesinin %90’1
kemik doku kaynaklidir. Saglikli yetiskinlerde ise total ALP seviyesinin yarisi kemik
kaynakli yarisi ise karaciger, bagirsak, bobrek ve plasenta kaynaklidir. Serum ALP
duzeyleri kemik yapiminin bir indeksi olarak kullanilmaktadir. ALP’nin kemik spesifik
izoenzimi olan kemik alkalen fosfataz (BALP) ise osteoblast hiicresinin membranina
yerlesmistir. Kemik disinda; karaciger, salgilanmaktadir. Osteoblastik aktivite esnasinda
kana salindigindan kemik doku yapimini gosteren en iyi belirteclerden biri olarak kabul
edilmektedir. Ayrica kemikle ilgili bir¢cok patolojide (kemik kiriklari, paget hastaligi,
kemik metastazlar1) ALP degeri yuksek gorilmektedir. Bu nedenle kemik patolojilerini
degerlendirmede duyarliligi disiiktir. BALP  kemik dis1  patolojilerden pek
etkilenmemektedir ve bu yizden BALP yiiksekligi osteoblastik aktiviteyi gostermektedir
ve kemik olusumunu degerlendirmede iyi bir biyo-belirtectir. ALP ve BALP kinetik
metodlarla tayin edilir. Ozgiinluk ve kesinlik acisindan en uygun yontem

immunassay’dir. 114120

33



2.7.2. Kemik Sialoprotein

Osteoblastlar tarafindan sentezlenmektedir ve kemik doku organik matriksinin
onemli bir bilesenidir. Sialoprotein; kemik, dentin, sement, kalsifiye kikirdak gibi
mineralize dokularda bulunmaktadir. Kemik sialoprotein (BSP) fosforilizasyon ve
glikolizasyon yoluyla elde edilen non-kollajen anyonik bir hiicre dis1 matriks proteinidir.
Kemik dokuda ve sementte bulunan non-kollajen proteinlerin yaklasik % 8’ini
olusturdugu one siiriilmiistiir. Kemik dokusu ESM proteinleri arasinda yer alan BSP
iskelet gelisimi, kemik homeostazi ve kirik iyilesmesi sirasinda gorev alir. Yapilan in
vivo ve in vitro galismalar BSP'nin kemik doku yapimi esnasinda hidroksiapatit
olusumunu baglatabildigini ve immatir kemigin ekspresyonunu artirdigini
gostermektedir. BSP'nin hidroksiapatit olusumunu indiikledigi, BSP ekspresyonunun
patolojik durumlarda gozlenen mineralizasyon artisiyla da desteklenmektedir. BSP’nin
mevcut biyokimyasal ozellikleri kemik doku mineralizasyonunda hidroksiapatitin
artmasinda ve immatir kemigin mineral yogunlugunun artmasinda rol oynar. BSP
osteoblast farklilagsmasini dogrudan destekleyen matriks iliskili sinyal proteini olarak
islev goOstermektedir. Ayrica, BSP meme karsinomlar1 dahil olmak dzere birgok
patolojideki kemik doku mineralizasyonu ile iliskilendirilmistir. Yeni olusan
osteoblastlarla birlikte, kemik olusumunu tesvik eden hormon ve sitokinlerden salinan
BSP geninin ekspresyonu artarken, kemik olusumunu baskilayan faktorlerle azalir.
Hidroksiapatit baglayic1 poliglutamik asit sekanslari BSP*nin normal ve metastatik
hlcrelerin kemik yiizeyine hedeflenmesi ve baglanmasina aracilik edebilecegi yoniinde
calismalar mevcuttur. Yiksek BSP ekspresyonu yeni kemik olusumunun oldugu
bolgelerde ve kirik onariminda oldugu gibi hizli kemik olusumu gozlenen durumlarda
izlenmektedir. BSP immatir kemik ve sement gibi mineral ve fibrillerin nispeten bol

oldugu bolgelerde lokalize olur. BSP'nin ekspresyonunun immatir kemik olusumundan
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sonra hizla azaldigin1 gdsteren ¢alismalar mevcuttur. Bu nedenle BSP hem fizyolojik hem
de patolojik durumlarda baslangic hidroksiapatit Kristallerinin olusumunda gorev

almaktadir ancak; olgun kemik olusumuna katilim1 su anda belirsizdir 119121-124
2.7.3. Osteokalsin

Osteokalsin gama karboksiglutamik asit (GLA) proteini olarak da bilinir. Kemik
dokuda yogun olarak bulunan nonkollajenaz bir proteindir. Osteoblast hicreleri
tarafindan sentezlenir. Karboksilasyonu ic¢in K vitamini ve sentezinde D vitamini
kullanilir. Sentezin tamamlanmasindan sonra osteokalsinin biylk bir kismi kemik
matriks dokusunda kalmaktadir. Kan dolasimina katilan miktar1 ise kemik yapimini
yansitmaktadir. Osteokalsinin gorevi tam olarak bilinmemekle birlikte kemik dokuda
hidroksiapatit kristalleri ve kalsiyumla baglanarak kalsiyumu tutan ve mineral
depolanmasinda gorev alan bir protein oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Kemik
dokunun remodelling evresinde dnemli rol oynar. Osteogenezisin duyarli ve 6zgilin bir
biyokimyasal belirtecidir. Serum ve plazma dizeylerinin 6lgimi immunassay yontemi
ile yapilir. Serum ornekleri diisiik 1silarda saklanmalidir. Osteokalsin kan diizeylerinin
tespiti metabolik hastaliklarin tanisinda; kalsitonin, vitamin D3 ve kalsitriol tedavisinin
etkinliginin  degerlendirilmesinde  yardimc1  olmaktadir.  Osteokalsin  diizeyi
hiperparatiroidizm, hipertiroidizm ve kemik metastazi olan malignitelerde yukselir.
Osteokalsin dizeyinin distikligii ise; myeloma hastaligi, glukokortikoid tedavisi gibi
kemik yapimiin azaldigi durumlarda goriiliir, 119120125126

2.7.4. Tip I Capraz Bagh N-Telopeptit (NTX)

Kemigin organik materyali, %90-95 oraninda tip | kollajenden olusur. Bag dokusu
ve diger bazi dokular da tip | kollajen igerir. Kemik dokuda kollajenin miktar1 ve dongii
hiz1 daha fazladir. Kollajen fibrilleri birbirleriyle capraz baglarla baglanarak yuksek
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gerilme gulctine sahip kollajen liflerini olusturur. Kollajen molekilinin amino terminal
ve karboksil terminal uglarinda sarmal yapida olmayan N-telopeptit ve C-telopeptit
olarak adlandirilan bélgeler vardir. Bu boélgelerin her biri komsu molekilin helikal
bolgesine ¢apraz baglar ile baglanmaktadir. Tip | capraz bagli N-telopeptit (NTX) kemik
doku tip | kollajenin parcalanma Grinidir. NTX igerdigi ¢apraz baglarin 6zelliginden
dolay1 kemik doku icin daha yiiksek 6zgunlik gosterir. Matur kemik doku kollajeninin
osteoklastlar tarafindan yikimi esnasinda salinir ve degisime ugramadan kemik yikiminin
son drinu olarak idrarla atilmaktadir. Bu nedenle NTX kemik rezorpsiyonunun
6lciminde spesifik ve stabil bir gosterge olarak kullanilmaktadir. Serum NTX ve idrar
NTX diizeyleri tip | kollajenin capraz baglanmis fragmanina karsi antikorlara dayanan
immuinoassaylerle Olculir. NTX dizeyi; osteoporozis, paget, ileri derecede kemik
timorleri, akromegali hiperparatiroidizm ve hipertiroidizm gibi durumlarda artarken;
hipoparatiroidizm, hipotiroidizm ve kortizon tedavisi gorenlerde

azalmaktadir 119120.127,128

2.7.5. Total Oksidan Kapasite

Oksidatif stres, hucresel metabolizma esnasinda olusan reaktif oksijen ve nitrojen
metabolitlerini iceren serbest radikal artigi olarak tanimlanir. Serbest radikaller, kimyasal
olarak aktif molekdller olup; hiicre proteinleri, hiicre membranlar1 ve DNA’ya zarar
verebilirler. Reaktif oksijen derivelerinin; endotelden vazodilatér molekdllerin Gretimini
azaltarak ve vazokonstriktor hormonlarin Uretimini artirarak endotel hasarina sebep
oldugu bilinmektedir. Total Oksidan Kapasite (TOS), tum vicuttaki oksidatif stres
dizeyini goOstermektedir. Bu nedenden o6tird, oksidan radikallerin  ayri ayr
degerlendirilmesinden daha degerlidir. Total oksidan kapasite Ol¢cimu; serum

ornegindeki oksidanlarin, ferrdz iyon-dianisidin kompleksini, ferrik iyona okside etmesi
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prensibine dayanir. Gliserol molekdlleri ile, oksidasyon reaksiyonunun siddeti arttirilir
ve ferrik iyon asidik ortamda ‘xylenol orange’ ile renkli bir kompleks olusturur. Olusan
rengin siddeti spektrofotometrik olarak olcilerek, mevcut serum ornegindeki total
oksidan molekillerin oran1 belirlenir. Mevcut drnek, hidrojen peroksit ile katalizlenerek
her litredeki mikromolar hidrojen peroksit esdegeri olarak belirlenir 129132

2.7.6. Total Antioksidan Kapasite

Tim canlilarda metabolizma sonucu olusan veya disaridan alimi1 olan maddelerin
olusturdugu oksidatif stresin etkilerini notralize etmek amagli bir antioksidan savunma
sistemi vardir. Patolojik durumlar disinda oksidan ve antioksidan sistemler bir denge
halindedir. Viicutta olusan antioksidan sisteminin ¢alismasi, tasinmasi ve dagitilmast igin
kan 6nemli rol oynamaktadir. Antioksidan sisteme blylk oranda plazmada bulunan
antioksidan molekiilleri katkida bulunur. Onemli antioksidan savunma mekanizmalarina;
A, C ve E vitaminleri, ¢esitli enzimler (stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz
ve glutatyon rediiktaz), koenzimler (folik asit, vitamin B1, B2, Bs ve B12), alfa-lipoik asit,
karotenoidler, gesitli minareller (bakir, ¢inko, selenyum) ve koenzim-Q 6rnek verilebilir.
Her bir antioksidanin farkli ¢alisma mekanizmasi vardir. Proteinler plazmanin ana
antioksidan bilesenini olusturmakta olup proteinlerin serbest sulfidril gruplari onlarin
antioksidan cevabindan sorumludur. Alblmin, Grik asit ve askorbik asit ise insan
plazmasindaki total antioksidan durumun %85’inden fazlasini olusturur. Plazmada
antioksidanlar etkilesim icindedir. Bu etkilesimden dolay1 serbest radikallere karsi
antioksidan molekdllerin sinerjistik etkisinin ¢ok daha kuvvetli koruma sagladigi
bilinmektedir. Oksidatif stres mevcudiyetinde, vicuttaki oksidan-antioksidan denge
oksidan tarafa kaymaktadir. Saglikli bireylerde glcli serbest radikal reaksiyonlarina karsi
serum total antioksidan kapasitenin (TAS) %49’unu olusturdugu bulunmustur.

Antioksidan molekiillerin ayr1 ayr1 6lgimu yapilabilmekle beraber antioksidan
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molekdllerin bir arada sinerjistik etki gosterdigi bilinmektedir. Son g¢alismalar TAS
Olciminin yapilmasit daha degerli oldugunu savunmaktadir. TAS 0Olcimi

spektrofotometrik olarak yapilmaktadir,129:130.133.134
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Malzemeler

Bu calismada kemik defektlerinin iyilesmesini incelemek amaciyla; EA’nin jel
kivaminda, NS’nin ise yag formunda ekstraktlar1 kullanilmistir. Ratlarin mandibulasinda
dissiz bolge olarak bulunan mental foramen hizasinda 0.6 mm ¢apindaki paslanmaz celik
rond frezle (Operative carbide Burs, Diameter 0.6 mm, Dentsply) 0.108 mm? (yaklasik
0.2 mm®) hacminde kemik dokusu defektleri olusturulmustur. Defektler korteks ve
medulla tabakalarin1 icine almaktadir. EA ve NS ekstraktlar1 jelatin siingere
(Spongostan®) emdirilerek olusturulan Kavitelere uygulanmustir. Istatistiksel olarak
anlamsiz olabilmesi icin kontrol grubu da dahil tim defektlere spongostan
yerlestirilmistir. Defektlerin olusturulmasi sonrasinda 3/0 polyglactin (Vicryl, Ethicon

Inc., Cincinnati, OH, USA) siitur ile bélge kapatilmustir.
3.2. Dogal ekstraktlarin eldesi

Ordu Universitesi Teknik Bilimler Yiiksekokulu Bitkisel ve Hayvansal Uretim
Bolimi’nde gergeklestirilmistir. Aktardan alinan kurutulmus EA bitkisinin sapli
yapraklar1 un haline gelene kadar &giitiilmiistiir. Ogiitiilen 6rnek, kaba siizge¢ kagid:
uzerine (Whatman Nol) 5-10 gram tartilarak ve siizge¢ kagidi da katlanarak kartusa
alimmis, numunenin ¢ozgen ile kartus disina tasmamasi i¢in zeri yagsiz pamukla
kapatilmistir. Kartus ekstraktore (Velp Scientifica™ Solvent Ekstraktori SER 148 Serisi)
yerlestirilmistir. C6zgen olarak Dietil Eter (etanol/MERCK) kullanilmistir. Cihazda
yapilan programlama neticesinde 110°C ocak sicakliginda, 5 dakika daldirma
(immersion) 40 dakika sifon (washing) ve 5 dakika ¢oziclyl geri kazanim (recovery)

islemleri sirasiyla uygulanmistir. Son olarak kalan ¢6ziclyu uzaklastirmak i¢in 105°C’de
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1.5 saat etlivde bekletilmistir. Elde edilen ekstrakt uygulama zamanina kadar cam petri

icinde +4°C’de muhafaza edilmistir.
3.3. Deney Hayvanlarinin Temini

Bu arastirmada Recep Tayyip Erdogan Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama
Merkezi Etik Kurulu’ndan (2016/35) onay alinmistir. Calisma ayni1 merkezden temin
edilen ortalama 275-350 gram agirliginda 96 adet 11 aylik eriskin erkek Sprague-Dawley
cinsi rat Gzerinden yiritilmistiir. Ayn1 merkezde; hayvanlar sekizerli gruplar halinde
ayr1 ayr1 kafeslere konularak, arastirma boyunca standart kosullar altinda (oda sicakligi
20£1°C, nem %50+10, 12/12 aydmnlik karanlik periyodunda, yem ve su kisitlamasi
yapilmaksizin) ginlik bakima alinmistir. Deney hayvanlarindan rastgele bir segimle

gruplar olusturulmustur.
3.4. Calisma Modeli ve Cerrahi Protokol

Bu calismada iki farkli bitki ekstrakti kullanilmigtir (EA ve NS). Bitki
ekstraktlarinin yumusak doku ve kemik dokusu Uzerinde yarattigi iyilesme farklarinin
kontrol edilebilmesi icin 4 ana grup (84 adet rat) olusturulmustur. Gruplar; kontrol grubu
(21 adet rat), NS ekstrakt1 uygulanacak grup (21 adet rat), EA ekstrakti uygulanacak grup
(21 adet rat) ve bu bitki ekstraktlarinin Karigiminin uygulanacagi grup (21 adet rat) olarak
tasarlanmistir. Bu ana gruplarin herbiri 1., 3. ve 5. hafta sakrifiye edilmek tzere 3 alt
gruba ayrilmigtir. Alt gruplar 1. ve 3. hafta yumusak doku ve kemik doku yara
iyilesmesini; 5. hafta ise kemik dokusu yara iyilesmesini histolojik ve biyokimyasal
olarak degerlendirebilmek icin olusturulmustur. Calisma sonunda kullanilacak olan
istatistiksel yontemin anlamli sonuglar vermesi adina her grupta en az 7 adet deney
hayvani olmasi planlanmistir. Calisma suresince c¢esitli gruplardan 5 adet rat

kaybedilmistir.
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Tim ratlara 50 mg/kg dozunda (i.p) ketamin hidroklorir (Ketalar ®, Eczacibasi
Parke-Davis, Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg dozunda (i.p) Xylazine HCI (Alfazyne ®,
Alfasan International B.V. Woerden, Hollanda) ile sedo-analjezi uygulanmistir. Rektal
1s1lar1 anestezi altindayken duizenli olarak 6lciilerek, viicut 1silarini yaklasik 35°C’de tutan
sicak battaniye (izerine yerlestirilmistir. Anestezi yeterli derinlige ulasinca, her ratin cene
bolgesi povidon iyot ¢ozeltisi ile silinerek aseptik kosullar saglaniimaya caligilmustir.
Standart pozisyona getirilen ratlarda deneysel olarak planlanan cerrahi alana ulasmak igin
agiz icinden yaklasik 1 cm uzunlugunda horizontal periosteal insizyon yapilmistir. Kiiguk
klnt bir periost elevatori kullanilarak mukoperiosteal flep kaldirilmistir. Mandibulaya
ulagildiginda foramen mentalenin anteriorunda kalacak sekilde serum fizyolojik
irrigasyonu altinda tur motoru piyasemenine takili 0.6 mm ¢apindaki paslanmaz celik
rond cerrahi frezle (Code 389202, Dentsply) 0.2 mm? hacminde sert doku igeren, korteks
ve medulla tabakalarini igine alan kemik defektleri olusturulmustur. Ratlarin deneysel
olarak olusturulmus yara bolgesine rastgele secimle; EA ckstrakti, NS ekstrakti ve
EA+NS ekstrakt kombinesi konulmustur. Kontrol grubunda sadece yara dokusu
olusturulmus herhangi bir ekstrakt yerlestirilmemistir. Ekstrakt tasiyicisi olarak
uygulanan Spongostan®’1n istatistiksel olarak anlamsiz sonug verebilmesi igin kontrol
grubunda da bos kaviteye yerlestirilmistir. Bu islemler tamamlandiktan sonra oral
mukoza 3/0 polyglactin (Vicryl, Ethicon Inc., Cincinnati, OH, USA) siiturla primer

kapatilmistir.

Ratlar deney siresinin 1., 3. ve 5. haftasi: sonunda 50 mg/kg dozunda ketamin HCI
ve 3 mg/kg dozunda xylazin HCI enjeksiyonu ile yiksek doz anestezi ile sakrifiye
edilmistir. Doku olusumundaki histolojik ve biyokimyasal degisimleri degerlendirmek

amaciyla gruplar 1., 3. ve 5. haftalarda sakrifikasyon yapilmstir.
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3.5. Histopatolojik Analiz Prosedtru

Islem yapilan mandibula Uzerinde bir miktar yumusak doku icerecek sekilde
cikarilan kemik dokusuna ait materyaller %10’luk formalin ile 36 saat boyunca fikse
edilmistir (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ardindan Morse’s soliisyonunda 36 saat
boyunca dekalsifikasyon islemine tabi tutulmustur. Bir sonraki asamada mandibula
dokusuna ait 6rnekleri artan etil alkol serileri (Merck, Darmstadt, Germany) ve ksilol
(Merck, Darmstadt, Germany) islemlerinin uygulamasindan sonra sert ve yumusak
parafinde (Merck, Darmstadt, Germany) bekletildikten sonra sert parafin ile
bloklanmistir. Elde edilen kesitlerden mikrotom (Leica, RM2125RT, Germany)
kullanilarak 3-5 pum kalinliginda kesitler alinmistir. Elde edilen kesitlere Harris
hematoksilen (Merck, Darmstadt, Germany) ve Eosin Eosin G (Merck, Darmstadt
Germany) boyalar1 uygulanmistir. Preparatlar 1sik mikroskobunda (Olympus BX51,
Olympus Corparation, Tokyo, Japan) incelenerek bulgulara ait fotograflar Olympus

DP72 (Olympus Corparation, Tokyo, Japan) fotograf makinasi ile ¢ekilmistir.
3.6. Immunohistokimyasal (IHC) Analiz Prosediirii

Calismada kemik rejenerasyon biyo-belirtecleri olan alkalen fosfataz (rabbit
polyclonal, ab108337, Abcam, ingiltere) ve kemik sialoprotein (Rabbit Polyclonal,
Ab125227, Abcam, Ingiltere) primer antikorlarmi igeren antikorlar kullanilmustir. Parafin
bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT, Germany) ile kesilen 2-3um’lik kesitler pozitif
sarjli lamlar (Patolab, China) tzerine alinmistir. Bir sonraki asamada kesitler 10 dakika
boyunca %3’luk H202 solusyonun ardindan 15 dakika boyunca sekonder blocking
solusyonunda inkibe edilmistir. Kesitler endojen peroksidaz islemi ardindan primer
antikor soliisyonlarinda 60 dakika ve ardindan sekonder antikor soliisyonunda (Goat
Anti-Rabbit 19gG H&L (HRP), ab205718, Abcam, ingiltere) 10 dakika boyunca inkiibe
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edilmistir. Son olarak go6runtileme icin diaminobenzidine (DAB) chromogen
soliisyonunda inkibe edildikten sonra dokular Harris hematoksilen (Merck, Darmstadt,

Almanya) ile boyanmustir.
3.7. Semi-Kantitatif Analiz

Mandibula dokusuna ait preparatlarda gozlenen histopatolojik degisiklikler
Durmus ve arkadaslarmin mandibula kemigi Uzerine yaptigi histopatolojik kemik
iyilesmesi skorlama (HKIS) metoduna gore Tablo 1.’de gosterildigi gibi skorlanmistir.'*®
Histopatolojik kemik iyilesme skorlama metodunda her bir preparatta rastgele ve cakisma
olmayacak bicimde belirlenmis sekiz farkl: alan iki bagimsiz histopatolog tarafindan ¢ift

kor bir sekilde yapilmistir.

Alkalen fosfataz ve kemik sialoprotein pozitivitesi gosteren kemik dokularinin
degerlendirilmesi Tablo 2.’de gosterildigi gibi analiz edilmistir. Immun pozitif kemik
dokularinin skorlamasi her bir preparatta 25 farkli alan olacak sekilde iki histopatolog

tarafindan ¢aligmanin gruplari bakimindan ¢ift kor olarak degerlendirilmistir.
3.8. Biyokimyasal Analiz

Orneklerin biyokimyasal analizleri Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Biyokimya Laboratuvar’inda yapilmistir. Antikoagiilansiz tiplere alinan
kan ornekleri fibrin olusumunun gergeklesmesi igin yaklasik 1 saat oda sicakliginda
bekletilmistir ve ardindan 2-8°C’de 1000xg 15 dakika santriftij (Heraus 3SR+ Multifuge)
edilmistir. Elde edilen kan serumlar1 (Supernatantlar) ependorf tiiplere (Eppendorf,
Socorex) koyularak biyokimya laboratuvarinda -80°C’de dondurucuda numunelerin
calisildig1 gline kadar muhafaza edilmistir. Numunelerin galisilacagi glinden 24 saat 6nce

ependorflar -80°C derin dondurucudan ¢ikartilmis ve kademeli olarak sirasiyla -20°C ve
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ardindan +4°C’de ¢6zlinmeye birakilmistir. Numunelerin hepsi ayn1 glin ve tek seferde

calisilmastir.
3.8.1. Osteokalsin Duizeylerinin Belirlenmesi

Orneklerin osteokalsin diizeylerinin olcimleri enzime baghi imminosorban
yontem (ELISA) ile Osteokalsin (OC) ticari kiti (Elabscience osteocalcin kiti, katalog
no:E-EL-R0243) kullanilarak gergeklestirilmistir.  TUm reaktifler oda sicakligina
getirildi. Kit icerisindeki standart 1 dakika 10.000xg’de santriftij edilerek ve 1 ml
‘reference standard & sample diluent’ eklenerek 50 ng/mL stok standart olusturulmustur.
Hazirlanan 50 ng/mL standarttan seri dillisyon yapilarak sirasiyla 25, 12.5, 6.25, 3.13,
1.56, 0.78 ng/mL standartlar1 hazirlanmistir ve ‘reference standard&sample diluent’

soliisyonu 0 ng/mL standardi olarak kullanilmstir.

750 ml yikama tamponu hazirlamak i¢in 30 ml konsantre yikama tamponu 720 ml
distile su ile seyreltilmistir. ‘Biotinylated detection ab’ diluent olusturmak igin
kullanmadan o6nce stok tipl santrifiijlenmistir ve ‘100xconcentrated biotinylated
detection ab’ solusyonu ‘1xbiotinylated detection ab diluent’ ile seyreltilerek
hazirlanmistir. ‘Concentrated HRP conjugate working solution’, ise *100xconcentrated
HRP conjugate’, solisyonu ‘1xHRP conjugate diluent’ ile seyreltilerek hazirlanmustir.
Plaka lzerindeki kuyucuklara 100 pl standart veya 100 ul numune ilave edilerek st
kapatilmistir ve 37°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde yikama
yapmadan kuyucuklardaki sivi elimine edilerek her bir kuyucuga 100 ul *biotinylated
detection ab diluent’ ilave edilmistir, hafifce karistirildiktan sonra Ustl kapatilmis ve
37°C’de 1 saat inkibe edilmistir. Daha sonra plakalar hazirlanan yikama soliisyonu ile
otomatik yikayicida U¢ kez yikanmistir. Yikamanin ardindan kuyucuklara 100 ul ‘HRP
conjugate working solution’ ilave edilerek ustl kapatilmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe
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edilmistir. Inkiibasyon bitiminde plakalar hazirlanan yikama soluisyonu ile otomatik
yikayicida bes kez yikanmistir ve ardindan bitiin kuyucuklara 90 ul ‘substrate reagent’
eklenip Ustl kapatilarak karanlikta 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Butin
kuyucuklara 50 ul ‘stop solution’ eklenmistir (Renk maviden sariya dontismiistiir) ve
plaka 450 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu cihazinda (Thermo Multiscan Go)

okutularak absorbanslar belirlenmistir.
3.8.2. NTX Duzeylerinin Belirlenmesi

Orneklerin NTX diizeylerinin 6lgtimleri enzime bagli immiinoassay yontem
(ELISA) ile NTX ticari kiti (Elabscience NTX kiti, katalog no:E-EL-R0276) kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Tim reaktifler oda sicakligina getirilmistir. Kit icerisindeki standart
1 dakika 10.000xg’de santrifiij edilerek 1 ml ‘reference standard&sample diluent’
eklenerek 200 ng/mL stok standart olusturulmustur. Hazirlanan 200 ng/mL standarttan
seri dilusyon yapilarak sirasiyla 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 ng/mL standartlari
hazirlanmistir ve ‘reference standard&sample diluent’ solisyonu 0 ng/mL standardi

olarak kullanilmistir.

750 mL yikama tamponu hazirlamak igin 30 mL konsantre yikama tamponu 720
mL distile su ile seyreltilmistir. ‘Biotinylated detection ab diluent’ olusturmak igin
kullanmadan 6nce stok tlpu santrifiijlenmis ve ‘100xconcentrated biotinylated detection
ab solisyonu’ ‘1xbiotinylated detection ab diluent’ ile seyreltilerek hazirlanmistir.
Konsantre HRP konjugat c¢alisma sollsyonu ise ‘100xkonsantre HRP konjugat

soliisyonu’ ve *1xHRP konjugat diluent’ ile seyreltilerek hazirlanmustir.

Plaka tizerindeki kuyucuklara 100 pl standart veya 100 ul numune ilave edilerek
(istil kapatilmis ve 37°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde yikama

yapmadan kuyucuklardaki sivi elimine edilerek her bir kuyucuga 100 ul *biotinylated
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detection ab diluent’ ilave edilmistir. Hafifce karistirildiktan sonra Ustl kapatilarak
37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra plakalar hazirlanan yikama soltisyonu ile
otomatik yikayicida U¢ kez yikanmistir. Yikamanin ardindan kuyucuklara 100 ul ‘HRP
conjugate working solution’ ilave edilerek Usti kapatilmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon bitiminde plakalar hazirlanan yikama soliisyonu ile otomatik
yikayicida 5 kez yikanmig ve ardindan bitin kuyucuklara 90 ul ‘substrate reagent’
eklenerek (st kapatilmis ve karanlikta 37°C’de 15 dakika inkibe edilmistir. Bitin
kuyucuklara 50 ul ‘stop solution’ eklenmistir (Renk maviden sariya dontismiistiir) ve
plaka 450 nm dalga boyunda bir mikroplate okuyucu (Beckman-Coulter) cihazinda

okutularak absorbanslar belirlenmistir.
3.8.3. TAS Ol¢limu

Serum TAS duzeyleri Abbott architect c16000 otoanalizori ile Rel Assay Total
Antioksidan Status Test Kiti (Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sz., Tirkiye) kullanilarak
ol¢iilmiistiir. Indirgenmis ABTS molekiilu asidik ortamda (asetat tamponu, 30 mmol/L,
pH:3.6) tek basina H202 kullanilarak ABTS+ molekuliine oksitlenmistir. Yiksek pH
degerinde daha konsantre bir asetat tampon sollisyonu (asetat tamponu, 0.4 mol/L,
pH:5.8) ile diliie edilerek renk kendiliginden yavasca acilmustir. Ornekte bulunan
antioksidanlar konsantrasyonlari ile orantili olarak renkteki a¢ilmay1 bir dereceye kadar
hizlandirmigtir. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenmistir ve renteki agilma hizi
ornekteki total antioksidan kapasite ile ters orantili olarak izlenmistir. Reaksiyon hizi,
total antioksidan kapasite 6l¢ciim yontemleri i¢in geleneksel standart olarak yaygin sekilde
kullanilan Trolox ile kalibre edilmistir ve 6l¢lim sonuglar1 umol Trolox ekivalent/L olarak

ifade edilmistir.1%
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3.8.4. TOS Olgumii

Serum TOS duzeyleri Abbott architect c16000 otoanalizori ile Rel Assay Total
Oksidan Status Test Kiti (Mega Tiyp San. ve Tic. Ltd. Sz., Turkiye) kullanilarak
ol¢iilmiistiir. Ornekte bulunan oksidanlar, Fe*? -o-dianisidine kompleksini Fe*3 iyonuna
okside edilmistir. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan
gliserol molekdilleri ile artirilmistir. Fe* iyonu asidik ortamda ksilenol oranj ile renkli bir
kompleks yapmustir. Olgiim hidrojen peroksit ile kalibre edilmistir ve sonuglar pmol H202

ekivalent/L olarak ifade edilmistir.*
3.9. Istatistiksel Analiz

Calismamizda tim veriler SPSS 18.0 (IBM, Armonk, NJ, USA) istatistik programi
kullanilarak hesaplanmistir. Semikantitatif analizler sonucu elde edilen veriler
maksimum ve minimum degerler g6z 6niine alinarak mediantstandart sapma seklinde
olusturulmustur. Gruplar arasindaki farklar kullanilarak non-parametrik Kruskall Wallis
testi ve bunu takiben bir Tamhane testi uygulanarak analizler yapildiktan sonra, gruplarin
sayisal verileri analize tabi tutulmustur (p degeri <0.05 anlamli olarak segilmistir). Elde
edilen biyokimyasal veriler aritmetik ortalamatstandart sapma seklinde tablolarda
belirtilmistir. Gruplar arasindaki farklar kullanilarak tek yonli varyans analizi (ANOVA)
ve bunu takiben Tukey HSD testi uygulanarak analizler yapilarak gruplarin sayisal verileri

analize tabi tutulmustur (p degeri <0.05 anlamli olarak segilmistir).
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Tablo 1. Histopatolojik Kemik Iyilesme Skoru (HKIS)

Skor Bulgu
| 1 Genis 6dem alanlari |
2 Yaygin derecede akut enflamasyon (%50°den fazla)
3 Az miktarda akut enflamasyon (%50’den az) ve orta

derece granulasyon dokusu (%50’den az)

4 Yaygin graniilasyon dokusu

(%50’den fazla), orta derece fibroz kallus olusumu
(%50°den az)

5 Yaygin derecede fibroz kallus olusumu (%50’den fazla)

6 Yaygin fibroz kallus olusumuna ek olarak (%50°den az) az
miktarda immatur (primer) kemik olusumlarinin gézlenmesi

7 Yaygin immatir kemik olusumlarinin
g6zlenmesi(%50°den fazla)

8 Tamamen immattr kemik
9 Immatiir kemik ve az miktarda olgun (sekonder) kemik
10 Sekonder (lameller) kemik

Tablo 2. immunohistokimyasal (IHC) pozitivite skorlamasi.

Yizde Aciklama IHC pozitivite Skoru

Yok 0

Hafif (+)

Orta (++)
Siddetli (+++)
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular
4.1.1. Kontrol 1. Hafta Grubuna Ait Bulgular

Kontrol 1. hafta grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelendiginde
mandibula kemik dokusunda uygulamanin yapildig: alanlarda ve bag dokusunda yaygin
akut inflamasyon gozlendi. Bunun yaninda yaygin 6dematoz alanlar mevcuttu

(HKIS:1.000.74) (Sekil 3.A,B,C).

Sekil 3.A,B,C. Kontrol grubu 1. hafta mandibula kemik dokusuna ait 1sik mikroskop
goruntusi. A: x200 B: x100 C: x50; Kemik dokusu uygulama alanlarinda (kuyruklu ok),
periodontal ligament ve bag dokusunda yaygin akut enflamasyon izlenmektedir. Bunun
yaninda seyrek kollajen fibriller (ok basi) ve yaygin 6demattz alanlar gozlenmektedir
(HKIS:1.00+0.74). Kemik iligi (stingerimsi) Kompakt kemik (kk); Periosteum (pe). H&E

boyamasi.
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4.1.2. Kontrol 3. Hafta Grubuna Ait Bulgular

Kontrol 3. hafta grubuna ait kesitler 1s1ik mikroskobu altinda incelendiginde genis
06dem alanlarmin yerini fibroz kallus dokusuna ve akut inflamasyon alanlarinin yerini
grantllasyon dokusuna biraktigi gézlendi. Bunun yaninda mandibula kemik dokusunda

az da olsa osteoblastik aktivite alanlar1 izlenmistir (HKIS:2.00+0.64) (Sekil 2A,B).

Sekil 4.A,B. Kontrol grubu 3. hafta mandibula kemik dokusuna ait 1sik mikroskop
goruntusi. Yaygin granilasyon dokusu ve fibroz kallus olusumlari gézlenmektedir
(HK1S:2.00+0.64). Graniilasyon dokusu (ok) Fibroz kallus (fk). H&E boyamasi.
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4.1.3. Kontrol 5. Hafta Grubuna Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitler 151tk mikroskobu altinda incelendiginde mandibula
kemik dokusunda ve bag dokusunda yaygin fibroz kallus yapis1 ve immatur (primer)
kemik olusumlar1 gézlendi. Ayrica matlr (sekonder) kemik olusumlar1 da yer yer

meveuttu (HKIS:5.000.76) (Sekil 5A,B).

Sekil 5.A,B. Kontrol 5. hafta grubu mandibula kemik dokusuna ait 151k mikroskop
goruntusd. Yaygin fibroz kallus (fk) ve immatir kemik olusumlar: izlenmektedir. Az
miktarda matir kemik olusumlar1 gézlenmektedir(ok) (HKIiS:5.00+0.76). H&E

boyamasi.
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4.1.4. Equisetum Arvense Tedavisi 1. Hafta Grubuna Ait Bulgular

EA tedavisi 1. hafta grubuna ait kesitler 1s1k mikroskobu altinda incelendiginde
orta derecede fibroz kallus ve graniilasyon alanlar1 saptandi. Yer yer osteoblastik aktivite
g6zlenmesi dikkat c¢ekiciydi. Bunun yaninda az miktarda 6demat6z alanlar mevcuttu

(Sekil 6A,B) (HKIS:3.00+0.64).

Sekil 6.A,B. EA tedavisi 1. hafta grubu mandibula kemik dokusuna ait 1sik mikroskop
goruntust. Uygulama bdlgesinde fibroz kallus ve osteoblastik aktivite (spiral ok)
izlenmektedir. Orta derecede grantlasyon dokusu ve az miktarda 6dematoz alanlar (x)
gozlenmektedir (ok) Stingerimsi kemik (sk) Kollajen fibriller (ok basi) (HK1S:3.00+0.64)
H&E boyamasi.
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4.1.5. Equisetum Arvense Tedavisi 3. Hafta Grubuna Ait Bulgular

EA tedavisi 3. hafta grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelendiginde
cerrahi uygulama bélgesi olan mandibulada orta derecede immatir kemik olusumlari
gozlendi. Bunun yaninda bag dokusunda yaygin fibroz kallus ve orta derecede

granilasyon dokusu varlig: izlendi (Sekil 7A,B) (HKiS:5.00+0.64).

Sekil 7.A,B. EA tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kemik dokusuna ait 151k
mikroskop gorintlsu Defekt bolgesinde yaygin immatlr kemik (ince ok) ve orta seviyede
fibroz kallus (fk) yapis1 izlenmektedir. Granulasyon dokusu (ok).Kemik (sk). Dentin (d).
Periodontal ligament (pl). (HKIS:5.00+0.64). (A: x200 B: x50) H&E boyamas1
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4.1.6. Equisetum Arvense Tedavisi 5. Hafta Grubuna Ait Bulgular

EA tedavisi 5. hafta grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelendiginde
yara bolgesinde yaygin lamellasiz immatur kemik yapisi ve orta derecede lamellali matir

kemik olusumlarmi gézlendi (Sekil 8A,B) (HKiS:6.00+0.46).

Sekil 8.A,B. EA tedavisi 5. hafta grubuna kemik dokusuna ait 1g1tk mikroskop goruntisa.
Defekt bolgesinde yaygin lamellasiz yeni kemik dokusu (kivrik ok) ve lamellali kemik
yapist izlenmektedir. Kemik (k). Graniilasyon dokusu (g) (HKIS:6.00+0.46). H&E

boyamasi.
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4.1.7. Nigella Sativa Tedavisi 1. Hafta Grubuna Ait Bulgular

NS tedavi 1. hafta grubuna ait kesitler 151tk mikroskobu altinda incelendiginde
defekt bélgesinde yaygin akut inflamasyon ve granilasyon dokusu gézlendi. Bunun

yaninda az miktarda fibréz kallus olusumlar1 mevcuttu (Sekil 9 A,B) (HKiS:3.00+0.64).

Sekil 9.A,B. NS tedavi 1. hafta grubunda mandibula kemik dokusuna ait 1s1tk mikroskop
goruntusd. Yara bolgesinde yaygin fibroz kallus yapisi izlenmektedir. Yer yer yeni kemik
dokusu olusumu gozlenmistir (yk). (HKiS:3.00+0.64). H&E boyamast.
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4.1.8. Nigella Sativa Tedavisi 3. Hafta Grubuna Ait Bulgular

NS tedavi 3. hafta grubuna ait kesitler 1s1ik mikroskobu altinda incelendiginde yara
boélgesinde yaygin fibroz kallus ve az miktarda osteoblastik aktivasyon g6zlendi. Bunun
yaninda bag dokusunda az miktarda granilasyon dokusu mevcuttu (Sekil 10)

(HKIS:4.00£0.89).

Sekil 10. NS tedavi 3. hafta grubu mandibula kemik dokusuna ait 1sik mikroskop
goruntusd. Yara bolgesinde yaygin fibréz kallus ve immatir kemik dokusu olusumu
gozlenmektedir (yildiz). Kemik (k). Peridontal Igament (pl). Dentin (d).
(HK1S:4.00+0.89). H&E boyamasi.
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4.1.9. Nigella Sativa Tedavisi 5. Hafta Grubuna Ait Bulgular

NS tedavi 5. hafta grubuna ait kesitler 151tk mikroskobu altinda incelendiginde
defekt bolgesinde yaygin lamellasiz immatir kemik ve az miktarda fibréz kallus

olusumlar1 g6zlendi (Sekil 11 A,B) (HKiS:7.00+0.50).

Sekil 11.A,B. NS tedavi 5. hafta grubu mandibula kemik dokusuna ait 1s1tk mikroskop
goruntust. Defekt bolgesinde yaygin lamellasiz immatir kemik ve az miktarda fibroz
kallus olusumlar1 gozlenmektedir (Sekil 9 A, B) (HK1S:7.00+0.50).

57



4.1.10. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavi 1. Hafta

Grubuna Ait Bulgular

EA+NS kombine tedavi 1. hafta grubuna ait Kkesitler 1s1k mikroskobu altinda
incelendiginde yara bolgesinde yaygin yaygin enflamasyon ve orta derecede graniilasyon

dokusu gozlendi (Sekil 12 A,B) (HKIS:3.0020.54).

Sekil 12.A,B. EA+NS kombine tedavi 1. hafta kemik dokusuna ait 1sik mikroskop
goruntusd. Yara bolgesinde yaygin enflamasyon ve orta derecede granilasyon dokusu
olusumlar1 g6zlenmektedir (HK1S:3.00+0.54).
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4.1.11. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavi 3. Hafta Tedavi

Grubuna Ait Bulgular

EA+NS kombine tedavi 3. hafta grubuna ait Kkesitler 1s1ik mikroskobu altinda
incelendiginde yara bolgesinde yaygin fibroz kallus ve lamellasiz yeni kemik olusumlari
gozlendi. Ozellikle osteoblastik aktivitenin yaygin olmasi dikkat gekiciydi (Sekil 13 A,B)

(HKIS:7.00+0.46).

Sekil 13.A, B. EA+NS kombine tedavi 3. hafta grubu mandibula kemik dokusuna ait 151k
mikroskop gorintusi. Yara bolgesinde yaygin fibroz kallus ve lamellasiz yeni kemik
olusumlan (yildiz) g6zlenmektedir. Yaygin osteoblastik aktivite (kivrik ok). Peridontal
ligament (pl). Kemik (k). (HKiS:7.00+0.46).
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4.1.12. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavi 5. Hafta

Grubuna Ait Bulgular

EA+NS kombine tedavi 5. hafta grubuna ait Kkesitler 1s1k mikroskobu altinda
incelendiginde yara bolgesinde yaygin lamellasiz yeni kemik olusumlari ve orta derecede

lamellal1 kemik olusumlar1 izlenmistir (Sekil 14) (HKiS:8.00+0.54).

Sekil 14. EA+NS kombine tedavi 5. hafta grubu mandibula kemik dokusuna ait 1s1k
mikroskop gorintusi. Defekt bolgesinde yaygin fibroz kallus ve lamellasiz yeni kemik
(y1ld1z) olusumlar1 g6zlenmektedir (Sekil 12) (HKiS:8.00+0.54).
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4.2. Immunohistokimyasal Bulgular
4.2.1. Alkalen Fosfataz
4.2.1.1. Kontrol 1. Hafta Grubuna Ait immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubuna ait mandibula kemik dokusu kesitlerinde hafif derecede alkalen

fosfataz pozitivitesi g6zlendi (AF pozitivite skoru:1.00£0.46; Sekil 15).

i Q
xi éﬁi’;

Sekil 15. Kontrol 1. hafta grubuna ait mandibula kemik doku Kkesitlerinde hafif derecede
AF pozitivitesi izlendi. x40 (AF pozitivite skoru:1.00£0.46).
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4.2.1.2. Kontrol 3. Hafta Grubuna Ait immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol 3. hafta grubuna ait mandibula kemik doku kesitlerinde orta derecede

alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite skoru:2.00+0.64; Sekil 16).

Sekil 16. Kontrol 3. hafta grubuna ait mandibula kemik doku kesitlerinde normal
yapidaki kemik dokusu izlendi. x20 (AF pozitivite skoru:2.00+0.64).
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4.2.1.3. Kontrol 5. Hafta Grubuna Ait immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol 5. hafta grubuna ait mandibula doku kesitlerinde kemik dokusunda orta

derecede alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite skoru:2.00+0.46; Sekil 17).

Sekil 17. Kontrol 5. hafta grubuna mandibulaya ait doku kesitlerinde orta derecede AF
pozitivitesi izlendi. x20. (AF skoru:2.00+0.46).
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4.2.1.4. Equisetum Arvense Tedavisi 1. Hafta Grubuna Ait

Immunohistokimyasal Bulgular

EA tedavisi 1. hafta grubuna ait doku kesitlerinde kemik dokusunda az miktarda

alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite skoru:1.00+0,46; Sekil 18).
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Sekil 18. EA tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde az seviyde alkalen
fosfataz pozitivitesi izlendi. A: x4, B: x20. (AF pozitivite skoru:1.00+0.46).
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4.2.1.5. Equisetum Arvense Tedavisi 3. Hafta Grubuna Ait

Immunohistokimyasal Bulgular

EA tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda orta

derecede alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite skoru:2.50+0.54; Sekil 19).
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Sekil 19. EA tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde orta derecede alkalen
fosfataz pozitivitesi izlendi. x40 (AF pozitivite skoru:2.50+0.54).
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42.1.6. Equisetum Arvense Tedavisi 5. Hafta Grubuna Ait

Immunohistokimyasal Bulgular

EA tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda yogun

seviyede alkalen fosfataz pozitivitesi izlendi (AF pozitivite skoru:3.00£0.35; Sekil 20).

Sekil 20. EA tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde yogun seviyede alkalen
fosfataz pozitivitesi izlendi. x4 (AF pozitivite skoru:3.00£0.35).
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4.2.1.7. Nigella Sativa Tedavisi 1. Hafta Grubuna Ait Immunohistokimyasal

Bulgular

NS tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda hafif

seviyede alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite skoru:1.50+0.64; Sekil 21).
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Sekil 21. NS tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula doku kesitlerinde hafif seviyede

alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi. x4 (Alkalen fosfataz pozitivite skoru:1.50+0.64).
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4.2.1.8. Nigella Sativa Tedavisi 3. Hafta Grubuna Ait Immunohistokimyasal

Bulgular

NS tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda orta

derecede alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite skoru:2.00+0.54; Sekil 22).

Sekil 22. NS tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde orta seviyede alkalen
fosfataz pozitivitesi izlendi. x4 (AF pozitivite skoru:2.00£0.54).
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4.2.1.9. Nigella Sativa Tedavisi 5. Hafta Grubuna Ait Immunohistokimyasal

Bulgular

NS tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda yogun

alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite skoru:3.00+0.54; Sekil 23).

Sekil 23. NS tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula doku kesitlerinde yogun alkalen
fosfataz pozitivitesi izlendi. x40 (AF pozitivite skoru:3.00+0.54).
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4.2.1.10. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavisi 1. Hafta

Grubuna Ait Immunohistokimyasal Bulgular

EA+NS kombine tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula doku kesitlerinde kemik
dokusunda hafif derecede alkalen fosfataz pozitivitesi izlendi (AF pozitivite

skoru:1.00+0.54; Sekil 24).
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Sekil 24. EA+NS kombine tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde hafif
seviyede alkalen fosfataz pozitivitesi izlendi. x4 (AF pozitivite skoru:1.00+0.54).
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4.2.1.11. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavisi 3. Hafta

Grubuna Ait Immunohistokimyasal Bulgular

EA+NS kombine tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik
dokusunda orta derecede alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite

skoru:2.00+0.64; Sekil 25).

100
um

Sekil 25. EA+NS kombine tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde az

seviyede alkalen fosfataz pozitivitesi izlendi. x4 (AF pozitivite skoru:2.00+£0.64).
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4.2.1.12. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavisi 5. Hafta

Grubuna Ait Immunohistokimyasal Bulgular

EA+NS kombine tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik
dokusunda yogun alkalen fosfataz pozitivitesi gozlendi (AF pozitivite skoru:3.00+0.35;

Sekil 28).

A
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Sekil 26. EA+NS kombine tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde yogun
alkalen fosfataz pozitivitesi izlendi. x4 (AF pozitivite skoru:3.00£0.35).
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4.2.2. Kemik Sialoprotein
4.2.2.1. Kontrol 1. Hafta Grubuna Ait immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubuna ait mandibula kesitlerinde hafif diuzeyde kemik sialoprotein

pozitivitesi gozlendi (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:1.00£0.52: Sekil 27).

Sekil 27. Kontrol 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde hafif diizeyde kemik

sialoprotein pozitivitesi gozlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:1.00+0.52).
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4.2.2.2. Kontrol 3. Hafta Grubuna Ait Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda hafif derece
kemik sialoprotein pozitivitesi izlendi (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:1.00+0.64;

Sekil 28).

Sekil 28. Kontrol 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde hafif dizeyde kemik

sialoprotein aktivitesi izlendi. x10. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:1.00+0.64).
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4.2.2.3. Kontrol 5. Hafta Grubuna Ait Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda orta
duzeyde kemik sialoprotein pozitivitesi gozlendi (Kemik sialoprotein pozitivite

skoru:2.00+0.88; Sekil 29).

Sekil 29. Kontrol 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde orta seviyede kemik

sialoprotein aktivitesi gozlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:2.00+0.88).
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4.2.24. Equisetum Arvense Tedavisi 1. Hafta Grubuna Ait

Immunohistokimyasal Bulgular

EA tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda orta
diuzeyde kemik sialoprotein pozitivitesi izlendi (Kemik sialoprotein pozitivite

skoru:2.00+0.35; Sekil 30).

Sekil 30. EA tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde orta seviyede kemik

sialoprotein aktivitesi izlendi. (0k). x4. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:2.00+0.35).
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4.2.25. Equisetum Arvense Tedavisi 3. Hafta Grubuna Ait

Immunohistokimyasal Bulgular

EA tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda orta
derecede kemik sialoprotein pozitivitesi gozlendi (Kemik sialoprotein pozitivite

skoru:2.00+0.71; Sekil 31).
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Sekil 31. EA tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde orta seviyede kemik

sialoprotein aktivitesi gozlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:2.00£0.71).
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4.2.2.6. Equisetum Arvense Tedavisi 5. Hafta Grubuna Ait

Immunohistokimyasal Bulgular

EA tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda yogun
kemik sialoprotein pozitivitesi saptandi (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:3.00+0.35;

Sekil 32).

Sekil 32. EA uygulamasi1 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde yogun kemik

sialoprotein aktivitesi gozlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:3.00£0.35).
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4.2.2.7. Nigella Sativa Tedavisi 1. Hafta Grubuna Ait Immunohistokimyasal

Bulgular

NS tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda hafif
kemik sialoprotein pozitivitesi izlendi (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:1.50+0.54;

Sekil 33).

Sekil 33. NS tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde hafif seviyede kemik
sialoprotein aktivitesi izlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:1.50+£0.54).
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4.2.2.8. Nigella Sativa Tedavisi 3. Hafta Grubuna Ait Immunohistokimyasal

Bulgular

NS tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda orta
derecede kemik sialoprotein pozitivitesi gozlendi (Kemik sialoprotein pozitivite

skoru:2.00+0.46; Sekil 34).

50 ym

Sekil 34. NS tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde orta derecede kemik

sialoprotein aktivitesi gozlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:2.00+0.46).
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4.2.2.9. Nigella Sativa Tedavisi 5. Hafta Grubuna Ait Immunohistokimyasal

Bulgular

NS tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik dokusunda yogun
duzeyde kemik sialoprotein pozitivitesi gozlendi (Kemik sialoprotein pozitivite

skoru:3.00+0.44; Sekil 35).

Sekil 35. NS tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde yogun kemik
sialoprotein aktivitesi gozlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite skoru:3.00£0.44).
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4.2.2.10. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavisi 1. Hafta

Grubuna Ait Immunohistokimyasal Bulgular

EA+NS kombine tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik
dokusunda orta yogunlukta kemik sialoprotein pozitivitesi oldugu saptandi (Kemik

sialoprotein pozitivite skoru:2.00+0.57; Sekil 36).

Sekil 36. EA+NS kombine tedavisi 1. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde orta
derecede kemik sialoprotein aktivitesi gozlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite
skoru:2.00+0.57).
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4.2.2.11. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavisi 3. Hafta

Grubuna Ait Immunohistokimyasal Bulgular

EA+NS kombine tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik
dokusunda orta seviyede kemik sialoprotein ekspresyonu izlendi (Kemik sialoprotein

pozitivite skoru:2.50+0.54; Sekil 37).

Sekil 37. EA+NS kombine tedavisi 3. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde orta
seviyede kemik sialoprotein aktivitesi izlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite
skoru:2.50£0.54).
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4.2.2.12. Equisetum Arvense ve Nigella Sativa Kombine Tedavisi 5. Hafta

Grubuna Ait Immunohistokimyasal Bulgular

EA+NS kombine tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde kemik
dokusunda yogun kemik sialoprotein pozitivitesi gozlendi (Kemik sialoprotein pozitivite

skoru:3.00+0.46; Sekil 38).

Sekil 38. EA+NS kombine tedavisi 5. hafta grubuna ait mandibula kesitlerinde yogun
kemik sialoprotein aktivitesi gozlendi. x4. (Kemik sialoprotein pozitivite
skoru:3.00£0.46).

84



4.3. Semi-Kantitatif Bulgular
4.3.1. Histopatolojik Kemik Iyilesmesi Skoru

Alman Kestilerde yapilan 6lclimler sonucunda histopatolojik kemik iyilesme
skorlarinm (HKIS) tim kontrol gruplarinda ilerleyen haftalar icinde anlamli degisimler
gosterdigi izlendi (Kontrol 1. hafta grubu HKIS: 1.0+0.74, kontrol 3. hafta HKIS:
2.00+0.64 ve kontrol 5. hafta HKIS: 5.0+0.76 ) (p<0.05; Sekil 3-5; Tablo 3). Bunun
yaninda kontrol 1. hafta HKIS skoru 1.0+0.74’den EA uygulamas: 1. haftada
3.00+£0.76’e, EA wuygulamasi 3. haftada 5.00£0.64’e, EA uygulamasi 5. haftada
7.00£0.50’e anlamli olarak artmis oldugu go6zlendi (p<0.05; Sekil 3, 6-8; Tablo 3).
Kontrol grubu 1 hafta grubunda HKIS skoru 1.00+0.74’den NS uygulama 1. hafta
grubunda 3.00+0.64’e, NS uygulama 3. hafta grubunda 4.00£0.89’a ve NS uygulama 5.

hafta grubunda 7.00£0.50’ye yiikselmistir (p<0.05; Sekil 3, 9-11; Tablo 3).

Kontrol grubu 3. hafta HKiS 2.00+0.64’den, EA uygulamas:1 3. haftada
5.00+0.64°e, EA uygulamasi 5. haftada 7.00+0.50°e anlamli olarak yiikselmis oldugunu
saptand1 (p<0.05; Sekil 4, 7, 8; Tablo 3). Kontrol grubu 3. hafta grubunda HKIS skoru
2.00£0.64’den NS uygulama 5. hafta grubunda 7.00£0.50’e yiikseldigi gézlendi. Ancak
kontrol grubu 3. hafta HKIS skoru (HKIS skoru 2.00+0.64) NS uygulama 3. hafta
grubunda 4.00+0.89’a artmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmedi
(p>0.05; Sekil 4, 10, 11,; Tablo 3). Kontrol 3. hafta grubuna kiyasla EA 3. hafta grubunda
ve EA+NS 3. hafta grubunda anlaml: artig gozlenirken NS uygulanan 3. hafta grubunda
HKIS degeri 4.00+0.89’a artmasina ragmen; istatistiksel anlamda bir fark gézlenmedi. 3.
haftada EA ve NS gruplari arasinda HKIS acgisindan fark gozlenmezken, EA+NS

kombine tedavi grubu HKIS’in EA ve NS ekstraktlarinin tek basina uygulandig gruplara
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gore daha yiksek degerde oldugu tespit edildi (sirasiyla p<0.05; p>0.05; Sekil 4, 13,

Sekil 4, 10; p>0.05; Sekil 7, 10; P<0.05; Sekil 4, 13).

Ekstrakt uygulanan tiim gruplarda 3. haftada g6zlenen iyilesmenin kontrol 5. hafta
grubuyla ayni oldugu tespit edildi (p>0.05; Sekil 5, 7, 10, 13; Tablo 3). Ayrica NS 1.
hafta iyilesmesi EA 1. haftaya gbre daha az iyilesme gosterirken (istatistiksel olarak
anlamsiz); 3. haftada gozlenen iyilesme skorlarinda NS ekstraktinin EA ekstraktiyla
neredeyse ayni iyilesme oranina ulastigi gézlenmistir (p>0.05; Sekil 6, 7, 9, 10; Tablo3).
Kombine tedavi 3. hafta iyilesmesinin NS 1. ve 3. hafta iyilesme skorlarina gore
istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu go6zlenirken; kombine tedavi 3. hafta
iyilesmesi NS 5. haftayla kiyaslandginda herhangi bir fark bulunmadi (sirastyla p<0.05;

Sekil 9, 10, 13; p>0.05; Sekil 11, 13; Tablo 3).

Kontrol 3. hafta grubu ile ekstrakt uygulanan tim gruplardaki 1. hafta HKIS
degerleri incelendiginde iyilesmede istatistiksel anlamda fark goézlenmedi. (Kontrol 3.
hafta HKIS: 2.00+0.64, EA 1. hafta HKIS: 3.00+0.64, NS 1. hafta HKIS: 3.00+0.64,

EA+NS 1. hafta HKIS: 3.00+0.54) (p>0.05; Sekil 4, 6, 9, 12; Tablo 3).

Kontrol 5. hafta grubunda HKIS 5.00+0.76’dan EA uygulamas1 5. hafta grubunda
6.00+0.46°ya yiikseldigi fakat istatistiksel anlamda fark bulunmadig: izlendi (p>0.05;
Sekil 5, 8; Tablo 3). Bunun yaninda NS 5. hafta ve EA+NS 5. hafta skorlar1 kontrol grubu
5. hafta HKIS (HKIS 5.00+0.76) ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark
gozlendi (p<0.05; Sekil 5, 11, 14; Tablo 3). Kontrol grubu 5. hafta HKiS skoru
(HKIS:5.0£0.76) EA 3. hafta grubu ve NS 3. hafta grubu HKIS (HKiS:4.0+0.89) ve
EA+NS kombine 3.hafta grubu HKIS degerleri benzerdi. (p>0.05; Sekil 5, 7, 10, 13;
Tablo 3). NS uygulama 5. hafta grubunda iyilesme skoru (HKiS:7.0+0.50) kontrol 5.
hafta grubuna (HKIS:5.0+0.76) kiyasla anlamli olarak artmistir (p<0.05; Sekil 5, 11;
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Tablo 3). EA+NS kombine tedavisi tim gruplarmin HKIS skorlar1 kontrol 1., 3. ve 5.
hafta gruplarini HKIS skorlaria kiyasla anlamli olarak artmis oldugu gozlendi (p<0.05;
Sekil 3-5, 12-14; Tablo 3). Bunun yaninda EA+NS kombine tedavi gruplarinda 3.ve 5.
haftalarda gézlenen HKIS skorlarinin yalnizca EA ve NS uygulanan gruplarin 3.ve
5.hafta HKIS’lerine kiyasla anlaml1 olarak artis gdsterdigi saptand1 (p<0.05; Sekil 7, 8,

10, 11, 13, 14; Tablo 3).
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Kontrol grubu 1.hafta

Kontrol grubu 3.hafta

Kontrol grubu 5.hafta

EA grubu 1.hafta

EA grubu 3.hafta

EA grubu 5.hafta

NS tedavisi 1.hafta

NS tedavisi 3.hafta

NS tedavisi 5.hafta

EA+NS kombine tedavisi 1.hafta

EA+NS kombine tedavisi 3.hafta

EA+NS kombine tedavisi 5.hafta

1.000.74 ¢&gnibnrxz

2.0020.64 & &M mp.rox.2

5.00+0.76 & e ik lpry.z b

3.00+0.64 @ &vhmp.rxz

5.000.64 @8 filpr.y.2

6.00+0.46 @& f 010l nsy.p

3.0040.64 2@ Ml prxz

4.00+0.89 4N ijm n.rxz

7.00£0.502 e 9k Ln Y.y

3.00+0.54 D&M bl mp.r.z

7.00£0.46 & &9 nitnsy

8.00£0.54 & &g nilnsy

Kruskal Wallis, Tamhane T2

2p<0.05 Kontrol 1.Hafta grubuna kwyasla,
p<0.05 Kontrol 3.Hafta grubuna kiyasla,
¢p<0.05 Kontrol 5.Hafta grubuna kiyasla,
9p<0.05 EA 1.Hafta grubuna kiyasla,
'p<0.05 EA 3.Hafta grubuna kwyasla,
ip<0.05 EA 5.Hafta grubuna kiyasla,
'p<0.05 NS 1.Hafta grubuna kiyasla,
"p<0.05 NS 3.Hafta grubuna kiyasla,
'p<0.05 NS 5.Hafta grubuna kuyasla,
¥p<0.05 EA+NS 1.Hafta grubuna kuyasla,
p<0.05 EA+NS 3.Hafta grubuna kuyasla,
#p<0.05 EA+NS 5.Hafta grubuna kwyasla,

®p>0.05 Kontrol 1.Hafta grubuna kiyasla,
9p>0.05 Kontrol 3.Hafta grubuna kiyasla,
p>0.05 Kontrol 5.Hafta grubuna kiyasla,
hp>0.05 EA 1.Hafta grubuna kiyasla,
ip>0.05 EA 3.Hafta grubuna kiyasla,
k0>0.05 EA 5.Hafta grubuna kiyasla,
Mp>0.05 NS 1.Hafta grubuna kiyasla,
Pp>0.05 NS 3.Hafta grubuna kiyasla,
$p>0.05 NS 5.Hafta grubuna kiyasla,
*p>0.05 EA+NS 1.Hafta grubuna kwyasla,
“n>0.05 EA+NS 3.Hafta grubuna kyasla,
’p>0.05 EA+NS 5.Hafta grubuna kiyasla,

Tablo 3. Histopatolojik Kemik Iyilesme Skoru (HKiS) Analiz Sonuglari (Ayrintil)
(MediantStandart sapma).
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4.3.2. Alkalen Fosfataz Pozitivite Skoru

Kontrol 3. ve 5. hafta alkalen fosfataz pozitive skorlarinda 1. haftaya gore artis
oldugu gozlendi. Kontrol 3. ve 5. hafta skorlar1 arasinda istatistiksel anlamli bir fark
izlenmedi (sirasiyla p<0.05; p>0.05; Sekil 15-17; Tablo 4). EA 1. hafta grubu ile kontrol
1.ve 3. hafta gruplar1 arasinda alkalen fosfataz pozitivitesinde fark gézlenmedi. EA 1.
hafta grubu kontrol 5. hafta grubuyla kiyaslandiginda EA grubunda alkalen fosfataz
pozitivitesi diistik izlendi (sirasiyla p>0.05; p<0.05; Sekil 15-18; Tablo 4). Kontrol 1.
haftaya gore; EA 3. hafta ve NS 3. hafta gruplar kiyaslandiginda pozitivite skorlarinda

istatistiksel olarak anlamli artis oldugu gozlendi (p<0.05; Sekil 15, 19, 22; Tablo 4).

EA 5. hafta ve NS 5. hafta ALP pozitivite skorlar1 tim kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 15-17, 20,-29;

Tablo 4).

EA ve NS kombine tedavi grubunda 5. hafta ALP pozitivite skorlarmin tim
kontrol gruplarina gore yiikselmis oldugu tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 15-17, 26;
Tablo 4). Sonu¢ olarak ¢alisma gruplarinin hepsinde (EA, NS, EA+NS) 5. hafta ALP
pozitivite skorunda kontrol 1., 3. ve 5. hafta ALP pozitivite skorlarina gore istatistiksel

olarak anlamli artis gozlendi.
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Tablo 4. Alkalen fosfataz pozitivite skorlama bulgular1 (mediantstandart sapma).

Gruplar
Kontrol 1.hafta

Kontrol 3.hafta

Kontrol 5.hafta

EA tedavisi 1.hafta

EA tedavisi 3.hafta

EA tedavisi 5.hafta

NS tedavisi 1.hafta

NS tedavisi 3.hafta

NS tedavisi 5.hafta

EA+NS kombine tedavisi 1.hafta

EA+NS kombine tedavisi 3.hafta

EA+NS kombine tedavisi 5.hafta

Kruskal Wallis, Tamhane T2

AF Pozitivite Skoru |

1.00+0.46% 91k

2.00+0.642 &

2.00£0.46% 4.9k

1.00+0.46% 9.1

2.50+0.54 24

3.00+0.352&b.c.d.h

1.50+0.64¢ !

2.00+0.54 2!

3.00+0.54 2 b.c.d.g.h

1.00+0.54 1k

2.00+0.64 1k

3.00+0.352b.c.d.g.h i

4p<0.05 Kontrol 1. hafta grubuna kiyasla,
bp<0.05 Kontrol 3. hafta grubuna kiyasla,
°p<0.05 Kontrol 5. hafta grubuna kwyasla,

9p<0.05 EA 1. hafta grubuna kiyasla,
®p<0.05 EA 3. hafta grubuna kiyasla,
"0<0.05 EA 5. hafta grubuna kiyasla,
9p<0.05 NS 1. hafta grubuna kiyasla,
"p<0.05 NS 3. hafta grubuna kiyasla,
'p<0.05 NS 5. hafta grubuna kwyasla,

'n<0.05 EA+NS 1. hafta grubuna kiyasla,
Ip<0.05 EA+NS 3. hafta grubuna kiyasia,
kp<0.05 EA+NS 5. hafta grubuna kiyasla
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4.3.3. Kemik Sialoprotein Pozitivite Skoru

Kontrol 5. hafta grubu kemik sialoprotein pozitivite skorunun kontrol 1. ve 3.
hafta gruplarina kiyasla artmis oldugu gozlendi (p<0.05; Sekil 27-29; Tablo 5). EA
tedavisi 1. ve 3. hafta pozitivite skorlar1 arasinda fark gozlenmez iken EA 5. hafta
pozitivite skoru EA 1. ve 3. haftalara gore artis gosterdi ve istatistiksel olarak anlaml
bulundu. NS tedavisi 1. ve 3. hafta pozitivite skorlari arasinda fark gozlenmez iken NS 5.
hafta pozitivite skoru 1. ve 3. haftalara gore artis gosterdi ve istatistiksel olarak anlaml
bulundu (sirasiyla p>0.05, p<0.05; Sekil 30-32; Tablo 5) EA+NS kombine tedavisinde
ilerleyen haftalarda pozitivite skorunda artis gozlendi. Istatistiksel olarak EA+NS 1. hafta
grubuna kiyasla EA+NS 5. hafta grubu pozitivite skorundaki artis anlamli olarak gorildu

(p<0.05; Sekil 36-38;Tablo 8).

EA 1. hafta kemik sialoprotein pozitivitesi skoru kontrol 5. hafta grubuyla
kiyaslandiginda benzer bulundu (p>0.05; Sekil; 29, 30; Tablo 5). NS tedavi 5. hafta grubu
kemik sialoprotein skorunun tim kontrol gruplarina gore anlaml artis gosterdigi izlendi
(p<0.05; Sekil; 27-29, 35; Tablo 5). Ayrica EA+NS 3. hafta (Kemik sialoprotein
pozitivite skoru; 2.50+0.54) ve 5. hafta (Kemik sialoprotein pozitivite skoru; 3.00+0.46)
gruplart tim kontrol gruplariyla kiyaslandiginda kombine tedavi gruplari sialoprotein
pozitivite skorlarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu tespit edilmistir (p<0.05;

Sekil; 27-29, 37,38; Tablo 5).
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Tablo 5. Kemik sialoprotein pozitivite skorlama bulgular: (mediantstandart sapma).

Kruskal Wallis, Tamhane T2

4p<0.05 Kontrol 1. hafta grubuna kiyasla,
Pp<0.05 Kontrol 3. hafta grubuna kiyasla,
‘p<0.05 Kontrol 5. hafta grubuna kwyasla,
9p<0.05 EA 1. hafta grubuna kiyasla,
®p<0.05 EA 3. hafta grubuna kiyasla,

fp<0.05 EA 5. hafta grubuna kiyasla,
9p<0.05 NS 1. hafta grubuna kiyasla,
"p<0.05 NS 3. hafta grubuna kiyasla,
'p<0.05 NS 5. hafta grubuna kwyasla,
'p<0.05 EA+NS 1. hafta grubuna kiyasla,
Jp<0.05 EA+NS 3. hafta grubuna kiyasla,
Kp<0.05 EA+NS 5. hafta grubuna kiyasla,
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4.4. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

Dental cerrahi frez ile olusturulan kemik ve yumusak dokuyu kapsayan yara
dokusundaki hasar sonucunda serbest oksijen radikallerinin Gretimine baglh olarak gelisen
oksidatif stres belirtecleri incelendiginde; kontrol 5. hafta grubu TOS seviyesinin kontrol
1. hafta grubuna kiyasla anlamli olarak yiikseldigini g6zlendi (Tablo 6; p<0.05). TOS
seviyesinin EA 1. hafta, NS 1. hafta ve EA+NS kombine 1. hafta gruplarinda kontrol 1.
hafta grubuna kiyasla anlamli olarak artmis oldugunu saptandi (Tablo 6; p<0.05). EA,
NS ve EA+NS ekstraktr uygulanan gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda ise 1. ve 5.
haftalarda TOS seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 6;

p>0.05).

Total antioksidan kapasite bakimindan gruplar incelendiginde kontrol 5. hafta
grubu TAS seviyesinin kontrol 1. hafta grubuna kiyasla anlamli olarak azalmis oldugu
izlendi (Tablo 6; p<0.05). EA tedavi grubu, NS tedavi grubu ve EA+NS kombine tedavisi
1. hafta gruplarinin TAS seviyeleri, kontrol 1. hafta grubu TAS seviyesine gore
kiyaslandiginda anlamli olarak artmis oldugunu saptandi (Tablo 6; p<0.05). EA, NS ve
EA+NS ekstrakti uygulanan gruplar kendi aralarinda kiyaslandiklarinda 1. ve 5.
haftalarda TAS seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir (Tablo 6;

p>0.05).

Kemik iyilesmesinin belirteci olan osteokalsin ekspresyonunun kontrol 5. hafta
grubunda kontrol 1. hafta grubuna kiyasla anlamli olarak artmis oldugunu saptandi (Tablo
6; p<0.05). Bunun yaninda EA 1. hafta grubu, NS 1. hafta grubu ve EA+NS kombine
tedavisi 1. hafta gruplart ile kontrol 1. hafta grubu osteokalsin ekpresyonlart
kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi (Tablo 6;

p>0.05). Bunun aksine EA 5. hafta grubu, NS 5. hafta grubu ve EA+NS kombine 5. hafta
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gruplarinin kontrol 1. hafta grubuyla kiyaslamasinda ekstrakt uygulanan gruplarda
osteokalsin ekpresyonlarinda artis gézlendi (Tablo 6; p<0.05).

Osteoklast hiicrelerinin aktivitesinin bir gostergesi olan NTX duzeyleri agisindan
gruplar degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark

saptanmamustir (Tablo 6; p>0.05).
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Tablo 6. Biyokimyasal Analiz Bulgular1 (meanzstandart sapma).

Gruplar TOS TAS
(pmol (pmol

H20: H202
Equivalent/L) Equivalent/L)

Kontrol 1.hafta  93.63+27.04° 0.75+0.36 49.29+14.03 30.65+17.83

Kontrol 5.hafta  59.91+17.07*¢ 1.29+0.11° 58.51+7.283bcd 44.20+5.20

EA tedavisi 1.hafta 63.35+14.60*° 1.69+0.36% 65.40+15.33 43.13+£17.73

EA tedavisi 5.hafta 66.21+18.21%¢ 1.50+0.32°  55.08+7.68%P<d 50.96+17.20°

NS tedavisi 1.hafta 49.20+13.75%¢ 1.62+0.28% 49.43+17.14 16.14+19.73°

NS tedavisi 5.hafta 93.41+13.75%¢ 1.33+0.36° 79.41+11.83bcd 56.24+15.30¢

EA+NS 1.hafta 45.17+25.80%¢ 1.36+0.36° 52.49+21.72 29.18+19.32

EA+NS 5.hafta  28.01+17.74* 1.59+0.28% 65.35+8.712bcd 44.51+13.49°

One way ANOVA, Tukey

4p<0.05 Kontrol 1. hafta grubuna kiyasla,
bp<0.05 EA 1. hafta grubuna kiyasla,
°p<0.05 NS 1. hafta grubuna kiyasla,
99<0.05 EA+NS 1. hafta grubuna kiyasla,
®p<0.05 EA+NS 5. hafta grubuna kuyasla,
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5. TARTISMA

Yara, canli dokunun anatomik ve fonksiyonel bitiinliigiiniin bozulmasidir. Yara
iyilesmesi ise dokuda hemostaz1 takiben enflamasyon, proliferasyon, matiirasyon ve
remodeling islemlerinden olusan hasarli bolgenin anatomik ve fonksiyonel ézelliklerinin
yeniden olusturulmasini amacglayan bir onarim slrecidir. Yara iyilesmesi prosesi
yumusak dokuda ve kemik dokuda ayni basamaklari igerir, sonrasinda degisen

formasyonlarla devam eder.3747:1%7

Yara iyilesmesini etkileyen lokal ve genel sebepler vardir. Bu sebepler iyilesme
basamaklarim1 farkli yolaklarda inhibe ederek fizyolojik iyilesmeyi bozmaktadir.
Enfeksiyon, 6dem, basing, iskemi ve yabanci cisimler enflamatuar fazi uzatarak iyilesme
suirecini olumsuz etkileyen lokal faktorlerdir.t31%° Sistemik hastaliklar, yas, beslenme,
sigara, metabolik patolojiler, radyoterapi ve kemoterapi gibi yara iyilesmesini etkileyen
durumlar ise genel faktorler arasinda say1lir.1*%1% Yara iyilesmesi; yapilan tiim islemlerin
basarisin1 belirleyen bir faktordir. Rutinde uygulanan dis c¢ekimleri, gomull dis
operasyonlari, implant uygulamalari, preprotetik uygulamalar ve ileri cerrahi islemlerin
timiinde; kemik ve yumusak dokunun iyilesme surecleri, basari kriteri olarak ana etkeni

ustlenmektedir.24>-147

Oral mukozadaki yaralar da diger yaralar gibi granilasyon dokusu ve
epitelizasyon formasyonuyla iyilesmektedir. Bakteriyel kontaminasyonun agiz icinde
stirekli olmasindan dolay1 oral bélgedeki cerrahi islemlerde enfeksiyon riski yiksektir ve
iyilesme sirecinde siklikla problemlerle karsilasiimaktadir. 4055148153 By faktorlerin
iyilesme Uzerindeki olumsuz etkilerini azaltabilmek, oral mukozadaki yaralari
enfeksiyondan korumak ve iyilesmeye katki saglamak amaciyla cerrahi operasyon

sonrast olusan defektlerin rekonstriiksiyonunda, implant operasyonu sonrasi veya gesitli
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nedenlerle olusan mukozal dehissenslerin onariminda, metastatik ¢ene hastaliklar1 ve
osteoradyonekroz sonucu ekspoze olmus maksillofasial kemik defektlerinin
kapatilmasinda,®™* preprotetik operasyonlarda,'®>**" yarik dudak-damak olgularinda®®® ve

159,160

oro-antral fistll onariminda yumusak dokunun ve kemik dokunun iyilesmesine

katkida bulunacak materyal ve maddelere gereksinim duyulmaktadir,145-147:161-164

Doku iyilesmesinin lokal ve genel faktorler sebebiyle komplike hale geldigi ve
dogal iyilesme sureclerinin yara sahasin1 kapatmada basarili olamadigi ve kemik
olusumunu stimile etmedigi durumlarda iyilesmeyi en kisa zamanda hizlandiran tedavi
basamaklarinin arastirilmasi konusu halen giincelligini ve 6nemini korumaktadir. Burada
amag, var olan patolojinin en az sekil ve fonksiyon kaybi olmasi kaydiyla hizla normal
dokuya doniistimiinii destekleyen sartlarin saglanabilmesi ve hastanin mevcut durumunu
duzeltmeye yonelik tedavilerin yapilmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda iyilesme siirecine
pozitif etkisinin oldugu diistiniilen bir¢ok farmakolojik ajanin ve bitkisel karigimlarin
arastirilmakta oldugunu gérmekteyiz.'®5-1% Son yillarda popiilaritesi artan fitoterapinin,
cerrahi alanda yumusak ve sert doku iyilesmesi tzerine olan etkisinin incelenmesi esas
almmistir. EA  bitkisinin ¢esitli organlarindan elde edilen 0Ozitlerde; antiseptik,
antioksidan, yatistirici, antidepresan, hipoglisemik, antiditretik ve karaciger
hastaliklaria kars1 koruyucu etki etkilerinin oldugu gériilmiistiir.848687.92.170.171 Ng
bitkisi ise antienflamatuar, antibakteriyel, antifungal, antikonvilsan, antioksidan anti-
oksidatif, antienflamatuar, anti-timor, anti-lserojenik, kemopreventif ve hepatoprotektif
Ozelliklere sahiptir. Genel olarak tim calismalar NS’nin ve ana bilesenlerinin degerli
oldugunu kanitlamaktadir. Tim bu farmakolojik etkilerin farkli enflamatuar hastaliklarda
iyi bir tedavi alternatifi olacagi diisiiniilmektedir.®>%1%° Bu c¢alismada, saglikli rat
modelinde, EA ve NS ekstraktlarinin lokal uygulamasinin, yara iyilesmesi Uzerine

etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
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Deneysel yara olusturulan bir¢cok ¢alismada deney hayvanlar1 kullanilmaktadir.
Yapilan literatir taramalarinda, yumusak doku ve sert dokuya yonelik ¢alismalarda
genellikle rat femur ve kalvarya modellerinin segilmis oldugu gézlenmistir. Schortinguis
ve arkadaslar1 rat mandibulasinda, Zwingerberger ve arkadaslari, He ve arkadaslar1 fare
femurunda, Shirasu ve arkadaslari, Toker ve arkadaslar1 rat kalvaryasinda, Bayat ve
arkadaslar1 kedi maksillasinda, Klaue ve arkadagslar1 koyun femurunda olusturduklar
kemik defektlerinde uygulama yapnuslardir.”®1218 Bu c¢alismada, EA ve NS’nin
yumusak doku iyilesmesindeki etkilerini ve kemik dokusundaki rejenerasyona olan
etkilerini incelemek icin rat mandibuler defekt modeli kullanilmistir. Ctnku her ne kadar
yakin histolojik ozellikler gosterse de femur ve kalvaryanin mandibula ve maksilla
kemiklerini tam olarak taklit edememesi, oral bolgenin kendine 6zgl mikroflorasi,
intraoral bolge mukozasinin ve bag dokusunun farkli 6zellikler barindirmasi sebebiyle,
bu calismada deneyin ratlarda intraoral cerrahi yaklasimla yritilmesine karar

verilmistir.

Yapilan bir hayvan calismasinda Arnebia densiflora bitki ekstraktinin 3. ve 7.
gunde yara uzerindeki iyilestirici 6zelligi incelenmistir. 3. giin sonunda kontrol gruplari
ile bitki ekstraklar1 uygulanan grup arasinda fark gézlenmemistir. Ancak; 7. giin sonunda
ilgili bitki ekstraktinin uygulandigi grupla kontrol gruplari arasinda 6nemli farklar
bulunmustur. Bitki ekstraktinin olusturulan yara bolgesinde iyilesme hizini artirdig ve

bunu antienflamatuar etki géstererek sagladig: belirtilmistir.!"®

Mariano ve arkadaslar1 CHX ve metranidazoliin topikal uygulamasinin ratlarin
palatal mukozasinda yumusak doku iyilesmesini 3., 6. ve 10. giinde degerlendirmislerdir.
Kontrol grubu harici diger tim gruplarda 6. giinde palatal mukoza epitelinin biitiinliigiini

sagladigin1 gozlemlemislerdir.’®® Yapilan tez calismasinda yumusak dokudaki iyilesme
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modelini degerlendirmek icin 1. hafta histolojik ve biyokimyasal degerlendirme

yapilmast uygun goriilmiustiir.

Yapilan ¢alismalarda mandibuler defekti takiben genis 6dematoz alanlar ile eslik
eden akut inflamasyon, grantlasyon dokusu olusumu, fibroz kallus ve immatir kemik
olusumlari gézlendigi bildirilmistir. Han ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada mandibuler
kemik defektini takiben ilk G¢ guin herhangi bir immatir kemik olusumu gézlememekle
beraber defekt modelinin uygulanmasindan 7 giin sonra az miktarda immatir kemik
gelisimi gOzlediklerini ve 5. haftadan itibaren belirgin immattr kemik gelisimi oldugunu
raporlamustir.'®! Bu nedenle bu ¢alismada da immatiir kemik gelisimini izleyebilmek icin

1. haftaya ilaveten 5. hafta ¢calisma grubu olusturulmustur.

Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismada rat mandibuler defekt modelinde
alveoler kemik formasyonu icin terapétik yaklagimlart incelemislerdir. 3. ve 6. haftada
alinan Kkesitlerde implant ve cevresindeki matir kemik arasinda gdzlenen yeni kemik
dokusu olustugunu savunmuslardir.’®? Bu ¢alismada da kemik formasyonunun takibini

degerlendirmek igin ayrica 3. hafta ¢alisma grubu eklenmistir.

Mukoza ve kemik defektlerini kapsayan yaralarda yapilan islemlerin iyilesmeye
etkisinin hicresel anlamda incelenmesinin daha anlamli oldugu yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir. Bu alandaki arastirmalarda deneysel hayvan ¢alismalarinin yapilmasi daha

fazla kabul gormektedir,16.183.184

Isler ve arkadaslarinin rat tibialarinda 3 mm ¢apinda ve 2 mm derinlikte kemik
defekt modeli olusturduklari ¢alismada Ankaferd Blood Stopper (ABS)’nin enfeksiyon,
nekroz, fibrozis ve erken kemik iyilesmesi Uzerine etkilerini incelemislerdir. Dokularin
7. gun histopatolojik degerlendirmesinde ABS uygulanan grupta enflamasyon, nekroz ve

yeni kemik olusumu acisindan kontrol grubuna gore anlamli fark bulunmustur. 8
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EA ve NS’nin antioksidan aktivitesi bircok ¢alismada gosterilmistir. Boylece EA
ve NS ekstraktlar1 serbest radikal kaynakli bircok hastalikta kullanilabilir bir fitoterapi
malzemesi olarak gortlmektedir. Uzun ve arkadaslarinin (2006) yaptigi ¢alismada
erdostein tedavisinin (2 hafta boyunca 20 mg/kg/gin) TAS dizeyini arttirdigini, lipid
peroksidasyonunu azalttig: tespit edildi.!®® Yapilan calismada ise kontrol gruplariyla
ekstrakt uygulanan rat gruplari karsilastirildiginda EA, NS ve EA+NS uygulanan ratlarin
TAS degerleri yiksek olmakla birlikte, bu seviyelerde istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edilmedi.

EA bitkisinin geleneksel olarak organ, doku ve agiz i¢i yaralanmalarinda yaygin
kullanim alan1 vardir.'®” Broudiscou ve arkadaslari (2002) yaptiklari ¢alismada EA bitki
ekstraktinin fermentasyon ve metagenezis yapan bakteriler tizerine etkilerini incelemisler
ve EA ’nin bakterilerde metan Gretiminde inhibitér oldugunu bulmuslardir.®? Mekhfi ve
arkadaslar1 (2004) yaptiklar1 ¢alismada EA’nin antiagregan etkilerinin oldugunu ve bu
etkinin trombin ve ADP miktarin1 belirli dozda artirmak suretiyle gerceklestirdigini
soylemislerdir. Ayni ¢alismada EA bitki 0ziituniin siganlarda antihipertansif etkili oldugu
da goriilmiistiir.'’® Bessa Pereirave ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada metanollii EA
ekstraktinin doza bagimli olarak osteoblastlarin proliferasyonunu artirict etkisi tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda, kemik enfeksiyonlarinda siklikla rastlanan Staphylococcus

aureus’a kars: antibakteriyal etkinlik goriilmiistiir.*

Yapilan birgok ¢alismada EA’nin hidroalkolik ekstraktinin analjezik, sedatif,
antienflamatuar, antiseptik antidepresif, hipoglisemik ve diuretik etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Ayrica insan karacigerine uygulanmasiyla bitkinin hepatit Uzerinde de
olumlu etkileri oldugu saptanmistir. EA’nin tim bu pozitif etkilerinin flavanoidler,
84, 171

steroiller ve diger bilesenlerinden kaynaklanmig olabilecegini One siirmiislerdir.

Calismalarda ayrica, EA bitkisinin su ve etanolle ekstrakte edilen bilesiminin
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antioksidatif etkileri incelenmistir. Etanolden elde edilen ekstraktlarin sudan elde edilene
gore icerik bakimindan daha zengin oldugu gozlenmistir. Antioksidan aktivitenin de yine
EA igcerigindeki flavanoidlerden kaynaklandigi ortaya konulmustur.'®83887 By

calismada da EA’nin etanolden elde edilen ekstrakt: kullanilmastir.

Carneiro ve arkadaslarinin 36 saglikli erkek gonalll Uzerinde yaptiklar: ¢alismada
4 gun boyunca EA ekstrakt1 (900 mg / glin), plasebo (muisir nisastasi, 900 mg / glin) ve
ditretik bir ilag olan hidroklorotiyazid (25 mg / giin) verilen gruplarda EA’nin ditretik
etkileri arastirllmistir. EA’nin didiretik etkisi negatif kontrol grubuna gore oldukca fazla,
hidrokloro-tiyazid uygulanan grupla ise aynm etkiyi gosterdigi bulunmustur. Yiksek
oranda flavonoid, fenolik bilesik ve mineral tuzlari icermesi EA’ nin didretik etkisini
guclendirmektedir. Ayrica igeriginde silika tuzlarinin bol miktarda bulunmasi, EA’ nin

remineralizasyon 6zelligine de sahip olabilecegini gostermektedir.8®

EA bitkisi tibbi kullanimina ek olarak doza bagli olarak toksik etkiye de sahiptir.
Equisetum tdrlerinin toksik etkisinin “thiaminase” kimyasalindan kaynaklandigi
gdsterilmistir.® Oliveira ve arkadaslar1 EA’nim agizdan izole edilen S.mutans tirlerini
inhibe ettigini tespit etmislerdir. EA’nin ayrica stafilokok ve candida turlerine etkili
oldugunu belirtmiglerdir. Yine aymi calismada dort farkli bitkinin sitotoksisitesi
incelenmis, EA bu dort bitki icerisinde %50’den daha ¢ok hiicre 6limiine neden oldugu

icin en sitotoksik bitki oldugu belirtilmistir.*%

Ozay ve arkadaslar1 farelerde yaptiklari bir calismada EA’min 14 ginlik
etkilerinde dermis ve epidermisin yeniden sekillendirilmesinde ve grantlasyon dokusu
kalinhginda 6nemli katkilarinin oldugunu tespit edilmistir.!® Ashrafi ve arkadaslar

tavsanlarda 2. ve 3. haftadaki yumusak doku yara iyilesmesi sirecini histopatolojik olarak
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degerlendirdikleri bir c¢alismada EA eksraktinin c¢inko oksitli kreme gore yara

bityiikliigiinii daha etkili bir sekilde azalttigin1 gérmiislerdir.!

Costa-Rodrigue ve arkadaslarinin yaptiklar: ¢alismada EA’nin hidrometanolik
ekstraktinin insanda osteoklastik aktiviteyi azalttigin1 tespit etmisler ve artmus
osteoklastik aktivite ile birlikte patolojik durumlarda muhtemel bir yararin olabilecegini
ifade etmislerdir. EA’nin insan kemik iligi hiicre kulturlerinde hicre proliferasyonunu,
ALP aktivitesini ve bazi osteoblastik biyo-belirteclerin gen ekspresyonunu uyarma
yetenegine sahip oldugu ve kemik rejenerasyonu ile ilgili potansiyel olarak ilging bir
profil gosterdigi kemik rejenerasyon stratejilerinde tedaviye katki saglayabilecegi
bildirilmistir.”

Bitkisel ¢alismalarin geneline bakildiginda oral cerrahi islemlerde mukozal ve
kemiksel iyilesmeyi incelemek amagli yapilan galismalarin az oldugu goriilmiistiir.
2018°de yayinlanmis olan bir derlemeye gore EA bitkisinin oral yolla verilmesiyle
normal ve fizyolojik olarak kemik ve kikirdak doku sentezini gergeklestirdigi
goriilmistiir. EA’nin prolil-hidroksilaz enzimine olan katalitik etkisiyle patofizyolojik
durumlarda osteoklastogenez inhibisyonu saglayarak kemik rejenerasyonunu artirdigi
distintilmustiir. Deneysel olarak farelerde uzun sire dislerin ve kemiklerin biytimesi
uzerine EA ekstraktinin etkilerini agiklayan kontrollii ¢alismada EA’nin hem kikirdak
hem de kemik dokusunda iyilesme sagladigi goriilmiistiir. EA ekstraktinin ratlarin normal
diyetine eklenmesi ile kemik uzunlugunda, kemik yogunlugunda ve kompaktliginda artis
ile belirgin bir iyilesme oldugu bildirilmistir.’®?> Bu ¢alismada diger ¢alismalardan farkl
olarak oral yolla degil dogrudan kemik (izerine EA ekstrakti uygulamasi yapilmustir.

EA’nin kemik dokusu Gzerindeki mevcut pozitf etkileri bu ¢alismada da izlenmistir.
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NS halk arasinda yaygin olarak kullanilan bir bitkidir. NS bitkisinden elde edilen
ekstraktlar bircok farmakolojik etki gostermektedir. NS’nin, Candida albicans,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptoccus faecalis, Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa gibi pek ¢ok patojenik maya ve bakteriye karsi antibakteriyel
etkinligi gosterilmistir.'®® Aric1 ve arkadaslarmimn yapmis olduklar1 ¢alismada in vitro
olarak NS ekstraktinin antibakteriyel aktivitesi arastirilmis ve 24 farkli bakteriye karsi
antibakteriyel etkisi oldugu goriilmistiir. Bu etkinin timokinon, p-cymene ve karvakrol
bilesenlerinin NS’de yilksek oranda bulunmasiyla iliskili olabilecegi sdylenmistir.!’
Antienflamatuar, antioksidan, antibakteriyel ve benzeri yara iyilesmesini etkileyebilecek
birgok etkisinden dolay1r NS’nin yara iyilesmesine katkida bulanacak alternatif bir ajan

olacagi ileri strtlmektedir,1>99193-19

Serbest Oz radikalleri hiicre icinde mevcut olan nikleik asit, protein ve enzimlerde
hasara neden olur. Invitro olarak yiiriitiilen ¢alismalar; NS tohumlarmin yilan ve akrep
zehirlerinin yaptig1 hemolitik aktiviteyi inhibe ederek H202"nin neden oldugu protein
yikiminda ve dehidratasyonda osmotik frajiliteyi artirarak hicre biitiinliglini
korudugunu gostermistir. NS nin bu aktivitesinin igeriginde bulunan fosfolipidler ve
coklu doymamis yag asitleri ile iliskili oldugu gosterilmistir.1% %7 198 Kanter ve
arkadaslarinin yapmis olduklari bir ¢aligmada spinal kort hasarli siganlarda NS
tedavisinin doku malondialdehit (MDA) seviyesini digiirdiigii gosterilmistir. Ayrica
stperoksitdismutaz  (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT)
enzimlerinin inhibisyonunu 6nledigi ileri siiriilmiistiir.*® Yapilan ¢alismalar NS etanolik
ekstraktinin misir yagiyla kombine kullaniminin, triagilgliseroliin oksidatif basamaginin
inhibisyonu ile eikazonoit yolaginin bozulmasi ile sonuglandigini géstermistir. Ayrica NS
ekstraktinin oral formlarmin ratlarda glutatyon (GSH) ve NO seviyelerini normalize

ettigini ve oksidatif streste iyi bir etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.®>°"1% CCl,4
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ile olusturulan toksisite modelinde NS ekstraktinin serum lipit dizeyinde iyilesme
saglayarak hepatotoksisiteye karsi koruma sagladigi gosterilmistir. Bu etkisini yuksek
olan potasyum ve kalsiyum seviyelerini diistirerek, alt seviyelerde seyreden hemoglobin,
Iokosit ve trombosit degerlerini iyilestirerek gostermistir. Lipid peroksidasyonunu ve
dolayisiyla karaciger enzim seviyelerini disiirerek, non-oksidatif enzim seviyelerini
artirmigtir. NS ekstraktinin  antioksidan aktivite gostererek tavsanlarda CCls ile
olusturulan karaciger fibrozisini onledigi ileri striilmektedir.?%%%! Neveen ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada NS’nin iyi bir radikal temizleyici oldugunu ve boylelikle
hepatik lipid peroksidasyon diizeyini azaltabildigi ve glutatyon-S transferaz gibi hepatik
enzimleri yiikselttigi rapor edilmistir.?%> NS ekstraktimin ana kimyasali olan TQ’ nun
ayrica doza bagimli bir sekilde serebral kortekste MDA diizeyini ve lipit
peroksidasyonunu azaltarak akrilamid toksikasyonunun yol agtigi anomalileri azalttig1
gosterilmistir.?% Tim bu bulgular NS ekstraktinin potansiyel antioksidan etkilerini

gostermektedir.

Akut ve kronik enflamasyon fazlarinda makrofajlar ve noétrofiller tarafindan
salgilanan eikosanoidler, oksidanlar, sitokinler ve litik enzimler vb. cok sayida mediyator
aracilik etmektedir. Nitrit oksit doku hasarina yol acan bir toksik oksidatif maddedir ve
enflamasyonu indukler. Enflamasyona ayni1 zamanda siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimleri aracilik eder. Siklooksijenaz yoluyla, arasidonik asitten prostaglandinler ve
tromboksan  olusurken,  lipooksijenaz ~ yoluyla  l6kotrienlerin ~ formasyonu
sekillenir.193204205  pek cok in vitro calismada NS ekstraktinin enflamasyon
mediyatorlerinin Gretimi Gzerinde inhibitor etkileri bulundugu gosterilmistir. Ornegin,
NS ckstraktinin sigan peritoneal l6kositlerinde kalsiyum ionophore ile stimile edilen
arasidonik asit metabolizmasinin hem siklooksijenaz hem de 5-lipooksijenaz yolaklarini

inhibe ettigi goriilmiistir. NS ekstraktinin interlokin-3 ve interlokin 1-b Gretimini
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artirdig1, lenfositler ve makrofajlar Uzerinden etkisini yiiriittiigii yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. NS ekstraktinin ve igerigindeki TQ’nun 6dem, ensefalomyelit, kolit, artrit
gibi deneysel olarak olusturulmus enflamasyonlarda prostaglandin ve l6kotrien
duzeylerinde artisa neden olarak antienflamatuar etki gosterdigi gozlenmistir. NS
ekstraktinin TQ ile polimorfonukleer l6kositlerin (nétrofiller) in vitro tedavisinin
etkilerinin incelendigi bir baska ¢alismada 5-lipooksijenaz Urunlerinin ve 5-hidroksi-
eikosa-tetra-enoik asit Uretiminin  konsantrasyon bagimli inhibisyon sagladigi
gorilmektedir. Bu nedenle, NS ekstraktinin antienflamatuar etkileri hem siklooksijenaz
hem de 5-lipooksijenaz yolaklarinda inhibisyon yapmasiyla agiklanmaktadir. Yapilan
diger c¢alismalarda lipopolisakkarite yanit olarak gelisen endotoksin sokunda NS
ekstraktinin emilsiyon formunun enjeksiyonu ile endotoksin diizeylerinde anlaml diisiis
gozlenmistir. Enflamasyona verilen immun yanitin derecesi ve potensi, enflamatuar
hlcrelerin mevcut enflamasyon alaninda toplanmasi ile kontrol edilmektedir. NS’nin
enflamasyonu baskilayan inhibitor etkisine aracilik eden mekanizmanin kemokinlerin ve

adhezyon molekiillerinin ekspresyonundaki degisim oldugu diisiiniilmektedir,193:206-211

NS’ nin onemli Ozelliklerinden birisi de immuanomodilator etkinligidir.
Calismalar, yaklagik on yildan beri strekli kullanildiginda NS’nin insanlarda immin
yaniti arttirabilecegini ileri surmektedir. Etkili imminitenin saglanmast i¢in hem
patojenle iligkili molekuler yapilar1 taniyan dogal imminite hem de spesifik antijenleri
taniyan kazanilmig immdanitenin olmasi gereklidir. Yapilan bir calismada 4 hafta boyunca
NS ekstraktinin oral yolla alinmasi ile CD4 /CDs oraninda %55’lik bir artig ve natural
killer hiicre fonksiyonunda %30’luk bir ilerleme gosterilmistir. NS’nin bilesenlerinin T
hlcre aracili immunite Gzerinde glcli potansiyelize edici etkileri ve B hiicre aracili
immiinite tizerinde stpressor etkilerinin bulundugu soylenmektedir. Ornegin, 1 hafta NS

tohumlarinin sulu ekstraktlarin oral yolla verilmesi, kontrol naturel killer hicreleriyle
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karsilastirildiginda, splenik naturel Killer hiicre sayisin1 artirmaktadir. Bu durum NS
ekstraktinin hiicresel imminite ve dogal immdinitenin hiicre fonksiyonlarini da artirma

potansiyeli olduguna isaret etmektedir.?!#214

El-Kadi ve Kandil NS ’nin immun sistem Uzerindeki etkisi incelenmistir ve 2
gunde 1 gram kullammminin T helper ve naturel killer hiicre aktivitesini gelistirdigini
acikca rapor etmistir. NS ekstraktt yanmig yara modelinde yarayi iyilestirmeyi
gelistirmek i¢in kullanilmistir. NS yara iyilesmesini hizlandirdigi, fibroblast ve
keratinosit proliferasyonunu artirdig1 gézlenmistir. NS ekstraktinin ve aktif maddesi olan
TQ’nun pozitif imminomodulator 6zellikleri oldugunu ve bu etkiyi T hicresi ve natural
Killer hucresi araciligiyla sagladigi yapilan galismalarda belirtilmistir. Birgok ¢aligmada
NS ekstraktinin ve aktif bilesenlerinin potansiyel immuinomodilator etkileri oldugunu,
antibakteriyel, antifungal, antihelmintik ve antiviral etkileri kapsayan antimikrobiyal
etkileri gosterdigi rapor edilmistir Yapilan bir ¢alismada NS ekstraktinin farelerin
sitomegalovirlis enfeksiyonuna daha direncli hale gelmesiyle ortaya ¢ikan antiviral
etkisinin makrofaj, CD4 ve CDs hicrelerinden salgilanan IFN-y GOretimini artirarak

sagladi bulunmugtur, 9>-97:100,193:215,216

NS’nin etkili bir antiosteoporotik ajan oldugu sodylenmektedir. Sistemik
uygulamasinin kemik iyilesmesi Uzerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, NS
ekstraktinin sigan kalvaryal defekt modelinde kemik rejenerasyonunu artirdigi
gdzlenmistir.®® Yapilan bir diger hayvan c¢alismasinda ise tavsanlarin dis cekim
soketlerine uygulanan NS ekstrakt grubunun postoperatif 1. haftasinin kontrol grubuyla
karsilagtirilmasinda soketin koronal kisminda bag dokusunun aktif proliferasyonu ve
osteoblast hicrelerinin varlig1 gosterilmistir. NS uygulanan grubun 6. haftasinda ise yara

bolgesinin epitel tabakasiyla kapandigini, kemigin tim servikal bolgeleri doldurdugu
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histolojik ve radyografik (2 boyutlu gérintiileme) olarak gosterilmistir. NS “‘nin dokuda
iltihaplanma belirtileri gdstermeyen inert ve biyouyumlu bir bitki oldugu, epitel
proliferasyonunu artirdigi, osteoblast hiicrelerinin farklilagsmasini ve gogalmasini artirdigi
ileri stiriilmistiir. NS bu etkileri kemik dokuya 6zgu olan osteokalsin, kemik silaoprotein
gibi proteinler lzerinden yaptig1 diisiiniilmektedir.’®* Bu ¢alismada NS’nin kemik doku
etkilerinin incelenmesi amaglanarak olusturulan defekt Uzerine dogrudan uygulanmaistir.
Calismadan ele edilen histolojik ve biyokimyasal bulgular yapilan diger ¢alismalarla

korelasyon gostermektedir.

Yapilan ¢aligmalarda NS igerigindeki TQ’nun akut toksisitesinin ¢ok diisiik
oldugu (LDso 2.4 g / kg) saptanmustir. Timokinonun surekli verilmesi sonucu goérulen tek
etkinin hipoglisemi oldugu ileri surilmektedir.%2" Yilksek LDso degeri, hepatik
enzimlere zarar vermemesi ve tedavi boyunca degerlerindeki stabilitesi NS’ nin tedavide

kullanim giivenilirligi konusunda genis bir alan1 isaret etmektedir.?®

Calismanin 1. hafta HKIS bulgular1 degerlendirildiginde EA ve NS tedavi gruplar
Iyilesmesinin benzer ve kontrol 1. hafta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu,
kombine tedavide gdzlenen iyilesmenin ise kontrol 1. hafta gubuna gore skor degerinin
arttig1 fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur. Kontrol grubunun 3.
haftasindaki HKIS skoruna tim tedavi gruplarinda (EA, NS ve EA+NS) 1. haftada
ulagildig1 gozlenmistir. Bu ¢alismada gozlenen sonuglar kontrol grubunda genis 6dem
alanlar1 oldugunu gostermekte iken tedavi gruplarinda enflamatuar hiicrelerin bolgeye
gelmesinden kaynakli yaygin akut enflamasyon goézlenmistir. Tedavi gruplari kendi
aralarinda incelendiginde ise kombine tedavinin 1. haftasinda g6zlenen kisa streli yogun
akut enflamasyonun hcre proliferasyonunu hizlandirdigr diistiniilmektedir. Kombine

tedavinin 3. haftasindaki iyilesme skorunu EA’nmn 1., 3. ve hatta 5. haftasina gore
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istatistiksel olarak daha yiksek bulunmustur. Kombine tedavinin 3. haftasinda gézlenen
bu iyi sonuglarin hiicre proliferasyonunu ve dolayisiyla doku iyilesme hizimi artirarak
kemik doku olusumunu pozitif etkiledigi ve boylelikle 3. haftada immatir kemik
gbzlenmesine neden oldugu soylenilebilir. Bu etkinin ise EA ve NS’nin tek tek
uygulanmasina gore kombine sekilde uygulanmasimin 1+1>2 (sinerjistik etki) seklinde

etki gosterdigi diistiniilmektedir.

ALP kemik dokunun yapim mekanizmalarint izlemek igin kullanilan bir biyo-
belirtectir. Yapilan son ¢alismalarda kemik alkalen fosfataz (BALP) ve osteokalsinin total
ALP olcuimine gore daha spesifik oldugu soylenmektedir ve bu sebeple BALP ve
osteokalsin olgiimleri gunimuizde daha sik tercih edilmektedir. Menapoza bagh
osteoporozla ilgili yapilan bir c¢alismada ALP dizeylerinin normal saglikli kemik
dokusuna sahip olan grupta ve orta-az derecede osteopdroz gdzlenenen grupta fark
gostermedigi; fakat agir siddette osteoporoz gdzlenen grupta ALP degerlerinin anlamli
fark gosterdigi soylenmistir. Mandibular kortikal genisligin ise ALP ve NTX degerleriyle
iliskili olmadigi bulunmustur. Bu sonugla beraber ALP ve NTX dizeylerinin
menopozdan sonra artmis kemik dongisinl yansitmayabilecegi, geng yasta yiksek

kemik kitlesini ve dongisiini yansitabilecegini belirtmislerdir, 20219

Farelerde kirik iyilesmesi modeli ile yapilan bir ¢alismada Silymarin (Silybum
marianum) bitki ekstraktinin ALP ve osteokalsin ekspresyonunu artirdigi boylelikle
osteoblast farklilagmasini ve kemik biyo-belirteglerinin gen ekspresyonunu tetikleyerek

dogrudan kemik olusturma aktivitesini canlandirabilecegi séylenmistir.??°

Zhu ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada maksillofasiyal fraktirleri olan
hastalarda ALP, kalsiyum, fosfat ve magnezyum degerlerindeki degisimleri
incelemislerdir. Fraktir olan hastalarda saglikli hastalara kiyasla ALP seviyelerinde

108



yukselme oldugu ifade edilmistir. Birden fazla fraktiri hatti olan hastalarin ALP
seviyelerinin tek fraktur hatt1 olan hastalara gére daha yuksek oldugu ve bu sonucun da
travma olan bélgede osteoblastlarin aktivasyonunun daha fazla olmasiyla ortaya ¢iktigini

aciklamiglardir.??

Gerdhem ve arkadaslar1, kemik déngistndn bir belirteci olan idrar NTX duzeyleri
ile ilgili kalca kiriklarinda yuruttikleri ¢alismada, yuksek diizeyde NTX degerleri
saptamuglardir. NTX’in trabekiler kemigi de iceren kirik modellerinde 6ngoriilebildigi
ancak; kalga kirigi modelindeki gibi kortikal kemik yogunlugunda anlamli sonug

vermedigini sdylemislerdir.’"22-225

NTX’in serum ve idrar diizeyleri postmenopozal durumlarda ve kanser gibi kemik
dokunun yikimiyla sonuglandigi vakalarin uzun dénem takibinde kullanilmaktadir. 6
haftalik, 12 haftalik ve yillik takiplerde idrar NTX’in serum NTX’e gore daha anlamli
sonuclar verdigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada ise serum
kemik markerlar1 ve idrar NTX degerlerinin birbirine ayn1 oranda benzerlik gosterdigi
rapor edilmistir. Uzun donem takiplerde serum ve idrar NTX dlzeyleri kemik
rezorpsiyon belirteci olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da immatir kemiklesme
oranlarmin karsilastirilmasi istenerek serum NTX dlzeyleri incelenmistir ve tim
gruplarda 5. hafta NTX dizeyleri 1. haftaya gore ylksek bulunmustur. Bu sonucun
osteoblast ve osteoklastlarin aktivite artisini ve yeni olusan kemik dokunun mattr kemik

dokusuna déniistiigiinii gosterdigini diisiinmekteyiz. 219226

Yapilan literatlir taramasinda kanin oksidatif / antioksidatif durumunu saptamada
oksidanlarin / antioksidanlarin tek tek 6lciminden ziyade toplam oksidan / antioksidan
degerini veren TOS / TAS Olcimunin daha degerli bilgiler verdigi goériilmiistiir. Bu
amacla ¢alismada ratlarda deneysel olarak olusturulan defektlere uygulanan ekstraktlarin
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oksidan / antioksidan etkilerini incelemek icin Erel (2004) tarafindan gelistirilen ve

guniimiizde siklikla kullanilan bir metod olan TAS ve TOS élgiimleri yapilmistir.*?°

Mevcut calismada BALP ve sialoprotein degerleri EA+NS kombine tedavi
grubunda tim kontrol gruplarina gore yiksek bulunmustur. NTX diizeyleri agisindan
gruplar arasinda anlamli fark gdzlenmemistir. Ekstrakt uygulanan tim gruplarda
5.haftada g6zlenen osteokalsin pozitivite skorlar1 kontrol 1. hafta grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Bu bulgular ¢alisma gruplarinda (EA, NS, EA+NS) mukozal iyilesmenin
daha erken tamamlandigini ve kemik doku olusumunun daha erken basladigini
diisiindiirmektedir. 1. hafta HKIS skorlarinda tedavi gruplar1 (EA, NS, EA+NS) arasinda
istatistiksel olarak fark olmamasi, EA ve NS’nin enflamasyon ve granilasyon dokusunu
ayn1 etkide ve benzer oranlarda azalttigin1 gostermektedir. EA tedavisinin 3. haftadaki
degerleri g6z 6nlnde bulunduruldugunda NS tedavisi 3. haftaya, EA ve kontrol grubu 1.
hafta degerlerine gore daha yiksek bulunmasi EA’nin enflamasyona etkili bir ajan
oldugunu disiindiirmektedir. Ayrica NS tedavisi 5. hafta iyilesmesinin 3.hafta
uygulamasina gore anlamli artis gostermesi g6z 6nlinde bulunduruldugunda ise NS’nin
kemik dokuda daha etkili olabilecegi disiiniilmektedir. TUm tedavi gruplarindaki
iyilesme skorlar1 degerlendirildiginde EA ve NS’nin tim bu koruyucu ve tedavi edici
Ozelliklerinin dokudaki akut enflamasyonu azaltarak fibréz kallusa gegisi hizlandirarak
gosterdigini diisiiniilmektedir. NS tedavisinin 5. hafta iyilesmesinde g6zlenen bu ivmenin
daha sonraki haftalarda devam edip etmeyecegi bilinmediginden, kombine tedavinin 5.
haftadan sonraki iyilesme degerlerinin tek basina uygulanan EA ve NS’ye gore iyilesme

korelasyonu bilinmemektedir.

Bu ¢alismadaki sonuglar immatir kemik iyilesme degerlerini karsilastirmaktadir.

Matur kemik olusumunda iyilesmenin hangi gruptan dolay1 ortaya c¢ikacagi
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sOylenememektedir. Bitki ekstraktlariin bu etkilerinin daha sonraki c¢alismalarda
degerlendirilmesi tavsiye edilebilir. Calismamizda baz1 sinirlamalar mevcuttur. Ayrica
tedavi gruplarindaki HKIS skorlarmim hangi mekanizmalar1 etkileyerek artirdigim ele
alan diger ¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir. Bu c¢alismanin antioksidanlar,
enzimler, proteinler, mitokondriyal kalsiyum seviyeleri ve pro-enflamatuar sitokinlerin

ekspresyonunu inceleyen ayrintili ¢alismalarla desteklenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismanin sonucunda elde edilen bulgular, c¢ene cerrahisinde yara
iyilesmesinde mukoza defektlerinin tamirinde ve kemik rejenerasyonunda EA ve NS’nin
terapotik stratejilere ek katkilar saglayabilecegini diisiindirmektedir. EA ve NS
bitkilerinin etkilerini inceleyen bu tez calismasinda elde edilen sonuglarin, yapilan
literatlir galigsmalar1 da g6z 6nlinde bulundurularak, kimyasal bilesenlerdeki maddelerin
herhangi birinden kaynaklandigi1 sdylenebilecegi gibi, bu maddelerin birlikte sinerjistik
etki saglayarak yumusak ve kemik doku iyilesmesinde daha etkili sonuglarin elde
edilmesini sagladig1 da diisiiniilebilir. Kemik dokunun degisim sureclerini remodeling
asamasinda da degerlendirebilmek ve bu ekstraktlarin uzun dénem etkilerini de
gbzlemleyebilmek icin daha uzun takibi olan calismalara ihtiya¢ vardir. Mevcut
histopatolojik ve biyokimyasal analiz degerlerinin seyrini, EA ve NS ekstraktlarinin
mevcut olan pozitif etkilerinin matir kemik dokusunda nasil siiregelecegini inceleyen
calismalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, daha ileri deneysel ve
klinik galismalara ihtiyag vardir. EA ve NS’ nin kemik iyilesmesi Uzerine hangi fizyolojik
basamagi etkiledigine dair daha fazla arastirma yapilmasinin gerekli oldugu

diistiniilmektedir.
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