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RATLARDA KIRIK iYILESMESINDE SILIMARIN’IN ETKIiSi
Yiiksek Lisans Tezi

Seher KARA ONGEL

OZET

Kemigin anatomik biitiinliigliniin ve devamliliinin bozulmasma kirik denir.
Glinlimiizde artan trafik ve is kazalarmin yani sira, yasl niifusun artmasi nedeniyle
kiriklarin sik gortilmesi, kirik 1yilesmesini 6nemli bir saglik problemi haline getirmistir. Bu
konudaki ¢alismalar kirik iyilesmesini hizlandirmak {izerine yogunlasmaktadir. Hastalarin
konservatif ve cerrahi tedavi sonrasinda, normal fonksiyonlarmi daha hizli sekilde
kazanmalar1 amaciyla, giinlimiizde kemik iyilesmesini hizlandirmak ve komplikasyonlari
onlemek icin birgok uygulama mevcuttur. Bunlarin arasinda; lokal ve sistemik ilag
uygulamalari (kalsiyum, fosfat, kemik morfojenik proteinler, vitamin D, biiylime faktorleri,
hormonlar), elektromanyetik alan ile uyari, hiperbarik oksijen tedavisi ve fiziksel
stimiilasyon sayilabilir.

Silimarin 6zellikle son yillarda tizerinde pek ¢ok ¢alisma yapilan ‘Silybum
marinum’ dan elde edilen antifibrotik, antioksidan, antiinflamatuar, noroprotektif bir
maddedir. Safra kesesi rahatsizliklari, hepatitler, kolestaz, kimyasal toksinler ve mantar
zehirlenmeleri tedavisinde, radyoprotektif olarak, cilt ve prostat kanserlerinde adjuvan
tedavi amaciyla, kardiyopulmoner rahatsizliklarda ve nefropatiyi Onlemek amaciyla
kullanim1 bildirilmis olan bitkisel bir ilactir. Literatiir taramalarinda kirik iyilesmesinde
Silimarinin etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

Calismamizda Silimarin’in  kirik iyilesmesi kirik iyilesmesi iizerine olan
biyokimyasal, histopatolojk ve radyolojik etkileri 48 rat lizerinde gerceklestirildi. Ratlar
randomize olarak ii¢ esit gruba ayrildi. Deneklerin sag tibialar1 lokal anestezi altinda
kirildi. Deney grublarindaki (sham ve Silimarin) hayvanlara deneyden 1 giin Once
baslanarak 21 giin siireyle serum fizyolojik 50 mg NaCl/kg/gin ve 50 mg /kg/giin
Silimarin gastrik lavaj yoluyla verilirken kontrol grubundakilere hi¢ bir sey uygulanmadi.
Her bir gruptan sekizer hayvan kirik olustugu giin (sifirinci giin) ve diger 24 rat kiriktan 21
giin sonra (yirmibirinci giin) intraperitoneal ketamin (50 mg/kg) anestezisi altinda
sakrifiye edildi ve radyolojik incelemenin ardindan otopsi yapilarak kirik bdlgesinden

biyokimyasal ve histopatolojik inceleme i¢in kemik doku ornekleri alindi. Bu doku
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orneklerinde biyokimyasal olarak oksidatif stres biyomarkirlari olarak katalaz (CAT),
superoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
Kemik dokularmin histopatolojik degerlendirilmesinde, parafin doku Ornekleri
hemotoksilen-eosin (HE) boyasi ile boyanarak 151k mikroskopisinde yapildi.

Biyokimyasal incelemede, sifirinci giinde tedavi grubunda sham ve kontrole kiyasla
antioksidan enzim aktivitelerinin (CAT, SOD) arttig1 (p<0,05), buna karsin oksidatif
stresin indikatorii olan MDA diizeylerinin diistiigii saptandi (p<0,05). Bunun yanisira,
kontrol ve sham grubu arasinda CAT, SOD ve MDA diizeyleri yoniinden farklilik
saptanmadi (p>0,05). Yirmibirinci giinde silimarin ve sham gruplar1 kontrol grubuyla
karsilastirildiginda CAT ve SOD aktivitelerinin arttigr (p<0,05), ancak MDA diizeyinin
diisiik oldugu saptandi (p<0,05). Yirmibirinci giinde Silimarin ve sham gruplari arasinda
CAT, SOD ve MDA diizeyleri yoniinden farklilik saptanmadi (p>0,05). Histopatolojik
incelemede, Yirmibirinci giinde sifirinct giine kiyasla Silimarin grubunda osteoblastik
aktivitenin daha yiiksek oldugu ve daha cabuk osse6z forma doniistiigii gozlendi.
Radyolojik bulgular biyokimyasal ve histopatolojik sonuglar1 destekler nitelikteydi.

Sonug olarak, Silimarin’in kemik formasyonunu stimiile ettigi ve osteoprotektif etki

yaptig1 saptandi.
Anahtar Kelimeler: Kirik iyilesmesi, Oksidatif stres, Silimarin
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THE EFFECT OF SILIMARIN ON FRACTURA HEALING iN RATS
Master Thesis
Seher KARA ONGEL

ABSTRACT

The anatomic integrity and continuity of bone deterioration is called broken. Today,
the fact that fracture rates increased due to the aging population as well as increased traffic
and work related accidents has made healing of fractures an important health
problem. Studies in this field focus on accelerating the fracture healing. After conservative
and surgical treatment of the patients, in order to gain their normal function faster there are
many applications to prevent complications and accelerate bone healing. Among
them; local and systemic medication practices (calcium, phosphate, bone morphogenic
proteins, vitamin D, hormones), electromagnetic field stimulation, hyperbaric oxygen
therapy and physical stimulation.

Silymarin is an ant fibrotic, antioxidant, anti-inflammatory, neuroprotective
substance, obtained from "Silybum marinum" on which lots of studies have been carried
out in recent years. It can be used as radioprotective in gall bladder disorders, hepatitis,
cholestasis, chemical toxins and mushroom poisoning, and for adjuvant therapeutic
purposes of skin and prostate cancers and to prevent nefropatiyi in cardiopulmonary
ailments. There has been no indication in literature searches about Silymarin’s healing
effect on fracture.

In our study, biochemical and histopatologic effects of Silymarin on fracture
healing were implemented on 48 rats. Rats were randomized into three groups. The
subjects right tibias were broken under local anesthesia. The experimental group (sham and
Silymarin) animal experiments, starting from 1 day a go 21 days saline 50 mg Neil/kg/day
and 50 mg/kg/day given through gavage Silymarin, interested in the control group nothing
is not implemented. Each group of eight animals fracture occurred days (zero-day) and the
other 24 rat, 21 days (21st day) intraperitoneal ketamine (50 mg/kg) were sacrifice and
radiological examination under anesthesia and then performing an autopsy from the
biochemical and histopathological examination for broken bone tissue samples. As

oxidative stres samples in biochemical biomarker as the catalase (CAT), Superoxide
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dismutase (SOD) and the determinations of malondialdehyde (MDA) levels were
performed spectrophotometrically.

Histopathological evaluation of bone tissue, parafin tissue sample hemotoksilen-eosin
(HE) was made in the painted with light microscopy.

Biochemical examination, zero-day treatment group comparedto sham and control of
antioxidant enzyme activities (CAT, SOD) increased (p < 0,05), indicators of oxidative
stress, by decrease levels of MDA (p < 0.05). In addition, control and sham group include
CAT, SOD and MDA levels no differences (p > 0.05) in terms of. 21 st Silymarin and a
day compared with the sham and control groups of CAT and SOD activities increased (p <
0,05), but low levels of MDA is (p < 0,05). 21 st Silymarin and a day compared with the
sham and control groups of CAT and SOD activities increased (p < 0,05), but low levels of
MDA is (p < 0,05). 21 st day Silymarin and sham groups include CAT, SOD and MDA
levels no differences (p > 0.05) in terms of. Histopathologic examination, compared to 21
st day zero-day greater than osteoblastic activity of Silymarin group and intended to turn
into a form more quickly. Radiological findings biochemical and histopathological results
supports.

As a result, Silymarin, stimulates bone formation and of osteopro been shown his impact.

Keywords: Fracture healing, Oxidative stress, Silymarin
Page Number: 78
Supervisor: Prof. Dr. Ergiil BELGE KURUTAS



ICINDEKILER

Sayfa No

ONSOZ VE TESEKKUR......cccovtiiiiimriiiiiesieeisie st sssssesese s essse e sssesens I
OZET ..ottt e I
INGILIZCE OZET ....ovuiiiiiiiiiecineiesiesie ettt v
ICINDEKILER ......ovttiiiiiiiitieeieiie e sie ettt VI
SIMGELER VE KISALTMALAR .......cocoiuiiiiiiieieeeeeeceee e VIII
1. GIRIS VE AMAC ...ttt 1
2.GENEL BILGILER ......c.cooiiiiiiiieieieeeeecee e, 3
2.1. Kemik Doku ve HiStOIOJIST ...uvieeuiieiiiieiiiieeiieeciee et 3
2.2. Periosteum ve ENdOStEUM.......cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceie e 4
2.3, KemiK MAtrTKST .....eeiuiiiiiiiieeieeie ettt 5
2.4, Kemik HUCTEIETT ...coueiiiiiiiiiiiiie e e 5

B T (31181 U1 o) (<3 o USRI 6
2.6. KemiZim OIUSUMU.......ccccuiiiiiieeiiieeiie et ecieeeeieeeteeeiaeeeeaeeeaaeeesaeessbeeesnseeennseeennns 7
2.7. Kemigin Biiylimesi ve Yeniden Sekillenme...........ccccoeeviveiiiiiiieiiiiiinieesee e 10
2.8. KemiK FIZYOIOJIST ..eeuveeiiiiiieiieeiiesiie ettt ettt ettt eeee 11
2.9. Kurik 1yilesmesinin TariiGeSi. . ......o.ovvveveieeeeeeeeeceeeeeeeeese e 14
2.10. Kir1k Tanimi Ve TIPLeTi.....cecieiiuiiiiieiieiie ettt 14
2.11. Kuriklart Olusturan Sebepler ve Kirtk Olus Mekanizmast..........cccecevvevenieneennens 17
2.12. Kiarik Belirti Ve Bul@ulart ..........cooiieiiiiiiiiieeeee e 17
2.13. Kurik lyilesmesi (KAYNamas1) .............ccoveueveveveeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseseseseeeesesesesesesseseneens 18
2.14. Kurik lyilesmesinin KONtrolil ..............cooveveveveveeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeeee e 19
2.15. Kurik lyilesmesini Etkileyen FaKtorler ............cccoovveveverueveveeeerereeeee e, 20

2. 16, STHMATIN. ..ottt ettt ettt ettt et sbe et e e saeenne e 23
2.17. Serbest RAAIKAIIET .......cceeiiiiiiiiiiieieee e 28
2.18. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkisi (Lipid Peroksidasyonu)........... 29
2.19. Serbest Oksijen Radikallerinin Kirik Iyilesmesindeki Rolleri .............cccceuevee..... 30
2.20. Biyokimyasal Calismada Kullanilan Oksidatif Stres Biyomarkerlar .................... 30

3. MATERYAL VE METOD ....coiiiiiiiiieeseeee ettt s 33
3.1. Deney HayVanlar ........cccvieeiieeiiieeiiieeieeeeeee ettt e e e e e naeeen 33
3.2. Kirtk TyileSmesi MOAEIi.......c.ovoveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33



IR I 407173 s s FUUTTTT T SRR TUTP PR 34

3.4. Biyokimyasal ANaliZIer ..........cccoeiiiiiiiiiiiie e 37
3.5. Histopatolojik Olarak INCEIeNMESI ............coovevevevevrereeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeee e 48
3.6. RadyolojikOlarak INCEleNmMESi ............c.evevveeeeeieeeeeeceeeeeeeeee e 48
3.7, IStatiStIKSEl ANALIZ........c.vveeeceeeeeeeeeeeeceeee ettt 48
4. BULGULAR ..ottt ettt sttt ettt et esaeenseeneesneenaeas 49
4.1. Biyokimyasal Analiz SONUGIArT .........cceevviieriiiieiiieeiieeecee e 49
4.2. Kemik Dokusunda sifir ve yirmibirinci giinlerdeki SOD, CAT ve MDA
Diizeylerinin Istatiksel SONUGIATT........c.coeiiiiiiiieiiieceeeeeee e 52
4.3. Histopatolojik Bul@ular.............coociiiiiiiiiiie e 58
4.4, RADYOLOJIK BULGULAR .....coooviiiiieiieieeeeeeeeeeeeeee e 59
S.TARTISMA ...ttt et ettt et sae et et e s et e bt st e eneenbeenteeneenseenee e 62
0. SONUC ...ttt ettt ettt s et e e s e st e e bt e ate e et et e eatesaeeneeeneeantebeenseeneenseeneenne 64
6.1. Biyokimyasal SONUGIAT ...........cooiiiiiiiiieiie e 64
6.2. Histopatolojik SONUGIAT .........ccooviiiiiiicieeeeee e 64
6.3. Radyolojik SONUGIAT ....cc..eeiiiiiiiiecciie e ea 64
T ONERILER ...ttt 65
8. KAYNAKLAR ...ttt sttt ettt e sae e b smtesseenseeneenes 66
9. SEKILLER DIZINI.....coiiiiiiiiiiiniiniiieicetieee ettt 73
10. TABLOLAR DIZINI......cooiiiiiiiiiniiniiericree et 74
11. RESIMLER DIZINT ...ccooouiiiiiiieinecesie e 75
12, OZGECMIS ...ttt 76
13. EKLER DIZINI ..ottt 77

VII



SIMGELER VE KISALTMALAR

ERK : Ekstraseliiler sinyal-regiile kinaz
MAPK : Mitogen activated protein kinase
PI3K : Phosphotidyl inositol 3 kinase
JAK : Janus kinaz

STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription
Kp : Kilobaz

Ca® : Kalsiyum

PO, : Fosfat

SOD : Superoksit dismutaz

PTH : Paratiroid hormon

ALP : Alkalen fosfataz

EGF : Epidermal bliylime faktorii

FGF : Fibroblast biiyiime faktorii

PDGF : Trombositten iiretilmis biiylime faktori
TGF-B : Doniistiircii biiylime faktorii-beta
BDGF : Kemikten tliretilmis biiyiime faktori
IL-1 : Interlokin—1

IL-6 : Interlokin—6

BMP : Kemik morfojenik proteini
cAMP : Siklik adenozin monofosfat

ATP : Adenozin trifostat

TGF-a : Doniistiiriicli bliylime faktorii alfa
BMP-7 : Osteojenik protein

BMP-8 : Osteojenik protein

L—Dopa : Levodopa

MDA : Molondialdehit

CAT : Katalaz

COy : Karbondioksit

Cu : Bakir

DNA : Deoksiribontikleik Asit

SOR : Serbest Oksijen Radikalleri
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1. GIRIS VE AMAC

Icten veya distan etki eden kuvvetlerle kemigin anatomik biitiinliigiiniin ve
devamliliginin bozulmasina ‘kirik’ denilmektedir. Bu kuvvetlerin siddetine ve kemigin bu
soku absorbe edebilme yetenegine gore kiriklar ufak bir fissiirdan, bir veya bir¢cok kemigin
kirilmasina ve hatta kirikli ¢ikik olusturabilmesine kadar degisiklikler gdsterebilir. Kirig
olusturan kuvvet sadece kemik dokuda ayrilma degil, beraberinde deri, kaslar, tendonlar,
ligamentler, damarlar, sinirler ve hatta komsulugundaki organlarda da hasar
olusturabilmektedir (97).

Silimarin koruyucu 6zelliklerini antioksidatif, anti-lipid peroxidative, antifibrotik,
anti-inflammatuar, hiicre koruyucu, immunomodulator gibi etkileriyle
gosterebilir. Biryandan da Silimarin protein sentezini arttirarak karaciger hiicrelerini
yenilenmesine yardim eder, iltihab1 kontrol eder ve karacigerin detoksifikasyon islevinin
etkisini arttirir. Bu 0Ozellikleriyle Silimarin alkolik karaciger hastaligi, siroz, mantar
zehirlenmesi, viral hepatit, toksik ve ilaca bagli karaciger hastalig1 ve diabetik hastalarda
klinik kullanim alan1 bulmustur. Silimarin oral olarak emildikten sonra safra yoluyla atilir.
Sliimarin’in hepatobilyer hastaliklara ve toksik maddelere kars1 koruyucu etkileri vardir
(1).

Serbest radikaller su durumlardan kaynaklanabilir; aktive olmus fagositler,
antineoplastik ajanlar, radyasyon, c¢evresel ajanlar ve stres, kiicik molekiillerin
otooksidasyonu, proteinler veenzimler, mitokondrial elektron transport sistemleri,
peroksizomlar, plazma membrani ve oksidatif strese sebep olan yapilar (96).

Enflamatuar hastaliklarda, lokal inflamasyonda, normal yara iyilesmesinde, iskemi
ve reperfiizyonda, iyonizan radyasyon ve herbisit etkileriyletoksik miktarda serbest
radikaller meydana gelmektedir (96).

Biyolojik sistemlerde o©Onemli olan serbest radikallerin bircogu oksijene
dayanmaktadir. Hiicreler hasta veya yash oldugu zaman fazla miktarda serbest radikal
tretmektedir (96).

Viicudumuzda ¢esitli nedenlerle olusan serbest radikallere karsi hiicreleri korumak
i¢in bazi maddeler tretilir ki Silimarin viicudun serbest radikallere kars1 savunma olarak
tirettigi antioksidanlar olan Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon ve glutatyon peroksidaz
gibi enzimlerin {retilmesini ve etkinliklerini arttirmaktadir. Silimarin ayrica Amanita
phalloides mantar1 zehirlenmesinde rastlanildigi gibi disaridan direk alinan toksinlere karsi

da antidot olarak kullanilmaktadir (2).



Yapilan ¢aligmalarda % 70-80 oraninda Silimarin igeren standardize Silibum marianum
Oziiniin 41 ay boyunca giivenle kullanildig1 ve 6nemli ilag reaksiyonlari rapor edilmedigi

gorilmistiir (3).



2.GENEL BiLGILER

2.1. Kemik Doku Ve Histolojisi

Insan viicudunun en sert dokularmdan biri de kemiktir. En &nemli iki 6zelligi
dengeyi saglayan destek dokusu olmasi ve metabolik olarak viicuttaki kalsiyum (Ca™)
dengesi i¢in bir banka gorevi gormesidir. Kikirdak dokudan sonra darbelere en g¢ok
dayanikli olan dokudur. Hayati organlarin barindigi viicudun énemli bosluklarini1 disaridan
kusatarak korur. Kan hiicrelerinin sentezi kalsiyum, fosfat (PO.) gibi minerallerin
depolanmasi ve salinmast kemik doku sayesinde olur. Kas kasilmasi ile olusan kuvvetler
kemiklerin olusturdugu kaldirag sistemleri sayesinde artarak viicutsal harekete doniisiir (4).

Bir organ olarak kemikler kardiyak ¢ikisin (out put) %5-10"unu alirlar. Uzun
kemikler 3 kaynaktan beslenirler:

1- Besleyici arter sistemi
2- Metafiz-epifiz sistemi
3- Periost sistemi

Besleyici arterler ana sistemik arterlerden koken alirlar. Diafizial kortekste bulunan
foramen nutrisiadan girerek mediiller kanalda inen ve ¢ikan kiicliik arterlere
dallanmaktadirlar. Damarlar araciligiyla havers sistemi i¢indeki olgun diafiz korteksinin en
az ucte ikisini beslemektedirler. Besleyici arter sitemi yiiksek basin¢hidir. Metafizyal-
epifizyal sistem eklem c¢evresi vaskiiler pleksuslardan dogmaktadirlar. Periosteal sistem ise
primer olarak olgun diafiziyal korteksin en ¢ok dis licte birini besleyen kapillerlerden
olugmaktadir. Bu sistem diisiikk basinghidir (5). Olgun kemikteki arteryel akim yiiksek
basingli besleyici arteryel sistemin ve diisiik basingli periosteal sistemin net etkisinin
sonucu olarak sentrifugaldir. Endosteal sistemin bozuldugu tamamen yer degistirmis bir
kiriktaki basing gradienti tersine doner. Periosteal sistem basinci baskin hale gelir ve kan
akimi sentripedal hal almaktadir. Olgunlagsmamis gelismekte olan kemikte arteryal akim
sentripedaldir. Olgun kemikte vendz akim sentripedaldir. Kortikal kapillerler bosaltic
vendz sisteme drene olan vendz siniizoidlere agilirlar.

Kemik, 6zel bir bag dokusudur. Kemik matriksi adi verilen hiicreler aras1 madde
kalsifiye olmustur. Matriksi, kuru agirliginin kabaca %40’1 oraninda organik, %60
oraninda da inorganik bilesenler olusturmaktadir (5). Organik bilesenler arasinda kollajen,
proteoglikanlar, kollojen dis1 matriks proteinleri, biliylime faktorleri ve sitokinler
sayilabilir. Kollojen kisim primer olarak Tip 1 kollojenden olugmaktadir ve bu molekiiliin

sonlanma bdlgelerinde bulunan bogluklara mineral birikimi olmasiyla kalsifikasyon
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saglanmaktadir. Osteokalsin, matriks dis1 organik proteinler arasinda yer almaktadir ve
diizeyi kemik yapim ve yikim olaylarinin bir gostergesidir. Osteokalsin, Paratiroid hormon
(PTH) tarafindan inhibe ve 1-25 dihidroksivitamin D tarafindan aktive edilmektedir.
Inorganik bilesenler arasinda kalsiyum hidroksiapatit ve osteokalsiyum fosfat sayilabilir
(5).

Kemik dokuda; osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlar olmak tizere {i¢ ayr1 hiicre
izlenmektedir. Osteositler matriksin lakuna adi verilen bosluklarinda yer alirlmaktadir.
Kabaca kemik dokuyu devam ettirirler. Matiir iskeletteki hiicrelerin %90’1n1 osteositler
olusturmaktadir. Osteoblastlar, matriksin organik kisimlarmin sentezini yapmaktadirlar.
Osteoklastlar ise ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler olmakla birlikte, kemik dokusunun
rezorbsiyonu ve yeniden sekillenmesini saglamaktadirlar (6).

Metabolitler diflizyonla kalsifiye kemik dokusundan gecememektedirler; bu
sebepten osteositler ile kan damarlar1 arasindaki madde alis verisi, kanalikiili ad1 verilen
kanalciklar icindeki hiicresel iligkiler sayesinde saglanmaktadir. Bu kanalciklar,
osteositlerin ince uzun sitoplazmik uzantilar1 aracilig ile komsu osteositlerle, kemigin i¢
ve dis ylizeyleri ile ve de matriks i¢inde seyreden kan damarlari ile olan iletigimi
saglamaktadir (6).

Biitlin kemiklerin i¢ yiizleri endostium ve dig yiizleri periosteum ad1 verilen zarlarla

kaplidir. Bu zarlar osteojenik hiicreler ihtiva etmektedir (6).

2.2.Periosteum veEndosteum

Kemigin dis ve i¢ yiizeyleri, kemigi olusturan hiicrelerden ve bag dokusundan
olusan zarlarla ortiiliidiir. Bu zarlardan distakine periosteum, ictekine de endosteum denir.
Periosteumun dis tabakasi kollajen lifer ve fibroblastlardan olugsmaktadir. Hiicreden daha
zengin olan periosteumun i¢ tabakasi, boliiniip farklilagarak osteoblastlar1 olusturabilme
potasiyeline sahip olan yassi hiicrelerden zengindir. Bu osteoprogenitér hiicreler,
konumlari, yasst sekilleri, ¢ok az miktarda graniiler endoplazmik retikulumlari ve az
gelismis Golgi kompleksleri ile taninmaktadirlar (4). Bu hiicreler kemigin biiyiimesinde ve
onariminda baslica rolii oynamaktadirlar. Endosteum, kemigin i¢indeki biitiin bosluklar
orter ve tek katli yassi osteoprogenitdr hiicreler ile ¢ok az miktarda bag dokusundan
olugmaktadir. Endosteum periosteumdan olduk¢a ince bir yapidadir. Periosteum ve
endosteumun temel iglevleri, kemik dokusunun beslenebilmesi, biiyliyebilmesi ve onarimi
icin gerekli olan yeni osteoblastlar1 kesintisiz olarak saglamaktir (4). Bu nedenlerle kemik

cerrahisinde periosteum ve endosteumun korunmasina ¢ok dikkat edilmektedir.
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2.3. Kemik Matriksi

Kemigin  kuru agirh@mnin  yaklasik  %50-60’1n1,  inorganik  maddeler
olusturmaktadir. Ozellikle Ca™ ve PO, basta olmak iizere bikarbonat, sitrat, magnezyum,
potasyum ve sodyum inorganik maddeler arasinda bulunur (6).

Organik madde Tip 1 kollajenden ve proteinler ile ilgili glikozaminoglikanlari
iceren amorf temel maddeden olusmaktadir. Hidroksiapatit ile kollajen lifler arasindaki
baglar, kemigin karakteristik sertliginden ve dayanikliligindan sorumludur. Kemik
dekalsifiye edildikten sonra da seklini korur, fakat bir tendon kadar esnek hale gelir.
Cogunlugu kollajenden olusan matriksin organik kisimlarinin ortadan kaldirilmasiyla

kemigin orjinal sekli bozulmaz, ancak kolayca kirilabilir hale gelir (6).

2.4. Kemik Hiicreleri
2.4.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar, Tip 1 kollojen, proteoglikan ve glikoprotein sentezi yaparak kemik
matriksinin organik kisimlarmin {iretimini saglamaktadirlar. Inorganik kisimlar da
osteoblastlarin varlig1 sayesinde yapilabilmektedir. Osteoblastlar kemik ylizeylerinde
epitelyum hiicreleri gibi yan yana dizilmektedir. Matriks sentezlemeye basladiklarinda
sekilleri alt1 kiibikten prizmatige kadar degisiklik gosterebilir. Alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesi artarak sitoplazmalar1 bazofilik hale gelmektedir. Sentez islemleri azaldikca ALP
aktivitesi azalmakta ve sitoplazmalarinin bazofilik 6zelligi kaybolmaktadir. Bu esnada
hiicreler yassilasir (6).

Osteoblastlarin komsu osteoblastlarla temasini saglayan sitoplazmik uzantilari
bulunmaktadir. Bu uzantilar, hiicre kendi etrafini matriks ile sarmaya basladig1 zaman daha
belirgin hale gelmektedir. Osteoblastlar yeni sentezi yapilmis matriks ile sarildiklarinda
osteosit adini alirlar. Hiicre ve sitoplazmik uzantilarin etrafinda matriksin olusmasi ile
lakuna ve kanalciklar belirgin hale gelir. Matriks sentezi esnasinda osteoblastlar yapisal
olarak aktif protein sentezi yapan ve salgilayan hiicrelere benzemektedirler. Osteoblastlar
kutuplagsmis hiicreler olarak bilinirler. Matriksin salgilanmasi, daha dnce yapilmis kemik
matriksi ile temas halinde olan osteoblast ylizeylerinden saglanir. Bdylece yeni fakat heniiz
kalsifiye olmamis matriks, osteoblastlar ile daha dnce meydana gelmis kemik matriksi
arasinda yer alir. Bu olaya ‘kemik appozisyonu’ denir ve zamanla Ca™ tuzlarmin ¢okmesi

ile kalsifikasyon tamamlanir (6).



2.4.2. Osteositler

Osteositler, osteoblastlardan kaynaklanirlar ve matriks lamelleri arasinda bulunan
lakunalar igine yerlesmislerdir. Her lakunada sadece bir osteosit yer almaktadir.
Osteositlerin  sitoplazmik uzantilar1 ince silindirik kanalciklarla sarilmistir. Komsu
osteositler sitoplazmik uzantilarinin birbirleri arasinda yaptiklari hiicre baglantilart ile
iletisimi olusturup, besin maddelerinin hiicreden hiicreye geg¢isini saglamaktadirlar.
Osteositler ile kan damarlar1 arasinda siiren molekiiler alis veris, osteositler ile kemik
matriksi arasinda bulunan c¢ok az miktardaki ekstraselliler madde vasitasiyla da
olmaktadir. Endoplazmik retikulumlart ve golgi kompleksleri kiiclilmiistiir. Niikleer
kromatinleri daha yogundur. Bu hiicreler kemik matriksinin devamlilig1 ile aktif olarak

ilgilidirler. Osteositlerin 6liimiinii takiben matriks rezorbsiyonu izlenmektedir (6).

2.4.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar ¢ok biiytik, ileri derecede dallanmis ve hareketli hiicrelerden meydana
gelir. Hiicrenin dallar1 olduk¢a diizensiz, farkli bicim ve kalinlikta bulunabilmektedir. Bu
hiicreler kemik rezorbsiyonun basladig1 bolgelerde, enzimatik olarak agilmis ve Howship
lakunas1t adi verilen yedi cukurcuklarda bulunmaktadir. Osteoklastlar kan kaynaklh
monositlerin birlesmesi ile meydana geldikleri i¢in mononiikleer fagositoz sisteme
dahildirler (6).

Ca"? igeren kristaller kivrimlar arasinda goriildiigii gibi, sitoplazmik vakuollerde de
goriilebilir. Tiim bu olaylar hi¢cbir zaman hiicrenin sitoplazmasinda meydana gelmez.
Osteoklatlar kemik matriksine hiicum eden, asid, kollajenaz ve diger proteolitik enzimleri
salgilamaktadirlar. Boylece kalsifiye olmus temel maddeyi serbest hale getirirler ve kemik
rezorbsiyonu sirasinda meydana gelen artiklarin da ortadan kaldirilmasinda aktif rol alirlar
(6).

2.5. Kemik Tipleri

Kemigin mikroskopik olarak arastirilmasi, iki farkli kemik tipi oldugunu
gostermistir: Primer, olgunlasmamis kemik ve sekonder, olgun kemik. Primer kemik
embriyolojik gelisim siirecinde, kirik ve diger onarim olaylarinda ilk ortaya ¢ikan kemik
tirli olarak bilinir. Sekonder kemigin lameller halinde organize olmus kollajen lif

dagilimimin aksine, primer kemik, rasgele ve degisik yonlere dagilmis ince kollajen lifleri



olmasi ile taninir. Primer kemik gecicidir ve yetiskinlerde yerini sekonder kemige birakir
(6).

Enine kesilmis kemik kesitleri kabaca incelenirse; kavitesiz yogun sahalar kompakt
kemigi, ¢ok sayida birbiri ile iligkili kavitelerden olusan alanlar ise siingerimsi kemigi
gostermektedir. Oysa mikroskopik olarak gerek kompakt kemigin, gerekse siingerimsi
kemigin kavitelerini birbirinden ayiran trabekiilalarin histolojik yapisi aynidir (4).

Uzun kemiklerin siskince olan u¢ kisimlar1 epifiz olarak tanimlanir. Epifizler ince
bir kompakt kemik tabakasiyla kaplanmis siingerimsi kemikten olusmaktadir. Diafiz adi
verilen silindirik kismin hemen hemen tiimii kompakt kemikten olusmustur ve kemik iligi
bosluguna bakan yiizeylerinde ¢ok az siingerimsi kemik bulunur. Cogu kez kisa kemiklerin
merkezlerindeki stingerimsi kemik, kompakt kemikle ¢evrelenmistir. Kafatas1 kemiklerini
olusturan yass1 kemikler, diploe adi1 verilen siingerimsi kemik tabakasiyla ayrilan, plates
denilen iki kompakt kemik tabakasi bulundurur. Siingerimsi kemikle uzun kemiklerin
diafizlerindeki kemik bosluklar iki tiir kemik iligi ile doldurulmustur. Bunlardan biri, kan
hiicrelerinin olusturdugu kirmizi kemik iligi, digeri ise cogunlugu yag hiicrelerinden olusan

sar1 kemik iligidir (6).
2.6. Kemigin Olusumu

Kemik iki yolla sgekillenir; osteoblastlarin salgiladiklar1 matriksin dogrudan
dogruya mineralizasyonu ile (Iintramembranéz kemiklesme) veya daha 6nce var olan
kikirdak matriks tizerine kemik matriksinin ¢okiisii ile (Enkondral kemiklesme).

Bu her iki ¢esit kemiklesme seklinde de, ilk olarak ortaya c¢ikan kemik dokusu,
primer veya olgunlasmamis kemik dokusudur. Primer kemik dokusu gegcicidir ve kisa bir
stire sonra sekonder kemik dokusu ile yer degistirir. Bilylime siirecinde, primer kemik
alanlari, rezorbe olan alanlar ve lamelli kemik yan yana bulunur. Kemik sentezi ve yikimi
sadece biiyiiyen kemiklerde goriilmez, yetiskinlerde de hizin1 azaltarak hayat boyu devam

eder (6).

2.6.1. intramembranoz kemiklesme

Yassi kemiklerin olus mekanizmasi olan intramembranéz kemiklesme’ye,
mezankimal doku yogunlasmalari i¢inde olustugu icin bu ad verilmistir. Intramembrandz

kemiklesme kisa kemiklerin biiyiimesinde ve uzun kemiklerin kalinlasmasinda rol oynar.



Mezankimal doku yogunlagmalar1 iginde ossifikasyonun bagladigi ilk noktaya
primer kemiklesme merkezi denir. Olay bir grup mezankimal hiicrenin osteoblasta
dontigmesi ile baglar. Yeni kemik matriksinin olusmasini, kalsifikasyon siireci takip eder.
Baz1 osteoblastarin etraflar1 sarilarak osteosit haline gelmeleri saglanir. Gelismekte olan bu
kemik adaciklarina spikiil ad1 verilir. Spikiil olarak adlandirilmalari, histolojik kesitlerdeki
goriintiilerinden kaynaklanmustir. Spikiiller, aralarinda kapillerler, kemik iligi hiicreleri ve
farklilasmamis hiicreler bulunduran kavitelerin uzamis duvarlarinin kesitleridir. Boyle
birka¢ mezankimal olusum, kemiklesme merkezinde hemen hemen ayni zamanlarda ortaya
cikarak, birlesip zamanla silingerimsi yapiyr meydana getirirler. Kemik spikiilleri
arasindaki bag dokusuna, kan damarlar1 ve daha fazla farklilasmamis mezankimal
hiicrelerin girmesi ile kemik 1ligi hiicreleri de meydana gelir (6).

Mezankimal doku yogunlagsma alanlarinda hiicreler bdliinerek, kemiklesme
merkezinin devamli olarak biiylimesinden sorumlu olan hiicreleri, yani osteoblastlar
meydana getirirler. Cesitli ossifikasyon merkezleri radial olarak biliyliylip birleserek,
baslangictaki orjinal bag dokusunun yerini alirlar. Bebeklerdeki bag dokusundan olusan,
kafatasinin heniiz kemiklesmemis yumusak bolgeleri olan bingildaklar bunlara tipik bir
ornektir (6).

Ozellikle dogumdan sonra, kafatasinin yass1 kemiklerinin i¢ ve dis yiizeylerindeki
intramembrandz kemik yapimi, kemik yikimina gore belirgin olarak artmistir. Boylece iki
tabaka kompakt kemik olusur. Bu iki tabaka arasindaki kisim silingerimsi yapisini korur.
Bag dokusunun kemiklesmeye katilmayan boliimleri ise, intramembrandz kemigin

periosteum ve endeosteumunu olusturur (6).

2.6.2. Enkondral kemiklesme

Enkondral kemiklesme, meydana getirilecek kemigin seklinin hiyalin kikirdaktan
olusmus kiiciik bir modeli ile olusmas1 olarak tarif edilebilir. Bu kemiklesme tiirii kisa ve
uzun kemiklerin sekillenmesinden sorumludur.

Temel olarak ‘enkondral kemiklesme’ iki asamadan olusur. Ilk asama kemik
modelindeki kondrositlerin hipertrofisi ve harabiyetidir. Geriye kalan, kalsifiye kikirdak
matriksi septalarinin birbirinden ayirdigi genislemis alanlar olan lakunalardir. Ikinci
asamada, osteoprogenitor hiicreler ve kan kapillerlerinden olusan osteojenik tomurcuk,
dejenere olmus kikirdak hiicrelerinden geriye kalan bu alanlara girer. Osteoprogenitor

hiicreler, kikirdagims:t septumun {stlini kemik matriksi ile kaplayan osteoblastlara



doniistir. Boylece kalsifiye kikirdak dokusu septumlari, baslayan ossifikasyona destek
dokusu olarak bulunmaktadir (6).

Uzun kemikler, her iki ucu genislemis ve silindirik bir safttan olusan hiyalin
kikirdak modellerden meydana gelirler. Ortaya ¢ikan ilk kemik dokusu diafizleri saran
perikondriumun igindeki intramembrandz kemiklesme yoluyla olur. Boylece kikirdagi
saran perikondriumun i¢ kisminda kemik halkast ad1 verilen silindirik bir kemik tabakasi
meydana gelir. Yeni olusan kemigi sardigi i¢in perikondriuma da artik periosteum adi
verilir. Yeni meydana gelen kemiksi halka besin maddelerinin difiizyonuna engel olacagi
icin kemik halkanin iginde kalan kondrositler dejenere oldukca, kikirdak matriksi
kayboldugu igin, Ca™ ¢okmeye baslar ve kikirdak matriksi kalsifiye hale gelir (6).

Periosteumdan kaynaklanan osteojenik tomurcugun kan damarlari, osteoklastlar
tarafindan kemik halkada acilan deliklerden gegerek, kalsifiye olmus kikirdak matriksi
icine girer. Kan damarlarinin yani sira osteoprogenitdr hiicreler de bu alana girerler. Bu
hiicreler prolifere olarak osteoblastlar1 olustururlar. Osteoblastlar kalsifiye kikirdak
matriksi lizerinde, araliksiz bir tabaka olusturarak kemik matriksinin sentezine baslarlar.
Boylece primer kemigin sentezi, kalsifiye olmus kikirdak artiklar iizerinde baslar. Ayrica,
osteojenik tomurcuk aracilii ile kan dolasimindaki kemik iliginin ana hiicreleri de yeni
olusan kemigin i¢ine getirilir (6).

Histolojik kesitlerde, kalsifiye kikirdak bazofilik, {izerine ¢okmiis kemik dokusu da
asidofilik olarak birbirinden ayirt edilebilir. Kemik matriksi olustukga, kalsifiye kikirdak
artiklar osteoklastlara benzeyen multiniikleer dev hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir.

Aciklamas1 yapilan diafizlerdeki kemiklesme merkezine primer kemiklesme
merkezi adi verilir. Primer kemiklesme merkezinin genislemesi, periosteal kemik
halkasinin epifizlere dogru olan genislemesiyle birlikte olur. Osteoklastlar kemiklesme
merkezi olusumunun baslangicindan beri aktif haldedirler ve rezorbsiyonla kemigin
merkezindeki kemik iligi kavitesini olustururlar. Bu kavite, modelin kemiklesmesi
tamamlanincaya kadar epifizlere dogru biiyiir (6).

Embriyonal gelisimin sonraki sathalarinda, epifizlerin ortasinda sekonder
kemiklesme merkezleri meydana gelir. Ancak bu merkezlerin gelisimi ayn1 kemikte bile
ayni anda olmaz. Bu merkezlerin fonksiyonlar1 da primer merkezlerinkine benzer, fakat
biiyiime yonleri uzunlamasina degil, 1sinsaldir. Ayrica eklem kikirdaklarinda perikondrium
olmadig1 i¢in burada kemikhalkaya benzer bir yap1 da olusamaz. Sekonder kemiklesme
merkezlerinin olusturdugu kemik dokusu epifizleri isgal ettigi zaman, kikirdak iki yerde
sikisip kalir. Bunlardan biri hayat boyu kalici olan ve kemik yapimina istirak etmeyen
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eklem kikirdagi, digeri ise epifizleri diafizlere baglayan, epifizyal plak veya epifizyal
kikirdaktir. Epifizyal plagin kikirdagi biiytlidiik¢e biliylik ¢ogunlugu diafiz merkezinde
olusan yeni kemik tarafindan isgal edilir. Epifizyal plagin biiyiimesi sona erdiginde kemik
uzamasi da durur (6).

Epifizyal plak ayn1 zamanda biiylime plag: olarak da adlandirilir. Biiyiime plag: ve
metafiz, enfeksiyonyon, neoplazi, kirik, metabolik ve endokrin hastaliklarin sik goriildiigii
bir bolgedir. Cocukluk cagi kas iskelet sistemi hastaliklarinin ¢ogunda biiylime plaginda

ortaya ¢ikan sorunlar gozlenir (7).

2.6.3. Kalsifikasvon mekanizmasi

Henliz kalsiyum fosfatin kemik matriksi iizerine ¢okiisiinii agiklayabilen, genel
olarak kabul edilmis bir hipotez yoktur. Kalsifikasyonun, Ca™ tuzlarmim kollajen fibriller
{izerine ¢okmesi ile basladig1 bilinmektedir (4). Bunu proteoglikanlar ve Ca™ baglamada
yiiksek afinitesi olan glikoproteinler baslatir. Intrasitoplazmik vezikiiller iginde Ca*?
tuzlarmin ¢okmesi belki de osteoblastlarin yardimi ile hizlandirilip yogunlastirilir ve
gerektiginde ekstraseliiler araliga salgilanmasi saglanir. Ayrica kemiklesme ylizeylerinde
bulunan ve osteoblastlar tarafindan iretilen ALP, heniiz bilinmeyen bir yolla

kalsifikasyona yardim eder (4).

2.7. Kemigin Biiyiimesi Ve Yeniden Sekillenme

Kemigin biiylimesi, daha 6nce olusmus dokunun bir boliimii yikilirken ayn1 anda
diger bir boliimiin yapimi ile olusur. Kemik yapim miktar1 kemik kaybindan daha fazladir.
Boylece kemik biiyiirken ayn1 zamanda sekli de muhafaza edilir. Cocuklarda kemik daha
hizli sekillenir.

Uzun kemiklerin biiyiimesi olduk¢a karmasik bir olaydir. Epifizler, kikirdagin
radial biiylimesini izleyip, enkondral kemiklesme yolunu takip ederek boyutlarini
arttirirlar. Bu yolla, epifizdeki stingerimsi kisimlar artar (6).

Diafiz esasen bir silindir kemikten ibarettir. Epifizlerin hizla biiyiimeleri sebebiyle,
ekstremitelerin diafizleri ¢abucak biiyiir ve diafiz saft1 tarafindan ayrilan iki diafiz hunisi
sekillenir (6).

Diafizyal saftinin boyu, genel olarak epifizyal plagin osteojenik aktivitesi ile, eni
ise kemik kismin dis ylizeyindeki periosteumun kemigi sekillendirmesi ile artar. Bu sirada

kemik 1iligi kavitesinin ¢apindaki artma ile kemik i¢ ylizden uzaklastirilir. Endosteumun
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osteojenik aktivitesi sebebiyle her iki diafiz hunisinin i¢ yiizeylerinde kemik depozisyonu
olusur. Ayn1 zamanda, kemik dis yiizeyi lizerindeki karsit alanlardan rezorbe olur. Boylece
diafiz hunilerinin dar kisimlar1 zamanla silindirik hale gelir. Bu genelde epifiz plaginin
osteojenik aktivitesine baglidir. Bu isin sonunda, silindirik diafizyal saftin uzunlugu artar
ve iki diafiz hunisi kemik biiylidiik¢e birbirinden uzaklasir. Daha sonra diafiz hunilerinin
silindirik kisimlarindaki endosteumun, osteojenik faaliyeti sona ererek kemik iligi
boslugunun ¢ap1 korunur veya ¢ok az rezorbe olarak bir miktar daha genisler. Merkezdeki
kemik spikiilleri, kemik iligine yer agmak icin erozyona ugratilirken, epifizyal kikirdak da
cevresindeki kemik spikiilleri ile epifizyal huniye tutunur (6).

Sonugta, uzun kemikler, epifizyal plaklardaki faaliyet sonucu uzarlar ve periosteal
apozisyonla da genislerler. Epifizyal kikirdak biiyiimesi sona erdiginde, yerini kemige
birakir. Epifizlerin bu sekilde kapanmalar1 yaklasik 20 yas civarinda olur. Bundan sonra

artik kemik boyuna uzayamaz, ama enine olarak biiyiiyebilir (6).

2.8. Kemik Fizyolojisi

2.8.1. Destek ve koruma

Sertligine ragmen kemik karsilastigi degisik kuvvetlerin etkisi ile i¢ yapisim
yeniden sekillendirebilir. Trabekiiller, kemigin iizerine etki eden basi ve ¢ekme
gerilimlerine gore dizilim gosterirler. Kemik {izerine gelen zorlanmalarin degismesine
bagl olarak trabekiillerin de dizilim ve sayisi1 degisir. Boylece kemik zorlayict etkiler
altinda yeniden sekillenme gosterir. Buna Wolf un transformasyon yasasi denir. Kuvvetin
cektigi yerlerde kemik yapimi ve ittigi yerlerde de (zit yonde) rezorbsiyon baslar. Bu

yeniden modellenme yetenegi tiim kemikler i¢in gegerlidir (6).

2.8.2. Kalsivum deposu

iskelet, viicudun Ca™ miktarmm %99'unu igerdigi i¢in, Ca™ deposu olarak da
gorev yapar. Kan ve dokulardaki Ca’™ miktarlar1 ok iyi dengelenmistir. Ca™ kas ve sinir
islevlerinde, pihtilasma mekanizmasinda ve pek ¢ok baska alanda rol oynar. Kan ve kemik
arasinda, devamli bir Ca™ aligverisi vardir. Serum kalsiyumunun primer hemostatik
diizenleyicileri PTH ve 1-25 dihidroksi vitamin D3’tlir. Gidalardan emilen Ca™, siiratle
kemiklerde depo edilir. Kalsiyumun fazlasi digki ve idrarla atilarak, kan Ca™ diizeyinin
yiikselmesine engel olunur. Kan Ca™ miktar1 azaldiginda ise kemikteki Ca™ serbest hale
getirilir. Kemigin kalsiyumu, biri siiratli, digeri yavas olmak iizere iki mekanizma ile
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serbest hale getirilir. Bunlardan birincisi, iyonlarin basit olarak hidroksiapatit
kristallerinden interstisiyel siviya, buradan da zamanla kana ge¢mesidir. Genellikle
siingerimsi kemikte olusan bu durum, hidroksiapatit kristallerinin genis yiizey alanlari
sayesinde olur. Erigkin kemikte bile, ¢cok az kalsifiye olmus yeni lameller kalsiyumu
kolayca alir ve verir. Kan Ca™ seviyesinin korunmasinda bu lamellerin rolii, asil
fonksiyonlar1 koruma ve destek olan lamellerinkinden daha 6nemlidir (4). Kalsiyumun
serbest hale gelmesindeki ikinci yol ise, kemigi etkileyen hormonlara baglidir. PTH kemik
matriksinin rezorbsiyonunu baslatan hiicreleri aktive edip sayilarini arttirir ve sonucta Ca ™
serbest hale gelir. Tiroid bezinin parafollikiiler hiicrelerinde sentezi yapilan kalsitonin,

matriks rezobsiyonunu inhibe eder. Kemik iizerindeki etkisi PTH etkisinin tersidir (4).

2.8.3. Fosfat

Fosfor, kemik mineralinin anahtar bir bileseni olmasina ek olarak, enzim
sistemlerinde ve molekiiler etkilesimlerde de Onemlidir. Viicut fosfatinin %85 kadari
kemikte depolanir. Plazma fosfatinin ¢ogu baglanmamistir ve bobreklerin proksimal

tiibiillerinden geri emilir. PO, idrarla atilir (6).

2.8.4. Beslenme

Kemik o6zellikle biiylime ¢aginda beslenme faktorlerine hassastir. Yetersiz proteinle
beslenme, amino asidlerin etkinligini azaltir ve osteoblastlardaki kollajen sentezinin
azalmasina yol agar. Ca™ yetersizligi organik kemik matriksinin eksik kalsifikasyonuna
sebep olur, bu da alman gidalarda yeterli miktarda Ca™ olmamasina veya kalsiyumun ince
barsaktan emilimi igin gerekli olan D vitaminin eksikligine baglidir. Cocuklardaki Ca™
noksanlig1 rasitizme sebep olur. Bu hastalik kemik matriksinin normal olarak kalsifiye
olamadig1 ve epifiz plaklari tarafindan meydana getirilen kemik spikiillerinin normal viicut
agirhgr ve kas faaliyetleri karsisinda biikiilmeleri ile taninir. Sonugta bu seviyedeki
kemiklesme siireci engellenir ve kemikler sadece yavas biliyiimekle kalmaz, ayn1 zamanda
sekilleri de deforme olur (6).

Yetigkinlerdeki Ca™ yetersizligi ise, heniiz meydana gelmis kemigin yetersiz
kalsifikasyonu ve Kkalsifiye olmus kemigin de kismen dekalsifikasyonu ile taninan
osteomalaziyi olusturur. Fakat yetiskinde epifizyal kikirdak olmadigi i¢in g¢ocuklarda

gorilen rasitizimde tipik olarak goriilen uzun kemiklerin deformasyonu ve biliylimedeki
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gecikme goriilmez. Gebelik sirasinda, gelismekte olan fetiisiin ¢ok miktarda kalsiyuma
ihtiya¢ duymasi nedeniyle osteomalazi alevlenebilir (6).

Beslenme ile ilgisi olmayan osteoporoz, osteomalazi ile karistirilmamalidir.
Osteomalazide kemik matriksi birimine diisen Ca"* miktar1 azalir. Osteoporoz, daha gok
hareket edemeyen hastalarda ve menopoz sonrasindaki kadinlarda goriiliir. Burada
rezorbsiyon artar veya kemik yapiminin azalmasina bagli kemik kitlesi eksilir. Bazen de bu
her iki olay ayni anda olabilir. Osteoporozda mineral ve matriks orant normaldir. D
vitamininin daha once sozii edilen kalsiyumun barsak emilimindeki roliine ek olarak, in
vitro deneylerden anlasildig1 kadariyla dogrudan kemiklesme iizerine de etkisi vardir (4). D
vitamini i¢germeyen kalsiyumdan zengin kiiltiir ortamina ekilen kemik dokusu gerektigi
gibi kalsifiye olamaz (4). Cok fazla D vitamini ise toksiktir ve pek ¢cok yumusak dokunun
kalsifikasyonuna sebep olur. C vitamini de kemigi dogrudan etkileyen vitaminler arasinda
olup, osteoblast ve osteositlerin sentezledikleri kollajen i¢in sarttir. C vitamini yetersizligi
kollajen liflerin meydana gelisini degisiklige ugratarak kemik biiyiimesini ve kirik

onarimini olumsuz yonde etkiler (6).

2.8.5. Hormonal faktorler

PTH ve kalsitoninin yani sira kemigi etkileyen birka¢ hormon daha vardir.
Hipofizin 6n lobunda sentezi yapilan biiylime hormonu 6zellikle epifizyal kikirdaklar:
uyararak kemigin uzamasini saglar. Biiylime c¢agindaki bu hormon eksikligi hipofiz
cliceligini olusturur. Fazlas1 ise uzun kemiklerin asir1 biiylimesi sonucu gigantism adi
verilen asir1 biiylimeye sebep olur. Yetiskinlerin epifizyal kikirdaklar1 olmadig: icin ¢ok
fazla biliylime hormonu ile uyarildiklarinda, boylar1 uzayamaz. Buna karsin periosteal
apozisyon uyarilacagi icin kemikler enine olarak biiyiir (6).

Gerek erkek ve gerekse disi seks hormonlarinin kemikler iizerinde karmasik etkileri
vardir. Genel olarak kemik yapimini uyarirlar. Bunlar, kemiklesme merkezlerinin ortaya
c¢ikist ve gelisim zamanlarini etkilerler (6).

Ostrojen, kemik rezorbsiyonunu 6nleyerek kemik kaybini engeller. Ancak kemik
yapimi ve yikimi birbirlerine bagli olaylar oldugu i¢in dstrojen tedavisi kemik olusumunu
da engeller (5).

Kortikosteroidler, kollojen sentezini dnleyerek ve osteoblast verimliligini azaltarak
kemik kaybini artirirlar. Tiroid hormonlari, kemik rezorbsiyonunu, kemik olusumundan

daha fazla etkileyerek osteoporoza neden olurlar. Biiyiime hormonu kalsiyumun barsaktaki
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emilimini, idrardaki atilimindan daha c¢ok artirarak pozitif bir Ca' dengesi olusturur.

Insiilin ve somatomedin bu etkiye katkida bulunur (5).

2.8.6. Kemik hiicreleri arasindaki iliskiler

Kemik hiicreleri hizla ¢ogalan yavru hayvanlara 3H-Thymidine verildikten sonra
yapilan otoradyografik c¢alismalar, osteoprogenitor hiicrelerin farklilasmasi ile olusan
osteoblastlarin ve osteositlerin tekrar boliinmediklerini gostermistir (4). Bu ¢aligmalar ayni
zamanda osteoblastlarin genellikle osteositlere degistigini, bunlarin sekonder kemikte uzun
zaman varligini koruyabildigini veya primer kemikte kisa siirelerle yasadigini gostermistir.
Hem osteoblastlar hem de osteositler osteoprogenitor hiicreler haline donebilirler. Kemik
yapimi ile ilgili hiicrelerin hizla osteoprogenitor hiicre halinedonebilmeleri, degisen

sartlara cabuk uyum saglayabilen hiicreler olduklarini gosterir (4,5).
2.9. Kink iyilesmesinin Tarihcgesi

Ortopedinin tibbi ve bilimsel bir disiplin haline gelmesi 18. yy ortalarina rast
gelmektedir. Bir Fransiz hekim olan Nicolas Andry (1658—1742) 1741 yilinda doktordan
cok hasta yakinlarma yazdig: kitabinda ¢ocuklardaki deformiteleri ve tedavi yontemlerini
cizimlerle tanimlarken ilk kez Orthopédie tanimini kullanmistir. Bu yilizden bu bilim
dalinin isim babasi olarak kabul edilir. Aslinda ayn1 donemlerde iki alternatif isim daha
ortaya c¢cikmistir. Paedotrophia, ¢ocuk biiyilitme-yetistirme anlaminda, Callipoedia giizel-
cocuk anlaminda benzer donemde benzer durumlar i¢in farkli yazarlar tarafindan

kullanilmiglardir (8).

2.10. Kirik Tanimu ve Tipleri

2.10.1. Kirik tanimi

Distan veya icten etki eden kuvvetlerle kemigin anatomik biitiinliigiiniin ve
devamliliginin bozulmasina ‘kirik’ denir. Bu kuvvetlerin siddetine ve kemigin bu soku
absorbe edebilme yetenegine gore kiriklar ufak bir catlaktan, bir veya bir¢cok kemigin
kirllmasina ve hatta komsu eklemlerde ¢ikik olusturabilmesine kadar degisiklikler
gosterebilir. Kirigr olusturan kuvvet sadece kemik dokuda ayrilma degil, beraberinde
kemigin etrafindaki yumusak dokular1 vehatta komsulugundaki organlarda da hasar

olusturabilirler (97).
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Kirig1 olusturan sebepler ile kirik lokalizasyonlar1 yaslara gore farkliliklar gosterir.
Yeni dogan doneminde dogum travmalari, ¢ocuklarda diisme, doviilme ve trafik kazalari,
genglerde spor ve trafik kazalari, orta yaslarda trafik ve is kazalar1 ve ileri yaslarda
diismeler ve tiimor gelisimi kirik yapan baslica nedenlerdir. Yeni doganlarda dogum
travmasina bagli olarak en ¢ok klavikula, femur cismi ve humerus kirilir. Cocuklarda
humerus suprakondiler kiriklar1 basta olmak tizere dirsek cevresi ve onkol kemikleri ile
femur cisim kiriklar1 sik goriiliir. Geng ve orta yaslarda tibia, femur ve radius distali en ¢ok
kirilan bolgelerdendir. Ileri yaslarda femur boynu, trokanterik bolge, humerus proksimali

ve radius distali en ¢ok kirik goriilen bolgelerdendir (7,9).
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Tablo 1: Kirik Tipleri ve Siniflandirmasi

Kirik Tipleri ve Siniflandirilmasi

Kemik dokunun saglamhgina gore
*Normal kemikte (travmatik) kirik
* Hastalikl1 kemikte (patolojik) kirtk

* Stress (yorgunluk) kirig:

Kirik hattinin, kemigi ¢cevreleyen deri ya da mukoza yoluyla, dis ortamla
iliskide olup olmamasina gore

*Kapal1 kiriklar

» Acik kiriklar

Kirig1 olusturan kuvvete gore

* Direkt mekanizma ile olan kiriklar

« Indirekt mekanizma ile olan kiriklar

* Direkt ve indirekt mekanizma kombinasyonu ile olan kiriklar

Kirik sayisina gore
* Tek kirik hatt
* Multiple kirik hatti

Kirigin derecesine ve kirik hattina gore
Ayrilmis (deplase) kiritklar

* Transvers kirik

* Oblik kirik

* Spiral kirik

» Kopma kirig1

* Parcali kirik

Ayrilmamaus (non-deplase) kiriklar
* Catlak (fissiir, linear kirik)

* Yesil agac (green stick) kirigi

* Torus (Buckle) kirig

» Cokme kiriklar

» Kompresyon (sikisma) kiriklari

* Dislenmis (impakte) kiriklar

* Epifizin ayrilmamis kiriklar

Kirigin kemikteki anatomik lokalizasyonuna gore

* Proksimal bolge kiriklart (Proksimal epifizer ve metafizer bolge;
trokanterik bolge, femur boynu, tibia kondili, kollum sirurjikum, vb)

* Cisim (shaft) kiriklar1 (Diafiz bolgesi; 1/3 {ist, 1/3 orta, 1/3 alt bolge olarak
ifade edilir)

» Distal bolge kiriklar1 (Distal epifizer ve metafizer bolge; suprakondiler,
malleoler, pilon, Colles vb)

* Epifiz bolgesi kiriklar1 (Cocuklarda fizisler kapanmadan 6nceki donemde
fizis hattini etkileyen epifiz ve metafiz kiriklar)

* Kiriklr - ¢ikiklar (Kirikla birlikte kirigin oldugu kemigin katildig1 eklemde
de ¢ikik olmasi)
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2.11. Kiriklar1 Olusturan Sebepler Ve Kirik Olus Mekanizmasi

Travmatik yolla olusan kiriklarda goriilen baslica sebepler: Trafik kazalari, diisme,
carpma, yiiksekten diisme, ev i¢i kazalar ve dismeler, 15 kazalari, spor kazalar1 ve
yaralanmalari, gbgiik altinda kalma, iizerine bir sey diismesi, atesli silah yaralanmasi,
kesici delici alet yaralanmasi, darba maruz kalma ve doviilme ile yeni doganlarda goriilen
dogum travmalaridir (10).

Patolojik kiriklarda kemikte bir hastalik mevcuttur ve kirik ¢ogu zaman basit
travmalarla veya bazen travma olmaksizin kendiliginden meydana gelir. Altta yatan
hastalik benign tiimdr, primer veya sekonder malign tiimor, osteoporoz, osteomalazi ve
enfeksiyon sayilabilir.

Stress kiriklarinda ise siirekli tekrarlayan zorlamalar ve yorgunluk sonucunda bariz
bir travma olmadan fissiir ya da tam kirik gelisebilir. Ornegin egitimi yeterli olmayan
askerlerde uzun yiirliylisler sonucunda metatars yorgunluk kiriklar: goriilebilir.

Normal anatomi ve fizyolojiye sahip bir kemikte distan etki eden kuvvetler ve
viicut agirligimin tasinmasi ile kas ve ligamentlerin cekmesi gibi viicudun iginden etki eden

kuvvetlerin siddeti, dogrultusu, hiz1 ve etkileme siiresine gore kiriklar meydana gelir (10).
2.12. Kirik Belirti Ve Bulgular

Kiriklar1 dogru teshis edebilmek icin, yaralinin hizli, dikkatli ve sistematik olarak
anamnezini almak, sistemik ve lokal fizik muayenesini yapmak ve radyolojik bulgu ve
belirtileri degerlendirmek gerekir (6).

Anamnez, bilinci yerinde olanlarin kendisinden veya bilinci yerinde olmayanlarin
cevresindekilerden detayli olarak alinabilir. Kirikla beraber etrafindaki kas ve tendonlarla,
onu Orten fasya ve cilt de yaralandigi i¢in belirtilerin bir boliimii kiriga 6zgii olmayip, bu
belirtiler ayni tiir travmalarin kirik olusturmaksizin meydana getirdikleri yumusak doku
lezyonlarinda da goriliirler (6).

Kirik oldugu zaman ise bazi belirti ve bulgular sadece kiriga ozgiidiir. Bu
sebeplerle kiriklarda goriilebilecek tiim belirtiler: Travmaya ait genel belirtiler ve kiriga

0zgii belirti ve bulgular diye iki asamada degerlendirilir (6).
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2.13. Kirik lyilesmesi (Kaynamasi)

Tablo 2: Kirik belirti ve bulgulari

Agr1 ve duyarhhk

Biitiin travmalarda agr1 olmakla beraber kiriklarda daha siddetlidir. Spontan agr1 (hastanin travma boélgesinde
var oldugunu ifade ettigi agr1), direkt agr1 (travma bolgesine basing uygulandiginda ortaya ¢ikan veya artan
agr1) veya indirekt agr1 (uzaktan zorlama uygulandiginda travma bélgesinde ortaya ¢ikan veya artan agri)
miisbet olabilir. Spontan, direkt ve indirekt agrinin ayni lokalizasyonda saptanmasi kirik lehine bir bulgudur.

Hematom
Kirigr olusturan darbenin damarlari yaralamasi, kirik uglarin damarlart yaralamasi ve kiriktan kaynaklanan
kanama nedeniyle goriiliir. Hematom hizla artarsa ve biiyiirse bilyiik damar yaralanmalari akla gelmelidir.

Ekimoz

Doku arasina ve cilt altina yayilan kanin verdigi morumsu goriiniimdiir. Erkenden travma bélgesinde
goriilmesi, biiyiikk kanama ve kirik habercisi olabilir. Rengi zaman gectikee fistiki yesil ve sariya doniisiir.
Tam kaybolmasi {ichaftay1 bulur. Ekimoz yer ¢ekiminin etkisiyle yer degistirir. Ornegin humerus ve dirsek ic
kisminda goriilmesi humerus iist ug, uyluk arkasinda goriilmesi femur iist u¢ kiritklarini akla getirir.

Fonksiyon bozuklugu
Hareket sistemi elemanlar1 yaralandigi zaman agriya engel olmak i¢in hareketlerin sinirlandirildig saptanir.
Kirikta ise ayni1 zamanda kaldirag kolu bozuldugu i¢in hareketler yapilamaz.

Hastanin durusu

Hastanin durusu bazi kiriklar igin tipiktir. Ornegin yash bir hastada diisme sonucu alt ekstremitelerde bir
tarafta eger addiiksiyon, dis rotasyon ve kisalik goriiliiyorsa, kollum femoris kirigt veya trokanterik bolge
kiriklar1 akla gelmelidir.

Deformite

Kirik uglarmin yer degistirmesi ile olur. Kirtk uglarmin birbirinden ayrilmasina deplasman, uglarin
birbirlerinin {izerine binmesine overriding, fragmanlarin birbirinden uzaklagmasina distraksiyon, 6ne, arkaya
veya yana ag¢ilanmasina angulasyon, kirik u¢larinin kendi ekseni etrafinda donmesine ise rotasyon denir.

Krepitasyon

Kirik uglarinin birbirine siirtiinmesi sonucu palpasyonda hissedilen bir kitirt1 hissidir. Tesadiifen tespit
edildiginde kesin kirik oldugunu gosterir. Ancak krepitasyon varligini aragtirmak nérovaskiiler yaralanmalara
yol agabileceginden yapilmamalidir.

Anormal hareket

Bir kemikte anatomi ve fizyolojiye aykiri olarak gézlenen harekettir. Cok degerli ve kirtk oldugunu gosteren
kesin bir bulgudur. Ancak krepitasyonda oldugu gibi ayni gerekgelerle olup olmadigini aramak tibbi bir
hatadir.

Palpasyon belirtileri ve kisalik

Kirik siiphesi bulunan bir kemik, palpasyonla c¢ok dikkatli incelenmelidir. Kemikler cilde en yakin
kisimlarindan palpe edilirler. Patella ve olekranon kiriklarinda kirtk uglar arasinda aralik hissedilebilir.
Komsu eklemler de dikkatlice muayene edilmelidir. Kemikte kisalik olup olmadigina bakilir ve saglam
tarafla 6l¢iim sonuglar1 karsilastirilir. Kiriktan siiphe edilen ekstremitedeki tiim periferik sinirler ve arterlerin
de yaralanip yaralanmadigina bakilmalidir.

Radyolojik inceleme

Konvansiyonel radyolojinin 6nemi ve tan1 koymada degeri ¢ok fazladir. Kirik derecesi, sayisi, kirik uglariin
durumu, kingm yeri ve yabanci cisim bulunusu, kiriga uygulanan rediiksiyon ve takipte kaynayip,
kaynamadig1 ancak iyi bir radyolojik inceleme ile anlasilabilmektedir. Kural olarak; kirig: diisliniilen kemigin
proksimal ve distal eklemlerinin de ayni film dahilinde goriilmesi gerekir.. Her kemigin standart olarak en az
iki yonlii, gerekirse oblik ve 6zel pozisyonda gekilmis radyografileri istenmelidir. G6ze ¢arpan bir kirtk
yoksa fizik muayenede direkt ve indirekt agrinin oldugu bolge ¢ok kapsamli olarak tetkik edilmelidir. Her
seye ragmen kirik saptanamayan ancak klinik olarak kirik olabilecegi diisiiniilen vakalarda atelle tespit ve on
giin sonra tekrar radyolojik inceleme Onerilir. Eklem igi kiriklarda, pelvis kiriklarinda, vertebra kiriklarinda,
patolojik kiriklarda ve siipheli durumlarda istenilecek bilgisayarli tomografi tetkiki daha ayrintili ve kesin bir
inceleme olanag sunar. Manyetik rezonans goriintiileme teknigi de ¢ok degerlidir. Eklem ici kiriklar ve
eklem i¢i patolojilerde, nérolojik defisit bulunan vertebra kiriklarinda ve patolojik kiriklarda ¢ok yararli
bilgiler verir.
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2.13.1. Kirik iyilesmesinin evreleri

Kirik sonrasi ortaya ¢ikan fizyolojik reaksiyonlar, bozulan kemik biitiinliigiiniin
yeniden saglanmasina yoneliktir. Kemik, skar dokusu olusturmaz ve sadece yeniden kemik
yapilmasiyla iyilesir. Kirik iyilesmesi, kirik olustugu anda baglar ve kirik uglarinin diizenli
kemik dokusu ile birlesmesine kadar devam eder (11). Bugiline kadar tam olarak
aydinlatilamamis iki sekilde incelenir:
1-Primer Kurik lyilesmesi

2-Sekonder Kirik Iyilesmesi

2.13.1.1. Primer kirik ivilesmesi

Genellikle ayrilmamis ve rijit osteosentez uygulanan kiriklarda goriiliir. Belirli bir
dis kallus olugsmadan, sadece i¢ kallusla devam eden temas iyilesmesi seklinde tarif
edilebilir. Radyolojik olarak kallus goriilmez. Kirik uglarinda bulunan nekrozu,
osteoklastlar rezorbe eder. Pesinden osteoblastlar yeni kemik yapisini olusturur. Kikirdak

siire¢ yoktur. Bu nedenle intramembran6z kemiklesmeye benzetilir (6).

2.13.1.2. Sekonder kirik iyilesmesi

Tabii iyilesme sekli budur. Radyolojik olarak kallus goriiliir. Sekonder kirik
lyilesmesi, daha sik rastlanan, kirigin rijit internal fiksasyon olmaksizin tedavi edilmesiyle
meydana gelir. Radyolojik ve histolojik olarak {i¢ donemde incelenir. Bu doénemler
inflamatuar donem, tamir donemi ve remodelizasyon dénemi olarak isimlendirilirler.
Histolojik olarak iyilesme siiresindeki evreler birbirinden zaman olarak kesin sinirlarla
ayrilamaz. Her evre daima kendinden bir 6nceki veya bir sonraki evre i¢inde bulunur.
Histolojik goriiniime gore yapilan siniflamalarda ufak farkliliklar harig, genel olarak aym
bulgular kabul edilip benzer siralamalar yapilmistir (12). En uzun siliren donem,

remodelizasyon donemidir (6).
2.14. Kirik Iyilesmesinin Kontrolii

Kirik olustugu anda ortamdaki osteoblast ve osteoklast yogunlugu iyilesme i¢in

yeterli miktarlarda degildir. Iyilesmenin olmas: igin gerekli kirik iyilesmesi dncii ve destek
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hiicreleri, kilcal damar, lenf ve sinir sistemi ve yerel aracili mekanizmalarla saglanir. Kirik
sahasinda yerel olarak lretilen ya da kan dolasimiyla gelen, bolgesel seviyelerde kemik
dengesini koruyabilen kenetleyici ‘coupling’ faktorlere ihtiya¢ vardir (13,14,18,19). Bu

faktorler arasinda prostoglandinler ve kemik uyarici faktorler, sayilabilir.

2.14.1. Prostoglandinler (PG)

Hiicre membraninda bulunan arasidonik asitten meydana gelen yag asitleridir.
Arasidonik asitten siklooksijenaz enzimi yardimiyla her biri doymamis baglantiya sahip iki
yan zincirle birlikte bir veya iki halka yapidan meydana gelen degisik PG’ler olusur. Hiicre
duvarmin ve kollajenin yaralanmalarinda sentezlenir. iltihap hiicrelerine kemotaktik etkiye
sahiptir ve akut iltihabi reaksiyonun 6nemli aracilaridir. Giiclii vazodilatatordiirler. Hiicre
cogalmasini hizlandirirlar. Lenfositlerin antikor yapimini diizenlerler. Hiicre i¢ine ve digina
Ca™ hareketini kolaylastirirlar. PGE-2 ve PGI-2’nin kemik geri emilim giicii fazladir.
PGE-1 ve PGE-2 yeni kemik yapimin arttirir. Kemik geri emiliminde yer alan ajanlardan;
dontstiiriicti biiytime faktorii alfa (TGF-a), PDGF, bradikinin ve trombin etkilerini PGE2
aracilifiyla gostermektedir. PGF’nin de kemik gelisimini hizlandirdig:r hakkinda goriisler
vardir (13).

2.14.2. Kemik uvarici faktorler

Farklilagmamis mezansimal hiicrelerin mitozunu destekler ve yeni kemik hiicrelerinin

olusumuna yol acarlar. Bu faktorlerin baslicalart sunlardir (6).
2.15. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yerel ve genel faktorler olarak iki grup halinde veya kirik iyilegsmesini olumlu veya

olumsuz etkileyen faktorler seklinde incelenebilirler (6).

2.15.1. Yerel faktorler

1. Travmanin derece ve etkisi

2. Kirik uglarinin birbirine gére konumu
3. Kurik yerinin dolagim

4. Eklem igi kiriklar

5. Kirilan kemigin tiirii
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6. Kirik ¢izgisinin 6zelligi

7. Cilt ve yumusak doku yaralanmasi

8. Yerel bir enfeksiyon varlig

9. Yerel patolojik kosullar

10. Kirigin agik kirik olup kirik hematomunun disart akmasi
11. Elektrik akimi

12. Kirik bolgesinde denervasyon olmasi

13. Yeterli tespit yapilmamas1 veya tespit stiresinin kisa tutulmasi (5, 7, 9,10,12).

2.15.2. Genel faktorler

2.15.2.1. Yas

Azalan yasla orantili olarak mezengimal hiicre farklilagsmasi, yeni kemik dokusu

gelismesi ve kirigin yeniden sekillenmesi hizlanir (5,7,9).

2.15.2.2. Genel durum

Diyabet, anemi, tiiberkiiloz, rasitizm gibi hastaliklar ve beslenme bozukluklar1 kirik
iyilesmesini geciktirir. Iltihabi olaylar (tiiberkiiloz, kronik hastaliklar), hiperemi nedeniyle
Ca'™ tuzlarinin coziinmesini etkiler. Artan lokositlerin proteolitik enzimleri, matriksin

bozulmasina neden olur ve osteoid olusumunu engeller (10).

2.15.2.3. Hormonlar

PTH, osteoklast sayisini artirici, kemigin yeniden sekillenmesini uyarict ve
osteositleri uyararak osteolizi hizlandirict etkileri vardir. Osteoblastlarin {izerine dolaylh
etkisi olsa da, net sonu¢ kemik kayb1 ve kirik iyilesmesinin yavaslamasidir (4,5,12,15).
Kalsitonin PTH’nun antagonistidir. Hem kompakt, hem de trabekiiler kemik yapimim
artirir. Kalsitonin dozu ve yeni kemik olusumu arasinda dogru oranti vardir, fakat
iyilesmeyi olumlu yonde etkileme mekanizmasi heniiz agiklanamamistir. Insiilin ve
biiyiime hormonu gibi anabolizan hormonlar kirik iyilesmesini hizlandirmaktadir. Biiylime
hormonu ve diger anabolizan hormonlar, proteine bagli Ca™ artigmi etkileyerek kirik
lyilesmesine yardimci olur. Biiylime hormonu, kallus hacminde artisa sebep olur. Tiroid
hormonu da PTH gibi kemigin yeniden sekillenmesine yardim eder. Kirik iyilesmesine

yardim ettigi ileri siiriilmiistiir (5,11). Kortizon kirik iyilegsmesini yavaglatir. Mezangsimal
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hiicrelerden osteoblast gelisimi ve matriks olusumu i¢in gerekli yapi taglarinin sentezini
yavaglattigindan, kirik iyilesmesini geciktirir. Kortizon, ayni zamanda kallus olusumunu
azaltir. FGF, EGF ve PDGF iizerine antagonist etki yaparak kirik iyilesmesini olumsuz

yonde etkiler (11).

2.15.2.4. Vitaminler

A vitamini normal dozda mezansimal hiicre farklilagmasin1 uyararak kirik
lyilesmesine yardim eder. Eksikliginde osteoblast diizenlenmesinde ve osteoklast
aktivitesinde bozulma olur ve kemik olusumu engellenir (13,14,17). A vitamini
fazlaliginda ise hiicre gogalmasinin olmamasiyla birlikte kikirdak kolonlarinda erozyon
meydana gelir. Osteoklastlara donilisiim fazla uyarilir ve kirik iyilesmesi gecikir (11). C
Vitamini, dolayli yoldan kemik iyilesmesini olumlu etkiler (19). D Vitamini, normal
dozlarda kirik iyilesmesini hizlandirir. D Vitamini eksikliginde Ca*? diizeyi diiser ve kemik
kalsifikasyonu zayiflar. Kalsiyumun kemikten kana gecisi yaninda, kemik hiicrelerinde
sitrat Uiretimini arttirir. Ayrica kemigin yeniden sekillenmeevresinde rol oynar. Sonug
olarak; D Vitamini normal dozda kirik iyilesmesini hizlandirirken, toksik dozda olumsuz
etki eder (11). B6 Vitamini eksikligi ve K Vitamini antagonistleri kirik iyilesmesine
olumsuz etki ederler (11,15,17).

Kondroitin siilfat, hiyaliironidaz ve dikumaral kirik iyilesmesine yardim eder.
Deneysel c¢aligmalarda L-Dopa ve klonidinin biiylime hormonunu arttirarak kirik
iyilesmesini olumlu etkilendigi gosterilmistir (5,11). Indometazinin yiiksek dozlarda kirik
tyilesmesini durdurdugu bilinmektedir. Lazer tedavisinin deneysel kirik iyilesmesi {izerine

olumlu etkisi gosterilmistir (10,11).

2.15.2.5. Hiperbarik oksijen

Glinde iki saat kadar 2-3 atmosfer basincinda uygulanan oksijen uygulanmasinin
kirik 1yilesmesine yardim ettigi gozlenirken, 6 saat/glin dozda uygulamalarin kirik

tyilesmesini geciktirdigi izlenmistir (11).

2.15.2.6. Kirik bolgesi egzersiz ve stresleri

Iyi rediikte ve tespit edilmis kirik kemiklere erkenden fonksiyon ve kontrollii yiik

verilir veya yiritiiliirse kemik gelisimi uyarilarak iyi sonu¢ alinmaktadir (4,5,9,11,12).
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Bunun nedeni PGE-2 miktarmin artmasi ve bu bolge dolasimina olumlu bir etkisi

olmasidir (6).

2.15.2.7. Elektriksel uyarim ve ultrason

Gecikmis kaynama ve kaynamama tedavisinde elektromanyetik uyar1 1970’11
yillarin bagindan beri kullanilmakta ve %64 ile %85 arasinda degisen basari oranlari

bildirilmektedir, ancak hala taze kiriklarin tedavisinde etkili oldugu ispatlanamamaistir (20).

2.16. Silimarin

2.16.1. Silimarinin tarihcesi ve giinliik hayatta kullanim verleri

Silybum marianum Akdeniz {iilkelerinde ve Avrupa’da antik zamanlardan beri
varoldugu bilinmektedir. 1. yy’da kullanimi kayitlarda mevcuttur, ‘Silybum’ adi da 1.
yy’da olusmustur. Hristiyanligin ilk donemlerinde Meryem Ana’ya adanmis ve ‘Marian
Thistle’ adiyla anilmistir. Efsaneye gére Meryem Ana bu bitkinin dallari altinda dinlenip
ve bir yandan da bebegi Isa’y1 emzirirken, siitiiniin bir damlas1 bitkinin yapraklari iizerine
diismiis ve orada kalmistir. Bitkinin yapraklarindaki beyaz izlerin bundan kaynaklandigina
inanilir (21,22,23,24).

Hatta bu yiizden John Eveleyn emziren kadinlarda bitkiyi laktasyon arttirict olarak
da onermistir. Theophrastus 4. yy’da Silybum marianum’dan Pternix adiyla bahsetmistir.
Dioscorides yilan 1singinda tedavideki degerinden bahsetmistir, Plinius the Elder balla
karistirildiginda safra akisi tizerine arttirict etkisinden s6z etmistir ki bu bitkinin karaciger
ile ilgili bir durumda kullanimina ilk referanstir ve bitkiyi Silybum adiyla ifade etmistir.
Roma ve Yunanistan’da yaslanmaya karsi kullamilmistir fakat esas etkileri karaciger
koruyucu ve yenileyici olmasidir. Almanya’da Hildegarde el yazmasi eserinde bitkinin
kullanimini agiklamis ve onu Venus-vehedistel olarak adlandirmistir. John Gerard 16. yy
Ingiliz herbalistlerindendir ve bu bitkiyi melankoliye tedavi ve karaciger sikayetleri igin
onermistir. Ingiliz herbalist Nicholas Culpeper 1650°de karacigerde ve dalakta farkli
olgularda kullanimindan bahsetmistir, sitma atesine etkili oldugunu onermistir. Albrecht
Von Haller 1744’de Medizinischen Lexicon adl1 caligmasinda karaciger i¢in kullanimindan
bahsetmistir. 19. yy’da halk arasinda bu bitkiden varislerde, menstruasyon sikayetlerinde,
karaciger tikanikliklarinda, dalak ve bobrek problemlerinde faydalanilmistir. Ayrica yine
19. yy’da Almanya’da doktorlar bu bitkinin tohumlarindan elde ettikleri ekstreyi sarilik ve

diger karaciger sikayetlerinde kullanmislardir. 20. yy baslarinda bu bitki menstriiasyon
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problemlerinde, kolon diizensizliklerinde, karaciger komplikasyonlarinda ve safra
taslarinda kullanilmaya baslanmistir. 20. yy sonlarmma dogru karaciger tonigi ve hazmi
kolaylastirict olarak kullanilmistir. Bitki hakkindaki kapsamli arastirmalar bundan 30 yil
oncesine dayanmaktadir (25,26,27,28,29,30).

Tohumdaki etken maddenin izole edilme ¢alismalar1 1958 de baslamistir. 1968°de
H. Wagner tarafindan silimarin elde edilmistir. 1988 baskis1t Herbal Medicine’ de Rudolf
Fritz Weiss kullanim alanlarindan ayrintili olarak s6z etmistir. Washington’ daki ulusal
eczacilik kiitiiphanesinde bununla ilgili 300°den fazla c¢alisma kayitlidir. 2000 yildir
kullanilan Silybum marianum igin ‘ge¢misten gelecege kutsanmis bitki’ diye s6z edilmistir
(31,32,33).
1954’den beri bilim adamlar1 bu bitkinin flavonoid igerdiginin farkindaydi, ancak
1960’larda Alman bilim adamlar1 bir grup etken madde kesfetmis ve bunlarin hepsine
birden ‘Silimarin’ ismini vermislerdir. Alman Saglik Komisyonu E’ye gbére meyve ve
tohumun standardize ekstresi dispeptik sikayetler, istah kaybi, toksik karaciger problemleri
ve hepatik sirozda endikedir, karaciger saghigi i¢in etkili ve giivenlidir. Tentiirii ve
nonstandardize ekstreleri safra kesesi problemleri, safra kesesi enflamasyonu ve
hazimsizlikta 6nerilmistir (34,35,36).
Halk arasinda astim, kanser, nezle, goglis agrisi, 6dem, ates, hepatit, sarilik, vajinal
problemler, malarya, sikinti, nezle, spazm, dalak problemlerinde tedavi olarak kullanilir
(37,38,39,40).

Diinya genelinde kullanilan adlar1 : Marian thistle, St Mary’s thistle, Milk thistle,
Our Lady’s thistle, Holy thistle, Venus Thistle, Heal Thistle, Chouk Jmal Guandoule,
Wond of God’s Grace, Christ’s Crown olarak yazilabilir. Almanya’da Mariendistel,
Fransa’da Chardon Marie, Cin’de Shui Fei Ji adiyla bilinir (41,42,43,44,45).

Tiirkiye’de ise miibarek diken, akkiz, deve dikeni, Meryem ana dikeni, yabani
enginar, deve kengeli, siitlii kengel, kengel, kibbun, sevkiilmeryem gibi adlarla
anilmaktadir; toprak iistii kisimlari, meyveleri ve tohumlart drog olarak kullanilmaktadir

(46,47,48).
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2.16.2. Silimarinin genel 6zellikleri

Tablo 3: Silimarinin sistematikteki yeri

Bitkinin Sistematikteki Yeri

Boliim: Spermatophyta

Altbolim: Angiospermae

Smif: Dicotyledones

Takim: Campanulales

Familya: Asteraceae (Compositae)
Cins: Silybum L.

Tiir: Silybum marianum L. (49,50)

Resim 1: Silimarin bitkisi ve tohumu

2.16.2.1. Cins ve Tiir Ozellikleri

- Asteraceae (compositae) : Cogu Asteraceae bitkisi otsu formdadir, nadiren de olsa ¢ali

yada agac seklinde de goriilebilir. Yapraklari oppozit, alternan veya tamamen tabanda

toplanmistir. Cigcek durumu biiyiikge bir kapitulumdur, tabaninda involukrum bulundurur.

Cigekler erdisi, tek eseyli, aktinomorf veya zigomorftur. Korolla bes petalli, bilesik petalli,

tipsi veya dilsidir; stamenler bes tanedir. Ovaryum alt durumlu ve iki karpelli, tek
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oviilliidiir. Meyve sekli akendir, ¢ogu zaman tepesinde paplis veya kaliks arti1 tasir
(49,50).
- Silybum L. Cinsi : iki yillik bitki cesitidir, basit ama genelde dallanmis, bazal yapraklar

rozet seklinde yiikselmistir. Yapraklart dikenli, kapitulum tek, homogam ve disk
seklindedir. Involukrum diken bulundurur. Cicekleri pembeden mora kadar degisir.
Korolla derin ve egik 5 lobludur. Filamentleri tiiylii, monodelf akenleri siki, obovat, diiz,
tepeleri koniktir. Hilum bazal, papiisiin dis tiiyleri skabroz, ictekiler kisa ve kapiler
seklinde beyaz veya bej renktedir (51,52).

- Silybum marianum (L.) Gaertner (Carduus marianus L.) : Govdesi koseli, seyrek tiiylii, 1-

2 yillik 40-150 cm’e kadar uzanan otsu bir bitki tliridiir. Bu bitkiler erken filizlenip
yeterince biiyiirlerse hayat dongiilerini bir yilda tamamlar. Kis ve bahar fideleri iki yilliktir.
Filizlenme sonbahar ve ilkbaharda olusur. Yagis sonrasi fide verimlidir. Kurakliga
dayaniklidir, giinesli yerleri ve tagh topragi sever. Yapraklar1 biiyiik lanseolat, kesik,
yuvarlaktir, 20 cm uzunluga 10 cm genislige ulasabilir. Tepede ¢entikli pennatisekt, parlak
yesil renkli, beyaz damarl, tiiysliz, loblar1 kaba ve dikenlidir. Geng¢ yapraklar oldukga
yumusaktir, alt yapraklar1 ise daha kiiclik ve az lobludur. Sap1 sert ve siyahtir, enginara
benzer ama yapraklarindaki beyaz lekeler karakteristiktir. Sap ve yaprak kirilinca siite
benzeyen salgi goriilmektedir. Cigek durumu biiyiik bir kapitulumdur, 2-6 cm’e kadar
biiyiiyebilmektedir. Cigekler hermafrodit, parlak kirmizi-pembe veya eflatun-
kahverengidir, borumsu ve yogun dikenlidir. Ci¢cek agma zamani Mayis-Hazirandir,
Agustos’a kadar stirebilir, kisinsa rozet tasir. Her bir ¢igek yaklasik 190 tohum tasir, bu da
her bitkide 6350 tohuma denk gelir. Meyveleri 7 mm uzunlukta, esmer-siyah renkli,
obovoid, parlak, lekelidir. Sert, kisa, beyaz bir papiisii vardir, papiis tohumlar
olgunlastiktan sonra halka halinde diiser. Tohumlar 9 y1l siireyle kullanilabilir. Cogalma da
tohumlar yoluyla olmaktadir (48,49,50,51).

2.16.3. Silimarin’in kimyvasal icerigi

Flavonoidler bitkiler tarafindan sentez edilen antioksidan, anti inflamatuar,
antikanserojen etkilere sahip polifenolik bilesiklerdir (73). Yiizlerce yildir hepatit ve siroz
tedavisi i¢in kullanilan ve deve dikeni bitkisinin Oziitiinden elde edilen silimarin

polifenolik bir flavonoiddir (Sekil 2 ve Sekil 3).

26



0 CH0H
H
N, O
o / A \ o LI OC”]
" [ 1 OH
ol i
0
Sekil 1: Silimarinin 2 boyutlu sekli Sekil 2: Silimarinin Kimyasal Formiilii

- Flavonolignanlar : Silybum marianum tohumlarinda bulunup, terapétik etkiden sorumlu

gruptur. Flavonolignanlar % 1,5-3 oraninda bulunurlar. Flavanolignanlar taksifolol adi
verilen flavanole koniferil alkol katilimiyla olugmaktadir. Silimarin bazi flavanolignanlarin
bir karigimidir. Silibin (silibinin), izosilibin (izosilibinin), silikristin, silidianin’den
olusmaktadir. Bu yap1 1968°de Wagner tarafindan aydinlatilmistir (52,53,54).

Standardize preparatlarda bu {i¢ flavonolignan tiirevi maddenin oram1 % 70-80
oraninda mevcuttur. % 50’lik oranla en fazla bulunan madde ise Silibindir. Tiirkiye’de
yetisenlerde silimarin orani %1’in lizerindedir. Denizli civarindan toplananlarda ise bu
oran %?2’yi ge¢mistir (55,56).

- Flavonoitler : Silybum marianum meyvelerinde flavonoit yapisindaki apigenin,
krisoeriol, eriodiktiol, naringenin bulunur (57,58). Tohumunda flavonoit yapidaki
taksifoline de rastlanmistir (59,60,61).

- Triterpenoitler : Silybum marianum‘un tiimiinden marianin ve marianosit A-B adl
triterpenoitler elde edilmis, yapilar1 dimensional NMR ile aydinlatilmistir (62,63).

- Sabit Yaglar : Silybum marianum tohumlar1 %20-30 oraninda sabit yag icermekte ; bu
yagin %60’ 1 linoleik, % 30’u oleik ve % 9’u palmitik asittir (64,65,66).

- Diger Bilesikler : Bunlarin disinda bitkinin toprak istii kisimlarinda; aliiminyum, B-

karoten, arasidik asit, manganez, fosfor, kalsiyum, krom, kobalt, demir, magnezyum,

sodyum, ¢inko, potasyum, selenyum, fumarik asit ve protein bulunmustur (67,68,69).
Bitkinin tohumu, ayrica % 25-30 oraninda protein, % 0,038 tokoferol, % 0,63

steroller, miisilaj, dehidrokoniferilalkol, histamin, kemferol, kesretin, taksifolin, tiramin

icermektedir (70,71).
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2.17. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom
veya molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlardan dolay1 reaktiftirler
(75).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metallerinin iyonlar1 ve hidroksil
radikalidir (75).

Stiperoksit radikali; hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksit, hidrojen peroksitin kaynagi ve gecis
metalleri iyonlariin indirgeyicisidir. Siiperoksit fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik
oksit ile birlestiginde reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Boylece
NO etkisi inhibe edilir. Peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zararl etkileri vardir (98).

Hidrojen peroksitin olusmasi i¢in, molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden
2 elektron alarak veya siiperoksitin bir elektron alarak peroksitin meydana gelmesi gerekir.
Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H,O,) meydana
getirir.

Hidrojen peroksit membranlardan kolayca gegebilen, uzun 6miirlii bir oksidandir.
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil liretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olur.
Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda énemli rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona girerek,
en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak
tizere kolaylikla yikilabilir (99).

Hidroksil radikali; hidrojen peroksitin  ge¢is metallerinin  varlifinda
indirgenmesiyle meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici reaksiyona maruz
kalmas1 sonucunda da hidroksil radikali olusur. Son derece reaktif bir oksidan tiirtidiir.
Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Tioller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden
bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina sebep olur (75).

Singlet oksijen; ortaklanmamis elektronu olmadig1 i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest

radikal iyonlarinin baglamasina da sebep olur (100).
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Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller, peroksil
radikalleri, alkoksil radikalleri, thiyl radikalleri, gibi 6nemli serbest radikaller de meydana

gelirler (75).

Tablo 4: Serbest radikallerin kaynaklari

Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik kaynaklari Intraseliiler kaynaklar

»  Aktive olmus fagositler »  Kuglik molekullerin otooksidasyonu

» Antineoplastik ajanlar » Enzimler ve proteinler

» Radyasyon » Mitokondrial elektron transportu

> Alskanhk yapan maddele (alkol, » Endoplazmik  retikulum  ve  nikleer
uyuGturucular) membran elektron transport sistemleri

» Cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan » Peroksizomlar
fotokimyasal maddeler, hiperoksi, »  Plazma membrani (Lipit peroksidasyonu)
pestisidler, » Oksidatif stres yapici durumlar: iskemi,

» Sigara dumani, solventler, anestezikler, travma, intoksikasyon

aromatik hidrokarbonlar) Stres .

2.18. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkisi (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler (75).

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada cesitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin tiim
biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipitler en hassas olanlaridir.
Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon fiiriinleri olustururlar. Lipit reaksiyonu c¢ok zararli bir
zincir reaksiyonudur.

Direk olarak membran yapisina ve indirek olarak reaktif aldehitler tireterek diger
hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep olur. Lipit

radikallerinin hidrofobik yapida olmasi yiiziinden reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagl
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molekiillerle meydana gelir. Membran permeabilitesi ve mikroviskositesi ciddi sekilde
etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehit, membran kompanentlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini
degistirir. Bu etkiler, malondialdehitin nicin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik

oldugunu agiklar (75).
2.19. Serbest Oksijen Radikallerinin Kirik Iyilesmesindeki Rolleri

Bir kemik kirildig1 zaman kirik bolgesinde arteriyel vazokonstriiksiyon gelisim
gostermektedir (81,82,83). Bunu takiben gecici bir iskemik periyot, arteriyel
vazodilatasyon ve kirik bolgesinde reperfiizyonda bir artis gozlenmektedir, serbest
radikallerin osteoblastlar iizerinde sitotoksik etki gosterdigini belirtmektedir (84,85,86).
Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve etki mekanizmalar1 kirik iyilesmesi lizerine de
olumsuz etkilerinin bulunabilecegini diistindiirmektedir (87,88). Ayrica ekstremitelerin
ortopedik operasyonlarinda kanamanin azaltilmasi, anatomik yapilarin detayli sekilde
goriinmesi amaciyla siklikla turnike uygulamalar1 yapilmaktadir. Turnike uygulamalari
sirast ve sonrasinda dokularda iskemi-reperfiizyon ve serbest oksijen radikalleri
olugmaktadir (89,90,91).

Kirik 1yilesmesi i¢in ¢cok Onemli olan baslangic fazinda (ilk bes giin) I6kosit,
makrofaj ve mast hiicreleri gibi inflamatuar hiicreler kirik bolgesine ulagsmaktadir (92,93).
Polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonuyla {iretilen serbest oksijen radikallerinin
graniilasyon dokusunu bozdugu, yara iyilesmesini geciktirdigi bildirilmektedir.Lipid
peroksidasyonunun osteoklastlari direkt olarak aktive ederek kemik

rezorpsiyonunuartirdigi bildirilmektedir (94,95).

2.20. Biyokimyasal Caliymada Kullanilan Oksidatif Stres Biyomarkerlar

2.20.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, metaloprotein yapisinda bir enzim olup oksijeni metabolize
eden biitlin hiicrelerde bulunur. McCord ve Fridovich tarafindan bulunan bu enzim

siiperoksidin hidrojen perokside doniisiimii reaksiyonunu katalize eder.

20, +2H" — H,0,+0,
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Stiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hem de rediiktan olarak hareket
eder. Oksijen radikalleriyle olusan hasara kars1 SOD, CAT ve GSH-Px enzim sistemiyle
birlikte ¢alisan bir savunma mekanizmasidir (Sekil 3). Boylece olusan H,O,, CAT veya
GSH-Px enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir. Peroksit radikalinin

dismutasyonu ile olusan hidrojen peroksit doku i¢in biyolojik avantaj saglar (76).

| GSH GSSG
\ GSH-Red

|
Laktoferrin —— { NADP' NADPH+H' 4+—— Pentaz-Fosfat
| Yolu
s
‘OH
Radkal Gidericller ———» |
v
Lipit Peroksidasyonu

Sekil 3: Antioksidan savunma mekanizmalar1

Stiperoksit dismutazin bu reaksiyonu, oksidatif strese karsi ilk savunma olarak da
adlandirilir. Ciinkii O%, zincirleme reaksiyonlarinin giiglii bir baslaticisidir. Oksidan stresin
artti@1 durumlarda SOD aktivitesi artarak koruyucu etkinligi siirdiirmeye calisir. Ozellikle
diger enzimatik radikal temizleyicilerin aktivitelerinde azalma s6z konusu oldugunda SOD
aktivitesinde artma gdzlenir. Bu sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O*
diizeyleri kontrol altinda tutulur.

Insanlarda SOD enzimi; sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD; plazma,
lenf ve sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliiler SOD olmak tizere 3 formda bulunur. SOD
enziminin canlilardaki dagilimi1 katalaz ile birlikte incelenmelidir. Cilinkii SOD ile
katalizlenen tepkime sonunda olusan {irlin, oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz

tarafindan birikimi 6nlenmektedir (76).
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2.20.2. Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agirliginda, tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan dort tane hem grubu igeren hem enzimidir. 240 kDa molekiil agirliginda her
molekiilde 4 adet ferriprotoporfirin igerir. CAT, hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve

suya parcalayan reaksiyonu katalizler (77,78).

Katalaz
2H.0, > 2H,0 + O, ()

Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, mukoz membranlar,
karaciger ve bobrekte yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Katalazin indirgeyici aktivitesi
hidrojen peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere karsidir. Biiyiik
molekiilli lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Diisiik hizlarda, hidrojen peroksidin
olustugu durumlarda veya ortamda yiliksek miktarlarda elektron alicist bulundugunda

peroksidatif reaksiyon ile;

H202 + AH2 _ 2H20 + A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise Kkatalitik

tepkimeyle hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir (77,78).

2.20.3. Malondialdehit (MDA)

MDA lipid peroksidasyonunun son iiriinii olup aldehit yapili bilesiktir. Membran
kompanentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol acarak esneklik, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey determinantlarinin agregasyonu gibi intrensek
membran Ozelliklerini degistirme yetenegine sahip olmasi yaninda DNA’nin nitrojen
bazlar1 ile de reaksiyona girebilir, amino gruplar1 arasinda g¢apraz baglanmalara yol
acabilir. Bu ozellikleri ile MOD mutojenik, kiiltiir hiicreleri i¢in genototoksik ve
kansorejeniktir. Oksidan streste SOD ve CAT enzimleri yetersiz kaldiginda serbest oksijen
radikallerinin etkilerini hiicre ve organel membranlarinda lipid peroksidasyonunu
baglatarak gostermektedir. MDA, oksidan stresin spesifik bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (79,80).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Bu c¢alismada 48 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican (Kahramanmaras Siitcii
Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuar;, Kahramanmaras)
kullanildi. Calisma 6ncesi Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu ve Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’ndan calisma igin gerekli olan izinler alindi. Calisma Kahramanmaras Siitcii Imam
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuarinda yapild.

Calismaya dahil edilen siganlarin ortalama yasi 6 ay ve ortalama agirliklart 300
gram idi. Hayvanlar rastgele olarak 3 gruba ayrilarak her bir kafeste 16 hayvan olacak
sekilde laboratuar ortaminda preoperatif 24 saat siire ile izlendiler. Calisma siiresince
sicanlara limitsiz olacak sekilde musluk suyu (ad libitum) ve standart kemirgen yemi
verildi. Hayvanlar 22 santigrad derece (°C) sicaklikta, 12 aydinlikta ve 12 saat karanlikta
kalacak sekilde takip edildiler.Hayvanlarin fiziksel 6zellikleri ve hareketleri not edildi.
Operasyon esnasinda veya sonrasinda antibiyotik profilaksisi yapilmadi. Operasyon
sonrast hicbir kafesten 6len sigan olmadi. Calismanin geri kalan boéliimiinde de hi¢ hayvan

kaybedilmedi. Takiplerde higbir siganda kirik yeri enfeksiyonu izlenmedi.
3.2. Kirik Iyilesmesi Modeli

Gerekli takip ve hazirliklar1 yapilan hayvanlar ameliyathaneye alindi. Her bir
siganin agirhigr elektronik tartt ile tartilarak anestezik ila¢ dozu hesaplandi. Deney
yapilacak laboratuara getirilen hayvanlara intraperitoneal yoldan verilen 50 mg/kg ketamin
hydrochlorid (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ile genel anestezisi saglandi. Anestezik
kombinasyonu intraperitoneal olarak sol kasik bolgesinden uygulandi. Anestezi yapilan
hayvanlar yiiziistii pozisyonunda yatirildi ve 6zel metal {ic nokta prensibine uygun olarak
literatiirden yardim alinarak iiretilen cihaz yardimi ile sag arka ayaklarinda (ratlarinda)
kirik olusturuldu. Caligmamizda kullanilacak denek hayvanlari her grupta 16 adet olacak
sekilde 3 gruba ayrildi. Kontrol grubuna ilk giin limitsiz olacak sekilde musluk suyu ve
standart kemirgen yemi verildi. Sham gurubuna ilk giin limitsiz olacak sekilde musluk
suyu, standart kemirgen yemi ve serum fizyolojik verildi. Silimarin grubuna ilk giin
limitsiz olacak sekilde musluk suyu, standart kemirgen yemi ve silimarin verildi. 3 grupta
da ilk giin kirik olusturulmadi, ikinci giin kirik olusturuldu ve her gruptan sekizer hayvan

alimarak toplamda yirmidort adet hayvan sakrifiye edildi; biyokimyasal, histopatolojik ve
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radyolojik olarak incelenmeye alndilar. Geride kontrol grubunda sekiz, sham grubunda
sekiz ve Silimarin grubunda sekiz adet toplamda yirmidort adet hayvan kaldi.

Calisma gruplari:

Grup 1 (Kontrol) : Kirik rastgele aliman 16 adet ratin sag tibiasindan olusturuldu. Kirik

olusturulan hayvanlara limitsiz olacak sekilde musluk suyu ve standart kemirgen yemi

verildi.

Grup 2. (Sham) : Kirik rastgele alinan 16 adet ratin sag tibiasindan olusturuldu. Kirik
olusturulan hayvanlara gavaj yoluyla serum fizyolojik verildi.

Grup 3 (Silimarin) : Kirik rastgele alinan 16 adet ratin sag tibiasindan olusturuldu. Kirik

olusturulan hayvanlara gavaj yoluyla Silimarin verildi.

3.3. Yontem

Tedavi boyunca kullanilacak olan Silimarin (deve dikeni bitkisi 0ziitii) ratlarin
ortalama yas ve agirliklar1 hesaplanarak toplam hayvan oranma bdlinlip kirik
olusturulmadan bir giin 6nce baslanarak 21 giin boyunca gavaj yoluyla 50mg/kg/giin
dozunda verildi. 3. bending metodu ile kapali kirik olusturdugumuz Silimarin grubu (8)
ratlarimiz kirigin hemen ardindan sakrifiye edildi ve sag tibialari alindi (sifirinct giin),
kalan Silimarin grubu (8) ratlarimiza 21giin boyunca (yirmibirinci giin) Silimarin, yem ve
su disinda hicbir islem yapilmadan iyilesmeye birakildi.

Tedavi boyunca kullanilacak olan serum fizyolojik 50 mg/kg/glin dozunda kirik
olusturulmadan bir giin 6nce baslanarak ve kirik olusturulduktan sonraki 21 giin boyunca
gavaj yoluyla verildi. Deneyin saglikli sonug verebilmesi i¢in Silimarin grubuyla ayni anda
serum fizyolojik verilmeye devam edildi. Sifirinci giin 3. bending methodu ile kapal1 kirik
olusturdugumuz sham grubu (8) ratlarimiz kirigin hemen ardindan sakrifiye edildi ve sag
tibialar1 alindi (sifirinct giin), kalan sham grubu (8) ratlarimiza 21 giin boyunca serum
fizyolojik 50 mg/kg/g dozunda, yem ve su disinda higbir islem yapilmadan iyilesmeye
birakildi.

Kontrol grubumuza ise ilk giin limitsiz olacak sekilde musluk suyu ve standart
kemirgen yemi verildi. Sifirinct giin, 3. bending metodu ile kapali kirik olusturdugumuz
kontrol grubu (8) ratlarimiz kirigin hemen ardindan sakrifiye edildi ve tibialar1 alindi,
kalan kontrol grubu (8) ratlarimiza 21 giin boyunca limitsiz olacak sekilde musluk suyu ve
standart kemirgen yemi disinda hicbir islem yapilmadan iyilesmeye birakildi.

Sifir ve 21. giin ratlarimiz ketamin anestezisi altinda sakrifiye edildi vesag tibia
ornekleri biyokimyasal, histopatolojikve radyolojik olarak incelenmeye tabi tutuldu.
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Biyokimyasal, histopatolojikve radyolojik degerlendirmeler Kahramanmaras Siitcii
Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya, Patoloji ve Radyoloji Anabilim Dalinda

yapildi.
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Resim 2: A. Intraperitoneal yoldan ketaminin verilmesi B. Gastrik lavaj yoluyla Silimarin ve
serum fizyolojik verilmesi C. Ozel metal ii¢ nokta prensibine uygun olarak literatiirden yardim
aliarak tretilen cihaz D. Kirik olusturulurken E. Ratlara limitsiz olacak sekilde musluk suyu (ad

libitum) ve standart kemirgen yemi verilirken F. Tibialar ¢ikartilirken
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3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Homojenat hazirlama

Deneklerden MDA, SOD ve CAT analizi i¢in alinan doku 6rnekler serum fizyolojik
ierisine konarak analiz giiniine kadar -20°C’de donduruldu. Inceleme baslamadan hemen
once +4°C’de erimeye birakildi. Eriyen doku ornekleri teker teker sogukluklart muhafaza
edilerek tartild1 ve cam tiiplere konuldu. Sifir ve 21. giinde alinan tibia kemik biyopsi
orneklerine agirliklarina gore ortalama 3 ml %1,15 M KCI eklendi. Dokular 16.000
devir/dakika hizda 3 dakika siireyle homojenize edildi. Enzim aktivite kayb1 olmamasi i¢in
ornekler buz dolu kiivete yerlestirildi. Daha sonra homojenatlar 14.000 x rpm’de +4°C’de
30 dakika soguk santrifiij edilerek siipernatantlar1 ependorf tiiplere ayrildi. Bu ayrilan

stipernatantlardan MDA, SOD, CAT ve protein diizeyleri 6l¢timleri yapildu.

3.4.2. Protein diizeyinin tayini

Ayiraclar
1. A ¢ozeltisi:
%2 Na,COs 2 g Na,CO;
0,1 N NaOH ile 100 mI’ye tamamlanir.
2. B Cozeltisi: B1 ve B2 ¢ozeltilerinden olusur.
a) B1 Cozeltisi:
%1 CuS04.5H,0 1g 1 CuS0O4.5H,0
Safile 100 ml’ye tamamlanir.
b) B2 Cozeltisi:
%?2 Na-K tartarat 2g Na-K
Saf'ile 100 ml’ye tamamlanir.
3. C Cozeltisi : (Giinliik hazirlanir)
50 ml A+ 1 ml B (0,5 ml Bl + 0,5 ml B2) karistirilir.
4. D Cozeltisi : (Gilinliik hazirlanir)

Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir.

Standart Egrinin Cizimi
Stok standart i¢in 0,3 g/dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5
ml alinip 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg/ml konsatrasyon elde
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edilir. Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 pg/ml’lik konsatrasyonlar elde
edilerek (Tablo 5) 750 nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore

konsantrasyon-absorbans egrisi ¢izilir ve her numune 6lgiimiinde standart egri tekrarlanir

Optik Dansite

(Sekil 4).

Tablo 5: Protein standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanisi

Tip no
Konsantrasyon (pg/ml)

Kor

120

150

Standart bovin albumin

(ml)

0.3

0.3

Serum fizyolojik (ml)

0.3

C Cozeltisi (ml)

15 dakika oda 1sisinda bekletilir

D Cézeltisi (ml)

0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore karsi okunur.

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

Sekil 4: Protein standart egrisi

60

90

Konsatrasyon (ug/ ml)
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Yontem

Dokularindan hazirlanan siipernatantta protein tayinini yapmak i¢in ii¢ tiip alinir ve

cozeltiler asagidaki sekilde tiiplere (Tablo 6) konulur.

Tablo 6: Doku 6rneginde protein tayini i¢in tliplerin hazirlanisi

Kér (ml) [Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Stipernatant - - 0.3
C Cozeltisi 3 3 3
15 dakika oda 1si1sinda bekletilir
D Cozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore kars1 okunur.
Hesaplama
Doku 6rneginin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan

standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayis1 ile ¢arpilarak sonug verilir.

3.4.3. Malondialdehit (MDA) diizeyinin tayini

Aerobik sartlarda pH 3.40°de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95 C°de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’ nin TBA
ile pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti ortamdaki
MDA konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak
degerlendirilir.

Ayrraclar
1. %8.1'lik SDS
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 8.lg
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Saf su ile 100 ml'ye tamamlanur.

2. %20'lik Asetik Asit (HAc)

Asetik asit 20 ml

Saf'ile 100 ml’ye tamamlanir. (NaOH ile pH: 3.5 ayarlanir)
3. %0.6'ik TBA

Tiyobarbitiirik asit (TBA) 0.6 g

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanur.

4. n-Butanol/Piridin (nBu/Pri) Cozeltisi (14/1)
n-Butanol 14 ml

Piridin I ml

5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk= 0.99 g/ml)

Standart Egri Cizimi

Standart egri ¢izimi yapilirken stok sandarttan 6,6 pl alinip 100 ml’ye saf su ile
tamamlanarak gilinliik standart hazirlanir. Daha sonra 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml
konsantrasyonunda ¢alisma standartlart hazirlanir. Ayraglar tiiplere asagida belirtildigi

sekilde ilave edilirler (Tablo 7).

Tablo 7: MDA standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanis

Tiip No. 0 1 2 3 4 S5 6

Konsantrasyon(nmol/ml) |0 100 80 60 40 20 10
Standart (ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%38.1 SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
%20 HAc (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
%0.8 TBA (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

Vortekslenir, 95 C" 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur

Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

n-Bu/Pri (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
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Optik Dansite (532nm)

Tiipler nBu/Pri ilavesinden sonra vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilir, tstteki organik kisim (iist faz) alinarak 532 nm’de absorbans fotometrik

olarak okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (sekil 5).

0,25
0,2 /

015 /

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon(nmol/mL)

Sekil 5: MDA standart egrisi grafigi

Yontem
Ornek calismasi igin yukaridaki tabloda verildigi gibi tiipler belirli hacimde

hazirlanir, siipenatant alinir ve MDA tayini yapilir. Ayrintili bilgi tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8: Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

Kor (ml) Std (ml) Ornek (ml)
Standart (60 nmol/ml) |- 0.1 ml -
Stipernatant - - 0.1 ml
SDS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
Asetik Asit 1.5 ml 1.5ml 1.5ml
TBA 1.5 ml 1.5ml 1.5ml
Saf su 0.8 ml 0.7 ml 0.7 ml

Vorteksle karistirthr.60 dk 90 C°“de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altindaj
sogutulur

Saf su 1 ml 1 ml 1 ml

n-Bu/Pi 5 ml 5 ml 5 ml
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(Cozeltiler vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir, Ustteki
organik kisim alinarak 532 nm'de absorbans okunur. Sonu¢ standart egrisinden veya
giinliik standarttan degerlendirilir.

Hesaplama
nmol/ml olarak Olclilen MDA diizeyi hem nmol/mg protein hem de nmol/g doku

birimlerinden verilmistir.

MDA Diizeyi (nmol/mg protein)= MDA degeri (nmol/ml)
protein (mg/ml)

MDA Diizeyi (nmol/gr doku)= MDA degeri (nmol/ml) x siipernatant (hacim/agirlik)
doku agirlig1 (gr)

3.4.4. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini

SOD, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit radikallerinin
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve
ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3-[4-
nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet: INT) ile meydana
getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin
(OD) okunmas1 esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit radikallerini
ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonucta olusan
kirmizi rengin OD’si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir, buaradaki farkin

belirlenmesiyle de SOD aktivitesi ol¢iiliir.

Ayrraclar

1. CAPS Tamponu(3-sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) (pH:10.2)
50.00 mM CAPS 1.1065 gr

0.94 mM EDTA 0,035 gr

Doymus NaOH 11.1 ul

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

2. Substrat Karigimi

0.05 mM Ksantin ~ 0,00076 gr

INT 0,001264 gr

CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanir.
3. 80 U/L Ksantin oksidaz

50 U Ksantin oksidaz 3.04 pul

Saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.
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4.0.01 M Fosfat tamponu pH 7.0
NayPOy4 0,0553 g
NaH,PO, 0,073 g

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanuir.

5. Standart (S6): 5.6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standardidur.

Standart Egri Cizimi

Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma igermeyen, steril) olarak
hazirlanmis SOD standardi 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart egri ¢iziminde
kullanilacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo 9°deki gibi hazirlanir. 2-8
°C’de saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir.

Tablo 9: SOD standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanigi

Kullanilacak Standart Sollisyonun M Fosfat SpD deriGimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi  |(U/ml)

S5 6 ml S6 5 ml 2.8

S4 5 ml S5 5 ml 1.4

S3 5 ml S4 5 ml 0.7

S2 3 ml S3 S ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)
Yontem

SOD aktivite tayini i¢in, 0rnek dokularindan hazirlanan siipernatanttan aktivite tayini

yapilir.
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Tablo 10: SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi 850 850

Kiivetler iyice karistirilir.

Ksantin oksidaz 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra calisma koriinlin ve standartin 37°C'de, 505 nm
dalga boyunda havaya kars1 baslangi¢ absorbanslari (A1) okunur. Ayni anda kronometre

calistirllarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A2) tekrar okunur.

Hesaplama

Calisma korti SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar icin % inhibisyon degeri bunlara ait
calisma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.
AA/dak. standart = A2-A1 /3 dakika

% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart x 100
AA galisma kori

Hesaplama yapildiktan sonra X yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml)
logoritmik dontlisim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri

yazilarak standart egri elde edilir (Sekil 6).
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%inhibisyon

13,47 10

-0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75
log U/mL

Sekil 6: SOD standart egrisi

Ornek Calismasi

Tablo 11: Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanisi

Kor (ul) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu |25 -
Substrat Karisimi 850 850
Kiivetler iyice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Tiipler tekrar karigtirildiktan 30 saniye sonra 37° C’de, 505 nm dalga boyunda
havaya karsi baslangic absorbans (A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar

okunur.

Hesaplama
AA/dak. standart = A2-A1 / 3 dakika

% inhibisyon standart = 100 -AA/dak standart x 100
AA calisma korii
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Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri
standart egri kullanarak bulunur. U/ml biriminden 6l¢iilen SOD spesifik aktivitesi U/mg

protein, ayrica U/g doku birimlerinden verilmistir.

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = SOD degeri (U/ml)
Protein (mg/ml)

SOD Spesifik Aktivitesi (U/g doku) = SOD degeri (U/ml) x homojenat hacmi (hacim /agirlik)
doku agirlig1 (g)

3.4.5. Katalaz (CAT) aktivite tavini

Katalaz, H,O;’ nin yikimin1 katalize eder. HO;,’ nin CAT tarafindan yikim hizi,

H;02’nin 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak

Olciilebilir.

Ayiraclar

1. IM Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0
Tris-Baz 5.358 gr

Tris-HCI 8,787 gr

Na2 EDTA 0.1461 gr

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K>HPO4 6.723 gr
KH,PO4 8.344 gr
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
3. 10 mM H,0,
%30’1uk peroksitten 10 pl alinir ve 9.990 pl saf suyla tamamlanur.
4. Stabilize edici ¢ozelti
merkaptoetanol 0.05 ml
%10’luk Na,EDTA ile 10 ml'ye tamamlanr.
5. Etanol (%95°1ik)
Yontem
Dokularindan hazirlanan siipernatantin her 1 ml'sine 20 pl gelecek sekilde %95'lik
etanol koyulur ve enzim aktivite tayini yapilir. Deneye baslamadan 6nce, giinliik olarak
hazirlanan 10 mM H,O, konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadig1 fosfat tamponu

ile kontrol edilir. Bunun i¢in fosfat tamponu 1:10 oraninda saf su ile sulandirilir, Iml’lik
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kiivete 900 pl konur ve havaya karst 230 nm dalga boyunda okunarak absorbansi
kaydedilir (OD1 Olgiilen fosfat tamponun igine hazirlanan 10 mM’lik peroksitten 100 pl
konur ve havaya kars1 ayni dalga boyunda okunarak absorbansi kaydedilir (OD2). OD2-
OD1=0.071 oldugunda, hazirlanan peroksitin konsantrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve

deneye asagida gosterilen prosediirde baslanir (Tablo 12).

Tablo 12: Dokuda CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi

Kor (ul) Numune (ul)
IM Tris-HCI, 5mM Na; EDTA tamponu,pH 8.0 | 50 50
10 mM H202 - 900
Saf su 930 30
37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.
Ornek (sulandirilmis) 20 20

Olusan tepkime 1 cm 151k yolu kuvars kiivetlerde, 37° C'de 230 nm'de 0., 2.5., 5.
dakikalardaki absorbans degerleri Olgiilerek izlenir. Dogrusal artis gdsteren zaman

araligindaki optik dansite (OD) degerleri kullanilarak CAT enzim aktivitesi 6l¢iiliir.

Hesaplama

CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x VT (1 ml)
0.071 x VH (0.02 ml)
AOD : Optik dansite degisimi

VH: Siipernatant hacmi

VT: Toplam hacim

0.071 : 10 mM H;0, yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/ml biriminden &lgiilen CAT spesifik aktivitesi U/mg protein, ayrica U/g doku

birimlerinden verilmistir.

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = CAT degeri (U/ml)
protein (mg/ml)
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CAT Spesifik Aktivitesi (U/ g doku) = CAT degeri ( U/ml) x homojenat hacmi (hacim/agirlik)
doku agirligi (g)

3.5. Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in doku 6rnekleri % 10’luk tamponlu noétral formaldehit
soliisyonunda 24 saat fikse edildi. Orneklerin tiimii doku takip cihazinda rutin takibe
alinarak parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom ile her doku 6rnegi
icin 5 pum kalinhiginda seri kesitler hazirlanarak hemotoksilen-eosin (HE) boyast ile

boyandi. Isik mikroskobu ile histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.
3.6. Radyolojikinceleme

Ratlarn sifir ve yirmibirinci giinlerde sakrifiye edildikten hemen sonra direk radyografiler

alindi. Radyoloji uzmani tarafindan degerlendirildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Istatiksel analizin yapilmasinda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
kullanildi. Sonuglarimiz ortalama + standart sapma seklinde wverildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde ise gruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non
Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Her iki test i¢inde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analiz Sonug¢lar1

4.1.1. Kemik dokusunda sifir ve yirmibirinci giinlerdeki SOD aktiviteleri

Tablo 13: Sifirinci giindeki kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda her bir bireyin SOD
aktivitesi

SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Rat No Kontrol Sham Silimarin
1 0,209 0,415 0,656
2 0,300 0,209 0,741
3 0,220 0,187 0,683
4 0,175 0,294 0,715
5 0,188 0,308 0,553
6 0,221 0,426 1,397
7 0,161 0,170 0,267
8 0,165 0,166 1,261

Tablo 14: Yirmibirinci giindeki kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda her bir bireyin
SOD aktivitesi

SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Rat No Kontrol Sham Silimarin
1 0,192 0,416 0,382
2 0,218 0,387 0,303
3 0,185 0,399 0,390
4 0,203 0,402 0,394
5 0,179 0,387 0,417
6 0,198 0,396 0,379
7 0,211 0,412 0,385
8 0,201 0,389 0,406
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4.1.2. Kemik dokusunda sifir ve yirmibirinci giinlerdeki CAT aktiviteleri

Tablo 15: Sifirinci glindeki kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda her bir bireyin CAT
aktivitesi

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Rat No Kontrol Sham Silimarin
1 0,126 0,437 0,195
2 0,484 0,692 0,313
3 0,343 0,754 0,421
4 0,432 0,355 0,632
5 0,381 0,392 0,565
6 0,755 0,110 0,285
7 0,102 0,451 0,148
8 0,206 0,692 0,666

Tablo 16: Yirmibirinci giindeki kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda her bir bireyin
CAT aktivitesi

CAT Aktivitesi (U/mg protein)

Rat No Kontrol Sham Silimarin
1 0,680 1,491 1,372
2 0,480 1,427 1,223
3 0,574 1,012 1,102
4 0,592 1,231 1,354
5 0,497 1,145 1,241
6 0,543 1,468 1,258
7 0,655 1,396 1,420
8 0,488 1,265 1,485
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4.1.3. Kemik dokusunda sifir ve yvirmibirinci giinlerdeki MDA diizeyleri

Tablo 17: Sifirinci glindeki kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda her bir bireyin MDA
diizeyleri

Sifiriner Giinde MDA Diizeyleri (nmol/mg protein)

Rat No Kontrol Sham Silimarin
1 491 0,62 0,82
2 4,60 2,08 1,20
3 5,01 2,81 0,22
4 4,20 2,36 1,87
5 3,60 3,75 0,24
6 7,65 0,56 0,50
7 16,34 2,72 0,67
8 4,62 2,43 1,36

Tablo 18: Yirmibirinci giindeki kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda her bir bireyin
MDA diizeyleri

MDA Diizeyleri (nmol/mg protein)

Rat No Kontrol Sham Silimarin
1 3,580 1,630 0,981
2 3,258 1,527 1,016
3 4,012 2,211 1,023
4 3,520 1,984 2,054
5 3,957 2,403 1,241
6 3,235 1,712 1,325
7 3,302 1,693 1,209
8 3,425 1,855 1,321
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4.2. Kemik Dokusunda sifir ve yirmibirinci giinlerdeki SOD, CAT ve MDA

Diizeylerinin istatiksel Sonuglar

4.2.1. Kemik dokusunda sifirinci giinlerdeki SOD diizeylerinin istatiksel

sonuclari

Tablo 19: Sifirinci glindeki tiim gruplardaki SOD bulgulari

SOD (U/mg protein)
GRUP ADI n Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (Kontrol) 8 0,204+0,045%* 0,161-0,300
GRUP 2 (Sham) 8 0,271+0,106** 0,166-0,426
GRUP 3 (Silimarin) 8 0,784+0,369* 0,267-1,397

*p<0,05, **p>0,05

Gruplar arasindaki sifirinci giindeki SOD aktiviteleri kiyaslandiginda, Silimarin grubunda

SOD aktivitesinin kontrol ve sham gruplarina kiyasla anlamli sekilde arttig1 (p<0,05) ve

kontrol ve sham gruplarinin SOD aktivitesi yoniinden anlamli farklilik gostermedigi

saptandi (p>0,05) (Sekil 7).

SOD 0. GUN

silimarin

m SOD 0. GUN

Sekil 7: Gruplar aras1 SOD 0. giin diizeyleri
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4.2.2. Kemik dokusunda virmibirinci giinlerdeki SOD diizevlerinin istatiksel
sonuclari

Tablo 20: Gruplar arasi1 yirmibirinci giindeki SOD bulgulari

SOD (U/mg protein)

GRUP ADI n Ort+SD Min-Max

GRUP 1 (Kontrol) 8 0,198+0,012* 0,179-0,218
GRUP 2 (Sham) 8 0,398+0,011** 0,387-0,416
GRUP 3 (Silimarin) 8 0,382+0,034** 0,303-0,417

*p<0,05, **p>0,05

Gruplar arasindaki yirmibirinci giindeki SOD aktiviteleri kiyaslandiginda, Silimarin ve
sham gruplarindaki SOD aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi
(p<0,05) ve sham ve Silimarin gruplarinin SOD aktivitesi yoniinden anlamli farklilik

gostermedigi bulundu (p>0,05) (Sekil 8).

SOD 21. GUN

m SOD 21. GUN

silimarin

Sekil 8: Gruplar aras1 yirmibirinci giinlerdeki SOD diizeyleri
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4.2.3. Kemik dokusunda sifirinci giinlerdeki CAT diizevlerinin istatiksel
sonuclari

Tablo 21: Gruplar aras1 sifirinci giinlerdeki CAT bulgular

CAT (U/mg protein)

GRUP ADI N Ort=SD Min-Max

GRUP 1 (Kontrol) 8 0,353+0,214* 0,102-0,755
GRUP 2 (Sham) 8 0,403%0,199% 0,148-0,666
GRUP 3 (Silimarin) 8 0,485+0,216**  0,110-0,754

*p<0,05, **p>0,05

Gruplar arasindaki sifirinct  giindeki CAT aktiviteleri kiyaslandiginda, Silimarin

grubundaki CAT aktivitelerinin kontrol ve sham grubuna gore anlamli sekilde arttig1 tesbit

edildi (p<0,05) (Sekil 9).

CAT 0. GUN

m CAT 0. GUN

silimarin

Sekil 9: Gruplar arasi sifirinct giinlerdeki CAT diizeyleri
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4.2.4. Kemik dokusunda virmibirinci giinlerdeki CAT diizevlerinin istatiksel
sonuclari

Tablo 22: Gruplar arasi yirmibirinci giinlerdeki CAT bulgular

CAT (U/mg protein)

GRUP ADI n Ort+£SD Min-Max

GRUP 1 (Kontrol) 8 0,563+0,075* 0,480-0,680
GRUP 2 (Sham) 8 0,778+0,227** 0,541-1,145
GRUP 3 (Silimarin) 8 0,923+0,276** 0,400-1,241

*p<0,05, **p>0,05

Gruplar arasindaki yirmibirinci giindeki CAT aktiviteleri kiyaslandiginda, Silimarin ve
sham gruplarindaki CAT aktivitelerinin kontrol grubuna goére anlaml sekilde arttig1 tesbit
edildi (p<0,05) (Sekil 10).

CAT 21. GUN

m CAT 21. GUN

silimarin

Sekil 10: Gruplar aras1 yirmibirinci glinlerdeki CAT diizeyleri
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4.2.5. Kemik dokusunda sifirinc1 giinlerdeki MDA diizeylerinin istatiksel
sonuclari

Tablo 23: Gruplar aras1 sifirinci giinlerdeki MDA bulgulari

MDA (nmol/mg protein)

GRUP ADI n Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (Kontrol) 8 6,366+4,201* 3,600-16,340
GRUP 2 (Sham) 8 2,166+1,089* 0,560-3,750
GRUP 3 (Silimarin) 8 0,860+0,579* 0,220-1,870

*p<0,05

Gruplar arasindaki sifiriner glindeki MDA diizeyleri kiyaslandiginda, Silimarin grubundaki
MDA diizeyinin kontrol ve sham gruplarina kiyasla anlamli sekilde diisiik oldugu
(p<0,05), yanisira Kontrol grubunun MDA diizeyinin silimarin ve sham gruplarina kiyasla

anlamli sekilde yiiksek oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 11).

MDA 0. GUN

m MDA 0. GUN

kontrol

silimarin

Sekil 11: Gruplar arast sifirinci glinlerdeki MDA diizeyleri
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4.2.6. Kemik dokusunda virmibirinci giinlerdeki MDA diizeylerinin istatiksel
sonuclari

Tablo 24: Gruplar arasi yirmibirinci giinlerdeki MDA bulgulari

MDA (nmol/mg protein)

GRUP ADI n Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (kontrol) 8 3,536+0,302* 3,235-4,012
GRUP 2 (Sham) 8 1,876+0,303* 1,527-2,403
GRUP 3 (Silimarin) 8 0,27134+0,345* 0,981-2,054
*p<0,05

Gruplar arasindaki sifiriner glindeki MDA diizeyleri kiyaslandiginda, Silimarin grubundaki
MDA diizeyinin kontrol ve sham gruplarina kiyasla anlamli sekilde diisiik oldugu
(p<0,05), bununla birlikte Kontrol grubunun MDA diizeyinin Silimarin ve sham gruplarina
gore anlamli sekilde yiiksek oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 12).

MDA 21. GUN

m MDA 21. GUN

kontrol

silimarin

Sekil 12: Gruplar arasi yirmibirinci giinlerdeki MDA diizeyleri
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Kemik dokusunun histopatolojik incelenmesinde gruplar; vaskiilarizasyon,
fibrokartijelanoz, ossedz kallus ve osteoblastik aktiviteye gore degerlendirildi. Buna gore;
yirmibirinci giiniin sonunda kirik hattinin iyilesmesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Silimarin grubunda kallusun hem daha erken gelistigi ve kallus alaninin daha biiyiik ve
kallus yogunlugunun daha fazla oldugu tespit edilmistir.Yanisira, Silimarin grubunda
osteoblastik aktivitenin daha yiliksek oldugu ve daha c¢abuk osse6z forma doniistigii
gozlenmigstir. Sham grubuna gore, Silimarin grubunda fibroblastik aktivitenin fazla oldugu,
bunun takibinde belirgin kartilaj dokusu ve belirgin kemik dokusunun gelistigi gozlendi
(Resim 2, 3 ve 4).

Resim 3: Kirik olusumundaki histopatolojik degisimler.

Resim 4: Sham grubu: Minimal diizeyde kartilaj gelisimi, az miktarda fibroblastik
aktivite artis1 ve vaskiilizasyon.
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Resim 5: Silimarin grubu: Belirgin fibroblastik aktivite artisi, belirgin kartilaj
olusumu ve osseoz gelisimi ve yeni kemik olusumu.

4.4. RADYOLOJIK BULGULAR

Silimarin uygulanan grup, serum fizyolojik uygulanan sham grubu ve herhangi bir
ilag uygulanmayan kontrol grubundaki siganlar sifirinci ve yirmibirinci giinlerde anestezi
altinda sakrifiye edildi. Islem sonrasi sag arka tibialar yumusak dokularindan kabaca
styrildiktan sonra rontgen kasetlerine yerlestirilerek On-arka ve yan planda direk

radyografileri cekildi. Tim grafiler deneyden bagimsiz bir radyolog (M.Y) tarafindan
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degerlendirildi. Sifirinct giin kontrol, sham ve Silimarin grubunun tibialarinin diafiz kismi
kesiminde deplase goriinlimde tek hatli kirik (fraktiir) izlendi. Yirmibirinci giin kontrol
grubunun radyografisinde her iki tibiaya yonelik fraktiir hatlar1 izlenmistir. Yirmibirinci
giin sham ve Silimarin grubu radyografilerinde ise; belirgin 1yilesme s6z konusu olup bu

incelemelerde fraktiir hatlar1 segilmemistir.
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Resim 6: A: Kontrol grubununsifiriner giindeki kirtk durumlari

B:Kontrol grubunun yirmibirinci giindeki kirik durumlar
C: Sham gurubunun sifirinci giindeki kirik durumlari

D: Sham gurubunun yirmibirinci giindeki kirik durumlari
E: Silimarin grubununsifirinci glindeki kirik durumlari

F: Silimarin grubununyirmibirinci giindeki kirik durumlari
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5. TARTISMA

Bir kemik kirildigt zaman kirik bolgesinde arteriyel vazokonstriiksiyon
gelismektedir. Bunu takiben gegici bir iskemik periyot, arteriyel vazodilatasyon ve kirik
bolgesinde reperfiizyonda bir artis olmaktadir . Serbest radikallerin osteoblastlar iizerinde
sitotoksik etki gosterdigini bildirmektedirler. Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve etki
mekanizmalart kirtk iyilesmesi {izerine de olumsuz etkilerinin bulunabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica ekstremitelerin  ortopedik operasyonlarinda kanamanin
azaltilmasi, anatomik yapilarin detayli sekilde goriinmesi amaciyla siklikla turnike
uygulamalar1 yapilmaktadir. Turnike uygulamalar1 siras1 ve sonrasinda dokularda iskemi-
reperflizyon ve serbest oksijen radikalleri olugsmaktadir (86).

Ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada, iskemi ve iskemi-reperfiizyon hasarinda serbest
radikaller ve bu hasara karsi viicutta koruyucu bazi degisikliklerin olustugunu ve bu
degisikliklerden kan, kemik ve kas dokular1 igerisinde en az etkilenen dokunun kas dokusu
oldugunu bildirmislerdir.

Kirik iyilesmesi, halen Ortopedinin detaylar1 tam olarak ¢oziilemeyen konularindan
biridir. Kirik iyilegsmesini etkileyen faktorler ve iyilesmenin hizlandirilmasi arastiricilarin
lizerinde calistign popiiler konularindan biridir. Ozellikle kirk iyilesmesini hizlandirmak
icin ¢ok ¢esitli ¢alismalar diizenlenmektedir. Ayrica sik kullanilan ilaglarin kirik iyilesmesi
tizerine etkileri de literatiirde 6nemli bir yer tutmaktadir. Kirik iyilesmesi i¢in ¢ok onemli
olan baslangi¢c fazinda (ilk bes giin) 16kosit, makrofaj ve mast hiicreleri gibi inflamatuar
hiicreler kirik bdlgesine ulagmaktadir. Polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonuyla
iiretilen serbest oksijen radikallerinin graniilasyon dokusunu bozdugu, yara iyilesmesini
geciktirdigi bildirilmektedir (86).

Lipid peroksidasyonunun osteoklastlar1 direkt olarak aktive ederek kemik
rezorpsiyonunu artirdig bildirilmektedir. Antioksidan sistemin diisiik aktivitesi ve kemik
demineralizasyonu ile serbest radikal diizeyindeki artis arasindaki iliskiden
bahsetmislerdir. E vitamininin antioksidan 06zelligi nedeniyle kemik rezorpsiyonu ve
kaybini azalttigin1 bildirmislerdir. Besinlerde yetersiz vitamin E bulunan ratlarda kalsiyum
emiliminin ve kemiklerdeki kalsiyum depolanmasinin azaldigini bildirmislerdir. Oksidatif
stresin artisiyla kemik dansite-sindeki azalma arasinda iliski bulundugunu bildirmislerdir.
Serbest radikal toplayicist olan Vitamin C’nin kemik mineral dansitesinde yararli etkiler
gosterdigini bildirmislerdir. Siganlarda yaptig1 bir ¢alismada serbest oksijen radikallerinin

kirik iyilesmesinde ©Onemli rollerinin bulundugu ve kirik iyilesmesini bozdugunu
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bildirmistir (101). Tavsanlarin kirtk hematomu iizerinde yaptiklari bir caligmada, alfa-
tokoferoliin kirik hematomunda olusan serbest oksijen radikalleri lizerinde antioksidan bir
etkiye sahip oldugunu ve serbest oksijen radikallerinin kirik 1yilesmesi tizerindeki olumsuz
etkilerini ortadan kaldirabilecegini bildirmislerdir (86). Vitamin E’nin trabekiiler kemik
formasyonunu stimiile ettigini, osteoprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir. Kopeklerde
deneysel radius kiriklarinda, kirik olusumundan sonraki ilk 7 giin siireyle 20 mg/kg
dozunda intramuskiiler yolla Dl-alfa tokoferol asetat verdikleri bir ¢alismada, Dl-alfa
tokoferol asetat’in erken donemde (ilk 15 giinde) kirik iyilesmesini artirict etkisini serbest
oksijen radikalleri {izerine antioksidan etki gdstermesine baglamislardir (101).
Calismamizda Silimarin’in kemik formasyonunu stimiile ettigi ve osteoprotektif etki
gosterdigi gozlenmektedir. SOD ve CAT aktivitelerinin kirik olusumundan 1 giin once
verilmesi sifirinct giindeki antioksidan enzim indiiksiyonuna neden oldugu ve MDA
diizeyini diisiirdiigii gozlenmistir. Buna karsilik yirmibirinci glindeki Silimarin ve sham
grubundaki SOD ve CAT antioksidan enzim diizeylerinin normale yaklagmasi kirik
tyilesmesine paralel olarak gerceklestigini isaret etmektedir. MDA nin oksidatif stresin en
onemli indikatérii oldugu bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir. Yirmibirinci giinde Silimarin
grubunda MDA diizeyinin ¢ok diisiik olmas1 oksidatif stresin yok denecek sekilde azaldig:
histopatolojik olarak fibroblastik aktivitenin belirgin sekilde artis1 ve kartilaj dokusunun
gelisimi Silimarinin osteoklastlar1 direkt olarak aktive ederek kemik rezorpsiyonunu

artirdig1 distiniilmektedir.
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6. SONUC

Silimarin’in kirik iyilesmesi iizerine etkileri degerlendirildigi bu calismada elde

edilen sonugclar su sekildedir:
6.1. Biyokimyasal Sonug¢lar

Serbest radikaller son yillarda {izerinde en ¢ok durulan ve arastirmalarin
yogunlastigr bir konudur. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari
reaksiyonlar ve serbest radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarinin agikliga
kavugmasi, bugilin bilinmeyen pek ¢ok klinik durumun patogenezisine agiklik
getirecektir.Incelenen ¢alismalarin degerlendirilmesi sonucunda kirik olustuktan hemen
sonra (erken donemde) gavaj olarak verilecek silimarin’in kirik iyilesmesini artirici yonde

olumlu etkilerinin olacagi kanisina vartlmaistir.
6.2. Histopatolojik Sonuclar

Silimarin grubunda kontrol grubuna gore:

- Kemik Onciisii hiicrelerinin farklilagmasinin daha ¢abuk oldugu tesbit edilmistir.

- Kallusun 21 giinliik peryotta daha hizli prokallustan fibrokartijelanoz ve ossedz kallusa
gectigi goriilmiistiir.

- Osteoblast miktarinin ve osteoblastik aktivitenin arttif1 fakat bu artis istatiksel olarak
anlamli bulunmamustir.

- Vaskularizasyonun kontrol grubuna gore az fakat bu azalma istatiksel olarak anlamli

bulunmamustir.
6.3. Radyolojik Sonuclar

Sham ve Silimarin grubunda, kontrol grubuna oranla belirgin iyilesme s6z olup bu
incelemerde fraktiir hatlar1 goériilmemistir. Sonuclar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda

anlamli bir farksaptandi.
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7. ONERILER

Silimarinin ~ kullanimmnin  kirik  1iyilesmesi  lizerine  etkisinin  ratlarda
incelenmesiamaciyla yapilan bu g¢alisma neticesinde; histolojik olarak Silimarin’in kirik
iyilesmesini  hizlandirdigi, histolojik olarakkaynamay:r hizlandirdigr  gosterilmistir.
Radyolojik bulgular neticesinde de Silimarin kullaniminin kirik iyilesmesi iizerine etkisi
oldugu goriilmiistiir. Istatiksel olarakanlamli olarak da Silimarin uygulanan grupta
fibroblastik aktivite belirgin olarak da yiiksekti.

Kirik iyilesmesini hizlandirmak i¢in Silimarin kullanilabilir. Bu c¢alismada
biyomekanik inceleme yapilamamistir. Silimarin’in, kirikiyilesmesi iizerine etkilerini daha
detayli incelemek i¢in daha fazla sayida denek iizerinde, biyomekanik ve biyokimyasal

incelemeler de eklenerek yapilabilir.
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