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Kemik dokunun yeniden sekillenmesi, dongiisel ve uzun bir siireg olarak tanimlanir. Bu dinamiklerin sadece biyolojik bir stire¢ tarafindan
tetiklenmedigi, ayni zamanda biyokimyasal, elektriksel ve mekanik uyaranlarin kemik dokusunun devamliliginin saglanmasinda anahtar
faktorler oldugu kabul edilmektedir. Bu ¢alismada, Dusik Enerjili Lazer (DEL) ve T. Cubensis Ekstrakti (TCE) uygulamalarinin kemik
onarimini destekleyebilecegi hipotezinden yola ¢ikarak, kemik iyilesmesi ve mineralizasyonun belirteglerinden olan Osteokalsin (OC) ve
Osteonektin (ON) ekspresyon yogunluklari iizerindeki etkilerinin ortaya koyulmasi amaglandi. Calismada Dicle Universitesi Deney
Hayvanlari Unitesinden temin edilen toplam 54 adet 6-8 aylik Yeni Zelanda irki erkek tavsan (2.5-3 kg) kullanildi. Tavsanlar operasyon
sonrasi her bir grupta 18 adet olacak sekilde 3 ana uygulama grubuna ayrildi. Operasyon sonrasi DEL ve TCE kemik defekti olusturulan
bolgeye uygulandi. Tavsanlarda defekt olusturulan kemik dokudan elde edilen kesitlerde OC ve ON’nin defekt bolgesindeki
lokalizasyonlarini ve ekpresyonlarini belirlemek icin immunohistokimyasal yontem uygulandi. Kortikal ve spongiydz kemiklerde sekonder
kemik olusumuna paralel olarak OC ve ON ekspresyonlarinin degiskenlik gosterdigi belirlendi. OC ekspresyonunun DEL ve TCE gruplarinda,
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu saptandi. Kontrol grubunda 7, 21 ve 28 giinlerde ON ekspresyonlarinin nispeten zayif ve benzer
oldugu, buna karsin DEL ve TCE gruplarinda uygulamalarin 7. ve 21. giinlerde ON ekspresyonun nispeten zayif, 28. giinde ise ON
ekspresyonun yiiksek oldugu dikkati gekti. Sonug olarak, tavsan kemik defekti modelinde diisiik enerjili lazer ve t. cubensis uygulamalarinin
kemik iyilesmesi sirasinda OC ve ON ekspresyonlarini artirdigi ve uygulama glinlerine gére OC ve ON ekspresyonlarindaki kademeli artisin
erken kemik iyilesmesinin desteklenmesinde 6nemli potansiyellere sahip olabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik defekti, diisiik enerjili lazer, tarantula cubensis ekstrakti, osteonektin, osteokalsin

Investigation of the Effects of Osteonectin and Ostecalcin on the Healing of Experimental Bone Defects Applied with
Tarantula Cubensis Extract and Low Level Energy Laser in Rabbits

Abstract

The remodeling of bone tissue is characterized as a cyclic and lengthy process. It is accepted that these dynamics are not triggered by a
biological process, but also that biochemical, electrical and mechanical stimuli are key factors in maintaining the continuity of bone tissue.
In this study, we aimed to demonstrate the effects of low-level laser (DEL) and T. cubensis extract (TCE) applications on the expression
intensities of Osteocalcin (OC) and Osteonectin (ON), which are markers of bone healing and mineralization, based on the hypothesis that
they can support bone repair. A total of 54 6-8-month-old male rabbits (2.5-3 kg) obtained from Dicle University Experimental Animal
Unit were used in the study. The rabbits were divided into 3 main treatment groups, 18 in each group after the operation. After the
operation, DEL and TCE were applied to the area where the bone defect was created. An immunohistochemically method was applied to
determine the localizations and expressions of OC and ON in the defect area in the sections obtained from the defected bone tissue in
rabbits. It was determined that OC and ON expressions varied in parallel with secondary bone formation in cortical and cancellous bones.
OC expression was found to be higher in DEL and TCE groups than control group. It was noticed that ON expressions were relatively weak
and similar on days 7, 21 and 28 in the control group, whereas in DEL and TCE groups, ON expression was relatively weak on the 7th and
21st days and ON expression was high on the 28th day. In conclusion, it has been shown that low level laser and T. Cubensis application
increase OC and ON expressions during bone healing in the rabbit bone defect model and gradual increase in OC and ON expressions
according to the application days may have important potentials in supporting early bone healing.

Key Words: Bone defect, low level laser, tarantula cubencis extract, osteonectin, osteocalcine

GiRiS mineral kaynagi olarak da fonksiyon gdsteren kompleks ve
Kemik doku, canlida kaslar ve tendonlar igin bir baglanti nok- dinamik vaskuler mineralize bir yapidir (1). Metabolik olarak
tasi olmasi yaninda i¢ organlar koruma, destekleme ve dinamik hiicrelerden olusan ve biyolojik yonden aktif olan

kemik dokuda, defektlerin iyilesmesine ¢ok sayida
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biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel, hormonal ve patolojik
slrec etki eder. Bundan dolayi da, kemik dokudaki kirik veya
defekt sonrasi olusan onarim, rezorpsiyon ve yeniden sekil-
lenme siiregleri devamhilik arz eder (2).

Kemigin icinde veya Ulzerinde bulunan ve yeni kemikle
dolmasi gereken bélgeler olarak tanimlanan kemik defekt-
leri, kemik dokusunun kendini rejenere etme ve yeniden se-
killendirme o6zelligi ile iyilesmektedir (3). Bu defektlerin reje-
neratif tedavisinde de genellikle kemik greftleri, alloplastik
materyaller, bliyime faktorleri, LAZER uygulamalari ile gesitli
ilaglar kullanilmaktadir. Kemik greftleri, kemik iyilesmesinin
hizlandiriilmasinda yaygin bir sekilde kullaniimasina karsin,
kaynaklarin sinirli olmasi ve donér boélge morbiditesi gibi
komplikasyonlardan dolayi problem olmaktadir (4-7). GUnu-
mizde kemik defektlerinin tedavisinde kemik greftlerine al-
ternatif secenekler lizerine yogunlasiimistir.

Son yillarda lazerle biyostimulasyon uygulamasi kemik
defektlerinde iyilesmeyi uyarmak amaciyla tek basina ya da
kombine olarak uygulanmaktadir (8-10). Bircok arastirmaci
klinik ve deneysel calismalarinda lazer uygulamasinin kemik
rejenerasyonuna pozitif etkisinden bahsetmistir (11-13). Di-
stk enerjili lazer (DEL) uygulamalarinin osteoblastik hiicre
sayi ve aktivitesine etki ederek kemik rejenerasyonunu uyar-
digi ortaya konulmustur (13-16). Osteoblast hiicre kiiltirle-
rinde, DEL uygulamasinin ¢cogalma, farklilasma ve kalsifikas-
yon siirecini etkiledigi belirlenmistir (16). Ayrica, kemik kirik
ve defektlerinin iyilesmesinde, kemik biitinlGginin saglan-
masinda ve alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinde pozitif etki-
lere sahip oldugu da gosterilmistir. Ancak, DEL uygulamasi-
nin kemik Gzerindeki etki mekanizmasi tam olarak agiga ka-
vusturulamamistir. Lazer uygulamalarinin mRNA sentezini
osteoblastik farklilasma markerlarindan osteopontin, osteo-
kalsin, osteonektin ve kemik sialoporoteinlerinin salgilan-
masi yoniinde uyardigi ve osteoblastlarda mineralize kemik
olusumunu artirdigi belirlenmistir (11-13).

Benzerlik kanununa dayanan tibbi bir yéntem olan ho-
meopati, “benzer seyler benzerleriyle tedavi edilebilir’ sa-
vina dayanan viicudun kendi kendini tedavi edici yanitlarinin
uyarilmasiyla iyilesmenin saglandigi dogal bir tedavi seklidir.
Veteriner hekimlikte kemik kiriklari, alerjik olaylar, yumusak
doku yaralanmalari, eklem-kas yangilari ve agrilari, diiz kas
spazmlari, karaciger yaglanmasi, kalp yetmezligi gibi birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (17). Homeopatik
ilaclar, kiiclk tabletler ya da likit formlarda oldugu i¢in uygu-
lamasi kolaydir (18). Ozellikle, saha ortaminda kullanilan ho-
meopatik ilaglarin akut travma olaylarinda basarili sonuglar
verdigi bildirilmistir (17). Karakafes otu ekstraktinin kiriklarin
iyilesmesini hizlandirdig ve karakafes otundan ekstre edilen
symphytumun kirik tedavisine iyi geldigi bildirilmistir (19). Al-
kolde masere edildikten sonra Alman Homeopatik Farmako-
pesine gore potentizasyonu yapilan ve enjektabl birilag olan
Tarantula cubensis ekstrakti (TCE), Tarantula cubensis 6riim-
ceginden elde edilen Tarantula cubensis 6zltiniln alkolde
¢6zdurilmis formudur ve bu ekstrakt son yillarda birgok ¢a-
lismada kullanilmaktadir. TCE’nin ineklerde dogumdan sonra
deri alti yolla uygulamasinin, postpartum donemdeki inek-
lerde retensiyo sekundinarum insidansini azalttigi ve uterus
involusyonunu hizlandirdigl saptanmistir (20). Kopek meme
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timorlerinde, deri alti yolla enjekte edilen TCE'nin malign ti-
morlerde sertlesme, benign timorlerde ise hem sertlesme
hem de regresyon olusturdugu ortaya konulmustur (17). Ay-
rica deri alt1 yolla enjekte edilen TCE'nin hiicre proliferasyo-
nunu azalttigi ve kanser hiicrelerinde apoptozisi artirdigi tes-
pit edilmistir (21). Yapilan literatir taramalarinda kemik kirik
ya da defektlerinde TCE’nin kullanimina iligskin sinirli sayida
¢alismanin oldugu tespit edilmistir (21-24).

Osteonektin (ON) ve osteokalsin (OC), cogunlukla oste-
oblastlar tarafindan sentezlenen ve osteoblast farklilasmasi
ve mineralizasyon slirecinde salgilanan kollajen olmayan
hiicre disi matriks proteinleridir (25-28). ON, mineralize ke-
mik matriksinde en bol bulunan kollajen olmayan asidik pro-
teindir ve sistein (SPARC) ya da bazal membran proteini 40
(BM-40) agisindan zengindir (27). ON'nin hem hidroksiapa-
tite hem de kollajene segici olarak baglandigi ve kemikteki
mineraller ile kollajen fazlarini birbirine bagladigi ve muhte-
melen normal iskelet dokusunda aktif mineralizasyonu bas-
lattigl ifade edilmistir (25). OC ise, ¢cogunlukla hidroksiapatit-
lere baglanarak kemik matriksine dahil olur ve serum kon-
santrasyonu, histomorfometrik indeksleriile iliskili olarak ke-
mik olusumuicin hassas bir belirtectir (25,26,28). OC, kolajen
tabakasinda bulunan osteositlerin kalsifikasyonu ile gergek-
lestirilen kemik olusumundaki mineralizasyon slrecini géste-
rir (25). OC, kolajen fibril organizasyonunu destekleyerek ve
hidroksiapatite molekiillerini stabilize ederek yeni olusan ke-
mik yapilarinin korunmasina katkida bulunur (25, 26,28).

1960 yilindan beri deney hayvanlari birgok hayvan mo-
deli galismalar igin aktif olarak kullaniimaya baslanmistir.
Sosyal hayvan olmalari, grup halinde yasayabilme 6zellikleri
ve Uretimindeki kolayliklardan dolayi tavsanlar, biyomater-
yal testleri, enfeksiyon veya gen terapisi ¢alismalari dahil ol-
mak lizere kas-iskelet arastirmasi gibi cesitli biyomedikal
arastirma uygulamalari igin in vivo model olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (29). Sunulan ¢alismada, deneysel
olarak tavsan tibiasinin kortikal ve spongiyoz kemik bélgele-
rinde olusturulan defekt modeli sonrasi bolgeye tek basina
DEL ve TCE uygulamalarinin yapilmasi sonrasinda yeni kemik
olusumunun biyolojisini degerlendirmek icin, kemik iyiles-
mesi ve mineralizasyonunun belirteglerinden olan OC ve ON
ekspresyonlarinin immunohistokimyasal olarak gosterilmesi
amaglandi.

MATERYAL VE METOT

Uygulamada Kullanilan Hayvanlar

Calismada Dicle Universitesi Deney Hayvanlari Unitesinden
temin edilen toplam 54 adet 6-8 aylik Yeni Zelenda erkek tav-
san (2.5-3 kg) kullanildi. Hayvanlarin galismaya dahil edile-
bilme kriteri olarak saglikl ve ergin olmalari yaninda operas-
yon sonrasinda olasi patolojik kiriklarin olusmamasi igin tibi-
yal diafiz gaplarinin (TDC) 5,5-6.8 mm olmasina dikkat edildi
(30). Bu amacla tavsanlarin operasyondan 6nce radyografi-
leri alinarak tibial diafiz caplar belirlendi ve TDC'si 5,5-6.8
mm arasinda olan tavsanlar ¢alismaya dahil edildi. Tavsanlar,
ortam kosullarina uyum saglamak icin 7 giin boyunca deney
hayvanlari Unitesinde bekletildikten sonra galismaya bas-
landi. Calisma siresince, oda sicakligl ve nem orani sirasiyla
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20+ 2 ° Cve %50 + 20 olan, 12 saat aydinlik-12 saat karanhk
ortamda, bireysel kafeslerde tutuldu. Standart pellet yem ve
musluk suyu siselerden ad libitum olarak verildi. Deney siire-
since hayvanlarin gereksiz stres ve rahatsizliklarini 6nlemek
icin 6zen gosterildi. Calisma Dicle Universitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhginin 13.04.2016 tarih ve
8’nolu onayiyla yapildi.

Deney Gruplar

Tavsanlar operasyon sonrasi her bir grupta 18 adet olacak
sekilde 3 ana uygulama grubuna ayrildi. Daha sonra her bir
uygulama grubu da kendi igerisinde gézlem uzunlugu ve te-
davi sureleri dikkate alinarak 7, 21 ve 28 gunliik (n:6) olacak
sekilde DEL, TCE ve Kontrol olarak Ug alt gruba ayrildi. Ope-
rasyondan sonra gruplara ayrilan her bir tavsana asagida be-
lirtilen uygulamalar belirtilen stireler boyunca yapildi.

DEL Grubu (n:18); DEL [Galium-aliminum-arsenide-(Ga-
Al-As) laser 820 nm dalga boyunda ve 4 J/cm2, 5dk/gtin,
Chattanooga intellect-USA] postoperatif 4. giinde baslayarak
4 hafta boyunca (31) her glin ayni saatlerde ayni kisi tarafin-
dan (S.A.) tavsanlarin tibial defekt olusturulan bolgesini ala-
cak sekilde probun 5 dk boyunca temas etmesi seklinde uy-
guland.

TCE Grubu (n:18); Tavsanlara tarantula cubensis
extrakti (Theranekron, Richter-Pharma AG, Wels, Austria)
1ug/kg dozunda subkutan (SC) olarak postoperatif 3. giinde
baslamak tzere 7., 10. ve 15. giinlerde uygulandi (32).

Kontrol Grubu (n: 18); Tavsanlara operasyondan sonra
sadece bir defa SC serum fizyolojik uygulandi ve bu tavsanlar
kontrol grubu olarak kullanild.

Anestezi ve Operasyon Prosediirii

Operasyon 6ncesi tavsanlar ksilazin (10 mg/kg, IM, Rompun,
Bayer, istanbul) ve butarfanol (0,3 mg/kg, IV, Butomidor, Sa-
novel, istanbul) premedikasyonunu takiben ketamin (50
mg/kg, IM, Ketasol, interhas, istanbul) ile genel anesteziye
alindi. Her bir tavsanda; sag tibia tras edildikten sonra opere
edilecek ekstremite asagida kalacak sekilde sag laterale
dogru yatirildi. Tibianin medial yiiziinden 4 cm’lik bir deri en-
sizyonunu takiben derialti bag dokusu ve kaslar kit olarak
disseke edildikten sonra tibia agiga ¢ikarldi. Tibia Gzerinde
3,5 mm ¢apinda bir drill ile biri tibianin orta diafizinde (korti-
kal) digeri ise proksimal metafizinde (spongiy6z olmak lGzere
unikortikal kemik defekti olusturuldu. Defekt olusturma es-
nasinda olasi bir kemik nekrozuna yol agmamak icin drill ile
delme islemi yavas bir devirde ve serum fizyolojik irigasyonu
esliginde yapildi (33). Defekt olusturulduktan sonra bolge-
deki kemik kirintilari serum fizyolojik ile yikanarak uzaklasti-
rildi. Bunu takiben kaslar emilebilen, deri ise emilemeyen 3-
0 dikis iplikleri ile kapatildi. Bltin tavsanlara olasi enfeksi-
yonlarin 6nlenmesi amaciyla 5 giin sire ile 400.000 IU pro-
kain penisilin (Procain Pen 400.000, Tiimekip ilag, istanbul)
ile postoperatif analjezik olarak da karprofen (1,5
mg/kg/giin, SC, Rimadyl, Zoetis, istanbul) 2 giin boyunca uy-
gulandi. Olusturulan defektler tibia korteksinin sadece bir
yuzinde oldugu igin tavsanlarda yurtime ile ilgili herhangi bir
problem olusmasi beklenmedigi icin ilgili ekstremiteye her-
hangi bir destekli bandaj uygulanmadi. Tavsanlar giinlik
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kontrol ve pansumana tabi tutuldu ve 7-10. glinlerde deri di-
kisleri uzaklastirild.

Histolojik Analiz

Tavsanlar 7, 21 ve 28. giinlerde yliksek doz anestezik (Pento-
tal sodyum, 50 mg/kg, Ekipental 0,5 g, Tiimekip ilag, istanbul)
ve muskulorelaksan (Pancuronium, 1 mg/kg, Pavulon, Orga-
non, istanbul) uygulanarak 6tenazi edildikten sonra defekt
olusturulan tibialari total olarak ¢ikarildi. Bu tibialar makros-
kobik degerlendirmeler icin fotograflandi ve ayrica immuno-
histokimyasal degerlendirmelericin 48 saat boyunca %10’luk
fosfat buffer formol sollisyonunda tespit edildi. Tespit isle-
mini takiben kemik doku etlivde 37C de %5’lik EDTA soliisyo-
nunda 4 hafta sire ile dekalsifiye edildi. Dokularda dekalsifi-
kasyonun tamamlanip tamamlanmadigini dogrulamak igin 5
% ammonium hydroxide ile 5 % ammonium oxalate (1:1 ora-
ninda) kullandi. Bu islem sonrasinda defekt bolgelerinden or-
nekler alindi. Alinan 6rnekler akarsuda yikandi, dereceli al-
kollerden gegcirildi, metil benzoat ve benzolde parlatildi ve
parafine bloklandi. Hazirlanan bloklardan immunohistokim-
yasal incelemeler igin 5 mikrometre kalinliginda seri kesitler
alindi.

immunohistokimyasal Boyama

Tavsanlarda defekt olusturulan kemik dokudan elde edilen
kesitlerde osteokalsin ve osteonektinin defekt bolgesindeki
lokalizasyonlarini ve ekpresyonlarini belirlemek icin strepa-
vidin peroksidaz yontemi uygulandi.

Parafin kesitler, deparafinizasyon ve rehidrasyon islem-
lerinden sonra distile suda c¢alkalandi. Endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek igin kesitler metil alkolde hazirlanmig
%3’lik H202 ile 30 dakika muamele edildikten sonra 0.01M
Fosfat Buffer Saline (PBS)’de 3X5 dk yikandi. Nonspesifik bag-
lanmalari 6nlemek igin kesitler bloking serumda (Histostain
Plus Bulk Kit, Zymed) 15 dakika bekletildi. PBS ile 3 kez 5’er
dakika yikanarak, osteokalsine (Santa Cruz Biotechnology,
sc30044) ve osteonektine karsi tavsan poliklonal (Santa Cruz
Biotechnology, sc-25574) primer antikorlari ile +4°C’de 1
gece siiresince inkiibe edildi. inkubasyonu takiben 0.01M
PBS’te 3X5 kez yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder anti-
kor (Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) ile 20 dakika nem kama-
rasinda, oda isisinda inkube edilip tekrar 3X5 kez PBS ile yi-
kandi. Yikamadan sonra kesitler enzim konjugath strepa-
vidinde (Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) 20 dakika muamele
edildi. Kesitler, tekrar 3X5 kez PBS ile yikandiktan sonra DAB
kromojen sollisyonlarinda 5-15 dakika bekletildi. Mayer’s
hematoksilende 2 dakika siireyle zit boyama yapilan kesitler
¢esme suyunda mavilesinceye kadar yikandi. DAB kromojen
solisyonu kullanilan kesitler alkolden gecirilerek ksilolde
parlatildiktan sonra entellan ile kapatildi. Negatif kontroller
icin, primer antikor yerine PBS kullanildi. Tim kesitler ayni
protokole gére muamele gordu.

Boyamalar sonrasi preparatlar, Nikon-Eclipse 400 DSRI
Nikon dijital fotograf makinesi (NIS Elements Imaging
Software-version 3.10) atagmanl arastirma mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.
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immunohistokimyasal Boyanma Sonuglarinin
Degerlenmesi

Kemik defektlerinin immunohistokimyasal bulgularinin de-
gerlendirilmesi, osteokalsin ve osteonektin ekspresyonlari
icin pozitif reaksiyon gosteren hiicrelerde yari kantitatif ola-
rak yapildi. Pozitif hiicreler boyanma yogunluklarina gore
dort seviyede skorlandi: boyanma yok (-), zayif boyanma (+),
orta diizeyde boyanma (++) ve glicli boyanma (+++) (26). Po-
zitif boyanan hicrelerin degerlendirmeleri ayni iki kor aras-
tirmaci (H.S. ve S.A.) tarafindan yapildi ve ortalama skorlar
hesaplandi. Kemik kesitlerinde osteokalsin ve osteonektinin
ekspresyonlari X100, X200 ve X400 objektif bluylutmede ya-
pildi. Sekillendirilen defektin her bir bolgesinde, her bir kesit
icin ¢ rastgele secilmis alan degerlendirildi. Sonug olarak;
bitun gruplarda kemik defektin bulundugu bolgedeki oste-
oblastlar, fibrotik doku ve yeni sekillen kemik doku (osteoid)
ayri ayri degerlendirildi ve sunuldu.

BULGULAR

Defekt Bolgesinin Makroskobik Bulgulari

Hem kortikal hem de spongiy6z kemik dokuda, tim grup-
larda kemik defekti sekillendirildikten sonraki 7. giinde de-
fekt bolgesinde fibrotik doku formasyonu sekillenmemisti.
Kontrol grubunda, 21. glinde taskin bir fibrotik doku formas-
yonu defekt bolgesini tamamen 6rtmusti. 28. giinde ise de-
fekt bolgesinde onarim gergeklesmisti ancak onarim bolgesi
ve baglandigi kemik doku arasinda belirgin bir sinir hatti
mevcuttu. Kontrol grubunun aksine, DEL ve TCE uygulanan
gruplarda 21 ve 28. glinlerde kemik olusumu sekillenmisti ve
defekt bolgesi ve baglandigi kemik doku arasinda sinir belir-
gin degildi (Sekil 1).

6 216
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Sekil 1. Kompakt ve spongiydz kemik kesitlerinin kontrol, DEL
ve TCE gruplarinda uygulamalarin 7, 21 ve 28 giinlerde fibro-
tik doku ve fibrotik kapsiil ile yeni sekillenen kemik dokunun
gorinimu. Sar ok; kortikal defekt bolgesi, Kirmizi ok; spon-
giyoz defekt bolgesi.
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immunohistokimyasal Bulgular

immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen parametrelere
ait skorlama verileri Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Tavsan tibiasinda olusturulan defekt bolgesinde osteokalsin
ve osteonektin ekspresyonlarinin semikuantitatif degerlendirilmesi

Grup- Kemik Para- 7.giin 21. giin 28. giin
lar Doku met- o FD OB NB OB NB
reler
Korti- ocC + +H+ o+ + + +
kal ON + + + + + +
Ir(:lnt- S.pc?'n- ocC + +H+ o+ + + +
glyoz ON + + + + + +
Korti- oC ++ ++ A
kal ON ++ ++ ++ ++ +++ +++
DEL Spon-  OC ++ ++ A
8iyéz 0N = S A
Korti- ocC ++ = =
kal ON ++ +H+ 4+ ++ ++H+
TCE Spon-  OC ++ R =
giyoz ON ++ o+t ++ +++

Boyama yok (-), zayif boyanma (+), orta dliizeyde boyanma (++) ve giigli
boyanma (+++). DEL; Dusiik enerijili lazer uygulan grup, TCE; T. cubensis
uygulanan grup, OC; osteokalsin, ON; osteonektin, OB; osteoblast, FD;
fibrotik doku, NB; yeni sekillenen kemik doku (osteoid).

Osteokalsin; Kortikal ve spongiy6z kemiklerde sekonder
kemik olusumuna paralel olarak osteokalsin ekspresyonu-
nun arttigi gériildi. Ozellikle, kontrol, DEL ve TCE gruplarinda
osteokalsin ekspresyonlarinin farkhhklar gosterdigi dikkati
cekti. Osteokalsin ekspresyonunun DEL ve TCE gruplarinda,
kontrol grubuna gore daha yuksek oldugu saptandi. DEL ve
TCE gruplarinda uygulamanin 7. giiniinden itibaren ostekal-
sin ekspresyonun kademeli olarak arttigi, buna karsin kontrol
grubunda ise uygulamanin her i¢ doneminde de eskpresyon-
larin nisbeten benzer oldugu belirlendi. Hem kortikal hem de
spongiydz kemikte her lg¢ gruptada uygulamanin 7. gliniinde
defekt bolgesinde bazi yangi hiicrelerinin, kollajen ipliklerin ve
fibroblastlarin osteokalsin ekspresyonu gosterdigi ortaya ko-
nuldu. Ozellikle, defekt ve saglam kemigin sinirinda lokalize
olan osteoblastlarda ekspresyonun daha gigli oldugu belir-
lendi. Osteokalsin ekspresyonu yogunlugunun 21. ve 28. giin-
lerde eriskin kemik dokudaki osteoblast ve osteositlerde de-
vam ettigi dikkati gekti. Ozellikle uygulamanin 7. giiniinde se-
killenen fibrotik doku icindeki kan damarlarinin endotel hiic-
relerinin osteokalsin pozitif oldugu belirlendi (Sekil 2).

Osteonektin; Kortikal ve spongiydz kemiklerde sekonder
kemik olusumuna paralel olarak osteonektin ekspresyonunun
arttigl gorildi. Kontrol grubunda 7, 21 ve 28 glinlerde osteo-
nektin ekspresyonlarinin nisbeten zayif ve benzer oldugu, buna
karsin DEL ve TCE gruplarinda uygulamalarin 7. ve 21. glinlerde
osteonektin ekspresyonun nisbeten zayif, 28. giinde ise osteo-
nektin ekspresyonun yiiksek oldugu dikkati gekti. Her (i¢ grupta
da uygulamanin 7. glintinde defekt bolgesindeki bazi yangi hiic-
releri, fibroblastlarin sitoplazmalari ile ince demetler halinde lo-
kalize olan kollajen ipliklerde osteonektin ekspresyonu belir-
lendi. Osteonektin ekspresyon yogunlugunun DEL ve TCE grup-
larinda 28. giin hem yeni sekillenen hem de eriskin kemik do-
kuda oldukga gliclu oldugu dikkati gekti (Sekil 3).
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KOMPAKT KEMIK
Kontrol

DEL Kontrol TCE DEL

SPONGIYOZ KEMIK

TCE

lumlerindeki defekt bolgesinde osteokalsin lokalizasyonu. FD; Fibrotik
doku, NB; yeni sekillenen kemik doku, KD; kikirdak doku, Ki; kemik
iligi, K; kan damari, okbasi; pozitif immunreaksiyon gosteren osteob-
lastlar. Bar: (A-T) 25 um.

immunohistokimyasal  reaksiyonlarin  dogrulugunu
kontrol etmek icin kullanilan negatif kontrollerde osteokalsin
ve osteonektin icin herhangi bir immunoreaksiyon gérilme-
mistir (Sekil 4).

* T P ST R
0 B i foiiFat
1 Ve £l & S
B B e
/ "q t v "'JI"“ (e r (] " "
/ J g we uj‘:'"«.
KD ™, & 2 ." \ ")(v 'y
3 Vg ATrG
| "% ;1‘\ - Ngp ' NB \,
i 4 P KN N .
: ;. L‘.. l ;3 W l?' “',"\ v
%‘. Y4 R ‘ P AN 4
Oswo,'tals' i ﬁteow:én A 'J«’.F
in | g t
- N - e o L W ANl
e S ¥ Fa e AU, % g

Sekil 4. immunoreaksiyon gériilmeyen negatif kontroller. Bar: 25
pum.

TARTISMA VE SONUG

Kemik dokusu yiiksek iyilesme kapasitesine sahiptir, ancak
biylk defektlerin olustugu durumlarda onarima yardimci ol-
mak igin kemik greftleri kullaniimistir. Biyoteknolojinin iler-
lemesiyle kemik olusum stirecini etkilemek icin yeni teknikler
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Sekil 3. Tavsan tibiasinin kompakt (A-1) ve spongiy6z kemik (K-T) bolim-

lerindeki defekt bolgesinde osteonektin lokalizasyonu. FD; Fibrotik
doku, NB; yeni sekillenen kemik doku, KD; kikirdak doku, Ki; kemik iligi,
K; kan damari, okbasi; pozitif immunreaksiyon gosteren osteoblastlar.
Bar: (A-T) 25 pum.

(lazer), ilaglar ve alternatif biyomateryaller Gizerine yogunla-
silmistir (26). Bu ¢calismada, tavsan modelinde DEL ve TCE uy-
gulamalarinin kortikal ve spongiydz kemik defekt bolgesin-
deki iyilesme siirecinde, kemik dokunun énemli bilesenlerin-
den olan osteokalsin ve osteonektin ekspresyonlari Gizerin-
deki olasi etkilerini degerlendirdik. Ozellikle, defekt bélge-
sine tek basina ya da kombine olarak dusik enerijili lazer veya
cesitli ilag uygulamalarinin osteoblast ve osteoklast aktivite-
sini artirdigi (34) ve kemik matriksinin Gretimini ve kemik kal-
lusu olusumunu uyardigi (35), ayni zamanda hucre disi gesitli
faktorlerin (osteakalsin, osteonektin, biyime faktorleri v.s.)
ekspresyonu degistirerek kemik matriksinin rejenerasyo-
nunda gorev alan dinamikleri hizlandirdigi bildirilmistir (11).

Pretel ve ark. (2007) kemik defekti olusturduklari sigan
mandibulasinda makroskobik bakida kontrol grubunda ke-
mik defekt bolgesinde 15. giinde fibrotik bir dokunun, 45.
glnde fibrotik bir kapsiliin sekillendigini ve 60. giinde ise de-
fektin tamamiyla iyilestigini ancak ana kemik doku ile iyilesen
defekt bolgesi arasindaki sinirlarin belirgin oldugunu bildir-
mislerdir. Lazer tedavisi uygulanan grupta, defekt bolgesinde
uygulamanin 15. giintinde lezyon bolgesi ile baglantili siskin
yumusak bir dokunun olustugu, 45. giinde kismi olarak kemik
dokunun sekillendigi ve 60. giiniin sonunda ise kemik dokunun
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tamamiyle olustugu ve defekt bolgesi ile yeni sekillenen kemik
dokunun eski kemik doku ile kaynastigini gostermislerdir (11).
Sunulan galismada, kortikal ve spongiy6z kemikten elde edi-
len makroskobik bulgularin yukarida bahsedilen bulgular ile
nisbeten benzer oldugu ortaya konulmustur. Bizim galisma-
mizda, uygulama stireleri kisa olsa da tavsanlarda hem lazer
hem T. kubensis uygulamasi yapilan gruplarda kisa sirede
kemik iyilesmesi gorilmistir. Bazi arastirmacilar, disuk
enerjili lazer uygulamalarinin kemik defekt bolgesindeki ke-
mik metabolizmasini uyardigini ve yeni kemik olusumunu ve
kolajen birikimini hizlandirdigini géstermislerdir (11,12).
Buda, ilag ya da lazer tedavisinin etkilerinin doza bagh oldu-
gunu, laser uygulamalarinda dalga boyu, giic, frekans, akici-
lik, doz ve enerji parametrelerinin iyi sonuglara ulagsmak icin
blylik 6nem tasidigini agikga gostermistir (11,12,36,37).

Sella ve ark. (2015) siganlarin femurunda olusturmus
olduklari kemik defekti modelinde, kontrol grubunda 8.
glinde ostekalsin ekspresyonunun diislik, lazer uygulana gru-
bunda ise yiksek oldugunu go6stermislerdir. Osteokalsin
ekspresyonun, kontrol grubunda 13. glinde arttigini, lazer
uygulan grupta yiksek ekspresyonun devam ettigini bildir-
misleridir. 18. glinden itibaren osteokalsin ekpresyonlarinin
benzer oldugunu ifade etmislerdir. Lazer uygulanan grupta
ostekalsin ekspresyonundaki kademeli bu artisinda defekt
bolgesinde kemigin yeniden sekillenmesine olumlu katkilar
sundugu kanisina varilmistir. Ayrica, lazer uygulan ve kontrol
gruplarinda osteonektin ekpresyonlarinin benzer oldugunu
gostermislerdir (38). Tavsan ve sicanlarda kemik defekt bol-
gesinde lokalize olan kollagen ipliklerde osteokalsin ekspres-
yonunun pozitif oldugu, osteokalsinin defekt kenarindaki ke-
mik dokudan da yogun olarak eksprese oldugu bildirilmistir.
Bu durumunda kemik matriksinin Gretimi ile iliskili olabile-
cegi ifade edilmistir (26). Tavsanlarda defekt boélgesinde lo-
kalize olan osteblastlardan osteokalsin ve osteonektinin yik-
sek oranda ekspresse oldugu bildirilmistir ancak bu yogun-
luklarin hangi uygulama giinlerinde oldugu hakkinda bilgi ve-
rilmemistir (25). Daha onceki calismalarda belirtildigi gibi
(25,26,38), bizim calismamizda da kontrol grubunda osteo-
kalsin ekspresyonlarinin tim uygulama giinlerinde kortikal
ve spongiyoz kemikteki osteosit ve osteoblastlarda zayif ol-
dugu, lazer uygulan grupta ise 7. giinden itibaren kademeli
olarak arttigi belirlendi. Ayrica, tavsan ve siganlarda bildiril-
digi gibi (26), sunulan ¢alismada da defekt bolgesinde yer
alan kollajen iplikler, fibrosit ve fibroblastlarda osteokalsini-
nin lokalize oldugunu saptadik. Ozdemir ve ark. (2016)'nin
tavsanlarda bildirdiginin aksine, bizim ¢alismamizda kontrol
grubunda uygulama giinlerinin tamaminda osteosit ve oste-
oblastlarda osteonektin ekspresyonlarinin benzer oldugu, la-
zer uygulan gruptaise 7. ve 21. giinlerde zayif, 28. glinde yik-
seldigi ortaya konulmustur.

Homeopatik ilaglardan olan theranekron, Tarantula cu-
bensis 6riimceginden elde edilen Tarantula cubensis 6ztl-
niin alkolde ¢ozdiiriilmis formudur (23). Sigir deri papilloma-
tozis, kopek meme adenokarsinomlari, sicanlarda travmatik
tendon yaralanmalari ve birgok inflamatuar lezyonda ve yara
iyilesmesi gibi yumusak doku hasarlarinin tedavisinde faydal
etkilerini oldugu bildirilmistir (23,39,40). Kemik kirik ya da
defekt iyilesmesinde roli ile iliskili birka¢ calisma mevcut
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olup (21,23, 24), kemik defekt bolgesinden osteokalsin ve os-
teonektin ekspresyonlarinda etkili olup olmadigina dair ¢alis-
malar bulunmamaktadir. Sunulan g¢alismada, tavsanlarda
kortikal ve spongiy6z kemikte defekt bolgesine T. cubensis
uygulanan TCE grubunda osteosit ve osteoblastlarda osteo-
kalsin ekspresyonunun kontrol grubuna gére daha yiksek ol-
dugu, 7. giinden itibaren arttigi, 21 ve 28 giinlerde devam et-
tigi ortaya konuldu. Yine, osteonektin ekspresyonunun TCE
grubunda uygulamalarin 7. ve 21. giinlerde zayif, 28. giinde
yuksek oldugu belirlendi. Ayrica hem kortikal hem de spon-
giyoz kemikte defekt bolgesinde lokalize olan yangi hiicre-
leri, kollajen iplikler ve fibroblastlarin osteokalsin ve osteo-
nektin ekspresyonu gosterdigi saptandi.

Kemik kiriklari ya da defektlerinde osteokalsinin ekstra-
seliiler matriks olusumu ve osteoblast aktivitesi ile iliskili ol-
dugu bilinmektedir (38). Bu faktérler kemik matriksinin bu-
yimesine, sekline ve boyutuna katkida bulundugundan ve
Uretilen matrisin kalitesini etkilediginden ¢ok 0Onemlidir
(38,41). Osteonektin ise, kemik olusumunun devamliliginda
onemlidir. Clinki kemigin gerilme mukavemetinin elde edil-
mesi icin gerekli olan kolajen proteinini icermektedir (27). Bir
kirngin mineralizasyonu ve ardindan onarim sirecinin ta-
mamlanmasi, kalsiyum (osteokalsin ve osteopontin gibi) ve
kollajen igin afinitesi olan proteinler (osteonektin gibi) araci-
lig1 ile saglanabilir (27,38). Dustik enerjili lazer uygulamalari,
kemik dokudaki hiicrelerin proliferasyonunda, farklilasma-
sinda ve hiicrelerde canliligin devam ettirilmesinde, kemik
matriksinin olusumuna katki sunan cesitli faktorlerin salgi-
lanmasinin uyarilmasinda, rejenaratif tipta doku kayiplarinin
giderilmesinde ve dokularda onarimlarin artirilmasi gibi bir-
¢ok biyomedikal kaynaga 6nemli dlciide katkida bulunmak-
tadir (38,41). "in vivo" kemik deneylerinde lazer uygulamala-
rinin hiicre-matriks adezyonu ve matris-matris modelleme-
sini baglatarak kemik olusum siirecine dahil oldugunu géster-
mektedir (41,42). Homeopati, birbirine benzer olan tedavi
sistemine dayanan tibbi bir yontemdir (21,23). Vicudun
kendi kendini tedavi edici yanitlarinin uyarilmasiyla kendini
iyilestirmesinin sagladigi 6nemli yan etkileri bulunmayan do-
gal bir tedavi seklidir (21, 23, 24). Bu amagla da ¢ok cesitli
bitkisel, hayvansal ya da mineral kokenli maddeler kullanil-
maktadir. T. Cubensis de (teranekron) hayvansal kokenli olan
ve cesitli tedavilerde kullanilan bir maddedir (kirik-homeo-
pati). Yararl etkisi ile iliskili mekanizmalar tam olarak aydin-
latilmamis olsa da bazi arastirmalar, teranekronun katabolik
enzimler Gzerinde anti-enflamatuar ve inhibe edici bir etkiye
sahip olabilecegini gostermistir (23). Yukarda bahsedilen bil-
giler 1518Inda, tavsanlarda olusturulan kemik defektleri son-
rasinda yapilan lazer ve t. cubensis uygulamalarinda kemik
matriksinin sekillendirilmesinde biiyiik &neme sahip olan os-
tekalsin ve osteonektin ekspresyonun uygulama giinlerine
gore kademeli olarak artmasi, bu faktérlerin ekspresyonlari-
nin lazer ve t. cubensis uygulamasindan artis yoniinde etki-
lenerek defekt bolgesinde kemik olusumunda pozitif yonde
katki sundugunu gostermistir.

Sonug olarak, tavsan kemik defekti modelinde disiik
enerjili lazer ve t. cubensis uygulamalarinin kemik iyilesmesi
sirasinda ostekalsin ve osteonektin ekspresyonlarini artirdi-
gini gostermistir. Osteokalsin ve osteonektin

154



Altan ve Sagsoz, Dicle Univ Vet Fak Derg 2020;13(2):149-156

ekspresyonlarinin uygulama giinlerine gére kademeli olarak
artmasi erken kemik iyilesmesinin desteklenmesinde 6nemli
potansiyellere sahip olduklarini ortaya koymaktadir.
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