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OZET
Amag

Bu calismanin amaci ratlarda deneysel olarak olusturulan femur kirigi tzerine Kirenol'un
etkilerini arastirmaktir. Ayni zamanda Kirenol'un olasi etki mekanizmasi “WNT/B — Catenin”
yolagi Uzerine etkisinin aydinlatiimasi ve kirik iyilesmesi Gizerinde olumlu etkileri bilinen insan
kaynakli “Bone Morphogenetic Protein-2” (rhBMP-2) ile etkinliklerinin kiyaslanmasi

amaclanmistir.
Materyal Metod

Bu dogrultuda 8'er rattan olusan 14 grup (toplam 112 denek) galismaya alindi. Saglam
ratlarda alkalen fosfataz (ALP) dizeyinin dlgildigu “P grubu” hari¢ bitin deneklerin sag
femurlarinda deneysel kirik olusturulduktan sonra Krishner teli ile intramedduller olarak fikse
edildi. 1. Saat (1 Grup), 10. giin (4 Grup), 21.gun (4 Grup) ve 42. ginde (4 Grup) intrakardiak
kan orneg@i alinmasinin ardindan sakrifikasyon yapilarak sag femurlari c¢ikarildi. Bilgisayarl
Tomografi, Direkt grafi ve Histolojik skorlama ve Western Blot yontemi ile protein ekspresyon

analizi yapildi.
Bulgular

10. gun denek gruplari arasinda en yiksek Histolojik ve Radyolojik skor 4mg/kg Kirenol
uygulanan grupta goérildi. Bu fark istatistiksel olarak anlamli goérildi. Western Blot
sonugclarinda da Kirenol 4 mg/kg grubunda WNT ve B — Catenin ekspresyonu en fazla artisin
g6raldigu grup olmustur. Ancak 21. gun gruplarn arasinda Kallus hacmi, dansite, histoloji,
ALP ve rontgen skorlari arasinda anlamli fark goriimemigtir. 42. gin gruplarinda 4mg/kg
Kirenol ve BMP uygulanan gruplarin histolojik skorlari kontrol grubu ve 2 mg/kg kirenol

uygulanan grubun histolojik skorlarindan anlaml olarak ylksek bulunmustur
Tartisma

Bu bulgular dogrultusunda Kirenol ve BMP’nin kirik iyilesmesi basamaklarini hizlandirdidi,
erken donemde Kkirik iyilesmesinin pik yaptigi ancak ilerleyen gunlerde kaynamanin
tamamlanmaya yaklasmasiyla bu aktivasyonun yavasladigi ve kontrol grubu ile ayni
kaynama skorlarina ulastigi disudndlmektedir. Bunun sonucunda Kirenol'lin klinikte

kullanimiyla kirik kaynamasinin daha kisa slrede olabilecegini diislinmekteyiz.



Abstract

Aim

The aim of this study is to investigate the effects of Kirenol on fructure healing. Furthermore,
the effect of Kirenol on the possible action of mechanism namely “WNT/B — Catenin”

pathway and the comparision of its efficacy in fracture healing with a known progenitor

recombinant human Bone Morphogenetic Protein-2 (rhBMP-2) will be investigated.
Material — Method

In this direction, 14 groups (total 112 subjects) consisting of 8 rats were taken into the study.
Experimental fractures were formed in the right femurs of all subjects except "P group"
where alkaline phosphatase levels in healthy rats were measured, and then fixed as
intramedullary with krishner teli. At the 1st hour(1 Group), 10th day(4 Group), 21st day (4
Group) and 42th day(4 Group), intracardiac blood sample was taken and the right femurs
were removed by sacrification. Protein expression analysis was performed by computerized

tomography, direct x-ray and histological scoring and Western Blot method.
Results

The highest Histological and Radiological score among the 10th day sacficated test group
was seen in the group receiving 4mg / kg Kirenol. This difference was statistically significant.
In the Western Blot results, Kirenol showed the greatest increase in WNT and B-Catenin
expression in the 4 mg / kg 10th day group. However, there was no significant difference
between callus volume, dansity, histology, ALP, and x-ray scores among 21 day old groups.
Histologic scores of groups treated with 4 mg / kg Kirenol and BMP at 42nd day were

significantly higher than histologic scores of the control group and 2 mg / kg Kirenol group
Conclusion

In the direction of these findings, it is thought that Kirenol and BMP got early recovery of
fracture healing stages, but in the following days with the completion of healing, this
activation slowed down and reached the same union scores as the control group. It suggests
that fractures that are expected to boil for a long time when applied to human bone fractures

can be shortened in a short time.



Sonu¢ Raporu Ana Metni

Kirenol, Herba Siegesbeckia bitkisinden elde edilen bir diterpenoidtir. Daha dnce yapilan
calismalarda Kirenolun antiinflamatuar, antiadipojenik, immunregulatér, antioksidan,
antiartritik ve yara iyilesmesi Uizerine olumlu etkilere sahip oldugu gésterilmistir (1-5). Yapilan
baska bir hicre kultliri ¢alismasinda osteoblastik hlcreler Gzerinde olumlu etkisinin oldugu

gOsterilmistir (6).

Gun gectikge kiriklar daha iyi taninmakta, ortopedik girisimler ve tibbi teknolojideki hizh
ilerleme ile yeni cerrahi yontemler gelistirimektedir. Ancak bunlara ragmen bazi kiriklarin
iyilesmesi istenildigi gibi olmamakta, iylesme zamaninda uzama ve bazen de kaynamama
gorulebilmekte ve bu durumlar kKigilerin ige ve gunluk hayata donlg surelerini uzatirken
implant yetmezlIigi riskini artirmaktadir. Bu durum kirik iyilesmesinde kaynama suresini

kisaltabilecek ve/veya kaynama oranini ylkseltebilecek tedavilere ihtiya¢g dogurmaktadir.

Kirik iyilesmesi dogru zamanda ve dogru anatomik lokalizasyonda kirik pargalarin
toplanmasini ve sonra uygun enzimlerin salinisini gerektiren kompleks bir suregctir.
Birbirinden tam ayrilamayan inflamasyon, proliferasyon ve remodelling olmak Uzere 3
donemde incelenir. Bu surecte lokal (kemik tipi, lokalizasyon, radyasyon, denervasyon,
dolasim, parakrin etkiler vb) ve sistemik (yas, ek hastalik, beslenme, hormonal vb) pek ¢cok
faktor kaynama Uzerine etki etmektedir. Kirik iyilesmesi sirasinda olusabilecek
komplikasyonlarin en sik goérildigld dénem ilk ossifikasyonun olustugu ameliyat sonrasi
birinci aydir (7). Bu dénemde uygulanacak olan tedavinin olumlu ya da olumsuz etkisi yapilan
cerrahi igslemin basarisini ve kirigin akibetini dogrudan etkileyecektir. Yan tesiri en az ve
etkinligi tanimlanmis bilesikler Gizerinden tedavi basarisini ve kirik iyilesmesini olumlu yénde
etkilemek mimkindir. Bu nedenle gerceklestirimesi planlanan bu c¢alisma ile bu hedefe
ybnelik dogal bir madde olan Kirenol tercih edilmis ve kirik iyilesmesi Uzerine etkilerinin ve

etki mekanizmasinin aydinlatiimasi amaclanmistir.

Wingless Type (WNT) ve Bone Morphogenetic Protein-2(BMP 2) kirik iyilesmesini dogrudan
etkileyen 2 proteindir. BMP osteoprogenitdor hicre degisimini artinrken Wnt hem
proliferasyonu hem de matrix sentezini artirarak kemik iyilesmesi Uzerine olumlu etki gosterir.
Kirenol ise her iki proteini de aktive eden bir diterpenoidtir (8). MC3T3-E1 ostaoblast
hicrelerinde gergeklestirilen bir ¢calismada Kirenol'lin in vitro olarak BMP ve Wnt yolagini

aktive ettigi bu nedenle ostaoblastik hicrelerin farklilasmasini bu mekanizma Uzerinde



tetikledigi goOsterilmistir (6). Ancak bu madde ile ilgili kirik iyilesmesindeki in vivo etkileri

Uizerine henlz herhangi bir galismaya rastlanamamistir.

Wnt, basta B-catenin stabilizasyonu olmak Uzere hiicre i¢i olaylar etkileyerek, B-catenin’in
hicre cekirdedine transportunu hizlandirarak Lef1/Tcf tarnskripsiyon faktorlerini aktive etmek
suretiyle gen ekspresyonunu degistirmekte ve osteoblastik gelisimi ve fonksiyonu olumlu
yonde etkilemektedir (9). Ozellikle WNT1/3a’nin osteoblastik hiicrelerde hiicre gogalmasini
ve uzamasini tetikledigi ve bunun sonucunda alkalen fosfatazi indikledigi daha onceki
calismalarla gosterilmistir. LRP-5 ise kemik remodelling olayinda WNT’nin baglandidi en
onemli reseptdr olup, bu reseptérin aktivasyonu hiicre ¢gekirdeginde Lef1/Tcf transkripsiyon

faktorlerinin ekspresyonunu artirmaktadir.
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Sekil 1: Canonik WNT/ 8 — Catenin ve Runx2 yolagi

BMP2 ve WNT, osteoprogenitor aktivitenin bagslamasindan sorumlu temel proteinlerdir. Bu
sistemin aktive olmasi preostaoblastik hlicrelerin ¢odalmasindan sorumlu proteinler olan
RunX2, LRP5, Left/TCF sistemini aktive etmek suretiyle matriks olgunlagsmasini ve
farklilagsmasini saglamakta ve preosteoblast hucrelerinin olgun osteoblastik hicrelerine
doéntsimuni belirlemektedir (10). O nedenle Wnt ile baslayan bu yolagin indiklenmesi
durumunda belirtlen tim bu proteinlerin aktivasyonu sonucunda olgun osteoblast
hlcrelerinin olusumu ve osteositlere dontisimi artmakta ve hizlanmakta ve bunun in vivo
sonucu olarak da kirik iyilesmesi hizlanmaktadir. Bu yolakta GSK3 {3, Dickkopfs proteini gibi
proteinler ise yolagi inhibe eden ve timoér olusumunu engelleyen temel mekanizmalardir
(112).

Bu calismanin amaci Kirenol'lin bu yolak ve kirik kaynamasi izerine etkilerini arastirmaktir.

2. MATERYAL METOD:

Bu calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 12.11.2014 tarih ve
14/142 sayili onay alindiktan sonra 01.07.2015 — 01.01.2017 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Tip Fakdltesi Ortopedi ve Travmatoloji AD, Radyodiagnostik AD, Deneysel ve
Klinik Arastirmalar Merkezi (DEKAM) ve ERU Eczacilik Fakiiltesi arastirma laboratuvalarinin

imkanlari kullanilarak TUBITAK 3001 proje destegi ile yapildi.

2.1. Deney Hayvanlari ve Cerrahi

Bu calismada, ortalama 6 aylik, 112 adet Wistar Albino cinsi rat (DEKAM) kullanildi. Deney
suresince 10-14 saat aydinlik/ karanlik dénglistunde normal oda sartlarinda tutulan denekler
standart pellet yem ve musluk suyu ile beslendi. Cerrahi dncesinde anestezi igin 3 mg/kg
Ksilazin Hidroklorir (Rompun®©, Bayer, Turkiye) ile 90 mg/kg Ketamin Hidroklortr (Ketalar®,
Eczacibasi, Turkiye) intraperitoneal olarak uygulandi. Deneklerin sol alt ekstremitesi tras
edildikten sonra Povidon Iyodir ile boyandi ve ameliyat sahasi agik kalacak sekilde steril
ortller ile ortaldu. “P” grubu hari¢ tim ratlara proksimale dogru uzatilan standart diz orta hat
insizyonu ile yaklasildi. Cilt-cilt alti doku gecildikten sonra median parapatellar insizyonla diz
eklemine girildi. Daha sonra tim ratlarin intermuskuler planlar arasindan girilerek femur 1/3
orta kisimlari ortaya c¢ikarildi; elektrikli testere yardimiyla osteotomize edildi. Kirik sonrasi
ratlarin femurlarn retrograd olarak 1,5 mm’lik Kirshner (Kr) telleri ile tespit edildi (A grubu
hari¢). rhBMP-2 uygulanacak “E, K ve O” gruplarina 30 ug rhBMP-2 emdirilmis 10 x 10 x 10
mm’lik spongostan (Clinosponge®, Yucel Medikal, Turkiye) kirik hattini gevreleyecek sekilde



ortuldu (12). Tespit sonrasi kirik hatti ve insizyon sahasi %0,09’luk NaCl ile yikandi. Yikama

sonrasi sira ile patellar tendon ve cilt 3/0 keskin igneli Vicryl (Ethicon®, Johnson & Johnson)

ile suture edildi. Yara yeri pansumani yapildi. Ratlar anestezi sonrasi derlenme suresi
boyunca ayri ortamlarda tutuldular. Derlenme sonrasinda operasyon oncesi yerlerine
koyuldu. Ratlar rastgele 8’er denekli 14 gruba ayrildi (Tablo 1). Bitin cerrahi islemler ve

cerrahi sonrasi takip ayni ekip tarafindan yapildi.

Tablo 1. Gruplarin isimlendiriimesi

1. Saat 10. Giin 21. Gin 42. Giin 0
A Grubu =8 _
Kirik sonrasi 1. gacglrgrzur;t%r
Kontrol \S/\?:;ttirnALP B;get B Grubu =8 F Grubu =7 L Grubu =7 ALP ve Western
analiz Blot analiz
Kirenol 2 mg/kg C Grubu =8 G Grubu =8 M Grubu =8
Kirenol 4mg/kg D Grubu =8 H Grubu =8 N Grubu =8
BMP -2 E Grubu =8 K Grubu =8 O Grubu =8

Saglam deneklerden intrakardiak alinan kan drneklerinde alkalen fosfataz élclilen grup “P”,

kirik olusturulduktan 1 saat sonra ALP &lgimu icin kan alinan grup “A” olarak isimlendirildi.

24 adet denege kirik tespiti sonrasi 1. gunde baslamak Uzere 2 mg/kg Kirenol %100’luk
DMSO ile 2/100 oraninda karistirilip ¢oézuldikten sonra 1/10 oraninda SF ile dilie edilip oral
gavaj yoluyla uygulandi. 10. Glinde sakrifiye edilen grup “C”, 21. glinde sakrifiye edilen grup
“G”, 42. Gunde sakrifiye edilen grup da “M” grubu olarak isimlendirildi.

24 adet denege kirik tespiti sonrasi 1. glinde baslamak tGzere 4 mg/kg Kirenol %100’lUk
DMSO ile 1/100 oraninda karistiriip ¢ézlldikten sonra 1/10 oraninda SF ile dilie edilip oral
gavaj ile uygulandi. 10. Gunde sakrifiye edilen grup “D”, 21. glinde sakrifiye edilen grup “H”,

42. gunde sakrifiye edilen grup da “N grubu” olarak isimlendirildi.

24 adet denege 0,04 mg/kg dozunda DMSO 1/10 oraninda SF ile dilue edilip oral gavaj
yoluyla uygulandi. Deneklerden 10. Gun sakrifiye edilen grup “B” 21. glinde sakrifiye edilen
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grup “F”, 42. Gilnde sakrifiye edilen grup da “L grubu” olarak isimlendirildi. F ve L

gruplarindan birer denek takip sirasinda 6ldugu icin calismadan cikarildi.

24 adet denege kirik olusturulmasinin ardindan 30pg rhBMP2 emdirilmis 10 x 10 x 10 mm’lik
spongostan kirik hattini c¢evreleyecek sekilde ortlildi. Bu gruplara da Kirenol c¢ozeltisi
hazirlamak igin kullanilan DMSO 0,04 mg/kg miktarinda 1/10 oraninda SF ile diliie edilip oral
gavaj yoluyla uygulandi. rhBMP2 uygulanan deneklerden 10. Ginde sakrifiye edilen grup
“E”, 21. guinde sakrifiye edilen grup “K”, 42. Glnde sakrifiye edilen grup da “O grubu” olarak
isimlendirildi.

Tam gruplardan sakrifikasyon islemi dncesinde serum ALP 6lciimu icin intrakardiak 1 cc kan

ornegi alindi ve intrakardiak Potasyum enjeksiyonu ile terminasyon yapildi.

2.2. Radyolojik inceleme

Sakrifikasyon sonrasi deneklerin femurlari ¢ikarildi. Elde edilen femurlarin kallus dokulari
korunarak 0,5 mm kalinliginda kontrastsiz bilgisayarli tomografi (BT) goérintileri (Toshiba
Aquilion One®©, Japonya) elde edildi. Ardindan bilgisayar ortaminda elde edilen gorintilerde
metal artefaktini azaltmak igcin SEMAR (Single Energy Metal Rtifact Reduction) teknigi
kullanilarak tomografi is istasyonuna (Vitrea, Toshiba Medical Systems) alinan gorintilerden
kallus hacmi (mm3) hesaplandi. Ardindan kallus dokusunun en belirgin oldugu kesitten
sadece kallusu igine alacak sekilde ilgi alani gizilerek (ROI) Hounsfield Skorlamasina goére
(Hava = - 1000, Su = 0, Kemik = +1000) dansite 6lgimu yapild1.

Spesmenlerin direk grafilerinin elde edilmesi icin (Siemens©, Multix C) grup ve sira
numaralarina gore X-Ray kaseti lzerine yerlestirildi. AP ve Lateral goruntuler elde edildi. Bu
goruntulerde 4 kortekste (anterior, medial, posterior ve lateral korteksler) kallus olusumu ve
kaynamasina gore Radiographic Union Score of Tibia Fracture (RUST) skorlamasi
kullanilarak 1 — 3 puan verildi (Tablo 2) (13). Degerlendirmeler bir radyolog ve iki ortopedist
tarafindan koér olarak iki farkli zamanda yapildi. Elde edilen “alti” degerlendirme sonucunun
ortalamasi o denegin “Réntgen Skoru” sonucu olarak belirlendi.

Tablo 2. RUST skorlama sistemi.

Kirik hatti belirgin, Kirik hatti belirgin, Kirik hatti segilmiyor.
Kallus olugsumu yok Kallus olugumu var
Medial Korteks 1 Puan 2 Puan 3 Puan
Lateral Korteks 1 Puan 2 Puan 3 Puan
Anterior Korteks 1 Puan 2 Puan 3 Puan
Posterior Kortex 1 Puan 2 Puan 3 Puan
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2.3. Histopatolojik inceleme

Radyolojik inceleme sonrasi spesmenler Hassas kesme cihazina bagli elmas testere (Exakt
300 CL, Exakt® Apparatbau, Norderstad, Almanya) ile sagital olarak iki esit parcaya ayrildi.
Lateral parca Western Blot analizi, Medial parga ise Histopatolojik inceleme igin ayrildi.
Histopatolojik inceleme icin ayrilan kemik dokular 20 giin %4’luk formaldehit solusyonu iginde
tutularak tespit edildi. Daha sonra %10’luk formik asit solisyonu i¢inde 15 gliin boyunca
dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon isleminden sonra rutin histolojik doku takip asamalarinda
gegcirilen dokular parafine gémuldi. Parafin bloklardan alinan 5um’lik kesitlere histopatolojik
inceleme icin Masson’un Ug¢li boyamasi yapildi. Kirik iyilesmesinin histolojik olarak
incelenmesi Huo ve ark. Tarafindan tariflenen skorlamaya gére yapildi(14).

Tablo 3. Huo ve ark. kirik bélgesi histolojik skorlama sistemi

Skor Kirik Bolgesi Histolojik Bulgular

Fibroz Doku

Agirlikli Fibr6z Doku ve Az Oranda Kikirdak Doku

Esit Miktarda Fibr6z Doku ve Kikirdak Doku

Kikirdak Doku

Agirlikli Olarak Kikirdak ve Az Oranda immatiir Kemik
Esit Oranda Kikirdak ve immatiir Kemik

Agirlikh Olarak immatiir Kemik ve Az Oranda Kikirdak

Tamamen immatiir Kemik

© 00 N O O B~ W N PP

immatiir Kemik ve Az Oranda Matiir Kemik

[EnN
o

Matlr (Lameller) Kemik

2.4. Alkalen Fosfataz Olgiimii

intrakardiak yolla alinan 1 cc kan érnegdi 3000 devirde 5 dakika santrifilj edildi. Elde edilen
serumlar -80°C sogutma Uunitesinde muhafaza edildi. Numuneler calisilacagi giin sogutma
Unitesinden alindi ve ¢ozilerek buz icinde bekletildi. ALP duzeyleri kolorimetrik esasa dayal
olarak calisan ticari kitle (Abcam ab 83369) kit protokolline goére uygun olarak gerceklestirildi.
Kit serum ve diger biyolojik numunelerde bulunan ALP’ nin fosfataz aktivitesine bagl olarak
p-nitrofenil fosfatin (p-nPP) defosforile edilerek ortamda olusan renkli p-nitrofenolin (p-nP)
405 nm’ de maksimum absorbans vermesine dayali bir sekilde Olgimuini
gerceklestirmektedir. ALP’ nin enzimatik aktivitesini gdsterebilmesi igin kit icinden cikan
deney tamponu ile uygun reaksiyon ortami saglanmigtir. ALP miktari standart numune
kuyulari kullanilarak p-nPP’ ye karsi absorbans grafiginden tiretilen denklemde bilinmeyen

numunelerin absorbansi kullanilarak $ekil 2’ daki formule goére hesaplanmis ve ALP
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aktivitesi U/ml Uzerinden ifade edimektedir. Olciimler sirasinda diiz tabanli seffaf 96

kuyucuklu plate kullaniimistir. Kit icerigine Tablo 4’de yer verilmigtir.

Sekil 2. ALP aktivitesi hesabi
A
ALP aktivitesi (U/ml)= 7 X t

A: Standart egriden elde edilen ve bilinmeyen numune kuyusundaki p-nP miktari, pmol
V: Bilinmeyen numune kuyusuna konulan plazma hacmi, ml
T: inkiibasyon siiresi, dk

Tablo 4. ALP kiti icerigi ve reaktiflerin hazirlanmasi

ALP Kiti Abcam ab 83369

Kit icindeki reaktif Hazirlama ve diger bilgiler

100 reaksiyon i¢in 5,4 ml deney tamponunda 2 tablet
p-nPP fosfataz enzimi icin substrat tableti  ¢ézulir ve 5 mM’ [k solUsyon elde edilir.

Taze olarak hazirlanir, buzda 12 sa boyunca stabildir.

1 ml deney tamponunda ¢ozilir. Cozildikten sonra +4°C’
ALP enzimi de 2 ay boyunca stabildir. Dondurulmamalidir. ihtiya¢ kadar
porsiyonlanabilir.

Stop sollsyonu Kullanima hazirdir, -20 °C’ de muhafaza edilir.

ALP deney tamponu Kullanima hazirdir, -20 °C’ de muhafaza edilir.

Standart numune kuyularina esit miktarda enzim ve degisen konsantrasyonlarda olmak
uzere p-nPP eklenmistir (Tablo 5). Bilinmeyen numuneler igin sinyalin ¢cok yiksek gelmemesi
icin numuneler diliie edilmeden 5 L olacak sekilde ortama eklenmisler ve sabit miktarda p-
nPP eklenmistir. Stop sollsyonu ile reaksiyon sonlandiriimis ve kuyulardaki renkli p-nP
absorbansi 405 nm’ de mikroplate okuyucuda (Biotek Synergy HT) élctimistir. Standart ve
bilinmeyen numune kuyularinin igerigine Tablo 6’da yer verilmis ve tim numuneler iki tekrarli

olarak olgtulmustar.

Tablo 5. ALP kiti standart numuneler igin p-nPP hazirlanmasi

Standart p-nPP Deney Standart numune Deney sonunda
no hacmi tamponu kuyusuna eklenen kuyudaki son p-nPP
(ImM) hacmi (pL) hacim (pL) konsantrasyonu (nmol)
1 0 360 120 0
2 12 348 120 4
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3 24 336 120 8

4 36 324 120 12
5 48 312 120 16
6 60 300 120 20

Tablo 6. Bilinmeyen ve standart numune kuyularinin icerigi

Standart numune kuyusu igerigi Bilinmeyen numune kuyulari igerigi

0,4,8,12,16,20 nmol p-nPP icerecek sekilde kuyulara 75 uL deney tamponu
120 uL p-nPP ve deney tamponu karigimi

Tdm kuyulara 10 uL ALP enzimi 5 uL plazma
Plate calkalayicida 25 °C’ de 60 dk boyunca 50 uL 1 mM p-nPP (Kitte yer alan 5mM p-nPP
inkibasyon konulmasi tavsiyesi yerine sinyalin ¢ok yuksek

¢cikmasini  engellemek icin ortama dilie edilerek

konulmustur)

Tam kuyulara 20 uL stop soltsyonu Plate calkalayicida (Biosan PST 60 HL plus) 25 °C’ de
60 dk boyunca inkiibasyon

405 nm’ de absorbans dlgimu Tam kuyulara 20 uL stop soltsyonu

2.5. Western Blot Analizi

2.5.1. Protein izolasyon Gézeltisinin Hazirlanmasi

Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lizis tamponu ve proteaz inhibitérleri kullanilarak
protein izolasyon c¢oézeltisi hazirlanmistir. Protein ¢ozeltisi iginde bulunan ylzey aktif
maddeler proteinlerin eldesini saglarken, ortamda bulunan proteazlar tarafindan proteinlerin
parcalanmasini ise proteaz inhibitdrleri dnlemektedir. Lizis tamponunun her 10 ml’ si igin 1
adet EDTA icermeyen Roche complete mini proteaz inhibitor kokteyli (Roche 11836157001)
tableti kullaniimigtir ve bu kokteyle fenilmetilstlfonil (Sigma P7626), aprotinin (Applichem
A2132), leupeptin (Applichem A2183), pepstatin A (Applichem A2205) gibi diger proteaz

inhibitorleri katilmigtir. Tamponun tam igerigi tablo 7°de ve proteaz inhibitér kokteyle ek olarak
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kullanilan proteaz inhibitdrleri tablo 8'de yer almaktadir. Katt maddeler distile su icinde
¢Ozulmus,triton %1’ lik ¢dzeltisi konulmus ve distile su ile 100 mlI' ye tamamlanmistir.
Calisma ginu kullanilacak miktara gore ripa lizis tamponunun 10 ml’ sinde 1 tablet ¢6ziimuasg

ve diger proteaz inhibitérleri ortama eklenmistir.

Tablo 7. RIPA lizis tamponu igerigi

Ripa lizis tamponu (1X igin 100 ml igin)

Tris HCI 50 mM pH 7,4 ma:157,76 g/mol (Sigma T3253) 787 mg

NaCl 150 mM ma: 58,44 g/mol (Sigma S7653) 876 mg

Triton %1 a/h sivi distile su iginde (Sigma T8787) 1 ml (20)

SDS %0,1 a/H kati (Sigma L3771) 100 mg

Sodyum deoksikolat %0,5 kati (Sigma D6750) 500 mg

Distile su 100 ml’ ye tamamlanir

Tablo 8. Roche protease inibitor kokteyline ek olarak ortama eklenen proteaz inhibitorleri

Diger Stok Konsantrasyon ve Lizis Tamponundaki Caligma
Proteaz Coziicii Konsantrasyonu
inhibitorleri
PMSF 100 mM - metanol 1mM
Aprotinin 200 pg/ml - distile su 2 pg/mi
Leupeptin 1 mg/ml - distile su 10 pg/ml
Pepstatin A 100 pg/ml - metanol 1 pg/ml

2.5.2. Kemiklerin Homojenizasyonu Ve Protein Ekstraksiyonu

Kemik numuneleri -80°C sogutma Unitesinden alinarak hassas terazide tartildilar ve kemik
dokusunun her 100 mg’ 1 basina 500 pL protein izolasyon c¢ozeltisi kullanilarak
homojenizasyon islemine gecildi. Kemik dokusu buz altinda soguk bir ortamda 6ncelikle 1dk
kadar homojenizatér (IKA T25 Ultra turrax) ile pargalandi ve hemen sonikasyonla (Bondelin
Sonoplus HD 2070) 3 sefer 10 sn boyunca yuksek siddette sonike edildiler. Bu islem 3 kez
tekrarlandi. islemler sonrasi képiren karisim buz iginde soguk ortamda tutularak kdpuiigiin
kaybolmasi icin beklendi. Bu asamadan sonra tip iceriginin tamami 2 ml' lik santrifij
tiplerine alindi ve +4°C’ de 15000 rpm’ de 15 dk boyunca santrifuj (Thermoscientific SL 16R)
edildi. Hucre artiklarini iceren pellet atilip, protein igeren sipernatant total protein

konsantrasyonunu belirlemek i¢in temiz ependorflara porsiyonlandi.
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2.5.3. Total Protein Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Kemik dokudan elde edilen protein karisiminin total protein konsantrasyonu bisinkoninik asit
(BCA) yontemiyle BCA protein deney kiti kullanilarak (Thermoscientific 23225) dlgiimastar.
Yontem alkali ortamda Cu*? nin Cu*' e ortamda bulunan proteinler tarafindan indirgenmesi
esasina dayanan biliret reaksiyonu ile calismaktadir. indirgenmis bir bakir iyonunun iki
bisinkoninik asit molekdll ile selasyonu sonucunda ortamda suda ¢6ztinebilen mor renkli bir
ardn olusmakla birlikte, bu tGriin 562 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir.
Analiz i¢in standart numuneler sigir serum albumini (BSA) (Sigma A2153) kullanilarak
1ug/uL, 2 pg/ul, 4 pg/ul, 8 pg/ul ve 16 pg/uL konsantrasyonda olacak sekilde distile suda
¢ozllerek hazirlanmistir. Standart numunelerin  total protein dizeyleri dlglilmis ve
konsantrasyona karsilik absorbans grafiginden elde edilen dogru denklemi kullanilarak
bilinmeyen numunelerin absorbans verisi ile total protein dlzeyleri hesaplanmistir.

Olclilecek numune sayisina bagh olarak kit icinden ¢ikan A reaktifi 50 kisim ve B reaktifi 1
kisim oranda olacak sekilde birbiriyle santrifQj tipU icinde karistinimistir. Kit igerigine tablo 9’
dan ulasilabilir. A-B karisimi 200 uyL olacak sekilde 96 kuyucuklu plateye dagitiimig ve
Uzerine kemik dokudan elde edilen protein karisimindan 25 pL konulmustur. Plate oda
sicakliginda 30 dk inkube edildikten sonra 562 nm dalga boyunda absorbans olgulmustur.
Numunelerin protein konsantrasyonu sonuglari kullanilarak western blot jelinin her kuyusuna

esit miktarda protein karigimi yiklenmigtir.

Tablo 9. BCA Kkiti igerigi

Thermoscientific 23225 BCA Kiti

Kit icindeki reaktif Hazirlama ve diger bilgiler

A reaktifi, sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, bisinkoninik 500 ml, kullanima hazir

asit, sodyum tartarat, sodyum hidroksit

B reaktifi, %4 kuprik sulfat 25 ml, kullanima hazir

2.5.4. Western Blot ile Proteinlerin Analizi

Western blot ydntemi ile protein karisimi elektroforezle birbirinden ayristirilir, bir membrana
aktarilir ve analizi yapilacak proteinlere 6zgl antikorlarla isaretlenerek goéruntulenirler.
Temelde yari kantitatif bir metoddur ve yontem, ayni jelde bulunan numunelerden elde edilen
sinyalin birbiriyle kiyaslanmasi sonucunda protein miktarinin nasil degistigi konusunda fikir
sahibi olunmasini saglar. Yontemin temel basamaklarini jel ddkme, protein numunelerini jele
yuklenecek sekilde hazirlama, elektroforez, transfer, blokaj, primer ve sekonder antikorla
muamele etme, goruntileme ve elde edilen sinyalin yazilimla analizi olusturmaktadir.

Calismamizda Wnt3a yolaginda goérevli B-catenin, LRP5, Wnt3a, RUNX-2, TCF1, LEF1
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proteinlerinin dizeylerine bakilmistir ve housekeeping protein olarak GAPDH kullaniimigtir.

Deneyler Biorad’ in miniprotean tetracell sistemi ile ylrutulmustar.

2.5.5. Jel Dokme

Proteinlerin yurutilmesinde sodyum dodesil sulfat-poliakrilamit (SDS-PAGE) jel sistemi
kullaniimigtir. B-catenin (92 kDa), Wnt3a (42 kDa), RUNX-2 (55 kDa), TCF1 (28-52 kDa),
LEF-1 (25-58 kDa) proteinleri igin %10’ luk ayirici jel; LRPS (200 kDa) icin %7’ lik ayirici jel

kullaniimistir. Her iki jel sistemi igin de %5’ lik yiginlayici jel dokulmustir. Jel iceriklerine Tablo

10’dan ulasilabilir.

Tablo 10. Yiginlama ve ayirici jel formulleri

Jel pargasi Distile su %30 Jel %10 SDS ¢ozeltisi
akrilamid/bis tamponu
akrilamid
cozeltisi
%5 5,7ml 1,7ml 2,5ml 0,1 ml
yiginlayici jel
%7 ayirict jel | 5,1 ml 23ml 2,5ml 0,1 ml
%10 ayirict | 4,1 ml 3,3ml 2,5ml 0,2 ml
jel
Jel tamponu Polimeriazasyon icin kullanilan ¢ézeltiler

Ayirici jel: 1,5 M Tris-HCI pH 8.8
Yidinlayici jel: 0,5 M Tris-HCI pH 6.8

Ayirici jel: 50 pL %10 amonyum persiilfat (APS
Sigma A3678), 5 uL tetrametiletilendiamin
(TEMED Sigma T9283)

Yiginlayici jel: 50 L %10 amonyum persiilfat
(APS), 10 pL tetrametiletilendiamin (TEMED)
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Jeller deneyin yapilacadi gun taze olarak hazirlanmis ve ayni gin iginde bekletimeden
kullaniimigtir. Ayirici jelin yuzeyini duzlemek ve hava ile temasini kesmek igin 1-butanol
(Sigma B7906) kullaniimistir. Jel dokme islemi tamamlandiktan sonra daha 6nceden total
protein konsantrasyonu belirlenmis olan kemik homojenatindan jele yiklenmek Uzere bir

sonraki alt baslikta bahsedilen 6érnek hazirlama asamasina gegilmistir.

2.5.6. Protein Numunelerinin Jele Yiiklenmek icin Hazirlanmasi

Proteinlerin denatire edilerek duzlestiriimesi ve elektroforez iglemi sirasinda negatif yikle
yuklenerek elektriksel akim altinda jel igindeki hareketlerinin saglanmasi igin kemik
homojenati Laemmli érnek yikleme tamponu ile karigtirilmistir. Her kemik homojenatindan
40 g protein karisimi igerecek hacimde numune alinmis ve 6x konsantrasyondaki Laemmli
ornek yikleme tamponu 1x’ e dusurulecek sekilde birbiriyle karistiriip 10 dk boyunca 95°C’
de ependorf isiticida (Bioer) bekletiimistir. Ependorf igindeki karisim buza gémulerek
sogutulmus ve dipte toplanarak (Gilson GmC Lab) jele yiklenmeye hazir hale getirilmigtir.
Laemmli 6rnek ylkleme tamponu igerigine Tablo 11’ de yer verilmistir. Laemmli tamponu 6X
hazirlandiktan sonra -20°C’ de porsiyonlanarak saklanmigtir, kemik homojenatlariyla
karistinlacagi zaman taze olarak igine B-merkaptoetanol (Sigma M6250) %4 olacak sekilde

Laemmli tamponuna eklenmistir.

Tablo 11. Laemmli 6rnek yukleme tamponu igerigi

Laemmli tamponu (6X)

Madde Miktari
0,5 M Tris-HCI pH:6,8 7ml
Gliserol (Sigma G5516) 3,6 ml
SDS (Sigma L3771) 1g
Bromofenol mavisi (Sigma B0126) 1,2 mg

2.5.7. Elektroforez ve Transfer

Protein molekil agirhgr basina uygun olarak dokilen jeller elektroforez aparati igine
yerlestiriimis ve Tablo 12’ de igerigi verilen elektroforez ¢ozeltisi konulduktan sonra
homojenatlar yiginlama jeli kuyularina yiklenmigtir. 200 V sabit akim altinda elektroforez

islemi gerceklestiriimistir.
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100 ml 10X konsantrasyondaki elektroforez ¢ozeltisine %10 SDS ¢dzeltisinden 10 ml konulmus ve 1L’
ye distile su ile tamamlanmigstir. 1X konsantrasyondaki SDS igeren elektroforez ¢ozeltisi ise western

blot tankina dékilmustur.

Tablo 12. Elektroforez ¢ozeltisinin hazirlanigi
Elektroforez ¢ozeltisi (10X) 200 ml igin

Madde Miktar
Tris bazi (Sigma T-6066) 6,055 g
Glisin (Sigma G-8898) 28.82
Distile su 200ml’ ye tamamlayacak sekilde

Elektroforez islemi sonrasinda jeller cam aparatlardan c¢ikariimis ve transfer aparati iginde
filtre kagidi, sliinger, Poliviniliden Florid (PVDF) (Bio Rad 162-01777) membran sandvi¢
seklinde akim yoénlne goére Sekil 3’ deki gibi yerlestiriimistir. Tank icerisine transfer ¢ozeltisi
konulmustur. Transfer ¢ozeltisi 100 ml 10X elektroforez ¢ozeltisine 150 ml metanol eklenip
distile su ile 1L’ ye tamamlanarak hazirlanmistir. Transfer isleminde 1sinma problemini

Onlemek icin tank buz icine gdmulmasgtir ve 225 mA akim altinda (Biorad PowerPac Basic) 2

saat boyunca transfer iglemi gergeklestiriimistir.

Sekil 3. Transfer aparati sandvi¢ modeli

.

Siinger

Filtre kagidi
- () UG wt
Membran - %
C——
‘ Islak transfer

Filtre kagich :

Siinger
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2.5.8. Blokaj, Primer ve Sekonder Antikorla isaretleme

PVDF membran, buffered saline with tween 20 (TBS-T) (Sigma P1379) ¢6zlclu olarak
kullanilarak hazirlanmis %5 yagsiz sit tozu (Sigma 70166) icinde bir saat boyunca
calkalayici (IKA KS 130 Basic) Uzerinde oda sicakliginda bloke edilmigtir. Blokaj sonrasi
tablo 13’ te verilen primer antikorlarla analizi yapilan proteinler bir gece boyunca soguk
odada inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda primer antikorlar membrandan
uzaklastiriimis ve hedef proteinlere baglanmamis olan primer antikoru uzaklastirmak igin
membran U¢ kez TBS-T ile 15 dakika boyunca yikanmigtir. Membran oda sicakhginda
sekonder antikorla beraber iki saat inkibe edildikten sonra primer antikora baglanmamis
olan sekonder antikoru ortamdan uzaklastirmak icin U¢ kez TBS-T ile 15 dakika boyunca
yikama islemi yapiimistir. Membran ylzeyine isima siddetini ayarlayacak sekilde enhanced
chemiluminescence (ECL) (Bioexpress Advansta E-1119-20) c¢ozeltisi uygulanmistir.
Membrandaki 1sima karanlik odada X-Ray filmlerine aktarildiktan sonra developer (Kodak
8751752) ve fixer (Kodak 1213677) cOzeltileriyle banyo edilmistir. Rontgen filmindeki
(Thermoscientific 34090) sinyallerin analizi Image J 1.50i programi ile hesaplanmistir. Ornek
hesap goérintisiune Sekil 4’ te yer verilmistir.

Bu uygulamalar 42. guin gruplari laboratuvarda santriflij sirasinda zayi oldugu icin L, M, N ve

O gruplarina yapilamadi.

Tablo 13. Antikor hazirlanisi hakkinda

Antikor hazirlanigi

Primer antikor

Antikor tipi Katalog no Calisma
konsantrasyonu
Rabbit B-catenin Cell signalling 9587 1:1000
mAb
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Rabbit Wnt3a mAb | Cell signalling 2721 1:1000
Rabbit RUNX-2 mAb | Cell signalling 2556 1:1000
Rabbit TCF1 mAb Cell signalling 2206 1:1000
Rabbit LEF-1 mAb | Cell signalling 2286 1:1000
Rabbit GAPDH Cell signalling 2118 1:1000
mAb
Sekonder antikor
Goat Antirabbit IgG | Cell signalling 7074 1:1000
HRP linkted
antibody

Sekil 4. Rontgen sinyali ve Image J hesabi drnegi

650x343 pixels: 8-bit 218K
Clipboard, Uncalibrated

Wnt3a

| e ) e S
2.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin analiz igcin SPSS 22.0 programina aktarildi. Bilgisayar ortamina aktarilan verilen
Shapiro Wilks testi ile degerlendirildi ve verilerin normal dagihma uymadigi kabul edildi.
Gruplarin BT-Kallus Hacmi (BT-KH), BT-Dansite (BT-D), ALP, Histopatolojik Skor ve
Réntgen Skorlart “Kruskal Wallis (KW)” testi ile karsilastirildi. Farkin énemli bulundugu
durumlarda farkh olan gruplari belirlemek igin “Dunn testi” kullanildi. Degiskenler arasindaki
iligkiyi degerlendirmek igin “Spearman” korelasyon analizi uygulandi. Nicel veriler aritmetik
ortalama + SD ve ortanca (min-max) olarak gdsterildi. Batin analizlerde p < 0,05 degerleri

anlamli kabul edildi.

3. BULGULAR

Calismada kullanilan ratlarin ortalama agirhg1 322,6 + 33,27 (259 — 418) gr olarak o6lculdu.
Bilgisayarll tomografide kallus dansite ortalamasi, ortalama rontgen skoru ve histopatolojik
degerlendirme skorlari arasinda korelasyon anlamh bulunurken Alkalen fostafaz ve BT

Kallus hacmi degerleri arasinda korelasyon gorilmedi (Tablo 14).

21



Tablo 14. BT Kallus hacmi, Kallus dansitesi, Ortalama rontgen skoru ve Histolojik

degerlendirme skorlari ve Alkalen fostafaz degerleri arasinda spearman korelasyon analizi.

BT - KH BT-D Histoloji ALP XRAY
BT -KH 1 -0,049 0,240* 0,105 0,112
BT-D -0,049 1 0,358*** 0,014 0,294**
Histoloji 0,240* 0,358** 1 0,245* 0,476***
ALP 0,105 0,014 0,245~ 1 -0,161
XRAY 0,112 0,294** 0,476*** -0,161 1
* p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Tablo 15’de de goérildagu gibi 10. gin gruplarinin ALP ve BT-KH degerleri arasida fark
anlamh kabul edilmedi. 4 mg/kg dozda Kirenol verilen grupta en yiksek histopatolojik (6,6)
ve rontgen (8,1) skorlari elde edilirken; diger gruplar ile arasindaki fark anlamli olarak
bulunmustur (p<0,05). rhBMP-2 ve Kirenol 4mg/kg gruplarinin kallus dansiteleri de diger iki
gruptan anlamli olarak yiksek bulunmustur (p<0,05). Bu sonuglar degerlendirildiginde
Kirenol'in kaynamayi erken dénemde kontrol grubuna ve rhBMP-2’ye kiyasla artirdigi ve bu

artisin doz bagimli oldugu gorulmektedir.

Tablo 15. Onuncu glinde sakrifiye edilen deneklerin Kallus Hacmi, Dansite, Histolojik skor,
Alkalen Fosfataz ve Rontgen skorlarinin karsilastiriimasi. Nicel veriler “Aritmetik Ortalama %

SD ve Ortanca (Min—Max)” olarak gosterilmistir.
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Grup BT-KH BT-D Histoloji ALP XRAY

B 224.8 £90,5 -58,3+92,6 2 26+252 55+12 6,3+1,52
232,2 (99,9 — 385,9) -35,7(-190,1 — 2,0 (0 - 6) 5,8 (3,8 -7,4) 6,6 (4,0 — 8,0)
61,3)

C 203,3 + 154,6 488+81,12  592+0,83bc 55+1,0 72+162
157,1 (53,9 - 526,9)  25,1(-15,7 — 223,0) 6,0(4 - 7) 53 (4,3-7,3) 7,5 (4,0 - 8,8)

D 229,6 + 89,2 448 + 48,3 6,6 +0,74°¢ 52+1,5 81+13D
250,4 (30,7 —317,2)  41,3(-36,7 — 129,5) 6,5(6 — 8) 54 (3,1-7,3) 8,3 (5,5 - 10,1)

E 99,3 + 80,7 44,0+29,5  4,9+0,832b 50+13 71+152
66,5 (31,5 —254,1) 458 (-12,7—84,2) 5,0 (4 - 6) 4,7(3,0-7,1) 7,8(4,6 — 8,3)

KW 7,87 7,97 17,74 0,87 7,03
P 0,051 0,47 0,00 0,83 0,07

abc: Her kolonda ayni harfi tagsimayan gruplar arasindaki fark énemlidir (p<0,05).

Benzer sekilde WNT3a, B- Catenin, Runx-2, LRP-5 ekspresyonlarinda Kirenol 4mg/kg
uygulanan deneklerde saglam rat ve kontrol grubuna goére yikselme goérildi. Ancak 2 mg/kg
Kirenol uygulanan deneklerde, Kirenol 4mg/kg ve BMP grubundan daha fazla artis
gorilmustir. TCF-1/LEF-1 intrantkleer proteinler oldugu icin degisimleri erken dénemde

belirgin farkhlik gdstermemistir (Sekil 5).

Sekil 5. 10. glin deneklerinde WNT 3a, f-Catenin, LRP 5, Runx2, TCF ve LEF western blot
sonugclari ve Image j analizine ait grafikler
Sonuglar 10. gune ait deneklerin kendi gruplari iginde protein seviyelerinin degisimini

gbstermektedir.
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21. gun gruplarinda en yuksek histopatolojik skor (7,4) ve rontgen skoru (8,6) Kirenol 4

mg/kg grubunda bulunmusken aradaki fark istatiksel olarak anlamli gérilmemistir (Tablo 16).
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Tablo 16. Yirmi birinci giinde sakrifiye edilen deneklerin Kallus Hacmi, Dansite, Histolojik

skor, Alkalen Fosfataz ve Roéntgen skorlarinin karsilastirimasi. Nicel veriler “Aritmetik

Ortalama = SD ve Ortanca (Min — Max)” olarak gosterilmistir.

Kallus Hacmi Dansite Histoloji ALP Rontgen
F 158,3 £ 87,2 260,0 £ 103,0 6,3+1,4 5815 8,0+£0,7
140,0 (65,2 — 277,5) 230,6(147,0-411,3) 6,0(50-8,00 57(3,7-75) 80(7,1-8,8)
G 225,3 £ 126,2 2441 £102,1 6,7 £0,75 49+0,7 8,0+1,1
243,9 (49,0 - 411,5)  290,2 (103,9-379,1) 7,0(6,0-8,0) 50(4,0-6,1) 8,3(6,7—-9,5)
H 209,1 £ 67,5 279,6 £ 112,9 74+14 49+0,7 86+0,4
185,3(136,3 - 321,3)  300,9 (161,3—444,00 7,0(6,0-9,0 50(3,8-58) 8,0(7,2-8,5)
K 220,7 £ 53,7 254,1+71,6 6,5 +0,92 49+0,6 8,0+0,1
195,3(168,8 —302,2)  254,9(159,3-344,3) 6,0(6,0-8,0) 50(3,7-55) 8,0(8,0-8,2)
KW 3,19 0,40 3,55 2,14 0,43
P 0,36 0,94 0,32 0,54 0,93

Bu dénem Western Blot incelemelerde de Kirenol 4mg/kg grubunda WNT3a, B- Catenin,

Runx-2, LRP-5 deki artis kontrol grubuna gére daha az gerceklemis iken intrantkleer

proteinlerin artisi daha fazla olmustur (Sekil 6).
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Sekil 6. 21. Gun deneklerinde WNT 3a, B-Catenin, LRP 5, Runx2, TCF ve LEF western blot
sonuglari ve Image j analizine ait grafikler. Sonuglar 21. gline ait deneklerin kendi gruplari

icinde protein seviyelerinin degigimini gostermektedir.
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42. gln gruplarinda en yiiksek histolojik skor BMP uygulanan grupta bulunmugken (9,6) 4
mg/kg Kirenol uygulanan grupta ikinci yiksek histolojik skor (8,8) ve en ylksek rontgen
skoru (9,3) bulunmustur. BMP uygulanan gruptaki histolojik skor ile kontrol grubu ve 2 mg/kg
Kirenol uygulanan gruplarin histolojik skorlari arasindaki fark anlamh bulunmustur (p<0,05)

Alkalen fosfataz ve Kallus Hacmi degerlerinde gruplar arasinda anlamli fark gérilmemistir
(Tablo 17). 42. glin preparatlari santrifij sirasinda zayi oldugu icin Western Blot Analizleri

yapilamamistir.

Tablo 17. Kirk ikinci glinde sakrifiye edilen deneklerin Kallus Hacmi, Dansite, Histolojik skor,
Alkalen Fosfataz ve Rdéntgen skorlarinin karsilastiriimasi. Nicel veriler “Aritmetik Ortalama %

SD ve Ortanca (Min — Max)” olarak gdsterilmigtir.

Kallus Hacmi Dansite Histoloji ALP Rontgen
L 239,8 + 56,5 318,0 £ 176,7 76792 6,1+0,9 86+1,5
230,0 (160,6 — 347,3) 379,3(66,9-504,8) 80(60-80) 57(5,3-77) 80(75-115)
M 256,0 £ 198,8 291,0 £ 379,4 84+112 59+0,6 92+14
210,3 (47,7 - 668,7)  305,3(-360,7 —808,6)  8,5(6,0-10,00 6,1(50-6,9) 9,3(7,5-10,7)
N 437,0 + 363,0 100,5 + 99,7 8,8+ 1,3b 58+1,2 9,3£1,6
318,1 (105,0 — 1010,0) 84,4 (-30-2755) 9,0(7,0-10,0) 58(42-74) 93(7,2-11,7)
O 331,2+£192,8 114,7 £51,0 9,6 +0,5b 6,1+£1,0 9,021
252,7 (105,0 — 624,7) 106,0 (42,9 - 215,3) 10,0(9,0-10,0) 6,1(4,7-7,6) 9,3(6,0—11,3)
KW 0,89 6,97 12,65 0,34 0,70
P 0,83 0,07 0,005 0,95 0,87

ab: Her kolonda ayni harfi tagimayan gruplar arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).

Western blot analizleri 10. gin ve 21. glin denekleri igin ayni ve farkli jellerde olmak Uzere

Sekil 7 ve Sekil 8'de goruldiugu yapilmistir.

Sekil 7’deki sonuglar 10 ve 21. gline ait deneklerin gruplari arasindaki protein seviyelerinin

degisimini gostermektedir.

Sekil 8’de goéruldugu gibi Kirenol uygulanan gruplarda ekstrantkleer proteinlerden WNT3a,

B—Catenin, LRP 5, Runx2 erken dénemde hizla aktive olmaktadir. Ancak kaynama slirecinin

tamamlanmaya yaklagsmasiyla kontrol grubu bu farki kapatmaktadir.
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Sekil 7. 10. ve 21. glin deneklerinin ayni jeldeki WNT 3a, B — Catenin, LRP 5, Runx2, TCF

ve LEF western blot sonuglari ve Image j analizine ait grafikler
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Sekil 8. Sekil 7°deki sonuglara gore elde edilen WNT3a, B — Catenin, LRP 5, Runx2, TCF ve
LEF western blot duzeylerinin gunlere gore degigimi

[ 10iile 0. glin arasindaki oran
[ 21 ile 10. glin arasindaki oran
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Kirenol veya BMP uygulanan denek gruplarinin timinde ayni giinde sakrifiye edilmis Kontrol
grubundan daha ylksek Rontgen ve Histopatolojik skor ortalamalar elde edilmigstir. Bu fark
10. glinde anlamh bulunmusken; 21.glinde gruplar arasindaki fark anlamli kabul ediimemis,
42.ginde ise sadece histopatolojik skorlardaki yikselis anlamli bulunmustur. Bu durum
Kirenol'in ve BMP’nin kirik iyilesmesi isinin daha hizla yapilmasini saglamasina, ilkk 10
gunde bu surecin hizla iglemesine ancak surecin sonuna yaklastikca kirik kaynamasinin
aktivasyonunun azalmasina ve kontrol grubunda iyilesmenin gecikmeyle de olsa diger
gruplari yakalamasi olarak yorumlanmistir. Colburn ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada da
kirik sonrasi BMP uygulamasinin erken dénemde kirik iyilesmesini aktive ettigi ancak bu
aktivasyonun ilerleyen glinlerde azaldidi gosterilmistir(15).

Alkalen fosfataz (ALP) o6zellikle karaciger ve kemikten salgilanan osteoblastik aktivitenin

izlenmesinde kullanilan bir belirtegtir. Bu galismada farkli gtinler ve farkl uygulamalar dikkate
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alindiginda gruplar arasinda ALP degerleri arasinda anlamli fark gorilmemistir. Kim MB ve
ark. tarafindan yayinlanan bir hicre kudltiri c¢alismasinda Kirenol'lin doz bagimli olarak
Alkalen fosfataz duzeylerini kontrol grubuna 3. ginde artirdigi gosterilmistir (6). Bu farkhlk
kirik olusturma zamani ile ALP 6rneginin alindidi zaman farkindan kaynakli olabilir. Sonraki
calismalarda ALP o6rneklerinin ilk (¢ glinde alinmasi yararli olabilir ancak ratlardan kan
alinmasinin zorlugu ve kan alinmasi sonrasi ratlarin élme riskinin olmasi veya iyilesmenin bu
travma nedeniyle standartinin bozulmasi bunu engelleyen sebeplerden oldugunu
disunmekteyiz.

Kallus kirik iyilesmesinin varligini gdsteren parametre olarak kullaniimaktadir (13). Bu
calismada denekler arasinda kallus hacimleri arasinda anlamh fark bulunmamistir. Bunun
sebebi grup ici kallus ortalamalari alindiginda standart sapmalarinin ¢ok buylk olmasina
baglanmistir. ClnkU kiriklarin tespitinde rijit bir fiksasyon yontemi kullaniimamigtir. Sekonder
iyilesen bu kiriklarda rediksiyonun anatomik, fiksasyonun daha stabil olmasi daha iyi bir
kaynamay: saglarken kallus hacmini azaltmaktadir; ayni zamanda reduksiyonu kotu olup
kaynamayan kemiklerde de kallus hacmi azalmaktadir (16). Buna ters olarak
malrediksiyonda kaynamis bir kemikte oldukca yiiksek kallus hacimleri gérilebilmektedir.
Yani kallus hacmi kirik iyilesmesinin daha iyi ya da daha kot oldugunu direkt olarak
gOsterebilecek bir parametre degildir. Yapilan ¢alismalarda kallus hacim oélgimleri radyografi
kullanilarak(17,18) odlgulse de BT'de olcilen kallus dansitesi daha tutarli bir veri olarak
gorulmektedir. Bu ¢aligmada ratlarin degerlendirmesinde kullanilan histolojik ve radyolojik
skorlama sonuglari ile BT dansite skorlari arasinda anlamli bir korelasyon bulunmustur. 10.
gun gruplarinda Kirenol 4mg/kg ve BMP2 uygulanan gruplarda kallus dansitesi anlamli
olarak artmigtir. Bu durum Kirenol'iin kemik mineralizasyonunu erken dénemde artirmasi ile
uyumlu olarak yorumlanmigtir. Bu sayede Kirenol verilen olgularda kallusun daha erken
gl¢clenmesi saglanabilecek ve kirik sonrasi yik verme, ise dénls slresini kisaltabilecek;
implant yetmezligi riski azaltilabilecektir.

WNT sinyal yolaginin kemik iyilesmesi ve mineral yogunlugunun artiriimasinda aktif olarak
rol oynadigi dusunulmektedir. Yolagin aktivasyonu ile kemigin saglamhginin ve mineral
yogunlugunun arttigi; inhibisyon ile kemik kirllganhginin arttigi bilinmektedir (19). Bu sebeple
kemik iyilesmesi icin bu yolagl aktive edebilecek molekiller Uzerindeki ¢alismalar hiz
kazanmigtir. WNT yolaginin kirlk durumunda aktive oldudu kontrol grubu ve saglam
deneklerin western blot analizleriyle ¢alismamizda dogrulanmistir. Kontrol grubundaki
deneklerin kemiklerinin kiriimasi saglam deneklere gore yolagin ekstraselliler aktivatori
WNT3a’' nin ve intraselliler elemani B-catenin seviyelerinde az da olsa akut bir artisa sebep
olmustur. Ayrica batin gruplarda WNT seviyesi, saglam femur grubundan belirgin sekilde

yuksek olcllmustir. Bu sonug, WNT sinyal yolaginin aktivasyonunun, kiriga bagh olarak
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kemikte olusan hasara karsi gelistigini ve WNT sinyal yolaginin kemigin tamir edilmesinde
katkisi olabilecegini distiindiurmektedir.

Calismamiz sonuglarina dayanarak BMP-2 ve Kirenolin WNT sinyal yolagini aktive ettigi
western blot analizlerinde ortaya konmustur. Bu aktivasyon BMP-2 ve kirenolin LRP5
reseptoriine baglanmasi, hicre i¢i aktif GSK3B protein dizeylerinin azalmasi veya bu
enzimin aktivitesini dogrudan inhibe etmesiyle meydana gelmis olabilir.

WNT sinyal yolagindaki LRP5 ve Frizzled reseptdrlerine baglanan molekiller lipitte
cozunebilirlikleri ve birbirlerinden farkli kimyasal yapiya sahip olmalariyla karakterize
edilmiglerdir (20). Buna dayanarak molekiler yapisindan bagimsiz olarak Kirenoltn lipofilik
Ozellige sahip olmasindan dolayr hiicre membraninda ¢éziinerek WNT reseptorlerine
baglanmis olabilir. Buna ek olarak Kirenol, BMP-2’ ile benzer sekilde kemik homojenatinda
Olcilen LRPS reseptort duzeylerini artirmistir ve bu artisi da osteblast hicre yizeyinde yer
alan LRP5 Uzerinden gergeklestirmis olabili. Zhang ve ark. osteoblast hicrelerinde
gergeklestirmis oldugu ¢alismaya gére BMP-2, LRP5 mRNA seviyelerini artirmis ve bu artis
arastirmacilar tarafindan BMP-2' nin fosforile olmayan aktif haldeki B-catenin seviyelerini
artirmasina baglanmistir (21). Bu sonu¢ g6z o6ninde bulunduruldugunda, bizim
calismamizda da kirenol total B-catenin seviyelerini ylikseltmis ve buna bagh olarak LRP5
MRNA ekspresyonunu artirmig olabilir. Calismamiz BMP-2 agisindan Zhang ve ark. invitro
ortamda yurutmus olduklar deney sonuglarini dogrular nitelikte olup, Kirenol'iin de BMP-2’
ye paralel etki gosterdigini ortaya koymustur. Buna ek olarak, Kirenol'in Frizzled reseptori
seviyesini nasil etkiledigi ve bu reseptére baglanmasiyla ilgili olarak arastirmalar
yapllabilecegi de g6z énunde bulundurulmahdir.

B — Catenin seviyesinin artisinin ise dogrudan GSK3f enzim inhibisyonuna bagli olarak
gerceklesip gerceklesmedigi, invitro GSK3B enzim inhibisyonu deneyleriyle arastirilabilir ve
bdylece Kirenol ile BMP-2’ nin Wnt yolagi aktivasyonu yapmalari sonucunda [(-catenin
seviyelerini yukseltmeleri etkisine GSK3 aktivitesinin katkisi aydinlatilabilir.

WNT sinyal yolagi Gzerindeki etkilere ek olarak Kirenol, BMP-2’ ye paralel bir sekilde Runx2
dizeyini artirmistir ve bu etki aracihigiyla kemik osteoblast hiicrelerinin farklilagsmasini-
proliferasyonunu artirarak kemik iyilesmesine katki saglamis olabilir. Buna ek olarak (-
catenin seviyesindeki artisin ve WNT yolaginin aktive olmasi, Runx2 duzeylerinin
yukselmesine de katki saglamis olabilir. Runx2 ve B-cateninin osteblast sayisini, aktivitesini
ve kollajen sentezini artirdigi daha énceden yapilan calismalarla ortaya konmustur (22).
Kemik yapimina osteoblastlar Gzerinden olan bu pozitif etki, osteoporoz gibi kemik mineral
yogunlugunun ve osteoklastik aktivitenin arttigi rahatsizliklar icin de WNT sinyal yolagi ile
Runx2’ nin potansiyel terapétik hedefler olabilecegini disindirmektedir; ¢iinkl Kato ve ark.

LRPS geni tasimayan-WNT sinyal yolagi inaktif farelerde osteopeni oldugunu gozlemis ve
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LRP5 inaktivasyonunun hem kemik hem de g6zl etkileyen Osteoporoz - Psédoglioma
Sendromundan sorumlu olabilece@i sonucunu gikarmiglardir (23). Calismamizda Kirenol
LRP5 seviyelerini kontrol grubuna gore yukseltmis ve buna ek olarak WNT yolaginin
aktivasyonunu LRP5 disinda, Wnt3a, B-catenin seviyelerini artirarak saglamistir. Dolayisiyla
Kirenol, kemik kaybiyla karakterize osteopeni ve osteoporoz gibi rahatsizliklarda mineral
yogunlugunu artirma agisindan hem Runx2 hem de WNT sinyal yoladi Uzerindeki etkisinden
dolayi da faydal olabilir (24).

SONUC

Sonug olarak; bu ¢alisma Kirenol'in WNT/ B-Catenin yolagini erken dénemde aktive ederek
kirik iyilesmesini hizlandirdiginin gosterildigi ilk in-vivo galismadir. Kirenol ve BMP-2’ nin
kemik iyilesmesini artirmasi altinda yatan molekiler etki mekanizmasinin hem Runx-2 hem
de WNT sinyal yolagi aktivasyonu oldugu soylenebilir.

Bu arastirma ileride Kirenol'lin osteoklastik-osteoblastik aktivite ve kemik homeostazindan
sorumlu oldugu bilinen hedgehog, transforming growth factor-beta, notch gibi sinyal
yolaklariyla olan iligkisi, molekller etki mekanizmasinin tam olarak aydinlatilabilmesi
acisindan da arastiriimaya degerdir.
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haversian sistemin incelenebilecedi bir denek grubunda ¢alisiimasi uygun olacaktir.

CIKAR iLiSKisi

Yazarlar herhangi bir ¢ikar iligkisi/¢catismasi bildirmemisgtir.

KAYNAKLAR

1. Bi, J., Xin, H.L., Lin, Z.F., Lin, W.H., Qian, R.Q. 2007. “Effect of kirenol on cytokines in serum and apoptosis
proteins expression in synoviocytes of adjuvant arthritis rats”, Chinese Traditional and Herbal Drugs, 38,
1207-10.

2. Qian, R.Q., Zhang, C.Y., Fu, H.Z. 2000. “Study on therapeutic mechanism of anti-rheumatism action of Herba
siegesbeckiae”, Chinese Journal of Integrated Traditional and Western Medicine, 20, 192-5.

3. Wang, J.P., Zhou, Y.M,, Ye, Y.J., Shang, X.M., Cai, Y.L., Xiong, C.M., Wu, Y.X., Xu, H.X. 2011. “Topical anti-
inflammatory and analgesic activity of kirenol isolated from Siegesbeckia orientalis”, Journal of
Ethnopharmacology, 137, 1089-94.

4. Xin, H.L., Bi, J., Liu, M., Lin, W.H., Qian, R.Q. 2005. “Experimental study on antiinflammatory and immune-
regulating effect of kirenol”, Chinese Traditional and Herbal Drugs, 36, 866-9.

5. Kim, MB., Song, Y., Kim, C., Hwang, J.K. 2014. “Kirenol inhibits adipogenesis through activation of theWnt/3-
catenin signaling pathway in 3 T3-L1 adipocytes”, Biochemical and Biophysical Research Communications,
445:433-8.

6. Kim, M.B., Song, Y., Hwang, J.K. 2014. “Kirenol stimulates osteoblast differentiation through activation of the
BMP and Wnt/B-catenin signaling pathways in MC3T3-E1 cells”, Fitoterapia, 98, 59-65.

7. Wood, G.W. 2003. Page 2688. Campbell's Operative Orthopaedics. Edited By: Canale, S.T. Philadelphia:
Mosby.

33



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Glass G.E., Jain A. 2013. “Cochrane corner: bone morphogenetic protein (BMP) for fracture healing in
adults”, J Hand Surg Eur Vol, 38, 447-49.

Zhang, R., Oyajobi, B.O., Harris, S.E., Chen, D., Tsao, C., Deng, H.W., Zhao, M. 2013. “Wnt/B-catenin
signaling activates bone morphogenetic protein 2 expression in osteoblasts”, Bone, 52, 145-56.

Behrens, J., Von Kries, J.P., Kuhl, M., Bruhn, L., Wedlich, D., Grosschedl, R., Birchmeier, W. 1996.
“Functional interaction of beta-catenin with the transcription factor LEF-1”, Nature, 382, 638-42.

Rawadi, G., Vayssiere, B., Dunn, F., Baron, R., Roman-Roman, S. 2003. “BMP-2 controls alkaline
phosphatase expression and osteoblast mineralization by a Wnt autocrine loop”, Journal of Bone and Mineral
Research, 18, 1842— 53.

Diwan, A., Leong, A., Appleyard, R., Bhargav, D., Fang, Z., Wei. A. 2013. “Bone morphogenetic protein-7
accelerates fracture healing in osteoporotic rats” Indian Journal of Orthopaedics47,6. 540 — 46 52

Augat P., Morgan E.F., Lujan T.J., MacGillivray T.J., Cheung W.H. 2014. “Imaging techniques for the
assessment of fracture repair”, Injury, 45, 16-22. 53

Huo M.H., Troiano N.W., Pelker R.R., Gundberg C.M., Friedlaender G.E. 1991. “The influence of ibuprofen
on fracture repair: biomechanical, biochemical, histologic, and histomorphometric parameters in rats”, J
Orthop Res, 9, 383-90. 54

Colburn, N.,Kristien,J., Zaal, N., Wang, F., Tuan, R. 2009 “A Role for /T Cells in a Mouse Model of Fracture
Healing.” Arthritis & Rheumatism 60, 6, 1694—-1703

Henderson CE, Lujan TJ, Kuhl LL, Bottlang M, Fitzpatrick DC, Marsh JL. 2010 “Mid-America Orthopaedic
Association Physician in Training Award: healing complications are common after locked plating for distal
femur fractures.” Clin Orthop Relat Res 2011;469(6):1757—65.

Welch,R., Jones, A., Bucholz, R. Reinert, C., Tjia, J, Wilham Pierce,W. Wozney, J,3 And Li, X.1998. “Effect of
Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2 on Fracture Healing in a Goat Tibial Fracture Model”
Journal of NObe and Mineral Research.13,9,1483-90

Rajfer, R. A., Kilic, A., Neviaser, R. A., Schulte,L. M., Hlaing, S. M., J. Landeros,J., M. G. Ferrini,M.G., E.
Ebramzadeh,E., Park,S.H. 2017. “Acceleration of Fracture Healing Via Inducible Nitric Oxide Synthase.”Bone
and Joint Research.6,2 90-97

Baron, R., Kineissel M., 2013."WNT Signaling in Bone Homeostasis And Disease: From Human Mutations To
Treatments”Nature Medicine.19,179-92

R&D System. Wnt Receptors & Pathways. https://www.rndsystems.com/resources/articles/wnt-receptors-
pathways

Zhang, M, Yan, Y., Lim, Y., Tang D.,Xie,R., Chen, A., Tai, P., Harris, S.,Xing,L., Qin,Y., Chen,.Di.2010 “BMP-
2 Modulates B-Catenin Signaling Through Stimulation of Lrp5 Expression and Inhibition of 3-TrCP Expression
in Osteoblasts.” Journal of Cel Biochemistry.108.896 — 905

Karner C.,Long F.,2016. Wnt signaling and cellular metabolism in osteoblasts.Cellular and Molecular Life
Sciences. DOI 10.1007/s00018-016-2425-5

Kato,M., Patel, M.S., Levasseur, R., Lobov, I., Chang ,B.H., Glass, D.A., Hartmann, C., Li, L., Hwang, T.H.,
Brayton, C.F., Lang, R.A., Karsenty, G., Chan, L. J.2002 “Cbfa1-independent Decrease in Osteoblast
Proliferation, Osteopenia, And Persistent Embryonic Eye Vascularization in Mice Deficient in Lrp5, A Wnt
Coreceptor.” Cell Biol. 15;157(2):303-14.

Hojo,H.,Ohba,S.,Chung, U., 2015 .”Signaling Pathways Regulating The Specification And Differentiation Of
The Osteoblast Lineage.”Regenerative Therapy.1, 57-62

34


https://www.rndsystems.com/resources/articles/wnt-receptors-pathways
https://www.rndsystems.com/resources/articles/wnt-receptors-pathways
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%20Yb%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xie%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tai%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xing%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qin%20YX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19795382

35



PROJE SONUC RAPORU YAZIMINDA
UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Ulusal ve.Uluglararam Arastirma isbirligi Destek Rrojesi, Dis Destekli
Projeler I¢in Ihtiyac Projesi ve Giidiimlii Projeler I¢in Sonu¢ Raporu
Yaziminda Dikkat Edilecek Hususlar

Kapak sayfasindan sonra alinan destegin ne sekilde kullanildigin1 ve hangi sonuglara
ulasildigini aciklayan en az bir sayfalik bilimsel igerikli rapor hazirlanarak pdf
formatinda elektronik ortamda birime sunulmalidir.

Sonug¢ raporu sisteme yiiklenirken Tiirkce ve Ingilizce kisa oOzet girilmesi de
zorunludur.

Tez Projeleri Sonu¢ Raporu Yaziminda Dikkat Edilecek Hususlar

Arastirmacilar ilgili enstitii veya uzmanlik egitiminin yapildig: fakiiltenin belirledigi
kurallara gore yazilmig tezlerini pdf formatinda elektronik ortamda birime sunmalidir.
Hazirlanan tezlerde ¢alismanin ERU BAP Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklendigine dair bir ibareye yer verilmesi zorunludur.

Proje calismasindan elde edilen veriler veya sonuglar kullanilarak iiretilmis yayinlar
var ise, rapor sonunda listelenmeli ve yaymin bir 6rnegi Sisteme eklenmelidir.

Sonug raporu sisteme yiiklenirken Tiirkge ve Ingilizce kisa ozet girilmesi de
zorunludur.
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