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OZET

Ratlarm Kritik Boyuttaki Defektlerinde Diisiik Seviyeli Lazer Terapisi ile Birlikte
Lokal Olarak Uygulanan Borik Asit ve Boraks Dekahidratin Kirik lyilesmesi Uzerine
Olan Etkisinin Belirlenmesi

Amac: Bu c¢alismada, diisiik seviyeli lazer terapisi (LLLT) ve lokal olarak uygulanan

borik asidin (BA) kirik iyilesmesi tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Materyal ve Metot: Her denegin proksimal femur anterolateral yiizeyinde cerrahi
olarak unikortikal femoral defekt olusturuldu. Toplam 56 Wistar albino faresi olan denekler
rastgele dort gruba ayrildi (her bir grup n = 14): kontrol, LLLT (A =905 um, 10.000 Hz, 25
mW ve tepe giicii 25 W), BA (40 mg/kg) ve BA + LLLT.

Bulgular: Otuzuncu giinde en yiiksek radyolojik skor LLLT + BA grubundayken (3,63
[2-4]), ardindan BA (3,38 [2,75-3,75]), kontrol (3 [2-3,25]) ve LLLT (2,5 [1,25-3]) olarak
siralandi. Postoperatif 15. ve 30. giinlerde, malondialdehit seviyeleri BA + LLLT grubunda
kontrol grubuna gore daha diistiktii (p<<0.001). 30. giinde siiperoksit dismutaz, katalaz ve
alkalin fosfataz seviyeleri BA + LLLT grubunda kontrol grubuna goére daha yiiksekti
(p<0.001). 15. ve 30. giin histopatolojik, immiinofloresan ve immiinohistokimyasal bulgular
kontrol grubu ile karsilastirildiginda BA ve BA + LLLT gruplar arasinda fark bulunmadi (p
<0.05).

Sonug¢: BA ve LLLT nin lokal uygulamasi kirik iyilesmesini hizlandirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bor, Borax, Fotobiyomodulasyon, Fotobiyostimiilasyon,
Osteoblast.



ABSTRACT

Determination of the Effect of Local Applied Boric Acid and Borax Decahydrate
On Fracture Healing in Critical Size Defects of Rats

Objective: This study aimed to investigate the effects on fracture healing of
locally applied boric acid (BA) with and without low-level laser therapy (LLLT).

Materials and Methods: A unicortical femoral defect was surgically created on
the anterolateral surface of proximal femur of each subject. The subjects, totaling 56
Wistar albino rats, were randomly allocated into four groups (n = 14 each): control, LLLT
(A=905 um, 10,000 Hz, 25 mW and peak power 25 W), BA (40 mg/kg), and BA + LLLT
groups.

Results: On the 30th day, the highest radiological score was recorded for the
LLLT + BA group (3.63 [2-4]), followed by the BA (3.38 [2.75-3.75]), control (3 [2—
3.25]), and LLLT (2.5 [1.25-3]) groups. On days 15 and 30 post-surgery,
malondialdehyde levels were significantly lower among the BA + LLLT group compared
to the control group (p<0.001). On day 30, superoxide dismutase, catalase, and alkaline
phosphatase levels were highest in the BA + LLLT group compared to the control group
(p<0.001). When the histopathological, immunofluorescence, and immunohistochemical
findings on the 15th and 30th days were compared with the control group, a statistically
significant difference was found for the BA and BA + LLLT groups (p < 0.05).

Conclusion: This study suggests that locally applied BA with LLLT accelerates

fracture healing.

Keywords: Boron, Borax, Osteoblast, Photobiomodulation, Photobiostimulation.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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CAT . Katalaz
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1. GIRIS

Kirik iyilesmesi, genetik, biyolojik ve mekanik faktorler tarafindan diizenlenen
haftalar ile yillar arasinda gergeklesen karmasik bir siirectir. Bu siireg, ¢ok sayida hiicre
ve molekiiler aracinin uzamsal ve zamansal olarak koordineli etkilesimini gerektirir.
Beklenen iyilesme siiresi, kirik degerlendirme skorunda kullanilan mekanik, biyolojik ve
klinik faktorler dahil olmak {izere bir¢ok faktdre baghidir.

Borik asit (BA), tip alaninda en yaygin kullanilan bor bilesenidir. BA, kalsiyum
(Ca), D vitamini ve magnezyum (Mg) ile etkilesime girdigi i¢in kemik metabolizmasini
etkiledigi diislinlilen 6nemli bir elementtir. Bor, kemiklerin biyomekanik 6zelliklerini
arttirir. Diyetteki bor eksikligi, osteogenezde dnemli bir azalmaya neden olur ve bu da
kemik iyilesmesinde degisiklige neden olur. BA, kemik biiylimesi ve onarimina yardimci
olur ayrica preosteoblastlarin proliferasyonunu ve osteoblastik aktiviteyi hizlandirir.

Fotobiyoloji veya biyostimiilasyon olarak da adlandirilan diisiik seviyeli lazer
terapisi (LLLT), tek bir dalga boyunda 1s1k tireten, invaziv olmayan 1si, ses ve titresim
yaymayan bir 1s1k kaynagi tedavisidir. LLLT'nin fibroblastlarin islevini etkiledigine, bag
dokusu onarimini hizlandirdigina ve antiinflamatuar ajan olarak hareket ettigine
inanilmaktadir. LLLT, kallus hacmini ve kemik mineral yogunlugunu arttirir,
osteositlerin ¢ogalmasini hizlandirir. LLLT osteoblastik aktiviteyi, vaskiilarizasyonu ve
kollajen liflerinin organizasyonunu arttirir. LLLT'nin avantajlari, kolay erisilebilir
olmasi, ayn1 anda ila¢ uygulamasi gerektirmemesi ve doku i¢in giivenli olmasidir.

Bu ¢alisma ile Wistar-Albino ratlarda deneysel olarak olusturulan femoral kemik

defektine lokal olarak uygulanan BA ve LLLT nin etkilerinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

Kemikler, viicuda sekil ve mekanik destek veren, koruma saglayan ve hareketi
kolaylastiran iskelet sisteminin organlaridir. Ek olarak, kemikler viicudun mineral
homeostazina ve endokrin diizenlemesine de katki saglamaktadir.'? Baz1 stres kosullar
altinda, kemik dokusunun mukavemeti tolere etme yetenegi azalir. Bu mukavemetler
kemik dokusunun toleransini astig1 zaman kemik kirig1 meydana gelir.?

Oldukga karmagik olan kirik iyilesmesi siireci hala tam olarak anlasilamamasina
ragmen son yillarda yapilan arastirmalar, onarim siirecini ve iyilesme sonucunu etkileyen
yas, periost hasari, hormonlar ve beslenme gibi gesitli faktorler arasindaki iligkileri
belirlemistir.*

2.1. Kemik Yapisi

Kemik iskeletinin temel islevi, yumusak dokular ve kaslar i¢in giiglii, destekleyici
ve mekanik bir yap1 saglamaktir. Ayrica, iskelet sistemi torako-abdominal organlari korur
ve kemik iligi i¢in bir yuva gorevi goriir. Bunun yanisira kemikler hematopoez ve Ca
metabolizmasinda anahtar rol oynar.’ Ayni1 zamanda metabolik ve fizyolojik siiregler i¢in
Ca, fosfat ve esansiyel iyonlar i¢in ana rezervuardar.®

Kompozit yapida olan kemik hiicreler, hiicre dis1 matrisi ve lipidleri icerir.’
Kemigin yaklasik % 20'si sudur; agirhgmim % 30-35’i organik, % 65-70’1 ise inorganik
maddelerden olusur.® Kemigin hiicresel bilesenleri arasinda osteoblastlar, osteositler,
osteoklastlar ve osteojenik progenitér hiicreler bulunur.>®

Osteoblastlar ve osteositler mezenkimal kok hiicrelerden farklilasir. Osteositler,
lakunada olgunlasmis osteoblastlardir ve kollajen iiretirler.® Bu hiicrelerin diger islevleri
hiicre dis1 matris sentezinin diizenlenmesi, biriktirilmesi ve mineralizasyonudur. Ek
olarak, bu hiicreler kan-kalsiyum homeostazinda rol oynar ve kemikler i¢in bir

mekanosensdr gorev goriir.'® Cok ¢ekirdekli osteoklastlar makrofaj-monositlerden



tiretilir; proteolitik enzimler iiretir ve kemik rezorpsiyonu, Ca ve fosfat atilimi, kemik
iyilesmesi ve yeniden sekillenmesinde 6nemli bir rol oynarlar.® Osteojenik 6ncii hiicreler,
mezenkimal hiicrelerden tiiretilen ve olgun osteoblastlara ve osteositlere farklilagsabilen
bir tiir kok hiicredir.®

Kemik matrisinin organik fazi kolajen lifleri®, proteoglikanlar, glikoproteinler,
fosfoproteinler’, dekorin, osteonektin, trombospondin, fibronektin, osteopontin, kemik
sialoproteini, osteokalsini*® ve fosfolipidler’ gibi kolajen olmayan proteinleri icerirken
inorganik fazi ise esas olarak kristalin, mineral tuzlari ve hidroksiapatit formundaki
Ca’dan ibarettir.!* Bunun yani sira % 85 trikalsiyum fosfat, % 10 kalsiyum karbonat ve
% 5 kalsiyum floriir ve magnezyum floriir gibi floriir tiirevleri inorganik maddeleri igerir.®
Yapisina gore iki tiir kemik dokusu vardir:
1) Stingerimsi (trabekiiler) kemik: Yass1 ve kiiboidal hiicrelerle trabekiil adi verilen plaka
ve dikmelerden olusur. Uzun ekstremite kemiklerinin epifiz ve metafizinde bulunur.
Makroskobik goriiniimii siingere benzedigi i¢in bu adi almistir. Havers ve Volkmanns
kanallar1 yoktur.
2) Kortikal (kompakt) kemik: Kortikal kemigin temel fonksiyonel birimi, osteonlar veya
Havers sistemleri olarak bilinen silindirik yapilardir ve Havers kanalin1 (Volkmanns
kanallariyla birlikte) cevreleyen birkag lamel vardir.'> Uzun kemiklerin diyafiz kismi
kompakt kemikten olusur. Uzun kemikler yogun bir yapiya sahiptir, agirlik tasiyan
yapilar olmalari sebebiyle gorevleri fiziksel olarak stabilite saglamaktir.® Lamellar kemik,
kortikal kemikteki olgun formdur.® iskelet biiyiimesi veya kirik iyilesmesi sirasinda,
diizensiz olarak bulunan kollajen lifleri ve dokuma kemik olarak bilinen rastgele
yerlesmis kristallerden olusan bir matrise sahip ge¢ici bir yapi, lamellar kortikal kemigin
gelisiminde rol oynar.® Siingerimsi kemigin osteositleri, siingerimsi kemik Haversian

sistemlerini icermediginden kanalikiiller yoluyla kemik iligindeki siniizoidlere dogru



hareket eder.® Kemik iyi damarlanmis bir dokudur ve kan damarlarinin endotelinin kemik
biitiinliigiiniin saglanmasinda kritik bir rolii vardir.'®> Meduller damarlar ile periosteal
damarlar arasinda intrakortikal anastomozlar bulunur. Periosteal dolasim, periostu ve
korteksin {ist kismin1 besler. Meduller dolagim, kemik iligini ve korteksin alt kismin
besler ve terminal dallar1 kemik iliginde metafiz damarlarini olusturur. Metafiz damarlari,
kemik olusumu igin osteoprogenitor hiicrelerin yaninda distal kismi besler. Epifiz
damarlari, ¢ogalan ve hipertrofik dokularin iist kismini besler.'*

2.1.1. Kemik Olusum Mekanizmalari

Kemik gelisimi, intramembrandz ve endokondral kemik olusumu olmak iizere iki
mekanizma ile gergeklesir. Intramembrandz ossifikasyon, kemik olusumu kikirdak faz
araciligt olmaksizin gerceklesir ve bu yola katkida bulunan hiicreler i¢ periostta
osteojenik tabakada bulunur. Endokondral ossifikasyon, kikirdagin ilk sentezini
endokondral kemik olusumu dizisi takip eder.!* Kemik, intramembrandz ossifikasyon,
endokondral ossifikasyon veya her ikisinin bir kombinasyonu ile olusabilir. Bu siiregler
arasindaki temel fark, kikirdakli fazin varlig1 veya yoklugudur. Mezenkimal progenitor
hiicreler c¢ogaldiginda ve ardindan dogrudan osteoblastlara farklilastiginda
intramembrandz kemiklesme meydana gelir; ancak endokondral ossifikasyonda
mezenkimal hiicreler ilk asamada kondrositlere farklilagir ve kikirdakli matrisi salgilar.
Dokuma kemik daha sonra bu kikirdaktan olusur.> Endokondral ossifikasyondan olusan
kemik, intramembrandz ossifikasyondan olugsan kemige gore daha iyi biyomekanik
ozelliklere sahiptir, c¢linkii endokondral ossifikasyonda kikirdaktan sabit bir matriks
yapilir ve ardindan kalsifikasyon baslar, ancak intramembrandz ossifikasyonda sadece
kemigin trabekiilleri olusturulur.>*® Intramembrandz ossifikasyon, once kikirdag:
olusturmadan kemigi olusturur. Bu islem osteoprogenitor ve farklilagsmamis mezenkimal

hiicrelerin aracilig1 ile gerceklestirilir ve sert kallus olusumu ile sonuglanir. Kemik



tyilesmesinin erken evresinde endotel hiicreleri polimorfik hiicrelere doniislir ve daha
sonra osteoblastik fenotipe doniisiir.'® Endokondral kemik olusumu, farklilasmamis
mezenkimal hiicrelerin kikirdaga alinmasini, ¢cogalmasini ve farklilagsmasini igerir, bunu
kalsifikasyon ve kemik ile yer degistirme izler. Endokondral kemik olusumunun
asamalar1 arasinda hematom olusumu, yangi, anjiyogenez, kikirdak olusumu, kikirdak
kalsifikasyonu, kemik olusumu ve son olarak kemigin yeniden sekillenmesi vardir. Dig
yumusak dokular ve kirik bolgesinin periostu, kirik pargalarini stabilize ederek
kopriileme veya kallus olusumunu saglar.!’ Yeniden sekillenme evresinde, iyilesme
bolgesinin mekanik biitiinliiglinii eski haline getirmek i¢in yeni olusturulan doku
kademeli olarak lameller kemik ile degistirilir.'8

Kemik biitiinligiiniin tamamen veya kismen, travmatik veya patolojik, i¢ ve dis
sebeplerden dolayr bozulmasma kirik adi verilir.®?° Literatiirde cesitli kemik kirig
tiirleri kapsamli bir sekilde tanimlanmistir. Kemik kiriklarina ¢ogu zaman travmalar veya
belirli kemik hastaliklar1 neden olurken, makro kiriklar da saglikli kemikte mikro
kiriklarin meydana gelmesi sonucu ortaya ¢ikabilir ve buna “stres kirig1” denir. Bu mikro
kiriklar normalde siirekli maruziyetten sonra meydana gelir.>® Dis bir etki veya kaslarin
yogun kasilmasi nedeniyle bir kemige asir1 yiik bindirerek strese neden olmak travmatik
kirilmaya neden olur. Kemik tiimorlerinin gelismesine bagli olabilecek diisiik mekanik
Ozelliklere sahip kemikler, travmatik kirilmaya karsi hassastir. Yumusak dokularin
yiiksek enerjili kuvvetleri absorbe edememesi de travmatik kirik riskini artirir. Bazi
kemik hastaliklari, kemik yikimina veya kemik dokunun hassasiyetine neden olur ki bu
hassasiyet onemsiz bir travmada bile patolojik kirik olarak adlandirilan bir kiriga neden
olabilir. Dongiisel ytikler tarafindan mikro hasarlarin olusmasi ve bunlarin onarilamamasi
ve yeniden sekillendirilememesi, mikro ¢atlaklara neden olabilir ve dolayisiyla makro

catlaklara neden olabilir.*?



2.1.2. Kirik Tyilesmesi

Kirik iyilesmesi genetik, biyolojik ve mekanik faktorler tarafindan diizenlenen
haftalar ve yillar siirebilen karmasik bir biyolojik siirectir.?! Intramembranéz ossifikasyon
yoluyla meydana gelebildigi gibi daha yaygin olarak uzun kemik kiriklarinda goriilen
endokondral ossifikasyon yoluyla da meydana gelebilir.?2?

Kirik 1yilesmesi ¢ok sayida hiicre ve molekiiler aracilarin uzamsal ve zamansal
olarak koordineli etkilesimini gerektirir. Yas, beslenme ve hormonal durum, yetersiz
rediiksiyon, enfeksiyon, ilaglar ve travmanin siddeti kirik iyilesmesini etkileyen
faktorlerdendir.?* Bunlara ek olarak, kemik rejenerasyonu kirik bélgesindeki
biyomekanik ortamdan da etkilenir.?®

Kiriktan hemen sonra, kan damarlarinin bozulmasi ve kanin pihtilasmasiyla kemik
uglar1 gevresinde kirik hematomu olusur.?® Kirik bélgesinde oksijen kaynagi sinirl
oldugundan, erken kirik hematomu diisiik oksijen seviyesine sahiptir; laktat iiretimi ve
hiicre kalintilarinin birikmesi nedeniyle doku pH'sinda azalma gériiliir.2® Nétrofiller,
kiriktan saatler sonra kirtk hematomunda ortaya ¢ikan ilk hiicre tipidir.?’ Notrofiller
fagositoz ile hiicre kalintilarini ve patojenleri uzaklastirarak ¢esitli inflamatuar
mediatdrler ve kemokinler salgilarlar.?® Bu proinflamatuar faktérler, monosit ve lenfosit
gibi diger bagisiklik hiicrelerinin bélgeye alimini indiikler.?”?® Nétrofiller ayrica
progenitdr hiicre gocli ve neo-anjiyogenezi indiikleyebilir.3® Noétrofilik faktorler
tarafindan bolgeye alinan makrofajlar da basarili kirik onarimi i¢in ¢ok Onemlidir.
Makrofajlarin olmamasi, kemik yaralanmasindan sonra graniilasyon dokusu olusumunun
tamamen basarisiz olmasina neden olur ve bdylece kemik rejenerasyonunu inhibe eder.3!

Indirekt kemik iyilesmesi olarak da adlandirilan endokondral kirik iyilesmesinin
ara asamasinda, yiiksek doku suslar1 ve diisiik oksijen satiirasyonu ile kirik bosluguna

yakin biyomekanik ve biyokimyasal ortam, mezenkimal progenitdr hiicrelerin ve



periosteal progenitdr hiicrelerin kondrojenezini destekler. Kirik araliginin her iki yaninda
kikirdak dokusu olusur ve kirik araligimin baslangi¢ stabilitesini saglamak ic¢in kirik
hattina dogru biiyiir. Kirik kallusunun kenarlarinda dogrudan kemik olusumuna tesvik
eden direkt iyilesme, diisiik doku suslar1 ve daha yiiksek oksijen seviyelerine sahiptir.?®

Kallus olgunlasmasi sirasinda kondrositler hipertrofik hale gelir ve ¢cevrelerindeki
matrisi mineralize etmeye baslarlar. Bazi kondrositler, osteoprogenitoér hiicrelerin bos
lakunaya alinmasina izin vermek i¢in apoptoza girerken, digerleri kirik kallusunda kemik
olusumunu tesvik etmek icin osteoblastlarda trans farklilasmasini baslatir.3?® Kirik
kortekslerin kemik kopriilenmesi yoluyla kirik bolgesinde yiiksek derecede stabilite elde
ettikten sonra, monositik hiicrelerden olan hematopoietik progenitér hiicreleri
osteoklastlara farklilagir ve kirik kallusunu rezorbe etmeye baslar. Yeniden sekillenme,
orijinal kemik yapis restore edilene kadar devam eder.?®

2.1.3. Kirik Iyilesmesinin Simiflandiriimasi

Kemik, fibréz skar olusumu olmadan iyilesebilen birkag dokudan biridir.3* Klasik
histolojik terimlerle kirik iyilesmesi, primer (direkt) ve sekonder (indirekt) kirik iyilesme
modelleri olmak iizere iki tipe ayrilmigtir.3

Primer (Direkt) Iyilesme: Sekonder iyilesmeden daha hizli bir iyilesme olan®
primer iyilesme, kirik iyilesmesinin dogal siirecinde yaygin olarak meydana gelmez.3* Bu
tyilesme tliriinde herhangi bir dis doku olusumu olmaksizin intramembrandz kemik
olusumunu ve dogrudan kortikal yeniden sekillenmeyi icerir.’ Rijit fiksasyon saglanarak
kirik fragmentlerinin hareketliligi azaltilirsa ve buna bagli olarak fragmentler arasi
gerilim de azalirsa primer iyilesme ortaya ¢ikar.'® Kemigin uzun ekseni boyunca hareket
eden osteonlar kirik bolgesini gecerek fragmentler arasi boslugu doldurabilir, kemik
silindirlerini birakir ve asamal olarak kirik ¢ok sayida osteon olusumuyla iyilesir.®” Tam

iyilesmenin saglanmas: genellikle birka¢ aydan birkac yila kadar siirer.®* Korteksin bir



tarafindaki kemik, mekanik siirekliligi yeniden saglamak i¢in diger taraftaki kemikle
birlestiginde kirik iyilesir. Bu siire¢, yalnizca kirik fragmentlerinin anatomik restorasyonu
oldugunda ve fragmentler arasi gerilimde 6nemli bir azalma ile kirik rediiksiyonunun
stabilitesi saglandiginda gercgeklesir. Bu kosullar altinda, kirigin bir tarafindaki kemik
rezorpsiyon hiicreleri, kan damarlar tarafindan penetrasyon yollar1 saglayarak Haversian
sistemlerini olustururlar. Bu yeni kan damarlarina, osteoblastlar i¢in osteoprogenitor
hiicreler haline gelen endotel hiicreleri ve perivaskiiler mezenkimal hiicreler eslik eder.
Bu olaylar, kesme konileri olarak bilinen ayrik yeniden modelleme birimlerinin
olusumuyla sonuclanir.®® Primer kirik iyilesmesinde eger kirik anatomik olarak kiigiiliirse
mikrometrik diizeyde osteonal iyilesme gercgeklesir. Osteoklastlar "kesme konileri"
olusturur ve oncelikle kirik bolgesini gecer. Bu ¢ok yiiksek stabilite gerektirir ve pratikte
nadir goriilen tiptir.®® Osteonal aktivite, yaralanmanin yakininda artar ve bu fenomene
“bolgesel hizlanma fenomeni” (RAP) denir ve dogrudan kirik iyilesmesinde dnemli bir
rol oynar. RAP'n kesin mekanizmasi bilinmemesine ragmen bu fenomene, diger doku
onarim tiplerinde goriildiigii gibi aymi sinyal molekiilleri aracilik ediyor olabilir.!8
Zamanla, kapsamli yeniden sekillenme meydana gelir. Ayrica, bu tiir onarim siireci
normalde birincil kirik iyilesmesi olarak bilinir.'?

Sekonder (indirekt) Iyilesme: Endokondral kemiklesme, ikincil iyilesme ve kallus
iyilesmesi gibi 6zel isimlerle de anilan dolayli kemik iyilesmesi, diizenli bir kemik
onarimi ve yeniden yapilanma siirecidir.>® Dolayli iyilesmenin asamalari; impaksiyon,
inflamasyon, birincil yumusak kallus olusumu, kallus mineralizasyonu ve kallus yeniden
sekillenmesini igerir.*° Tipik olarak kirik uglar1 arasinda bazi mikro hareketler olabilecegi
zaman ortaya ¢ikar ve bu genellikle intramediiller ¢ivileme ve eksternal fiksasyon

tekniklerinden sonra olur.®* Bu tip kirik iyilesmesi genellikle hareketle artar ve rijit



fiksasyonla engellenir.}” Kirik iyilesmesinin dolayli modelinde hem intramembrandz hem
de endokondral kemik iyilesmesi meydana gelir.3

2.1.4. Kirik Iyilesmesinin Komplikasyonlar
Kirik iyilesmesinin komplikasyonlar1 ani, erken ve ge¢ komplikasyonlar olarak ti¢ gruba
ayrilabilir. Ani komplikasyonlar; hipovolemik sok (sistemik), biiyilk damarlarda kas ve
tendonlarda, eklemlerde ve i¢ organlarda yaralanmadir. Erken komplikasyonlar;
hipovolemik sok, yag embolisi, derin ven trombozu, pulmoner sendrom, aseptik
travmatik ates, acik kirikta septisemi, enfeksiyon ve kompartman sendromudur. Geg
komplikasyonlar ise kaynama gecikmesi (delay-union), kaynama yoklugu (non-union),
yanlis kaynama(mal-union), hatali kaynama (synostose), avaskiiler nekroz, kemik
boyunda kisalma, eklem sertligi, osteomiyelit, iskemik kontraktiir, miyozit ossifikans ve
osteoartrittir. Komplikasyonlar arasinda agri, sinir hasari, vaskiiler yaralanma, yara
sorunlari, enfeksiyon, daha ileri cerrahi gereksinimi, instabilite ve hematom yer alir.*!
Diistik enerjili ve bazi acik yaralanmalar nadiren ciddi komplikasyonlarla iligkilidir,
ancak yiiksek enerjili travmanin neden oldugu agik kiriklarin ¢ogu genellikle daha
ayrintili analiz gerektiren biiyiik problemler dogurur. Yumusak doku durumu, travmanin
enerji seviyesi, kirigin parcalanmasi, tedavi yontemi, kontaminasyon ve iliskili
yaralanmalar kirik iyilesmesini etkileyebilir.*?

2.2. Bor

2.2.1. Borun Onemi

Bolluk bakimindan yer yiizeyinde en ¢ok bulunan 51. element olan bor, boratlar
ve borosilikatlar olarak dogada bulunur. Bor izotoplarinin dogada bulunus miktarlari
bolgelere gore farkli olmasina ragmen, bilinen bor yataklarindaki bor miktar1 Amerika
Birlesik Devletleri ve California'da diisiik, Tiirkiye'de ise yiiksektir.** En yaygin boraks,

kolemanit, iileksit, kernit, probertit, datolit, sassolite (borik asit), szaibelit ve borasittir.**



Dogada bilesik olarak bulunan bor elementi, islenip saf hale getirilebilmektedir.
Tiirkiye’de en ¢ok bulunan bor tiirevleri boraks, iileksit ve kolemanittir. Diger diinya
iilkeleri kolemanit iiretimi yoniinden tamamen Tiirkiye’ye bagliyken, iileksit {iretimi
yoniinden ise kismen Tiirkiye’ye baglidir.*®

Birgok endiistri dalinda yaygin bir kullanim alani bulunan bor mineralleri ve
tirevleri 21. vyiizyilin petrolii olarak adlandirilmakta ve yasam standartlarinin
yiikseltilmesindeki 6nemi giin gegtikge artmaktadir. Bir bor tiriinii baz1 durumlarda baska
bir Giriiniin yerini tutabilmesine ragmen, giiniimiiz kosullarinda bor {irtinlerinin yerini ayni
kalite ve ucuzlukta tutabilecek baska bir mineralin bulunmayis1 ve stratejik anlamda da
degerli olmasi bora 6zel bir anlam kazandirir. Bu stratejik degerden otiirii bor iretimi
diinya capinda énemli bir yere sahiptir.*®#” Tiirkiye bor mineralleri iretiminde diinyada
birinci sirada yer almaktadir (Sekil 2.1.).4*° Borun mineral metabolizmasinda, immiin
yanitta ve endokrin sistemde gorev yaptigi kabul edilmektedir. Ayrica bor, kemik

biiyiimesi ve saglig1 i¢in de metabolik olarak énemlidir.>*->2

m Turkiye mRusya mABD Diger

Sekil 2.1. Tiirkiye ve diinyada toplam bor madeni rezervleri

2.2.2 Borun Ozellikleri
Bor kelimesinin kokeni Arapca ve Farsga burag/baurach ve burah kelimelerinden

meydana gelmektedir.%® Tiftikli yiizey yapisina ve yar1 seffaf goriiniime sahiptir. Dogada
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az bulunur ve yer kabugunda ortalama 10 ppm’den az olarak bulunmaktadir. Yer
kabugundaki dagilimi ¢ok az olmasina ragmen belirli yataklarda bor miktar1 ¢ok fazladir,
bu da ekonomik bor yataklarinin olusumunu saglamistir. Tiirkiye’de bu yerlerden
biridir.>* Bor, tortul kayaglarda, toprakta, komiirde ve deniz suyunda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Deniz suyundaki kiiresel ortalama bor konsantrasyonunun
yaklasik 4.6 mg/L oldugu tahmin edilmektedir.>® Bor ticari kullanimlar, orman yanginlari,
komiir yanmasi ve volkanlardan atmosfere salinir. Baska bir atmosferik kaynak olusturan
kaya ayrismasinin bir sonucu olarak okyanusa ulasir.®® Atmosferdeki borun % 65-85’i
diinya okyanuslarindan elde edilir. Bor cam, deterjan, seramik ve giibre gibi bir¢cok
mamiil maddenin bir bilesenidir ve bu maddelerden salinmasi sonucu veya iiretimleri
sirasinda  ¢evreye bulasabilmektedir.®” Cevresel borun % 7-18’i, birkac ana
“antropojenik” kaynaktan, yani giibrelerden, atik su aritma tesisi salinimlarindan ve
komiirle calisan enerji santralleri tarafindan salinan wugucu kiil atiklarindan
kaynaklanmaktadir.%®

2.2.3. Bor’un Kimyasal Ozellikleri

Periyodik tablodaki Il A grubu elementi olan bor, oksijene kars1 biiyiik bir
afiniteye sahiptir ve elektron eksikligi olan tek ametal elementtir. 111 A grubundaki diger
elementlere gore karbon ve silikona benzerligi ¢ok yiiksektir. Kimyasal sembolii "B"
olup, periyodik cetvelde 111 A grubunun metal olmayan tek elementidir.** Atom numarasi
5, atom agirligi 10.81 ve 6zgiil agirligi 2.30-2.46 olan bor elementinin amorf toz halindeki
rengi koyu kahverengi ve c¢ok gevrek, sert yapili monoklinik kristal halinin rengi ise
sarims1 kahverengidir. Erime noktasi yaklasik olarak 2300 °C'dir.>®

Bor 6ncelikle dogal bir iiriindiir ve genellikle gevrede boratlar halinde bulunur.>®
Boratlar, borun oksijenle baglanmasi sonucu olusan bor-oksijen bilesikleridir.

Hayvanlara verildiginde inorganik boratlar biyolojik olarak BA’ya doniistiiriiliir ve
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mukozal yiizeylerden emilir. insanlara veya hayvanlara verilen boratin % 90'dan fazlasi
BA olarak atilir. Hem in vitro hem de in vivo sistemlerde BA, cis-hidroksil gruplarina bir
afinite gosterir ve bu tiir bir afinite, BA’nin bazi biyolojik etkilerini ve iirettigi
mekanizmay1 agiklayabilir.>® Dogada yaklasik 230 gesit bor minerali bulunmaktadur.
Boraks pentahidrat, boraks dekahidrat, BA, sodyum perborat, sodyum metaborat, sodyum
oktaborat bor tiirlerinden bazilaridir.%° Borun anatomik yapisi ve bazi dzellikleri® tablo

2.1.”de verilmistir.

Tablo 2.1. Borun anatomik yapisi, bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Degiskenler Degerler Degiskenler Degerler
Atom Capi (A) 1.17 Kaynama Noktas1 (°C) 4002
fyon Cap1 (A) 0.23 Erime Noktas1 (°C) 2300
Atom Hacmi (cm3/mol)  4.46 Mohs Sertligi 9.3
Elektron Dizilimi 1s2 2s2 pl Vickers Sertligi MN M-2 4900
Elektron Sayisi 5 Buharlasma Isis1 (KJ/mol) 489.7
Notron Sayisi 6 Buhar Basinci (pa) 0.348
Fiizyonlsisi (KJ/mol) 50.2 Fiziksel Goriinimii Kat1

2.2.4. Borun Kullamim Alanlari

Bor hem kendi basina hem de bor alagimlari, bor tuzlar1 ve organometalik bor
kompleksleri olarak ileri teknoloji malzemesi olarak kullanilir. Hem kendi bagina hem de
baska maddelere katilarak maddeye ileri teknoloji 6zelligi kazandirirlar. Bor tirtinleri
hafif, gerilmeye kars1 direngli ve kimyasal etmenlere dayanikli oldugu i¢in roket yakiti,
plastik, sanayi, lastik, kagit endiistrisi, 1stya dayanikli cam, porselen iiretimi, tarim, ¢elik
tretimi, ilag, kimya, kozmetik iiretimi, fotografcilik ve ¢imento sanayi gibi yaygin
kullanim alanina sahiptir.*3

Medikal sahada en sik kullanilan bor bileseni BA’dir. Antiseptikler, bor alasimlari,
niikleer, yangin geciktirici, naylon, tekstil, giibre, katalist, cam, cam elyafi, emaye, sir

sanayilerinde gibi cesitli alanlarda kullanilmaktadir.5%6!
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Tablo 2.2. Borik asitin bazi1 kullanim alanlar1

Kullanim Alam Kullanim Yerleri

Firin camlari, laboratuvar cam malzemeleri, cam elyafi, tek filaman

Cam Sanayi o

fiberglass tiretimi,
Deterjan Sabun ve deterjan iretimi
Tarim Bor giibresi

o Alev geciktirici, ahsap deniz yat ve havacilik boyalarinda alev
Alev Geciktirici o
geciktirici,

) Reaktor sogutucusu, nétron emiciler, reaktor kontrol ¢ubuklari, niikleer
Niikleer Sanayi .
kazalarda giivenlik amagl: ve niikleer atik depolayici olarak

Ostreopoz tedavilerinde, alerjik hastaliklarda, psikiyatride, kemik

Tip gelisiminde, manyetik rezonans goriintiilleme cihazlarinda, géz yikama
soliisyonu
Uzayve Havacilik Sanayii Siirtiinmeye-asinmaya ve 1s1ya dayanikli malzemeler, roket yakiti

Borik asit, Ca, D vitamini ve Mg ile etkilesime girdiginden, kemik
metabolizmasini etkiledigi diisiiniilen dnemli bir elementtir.52%® Ayrica bor bilesiklerinin
oksidatif stres parametrelerini de etkiledigi diisiiniilmektedir. Osteokondral defektlerde
boraks dekahidrat ve hyaluronik asitin birlikte kullanilmasi oksidatif stres parametrelerini
azaltmistir.%*

2.3. Lazer

2.3.1. Lazerin Tanim ve Tarihgesi

Lazer; Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation kelimelerinin ilk
harflerinden olusan bir kisaltmadir.%® Lazerin ilk kavramsal yap1 tas1, Albert Einstein'n
fotonlarin uyarilmisg atomlardan 6zdes fotonlarin emisyonunu uyarabilecegine dair 1916
tarihli onerisiydi. 1917 yilinda Albert Einstein fotoelektrik amplifikasyonunu anlatarak
lazerin icadmin temellerini atmist1.®® Rudolf Ladenburg, 1928'de uyarilmis emisyonun
dolayli kanitlarini bildirdi. Bununla birlikte, zamanin fizikgileri etkiyi “negatif sogurma”
olarak adlandirdilar ve bunun pratik 6nemi olmadigmi diisiindiiler.” 1940 yilinda Rus

fizik¢i Valentin A. Fabrikant, bir gaz desarjindaki uyarilmis emisyonun uygun kosullar
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altinda 15181 giiclendirebilecegini one siirdii.®® 1951'de Charles H. Townes, mikrodalga
frekanslarinda uyarilmis emisyonun rezonant bir boslukta salinarak tutarli olup
iretebilecegini One siirerek bir sonraki kavramsal adimi atti. 1954'te Townes ve 6grencisi
James Gordon, uyarilmis amonyak molekiillerini 24 Ghz'de salindiklar1 rezonans
bosluguna yénlendiren ilk mikrodalga ustasini gosterdi.®® 1960 yilinda sert ve yumusak
doku {lizerinde lazeri kullanan ilk kisi Miaman olmustur. Lazerlerin son yirmi yilda
uygulanma sahasi genislemistir. Doktorlar 15181n ten rengi ve yaralar gibi bir¢ok seyi
gbzlemlemelerine izin verdigini ve en etkili terapdtik eylem yolunu segmelerine yardimci
oldugunu fark ettiler. Bu, arastirmacilar1 tip ve discilik alanlarinda lazerlerin 6zel
uygulamalarim kesfetmeye yoneltti.”

Lazer aynm1 zamanda biostimilan lazer veya fotobiomodiilasyon olarakta
ge¢mektedir. Hiicre kiiltiirleri ve klinik calismalarda yapilan bir¢ok karsilastirmali
arastirmada 151k enerji dansitesi i¢in cevap veren temel doz belirlenmistir. Bu yiizden
diisiik doz terimi kullanilmaktadir. Belirlenen dozun yukaris1 beklenen sonucu negatif
yonde etkileyebilir. Lazerin kullanim amaglarindan bazilar1 sunlardir; yara iyilesmesi,
doku tamiri, doku olimiiniin engellenmesi, agri, 6dem, akut yaralanmalar ve kronik
hastaliklarda inflamasyonu onlemek, nérolojik agriy1 ve norolojik problemleri 6nlemek
ve akupunkturdur.”

Lazerin, artan hiicre proliferasyonu,’

lyilesme siirecini hizlandirma, doku
rejenerasyonunu tesvik etme, hiicre dliimiinii énleme,” anti-inflamatuar aktivite’* ve
agriy1 giderme”™ dahil olmak iizere doku iizerinde derin biyolojik etkileri oldugu
bildirilmistir. Lazer tarafindan desteklenen fotobiyolojik-fotokimyasal olaylar, bitkiler

tarafindan gergeklestirilen fotosentez gibidir. Diigiik yogunluklu goriiniir 15181 herhangi

bir canli biyolojik sistemi etkilemesini saglamak icin, enerji tasiyan fotonlar, hedef
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biyolojik sistemin bir fotoreseptoriine veya kromoforuna ait elektronlar tarafindan
absorbe edilmelidir.”

Lazerin temel mekanizmalarindan biri mitokondrinin uyarilmasidir. Sitokrom c-
oksidaz (CCO) aktivitesinin modiilasyonu yoluyla 1s1k spektrumunun goriiniir ve yakin
kizil6tesi bolgesindeki fotonlar tarafindan elektron transferinin hizlandirilmasinin
fototerapétik etki mekanizmasinda anahtar bir hedef oldugu diisiiniiliir.”” Bu uyarim,
artan adenozin trifosfat (ATP) iiretimine, modiilasyon redoksuna ve transkripsiyon
faktorlerinin indiiksiyonuna yol acar.”®

2.3.2. Lazer Isiginin Ozellikleri

2.3.2.1. Monokromatik

Yayilan 151k dalgalar1 ayni1 dalga boyu ve enerji ile ¢ikar. Yayilan tek bir dalga
boyu veya dar bir dalga boyu bandi, bitisik yapilar1 korurken doku iginde hassas
hedeflemeye izin verir.”

2.3.2.2. Parlakhk

Yayilan 151k demeti son derece yogundur ve agisal olarak iyi merkezlenmistir.
Parlaklik veya yogunluk 6nemli 6zelliklerden biridir ve nanosaniyeler i¢inde son derece
yiiksek tepe giliciiniin saglanabildigi darbe ve Q-anahtarlama gibi tekniklerle
gelistirilebilir.”

2.3.2.3. Koherent

Koherent, dalga biciminin kesinliginin bir dl¢iisiidiir. Son derece uyumlu lazer
1511 daha hassas bir sekilde odaklanabilir. Yayilan tiim fotonlar hem uzayda hem de
zamanda faz uyumu icinde titresir.’®

2.3.2.4. Tek Yonliiliik

Tim fotonlar belirli bir yoriingede hareket eder. Lazerin yonliiliigii, yavasca

yayilan son derece dar bir 151k huzmesinin emisyonu ile iligkilidir. Lazer aparati i¢inde,
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fotonlarin dar bir yola verimli bir sekilde kolimasyonu, kat edilen her metre i¢in yaklasik
I mm'lik bir sapma faktorii ile sonuglanir. Yonliiliik, lazer 1s1ninin ¢ok kiiciik bir nokta
boyutuna odaklanmasini saglar.”

2.3.3. Lazer Tipleri

2.3.3.1 Kat1 Hal Lazerler (Katkih izolator Lazer)

Kat1 hal lazerleri, ge¢is metalleri, nadir toprak iyonlar1 ve aktinitleri yalitkan
konak kafeslerine gomerek elde edilen aktif ortamlara sahiptir.%% Aktif iyonlarin enerji
seviyeleri yalnizca kalict eylemlerden sorumluyken, lazer isleminin verimliligini
belirlemede ana malzemenin termal iletkenligi ve termal genlesmesi gibi fiziksel
ozellikler onemlidir.®* Katkili iyon etrafindaki konak atomlarin diizenlenmesi, enerji
seviyelerini degistirir. Aktif ortamdaki farkli lazer dalga boylari, ayn1 aktif iyonla farkli
konakg¢1 materyallerin katkilanmasiyla elde edilir. Nd:YAG en iyi kalici malzemelerden
biridir ve kat1 hal lazer malzemelerinin temsilcisidir.®?

2.3.3.2. Gaz Lazerler

Gaz lazerleri hemen hemen tiim giiglerde (miliwatt [mW] ila megawatt) ve dalga
boylarinda yaygim olarak bulunur; darbeli ve siirekli modlarda galistirilabilir. Aktif
ortamin dogasina bagli olarak, atomik, iyonik ve molekiiler olmak tizere {i¢ tip gaz lazeri
vardir. Gaz lazerlerinin ¢ogu elektrik desarj1 ile pompalanir. Desarj tliptindeki elektronlar,
elektrotlar arasindaki elektrik alani ile hizlandirilir. Bu hizlandirilmis elektronlar, aktif
ortamdaki atomlar, iyonlar veya molekiiller ile ¢arpisir ve popiilasyonun ters ¢evrilmesi
ve uyarilmis emisyon durumunu elde etmek i¢in daha yiiksek enerji seviyelerine gecisi
indiikler.%

2.3.3.2.1. He: Ne Lazer

He-Ne lazer, atomik gaz lazerlerinin en basiti ve temsilcisidir. Aktif ortam,

yaklasik 10 Torr'luk bir basingta, birka¢ milimetre ¢apinda ve 0.1-1 m uzunlugunda dar
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bir tiipe doldurulmus 10:1 He ve Ne gazlar1 karisimidir. Bosalma baslatildiginda tiip
direnci ¢ok diistiigiinden, desarj akimini smirlamak i¢in giic kaynagi ile seri olarak
direngli bir kutu kullanilir. Ne atomunun enerji seviyeleri lazer gecislerinde dogrudan yer
alir ve He atomlar1 Ne atomlaria verimli bir uyarma mekanizmasi saglar.%

2.3.3.2.2. Argon iyon Lazer

Argon iyon lazeri, yiiksek 1s1n kalitesine sahip yesil veya mavi ¢ikis 1s1ninin tipik
olarak birka¢ watt (W) giiciinii iireten, yaygin olarak kullanilan iyon gaz lazerlerinden
biridir. Bir argon iyon lazerinin gekirdek bileseni, iki i¢i bos elektrot arasindaki yogun bir
elektrik bosalmasmin yiliksek yogunluklu argon (Ar) iyonlarina sahip bir plazma
olusturdugu, 6rnegin berilyum oksit gibi seramikten yapilmis Ar dolu bir tiiptiir. Tiipiin
etrafindaki bir solenoid bir manyetik alan olusturmak i¢in kullanilir, bu da plazmanin tiip
ekseni yakininda manyetik olarak hapsedilmesiyle 1sinin ¢ikis giiciinii arttirir. Bir metre
uzunlugunda bir tiip iceren tipik bir cihaz, onlarca kilovatlik elektrik giicii kullanarak,
yesil spektral bolgede 514.5 nanometre (nm)'de 2.5-5W lazer 1s1m1 ¢ikis giicii tiretebilir.
Yayilan 1s1, borunun etrafinda sogutulmus bir su akisi ile uzaklagtirilir. En yiiksek ¢ikis
giicii, standart 514.5 nm hattinda elde edilir. Ar iyon lazerleri, ¢esitli dalga boylarinda
eszamanl ¢ikt1 ile ¢ok hatli ¢alisma egilimine sahiptir.8%:8

2.3.3.2.3. Molekiiler Lazer

Atomik ve iyonik lazerlerdeki izole atomlar ve iyonlarin aksine, molekiiller ayrik
enerji seviyeleri yerine genis enerji bantlarina sahiptir. Elektronik, titresim ve donme
enerji seviyelerine sahiptirler. Her elektronik enerji seviyesi, V olarak atanan ¢ok sayida
titresim seviyesine sahiptir ve her titresim seviyesi, J olarak atanan bir dizi donme
seviyesine sahiptir. Elektronik enerji seviyeleri arasindaki enerji ayrimi, UV ve goriiniir

spektral araliklarda bulunurken, titresimsel-donel olanlarda bulunur.®
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2.3.3.2.4. Karbon Dioxide (CO2) Lazer

Karbondioksit, kizilotesi dalga boyunda yiiksek gii¢ ve yiiksek verimli gaz lazeri
sergileyen molekiiler gaz lazer malzemesidir. Kesme, delme, kaynak vb. dahil olmak
lizere maksimum endiistriyel uygulamalar sunar. Nano malzemelerin islenmesinin lazer
piroliz yonteminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Karbondioksit, {i¢ simetrik esneme,
egilme ve antisimetrik esneme titresim modlarina sahip simetrik bir molekiildiir. Ornegin,
molekiillerin enerji seviyesi, 2 birim enerji ile saf asimetrik germe modunda oldugunu
temsil eder. He-Ne lazerde He'nin roliine ¢ok benzeyen N2, CO> lazerlerde ara olarak
kullanilir. CO2 lazerde N2 ve COg titresim seviyeleri arasindaki enerji farki, He—Ne
lazerde He ve Ne (20 eV) enerji seviyeleri arasindaki farkla karsilastirildiginda ¢ok daha
kiigiiktiir (0.3 eV); bu nedenle, 0.3 eV'den daha yiiksek enerjilere sahip CO2 lazerin desarj
tiipiinde nispeten daha fazla sayida elektron mevcuttur.®®

2.3.3.2.5. Nitrojen Lazer

Nitrojen lazerde, lazer gecisi iki elektronik enerji seviyesi arasinda gergeklesir, bu
nedenle lazer ultraviyole (UV) bolgesinde 337 nm dalga boyunda galigir. Burada iist
elektronik seviye, alt seviyeye gore daha kisa bir kullanim 6émriine sahiptir. Bu nedenle
CW islemi saglanamaz, ancak dar darbe genisligi ile darbeli islem miimkiindiir. Darbe
genisligi dardir, ¢linkii uzun siireli baglar baslamaz, alt durumun popiilasyonu artarken,
iist durumdaki niifus azalir ve hizli bir sekilde kaliciligin miimkiin olmadig1 bir duruma
hizla ulagilir.®

2.3.3.2.6. Eksimer Lazer

Eksimerler, itici veya ayrismis temel durumlara sahip olan ve ilk uyarilmig
durumlarinda kararli olan molekiillerdir. Genellikle, temel durumda daha az sayida
molekiil vardir; bu nedenle toprak durumundan dogrudan pompalama miimkiin degildir.

Molekiiller, enerjik halojeniir ve nadir gaz iyonlarinin kombinasyonu ile dogrudan ilk
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uyarilmis elektronik durumda olusur. Temel durumdaki molekiillerin sayisi, uyarilmis
duruma kiyasla ¢ok diisiik oldugundan, popiilasyonun ters ¢evrilmesi durumu kolayca
elde edilebilir. Kalici eylem, bagli uyarilmis elektronik durumdan ayrisma temel
durumuna gegisle yapilir. Temel durumdaki niifus her zaman disik kalir ¢iinkii
molekiiller bu noktada atomlara ayrisir.8-8

2.3.3.3. Sivi Lazer

Stvilar, katilara kiyasla daha homojendir ve gazlara kiyasla daha biiyiik aktif atom
yogunluguna sahiptir. Bunlara ek olarak, herhangi bir fabrikasyon zorlugu yaratmazIlar,
isinin  kaviteden tasmmmasi igin basit sirkiilasyon yollar1 sunarlar ve kolayca
degistirilebilirler. DCM  (4-disyanometilen-2-metil-6-p-dimetilaminostiril-4H-piran),
rodamin, stiril, kumarin, stilben ve benzerleri gibi organik boyalar, uygun ¢oziiciiler
icinde ¢oziilmiis, kazang ortami olarak islev goriir. Boya molekiillerinin ¢ozeltisi, iyi
absorpsiyon katsayisina sahip bir radyasyon dalga boyu tarafindan optik olarak
uyarildiginda, floresan olarak bilinen daha uzun dalga boylu radyasyon yayar. Sogurulan
ve yayilan fotonlar arasindaki enerji farki ¢ogunlukla 1sinimsiz gegisler tarafindan
kullanilir ve sistemde 1s1 olusturur. Boya/s1ivi lazerlerdeki daha genis floresan bandi, dalga
boyu ayarmin benzersiz 6zelligi ile onlar1 biiyiiler. Ayarlanabilir ve uyumlu 151k
kaynaklar1 olarak organik boya lazerleri, spektroskopi, holografi ve biyomedikal
uygulamalarda giderek daha 6nemli hale geliyor.8284

2.3.3.4. Yan Iletken Lazer

Kuantum kuyu lazerleri olarak da bilinen yari iletken lazerler kiiciik, ucuz, toplu
olarak tiretilebilir ve kolayca 6l¢eklenebilirdir. Bunlar temel olarak, 151k yayan diyotlara
(LED'ler) ¢ok benzer sekilde, ileri polarizasyonda yiik tasiyicinin yeniden

birlestirilmesiyle belirli dalga boyunda 1s1k iireten p-n baglanti diyotudur.®® LED'ler

kendiliginden emisyona sahipken, lazer diyotlar uyarilmis emisyonla radyasyon yayar.
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Popiilasyon tersinmesi durumuna ulagmak i¢in igsletme akiminin esik degerinden yiiksek
olmas1 gerekir. Yari iletken diyot lazerdeki aktif ortam, iki boyutlu 2 katmanin birlesme
bolgesi seklindedir. Lazer salinimini siirdiirmek ve optik geri bildirim i¢in harici ayna
gerekmez. Iki katman arasindaki kirilma indisi farkliliklarindan kaynaklanan yansitma
veya aktif ortama toplam i¢ yansima bu amag i¢in yeterlidir. Diyotlarin ug yiizleri yarilir
ve yansitict yiizeylerin paralelligi saglanir. Tek tip yari iletken malzemeden yapilan
baglantiya homojunction, iki farkli yar1 iletkenden elde edilene ise heterojunction denir.
Yiiksek tastyict yogunluklu p ve n tipi yari iletkenler, ¢cok ince (=1 pm) tilkenme katmani
ile p-n baglantisi olusturmak i¢in bir araya getirilir. Lazer, sinirli dar bolgede gergeklesir
ve optik geri besleme, boliinmiis ug yiizler arasindaki yansimalarla yapilir.8687

2.4.Diisiik Seviyeli Lazer Terapisi

Fotobiyoloji veya biyostimiilasyon olarak da adlandirilan diisiik seviyeli lazer
terapisi (LLLT), tek bir dalga boyunda 151k iireten, invaziv olmayan 1s1, ses ve titresim
yaymayan bir 151k kaynagi tedavisidir. LLLT'nin bag dokusu hiicrelerinin (fibroblastlar)
islevini etkiledigine, bag dokusu onarimini hizlandirdigina ve bir anti-inflamatuar ajan
olarak hareket ettigine inanilmaktadir. 632 ile 904 nm arasinda degisen farkli dalga
boylarina sahip lazerler genellikle kas-iskelet sistemi rahatsizliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. 660 nm ile 905 nm arasindaki dalga boylar1 cilde ve yumusak/sert
dokulara niifuz etme kabiliyetine sahiptir. Bu 15181n agri, iltihaplanma ve doku onarim
lizerinde iyi bir etkisi vardir.® 0.5 W’den diisiik bir ¢ikis giicii LLLT olarak
siniflandirilirken, 500 mW veya 0.5’den daha fazla ¢ikis giiciine sahip lazerler Yiiksek
Giiglii Lazer Terapisi (HPLT) olarak adlandirilir. HPLT, daha yiiksek gii¢ yogunlugu
(1s1nlama) nedeniyle cilt yiizeyinde 1s1 olusturur. LLLT, tedavi sirasinda bir 1sinma hissi

yaratmadigindan genellikle “Soguk Lazerler” olarak adlandirilir.®®
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Diisiik Seviyeli Isik Terapisi veya Fotobiyomodiilasyon (PBM) olarak da bilinen
LLLT, diistik yogunluklu bir 151k tedavisidir. Etki termal degil fotokimyasaldir. Isik,
hiicreler i¢inde biyokimyasal degisiklikleri tetikler ve fotonlarin hiicresel fotoreseptorler
tarafindan emildigi ve kimyasal degisiklikleri tetikledigi bitkilerdeki fotosentez siireciyle
karsilastirilabilir.88 LLLT genellikle diisiik giiclii bir lazer veya LED ile tipik olarak giic
araligi1 10mW-500mW olan 1sik uygulamasidir. Spektrumu kirmizi ile kizil6tesi, 660nm—
905nm bir dalga boyuna sahip 1s1k kullanilir ¢linkii bu dalga boylar1 cilde ve yumusak/sert
dokulara niifuz etme yetenegine sahiptir ve agri, yangi ve doku onarimi iizerine pozitif
etkileri calismalar ile kanitlannmistir. Gii¢ yogunlugu (1s1ma) genellikle SW/cm?
civarindadir ve birka¢ hafta boyunca haftada birka¢c kez 30-60 saniye siireyle bir
yaralanmaya veya agrili bolgeye uygulanir. Yanginin azalmasi, agrinin giderilmesi ve
doku yenilenmesinin hizlandirilmas1 beklenen etkilerindendir.®

2.4.1. LLLT’ nin Mekanizmasi

Diistik giiclii, goriiniir veya kizildtesine yakin 1s181n biyolojik bir sistem {izerinde
etkili olmasi i¢in, fotonun bir foton alicisina veya kromofora ait elektronik absorpsiyon
bantlar1 tarafindan sogurulmasi gerekir (fotobiyolojinin birinci yasas1).*® Kromofor, bir
bilesige (6rnegin, klorofil, hemoglobin, miyoglobin, CCO, diger sitokromlar, flavin,
flavoproteinler veya porfirinler) renk veren bir molekiildiir (veya bir molekiiliin
parcasidir). Bir dokudaki "optik pencere", kirmizi ve yakin kizilStesi dalga boylar
kullanilarak 15181n dokuya niifuzunun en iist diizeye ¢ikarildig: bir dalga boyu araligim
tamimlar.”

Mitokondri, hiicrelerimizdeki “enerji santralleri”dir ve bu nedenle gida
molekiillerini ve oksijeni oksidatif fosforilasyon yoluyla enerjiye doniistiiriir. CCO’nun
memeli hiicrelerinde kirmizi-NIR dalga boyu aralig1 icin birincil foto-alict oldugu 6ne

stiriilmiistiir.”! Mitokondride iiretilen nitrik oksit (NO), COX'e baglanarak yarali veya
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hipoksik hiicrelerde oksijenin yerini alabilir.® Isik aracili vazodilatasyon siireci ilk olarak
1968'de RF Furchgott®® tarafindan tanimlanmistir ve NO’nun biyolojik 6zellikleri iizerine
yaptig1 arastirma sonunda 1998'de Nobel Odiilii'ne layik goriilmiistiir.®* LLLT, reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) artirip reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) azaltarak genel hiicre
redoks potansiyelinde daha fazla oksidasyon yoniinde bir kayma iiretebilir.?>%® LLLT'nin
uzun vadeli etkilerinin, LLLT tarafindan mitokondriyal stimiilasyondan iiretilen ani
kimyasal sinyal molekiilleri tarafindan ¢esitli  transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonundan kaynaklandig1r diisliniilmektedir. Bu sinyal molekiillerinden en
onemlilerinin ATP, siklik-AMP, NO ve ROS oldugu diistiniilmektedir.*

Diisiik dozlarda LLLTmin fibroblastlarin,®” % keratinositlerin,”® endotel
hiicrelerinin'® ve lenfositlerin'®:192 hiicre proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir.
Proliferasyon mekanizmasinin, mitokondrinin sinyal yollarinin aktivasyonuna yol acan
foto-stimiilasyonundan ve nihayetinde biliyiime faktorlerinde artisa yol acan
transkripsiyon faktérlerinin diizenlenmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.%’:103104
LLLT neovaskiilarizasyonu iyilestirebilir, anjiyogenezi tesvik edebilir; akut®® ve kronik

106,107

yaralarin iyilesmesine yardimcr olmak i¢in kollajen sentezini artirabilir. Birgok

calismada, LLLT'nin iki fazli doz yamt egrisil®1®

sergiledigi gozlemlenmistir. Daha
diisiik dozlarda, daha yiiksek dozlardan ¢ok daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu diisiik
doz deri, sinir, tendon, kikirdak ve kemikleri iyilestirme yetenegi gostermistir. Diisiik
yogunluklu LLLT, mitokondriyi uyarir ve mitokondriyal membran potansiyelini
yiikseltir.1%

2.5. Kemik Defektleri

Hayvanlarda kemik onarimi, ektopik kemik ve kemik defekti modelleri

kullanilarak aragtirtlmigtir. EKtopik kemik olusumu, iskelet dis1 bir bélgede meydana gelir

ve malzemelerin kaslara''®!'! veya diger kemik dis1 dokulara yani deri alti bolgelere
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implantasyonunu igerir. Ektopik kemik modelleri, incelenen materyalin mutlak
osteoindiiktif kapasitesini yansitirken, test materyallerinin genel onaric1 yaniti, kemikli
bir bolgede daha iyi degerlendirilir, dolayisiyla kemik defekti modellerine ihtiyag
duyulur.*® Kemik defekt modelleri, kemik grefti ikamelerinin ve diger materyallerin,
proteinlerin ve doku miihendisligine dayali kavramlarin hem osteokondiiktif hem de
osteoindiiktif potansiyellerinin degerlendirilmesine izin verir. Kemik defekt modelleri,
non-unionlar, kemik bozukluklarindan ve iatrojenik kokenlerden kaynaklanan kusurlarin
tedavileri ile ilgili klinik bilgiler saglayabilir. Farelerde ve ratlarda non-union modeller,
kaburga kiriklarindan, 3126 tibia kemigine!!®1!8 kadar genis bir yelpazede yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yaygin kemik defekt modelleri, kalvarial defekt,'°'2° segmental
defektleri*?>*?? ve pencere defektlerini*?® icerir. Kalvarial defekt modeli, implantlari ve
biiyiime faktorlerini  degerlendirmek igin yaygmn olarak kullanilmaktadir, %124
Trepanasyon kullanimi, segmental defekt gibi diger modellerle karsilastirildiginda
standardizasyon ve tekrarlanabilirlik saglar. Kritik boyut defekti hayvanin yasami
boyunca kendiliginden iyilesmeyecek bir kusur olarak tanimlanir,124125

Pencere defekt modelleri, tibia veya ulna gibi kemiklerde kemik iliginin
cikarilmasiyla gerceklestirilebilir. Altinda bulunan kemik iligi kesilmeden birakilirken
kortikal tabaka ve endosteum ¢ikarilir.*?

2.6. Kemik Defekti Tyilesmesi

Cerrahi defektlerin iyilesmesi tii¢ asamaya ayrilir bunlar; inflamatuar,
osteoindiiksiyon-osteogenez ve remodelling’tir. Ameliyattan hemen sonra, inflamatuar
faz hematom varlig1 ile ortaya ¢ikar. Cogu zaman, ¢ok sinirl yiizeysel hiicreler, cogu
hiicresel bilesen nekroza ugrarken, greft nakli sayesinde yaygin beslenme yoluyla hayatta

kalir.'?” Bu asamada graniilasyon dokusu, vaskiiler ve mezenkimal hiicreler 6ne ¢ikar.

Osteoklastlar bu asamada aktiftir ve 6lii kemigi vaskiiler biiylimeye izin vermek icin
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cikarirlar. Mezenkimal hiicrelerin osteojenik hiicrelere farklilagsmasi bir sonraki agsamaya,
yani osteoindiiksiyona isaret eder. Yeni kemik olusumu agirlikli olarak farklilagmis
mezenkimal hiicreler tarafindan saglanir. Nekrotik kemigin kenarlarindaki osteoblastlar,
nekrotik osteoidi ¢evreleyen yeni kemik matrisi tiretir. Bu siire¢ “yerine koyma” olarak
adlandirilir. Rezorbe edici nekrotik osteoid, radyolojik olarak radyodansite ve greft
hacminde kademeli bir azalma ile gosterilir. Miiteakip kemik yeniden sekillenmesi, greft
ve dogal kemik arasindaki keskin sinirlar1 tanimlar ve sonunda trabekiiler devamlilik

saglanir.'?8
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)
tarafindan onaylanan 12.04.2021 tarihli ve 76 no’lu deneysel dizayn protokoli
cercevesinde gerceklestirildi. Calismanm hayvan gerecini Atatiirk Universitesi Tibbi
Deneysel Uygulama ve Arastima Merkezi’nden temin edilen 56 adet erkek, agirliklart
300-400 gr arasinda olan Wistar-Albino rat olusturdu. Ratlar, ad libitum su ve gida
bulunan 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiine sahip bir odada ve her grup ayr1 kafeste ve
her kafeste 7 rat olacak sekilde barindirildi.

3.1. Cahisma Gruplan

Calismanin materyalini olusturan 56 rat, her grupta 14 rat olmak iizere rastgele 4
gruba ayrildi: Kontrol grubu (yalnizca defekt olusturulan grup), LLLT grubu (kemik
defekti sonrasinda lazer terapisi uygulanan grup), BA grubu (kemik defekti borik asit ile
doldurulan grup) ve BA+LLLT grubu (kemik defekti borik asit ile doldurulduktan sonra
lazer terapisi uygulanan grup).

3.2. Anestezi Protokolii

Operasyondan 1 saat 6nce deri alt1 0.5 mg/kg dozda butorphanol (Butomidor,
Interhas®, Tiirkiye) ve deri ensizyonundan hemen once ise deri alt1 1 mg/kg meloksikam
(Meloksikam, Bavet®, Tiirkiye) uygulandi. Ratlarda genel anestezi 10 mg/kg xylazin
(Rompun % 2, Bayer®, Tiirkiye) ve 100 mg/kg ketaminin (Ketasol® % 10, Interhas,
Avusturya) intraperitoneal yolla uygulanmasiyla gergeklestirildi.?°

3.3. Operasyon Prosediirii

Hayvanlarin 1 haftalik adaptasyon siireclerinin tamamlanmasinin ardindan, klinik
muayenelerini takiben sol bacaklar coxafemoral eklemin proksimalinden tarsal eklemin
distaline kadar tras makinesi (Saphir, Heiniger®, Isvicre) ile tras edildi. Ensizyon hatti

merkez kabul edilerek merkezden cevreye dogru % 50 sulandirilmis povidon iyot
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kompleksine (Poviiodeks antiseptik % 10, Kimpa®, Tiirkiye) batirilmus steril gazli bezler
araciligiyla bolgeye povidon iyot uygulanip 1 dakika (dk) bekletildi ve bu islem bes kez
tekrarlandi. Besinci uygulama sonunda biitlin bolge steril gazli bez yardimiyla % 10°luk
povidon iyodin ile boyanarak steril serviyetle sinirlandirildi.

Anterolateral yaklasimla, deri lizerine gergeklestirilen ensizyon sonrasi, biceps
femoris ve vastus lateralis kaslar1 arasindan femur saftina ulasildi. Femur’a ulasildiktan
sonra femur proksimalinde 2.8 mm’lik dril ile unikortikal defekt olusturuldu. Kemik
defekti olusturulurken frezin diisiik devirde dénmesi amagland1 ve kemik nekrozunu
onlemek igin oda sicakligindaki % 0.9 serum fizyolojik (izo-Fleks®, Eczacibasi-Baxter,
Tiirkiye) ile irrigasyon saglandi. BA ve BA+LLLT gruplarindaki deneklerde defekt
icerisine 40 mg/kg BA (Eti Bor Maden Enstitiisii, Borik Asit toz) yerlestirilerek
kapatilirken, kontrol ve LLLT grubunda defekt icerisine herhangi bir madde
uygulanmadi. Uygulama o6ncesinde diiz sterilizasyon rulosu ile paketlenen BA, etilen
oksit sterilizatoriinde steril edildi (Sekil 3.1).

Deri alt1 dokusu ve kaslar 4/0 coated vicryl (Ethicon®, ABD) ile siirekli dikis
yontemiyle, deri ise 4/0 naylon iplik (Plus Surgical Sutures®, Cin) kullanilarak basit ayri
dikis yontemi ile kapatildi. Postoperatif siirecte hayvanlara bandaj uygulamasi yapilmadi.
Operasyondan sonra 3 giin boyunca ratlara deri altt 0.5 mg/kg butorphanol 12 saatte bir
uyguland1 ve i¢cme sularina 1 mg/kg meloksikam katildi. Postoperatif 10. giinde deri

dikisleri uzaklastirildi.
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Sekil 3.1. Preoperatif hazirlik ve defekt olusturulmasi A: Femurun agiga ¢ikarilmasi, B:
Defektin olusturulmasi, C: Defektin borik asit ile doldurulmasi

3.4. Radyolojik incelemeler

Hayvanlarin radyografisi deney Oncesinde anestezi altindayken, 15 ve 30.
ginlerde ise sakrifikasyondan sonra gergeklestirildi. Ratlardan craniocaudal ve
mediolateral olmak tizere iki yonli radyografisi (40 kilovolt (kV), 100 miliamper (mA)
ve 2.20 mA saniye (mAS)) alindi. 15 ve 30. giinlerdeki radyografi ¢ekimleri 6tenazi

sonrasinda gergeklestirildi. Radyografik muayeneler yapilirken, 5 kilowatt (kW), 100
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kV/100 mA giiclinde sabit rontgen cihazindan (Mex-100, Oberhausen-Germany) ve
35x43 rontgen kasedinden (DRx, Corestream®, Newyork, ABD) yararlanildi.

Elde edilen radyolojik goriintiiler mRUST (Modified Radiographic Union Score
for Tibial Fractures) skalasina gore iki kisi tarafindan kor olarak degerlendirilip
ortalamasi alinarak 1 ile 4 arasinda puanlandi. Kirik hatt1 goriiniir ve kallus olusumu
yoksa 1, kirik hatt1 goriiniir kallus olusumu var ise 2, kirik hatt1 goriiniir ve fragmentler
arasinda koprii olusumu varsa 3 ve kirik hatt1 goriinmiiyor ve remodelling sekillenmisse
4 puan olarak degerlendirildi.**

3.5. Diisiik Seviyeli Lazer Terapisi Uygulamasi

Lazer uygulamasi i¢in mono-diodik lazer probu (MLAL1/25) ile 905 nm
dalgaboylu, 25 mW gii¢ cikisi olan infrared tasinabilir lazer cihazi kullanild1 (Lasermed
2200, Eme Phsio italy).

Diusiik seviyeli lazer terapisi GaAs (Galyum-Arsenik) lazer 905 nm dalga
boyunda, 10000 Hz, 25 mW, siirekli modda, 1 cm? alana, 4 J/cm? dozda, tam temas
teknigiyle, dikisler rehber alinarak LLLT ve BA+LLLT gruplarina cihaz on, kontrol ve
BA gruplarma ise cihaz off konumuna getirilerek giinde 1 defa olmak iizere 14 giin
boyunca uygulandi (Sekil 3.2).

Lazer terapisinin dozu (giigismlama alan1) x zaman=J/cm? formiile gore
hesaplanarak 4J/cm? diizeyinde operasyondan sonraki giinden baslamak iizere iki hafta
boyunca ve giinde 160 saniye siireyle uygulandi. Ratlar tedavi siiresince aymi Kkisi

tarafindan tutulurken, sabit bir kisi tarafindan terapi gergeklestirildi. Islem sirasinda her

iki kisi de koruyucu gozliik kullandi.
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Sekil 3.2. A: Calismada kullanilan lazer cihazi, B: Disiik seviyeli lazer terapisinin kirik
bolgesine uygulanmasi

3.6. Klinik Degerlendirme

Tiim hayvanlarin yara hatt1 kizariklik, 6dem, eksudasyon ve yara hattinin agilmasi
yoniinden 10 giin boyunca degerlendirildi.

3.7. Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal analizler igin 15. ve 30. giinlerde her gruptan 7 adet rat anestezi

altindayken servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Islem sirasinda vena jugularisten
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alinan 6 mL kan lityum heparinli tiiplere aktarildi. Kan 6rnekleri 3000 devirde (rpm) 10
dk santrifiij (Allegra X-30R Centrifuge, Beckman Coulter, ABD) edilip plazmalari
ayrildiktan sonra biyokimyasal analiz yapilincaya kadar -20°C’de derin dondurucuda
saklandi. Plazmada malondialdehit (MDA) diizeyine,3! katalaz (CAT),'*? siiperoksit
dismutaz (SOD)**® ve alkalen fosfataz (ALP) aktivitesine ticari olarak temin edilen
ELISA kitinde (Shangai Coon Koon Biotech Co. Ltd, China) belirtilen protokol
uygulanarak Biotek ELISA reader (Biotechepocha UV-Visible EIA Spektrofotometre) ile
Olctimler yapildi.

3.8. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatoloji amaciyla alinan kemik dokulari % 10’luk formalin soliisyonunda 48
saat tespit edildikten sonra, dekalsifikasyon icin osteosot (Merc, HC313331, Germany)
icerisinde 96-120 saat bekletilerek dokularin  yumusamas: saglandi. Dokular
yumusatildiktan sonra akan ¢esme suyunda 24 saat yikandi. Doku takibinde % 80’lik
alkolde (12 saat x 2 defa), % 90’lik alkolde (12 saat x 2 defa), % 96’lik alkolde (12 saat
X 2 defa), % 100°liik alkolde (12 saat x 2 defa), kloroform (5 saat x 3 defa), siv1 parafinde
(12 saat) islemlerinden gegtikten sonra soliisyon bloklara gomiildii. Her bloktan 4 mm
kalinliginda kesitler alinip lam iizerinde preparatlar hazirlandi. Histopatolojik inceleme
icin hazirlanan preparatlar hematoksilen-eosin ile boyanip 1gik mikroskobu ile incelendi.
Isik mikroskobunda 40x’lik biiyiitme ile incelenen kesitler incelendi. Kesitler kaplanan
alana gore anjiogenez, nekroz, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, graniilasyon dokusu,
fibrozis ve osteoblastik aktivite yoniinden degerlendirilerek yeni olusan alan toplam
alanin % 1 ile % 25'i arasinda ise 1, % 26 ile %50 arasinda ise 2, % 51 ile % 75 arasinda

ise 3, % 76'dan % 100'e kadar ise 4 olarak skorlandi.*®*
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3.8.1. immiinohistokimyasal analizler

Immiinperoksidaz inceleme amaciyla adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan tiim
kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek, deparafinize ve dehidre edildi. Daha sonra
distile suda 5 dk yikandi. Fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH 7.2) ile 5 dk yikanip, % 3’liik
H>0O>’de 10 dk tutularak, endojen peroksidaz inaktive edildi. PBS de 5-10 dk yikandiktan
sonra, nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek i¢in tiim primer ve sekonder antikorlarla
uyumlu olan protein blok ile 5 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda doku
kesitleri iizerinde kalan blok sollisyonunun fazlasi dokiildiikten sonra yikanma
yapilmadan primer antikor tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) (Cat No: sc-52746 dilution
ratio:1/100 US) PBS damlatildi. Primer antikora uygun olarak 1 saat oda sicakliginda ya
da 1 gece +4C’de bekletildi. PBS ile 2 kez 5’er dk yikanip, biotinize sekonder antikor ile
oda sicakliginda 10-30 dk inkube edildi. PBS ile tekrar yikanan kesitler, streptavidin-
peroksidaz da 10-30 dk bekletildikten sonra PBS ile aymi sekilde yikandi. Yikama
isleminden sonra kesitlere 3-3° Diaminobenzidine (DAB) kromojen, damlatilarak
kromojeni almasina goére 5-10 dk bekletildi. Zemin boyanmasi igin Mayer’s
hematoksilende 1-2 dk tutulduktan sonra musluk suyunda yikandi. Daha sonra alkol ve
ksilol serilerinden gegirilerek lamelle kapatilarak 1s1k mikroskobunda (Leica DM 1000)
incelendi. Kesitler, ZEISS Zen Imaging Software programinda degerlendirildi. Veriler
nm olarak ifade edildi.**®

3.8.2. iImmiinfloresans inceleme

Polilizinli lamlara 4 pm kalinhiginda kesitler alindiktan sonra deparafinizasyon ve
dehidrasyon islemleri yapilarak PBS ile yikandi. Cekirdekteki antijeni maskelemek igin
5 dk arayla 4 kez mikrodalga ile kaynatilip oda 1sisinda sogumaya birakildi. Soguduktan
sonra PBS ile yikanip protein blok damlatilarak 10 dk beklendi. Primer antikorlar (BMP-

2) (Cat No: ab214821 Dilution Ratio: 1/100 UK) uygun sulandirmada hazirlanip
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damlatild1 ve kullanim sartlarina bagli uygun sicaklikta ve siirede bekletilip PBS ile
yikandi. Sekonder isaretleyici olarak immiinofloresan antikor FITC (Cat No: ab6717
Dilution Ratio:1/500 UK) damlatilarak karanlik ortamda 45 dk bekletildi ve distile su ile
yikandi. Daha sonra sekonder olarak DNA isaretliyici maunting medium’lu DAPI (DAPI)
(Cat No: D1306 Dilution Ratio: 1/200 US) damlatilip 5 dk karanlik ortamda
bekletildikten sonra dokular ditile su ile yikanip lamel ile kapatildi. Islenen dokular
floresans atagmanli mikroskopta incelendi (Zeiss Leica DM 1000). Kesitler bir floresan
mikroskobu (ZEISS AXIO, Almanya) altinda incelendi ve ZEISS Zen Goriintiilleme
Yazilimi programinda degerlendirildi. Veriler nm olarak ifade edildi.*®*

3.9. istatistiksel Analizler

Calismanin verilerini degerlendirmeden once verilerin normal dagilimlarini
belirleme amaciyla Shapiro Wilk testi uygulandi. Varyanslarin homojenligi Leneve
testiyle analiz edildi. Normal dagilan veriler i¢in zaman igerisindeki gruplar arasindaki
farki belirlemek igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Zaman igerisindeki
grup farkliliklarini belirlemek i¢in Post Hoc Tukey testi uygulandi. Gruplarin zamanlar
arasindaki farki belirlemek i¢in (15 ve 30. gilin) bagimsiz 6rneklem t-testi kullanildi.
Normal dagilmayan veriler i¢in zaman icerisindeki gruplar arasindaki farki belirlemek
icin Kruskal-Wallis testi ve ¢oklu karsilastirma i¢in Dunn testi kullanildi. Gruplarin
zamanlar arasindaki farki belirlemek i¢in (15 ve 30. giin) Mann Whitney U testi
kullanildi. Tim wveriler, SPSS yazilimi, siirim 22.0 (IBM Software, Inc. Chicago,
Amerika Birlesik Devletleri) igin istatistiksel paket kullanilarak analiz edildi ve p<0.05
anlamli kabul edildi. Veriler ortalama + standart sapma (SD) veya medyan (aralik) olarak

sunuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Muayene Bulgulari

Kontrol grubundaki bir denegin bacaginda siskinlik ve eksudasyon sekillendigi
goriildii. Yapilan muayenede yara kenarlarinin agildigi ve yara hattinda irin birikimi fark
edildi.

Borik asit grubunda bir denekte postoperatif 2. giinde dikislerin acildig goriildii
ve bu olguda yara hatt1 primer olarak tekrar kapatildi. Hayvanlarda ilk 2 giin harig topallik
bulgusuna rastlanmadi.

4.2. Radyografik Muayene Bulgulari

4.2.1. Postoperatif 15. Giin Bulgular:

Kontrol grubunun 15. giiniinde alinan radyografisinde dort denekte kallus
olusumu gozlenmezken defekt alani goriiniir halde, iki denekte ise kallus olusumu
gbzlenirken defekt alan1 goriiniir haldeydi.

LLLT grubunda bir denek harig tiim deneklerde kallus olusumu goézlenirken tig
denekte koprii olusumu mevcut olmasina ragmen defekt alani gériiniir haldeydi.

BA grubunun 15. giin bulgularinda tiim deneklerde kallus olusumu izlendi.

BA+LLLT grubunda tiim deneklerde kallus olusumu gozlenirken bes denekte
yeniden sekillenme de gozlendi.

4.2.2. Postoperatif 30. Giin Bulgular:

Kontrol grubu 30. giin radyografik degerlendirmesinde tiim deneklerde Kkallus
olusumu gozlemlenirken higbir denekte defekt tam olarak kapanmamusti.

LLLT grubunda ise; bir denek hari¢ diger tiim deneklerde kallus olusumu
gbzlemlendi.

BA grubunda tiim deneklerde kallus olusumu mevcutken 3 denekte yeniden

sekillenme 4 denekte ise koprii olusumunun mevcut oldugu gézlemlendi.
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BA+LLLT grubunda tiim deneklerde kallus olusumu mevcutken bes denekte

remodelling sekillendigi gézlemlendi.

Tablo 4.1. Gruplara gore 15 ve 30. giin radyolojik skorlar

15.giin 30.giin
Kontrol 1.62 (1.0-2.0)¢ 3.0 (2.0-3.25)°
LLLT 2.37 (1.5-3.0)¢ 2.5 (1.25-3.0)¢
BA 2.5 (2.25-2.75)° 3.38 (2.75-3.75)?
BA+LLLT 3.5(2.25-4.0)2 3.63 (2-4)?

p<0.01 ve a,b,c: Ayni siitundaki farkli harfle gosterilen ortalamalar arasi fark 6nemlidir.

Sekil 4.1. Gruplara gore 15. ve 30. giin radyografiler (A: Kontrol grubu 15. giin
radyografisi, B: LLLT grubu 15. giin radyografisi, C: BA grubu 15. giin radyografisi, D:
BA+LLLT grubu 15. giin radyografisi, E: Kontrol grubu 30. giin radyografisi, F: LLLT
grubu 30. giin radyografisi, G: BA grubu 30. giin radyografisi, H: BA+LLLT grubu 30.

giin radyografisi)
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

BA+LLLT grubunda kontrol grubuna kiyasla 15. ve 30. glinlerde MDA diizeyi
onemli oranda azalirken, ayni giinlerde SOD, CAT ve ALP aktivitelerinde artis goriildii.
Calismanin 15. ve 30. giiniinde yapilan biyokimyasal degerlendirmelerde istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik belirlendi (p<0.001).

Tablo 4.2. Gruplara gore 15 ve 30. giin MDA (mmol/L), SOD (U/mL), CAT (kU/L) ve
ALP (U/L) diizeyleri

15.giin MDA SOD CAT ALP p
Kontrol 35.51+1.08% 8.96+0.11°PE 25.49+0.81¢F 107.07+1.54% p<0.001
LLLT 25.11+0.598 12.2740.47°¢ 26.31+0.74° 112.33+0.61°CP p<0.001
BA 23.66+0.46"E 12.47+0.69°¢ 60.12+2.69%F 115.93+0.68¢ p<0.001
BA+LLLT 17.06+0.63C 15.99+0.33%® 77.01+2.072P 120.98+0.37% p<0.001
30.giin

Kontrol 19.34+0.63% 8.1740.84° 94.75+1.13¢ 108.33+1.32PPF p<0.001
LLLT 18.83+0.74%¢ 11.35+0.72°CP 101.99+1.78°  112.41+0.66°°P p<0.001
BA 13.56+0.85°P 18.39+0.93%8 127.36+4.75"8  122.82+1.64%48 p<0.001
BA+LLLT 12.01+0.47°P 21.94+0.95% 195.17+7.84%  127.32+0.90% p<0.001

a,b,c: Ayni stitundaki farkl: harfle gosterilen ortalamalar arasi fark 6nemlidir.

A,B,C,D,E: Ay siitundaki farkli harfle gdsterilen ortalamalar arasi fark dnemlidir.

4.4 Histopatolojik Bulgular

4.4.1. 15. Giin Histopatolojik Bulgular

Kontrol Grubu: Femoral defekt bolgesinde, fibroz kallusun sekillendigi, siddetli
diizeyde inflamasyonun olustugu, osteoblastik aktivitenin bagsladigi gozlendiginden
seviye 1 olarak kabul edildi (Sekil 4.2).

LLLT Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, siddetli diizeyde
fibroz kallus, defekte yakin kisimlardaki kondrositlerde orta diizeyde artis ve
inflamasyon, hafif diizeyde osteoblastik aktivite meydana geldigi gozlendiginden seviye

2 olarak kabul edildi (Sekil 4.2).
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BA Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan boélgede, siki bir bagdoku
olusumu ve bu fibréz dokularin yerini kondrositlerin aldigi siddetli diizeyde
fibrokartilajindz kallus sekillendigi gozlendi. Hafif diizeyde inflamasyon ve siddetli
diizeyde osteblastik aktivite gozlendiginden seviye 3 olarak kabul edildi (Sekil 4.2).
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05) tespit edildi.

BA+LLLT Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, fibroz
kallusun yerini ¢ogunlukla kondrositlerin aldigi, kemik trabekiillerinin sekillendigi, cok
siddetli diizeyde osteoblastik aktivitenin bulundugu gézlendiginden seviye 4 olarak kabul
edildi (Sekil 4.2). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark

(p<0.05) tespit edildi.
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Sekil 4.2. Femur dokusu, defekt olusumunun 15. giinii, transversal ve longitudinal
kesitler, H&E, Bar:100-200um
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4.4.2. 30. Giin Histopatolojik Bulgular

Kontrol Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bodlgede, defektin
kapanmak tiizere oldugu, kondrositlerin arttig1 fibréz dokunun azaldig1 gozlendiginden
seviye 1 olarak kabul edildi (Sekil 4.3).

LLLT Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, kemik defektinin
kapandigi, orta diizeyde osteoblastik aktivitenin gelistigi, remodelling siirecinin basladigi
gozlendiginden seviye 2 olarak kabul edildi (Sekil 4.3).

BA Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, defektin kapandigi,
siddetli diizeyde osteoblastik ve osteoklastik aktivite, siddetli diizeyde kemik iligi ve
kemik trabekiilii olusumlar1 gozlendiginden seviye 3 olarak kabul edildi (Sekil 4.3).
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05) tespit edildi.

BA+LLLT Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, defektin
tamamlandig1, osteoblastlatik ve osteoklastik aktivitenin ¢ok siddetli diizeyde oldugu,
siddetli diizeyde kemik iligi olusumu gozlendiginden seviye 4 olarak kabul edildi (Sekil
4.3). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05) tespit

edildi.
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Sekil 4.3. Femur dokusu, defekt olusumunun 30. giinii, transversal ve longitudinal
kesitler, H&E, Bar:100-200um.

4.5, Iimmiinofloresan ve Iimmiinohistokimyasal Bulgular

4.5.1. 15. Giin immiinofloresan ve Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, osteoblastlarda
hafif diizeyde sitoplazmik BMP-2 ekspresyonu, yangi hiicrelerinde damar c¢evrelerinde
hafif diizeyde TNF-a ekspresyonlari gozlendi (Sekil 4.4).

LLLT Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, osteoblastlarda
orta diizeyde BMP-2 ekspresyonu, yang hiicrelerinde, damar ¢evrelerinde orta diizeyde
TNF-a ekspresyonlari belirlendi (Sekil 4.4).

BA Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, osteoblastlarda
siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonu, damar cevrelerinde ve yangi hiicrelerinin
sitoplazmalarinda orta diizeyde TNF-a ekspresyonlari goriildii (Sekil 4.4). Kontrol grubu

ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05) tespit edildi.
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BA+LLLT Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede,
osteoblastlarda ¢ok siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonu, yangi hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ve damar ¢evrelerinde siddetli diizeyde TNF-a ekspresyonlari gézlendi
(Sekil 4.4). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05)
tespit edildi. Immiinohistokimyasal ve immiinofloresan bulgularm istatistiksel analiz

sonuclar1 Tablo 4.3’te verildi.

Tablo 4.3. Femur dokularinda defekt olusumunun 15. ve 30. giiniinde
immiinohistokimyasal ve immiinofloresan bulgularin istatistiksel analiz sonuglari

15. giin TNF-a (nm) BMP-2 (nm)
Kontrol 19.63+1.572 20.74+4.36%
LLLT 40.11+3.15° 39.3144.13°
BA 39.52+4.25° 60.14+3.28°
BA+LLLT 60.27+5.21° 79.11+4.34¢
30. giin

Kontrol 65.27+3.522 20.31+4.482
LLLT 41.43+5.19° 39.18+4.92°
BA 40.9846.22% 58.91+5.37¢
BA+LLLT 25.56+2.35¢ 79.11+3.61¢

(a,b,c,d; Aym siitiindaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli fark: ifade etmektedir)

39



0
7

_KONTROL

ar
-
-
+
< .
m'.

Sekil 4.4. Femur dokusu, defekt olusumunun 15. giinii, TNF-a ekspresyonlari, IHC-P,
BMP-2 ekspresyonlar1 (FITC), IF, Bar:200pm.

4.5.2. 30. Giin immiinofloresan ve Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, osteoblastlarda
hafif diizeyde BMP-2 ekspresyonu, damar c¢evrelerinde, inflamatuar hiicrelerin
sitoplazmasinda siddetli diizeyde TNF-a ekspresyonlar1 gézlendi (Sekil 4.5).

LLLT Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bolgede, osteoblastlarda
orta diizeyde BMP-2 ekspresyonu, inflamatuar hiicrelerin sitoplazmasinda, damar
cevrelerinde orta diizeyde TNF-a ekspresyonlari belirlendi (Sekil 4.5).

BA Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bdlgede, osteoblastlarda

siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonu, damar cevrelerinde ve yangi hiicrelerinde orta
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diizeyde TNF-a ekspresyonlari tespit edildi (Sekil 4.5). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.05) tespit edildi.

BA+LLLT Grubu: Femur dokularinda defekt olusturulan bdlgede,
osteoblastlarda ¢ok siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonu, damar c¢evrelerinde ve
inflamatuar hiicrelerin sitoplazmalarinda hafif diizeyde TNF-a ekspresyonlar1 gézlendi

(Sekil 4.5). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05)

tespit edildi.
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Sekil 4.5. Femur dokusu, defekt olusumunun 30. giinii, TNF-a ekspresyonlari, [HC-P,
BMP-2 ekspresyonlar1 (FITC), IF, Bar:200pm.

41



5. TARTISMA
Bu ¢alisma sonucunda, unikortikal femoral defekt olusturulan ratlarda BA’nin tek
basina ve disiik seviyeli lazer terapisiyle birlikte kullanilmasinin kirik iyilesmesini
hizlandirdig1 bulundu. Yapilan ¢alismalarda LLLT nin kallus hacmini ve kemik mineral

136,137 osteositlerin proliferasyonunu hizlandirdigi, osteoblastik

yogunlugunu artirdigi,
aktiviteyi, vaskiilarizasyonu,*®140 kollajen liflerinin organizasyonunu ve adenozin
trifosfat seviyelerini artirdigi bildirilmistir.!** LLLT’nin kolay erisilebilir olmasi, es
zamanli ila¢ uygulamasi gerektirmemesi, doku i¢in giivenli olmasi, ensizyon veya cerrahi
implantlar iizerinden uygulanabilmesi avantajlari olarak sayilabilir.}*?  Onceki
arastirmalarda bor bilesenlerinin kirik iyilesmesi tizerine pozitif etkileri oldugu
vurgulanmistir. Kirik iyilesmesinde greft materyallerinin (otojenik, koral, polietilen
hidroksiapatit kompoziti, trombositten zengin fibrin, deve kusu yumurtasi, demineralize
kemik matriksi) kullanildig1 ve bu maddelerin etkinliginin LLLT ile arttirildigini1 gésteren
bircok arastirma makalesi de mevcuttur, 143146

Hayvan modelleri, ortopedi ve travma arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Etik sorunlar nedeniyle, arastirmacilar yeni in vitro sistemler kurarak hayvan modellerini
degistirmeye odaklanmistir.’*’ Ratlar daha diisiik maliyet (satin alma, yetistirme ve
barimma), kolay kullanim ve hayvan sayisini artirma fizibilitesi nedeniyle en yaygin
olarak kullanilan hayvanlardir.!*®1%° Kiiciik hayvan modelleri, 6zellikle fareler ve ratlar,
kisa omiirleri ve gelismis metabolizmalari nedeniyle kolay kullanim, daha diisiik maliyet
ve hizli deney gibi ¢esitli avantajlar sergiler. Kii¢lik hayvanlar, yeni tedavi segeneklerinin
yani sira patofizyoloji ve patogenezi incelemek i¢in ideal modeller olarak hizmet ederler.
Smirli yagam siireleri nedeniyle kemirgenler, yasa bagli kemik metabolizmasi ve

150,151

rejeneratif caligmalar i¢in olumlu bir sekilde kullanildigindan sunulan ¢aligma ratlar

tizerinde gergeklestirildi.
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Farelerde!'®? ve ratlarda®>**®* kalvarial defektler gibi kritik boyut defektleri
olusturulabilir. Kafatasinin yeri ve g¢evresi, kemik defektinin degerlendirilmesi ig¢in
birtakim simirlamalar sunar. Kafatasindaki yerel kan akis1 dogal olarak azdir ve kafatasi,
yiikiin (agirlik tasima) minimum oldugu trabekiiler kemikten olusur.’®? Bu nedenle,
kemik iyilesmesinin iki ana faktorii olan anjiyogenez ve mekanik yliklemenin etkisinin
degerlendirilmesi s6z konusu oldugunda, kalvarial defekt modeli yetersiz kalmaktadir.
Farelerde, bu modelin duramater'in kiiclik boyutu ve kirilganligi nedeniyle bazi
dezavantajlar1 vardir.*® Kritik boyut defektleri ve segmental defektler, 6zellikle agirlik
tastyan bolgelerde bulunduklarinda immobilizasyon ve stabilizasyon saglamak igin
stabilizatdr veya fiksatdr kullanimi gerektirir. internal ve external fiksatdrler, yumusak
doku veya damar yaralanmasina neden olabilir ve normal hareketi engelleyerek iyilesme
siirecini  uzatabilir.®®® Bu komplikasyonlardan kaginmak igin sunulan calismada
fiksatorsiiz defekt modeli olan unikortikal defekt olusturuldu.

Yanmaz ve ark.'®® femur orta diyafizinde deneysel olarak 1 mm capinda defekt
olusturarak LLLT’ nin kirik iyilesmesi tizerine olan etkisSini arastirmistir. Cottrell ve
ark.®® ise femur distalinde 2.7 mm ¢apinda defekt olusturarak lipoksigenazin kirik
iyilesmesi tizerine olan etkisini arastirmislardir. Barbosa ve ark.'*® femur diyafizinde 2.8
mm’lik defekt olusturarak diisiik seviyeli lazer terapisinin kemik iyilesmesi {izerine olan
etkilerini arastirmislardir. Yanmaz ve ark.*® 1 mm dril ile olusturulan defekti limitasyon
olarak kabul ederek daha kalin dril ucunun bilgisayarli tomografi ve radyografik
degerlendirmeler i¢in daha uygun oldugunu belirtmistir. Barbosa ve ark.r*® 2.8 mm'lik
drilin sigan femurunun radyografik degerlendirmesi icin uygun oldugunu belirttiginden'®®
sunulan ¢alismada 2.8 mm ¢apinda femoral defekt olusturuldu.

Bor viicuttan kisa siirede atildigi icin toksik etkisini ancak yiiksek dozlarda

alindiginda gosterir. Tek doz olarak alindiginda 6liimciil olma olasilig1 diistiktiir. Dolasim
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bozukluklar1 ve bobrek yetmezligi gibi rahatsizliklar varsa, yiiksek doz B alindiktan
birkag giin sonra 6liim meydana gelebilecegi bildirilmistir.*>® Ratlarda akut oral B toksik
dozu 3.5-4 g/kg’dir. Erkek Sprague-Dawley irki ratlarda 3.45 g/kg, disi ratlarda ise 4.08
0/kg BA aliminda toksite olusur. BA toksikasyonunda, depresyon, ataksi, kasilmalar ve
oliim goriilebilir.’®® Hakki ve ark.'®! diisiik dozlarda B kullaniminin kemik dokusu igin
basaril1 bir tedavi oldugunu ve son yillarda B’nin hiicresel veya sistemik toksisitesine dair
net bir kanit bulunmadigini bildirmistir. Ratlarda oral toksik doz ile ilgili bir¢ok ¢alisma
olmasina ragmen,'®%62-164 okal BA uygulamasi igin optimal doz mevcut degildir. Bu
caligmada defektin hacmi g6z 6niine alinarak toksik oral doz limitlerinin altinda bir doz
olan 40 mg/kg kullandx.

Diistik seviyeli lazer terapisinin dalga boyuna, doza ve lokal duruma bagl olarak
yumusak dokular iizerinde antiinflamatuar etkisi oldugu, bu nedenle agriy1 azalttig1 ve
hiicrelerin proliferasyonunu uyararak iyilesme siirecini hizlandirdig1 bildirilmistir.1%®
LLLT'nin kemik kiriklarinda osteoblastik aktiviteyi, kan damarin1 ve mineralize kemik
matrisini arttirdig1 bulunmustur.'®® Sella ve ark.!®” rat non-union modelinde LLLT'nin
kirik iyilegsmesini hizlandirmada etkili oldugunu ve kemigin yeniden sekillenmesinin tim
asamalarini kisaltarak bu onarim siirecinde bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Pretel
ve ark.1%® LLLT'nin dogrudan hasarli dokuya kullanimimnin, kemigin yeniden sekillenmesi
tizerine biyostimiile edici bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. LLLT'nin dalga boyu
ve uygulama siiresi gibi bircok faktor halen arastirilmaktadir.!®® Kortikal defektlerde
farkli dozlarda LLLT kullanilabilir.®®® Literatiirde farkli yazarlar tarafindan kemik
tyilesmesi iizerine yapilan ¢alismalarda farkli dalga boylarinda, kuvvetlerde ve enerji
yogunluklarinda LLLT kullanimina rastlanmaktadir. Bu farkliliklar nedeniyle ideal bir
doz standardizasyonu belirlemek miimkiin degildir.!"%12 Ayrica hiicre biiyiime evresi,

sikli1 ve sayisi gibi cesitli faktorler de LLLT'yi etkiler.}’? Lazer tedavisinde kullanilan
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173,174

enerji yogunlugu yazarlar tarafindan bastan sona tartisilmustir, ancak ideal

fotobiyomodiilasyonu elde etmek i¢in uygulanan dozlarn standardizasyonu yoktur.*">17
Santos ve ark.}® 4.0 Jicm? lazer terapisinin kemik rejenerasyonunu hizlandirdig

k.10 referans alinarak lazer dozu 4.0

sonucuna vardigindan bu ¢alismada Santos ve ar
Jlcm? olarak belirlendi.

Kemigin yeniden sekillenme siireci aylarca silirer ve sonugta normal kemik
yapisinin yenilenmesiyle sonuglanir.!’” 1% Dincel ve ark.!8! farkli fosfodiesteraz
inhibitorlerinin rat femur kirik iyilesmesi tizerindeki biyomekanik, histolojik ve
radyolojik etkilerini degerlendirirken 15. ve 30. giinlerde Otenazi gergeklestirilmistir.
Diwan ve ark.'®2 nitrik oksitin kirik iyilesmesi iizerine etkilerini degerlendirirken dtenazi
icin 4,7,15 ve 30. giinleri kullanmislardir.® Bu c¢alismada, literatiirdeki diger

calismalar'®3-187

ve kirik iyilesme siireci goz onilinde bulundurularak deneklere 15. ve 30.
giinlerde 6tenazi uygulandi.

Gecmisten giinliimiize kemik onarimini degerlendirmek i¢in farkli goriintiilleme aracglar
kullamlmistir. 281 Daha ince dilimler ve yiiksek kaliteli rekonstriiksiyonlar olusturma
yetenegindeki gelismelerle birlikte bilgisayarli tomografi (BT), kirik iyilesmesinin
degerlendirilmesinde yararli bir teknik olarak ortaya cikmistir. Kemik giiclinii
degerlendirmek i¢in invaziv manuel testler kullanan hayvan ¢alismalari, BT bulgulari ile
iyi bir korelasyon gostermistir.%1% Grigoryan ve ark.!®® kallus olusumunu
radyografilerden daha erken tespit ettigini gostererek BT'nin faydasin1 dogrulamistir. BT
daha yiliksek maliyeti ve daha yiiksek radyasyon profili nedeniyle kirik iyilesmesinin
degerlendirilmesinde rutin olarak kullamlmamaktadir.’®* Ayrica metal implantlarm
artefaktlar olusturmasi, goriintii ve rekonstriiksiyon kalitesini diisiirmeside baska bir

dezavantajidir.’® Diisiik maliyeti, yaygin kullanim1 ve nispeten diisiik radyasyon profili

nedeniyle radyografi, klasik olarak kirik iyilesmesinin degerlendirilmesinde en ¢ok
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kullanilan teknik olmustur. Dijital radyografik inceleme, mineralize dokulari
degerlendirmek i¢in ¢ok 6nemli bir aragtir ve ¢alismalar, bu teknigin kemik onariminda
gorsellestirme ve degerlendirmeye izin verdigini gosterdiginden'®® kirik iyilesmesinin
degerlendirmesinde radyografi tercih edildi.

Radyografik skorlama sistemlerinin gelistirilmesi ve bu sistemlerin belirli
belirteglerle tanimlanmasi, Vvakalara yaklasimin standartlastirmasina yardimci
olmustur.'®” Femur kiriklarinda iyilesmenin degerlendirilmesi igin evrensel olarak kabul
edilmis araclar yoktur.!®® Kortikal devamlilik, kirik hatt1 gériiniirliigiiniin kayb1 ve kallus
miktari, kirik iyilesmesi ile ilgili radyolojik kararlar alinmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir.®® Kirik iyilesmesini ve kaynamay: tanimlama yetenegi, tedavinin
basarisini belirlemede ve iyilesme olup olmadigini tahmin etmede &nemlidir.?®® Tibia
kiriklar i¢in radyografik kaynama skalasi (RUST) yakin zamanda tibia saft kiriklarinin
intramediiller ¢ivileme sonras1 iyilesmesini degerlendirmek igin gelistirilmistir.2°2%2 Her
bir tibial korteks (anterior, posterior, medial ve lateral) i¢in sayisal bir deger kullanan
RUST, her ikisi de gozlemciler arasinda en giivenilir kemik iyilesmesi belirtileri olarak
bulunan kallus olusumu ve kirik hatt1 gortiniirliigiinii kirik iyilesmesini degerlendirmek
icin kullanir.?®® RUST puanminin gegerlilik ve giivenilirligi daha énceki caligmalarda
degerlendirilmistir.222%* Ancak bu radyografik skorlama sistemi, kirik iyilesmesini
tanimlamak i¢in kesin bir sonu¢ vermez. Bunun yerine, RUST skoru, kallus olusumu
meydana geldikten sonra kirik hattinin goriiniir olup olmadigma dair karar igerir.?%
Kemik yeniden sekillenmesi ile kaybolan bir kirik hatti, kallusun varlig1 veya yoklugu ile
ilgili kortikal degerlendirmede daha fazla alt boliinmeye yol agmustir.’®® Radyografik
iyilesmedeki bu ilerlemeyi daha dogru bir sekilde tanimlamak i¢in modifiye RUST
(mRUST) skoru gelistirilmistir.?% Standart RUST skoruna ek olarak, mRUST skoru

198

kallus olusumu ve kopriilii kallus olusumu™* olarak alt boliimlerle ayrilir. mMRUST skoru,
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kallus olusumu ve kdprii olusumu asamasi arasinda daha genis bir skor araligi sunmak
icin gelistirilmistir.}’® Bu nedenle ¢oklu kortekslerde kdpriilenmenin gozlenmesi olarak
tanimlanan kirik kaynamasi ile ilgili karar vermede mRUST skoru RUST skoruna gore
daha avantajlidir.?%® Kallus olusumundan kortekslerin yeniden sekillenmesine kadar olan
iyilesme evresini degerlendirmek i¢in mMRUST skorunda yorumcular arasindaki anlasma,
RUST skoruna gére daha yiiksektir.?®® RUST ve mRUST skoru, tibia kiriklarinda kirik
kaynamasini degerlendirmek i¢in gelistirilmis olsalar da, farkli anatomik bélgelerde farkl
tespit yontemleri ve farkli kirik tipleri veya osteotomi kosullari i¢in kemik kaynamasinin
degerlendirilmesi igin de giivenilir bir sekilde kullanilabildiginden®°*?%-210 sunulan
calisgmada 30 giinliik postoperatif donemi kapsayacak sekilde radyografik
degerlendirmede mRUST skorlama sistemi tercih edildi. Postoperatif 15 ve 30. giinlerde
yapilan radyolojik skorlamada en iyi skorun BA+LLLT grubunda goriilmesi bu grupta
iyilesmenin daha hizli sekillenmesiyle iliskili olabilir.

Kemiklerde, ALP esas olarak iskeletin mineralizasyonundan sorumludur ve
kemik olusumu ile iliskilidir. Biiylime donemlerinin yani sira, osteoblastlar tarafindan
sentezlenen ALP, viicutta aktif kemik olusumu meydana geldiginde daha yiiksek serum
seviyelerine ulasir. Kemige 6zgli ALP kadar spesifik olmasada, toplam ALP seviyeleri
kirik iyilesmesi sirasinda kemik olusumunun gostergesi oldugu kanitlanmustir.!* ALP,
mevcut ¢alismada kemik yeniden sekillenmesinde bir belirte¢ olarak degerlendirildi.
Kontrol grubunda ALP aktivitesinde azalma tespit edilirken 15 ve 30. giinler kendi
aralarinda ve giinler arasinda karsilastirildiginda kontrol grubuna goére BA+LLLT
grubunda ALP aktivitesinde yiikselme goriilmesi BA+LLLT grubundaki kirik
iyilesmenin diger gruplara kiyasla daha hizli olmasi kaynakl: olabilir.

Oksidatif stres, toksik reaktif oksijen tiirevi (ROS) bilesiklerinin ara iiriinlerinin

seviyesinin, konagin endojen antioksidan savunmasinmi yendigi bir durum olarak
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tanimlanir. Reaktif oksijen ara lriinleri, hiicresel proteinlere ve niikleik asitlere zarar
vererek hiicre zarinin tahrip olmasina yol agan lipid peroksidasyonunu indiikleyerek
dogrudan hiicresel hasara neden olur.?!? Lipid peroksidasyonu, hiicresel hasarin bir
mekanizmasidir; hiicrelerde ve dokularda oksidatif stresin bir gdstergesi olarak kullanilir.
En yaygin bulunan karbonil bilesigi ises MDA dir. Hiicreler ROS’larin zararh etkilerinden
korunabilmek i¢in enzimatik ve non-enzimatik savunma sistemlerini kullanirlar.
Enzimatik (SOD, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), CAT) veya non-enzimatik savunma
sistemleri (glutatyon (GSH), o-tokoferol, karotenoitler ve C-vitamini) kullanilarak
serbest oksijen radikalleri uzaklastirilabilir.*>?% Bu nedenle, MDA 6l¢iimii, lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. SOD ve CAT, serbest oksijen
radikallerini temizleyen ve dolayisiyla bu radikallerle iligkili toksisiteyi azaltan baglica
enzimlerdir.?®® Lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA hiicre ve dokularda oksidatif stresin
bir gostergesi oldugundan c¢alismamizda kirik iyilesme siirecinde MDA diizeyleri ve
enzimatik savunma sistemlerinden olan SOD ve CAT aktiviteleri degerlendirildi. Kontrol
grubununda MDA diizeyindeki yiikselme unikortikal kemik defektine bagli oksidatif
stresin artarak MDA diizeyinde yiikselmeye sebep oldugunu diisiindiirdii. BA ve
BA+LLLT gruplarinda MDA diizeyinde diisiis goriilmesi ise tedavinin oksidatif stresi
azaltmas1 Ve buna bagli olarak MDA diizeyini diisiirdiigiinii gdstermektedir.

Kontrol grubunda tiim SOD ve CAT aktivitelerinde azalis tespit edilmesi oksidatif
stresin calisma boyunca devam etmesi kaynakli olabilir. BA ve LLLT uygulamasi
sonucunda SOD ve CAT aktivitelerinde artis goriilmesi oksidatif stresin baskilanmasiyla
iliskili olmas1 muhtemeldir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda kirik iyilesmesi sirasinda
oksidatif stres meydana geldigi ve ROS'un kirik iyilesmesini olumsuz etkileyen
faktorlerden biri oldugu gosterilmistir.}’*-173 Goktiirk ve ark.!”® ROS'un kirik iyilesmesi

tizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, kirik sonrasi yapilan muayenelerde artan
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radikal {retiminin kirik iyilesmesini bozdugunu bildirmislerdir. Bu nedenle kirik
iyilesmesinde erken donemler son derece dnemlidir.!’>!"® Dolayisiyla BA ve LLLT
uygulamasinin SOD ve CAT aktivitesini artirarak antioksidan enzim aktivitesini
diizenledigi, ROS'un zararli etkilerini baskiladigi ve kirik iyilesmesine olumlu etki yaptigi
sOylenebilir.

Hematoksilen-eosin boyama yontemi patolojide rutin kullanilan bir metottur. Bu
metotla kemik dokuda meydana gelen rejeneratif degisiklikler, iyilesme skalalari,
yangisal olaylar, osteoblastik ve osteoklastik aktiviteler tespit edilir.?!® Yapilan calismada
materyal metotta ifade edildigi gibi 15. ve 30. giinlerde kemik dokular dekalsifiye
edildikten sonra hematoksilen-eosin boyama yontemi ile boyanan kemik dokularinda
osteoblastik aktivite, inflamasyon, fibroz kallus ve rejenerasyon yoniinden
degerlendirilerek gruplar arasindaki farklar skorlandi.

Kusuzaki ve ark.?'” kemik defekti olusturarak kemik onarimindaki kanalikiillerin
gelisimini aragtirdiklar1 ¢alismada defekt olusturulmasii takiben 3. giinde defekt
bolgesinde fibroblastlar ve lamellar kemik osteositlerini gézlemislerdir. Defekt
olusumunu takiben 14. giinde lamellar kemikte bulunan osteositlerin kemik
kanalikiillerini gelistirdikleri ve osteositlerin hala goriilebilir oldugunu bildirmislerdir.

Taguchi ve ark.!® yesil fluresamin kemik iyilesmesi {iizerindeki etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada yapilan hematoksilen-eosin boyamada femur kirigindan bir hafta
sonraki kesitlerde kallus olusumunun gozlenmedigini, kirik olusumundan {i¢ hafta sonra
boyanan kesitlerde ise kirik bolgesinin periferinde erken intramembrandz ossifikasyon
gosteren dokuma kemik olusumunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda 3. haftada kirik
cevresinde bir¢ok inflamatuar hiicre goriildiigiinii 5. haftada ise yeni kemik 1iligi

olusumunun sekillendigini bildirmislerdir.
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Kemik onariminda vaskiilarizasyonun iyi oldugu bolgelerde bulunan hiicreler
osteoblastlara farklilasarak adim adim trabekiilasyonu baslatir.?!® Bu calismada tiim
zamanlarda BA ve BA+LLLT grubundaki siddetli diizeyde gozlenen osteoblastik
aktivitenin sebebinin trabekiilasyona bagli oldugu diisiiniildii.

Kemik iyilesmesi, sonunda remodellinge yol a¢an Ve rejeneratif iyilesme siirecini
baslatan inflamatuar bir reaksiyonla baslar. Bu erken reaksiyonun dengesiz bir bagisiklik
tepkisini, iyilesme siirecini ve kemik iyilesmesini geciktirerek basarili iyilesme sonucunu
tehlikeye atarak bozdugu varsayilmaktadir.??® Kemik dokudaki inflamasyon kontrol
grubunda siddetli seyrederken BA+LLLT grubunda inflamasyon gézlenmemesinin
sebebinin BA+LLLT grubundaki iyilesmenin kontrol grubuna gore daha iyi olmasi ve
buna bagli olarak yanginin azalmasiyla ilgili olabilir.

Osteoklastlarin kallus ve remodelling fazina katildiklar1 bilinmektedir.??! 30.
giinde BA grubunda siddetli, BA+LLLT grubunda ¢ok siddetli osteoklastik aktivite
gozlenmesinin sebebi BA ve BA+LLLT grubunda remodelling fazinin baglamasiyla
iliskili olabilir.

Kirik iyilesmesinde 1-3. giinler arasinda akut inflamasyon, mezensimal go¢ ve
proliferasyona bagh olarak TNF-a yiikselir. 3-7. giinlerde kartilaj tiretimi nedeniyle
normal seviyelere inerken 7-14. giinlerde hipertrofik kondrosit fenomeni ve
anjiyogenezin etkisiyle normal seviyede veya hafif yiiksek seyreder. 14-28. giinler
arasinda osteoblast farklilasmasindan dolay:r seviyesi yiiksektir. 28. giin ve sonrasinda
osteoklastogenez sebebiyle yiiksek veya normal seviyelerine geri dosnmeye baslar.???

Bu c¢alismada 15. giinde TNF-a ekspresyonlar1 BA ve BA+LLLT grubunda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) diizeyde yiiksek iken 30.
giinde diisiik olarak bulundu. TNF-o’nin kemik {izerindeki anjiogenezise, mezensimal

hiicre gogiine, osteoblastlarin proliferasyonu ve osteoblast farklilasmasina katki
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222 sunulan ¢alismanin 15. giiniindeki TNF-o

saglamas1 goz oniinde bulunduruldugunda
ekspresyon yiiksekliginin osteoblastik aktivete ve yanginin yiiksek olmasiyla iliskili
olabilecegi diisiiniildii. 30. giinde gozlenen ekspresyon diisiikliigliniin sebebinin ise BA
ve BA+LLLT grubunda remodelling fazinin ¢ogunlugunun gergeklesmis olmasiyla
baglantili olabilecegi diistiniilmektedir.

Bone Morfogenetik Protein-2, kemik biiytimesini ve olusumunu indiikleyebilen,
osteoblast ve kondrosit proliferasyonunu arttirabilen, hiicre kemotaksisini,
proliferasyonunu ve osteojenik farklilasmaya tesvik eden osteoindiiktif bir ajan olarak

223225 Deneyin 15. ve 30. ginlerinde BA ve BA+LLLT

tanimlanmaktadir.
osteoblastlardaki BMP-2 ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulundu. Sunulan
caligmada BA grubundaki siddetli diizeyde BMP-2 ekspresyonunun sebebinin yiiksek
diizeydeki osteoblastik aktiviteyle iligkili olabilecegi, BA+LLLT grubundaki ¢ok siddetli
diizeyde BMP-2 ekspresyonun sebebinin ise BA ile LLLT nin beraber kullaniminin

kemik rejenerasyonu tizerine pozitif etkilerine bagli olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Dogada yaklasik 230 ¢esit bor minerali bulunmaktadir. BA medikal sahada en sik
kullanilan bor bilesenidir. BA’nin kemik metabolizmasimi, Ca, Mg ve D vitamini ile
etkilesime girdigi ayn1 zamanda kemiklerin biyomekanik o6zelliklerini arttirdigr son
yapilan ¢alismalara ortaya konmustur.

Borik asit, kemik biiyiimesi ve onarimina yardimci olur ayrica preosteoblastlarin
proliferasyonunu ve osteoblastik aktiviteyi hizlandirir. LLLT osteoblastik aktiviteyi,
vaskiilarizasyonu ve kollajen liflerinin organizasyonunu arttirir. LLLT'nin avantajlari,
kolay erisilebilir olmasi, ayn1 anda ilag uygulamasi gerektirmemesi ve doku icin giivenli
olmasidir.

Borik asit ve BA+LLLT gruplarinda MDA diizeyinin azaldigi1 SOD, CAT ve ALP
aktivitelerinin arttig1, acilan defektin kapandigi, osteoblastik aktivitenin hizlandigi, BMP-
2 ekspresyon diizeylerinin arttig1 goriilmiistiir. Boylece BA ve LLLT’nin birlikte
kullanilmasiyla kirik iyilesmesi hizlanmaktadir. Ancak birlikte kullaniminin faydalarini
daha iyi kanitlamak ve optimal BA dozunu belirlemek i¢in daha fazla calismaya ihtiyag

vardir.
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