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GIRIS

Giliniimiizde motorlu tasit kazalarina, 1is kazalarima, psoddoartrozlara,
osteomyelit ve tiimoéral olusumlara bagli olarak kemik defektlerine ¢ok sik
rastlanmaktadir. Kemik defektlerinin tedavisi olduk¢a zor ve maliyetli olmas1 yani
sira i gilicii kayb1 ve sakatlik birakmasi nedeniyle onemli bir saglik sorunu
olmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 2004 yilinda olan biitiin yaralanmalarin
%60-67’si kas iskelet sistemine aitti. Bu yaralanmalarin % 25’inde kiriklar igin
girisimde bulunulmustur. Kirik hastalarinin yillik maliyeti ise yaklasik 23,44 milyar
dolar idi (1,2). Bununla birlikte; travma veya tiimor rezeksiyonundan kaynaklanan
genis osseoz defektlerin oldugu kaynamamis kiriklar (3) ve uzun kemiklerin
kaynamama insidansi %5-20 arasindadir ve bu vakalardaki hastane maliyetleri
artmaktadir (1,2) .

Kemik defektlerinin tedavisinde otolog kanselloz kemik greftleri, kaynamama
olan bolgede lokal mikro ¢evrenin uyarilmasi yoluyla kaynamay1 artirmak amaciyla
kullanilan altin standart metottur. Bununla birlikte, klinik calismalar segmental
kemik defektlerinin cerrahi tedavisi sonrasinda % 30’a varan istenilmeyen sonuglar

oldugunu gostermistir (3,4).

Otolog kemik greftlerinin simirli elde edilebilmesi, alinan bolgede agri,
norovaskiiler yaralanma veya enfeksiyon gibi sonuglarin goriilmesi biyolojik uyarma
icin alternatif yollarin arastirilmasi gerektigini ortaya g¢ikarmistir (3-10). Otolog
kemik greftlerinin yerini alacak maddenin ise hem osteokondiiktif hem de
osteoindiiktif 6zelliginin olmas1 gerekmektedir. Ayrica bu materyal immiinolojik bir
red olusturmamali ve reaksiyon yaratmamalidir. Ayn1 zamada kolay elde edilebilir
olmast ve maliyetininde diisiik olmas1 ile otolog kemik greftlerine {istiinliik

saglamalidir.

Biz bu amacgla o6zellikle omurgalilarin hemen hemen biitiin dokularinda
ekstraseliiler matriksde bulunan ana bilesen olan kollajen ile calismay1 uygun gordiik

(11) Ozellikle kemikte ana protein olan Tip I kollajen &n plana ¢ikmaktadir.



Kollajen peptitlerinin ¢esitli biyolojik aktiviteleri oldugu ve saklayici ve
immiinoterapetik ajanlar olarak kullanildigi son zamanlarda gosterilmistir (11).
Kollajenler o6zellikle yapismayi, ¢ogalmayr ve pek ¢ok hiicrenin farklilasmasini
tesvik ederler (12). U¢ boyutlu tip | kollajen jelleri kemik defektlerindeki
osteokondiiksiyon igin uygun bir ortam saglayabilirler (12). Tip | kollajenin TGF-$
(Doniistiirticti Biiylime Faktorii Beta) ve BMP’leri (Kemik Morfojenik Protein)
iceren TGF familyasinin kemik indiikleyen biiyiime faktorlerine baglandigi
gosterilmigdir  (12). Kollajen liflerinin; hiicre migrasyonunu ve osteogenik
farklilagsmay1 nasil sagladigi tam olarak bilinmemektedir. Genel olarak kollajen lifleri
cesitli hiicre tiplerinin migrasyonu ig¢in iskelet gorevi goriirler. Ek olarak kollajen
diger matriks proteinlerine, bu molekiillerin kollajen baglayan pargasi araciligiyla
baglanabilir. Kollajen hiicre migrasyonunda, hiicre-matriks ve matriks-matriks
iliskilerinde nemli rol oynar. Kollajen lifleri; BMP’ler, TGF’ler, IGF’ler (Insiilin
Benzeri Biiylime Faktorii) ve FGF’ler (Fibroblast Biiyiime Faktorii) gibi bazi
osteoindiiktif faktorleri saklayabilir. Bunlarin kemik matriksinden kolayca
salgilanmasimi saglayabilir. Kollajenin kendisi bu osteoindiiktif maddelere
baglanamasa da bu faktorlere yiiksek afinitesi olan gesitli ekstraseliiler matrikslere
baglanabilir. Cesitli osteoindiiktif maddelerin kollajen lifleri tarafindan tutunmasi
miimkiin olabilir ve daha Once go¢ eden hiicrelerin osteoblastik hiicrelere
doniisiimiinii saglayabilir. Ilave olarak tip I kollajen osteoblastik farklilasmada direkt
olarak 6nemli bir rol oynayabilir. Tip I kollajenin al zinciri osteogenik hiicrelerde ki

a2p1 integrinine benzerdir (13).

Tip I kollajen ile ilgili yapilan biitiin ¢aligmalar ayn1 sonucu vermemistir. Bu
yiizden biz Tip I kollajenin hem osteoindiiktiif etkisini hemde osteokondiiktif etkisini
degerlendirmeyi amacgladik. Bunun i¢in osteogeneze spesifik TGF-f ailesini iiyesi
olan gen ekspresyonlarina etkisini arastirdik. Ayn1 zamanda kirik iyilesmesi sirasinda

bu gen ekspresyonlarinda ne gibi degisiklikler oldugunu da degerlendirmis olduk.



GENEL BiLGILER

Kirik; kemigin anatomik biitiinliigliniin tam veya kismen bozulmasi seklinde
tarif edilebilir (14). Giliniimiizde artan trafik ve is kazalarinin yani sira, yasl niifusun
artmast nedeniyle kiriklarin sik goriilmesi, kirik iyilesmesini 6nemli bir saglik
problemi haline getirmistir. Bu konudaki ¢alismalar kirik iyilesmesini hizlandirmak
lizerine yogunlagsmaktadir. Ortopedi kliniklerinde kirik tedavisindeki baslica
hedefler; hastanin agrisiz hale getirilmesi ve miimkiin olan en hizli sekilde kirik

iyilesmesine yardimci olunarak hastanin mobilizasyonun saglanmasidir.

KEMIK DOKU ve HISTOLOJISI

Kemik insan viicudunun en sert dokularindan biridir. En 6nemli iki 6zelligi
dengeyi saglayan destek dokusu olmasi ve metabolik olarak viicuttaki kalsiyum
(Ca+2) dengesi icin bir banka gorevi géormesidir. Hayati organlarin barindig1 viicudun
onemli bosluklarimi disaridan kusatarak korur (15). Kan hiicrelerinin sentezi,
kalsiyum, fosfat (PO,4) gibi minerallerin depolanmasi ve salinmast kemik doku
sayesinde olur (16,17). Kas kasilmasi ile olusan kuvvetler kemiklerin olusturdugu
kaldirag sistemleri sayesinde artarak viicutsal harekete doniisiir (17). Kemik dokuda;
osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlar olmak {iizere {i¢ ayri hiicre izlenir (16,17).
Osteositler matriksin lakuna adi verilen bosluklarinda yer alirlar. Kabaca kemik
dokuyu idame ettirirler. Matiir iskeletteki hiicrelerin %90°1n1 osteositler olusturur.
Osteoblastlar, matriksin organik kisimlarinin sentezini yaparlar (18). Osteoklastlar
ise ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler olup, kemik dokusunun rezorbsiyonu ve yeniden

sekillenmesini saglarlar (16,17).

KEMIK MATRIKSI

Kemik, 6zel bir bag dokusudur. Kemik matriksi adi verilen hiicreler arasi
madde kalsifiye olmustur. Matriksi; kuru agirliginin kabaca %40’1 oraninda organik,
%60 oraninda da inorganik bilesenler olusturur (16-20). Ozellikle Ca*? ve PO, basta

olmak {tizere bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum inorganik



maddeler arasinda bulunur. Organik bilesenler arasinda kollajen, proteoglikanlar,
kollojen dis1 matriks proteinleri, biiyime faktorleri ve sitokinler sayilabilir (18).
Kollojen kisim primer olarak Tip 1 kollojenden olusur ve bu molekiiliin sonlanma
bolgelerinde bulunan bosluklara mineral birikimi olmasiyla kalsifikasyon saglanir
(16,17,19). Hidroksiapatit ile kollajen lifler arasindaki baglar, kemigin karakteristik

sertliginden ve dayanikliligindan sorumludur (19).

Kemik, kemigi olusturan hiicrelerden ve bag dokusundan olusan zarlarla
ortilliidiir. Bu zarlardan distakine periosteum, ictekine de endosteum denir.
Periosteumun dis tabakasi kollajen lifler ve fibroblastlardan olusmustur. Hiicreden
daha zengin olan periosteumun i¢ tabakasi, boliiniip farklilasarak osteoblastlar
olusturabilme potasiyeline sahip olan yassi hiicrelerden zengindir. Bu hiicreler
kemigin biiyiimesi ve onariminda baslica rolii oynarlar. Endosteum, kemigin
icindeki biitliin bosluklar1 orter ve tek katli yassi osteoprogenitor hiicreler ile ¢ok az
miktarda bag dokusundan olusur. Periosteum ve endosteumun temel islevleri, kemik
dokusunun beslenebilmesi, biiyliyebilmesi ve onarmmi ic¢in gerekli olan yeni
osteoblastlart kesintisiz olarak saglamaktir (20-22). Bu nedenlerle kemik cerrahisinde

periosteum ve endosteumun korunmasina ¢ok dikkat edilir.

KIRIK TANIMI

Distan veya icten etki eden kuvvetlerle kemigin anatomik biitiinliigliniin ve
devamliliginin bozulmasina “kirik” denir (23,24). Bu kuvvetlerin siddetine ve
kemigin bu soku absorbe edebilme yetenegine gore kiriklar ufak bir catlaktan
(fisslir), bir veya bir¢cok kemigin kirilmasina ve hatta komsu eklemlerde c¢ikik
olusturabilmesine (kirikli-¢ikik) kadar degisiklikler gdsterebilir. Kirigi olusturan
kuvvetler sadece kemik dokuda ayrilma degil, beraberinde kemigin etrafindaki
yumusak dokular1 (deri, kaslar, tendonlar, ligamentler, damarlar ve sinirler) ve hatta

komsulugundaki organlarda da hasar olusturabilirler (25,26).



KIRIK iYILESMESININ EVRELERI

Yumusak dokudaki iyilesme sonrasinda skar olusumundan farkli olarak kirik
iyilesmesi, sonucgta kemigin anatomisinin yeniden olustugu ve tamamen
fonksiyonunun geri dondiigii ¢ok 6nemli bir siirectir (25). Kirik sonrasi ortaya ¢ikan
fizyolojik reaksiyonlar, bozulan kemik biitiinliigliniin yeniden saglanmasina
yoneliktir. Kirik iyilesmesi, kirik olustugu anda baslar ve kirik uglarinin diizenli
kemik dokusu ile birlesmesine kadar devam eder (27,28). Genel olarak kirik
iyilesmesi yaralanmadan sonra 6 ila 8 haftada tamamlanir (25). Kirik iyilesmesi

bugiine kadar tam olarak aydinlatilamamis 2 ana katagoriye ayrilabilir (25):
1.primer (direkt veya kortikal)
2. sekonder (indirek spontan ) kemik iyilesmesi

Bu iki durum pek cok biyolojik olaym ardisik koordinasyonunu igeren ¢ok
kompleks bir siiregtir. Molekiiler biyolojideki son yilladaki gelismelerle iyilesmenin
spesifik evrelerinde, c¢esitli sinyal molekiillerinin tanimlanmasi miimkiin olmustur

(25).
Primer Kirik iyilesmesi

Genellikle ayrilmamis ve rijit osteosentez uygulanan kiriklarda goriiliir. Primer
kemik 1iyilesmesi her iki ucun kompresyonuyla veya kompresyonsuz rijit
stabilizasyonunu gerektirir (29). Sekonder kemik iyilesmesinden farkli olarak bu rijit
stabilizasyon ya kansell6z ya da kortikal kemikte kallus olusumunu baskilar (23,25).
Radyolojik olarak kallus goriilmez. Primer iyilesme nadirdir (25). Baz1 arastirmacilar
kirik tamirinin amacinin bu tip bir iyilesme oldugunu kabul etmesine ragmen pek ¢ok
sekilde sekonder kemik iyilesmesine {istlin bir avantajinin oldugu gosterilememistir
(25,30). Ara evreler zayiftir ve anarebik ortamda gergeklesmez (25). Kikirdak siireg
yoktur. Bu nedenle intramembranéz kemiklesmeye benzetilir. Primer kemik

tyilesmesi gap iyilesmesi ve kontakt iyilesmesi olmak {izere ayrilabilir.



Gap Iyilesmesi

Gap iyilesmesi iki asamada olusur. Ik asamada gapin genisligi direk kemik ile
dolar (25). Agst kemigin baslangic yapi iskelesi dosenir ve takiben destek olarak
paralel fiber ve/veya lameller kemik olusumu ile desteklenir (23,31). Bu kemigin
oryantasyonu orijinal lameller kemik oryantasyonundaki gibi transversdir. Kemigin
iiretiminden 6nce bu gapde konnektif doku veya fibrokartilaj yoktur. Birka¢ hafta
sonra olugan ikinci fazda dikey haversiyen remodeling nekrotik kirik ug¢larini ve yeni
olusan kemigi rekonstriikte eder ve kirik hattinda orijinal yapisindaki osteonlarla yer

degistirir (25,31).
Kontakt Iyilesmesi

Gap iyilesmesiyle karsilagtirildiginda kontakt iyilesmesi; fragmanlarin direk bir
arada oldugu ve osteonlarin gercekten kemigin uzun aksina paralel bir sekilde, kirik
hattin1 gegerek biiyiliyebildigi zaman ortaya c¢ikar. Fakat kirik uclar1 arasinda
transvers kemik olusumu islemi ger¢eklesmez. Bu durumlar altinda kirnigin bir
tarafindaki osteoklastlar rezorbtif bir tiinelleme yanitina giderek kirik hattin1 gecen
cutting cones’lar1 olusturur. Gelisen bu rezorbtif kavite kapillerin penetrasyonuna
izin verir ve sonu¢ olarak yeni haversiyan sistemleri kurulur. Kan damarlar1 daha
sonra endotel hiicreleri ve osteoblastlar i¢in osteoprogenitdr hiicreler ile birlikte kirtk
hattin1 gegecek sekilde osteonlarin olusumuna neden olurlar (23,25). Normal kontakt
lyilesmesinin sonucunda en son olarak normal kemik yapisinin rejenerasyonu gelisir.
Kemik kirigi tamirinin biyolojisi normal kemik yapisinin rejenerasyonuna neden olan
cok kompleks bir siirectir. Normal kirik tamiri, iyilesme boyunca spesifik
zamanlarda aktive olan ve kapanan ¢ok farkli genlerin ekspresyonu yoluyla bir
orkestra gibidir. Onemli gen ekspresyonlar;; TGF-B, FGF, PDGF (Trombosit
Kaynakli Biiyiime Faktorii), IGF, BMP, osteonektin, osteokalsin (Kemik vy-
Carboxyglutamat Protein, Bglab), osteopontin, fibronektin, BMPR (Kemik
Morfojenik Protein Reseptérii), Smad’lar (Smad Family Member), IL-1 (Interlokin),
IL-6, GMCSF (Graniilosit Monosit Koloni Stimiile Edici Faktor), MCSF (Monosit

Stimiile Edici Faktor) ve c¢esitli kollajen izotiplerini igerir. Bu genlerin



ekspresyonunun iyi diizenlenmesi kemik morfolojisi ve fonksiyonundan sorumlu

hiicresel islemlerin devam etmesini saglarlar (25).

Sekonder Kirik Iyilesmesi

Sekonder kirik iyilesmesi kirik bolgesinde siki tesbit olmadiginda spontan kirik
iyilesmesiyle karakterizedir ve kemik iyilesmesinin en sik goriilen seklidir.
Radyolojik olarak kallus goriiliir (23). Kirik iyilesmesi, her birinin farkli hiicresel
ozelliklerinin ve ekstraseliiler matriks bilesenlerinin bulunmasiyla karakterize basitce
3 faza ayrlabilir (32,33). Bu donemler inflamatuar donem, tamir donemi
(intramenbrandz kemiklesme) ve remodelizasyon donemi (kondrogenez ve enkondral
kemiklesme) olarak isimlendirilirler (27). Histolojik olarak iyilesme siiresindeki
evreler birbirinden zaman olarak kesin smirlarla ayrilamaz. Her evre daima
kendinden bir 6nceki veya bir sonraki evre i¢cinde bulunur. En uzun siiren dénem,

remodelizasyon donemidir.
Inflamatuar (Hematom, Yangi) Donem

Kemikte kiriga neden olan bir yaralanma sadece hiicrelere, damarlara ve kemik
matriksine degil aym1 zamanda kaslari, damarlart ve sinirleri iceren g¢evredeki
yumusak dokuyada zarar verir (34). Tiim doku travmalarinda, dolayisiyla kiriklarda,
ilk verilen yamit “inflamasyon” yani “yangi”dir (35). Yaralanma sonrasi hemen
inflamatuar bir yanit ortaya ¢ikar ve bu 48 saatte zirveye ulasir (30). Bu donem ilk 3—
4 giinliik siireyi kapsar ve kiriktan 1 hafta sonra hemen hemen tamamen yok olur
(32). Kirik kemik uglar1 arasina ve kirik uglarin etrafina kan ve lenf sivisi toplanir.
Bu birikintiye kirtk hematomu denir. Yaralanma olan bolgede vaskiiler endotelial
hasar kompleman yolaginin aktivasyonuna, trombosit agregasyonuna ve bunlarin alfa
graniil iceriklerinin salinmasina neden olur. Bu trombosit degraniilasyonu biiyiime
faktorlerini saliverir ve kemotaktik sinyalleri tetikler. Pihtilagma yolagiin ileticileri
hemostaz ve kemoatrektan biiyiime faktorlerinin ayrintili mediyator sinyal gorevini
iistlenen trombositlerdir. PMNL (Polimorfoniikleer Lokosit), lenfositler, kan

monositleri ve doku makrofajlar1 yara bolgesine yonelirler ve anjiyogenezi uyarmak



icin sitokinlerin salinimi igin aktive olurlar (36). Erken donemde kirik g¢evresi
karakteristik olarak hipoksik ve asidik bir ortamdir, bu PMNL’lerin ve doku
makrofajlarinin aktivitesi i¢in ideal ortamdir (37). Hematom olusumu daha fazla
kanamay1 engellemek i¢in hemostatik bir piht1 ve ayni zamanda hiicresel gb¢ i¢in
yolak olusumuna fibrin bir ag ortamu saglarlar (30,34,38). Kirik hematomu sekonder
kirik iyilesmesi i¢in ¢ok onemlidir. Agik kiriklarda kirtk hematomunun disartya
bosalmas1 nedeniyle kirik iyilesmesi gecikir veya hi¢ olmaz. Son ¢alismalar
hematomun kirik iyilesmesi icin temel olaylardaki hiicresel yaniti baslatan sinyal
molekiillerinin kaynagi oldugunu bildirir (39). Deneysel olarak hematom organize
olduktan sonra ¢ikarildiginda osteojenik uyarinin biiyiik bir kisminin yok oldugu 6ne
stirilmistiir (40). Muhtemelen, kirik hematomu onarim hiicrelerinin aktivitelerini
kolaylastiracak fibrinden yapilmis bir iskelet rolii oynamaktadir. Ayrica kirik
hematomu ortaminda bulunan trombositler ve ortamdaki diger hiicreler biiyiime
faktori ile birlikte diger baska proteinleri [Epidermal biiyiime faktorii (EGF), FGF,
PDGF, TGF-B, Kemikten tiiretilmis biiylime faktorii (BDGF), 1L-1] salarlar (32,35).
Bu faktor ve proteinler, kirik iyilesmesinde 6nemli olan hiicre gogii, periosteal hiicre
cogalmasi ve onarim dokusu matriksinin sentezi igin gereklidirler. Yani kirik
hematomunda prostaglandinler, biiyiime faktorleri (IGF, TGF—f, BMP), sitokinler
(IL-1, IL-6), kemik yapim ve yikimi arasinda kenetleyici faktorler bulunmaktadir
(32,35).

Kirik olustuktan hemen sonra vazokonstriiksiyon izlenir. Bunu takiben arteriol
ve veniillerin vazodilatasyonu goriiliir (34). Mast hiicrelerinin kirik bdlgesine
histamin salgilamasi, bu bolgede vazodilatasyona sebep olur. Ayrica kilcal damar
permeabilitesi de artar (25,26,28,30). Vazodilatasyon ve beraberinde plazma
eksudasyonu nedeniyle, kirik bolgesinde ilk 24 saat icinde 6dem olusur. Bu bdlgeye
polimorf niiveli 16kositler, monosit ve lenfositler basta olmak {izere akut yangi

hiicreleri gog ederler (25).

Komsu haversiyen sistemler arasinda fazla anastomoz bulunmadigi igin, kirtk
uclar arasinda iki tarafta da belirli bir mesafeye kadar olan alandaki dolasim durur.
Buradaki osteositler lizise ugrayarak yerlerini bos lakunalar alir. Sonucta kirik

alaninda, kemik dokuda daha genis olmak tizere nekroz bolgesi meydana gelir. Kirtk



uclarda 1-5 mm arasinda nekroz gelisir. Kirik uglart ve ¢evre dokulardan
prostoglandinlerin salinimi yaninda ortamdaki nekrotik materyalin varligi akut
inflamasyonun baslatilmasinda 6nemli rol almaktadir (32). Kirik bolgesindeki
hematom 48 saat i¢cinde organize olup fibrinden bir yapi1 olusturur. Fibrinojen
eklenen lizin, fenilalanin, gamaglobulin ve albuminle fibrine doniisiir. Polimorf
niiveli 16kositler ve makrofajlarin damar digina gog¢ etmeleri ile fibrin matriks olusur.
Ayrica makrofaj, histiosit ve fibroblastlarin yaptig1 kollajen de fibrin matriksi
olusumuna etkilidir. Fibrin agindan da kemik yapimi i¢in gerekli olan hiicre
cogalmasi baglar. Bu donemde fibrin matriksi i¢indeki 6ncii hiicreler, lokal biyolojik
etkilerle degisik dokular1 olusturmak ic¢in farklilasmaya hazirdir. Kirik bolgesinde
ortamin pH’s1 asitken, daha sonra yavas yavas notrale doner ve sonra hafif alkali
seviyede kalir. Biiylik kiriklarda makrofa; monositler, biitiin viicudu etkileyen bir
sitokin olan IL—1 salgilar. IL-1 yaralanma bdlgesinde lenfositlerin gogii ile kemik
geri emilimini (rezorbsiyon) saglar ve orta beyin araciliiyla ates meydana getirir.
IL-1 ayrica kaslardan Prostoglandin-E, (PG-E;) olusumunu arttirir (35). Biitiin bu

slireg reparatif bir graniilom yaratir ve eksternal kallusa doniisiir (39).

Onarimm (Reperasyon) Donemi

Onarim evresi kirik iyilesmesinde en Onemli kisimdir. Reparatif faz,
inflamatuvar faz gerilemeden Once birka¢ giin i¢inde baslar ve birka¢ haftada
sonlanir. Bu fazin sonucunda reperatif kallus dokusu kirik hatti ve c¢evresinde
olusacaktir ve bu sonunda kemik doku ile yer degistirecektir. Kallusun rolii bolgenin
lateralden desteklenerek mekanik stabilitesini kuvvetlendirmektir. Kirik uglarinda
bulunan osteositlerin beslenmesi bozulur ve 6liirler. Bu durum kirik bolgesinden bir
miktar uzaga bos lakiinalarin uzanmasiyla gozlenir (25). Hasar gérmiis periost ile
kemik iligi ve diger ¢evreleyen yumusak dokular, kirtk bolgesine nekrotik dokunun
katilmasina neden olabilirler (30). Bu faz sirasinda kallus dokusu; fibréz bag dokusu,
kan damarlari, kikirdak, ags1 (woven) kemik ve osteoitten olusur. Tamir siireci
ilerledik¢e pH, yavas yavas notral ve daha sonra hafifce alkali olur. Bu durum alkalin
fosfataz aktivitesi i¢in ve bunun kallusun mineralizasyonundaki gorevi igin
optimaldir (34). Erken kemik olusumunun periostun kanbiyum tabakasindaki

hiicrelerden oldugu gosterilmistir (25). Tamir dokusunun igerigi ve tamir hizi; kirigin
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kemigin neresinde olduguna, yumusak doku hasarinin genisligine ve kirik bélgesinin

mekanik stabilitesine bagli olarak degisebilir (34).

Intramembrandz kemiklesme kirigin ilk birkag giiniinde baslar. Fakat
proliferatif aktiviteler kiriktan sonraki ilk 2 hafta i¢cinde durma egilimindedir.
Histolojik kanitta ilk olarak, kirik bolgesinden birka¢ mm igeride korteks karsisinda
ags1 kemik igerisinde osteoblastik aktivite gosterir (23). Bu bolgedeki kemik
olusumu ara basamaktaki kikirdak olusumu olmaksizin osteoblastlarin Oncii
hiicrelerden direkt olarak degisimi ile ortaya c¢ikar. Eksternal kallus igerisinde bu

sekilde kemik olusumu ortaya ¢ikan bolge siklikla sert kallus olarak adlandirilir (39).

Intramembrandz kemiklesme devam ederken diisiik oksijen basmcinin oldugu
kallus periferinde kondrogenez meydana gelir (25). Periosttan ve komsu eksternal
yumusak dokulardan mezenkimal veya farklilasmamis hiicrelerde ayni1 zamanda kirik
tizerindeki graniilasyon dokusunda goriiliirler (23). Bu hiicreler biiyiirler ve kikirdak
goriiniimii almaya baglarlar. Biiylime plaginin proliferasyon zonunda gériilene benzer
sekilde avaskiiler bazofilik bir matriks sentez etmeye baslarlar. Fibroz doku ve yeni
kikirdagin bu bolgesi, yumusak kallus olarak adlandirilir ve kikirdak biitiiniiyle
fibrotik dokuyla yer degistirecektir (39).

Kirik iyilesmesinin 2. haftasinin ortalarinda, kirik bolgesi iizerinde bol
miktarda kikirdak vardir ve endokondral kemiklesme stireci ile kalsifikasyon baslar
(23). Bu siireg hemen hemen biiylime plaginda gbzlenen ile benzerdir. Hipertrofik
kondrositler ilk olarak glikozaminoglikanlar1 yikan noétral proteoglikonazlar
salgilarlar, ¢iinkii yliksek seviyelerdeki glikozaminoglikanlarin mineralizasyonu
inhibe ettigi gosterilmistir (23). Daha sonra bu hiicreler ve diger osteoblastlar
kalsiyum fosfat komplekslerini igeren membran kaynakli vezikiilleri matriks igine
birakirlar. Bunlar ayn1 zamanda nétral proteazlar ve proteoglikandan zengin matriksi
degrade eden ve kalsiyum ile ¢okmesi icin fosfat iyonlarin1 saglayan yiiksek enerjili
fosfat esterlerini hidrolize eden alkalen fosfataz enzimlerini tasirlar (26).
Mineralizasyon siireci devam ederken kallusun kalsifikasyonu daha sert hale gelir ve
kirik hattinin i¢ tarafdan immobil hale geldigi disiiniiliir (30). Komsu kemiklerden

kapillerler kalsifiye olmus kikirdaga invaze olarak oksijen basincini arttirirlar. Bu

10



durum osteoblastlarin invazyonuyla devam eder ve bu kikirdak ve ags1 kemigin her
ikisinden olusan primer spongiyoz kemigi olusturur (39). En sonunda kirik uglarini

birlestiren ags1 kemikten olusan kallus olusur ve remodeling faz1 baslar.

Kemigin Yeniden Sekillenme (Remodeling) Donemi

Remodeling faz1 kirik iyilesmesindeki son fazdir. Kemigin yeniden
sekillenmesi en uzun evre olup, aylar yillar siirebilir. Bu evre gili¢lii ama diizensiz
sert kallusun, normal veya normale yakin giicteki daha diizenli lameller kemige
doniisimii olarak tarif edilebilir (26). Bu evrede kirik ¢evresindeki fazla kemik
dokusu rezorbe olur, mediiller kanallar agilir yani normal kemik yapisi kazanilir. Bir
taraftan osteoklastik faaliyetle rezorbsiyon, diger taraftan osteoblastik faaliyetle yeni
kemiklesme olur. Onarim evresinin ortasinda baslayip, normalde insanlarda 4-16
hafta kadar siirerken, yillar boyunca da devam edebilir. Yeniden sekillenme

evresinde dort olay gercgeklesir:

a. Kalsifiye kikirdak, osteoid dokuyla degiserek bir gesit birincil trabekiiler

doku olusur.

b. Lameller kemik bu dokunun yerini alir.

c. Kompakt kemik uclarindaki kallus, lameller kemikten yapilmis ikincil
osteonlara degisir. Lameller kemik, kas kuvveti ve mekanik streslere paralel olarak

diizenlenmis osteonlardan olusur.

d. Ilik kanali dereceli olarak yeniden sekillenir. Kanal igindeki kallus,

osteoklastlar tarafindan geri emilir ve bosluklar yeniden diizenlenir.

Remodelizasyon Wolff kanunlarma gore olur. Wolff kanunu, kemigin
remodalizasyon doneminde normal seklini saglamasini agiklar. Wolff’a gore kemigin
islevsel durumundaki degisiklik, dokuda yapisal degisikliklere yol a¢gmaktadir
(32,41). Bu kanun giiniimiizde de kemigin yeniden sekillenmesinde temel bir kural

olarak kabul edilmektedir. Mekanik strese maruz kalan kemigin konveks yiizi
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pozitif, konkav yiizii ise negatif elektrikle yiiklendiginden, osteoklastik aktivitenin
hakim oldugu konveks yiizde geri emilim ve osteoblastik aktivitenin hakim oldugu
konkav yiizde ise yeni kemik yapimi olmaktadir. Yani, kirigin konkav tarafinda
kemiklesme, konveks tarafinda geri emilim olur (19,32,41). Genel olarak iyi
remodele olan bolgeler fizise yakin bolgedeki ve metafizer bolgedeki agilanmalar,
eklemin hareket diizlemindeki agilanmalar; humerus proksimali, femur distali ve
radius distalindaki a¢ilanmalardir. Remodalizasyon kapasitesi, yani kusurlu
kaynamanin zamanla diizelme miktari, yas ile ters orantilidir. Ekleme yakin
kiriklarda, eklemin yaptigi major hareketlerin istikametine aykir1 kiriklarda diizelme
daha zordur. Kemigin tiraglanip yeniden eski haline dondiigii yeniden sekillenme

evresi 1-2 yil siirer. Fakat bu siire 6-9 yila kadar uzayabilir (25).

KIRIK TAMIRI SIRASINDA GEN EKSPRESYONU

Kirik olustugu anda ortamdaki osteoblast ve osteoklast yogunlugu iyilesme i¢in
yeterli miktarlarda degildir. Iyilesme icin gerekli olan kirik iyilesmesi oncii ve destek
hiicreleri, kilcal damar, lenfatik sistem, sinir sistemi ve yerel aracili mekanizmalarla
saglanir. Kirik sahasinda yerel olarak {iiretilen ya da kan dolagimiyla gelen, bolgesel
seviyelerde kemik dengesini koruyabilen kenetleyici faktorlere ihtiyag¢ vardir (35,41-
43). Kirik iyilesmesi sirasinda, ¢ok gesitli biiyiime faktorleri, sitokinler, reseptorler
ve ara sinyal molekiilleri yoluyla ¢ok farkli hiicreler arasinda etkilesimler gerceklesir.
Molekiiler biyolojide son yillardaki gelismeler ile bu etkilesimlerin pek ¢ogunun

tanimlanmasi ve karakterizasyonu agiga kavusturulmustur (25).

Déniistiiriicii Biiyiime Faktorii-Beta (TGF-B)

TGF-B; kirik hattinda trombositler, enflamatuvar hiicreler (monositler,
makrofajlar), osteoblastlar, osteoklastlar ve kondrositler tarafindan iiretilir (39). Bu,
yaralanmaya erken yanit (ilk 24 saat) sirasinda, hematom (kirik bolgesi ve periost)
icerisinde ekstraseliiler olarak bulunur. Enflamatuvar fazda, TGF-f’nin mRNA’s1
(Mesajc1 Riboniikleik Asit) cogalmakta olan mezenkimal ve endotel hiicrelerinde
zayif eksprese olur. Bu ekspresyon intramembrandz kemiklesme sirasinda ¢ogalan

osteoblastlarda ve kondrogenez ve endokondral kemiklesme fazlarinda cogalan
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kondrositlerde kuvvetli bir sekilde eksprese olur (44). Bu, ilk olarak inaktif bir peptid
onciilidiir. Kallusun asidik ortamlar1 veya proteazlar ile aktive edilerek makrofajlar
i¢in en etkili kemoatraktan haline gelir (45-48). TGF-p , kirik tamiri i¢in temel olan
anjiogenezi uyarmayi igeren pek ¢ok farkli rollere sahiptir (39); periosteal
mezenkimal hiicrelerin kontroblast ve osteoblastlara farklilasmasini indiikleyerek
kemik formasyonunu stimule eder. Kikirdak matriks kalsifikasyonunu diizenler ve
osteoblast aktivitesini ve intraosseoz yara rejenerasyonunu stimule eder (49,50).
Hiicrenin integrin reseptorlerini uyarmak yoluyla hiicre dis1 matriks bilesenlerinden
olan kollajen, fibronektin ve proteoglikanlarin olusumunu artirir. Bag dokusunda
hasara yol acan proteolitik enzimleri baskilar. Sonug¢ olarak graniilasyon dokusu
olusumuna etki eder. Diger etkileri osteoblast farklilasmasinin ve mineralizasyonun
inhibisyonu, (51,52) osteoklast aktivitesinin ve osteoklast olusumunun inhibisyonu,
(53) ve ayn1 zamanda tip I, II, 1ll, IV, VI, X Kkollajenler, fibronektin, osteopontin,
osteonektin, trombospondin, proteoglikanlar ve alkalin fosfatazlar gibi kemik ve
kikirdak bilesenlerini arttirir (50,54,55).

Kemik Morfojenik Proteinleri (BMP)

BMP’ler TGF- siiper familyasinin tiyesidirler ve osteoindiiktif aktivitesi olan
nonkollejenaz ve suda eriyebilen maddeler olarak kesfedilmislerdir (56-58). Son
yillardaki ¢alismalar BMP-2, 4 ve 7’nin primitif mezenkimal ve osteoprogenitor
hiicrelerde fibroblastlarda ve kirik bolgesinde bulunan c¢ogalmakta olan
kondrositlerde artmis oldugunu agiga ¢ikarmistir (58-60). Bir rat modelinde kirik
gapine gogeden ve c¢ofalmaya baslayan mezenkimal hiicrelerde BMP-2 ve 4’iin
artmis yogunlugu gosterilmistir (59). Benzer bir rat kirik iyilesme modelinde BMP-2,
4 ve 7’nin yeni olusan trabekiiler kemikte ve multiniikleer osteoklast benzeri
hiicrelerde bulundugu kanitlanmistir (61). Daha spesifik olarak iyilesme fazlarindaki
ekspresyondaki bir bozulma oldugu zaman BMP-2, 4 ve 7 enflamatuvar faz
sirasindaki farklilasmamis mezenkimal hiicrelerde kuvvetli bir sekilde mevcuttur.
Intramembrandz kemiklesme sirasinda bu BMP’ler ¢ogalan osteoblastlarda kuvvetli
bir sekilde bulunmaktadirlar. Kondrogenez ve endokondral kemiklesmede
cogalmakta olan kondrositlerde bulunur. Matiir ve hipertrofik kondrositlerde zayif,

endokondral kemiklesme doneminde osteoblastlarda kuvvetli bir sekilde mevcuttur.
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Iyilesmenin bu ileri evrelerinde BMP-7 ¢ogalmakta olan kondrositlerde bulunur ve

matiir kondrositlerde zayif olarak bulunur (44,61).

BMP’ler, kemik olusumu iizerinde BMP’lerin etkilerini kolaylastirmak ig¢in
fonksiyon goren diger biiyiime faktorlerinin ekspresyonunu da etkilerler (48). BMP-
2, rat osteoblastlarinda IGF-1 ve 2 ekspresyonunu ve hobit hiicrelerindeki TGF-f ve
IL-6 ekspresyonunu arttirir (62). BMP-4 monositlerdeki TGF-B ekspresyonunu
stimiile eder (63). BMP-7 veya osteogenik protein 1 (OP-1), IGF tip 2 reseptor

ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (64).

BMP’ler ayn1 zamanda kirik tamirinde diger gorevlere sahiptirler. BMP-4’ler;
tip IV kollajen, Tip I kollajen ve heparine baglanirlar (65). BMP-4 ile tip IV kolajen
ve heparin arasindaki iliski kirik iyilesmesinde oldugu gibi kemik gelismesindeki
vaskiilogenez ve anjiogenezin roliini kismen agiklayabilir (65,66). BMP-7 ayni
zamanda erken osteoblast farklilagmasiyla birlikte etki eden bir transkripsiyon
faktoric olan Osf2/Cbfal‘in  (Core Binding Factor alpha-1) ekspresyonunu
indiikleyerek normal insan osteoblast ¢ogalmasini stimiile eder (67). BMP’ler
osteoindiiktif aktivitelerinden dolay1r tanimlanmis ve isimlendirilmis olmalarina
ragmen embriyonik ve postembriyonik gelisim sirasinda ¢ok genis bir doku
cesitliliginde sinyal molekiilleri olarak pek ¢ok zit role sahiptirler (68,69). Sonug
olarak ¢ok sayida bulgu BMP-2, 4 ve 7’nin kirik iyilesmesi ve kemik

rejenerasyonunu uyardigini agiklamistir (70).

Osteonektin

Kemik tamir ve rejenerasyonunda kullanilan pek ¢ok ekstraselliller matriks
proteinlerinden bir tanesidir. Gergekte osteonektin kemigin en c¢ok bulunan
nonkollajen organik bir bilesigidir ve kalsiyuma baglanmak igin gorev yapar (71).
Osteonektin mRNA iyilesme siireci boyunca bulunur (72). Osteonektin ekspresyonu
9. giinde yumusak kallusda pik yapar ve 9-15 giinler arasinda sert kallusda uzamis
bir pik ekspresyonu gozlenir (73). 4 ila 7. giinler arasinda intramembrandz
ossifikasyonun oldugu donemde osteoblastik hiicrelerde osteonektin sinyali en giiclii

olarak bulunur (23). 10. giinde sinyal azalir ve sadece endokondral kemiklesmede
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tespit edilir (23). Hipertrofik kondrositlerde osteonektin tesbit edilmemistir.
Proliferatif kondrositlerde ise zayif olarak bulunmustur (23). Tesadiifen tip I ve V
kollajen benzer ekspresyon paternleri gostedi ki bu osteonektinin doku

morfogenezini diizenleyebilecegine isaret eder (23).

Osteokalsin

Osteoblast spesifik bir protein olup 3-gama-karboksiglutamik asit kalintilarin
icermekte olup kalsiyum baglayict 6zelliklerini saglar. Osteokalsinin, hidroksiapatit
kristallerinin biiyimesinin diizenlenmesine katildig1 ortaya atilmistir (50) ve insan
fetal dokularinda eksprese olmasi gibi diger fonksiyonlara sahiptir. Bir calismada
osteokalsinin yumusak kallusda tesbit edilmedigi fakat sert kallus da tesbit edildigi
gosterilmistir. Osteokalsinin olugsmas1 9 ila 11. giinler arasinda baglar ve 15. giinde
ekspresyonu pik yapar (73). Plazmadaki osteokalsin seviyeleri yeni kemik

olusumuna baglidir ve konsantrasyonu osteoblastlarin bir indikatorii olabilir.

Osteopontin

Hiicrelerin yapismasinda 6nemli oldugu bilinen ekstraseliiler bir matriks
proteinidir. Osteopontin; hyaliironik asit, tip I kollajen ve fibronektine baglanan bir
hiicre yiizey glikoproteini olan CD44 ile iliski icerisindedir (74). In stu ¢alismalar ile
bu protein, subperiosteal sert kallusdaki osteositlerde ve osteoprogenitor hiicrelerde
tespit edilmistir. Bununla birlikte kiriktan 7 giin sonra kuboid osteoblastlarinda daha
az goriiliir. Osteopontin sert ve yumusak kallus arasindaki bileskede bulunur
(23,75,76). Osteositlerde ve osteoklastlarda CD44 ve osteopontinin birlikte
bulunmasi kemik tamirinde osteopontin/CD44 aracili hiicre-hiicre etkilesiminin
oldugunu ifade eder (23). Baska bir teori osteopontinin osteoklastlarin kemige
vitronektin reseptorleri yoluyla baglanmasina yardim ettigini agiklar ve bu sekilde

rezorbsiyon iglemine yardim eder (77).
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Fibronektin

Adezyon ve hiicre migrasyonuna yardim eden bir protein olup bu onu tamir
stiresince onemli kilar. Kirik kallusunda bu protein; fibroblastlar, osteoblastlar ve
kondrositler tarafindan iretilir. Kiriktan 3 gilin sonra hematom igerisinde tespit
edilebilir ve gecici matriksin fibréz kisimlarinda bulunur, kikirdak matriksinde daha
az olarak goriiliir (23). In stu hibridizasyon kullanilarak periostda, osteoblastlarda ve
stingerimsi kemik periostunun osteositlerinde bu proteinin olduguna dair bir kanit
yoktur. Northern hibridizasyon; saglam kemikte diisiik fibronektin mRNA
seviyelerini gosterdi ve kiriktan 3 giin sonra yumusak kallusta belirgin ekspresyonu
mevcuttu, 14. giinde pik seviyeye ulasti. Tamirin erken donemlerinde fibronektin
tiretiminin ¢ok fazla olmasindan dolay1 bunun kikirdagimsi matriks icerisinde gecici

liflerin olugsmasinda 6nemli bir gorevi oldugu distiniiliir (23).

Trombosit Kaynaklh Biiyime Faktori (PDGF)

PDGF’ler kirik kallsundaki trombositler, monositler, aktive doku makrofajlari
ve endotel hiicreleri tarafindan iiretilirler. Enflamatuvar fazda zayif bir sekilde
eksprese olduktan sonra PDGF’lerin ekspresyonu artar ve tamir boyunca sabit kalir
(39). PDGF’ler pek ¢ok goreve sahiptir. Bunlar; tirozin kinaz reseptor aktivitesi,
mezenkimal hiicre ¢gogalmasinin uyarilmasi, kirik tamirinin baslatilmasi, kikirdak ve
intramembrandéz kemigin olugsmasina yardim etme ve kallus olusumunun
baslamasidir (39). PDGF uygulamasiyla kallus yogunlugu ve hacmi artmistir. Bunlar
trombositlerin alfa grantillerinden salinirlar ve bag dokusu hiicreleri i¢in etkili bir
mitojen olurlar. Kemik hiicre DNA (Deoksiriboniikleik Asit) ve protein sentezini
uyarirlar ve prostaglandin sentezi yoluyla rezorbsiyonu arttirirlar (78). PDGF ayni
zamanda hiicrelerin diger biyolojik mediyatorlere yanitini saglayan kompetans
faktorii olarak is goriirler; in vitro tip I kolajeni arttirir, kan akimini diizenlerler
(37,79) ve bu etki kirik iylesmesini etkiler. PDGF; hiicre ¢ogalmasinda,
biiyiimesinde, farklilagmasinin diizenlenmesinde niikleer proteinleri kodlayan c-myc
(Seliiller Myelositomatosis Onkogen) ve c-fos (FBJ Osteosarkom Onkogen)

protoonkojenlerin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (50).
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Interlékinler (IL)

IL-1, makrofajlar tarafindan {iretilen 6nemli bir sitokindir ve kirik iyilesmesi
boyunca diisiik seviyelerde eksprese olur. Fakat erken enflamatuvar fazda yiiksek
aktivitelere indiiklenebilir (80). IL-1; IL-6, GMCSF ve NCSF’nin (Notrofil Koloni
Stimiile Edici Faktor) sekresyonunu indiikler. IL-1, tamir ve remodelingi diizenleyen
olaylarin bir yolagini baslatan tetik mekanizmay ¢alistirir (81). IL-1, selektif olarak
kallus dokusunu yikmak igin ndtral proteazlarin aktivitesini stimiile edebilir
(25,80,82). Kollajen sentezinin artigi, kollajen ¢apraz baglanmasinin artisi ve

anjiogenezin stimiilasyonu IL-1 {iretimine baglanabilir (25,81).

IL-6; kirik tamiri sirasinda osteoblastlar tarafindan firetilen Onemli bir
sitokindir (83). IL-6, IL-1’in uyarmasina ¢ok hassastir ve erken dénemde iyilesme
stirecinde yiiksek aktivite gosterir (80). Cesitli kanitlar bunun kemik rezorbsiyonun

bir stimiilatorii oldugunu isaret eder.
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii IGF)

IGF’ler siklikla somatomedinler ya da siilfasyon faktorleri olarak tanimlanirlar.
IGF ekspresyonu; gelismekte olan periost ve biiylime plagi hiicrelerinde, iyilesen
kirtk kallus dokusunda ve DBM (Deminaralize Kemik Matriks) tarafindan
indiiklenen gelismekte olan ektopik kemik dokusunda yiiksektir (50,55,84,85).
Kemik hiicreleri tarafindan tiretilen IGF’ler sadece otokrin ve parakrin diizenleyiciler
olarak hareket etmezler, ayn1 zamanda kemik matriksi i¢ine dahil olur ve daha sonra
rezorbsiyon sirasinda salinirlar. Bu osteoblast oncii hiicre proliferasyonunu arttirir
(48). IGF’ler ayn1 zamanda kondrositler tarafindan salinabilirler ve kikirdak matriks
sentezini uyaran otokrin bir yanit verebilirler (37). Bununla birlikte, IGF’ler sadece
kemik olusumuna katilmayip osteoklast fonksiyonunu diizenleyebilirler ve kirik

tamiri sirasinda kemik remodelingine neden olurlar (44).

IGF-1 mRNA tamirin enflamatuvar fazinda eksprese olmaz. Bununla birlikte,
mRNA ekspresyonu intramembrandz kemiklesme fazi sirasinda osteoblastlarda ve

ayni zamanda prehipertrofik kondrositlerde mevcuttur (84). Gergekten mRNA
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seviyesi kiriktan sonra 8. giinde pik yapar (86). IGF-1 kirik tamirinin kondrogenez
evresindekine benzer sekilde otokrin bir mekanizma yoluyla proliferatif zondaki
kondrositlerin klonal genislemesini stimiile eder (25). IGF-1 aym1 zamanda
preosteoblastik hiicrelerin replikasyonun stimiile eder ve farklilagsmis osteoblastlar
tarafindan kollajen {iretimini indiikler (78). IGF-1’in kallus ekstresinde kiriktan 13
hafta sonra arttigina dikkat edilmelidir (86). Bunun fare osteoklast prekiirsorlerinden
osteoklast olusumunu arttirdig gosterilmistir ve bu remodelinge etki eder (87,88). Ek
olarak IGF-2; mRNA fetal rat prekikirdaklarinda, perikondriyumda ve g¢ogalan
kondrositlerde gozlenir. IGF-2, mRNA kirik iyilesme modelinde ayn1 zamanda IGF-
2’yi eksprese eden osteoblastlarin komsulugundaki bazi osteoklastlarda tesbit
edilmistir. Halbuki kemik remodelindeki ¢ogu diger osteoblastlarda IGF-2 negetiftir
(84). IGF-1 ve IGF-2’nin kollajen sentezini arttirdigi ve kollajen yikimini azalttig:
gozlenmistir (50).

Kemik Morfojenik Proteini Reseptorleri (BMPR)

BMP’ler icin reseptorler, enflamatuvar faz sirasinda farklilasmamais
mezenkimal hiicrelerde kuvvetli bir sekilde mevcuttur. Daha sonra bunlar
intramembrandz kemiklesmenin ¢ogalan osteoblastlarinda yogun bir sekilde bulunur.
BMPR-I/Il  ¢ogalmakta olan kondrositlerde bulunur, matiir ve hipertrofik
kondrositlerde zayif olarak, kondrogenez ve endokondral kemiklesme sirasinda
endokondral kemiklesmenin yakinindaki kondroblastlarda kuvvetli sekilde bulunur
(89). Mezenkimal hiicrelerin kondroblastik ve osteoblastik serilere doniisiimiinde bu

reseptorlerin birlikteligine isaret eder (44).

Smad’lar

BMP’ler ile baslayan karmasik intraseliiler sinyal yolaginin temel
bilesenleridirler (90,91). Enflamatuvar siire¢ sirasinda Smad-2,3,4 icin mRNA
eksprese olmaz ve Smad-2 proteini mevcut degildir. Intramembrandz kemiklesme
faz1 sirasinda Smad-2 heniiz hala mevcut degildir. Kondrogenez ve endokondral
kemiklesmede Smad-2,3.,4 i¢cin mRNA upregiile olur ve Smad-2 proteini kondroblast
ve kondrositlerde mevcuttur (44). Smad-2 ve 3 TGF-f’nin sinyalinin

18



kolaylastirtlmasina yardim eder (90). Smad-4; diger pathway smirli Smad’lar ile
heterodimerik bir kompleks olusturur ve 6nemli BMP yanit1 veren genleri ayarlamak

i¢in niikleus veya ¢ekirdek igerisine transloke olur (92).

Kollajenler

Kollajenin tipi ve miktarinin kallus olusumunu ve kirik iyilesmesini etkiledigi
ve bunlarin ekstraseliiler matriks proteinlerinin ekspresyonu etkiledigi yayinlanmistir
(93). Kollajenin en az 18 izotipi vardir: Tip I kemik, Tip II kikirdak, Tip Il ve V
graniilasyon dokusu, Tip IV ve VI endoteliyal matriks ile ve tip X hipertrofik
kikirdak ile ilgilidir (25). Mekanik stabil kiriklarda tip II ve V yaninda baskin olarak
tip | kolajen tiretimi vardir. Mekanik olarak unstabil kiriklar baglangicda tip Il ve V
kollajen iiretimi ile karakterizedir ve tip II ve IX kollajen ile ve ¢ok az miktarda tip I

kollajen ile yer degistirir (93).

Kemikte ana kollajen olarak bulunan tip | kollajen ¢apraz baglanmalarin
gelismesine yardim eder. Bu zincirler, kollajen lifleri olgunlastiran kollajen fibrilleri
tireterek kiriktan yaklasik 10 giin sonra hidroksiapatit kristallerinin ¢okmesi ve
biiylimesine izin veren bolgeler olugmasina izin verir (37). Tip II kollajen kirigin ana
yapisal proteinidir. Sican ve farelerde kiriktan yaklasik 9 giin sonra pik ekspresyona
ulagir. Pro-alfa 2 kollajen mRNA’s1 ¢cogalan kondrositlerde gozlenir. Kiriktan 14 giin
sonra tip II kollajen icin mRNA yok olur. Hemen hemen biitiin kondrositler
hipertrofiye olur ve tip Il prokollajen zincirinin ekspresyonu mevcut degildir. Tip II
MRNA, kirik sonras1 5. giinde erken donemde tesbit edilebilir (23,73,94). Tip Il
kollajen mRNA’s1 6zellikle kemikte kirik iyilesmesinin ilk haftasi sirasinda hizli bir
sekilde artar ve liretimindeki kesintiler gecikmis kaynama veya kaynamamaya neden
olabilir. Tip I, tip IV ve tip X mezenkimal seri hiicrelerini osteoblastlara ¢evirmede
yardimet olabilir (95). Tip V ve XI yakindan iliskili yapilardir. Tip I ve Il kollajenin
kikirdak ve kikirdak disi dokulardaki biiylime ve oryantasyonunu diizenledigi ifade
edilir (96). Tip V kollajen; iyilesme siireci boyunca yumusak ve sert kallusda
eksprese olur. Tip V kollajenin en yiiksek birikmesi intramembrandz kemiklesmenin
gerceklestigi subperiostal kalusda tesbit edilir (75). Tip V kollajen ayn1 zamanda
graniilasyon dokusundaki kan damarlar ile birliktedir. Tip XI kollajen kikirdakda
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bulunur ve kollajen fibrillerin kiiciik bir bilesenidir fakat bu kollajen tipinin
ekspresyonu kikirdak ile sinirhi degildir (50). Tip 1X kollajenin ekspresyonu ve
toplanmasi tip II’nin ekspresyonu ile ayn1 zamana uyar. Tip IX kollajen kikirdakda
gortliir ve kollajen fibrilleri ile proteoglikanlar arasindaki iliskilere yardimci olabilir
(50,97). Endokondral kemiklesme sirasinda hipertrofik kondrositler i¢in bir markir
olan Tip X kollajenin ekspresyonu diger kikirdak spesifik genlerden daha sonra

ortaya ¢ikar ve kikirdagin mineralizasyonunda rol oynayabilirler (50).
KEMIK IYILESMESINDE KOLLAJEN

1970’den once arastirmacilar organizmalardaki kolljenlerin ayni olduguna
inantyorlardi. Genetik olarak 18 farkli kollajen morfolojisi, aminoasit igerigi ve fiziki
ozelliklerine gore tarif edilmistir (98-101). Farkli kollajen tipleri bag dokusunun
fizyolojik ve mekanik yiiklenmelerine miisaade eden gerekli olan ¢esitli yapilar

saglarlar.
Kollajen Siiperfamilyasi

Kollajen tipleri yapisal Ozelliklerindeki farkliliklara gore siniflandirilabilirler
(98,100-103). Kollajen tip I-11-111-V ve XI ¢izgili fibril olusturan kollajenlerdir. Tip
I-1I-111 konnektif doku matriksinde bulunan ana kollajenlerdir. Tip | kollajen
tendonlarda, ligamanlarda, kemikte, organ kapsiillerinde, deride, fibr6z kikirdakta ve
fasiyada bulunabilir. Tip I, cogunlukla hiyalin ve elastik kikirdakta mevcuttur ve
kondrositler igin marker olarak kullanilir. Tip III arterleri, karaciger, dalak ve
graniilasyon dokusunu igeren pek ¢ok dokuda bulunur. Iyilesme isleminde tip III

kollajen en erken ortaya ¢ikan kollajendir (98).

Kollajen tip 1V, VI-X ve XII-XIX nonfibriler kollajenlerdir. Tip
XX XTIV, XVI ve XIX kendi iizerlerinde supramolekiiler yapilar olusturmazlar
fakat siklikla diger smiflardaki kollajenler ile fibriller igerisine integre olarak
bulunurlar (98,100,103-105). Diger kollajen tipleri yapraklar (tip IV, VIII ve X),
mikroflamanlar (tip VI) ve baglayici fibriller gibi bazal membrana (tip VII)
tutunmasini saglayan nonfibril birlikler olustururlar (98,101,106-109). Tip XV ve
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XVIII; normal kollajen triple heliks dizisinde genis kesilmeler ile karakterizedir

(98,103,110-112). Tip Xl ve XVII tek zincirden olusurlar (98,113).
Normal Kemikte Kollajen

Kollajen insan viicudunda en ¢ok bulunan protein olup biitiin proteinin yaklasik
%30’ unu igerir (98,114). Tip I kollajen kemigin mekanik giiciiniin biiyiik kismin
saglar. Sekonder osteonlardaki kollajenin organizasyonu, agirlikli olarak osteon ve
kemik uzun aksina paralel olarak tarif edilmistir (98). Ascenzi ve Bonucci ¢ogunluk
olarak longitudinal kollejen lifleri iceren osteonlarin en yiiksek tensil kuvvette sahip
olduklar1 sonucuna varmuslardir. Bu bulgular Martin ve Ishida (98) tarafindan
genisletilmistir. Sigir kortikal kemigindeki longitudinal olarak diizenlenmis kollajen
miktarmin, kemik tensil kuvvetinin tek ve en iyi gostergesi oldugunu bulmuslardir.
Kemigin kollajen lifleri aynt zamanda mineralizasyon i¢in bir ortam saglar ve

kemige karakteristik fiziksel 6zelliklerini verirler.
Kemik Iyilesmesinde Kollajen

Lane ve arkadaslari, rat tibia kiri@1 tamiri sirasinda tretilen kollajenin doku
tamirinin ihtiyaglarini nasil degistirdigini gostermistir (98). Temel kollajen tipleri,
immiinflorasan monospesifik poliklonal antikor kullanilan galigmalarda, tip | kollajen
matiir kemikte ve tip II ve III kirik kallusunda ki spesifik bolgelerde mevcuttu.
Enflamatuvar fazda, primitif mezenkimal elemanlar kollajen tip II ve III iretirler.
Reparatif faz sirasinda, periosteal ylizey boyunca osteoprogenitdr hiicrelerin
migrasyonu ve kapiller invazyonu i¢in tip III kollojen liflerine substrat olarak gorev
yapan bir matriks proteini salgilanir (98,115). Bu ayn1 zamanda daha ileride
fibroblastlarin yonelebilecegi genisleyebilen bir ag olarak hizmet gortir (98). Sonra,
fibroz doku igerisinde kemigin trabekiilii gelistikge tip 1 kollajen salgilanir. Son
olarak tip II kollajen endokondral kemiklesme boyunca, tamir devam ettikce iiretilir
(98,115). Lane ve arkadaslar1 (98); ayn1 zamanda tip I kollajenin erken kollajen
matriksinde siiperimpoze oldugunu ve tip II ile III’in immatiir ags1 kemik olarak
ayrildigimi ve tamirin diger asamalarinda lameller kemige remodele oldugunu

gozlemlemiglerdir.
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Sandberg ve arkadaslari; rat kirik kalluslarinda tip I ve II kollajen iiretimini
lokalize etmek igin in stu hibridizasyon kullandilar (98). Sandberg ve arkadaslari tip
IT prokollajen mRNA’sinin 5. giin kadar erken bir zamanda kortikal kemige komsu
hiicrelerde tespit edildigini gosterdiler (98). Bu kondrositler ayni zamanda
farklilasma yoluyla kambiyum tabakasinin periosteal hiicrelerinden orjin aldigin
isaret eden tip I prokollajen mMRNA icermektedir. Yazarlar; kikirdak
ekspansiyonunun genellikle kondrosit ¢gogalmasindan ziyade mezenkimal hiicrelerin
farklilasmasindan kaynak aldigini iddaa ettiler. Ciinkii eksternal kallusun total
miktar1 7. giinden 15. giline kadar degismedi. Kikirdak matriksinin ¢okmesinden
sonra tip II prokollajen mRNA seviyeleri asamali olarak disti. Kirik kallusunun
birimi basina diisen en yiiksek tip I prokollajen mRNA’s1, 15. ve 28. giinler arasinda
tespit edildi. Bu kikirdagin ags1 kemige osteoblastlar tarafindan transformasyonu ile
uyumludur. Diger aragtirmacilar rat kirik kallusunda benzer sonuglar buldular (73,

08).

Hiltunen ve arkadaslari; farelerde kirik iyilesmesi sirasinda tip I, I1, 111, X, X
kollajen tiplerinin diizenlenmesini degerlendirmek i¢in Northern analizini kullandilar
(94,98). Bunlar Lane ve arkaslarininkine benzer sonuglar gozlemlediler. Kiriktan 5
giin sonra enflamatuvar faz sirasinda tip III kollajen sentezinin pik yaptigini ve daha
sonra azaldigmi gozlemlediler. Tip II kollajen ftretimi kikirdagin repatatif fazi
sirasinda kiriktan 7 giin sonra pik yapti ve 14. giinde minimal olarak mevcuttu. Tip |
kollajen yaralanmadan sonra ki ilk 2 haftada diisiik seviyelerde mevcuttu. Fakat
asamali olarak kirik tamirinin remodeling ve kemiklesmesine karsilik gelen 14.
giinde artarak pik yapti. Yazarlar tip IX kollajenin, tip 11 kollajen ile birlikte eksprese
olmasima sasirmadilar ¢ilinkii tip IX kollajen ¢ogunlukla tip II kollajenden olusan,
kollajen fibrillerinin yiizeyinde yerlesmekteydi. Sonu¢ olarak endokondral
kemiklesme sirasinda, hipertrofik kondrositlerle smirli olan tip X kollajen

ekspresyonu kiriktan 9 giin sonra pik yapar (98).

Distraksiyon osteogenezi sirasinda iyilesme siirecinin ilging bir 06zelligi,
kollajen paketlerinin lineer bir sekilde organize olarak erken dénemde olusmasidir.
Vauhkonen ve arkadaslari; (98,116) kemik distraksiyonun ilk 4 haftas1 sirasinda

kollajenin total proteine oraninin %53’den %88’e arttigin1 ve bu degerin normal
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kemik ile karsilastirilabilir bir deger oldugunu bildirdiler. Tip I kollajen; sentezlenen
biitiin kollajenin hemen hemen tamamini yansitir. Tip II saptanamadi ve tip III
kollajenin farkli bir faz1 goriilmedi. Bu sonuclar sunu gosteriyor ki; kallus tip kemik
tyilesmesi veya endokondral kemiklesmeden farkli olarak distraksiyon osteogenezi
tip II kollajen tiretimi fazinda veya tip Il sentezinin farkli bir fazinda devam etmez.

Oysa tip I kollajenden olusan matiir fibroz organik matriksin direk sentezi mevcuttur.
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GEREC VE YONTEM

Cahsma Plam

Bu calismada 56 adet Spraque dawley tipi disi rat (Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Labaratuari, Denizli) kullanildi. Calisma Oncesi
Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik kurulundan 09/01/2009 tarih ve
B.30.2.PAU.0.01.00.00.400-1/04 sayili ¢alisma icin gerekli izin alindi. Calisma;

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarmda yapildi.

Calismaya dahil edilen ratlarin ortalama yas1 2,9 ay (2,5-3,2 ay) ve
agirliklart 250 gram (213-276 gram). Her grup 28 adet rattan olusacak sekilde ratlar
rastgele olarak iki gruba ayrildi.

Birinci grubun (deney grubu) sag femur saftinda olusturulan defekte rat
kuyrugundan elde edilen tip I kollajen (Sigma AldrichTM, United Kingdom) (4 mg)
uyguland1 (Resim-1). Ikinci grubun (kontrol grubu) sag femur saft bolgesinde
olusturulan defekt bos birakildi (Resim-2). Ratlar her kafeste 4 rat olacak sekilde
kafeslere yerlestirildi. Calisma siiresince ratlara limitsiz olacak sekilde musluk suyu
(ad libitum) ve standart kemirgen yemi verildi. Hayvanlar 22 santigrad derece (°C)

sicaklikta, 12 saat aydinlikta ve 12 saat karanlikta kalacak sekilde takip edildiler.
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Resim-2: Bos birakilan defekt

Deney grubundaki tiim hayvanlar ayni giin ayni cerrah tarafindan
ameliyat edildiler. Kontrol grubundaki tiim hayvanlar deney grubundan bir giin sonra
olmak tizere ayni cerrah tarafindan opere edildiler. Operasyon esnasinda veya
sonrasinda antibiyotik profilaksisi yapilmadi. Takiplerde higbir sicanda yara yeri

enfeksiyonu izlenmedi. Operasyon sirasinda tam kirik olugan iki adet rat itlaf edildi.
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Bunlarm yerine yeni ratlar alindi. Otenazi ydntemi olarak servikal dislokasyon
kullanild1. Birinci ve ikinci gruptan yediser adet rattan birinci saat, yediser adet rattan
birinci hafta, yediser adet rattan {igiincli hafta, yediser adet rattan altinci hafta
intrakardiyak olarak bir ml kan alindi. Daha sonra ratlar 6ldirtldiikten sonra sag
femurlar1 kalca ve diz ekleminden dezartikiile edildi. Femur {izerindeki yumusak
dokular kallus dokusuna zarar verilmeden nazik¢e kemikten siyrildi. Tim sag
femurlar histolojik olarak incelendiler. Alinan kanlar soguk zincir ile Pamukkale
Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali labaratuarina ulastirildi. Ayni giin iginde
kanlardan cDNA (Tamamlayict Deoksiriboniikleik Asit) izolasyonu yapildi.

Cerrahi Teknik

Gerekli takip ve hazirliklar1 yapilan hayvanlar Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Labaratuarinda ameliyata alindi. Her bir sicanin
agirligr elektronik tarti ile tartilarak anestezik ilag dozu hesaplandi. Anestezik olarak
Ketamin (Ketalar®, Pfizer, Tirkiye) 50 mg/kg ve Xylazinne (Rompun®, Bayer,
Tiirkiye) 10 mg/kg kombinasyonu kullanildi. Anestezik kombinasyonu

intraperitoneal olarak sol kasik bolgesinden uygulandi.

Sigcanlarin sag femur medial boliimii tras edildikten sonra povidon iodiir
(Batticon®, ADEKA, Tiirkiye) ile boyandi. Daha sonra ratlarin ayaklari
sabitlendikten sonra sag femur medial ylizii orta kisminda yaklagik 2 cm.’lik insizyon
uygulandi. Kaslar kiint diseksiyonla gecilerek kemige ulasildi. Kemigin medial
yiiziinde saft ortasinda elektrikli matkap kullanilarak 2 mm’lik Kirschner teli
(Ortopro AS. Izmir/Tiirkiye) ile tek korteks olacak sekilde defekt olusturuldu
(Resim-3). Defektler yaklasik 20 cc izotonik sodyum kloriir soliisyonu ile yikandi.
Birinci gruptaki ratlarda olusturulan defekte rat kuyrugundan elde edilen tip I
kollajen 4 mg olacak sekilde uygulanarak defekt dolduruldu (Resim-4, Resim-5).
Ikinci grupta olusturulan defekt 20 cc izotonik sodyum kloriir soliisyonu ile yikandh.
Cilt 2/0 ipek (Sterisilk®, Tiirkiye) ile kapatildi. Yara yeri povidon iodiir ile silinerek

sican ameliyat masasindan alindi.
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Resim-4: Olusturulan defekt ve uygulanacak tip I kollajen
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Resim-5: Tip I kollajen ile doldurulmus defekt

RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu; izolasyon materyaline uygun bir RNA izolasyon Kiti ile
yapilabilir. Bizim ¢aligmamizda RNA izolasyonu i¢in 11828665001 katolog
numaralt High Pure RNA Isolation (Roch Mannhein, Almanya) kiti kullanildi.
Izolasyon iiretici firma tarafindan onerilen maniiel izolasyon onerilerine uyularak

yapildi. RNA izolasyonu sonrast ayni giin cDNA sentezi gerceklestirildi.
cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in RT2 First Strand Kit (SAbioscience, USA) kullanild1.
25 ng ile 5 pg arasindaki RNA baslangig i¢in kullanildi.

Sentez iki asamada yapild;

Birinci asamada agagidaki protokole gore miks hazirland,

RNA 2-8 ul
GE 2 ul
H,O 6-0 ul
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Hazirlanan mikse Thermal Cycler’da asagidaki protokol uygulandi;

42°C de 5 dakika

Ardindan hemen buza alind1 ve buzda 1 dakika bekletildi.

Ikinci asamada asagidaki protokole gore miks hazirlands;

BC3 4 ul
P2 1 ul
RE3 2l
H,O 3ul

Hazirlanan miks buzda bekleyen ilk miksin i¢ine eklendi.

Thermal Cycler’da asagidaki protokol uygulands;

42 °C de 15 dakika
95 °C de 5 dakika tutuldu.

Real-time PCR

Elde edilen cDNA (20 pl) iizerine 91 pl ddH,0 (iki Kez Distile Su) eklenerek

dilue edilip asagidaki protokole gore mix hazirlandi;

2X SuperArray PCR Master Mix 1275 pl
Diluted cDNA 102 ul

ddH,0 1173 pl
Total Volume 2550 pl

Master Mix plate’in kuyucuklarinda 25 pl olacak sekilde dagitildi. Pipetleme

yaparken kabarcik olusmamasina dikkat edildi.
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CAPH-09409 protokol numarali Custom Arrayler ise 2 Ornek i¢in 48’er

boliime ayrilmis olarak hazirlandi. Master mix oranlari da 2’ye boliinerek hazirlandi.

Biz Master mix oranlarin1 asagidaki protokole gore hazirladik:

2X SuperArray PCR Master Mix 637,5 ul
Diluted cDNA 51 ul
ddH,0 586,5 ul
Total Volume 1275 ul

Kuyucuklara yiiklenecek miktarda bir degisiklik olmayacaktir. Yine 25 pl
karisimdan kuyucuklara eklenecektir. Buradaki hacimsel azalmanin nedeni toplamda

kullanilacak kuyucuk sayisinin érnek basina yariya diismesinden kaynaklanmaktadir.

Real-Time PCR’da asagidaki protokol uygulands;

Donem Siire Is1
Denatiirasyon
10 dakika 95 °C
Amplifikasyon
15 saniye 95°C
1 dakika 60 °C
Melting Curves
1 dakika 95 °C
2 dakika 65 °C
0 dakika 65 °C

Data Analizi AACT metoduyla yapildi. Metod iki ekspresyon sonucunun
karsilastirilmasina dayanmaktadir. Bu ekspresyonlardan biri kontrol grubu digeri de
deney grubudur. Boylelikle gen ekspresyonunun karsilastirilmasi yapilan durumlar

da arttigin1 mi, azaldigin1 m1 yoksa ayn1 m1 kaldigini relatif olarak belirleyebiliriz.
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Histopatolojik Degerlendirme

Histolojik degerlendirme Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda yapildi. Manuel muayeneyi takiben total ampute edilen femurlar
% 10’luk formaldehit soliisyonunda bir gece tespit edildi. Daha sonra 2 giin siire ile
dekalsifiye ( DECAL : 2 %10 formik asit, /2 %8 HCL) edildi. Ankalsifiye 6rnekler
kirik hattina uyan alandan ve etrafindan 3 mm araliklarla 3 par¢a halinde transvers
olarak kesilerek orneklendi. Bu ii¢ par¢a doku Ornegi, doku takip islemi sonrasi
parafine gomiildii. Mikrotomla 5 mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Kesitler

Hematoksilen-Eosin (H-E) ve Masson Trikrom ile boyandi.

H-E ve Masson Trikrom ile boyali kesitlerin histopatolojik

degerlendirilmesinde su kriterler géz dniinde bulundurulmustur:

1. Inflamasyon
- Hiicre tipi ve yogunlugu
- Grantilasyon gelisimi

- Vaskiilarite

2. Konnektif doku gelisimi
- Fibroblast proliferasyonu

3. Osteogenezis
- Kikirdak gelisimi
- Osteoblastik aktivite

- Yeni kemik olusumu
4. Yabanci cisim reaksiyonu
Inflamasyon, konnektif doku gelisimi, osteogenezis ve yabanci cisim

reaksiyonu basliklar1 altinda incelenen parametrelerde; yok, hafif, orta, siddetli,

sirastyla -, +, ++, +++ olarak degerlendirilmistir.
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Ayrica, iyilesmenin histolojik olarak simiflamasi, Huo ve ark.’larinin

yayinladigi (117-119) histolojik iyilesme skalasina gore yapilmistir (Tablo-1).

Tablo-1: Kirik iyilesmesinin histolojik degerlendirilmesinde kullanilan Huo

skorlama sistemi

Skor Kirik bolgesi histolojik bulgular
1 Fibr6z doku

2 Agirlikli fibr6z doku ve az oranda kikirdak doku
3 Esit miktarda fibroz doku ve kikirdak doku

4 Kikirdak doku

5 Agirhikli olarak kikirdak  ve az miktarda

immatiir (woven) kemik

6 Esit oranda kikirdak ve immatiir kemik

7 Agirlikli olarak immatiir (woven) kemik ve az
oranda kikirdak

8 Tamamen immatiir (woven) kemik

9 Immatiir (woven) kemik ve az miktarda matiir
kemik

10 Matiir (lameller) kemik

Istatistiksel Analiz

Histopatolojik incelemede kullanilan inflamasyon, konnektif doku gelisimi,
osteogenezis ve yabanci cisim reaksiyonun Kkarsilastirilmasinda ki-kare analizi

kullanildi. Ki-kare testi SPSS 10.0 programu ile yapildi.

Iyilesmenin histolojik olarak smiflamast Huo ve arkadaslarmin yayinladig
histolojik iyilesme skalasi, karsilastirllmas1 Mann Whitney U testi ile yapildi. Mann
Whitney U testi SPSS 10.0 programu ile yapildi.

Microarray yontemi ile izole edilen genlerin data analizi AACT methoduyla

yapild.
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BULGULAR

Histopatolojik Bulgular

Birinci Hafta

Kontrol grubunda olusturulan kavitelerin 1. hafta histopatolojik incelemesinde
kavite icerisinde 2 ratta (%28,6) herhangi bir enflamatuvar hiicreye ratlanmazken 5
ratta (%71,4) monositik hiicre infiltrasyonu mevcuttu. Kollajen uygulanan
defektlerde 2 ratta (%28,6) enflamatuvar hiicre tespit edilmezken 5 ratta (%71,4)
mononiikleer hiicreler tespit edildi (Tablo-2). Kontrol grubu ve deney grubu

enflamatuvar hiicre tipi bakimindan birbirine benzerdi (Grafik-4).

Tablo-2: 1. hafta hiicre tipinin ratlardaki dagilim1

HUCRE TiP TOPLAM
yok var

Rat Sayisi 2 ) 7
DENEY Grup ici % | %28,6 %71,4 %100,0

Rat Sayisi 2 ) 7
KONTROL Grup ici % | %28,6 %71,4 %100,0

Rat Sayisi 4 10 14
TOPLAM Grup i¢i % | %28,6 %71,4 %100,0

Graniilasyon dokusu kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) hafif siddette, 3 ratta
(%42,9) orta siddette ve 2 ratta (%28,6) siddetli olarak degerlendirildi. Deney
grubunda ise 1 ratta (%14,3) hafif siddette, 2 ratta (%28,6) orta siddette ve 4 ratta
(%57,1) siddetli idi (Tablo-3). Deney grubunda graniilasyon varliginin siddetli
olmas1 kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat kadar fazlaydi. Ayn1 sekilde hafif sekilde
graniilasyon varligi kontrol grubunda deney grubuna gore 2 kat fazlaydi. Kontrol
grubundaki ratlarin biiylik cogunlugunda (3 rat %42,9) orta siddette graniilasyon
dokusu gelisirken deney grubunun biiyiik ¢cogunlugunda ( 4 rat %57,1) siddetli
graniilasyon dokusu gelisimi izlendi (Grafik-5).
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Tablo-3: 1. hafta graniilasyon dokusunun ratlardaki dagilimi
GRANULASYON
- - - - - — TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 |1 2 4 7
DENEY —

Grup i¢i % | %14,3 %28,6 %57,1 %100,0

Rat Sayis1 |2 3 2 7
KONTROL —

Grup i¢i % | %28,6 %42,9 %28,6 %100,0

Rat Sayis1 |3 5 6 14
TOPLAM —

Grup i¢i % | %21,4 %35,7 %42,9 %100,0

Vaskiiler invazyon kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) hafif siddette, 2 ratta
(%28,6) orta siddette,
grubunda 1 ratta (%14,3) hafif, 6 ratta ise orta siddeteydi (Tablo-4). Deney grubunda

1 ratta (%14,3) siddetli olarak degerlendirildi. Deney

orta siddette vaskiiler invazyon kontrol grubunun yaklasik 3 kati kadar fazlaydi.
Buna karsilik kontrol grubunda 1 ratta siddetli vaskiiler invasyon mevcutken deney
grubunda herhangi bir ratta siddetli vaskiiler invazyona ratlanmadi. Kontrol
grubunda ki ratlarda vaskiiler invazyon yiiksek oranda (%57,1) hafif siddette iken
deney grubu orta siddette vaskiiler invazyon gelisti (%85,7) (Resim-6, Grafik-6).

Tablo-4: 1. hafta vaskiiler invazyonunun ratlardaki dagilimi

VASKULER
- - - - - — TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 |1 6 7
DENEY

Grup i¢i % | %14,3 %85,7 %100,0

Rat Sayis1 |4 2 1 7
KONTROL

Grup i¢i % | %57,1 %28,6 %14,3 %100,0

Rat Sayis1 |5 8 1 14
TOPLAM —

Grup i¢i % | %35,7 %57,1 %7,1 %100,0

Kikirdak gelisimi kontrol grubunda 1 ratta (%14,3) yok, 3 ratta (%42,9) hafif
siddette, 1 ratta (%14,3) orta siddette, 2 ratta (%28,6) siddetli olarak degerlendirildi.
Deney grubunda 3 ratta (%42,9) hafif siddette, 4 ratta (%57,1) siddetliydi (Tablo-5).
Kontrol grubunda kikirdak gelisimi agisindan ¢ogunluk (3 rat %42,9) hafif
siddetteyken deney grubunda cogunluk (4 rat %57,1) siddetli kikirdak gelisimi
gosterdi (Grafik-7). Siddetli kikirdak olusumu deney grubunda kontrol grubuna goére
2 kat daha fazlaydi (Resim-6).
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Resim-6: 1. hafta kontrol grubu histopatolojik goriiniim (HEx4)

Tablo-5: 1. hafta kikirdak olusumunun ratlardaki dagilimi

KIKIRDAK
— — — TOPLAM
Yok |Hafif Siddetli | Orta Siddetli Siddetli
Rat
3 4 7
DENEY E}aYISI..
%r“p 1“1 %42,9 %57,1 | %100,0
Sat T 3 1 2 7
KONTROL Gayls..
%r“p‘Q‘ %14,3 | %42,9 %14,3 %28,6 | %100,0
Sjtl RE 6 1 6 14
TOPLAM Gys..
%r“p 1 lop7,1 | %42,9 %7,1 %42,9 | 9%100,0

Osteoblastik aktivite kontrol grubunda 1 ratta (%14,3) hafif siddette, 5 ratta
(%71,4) orta siddette, 1 ratta (%14,3) siddetli olarak degerlendirildi. Deney grubunda
ise 1 ratta (%14,3) hafif siddette, 4 ratta (%57,1) orta siddette, 2 ratta (%28,6)
siddetli olarak degerlendirildi (Tablo-6). Kontrol grubundaki ratlarin biiyiik
cogunlugu (5 rat %71,4) orta siddetli osteoblastik aktivite gosterdi (Grafik-8).
Deney grubundaki ratlarin biiyiik kismi (4 rat %57,1) orta siddetli osteoblastik
aktivite gosterdi (Resim-7).
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Resim-7: Deney grubunun 1. hafta histopatolojik goriiniim (HEx4)

Tablo-6: 1. hafta osteoblastik aktivitenin ratlardaki dagilimi
OSTEOBLAST
- - - - - — TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 |1 4 2 7
DENEY —

Grup i¢i % | %14,3 %57,1 %28,6 %100,0

Rat Sayis1 |1 5 1 7
KONTROL —

Grup i¢i % | %14,3 %71,4 %14,3 %100,0

Rat Sayis1 |2 9 3 14
TOPLAM —

Grup i¢i % | %14,3 %64,3 %21,4 %100,0

Yeni kemik olusumu kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) hafif siddette, 5 ratta
(%71,4) orta siddette olarak degerlendirildi. Deney grubunda 2 ratta (%28,6) hafif
siddetli, 3 ratta (%42,9) orta siddetli, 2 ratta (%28,6) siddetli osteoblastik aktivite
mevcuttu (Tablo-7). Kontrol grubundaki ratlarin ¢ogunlugu 5 rat (%71,4) orta

siddetli

cogunlugu 3 rat (%42,9) orta siddetli osteoblastik aktivite gostedi (Grafik-9). Fakat
deney grubunda 2 rat (%28,6) siddetliosteoblastik aktivite gosterirken kontrol

grubunda higbir ratta siddetli osteoblastik aktiviteye rastlanmadi.
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Tablo-7: 1. hafta yeni kemik olusumunun ratlardaki dagilimi

YENI KEMIK
- - - - - — TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 |2 3 2 7
DENEY —

Grup i¢i % | %28,6 %42,9 %28,6 %100,0

Rat Sayis1 |2 5 7
KONTROL —

Grup i¢i % | %28,6 %71,4 %100,0

Rat Sayis1 |4 8 2 14
TOPLAM —

Grup i¢i % | %28,6 %57,1 %14,3 %100,0

Fibréz doku olusumu kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) hafif siddete, 3 ratta
(%42,9) orta siddette, 2 ratta (%28,6) siddetli olarak degerlendirildi. Deney grubunda
3 ratta (%42,9) orta siddetli, 4 ratta (%57,1) siddetli fibr6z doku olusumu gozlendi
(Tablo-8). Kontrol grubunda dagilim birbirine ¢ok yakin olmakla birlikte orta siddetli
fibroz doku olusumunda dagilim bir miktar fazlaydi. Deney grubunda ise belirgin
olarak ratlarin biiylik bolimii siddetli fibroz doku gelisimi gosterdi (Grafik-10).
Ozellikle siddetli fibroz doku gelisimi agisindan deney grubu kontrol grubuna gére 2
kat daha fazlaydi.

Tablo-8: 1. hafta fibréz doku varliginin ratlardaki dagilimi

FIBROZ DOKU VARLIGI
- - - - - — TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 3 4 7
DENEY —

Grup i¢i % %42,9 %57,1 %100,0

Rat Sayis1 |2 3 2 7
KONTROL —

Grup i¢i % | %28,6 %42,9 %28,6 %100,0

Rat Sayis1 |2 6 6 14
TOPLAM

Grup i¢i % | %14,3 %42,9 %42,9 %100,0

Yabanci cisim reaksiyonu kontrol grubunda 5 ratta (%71,4) yokken, 2 ratta
(%28,6) hafif siddette mevcuttu. Deney grubunda 3 ratta (%42,9) yabanci cisim
reaksiyonu yokken, 2 ratta (%28,6) hafif siddetli, birer rattada (%14,3) orta siddetli
ve siddetli yabanci cisim reaksiyonu gozlendi (Tablo-9). Kontrol grubunun biiyiik
cogunlugunda (5 rat %71,4) yabanci cisim reaksiyonu yoktu fakat deney grubunun

%57,1’inde yabanci cisim reaksiyonuna rastlandi (Grafik-11).
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Tablo-9: 1. hafta yabanci cisim reaksiyonunun ratlardaki dagilim1

YABANCI CiSiM REAKSIYONU
TOPLAM
Yok |Hafif Siddetli |Orta Siddetli | Siddetli
Sat“ 3 2 1 1 7
DENEY Gays.‘
%rup“?l %42,9 | %28,6 %14,3 %14,3 | %100,0
Sat“ 5 2 7
KONTROL Gays.‘
%rup“?l %714 |%28,6 %100,0
S:tm 8 4 1 1 14
TOPLAM Gy -
%mp“f“ %57,1 | %28,6 %7,1 %7,1 %100,0

Huo ve arkadaglan tarafindan yapilan histopatolojik evrelemeye gore kontrol
grubunda 1 rat (%14,3) evre 1, 3 rat (%42,9) evre 2, 2 rat (%28,6) evre 5 ve 1 rat
(%14,3) evre 6 olarak siniflandirildi. Deney grubunda ise 4 rat (%57,1) evre 5 ve 3
rat (%42,9) evre 7 olarak degerlendirildi. Kontrol grubunda median deger 2 iken
deney grubunda median deger 5 olarak saptandi. Deney grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli (p=0,027) farklilik saptandi (Grafik-1).

10

L L
N = 7 7

deney kontrol

Grafik-1: 1. haftada Huo evrelemesine gore ratlarin dagilimi
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Uciincii Hafta

Kontrol grubunda 6 ratta (%85,7) enflamatuvar hiicrelere rastlanmazken 1 ratta
(%14,3) mononiikleer hiicreler saptandi. Deney grubunda da kontrol grubuna benzer
degerler mevcuttu (Grafik-4). Deney grubunda 5 ratta (%71,4) enflamatuvar hiicre

yokken 2 ratta (%28,6) mononiikleer hiicre infiltrasyonu mevcuttu (Tablo-10).

Tablo-10: 3. hafta hiicre tipinin ratlardaki dagilimi

HUCRE TiP
TOPLAM
Yok Var

Rat Sayisi 5 2 7
DENEY

Grup ici % |%71,4 %28,6 %100,0

Rat Sayisi 6 1 7
KONTROL

Grup i¢i % %85,7 %14,3 %100,0

Rat Sayisi 11 3 14
TOPLAM

Grupici % | %78,6 %21,4 %100,0

Kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) graniilasyon dokusu yokken 1 ratta (%14,3)
hafif siddetli, 2 ratta (%28,6) orta siddetli ve 2 ratta (%28,6) siddetli olarak saptandi.
Deney grubunda 3 ratta (%42,9) hafif siddetli, 2 ratta (%28,6) orta siddetli ve siddetli
graniilasyon dokusu mevcuttu (Tablo-11). Orta siddetli ve siddetli graniilasyon
dokusu hem deney hem de kontrol grubunda benzerdi fakat deney grubunda kontrol

grubuna gore 3 kat fazla hafif siddetli graniilasyon dokusu gdsteren rat mevcuttu
(Resim-8, Grafik-5).
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Resim-8: 3. Hafta kontrol grubun histopatolojik gériimiin (HEx4)

Tablo-11: 3. hafta graniilasyon dokusunun ratlardaki dagilimi

GRANULASYON

Yok Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli TOPLAM
Rat Sayisi 3 2 2 !
DENEY oG/orup igi %42,9 %28,6 %28,6 | %100,0
Rat Sayist | 2 1 2 2 !
KONTROL 0GA)rup 6l 19086 |914.3 %28,6 %28,6 | %100,0
Rat Sayis1 | 2 4 4 4 14
TOPLAM 0(/‘:)rup 6l 1 os143 06286 %28,6 %28,6 | %100,0
Vaskiiler invazyon kontrol ~grubunda hemen hemen esit dagilim

gostermekteydi. 2 ratta (%28,6) vaskiiler invazyon tespit edilmedi. Ikiser ratta

(%28,6) hafif ve orta siddetli, 1 ratta (%14,3) siddetli vaskiiler invazyon tespit edildi.
Deney grubunda 2 ratta (%28,6) hafif siddetli, 4 ratta (%57,1) orta siddetli ve 1 ratta
(%14,3) siddetli vaskiiler invazyon vardi (Tablo-12). Ozellikle deney grubunda

kontrol grubuna gore 2 kat fazla orta siddetli vaskiiler invasyon gozlendi (Grafik-6).
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Tablo-12: 3. hafta vaskiiler invazyonun ratlardaki dagilimi

VASKULER
o P ——— | TOPLAM
Yok Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli
Rat Sayis1 2 4 1 7
DENEY :
OGA)mp e %28,6 %57,1 %14,3 | 9%100,0
Rat Sayis1 | 2 2 2 1 7
KONTROL [Grup ici
p 161 0 o 0 0
% %286 | %6286 628,6 614,3 | %100,0
Rat Sayisi | 2 4 6 2 14
TOPLAM  [Grup ici
p lql 0, 0 0 0
% 0143 | 028.6 %42,9 %14,3 | %100,0

Kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) 3. haftada kikirdak gelisimi yoktu. Hafif, orta

siddetli ve siddetli kikirdak gelisimi gosteren sadece birer rat (%14,3) mevcuttu.
Deney grubunda 4 ratta (%57,1) hafif siddetli, 2 ratta (%28,6) orta siddetli ve 1 ratta
siddetli kikirdak olusumu izlendi (Tablo-13). Kontrol grubunda heniiz kikirdak
gelisimi yokken kollajen uygulanan defektlerde hafif (%57,1) ve orta (%28,6)
siddetli kikirdak gelisimi mevcuttu (Grafik-7).

Tablo-13: 3. hafta kikirdak gelisiminin ratlardaki dagilimi

KIKIRDAK
. - . - — TOPLAM
Yok Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli
Rat Sayisi 4 2 1 7
DENEY -
oup ict %57,1 %28,6 %143 | %100,0
Rat Sayist | 4 1 1 1 7
KONTROL [ Grup ici
0 0 0, 0
% o571 | 70143 %14,3 %14,3 | %100,0
Rat Sayist | 4 5 3 2 14
TOPLAM  [Grup ici
p 161 0 0 0 0
% 96286 | 037 %21,4 %14,3 | %100,0

Kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) orta siddetli ve 3 ratta (%42.9) siddetli

osteoblastik aktivite saptandi. Kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) hafif siddetli, 2 ratta
(%28,6) orta siddetli ve 3 ratta (%42,9) siddetli osteoblastik aktivite mevcuttu
(Tablo-14). Burada kontrol grubunda orta siddetli osteoblastik aktivite deney
grubunun yaklasik 2 kati idi (Resim-9, Grafik-8).
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Tablo-14: 3. hafta osteoblastik aktivitenin ratlardaki dagilimi

‘h 151

Resim-9: Deney grubunun 3. hafta histopatolojik goriiniim (HEx10)

OSTEOBLAST
- - - - - — TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 |2 2 3 7
DENEY —

Grup i¢i % | %28,6 %28,6 %42,9 %100,0

Rat Sayis1 4 3 7
KONTROL —

Grup i¢i % %57,1 %42,9 %100,0

Rat Sayist |2 6 6 14
TOPLAM —

Grup i¢i % | %14,3 %42,9 %42,9 %100,0

Kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) orta siddetli, 5 ratta (%71,4) siddetli yeni
kemik olusumu mevcuttu. Deney grubunda 1 ratta (%14,3) hafif siddette, 1 ratta
(%14,3) orta siddetli ve 5 ratta (%71,4) yeni kemik olusumu saptadik (Tablo-15).
Deney ve kontrol grubu degerleri birbirine benzerdi (Grafik-9).

Tablo-15: 3. hafta yeni kemik olusumunun ratlardaki dagilimi

YENI KEMIK
- - ; - . — TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 |1 1 5 7
DENEY —

Grup i¢i % | %14,3 %14,3 %71,4 %100,0

Rat Sayis1 2 5 7
KONTROL —

Grup i¢i % %28,6 %71,4 %100,0

Rat Sayis1 |1 3 10 14
TOPLAM —

Grup ici % | %7,1 %21,4 %71,4 %100,0
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Fibréz doku olusumu kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) saptanmazken 1 ratta

(%14,3) hafif siddetli, 2 ratta (%28,6) orta siddetli ve 2 ratta (%28,6) siddetli

bulundu. Kontrol grubunda hemen hemen homojen bir dagilim mevcuttu. Deney
grubunda 3 ratta (%42,9) hafif siddetli, 2 ratta (%28,6) orta siddetli, 2 ratta (%28,6)
siddetli fibr6z doku bulundu (Tablo-16). Deney grubunda hafif siddetli fibroz doku

olusumu digerlerinden bir miktar daha fazla saptandi (Grafik-10).

Tablo-16: 3. hafta fibr6z doku olusumunun ratlardaki dagilimi

FIBROZ DOKU
- TOPLAM
Yok Hafif Siddetli | Orta Siddetli Siddetli
S:tlsl 3 2 2 7
DENEY Gy -
%r“p 1 %42,9 %28,6 %28,6 |%100,0
SstISI 2 1 2 2 7
KONTROL Grﬁp v
0, 0, 0, 0,
o veog6 | %143 28,6 %28,6 | %100,0
S:tlSI 2 4 4 4 14
TOPLAM Grﬁp v
0, 0, 0, 0,
o %143 | %286 28,6 %28,6 | %100,0

Yabanci cisim reaksiyonuna kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) rastlanmadi. 2

ratta(%28,6) hafif siddetli, 1 ratta (14,3) orta siddetli idi. Deney grubunda ratlarin

cogunda (6 rat (%85,7)) yabanci cisim reaksiyonuna rastlanmadi. Sadece 1 ratta hafif

siddetli yabanci cisim reaksiyonuna rastlandi (Tablo-17). Deney grubunda yabaci

cisim reaksiyonuna daha az rastladik (Grafik-11).

Tablo-17: 3. hafta yabanci cisim reaksiyonunun ratlardaki dagilimi

YABANCI CISIM
TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 |6 1 7
DENEY

Grup i¢i % | %85,7 %14,3 %100,0

Rat Sayis1 |4 2 1 7
KONTROL

Grup i¢i % | %57,1 %28,6 %14,3 %100,0

Rat Sayis1 |10 3 1 14
TOPLAM

Grup i¢i % |%71,4 %21,4 %7,1 %100,0




Huo ve arkadaslar tarafindan yapilan histopatolojik evrelemeye gore kontrol 1
ratta (%14,3) evre 2, 1 ratta (%14,3) evre 6, 1 ratta (%14,3) evre 7, 1 tane ratta
(%14,3) evre 8 ve 3 ratta (%42,9) evre 9 kirik iyilesmesi mevcuttu. Deney grubunda
1 ratta (%14,3) evre 1, 1 ratta (%14,3) evre 5, 2 ratta (%28,6) evre 7, 2 ratta (%28,6)
evre 9 ve 1 ratta (%14,3) evre 10 kirik kaynamasi mevcuttu (Grafik-2). Kontrol
grubunun median degeri 8 iken deney grubunun median degeri 7 olarak saptandi.
Fakat iki grup rarasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,948) (Resim-10
a,b).

Resim-10: a) Kontrol grubunun 3. hafta histopatolojik gériiniimii (HEx4)
b) Deney grubunun 3. haftadaki histopatolojik goriintimii (HEx10)
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Grafik-2: 3. haftada Huo evrelemesine gore ratlarin dagilimi

Altinc1 Hafta

Altinct hafta kontrol grubunda 5 ratta (%71,4) enflamatuvar hiicrelere
rastlanmadi. 2 ratta (%28,6) mononiikleer hiicrelere rastlandi. Deney grubunda 6
ratta (%85,7) enflamatuvar hiicre yokken sadece 1 ratta (%14,3) mononiikleer
hiicrelere rastland1 (Tablo-18). Deney ve kontrol grubu enflamatuvar hiicre varlig

acisindan benzerdi (Grafik-4).

Tablo-18: 6. hafta hiicre tipinin ratlara gére dagilimi

HUCRE TiP
TOPLAM
Yok Var

Rat Sayis1 |6 1 7
DENEY —

Grup i¢i % | %85,7 %14,3 %100,0

Rat Sayis1 |5 2 7
KONTROL —

Grup i¢i % | %71,4 %28,6 %100,0

Rat Sayis1 |11 3 14
TOPLAM —

Grup i¢i % | %78,6 %21,4 %100,0
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Graniilasyon dokusuna hem kontrol hemde deney grubunda 4 ratta (%57,1)
rastlanmazken 3 ratta (%42,9) hafif siddetli olarak mevcuttu (Tablo-19). Deney ve

kontrol grubu graniilasyon dokusu varligi olarak tamamen benzerdi (Grafik-5).

Tablo-19: 6. Hafta graniilasyon dokusunun ratlara gére dagilimi

GRANULASYON
- TOPLAM
Yok Hafif Siddetli

Rat Sayisi 4 3 7
DENEY

Grup i¢i % | %57,1 %42,9 %100,0

Rat Sayis1 4 3 7
KONTROL

Grup i¢i % | %57,1 %42,9 %100,0

Rat Sayisi 8 6 14
TOPLAM

Grup i¢i % | %57,1 %42,9 %100,0

Vaskiiler invazyon kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) artik saptanmazken 2 ratta
(%28,6) hafif siddetli ve 1 ratta (%14,3) orta siddetli olarak bulnmaktaydi. Deney
grubunda 5 ratta (%71,4) vaskiiler invazyon saptanmadi. Sedece birer ratta (%14,3)
hafif ve orta siddetli olarak saptandi (Tablo-20). Deney grubunda kontrol grubuna
gore vaskiiler invazyon bir miktar daha fazla miktarda azalmis olarak saptadik
(Grafik-6).

Tablo-20: 6. hafta vaskiiler invazyonun ratlardaki dagilimi

VASKULER
- - - - TOPLAM
Yok Hafif Siddetli Orta Siddetli
Rat Sayis1 |5 1 1 7
DENEY —
Grup ici % | %714 |%14,3 %14,3 %100,0
Rat Sayis1 |4 2 1 7
KONTROL —
Grup i¢i % | %57,1 | %28,6 %14,3 %100,0
Rat Sayis1 |9 3 2 14
TOPLAM —
Grup ici % | %64,3 | %21,4 %14,3 %100,0

Kikirdak dokusu kontrol grubunun tamaminda (%100) saptanmadi. Deney
grubunda 5 ratta (%71,4) kikirdak dokusu saptanmadi ve sadece birer ratta (%14,3)
hafif ve orta siddetli kikirdak dokusu mevcutu (Tablo-21). Kontrol grubuda deney

grubuna gore kikirdak olusumunu tamamlanmig goriilmekte idi (Grafik-7).
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Tablo-21: 6. hafta kikirdak olusumunun ratlardaki dagilimi

KIKIRDAK
TOPLAM
Yok Hafif Siddetli Orta Siddetli

Rat Sayis1 | g 1 1 7
DENEY

Grup i¢i % | 04714 %14,3 %14,3 %100,0

Rat Sayis1 |7 7
KONTROL —

Grup i¢i % | 94100,0 %100,0

Rat Sayis1 1 1 14
TOPLAM Y 12

Grup i¢i % | 05857 %7,1 %7,1 %100,0

Osteoblastik aktivite kontrol grubunun hepsinde (%100) orta siddete idi. Deney
grubunda 3 ratta (%42,9) hafif siddetli, 2 ratta (%28,6) orta siddetli ve siddetli olarak
saptandi (Tablo-22, Resim-11, Grafik-8).

g L

Resim-11: 6. hafta kontrol grubunun histopatolojik gortiniim (HEx4)

Tablo-22: 6. hafta osteoblastik aktivitenin ratlardaki dagilimi

OSTEOBLAST
) - . . . —1 TOPLAM
Hafif Siddetli Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayis1 |3 2 2 7
DENEY —

Grup i¢i % | %42,9 %28,6 %28,6 %100,0

Rat Say1s1 7 7
KONTROL —

Grup i¢i % %1200,0 %100,0

Rat Sayis1 |3 9 2 14
TOPLAM —

Grup i¢i % | %21,4 %64,3 %14,3 %100,0

47



Yeni kemik olusumu kontrol grubunda 1 ratta (%14,3)orta siddetli, 6 ratta
(85,7) siddetli saptandi. Deney grubunun tiimiinde (%100) siddetli yeni kemik
olusumu mevcuttu (Tablo-23). Kontrol grubuna gore deney grubunda daha yiiksek

oranda ratta yeni kemik olusumu tespit edildi (Resim-12, Grafik-9).

Resim-12: 6. hafta deney grubu histopatolojik goriiniimii (HEx4)

Tablo-23: 6. hafta yeni kemik olusumunun ratlardaki dagilimi

YENI KEMIK
TOPLAM
Orta Siddetli Siddetli

Rat Sayist 7 7
DENEY

Grup i¢i % %100,0 %100,0

Rat Sayis1 1 6 7
KONTROL

Grup i¢i % | %14,3 %85,7 %100,0

Rat Sayisi 1 13 14
TOPLAM

Grup ici % | %7,1 %92,9 %100,0

Fibroz doku varligi hem deney hemde kontrol grubunda 4 ratta (%57,1)
saptanmazken 3 ratta (%42,9) hafif siddetli olarak saptandi (Grafik-10). Deney ve
kontrol grubu fibr6z doku varligi agisindan tamamen benzerdi (Tablo-24).
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Tablo-24: 6. hafta fibréz dokunun ratlardaki dagilimi

FIBROZ DOKU
TOPLAM
Yok Hafif Siddetli

Rat Sayis1 3 7
DENEY Y 4

Grupici % | 0p57,1 %42,9 %42,9

Rat Sayis1 4 3 7
KONTROL —

Grupigi% | 9457,1 %42,9 %100,0

Rat Sayis1 8 6 14
TOPLAM

Grup ici % | 957,1 %42,9 %100,0

Yabanci cisim reaksiyonuna deney grubunun tamaminda (%100) yoktu.
Kontrol grubunda 6 ratta (%85,7) yabanci cisim yokken sadece 1 ratta (%14,3) hafif
siddetli tespit edildi (Tablo-25). Kontrol grubu ve deney grubu yabanci cisim
reaksiyonu agisindan benzerlik gostermekteydi (Grafik-11).

Tablo-25: 6. hafta yabanci cisim reaksiyonunun ratlardaki dagilimi

YABANCI CISIM
TOPLAM
Yok Hafif

Rat Sayis1 7 7
DENEY

Grup i¢i % | %100,0 %100,0

Rat Sayisi 6 1 7
KONTROL

Grup igi % | %85,7 %14,3 %100,0

Rat Sayis1 13 1 14
TOPLAM

Grupi¢i % | %92,9 %7,1 %100,0

Huo ve arkadaglar tarafindan yapilan histopatolojik evrelemeye gore kontrol
grubunda tiim ratlarda (%100) evre 9 kirik iyilesmesi tespit edildi. Deney grubunda 1
ratta (%14,3) evre 7, 4 ratta (%57,1) evre 9 ve 2 ratta (%28,6) evre 10 kirik
iyilesmesi mevcuttu (Grafik-3). Her iki grubun median degeri evre 9 idi ve

istatistiksel olarak her iki grup arasinda anlamli farklilik yoktu (p=0,533).
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Grafik-3: 6. haftada Huo evrelemesine gore ratlarin dagilimi
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Grafik-4: Hiicre tipinin haftalara gére deney ve kontrol grubunda dagilimi
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Grafik-5: Graniilasyon dokusunun haftalara gére deney ve kontrol grubunda

dagilimi
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Grafik-6: Vaskiiler invzayonun haftalara gére deney ve kontrol grubunda

dagilimi
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Grafik-7:  Kikirdak dokusu gelisiminin haftalara gore deney ve kontrol

grubunda dagilimi
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Grafik-8: Osteoblastik aktivitenin haftalara gore deney ve kontrol grubunda

dagilimi
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Grafik-9: Yeni kemik olusumunun haftalara gére deney ve kontrol grubunda

dagilimi
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Grafik-10: Fibroz doku varligimin haftalara goére deney ve kontrol grubunda

dagilimi
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Grafik-11: Yabanci cisim varliginin haftalara gére deney ve kontrol grubunda

dagilimi

Mikroarray Gen Analizi

Yaptigimiz bu ¢alismada genler birinci saat, birinci hafta, tlgiincii hafta ve
altinc1 hafta sakrifiye edilen ratlardan intrakardiyak olarak alinan kanlardan izole

edildi. Bizim ¢aligmamizda 42 adet gen degerlendirmeye alind1 (Tablo-26).
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Tablo-26: Calismamizda degerlendirilen genler

Sembol Tanim Gname
Acvr2a Activin A receptor, type I1A Acvr2/rActR-11
Bglap Bone gamma-carboxyglutamate protein Bglap2/Bgp
Bmpl Bone morphogenetic protein 1 Bmpl

Bmp?2 Bone morphogenetic protein 2 Bmp2

Bmp3 Bone morphogenetic protein 3 PBMP3
Bmp4 Bone morphogenetic protein 4 BOMPR4A
Bmp5 Bone morphogenetic protein 5 Bmp5

Bmp6 Bone morphogenetic protein 6 VGR

Bmp7 Bone morphogenetic protein 7 BMP-7
Bmprla Bone morphogenetic protein receptor, type IA Bmprla
Bmprlb Bone morphogenetic protein receptor, type IB CFK-43a
BMPR2 Bone morphogenetic protein receptor, type Il Bmpr-11
Cdknla Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A Cipl/Wafl
Chrd Chordin Chrd

Collal Collagen, type I, alpha 1 COLIAl
Colla2 Collagen, type 1, alpha 2 Colla2
Col3al Collagen, type 11, alpha 1 MGC93704
Cst3 Cystatin C CYSC

Eng Endoglin MGC124909
Fos FBJ osteosarcoma oncogene c-fos

Fst Follistatin FOL1/Fst-288
Gdf5 Growth differentiation factor 5 Cdmpl

I1d1 Inhibitor of DNA binding 1 ID125A/1dbl
Igfl Insulin-like growth factor 1 Igfl

Igfbp3 Insulin-like growth factor binding protein 3 IGF-BP3

116 Interleukin 6 1Lg6/1fnb2
Cd79a Cd79a molecule, immunoglobulin-associated alpha Cd79a
Ltbpl Latent transforming growth factor beta binding protein 1 Ltbpl

Ltbp2 Latent transforming growth factor beta binding protein 2 Ltbp2

Ltbp4 Latent transforming growth factor beta binding protein 4 Ltbp4

Pdgfb Platelet-derived growth factor beta polypeptide SIS/c-sis
Serpinel Serine (or cysteine) peptidase inhibitor PAI1A/Pail
Smadl SMAD family member 1 Madhl
Smad2 SMAD family member 2 Madh2
Smad3 SMAD family member 3 Madh3
Smad5 SMAD family member 5 Madh5
Tgfbl Transforming growth factor, beta 1 Tgfbl

Tgfb2 Transforming growth factor, beta 2 Tgfb2

Tgfb3 Transforming growth factor, beta 3 MGC105479
Tgfbrl Transforming growth factor, beta receptor 1 MGC93659
Tgfbr2 Transforming growth factor, beta receptor Il Tgfbr2T
Tgfbr3 Transforming growth factor, beta receptor 111 betaglycan

Calismamizin 1. saatinde alinan kanlardan yapilan incelemelerde her iki grupta
Cst-3 (Cystatin C), Smad-2, TGF-BRIII (Doéniistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta

Reseptorii), Fst (Follistatin), Ltbp-2 (Latent Doniistiiriicii Biiylime Faktorii Beta
Baglayici Protein), TGF-B1, Ltbp-4, TGF-B2, Collal (Kollajen Tip I alfa 1), TGF-
B3, Colla2 (Kollajen Tip | alfa 2) gen ckspresyonlarinda anlamli degerler

saptanmadi.
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Kontrol grubunda 1. saatte BMP-5, BMP-6, BMP-7, Smad-1, TGF-BRII,
BMPR-IA, BMPR-IB, Eng (endoglin), BMPR-II, c-fos, Cdknla (Cyclin-dependent
Kinase Inhibitor 1A), Chrd (chordin), Gdf-5 (Biiylime Baskalasim Faktor), Id-1
(DNA Baglayci inhibitér 1), PDGF-B (Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii Beta
Polipeptit), IGF-1, Serpine-1 (Serin peptidaz inhibitorii), TGF-BRI gen

ekspresyonlarinda anlamli degerler saptanmadi.

Deney grubunda 1. saatte Col3al (Kollajen Tip Il alfa 1), IGFBP-3 (insiiliin
Benzeri Biiylime Faktorii Baglayici Protein), Ltbp-1 gen ekspresyonlarinda anlamli

degerler saptanmadi.

BMP-1 (2 kat), BMP-2 (2,13 kat), BMP-3 (3,2 kat), BMP-4 (3,25 kat), BMP-5
(kontrol grubunda anlamli deger saptanamadigi i¢in artis orani bildirilmemistir),
BMP-6, BMP-7, TGF-BRII, Smad-1, IL-6 (17 kat), BMPR-IA, BMPR-IB, Eng,
BMPR-II, c-fos, Cdknla, Chrd, Gdf-5, Id-1, PDGF-B, IGF-1, Serpine-1, TGF-BRI
gen ekspresyonlarini deney grubunda kontrol grubuna goére 1. saatte daha fazla

olarak tespit ettik.

Col3al (deney grubunda anlamli deger saptanamadigi i¢in degisiklik orani
bildirilemedi), 1GFP-3, Smad-3 (2,3 kat), Ltbp-1, Smad-5 (2,35 kat) gen
ekspresyonlari kontrol grubunda deney grubuna goére 1. saatte daha fazla olarak tespit
edildi.

Kollajen uygulamasindan bir hafta sonra yapilan incelemede kollajen
uygulanan grupla kontrol grubu arasinda anlamli derecede degisim gosteren gen

yoktu.

Defekt olusturulmasindan {i¢ hafta sonra almman kanlarda yapilan
degerlendirilmede kollajen uygulanan grupta kontrol grubuna gore ii¢ gende anlamli
azalma mevcutken hi¢bir gende anlaml diizeyde artisa rastlanmadi. Anlamli azalma
olan genler ise BMP-7, BMPR-IA, c-fos genleri idi. BMP-7 gen ekspresyonunda
yaklagik 2 kat, BMPR-IA gen ekspresyonunda yaklasik 2,8 kat ve c-fos gen

ekspresyonunda ise yaklasik 2,7 kat azalma mevcuttu.
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Defekt olusumundan alt1 hafta sonra alinan kanlarda yapilan inceleme sonrasi
kollajen uygulanan grupta, kontrol grubuna gore sadece bir genin ekspresyonunda
azalma tespit edildi. Anlamli azalma olan gen ise IGFBP-3 geni idi. IGFBP-3 gen
ekspresyonunda azalma yaklasik 3,6 kat idi

Kollajen uygulanan grubun kendi igerisindeki karsilagtirmasinda birgok gen
ekspresyonunda anlamli diizeylerde degisiklikler saptandi. Kontrol grubunun kendi
icerisinde yapilan karsilagtirmasinda ise kollajen grubundaki kadar ¢ok gen

ekspresyonunda degisiklige rastlanmadi.

Kollajen uygulamasi yapilan deney grubunun 1. saatinde 1. haftaya gore daha
fazla eksprese olan genler: BMP-1 (4 kat), BMP-2 (16 kat), BMP-3 (7,4 kat), BMP-
4 (7,4 kat), Acvr-lla (Aktivin Tip II Reseptor alfa) (2,6 kat), IL-6 (7,4 kat), Eng (2,3
kat), BMPR-II (2,2 kat), c-fos (3,48 kat), Gdf-5 (4,7 kat), PDGF-B (5,2 kat), IGF-1
(7,4 kat), Serpine-1 (7,4 kat) genleri idi. Deney grubunun 1. saatinde 1. haftaya gore
azalma olan gen ekspresyonlari: BMP-5 (2,7 kat), BMP-6 (2,8 kat), Cdknla (2,5
kat), Chrd (5 kat), 1d-1 (3,48 kat) idi.

Kollajen wuygulamasi yapilan grubun birinci ve lglincii haftasinin
karsilagtirmas1 sonras1 20 gen ekspresyonunda azalma ve bir gen ekspresyonunda
artig saptandi. Ekspresyonunda azalma olan genler BMP-7 (3,3 kat), Col3al
(Kollajen Tip Il alfa 1) (3,08 kat), IGFBP-3 (3,08 kat), BMPR-IA (2,97 kat),
BMPR-IB (3,08 kat), BMP-2 (2,53 kat), BMP-3 (3,08 kat), Cdknla (3,74 kat), Fst
(2,66 kat), Ltbp-2 (3,08 kat), BMP-4 (3,08 kat), Gdf-5 (Biiyiime Baskalasim Faktor)
(3,08 kat), Ltbp-4 (2,36 kat), BMP-5 (3,08 kat), Collal (3,08 kat), PDGF-f (2,1 kat),
BMP-6 (3,08 kat), Collo2 (Kollajen Tip I alfa 2) (3,08 kat), IGF-1 (3,08 Kat),
Serpine-1 (3,08 kat) idi. Ekspresyonunda artis olan genler ise Cst-3 (2,2 kat) ve Ltbp-
1 (2,8 kat) idi.

Kollajen uygulanmasi yapilan grubun birinci ve altinci haftalarinin
karsilagtirmast sonrast 19 gen ekspresyonunda anlamli azalma saptanirken

ekspresyonunda artis olan gene rastlanmadi. Ekspresyonunda azalma olan genler

BMP-7 (2,5 kat), Col3al (2,1 kat), IGFBP-3 (2,07 kat), BMPR-IB (3,08 kat), BMP-2
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(2,6 kat), BMP-3 (3,08 kat), Cdknla (2,69 kat), Fst (3,04 kat), Ltbp-2 (3,08 Kat),
BMP-4 (3,08 kat), Gdf-5 (3,08 kat), Ltbp-4 (2,3 kat), BMP-5 (3,08 kat), Collal
(2,72 kat), PDGF-B (3,03 kat), BMP-6 (3,07 kat), Colla2 (2,8 kat), IGF-1 (3,08 kat),
Serpine-1 (3,08 kat) idi.

Kollajen uygulamasi yapilan grubun ii¢lincii ve altinc1 haftalar1 arasinda

yapilan karsilastirmada ise ekspresyonunda artis ve azalma olan gen saptanmadi.

Kontrol grubu olarak alinan ve sadece femurlarinda defekt olusturulan grubun
kendi igerisinde yapilan karsilagtirmada kollajen uygulanan grupta oldugu kadar ¢ok

sayida gen ekspresyonunda degisiklik saptanmada.

Kontrol grubunun 1. saatinde 1. haftaya gore daha fazla eksprese olan genler:
BMP-1 (3,43 kat), BMP-2 (8,7 kat), BMP-3 (2,7 kat), BMP-4 (2,6 kat), Acvr-lla (2,6
kat), Col3al (2,14 kat), IGFP-3 (2,5 kat), Smad-3 (2,36 kat), Ltbp-1 (2,9 kat) genleri
idi. Kontrol grubunun 1. saatinde 1. haftasina gore ekspresyon diizeyinde sadece IL-6

(2,6 kat) azalma saptadik.

Kontrol grubunun birinci haftasi ile iiglincii haftasi arasinda yapilan
karsilagtirma sonras1 sadece birer adet gen ekspresyonunda artig ve azalma saptandi.
Ekspresyonunda azalma olan Cdknla (2,1 kat) iken ekspresyonunda artis olan ise Id-
1 (DNA Baglayci inhibitor 1) (2,1 kat) geni idi.

Kontrol grubunun birinci ile altinci haftalari arasinda yapilan degerlendirmede
ise yine Cdknla (3,55 kat) gen ekspresyonunda anlamli diizeyde azalma saptanirken

IGFBP-3 (2,01 kat) geninin ekspresyonunda anlamli diizeyde artis bulundu.
Kontrol grubunun {iglincli haftas1 ile altinci haftasi arasinda yapilan

degerlendirmede IGFBP-3 (3,21 kat) gen ekspresyonunda artig saptanirken herhangi

bir gen ekspresyonunda anlamh diizeyde azalisa rastlanmadi.
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TARTISMA

Yara iyilesmesi ve bunun 0zel bir sekli olan kemik defektlerinin iyilesme
stireci incelendiginde yaralarin spontan olarak iyilesme egiliminde olmalar1 bu tiir
caligmalarin en Onemli avantajlarmi teskil etmektedir. Bu sebeple kullanilan
biomateryallerin, iyilesme progesini hizlandirdig1 veya geciktirdigi rahat bir sekilde
tespit edilebilmektedir. Buna karsilik, onarim esnasinda ortaya c¢ikan molekiiler
seviyedeki bir¢ok fizyopatolojik mekanizmanin agiklanmasina ragmen, iyilesmeyi
olumlu yonde etkileyen biomateryallerin nasil etki ettikleri tamamen acikliga

kavusturulamamustir (120).

Kollajen, insan viicudunda en ¢ok bulunan protein olup biitiin proteinin
yaklasik %30’unu igerir (98). Dolayisiyla viicut agirligmin %6'sin1 olusturan ve
baslica yapisal fonksiyonu olan ¢ok 6nemli bir proteindir (121). Tip | kollajen lifleri;
kemik, dentin, tendon, organ kapsiilleri, deri, fibroz kikirdak, fasia, sklera gibi
dokular1 olustururlar ve fibroblast, osteoblast, odontoblast ve kondroblastlar
tarafindan sentez edilirler (120). Deri ve kemik kollajeninin, % 80-85'ni olusturur ve
bulunduklar1 dokuda gerilme kuvvetine karsi dayaniklilik kazandirir (120). Tip |
kollajen kemigin mekanik giicliniin biiyiik kismini saglar (98). Kemik matriksindeki
kollajen genellikle tendon ve derideki major yapisal protein olan tip I kollajendir
(121).

Genel olarak kollajen lifleri ¢esitli hiicre tiplerinin migrasyonu i¢in iskelet
gorevi goriirler (122,123). Bundan dolayr kollajen, hiicre migrasyonunda, hiicre-
matriks ve matriks-matriks iliskilerinde onemli rol oynar (13). Kollajen lifleri;
BMP’ler, TGF’ler, IGF’ler ve FGF’ler gibi bazi osteoindiiktif faktorleri saklayabilir
ve yapay kemik kavitesi hazirlandigi zaman bunlar kemik matriksinden kolayca
salgilanabilir (13). Kollajenin kendisi bu osteoindiiktif maddelere baglanamasa da bu
faktorlere yiiksek afinitesi olan gesitli ekstraseliiler matrikslere baglanabilir (124).
Eger boyleyse cesitli osteoindiiktif maddelerin kollajen lifleri tarafindan tutunmasi
mimkiin olabilir ve daha Once go¢ eden hiicrelerin osteoblastik hiicrelere
doniisiimiinii saglayabilir (13). Ilave olarak tip I kollajen osteoblastik farklilasmada

direkt olarak 6nemli bir rol oynayabilir (13,125,126). Tip I kollajenin al zincirini

59



a2P1 integrinle farklilagsmasi osteojenik hiicreleri etkileyebilir (13,125,127). Ciinkii
osteogenik hiicrelerde o2B1 integrini eksprese ederler. Xiao ve arkadaglari
osteokalsin geninin transkripsiyonel aktivitesinin a2B1 integrin araciligiyla
uyarildigini yaymlamislardir (13,128). Bundan dolay1 kollajenin osteokondiiktivitede

etkili oldugunu goézlemlemistir (13).

Kollajen implantlarin avantajlari; bunlarin biyolojik formiilasyonunu, hizlh
reabsorbsiyonunun, enflamatuvar reaksiyon ile hafif iliskisini ve kollajen elde edilme
teknikleri ve tamamen otojen bir implant olusturma yeteneklerini igerir (129). Ek
olarak kemikte baskin olan ve major ekstraselliiler bir bilesen olan tip I kollajen s1vi,
jel veya siingerimsi sekillerde olabilir (129). Son zamanlarda kraniofasial iskelette tip
I kollajen jellerinin kritik boyuttaki kafatas1 defektlerinin (12,129-131) ve ratlardaki

nazal defektlerin iyilesmesine yardimci olduklart gésterilmistir (129,132).

Tip I kollajen, osteoblast proliferasyonunu ve kemik iligi kaynakli hiicrelerin
osteogenik farklilagmasini stimiile eder (133,134). Tip | kollajen; osteoblastlar,
fibroblastlar ve endotel hiicreleri i¢in kemotaktiktirler (135-137). Tip | kollajen
kemik defektlerini doldurmak igin bazi arastirmacilar tarafindan kullanilmistir
(138,139). Daha onceki ¢alismalarda kollajenin osteogenezin etkili bir stimiilatorii
oldugu gosterilmistir (140). Bu nedenle kollajenin kemik defektlerini iyilestirme
tizerine etkilerini degerlendirmek icin ¢esitli ¢alismalar yiiriitilmiistiir (140) . Baz1
arastirmacilar  kollajenin  osteogenezi arttirdigina ait herhangi bir kanit

bulamamiglardir (141).

Otolog kemik greftlerinin hastaya yiikledigi morbidite ve allogreftlerin
maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle elde edilebilirligi kolay ve immiinolojik yaniti
az olan bioaktif materyallere yonelim artmistir. Bu materyaller i¢inde yer alan ve
lokal uygulanan kollajenlerin, doku onariminda etkili oldugu bir ¢ok arastirmaci
tarafindan tespit edilmistir (120,142-144). Yine bir ¢ok arastirmaci, kollajenin viicut
tarafindan tolere edilebildigi ve nontoksik bir materyal oldugunu (120), ayrica ¢ok
giiclii hemostatik etkilerinin oldugunu belirtmislerdir (120,144,145).
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Kollajenin bu etkileri goz oOnline alindiginda uygun bir materyal gibi
goriilmesine ragmen bazi ¢aligmalarda da bu etkilerinin saptanmamasi nedeniyle biz
calismamizda kemik defektlerinin tamirinde tip I kollajenin kaynamaya etkisini

histopatolojik olarak degerlendirmeyi uygun gordiik.

Murata ve arkadaslari, kollajen implantasyonundan 1 hafta sonra bazi
enflamatuvar hiicrelerin implantin dis tabakasina dogru infiltre oldugunu ve
mezenkimal hiicrelerin invazyonunun nadir oldugunu bildirdiler (146). Biz,

Murata’nin sonuglarindan farkli olarak enflamatuvar hiicrelere rastlamadik.

Yuya Taguchi ve arkadaslari, kollajen yerlestirilmesinden 1 hafta sonra yogun
kollajenin kemik defektlerini orttiigiinii tespit ettiler (13). Yeni kemik olusumunun
kavitenin alt bolgesinden basladigini ve kontrol grubu ile ayni sekilde yeni olusan
kemigin agst kemik profilini gosterdigini bildirdiler (13). Yuya Taguchi ve
arkadaslari; enflamatuvar hiicre gérmedi fakat monositler veya makrofajlar resorbe
olan kollajenin ¢evresinde dagilmisti (13). Biz 1 haftalik kontrol ve deney
kavitelerinde, Yuya Taguchi ve arkadaslarinin bulgulariyla uyumlu olarak,
monositleri tespit ettik. Kontrol grubu ile deney grubu arasinda enflamatuar hiicre
varlig1 ve tipi agisindan farklilik yoktu. Her iki grup benzerdi. Bizde 1. haftada
ozellikle deney grubunda yeni kemik olusumuna rastladik ve bu agsi kemikle

uyumluydu.

Yuya Taguchi ve arkadaslari, kontrol grubunda kavite olusturulmasindan 2
hafta sonra yeni olugan kemigin ags1 kemigi ortaya ¢ikaracak sekilde daha kalin
trabekiil gosterdigini bildirdi (13). Yeni olusan kemigin i¢ bolgesi, kemik iligine ve
¢ok sayida osteoblast ve trabekiiler yiizeyde yerlesmis osteoklastlara sahipti (13). Biz
1 haftalik kontrol kavitelerimizde orta siddetli osteoblastik aktivite tespit ettik.

Ertiirk ve Sengiin; 1 haftalik kontrol kavitelerinde, kemik yiizeyinde osteoblastik
aktivite ve minimal yeni kemik yapimi oldugunu gozlemislerdir (120,147).
Gilingoérmiis, 1 haftalik kontrol kavitelerinde kapiller damar proliferasyonu, aktif
fibroblastlardan olusan graniilasyon dokusu ve kollajen gelisimi oldugunu belirtti

(120). Biz Giingormiis’den farkli olarak kontrol kavitelerinin biiyiik ¢gogunlugunda
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orta siddetli osteblastik aktivite ve yeni kemik olusumu bulduk. Bizim kontrol
kavitelerimizde orta siddetli graniilasyon dokusu hakimken vaskiiler invazyon hafif
siddetliydi.

Kemik defektlerinde, kollajen jelin etkilerini deneysel bir c¢alismayla
degerlendiren Del Balso ve arkadaslarinin (120) 1 haftalik deney kavitelerindeki
bulgulariyla bizim 1 haftalik deney kavitelerimizdeki bulgularimiz hemen hemen
uyumluydu. Fakat biz, 1. haftada Del Balso ve arkadaslarindan daha fazla yeni kemik

yapilarina rastladik.

Glingdérmiis ve arkadaglari, 1. haftada deney kavitelerinde; lenfositten zengin
iltihabi mikst hiicre infiltrasyonu, belirgin fibroblastik proliferasyon, sayica artmis
kapiller damarlar, artmis kollajen, hafif bir osteoblastik aktivite ve yabanci cisim dev
hiicrelerin varligin1 da belirledi. Bu yabanci cisim dev hiicreleri osteoklastlar olarak
degerlendirdi (120). Biz 1 haftalik kontrol kavitelerinde monositleri tespit ettik.
Yabanci cisim reaksiyonu deney grubunda kontrol grubuna goére bir miktar daha
fazla olmakla beraber hemen hemen benzerdi. Biz bunu osteoklastlar olarak
yorumlamadik bize gore uyguladigimiz tip I kollajene immiin yanitin az oldugunun
bir gostergesiydi. Biz alici dokunun tip I kollajene karsi red cevabi gelistirmedigi
kanaatindeyiz. Ciinkii Thomas ve arkadaslar1 ile Sweeney ve arkadaslari; bazal
membran veya laminin jellerinin implantasyonu sonrasinda ratlarda laminine karsi
dolasan antikorlarin indiiklendigini fakat tip I kollajene kars1 (rat kuyrugundan elde
edilmis) olmadigini géstermisler (12,148).

Biz c¢alismamizin histopatolojik incelemesinde, Huo ve arkadaslarinin
tanimladig1 histopatolojik evrelemeyi de kullandik (117-119). Bu histopatolojik
evrelemeye gore deney grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli (p=0,027) farklilik
saptandi. Deney grubunda, kontrol grubuna gore 1. haftada kaynamayi daha iyi
olarak bulduk. Kollajen uygulamasi kaynamayi ilk haftada hizlandirmisti.

Yuya Taguchi ve arkadaslari, kontrol grubunda 3. ve 4. haftalarda yeni olusan
kemigin daha kalin trabekiil gosterdigini fakat yeni kemigin periosteal yiizeyinin

konkav olarak kaldigini bildirdiler (13). Osteoblastlar hala kenar bolgede yogun
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olarak bulunmaktaydi (13). Biz kontrol grubunda bu haftada osteoblastlart yogun
olarak bulduk. Yeni kemik olusumu da bu dénemde, kontrol grubunda deney

grubundaki gibi siddetli olarak saptandi.

Yuya Taguchi ve arkadaslari, deney grubunda operasyondan 3 hafta sonra yeni
olusan kemigin, periferdeki kemigin yiiksekligi ile hemen hemen ayni yiikseklige
ulastigini saptadilar (13). Yeni kemik olusumunda ¢ok sayida osteoblastin aktif
kemik olusumunu gosterir sekilde toplandigini ve birkag makrofaj tespit ettiler (13).
Biz 3. haftada osteoblastik aktiviteyi orta diizeyde ve kikirdak olusumunu zayif
olarak tespit ettik. Yeni olusan kemik, periferdeki kemigin seviyesine ulagmisti.

Bizde kirik hattinda monositler tespit ettik.

Ertiirk, 3 haftalik kontrol kavitelerinde, periosteal yiizden kaviteye kadar
olduk¢a kalin ve iyi gelismis kemik trabekiilleriyle doldugunu ve bazi alanlarda
kemigin, lameller kemik niteligi kazandigmni bildirdi (120,147). Sengiin, 21 giinliik
kontrol kavitesinde; oldukga kalin ve iyi gelismis kemik trabekiilleri ile doldugunu ve
normal gériiniimde bir kemik iligi saptadi (120). Biz, Ertiirk ve Sengiinden farkli olarak
3. haftada kontrol grubunda yeni kemik olusumunu siddetli olarak saptadik ve deney
grubuyla benzer nitelikteydi.

Gabor Fuerst, kollajen uygulanmasi sonrasi 4. haftada periosttan,
endosteumdan ve kemik kenarlarindan orjin alan yeni olusmus kemigin tamamen
defektleri kapatmadigini saptadilar ve yeni olusan kemigin lameller tipte ve immatiir
oldugunu bildirdiler (133). Gabor Fuerst, defektlerin kenarlarindaki haversiyen
kanallarinin kemik rezorbsiyonu ile dilate oldugunu ve yeni olusan kemige cutting
cons’lar ile baglantili oldugunu bildirdi (133). Doldurucu kollajenin hala yeni
olusmus kemik arasina dagildigimi saptadi. Multiniikleer makrofajlara ise seyrek
olarak rastladi (133). Biz 3. haftada yaptigimiz incelemede Gabor Fuerst’in
bulgulartyla uyumlu olarak defektin tamamen kemik ile dolmadigini ve yeni olusan
kemginde immatiir kemik oldugunu tespit ettik. Biz de az miktarda monositik hiicre

infiltrasyonuna rastladik.
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Gabor Fuerst, kollajensiz grupta 4. haftada mandibulanin kortikal kemigindeki
delik kenarinin histolojik olarak agik¢a goriildiigiinii bildirdi (133). Kemik tamiri;
periost ve endostium kenarindan orjin alarak defektin merkezine dogru ¢ikinti
seklinde ilerledi (133). Tam bir kemik kaynamasi yoktu. 4. haftada kollajen ve
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik mevcuttu. Biz de kontrol grubumuzda tam
bir kaynamay1 bu donemde tespit edemedik. Fakat bu donemde kollajenli grup ile

kontrol grubu arasinda kaynama agisindan fark saptamadik.

Saygi, bu donemde yogun bag dokusu artisi ile beraber osteoblastik
proliferasyon gosteren kemik yapimi oldugunu saptamigdir (120). Biz bu dénemde,
kontrol kavitelerinde degisik derecelerde fibroz doku saptarken osteoblastik aktiviteyi;

kontrol grubunda deney grubuna gore daha fazla saptadik.

Glingdrmiis ve arkadaslari, ¢calismalarinin 21 giinliik kontrol kavitelerinde; orta
derecede fibroblastik aktiviteyle beraber osteoblastik aktivitede artma oldugunu ve orta
derecede kalsifiye alanlar tespit ettiler. Ayrica bu kavitelerde yogun bir kollajen
yapimi oldugunu gézlemlediler (120). Biz ¢alismamizin 3. haftasinda kontrol ve deney
grubunun ikisinde de benzer sekilde mononiikleer hiicre infiltrasyonu saptadik.
Ayrica kontrol kavitelerinde; orta ve yogun arasi osteoblastik aktivite ve degisik
oranlarda fibr6z doku saptadik. Fakat kontrol grubunda 3. haftada hala kikirdak

olusumuna rastlamadik.

Murata, 3. haftada ince bir fibr6z dokunun, implant ve orijinal kemik arasinda
invaze oldugunu buldu (146). Tastyict kollajen implantin periferinde kismen absorbe
idi (146). Biz de Murata ve arkadaslar1 gibi 3. haftada hafif siddetli fibroz doku
olusumunu tespit ettik. Fakat kollajenin 3. haftada tamamen absorbe oldugunu

gordiik.

Saygi, 3 haftalik kollajen uyguladig: kavitesinde; ince kemik dokusunun ince
trabekiillerini ve bunlarin arasinda yogun bag dokusu, bol damar, belirgin bir
osteoblastik aktivite ve makrofajlar oldugunu belirlemistir (120). Giingérmiis, 3
haftalik deney kavitelerinde orta derecede fibroblastik aktiviteyle beraber ¢ok belirgin

bir osteoblastik aktivite ve bu bolgelerde genis kalsifiye olmus alanlar ile ¢ok yogun bir
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kollajen yapimi oldugunu tespit etti (120). Biz deney grubumuzda 3. haftada kontrol
grubundaki gibi genelde mononiikleer hiicre infiltrasyonu saptadik. Graniilasyon
dokusunu bu déonemde hafif ve orta siddetli olarak tespit ederken vaskiiler invazyonu
orta siddeli olarak tespit ettik. Kikirdak olusumu hafif siddetliyken osteoblastik
aktiviteyi, orta ve yogun siddetli arasinda buluduk. Biz bu donemde Saygi ve
Glingdrmiis’ten farkli olarak osteoblastik aktivite ve yeni kemik olusumu agisindan

kontrol grubu ile deney grubu arasinda fark saptamadik.

Yine Glingdrmiis ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklar1 deneysel ¢calismada,
28. giinde kontrol grubunun defektlerinde mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
fibroblastik aktivite, agir kollajen gelisimi, orta osteoblastik aktivite ve kalsifikasyon
gozlemlediler. Kollajen uyguladiklar1 defektlerin yeni kemik ile doldugunu saptadilar
(140). Biz 3. haftada kontrol grubunda ¢ok az sayida mononiikleer hiicre
infiltrasyonuna rastladik. Degisik derecede fibroz doku gelisimi mevcuttu. Yine
kontrol grubunda orta siddetli osteoblastik aktiviteye rastladik fakat kikirdak
olusumu kontrol grubunda mevcut degildi. Biz Glingérmiis’den farkli olarak kollajen

uygulanan grupta 3. haftada tamamen kemik olusumu izleyemedik.

Biz 3. haftada deney grubu ile kontrol grubu arasinda Huo’nun evrelemesine
gore ve degerlendirdigimiz parametrelere goére iyilesmede farklilik gormedik.
Kollajenin kaynamaya olan etkisinin 3. haftada kontrol grubuyla ayni oldugunu
saptadik. Biz Yuya Taguchi, Ertiirk, Saygi ve Gilingdrmiis’iin sonuglarindan farkl
olarak bu dénemde kollajenli grup ile kontrol grubunda kirik iyilesmesi agisindan fark
tespit etmedik.

Pierre Saadeh, postoperatif 6. haftada kontrol mandibulasinin gross
incelemesinde; orijinal defekte yakin ¢apta minimal kemik tamiri ile sirkiiler defektin
acikca gorildiigini belirledi (129). Tip I kollajen jelinin implante edildigi
mandibulalarda defekt sinirlar1 agikga tanimlanamiyordu ve defekt ince kirilgan bir
kemik koprii ile kaplanmist1 (129). Biz 6. haftada hem kontrol grubunda hem de
deney grubunda defektleri gozle tespit edebiliyorduk. Deney grubunda defeklerin
kontrol grubuna gore ¢ok daha kiigiik oldugu fark edilebiliyordu.
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Pierre Saadeh, kontrol hayvanlarinda defektin sinirlarinin ince bir fibroz
konnektif doku ile acgik bir sekilde tanindigini gosterdi (129). Deney hayvanlarinda
defektin organize kortikal kemik plaklari ile tam ya da tama yakin tamir oldugunu
gozlemledi. Her iki gruptada lenfositik infiltrasyon tespit etti. Deney 6rneklerinde
kollajen jel implantlarimin kalintisina rastlamadi (129). Biz 6. haftada Pierre
Saadeh’den farkli olarak enflamatuvar hiicre tespit edemedik yok denecek kadar az
monositik infiltrasyon mevcuttu. Hem kontrol hemde deney grubunda fibréz doku
yok veya hafif siddetli olarak tespit ettik. Her iki grupta birbirine benzer sonuglar
bulduk. Biz yine Pierre Saadeh’den farkli olarak kontrol grubunun hemen hemen
hepsinde az miktarda matiir kemik ve genelde immatiir kemik tespit ettik. Deney

grubunda ise 2 ratta tam kemik iyilesmesi yani matiir kemik mevcuttu.

Murata, 6. haftada kollajen liflerinin yogun bir sekilde parietal kemik {izerinde
y1gildigim1 ve ince bir fibroz doku ile ¢evrili oldugunu bildirdi ve implantin
biiytikligii ve yiiksekligi azalmig olarak degerlendirdi. Periost temel olarak lif
bilesenlerinden olusmaktaydi ve osteoblastlar yoktu. Implantlarin igerisinde ne
kemik ne de kikirdak gozlenmedi (146). Biz Murata’dan farkli olarak hem deney
hem de kontrol grubunda ya fibr6z doku yoktu ya da yok denecek kadar azdi.
Osteoblastik aktivite deney grubunda hafifden siddetliye kadar degisik derecelerde
saptanirken kontrol grubunda orta siddetli olarak bulduk. Ayrica Murata’dan farklh
olarak biz hem kontrol grubunda hem de deney grubunda yogun olarak immatiir ags:

kemik olusumu ve az miktarda matiir lameller kemik olusumu izledik.

Gabor Fuerst, 8. haftada defektlerin ¢ogunun yeni olusmus kemik ile
doldugunu, ags1 kemigin daha az belirgin oldugunu ve ¢ogunlukla lameller kemige
remodele oldugunu bildirdi. 8. haftada kollajen ve kontrol gruplar arasinda belirgin
farklilik bulamadi (133). Fakat biz 6. haftada hem kontrol grubundaki hemde deney
grubundaki ratlarda genelde immatiir kemik olusumuna eslik eden az miktarda matiir
kemik olusumlarim tespit ettik. Sadece deney grubunda 2 ratta tam matiir kemik
olusumu mevcuttu fakat deney ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark tespit etmedik.
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Schlegel, Collos (domuz tip I kollajeni) kullandig1 gruplarda yumusak dokular
ile kortikal bir ara yiiziin olmadigi, orijinal defektin tam bir yapisal kemik ile
doldugunu 12. haftada gordii (149). Biz ise tip I kollajen uyguladigimiz deney

gruplarinda neredeyse 6. haftada lameller kemik olusumunu tespit ettik.

Thomas ve arkadaslari, 2 ile 12. haftalar arasinda 2 haftada bir taranan tip I
kollajen implante edilmis ratlarda tamirin en fazla oldugu donemi ilk 6 hafta olarak
gosterdi (12). Biz tip I kollajenin en etkin oldugu dénemi 1. hafta olarak belirledik.
3. ve 6. haftalarda kontrol grubu ile farklilik saptayamadik. Fakat yinede tip |

kollajen uygulanan grup, kontrol grubuna gore bir miktar daha iyi iyilesme gosterdi.

Thomas ve arkadaglari, tip I kollajen miktarinin tamir oranini artirip
artirmadigin1  géstermek icin tip I kollajen miktarin1 arttirarak implantasyon
yapdiklari ratlarda 12. haftada defektlerin tamamen iyilestigi gozlemisler. Kollajen
miktariyla iyilesmenin dogru orantili oldugunu bildirdiler (12). Biz ¢alismamizda 4
mg tip I kollajen ile olusturdugumuz defektlerin tamamini doldurduk ve farkli dozlari
karsilastirmadik. Daha yiiksek dozlarda uygulasaydik beklide Thomas ile aym

sonuclari elde edebilirdik.

Thorwarth; kemik defekti olan vakalarda otojen kemik kullaniminin hala altin
standart oldugunu bildirmektedir (150-152). Osteogenik potansiyelinden dolay1
otojen kemik grefti en etkili kemik greft matreyalidir (150,153). Bununla birlikte bu
greftin miktarinin sinirh olmasi, elde ederken morbiditeyi artirmasi ve ek bir cerrahi
girisim gerektirmesi otogreftlerin dezavantajlaridir (150,154,155). Bu riskleri
azaltmak i¢in kemik yerine gegebilecek materyaller veya bunlarin otojen kemik ile
kombinasyonu kullanilabilir (150,156-158). Bu materyallerin avantajlar1 sinirsiz
kaynak, kolay sterilizasyon ve depolamadir. Bu iiriinlerin artmis sayisina ragmen su
ana kadar ideal tek bir materyal yoktur (150,159). Kemik yerine kullanilan
materyaller osteogenez icin gerekli hiicresel elemanlar1 saglamazlar (150). Bunlar
osteoindiiktiif olarak diisiiniilemezler (150). Sadece yeni kemik depolanmasi i¢in bir

yapi iskelesi saglayarak osteokondiiktif etki gosterirler (150).
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Kollajen lifleri; BMP’ler, TGF’ler, IGF’ler ve FGF’ler gibi baz1 osteoindiiktif
faktorleri saklayabilir ve yapay kemik kavitesi hazirlandigi zaman bunlar kemik
matriksinden kolayca salgilanabilir (13). Kollajenin kendisi bu osteoindiiktif
maddelere baglanamasa da bu faktorlere yiiksek afinitesi olan c¢esitli ekstraseliiler
matrikslere baglanabilir (124). ilave olarak Tip | kollajen, osteoblastik farklilasmada
a2P1 integrin ekspresyonu ile direkt olarak onemli bir rol oynayabilir (125,126).
Ciinkii osteogenik hiicrelerde 021 integrini eksprese ederler. Xiao ve arkadaslari
osteokalsin geninin transkripsiyonel aktivitesini a2B1 integrin araciligiyla uyardigin

yayinlamiglardir (128).

Biz de ¢alismamizda Tip I kollajenin osteogenezde rol alan bazi genlerin
ekspresyonunda herhangi bir degisiklige etkisi olup olmadigini arastirdik. Bunun i¢in
TGF-p ailesi liyelerinden 42 adet geni arastirmay1 uygun gordiik. Literatiirde; kirikta
cesitli genlerin ekspresyonlart galigilmis. Fakat tip I kollajenin etkisini degerlendiren
calismalar ¢ok kisithydr ve genellikle kiriktaki kallus dokusundan calisilmisti. Biz

gen ekspresyon Uriinlerini periferik kanda degerlendirmeyi uygun gordiik.

Kollajen uygulamasindan bir hafta sonra yapilan incelemede; Kkollajen
uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda anlamli derecede artis gosteren gen

olmadig: fark edildi.

Ohta, c-fos mRNA’nin belirgin ekspresyonu kirikta sonra 7 ila 10. giinler
arasinda gozlemledi. Bu donemde osteblastlar belirgin hiicresel bileseni
olusturuyordu (151). Ohta, 2. haftaya kadar ekspresyonun devam ettigini fakat bu
donemden sonra asamali olarak diisiik seviyelere geriledigini bildirdi (151). Ohta,
kirik olusturulmayan kontrol grubunda c-fos ekspresyonu saptamadi. Ohta, c-fos
geninin osteoblastik farklilasmada spesifik rol oynadigini diisiindii ve kondrojenik
farklilasmanin gergeklestigi kiriktan sonraki ilk 7 giinde c-fos mRNA’smi1 tespit
edemedi (151). Biz ¢alismamizin 1. saatinde kontrol grubunda c-fos ekspresyonunu
saptayamadik. Deney grubunda ise 1. saatte maksimum ekspresyon saptadik. Ilk
haftada c-fos geninde kontrol grubuna goére deney grubunda anlamli diizeyde
degisiklik saptamadik. 3. haftada kontrol grubuna gore yaklasik 2,7 katlik bir azalma
tespit ettik. Deney grubunda 1. saatte tip I kollajenin etkisi ile inflamatuvar siire¢
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daha fazla miktardaydi. Bu yilizden deney grubunda c-fos ekspresyonu daha fazla
miktarda indiiklendi. ilk haftada her iki grupta da histolojik olarak kikirdak yapilar
baskin oldugundan Ohta ve arkadaslarinin bildirdigiyle uyumlu olarak c-fos
ekspresyonununda fark tespit edemedik. 3. haftada kontrol grubunda osteoblastik
aktivite deney grubuna gore daha fazla oldugu ve kikirdak olusumu daha az, immatiir
kemik olusumu daha fazla oldugu i¢in c-fos gen ekspresyonundaki azalmay1 tespit
ettik.

Yan Yiu Yu ve arkadaglari, 7. ve 10. giinlerde kondrositlerde BMP-7 igin
kuvvetli immiin boyanma gdosterdi ve 14. giinde ostoblastlar ve osteositlerde BMP-7
icin immiin boyanma gézlemlemedi. 21. giinde sadece BMP-5 ve BMP-7 ags1 kemik
boyunca olan endotel hiicrelerinde zayif immiin boyanma gosterdi (161). Biz BMP-5
ve BMP-7 ekspresyonuda 1. saatte kontrol grubunda anlamli deger saptamadik deney
grubunda ise bir miktar ekspresyon mevcuttu. 1. haftada ise deney ve kontrol grubu
arasinda anlamli degisim saptanmazken BMP-5 i¢in her iki grupta da 1. saate gore
anlamli artis mevcuttu. BMP-7 igin ise anlamli diizeyde degisim mevcut degildi. Tlk
haftada osteoblastik aktivite ve yeni kemik olusumunun artmasiyla BMP-5 ve BMP-
7 ekspresyonunda maksimum degerler saptadik. Deney grubunda 1. saatte BMP-5 ve

BMP-7 ekspresyonunda ki fazlalig1 Tip I kollajene bagladik.

Yan Yiu Yu ve arkadaslar1 BMP antagonisti olarak degerlendirdikleri BMP-3
ve noggin ekspresyonlarin1 7. giinde kondrositlerde ve 10. giinde ags1 kemikteki
osteoblastlarda zayif olarak saptadilar ve 14. giinde her ikisinin ekspresyonunu tespit
etmediklerini bildirdiler (161). Takahiro Niikura ve arkadaslari, atrofik kaynamama
ile standart iyilesen kiriklari karsilastirdiklar ¢alismada BMP-3 ekspresyonunu
atrofik kaynamamada standart iyilesen kriklara gére daha diisiik buldular. Belirgin
farkliligi 10., 14. ve 21. giinler buldular (162). Standart iyilesen kiriklarda ise BMP-3
ekspresyonunu 21. giline kadar artis gosterdigini buldular. Biz ¢alismamizda kollajen
uygulanan grupta 1. saatte deney grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
daha fazla BMP-3 ekspresyonu saptadik. 1. haftada anlamli olmamakla birlikte
BMP-3 ekspresyonunu deney grubunda bir miktar daha fazla olarak tespit ettik. Her
iki grupta da BMP-3 ekspresyonu 1. saatte maksimumdu. Deney grubunda kontrol

grubuna goére azalma miktar1 daha fazlaydi. Bizim ¢alismamizda ilk saaete BMP-3
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ekspresyonunun maksimum olmasi nedeniyle ve haftalar ilerledik¢e azalmasi
nedeniyle biz BMP-3’lin antagonist degil osteogenezi baslatmada diger BMP’leri

indiikledigini ve onlarin fonksiyonlarini diizenlendigini diistindiik.

Takahiro Niikura ve arkadaslari, ¢alismalarinda diger bir BMP antagonisti
olarak bilinen chordin ekspresyonlarinda incelenen zamanlar boyunca bir farklilik
tespit etmediler (162). Biz, chordinin ekspresyonunu ilk haftada maksimum olarak
bulduk. 3. haftada ekspresyonu azalmakla birlikte 6. haftada bir miktar artis1 tekrar
saptadik. Bu chordin ekspresyonunun ilk hafta maksimum olup 3. hafta azalmasi ve
6. haftada tekrar bir artis gostermesi, BMP antagonisti etkisi olabilecegi gibi BMP
diizenleyici etkisini ve remodelingde osteoklastlari aktive edici etkisi olabilecegini

diistindiirmekte.

Jason, operasyondan 1 hafta sonra iyilesen osteotomi dokusunun kesitlerinin
immiinohistokimyasal analizinde BMP-7 ekspresyonunun yeni olusan kirik
kallusunda belirgin oldugunu ve bunun osteotomi kenarlar1 boyunca osteoblastlar ve
osteoklastlara lokalize oldugunu gosterdi (163). Operasyondan sonra 3. ve 4.
haftalarda kemik depolanmasi ve remodeling azaldikga BMP-7 i¢in boyanan hiicreler
azald1 (163). Osteotomi bolgesine yakin olan periosteal hiicrelerde, aktif kemik
depolanmasi ve remodeling boyunca BMP-7 i¢in pozitif boyandigini bildirildi (163).
Biz BMP-7"nin tip I kollajen etkisiyle deney grubunda 1. saatte eksprese oldugunu
saptadik. Ilk haftada kontrol grubuna gére deney grubunda BMP-7 ekspresyonu i¢in
anlaml farklilik saptamadik. 3. haftada kontrol grubunda osteoblastik aktivite ve
immatlir kemik olusumu, deney grubundan daha fazla oldugu icin BMP-7

ekspresyonunda azalmay1 Jason ve arkadaslariyla uyumlu bulduk.

Yan Yiu Yu ve arkadaslari, BMPR-IA i¢in 3. ve 5. giinlerde periostta zayif
imminiinolojik boyanma tespit ederlerken, graniilasyon dokusunda tespit edemediler
(161). Osteoblastlarda ise 7. giinden 10. giine kadar BMPR-IA immiin boyanmasi
artarken 14. giinden sonra tespit edilemeyecek diizeye kadar azaldigini fark ettiler.
Fakat endotel hiicrelerinde 21. giine kadar tespit ettiler (161). Biz BMPR-IA
ekspresyonunu 1. saatte kontrol grubunda tespit edemezken deney grubunda

ekspresyon mevcuttu. Bunu uyguladigimiz tip I kollajenin etkisi ile olusan
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inflamatuvar reaksiyona baglamaktayiz. Biz 1. haftada her iki grup arasinda BMPR-
IA ekspresyonu agisindan fark saptamadik. Fakat 3. haftada deney grubunda, kontrol
grubuna gore yaklasik 2,8 kat azaldigini tespit ettik. Bu belirgin azalmayir bu

donemde kontrol grubunun iyilesmesinin daha iyi olmasina bagladik.

Yan Yiu Yu ve arkadaslari, BMPR-IB i¢in immiin boyanmay1 5. giinde
kondrositlerde hafif siddetli saptamaya baslarken 7. giinde hem kondrositlerde
hemde osteoblastlarda maksimum ekspresyon gosterdiklerini tespit ettiler (161).
BMPR-IB boyanmasi kondrositlerde 10. gliinde maksimum seviyelerini siirdiiriirken
osteoblastlarda 10. giinden itibaren azaldigini ve 21. glinden sonra hem kondositlerde
hem de osteoblastlarda tespit edilemedigini bildirdiler (161). BMPR-IB ekspresyonu
icin anlamli deger 1. saatte kontrol grubunda saptanamadi. Fakat deney grubunda
ekspresyon mevcuttu ve bu diizeyini 1. haftaya kadar devam ettirdi. Biz BMPR-IB
ekspresyonunun maksimum diizeylerini Yan Yiu Yu’dan farkli olarak ilk saatte
bulduk. ilk haftada deney grubunda ekspresyonu, kontrol grubuna gére bir miktar
daha fazlayd: fakat anlamli diizeyde degildi. 3. haftada ekspresyonu azaldi ve bu
seviyeyli 6. haftaya kadar devam ettirdi. Bu ekspresyon paterni BMP’lerin
ekspresyon paternine benzemekteydi. BMPR-IB diger BMP reseptorleri gibi

BMP’lerin etkilerini gostermelerine aracilik etmektedirler.

Yan Yiu Yu ve arkadaslari BMPR-II ekspresyonunu; 7. giinde hem
kondrositlerde hem de osteoblastlarda tespit ettiler ve bu ekspresyon seviyelerinin
10. gline kadar devam ettigini bildirdiler. 14. giinde ekspresyonun azaldigini ve 21.
giinden sonra tespit edemediklerini bildirdiler (161). Biz ¢alismamizda Yan Yiu
Yu’dan farkli olarak BMPR-11 ekspresyonunu ilk saatte maksimum olarak bulduk. 1.
haftadan itibaren azaldigini tespit ettik fakat ekspresyonlar1 azalmakla birlikte 6.
haftada bile devam etmekteydi. Yapilan bir ¢ok c¢alisma BMP’ler, BMP
antagonistleri, BMP reseptorlerinin eksik oldugu farelerde kemik kiitlesindeki orta
derecedeki degisikliklerden siddetli iskelet anormalliklerine kadar cesitli derecelerde
kemik defektlerini indiiklendigini gosterilmistir (161,164-171). BMPP-II’ninde
ekspresyon paterni BMPR-IA, BMPR-IB ve BMP’lerin ekspresyon paternine
benzerlik gdsteriyordu. Buda BMPR’lerin BMP etkilerini ortaya cikarmak igin

gerekliligini gostermektedir.
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IGFBP kemik hiicrelerini de igeren gesitli hiicreler tarafindan iiretilirler ve IGF
aktivitelerini diizenlerler. IGFBP’lerin IGF-1’in elde edilebilirligini, bunu hedef
hiicreye tasiyarak ya da bagliyarak diizenledigi bilinmektedir (172). IGFBP-3
serumda en ¢ok bulunan IGFBP oldugundan dolayr IGFBP-3 seviyelerindeki
degisiklikler IGF-1’in aktivitesini degistirebilir. Azalmis IGFBP-3 seviyeleri IGF-
I’in serumda artmis tespiti ile koreledir (172). Tatsuhumi Taniguchi ve arkadaslari,
IGFBP-3’iin konsantrasyonunun vakalarin ¢ogunda kiriktan sonra hemen azaldiginm
ve daha sonra belli bir seviye yiikseldigini bildirdiler (172). Biz IGFBP-3
ekspresyonunun kiriktan sonra 1. saatte her iki gruptada ¢ok diisiik seviyelerde
oldugunu 1. haftada artis gosterip 3. haftada tekrar diislis gosterdigini bulduk. Bu
azalmayi 6. haftada kontrol grubunda daha fazla olmakla beraber her iki grupta artis
takip etti. Bunun sebebini de 6. haftada deney grubunda tamamen matiir kemik ile
iyilesme gosteren ratlarin bulunmasina ragmen kontrol grubunda tamamen matiir

kemik olusumu olan ratlara rastlanmamasi olarak degerlendirdik.

Takahiro Niikura ve arkadaslari, BMP-2,4,6,7°nin gen ekspresyonunu standart
tyilesen kiriklar ile karsilastirildiginda nonunionlarda kontrol zamanlar1 boyunca
belirgin olarak diisiik buldular (162). BMP-2’ye dair istatistiksel farkliliklar1 10., 14.,
21. ve 28. giinlerde gozlemlediler. En fazla degisikligi 10. giinde buldular. BMP-4’¢
dair belirgin degisiklikleri 7., 10., 14. ve 21. gilinlerde gozlemlerken 7. giinde
maksimum degisiklik buldular. BMP-6’ya dair belirgin degisiklikleri 10., 14., 21. ve
28. giinlerde gordiiler. 10. giinde maksimum degisiklik saptadilar. BMP-7°de 7., 10.,
14. ve 28. giinlerde belirgin degisiklikler bildirdiler ve maksimum degisikligi 7.
giinde buldular. BMP-2, 4, 6 ve 7 i¢in gen ekspresyonu paterninin ¢ok benzer
oldugunu gozlemlediler (162). Biz BMP-2 ve BMP-4 maksimum ekspresyonunu 1.
saatte saptadik. Kontrol grubuna gére deney grubunda anlamli diizede artis mevcuttu.
Biz BMP-2 ekspresyonunda kollajen uygulamasi yapilan deney grubunda 1. haftaya
gore 3. haftada 2,53 kat azalma saptadik ve BMP-2, 3. haftadaki degerine yakin
degerleri 6. haftaya kadar devam ettirdi. Fakat kontrol grubunda BMP-2 seviyeleri 1.
haftadan sonra hemen hemen aymi diizeyde devam ectmekte idi. Biz Takahiro
Niikura’dan farkli olarak BMP-2 ekspresyonunda maksimum artis1 1. saatte saptadik
ve bu donemden sonra 6. haftaya kadar artis gostermedi. BMP-4’de ve BMP-6’da
BMP-2 gibi deney grubunda 3. haftada 3,08 kat azalis gdsterirken 6. haftaya kadar
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ekspresyonunda degisiklik saptanmadi. BMP-4 ve BMP-6 i¢in kontrol grubunda
haftalara gore belirgin bir artig saptamadik. BMP-7’yi ilk haftada deney grubunda
kontrol grubuna gore daha diisiik seviyelerde tespit ettik ve deney grubunda 3.
haftada BMP-7 ekspresyonunda 1. haftaya gore 3,3 katlik bir azalma saptarken
kontrol grubunda bu azalmayi saptamadik. Deney grubunda da 6. haftada
ekspresyonunda ki azalmada bir miktar yavaglama tespit ettik. Biz Takahiro Niikura
gibi BMP-2 ve 4 ekspresyonunda benzer patern izledik. Fakat biz Takahiro
Niikura’dan farkli olarak BMP-2 ve 4’{in ekspresyon pikini 1. saatte tespit ettik.
Kirik iyilesmesinin 1. saattinde, deney grubunda pik yapan BMP-2 ve 4, 3. haftada
azalirken 6. haftaya kadar seviyelerinde 6nemli miktarda degisiklik olmadi. BMP-7
ekspresyonu farklilik arz etmekteydi. 3. haftada kontrol grubunda daha yiiksek
diizeyde tespit ettik ve deney grubunda diger BMP’ler gibi haftalarla birlikte azalma
devam etti. Biz ilk saatte ki BMP gen ekspresyonlarindaki piki kollajenin etkisi
olarak yorumladik. Kollajen uygulanan deney grubunun histopatolojik incelemesinde
de kontrol grubuna gore iyilesmede anlamli farklilik mevcuttu. Kollajenin
kaynamay ilk haftada arttirmasi BMP-2, 4 ve 6 gen ekspresyonundaki bu artisla

sagladig diisiiniilebilir.

Yan Yiu Yu ve arkadaglari, Smad-1 ve Smad-5 maksimum ekspresyonunu 3.
giinde periosteal hiicrelerde, 7. giinde kondrositlerde ve 10. giinde osteoblastlarda
saptadilar. Bu zamandan sonra hepsinde azalma olurken 14. giinden sonra sadece
kondrositlerde hafif derecede ekspresyon sergiledigini buldular (161). Tasima Haque
ve arkadaglarinin distraksiyon osteogenezinde yaptiklar1 g¢alismada, Smad-1 ve
Smad-5 ekspresyonunu ilk haftada tespit edemediler (173). 2. haftadan itibaren
Smad-1 ve Smad-5 ekspresyonunu, kondrositlerde daha fazla olmak iizere osteoblast
ve fibroblastlarda tespit ettiler (173). Bu ekspresyonun 4. ve 5. haftalarda maksimum
seviyeye kondrosit ve fibroblastlarda ulastigin1 buldular (173). 6. haftada
ekspresyonlar1 kondrosit ve fibroblastlarda bir miktar azalirken osteoblastlarda
hemen hemen ayni ekspresyon seviyelerini devam ettirdigini buldular (173). Bizim
calismamizda Smad-1’in maksimum ekspresyonu deney grubunda ilk saatte, kontrol
grubunda ise 3. haftada olustu. Deney grubunda 6. haftada tekrar bir miktar artis
gosterdi. Bu degisimlerin higbiri anlamli diizeyde degildi. Smad-5 ekspresyonunu
kontrol grubunda ilk saatte, deney grubunda ise ilk haftada maksimum olarak
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saptadik. Kontrol grubunda 1. ve 3. hafta ekspresyon diizeyleri benzerdi ve 6. haftada
keskin bir diigiis saptandi. Deney grubunda ise 3. haftadaki diisiisii 6. haftada bir
miktar artis takip etti. Bizim ¢alismamizda Smad-1 ve Smad-5 ekspresyonu BMP-1
ve BMP-7 ekspresyon paterniyle uyumluluk gésteririken BMP-2, BMP-3, BMP-4,
BMP-5, BMP-6 ekspresyon paternleriyle arasinda az miktarda farkliliklar mevcuttu.
Ayrica BMP reseptorlerinden BMPR-IA ile uyumlu bir ekspresyon paterni ¢izerken
BMPR-IB ve BMPR-II ile ise uyumsuzdular. Bu sonuglarla biz Smad-1 ve Smad-
5’in BMP-1, BMP-7 ve BMPR-IA’nin etkilerinin intraselliiler diizenleyicisi
oldugunu disiinmekteyiz. Nohe ve arkadaglar1 ile Shi ve Massague, Smad
proteinlerinin BMP’nin indiiklendigi sinyal yolaginda bulunan major intraselliiler

molekiiller oldugunu bildirmislerdir (173-175).

Thorwarth ve arkadaslari; evcil domuzlarin kafatasinda olusturduklari 1x1
cm’lik kemik defektlerine kollajen ve otolog kemik grefti uygulamasinin BMP-2,
kollajen I ve osteokalsinin ekspresyonuna etkilerini arastirmislar (150). Thorwarth ve
arkadaglari, BMP-2 ekspresyonundaki artigin 2. haftada kollajen uygulanan grupta,
otolog kemik grefti uygulanan grup ve kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu
buldular (150). Buna ragmen 4. ve 12. haftalarda otolog kemik grefti uygulanan
grupta BMP-2 ekspresyonunun daha fazla artis gosterdigini bildirdiler (150).
Thorwarth ve arkadaslari, Kkollajen uygulanan grupta, BMP-2 ekspresyonunda
kontrol grubuna gore 4. haftada ¢ok az artig saptarlarken 12. haftada bu artisin bir
miktar daha arttigin1 buldular. Biz BMP-2 ekspresyonunda tip | kollajen uygulanan
grupta 1. saatte kontrol grubuna gore anlamli degisiklik saptadik. Fakat BMP-2
ekspresyonunda kontrol grubu ile deney grubu arasinda 6rnek aldigimiz 1., 3. ve 6.
haftalarda anlamli diizeyde farklilik saptamadik. Fakat kollajen uygulanan grupta
BMP-2 ekspresyonunun, 3. haftada 1. haftaya gore 2,5 kat azalma gosterdigini tespit
ettik ve BMP-2 3. haftadaki ekspresyon seviyesini 6. haftaya kadar devam ettirdi.
Kontrol grubunda bu degisikligi saptayamadik. Thorwarth ve arkadaslari, 4. ve 12.
haftada kollajen uygulanan grupta BMP-2 ekspresyonunda artig saptarken biz sadece
1. haftada artis saptadik ve 6. haftaya kadar 3. haftadaki seviyesini korudugunu
belirledik.
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Thorwarth ve arkadaslarinin ¢alismasinda, Tip | Kkollajen ekspresyonu 2.
haftada kollajen uygulanan grupta bir miktar artis gosterirken 4. haftada kontrol
grubuna gore daha diislik seviyelere geriledi (150). 12. haftada tekrar bir miktar artis
saptadilar (150). Biz ¢alismamizda Tip I kollajenin al ve 02 zincir yapisini ayr1 ayri
inceledik. Bizim ¢aligmamizda, ilk haftada kontrol grubuyla deney grubu arasinda
collal ve colla2 ekspresyonunda anlamli fark yoktu. Fakat 1. haftada deney
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olmamakla beraber collal ve colla2
ekspresyonu bir miktar fazlaydi. Kollajen grubunun 1. ve 3. haftalar1 arasinda collal
ve colla2 zincirlerinin ekspresyonunda 3,8 kat azalis mevcuttu. 6. haftada ise 3.
haftaya gore ekspresyonlarinda anlamli olmamakla beraber bir miktar artis saptadik.
Kontrol grubunda bu degisikliklere rastlamadik. Thorwarth ve arkadaslari, 3. haftada
kollajen Tip | ekspresyonunun kontrol grubunda daha fazla oldugunu tespit ettiler.
Biz de 3. ve 6. haftada collal ve colla2 gen ekspresyonunu kontrol grubunda bir
miktar daha fazla tespit ettik. Tip | kollajen bizim ¢alismamizda kaynamay1 ilk hafta

indiikledi ve 3. haftada histolojik incelemede defekt bolgesinde saptanmadi.

Thorwarth ve arkadaslari, kollajen uygulanan grupta osteokalsin
ekspresyonunu 2. haftada kontrol grubundan farksiz bulurlarken 4. haftada bir
miktar, 12. haftada ise anlamli diizeyde arttigin1 bildirdiler (150). Osteokalsinin,
kemik matriksini olusturdugu ve ossifikasyonda onemli bir rol oynadigi bilinir
(150,176). Osteokalsinin sadece kiigiik bir miktar1 dolasima salinir (150).
Osteokalsinin serum konsantrasyonunun kemik olusumunun sensitif bir gostergesi
oldugunu bildirir yayinlar mevcuttur (150,177-179). Osteokalsin, kollajen
tabakasinda osteositlerin kalsifikasyonuyla yerine getirilen kemik olusumundaki
mineralizasyonu gosterir (150). Bundan dolayr kemik matiirasyonu islemindeki
osteokalsinin ortaya ¢ikmasinin Tip I kollajen ile geciktigi bilinir (150). Thorwarth
ve arkadaglarinin ¢aligmasinin sonuglarida bu prensip ile bagdasmaktadir (150). Biz
caligmamizda osteokalsin ekspresyon degerlerinde, deney ve kontrol grubu arasinda
fark saptamadik. Fakat Thorwarth ve arkadaslarinin bildirdigi gibi Tip | kollajen
uygulanan deney grubunda 6. haftaya kadar osteokalsin diizeyleri minimal de olsa
kontrol grubundan daha diisiiktii. 6. haftada ise minimal olacak sekilde deney
grubunda daha fazla eksprese oldu. Bizde kollajenin osteokalsini baskiladigini tespit

ettik. 6. haftada osteokalsin ekspresyonunun deney grubunda kontrol grubundan
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yiiksek olmasinin nedenini ise 6. haftada deney grubunda yeni kemik olusumunun

daha fazla saptanmasina bagladik.

Meyer ve arkadaglari, geng ve yagh ratlarda kirik sonrasi 2. haftada osteokalsin
ve Tip | kollajen gen ekspresyonunda pik seviyesi saptadilar. 4. ve 6. haftalarda her
iki yas grubunda kontrol seviyelerine geriledigini bildirdiler (180). Biz ¢aligmamizda
osteokalsin gen ekspresyon degerlerinde hi¢bir grupta anlamh farklilik saptamadik.
Fark anlamli olmasada 6. hafta hari¢ kontrol grubunda bir miktar daha fazla eksprese
oldu. Biz osteokalsin ekspresyonunun her iki grupta da 1. saatte maksimum oldugunu
tespit ettik ve Meyer ve arkadaglar1 gibi 6. haftada ekspresyonda azalma tepit ettik.
Fakat kontrol grubunda 1. haftadaki degerinin altina inerken deney grunda 1. hafta
degerinden yiiksek olarak saptadik. Collal ve colla2 gen ekspresyonlarini ise ilk
haftada deney grubunda bir miktar yiiksek saptadik ama bu anlamli diizeyde bir
yiikseklik degildi. Meyer ve arkadaslarindan farkli olarak maksimum diizeylerinin ilk
haftada oldugunu saptadik. 6. haftada ise ilk haftadaki degerlerinin altina indigini
tespit ettik. Collal ve colla2 6. haftada tekrar 3. haftaya gore bir miktar artis
gostermesinin kallus olusumu igin cat1 gorevi gormesi disinda remodelingde de etkili

oldugunu diisiindiirmektedir.

Meyer ve arkadaslari, BMP-2, BMP-4 ve BMPR-IA gen ekspresyonlarinin
kiriktan sonra 1. haftada pik yaptigimi1 ve her iki yas grubu icin 6. haftada tespit
edilemez seviyelere geriledigini bildirdiler (180). Biz, BMP-2 ve BMP-4
ekspresyonlarin1 deney grubuna gore kontrol grubunda sadece 1. saatte anlamli
olarak yiiksek saptadik. BMP-2 ve BMP-4 ckspresyonlarm1i  Meyer ve
arkadaglarindan farkli olarak 1. saatte maksimum olarak tespit ettik. Zamanla BMP-2
ve BMP-4 ekspresyonlar1 azaldi. Bu azalma deney grubunda daha belirgindi. Deney
grubunun 3. haftasinda 1. haftasina gore BMP-2 ekspresyonunda 2,53 kat, BMP-4
ekspresyonunda 3,08 kat kadar anlamli azalma mevcuttu. Bulgularimiz Meyer ve
arkadaglarinin  bulgulariyla uyumluydu. Fakat 1. saatte BMP-2 ve BMP-4
ekspresyonlar1 uyguladigimiz Tip | kollajen nedeniyle indiiklenmisti. BMPR-IA
ekspresyonunu kontrol grubunda 1. haftada, deney grubunda ise 1. saatte maksimum

olarak saptadik. Tip I kollajen BMPR-IA ekspresyonunu 1.saatte ve 1. haftada
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indiikledi. 3. haftada ise deney grubunda kontrol grubuna gore 2,8 katlik bir azalma

mevcuttu ve bu azalma anlamli diizeydeydi.

Meyer ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alisma sonucunda 6. haftada gen ekspresyon
diizeylerinin tespit edilemeyecek kadar azaldigini buldular ve her iki yas grubundaki
bu azalmanin kirik iyilesmesinden bagimsiz oldugunu bildirdiler (180). Biz de Meyer
ve arkadaslarmin tespit ettigi gibi BMP-2, BMP-4 ve BMPR-IA gen
ekspresyonlarinda 6. haftada ilk haftaya gore azalma bulduk. Fakat biz kaynamaninin
daha iyi oldugu deney grubunda ilk haftada ekspresyonlar1 bir miktar daha ytiksek
tespit ettik. Kontrol grubunda kaynamanin deney grubuna benzer veya daha iyi
oldugu 3. ve 6. haftalarda gen ekspresyonlarini bir miktar daha yiiksek tespit ettik.
Bu yiikseklikler 3. haftadaki BMPR-IA geni disinda anlamli diizeyde olmamasina

ragmen defekt iyilesmesi ile iligkili oldugunu diistinmekteyiz.

Rasubala ve arkadaglari, mandibula kirigmin iyilesmesi sirasinda 1. haftada
PDGF-B ekspresyonunu, agst kemigi cevreleyen hiicrelerde ve kondrositlerde yogun
olarak tespit etmelerine ragmen 3. haftada PDGF-B ekspresyonu tespit edemediler
(181). Biz ¢alismamizin 1. saattinde kontrol grubunda PDGF-B ekspresyonunda
anlamli deger saptayamadik. Deney grubunda ise 1. saatte maksimum ekspresyon
saptandi. Calismamizin ilk haftasinda PDGF-$ ekspresyonunda deney ve kontrol
grubu arasinda anlamli fark yoktu. 1. saatten sonra PDGF-f ekspresyon seviyeleri
giderek azaldi. Bu azalma deney grubunda daha fazlaydi. Bu yiizden deney grubunun
3. haftasinda 1. haftasina gore PDGF-3 ekspresyonunda 2,1 kat ve 6. haftasinda 1.
haftasina gore 3,03 kat azalma mevcuttu. Siegbahn ve arkadaslart PDGF-f’nin yara
iyilesmesiyle ilgili bir prototip stokin oldugu ve kemotaktik bir etki gosterdigini
bildirdiler. Dolasimdaki trombositlerde depolandigini ve yaralanma bdolgesinde
trombosit degraniilasyonu sirasinda salindigini bildirdiler (181,182). Rasubala ve
arkadaglar1 kirik iyilegsmesinin orta evresinde PDGF-B ekspresyonunu yeni olusan
ags1 kemigi cevreleyen osteoblastlarda ve kikirdagimsi kallusdaki kondrositlerde
belirlediler. Bundan dolayt PDGF-f’nin  osteoblastlar ve kondrositlerin
proliferasyonu iizerinde kuvvetli bir etkisi oldugunu ve ayni zamanda hiicrelerin
kemotaksisini uyarmada 6nemli bir role sahip oldugunu diisiidiiler. 1. saatte PDGF-

’nin deney grubunda eksprese olmasimi uyguladigimiz tip I kollajenin kemotaktik

77



etkisi ile oldugunu diistinmekteyiz. Biz ilk haftada, deney grubunda osteoblastik
aktivitenin ve yeni kemik olusumunun daha fazla olmasmna ragmen PDGF-B
ekspresyon seviyelerinin deney ve kontrol grubunda benzer olmasini, trombositlerde
depolanan PDGF-B’larin ortama salinmasi nedeniyle oldugunu diisiinmekteyiz. 3.
haftada deney grubundaki hizli diisiisiin sebebini ise osteoblastik aktivite ve yeni
kemik olusumunun kontrol grubunda daha iyi olmasina bagladik veya deney
grubunda PDGF-B’nin daha fazla azalmasi nedeniyle 3. haftada iyilesmeyi kontrol
grubunda daha ileri olarak saptadik. 6. haftada ise defektlerin hemen hemen tama

yakin iyilesmesi nedeniyle PDGF-f seviyelerinde azalma tespit ettik.

Shinji Kuroda ve arkadaglarinin rat femurlarinda yaptigi ¢alismada Tip |
kollajen ekspresyonunun 5. ve 14. giinlerde maksimuma ulastigini, osteokalsin
seviyesinin ise ilk giinlerde bir miktar azalma gosterdigini fakat daha sonra kontrol
grubuna yakin degerler sergiledigini buldular (183). Aymi ¢alismada TGF-f1 gen
ekspresyonunun 1. haftada pik yaptigin1 14. giine kadarda artis gosterdigini, TGF-p2
ve TGF-B3’tn 14. giinde pik yaptigini, TGF-BR1’in 1. haftada kuvvetli sekilde
arttigin1 ve TGF-BR2’nin 10. giinde pik yaptigini buldular (183). Biz ¢alismamizda
TGF-B1 ekspresyonlar1 1. saatte her iki gruptada minimaldi. TGF-B1’in en yiiksek
degerini 1. haftada saptadik ve deney grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olmamakla birlikte bir miktar daha fazla ekspresyon belirledik. TGF-2 ve TGF-$3
ekspresyonlar i¢in 1. saatte anlamli degerler saptanamadi. TGF-B2 ve TGF-B3 i¢in
ise Shinji Kuroda’dan farkli olarak deney grubunda ekspresyonlarini 1. haftada
maksimum olarak saptarken kontrol grubunda 3. haftada maksimum seviyeye
ulagtigimi gordiik. Bu sonuglar dogrultusunda biz TGF-B1, TGF-f2 ve TGF-B3
genlerinin osteoblastik aktivitenin diizenlenmesi, hiicre gog¢ii ve kondrogenezi
diizenledigini diisiinmekteyiz. Tip I kollajeninde bu genleri bir miktar indiikledigini
fakat bunun kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlaml diizeyde olamadigini tespit
ettik.

Shinji Kuroda ve arkadaslar1 gibi biz de TGF-BR1’in ekspresyonunun deney
grubunda 1. haftada maksimuma ulastigin1 saptarken kontrol grubunda maksimum
seviyeye 3. haftada ulagtigim gordiik. Deney grubunda 3. ve 6. hafta ekspresyon
diizeyleri hemen hemen ayni seviyedeydi. TGF-BR2’nin ekspresyonunun Shinji
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Kuroda ve arkadaslarindan farkli olarak 3. haftada maksimum seviyeye ulastigini

hem deney hemde kontrol grubunda saptadik.

TGF-B’larin 7.giindeki biitiin izoformlarinin ekspresyonlarinda artis olmasi,
bunlarin osteogenezdeki roliinii destekler (183). TGF-BRI ekspresyonu 7. giinde
TGF-B1 ve TGF-B2 ile es zamanl olarak pik yapar, oysaki TGF-BRII, tiim TGF-3
izoformlarimin bazal degere ulastigr 10. giine kadar pik yapmaz. Profildeki bu fark
kemik rejenerasyonundaki farkli evrelerde TGF-B icin farkli sinyal transdiiksiyon
yolaklart oldugunu gosterebilir (183). Bizim ¢alismamizda, normal defekt iyilesmesi
Shinji Kuroda ve arkadaslarmmin bulgularindan farkli olarak TGF-f’larin tim
formlariin kontrol grubunda 3. haftada pik yapmasi normal iyilesmede osteogenezin
3. haftada oldugunu diisiindiirdii. Deney grubunda ise TGF-B’larin tiim formlarinin 1.
haftada pik yapmasi kollajenin bu gen grubunun ekspresyonunu indiikledigini
diistindiirmektedir. Shinji Kuroda’nin TGF-B reseptorleri ile ilgili hipotezini bizim

calismamiz desteklemektedir.

Shinji Kuroda ve arkadaslar1 ¢calismalarinda IGF-1’in 1. haftada pik yaptigini
ve bu artisin 14. giine kadar devam ettigini saptadilar (183). Biz ¢alismamizda IGF-1
ekspresyonunu deney grubunda 1. saatte maksimum olarak saptadik. Kontrol
grubunda 1. saatte anlamli deger saptayamadik. Bu Shinji Kuroda ve arkadagslarindan
farkliydi. Fakat biz 6. haftaya kadar deney grubunda daha fazla miktarda olmak
tizere IGF-1 ekspresyonunda azalma tespit ettik. IGF-1’in 1. saat ve ilk haftada
deney grubunda ekpresyonundaki artis, IGF-1’in hem ostegenezde etkili oldugunu
hem de osteoblastlar i¢in kemotaktik oldugunu diisiindiirdii ve Tip | kollajenin bu
etkiyi arttirdigr kanaatindeyiz. 3. ve 6. haftalarda kontrol grubunda deney grubuna
gore daha yiiksek olmasini da bu déonemde yeni kemik yapiminin kontrol grubunda

daha fazla olmasina bagladik.

Takahiro Niikura ve arkadaslari, standart iyilesme gosteren kiriklarda Gdf-5’in
7. glinde pik yaptigin1 ve zamanla azalma gosterdigini tespit ettiler (162). Biz de
Takahiro Niikura ile uyumlu olarak Gdf-5 ekspresyonunu her iki grupta ilk haftada
maksimum seviyede tespit ettik ve 6. haftaya kadar ekspresyonun giderek azaldigin
gordiik. Gdf-5; kikirdak morfogenetik protein olarak tanimlanip (162,184) BMP
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familyasinin alt gruplarinda siniflandirilir. Gdf-5’in, mezenkimal yogunlagmada ve
kondrogenezi stimiile etmede 6nemli bir rol oynadigi bilinir (162). Gdf-5’in normal
kirik iyilesmesinde erken donemde &nemli oldugu diisiiniilebilir. ilk haftada Gdf-5
ekspresyonunun kollajen uygulanan grupta bir miktar fazla olmasimni uyguladigimiz
Tip I kollajenin etkisi olarak diisiindiik. Clinkii ilk haftada defektlerdeki iyilesmeyi
ve kikirdak olusumunu kollajen uyguladigimiz grupta daha iyi olarak bulduk. Bizim
calismamizda 3. haftadaki kikirdak olusumu deney grubunda daha fazla olmakla
birlikte Gdf-5 ekspresyonu kontrol grubunda deney grubuna gore daha yiiksekti. 6.
haftada kikirdak olusumuna her iki grupta da rastlanmamasina ragmen Gdf-5
ekspresyonunun devam etmesi nedeniyle biz Gdf-5’in osteogenezde de etkili bir gen

oldugunu diisiinmekteyiz.

Uchida ve arkadaslar rat femurlarinda yaptiklar1 ¢alismada 5. giinde Aktivin-
BA ve Aktivin-A i¢in immiinoreaktiviteyi periost ve osteoblastlarda tespit etmisler.
Aktivin-A i¢in immiinoreaktivitede artisin 7. giine kadar arttigin1 ve 7. glinden sonra
11. giine kadar asamali olarak azaldigimi bildirmislerdir (185). Ayrica Aktivin
baglayici bir protein olan follistatin ekspresyonunu 3. giinde periost ve
endostiumdaki osteoprogenitdr hiicrelerde az olarak tespit ettiler (185). Bununla
birlikte 5. giinde follistatinin immiinoreaktivitesinin periosttaki progresif kemik
olusumuyla sayisal olarak kademeli bir sekilde arttigini bildirdiler (185). Uchida ve
arkadaslar1 Acvr-1l ve Acvr-IIf’nin mezodermal hiicre farklilagmasinda gorev
aldigin1 diistinmiisler (23). Rat femurunda kirik kallusunda intramembranéz kemik
olusumunun erken evrelerinde osteoblastlarin her iki Acvr-l (Aktivin Tip I Reseptor)
ve Acvr-II ekspresyonunu gostermislerdir (185). Uchida ve arkadaslar,
calismalarinda ¢ogalmakta olan osteoprogenitdor hiicrelerin  osteoblastlara
doniismeden once gegici olarak Aktivin-A {iretip salgiladigini gostermislerdir (185).
Aktivinin kemik iligi kaynakl kiiltiirlerde osteoklastlarin olusumunu uyardigina dair
ve bu kiiltlirlerde Aktivinin, inhibin ile veya ¢0ziilebilir reseptdr antogonistleriyle
inhibisyonunun osteoklastogenezi yeniden diizenledigine dair pek c¢ok kanit vardir
(185-187). Aktivinin osteoblastlar {izerindeki etkisi literatiirdeki c¢esitli ¢eligkili
yayinlar ile ¢ok agik degildir. Wiater ve arkadaslarmin Aktivinin osteoblastogenez
tizerinde pozitif bir etkisi oldugunu gosteren ¢aligmalari vardir (188). Fakat Eijken ve

arkadaslarinin  son  yillardaki c¢alismalar1 ~ Aktivinin  osteoblast  kaynakli
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mineralizasyonu inhibe ettigi kanitin1 destekler ve bu inhibisyonun bir Aktivin
antagonisti olan follistatin ilave edilerek tersine dondiiriildiiglini bildirdiler (189).
Sakai ve arkadaslar1 tarafindan Aktivinin, vahsi hayvanlarda kemik olusumunu direk
olarak stimiile ettigi ve Aktivinin kirik bolgesine direkt uygulanmasinin kallus
olusumunu, iyilesmeyi ve kemik giiclinii arttirdigi bunun ise kemik olusumu tizerinde
direk bir uyarict etkisi oldugunu bildirmislerdir (190). Aktivinin kemik kiitlesine
negatif potansiyel diizenleyici etkisi ile ilgili bilgiler kemik metabolizmasinda
inhibinin roliinii arastiran c¢aligmalar tarafindan desteklenir (185,191). Perrien ve
arkadaglar1 Aktivin ve Acvr-lla reseptorlerini bloke eden inhibinin, transgenik asiri
ekspresyonunun kemik kiitlesinde ve giiclinde dramatik bir artig ile sonuglandigini
bildirmislerdir (191). Bizim ¢alismamizda Acvr-lla, kontrol grubunda ilk haftada
maksimum eksprese olurken 3. haftada azalip 6. haftaya kadar bu seviyesini korudu.
Deney grubunda ise tam tersi ilk ii¢ hafta hemen hemen ayni ekspresyon seviyesini
gosterirken 3. haftadan sonra artis gostererek 6. haftada maksimum seviyeye ulast.
Follistatin ise ilk haftada deney grubunda biraz daha fazla olmakla beraber
maksimum ekspresyon gosterdi. 3. ve 6. haftalarda ekspresyonu kademeli olarak
azaldi. Bu azalma deney grubunda anlamli diizeydeydi. Bizim bulgularimiz Eijken
ve Perrien’nin bulgularina benzemektedir. Biz de Acvr-llo’nin, 6. haftada
ekspresyonunun artmasi nedeniyle osteogenezin bir inhibitor diizenleyicisi oldugunu
diistinmekteyiz. Kontrol grubundaki ilk haftadaki artis1 osteoprogenitdr hiicrelerin
osteoblastlara donlismeden Once salgiladigt Acvr-lla’ya bagladik. Ayni sekilde
follistatinde Aktivinin diizenleyici proteini olarak goriilmektedir. Deney grubundaki
anlaml diizeydeki azalmay1 ise deney grubunun ilk haftasinda kemik iyilesmesinin

daha iyi olmasma bagli olarak kontrol grubundan daha fazla eksprese olmasina
bagladik.

IL-1, IL-6 ve TNF-a (Tiimor Nekroz Faktor Alfa); makrofajlar, enflamatuvar
hiicreler ve mezenkimal kaynakli hiicreler tarafindan salgilanirlar. Kon ve arkadaglari
IL-6 ekspresyonunun ilk 24 saat igerisinde zirve yaptigini ve 3. giinde tespit
edilemeyecek seviyelere kadar hizli bir sekilde azaldigini1 bildirmislerdir (192) . Cho
ve arkadaslarida Kon’nun bulgularina benzer ¢alisma sonuglart bildirmislerdir (193).
Gerstenfeld ve arkadaslari ise IL-1 ve IL-6’nin ekspresyonunun Kon ve Cho gibi ilk
24 saat arttigmmi ve 3. giinde azaldigini bildirirken IL-6 ekspresyonunun sekonder
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kemik olusumu sirasinda kemik remodelizasyonu ile birlikte tekrar arttigim
bulmuslardir (194). Al-Aql ve arkadaslari, IL-6 ekpsresyonunu kirik iyilesmesinin
tamami1 boyunca bulmuslardir (195). Biz ¢alismamizda IL-6 pikini deney grubunda
1. saatte, kontrol grubunda ise 3. haftada saptadik. Biz deney grubunda IL-6
ekspresyonunu Gerstenfeld’in bulgulariyla uyumlu olarak 3. haftadaki azalmayi
takiben 6. haftada kirigin remodele olup lameller kemigin olustugu donemde tekrar
arttigini belirledik. Kontrol grubunda ise 3. haftadaki pik ekspresyondan sonra 6.
haftada, 1. haftadaki degerininde altina indigini tespit ettik. Fakat 6. haftadaki 1L-6
diizeyleri kontrol ve deney grubunda birbirine ¢ok yakin degerlerdi. IL-6
salgilanmasinin  mezenkimal Oncli hiicrelerin  osteoblastik seviyeye dogru
farklilasmasini uyardigi bulunmustur (83,196). IL-6; vaskiiler invazyon, kikirdak
matriksinin yikimi ve osteoblast farklilasmasi ile kallusun mineralizasyonu ve
olgunlagmasi i¢in Onemlidir. IL-6’nin yoklugu bu islemleri geciktirebilir. Biz
calismamizda deney grubunda ilk haftada kontrol grubuna gore daha fazla
osteoblastik aktivite varligi nedeniyle IL-6 ekspresyonunu daha fazla tespit ettik.
Yine kontrol grubunda 3. haftadaki pikin bu nedene bagli oldugunu diisiinmekteyiz.
IL-6’nin 6. haftada deney grubunda tekrar bir artis gostermesini deney grubundaki 2
ratta lameller kemik olusumunu gérmemiz oldugunu diisiinmekteyiz. Ciinkii 1L-6,
ags1 kemigin osteoklastik rezorbsiyonu, kallusun remodelizasyonu ve olgunlagsmasi
icin gereklidir. IL-6’nin yoklugunda bu olaylarin ikisinde de gecikme oludugu ve
muhtemelen osteoklastlarin sayisindaki azalmanin bu bulgulara katkida bulundugu

Xu Yang ve arkadaglar tarafindan bildirilmistir (83).

Katri Koli ve arkadaslari, hiicre kiiltirlerinde Ltbp-1 ve Ltbp-3’iin
farklilasmamis hiicrelerde bol miktarda eksprese oldugunu buldular (197). Ayrica
TGF-B’larla iliskili olmayan Ltbp-2'ninde Kitahama ve arkadaglari gibi yiiksek
seviyelerde eksprese oldugunu buldular (197,198). Ltbp-4 ekspresyonunuda diisiik
olarak Dbelirleyip uzun kiiltir doneminden sonra bu sekilde kaldigini bildirdiler.
Mezenkimal kok hiicrelerinde  TGF-f1  mRNA’nin  yiiksek seviyelerde
ekspresyonunu gordiiler. TGF-B2 ve TGF-B3’lin ekspresyon seviyelerini ise diisiik
buldular. Katri Koli ve arkadaslar1 bu sonuglarin TGF-1’in Ltbp-1 mezenkimal kok
hiicrelerinde latent TGF-B  komplekslerinin  major havuzunu yansittigini

bildirmislerdir. 2 haftalik kiiltiirlerde TGF-B2 ekspresyonunda bir artis gordiiler fakat
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bu degisikligi istatistiksel olarak belirgin bulmadilar (197). TGF-f3 mRNA
seviyelerinin farklilagmanin indiiksiyonundan 2 hafta sonra dramatik olarak
azaldigim fakat Ltbp-1 ve Ltbp-2 seviyelerinin degismemis olarak kaldigini
bildirdiler. Katri Koli ve arkadaslari bu degisikliklerin farklilasmanin matriks
olgunlasma faz1 ile iliskili oldugunu ve bunlarin muhtemelen salgilanan TGF-f
komplekslerinin yapisini degistirdigini diisiindiiler (197). Todorovic ve arkadaslar
da Ltbp-1, Ltbp-2 ve Ltbp-4’iin ekstraselliller matriksin bir bileseni oldugunu ve
eksikliklerinde TGF-B’nin ¢okmesinde azalmaya neden oldugunu bildirdiler (199).
Sterner-Kock ve arkadaglarida Ltbp-4’iin ekstraselliiler matriksin yapisal bir bileseni
oldugunu ve TGF-f’nin dokuda depolanmasi ile biyoyararliliginin lokal bir
diizenleyicisi olarak rol aldigim1 bulmuslardir (200). Biz c¢alismamizda deney
grubunda Ltbp-2 ve Ltbp-4 ekspresyonunun maksimum seviyelerini ilk haftada
saptadik. Ltbp-1’in maksimum ekspresyonu 3. haftada meydana geldi. Ltbp-1
ekspresyonu 6. haftada 1. haftaya gore daha yiiksekken Ltbp-2 ve Ltbp-4 seviyeleri
3. haftada azalma gosterdi ve 6. haftaya kadar bu seviyelerini korudu. Ltbp-1
ekspresyonuyla TGF-B1 ekspresyonu diger ¢alismalardaki gibi ters iligki gosterdi.
TGF-B1 ekspresyonu ilk haftada maksimum iken Ltbp-1 artisi ile 3. haftada azaldi ve
6. haftadaki Ltbp-1 distisiiyle tekrar bir yiikselme gosterdi. Biz de Katri Koli,
Todorovic ve Sterner-Kock gibi  Ltbp’lerin TGF-f’larin  baglayicisi  ve

ekspresyonlarinin bir diizenleyicisi oldugunu diistinmekteyiz.

Ying Peng ve arkadaslarinin BMP ile indiiklenmis osteoblast farklilagmasinda
Id proteinlerinin fonksiyonel roliinii belirlemek i¢in yaptiklart ¢alismalarinda Id-1,
Id-2 ve 1d-3 genlerinin ekspresyonunun BMP-9 uyarilmasinin erken evresinde
indiiklendigini ve uyaridan 3 giin sonra bazal seviyelere geri dondiigiinii gosterdiler
(201). Id genlerinin asir1 ekspresyonununda BMP-9 tarafindan baslatilan osteoblast
farklilasmasini inhibe ettigini bildirdiler (201). Id genlerinin erken osteoblast
progenitor hiicrelerinin ¢ogalmasini desteklemede dnemli rol oynayabilecegini ve bu
Id ekspresyonunun osteoblastlarin son donemdeki farklilasmasi sirasinda azalmis
olabilecegini gosterdiler (201). Ying Peng ve arkadaslarinin bulgulariyla uyumlu
olarak yayinlanan ¢esitli bildiriler Id genlerinin TGF-B ve BMP sinyallerinin etkisi
yoniindeki hedefleri olabilirler (201-206). April ve arkadaslari ise Id-1 eksikligi olan

farelerle yaptiklar1 ¢alismada; kemik hacminde, kemik mineral igeriginde, kemik
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mineral yogunlugunda, trabekiiler kalinlikta ve kemik iligi alaninda belirgin
azalmalar oldugunu buldular (207). Bizim ¢alismamizda; Id-1 geni hem deney hem
de kontrol grubunda maksimum seviyeye 3. haftada ulast1 ve kontrol grubunda deney
grubuna gore daha fazla eksprese oldu. Hatta kontrol grubunun 1. haftasi ile 3.
haftas1 arasinda anlamli diizeyde artis mevcuttu. Biz Ying Peng ve arkadaglarindan
farkli olarak Id-1 genini osteoblast farklilagsmasinda degilde kemik mineralizasyonun
basinda ve Ozellikle agsi kemik olusumunun basladigi donemde yiiksek olarak
saptadik. Biz, April ve arkadaslari gibi Id-1 geninin daha c¢ok kemik

mineralizasyonuyla ilgili oldugunu diisiinmekteyiz.

Jochen Hecht ve arkadaslari, Serpine-1’in kiriktan sonra 7. ve 10. giinlerde
belirgin ve asir1 bir sekilde eksprese oldugunu bulmustur (208). Koide ve arkadaslar
caligmalarinda, Serpine-1’in kollajen molekiillerinin olgunlasmasinda yer aldigini
bulmuslardir (209). Shroff ve akadaslar1 bunun kemik gelisimi igin 6nemli oldugunu
bildirmislerdir (210). Tiffee ve arkadaslarinin Serpine-1’in ratlarda femur ve tibianin
gelisiminde, Tip I kollajen {iretiminin oldugu bdlgelerde yerlestigini bildirir
yayinlarida bunu desteklemektedir (211). Charles ve arkadaslar1 Serpine-1 eksikligi
olan farelerde yaptiklar1 ¢alismada, Serpine-1 eksikliginin erken kallus olusumunu ve
remodelingi arttirirken, kirigin biitiin iyilesmesi iizerinde belirgin bir etkiye sahip
olmadigin1 buldular. Charles, Serpine-1 eksik olan kalluslart kontrol grubuyla
karsilastirdiginda kiriktan sonraki 14. giinde kirik kallusunda kikirdak olusumunun
arttigin1 gozlemledi (212). Artmis kallus kikirdagi ve kemigi olmasina ragmen kirik
gapinde artmis kemik kaynamasi i¢in herhangi bir histolojik kanit bulamadi. Serpine-
1 eksikliginin iyilesmeyi hizlandirmadigimi bildirdi (212). Kemik biiylimesinde
Serpine-1’in ektileri igin kanitlanmis iki genel mekanizma vardir: 1) Serpine-1
ekstraselliiler matriksin proteolitik silirecini diizenler. Bu sekilde kemik olusumu ve
remodeling igin aktif biiylime faktorlerinin salimmini diizenler (212-216). 2)
Serpine-1, vitronektin olan reseptoriine baglanarak hedef hiicrelerin g¢ogalma ve
farklilagsmasini diizenler. Plazmin sisteminin proteolitik fonksiyonlar1 ayn1 zamanda
kirik tamiri i¢in 6nemli olan biiyiime fakt6rlerini salgilayabilir. Bunlar, TGF-f (213)
ve FGF-2 (214) gibi ekstraselliiler matriksde saklanirlar veya IGF’ler gibi spesifik
inhibitor faktorlere baglanirlar (215,216). Biz ¢alismamizda Serpine-1 maksimum

degerini 1. saatte saptadik. Kontrol grubunda 1. saatte anlamli deger saptayamadik.
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Deney grubunda 1. saate gore 1. haftada ve 1. haftaya gore 3. haftada anlamli
diizeyde azalma varken 3. haftadan 6. haftaya kadar ayni seviyede eksprese oldu.
Kontrol grubunda 1. haftaya gore 3. haftada azalma mevcuttu fakat bu anlaml
diizeyde degildi ve 6. haftada da 3. haftadaki degerine yakin degerler sergiledi. Bizim
sonuclarimiz Jochen Hecht, Koide ve Charles sonuglarina benzerdi ve onlarin

hipotezlerini desteklemekteydi.

Jochen Hecht ve arkadaslar1 Col3al’in kiriktan sonraki 7. ve 10. giinlerde asir1
eksprese oldugunu gostermislerdir (208). Col3al’in 7. ve 10. giinlerde yiiksek
seviyede eksprese olmasina ragmen 14. giinde ekspresyonunda kuvvetli bir diisiis
saptamiglardir (208). Paralkar ve arkadaglari Col3al’in anjiogenezde rolii oldugunu
bildirmislerdir (208). Jochen Hecht’in bulgular1 Paralkar’in hipotezini desteklemekte
ve Anstrom’un bulgulariyla da ortlismekteydi (217). Biz calismamizda Col3al
ekspresyonunu her iki grupta ilk haftada maksimum olarak tespit ettik. 3. haftada
deney grubunda daha fazla olmakla birlikte her iki gruptada azalma olurken 6.
haftada tekrar bir miktar artis gézlendi. Bu artis deney grubunda daha fazlaydi. Biz
calismamizda, vaskiiler invazyonu deney grubunda 1. ve 3. haftalarda ayni1 diizeyde
bulurken Col3al seviyesini diisiik saptadik. 3. haftada deney grubunda vaskiiler
invazyon seviyesini yiiksek bulup kontrol grubunda Col3al seviyesini yiiksek
saptadik. 6. haftada vaskiiler invazyonun her iki grupta da 3. haftaya gore daha az
oldugunu ve Col3al ekspresyonunun 3. haftaya gore daha yiiksek oldugunu saptadik.
Bu sonuglara gore Col3al’in anjiogenezle iligkili olmadigimi diisiindiik. Col3al
geninin osteoblast farklilasmasinda veya aktivitesindeki artisla iliskili olabilecegini
ve kirik iyilesmesi sirasinda ilk haftada olustugunu sonra azalip remodeling sirasinda

tekrar olustugunu diistinmekteyiz.

Jochen Hecht ve arkadaslarinin ¢alismasinda anjiogenezde rolii oldugunu
diisiindiikleri endoglinin ekspresyonunun 7. gilinde kuvvetli oldugunu, 10. ve 14.
giinlerde daha az eksprese oldugunu bildirmislerdir (208). Lebrin ve arkadaslari
TGF-p ailesinin yardime1 reseptorii olan endoglinin anjiogenez ve kalp gelisimi igin
onemli oldugunu bildirmislerdir (218). Biz endoglinin maksimum ekspresyonunu
deney grubunda 1. saat ve 6. haftada, kontrol grubunda ise 3. haftada saptadik.

Kontrol grubunda haftalar arasinda endoglin ekspresyonunda fazla miktarda degisim
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saptamamamiza ragmen deney grubundaki 1. haftadaki azalma ve 6. haftadaki artis
onemli miktarlardaydi. Biz vaskiiler invazyonla endoglin ekspresyonu arasinda
baglanti kuramadik. Endoglinin daha cok inhibitér veya diizenleyici bir gen

oldugunu diisiinmekteyiz.

Jochen Hecht ve arkadaslarinin ¢alismalarinda, Cst-3 gen ekspresyonunun
son kontrol déneminde (kiriktan sonraki 42. giin) zirve yaptigini1 buldular (208).
Brage ve arkadaslar1 gibi Jochen Hecht de Cst-3’lin kemik rezorbsiyonunu ve
osteoklast olusumunu inhibe edebililecegini diisiindii (219). Osteoklast aktivitesi
erken baglar ve kirik iyilesmesi devam ettikge artar (208,220). Cst-3’lin bu zaman
diliminde osteoklastlarin diizenlenmesi i¢in Onemli olabilecegi tartisilabilir. Biz
caligmamizda Cst-3’tin maksimum ekspresyonunu her iki gruptada 3. haftada tespit
ettik. 1. haftada her iki grupta da hemen hemen ayni seviyede olan Cst-3, 3. ve 6.
haftalarda deney grubunda daha yiiksek miktarlarda eksprese oldu. Her iki grupta da
6. haftada 3. haftaya gore daha diisiik fakat 1. haftaya gore daha yiiksek ekspresyon
paterni izlendi. Biz de osteoklastlarin daha aktif olduklari kikirdaktan immatiir
kemige gecis doneminde ve immatiir kemikten lameller kemige doniisiimiin oldugu
donemde Cst-3 ekspresyonunu fazla bulduk. Biz de Jochen Hecht ve Brage gibi Cst-
3’ln osteoklastik aktivitenin bir diizenleyicisi oldugunu ve remodelingle ilgili

olabilecegini diisiiniiyoruz.

Ying Peng ve arkadaslari, Cdknla gen ekspresyonunu endokondral
kemiklesme sirasinda inceledikleri calismada kirik olmayan femurlarda tespit
edilemiyecek diizeyde buldular (221). Kiriktan sonra Cdknla ekspresyonunda bir
dizi degisiklik tespit ettiler. Cdknla ekspresyonunun 4. ve 14. giinler arasinda
asamali olarak arttigini, Ozellikle 7 ila 14. giinler arasinda en fazla artis oram
gosterdigini ve 14 ila 21. giinden sonra hizli bir sekilde azaldigini buldular (221).
Ying Peng ve arkadaslari kirik tamirinde ve endokondral kemiklesme sirasinda
hipertrofik kondrositlerin apopitozunun, kikirdagin kemik ile yer degistirmesi
isleminde temel olay oldugunu disiiniidiiler. Cdknla’nin, kondrositlerin biiyliime ve
apopitozunu diizenledigini bildirdiler (221). Bu isleminde FGFR-3 uyarilarina yanit
ile yapildigin1 bildirdiler (221). Su ve arkadaslar1 da (222) aktive olan FGFR-3

sinyalinin Cdknla’nin ekspresyonunu indiikledigini ve kondrositlerde biiyiimenin
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durmasmma neden oldugunu gosterdiler. Biz ¢alismamizda Cdknla gen
ekspresyonunu her iki gruptada ilk haftada maksimum olarak tespit ettik. Kontrol
grubunda 6. haftaya kadar asamali olarak diisiis gosterirken deney grubunda 3.
haftada hizli bir diisiisii takiben 6. haftada bir miktar artis gosterdi. Biz de Ying Peng
ve Su gibi kikirdak olusumunu en fazla tespit ettigimiz 1. haftada Cdknla
ekspresyonunuda maksimum olarak tespit ettik. Ozellikle kikirdak olusumunun 6.
haftada kontrol grubunda neredeyse minimal olarak tespit etmemiz ve kontrol
grubunda Cdknla ekspresyonununda bununla uyumlu azalmasi Cdknla’nin kikirdak
hiicrelerinin apopitozunu indiikleyerek kondrositlerin biiylimesini inhibe ettigini

desteklemektedir.
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SONUC

Kemik defektlerini tedavisinde ortopedistler tarafindan pek ¢ok yontem ve
materyal kullanilmistir. Giiniimiizde otolog kemik greftleri tedavide altin standart
olmaya devam etmektedir. Otolog kemik greftlerinin dezavantajlar1 nedeniyle yeni
materyal arayislar1 gilinlimiizde ortopedistlerin birgogunun arastirma konusu
olmaktadir. Bu amagla tip I kollajenin osteogeneze spesifik genlere ve kemik
iyilesmesine olan etkisinin arastirildigi bu calismada, kemik defekti histopatolojik
incelenmis ve periferik kandan mikroarray yontemi ile 42 adet gen izole edilerek

irdelenmistir.

Histopatolojik degerlendirmede Huo siniflamasi ve inflamasyon (hiicre tipi ve
yogunlugu, graniilasyon gelisimi, vaskiilarite), konnektif doku gelisimi (fibroblast
proliferasyonu), osteogenez (kikirdak gelisimi, osteoblastik aktivite, yeni kemik
olusumu) ve yabanci cisim reaksiyonu degerlendirildi. Deney ve kontrol grubu
arasinda sadece 1. haftada Huo smiflamasinda deney grubu lehine anlamli farklilik
tespit edildi (p=0,027). Inflamasyon, konnektif doku gelisim, osteogenez ve yabanci
cisim reaksiyonu agisindan gruplar arasinda farklilik bulunmasina ragmen
degerlendirmenin hicbir sathasinda istatistiksel olarak anlamli degildi. Tip I kollajen
sadece 1. haftada gap iyilesmesinde anlamli iyilesme sagladi. 3. haftadaki degerler
kontrol grubunda daha 1yi olarak degerlendirildi. Fakat 6. haftada ise Huo
simniflamasina gore deney grubunun lehine anlamliya yakin iyilesme mevcuttu

(p=0.053).

Tip | kollajen histopatolojik olarak kemik defektlerinin tedavisinde erken
donemde etkili olarak goriilmektedir. Erken donemdeki bu etkisinin olusturulan
defekt bolgesinde inflamasyonu arttirmasi, kirik hematomu igin iskelet olusturmasi,
osteoprogenitor hiicreler i¢in kemotaktik olmasi ve defekt bolgesine goc eden hiicre
ve bliylime faktorlerini baglayabilmesi nedeniyle ilk haftada yani kirik iyilesmesinin

enflamatuvar faz1 sirasinda etkili oldugunu diistinmekteyiz.

Izole edilen genlerden, BMP-1, BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6,
BMP-7, TGF-BRII, Smad-1, IL-6, BMPR-IA, BMPR-IB, Eng, BMPR-II, c-fos,
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Cdknla, Chrd, Gdf-5, 1d-1, PDGF-B, IGF-1, Serpine-1, TGF-BRI deney grubunda
kontrol grubuna gore 1. saatte tip | kollajenin etkisiyle daha fazla eksprese oldu.
Ozellikle kirik iyilesmesinde etkili oldugu diisiinilen ve tedavide yer bulan
BMP’lerin ekspresyonunda 1. saatte tip I kollajen etkili olarak goriilmekteydi. 1.
saatteki bu etkinin kollajenin hangi 0zelligine bagli olarak gelistigi tam olarak

bilinmemektedir. Ayni1 etki 1. haftada saptanamamugtir.

Literatiirde kollajenin kemik defektlerinin tedavisindeki sonuglar1 tartismalidir.
Ozellikle ortodontistler tarafindan yapilan ¢alismalarda yiiz giildiiriicii sonuglar
saptanirken  ortopedistler tarafindan yapilan ¢alismalarda ayn1 sonuglara
rastlanmamaktadir. Bu ylizden ortopedistler tek basina tip I kollajen uygulama yerine
ozellikle otojenik ve allojenik kemik greftlerinin veya BMP ve TGF-B gibi
osteojenik farklilagsmayr indiikleyen materyallerin tip 1 kollajenle birlikte
uygulanmasini onermektedir. Bizim c¢alismamizin sonucunda, tip I kollajenin tek
basina kemik defektlerinin tedavisinde uzun dénemde (6. haftada) kontrol grubuyla

arasinda anlaml fark saptanmamustir.
Bu amagla tip I kollajen miktar1 arttirilarak veya diger osteoindiiktif ve

osteokondiiktif materyallerle birlikte uygulanmasi ile ilgili daha ¢ok calismaya

ithtiyag vardir.
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OZET

Giiniimiizde Ortopedi ve Travmatoloji kliniklerinin baslica ugras konularindan
birisi kemik defektlerinin tedavisi olusturmaktadir. Bu amagla pek ¢ok materyal ve
tedavi metodu arastirilmis ve arastirllmaya devam etmektedir. Biz de ¢alismamizda
kemikte ana kollajen olan tip | kollajenin kemik defektlerine ve osteogeneze spesifik

genlere olan etkisini rat kemik defekti modelinde arastirdik.

Bu amagla calisma 56 adet Spraque dawley tipi disi rat ilizerinde yapildi.
Ratlarin sag femur saftinin '2 orta medial bolgesinde yaklagik 2 mm.’lik defek
olusturuldu. Ratlar esit miktarda olacak sekilde 2 gruba ayridi. Deney grubunun
defektli bolgesine rat kaynakli tip I kollajen uygulandi ve kontrol grubunda ise defekt
olusturulan bolge bos birakildi.

Her gruptan 7 adet rattan cerrahi sonrasi 1. saatte, 1. haftada, 3. haftada ve 6.
haftada sakrifiye edilmeden Once intrakardiyak olarak 1 cc kan alindi. Ratlarin
femurlar1 histopatolojik inceleme i¢in biitiin olarak ¢ikartildi. Histopatolojik
degerlendirmede Huo siniflamasi, inflamasyon, konnektif doku gelisimi, osteogenez
ve yabanci cisim reaksiyonu degerlendirildi. Sadece 1. haftada Huo siniflamasina
gore deney grubunda anlamli degisiklik tespit edildi (p=0,027). Diger parametreler

ve diger haftalarda histopatolojik olarak anlamli degisiklikler saptanmadi.

Alinan kanlardan cDNA izolasyonu sonrasi mikroarray yontemi ile 42 adet
osteogeneze spesifik gen degerlendirildi. 1. saatte deney grubunda BMP-1, BMP-2,
BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, TGF-BRII, Smad-1, IL-6, BMPR-IA,
BMPR-IB, Eng, BMPR-II, c-fos, Cdknla, Chrd, Gdf-5, 1d-1, PDGF-B, IGF-1,
Serpine-1, TGF-BRI gen ekspresyonlarinda anlamli artis saptandi. 1. haftadaki
karsilastirmada hicbir gende anlamli degisiklik saptanmadi. 3. haftadaki incelemede
deney grubunda kontrol grubuna gore BMP-7, BMPR-IA, c-fos genlerinde anlamli
azalma saptandi. 6. haftada yapilan incelemede sadece IGFBP-3 geninde deney

grubunda azalma mevcuttu.
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Bu sonuglar neticesinde tip I kollajen kemik defektlerini tedavisinde erken
donemde inflamatuvar sitokinler ve BMP gen ekspresyonlarinda artig ile etkili
olmaktadir. Fakat uzun dénemde (6. haftada) kemik defektlerinin iyilesmesi tizerine

etkisi deney grubundan farkli degildir.
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SUMMARY

Nowadays, treatment of bone defects constitutes one of the main struggling
subjects of Orthopaedics and Traumatology clinics. For this purpose, many materials
and treatment methods were being investigated and investigations are still
continuing. In our study, we investigated the effects of Type I collagen which is main
collagen component of bone tissue; on bone defects and on genes spesific for

osteogenesis in a rat bone defect model.

In this study, 56 female Spraque Dawley type rats were used. About 2 mm
bone defect was created in the middle of right femur of rats. Rats were divided into
two groups in equal ratio. In experimental group, type I collagen which was derived
from rats is applied in bone defects whereas in control group defects were left empty.

Seven rats from each group were sacrified at first hour, first week, third week
and sixth week after surgery. 1cc blood samples were collected from each rat through
intracardiac way. Femurs of rats were removed as a whole for histopathological
examination. In histopathological examination; Huo classification, inflamation,
development of connective tissue, osteogenesis and foreign body reaction were
evaluated. According to Huo classification, significant change was found in the
experimental group (p=0,027) only at first week. Histopathologically, no significant

changes were found in other parameters at other weeks.

Forty two genes that are spesific for osteogenesis were evaluated with
microarray method after cDNA isolation of collected blood samples. In the
experimental group, significant increase was found in genetic expressions of BMP-1,
BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, TGF-BRII, Smad-1, IL-6, BMPR-
IA, BMPR-IB, Eng, BMPR-II, c-fos, Cdknla, Chrd, Gdf-5, Id-1, PDGF-p, IGF-1,
Serpine-1, and TGF-BRI at first hour. By the comparison of the genes in the fist
week, no significant change was found in any of the genes. By the evaluation at third
week; when compared to control group, a significant decrease was found in

expressions of BMP-7, BMPR-IA and c-fos genes in the experimental group. By the
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evalation at sixth week; there was a decrease only in IGFBP-3 gene expression in the

experimental group.

As a conclusion of these results; Type | collagen is found to be effective on the
treatment of bone defects through increasing inflammatoary cytokines and also
expression of BMP genes in the early stages of healing. However, it is not found that

type | collagen has positive effect on healing of bone defects for long terms.
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