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GİRİŞ 

 

Günümüzde motorlu taĢıt kazalarına, iĢ kazalarına, psödoartrozlara, 

osteomyelit ve tümöral oluĢumlara bağlı olarak kemik defektlerine çok sık 

rastlanmaktadır. Kemik defektlerinin tedavisi oldukça zor ve maliyetli olması yanı 

sıra iĢ gücü kaybı ve sakatlık bırakması nedeniyle önemli bir sağlık sorunu 

olmaktadır. Amerika BirleĢik Devletleri‟nde 2004 yılında olan bütün yaralanmaların 

%60-67‟si kas iskelet sistemine aitti. Bu yaralanmaların % 25‟inde kırıklar için 

giriĢimde bulunulmuĢtur. Kırık hastalarının yıllık maliyeti ise yaklaĢık 23,44 milyar 

dolar idi (1,2). Bununla birlikte; travma veya tümör rezeksiyonundan kaynaklanan 

geniĢ osseoz defektlerin olduğu kaynamamıĢ kırıklar (3) ve uzun kemiklerin 

kaynamama insidansı %5-20 arasındadır ve bu vakalardaki hastane maliyetleri 

artmaktadır (1,2) .  

 

Kemik defektlerinin tedavisinde otolog kansellöz kemik greftleri, kaynamama 

olan bölgede lokal mikro çevrenin uyarılması yoluyla kaynamayı artırmak amacıyla 

kullanılan altın standart metottur. Bununla birlikte, klinik çalıĢmalar segmental 

kemik defektlerinin cerrahi tedavisi sonrasında % 30‟a varan istenilmeyen sonuçlar 

olduğunu göstermiĢtir (3,4). 

 

  Otolog kemik greftlerinin sınırlı elde edilebilmesi, alınan bölgede ağrı, 

nörovasküler yaralanma veya enfeksiyon gibi sonuçların görülmesi biyolojik uyarma 

için alternatif yolların araĢtırılması gerektiğini ortaya çıkarmıĢtır (3-10). Otolog 

kemik greftlerinin yerini alacak maddenin ise hem osteokondüktif hem de 

osteoindüktif özelliğinin olması gerekmektedir. Ayrıca bu materyal immünolojik bir 

red oluĢturmamalı ve reaksiyon yaratmamalıdır. Aynı zamada kolay elde edilebilir 

olması ve maliyetininde düĢük olması ile otolog kemik greftlerine üstünlük 

sağlamalıdır. 

 

Biz bu amaçla özellikle omurgalıların hemen hemen bütün dokularında 

ekstraselüler matriksde bulunan ana bileĢen olan kollajen ile çalıĢmayı uygun gördük 

(11)
.
 Özellikle kemikte ana protein olan Tip I kollajen ön plana çıkmaktadır.  

 



2 
 

Kollajen peptitlerinin çeĢitli biyolojik aktiviteleri olduğu ve saklayıcı ve 

immünoterapetik ajanlar olarak kullanıldığı son zamanlarda gösterilmiĢtir (11). 

Kollajenler özellikle yapıĢmayı, çoğalmayı ve pek çok hücrenin farklılaĢmasını 

teĢvik ederler (12). Üç boyutlu tip I kollajen jelleri kemik defektlerindeki 

osteokondüksiyon için uygun bir ortam sağlayabilirler (12). Tip I kollajenin TGF-β 

(DönüĢtürücü Büyüme Faktörü Beta) ve BMP‟leri (Kemik Morfojenik Protein) 

içeren TGF familyasının kemik indükleyen büyüme faktörlerine bağlandığı 

gösterilmiĢdir (12). Kollajen liflerinin; hücre migrasyonunu ve osteogenik 

farklılaĢmayı nasıl sağladığı tam olarak bilinmemektedir. Genel olarak kollajen lifleri 

çeĢitli hücre tiplerinin migrasyonu için iskelet görevi görürler. Ek olarak kollajen 

diğer matriks proteinlerine, bu moleküllerin kollajen bağlayan parçası aracılığıyla 

bağlanabilir. Kollajen hücre migrasyonunda, hücre-matriks ve matriks-matriks 

iliĢkilerinde önemli rol oynar. Kollajen lifleri; BMP‟ler, TGF‟ler, IGF‟ler (Ġnsülin 

Benzeri Büyüme Faktörü) ve FGF‟ler (Fibroblast Büyüme Faktörü) gibi bazı 

osteoindüktif faktörleri saklayabilir. Bunların kemik matriksinden kolayca 

salgılanmasını sağlayabilir. Kollajenin kendisi bu osteoindüktif maddelere 

bağlanamasa da bu faktörlere yüksek afinitesi olan çeĢitli ekstraselüler matrikslere 

bağlanabilir. ÇeĢitli osteoindüktif maddelerin kollajen lifleri tarafından tutunması 

mümkün olabilir ve daha önce göç eden hücrelerin osteoblastik hücrelere 

dönüĢümünü sağlayabilir. Ġlave olarak tip I kollajen osteoblastik farklılaĢmada direkt 

olarak önemli bir rol oynayabilir. Tip I kollajenin α1 zinciri osteogenik hücrelerde ki 

α2β1 integrinine benzerdir (13).  

 

Tip I kollajen ile ilgili yapılan bütün çalıĢmalar aynı sonucu vermemiĢtir. Bu 

yüzden biz Tip I kollajenin hem osteoindüktüf etkisini hemde osteokondüktif etkisini 

değerlendirmeyi amaçladık. Bunun için osteogeneze spesifik TGF-β ailesini üyesi 

olan gen ekspresyonlarına etkisini araĢtırdık. Aynı zamanda kırık iyileĢmesi sırasında 

bu gen ekspresyonlarında ne gibi değiĢiklikler olduğunu da değerlendirmiĢ olduk.  
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GENEL BİLGİLER 

 

Kırık; kemiğin anatomik bütünlüğünün tam veya kısmen bozulması Ģeklinde 

tarif edilebilir (14). Günümüzde artan trafik ve iĢ kazalarının yanı sıra, yaĢlı nüfusun 

artması nedeniyle kırıkların sık görülmesi, kırık iyileĢmesini önemli bir sağlık 

problemi haline getirmiĢtir. Bu konudaki çalıĢmalar kırık iyileĢmesini hızlandırmak 

üzerine yoğunlaĢmaktadır. Ortopedi kliniklerinde kırık tedavisindeki baĢlıca 

hedefler; hastanın ağrısız hale getirilmesi ve mümkün olan en hızlı Ģekilde kırık 

iyileĢmesine yardımcı olunarak hastanın mobilizasyonun sağlanmasıdır. 

 

KEMİK DOKU ve HİSTOLOJİSİ 

 

Kemik insan vücudunun en sert dokularından biridir. En önemli iki özelliği 

dengeyi sağlayan destek dokusu olması ve metabolik olarak vücuttaki kalsiyum 

(Ca
+2

) dengesi için bir banka görevi görmesidir. Hayati organların barındığı vücudun 

önemli boĢluklarını dıĢarıdan kuĢatarak korur (15). Kan hücrelerinin sentezi, 

kalsiyum, fosfat (PO4) gibi minerallerin depolanması ve salınması kemik doku 

sayesinde olur (16,17). Kas kasılması ile oluĢan kuvvetler kemiklerin oluĢturduğu 

kaldıraç sistemleri sayesinde artarak vücutsal harekete dönüĢür (17). Kemik dokuda; 

osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlar olmak üzere üç ayrı hücre izlenir (16,17). 

Osteositler matriksin lakuna adı verilen boĢluklarında yer alırlar. Kabaca kemik 

dokuyu idame ettirirler. Matür iskeletteki hücrelerin %90‟ını osteositler oluĢturur. 

Osteoblastlar, matriksin organik kısımlarının sentezini yaparlar (18). Osteoklastlar 

ise çok çekirdekli dev hücreler olup, kemik dokusunun rezorbsiyonu ve yeniden 

Ģekillenmesini sağlarlar (16,17). 

 

KEMİK MATRİKSİ 

 

Kemik, özel bir bağ dokusudur. Kemik matriksi adı verilen hücreler arası 

madde kalsifiye olmuĢtur. Matriksi; kuru ağırlığının kabaca %40‟ı oranında organik, 

%60 oranında da inorganik bileĢenler oluĢturur (16-20). Özellikle Ca
+2

 ve PO4 baĢta 

olmak üzere bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum inorganik 
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maddeler arasında bulunur. Organik bileĢenler arasında kollajen, proteoglikanlar, 

kollojen dıĢı matriks proteinleri, büyüme faktörleri ve sitokinler sayılabilir (18). 

Kollojen kısım primer olarak Tip 1 kollojenden oluĢur ve bu molekülün sonlanma 

bölgelerinde bulunan boĢluklara mineral birikimi olmasıyla kalsifikasyon sağlanır 

(16,17,19). Hidroksiapatit ile kollajen lifler arasındaki bağlar, kemiğin karakteristik 

sertliğinden ve dayanıklılığından sorumludur (19).  

 

Kemik, kemiği oluĢturan hücrelerden ve bağ dokusundan oluĢan zarlarla 

örtülüdür. Bu zarlardan dıĢtakine periosteum, içtekine de endosteum denir. 

Periosteumun dıĢ tabakası kollajen lifler ve fibroblastlardan oluĢmuĢtur. Hücreden 

daha zengin olan periosteumun iç tabakası, bölünüp farklılaĢarak osteoblastları 

oluĢturabilme potasiyeline sahip olan yassı hücrelerden zengindir. Bu hücreler 

kemiğin büyümesi ve onarımında baĢ1ıca rolü oynarlar. Endosteum, kemiğin 

içindeki bütün boĢlukları örter ve tek katlı yassı osteoprogenitör hücreler ile çok az 

miktarda bağ dokusundan oluĢur. Periosteum ve endosteumun temel iĢlevleri, kemik 

dokusunun beslenebilmesi, büyüyebilmesi ve onarımı için gerekli olan yeni 

osteoblastları kesintisiz olarak sağlamaktır (20-22). Bu nedenlerle kemik cerrahisinde 

periosteum ve endosteumun korunmasına çok dikkat edilir. 

 

KIRIK TANIMI 

 

DıĢtan veya içten etki eden kuvvetlerle kemiğin anatomik bütünlüğünün ve 

devamlılığının bozulmasına “kırık” denir (23,24). Bu kuvvetlerin Ģiddetine ve 

kemiğin bu Ģoku absorbe edebilme yeteneğine göre kırıklar ufak bir çatlaktan 

(fissür), bir veya birçok kemiğin kırılmasına ve hatta komĢu eklemlerde çıkık 

oluĢturabilmesine (kırıklı-çıkık) kadar değiĢiklikler gösterebilir. Kırığı oluĢturan 

kuvvetler sadece kemik dokuda ayrılma değil, beraberinde kemiğin etrafındaki 

yumuĢak dokuları (deri, kaslar, tendonlar, ligamentler, damarlar ve sinirler) ve hatta 

komĢuluğundaki organlarda da hasar oluĢturabilirler (25,26). 
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KIRIK İYİLEŞMESİNİN EVRELERİ 

 

YumuĢak dokudaki iyileĢme sonrasında skar oluĢumundan farklı olarak kırık 

iyileĢmesi, sonuçta kemiğin anatomisinin yeniden oluĢtuğu ve tamamen 

fonksiyonunun geri döndüğü çok önemli bir süreçtir (25). Kırık sonrası ortaya çıkan 

fizyolojik reaksiyonlar, bozulan kemik bütünlüğünün yeniden sağlanmasına 

yöneliktir. Kırık iyileĢmesi, kırık oluĢtuğu anda baĢlar ve kırık uçlarının düzenli 

kemik dokusu ile birleĢmesine kadar devam eder (27,28). Genel olarak kırık 

iyileĢmesi yaralanmadan sonra 6 ila 8 haftada tamamlanır (25). Kırık iyileĢmesi 

bugüne kadar tam olarak aydınlatılamamıĢ 2 ana katagoriye ayrılabilir (25):  

 

1.primer (direkt veya kortikal)  

 

2. sekonder (indirek spontan ) kemik iyileĢmesi  

 

Bu iki durum pek çok biyolojik olayın ardıĢık koordinasyonunu içeren çok 

kompleks bir süreçtir. Moleküler biyolojideki son yılladaki geliĢmelerle iyileĢmenin 

spesifik evrelerinde, çeĢitli sinyal moleküllerinin tanımlanması mümkün olmuĢtur 

(25).  

 

Primer Kırık iyileşmesi 

 

Genellikle ayrılmamıĢ ve rijit osteosentez uygulanan kırıklarda görülür. Primer 

kemik iyileĢmesi her iki ucun kompresyonuyla veya kompresyonsuz rijit 

stabilizasyonunu gerektirir (29). Sekonder kemik iyileĢmesinden farklı olarak bu rijit 

stabilizasyon ya kansellöz ya da kortikal kemikte kallus oluĢumunu baskılar (23,25). 

Radyolojik olarak kallus görülmez. Primer iyileĢme nadirdir (25). Bazı araĢtırmacılar 

kırık tamirinin amacının bu tip bir iyileĢme olduğunu kabul etmesine rağmen pek çok 

Ģekilde sekonder kemik iyileĢmesine üstün bir avantajının olduğu gösterilememiĢtir 

(25,30). Ara evreler zayıftır ve anarebik ortamda gerçekleĢmez (25). Kıkırdak süreç 

yoktur. Bu nedenle intramembranöz kemikleĢmeye benzetilir. Primer kemik 

iyileĢmesi gap iyileĢmesi ve kontakt iyileĢmesi olmak üzere ayrılabilir.  

 



6 
 

Gap İyileşmesi 

 

Gap iyileĢmesi iki aĢamada oluĢur. Ġlk aĢamada gapin geniĢliği direk kemik ile 

dolar (25). Ağsı kemiğin baĢlangıç yapı iskelesi döĢenir ve takiben destek olarak 

paralel fiber ve/veya lameller kemik oluĢumu ile desteklenir (23,31). Bu kemiğin 

oryantasyonu orijinal lameller kemik oryantasyonundaki gibi transversdir. Kemiğin 

üretiminden önce bu gapde konnektif doku veya fibrokartilaj yoktur. Birkaç hafta 

sonra oluĢan ikinci fazda dikey haversiyen remodeling nekrotik kırık uçlarını ve yeni 

oluĢan kemiği rekonstrükte eder ve kırık hattında orijinal yapısındaki osteonlarla yer 

değiĢtirir (25,31).  

 

Kontakt İyileşmesi 

 

Gap iyileĢmesiyle karĢılaĢtırıldığında kontakt iyileĢmesi; fragmanların direk bir 

arada olduğu ve osteonların gerçekten kemiğin uzun aksına paralel bir Ģekilde, kırık 

hattını geçerek büyüyebildiği zaman ortaya çıkar. Fakat kırık uçları arasında 

transvers kemik oluĢumu iĢlemi gerçekleĢmez. Bu durumlar altında kırığın bir 

tarafındaki osteoklastlar rezorbtif bir tünelleme yanıtına giderek kırık hattını geçen 

cutting cones‟ları oluĢturur. GeliĢen bu rezorbtif kavite kapillerin penetrasyonuna 

izin verir ve sonuç olarak yeni haversiyan sistemleri kurulur. Kan damarları daha 

sonra endotel hücreleri ve osteoblastlar için osteoprogenitör hücreler ile birlikte kırık 

hattını geçecek Ģekilde osteonların oluĢumuna neden olurlar (23,25). Normal kontakt 

iyileĢmesinin sonucunda en son olarak normal kemik yapısının rejenerasyonu geliĢir. 

Kemik kırığı tamirinin biyolojisi normal kemik yapısının rejenerasyonuna neden olan 

çok kompleks bir süreçtir. Normal kırık tamiri, iyileĢme boyunca spesifik 

zamanlarda aktive olan ve kapanan çok farklı genlerin ekspresyonu yoluyla bir 

orkestra gibidir. Önemli gen ekspresyonları; TGF-β, FGF, PDGF (Trombosit 

Kaynaklı Büyüme Faktörü), IGF, BMP, osteonektin, osteokalsin (Kemik  γ-

Carboxyglutamat Protein, Bglab), osteopontin, fibronektin, BMPR (Kemik 

Morfojenik Protein Reseptörü), Smad‟lar (Smad Family Member), IL-1 (Ġnterlökin), 

IL-6, GMCSF (Granülosit Monosit Koloni Stimüle Edici Faktör), MCSF (Monosit 

Stimüle Edici Faktör) ve çeĢitli kollajen izotiplerini içerir. Bu genlerin 
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ekspresyonunun iyi düzenlenmesi kemik morfolojisi ve fonksiyonundan sorumlu 

hücresel iĢlemlerin devam etmesini sağlarlar (25).  

 

Sekonder Kırık İyileşmesi 

 

Sekonder kırık iyileĢmesi kırık bölgesinde sıkı tesbit olmadığında spontan kırık 

iyileĢmesiyle karakterizedir ve kemik iyileĢmesinin en sık görülen Ģeklidir. 

Radyolojik olarak kallus görülür (23). Kırık iyileĢmesi, her birinin farklı hücresel 

özelliklerinin ve ekstraselüler matriks bileĢenlerinin bulunmasıyla karakterize basitçe 

3 faza ayrılabilir (32,33). Bu dönemler inflamatuar dönem, tamir dönemi 

(intramenbranöz kemikleĢme) ve remodelizasyon dönemi (kondrogenez ve enkondral 

kemikleĢme) olarak isimlendirilirler (27). Histolojik olarak iyileĢme süresindeki 

evreler birbirinden zaman olarak kesin sınırlarla ayrılamaz. Her evre daima 

kendinden bir önceki veya bir sonraki evre içinde bulunur. En uzun süren dönem, 

remodelizasyon dönemidir.  

 

İnflamatuar (Hematom, Yangı) Dönem 

 

Kemikte kırığa neden olan bir yaralanma sadece hücrelere, damarlara ve kemik 

matriksine değil aynı zamanda kasları, damarları ve sinirleri içeren çevredeki 

yumuĢak dokuyada zarar verir (34). Tüm doku travmalarında, dolayısıyla kırıklarda, 

ilk verilen yanıt “inflamasyon” yani “yangı”dır (35). Yaralanma sonrası hemen 

inflamatuar bir yanıt ortaya çıkar ve bu 48 saatte zirveye ulaĢır (30). Bu dönem ilk 3–

4 günlük süreyi kapsar ve kırıktan 1 hafta sonra hemen hemen tamamen yok olur 

(32). Kırık kemik uçları arasına ve kırık uçların etrafına kan ve lenf sıvısı toplanır. 

Bu birikintiye kırık hematomu denir. Yaralanma olan bölgede vasküler endotelial 

hasar kompleman yolağının aktivasyonuna, trombosit agregasyonuna ve bunların alfa 

granül içeriklerinin salınmasına neden olur. Bu trombosit degranülasyonu büyüme 

faktörlerini salıverir ve kemotaktik sinyalleri tetikler. PıhtılaĢma yolağının ileticileri 

hemostaz ve kemoatrektan büyüme faktörlerinin ayrıntılı mediyatör sinyal görevini 

üstlenen trombositlerdir. PMNL (Polimorfonükleer Lökosit), lenfositler, kan 

monositleri ve doku makrofajları yara bölgesine yönelirler ve anjiyogenezi uyarmak 
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için sitokinlerin salınımı için aktive olurlar (36). Erken dönemde kırık çevresi 

karakteristik olarak hipoksik ve asidik bir ortamdır, bu PMNL‟lerin ve doku 

makrofajlarının aktivitesi için ideal ortamdır (37). Hematom oluĢumu daha fazla 

kanamayı engellemek için hemostatik bir pıhtı ve aynı zamanda hücresel göç için 

yolak oluĢumuna fibrin bir ağ ortamı sağlarlar (30,34,38). Kırık hematomu sekonder 

kırık iyileĢmesi için çok önemlidir. Açık kırıklarda kırık hematomunun dıĢarıya 

boĢalması nedeniyle kırık iyileĢmesi gecikir veya hiç olmaz. Son çalıĢmalar 

hematomun kırık iyileĢmesi için temel olaylardaki hücresel yanıtı baĢlatan sinyal 

moleküllerinin kaynağı olduğunu bildirir (39). Deneysel olarak hematom organize 

olduktan sonra çıkarıldığında osteojenik uyarının büyük bir kısmının yok olduğu öne 

sürülmüĢtür (40). Muhtemelen, kırık hematomu onarım hücrelerinin aktivitelerini 

kolaylaĢtıracak fibrinden yapılmıĢ bir iskelet rolü oynamaktadır. Ayrıca kırık 

hematomu ortamında bulunan trombositler ve ortamdaki diğer hücreler büyüme 

faktörü ile birlikte diğer baĢka proteinleri [Epidermal büyüme faktörü (EGF), FGF, 

PDGF, TGF-β, Kemikten türetilmiĢ büyüme faktörü (BDGF), IL–1] salarlar (32,35). 

Bu faktör ve proteinler, kırık iyileĢmesinde önemli olan hücre göçü, periosteal hücre 

çoğalması ve onarım dokusu matriksinin sentezi için gereklidirler. Yani kırık 

hematomunda prostaglandinler, büyüme faktörleri (IGF, TGF–β, BMP), sitokinler 

(IL–1, IL–6), kemik yapım ve yıkımı arasında kenetleyici faktörler bulunmaktadır 

(32,35). 

 

Kırık oluĢtuktan hemen sonra vazokonstrüksiyon izlenir. Bunu takiben arteriol 

ve venüllerin vazodilatasyonu görülür (34). Mast hücrelerinin kırık bölgesine 

histamin salgılaması, bu bölgede vazodilatasyona sebep olur. Ayrıca kılcal damar 

permeabilitesi de artar (25,26,28,30). Vazodilatasyon ve beraberinde plazma 

eksudasyonu nedeniyle, kırık bölgesinde ilk 24 saat içinde ödem oluĢur. Bu bölgeye 

polimorf nüveli lökositler, monosit ve lenfositler baĢta olmak üzere akut yangı 

hücreleri göç ederler (25). 

 

KomĢu haversiyen sistemler arasında fazla anastomoz bulunmadığı için, kırık 

uçları arasında iki tarafta da belirli bir mesafeye kadar olan alandaki dolaĢım durur. 

Buradaki osteositler lizise uğrayarak yerlerini boĢ lakunalar alır. Sonuçta kırık 

alanında, kemik dokuda daha geniĢ olmak üzere nekroz bölgesi meydana gelir. Kırık 
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uçlarda 1–5 mm arasında nekroz geliĢir. Kırık uçları ve çevre dokulardan 

prostoglandinlerin salınımı yanında ortamdaki nekrotik materyalin varlığı akut 

inflamasyonun baĢlatılmasında önemli rol almaktadır (32). Kırık bölgesindeki 

hematom 48 saat içinde organize olup fibrinden bir yapı oluĢturur. Fibrinojen 

eklenen lizin, fenilalanin, gamaglobulin ve albuminle fibrine dönüĢür. Polimorf 

nüveli lökositler ve makrofajların damar dıĢına göç etmeleri ile fibrin matriks oluĢur. 

Ayrıca makrofaj, histiosit ve fibroblastların yaptığı kollajen de fibrin matriksi 

oluĢumuna etkilidir. Fibrin ağından da kemik yapımı için gerekli olan hücre 

çoğalması baĢlar. Bu dönemde fibrin matriksi içindeki öncü hücreler, lokal biyolojik 

etkilerle değiĢik dokuları oluĢturmak için farklılaĢmaya hazırdır. Kırık bölgesinde 

ortamın pH‟sı asitken, daha sonra yavaĢ yavaĢ nötrale döner ve sonra hafif alkali 

seviyede kalır. Büyük kırıklarda makrofaj monositler, bütün vücudu etkileyen bir 

sitokin olan IL–1 salgılar. IL–1 yaralanma bölgesinde lenfositlerin göçü ile kemik 

geri emilimini (rezorbsiyon) sağlar ve orta beyin aracılığıyla ateĢ meydana getirir. 

IL–1 ayrıca kaslardan Prostoglandin-E2 (PG-E2) oluĢumunu arttırır (35). Bütün bu 

süreç reparatif bir granülom yaratır ve eksternal kallusa dönüĢür (39). 

 

Onarım (Reperasyon) Dönemi  

 

Onarım evresi kırık iyileĢmesinde en önemli kısımdır. Reparatif faz, 

inflamatuvar faz gerilemeden önce birkaç gün içinde baĢlar ve birkaç haftada 

sonlanır. Bu fazın sonucunda reperatif kallus dokusu kırık hattı ve çevresinde 

oluĢacaktır ve bu sonunda kemik doku ile yer değiĢtirecektir. Kallusun rolü bölgenin 

lateralden desteklenerek mekanik stabilitesini kuvvetlendirmektir. Kırık uçlarında 

bulunan osteositlerin beslenmesi bozulur ve ölürler. Bu durum kırık bölgesinden bir 

miktar uzağa boĢ lakünaların uzanmasıyla gözlenir (25). Hasar görmüĢ periost ile 

kemik iliği ve diğer çevreleyen yumuĢak dokular, kırık bölgesine nekrotik dokunun 

katılmasına neden olabilirler (30). Bu faz sırasında kallus dokusu; fibröz bağ dokusu, 

kan damarları, kıkırdak, ağsı (woven) kemik ve osteoitten oluĢur. Tamir süreci 

ilerledikçe pH, yavaĢ yavaĢ nötral ve daha sonra hafifçe alkali olur. Bu durum alkalin 

fosfataz aktivitesi için ve bunun kallusun mineralizasyonundaki görevi için 

optimaldir (34). Erken kemik oluĢumunun periostun kanbiyum tabakasındaki 

hücrelerden olduğu gösterilmiĢtir (25). Tamir dokusunun içeriği ve tamir hızı; kırığın 
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kemiğin neresinde olduğuna, yumuĢak doku hasarının geniĢliğine ve kırık bölgesinin 

mekanik stabilitesine bağlı olarak değiĢebilir (34).  

 

Ġntramembranöz kemikleĢme kırığın ilk birkaç gününde baĢlar. Fakat 

proliferatif aktiviteler kırıktan sonraki ilk 2 hafta içinde durma eğilimindedir. 

Histolojik kanıtta ilk olarak, kırık bölgesinden birkaç mm içeride korteks karĢısında 

ağsı kemik içerisinde osteoblastik aktivite gösterir (23). Bu bölgedeki kemik 

oluĢumu ara basamaktaki kıkırdak oluĢumu olmaksızın osteoblastların öncü 

hücrelerden direkt olarak değiĢimi ile ortaya çıkar. Eksternal kallus içerisinde bu 

Ģekilde kemik oluĢumu ortaya çıkan bölge sıklıkla sert kallus olarak adlandırılır (39).  

 

Ġntramembranöz kemikleĢme devam ederken düĢük oksijen basıncının olduğu 

kallus periferinde kondrogenez meydana gelir (25). Periosttan ve komĢu eksternal 

yumuĢak dokulardan mezenkimal veya farklılaĢmamıĢ hücrelerde aynı zamanda kırık 

üzerindeki granülasyon dokusunda görülürler (23). Bu hücreler büyürler ve kıkırdak 

görünümü almaya baĢlarlar. Büyüme plağının proliferasyon zonunda görülene benzer 

Ģekilde avasküler bazofilik bir matriks sentez etmeye baĢlarlar. Fibröz doku ve yeni 

kıkırdağın bu bölgesi, yumuĢak kallus olarak adlandırılır ve kıkırdak bütünüyle 

fibrotik dokuyla yer değiĢtirecektir (39).  

 

Kırık iyileĢmesinin 2. haftasının ortalarında, kırık bölgesi üzerinde bol 

miktarda kıkırdak vardır ve endokondral kemikleĢme süreci ile kalsifikasyon baĢlar 

(23). Bu süreç hemen hemen büyüme plağında gözlenen ile benzerdir. Hipertrofik 

kondrositler ilk olarak glikozaminoglikanları yıkan nötral proteoglikonazları 

salgılarlar, çünkü yüksek seviyelerdeki glikozaminoglikanların mineralizasyonu 

inhibe ettiği gösterilmiĢtir (23). Daha sonra bu hücreler ve diğer osteoblastlar 

kalsiyum fosfat komplekslerini içeren membran kaynaklı vezikülleri matriks içine 

bırakırlar. Bunlar aynı zamanda nötral proteazları ve proteoglikandan zengin matriksi 

degrade eden ve kalsiyum ile çökmesi için fosfat iyonlarını sağlayan yüksek enerjili 

fosfat esterlerini hidrolize eden alkalen fosfataz enzimlerini taĢırlar (26). 

Mineralizasyon süreci devam ederken kallusun kalsifikasyonu daha sert hale gelir ve 

kırık hattının iç tarafdan immobil hale geldiği düĢünülür (30). KomĢu kemiklerden 

kapillerler kalsifiye olmuĢ kıkırdağa invaze olarak oksijen basıncını arttırırlar. Bu 
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durum osteoblastların invazyonuyla devam eder ve bu kıkırdak ve ağsı kemiğin her 

ikisinden oluĢan primer spongiyoz kemiği oluĢturur (39). En sonunda kırık uçlarını 

birleĢtiren ağsı kemikten oluĢan kallus oluĢur ve remodeling fazı baĢlar.  

 

Kemiğin Yeniden Şekillenme (Remodeling) Dönemi 

 

Remodeling fazı kırık iyileĢmesindeki son fazdır. Kemiğin yeniden 

Ģekillenmesi en uzun evre olup, aylar yıllar sürebilir. Bu evre güçlü ama düzensiz 

sert kallusun, normal veya normale yakın güçteki daha düzenli lameller kemiğe 

dönüĢümü olarak tarif edilebilir (26). Bu evrede kırık çevresindeki fazla kemik 

dokusu rezorbe olur, medüller kanallar açılır yani normal kemik yapısı kazanılır. Bir 

taraftan osteoklastik faaliyetle rezorbsiyon, diğer taraftan osteoblastik faaliyetle yeni 

kemikleĢme olur. Onarım evresinin ortasında baĢlayıp, normalde insanlarda 4–16 

hafta kadar sürerken, yıllar boyunca da devam edebilir. Yeniden Ģekillenme 

evresinde dört olay gerçekleĢir: 

 

a. Kalsifiye kıkırdak, osteoid dokuyla değiĢerek bir çeĢit birincil trabeküler 

doku oluĢur. 

 

b. Lameller kemik bu dokunun yerini alır. 

 

c. Kompakt kemik uçlarındaki kallus, lameller kemikten yapılmıĢ ikincil 

osteonlara değiĢir. Lameller kemik, kas kuvveti ve mekanik streslere paralel olarak 

düzenlenmiĢ osteonlardan oluĢur.  

 

d. Ġlik kanalı dereceli olarak yeniden Ģekillenir. Kanal içindeki kallus, 

osteoklastlar tarafından geri emilir ve boĢluklar yeniden düzenlenir. 

 

Remodelizasyon Wolff kanunlarına göre olur. Wolff kanunu, kemiğin 

remodalizasyon döneminde normal Ģeklini sağlamasını açıklar. Wolff‟a göre kemiğin 

iĢlevsel durumundaki değiĢiklik, dokuda yapısal değiĢikliklere yol açmaktadır 

(32,41). Bu kanun günümüzde de kemiğin yeniden Ģekillenmesinde temel bir kural 

olarak kabul edilmektedir. Mekanik strese maruz kalan kemiğin konveks yüzü 
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pozitif, konkav yüzü ise negatif elektrikle yüklendiğinden, osteoklastik aktivitenin 

hâkim olduğu konveks yüzde geri emilim ve osteoblastik aktivitenin hâkim olduğu 

konkav yüzde ise yeni kemik yapımı olmaktadır. Yani, kırığın konkav tarafında 

kemikleĢme, konveks tarafında geri emilim olur (19,32,41). Genel olarak iyi 

remodele olan bölgeler fizise yakın bölgedeki ve metafizer bölgedeki açılanmalar, 

eklemin hareket düzlemindeki açılanmalar; humerus proksimali, femur distali ve 

radius distalindaki açılanmalardır. Remodalizasyon kapasitesi, yani kusurlu 

kaynamanın zamanla düzelme miktarı, yaĢ ile ters orantılıdır. Ekleme yakın 

kırıklarda, eklemin yaptığı major hareketlerin istikametine aykırı kırıklarda düzelme 

daha zordur. Kemiğin tıraĢlanıp yeniden eski haline döndüğü yeniden Ģekillenme 

evresi 1–2 yıl sürer. Fakat bu süre 6–9 yıla kadar uzayabilir  (25). 

 

KIRIK TAMİRİ SIRASINDA GEN EKSPRESYONU 

 

Kırık oluĢtuğu anda ortamdaki osteoblast ve osteoklast yoğunluğu iyileĢme için 

yeterli miktarlarda değildir. ĠyileĢme için gerekli olan kırık iyileĢmesi öncü ve destek 

hücreleri, kılcal damar, lenfatik sistem, sinir sistemi ve yerel aracılı mekanizmalarla 

sağlanır. Kırık sahasında yerel olarak üretilen ya da kan dolaĢımıyla gelen, bölgesel 

seviyelerde kemik dengesini koruyabilen kenetleyici faktörlere ihtiyaç vardır (35,41-

43). Kırık iyileĢmesi sırasında, çok çeĢitli büyüme faktörleri, sitokinler, reseptörler 

ve ara sinyal molekülleri yoluyla çok farklı hücreler arasında etkileĢimler gerçekleĢir. 

Moleküler biyolojide son yıllardaki geliĢmeler ile bu etkileĢimlerin pek çoğunun 

tanımlanması ve karakterizasyonu açığa kavuĢturulmuĢtur (25).  

  

Dönüştürücü Büyüme Faktörü-Beta (TGF-β)  

 

TGF-β; kırık hattında trombositler, enflamatuvar hücreler (monositler, 

makrofajlar), osteoblastlar, osteoklastlar ve kondrositler tarafından üretilir (39). Bu, 

yaralanmaya erken yanıt (ilk 24 saat) sırasında, hematom (kırık bölgesi ve periost) 

içerisinde ekstraselüler olarak bulunur. Enflamatuvar fazda, TGF-β‟nın mRNA‟sı 

(Mesajcı Ribonükleik Asit) çoğalmakta olan mezenkimal ve endotel hücrelerinde 

zayıf eksprese olur. Bu ekspresyon intramembranöz kemikleĢme sırasında çoğalan 

osteoblastlarda ve kondrogenez ve endokondral kemikleĢme fazlarında çoğalan 
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kondrositlerde kuvvetli bir Ģekilde eksprese olur (44). Bu, ilk olarak inaktif bir peptid 

öncülüdür. Kallusun asidik ortamları veya proteazlar ile aktive edilerek makrofajlar 

için en etkili kemoatraktan haline gelir (45-48).  TGF-β , kırık tamiri için temel olan 

anjiogenezi uyarmayı içeren pek çok farklı rollere sahiptir (39); periosteal 

mezenkimal hücrelerin kontroblast ve osteoblastlara farklılaĢmasını indükleyerek 

kemik formasyonunu stimule eder. Kıkırdak matriks kalsifikasyonunu düzenler ve 

osteoblast aktivitesini ve intraosseoz yara rejenerasyonunu stimule eder (49,50). 

Hücrenin integrin reseptörlerini uyarmak yoluyla hücre dıĢı matriks bileĢenlerinden 

olan kollajen, fibronektin ve proteoglikanların oluĢumunu artırır. Bağ dokusunda 

hasara yol açan proteolitik enzimleri baskılar. Sonuç olarak granülasyon dokusu 

oluĢumuna etki eder. Diğer etkileri osteoblast farklılaĢmasının ve mineralizasyonun 

inhibisyonu, (51,52) osteoklast aktivitesinin ve osteoklast oluĢumunun inhibisyonu, 

(53) ve aynı zamanda tip I, II, III, IV, VI, X kollajenler, fibronektin, osteopontin, 

osteonektin, trombospondin, proteoglikanlar ve alkalin fosfatazlar gibi kemik ve 

kıkırdak bileĢenlerini arttırır (50,54,55). 

 

Kemik Morfojenik Proteinleri (BMP)  

 

BMP‟ler TGF-β süper familyasının üyesidirler ve osteoindüktif aktivitesi olan 

nonkollejenaz ve suda eriyebilen maddeler olarak keĢfedilmiĢlerdir (56-58). Son 

yıllardaki çalıĢmalar BMP-2, 4 ve 7‟nin primitif mezenkimal ve osteoprogenitör 

hücrelerde fibroblastlarda ve kırık bölgesinde bulunan çoğalmakta olan 

kondrositlerde artmıĢ olduğunu açığa çıkarmıĢtır (58-60). Bir rat modelinde kırık 

gapine göçeden ve çoğalmaya baĢlayan mezenkimal hücrelerde BMP-2 ve 4‟ün 

artmıĢ yoğunluğu gösterilmiĢtir (59). Benzer bir rat kırık iyileĢme modelinde BMP-2, 

4 ve 7‟nin yeni oluĢan trabeküler kemikte ve multinükleer osteoklast benzeri 

hücrelerde bulunduğu kanıtlanmıĢtır (61). Daha spesifik olarak iyileĢme fazlarındaki 

ekspresyondaki bir bozulma olduğu zaman BMP-2, 4 ve 7 enflamatuvar faz 

sırasındaki farklılaĢmamıĢ mezenkimal hücrelerde kuvvetli bir Ģekilde mevcuttur. 

Ġntramembranöz kemikleĢme sırasında bu BMP‟ler çoğalan osteoblastlarda kuvvetli 

bir Ģekilde bulunmaktadırlar. Kondrogenez ve endokondral kemikleĢmede 

çoğalmakta olan kondrositlerde bulunur. Matür ve hipertrofik kondrositlerde zayıf, 

endokondral kemikleĢme döneminde osteoblastlarda kuvvetli bir Ģekilde mevcuttur. 
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ĠyileĢmenin bu ileri evrelerinde BMP-7 çoğalmakta olan kondrositlerde bulunur ve 

matür kondrositlerde zayıf olarak bulunur (44,61).  

 

BMP‟ler, kemik oluĢumu üzerinde BMP‟lerin etkilerini kolaylaĢtırmak için 

fonksiyon gören diğer büyüme faktörlerinin ekspresyonunu da etkilerler (48). BMP-

2, rat osteoblastlarında IGF-1 ve 2 ekspresyonunu ve hobit hücrelerindeki TGF-β ve 

IL-6 ekspresyonunu arttırır (62). BMP-4 monositlerdeki TGF-β ekspresyonunu 

stimüle eder (63). BMP-7 veya osteogenik protein 1 (OP-1), IGF tip 2 reseptör 

ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiĢtir (64).  

 

BMP‟ler aynı zamanda kırık tamirinde diğer görevlere sahiptirler. BMP-4‟ler; 

tip IV kollajen, Tip I kollajen ve heparine bağlanırlar (65). BMP-4 ile tip IV kolajen 

ve heparin arasındaki iliĢki kırık iyileĢmesinde olduğu gibi kemik geliĢmesindeki 

vaskülogenez ve anjiogenezin rolünü kısmen açıklayabilir (65,66). BMP-7 aynı 

zamanda erken osteoblast farklılaĢmasıyla birlikte etki eden bir transkripsiyon 

faktörü olan Osf2/Cbfa1„in (Core Binding Factor alpha-1) ekspresyonunu 

indükleyerek normal insan osteoblast çoğalmasını stimüle eder (67). BMP‟ler 

osteoindüktif aktivitelerinden dolayı tanımlanmıĢ ve isimlendirilmiĢ olmalarına 

rağmen embriyonik ve postembriyonik geliĢim sırasında çok geniĢ bir doku 

çeĢitliliğinde sinyal molekülleri olarak pek çok zıt role sahiptirler (68,69). Sonuç 

olarak çok sayıda bulgu BMP-2, 4 ve 7‟nin kırık iyileĢmesi ve kemik 

rejenerasyonunu uyardığını açıklamıĢtır (70). 

 

Osteonektin 

 

Kemik tamir ve rejenerasyonunda kullanılan pek çok ekstrasellüler matriks 

proteinlerinden bir tanesidir. Gerçekte osteonektin kemiğin en çok bulunan 

nonkollajen organik bir bileĢiğidir ve kalsiyuma bağlanmak için görev yapar (71). 

Osteonektin mRNA iyileĢme süreci boyunca bulunur (72). Osteonektin ekspresyonu 

9. günde yumuĢak kallusda pik yapar ve 9-15 günler arasında sert kallusda uzamıĢ 

bir pik ekspresyonu gözlenir (73). 4 ila 7. günler arasında intramembranöz 

ossifikasyonun olduğu dönemde osteoblastik hücrelerde osteonektin sinyali en güçlü 

olarak bulunur (23). 10. günde sinyal azalır ve sadece endokondral kemikleĢmede 
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tespit edilir (23). Hipertrofik kondrositlerde osteonektin tesbit edilmemiĢtir. 

Proliferatif kondrositlerde ise zayıf olarak bulunmuĢtur (23). Tesadüfen tip I ve V 

kollajen benzer ekspresyon paternleri göstedi ki bu osteonektinin doku 

morfogenezini düzenleyebileceğine iĢaret eder (23). 

 

Osteokalsin  

 

Osteoblast spesifik bir protein olup 3-gama-karboksiglutamik asit kalıntılarını 

içermekte olup kalsiyum bağlayıcı özelliklerini sağlar. Osteokalsinin, hidroksiapatit 

kristallerinin büyümesinin düzenlenmesine katıldığı ortaya atılmıĢtır (50) ve insan 

fetal dokularında eksprese olması gibi diğer fonksiyonlara sahiptir. Bir çalıĢmada 

osteokalsinin yumuĢak kallusda tesbit edilmediği fakat sert kallus da tesbit edildiği 

gösterilmiĢtir. Osteokalsinin oluĢması 9 ila 11. günler arasında baĢlar ve 15. günde 

ekspresyonu pik yapar (73). Plazmadaki osteokalsin seviyeleri yeni kemik 

oluĢumuna bağlıdır ve konsantrasyonu osteoblastların bir indikatörü olabilir. 

 

Osteopontin 

 

Hücrelerin yapıĢmasında önemli olduğu bilinen ekstraselüler bir matriks 

proteinidir. Osteopontin; hyalüronik asit, tip I kollajen ve fibronektine bağlanan bir 

hücre yüzey glikoproteini olan CD44 ile iliĢki içerisindedir (74). Ġn stu çalıĢmalar ile 

bu protein, subperiosteal sert kallusdaki osteositlerde ve osteoprogenitör hücrelerde 

tespit edilmiĢtir. Bununla birlikte kırıktan 7 gün sonra kuboid osteoblastlarında daha 

az görülür. Osteopontin sert ve yumuĢak kallus arasındaki bileĢkede bulunur 

(23,75,76). Osteositlerde ve osteoklastlarda CD44 ve osteopontinin birlikte 

bulunması kemik tamirinde osteopontin/CD44 aracılı hücre-hücre etkileĢiminin 

olduğunu ifade eder (23). BaĢka bir teori osteopontinin osteoklastların kemiğe 

vitronektin reseptörleri yoluyla bağlanmasına yardım ettiğini açıklar ve bu Ģekilde 

rezorbsiyon iĢlemine yardım eder (77). 
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 Fibronektin  

 

Adezyon ve hücre migrasyonuna yardım eden bir protein olup bu onu tamir 

süresince önemli kılar. Kırık kallusunda bu protein; fibroblastlar, osteoblastlar ve 

kondrositler tarafından üretilir. Kırıktan 3 gün sonra hematom içerisinde tespit 

edilebilir ve geçici matriksin fibröz kısımlarında bulunur, kıkırdak matriksinde daha 

az olarak görülür (23). Ġn stu hibridizasyon kullanılarak periostda, osteoblastlarda ve 

süngerimsi kemik periostunun osteositlerinde bu proteinin olduğuna dair bir kanıt 

yoktur. Northern hibridizasyon; sağlam kemikte düĢük fibronektin mRNA 

seviyelerini gösterdi ve kırıktan 3 gün sonra yumuĢak kallusta belirgin ekspresyonu 

mevcuttu, 14. günde pik seviyeye ulaĢtı. Tamirin erken dönemlerinde fibronektin 

üretiminin çok fazla olmasından dolayı bunun kıkırdağımsı matriks içerisinde geçici 

liflerin oluĢmasında önemli bir görevi olduğu düĢünülür (23). 

 

Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörü (PDGF)  

 

PDGF‟ler kırık kallsundaki trombositler, monositler, aktive doku makrofajları 

ve endotel hücreleri tarafından üretilirler. Enflamatuvar fazda zayıf bir Ģekilde 

eksprese olduktan sonra PDGF‟lerin ekspresyonu artar ve tamir boyunca sabit kalır 

(39). PDGF‟ler pek çok göreve sahiptir. Bunlar; tirozin kinaz reseptör aktivitesi, 

mezenkimal hücre çoğalmasının uyarılması, kırık tamirinin baĢlatılması, kıkırdak ve 

intramembranöz kemiğin oluĢmasına yardım etme ve kallus oluĢumunun 

baĢlamasıdır (39). PDGF uygulamasıyla kallus yoğunluğu ve hacmi artmıĢtır. Bunlar 

trombositlerin alfa granüllerinden salınırlar ve bağ dokusu hücreleri için etkili bir 

mitojen olurlar. Kemik hücre DNA (Deoksiribonükleik Asit) ve protein sentezini 

uyarırlar ve prostaglandin sentezi yoluyla rezorbsiyonu arttırırlar (78). PDGF aynı 

zamanda hücrelerin diğer biyolojik mediyatörlere yanıtını sağlayan kompetans 

faktörü olarak iĢ görürler; in vitro tip I kolajeni arttırır, kan akımını düzenlerler 

(37,79) ve bu etki kırık iyleĢmesini etkiler. PDGF; hücre çoğalmasında, 

büyümesinde, farklılaĢmasının düzenlenmesinde nükleer proteinleri kodlayan c-myc 

(Selüler Myelositomatosis Onkogen) ve c-fos (FBJ Osteosarkom Onkogen) 

protoonkojenlerin ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiĢtir (50).  
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İnterlökinler (IL)  

 

IL-1, makrofajlar tarafından üretilen önemli bir sitokindir ve kırık iyileĢmesi 

boyunca düĢük seviyelerde eksprese olur. Fakat erken enflamatuvar fazda yüksek 

aktivitelere indüklenebilir (80). IL-1; IL-6, GMCSF ve NCSF‟nin (Nötrofil Koloni 

Stimüle Edici Faktör) sekresyonunu indükler. IL-1, tamir ve remodelingi düzenleyen 

olayların bir yolağını baĢlatan tetik mekanizmayı çalıĢtırır (81). IL-1, selektif olarak 

kallus dokusunu yıkmak için nötral proteazların aktivitesini stimüle edebilir 

(25,80,82). Kollajen sentezinin artıĢı, kollajen çapraz bağlanmasının artıĢı ve 

anjiogenezin stimülasyonu IL-1 üretimine bağlanabilir (25,81).  

 

IL-6; kırık tamiri sırasında osteoblastlar tarafından üretilen önemli bir 

sitokindir (83). IL-6, IL-1‟in uyarmasına çok hassastır ve erken dönemde iyileĢme 

sürecinde yüksek aktivite gösterir (80). ÇeĢitli kanıtlar bunun kemik rezorbsiyonun 

bir stimülatörü olduğunu iĢaret eder.  

 

İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü (IGF)  

 

IGF‟ler sıklıkla somatomedinler ya da sülfasyon faktörleri olarak tanımlanırlar. 

IGF ekspresyonu; geliĢmekte olan periost ve büyüme plağı hücrelerinde, iyileĢen 

kırık kallus dokusunda ve DBM (Deminaralize Kemik Matriks) tarafından 

indüklenen geliĢmekte olan ektopik kemik dokusunda yüksektir (50,55,84,85). 

Kemik hücreleri tarafından üretilen IGF‟ler sadece otokrin ve parakrin düzenleyiciler 

olarak hareket etmezler, aynı zamanda kemik matriksi içine dahil olur ve daha sonra 

rezorbsiyon sırasında salınırlar. Bu osteoblast öncü hücre proliferasyonunu arttırır 

(48). IGF‟ler aynı zamanda kondrositler tarafından salınabilirler ve kıkırdak matriks 

sentezini uyaran otokrin bir yanıt verebilirler (37). Bununla birlikte, IGF‟ler sadece 

kemik oluĢumuna katılmayıp osteoklast fonksiyonunu düzenleyebilirler ve kırık 

tamiri sırasında kemik remodelingine neden olurlar (44).  

 

IGF-1 mRNA tamirin enflamatuvar fazında eksprese olmaz. Bununla birlikte, 

mRNA ekspresyonu intramembranöz kemikleĢme fazı sırasında osteoblastlarda ve 

aynı zamanda prehipertrofik kondrositlerde mevcuttur (84). Gerçekten mRNA 
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seviyesi kırıktan sonra 8. günde pik yapar (86). IGF-1 kırık tamirinin kondrogenez 

evresindekine benzer Ģekilde otokrin bir mekanizma yoluyla proliferatif zondaki 

kondrositlerin klonal geniĢlemesini stimüle eder (25). IGF-1 aynı zamanda 

preosteoblastik hücrelerin replikasyonun stimüle eder ve farklılaĢmıĢ osteoblastlar 

tarafından kollajen üretimini indükler (78). IGF-1‟in kallus ekstresinde kırıktan 13 

hafta sonra arttığına dikkat edilmelidir (86). Bunun fare osteoklast prekürsörlerinden 

osteoklast oluĢumunu arttırdığı gösterilmiĢtir ve bu remodelinge etki eder (87,88). Ek 

olarak IGF-2; mRNA fetal rat prekıkırdaklarında, perikondriyumda ve çoğalan 

kondrositlerde gözlenir. IGF-2, mRNA kırık iyileĢme modelinde aynı zamanda IGF-

2‟yi eksprese eden osteoblastların komĢuluğundaki bazı osteoklastlarda tesbit 

edilmiĢtir. Halbuki kemik remodelindeki çoğu diğer osteoblastlarda IGF-2 negetiftir 

(84). IGF-1 ve IGF-2‟nin kollajen sentezini arttırdığı ve kollajen yıkımını azalttığı 

gözlenmiĢtir (50). 

 

Kemik Morfojenik Proteini Reseptörleri (BMPR)  

 

BMP‟ler için reseptörler, enflamatuvar faz sırasında farklılaĢmamıĢ 

mezenkimal hücrelerde kuvvetli bir Ģekilde mevcuttur. Daha sonra bunlar 

intramembranöz kemikleĢmenin çoğalan osteoblastlarında yoğun bir Ģekilde bulunur. 

BMPR-I/II çoğalmakta olan kondrositlerde bulunur, matür ve hipertrofik 

kondrositlerde zayıf olarak, kondrogenez ve endokondral kemikleĢme sırasında 

endokondral kemikleĢmenin yakınındaki kondroblastlarda kuvvetli Ģekilde bulunur 

(89). Mezenkimal hücrelerin kondroblastik ve osteoblastik serilere dönüĢümünde bu 

reseptörlerin birlikteliğine iĢaret eder (44). 

  

Smad’lar  

 

BMP‟ler ile baĢlayan karmaĢık intraselüler sinyal yolağının temel 

bileĢenleridirler (90,91). Enflamatuvar süreç sırasında Smad-2,3,4 için mRNA 

eksprese olmaz ve Smad-2 proteini mevcut değildir. Ġntramembranöz kemikleĢme 

fazı sırasında Smad-2 henüz hala mevcut değildir. Kondrogenez ve endokondral 

kemikleĢmede Smad-2,3,4 için mRNA upregüle olur ve Smad-2 proteini kondroblast 

ve kondrositlerde mevcuttur (44). Smad-2 ve 3 TGF-β‟nın sinyalinin 
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kolaylaĢtırılmasına yardım eder (90). Smad-4; diğer pathway sınırlı Smad‟lar ile 

heterodimerik bir kompleks oluĢturur ve önemli BMP yanıtı veren genleri ayarlamak 

için nükleus veya çekirdek içerisine transloke olur (92). 

 

Kollajenler  

 

Kollajenin tipi ve miktarının kallus oluĢumunu ve kırık iyileĢmesini etkilediği 

ve bunların ekstraselüler matriks proteinlerinin ekspresyonu etkilediği yayınlanmıĢtır 

(93). Kollajenin en az 18 izotipi vardır: Tip I kemik, Tip II kıkırdak, Tip III ve V 

granülasyon dokusu, Tip IV ve VI endoteliyal matriks ile ve tip X hipertrofik 

kıkırdak ile ilgilidir (25). Mekanik stabil kırıklarda tip II ve V yanında baskın olarak 

tip I kolajen üretimi vardır.  Mekanik olarak unstabil kırıklar baĢlangıçda tip III ve V 

kollajen üretimi ile karakterizedir ve tip II ve IX kollajen ile ve çok az miktarda tip I 

kollajen ile yer değiĢtirir (93). 

  

Kemikte ana kollajen olarak bulunan tip I kollajen çapraz bağlanmaların 

geliĢmesine yardım eder. Bu zincirler, kollajen lifleri olgunlaĢtıran kollajen fibrilleri 

üreterek kırıktan yaklaĢık 10 gün sonra hidroksiapatit kristallerinin çökmesi ve 

büyümesine izin veren bölgeler oluĢmasına izin verir (37). Tip II kollajen kırığın ana 

yapısal proteinidir. Sıçan ve farelerde kırıktan yaklaĢık 9 gün sonra pik ekspresyona 

ulaĢır. Pro-alfa 2 kollajen mRNA‟sı çoğalan kondrositlerde gözlenir. Kırıktan 14 gün 

sonra tip II kollajen için mRNA yok olur. Hemen hemen bütün kondrositler 

hipertrofiye olur ve tip II prokollajen zincirinin ekspresyonu mevcut değildir. Tip II 

mRNA, kırık sonrası 5. günde erken dönemde tesbit edilebilir (23,73,94). Tip III 

kollajen mRNA‟sı özellikle kemikte kırık iyileĢmesinin ilk haftası sırasında hızlı bir 

Ģekilde artar ve üretimindeki kesintiler gecikmiĢ kaynama veya kaynamamaya neden 

olabilir. Tip I, tip IV ve tip X mezenkimal seri hücrelerini osteoblastlara çevirmede 

yardımcı olabilir (95). Tip V ve XI yakından iliĢkili yapılardır. Tip I ve II kollajenin 

kıkırdak ve kıkırdak dıĢı dokulardaki büyüme ve oryantasyonunu düzenlediği ifade 

edilir (96). Tip V kollajen; iyileĢme süreci boyunca yumuĢak ve sert kallusda 

eksprese olur. Tip V kollajenin en yüksek birikmesi intramembranöz kemikleĢmenin 

gerçekleĢtiği subperiostal kalusda tesbit edilir (75). Tip V kollajen aynı zamanda 

granülasyon dokusundaki kan damarları ile birliktedir. Tip XI kollajen kıkırdakda 
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bulunur ve kollajen fibrillerin küçük bir bileĢenidir fakat bu kollajen tipinin 

ekspresyonu kıkırdak ile sınırlı değildir (50). Tip IX kollajenin ekspresyonu ve 

toplanması tip II‟nin ekspresyonu ile aynı zamana uyar. Tip IX kollajen kıkırdakda 

görülür ve kollajen fibrilleri ile proteoglikanlar arasındaki iliĢkilere yardımcı olabilir 

(50,97). Endokondral kemikleĢme sırasında hipertrofik kondrositler için bir markır 

olan Tip X kollajenin ekspresyonu diğer kıkırdak spesifik genlerden daha sonra 

ortaya çıkar ve kıkırdağın mineralizasyonunda rol oynayabilirler (50).  

 

KEMİK İYİLEŞMESİNDE KOLLAJEN 

 

1970‟den önce araĢtırmacılar organizmalardaki kolljenlerin aynı olduğuna 

inanıyorlardı. Genetik olarak 18 farklı kollajen morfolojisi, aminoasit içeriği ve fiziki 

özelliklerine göre tarif edilmiĢtir (98-101). Farklı kollajen tipleri bağ dokusunun 

fizyolojik ve mekanik yüklenmelerine müsaade eden gerekli olan çeĢitli yapıları 

sağlarlar.  

       

 Kollajen Süperfamilyası 

 

Kollajen tipleri yapısal özelliklerindeki farklılıklara göre sınıflandırılabilirler 

(98,100-103). Kollajen tip I-II-III-V ve XI çizgili fibril oluĢturan kollajenlerdir. Tip 

I-II-III konnektif doku matriksinde bulunan ana kollajenlerdir. Tip I kollajen 

tendonlarda, ligamanlarda, kemikte, organ kapsüllerinde, deride, fibröz kıkırdakta ve 

fasiyada bulunabilir. Tip II, çoğunlukla hiyalin ve elastik kıkırdakta mevcuttur ve 

kondrositler için marker olarak kullanılır. Tip III arterleri, karaciğer, dalak ve 

granülasyon dokusunu içeren pek çok dokuda bulunur. ĠyileĢme iĢleminde tip III 

kollajen en erken ortaya çıkan kollajendir (98).  

 

Kollajen tip IV, VI-X ve XII-XIX nonfibriler kollajenlerdir. Tip 

IX,XII,XIV,XVI ve XIX kendi üzerlerinde supramoleküler yapılar oluĢturmazlar 

fakat sıklıkla diğer sınıflardaki kollajenler ile fibriller içerisine integre olarak 

bulunurlar (98,100,103-105). Diğer kollajen tipleri yapraklar (tip IV, VIII ve X), 

mikroflamanlar (tip VI) ve bağlayıcı fibriller gibi bazal membrana (tip VII) 

tutunmasını sağlayan nonfibril birlikler oluĢtururlar (98,101,106-109). Tip XV ve 
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XVIII; normal kollajen triple heliks dizisinde geniĢ kesilmeler ile karakterizedir 

(98,103,110-112). Tip XIII ve XVII tek zincirden oluĢurlar (98,113). 

 

Normal Kemikte Kollajen 

 

Kollajen insan vücudunda en çok bulunan protein olup bütün proteinin yaklaĢık 

%30‟ unu içerir (98,114). Tip I kollajen kemiğin mekanik gücünün büyük kısmını 

sağlar. Sekonder osteonlardaki kollajenin organizasyonu, ağırlıklı olarak osteon ve 

kemik uzun aksına paralel olarak tarif edilmiĢtir (98). Ascenzi ve Bonucci çoğunluk 

olarak longitudinal kollejen lifleri içeren osteonların en yüksek tensil kuvvette sahip 

oldukları sonucuna varmıĢlardır. Bu bulgular Martin ve Ġshida (98) tarafından 

geniĢletilmiĢtir. Sığır kortikal kemiğindeki longitudinal olarak düzenlenmiĢ kollajen 

miktarının, kemik tensil kuvvetinin tek ve en iyi göstergesi olduğunu bulmuĢlardır. 

Kemiğin kollajen lifleri aynı zamanda mineralizasyon için bir ortam sağlar ve 

kemiğe karakteristik fiziksel özelliklerini verirler.  

 

Kemik İyileşmesinde Kollajen 

 

Lane ve arkadaĢları, rat tibia kırığı tamiri sırasında üretilen kollajenin doku 

tamirinin ihtiyaçlarını nasıl değiĢtirdiğini göstermiĢtir (98). Temel kollajen tipleri, 

immünflorasan monospesifik poliklonal antikor kullanılan çalıĢmalarda, tip I kollajen 

matür kemikte ve tip II ve III kırık kallusunda ki spesifik bölgelerde mevcuttu. 

Enflamatuvar fazda, primitif mezenkimal elemanlar kollajen tip II ve III üretirler. 

Reparatif faz sırasında, periosteal yüzey boyunca osteoprogenitör hücrelerin 

migrasyonu ve kapiller invazyonu için tip III kollojen liflerine substrat olarak görev 

yapan bir matriks proteini salgılanır (98,115). Bu aynı zamanda daha ileride 

fibroblastların yönelebileceği geniĢleyebilen bir ağ olarak hizmet görür (98). Sonra, 

fibröz doku içerisinde kemiğin trabekülü geliĢtikçe tip I kollajen salgılanır. Son 

olarak tip II kollajen endokondral kemikleĢme boyunca, tamir devam ettikçe üretilir 

(98,115). Lane ve arkadaĢları (98); aynı zamanda tip I kollajenin erken kollajen 

matriksinde süperimpoze olduğunu ve tip II ile III‟ün immatür ağsı kemik olarak 

ayrıldığını ve tamirin diğer aĢamalarında lameller kemiğe remodele olduğunu 

gözlemlemiĢlerdir. 
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Sandberg ve arkadaĢları; rat kırık kalluslarında tip I ve II kollajen üretimini 

lokalize etmek için in stu hibridizasyon kullandılar (98). Sandberg ve arkadaĢları tip 

II prokollajen mRNA‟sının 5. gün kadar erken bir zamanda kortikal kemiğe komĢu 

hücrelerde tespit edildiğini gösterdiler (98). Bu kondrositler aynı zamanda 

farklılaĢma yoluyla kambiyum tabakasının periosteal hücrelerinden orjin aldığını 

iĢaret eden tip I prokollajen mRNA içermektedir. Yazarlar; kıkırdak 

ekspansiyonunun genellikle kondrosit çoğalmasından ziyade mezenkimal hücrelerin 

farklılaĢmasından kaynak aldığını iddaa ettiler. Çünkü eksternal kallusun total 

miktarı 7. günden 15. güne kadar değiĢmedi. Kıkırdak matriksinin çökmesinden 

sonra tip II prokollajen mRNA seviyeleri aĢamalı olarak düĢtü. Kırık kallusunun 

birimi baĢına düĢen en yüksek tip I prokollajen mRNA‟sı, 15. ve 28. günler arasında 

tespit edildi. Bu kıkırdağın ağsı kemiğe osteoblastlar tarafından transformasyonu ile 

uyumludur. Diğer araĢtırmacılar rat kırık kallusunda benzer sonuçlar buldular (73, 

98).  

 

Hiltunen ve arkadaĢları; farelerde kırık iyileĢmesi sırasında tip I, II, III, IX, X 

kollajen tiplerinin düzenlenmesini değerlendirmek için Northern analizini kullandılar 

(94,98). Bunlar Lane ve arkaĢlarınınkine benzer sonuçlar gözlemlediler. Kırıktan 5 

gün sonra enflamatuvar faz sırasında tip III kollajen sentezinin pik yaptığını ve daha 

sonra azaldığını gözlemlediler. Tip II kollajen üretimi kıkırdağın repatatif fazı 

sırasında kırıktan 7 gün sonra pik yaptı ve 14. günde minimal olarak mevcuttu. Tip I 

kollajen yaralanmadan sonra ki ilk 2 haftada düĢük seviyelerde mevcuttu. Fakat 

aĢamalı olarak kırık tamirinin remodeling ve kemikleĢmesine karĢılık gelen 14. 

günde artarak pik yaptı. Yazarlar tip IX kollajenin, tip II kollajen ile birlikte eksprese 

olmasına ĢaĢırmadılar çünkü tip IX kollajen çoğunlukla tip II kollajenden oluĢan, 

kollajen fibrillerinin yüzeyinde yerleĢmekteydi. Sonuç olarak endokondral 

kemikleĢme sırasında, hipertrofik kondrositlerle sınırlı olan tip X kollajen 

ekspresyonu kırıktan 9 gün sonra pik yapar (98). 

 

Distraksiyon osteogenezi sırasında iyileĢme sürecinin ilginç bir özelliği, 

kollajen paketlerinin lineer bir Ģekilde organize olarak erken dönemde oluĢmasıdır. 

Vauhkonen ve arkadaĢları; (98,116) kemik distraksiyonun ilk 4 haftası sırasında 

kollajenin total proteine oranının %53‟den %88‟e arttığını ve bu değerin normal 
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kemik ile karĢılaĢtırılabilir bir değer olduğunu bildirdiler. Tip I kollajen; sentezlenen 

bütün kollajenin hemen hemen tamamını yansıtır. Tip II saptanamadı ve tip III 

kollajenin farklı bir fazı görülmedi. Bu sonuçlar Ģunu gösteriyor ki; kallus tip kemik 

iyileĢmesi veya endokondral kemikleĢmeden farklı olarak distraksiyon osteogenezi 

tip II kollajen üretimi fazında veya tip III sentezinin farklı bir fazında devam etmez. 

Oysa tip I kollajenden oluĢan matür fibröz organik matriksin direk sentezi mevcuttur. 
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GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 Çalışma Planı 

 

Bu çalıĢmada 56 adet Spraque dawley tipi diĢi rat  (Pamukkale Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Deneysel AraĢtırma Labaratuarı, Denizli) kullanıldı. ÇalıĢma öncesi 

Pamukkale Üniversitesi Deney Hayvanları Etik kurulundan 09/01/2009 tarih ve 

B.30.2.PAÜ.0.01.00.00.400-1/04 sayılı çalıĢma için gerekli izin alındı. ÇalıĢma;  

Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel AraĢtırma Laboratuarında yapıldı. 

 

         ÇalıĢmaya dahil edilen ratların ortalama yaĢı 2,9 ay (2,5–3,2 ay) ve 

ağırlıkları 250 gram (213-276 gram). Her grup 28 adet rattan oluĢacak Ģekilde ratlar 

rastgele olarak iki gruba ayrıldı.  

 

         Birinci grubun (deney grubu) sağ femur Ģaftında oluĢturulan defekte rat 

kuyruğundan elde edilen tip I kollajen (Sigma AldrichTM, United Kingdom) (4 mg) 

uygulandı (Resim-1). Ġkinci grubun (kontrol grubu) sağ femur Ģaft bölgesinde 

oluĢturulan defekt boĢ bırakıldı (Resim-2). Ratlar her kafeste 4 rat olacak Ģekilde 

kafeslere yerleĢtirildi. ÇalıĢma süresince ratlara limitsiz olacak Ģekilde musluk suyu 

(ad libitum) ve standart kemirgen yemi verildi. Hayvanlar 22 santigrad derece (°C) 

sıcaklıkta, 12 saat aydınlıkta ve 12 saat karanlıkta kalacak Ģekilde takip edildiler.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

 

Resim-1: Tip I kollajen uygulanmıĢ defekt  

 

 

Resim-2: BoĢ bırakılan defekt 

 

         Deney grubundaki tüm hayvanlar aynı gün aynı cerrah tarafından 

ameliyat edildiler. Kontrol grubundaki tüm hayvanlar deney grubundan bir gün sonra 

olmak üzere aynı cerrah tarafından opere edildiler. Operasyon esnasında veya 

sonrasında antibiyotik profilaksisi yapılmadı. Takiplerde hiçbir sıçanda yara yeri 

enfeksiyonu izlenmedi. Operasyon sırasında tam kırık oluĢan iki adet rat itlaf edildi. 
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Bunların yerine yeni ratlar alındı. Ötenazi yöntemi olarak servikal dislokasyon 

kullanıldı. Birinci ve ikinci gruptan yediĢer adet rattan birinci saat, yediĢer adet rattan 

birinci hafta, yediĢer adet rattan üçüncü hafta, yediĢer adet rattan altıncı hafta 

intrakardiyak olarak bir ml kan alındı. Daha sonra ratlar öldürüldükten sonra sağ 

femurları kalça ve diz ekleminden dezartiküle edildi. Femur üzerindeki yumuĢak 

dokular kallus dokusuna zarar verilmeden nazikçe kemikten sıyrıldı. Tüm sağ 

femurlar histolojik olarak incelendiler. Alınan kanlar soğuk zincir ile Pamukkale 

Üniversitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı labaratuarına ulaĢtırıldı. Aynı gün içinde 

kanlardan cDNA (Tamamlayıcı Deoksiribonükleik Asit) izolasyonu yapıldı. 

       

Cerrahi Teknik 

 

Gerekli takip ve hazırlıkları yapılan hayvanlar Pamukkale Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Deneysel AraĢtırma Labaratuarında ameliyata alındı. Her bir sıçanın 

ağırlığı elektronik tartı ile tartılarak anestezik ilaç dozu hesaplandı. Anestezik olarak 

Ketamin (Ketalar®, Pfizer, Türkiye) 50 mg/kg ve Xylazinne (Rompun®, Bayer, 

Türkiye) 10 mg/kg kombinasyonu kullanıldı. Anestezik kombinasyonu 

intraperitoneal olarak sol kasık bölgesinden uygulandı.  

 

         Sıçanların sağ femur medial bölümü traĢ edildikten sonra povidon iodür 

(Batticon®, ADEKA, Türkiye) ile boyandı. Daha sonra ratların ayakları 

sabitlendikten sonra sağ femur medial yüzü orta kısmında yaklaĢık 2 cm.‟lik insizyon 

uygulandı. Kaslar künt diseksiyonla geçilerek kemiğe ulaĢıldı. Kemiğin medial 

yüzünde Ģaft ortasında elektrikli matkap kullanılarak 2 mm‟lik Kirschner teli 

(Ortopro Aġ. Ġzmir/Türkiye) ile tek korteks olacak Ģekilde defekt oluĢturuldu 

(Resim-3). Defektler yaklaĢık 20 cc izotonik sodyum klorür solüsyonu ile yıkandı. 

Birinci gruptaki ratlarda oluĢturulan defekte rat kuyruğundan elde edilen tip I 

kollajen 4 mg olacak Ģekilde uygulanarak defekt dolduruldu (Resim-4, Resim-5). 

Ġkinci grupta oluĢturulan defekt 20 cc izotonik sodyum klorür solüsyonu ile yıkandı. 

Cilt 2/0 ipek (Sterisilk®, Türkiye) ile kapatıldı. Yara yeri povidon iodür ile silinerek 

sıçan ameliyat masasından alındı. 
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Resim-3: Defekt oluĢturulması 

 

 

Resim-4: OluĢturulan defekt ve uygulanacak tip I kollajen 
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Resim-5: Tip I kollajen ile doldurulmuĢ defekt 

 

RNA İzolasyonu 

 

RNA izolasyonu; izolasyon materyaline uygun bir RNA izolasyon kiti ile 

yapılabilir. Bizim çalıĢmamızda RNA izolasyonu için 11828665001 katolog 

numaralı High Pure RNA Isolation  (Roch Mannhein, Almanya) kiti kullanıldı. 

Ġzolasyon üretici firma tarafından önerilen manüel izolasyon önerilerine uyularak 

yapıldı. RNA izolasyonu sonrası aynı gün cDNA sentezi gerçekleĢtirildi. 

 

cDNA Sentezi 

 

         cDNA sentezi için RT2 First Strand Kit (SAbioscience, USA) kullanıldı. 

25 ng ile 5 µg arasındaki RNA baĢlangıç için kullanıldı. 

 

Sentez iki aĢamada yapıldı; 

 

Birinci aĢamada aĢağıdaki protokole göre miks hazırlandı; 

             RNA    2-8 µl 

                       GE    2 µl 

                       H2O     6-0 µl 
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Hazırlanan mikse Thermal Cycler‟da aĢağıdaki protokol uygulandı; 

 

            42°C de 5 dakika 

 

          Ardından hemen buza alındı ve buzda 1 dakika bekletildi. 

 

Ġkinci aĢamada aĢağıdaki protokole göre miks hazırlandı; 

                        BC3   4 µl 

                        P2   1 µl 

               RE3   2 µl 

               H2O   3 µl  

           

Hazırlanan miks buzda bekleyen ilk miksin içine eklendi.  

 

Thermal Cycler‟da aĢağıdaki protokol uygulandı; 

 

          42 °C de 15 dakika 

         95 °C de 5 dakika tutuldu. 

 

Real-time PCR 

 

Elde edilen cDNA (20 µl) üzerine 91 µl ddH2O (Ġki Kez Distile Su) eklenerek 

dilue edilip aĢağıdaki protokole göre mix hazırlandı; 

 

       2X SuperArray PCR  Master Mix                      1275 µl 

       Diluted cDNA                                 102  µl 

       ddH2O                         1173 µl 

       Total Volume               2550 µl 

 

Master Mix plate‟in kuyucuklarında 25 µl olacak Ģekilde dağıtıldı. Pipetleme 

yaparken kabarcık oluĢmamasına dikkat edildi. 
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CAPH-09409 protokol numaralı Custom Arrayler ise 2 örnek için 48‟er 

bölüme ayrılmıĢ olarak hazırlandı. Master mix oranları da 2‟ye bölünerek hazırlandı.  

           

Biz Master mix oranlarını aĢağıdaki protokole göre hazırladık: 

 

       2X SuperArray PCR  Master Mix       637,5 µl 

       Diluted cDNA               51 µl 

       ddH2O                     586,5 µl 

       Total Volume                     1275  µl 

 

Kuyucuklara yüklenecek miktarda bir değiĢiklik olmayacaktır. Yine 25 µl 

karıĢımdan kuyucuklara eklenecektir. Buradaki hacimsel azalmanın nedeni toplamda 

kullanılacak kuyucuk sayısının örnek baĢına yarıya düĢmesinden kaynaklanmaktadır.  

 

Real-Time PCR‟da aĢağıdaki protokol uygulandı; 

 

Dönem                Süre                               Isı 

 

Denatürasyon 

           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 ∆∆CT metoduyla yapıldı. Metod iki ekspresyon sonucunun 

karĢılaĢtırılmasına dayanmaktadır. Bu ekspresyonlardan biri kontrol grubu diğeri de 

deney grubudur. Böylelikle gen ekspresyonunun karĢılaĢtırılması yapılan durumlar 

da arttığını mı, azaldığını mı yoksa aynı mı kaldığını relatif olarak belirleyebiliriz. 
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Histopatolojik Değerlendirme 

 

         Histolojik değerlendirme Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji 

Anabilim Dalı‟nda yapıldı. Manuel muayeneyi takiben total ampute edilen femurlar 

% 10‟luk formaldehit solüsyonunda bir gece tespit edildi. Daha sonra 2 gün süre ile 

dekalsifiye ( DECAL : ½ %10 formik asit, ½ %8 HCL) edildi. Ankalsifiye örnekler 

kırık hattına uyan alandan ve etrafından 3 mm aralıklarla 3 parça halinde transvers 

olarak kesilerek örneklendi. Bu üç parça doku örneği, doku takip iĢlemi sonrası 

parafine gömüldü. Mikrotomla 5 mikrometre kalınlığında kesitler alındı. Kesitler 

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

 

H-E ve Masson Trikrom ile boyalı kesitlerin histopatolojik 

değerlendirilmesinde Ģu kriterler göz önünde bulundurulmuĢtur: 

 

1. Ġnflamasyon 

     - Hücre tipi ve yoğunluğu 

     - Granülasyon geliĢimi 

     - Vaskülarite 

 

2. Konnektif doku geliĢimi 

     - Fibroblast proliferasyonu 

 

3. Osteogenezis 

     - Kıkırdak geliĢimi 

     - Osteoblastik aktivite 

     - Yeni kemik oluĢumu 

 

4. Yabancı cisim reaksiyonu 

 

Ġnflamasyon, konnektif doku geliĢimi, osteogenezis ve yabancı cisim 

reaksiyonu baĢlıkları altında incelenen parametrelerde; yok, hafif, orta, Ģiddetli; 

sırasıyla -, +, ++, +++ olarak değerlendirilmiĢtir.  
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Ayrıca, iyileĢmenin histolojik olarak sınıflaması, Huo ve ark.‟larının 

yayınladığı (117-119) histolojik iyileĢme skalasına göre yapılmıĢtır (Tablo-1). 

 

Tablo-1: Kırık iyileĢmesinin histolojik değerlendirilmesinde kullanılan Huo 

skorlama sistemi  

 

İstatistiksel Analiz 

 

Histopatolojik incelemede kullanılan inflamasyon, konnektif doku geliĢimi, 

osteogenezis ve yabancı cisim reaksiyonun karĢılaĢtırılmasında ki-kare analizi 

kullanıldı. Ki-kare testi SPSS 10.0 programı ile yapıldı. 

 

ĠyileĢmenin histolojik olarak sınıflaması Huo ve arkadaĢlarının yayınladığı 

histolojik iyileĢme skalası, karĢılaĢtırılması Mann Whitney U testi ile yapıldı. Mann 

Whitney U testi SPSS 10.0 programı ile yapıldı. 

 

Microarray yöntemi ile izole edilen genlerin data analizi ∆∆CT methoduyla 

yapıldı.  

Skor Kırık bölgesi histolojik bulguları 

1 Fibröz doku 

2 Ağırlıklı fibröz doku ve az oranda kıkırdak doku 

3 EĢit miktarda fibröz doku ve kıkırdak doku 

4 Kıkırdak doku 

5 Ağırlıklı olarak kıkırdak  ve az miktarda 

immatür (woven) kemik 

6 EĢit oranda kıkırdak ve immatür kemik 

7 Ağırlıklı olarak immatür (woven) kemik ve az 

oranda kıkırdak 

8 Tamamen immatür (woven) kemik 

9 Ġmmatür (woven) kemik ve az miktarda matür 

kemik 

10 Matür (lameller) kemik 
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BULGULAR 

 

Histopatolojik Bulgular 

 

Birinci Hafta 

 

Kontrol grubunda oluĢturulan kavitelerin 1. hafta histopatolojik incelemesinde 

kavite içerisinde 2 ratta (%28,6) herhangi bir enflamatuvar hücreye ratlanmazken 5 

ratta (%71,4) monositik hücre infiltrasyonu mevcuttu. Kollajen uygulanan 

defektlerde 2 ratta (%28,6) enflamatuvar hücre tespit edilmezken 5 ratta (%71,4) 

mononükleer hücreler tespit edildi (Tablo-2). Kontrol grubu ve deney grubu 

enflamatuvar hücre tipi bakımından birbirine benzerdi (Grafik-4). 

 

Tablo-2: 1. hafta hücre tipinin ratlardaki dağılımı 

 

HÜCRE TĠP 
TOPLAM 

yok var 

DENEY 
Rat Sayısı 2 5 7 

Grup içi % %28,6 %71,4 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 2 5 7 

Grup içi % %28,6 %71,4 %100,0 

TOPLAM 

Rat Sayısı 4 10 14 

Grup içi % %28,6 %71,4 %100,0 

 

Granülasyon dokusu kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) hafif Ģiddette, 3 ratta 

(%42,9) orta Ģiddette ve 2 ratta (%28,6) Ģiddetli olarak değerlendirildi. Deney 

grubunda ise 1 ratta (%14,3) hafif Ģiddette, 2 ratta (%28,6) orta Ģiddette ve 4 ratta 

(%57,1) Ģiddetli idi (Tablo-3). Deney grubunda granülasyon varlığının Ģiddetli 

olması kontrol grubuna göre yaklaĢık 2 kat kadar fazlaydı. Aynı Ģekilde hafif Ģekilde 

granülasyon varlığı kontrol grubunda deney grubuna göre 2 kat fazlaydı. Kontrol 

grubundaki ratların büyük çoğunluğunda (3 rat %42,9) orta Ģiddette granülasyon 

dokusu geliĢirken deney grubunun büyük çoğunluğunda ( 4 rat %57,1) Ģiddetli 

granülasyon dokusu geliĢimi izlendi (Grafik-5). 
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Tablo-3: 1. hafta granülasyon dokusunun ratlardaki dağılımı 

  
GRANÜLASYON 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 1 2 4 7 

Grup içi % %14,3 %28,6 %57,1 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 2 3 2 7 

Grup içi % %28,6 %42,9 %28,6 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 3 5 6 14 

Grup içi % %21,4 %35,7 %42,9 %100,0 

 

Vasküler invazyon kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) hafif Ģiddette, 2 ratta 

(%28,6) orta Ģiddette,  1 ratta (%14,3) Ģiddetli olarak değerlendirildi. Deney 

grubunda 1 ratta (%14,3) hafif, 6 ratta ise orta Ģiddeteydi (Tablo-4). Deney grubunda 

orta Ģiddette vasküler invazyon kontrol grubunun yaklaĢık 3 katı kadar fazlaydı. 

Buna karĢılık kontrol grubunda 1 ratta Ģiddetli vasküler invasyon mevcutken deney 

grubunda herhangi bir ratta Ģiddetli vasküler invazyona ratlanmadı. Kontrol 

grubunda ki ratlarda vasküler invazyon yüksek oranda (%57,1) hafif Ģiddette iken 

deney grubu orta Ģiddette vasküler invazyon geliĢti (%85,7) (Resim-6, Grafik-6). 

 

Tablo-4: 1. hafta vasküler invazyonunun ratlardaki dağılımı 

  
VASKÜLER 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 1 6 

 
7 

Grup içi % %14,3 %85,7 
 

%100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 4 2 1 7 

Grup içi % %57,1 %28,6 %14,3 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 5 8 1 14 

Grup içi % %35,7 %57,1 %7,1 %100,0 

 

Kıkırdak geliĢimi kontrol grubunda 1 ratta (%14,3) yok, 3 ratta (%42,9) hafif 

Ģiddette, 1 ratta (%14,3) orta Ģiddette, 2 ratta (%28,6) Ģiddetli olarak değerlendirildi. 

Deney grubunda 3 ratta (%42,9) hafif Ģiddette, 4 ratta (%57,1) Ģiddetliydi (Tablo-5). 

Kontrol grubunda kıkırdak geliĢimi açısından çoğunluk (3 rat %42,9) hafif 

Ģiddetteyken deney grubunda çoğunluk (4 rat %57,1) Ģiddetli kıkırdak geliĢimi 

gösterdi (Grafik-7). ġiddetli kıkırdak oluĢumu deney grubunda kontrol grubuna göre 

2 kat daha fazlaydı (Resim-6).  
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Resim-6: 1. hafta kontrol grubu histopatolojik görünüm (HE×4) 

 

Tablo-5: 1. hafta kıkırdak oluĢumunun ratlardaki dağılımı 

  
KIKIRDAK 

TOPLAM 
Yok Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 

Rat 

Sayısı  
3 

 
4 7 

Grup içi 

%  
%42,9 

 
%57,1 %100,0 

KONTROL 

Rat 

Sayısı 
1 3 1 2 7 

Grup içi 

% 
%14,3 %42,9 %14,3 %28,6 %100,0 

TOPLAM 

Rat 

Sayısı 
1 6 1 6 14 

Grup içi 

% 
%7,1 %42,9 %7,1 %42,9 %100,0 

 

Osteoblastik aktivite kontrol grubunda 1 ratta (%14,3) hafif Ģiddette, 5 ratta 

(%71,4) orta Ģiddette, 1 ratta (%14,3) Ģiddetli olarak değerlendirildi. Deney grubunda 

ise 1 ratta (%14,3) hafif Ģiddette, 4 ratta (%57,1) orta Ģiddette, 2 ratta (%28,6) 

Ģiddetli olarak değerlendirildi (Tablo-6). Kontrol grubundaki ratların büyük 

çoğunluğu (5 rat %71,4) orta Ģiddetli osteoblastik aktivite gösterdi (Grafik-8). 

Deney grubundaki ratların büyük kısmı (4 rat %57,1) orta Ģiddetli osteoblastik 

aktivite gösterdi (Resim-7).  
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  Resim-7: Deney grubunun 1. hafta histopatolojik görünüm (HE×4) 

 

Tablo-6: 1. hafta osteoblastik aktivitenin ratlardaki dağılımı 

  
OSTEOBLAST 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 1 4 2 7 

Grup içi % %14,3 %57,1 %28,6 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 1 5 1 7 

Grup içi % %14,3 %71,4 %14,3 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 2 9 3 14 

Grup içi % %14,3 %64,3 %21,4 %100,0 

 

Yeni kemik oluĢumu kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) hafif Ģiddette, 5 ratta 

(%71,4) orta Ģiddette olarak değerlendirildi. Deney grubunda 2 ratta (%28,6) hafif 

Ģiddetli, 3 ratta (%42,9) orta Ģiddetli, 2 ratta (%28,6) Ģiddetli osteoblastik aktivite 

mevcuttu (Tablo-7). Kontrol grubundaki ratların çoğunluğu 5 rat (%71,4) orta 

Ģiddetli osteoblastik aktivite göstermesine rağmen deney grubunda ratların 

çoğunluğu 3 rat (%42,9) orta Ģiddetli osteoblastik aktivite göstedi (Grafik-9). Fakat 

deney grubunda 2 rat (%28,6) Ģiddetliosteoblastik aktivite gösterirken kontrol 

grubunda hiçbir ratta Ģiddetli osteoblastik aktiviteye rastlanmadı.   
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 Tablo-7: 1. hafta yeni kemik oluĢumunun ratlardaki dağılımı 

  
YENĠ KEMĠK 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 2 3 2 7 

Grup içi % %28,6 %42,9 %28,6 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 2 5 

 
7 

Grup içi % %28,6 %71,4 
 

%100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 4 8 2 14 

Grup içi % %28,6 %57,1 %14,3 %100,0 

 

Fibröz doku oluĢumu kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) hafif Ģiddete, 3 ratta 

(%42,9) orta Ģiddette, 2 ratta (%28,6) Ģiddetli olarak değerlendirildi. Deney grubunda 

3 ratta (%42,9) orta Ģiddetli, 4 ratta (%57,1) Ģiddetli fibröz doku oluĢumu gözlendi 

(Tablo-8). Kontrol grubunda dağılım birbirine çok yakın olmakla birlikte orta Ģiddetli 

fibröz doku oluĢumunda dağılım bir miktar fazlaydı. Deney grubunda ise belirgin 

olarak ratların büyük bölümü Ģiddetli fibröz doku geliĢimi gösterdi (Grafik-10). 

Özellikle Ģiddetli fibröz doku geliĢimi açısından deney grubu kontrol grubuna göre 2 

kat daha fazlaydı.    

 

Tablo-8: 1. hafta fibröz doku varlığının ratlardaki dağılımı  

  
FĠBRÖZ DOKU VARLIĞI 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 

 
3 4 7 

Grup içi % 
 

%42,9 %57,1 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 2 3 2 7 

Grup içi % %28,6 %42,9 %28,6 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 2 6 6 14 

Grup içi % %14,3 %42,9 %42,9 %100,0 

 

Yabancı cisim reaksiyonu kontrol grubunda 5 ratta (%71,4) yokken, 2 ratta 

(%28,6) hafif Ģiddette mevcuttu. Deney grubunda 3 ratta (%42,9) yabancı cisim 

reaksiyonu yokken, 2 ratta (%28,6) hafif Ģiddetli, birer rattada (%14,3) orta Ģiddetli 

ve Ģiddetli yabancı cisim reaksiyonu gözlendi (Tablo-9). Kontrol grubunun büyük 

çoğunluğunda (5 rat %71,4) yabancı cisim reaksiyonu yoktu fakat deney grubunun 

%57,1‟inde yabancı cisim reaksiyonuna rastlandı (Grafik-11). 
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Tablo-9: 1. hafta yabancı cisim reaksiyonunun ratlardaki dağılımı 

  
YABANCI CĠSĠM REAKSĠYONU 

TOPLAM 
Yok Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 

Rat 

Sayısı 
3 2 1 1 7 

Grup içi 

% 
%42,9 %28,6 %14,3 %14,3 %100,0 

KONTROL 

Rat 

Sayısı 
5 2 

  
7 

Grup içi 

% 
%71,4 %28,6 

  
%100,0 

TOPLAM 

Rat 

Sayısı 
8 4 1 1 14 

Grup içi 

% 
%57,1 %28,6 %7,1 %7,1 %100,0 

 

Huo ve arkadaĢları tarafından yapılan histopatolojik evrelemeye göre 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 sınıflandırıldı. Deney grubunda ise 4 rat (%57,1) evre 5 ve 3 

rat (%42,9) evre 7 olarak değerlendirildi. Kontrol grubunda median değer 2 iken 

deney grubunda median değer 5 olarak saptandı. Deney grubu ile kontrol grubu 

arasında anlamlı (p=0,027) farklılık saptandı (Grafik-1). 
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Grafik-1: 1. haftada Huo evrelemesine göre ratların dağılımı 
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Üçüncü Hafta 

 

Kontrol grubunda 6 ratta (%85,7) enflamatuvar hücrelere rastlanmazken 1 ratta 

(%14,3) mononükleer hücreler saptandı. Deney grubunda da kontrol grubuna benzer 

değerler mevcuttu (Grafik-4). Deney grubunda 5 ratta (%71,4) enflamatuvar hücre 

yokken 2 ratta (%28,6) mononükleer hücre infiltrasyonu mevcuttu (Tablo-10). 

 

Tablo-10: 3. hafta hücre tipinin ratlardaki dağılımı 

  
HÜCRE TĠP 

TOPLAM 
Yok Var 

DENEY 
Rat Sayısı 5 2 7 

Grup içi % %71,4 %28,6 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 6 1 7 

Grup içi % %85,7 %14,3 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 11 3 14 

Grup içi % %78,6 %21,4 %100,0 

 

Kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) granülasyon dokusu yokken 1 ratta (%14,3) 

hafif Ģiddetli, 2 ratta (%28,6) orta Ģiddetli ve 2 ratta (%28,6) Ģiddetli olarak saptandı. 

Deney grubunda 3 ratta (%42,9) hafif Ģiddetli, 2 ratta (%28,6) orta Ģiddetli ve Ģiddetli 

granülasyon dokusu mevcuttu (Tablo-11). Orta Ģiddetli ve Ģiddetli granülasyon 

dokusu hem deney hem de kontrol grubunda benzerdi fakat deney grubunda kontrol 

grubuna göre 3 kat fazla hafif Ģiddetli granülasyon dokusu gösteren rat mevcuttu 

(Resim-8, Grafik-5).  
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Resim-8: 3. Hafta kontrol grubun histopatolojik görümün (HE×4) 

 

Tablo-11: 3. hafta granülasyon dokusunun ratlardaki dağılımı 

  
GRANÜLASYON 

TOPLAM 
Yok Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 

Rat Sayısı 
 

3 2 2 7 

Grup içi 

%  
%42,9 %28,6 %28,6 %100,0 

KONTROL 

Rat Sayısı 2 1 2 2 7 

Grup içi 

% 
%28,6 %14,3 %28,6 %28,6 %100,0 

TOPLAM 

Rat Sayısı 2 4 4 4 14 

Grup içi 

% 
%14,3 %28,6 %28,6 %28,6 %100,0 

 

Vasküler invazyon kontrol grubunda hemen hemen eĢit dağılım 

göstermekteydi. 2 ratta (%28,6) vasküler invazyon tespit edilmedi. ĠkiĢer ratta 

(%28,6) hafif ve orta Ģiddetli, 1 ratta (%14,3) Ģiddetli vasküler invazyon tespit edildi. 

Deney grubunda 2 ratta (%28,6) hafif Ģiddetli, 4 ratta (%57,1) orta Ģiddetli ve 1 ratta 

(%14,3) Ģiddetli vasküler invazyon vardı (Tablo-12). Özellikle deney grubunda 

kontrol grubuna göre 2 kat fazla orta Ģiddetli vasküler invasyon gözlendi (Grafik-6).  
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Tablo-12: 3. hafta vasküler invazyonun ratlardaki dağılımı 

  
VASKÜLER 

TOPLAM 

Yok Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 

Rat Sayısı 

 

2 4 1 7 

Grup içi 

% 

 

%28,6 %57,1 %14,3 %100,0 

KONTROL 

Rat Sayısı 2 2 2 1 7 

Grup içi 

% %28,6 
%28,6 %28,6 %14,3 %100,0 

TOPLAM 

Rat Sayısı 2 4 6 2 14 

Grup içi 

% %14,3 
%28,6 %42,9 %14,3 %100,0 

 

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

Ģiddetli ve Ģiddetli kıkırdak geliĢimi gösteren sadece birer rat (%14,3) mevcuttu. 

Deney grubunda 4 ratta (%57,1) hafif Ģiddetli, 2 ratta (%28,6) orta Ģiddetli ve 1 ratta 

Ģiddetli kıkırdak oluĢumu izlendi (Tablo-13). Kontrol grubunda henüz kıkırdak 

geliĢimi yokken kollajen uygulanan defektlerde hafif (%57,1) ve orta (%28,6) 

Ģiddetli kıkırdak geliĢimi mevcuttu (Grafik-7). 

 

Tablo-13: 3. hafta kıkırdak geliĢiminin ratlardaki dağılımı 

  
KIKIRDAK 

TOPLAM 
Yok Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 

Rat Sayısı 

 

4 2 1 7 

Grup içi 

% 

 

%57,1 %28,6 %14,3 %100,0 

KONTROL 

Rat Sayısı 4 1 1 1 7 

Grup içi 

% %57,1 
%14,3 %14,3 %14,3 %100,0 

TOPLAM 

Rat Sayısı 4 5 3 2 14 

Grup içi 

% %28,6 
%35,7 %21,4 %14,3 %100,0 

 

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

osteoblastik aktivite saptandı. Kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) hafif Ģiddetli, 2 ratta 

(%28,6) orta Ģiddetli ve 3 ratta (%42,9) Ģiddetli osteoblastik aktivite mevcuttu 

(Tablo-14). Burada kontrol grubunda orta Ģiddetli osteoblastik aktivite deney 

grubunun yaklaĢık 2 katı idi (Resim-9, Grafik-8). 
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Resim-9: Deney grubunun 3. hafta histopatolojik görünüm (HE×10) 

 

Tablo-14: 3. hafta osteoblastik aktivitenin ratlardaki dağılımı 

  
OSTEOBLAST 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 2 2 3 7 

Grup içi % %28,6 %28,6 %42,9 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 

 
4 3 7 

Grup içi % 
 

%57,1 %42,9 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 2 6 6 14 

Grup içi % %14,3 %42,9 %42,9 %100,0 

 

Kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) orta Ģiddetli, 5 ratta (%71,4) Ģiddetli yeni 

kemik oluĢumu mevcuttu. Deney grubunda 1 ratta (%14,3) hafif Ģiddette, 1 ratta 

(%14,3) orta Ģiddetli ve 5 ratta (%71,4) yeni kemik oluĢumu saptadık (Tablo-15). 

Deney ve kontrol grubu değerleri birbirine benzerdi (Grafik-9). 

 

Tablo-15: 3. hafta yeni kemik oluĢumunun ratlardaki dağılımı 

  
YENĠ KEMĠK 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 1 1 5 7 

Grup içi % %14,3 %14,3 %71,4 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 

 
2 5 7 

Grup içi % 
 

%28,6 %71,4 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 1 3 10 14 

Grup içi % %7,1 %21,4 %71,4 %100,0 
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Fibröz doku oluĢumu kontrol grubunda 2 ratta (%28,6) saptanmazken 1 ratta 

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

bulundu. Kontrol grubunda hemen hemen homojen bir dağılım mevcuttu. Deney 

grubunda 3 ratta (%42,9) hafif Ģiddetli, 2 ratta (%28,6) orta Ģiddetli, 2 ratta (%28,6) 

Ģiddetli fibröz doku bulundu (Tablo-16). Deney grubunda hafif Ģiddetli fibröz doku 

oluĢumu diğerlerinden bir miktar daha fazla saptandı (Grafik-10).    

 

Tablo-16: 3. hafta fibröz doku oluĢumunun ratlardaki dağılımı 

  
FĠBRÖZ DOKU 

TOPLAM 
Yok Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 

Rat 

Sayısı 

 

3 2 2 7 

Grup içi 

% 

 

%42,9 %28,6 %28,6 %100,0 

KONTROL 

Rat 

Sayısı 2 
1 2 2 7 

Grup içi 

% %28,6 
%14,3 %28,6 %28,6 %100,0 

TOPLAM 

Rat 

Sayısı 2 
4 4 4 14 

Grup içi 

% %14,3 
%28,6 %28,6 %28,6 %100,0 

 

Yabancı cisim reaksiyonuna kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) rastlanmadı. 2 

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

çoğunda (6 rat (%85,7)) yabancı cisim reaksiyonuna rastlanmadı. Sadece 1 ratta hafif 

Ģiddetli yabancı cisim reaksiyonuna rastlandı (Tablo-17). Deney grubunda yabacı 

cisim reaksiyonuna daha az rastladık (Grafik-11).  

 

Tablo-17: 3. hafta yabancı cisim reaksiyonunun ratlardaki dağılımı 

  
YABANCI CĠSĠM 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 6 1 

 
7 

Grup içi % %85,7 %14,3 
 

%100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 4 2 1 7 

Grup içi % %57,1 %28,6 %14,3 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 10 3 1 14 

Grup içi % %71,4 %21,4 %7,1 %100,0 
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Huo ve arkadaĢları tarafından yapılan histopatolojik evrelemeye göre 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 kırık iyileĢmesi 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 kırık kaynaması mevcuttu (Grafik-2). Kontrol 

grubunun median değeri 8 iken deney grubunun median değeri 7 olarak saptandı. 

Fakat iki grup rarasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktu (p=0,948) (Resim-10 

a,b). 

 

 

                         a                                                                 b 

Resim-10: a) Kontrol grubunun 3. hafta histopatolojik görünümü (HE×4) 

                b) Deney grubunun 3. haftadaki histopatolojik görünümü (HE×10) 
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Grafik-2: 3. haftada Huo evrelemesine göre ratların dağılımı 

 

Altıncı Hafta 

 

Altıncı hafta kontrol grubunda 5 ratta (%71,4) enflamatuvar hücrelere 

rastlanmadı. 2 ratta (%28,6) mononükleer hücrelere rastlandı. Deney grubunda 6 

ratta (%85,7) enflamatuvar hücre yokken sadece 1 ratta (%14,3) mononükleer 

hücrelere rastlandı (Tablo-18). Deney ve kontrol grubu enflamatuvar hücre varlığı 

açısından benzerdi (Grafik-4). 

 

Tablo-18: 6. hafta hücre tipinin ratlara göre dağılımı 

  
HÜCRE TĠP 

TOPLAM 
Yok Var 

DENEY 
Rat Sayısı 6 1 7 

Grup içi % %85,7 %14,3 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 5 2 7 

Grup içi % %71,4 %28,6 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 11 3 14 

Grup içi % %78,6 %21,4 %100,0 
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Granülasyon dokusuna hem kontrol hemde deney grubunda 4 ratta (%57,1) 

rastlanmazken 3 ratta (%42,9) hafif Ģiddetli olarak mevcuttu (Tablo-19). Deney ve 

kontrol grubu granülasyon dokusu varlığı olarak tamamen benzerdi (Grafik-5). 

 

Tablo-19: 6. Hafta granülasyon dokusunun ratlara göre dağılımı 

  
GRANÜLASYON 

TOPLAM 
Yok Hafif ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 4 3 7 

Grup içi % %57,1 %42,9 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 4 3 7 

Grup içi % %57,1 %42,9 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 8 6 14 

Grup içi % %57,1 %42,9 %100,0 

 

Vasküler invazyon kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) artık saptanmazken 2 ratta 

(%28,6) hafif Ģiddetli ve 1 ratta (%14,3) orta Ģiddetli olarak bulnmaktaydı. Deney 

grubunda 5 ratta (%71,4) vasküler invazyon saptanmadı. Sedece birer ratta (%14,3) 

hafif ve orta Ģiddetli olarak saptandı (Tablo-20). Deney grubunda kontrol grubuna 

göre vasküler invazyon bir miktar daha fazla miktarda azalmıĢ olarak saptadık 

(Grafik-6). 

 

Tablo-20: 6. hafta vasküler invazyonun ratlardaki dağılımı 

 

VASKÜLER 
TOPLAM 

Yok Hafif ġiddetli Orta ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 5 1 1 7 

Grup içi % %71,4 %14,3 %14,3 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 4 2 1 7 

Grup içi % %57,1 %28,6 %14,3 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 9 3 2 14 

Grup içi % %64,3 %21,4 %14,3 %100,0 

  

Kıkırdak dokusu kontrol grubunun tamamında (%100) saptanmadı. Deney 

grubunda 5 ratta (%71,4) kıkırdak dokusu saptanmadı ve sadece birer ratta (%14,3) 

hafif ve orta Ģiddetli kıkırdak dokusu mevcutu (Tablo-21). Kontrol grubuda deney 

grubuna göre kıkırdak oluĢumunu tamamlanmıĢ görülmekte idi (Grafik-7).   
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Tablo-21: 6. hafta kıkırdak oluĢumunun ratlardaki dağılımı 

  
KIKIRDAK 

TOPLAM 
Yok Hafif ġiddetli Orta ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 5 1 1 7 

Grup içi % %71,4 %14,3 %14,3 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 7   

7 

Grup içi % %100,0 

  

%100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 12 1 1 14 

Grup içi % %85,7 %7,1 %7,1 %100,0 

 

Osteoblastik aktivite kontrol grubunun hepsinde (%100) orta Ģiddete idi. Deney 

grubunda 3 ratta (%42,9) hafif Ģiddetli, 2 ratta (%28,6) orta Ģiddetli ve Ģiddetli olarak 

saptandı (Tablo-22, Resim-11, Grafik-8).  

 

 

Resim-11: 6. hafta kontrol grubunun histopatolojik görünüm (HE×4) 

 

Tablo-22: 6. hafta osteoblastik aktivitenin ratlardaki dağılımı 

  
OSTEOBLAST 

TOPLAM 
Hafif ġiddetli Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 3 2 2 7 

Grup içi % %42,9 %28,6 %28,6 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 

 
7 

 
7 

Grup içi % 
 

%100,0   %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 3 9 2 14 

Grup içi % %21,4 %64,3 %14,3 %100,0 
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Yeni kemik oluĢumu kontrol grubunda 1 ratta (%14,3)orta Ģiddetli, 6 ratta 

(85,7) Ģiddetli saptandı. Deney grubunun tümünde (%100) Ģiddetli yeni kemik 

oluĢumu mevcuttu (Tablo-23). Kontrol grubuna göre deney grubunda daha yüksek 

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

 

 

Resim-12: 6. hafta deney grubu histopatolojik görünümü (HE×4) 

 

Tablo-23: 6. hafta yeni kemik oluĢumunun ratlardaki dağılımı 

  
YENĠ KEMĠK 

TOPLAM 
Orta ġiddetli ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 

 
7 7 

Grup içi % 
 

%100,0 %100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 1 6 7 

Grup içi % %14,3 %85,7 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 1 13 14 

Grup içi % %7,1 %92,9 %100,0 

 

 Fibröz doku varlığı hem deney hemde kontrol grubunda 4 ratta (%57,1) 

saptanmazken 3 ratta (%42,9) hafif Ģiddetli olarak saptandı (Grafik-10). Deney ve 

kontrol grubu fibröz doku varlığı açısından tamamen benzerdi (Tablo-24). 
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Tablo-24: 6. hafta fibröz dokunun ratlardaki dağılımı 

  
FĠBRÖZ DOKU 

TOPLAM 
Yok Hafif ġiddetli 

DENEY 
Rat Sayısı 4 3 7 

Grup içi % %57,1 %42,9 %42,9 

KONTROL 
Rat Sayısı 4 3 7 

Grup içi % %57,1 %42,9 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 8 6 14 

Grup içi % %57,1 %42,9 %100,0 

 

Yabancı cisim reaksiyonuna deney grubunun tamamında (%100) yoktu. 

Kontrol grubunda 6 ratta (%85,7) yabancı cisim yokken sadece 1 ratta (%14,3) hafif 

Ģiddetli tespit edildi (Tablo-25). Kontrol grubu ve deney grubu yabancı cisim 

reaksiyonu açısından benzerlik göstermekteydi (Grafik-11).  

 

Tablo-25: 6. hafta yabancı cisim reaksiyonunun ratlardaki dağılımı 

  
YABANCI CĠSĠM 

TOPLAM 
Yok Hafif 

DENEY 
Rat Sayısı 7 

 
7 

Grup içi % %100,0 
 

%100,0 

KONTROL 
Rat Sayısı 6 1 7 

Grup içi % %85,7 %14,3 %100,0 

TOPLAM 
Rat Sayısı 13 1 14 

Grup içi % %92,9 %7,1 %100,0 

 

Huo ve arkadaĢları tarafından yapılan histopatolojik evrelemeye göre kontrol 

grubunda tüm ratlarda (%100) evre 9 kırık iyileĢmesi tespit edildi. Deney grubunda 1 

ratta (%14,3) evre 7, 4 ratta (%57,1) evre 9 ve 2 ratta (%28,6) evre 10 kırık 

iyileĢmesi mevcuttu (Grafik-3). Her iki grubun median değeri evre 9 idi ve 

istatistiksel olarak her iki grup arasında anlamlı farklılık yoktu (p=0,533). 
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Grafik-3: 6. haftada Huo evrelemesine göre ratların dağılımı 
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Grafik-4: Hücre tipinin haftalara göre deney ve kontrol grubunda dağılımı 
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Grafik-5: Granülasyon dokusunun haftalara göre deney ve kontrol grubunda 

dağılımı 
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Grafik-6: Vasküler invzayonun haftalara göre deney ve kontrol grubunda 

dağılımı 
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Grafik-7:  Kıkırdak dokusu geliĢiminin haftalara göre deney ve kontrol 

grubunda dağılımı 
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Grafik-8: Osteoblastik aktivitenin haftalara göre deney ve kontrol grubunda 

dağılımı 
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Grafik-9: Yeni kemik oluĢumunun haftalara göre deney ve kontrol grubunda 

dağılımı 
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Grafik-10: Fibröz doku varlığının haftalara göre deney ve kontrol grubunda 

dağılımı 
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Grafik-11: Yabancı cisim varlığının haftalara göre deney ve kontrol grubunda 

dağılımı 

 

Mikroarray Gen Analizi 

 

Yaptığımız bu çalıĢmada genler birinci saat, birinci hafta, üçüncü hafta ve 

altıncı hafta sakrifiye edilen ratlardan intrakardiyak olarak alınan kanlardan izole 

edildi. Bizim çalıĢmamızda 42 adet gen değerlendirmeye alındı (Tablo-26).  
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Tablo-26: ÇalıĢmamızda değerlendirilen genler 

Sembol Tanım Gname 

Acvr2a Activin A receptor, type IIA Acvr2/rActR-II 

Bglap Bone gamma-carboxyglutamate protein Bglap2/Bgp 

Bmp1 Bone morphogenetic protein 1 Bmp1 

Bmp2 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 

Bmpr1a Bone morphogenetic protein receptor, type IA Bmpr1a 

Bmpr1b Bone morphogenetic protein receptor, type IB CFK-43a 

BMPR2 Bone morphogenetic protein receptor, type II  Bmpr-II 

Cdkn1a Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A  Cip1/Waf1 

Chrd Chordin Chrd 

Col1a1 Collagen, type I, alpha 1 COLIA1 

Col1a2 Collagen, type I, alpha 2 Col1a2 

Col3a1 Collagen, type III, 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 Cdmp1 

Id1 Inhibitor of DNA binding 1 ID125A/Idb1 

Igf1 Insulin-like growth factor 1 Igf1 

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

Il6 Interleukin 6 ILg6/Ifnb2 

Cd79a Cd79a molecule, immunoglobulin-associated alpha Cd79a 

Ltbp1 Latent transforming growth factor beta binding protein 1 Ltbp1 

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 

Serpine1 Serine (or cysteine) peptidase inhibitor PAI1A/Pai1 

Smad1 SMAD family member 1 Madh1 

Smad2 SMAD family member 2 Madh2 

Smad3 SMAD family member 3 Madh3 

Smad5 SMAD family member 5 Madh5 

Tgfb1 Transforming growth factor, beta 1 Tgfb1 

Tgfb2 Transforming growth factor, beta 2 Tgfb2 

Tgfb3 Transforming growth factor, beta 3 MGC105479 

Tgfbr1 Transforming growth factor, beta receptor 1 MGC93659 

Tgfbr2 Transforming growth factor, beta receptor II Tgfbr2T 

Tgfbr3 Transforming growth factor, beta receptor III betaglycan 

 

ÇalıĢmamızın 1. saatinde alınan kanlardan yapılan incelemelerde her iki grupta 

Cst-3 (Cystatin C), Smad-2, TGF-βRIII (DönüĢtürücü Büyüme Faktörü Beta 

Reseptörü), Fst (Follistatin), Ltbp-2 (Latent DönüĢtürücü Büyüme Faktörü Beta 

Bağlayıcı Protein), TGF-β1, Ltbp-4, TGF-β2, Col1α1 (Kollajen Tip I alfa 1), TGF-

β3, Col1α2 (Kollajen Tip I alfa 2) gen ekspresyonlarında anlamlı değerler 

saptanmadı.  
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Kontrol grubunda 1. saatte BMP-5, BMP-6, BMP-7, Smad-1, TGF-βRII, 

BMPR-IA, BMPR-IB, Eng (endoglin), BMPR-II, c-fos, Cdkn1a (Cyclin-dependent 

Kinase Inhibitor 1A), Chrd (chordin), Gdf-5 (Büyüme BaĢkalaĢım Faktör), Id-1 

(DNA Bağlaycı inhibitör 1), PDGF-β (Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörü Beta 

Polipeptit), IGF-1, Serpine-1 (Serin peptidaz inhibitörü), TGF-βRI gen 

ekspresyonlarında anlamlı değerler saptanmadı.  

 

Deney grubunda 1. saatte Col3α1 (Kollajen Tip III alfa 1), IGFBP-3 (Ġnsülün 

Benzeri Büyüme Faktörü Bağlayıcı Protein), Ltbp-1 gen ekspresyonlarında anlamlı 

değerler saptanmadı. 

 

BMP-1 (2 kat), BMP-2 (2,13 kat), BMP-3 (3,2 kat), BMP-4 (3,25 kat), BMP-5 

(kontrol grubunda anlamlı değer saptanamadığı için artıĢ oranı bildirilmemiĢtir), 

BMP-6, BMP-7, TGF-βRII,  Smad-1, IL-6 (17 kat), BMPR-IA,  BMPR-IB, Eng, 

BMPR-II, c-fos, Cdkn1a, Chrd, Gdf-5, Id-1, PDGF-β, IGF-1, Serpine-1, TGF-βRI 

gen ekspresyonlarını deney grubunda kontrol grubuna göre 1. saatte daha fazla 

olarak tespit ettik.    

 

 Col3α1 (deney grubunda anlamlı değer saptanamadığı için değiĢiklik oranı 

bildirilemedi), IGFP-3, Smad-3 (2,3 kat), Ltbp-1, Smad-5 (2,35 kat) gen 

ekspresyonları kontrol grubunda deney grubuna göre 1. saatte daha fazla olarak tespit 

edildi.          

 

Kollajen uygulamasından bir hafta sonra yapılan incelemede kollajen 

uygulanan grupla kontrol grubu arasında anlamlı derecede değiĢim gösteren gen 

yoktu. 

 

Defekt oluĢturulmasından üç hafta sonra alınan kanlarda yapılan 

değerlendirilmede kollajen uygulanan grupta kontrol grubuna göre üç gende anlamlı 

azalma mevcutken hiçbir gende anlamlı düzeyde artıĢa rastlanmadı. Anlamlı azalma 

olan genler ise BMP-7, BMPR-IA, c-fos genleri idi. BMP-7 gen ekspresyonunda 

yaklaĢık 2 kat, BMPR-IA gen ekspresyonunda yaklaĢık 2,8 kat ve c-fos gen 

ekspresyonunda ise yaklaĢık 2,7 kat azalma mevcuttu. 
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Defekt oluĢumundan altı hafta sonra alınan kanlarda yapılan inceleme sonrası 

kollajen uygulanan grupta, kontrol grubuna göre sadece bir genin ekspresyonunda 

azalma tespit edildi. Anlamlı azalma olan gen ise IGFBP-3 geni idi. IGFBP-3 gen 

ekspresyonunda azalma yaklaĢık 3,6 kat idi 

 

Kollajen uygulanan grubun kendi içerisindeki karĢılaĢtırmasında birçok gen 

ekspresyonunda anlamlı düzeylerde değiĢiklikler saptandı. Kontrol grubunun kendi 

içerisinde yapılan karĢılaĢtırmasında ise kollajen grubundaki kadar çok gen 

ekspresyonunda değiĢikliğe rastlanmadı. 

 

Kollajen uygulaması yapılan deney grubunun 1. saatinde 1. haftaya göre daha 

fazla eksprese olan genler: BMP-1 (4 kat),  BMP-2 (16 kat), BMP-3 (7,4 kat), BMP-

4 (7,4 kat), Acvr-IIα (Aktivin Tip II Reseptör 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-β (5,2 kat), IGF-1 

(7,4 kat), Serpine-1 (7,4 kat) genleri idi. Deney grubunun 1. saatinde 1. haftaya göre 

azalma olan gen ekspresyonları: BMP-5 (2,7 kat), BMP-6 (2,8 kat), Cdkn1a (2,5 

kat), Chrd (5 kat), Id-1 (3,48 kat) idi.
 
 

 

Kollajen uygulaması yapılan grubun birinci ve üçüncü haftasının 

karĢılaĢtırması sonrası 20 gen ekspresyonunda azalma ve bir gen ekspresyonunda 

artıĢ saptandı. Ekspresyonunda azalma olan genler BMP-7 (3,3 kat), Col3α1 

(Kollajen Tip III 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), Cdkn1a (3,74 kat), Fst 

(2,66 kat), Ltbp-2 (3,08 kat), BMP-4 (3,08 kat), Gdf-5 (Büyüme BaĢkalaĢım Faktör) 

(3,08 kat), Ltbp-4 (2,36 kat), BMP-5 (3,08 kat), Col1α1 (3,08 kat), PDGF-β (2,1 kat), 

BMP-6 (3,08 kat), Col1α2 (Kollajen Tip I alfa 2) (3,08 kat), IGF-1 (3,08 kat), 

Serpine-1 (3,08 kat) idi. Ekspresyonunda artıĢ olan genler ise Cst-3 (2,2 kat) ve Ltbp-

1 (2,8 kat) idi.  

 

Kollajen uygulanması yapılan grubun birinci ve altıncı haftalarının 

karĢılaĢtırması sonrası 19 gen ekspresyonunda anlamlı azalma saptanırken 

ekspresyonunda artıĢ olan gene rastlanmadı. Ekspresyonunda azalma olan genler 

BMP-7 (2,5 kat), Col3α1 (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), Cdkn1a (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), Col1α1 

(2,72 kat), PDGF-β (3,03 kat), BMP-6 (3,07 kat), Col1α2 (2,8 kat), IGF-1 (3,08 kat), 

Serpine-1 (3,08 kat) idi. 

 

Kollajen uygulaması yapılan grubun üçüncü ve altıncı haftaları arasında 

yapılan karĢılaĢtırmada ise ekspresyonunda artıĢ ve azalma olan gen saptanmadı. 

 

Kontrol grubu olarak alınan ve sadece femurlarında defekt oluĢturulan grubun 

kendi içerisinde yapılan karĢılaĢtırmada kollajen uygulanan grupta olduğu kadar çok 

sayıda gen ekspresyonunda değiĢiklik saptanmadı. 

 

Kontrol grubunun 1. saatinde 1. haftaya göre 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-IIα (2,6 

kat), Col3α1 (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. haftasına göre ekspresyon düzeyinde sadece
 
IL-6 

(2,6 kat) azalma saptadık.
 
    

 

Kontrol grubunun birinci haftası ile üçüncü haftası arasında yapılan 

karĢılaĢtırma sonrası sadece birer adet gen ekspresyonunda artıĢ ve azalma saptandı. 

Ekspresyonunda azalma olan Cdkn1a (2,1 kat) iken ekspresyonunda artıĢ olan ise Id-

1 (DNA Bağlaycı inhibitör 1) (2,1 kat) geni idi. 

 

Kontrol grubunun birinci ile altıncı haftaları arasında yapılan değerlendirmede 

ise yine Cdkn1a (3,55 kat) gen ekspresyonunda anlamlı düzeyde azalma saptanırken 

IGFBP-3 (2,01 kat) geninin ekspresyonunda anlamlı düzeyde artıĢ bulundu. 

 

Kontrol grubunun üçüncü haftası ile altıncı haftası arasında yapılan 

değerlendirmede IGFBP-3 (3,21 kat) gen ekspresyonunda artıĢ saptanırken herhangi 

bir gen ekspresyonunda anlamlı düzeyde azalıĢa rastlanmadı. 
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TARTIŞMA 

 

Yara iyileĢmesi ve bunun özel bir Ģekli olan kemik defektlerinin iyileĢme 

süreci incelendiğinde yaraların spontan olarak iyileĢme eğiliminde olmaları bu tür 

çalıĢmaların en önemli avantajlarını teĢkil etmektedir. Bu sebeple kullanılan 

biomateryallerin, iyileĢme proçesini hızlandırdığı veya geciktirdiği rahat bir Ģekilde 

tespit edilebilmektedir. Buna karĢılık, onarım esnasında ortaya çıkan moleküler 

seviyedeki birçok fizyopatolojik mekanizmanın açıklanmasına rağmen, iyileĢmeyi 

olumlu yönde etkileyen biomateryallerin nasıl etki ettikleri tamamen açıklığa 

kavuĢturulamamıĢtır (120). 

 

Kollajen, insan vücudunda en çok bulunan protein olup bütün proteinin 

yaklaĢık %30‟unu içerir (98). Dolayısıyla vücut ağırlığının %6'sını oluĢturan ve 

baĢlıca yapısal fonksiyonu olan çok önemli bir proteindir (121). Tip I kollajen lifleri; 

kemik, dentin, tendon, organ kapsülleri, deri, fibroz kıkırdak, fasia, sklera gibi 

dokuları oluĢtururlar ve fibroblast, osteoblast, odontoblast ve kondroblastlar 

tarafından sentez edilirler (120). Deri ve kemik kollajeninin, % 80-85'ni oluĢturur ve 

bulundukları dokuda gerilme kuvvetine karĢı dayanıklılık kazandırır (120). Tip I 

kollajen kemiğin mekanik gücünün büyük kısmını sağlar (98). Kemik matriksindeki 

kollajen genellikle tendon ve derideki major yapısal protein olan tip I kollajendir 

(121). 

 

Genel olarak kollajen lifleri çeĢitli hücre tiplerinin migrasyonu için iskelet 

görevi görürler (122,123). Bundan dolayı kollajen, hücre migrasyonunda, hücre-

matriks ve matriks-matriks iliĢkilerinde önemli rol oynar (13). Kollajen lifleri; 

BMP‟ler, TGF‟ler, IGF‟ler ve FGF‟ler gibi bazı osteoindüktif faktörleri saklayabilir 

ve yapay kemik kavitesi hazırlandığı zaman bunlar kemik matriksinden kolayca 

salgılanabilir (13). Kollajenin kendisi bu osteoindüktif maddelere bağlanamasa da bu 

faktörlere yüksek afinitesi olan çeĢitli ekstraselüler matrikslere bağlanabilir (124). 

Eğer böyleyse çeĢitli osteoindüktif maddelerin kollajen lifleri tarafından tutunması 

mümkün olabilir ve daha önce göç eden hücrelerin osteoblastik hücrelere 

dönüĢümünü sağlayabilir (13). Ġlave olarak tip I kollajen osteoblastik farklılaĢmada 

direkt olarak önemli bir rol oynayabilir (13,125,126). Tip I kollajenin α1 zincirini 
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α2β1 integrinle farklılaĢması osteojenik hücreleri etkileyebilir (13,125,127). Çünkü 

osteogenik hücrelerde α2β1 integrini eksprese ederler.  Xiao ve arkadaĢları 

osteokalsin geninin transkripsiyonel aktivitesinin α2β1 integrin aracılığıyla 

uyarıldığını yayınlamıĢlardır (13,128). Bundan dolayı kollajenin osteokondüktivitede 

etkili olduğunu gözlemlemiĢtir (13).  

 

 Kollajen implantların avantajları; bunların biyolojik formülasyonunu, hızlı 

reabsorbsiyonunun, enflamatuvar reaksiyon ile hafif iliĢkisini ve kollajen elde edilme 

teknikleri ve tamamen otojen bir implant oluĢturma yeteneklerini içerir (129). Ek 

olarak kemikte baskın olan ve major ekstrasellüler bir bileĢen olan tip I kollajen sıvı, 

jel veya süngerimsi Ģekillerde olabilir (129). Son zamanlarda kraniofasial iskelette tip 

I kollajen jellerinin kritik boyuttaki kafatası defektlerinin (12,129-131) ve ratlardaki 

nazal defektlerin iyileĢmesine yardımcı oldukları gösterilmiĢtir (129,132).   

 

Tip I kollajen, osteoblast proliferasyonunu ve kemik iliği kaynaklı hücrelerin 

osteogenik farklılaĢmasını stimüle eder (133,134). Tip I kollajen; osteoblastlar, 

fibroblastlar ve endotel hücreleri için kemotaktiktirler (135-137). Tip I kollajen 

kemik defektlerini doldurmak için bazı araĢtırmacılar tarafından kullanılmıĢtır 

(138,139). Daha önceki çalıĢmalarda kollajenin osteogenezin etkili bir stimülatörü 

olduğu gösterilmiĢtir (140). Bu nedenle kollajenin kemik defektlerini iyileĢtirme 

üzerine etkilerini değerlendirmek için çeĢitli çalıĢmalar yürütülmüĢtür (140) . Bazı 

araĢtırmacılar kollajenin osteogenezi arttırdığına ait herhangi bir kanıt 

bulamamıĢlardır (141).  

 

Otolog kemik greftlerinin hastaya yüklediği morbidite ve allogreftlerin 

maliyetinin yüksek olması nedeniyle elde edilebilirliği kolay ve immünolojik yanıtı 

az olan bioaktif materyallere yönelim artmıĢtır. Bu materyaller içinde yer alan ve 

lokal uygulanan kollajenlerin, doku onarımında etkili olduğu bir çok araĢtırmacı 

tarafından tespit edilmiĢtir (120,142-144). Yine bir çok araĢtırmacı, kollajenin vücut 

tarafından tolere edilebildiği ve nontoksik bir materyal olduğunu (120), ayrıca çok 

güçlü hemostatik etkilerinin olduğunu belirtmiĢlerdir (120,144,145).  
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Kollajenin bu etkileri göz önüne alındığında uygun bir materyal gibi 

görülmesine rağmen bazı çalıĢmalarda da bu etkilerinin saptanmaması nedeniyle biz 

çalıĢmamızda kemik defektlerinin tamirinde tip I kollajenin kaynamaya etkisini 

histopatolojik olarak değerlendirmeyi uygun gördük.   

 

 Murata ve arkadaĢları, kollajen implantasyonundan 1 hafta sonra bazı 

enflamatuvar hücrelerin implantın dıĢ tabakasına doğru infiltre olduğunu ve 

mezenkimal hücrelerin invazyonunun nadir olduğunu bildirdiler (146). Biz, 

Murata‟nın sonuçlarından farklı olarak enflamatuvar hücrelere rastlamadık.  

  

Yuya Taguchi ve arkadaĢları, kollajen yerleĢtirilmesinden 1 hafta sonra yoğun 

kollajenin kemik defektlerini örttüğünü tespit ettiler (13). Yeni kemik oluĢumunun 

kavitenin alt bölgesinden baĢladığını ve kontrol grubu ile aynı Ģekilde yeni oluĢan 

kemiğin ağsı kemik profilini gösterdiğini bildirdiler (13). Yuya Taguchi ve 

arkadaĢları; enflamatuvar hücre görmedi fakat monositler veya makrofajlar resorbe 

olan kollajenin çevresinde dağılmıĢtı (13). Biz 1 haftalık kontrol ve deney 

kavitelerinde, Yuya Taguchi ve arkadaĢlarının bulgularıyla uyumlu olarak, 

monositleri tespit ettik. Kontrol grubu ile deney grubu arasında enflamatuar hücre 

varlığı ve tipi açısından farklılık yoktu. Her iki grup benzerdi. Bizde 1. haftada 

özellikle deney grubunda yeni kemik oluĢumuna rastladık ve bu ağsı kemikle 

uyumluydu. 

 

Yuya Taguchi ve arkadaĢları, kontrol grubunda kavite oluĢturulmasından 2 

hafta sonra yeni oluĢan kemiğin ağsı kemiği ortaya çıkaracak Ģekilde daha kalın 

trabekül gösterdiğini bildirdi (13). Yeni oluĢan kemiğin iç bölgesi, kemik iliğine ve 

çok sayıda osteoblast ve trabeküler yüzeyde yerleĢmiĢ osteoklastlara sahipti (13). Biz 

1 haftalık kontrol kavitelerimizde orta Ģiddetli osteoblastik aktivite tespit ettik. 

   

Ertürk ve ġengün;  1 haftalık kontrol kavitelerinde, kemik yüzeyinde osteoblastik 

aktivite ve minimal yeni kemik yapımı olduğunu gözlemiĢlerdir (120,147). 

GüngörmüĢ, 1 haftalık kontrol kavitelerinde kapiller damar proliferasyonu, aktif 

fibroblastlardan oluĢan granülasyon dokusu ve kollajen geliĢimi olduğunu belirtti 

(120). Biz GüngörmüĢ‟den farklı olarak kontrol kavitelerinin büyük çoğunluğunda 
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orta Ģiddetli osteblastik aktivite ve yeni kemik oluĢumu bulduk. Bizim kontrol 

kavitelerimizde orta Ģiddetli granülasyon dokusu hakimken vasküler invazyon hafif 

Ģiddetliydi.  

 

Kemik defektlerinde, kollajen jelin etkilerini deneysel bir çalıĢmayla 

değerlendiren Del Balso ve arkadaĢlarının (120) 1 haftalık deney kavitelerindeki 

bulgularıyla bizim 1 haftalık deney kavitelerimizdeki bulgularımız hemen hemen 

uyumluydu. Fakat biz, 1. haftada Del Balso ve arkadaĢlarından daha fazla yeni kemik 

yapılarına rastladık. 

 

GüngörmüĢ ve arkadaĢları, 1. haftada deney kavitelerinde; lenfositten zengin 

iltihabi mikst hücre infiltrasyonu, belirgin fibroblastik proliferasyon, sayıca artmıĢ 

kapiller damarlar, artmıĢ kollajen, hafif bir osteoblastik aktivite ve yabancı cisim dev 

hücrelerin varlığını da belirledi. Bu yabancı cisim dev hücreleri osteoklastlar olarak 

değerlendirdi (120). Biz 1 haftalık kontrol kavitelerinde monositleri tespit ettik. 

Yabancı cisim reaksiyonu deney grubunda kontrol grubuna göre bir miktar daha 

fazla olmakla beraber hemen hemen benzerdi. Biz bunu osteoklastlar olarak 

yorumlamadık bize göre uyguladığımız tip I kollajene immün yanıtın az olduğunun 

bir göstergesiydi. Biz alıcı dokunun tip I kollajene karĢı red cevabı geliĢtirmediği 

kanaatindeyiz. Çünkü Thomas ve arkadaĢları ile Sweeney ve arkadaĢları; bazal 

membran veya laminin jellerinin implantasyonu sonrasında ratlarda laminine karĢı 

dolaĢan antikorların indüklendiğini fakat tip I kollajene karĢı (rat kuyruğundan elde 

edilmiĢ) olmadığını göstermiĢler (12,148).  

 

Biz çalıĢmamızın histopatolojik incelemesinde, Huo ve arkadaĢlarının 

tanımladığı histopatolojik evrelemeyi de kullandık (117-119). Bu histopatolojik 

evrelemeye göre deney grubu ile kontrol grubu arasında anlamlı (p=0,027) farklılık 

saptandı. Deney grubunda, kontrol grubuna göre 1. haftada kaynamayı daha iyi 

olarak bulduk. Kollajen uygulaması kaynamayı ilk haftada hızlandırmıĢtı. 

 

Yuya Taguchi ve arkadaĢları, kontrol grubunda 3. ve 4. haftalarda yeni oluĢan 

kemiğin daha kalın trabekül gösterdiğini fakat yeni kemiğin periosteal yüzeyinin 

konkav olarak kaldığını bildirdiler (13). Osteoblastlar hala kenar bölgede yoğun 
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olarak bulunmaktaydı (13). Biz kontrol grubunda bu haftada osteoblastları yoğun 

olarak bulduk. Yeni kemik oluĢumu da bu dönemde, kontrol grubunda deney 

grubundaki gibi Ģiddetli olarak saptandı.  

 

Yuya Taguchi ve arkadaĢları, deney grubunda operasyondan 3 hafta sonra yeni 

oluĢan kemiğin, periferdeki kemiğin yüksekliği ile hemen hemen aynı yüksekliğe 

ulaĢtığını saptadılar (13). Yeni kemik oluĢumunda çok sayıda osteoblastın aktif 

kemik oluĢumunu gösterir Ģekilde toplandığını ve birkaç makrofaj tespit ettiler (13). 

Biz 3. haftada osteoblastik aktiviteyi orta düzeyde ve kıkırdak oluĢumunu zayıf 

olarak tespit ettik. Yeni oluĢan kemik, periferdeki kemiğin seviyesine ulaĢmıĢtı. 

Bizde kırık hattında monositler tespit ettik. 

 

Ertürk, 3 haftalık kontrol kavitelerinde, periosteal yüzden kaviteye kadar 

oldukça kalın ve iyi geliĢmiĢ kemik trabekülleriyle dolduğunu ve bazı alanlarda 

kemiğin, lameller kemik niteliği kazandığını bildirdi (120,147).  ġengün, 21 günlük 

kontrol kavitesinde; oldukça kalın ve iyi geliĢmiĢ kemik trabekülleri ile dolduğunu ve 

normal görünümde bir kemik iliği saptadı (120). Biz, Ertürk ve ġengünden farklı olarak 

3. haftada kontrol grubunda yeni kemik oluĢumunu Ģiddetli olarak saptadık ve deney 

grubuyla benzer nitelikteydi.  

 

Gabor Fuerst, kollajen uygulanması sonrası 4. haftada periosttan, 

endosteumdan ve kemik kenarlarından orjin alan yeni oluĢmuĢ kemiğin tamamen 

defektleri kapatmadığını saptadılar ve yeni oluĢan kemiğin lameller tipte ve immatür 

olduğunu bildirdiler (133). Gabor Fuerst, defektlerin kenarlarındaki haversiyen 

kanallarının kemik rezorbsiyonu ile dilate olduğunu ve yeni oluĢan kemiğe cutting 

cons‟lar ile bağlantılı olduğunu bildirdi (133). Doldurucu kollajenin hala yeni 

oluĢmuĢ kemik arasına dağıldığını saptadı. Multinükleer makrofajlara ise seyrek 

olarak rastladı (133). Biz 3. haftada yaptığımız incelemede Gabor Fuerst‟in 

bulgularıyla uyumlu olarak defektin tamamen kemik ile dolmadığını ve yeni oluĢan 

kemğinde immatür kemik olduğunu tespit ettik. Biz de az miktarda monositik hücre 

infiltrasyonuna rastladık. 
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Gabor Fuerst, kollajensiz grupta 4. haftada mandibulanın kortikal kemiğindeki 

delik kenarının histolojik olarak açıkça görüldüğünü bildirdi (133). Kemik tamiri;  

periost ve endostium kenarından orjin alarak defektin merkezine doğru çıkıntı 

Ģeklinde ilerledi (133). Tam bir kemik kaynaması yoktu. 4. haftada kollajen ve 

kontrol grubu arasında anlamlı farklılık mevcuttu. Biz de kontrol grubumuzda tam 

bir kaynamayı bu dönemde tespit edemedik. Fakat bu dönemde kollajenli grup ile 

kontrol grubu arasında kaynama açısından fark saptamadık. 

 

Saygı, bu dönemde yoğun bağ dokusu artıĢı ile beraber osteoblastik 

proliferasyon gösteren kemik yapımı olduğunu saptamıĢdır (120). Biz bu dönemde, 

kontrol kavitelerinde değiĢik derecelerde fibröz doku saptarken osteoblastik aktiviteyi; 

kontrol grubunda deney grubuna göre daha fazla saptadık. 

 

GüngörmüĢ ve arkadaĢları, çalıĢmalarının 21 günlük kontrol kavitelerinde; orta 

derecede fibroblastik aktiviteyle beraber osteoblastik aktivitede artma olduğunu ve orta 

derecede kalsifiye alanlar tespit ettiler. Ayrıca bu kavitelerde yoğun bir kollajen 

yapımı olduğunu gözlemlediler (120). Biz çalıĢmamızın 3. haftasında kontrol ve deney 

grubunun ikisinde de benzer Ģekilde mononükleer hücre infiltrasyonu saptadık. 

Ayrıca kontrol kavitelerinde; orta ve yoğun arası osteoblastik aktivite ve değiĢik 

oranlarda fibröz doku saptadık. Fakat kontrol grubunda 3. haftada hala kıkırdak 

oluĢumuna rastlamadık. 

 

Murata, 3. haftada ince bir fibröz dokunun, implant ve orijinal kemik arasında 

invaze olduğunu buldu (146). TaĢıyıcı kollajen implantın periferinde kısmen absorbe 

idi (146). Biz de Murata ve arkadaĢları gibi 3. haftada hafif Ģiddetli fibröz doku 

oluĢumunu tespit ettik. Fakat kollajenin 3. haftada tamamen absorbe olduğunu 

gördük.  

 

Saygı, 3 haftalık kollajen uyguladığı kavitesinde; ince kemik dokusunun ince 

trabeküllerini ve bunların arasında yoğun bağ dokusu, bol damar, belirgin bir 

osteoblastik aktivite ve makrofajlar olduğunu belirlemiĢtir (120). GüngörmüĢ, 3 

haftalık deney kavitelerinde orta derecede fibroblastik aktiviteyle beraber çok belirgin 

bir osteoblastik aktivite ve bu bölgelerde geniĢ kalsifiye olmuĢ alanlar ile çok yoğun bir 
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kollajen yapımı olduğunu tespit etti (120). Biz deney grubumuzda 3. haftada kontrol 

grubundaki gibi genelde mononükleer hücre infiltrasyonu saptadık. Granülasyon 

dokusunu bu dönemde hafif ve orta Ģiddetli olarak tespit ederken vasküler invazyonu 

orta Ģiddeli olarak tespit ettik. Kıkırdak oluĢumu hafif Ģiddetliyken osteoblastik 

aktiviteyi, orta ve yoğun Ģiddetli arasında buluduk. Biz bu dönemde Saygı ve 

GüngörmüĢ‟ten farklı olarak osteoblastik aktivite ve yeni kemik oluĢumu açısından 

kontrol grubu ile deney grubu arasında fark saptamadık. 

 

Yine GüngörmüĢ ve arkadaĢlarının 2004 yılında yaptıkları deneysel çalıĢmada, 

28. günde kontrol grubunun defektlerinde mononükleer hücre infiltrasyonu, 

fibroblastik aktivite, ağır kollajen geliĢimi, orta osteoblastik aktivite ve kalsifikasyon 

gözlemlediler. Kollajen uyguladıkları defektlerin yeni kemik ile dolduğunu saptadılar 

(140). Biz 3. haftada kontrol grubunda çok az sayıda mononükleer hücre 

infiltrasyonuna rastladık. DeğiĢik derecede fibröz doku geliĢimi mevcuttu. Yine 

kontrol grubunda orta Ģiddetli osteoblastik aktiviteye rastladık fakat kıkırdak 

oluĢumu kontrol grubunda mevcut değildi. Biz GüngörmüĢ‟den farklı olarak kollajen 

uygulanan grupta 3. haftada tamamen kemik oluĢumu izleyemedik. 

 

Biz 3. haftada deney grubu ile kontrol grubu arasında Huo‟nun evrelemesine 

göre ve değerlendirdiğimiz parametrelere göre iyileĢmede farklılık görmedik. 

Kollajenin kaynamaya olan etkisinin 3. haftada kontrol grubuyla aynı olduğunu 

saptadık. Biz Yuya Taguchi, Ertürk, Saygı ve GüngörmüĢ‟ün sonuçlarından farklı 

olarak bu dönemde kollajenli grup ile kontrol grubunda kırık iyileĢmesi açısından fark 

tespit etmedik. 

 

Pierre Saadeh, postoperatif 6. haftada kontrol mandibulasının gross 

incelemesinde; orijinal defekte yakın çapta minimal kemik tamiri ile sirküler defektin 

açıkça görüldüğünü belirledi (129). Tip I kollajen jelinin implante edildiği 

mandibulalarda defekt sınırları açıkça tanımlanamıyordu ve defekt ince kırılgan bir 

kemik köprü ile kaplanmıĢtı (129). Biz 6. haftada hem kontrol grubunda hem de 

deney grubunda defektleri gözle tespit edebiliyorduk. Deney grubunda defeklerin 

kontrol grubuna göre çok daha küçük olduğu fark edilebiliyordu.   
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 Pierre Saadeh, kontrol hayvanlarında defektin sınırlarının ince bir fibröz 

konnektif doku ile açık bir Ģekilde tanındığını gösterdi (129). Deney hayvanlarında 

defektin organize kortikal kemik plakları ile tam ya da tama yakın tamir olduğunu 

gözlemledi. Her iki gruptada lenfositik infiltrasyon tespit etti. Deney örneklerinde 

kollajen jel implantlarının kalıntısına rastlamadı (129). Biz 6. haftada Pierre 

Saadeh‟den farklı olarak enflamatuvar hücre tespit edemedik yok denecek kadar az 

monositik infiltrasyon mevcuttu. Hem kontrol hemde deney grubunda fibröz doku 

yok veya hafif Ģiddetli olarak tespit ettik. Her iki grupta birbirine benzer sonuçlar 

bulduk. Biz yine Pierre Saadeh‟den farklı olarak kontrol grubunun hemen hemen 

hepsinde az miktarda matür kemik ve genelde immatür kemik tespit ettik. Deney 

grubunda ise 2 ratta tam kemik iyileĢmesi yani matür kemik mevcuttu. 

 

Murata, 6. haftada kollajen liflerinin yoğun bir Ģekilde parietal kemik üzerinde 

yığıldığını ve ince bir fibröz doku ile çevrili olduğunu bildirdi ve implantın 

büyüklüğü ve yüksekliği azalmıĢ olarak değerlendirdi. Periost temel olarak lif 

bileĢenlerinden oluĢmaktaydı ve osteoblastlar yoktu. Ġmplantların içerisinde ne 

kemik ne de kıkırdak gözlenmedi (146). Biz Murata‟dan farklı olarak hem deney 

hem de kontrol grubunda ya fibröz doku yoktu ya da yok denecek kadar azdı. 

Osteoblastik aktivite deney grubunda hafifden Ģiddetliye kadar değiĢik derecelerde 

saptanırken kontrol grubunda orta Ģiddetli olarak bulduk. Ayrıca Murata‟dan farklı 

olarak biz hem kontrol grubunda hem de deney grubunda yoğun olarak immatür ağsı 

kemik oluĢumu ve az miktarda matür lameller kemik oluĢumu izledik.   

 

Gabor Fuerst, 8. haftada defektlerin çoğunun yeni oluĢmuĢ kemik ile 

dolduğunu, ağsı kemiğin daha az belirgin olduğunu ve çoğunlukla lameller kemiğe 

remodele olduğunu bildirdi. 8. haftada kollajen ve kontrol grupları arasında belirgin 

farklılık bulamadı (133). Fakat biz 6. haftada hem kontrol grubundaki hemde deney 

grubundaki ratlarda genelde immatür kemik oluĢumuna eĢlik eden az miktarda matür 

kemik oluĢumlarını tespit ettik. Sadece deney grubunda 2 ratta tam matür kemik 

oluĢumu mevcuttu fakat deney ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark tespit etmedik.   
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Schlegel, Collos (domuz tip I kollajeni) kullandığı gruplarda yumuĢak dokular 

ile kortikal bir ara yüzün olmadığı, orijinal defektin tam bir yapısal kemik ile 

dolduğunu 12. haftada gördü (149). Biz ise tip I kollajen uyguladığımız deney 

gruplarında neredeyse 6. haftada lameller kemik oluĢumunu tespit ettik. 

 

Thomas ve arkadaĢları, 2 ile 12. haftalar arasında 2 haftada bir taranan tip I 

kollajen implante edilmiĢ ratlarda tamirin en fazla olduğu dönemi ilk 6 hafta olarak 

gösterdi (12).  Biz tip I kollajenin en etkin olduğu dönemi 1. hafta olarak belirledik. 

3. ve 6. haftalarda kontrol grubu ile farklılık saptayamadık. Fakat yinede tip I 

kollajen uygulanan grup, kontrol grubuna göre bir miktar daha iyi iyileĢme gösterdi.  

 

Thomas ve arkadaĢları, tip I kollajen miktarının tamir oranını artırıp 

artırmadığını göstermek için tip I kollajen miktarını arttırarak implantasyon 

yapdıkları ratlarda 12. haftada defektlerin tamamen iyileĢtiği gözlemiĢler. Kollajen 

miktarıyla iyileĢmenin doğru orantılı olduğunu bildirdiler (12). Biz çalıĢmamızda 4 

mg tip I kollajen ile oluĢturduğumuz defektlerin tamamını doldurduk ve farklı dozları 

karĢılaĢtırmadık. Daha yüksek dozlarda uygulasaydık beklide Thomas ile aynı 

sonuçları elde edebilirdik.  

 

Thorwarth; kemik defekti olan vakalarda otojen kemik kullanımının hala altın 

standart olduğunu bildirmektedir (150-152). Osteogenik potansiyelinden dolayı 

otojen kemik grefti en etkili kemik greft matreyalidir (150,153). Bununla birlikte bu 

greftin miktarının sınırlı olması, elde ederken morbiditeyi artırması ve ek bir cerrahi 

giriĢim gerektirmesi otogreftlerin dezavantajlarıdır (150,154,155). Bu riskleri 

azaltmak için kemik yerine geçebilecek materyaller veya bunların otojen kemik ile 

kombinasyonu kullanılabilir (150,156-158). Bu materyallerin avantajları sınırsız 

kaynak, kolay sterilizasyon ve depolamadır. Bu ürünlerin artmıĢ sayısına rağmen Ģu 

ana kadar ideal tek bir materyal yoktur (150,159). Kemik yerine kullanılan 

materyaller osteogenez için gerekli hücresel elemanları sağlamazlar (150). Bunlar 

osteoindüktüf olarak düĢünülemezler (150). Sadece yeni kemik depolanması için bir 

yapı iskelesi sağlayarak osteokondüktif etki gösterirler (150). 

 



68 
 

Kollajen lifleri; BMP‟ler, TGF‟ler, IGF‟ler ve FGF‟ler gibi bazı osteoindüktif 

faktörleri saklayabilir ve yapay kemik kavitesi hazırlandığı zaman bunlar kemik 

matriksinden kolayca salgılanabilir (13). Kollajenin kendisi bu osteoindüktif 

maddelere bağlanamasa da bu faktörlere yüksek afinitesi olan çeĢitli ekstraselüler 

matrikslere bağlanabilir (124). Ġlave olarak Tip I kollajen, osteoblastik farklılaĢmada 

α2β1 integrin ekspresyonu ile direkt olarak önemli bir rol oynayabilir (125,126). 

Çünkü osteogenik hücrelerde α2β1 integrini eksprese ederler.  Xiao ve arkadaĢları 

osteokalsin geninin transkripsiyonel aktivitesini α2β1 integrin aracılığıyla uyardığını 

yayınlamıĢlardır (128). 

 

Biz de çalıĢmamızda Tip I kollajenin osteogenezde rol alan bazı genlerin 

ekspresyonunda herhangi bir değiĢikliğe etkisi olup olmadığını araĢtırdık. Bunun için 

TGF-β ailesi üyelerinden 42 adet geni araĢtırmayı uygun gördük. Literatürde; kırıkta 

çeĢitli genlerin ekspresyonları çalıĢılmıĢ. Fakat tip I kollajenin etkisini değerlendiren 

çalıĢmalar çok kısıtlıydı ve genellikle kırıktaki kallus dokusundan çalıĢılmıĢtı. Biz 

gen ekspresyon ürünlerini periferik kanda değerlendirmeyi uygun gördük.  

 

Kollajen uygulamasından bir hafta sonra yapılan incelemede; kollajen 

uygulanan grup ile kontrol grubu arasında anlamlı derecede artıĢ gösteren gen 

olmadığı fark edildi.  

 

Ohta, c-fos mRNA‟nın belirgin ekspresyonu kırıkta sonra 7 ila 10. günler 

arasında gözlemledi. Bu dönemde osteblastlar belirgin hücresel bileĢeni 

oluĢturuyordu (151). Ohta, 2. haftaya kadar ekspresyonun devam ettiğini fakat bu 

dönemden sonra aĢamalı olarak düĢük seviyelere gerilediğini bildirdi (151). Ohta, 

kırık oluĢturulmayan kontrol grubunda c-fos ekspresyonu saptamadı. Ohta, c-fos 

geninin osteoblastik farklılaĢmada spesifik rol oynadığını düĢündü ve kondrojenik 

farklılaĢmanın gerçekleĢtiği kırıktan sonraki ilk 7 günde c-fos mRNA‟sını tespit 

edemedi (151). Biz çalıĢmamızın 1. saatinde kontrol grubunda c-fos ekspresyonunu 

saptayamadık. Deney grubunda ise 1. saatte maksimum ekspresyon saptadık. Ġlk 

haftada c-fos geninde kontrol grubuna göre deney grubunda anlamlı düzeyde 

değiĢiklik saptamadık. 3. haftada kontrol grubuna göre yaklaĢık 2,7 katlık bir azalma 

tespit ettik. Deney grubunda 1. saatte tip I kollajenin etkisi ile inflamatuvar süreç 
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daha fazla miktardaydı. Bu yüzden deney grubunda c-fos ekspresyonu daha fazla 

miktarda indüklendi. Ġlk haftada her iki grupta da histolojik olarak kıkırdak yapılar 

baskın olduğundan Ohta ve arkadaĢlarının bildirdiğiyle uyumlu olarak c-fos 

ekspresyonununda fark tespit edemedik. 3. haftada kontrol grubunda osteoblastik 

aktivite deney grubuna göre daha fazla olduğu ve kıkırdak oluĢumu daha az, immatür 

kemik oluĢumu daha fazla olduğu için c-fos gen ekspresyonundaki azalmayı tespit 

ettik. 

  

Yan Yiu Yu ve arkadaĢları, 7. ve 10. günlerde kondrositlerde BMP-7 için 

kuvvetli immün boyanma gösterdi ve 14. günde ostoblastlar ve osteositlerde BMP-7 

için immün boyanma gözlemlemedi. 21. günde sadece BMP-5 ve BMP-7 ağsı kemik 

boyunca olan endotel hücrelerinde zayıf immün boyanma gösterdi (161). Biz BMP-5 

ve BMP-7 ekspresyonuda 1. saatte kontrol grubunda anlamlı değer saptamadık deney 

grubunda ise bir miktar ekspresyon mevcuttu. 1. haftada ise deney ve kontrol grubu 

arasında anlamlı değiĢim saptanmazken BMP-5 için her iki grupta da 1. saate göre 

anlamlı artıĢ mevcuttu. BMP-7 için ise anlamlı düzeyde değiĢim mevcut değildi. Ġlk 

haftada osteoblastik aktivite ve yeni kemik oluĢumunun artmasıyla BMP-5 ve BMP-

7 ekspresyonunda maksimum değerler saptadık. Deney grubunda 1. saatte BMP-5 ve 

BMP-7 ekspresyonunda ki fazlalığı Tip I kollajene bağladık.      

  

Yan Yiu Yu ve arkadaĢları BMP antagonisti olarak değerlendirdikleri BMP-3 

ve noggin ekspresyonlarını 7. günde kondrositlerde ve 10. günde ağsı kemikteki 

osteoblastlarda zayıf olarak saptadılar ve 14. günde her ikisinin ekspresyonunu tespit 

etmediklerini bildirdiler (161). Takahiro Niikura ve arkadaĢları, atrofik kaynamama 

ile standart iyileĢen kırıkları karĢılaĢtırdıkları çalıĢmada BMP-3 ekspresyonunu 

atrofik kaynamamada standart iyileĢen krıklara göre daha düĢük buldular. Belirgin 

farklılığı 10., 14. ve 21. günler buldular (162). Standart iyileĢen kırıklarda ise BMP-3 

ekspresyonunu 21. güne kadar artıĢ gösterdiğini buldular. Biz çalıĢmamızda kollajen 

uygulanan grupta 1. saatte deney grubunda kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde 

daha fazla BMP-3 ekspresyonu saptadık. 1. haftada anlamlı 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 göre azalma miktarı daha fazlaydı. Bizim çalıĢmamızda ilk saaete BMP-3 
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ekspresyonunun maksimum olması nedeniyle ve haftalar ilerledikçe azalması 

nedeniyle biz BMP-3‟ün antagonist değil osteogenezi baĢlatmada diğer BMP‟leri 

indüklediğini ve onların fonksiyonlarını düzenlendiğini düĢündük. 

 

 Takahiro Niikura ve arkadaĢları, çalıĢmalarında diğer bir BMP antagonisti 

olarak bilinen chordin ekspresyonlarında incelenen zamanlar boyunca bir farklılık 

tespit etmediler (162). Biz, chordinin ekspresyonunu ilk haftada maksimum olarak 

bulduk. 3. haftada ekspresyonu azalmakla birlikte 6. haftada bir miktar artıĢı tekrar 

saptadık. Bu chordin ekspresyonunun ilk hafta maksimum olup 3. hafta azalması ve 

6. haftada tekrar bir artıĢ göstermesi, BMP antagonisti etkisi olabileceği gibi BMP 

düzenleyici etkisini ve remodelingde osteoklastları aktive edici etkisi olabileceğini 

düĢündürmekte.  

 

Jason, operasyondan 1 hafta sonra iyileĢen osteotomi dokusunun kesitlerinin 

immünohistokimyasal analizinde BMP-7 ekspresyonunun yeni oluĢan kırık 

kallusunda belirgin olduğunu ve bunun osteotomi kenarları boyunca osteoblastlar ve 

osteoklastlara lokalize olduğunu gösterdi (163). Operasyondan sonra 3. ve 4. 

haftalarda kemik depolanması ve remodeling azaldıkça BMP-7 için boyanan hücreler 

azaldı (163). Osteotomi bölgesine yakın olan periosteal hücrelerde, aktif kemik 

depolanması ve remodeling boyunca BMP-7 için pozitif boyandığını bildirildi (163). 

Biz BMP-7‟nin tip I kollajen etkisiyle deney grubunda 1. saatte eksprese olduğunu 

saptadık. Ġlk haftada kontrol grubuna göre deney grubunda BMP-7 ekspresyonu için 

anlamlı farklılık saptamadık. 3. haftada kontrol grubunda osteoblastik aktivite ve 

immatür kemik oluĢumu, deney grubundan daha fazla olduğu için BMP-7 

ekspresyonunda azalmayı Jason ve arkadaĢlarıyla uyumlu bulduk.   

 

Yan Yiu Yu ve arkadaĢları, BMPR-IA için 3. ve 5. günlerde periostta zayıf 

imminünolojik boyanma tespit ederlerken, granülasyon dokusunda tespit edemediler 

(161). Osteoblastlarda ise 7. günden 10. güne kadar BMPR-IA immün boyanması 

artarken 14. günden sonra tespit edilemeyecek düzeye kadar azaldığını fark ettiler.  

Fakat endotel hücrelerinde 21. güne kadar tespit ettiler (161). Biz BMPR-IA 

ekspresyonunu 1. saatte kontrol grubunda tespit edemezken deney grubunda 

ekspresyon mevcuttu. Bunu uyguladığımız tip I kollajenin etkisi ile oluĢan 
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inflamatuvar reaksiyona bağlamaktayız. Biz 1. haftada her iki grup arasında BMPR-

IA ekspresyonu açısından fark saptamadık. Fakat 3. haftada deney grubunda, kontrol 

grubuna göre yaklaĢık 2,8 kat azaldığını tespit ettik. Bu belirgin azalmayı bu 

dönemde kontrol grubunun iyileĢmesinin daha iyi olmasına bağladık. 

 

Yan Yiu Yu ve arkadaĢları, BMPR-IB için immün boyanmayı 5. günde 

kondrositlerde hafif Ģiddetli saptamaya baĢlarken 7. günde hem kondrositlerde 

hemde osteoblastlarda maksimum ekspresyon gösterdiklerini tespit ettiler (161).  

BMPR-IB boyanması kondrositlerde 10. günde maksimum seviyelerini sürdürürken 

osteoblastlarda 10. günden itibaren azaldığını ve 21. günden sonra hem kondositlerde 

hem de osteoblastlarda tespit edilemediğini bildirdiler (161). BMPR-IB ekspresyonu 

için anlamlı değer 1. saatte kontrol grubunda saptanamadı. Fakat deney grubunda 

ekspresyon mevcuttu ve bu düzeyini 1. haftaya kadar devam ettirdi. Biz BMPR-IB 

ekspresyonunun maksimum düzeylerini Yan Yiu Yu‟dan farklı olarak ilk saatte 

bulduk. Ġlk haftada deney grubunda ekspresyonu, kontrol grubuna göre bir miktar 

daha fazlaydı fakat anlamlı düzeyde değildi. 3. haftada ekspresyonu azaldı ve bu 

seviyeyi 6. haftaya kadar devam ettirdi. Bu ekspresyon paterni BMP‟lerin 

ekspresyon paternine benzemekteydi. BMPR-IB diğer BMP reseptörleri gibi 

BMP‟lerin etkilerini göstermelerine aracılık etmektedirler.           

 

Yan Yiu Yu ve arkadaĢları BMPR-II ekspresyonunu; 7. günde hem 

kondrositlerde hem de osteoblastlarda tespit ettiler ve bu ekspresyon seviyelerinin 

10. güne kadar devam ettiğini bildirdiler. 14. günde ekspresyonun azaldığını ve 21. 

günden sonra tespit edemediklerini bildirdiler (161). Biz çalıĢmamızda Yan Yiu 

Yu‟dan farklı olarak BMPR-II ekspresyonunu ilk saatte maksimum olarak bulduk. 1. 

haftadan itibaren azaldığını tespit ettik fakat ekspresyonları azalmakla birlikte 6. 

haftada bile devam etmekteydi. Yapılan bir çok çalıĢma BMP‟ler, BMP 

antagonistleri, BMP reseptörlerinin eksik olduğu farelerde kemik kütlesindeki orta 

derecedeki değiĢikliklerden Ģiddetli iskelet anormalliklerine kadar çeĢitli derecelerde 

kemik defektlerini indüklendiğini gösterilmiĢtir (161,164-171). BMPP-II‟ninde 

ekspresyon paterni BMPR-IA, BMPR-IB ve BMP‟lerin ekspresyon paternine 

benzerlik gösteriyordu. Buda BMPR‟lerin BMP etkilerini ortaya çıkarmak için 

gerekliliğini göstermektedir. 
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IGFBP kemik hücrelerini de içeren çeĢitli hücreler tarafından üretilirler ve IGF 

aktivitelerini düzenlerler. IGFBP‟lerin IGF-1‟in elde edilebilirliğini, bunu hedef 

hücreye taĢıyarak ya da bağlıyarak düzenlediği bilinmektedir (172). IGFBP-3 

serumda en çok bulunan IGFBP olduğundan dolayı IGFBP-3 seviyelerindeki 

değiĢiklikler IGF-1‟in aktivitesini değiĢtirebilir. AzalmıĢ IGFBP-3 seviyeleri IGF-

1‟in serumda artmıĢ tespiti ile koreledir (172). Tatsuhumi Taniguchi ve arkadaĢları, 

IGFBP-3‟ün konsantrasyonunun vakaların çoğunda kırıktan sonra hemen azaldığını 

ve daha sonra belli bir seviye yükseldiğini bildirdiler (172). Biz IGFBP-3 

ekspresyonunun kırıktan sonra 1. saatte her iki gruptada çok düĢük seviyelerde 

olduğunu 1. haftada artıĢ gösterip 3. haftada tekrar düĢüĢ gösterdiğini bulduk. Bu 

azalmayı 6. haftada kontrol grubunda daha fazla olmakla beraber her iki grupta artıĢ 

takip etti. Bunun sebebini de 6. haftada deney grubunda tamamen matür kemik ile 

iyileĢme gösteren ratların bulunmasına rağmen kontrol grubunda tamamen matür 

kemik oluĢumu olan ratlara rastlanmaması olarak değerlendirdik.  

 

Takahiro Niikura ve arkadaĢları, BMP-2,4,6,7‟nin gen ekspresyonunu standart 

iyileĢen kırıklar ile karĢılaĢtırıldığında nonunionlarda kontrol zamanları boyunca 

belirgin olarak düĢük buldular (162). BMP-2‟ye dair istatistiksel farklılıkları 10., 14., 

21. ve 28. günlerde gözlemlediler. En fazla değiĢikliği 10. günde buldular. BMP-4‟e 

dair belirgin değiĢiklikleri 7., 10., 14. ve 21. günlerde gözlemlerken 7. günde 

maksimum değiĢiklik buldular. BMP-6‟ya dair belirgin değiĢiklikleri 10., 14., 21. ve 

28. günlerde gördüler. 10. günde maksimum değiĢiklik saptadılar. BMP-7‟de 7., 10., 

14. ve 28. günlerde belirgin değiĢiklikler bildirdiler ve maksimum değiĢikliği 7. 

günde buldular. BMP-2, 4, 6 ve 7 için gen ekspresyonu paterninin çok benzer 

olduğunu gözlemlediler (162). Biz BMP-2 ve BMP-4 maksimum ekspresyonunu 1. 

saatte saptadık. Kontrol grubuna göre deney grubunda anlamlı düzede artıĢ mevcuttu. 

Biz BMP-2 ekspresyonunda kollajen uygulaması yapılan deney grubunda 1. haftaya 

göre 3. haftada 2,53 kat azalma saptadık ve BMP-2, 3. haftadaki değerine yakın 

değerleri 6. haftaya kadar devam ettirdi. Fakat kontrol grubunda BMP-2 seviyeleri 1. 

haftadan sonra hemen hemen aynı düzeyde devam etmekte idi. Biz Takahiro 

Niikura‟dan farklı olarak BMP-2 ekspresyonunda maksimum artıĢı 1. saatte saptadık 

ve bu dönemden sonra 6. haftaya kadar artıĢ göstermedi. BMP-4‟de ve BMP-6‟da 

BMP-2 gibi deney grubunda 3. haftada 3,08 kat azalıĢ gösterirken 6. haftaya kadar 
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ekspresyonunda değiĢiklik saptanmadı. BMP-4 ve BMP-6 için kontrol grubunda 

haftalara göre belirgin bir artıĢ saptamadık. BMP-7‟yi ilk haftada deney grubunda 

kontrol grubuna göre daha düĢük seviyelerde tespit ettik ve deney grubunda 3. 

haftada BMP-7 ekspresyonunda 1. haftaya göre 3,3 katlık bir azalma saptarken 

kontrol grubunda bu azalmayı saptamadık. Deney grubunda da 6. haftada 

ekspresyonunda ki azalmada bir miktar yavaĢlama tespit ettik. Biz Takahiro Niikura 

gibi BMP-2 ve 4 ekspresyonunda benzer patern izledik. Fakat biz Takahiro 

Niikura‟dan farklı olarak BMP-2 ve 4‟ün ekspresyon pikini 1. saatte tespit ettik. 

Kırık iyileĢmesinin 1. saattinde, deney grubunda pik yapan BMP-2 ve 4, 3. haftada 

azalırken 6. haftaya kadar seviyelerinde önemli miktarda değiĢiklik olmadı. BMP-7 

ekspresyonu farklılık arz etmekteydi. 3. haftada kontrol grubunda daha yüksek 

düzeyde tespit ettik ve deney grubunda diğer BMP‟ler gibi haftalarla birlikte azalma 

devam etti. Biz ilk saatte ki BMP gen ekspresyonlarındaki piki kollajenin etkisi 

olarak yorumladık. Kollajen uygulanan deney grubunun histopatolojik incelemesinde 

de kontrol grubuna göre iyileĢmede anlamlı farklılık mevcuttu. Kollajenin 

kaynamayı ilk haftada arttırması BMP-2, 4 ve 6 gen ekspresyonundaki bu artıĢla 

sağladığı düĢünülebilir.    

 

Yan Yiu Yu ve arkadaĢları, Smad-1 ve Smad-5 maksimum ekspresyonunu 3. 

günde periosteal hücrelerde, 7. günde kondrositlerde ve 10. günde osteoblastlarda 

saptadılar. Bu zamandan sonra hepsinde azalma olurken 14. günden sonra sadece 

kondrositlerde hafif derecede ekspresyon sergilediğini buldular (161). Tasima Haque 

ve arkadaĢlarının distraksiyon osteogenezinde yaptıkları çalıĢmada, Smad-1 ve 

Smad-5 ekspresyonunu ilk haftada tespit edemediler (173). 2. haftadan itibaren 

Smad-1 ve Smad-5 ekspresyonunu, kondrositlerde daha fazla olmak üzere osteoblast 

ve fibroblastlarda tespit ettiler (173). Bu ekspresyonun 4. ve 5. haftalarda maksimum 

seviyeye kondrosit ve fibroblastlarda ulaĢtığını buldular (173). 6. haftada 

ekspresyonları kondrosit ve fibroblastlarda bir miktar azalırken osteoblastlarda 

hemen hemen aynı ekspresyon seviyelerini devam ettirdiğini buldular (173). Bizim 

çalıĢmamızda Smad-1‟in maksimum ekspresyonu deney grubunda ilk saatte, kontrol 

grubunda ise 3. haftada oluĢtu. Deney grubunda 6. haftada tekrar bir miktar artıĢ 

gösterdi. Bu değiĢimlerin hiçbiri anlamlı düzeyde değildi. Smad-5 ekspresyonunu 

kontrol grubunda ilk saatte, deney grubunda ise ilk haftada maksimum olarak 
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saptadık. Kontrol grubunda 1. ve 3. hafta ekspresyon düzeyleri benzerdi ve 6. haftada 

keskin bir düĢüĢ saptandı. Deney grubunda ise 3. haftadaki düĢüĢü 6. haftada bir 

miktar artıĢ takip etti. Bizim çalıĢmamızda Smad-1 ve Smad-5 ekspresyonu BMP-1 

ve BMP-7 ekspresyon paterniyle uyumluluk gösteririken BMP-2, BMP-3, BMP-4, 

BMP-5, BMP-6 ekspresyon paternleriyle arasında az miktarda farklılıklar mevcuttu. 

Ayrıca BMP reseptörlerinden BMPR-IA ile uyumlu bir ekspresyon paterni çizerken 

BMPR-IB ve BMPR-II ile ise uyumsuzdular. Bu sonuçlarla biz Smad-1 ve Smad-

5‟in BMP-1, BMP-7 ve BMPR-IA‟nın etkilerinin intrasellüler düzenleyicisi 

olduğunu düĢünmekteyiz. Nohe ve arkadaĢları ile Shi ve Massague, Smad 

proteinlerinin BMP‟nin indüklendiği sinyal yolağında bulunan major intrasellüler 

moleküller olduğunu bildirmiĢlerdir (173-175). 

 

Thorwarth ve arkadaĢları; evcil domuzların kafatasında oluĢturdukları 1×1 

cm‟lik kemik defektlerine kollajen ve otolog kemik grefti uygulamasının BMP-2, 

kollajen I ve osteokalsinin ekspresyonuna etkilerini araĢtırmıĢlar (150). Thorwarth ve 

arkadaĢları, BMP-2 ekspresyonundaki artıĢın 2. haftada kollajen uygulanan grupta, 

otolog kemik grefti uygulanan grup ve kontrol grubuna göre daha fazla olduğunu 

buldular (150). Buna rağmen 4. ve 12. haftalarda otolog kemik grefti uygulanan 

grupta BMP-2 ekspresyonunun daha fazla artıĢ gösterdiğini bildirdiler (150). 

Thorwarth ve arkadaĢları, kollajen uygulanan grupta, BMP-2 ekspresyonunda 

kontrol grubuna göre 4. haftada çok az artıĢ saptarlarken 12. haftada bu artıĢın bir 

miktar daha arttığını buldular. Biz BMP-2 ekspresyonunda tip I kollajen uygulanan 

grupta 1. saatte kontrol grubuna göre anlamlı değiĢiklik saptadık. Fakat BMP-2 

ekspresyonunda kontrol grubu ile deney grubu arasında örnek aldığımız 1., 3. ve 6. 

haftalarda anlamlı düzeyde farklılık saptamadık. Fakat kollajen uygulanan grupta 

BMP-2 ekspresyonunun, 3. haftada 1. haftaya göre 2,5 kat azalma gösterdiğini tespit 

ettik ve BMP-2 3. haftadaki ekspresyon seviyesini 6. haftaya kadar devam ettirdi. 

Kontrol grubunda bu değiĢikliği saptayamadık. Thorwarth ve arkadaĢları, 4. ve 12. 

haftada kollajen uygulanan grupta BMP-2 ekspresyonunda artıĢ saptarken biz sadece 

1. haftada artıĢ saptadık ve 6. haftaya kadar 3. haftadaki seviyesini koruduğunu 

belirledik.      
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Thorwarth ve arkadaĢlarının çalıĢmasında, Tip I kollajen ekspresyonu 2. 

haftada kollajen uygulanan grupta bir miktar artıĢ gösterirken 4. haftada kontrol 

grubuna göre daha düĢük seviyelere geriledi (150). 12. haftada tekrar bir miktar artıĢ 

saptadılar (150). Biz çalıĢmamızda Tip I kollajenin α1 ve α2 zincir yapısını ayrı ayrı 

inceledik. Bizim çalıĢmamızda, ilk haftada kontrol grubuyla deney grubu arasında 

col1α1 ve col1α2 ekspresyonunda anlamlı fark yoktu. Fakat 1. haftada deney 

grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olmamakla beraber col1α1 ve col1α2 

ekspresyonu bir miktar fazlaydı. Kollajen grubunun 1. ve 3. haftaları arasında col1α1 

ve col1α2 zincirlerinin ekspresyonunda 3,8 kat azalıĢ mevcuttu. 6. haftada ise 3. 

haftaya göre ekspresyonlarında anlamlı olmamakla beraber bir miktar artıĢ saptadık. 

Kontrol grubunda bu değiĢikliklere rastlamadık. Thorwarth ve arkadaĢları, 3. haftada 

kollajen Tip I ekspresyonunun kontrol grubunda daha fazla olduğunu tespit ettiler. 

Biz de 3. ve 6. haftada col1α1 ve col1α2 gen ekspresyonunu kontrol grubunda bir 

miktar daha fazla tespit ettik. Tip I kollajen bizim çalıĢmamızda kaynamayı ilk hafta 

indükledi ve 3. haftada histolojik incelemede defekt bölgesinde saptanmadı.  

 

Thorwarth ve arkadaĢları, kollajen uygulanan grupta osteokalsin 

ekspresyonunu 2. haftada kontrol grubundan farksız bulurlarken 4. haftada bir 

miktar, 12. haftada ise anlamlı düzeyde arttığını bildirdiler (150).  Osteokalsinin, 

kemik matriksini oluĢturduğu ve ossifikasyonda önemli bir rol oynadığı bilinir 

(150,176). Osteokalsinin sadece küçük bir miktarı dolaĢıma salınır (150). 

Osteokalsinin serum konsantrasyonunun kemik oluĢumunun sensitif bir göstergesi 

olduğunu bildirir yayınlar mevcuttur (150,177-179). Osteokalsin, kollajen 

tabakasında osteositlerin kalsifikasyonuyla yerine getirilen kemik oluĢumundaki 

mineralizasyonu gösterir (150). Bundan dolayı kemik matürasyonu iĢlemindeki 

osteokalsinin ortaya çıkmasının Tip I kollajen ile geciktiği bilinir (150). Thorwarth 

ve arkadaĢlarının çalıĢmasının sonuçlarıda bu prensip ile bağdaĢmaktadır (150). Biz 

çalıĢmamızda osteokalsin ekspresyon değerlerinde, deney ve kontrol grubu arasında 

fark saptamadık. Fakat Thorwarth ve arkadaĢlarının bildirdiği gibi Tip I kollajen 

uygulanan deney grubunda 6. haftaya kadar osteokalsin düzeyleri minimal de olsa 

kontrol grubundan daha düĢüktü. 6. haftada ise minimal olacak Ģekilde deney 

grubunda daha fazla eksprese oldu. Bizde kollajenin osteokalsini baskıladığını tespit 

ettik. 6. haftada osteokalsin ekspresyonunun deney grubunda kontrol grubundan 
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yüksek olmasının nedenini ise 6. haftada deney grubunda yeni kemik oluĢumunun 

daha fazla saptanmasına bağladık.    

         

Meyer ve arkadaĢları, genç ve yaĢlı ratlarda kırık sonrası 2. haftada osteokalsin 

ve Tip I kollajen gen ekspresyonunda pik seviyesi saptadılar. 4. ve 6. haftalarda her 

iki yaĢ grubunda kontrol seviyelerine gerilediğini bildirdiler (180). Biz çalıĢmamızda 

osteokalsin gen ekspresyon değerlerinde hiçbir grupta anlamlı farklılık saptamadık. 

Fark anlamlı olmasada 6. hafta hariç kontrol grubunda bir miktar daha fazla eksprese 

oldu. Biz osteokalsin ekspresyonunun her iki grupta da 1. saatte maksimum olduğunu 

tespit ettik ve Meyer ve arkadaĢları gibi 6. haftada ekspresyonda azalma tepit ettik. 

Fakat kontrol grubunda 1. haftadaki değerinin altına inerken deney grunda 1. hafta 

değerinden yüksek olarak saptadık. Col1α1 ve col1α2 gen ekspresyonlarını ise ilk 

haftada deney grubunda bir miktar yüksek saptadık ama bu anlamlı düzeyde bir 

yükseklik değildi. Meyer ve arkadaĢlarından farklı olarak maksimum düzeylerinin ilk 

haftada olduğunu saptadık. 6. haftada ise ilk haftadaki değerlerinin altına indiğini 

tespit ettik. Col1α1 ve col1α2 6. haftada tekrar 3. haftaya göre bir miktar artıĢ 

göstermesinin kallus oluĢumu için çatı görevi görmesi dıĢında remodelingde de etkili 

olduğunu düĢündürmektedir.   

 

Meyer ve arkadaĢları, BMP-2, BMP-4 ve BMPR-IA gen ekspresyonlarının 

kırıktan sonra 1. haftada pik yaptığını ve her iki yaĢ grubu için 6. haftada tespit 

edilemez seviyelere gerilediğini bildirdiler (180). Biz, BMP-2 ve BMP-4 

ekspresyonlarını deney grubuna göre kontrol grubunda sadece 1. saatte anlamlı 

olarak yüksek saptadık. BMP-2 ve BMP-4 ekspresyonlarını Meyer ve 

arkadaĢlarından farklı olarak 1. saatte maksimum olarak tespit ettik. Zamanla BMP-2 

ve BMP-4 ekspresyonları azaldı. Bu azalma deney grubunda daha belirgindi. Deney 

grubunun 3. haftasında 1. haftasına göre BMP-2 ekspresyonunda 2,53 kat, BMP-4 

ekspresyonunda 3,08 kat kadar anlamlı azalma mevcuttu. Bulgularımız Meyer ve 

arkadaĢlarının bulgularıyla uyumluydu. Fakat 1. saatte BMP-2 ve BMP-4 

ekspresyonları uyguladığımız Tip I kollajen nedeniyle indüklenmiĢti. BMPR-IA 

ekspresyonunu kontrol grubunda 1. haftada, deney grubunda ise 1. saatte maksimum 

olarak saptadık. Tip I kollajen BMPR-IA ekspresyonunu 1.saatte ve 1. haftada 
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indükledi. 3. haftada ise deney grubunda kontrol grubuna göre 2,8 katlık bir azalma 

mevcuttu ve bu azalma anlamlı düzeydeydi. 

 

Meyer ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢma sonucunda 6. haftada gen ekspresyon 

düzeylerinin tespit edilemeyecek kadar azaldığını buldular ve her iki yaĢ grubundaki 

bu azalmanın kırık iyileĢmesinden bağımsız olduğunu bildirdiler (180). Biz de Meyer 

ve arkadaĢlarının tespit ettiği gibi BMP-2, BMP-4 ve BMPR-IA gen 

ekspresyonlarında 6. haftada ilk haftaya göre azalma bulduk. Fakat biz kaynamanının 

daha iyi olduğu deney grubunda ilk haftada ekspresyonları bir miktar daha yüksek 

tespit ettik. Kontrol grubunda kaynamanın deney grubuna benzer veya daha iyi 

olduğu 3. ve 6. haftalarda gen ekspresyonlarını bir miktar daha yüksek tespit ettik. 

Bu yükseklikler 3. haftadaki BMPR-IA geni dıĢında anlamlı düzeyde olmamasına 

rağmen defekt iyileĢmesi ile iliĢkili olduğunu düĢünmekteyiz.   

  

 Rasubala ve arkadaĢları, mandibula kırığının iyileĢmesi sırasında 1. haftada 

PDGF-β ekspresyonunu, ağsı kemiği çevreleyen hücrelerde ve kondrositlerde yoğun 

olarak tespit etmelerine rağmen 3. haftada PDGF-β ekspresyonu tespit edemediler 

(181). Biz çalıĢmamızın 1. saattinde kontrol grubunda PDGF-β ekspresyonunda 

anlamlı değer saptayamadık. Deney grubunda ise 1. saatte maksimum ekspresyon 

saptandı. ÇalıĢmamızın ilk haftasında PDGF-β ekspresyonunda deney ve kontrol 

grubu arasında anlamlı fark yoktu. 1. saatten sonra PDGF-β ekspresyon seviyeleri 

giderek azaldı. Bu azalma deney grubunda daha fazlaydı. Bu yüzden deney grubunun 

3. haftasında 1. haftasına göre PDGF-β ekspresyonunda 2,1 kat ve 6. haftasında 1. 

haftasına göre 3,03 kat azalma mevcuttu. Siegbahn ve arkadaĢları PDGF-β‟nın yara 

iyileĢmesiyle ilgili bir prototip stokin olduğu ve kemotaktik bir etki gösterdiğini 

bildirdiler. DolaĢımdaki trombositlerde depolandığını ve yaralanma bölgesinde 

trombosit degranülasyonu sırasında salındığını bildirdiler (181,182). Rasubala ve 

arkadaĢları kırık iyileĢmesinin orta evresinde PDGF-β ekspresyonunu yeni oluĢan 

ağsı kemiği çevreleyen osteoblastlarda ve kıkırdağımsı kallusdaki kondrositlerde 

belirlediler. Bundan dolayı PDGF-β‟nın osteoblastlar ve kondrositlerin 

proliferasyonu üzerinde kuvvetli bir etkisi olduğunu ve aynı zamanda hücrelerin 

kemotaksisini uyarmada önemli bir role sahip olduğunu düĢüdüler. 1. saatte PDGF-

β‟nın deney grubunda eksprese olmasını uyguladığımız tip I kollajenin kemotaktik 
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etkisi ile olduğunu düĢünmekteyiz. Biz ilk haftada, deney grubunda osteoblastik 

aktivitenin ve yeni kemik oluĢumunun daha fazla olmasına rağmen PDGF-β 

ekspresyon seviyelerinin deney ve kontrol grubunda benzer olmasını, trombositlerde 

depolanan PDGF-β‟ların ortama salınması nedeniyle olduğunu düĢünmekteyiz. 3. 

haftada deney grubundaki hızlı düĢüĢün sebebini ise osteoblastik aktivite ve yeni 

kemik oluĢumunun kontrol grubunda daha iyi olmasına bağladık veya deney 

grubunda PDGF-β‟nın daha fazla azalması nedeniyle 3. haftada iyileĢmeyi kontrol 

grubunda daha ileri olarak saptadık. 6. haftada ise defektlerin hemen hemen tama 

yakın iyileĢmesi nedeniyle PDGF-β seviyelerinde azalma tespit ettik.                            

       

Shinji Kuroda ve arkadaĢlarının rat femurlarında yaptığı çalıĢmada Tip I 

kollajen ekspresyonunun 5. ve 14. günlerde maksimuma ulaĢtığını, osteokalsin 

seviyesinin ise ilk günlerde bir miktar azalma gösterdiğini fakat daha sonra kontrol 

grubuna yakın değerler sergilediğini buldular (183). Aynı çalıĢmada TGF-β1 gen 

ekspresyonunun 1. haftada pik yaptığını 14. güne kadarda artıĢ gösterdiğini,  TGF-β2 

ve TGF-β3‟ün 14. günde pik yaptığını, TGF-βR1‟in 1. haftada kuvvetli Ģekilde 

arttığını ve TGF-βR2‟nin 10. günde pik yaptığını buldular (183). Biz çalıĢmamızda 

TGF-β1 ekspresyonları 1. saatte her iki gruptada minimaldi. TGF-β1‟in en yüksek 

değerini 1. haftada saptadık ve deney grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

olmamakla birlikte bir miktar daha fazla ekspresyon belirledik. TGF-β2 ve TGF-β3 

ekspresyonları için 1. saatte anlamlı değerler saptanamadı. TGF-β2 ve TGF-β3 için 

ise Shinji Kuroda‟dan farklı olarak deney grubunda ekspresyonlarını 1. haftada 

maksimum olarak saptarken kontrol grubunda 3. haftada maksimum seviyeye 

ulaĢtığını gördük. Bu sonuçlar doğrultusunda biz TGF-β1, TGF-β2 ve TGF-β3 

genlerinin osteoblastik aktivitenin düzenlenmesi, hücre göçü ve kondrogenezi 

düzenlediğini düĢünmekteyiz. Tip I kollajeninde bu genleri bir miktar indüklediğini 

fakat bunun kontrol grubuyla karĢılaĢtırıldığında anlamlı düzeyde olamadığını tespit 

ettik. 

 

Shinji Kuroda ve arkadaĢları gibi biz de TGF-βR1‟in ekspresyonunun deney 

grubunda 1. haftada maksimuma ulaĢtığını saptarken kontrol grubunda maksimum 

seviyeye 3. haftada ulaĢtığını gördük. Deney grubunda 3. ve 6. hafta ekspresyon 

düzeyleri hemen hemen aynı seviyedeydi. TGF-βR2‟nin ekspresyonunun Shinji 
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Kuroda ve arkadaĢlarından farklı olarak 3. haftada maksimum seviyeye ulaĢtığını 

hem deney hemde kontrol grubunda saptadık.                        

 

TGF-β‟ların 7.gündeki bütün izoformlarının ekspresyonlarında artıĢ olması, 

bunların osteogenezdeki rolünü destekler (183). TGF-βRI ekspresyonu 7. günde 

TGF-β1 ve TGF-β2 ile eĢ zamanlı olarak pik yapar, oysaki TGF-βRII, tüm TGF-β 

izoformlarının bazal değere ulaĢtığı 10. güne kadar pik yapmaz. Profildeki bu fark 

kemik rejenerasyonundaki farklı evrelerde TGF-β için farklı sinyal transdüksiyon 

yolakları olduğunu gösterebilir (183). Bizim çalıĢmamızda, normal defekt iyileĢmesi 

Shinji Kuroda ve arkadaĢlarının bulgularından farklı olarak TGF-β‟ların tüm 

formlarının kontrol grubunda 3. haftada pik yapması normal iyileĢmede osteogenezin 

3. haftada olduğunu düĢündürdü. Deney grubunda ise TGF-β‟ların tüm formlarının 1. 

haftada pik yapması kollajenin bu gen grubunun ekspresyonunu indüklediğini 

düĢündürmektedir. Shinji Kuroda‟nın TGF-β reseptörleri ile ilgili hipotezini bizim 

çalıĢmamız desteklemektedir. 

 

Shinji Kuroda ve arkadaĢları çalıĢmalarında IGF-1‟in 1. haftada pik yaptığını 

ve bu artıĢın 14. güne kadar devam ettiğini saptadılar (183). Biz çalıĢmamızda IGF-1 

ekspresyonunu deney grubunda 1. saatte maksimum olarak saptadık. Kontrol 

grubunda 1. saatte anlamlı değer saptayamadık. Bu Shinji Kuroda ve arkadaĢlarından 

farklıydı. Fakat biz 6. haftaya kadar deney grubunda daha fazla miktarda olmak 

üzere IGF-1 ekspresyonunda azalma tespit ettik. IGF-1‟in 1. saat ve ilk haftada 

deney grubunda ekpresyonundaki artıĢ, IGF-1‟in hem ostegenezde etkili olduğunu 

hem de osteoblastlar için kemotaktik olduğunu düĢündürdü ve Tip I kollajenin bu 

etkiyi arttırdığı kanaatindeyiz. 3. ve 6. haftalarda kontrol grubunda deney grubuna 

göre daha yüksek olmasını da bu dönemde yeni kemik yapımının kontrol grubunda 

daha fazla olmasına bağladık.      

 

Takahiro Niikura ve arkadaĢları, standart iyileĢme gösteren kırıklarda Gdf-5‟in 

7. günde pik yaptığını ve zamanla azalma gösterdiğini 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 azaldığını 

gördük. Gdf-5; kıkırdak morfogenetik protein olarak tanımlanıp (162,184) BMP 
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familyasının alt gruplarında sınıflandırılır. Gdf-5‟in, mezenkimal yoğunlaĢmada ve 

kondrogenezi stimüle etmede önemli bir rol oynadığı bilinir (162). Gdf-5‟in normal 

kırık iyileĢmesinde erken dönemde önemli olduğu düĢünülebilir. Ġlk haftada Gdf-5 

ekspresyonunun kollajen uygulanan grupta bir miktar fazla olmasını uyguladığımız 

Tip I kollajenin etkisi olarak düĢündük. Çünkü ilk haftada defektlerdeki iyileĢmeyi 

ve kıkırdak oluĢumunu kollajen uyguladığımız grupta daha iyi olarak bulduk. Bizim 

çalıĢmamızda 3. haftadaki kıkırdak oluĢumu deney grubunda daha fazla olmakla 

birlikte Gdf-5 ekspresyonu kontrol grubunda deney grubuna göre daha yüksekti. 6. 

haftada kıkırdak oluĢumuna her iki grupta da rastlanmamasına rağmen Gdf-5 

ekspresyonunun devam etmesi nedeniyle biz Gdf-5‟in osteogenezde de etkili bir gen 

olduğunu düĢünmekteyiz.  

 

Uchida ve arkadaĢları rat femurlarında yaptıkları çalıĢmada 5. günde Aktivin-

βA ve Aktivin-A için immünoreaktiviteyi periost ve osteoblastlarda tespit etmiĢler. 

Aktivin-A için immünoreaktivitede artıĢın 7. güne kadar arttığını ve 7. günden sonra 

11. güne kadar aĢamalı olarak azaldığını bildirmiĢlerdir (185). Ayrıca Aktivin 

bağlayıcı bir protein olan follistatin ekspresyonunu 3. günde periost ve 

endostiumdaki osteoprogenitör hücrelerde az olarak tespit ettiler (185). Bununla 

birlikte 5. günde follistatinin immünoreaktivitesinin periosttaki progresif kemik 

oluĢumuyla sayısal olarak kademeli bir Ģekilde arttığını bildirdiler (185). Uchida ve 

arkadaĢları Acvr-II ve Acvr-IIβ‟nin mezodermal hücre farklılaĢmasında görev 

aldığını düĢünmüĢler (23). Rat femurunda kırık kallusunda intramembranöz kemik 

oluĢumunun erken evrelerinde osteoblastların her iki Acvr-I (Aktivin Tip I Reseptör) 

ve Acvr-II ekspresyonunu göstermiĢlerdir (185). Uchida ve arkadaĢları, 

çalıĢmalarında çoğalmakta olan osteoprogenitör hücrelerin osteoblastlara 

dönüĢmeden önce geçici olarak Aktivin-A üretip salgıladığını göstermiĢlerdir (185). 

Aktivinin kemik iliği kaynaklı kültürlerde osteoklastların oluĢumunu uyardığına dair 

ve bu kültürlerde Aktivinin, inhibin ile veya çözülebilir reseptör antogonistleriyle 

inhibisyonunun osteoklastogenezi yeniden düzenlediğine dair pek çok kanıt vardır 

(185-187). Aktivinin osteoblastlar üzerindeki etkisi literatürdeki çeĢitli çeliĢkili 

yayınlar ile çok açık değildir. Wiater ve arkadaĢlarının Aktivinin osteoblastogenez 

üzerinde pozitif bir etkisi olduğunu gösteren çalıĢmaları vardır (188). Fakat Eijken ve 

arkadaĢlarının son yıllardaki çalıĢmaları Aktivinin osteoblast kaynaklı 
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mineralizasyonu inhibe ettiği kanıtını destekler ve bu inhibisyonun bir Aktivin 

antagonisti olan follistatin ilave edilerek tersine döndürüldüğünü bildirdiler (189). 

Sakai ve arkadaĢları tarafından Aktivinin, vahĢi hayvanlarda kemik oluĢumunu direk 

olarak stimüle ettiği ve Aktivinin kırık bölgesine direkt uygulanmasının kallus 

oluĢumunu, iyileĢmeyi ve kemik gücünü arttırdığı bunun ise kemik oluĢumu üzerinde 

direk bir uyarıcı etkisi olduğunu bildirmiĢlerdir (190). Aktivinin kemik kütlesine 

negatif potansiyel düzenleyici etkisi ile ilgili bilgiler kemik metabolizmasında 

inhibinin rolünü araĢtıran çalıĢmalar tarafından desteklenir (185,191). Perrien ve 

arkadaĢları Aktivin ve Acvr-IIα reseptörlerini bloke eden inhibinin, transgenik aĢırı 

ekspresyonunun kemik kütlesinde ve gücünde dramatik bir artıĢ ile sonuçlandığını 

bildirmiĢlerdir (191). Bizim çalıĢmamızda Acvr-IIα, kontrol grubunda ilk haftada 

maksimum eksprese olurken 3. haftada azalıp 6. haftaya kadar bu seviyesini korudu. 

Deney grubunda ise tam tersi ilk üç hafta hemen hemen aynı ekspresyon seviyesini 

gösterirken 3. haftadan sonra artıĢ göstererek 6. haftada maksimum seviyeye ulaĢtı. 

Follistatin ise ilk haftada deney grubunda biraz daha fazla olmakla beraber 

maksimum ekspresyon gösterdi. 3. ve 6. haftalarda ekspresyonu kademeli olarak 

azaldı. Bu azalma deney grubunda anlamlı düzeydeydi. Bizim bulgularımız Eijken 

ve Perrien‟nin bulgularına benzemektedir. Biz de Acvr-IIα‟nın, 6. haftada 

ekspresyonunun artması nedeniyle osteogenezin bir inhibitör düzenleyicisi olduğunu 

düĢünmekteyiz. Kontrol grubundaki ilk haftadaki artıĢı osteoprogenitör hücrelerin 

osteoblastlara dönüĢmeden önce salgıladığı Acvr-IIα‟ya bağladık. Aynı Ģekilde 

follistatinde Aktivinin düzenleyici proteini olarak görülmektedir. Deney grubundaki 

anlamlı düzeydeki azalmayı ise deney grubunun ilk haftasında kemik iyileĢmesinin 

daha iyi olmasına bağlı olarak kontrol grubundan daha fazla eksprese olmasına 

bağladık. 

 

IL-1, IL-6 ve TNF-α (Tümör Nekroz Faktör Alfa); makrofajlar, enflamatuvar 

hücreler ve mezenkimal kaynaklı hücreler tarafından salgılanırlar. Kon ve arkadaĢları 

IL-6 ekspresyonunun ilk 24 saat içerisinde zirve yaptığını ve 3. günde tespit 

edilemeyecek seviyelere kadar hızlı bir Ģekilde azaldığını bildirmiĢlerdir (192) . Cho 

ve arkadaĢlarıda Kon‟nun bulgularına benzer çalıĢma sonuçları bildirmiĢlerdir (193). 

Gerstenfeld ve arkadaĢları ise IL-1 ve IL-6‟nın ekspresyonunun Kon ve Cho gibi ilk 

24 saat arttığını ve 3. günde azaldığını bildirirken IL-6 ekspresyonunun sekonder 
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kemik oluĢumu sırasında kemik remodelizasyonu ile birlikte tekrar arttığını 

bulmuĢlardır (194).  AI-Aql ve arkadaĢları, IL-6 ekpsresyonunu kırık iyileĢmesinin 

tamamı boyunca bulmuĢlardır (195). Biz çalıĢmamızda IL-6 pikini deney grubunda 

1. saatte, kontrol grubunda ise 3. haftada saptadık. Biz deney grubunda IL-6 

ekspresyonunu Gerstenfeld‟in bulgularıyla uyumlu olarak 3. haftadaki azalmayı 

takiben 6. haftada kırığın remodele olup lameller kemiğin oluĢtuğu dönemde tekrar 

arttığını belirledik. Kontrol grubunda ise 3. haftadaki pik ekspresyondan sonra 6. 

haftada, 1. haftadaki değerininde altına indiğini tespit ettik. Fakat 6. haftadaki IL-6 

düzeyleri kontrol ve deney grubunda birbirine çok yakın değerlerdi. IL-6 

salgılanmasının mezenkimal öncü hücrelerin osteoblastik seviyeye doğru 

farklılaĢmasını uyardığı bulunmuĢtur (83,196). IL-6; vasküler invazyon, kıkırdak 

matriksinin yıkımı ve osteoblast farklılaĢması ile kallusun mineralizasyonu ve 

olgunlaĢması için önemlidir. IL-6‟nın yokluğu bu iĢlemleri geciktirebilir. Biz 

çalıĢmamızda deney grubunda ilk haftada kontrol grubuna göre daha fazla 

osteoblastik aktivite varlığı nedeniyle IL-6 ekspresyonunu daha fazla tespit ettik. 

Yine kontrol grubunda 3. haftadaki pikin bu nedene bağlı olduğunu düĢünmekteyiz. 

IL-6‟nın 6. haftada deney grubunda tekrar bir artıĢ göstermesini deney grubundaki 2 

ratta lameller kemik oluĢumunu görmemiz olduğunu düĢünmekteyiz. Çünkü IL-6, 

ağsı kemiğin osteoklastik rezorbsiyonu, kallusun remodelizasyonu ve olgunlaĢması 

için gereklidir. IL-6‟nın yokluğunda bu olayların ikisinde de gecikme oluduğu ve 

muhtemelen osteoklastların sayısındaki azalmanın bu bulgulara katkıda bulunduğu 

Xu Yang ve arkadaĢları tarafından bildirilmiĢtir (83).       

  

Katri Koli ve arkadaĢları, hücre kültürlerinde Ltbp-1 ve Ltbp-3‟ün 

farklılaĢmamıĢ hücrelerde bol miktarda eksprese olduğunu buldular (197). Ayrıca 

TGF-β‟larla iliĢkili olmayan Ltbp-2‟ninde Kitahama ve arkadaĢları gibi yüksek 

seviyelerde eksprese olduğunu buldular (197,198). Ltbp-4 ekspresyonunuda düĢük 

olarak belirleyip uzun kültür döneminden sonra bu Ģekilde kaldığını bildirdiler. 

Mezenkimal kök hücrelerinde TGF-β1 mRNA‟nın yüksek seviyelerde 

ekspresyonunu gördüler. TGF-β2 ve TGF-β3‟ün ekspresyon seviyelerini ise düĢük 

buldular. Katri Koli ve arkadaĢları bu sonuçların TGF-β1‟in Ltbp-1 mezenkimal kök 

hücrelerinde latent TGF-β komplekslerinin major havuzunu yansıttığını 

bildirmiĢlerdir. 2 haftalık kültürlerde TGF-β2 ekspresyonunda bir artıĢ gördüler fakat 
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bu değiĢikliği istatistiksel olarak belirgin bulmadılar (197). TGF-β3 mRNA 

seviyelerinin farklılaĢmanın indüksiyonundan 2 hafta sonra dramatik olarak 

azaldığını fakat Ltbp-1 ve Ltbp-2 seviyelerinin değiĢmemiĢ olarak kaldığını 

bildirdiler. Katri Koli ve arkadaĢları bu değiĢikliklerin farklılaĢmanın matriks 

olgunlaĢma fazı ile iliĢkili olduğunu ve bunların muhtemelen salgılanan TGF-β 

komplekslerinin yapısını değiĢtirdiğini düĢündüler (197). Todorovic ve arkadaĢları 

da Ltbp-1, Ltbp-2 ve Ltbp-4‟ün ekstrasellüler matriksin bir bileĢeni olduğunu ve 

eksikliklerinde TGF-β‟nın çökmesinde azalmaya neden olduğunu bildirdiler (199).  

Sterner-Kock ve arkadaĢlarıda Ltbp-4‟ün ekstrasellüler matriksin yapısal bir bileĢeni 

olduğunu ve TGF-β‟nın dokuda depolanması ile biyoyararlılığının lokal bir 

düzenleyicisi olarak rol aldığını bulmuĢlardır (200). Biz çalıĢmamızda deney 

grubunda Ltbp-2 ve Ltbp-4 ekspresyonunun maksimum seviyelerini ilk haftada 

saptadık.  Ltbp-1‟in maksimum ekspresyonu 3. haftada meydana geldi. Ltbp-1 

ekspresyonu 6. haftada 1. haftaya göre daha yüksekken Ltbp-2 ve Ltbp-4 seviyeleri 

3. haftada azalma gösterdi ve 6. haftaya kadar bu seviyelerini korudu. Ltbp-1 

ekspresyonuyla TGF-β1 ekspresyonu diğer çalıĢmalardaki gibi ters iliĢki gösterdi. 

TGF-β1 ekspresyonu ilk haftada maksimum iken Ltbp-1 artıĢı ile 3. haftada azaldı ve 

6. haftadaki Ltbp-1 düĢüĢüyle tekrar bir yükselme gösterdi. Biz de Katri Koli, 

Todorovic ve Sterner-Kock gibi Ltbp‟lerin TGF-β‟ların bağlayıcısı ve 

ekspresyonlarının bir düzenleyicisi olduğunu düĢünmekteyiz. 

   

Ying Peng ve arkadaĢlarının BMP ile indüklenmiĢ osteoblast farklılaĢmasında 

Id proteinlerinin fonksiyonel rolünü belirlemek için yaptıkları çalıĢmalarında Id-1, 

Id-2 ve Id-3 genlerinin ekspresyonunun BMP-9 uyarılmasının erken evresinde 

indüklendiğini ve uyarıdan 3 gün sonra bazal seviyelere geri döndüğünü gösterdiler 

(201). Id genlerinin aĢırı ekspresyonununda BMP-9 tarafından baĢlatılan osteoblast 

farklılaĢmasını inhibe ettiğini bildirdiler (201). Id genlerinin erken osteoblast 

progenitör hücrelerinin çoğalmasını desteklemede önemli rol oynayabileceğini ve bu 

Id ekspresyonunun osteoblastların son dönemdeki farklılaĢması sırasında azalmıĢ 

olabileceğini gösterdiler (201). Ying Peng ve arkadaĢlarının bulgularıyla uyumlu 

olarak yayınlanan çeĢitli bildiriler Id genlerinin TGF-β ve BMP sinyallerinin etkisi 

yönündeki hedefleri olabilirler (201-206). April ve arkadaĢları ise Id-1 eksikliği olan 

farelerle yaptıkları çalıĢmada; kemik hacminde, kemik mineral içeriğinde, kemik 
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mineral yoğunluğunda, trabeküler kalınlıkta ve kemik iliği alanında belirgin 

azalmalar olduğunu buldular (207). Bizim çalıĢmamızda; Id-1 geni hem deney hem 

de kontrol grubunda maksimum seviyeye 3. haftada ulaĢtı ve kontrol grubunda deney 

grubuna göre daha fazla eksprese oldu. Hatta kontrol grubunun 1. haftası ile 3. 

haftası arasında anlamlı düzeyde artıĢ mevcuttu. Biz Ying Peng ve arkadaĢlarından 

farklı olarak Id-1 genini osteoblast farklılaĢmasında değilde kemik mineralizasyonun 

baĢında ve özellikle ağsı kemik oluĢumunun baĢladığı dönemde yüksek olarak 

saptadık. Biz, April ve arkadaĢları gibi Id-1 geninin daha çok kemik 

mineralizasyonuyla ilgili olduğunu düĢünmekteyiz.  

 

Jochen Hecht ve arkadaĢları, Serpine-1‟in kırıktan sonra 7. ve 10. günlerde 

belirgin ve aĢırı bir Ģekilde eksprese olduğunu bulmuĢtur (208). Koide ve arkadaĢları 

çalıĢmalarında, Serpine-1‟in kollajen moleküllerinin olgunlaĢmasında yer aldığını 

bulmuĢlardır (209).  Shroff ve akadaĢları bunun kemik geliĢimi için önemli olduğunu 

bildirmiĢlerdir (210). Tiffee ve arkadaĢlarının Serpine-1‟in ratlarda femur ve tibianın 

geliĢiminde, Tip I kollajen üretiminin olduğu bölgelerde yerleĢtiğini bildirir 

yayınlarıda bunu desteklemektedir (211). Charles ve arkadaĢları Serpine-1 eksikliği 

olan farelerde yaptıkları çalıĢmada, Serpine-1 eksikliğinin erken kallus oluĢumunu ve 

remodelingi arttırırken, kırığın bütün iyileĢmesi üzerinde belirgin bir etkiye sahip 

olmadığını buldular. Charles, Serpine-1 eksik olan kallusları kontrol grubuyla 

karĢılaĢtırdığında kırıktan sonraki 14. günde kırık kallusunda kıkırdak oluĢumunun 

arttığını gözlemledi (212). ArtmıĢ kallus kıkırdağı ve kemiği olmasına rağmen kırık 

gapinde artmıĢ kemik kaynaması için herhangi bir histolojik kanıt bulamadı. Serpine-

1 eksikliğinin iyileĢmeyi hızlandırmadığını bildirdi (212). Kemik büyümesinde 

Serpine-1‟in ektileri için kanıtlanmıĢ iki genel mekanizma vardır: 1) Serpine-1 

ekstrasellüler matriksin proteolitik sürecini düzenler. Bu Ģekilde kemik oluĢumu ve 

remodeling için aktif büyüme faktörlerinin salınımını düzenler (212-216). 2) 

Serpine-1, vitronektin olan reseptörüne bağlanarak hedef hücrelerin çoğalma ve 

farklılaĢmasını düzenler. Plazmin sisteminin proteolitik fonksiyonları aynı zamanda 

kırık tamiri için önemli olan büyüme faktörlerini salgılayabilir. Bunlar, TGF-β (213)  

ve FGF-2 (214) gibi ekstrasellüler matriksde saklanırlar veya IGF‟ler gibi spesifik 

inhibitör faktörlere bağlanırlar (215,216). Biz çalıĢmamızda Serpine-1 maksimum 

değerini 1. saatte saptadık. Kontrol grubunda 1. saatte anlamlı değer saptayamadık. 
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Deney grubunda 1. saate göre 1. haftada ve 1. haftaya göre 3. haftada anlamlı 

düzeyde azalma varken 3. haftadan 6. haftaya kadar aynı seviyede eksprese oldu. 

Kontrol grubunda 1. haftaya göre 3. haftada azalma mevcuttu fakat bu anlamlı 

düzeyde değildi ve 6. haftada da 3. haftadaki değerine yakın değerler sergiledi. Bizim 

sonuçlarımız Jochen Hecht, Koide ve Charles sonuçlarına benzerdi ve onların 

hipotezlerini desteklemekteydi.  

 

Jochen Hecht ve arkadaĢları Col3α1‟in kırıktan sonraki 7. ve 10. günlerde aĢırı 

eksprese olduğunu göstermiĢlerdir (208). Col3α1‟in 7. ve 10. günlerde yüksek 

seviyede eksprese olmasına rağmen 14. günde ekspresyonunda kuvvetli bir düĢüĢ 

saptamıĢlardır (208). Paralkar ve arkadaĢları Col3α1‟in anjiogenezde rolü olduğunu 

bildirmiĢlerdir (208). Jochen Hecht‟in bulguları Paralkar‟ın hipotezini desteklemekte 

ve Anstrom‟un bulgularıyla da örtüĢmekteydi (217). Biz çalıĢmamızda Col3α1 

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 artıĢ gözlendi. Bu artıĢ deney grubunda daha fazlaydı. Biz 

çalıĢmamızda, vasküler invazyonu deney grubunda 1. ve 3. haftalarda aynı düzeyde 

bulurken Col3α1 seviyesini düĢük saptadık. 3. haftada deney grubunda vasküler 

invazyon seviyesini yüksek bulup kontrol grubunda Col3α1 seviyesini yüksek 

saptadık. 6. haftada vasküler invazyonun her iki grupta da 3. haftaya göre daha az 

olduğunu ve Col3α1 ekspresyonunun 3. haftaya göre daha yüksek olduğunu saptadık. 

Bu sonuçlara göre Col3a1‟in anjiogenezle iliĢkili olmadığını düĢündük. Col3α1 

geninin osteoblast farklılaĢmasında veya aktivitesindeki artıĢla iliĢkili olabileceğini 

ve kırık iyileĢmesi sırasında ilk haftada oluĢtuğunu sonra azalıp remodeling sırasında 

tekrar oluĢtuğunu düĢünmekteyiz. 

 

   Jochen Hecht ve arkadaĢlarının çalıĢmasında anjiogenezde rolü olduğunu 

düĢündükleri endoglinin ekspresyonunun 7. günde kuvvetli olduğunu, 10. ve 14. 

günlerde daha az eksprese olduğunu bildirmiĢlerdir (208). Lebrin ve arkadaĢları 

TGF-β ailesinin yardımcı reseptörü olan endoglinin anjiogenez ve kalp geliĢimi için 

önemli olduğunu bildirmiĢlerdir (218). Biz endoglinin maksimum ekspresyonunu 

deney grubunda 1. saat ve 6. haftada, kontrol grubunda ise 3. haftada saptadık. 

Kontrol grubunda haftalar arasında endoglin ekspresyonunda fazla miktarda değiĢim 
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saptamamamıza rağmen deney grubundaki 1. haftadaki azalma ve 6. haftadaki artıĢ 

önemli miktarlardaydı. Biz vasküler invazyonla endoglin ekspresyonu arasında 

bağlantı kuramadık. Endoglinin daha çok inhibitör veya düzenleyici bir gen 

olduğunu düĢünmekteyiz. 

 

   Jochen Hecht ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında, Cst-3 gen ekspresyonunun 

son kontrol döneminde (kırıktan sonraki 42. gün) zirve yaptığını buldular (208). 

Brage ve arkadaĢları gibi Jochen Hecht de Cst-3‟ün kemik rezorbsiyonunu ve 

osteoklast oluĢumunu inhibe edebilileceğini düĢündü (219). Osteoklast aktivitesi 

erken baĢlar ve kırık iyileĢmesi devam ettikçe artar (208,220). Cst-3‟ün bu zaman 

diliminde osteoklastların düzenlenmesi için önemli olabileceği tartıĢılabilir. Biz 

çalıĢmamızda Cst-3‟ün maksimum ekspresyonunu her iki gruptada 3. haftada tespit 

ettik. 1. haftada her iki grupta da hemen hemen aynı seviyede olan Cst-3, 3. ve 6. 

haftalarda deney grubunda daha yüksek miktarlarda eksprese oldu. Her iki grupta da 

6. haftada 3. haftaya göre daha düĢük fakat 1. haftaya göre daha yüksek ekspresyon 

paterni izlendi. Biz de osteoklastların daha aktif oldukları kıkırdaktan immatür 

kemiğe geçiĢ döneminde ve immatür kemikten lameller kemiğe dönüĢümün olduğu 

dönemde Cst-3 ekspresyonunu fazla bulduk. Biz de Jochen Hecht ve Brage gibi Cst-

3‟ün osteoklastik aktivitenin bir düzenleyicisi olduğunu ve remodelingle ilgili 

olabileceğini düĢünüyoruz.                  

  

Ying Peng ve arkadaĢları, Cdkn1a gen ekspresyonunu endokondral 

kemikleĢme sırasında inceledikleri çalıĢmada kırık olmayan femurlarda tespit 

edilemiyecek düzeyde buldular (221). Kırıktan sonra Cdkn1a ekspresyonunda bir 

dizi değiĢiklik tespit ettiler. Cdkn1a ekspresyonunun 4. ve 14. günler arasında 

aĢamalı olarak arttığını, özellikle 7 ila 14. günler arasında en fazla artıĢ oranı 

gösterdiğini ve 14 ila 21. günden sonra hızlı bir Ģekilde azaldığını buldular (221). 

Ying Peng ve arkadaĢları kırık tamirinde ve endokondral kemikleĢme sırasında 

hipertrofik kondrositlerin apopitozunun, kıkırdağın kemik ile yer değiĢtirmesi 

iĢleminde temel olay olduğunu düĢünüdüler. Cdkn1a‟nın, kondrositlerin büyüme ve 

apopitozunu düzenlediğini bildirdiler (221). Bu iĢleminde FGFR-3 uyarılarına yanıt 

ile yapıldığını bildirdiler (221). Su ve arkadaĢları da (222) aktive olan FGFR-3 

sinyalinin Cdkn1a‟nın ekspresyonunu indüklediğini ve kondrositlerde büyümenin 
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durmasına neden olduğunu gösterdiler. Biz çalıĢmamızda Cdkn1a gen 

ekspresyonunu her iki gruptada ilk haftada maksimum olarak tespit ettik. Kontrol 

grubunda 6. haftaya kadar aĢamalı olarak düĢüĢ gösterirken deney grubunda 3. 

haftada hızlı bir düĢüĢü takiben 6. haftada bir miktar artıĢ gösterdi. Biz de Ying Peng 

ve Su gibi kıkırdak oluĢumunu en fazla tespit ettiğimiz 1. haftada Cdkn1a 

ekspresyonunuda maksimum olarak tespit ettik. Özellikle kıkırdak oluĢumunun 6. 

haftada kontrol grubunda neredeyse minimal olarak tespit etmemiz ve kontrol 

grubunda Cdkn1a ekspresyonununda bununla uyumlu azalması Cdkn1a‟nın kıkırdak 

hücrelerinin apopitozunu indükleyerek kondrositlerin büyümesini inhibe ettiğini 

desteklemektedir.   
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SONUÇ 

 

Kemik defektlerini tedavisinde ortopedistler tarafından pek çok yöntem ve 

materyal kullanılmıĢtır. Günümüzde otolog kemik greftleri tedavide altın standart 

olmaya devam etmektedir. Otolog kemik greftlerinin dezavantajları nedeniyle yeni 

materyal arayıĢları günümüzde ortopedistlerin birçoğunun araĢtırma konusu 

olmaktadır. Bu amaçla tip I kollajenin osteogeneze spesifik genlere ve kemik 

iyileĢmesine olan etkisinin araĢtırıldığı bu çalıĢmada, kemik defekti histopatolojik 

incelenmiĢ ve periferik kandan mikroarray yöntemi ile 42 adet gen izole edilerek 

irdelenmiĢtir. 

 

Histopatolojik değerlendirmede Huo sınıflaması ve inflamasyon (hücre tipi ve 

yoğunluğu, granülasyon geliĢimi, vaskülarite), konnektif doku geliĢimi (fibroblast 

proliferasyonu), osteogenez (kıkırdak geliĢimi, osteoblastik aktivite, yeni kemik 

oluĢumu) ve yabancı cisim reaksiyonu değerlendirildi. Deney ve kontrol grubu 

arasında sadece 1. haftada Huo sınıflamasında deney grubu lehine anlamlı farklılık 

tespit edildi (p=0,027). Ġnflamasyon, konnektif doku geliĢim, osteogenez ve yabancı 

cisim reaksiyonu açısından gruplar arasında farklılık bulunmasına rağmen 

değerlendirmenin hiçbir safhasında istatistiksel olarak anlamlı değildi. Tip I kollajen 

sadece 1. haftada gap iyileĢmesinde anlamlı iyileĢme sağladı. 3. haftadaki değerler 

kontrol grubunda daha iyi olarak değerlendirildi. Fakat 6. haftada ise Huo 

sınıflamasına göre deney grubunun lehine anlamlıya yakın iyileĢme mevcuttu 

(p=0.053).  

 

Tip I kollajen histopatolojik olarak kemik defektlerinin tedavisinde erken 

dönemde etkili olarak görülmektedir. Erken dönemdeki bu etkisinin oluĢturulan 

defekt bölgesinde inflamasyonu arttırması, kırık hematomu için iskelet oluĢturması, 

osteoprogenitör hücreler için kemotaktik olması ve defekt bölgesine göç eden hücre 

ve büyüme faktörlerini bağlayabilmesi nedeniyle ilk haftada yani kırık iyileĢmesinin 

enflamatuvar fazı sırasında etkili olduğunu düĢünmekteyiz. 

 

Ġzole edilen genlerden, BMP-1, BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, 

BMP-7, TGF-βRII,  Smad-1, IL-6, BMPR-IA,  BMPR-IB, Eng, BMPR-II, c-fos, 
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Cdkn1a, Chrd, Gdf-5, Id-1, PDGF-β, IGF-1, Serpine-1, TGF-βRI deney grubunda 

kontrol grubuna göre 1. saatte tip I kollajenin etkisiyle daha fazla eksprese oldu. 

Özellikle kırık iyileĢmesinde etkili olduğu düĢünülen ve tedavide yer bulan 

BMP‟lerin ekspresyonunda 1. saatte tip I kollajen etkili olarak görülmekteydi. 1. 

saatteki bu etkinin kollajenin hangi özelliğine bağlı olarak geliĢtiği tam olarak 

bilinmemektedir. Aynı etki 1. haftada saptanamamıĢtır. 

 

Literatürde kollajenin kemik defektlerinin tedavisindeki sonuçları tartıĢmalıdır. 

Özellikle ortodontistler tarafından yapılan çalıĢmalarda yüz güldürücü sonuçlar 

saptanırken ortopedistler tarafından yapılan çalıĢmalarda aynı sonuçlara 

rastlanmamaktadır. Bu yüzden ortopedistler tek baĢına tip I kollajen uygulama yerine 

özellikle otojenik ve allojenik kemik greftlerinin veya BMP ve TGF-β gibi 

osteojenik farklılaĢmayı indükleyen materyallerin tip I kollajenle birlikte 

uygulanmasını önermektedir. Bizim çalıĢmamızın sonucunda, tip I kollajenin tek 

baĢına kemik defektlerinin tedavisinde uzun dönemde (6. haftada) kontrol grubuyla 

arasında anlamlı fark saptanmamıĢtır. 

 

Bu amaçla tip I kollajen miktarı arttırılarak veya diğer osteoindüktif ve 

osteokondüktif materyallerle birlikte uygulanması ile ilgili daha çok çalıĢmaya 

ihtiyaç vardır. 
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ÖZET 

 

Günümüzde Ortopedi ve Travmatoloji kliniklerinin baĢlıca uğraĢ konularından 

birisi kemik defektlerinin tedavisi oluĢturmaktadır. Bu amaçla pek çok materyal ve 

tedavi metodu araĢtırılmıĢ ve araĢtırılmaya devam etmektedir. Biz de çalıĢmamızda 

kemikte ana kollajen olan tip I kollajenin kemik defektlerine ve osteogeneze spesifik 

genlere olan etkisini rat kemik defekti modelinde araĢtırdık. 

 

Bu amaçla çalıĢma 56 adet Spraque dawley tipi diĢi rat üzerinde yapıldı. 

Ratların sağ femur Ģaftının ½ orta medial bölgesinde yaklaĢık 2 mm.‟lik defek 

oluĢturuldu. Ratlar eĢit miktarda olacak Ģekilde 2 gruba ayrıdı. Deney grubunun 

defektli bölgesine rat kaynaklı tip I kollajen uygulandı ve kontrol grubunda ise defekt 

oluĢturulan bölge boĢ bırakıldı.  

 

Her gruptan 7 adet rattan cerrahi sonrası 1. saatte, 1. haftada, 3. haftada ve 6. 

haftada sakrifiye edilmeden önce intrakardiyak olarak 1 cc kan alındı. Ratların 

femurları histopatolojik inceleme için bütün olarak çıkartıldı. Histopatolojik 

değerlendirmede Huo sınıflaması, inflamasyon, konnektif doku geliĢimi, osteogenez 

ve yabancı cisim reaksiyonu değerlendirildi. Sadece 1. haftada Huo sınıflamasına 

göre deney grubunda anlamlı değiĢiklik tespit edildi (p=0,027). Diğer parametreler 

ve diğer haftalarda histopatolojik olarak anlamlı değiĢiklikler saptanmadı. 

 

Alınan kanlardan cDNA izolasyonu sonrası mikroarray yöntemi ile 42 adet 

osteogeneze spesifik gen değerlendirildi. 1. saatte deney grubunda BMP-1, BMP-2, 

BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, TGF-βRII,  Smad-1, IL-6, BMPR-IA,  

BMPR-IB, Eng, BMPR-II, c-fos, Cdkn1a, Chrd, Gdf-5, Id-1, PDGF-β, IGF-1, 

Serpine-1, TGF-βRI gen ekspresyonlarında anlamlı artıĢ saptandı. 1. haftadaki 

karĢılaĢtırmada hiçbir gende anlamlı değiĢiklik saptanmadı. 3. haftadaki incelemede 

deney grubunda kontrol grubuna göre BMP-7, BMPR-IA, c-fos genlerinde anlamlı 

azalma saptandı. 6. haftada yapılan incelemede sadece IGFBP-3 geninde deney 

grubunda azalma mevcuttu. 
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Bu sonuçlar neticesinde tip I kollajen kemik defektlerini tedavisinde erken 

dönemde inflamatuvar sitokinler ve BMP gen ekspresyonlarında artıĢ ile etkili 

olmaktadır. Fakat uzun dönemde (6. haftada) kemik defektlerinin iyileĢmesi üzerine 

etkisi deney grubundan farklı değildir. 
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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-βRII, Smad-1, IL-6, BMPR-

IA,  BMPR-IB, Eng, BMPR-II, c-fos, Cdkn1a, Chrd, Gdf-5, Id-1, PDGF-β, IGF-1, 

Serpine-1, and TGF-βRI 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 I 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 I collagen has positive effect on healing of bone defects for long terms. 
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