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OZET

Amac: Epidermal Biiylime Faktorii, Hyaliironik Asit ve kombinasyonunun kirik
tyilesmesi iizerine olan etkilerinin in-vivo deneysel rat modelinde incelenmesi ve olasi
yan etkilerinin tespit edilmesi amag¢lanmigtir.

Gere¢ ve Yontem: Genel anestezi altinda femur saft osteotomisi uygulanan 48 adet
Wistar-Albino cinsi rat, randomize olarak Kontralateral, Kontrol, EGF, HA ve
Kombine olmak iizere 5 ayr1 gruba ayrilmistir. Kirik olusturulan tiim gruplara K-teli
kullanilarak internal fiksasyon uygulanmistir. EGF grubuna rat basina 0,75pg/1cc
olacak sekilde tek doz lokal Heberprot-P®, HA grubuna rat basina 2x0,5cm’lik
Hyalofast® ve Kombine gruba EGF emdirilmis Hyalofast® tatbik edilmistir.
Kontralateral gruba herhangi bir islem uygulanmamistir. Randomize olarak kontrol
grubundan secilen 4’er; EGF, HA ve Kombine grubundan 5’er rat 4. ve 6. haftalarda
genel anestezi altinda sakrifiye edilerek radyolojik (Lane-Sandhu siniflamasi, BT),
biyomekaniksel (3 nokta biikiilme testi) ve histolojik (Huo siniflamasi, SEM) olarak
incelenmistir.

Bulgular: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, EGF ve HA gruplarinda 4. hafta
sonunda, kaynamanin radyolojik (p<0,05) ve histolojik (p<0,05) olarak arttig
saptanmistir. Ancak kallus dokusunun biyomekaniksel olarak tespit yapilabilecek
diizeye ulagsamadigi goriilmiistiir. EGF grubundaki kaynamanin HA grubundan sadece
histolojik olarak anlamli farklilik gosterdigi saptanmistir (p<<0,05). Kombine grupta
ise; her 3 gruba gore radyolojik (p<0,05), biyomekaniksel (p<0,05) ve histolojik
(p<0,05) olarak anlamli kaynama artig1 gézlenmistir. 6. hafta sonunda ise EGF ve HA
gruplarinda, kontrol gruba kiyasla, radyolojik (p<0,05), biyomekaniksel (p<0,05) ve
histolojik (p<0,05) olarak anlamli kaynama artis1 gozlenmistir. Ancak, EGF
grubundaki kaynamanin HA grubundan sadece radyolojik olarak anlamli farklilik
gosterdigi saptanmistir (p<0,05). Kombine grupta ise; her 3 gruba gore radyolojik
(p<0,05), biyomekaniksel (p<0,05) ve histolojik (p<0,05) olarak anlamli kaynama
artis1 gozlenmistir. Biyomekaniksel olarak 6. haftada, Kombine grup ile Kontralateral
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttur (p<0,05). EGF ve
Kombine gruplarinda 4. ve 6. hafta sonlarinda kemik doku iizerinde partikiiler yap1
saptanmistir. Bu Orneklerin 3 boyutlu BT goriintiilerinde ise, 4. hafta sonunda
Kombine grubunda yaklasik 1,0 x 1,0 mm, 6. hafta sonunda EGF grubunda 4,0 x 3,0
mm, 6. hafta sonunda Kombine grupta ise yaklasik 5,0 x 2,5 mm olmak {izere birkag
adet metafizyel kemik kistleri saptanmis olup, histopatolojik incelemelerde herhangi
bir malignite bulgusuna rastlanmamustir.

Sonug¢: Calismamizda, ratlarin uzun kemik kirik tedavilerinde, kirik hattina lokal EGF
ve HA uygulanmasinin kirik iyilesmesinde anlamh etkileri oldugu goriilmiistiir. EGF
ve HA kombinasyonu uygulandiginda daha kisa siirede iyilesme ve daha saglam bir
kaynama dokusu elde edilmis ve bu bulgular ile kirik tedavisinde yeni ufuklar
olusabilecegi goriisii 6nem kazanmistir. Ancak; hayvan modelinde EGF’nin kemik
dokuda kist olusumuna da neden olabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Anahtar sozciikler: Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Hyaluronik Asit (HA), Kirik
Iyilesmesi
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ABSTRACT

Aim: In this research study, the aim is to evaluate the effects and to observe the
possible side effects of Epidermal Growth Factor, Hyaluronic Acid and combination
on fracture healing process in a in-vivo experimental rat model.

Material and Method: Under general anesthesia, femoral shaft osteotomy was
applied to 48 Wistar-Albino rat and randomly divided into 5 different groups as
Counterlateral, Control, EGF, HA and Combined. Internal fixation was applied by K-
wire to whole fracture applied groups. 0,75ug/lcc one dose local Heberprot-P® per
rat to EGF group, 2x0,5cm Hyalofast® per rat to HA group and EGF imbued
Hyalofast® to Combined group was applied. No surgical intervention was performed
on Counterlateral group. Randomized selected 4 rats per Control group and 5 rats per
EGF, HA, Combined groups were sacrified under general anesthesia at 4th and 6th
weeks and examined radiologically (Lane-Sandhu classification, CT),
biomechanically (3 point bending test), and histologically (Huo classification, SEM).

Results: Compared to Control group, healing in EGF and HA groups was increased
radiologically (p<0,05) and histologically (p<0,05) at 4th week. However, durability
of callus tissue can not reach to a level of biomechanical examination. Compared to
HA group, healing of EGF group is only statistically different in histological
examination (p<0,05). In Combined group, healing in both radiological (p<0,05),
biomechanical (p<0,05) and histological (p<0,05) examinations was statistically
significant compared to all three groups. At 6th weeks, healing of EGF and HA groups
was statistically significant in radiological (p<0,05), biomechanical (p<0,05) and
histological (p<0,05) compared with Control group. However, compared with HA
group, healing of EGF group was only statistically significant in radiological
examinations (p<0,05). In Combined group, healing in both radiological (p<0,05),
biomechanical (p<0,05) and histological (p<0,05) examinations was statistically
significant compared to all three groups. Statistically significance was observed
between Combined group and Counterlateral group in biomechanical examinations at
6th week (p<0,05). At 4th and 6th weeks, particulated structures was observed on bone
tissue in EGF and Combined groups. In their 3D reconsturacted CT scans, a few
metaphysial bone cycts which are approximately 1,0 x 1,0 mm in 4th week Combined
group, 4,0 x 3,0 mm in 6th week EGF group and 5,0 x 2,5mm in 6th week Combined
group was observed. However, no malignancy symptom was addressed in
histopathological examinations.

Conclusion: As conclusion, in the treatment of rat long bone fractures, significant
effects of local EGF and HA application on fracture line was observed in our study.
Administration of local EGF and HA acquires earlier healing and more solid callus
tissue. Thus, with respect to our results, idea of production of new horizons on fracture
healing come into prominance. However, in animal model, observation of bone cycts
after EGF application should also be considered.

Key Words: Epidermal Growth Factor (EGF), Hyaluronic Acid (HA), Fracture
Healing
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiINi

EGF:
HA:

PTH:

IGF:

IL:

CSF:

PDGF:

TGF:

BMP:

FGF:

ALP:

OPG:

RANK:

TNEF:

PMNL:

VEGF:

Pg:
USG:
BT:

SEM:

Epidermal Biiyiime Faktorii

Hyaliironik Asit

Paratiroid Hormon

Insiilin Benzeri Biliyiime Faktori
Interlokin

Koloni Uyaric1 Faktor

Trombosit Kokenli Biliylime Faktorii
Déniistiiriicti Bliytime Faktori

Kemik Morfogenetik Proteini
Fibroblast Biiyiime Faktorii

Alkalen Fosfataz

Osteoprotegrin

Niikleer Faktor Kappa-B Reseptor Aktivatorii
Tiimor Nekroz Faktor
Polimorfoniikleer Lokosit

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
Prostaglandin

Ultrasonografi

Bilgisayarli Tomografi

Scanning Electron Microscopy
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1. GIRIS VE AMAC

Erigkin iskelet sisteminin temel 6gesi olan kemik doku, viicut biitiinliigii i¢cin
kati1 bir destek saglayan sert ve dinamik bir dokudur. Temel olarak viicut mekanigine
destek olmakla birlikte, kemik dokunun fizyolojik olarak da pek c¢ok gorevi

bulunmaktadir.

Kemik, kikirdak ve ¢evre yumusak dokudaki anatomik biitiinliigiin bozulmasi
olayina kirik adi verilmektedir. Her yas grubunu etkileyen kemik kiriklari, iyilesme
stirecinin uzun olmasi sebebiyle eriskin popiilasyonunda is giicli kayb1 yaratmaktadir.
Ayrica kiriklarin geriyatrik popiilasyonda da sik goriilmesi, yiiksek morbidite ve
mortalite yaratmasi nedeni ile insan hayatin1 olumsuz etkileyen onemli bir halk saglig1

sorunudur.

Kirik iyilesmesi karmasik ve dinamik bir siirectir. Tarihsel siirecte gesitli
yontemlerle tedavi edilmis olan kemik kiriklari, vakalarin ¢ogunda kaynama ile
sonuglanmaktadir. Kirik iyilesmesinin hizlandirilmasi, daha erken mobilizasyon
imkanu, is giici kaybin1 azaltmasi1 bakimindan 6nemlidir. Ayrica, gecikmis kaynama
veya kaynamama 6nemli bir sorun olarak kalmaya devam etmektedir. Bu nedenle tim
Ortopedi ve Travmatoloji kliniklerinde, kiriklarin dogru ve hizli bir sekilde tedavi
edilerek hastalarin erken mobilizasyonu amaglanmaktadir. Dolayisi ile, giinlimiizde

travma lizerine yapilan ¢alismalarda, bu etmenlerin saglanmasi amaglanmaktadir.

Teknolojik gelismelerin ilerlemesi ve tip alaninda kullanilmaya baslanmasi ile
birlikte, tibbin diger alanlarinda oldugu gibi, kirik iyilesmesinden de sorumlu pek ¢ok
hiicre ve yardimc1 molekiiller aydinlatilmaya baslanmistir. Kirik iyilesmesinin gesitli
asamalarinda gorev alan bu hiicre ve molekiiller, mevcut ortamla etkileserek kirik
iyilesmesine katki sunarlar. Bu molekiillerin gerek etkilerini gerekse olasi yan
etkilerini aragtirmak icin, deneysel ¢calismalar popiiler olarak uygulanmaktadir. Ayrica
bu molekiillerin etkilerini artirmak i¢in, ¢esitli diger molekiillerle kombine edilerek

kullanilabilecegini de gdsteren calismalar da mevcuttur [62].

Son yillarda tanimlanmis olan Epidermal Biiylime Faktorii, gilinlimiizde

diyabetik yara tedavisi olmak {izere pek c¢ok alanda kullanilma girmistir. EGF’nin



kemik biyolojisinde de dnemli roller oynadig1 gosterilmistir. EGF reseptorlerinin,
kemik yapimindan sorumlu hiicreler olan osteoblastlar, kemik yikiminda rol oynayan
osteoklastlar ve yeni damar olusumunda gorev alan endotelyal hiicrelerde bulundugu
gosterilmis olsa da [59], glincel literatiirde kirik iyilesmesi iizerine etkisi oldugu ile

ilgili caligmalar mevcut degildir.

Kikirdak rejenerasyonunu tetikledigi varsayilan Hyaliironik Asit, giiniimiizde
eklem cerrahisi basta olmak tizere tibbin pek ¢ok alaninda kullanima girmistir. HA
iceren desteklerin, iyilesme dokusuna Onciiliik ettigi bilinmektedir [53]. Giinlimiizde,
osteokondral defektlerin tamirinde ve periosteumun etkilendigi travmalarda, HA
iceren cesitli destekler, iyilestirmeyi hizlandirmak amaci ile defekt bolgesine lokal
olarak uygulanmaktadir. Ancak travma ile iligkili glincel ¢calismalarda, HA’in iyilesme
stiresine ve olugan kaynama dokusunun saglamligina etkisini gosteren literatlir mevcut
degildir.

Bu bilgiler 1s18inda, EGF’nin ve HA’nin, 6zellikle kombine olarak cati ile
kullanildiginda, kirik iyilesmesini uyararak iyilesmeyi hizlandiracagi ve olusan
kaynama dokusunun saglamliini artiracagi hipotezine ulagilmistir. Bu hipotezden
yola ¢ikilarak tasarlanan ‘in-vivo’ deneysel ¢alismamizda, EGF ve HA’nin kapali
femur kiriklarinda, kirik iyilesmesi iizerine olan etkisi radyolojik, biyomekanik ve

histopatolojik olarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KEMiK DOKU VE YAPISI

Kemik doku, ¢evresindeki diger dokular ile siirekli iliskide olan ve fiziksel
ihtiyaclara uyum saglayabilen metabolik olarak aktif bir dokudur [1]. Baska bir
deyisle, kemik doku, diger bag dokular gibi hiicrelerden ve hiicre digi matriksten
olusan 0zel bir doku formudur. Kemigi diger bag dokularindan ayiran 6zelligi ise,
matriksinin mineralize halde olusudur ve bu 6zellik, destek ve koruma yetenegine

sahip son derece sert bir doku olusturur [2].

Kemik, viicuda kat1 bir destek saglamanin yani sira, hayati organlari korumakla
gorevli olan ve i¢ kavitesinde kan hiicrelerinin tiretildigi kemik iligininin ¢evrelendigi
hayati bir organdir. Kemik dokuda, ayrica, kalsiyum, fosfor ve diger iyonlar haznelenir
ve kemik doku, viicut homeostaz i¢in gerektiginde bu iyonlarin salgilanmasindan

veya depolanmasindan da sorumludur [3].

Bu fizyolojik islevlerin yani sira, kemigin en Onemli gorevi, iskelet kas
kasilmasi sonrast olusan kuvvetlerin toplami ile bir kaldirag gorevi gérmesi ve bu

kuvvetleri, viicut hareketlerine doniistiirmesidir [3].

Ozellesmis bir bag doku olusumu olan kemik doku, kalsifiye hiicre dis1
matriksi ve temelde ‘Osteosit’, ‘Osteoblast’ ve ‘Osteoklast’ olarak adlandirililan 3 ana
hiicreden olugmaktadir. Tiim kemikler, icerisinde osteojenik hiicreler igeren ve i¢
kismina ‘Endosteum’, dis kismina ise ‘Periosteum’ ad1 verilen bir bag doku tabakasi

ile cevrilidirler [3]. (Sekil 2.1.)



2.2. KEMIiK HUCRELERI

2.2.1. Osteoblastlar:

Mezensimal kok hiicrelerden koken alan osteoblastlar, tek ¢ekirdekli
hiicrelerdir. Osteoblastlar, toplam kemik hiicrelerinin %4-6’s1m1  olustururlar.
Osteoprogenitor hiicrelerden osteoblast olusumu icin ‘Runx2’ gen ekspresyonu
gereklidir. Yine osteoblast farklilasmasinda ‘Fibroblast Biiylime Faktorii'niin de

onemli rolii oldugu bildirilmistir [4].

Inaktif osteoblastlar, periosteal ve endosteal kemik yiizeyinde bulunurlar [1].
Osteoblastlar 6zellikle kemik yiizeylerinde, yan yana, tek katli epiteli andiracak
sekilde bulunurlar [3]. Aktif olarak sentez yapan osteoblastlar, kiibik sekilden

prizmatige kadar degisken sekle ve bazofilik sitoplazmaya sahiptirler.

Osteoblastlar, kemik matriksinin organik komponentlerini (Tip 1 Kollajen,
Proteoglikanlar ve Glikoproteinler) iiretmekle gorevlidirler. Yakin akrabalar1 olan
fibroblast ve kondroblast gibi osteoblast da ¢ok yonlii salgi yapan bir hiicredir ve

boliinme yetenegini de korumustur [2].

Kemigin inorganik komponentlerinin depolanmasi da yine osteoblastik aktivite
ile saglanmaktadir. Osteoblastlar, kemigin biiylimesi ve kemigin yeniden sekillenmesi
icin gereken degisikliklere aracilik etmek iizere biyolojik uyaranlarin yaninda mekanik

uyaranlara da yanit verebilirler [2].

Aktif osteoblastlar kemik matriksinin dis ylizeyinde bulunurlar ve 6zellesmis
hiicreler aras1 baglantilar ile baghdirlar [3]. Kemik yilizeyinde bulunan osteoblastlar,
diger bolgelerde bulunan osteoblastlara gore metabolik olarak daha aktiftirler [5].
Sentetik aktiviteleri tamamlandiktan sonra, bazi osteoblastlar, osteositlere
farklilagarak matriks-bagl lakiinalarda tuzaklanirlar ve matriks ylizeyini sararak
‘Kemigi Kaplayan Hiicreler’e doniisiirler. Cogunlugu ise apopitoza ugrayarak

Omiirlerini tamamlarlar [3, 4].

Osteoblastlar tarafindan tiretilen kemik matriks proteinleri arasinda kollajen
olmayan proteinlerden olan ve K-vitamini bagimli bir peptid olan ‘Osteokalsin’ ve

‘Osteonektin’ gibi proteinler, ‘Kemik Siyaloproteinleri I ve II’, ‘Osteopontin’ ve



‘Trombospondin’ gibi glikoproteinler ve ¢esitli proteoglikanlar bulunmaktadir [2].
Matriks komponentleri, hiicre yiizeyinde, mevcut kemik matriksi ile etkileserek
salgilanir. Bu salgilamanin sonucunda, osteoblast katmani ve mevcut kemik ylizeyi
arasinda ‘Osteoid’ adi1 verilen, 6zgiin kollajenden zengin bir tabaka olusur. Kemigin
bu mevcut kemik {iizerine depolanarak biiylimesi, yeni olusan matriks igerisine

kalsiyum tuzlarinin birikimi sonucunda tamamlanir [3].

Matriks mineralizasyonu silireci tam aydinlatilamamistir. Fakat basta
osteokalsin olmak {iizere, diger glikoproteinlerin kalsiyum iyonunu bagladigi
bilinmektedir. Osteoblastlar ayrica, oOzellikle Alkalen Fosfataz’dan ve diger
enzimlerden zengin olan ‘Membran-Bagli Matriks Vezikiilleri’ salgilayarak lokal
fosfor iyon konsantrasyonunu artirirlar. Kalsiyum ve fosfor iyonlarinin birlesmesi ile
‘Hidroksiapatit Kristalleri’ [Caio(PO4)s(OH)2] olusur ve bu molekiil, kalsifikasyonun
ilk gozle goriiniir agamasi olarak kabul edilmektedir. Bu kristaller, mineral birikimi ile
hizlica biiyiir ve nihayetinde kollajen lif ve proteoglikan igeren kalsifiye bir kitleye

dontstirler [3].

Osteoblast aktivitesi birtakim hormonlar ve sitokinler tarafindan
diizenlenmektedir. Osteoblastlarin hiicre zarlarinda Paratiroid Hormon, Tiroid
Hormonu, Biiyiime Hormonu, Insiilin, Progesteron ve Prolaktin reseptorleri
bulunmaktadir. Bu hormonlar aracilig1 ile hem osteoblast aktivitesi hem de fizyolojik

homeostaz mekanizmalar1 endokrin olarak diizenlenmektedir [6].

Osteoblastlarda, ‘Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii’, ‘Platelet Kokenli Biiyiime
Faktorii’, ‘Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii-Beta’ gibi biliylime faktorlerinin reseptorleri
de bulunmaktadir ve aktiviteleri bu faktorler aracilig: ile otokrin ve parakrin olarak
diizenlenmektedir [7]. Giincel c¢alismalarda, EGF’nin, osteoblastlarin ¢ogalmasini
uyardig1 ancak farklilagsmasin1 engelledigi gosterilmistir [8]. Ayrica osteoklastlar
tarafindan salgilanan ‘Klastokin’ tarafindan da osteoblast aktivitesi inhibe

edilmektedir [3].



2.2.2. Osteositler:

Osteositler kemigin daimi hiicreleridir. Kemik hiicrelerinin yaklasik olarak
%90-95’1n1 olustururlar ve dmiirleri yaklasik olarak 25 yila kadar uzayabilmektedir
[4]. Osteoblastlardan tiireyen osteositler, matriksin arasinda ‘Lakiina’ adi verilen

bosluklarda bulunurlar [2].

Osteositler kemik matriksinin devamliligindan sorumlu hiicrelerdir.
Osteositlerin rollerinden biri de mekanotransdiiksiyondur ve osteosit, kemige
uygulanan mekanik gii¢lere bu siire¢le yanit verir [2]. Her lakiina icerisinde tek bir
osteosit bulunur. Osteositler, 6zellesmis hiicreler aras1 baglantilar sayesinde, birbirleri

ile iliski icerisinde bulunurlar ve bu iliski araciligi ile molekiil transferi saglanir.

Osteositler, osteoblastlar ile karsilastirildiginda, yassi, badem seklindedirler.
Isik mikroskopisinde, epeyce azalmis ‘Graniilli Endoplazma Retikulum’, ‘Golgi
Organi’ ve daha koyulasmis ‘Kromatin’ sergilerler. Bu hiicreler aktif olarak kemik

matriksinin bakimindan sorumludurlar ve 6liimlerini takiben matriks erimesi goriiliir
[3].

Osteositlerin travma ya da apopitoz ile 6lmeleri, osteoklast aktivitesi tarafindan
kemik matriksinin rezorbsiyonu ile sonuglanir ve bunu kemik dokusunun osteoblast

aktivitesi tarafindan onarimi ya da yeniden sekillenmesi takip eder [2].

Osteositler, azalmig periniikleer sitoplazmalart nedeniyle tipik olarak
onciillerinden kiicliktiirler. Siklikla rutin hazirlanmis mikroskopik numunelerde,
hiicre, kemigin kesit dncesi matriks dekalsifikasyonundan kaynaklanan biiziisme ve
diger artefaktlar nedeniyle yiiksek diizeyde bi¢im bozukluguna ugramistir. Boyle

durumlarda niikleus tek belirgin 6zellik olabilir [3].



2.2.3. Osteoklastlar:

Osteoklastlar, diger kemik hiicrelerinden ¢ok daha biiyiik olan ve hareket
kabiliyeti olan hiicrelerdir. Hiicre gdvdesinde cekirdek sayilar1 5 ila 50’ye kadar
degiskenlik gosterebilir. Osteoklastlar, kemik rezorbsiyonu sonrasi olusan, enzimlerin

lizisi ile meydana gelmis ve ‘Howship Lakiinas1’ ad1 verilen ¢ukurlarda bulunurlar [3].

Osteoklast olusumu, kemik iligindeki stromal hiicrelerle yakin iliski sonucu
meydana gelmektedir. Stromal hiicreler, Graniilosit-Monosit oOnciil hiicrelerden
osteoklastlarin ve makrofajlarin farklilasmasi i¢in gerekli olan sitokinleri

salgilamaktadirlar [2].

Aktif osteoklastlarda, kemik matriksine bakan yiizeyde, firgamsi1 kenar yapist
goriilmektedir. Firgamsi kenari, hiicre organellerini igermeyen, aktin filamanlarindan
zengin bir sitoplazma kusagi cevreler. Bu kusak araciligi ile osteoklastlar kemik
matriksine yapismaktadir. Osteoklast aktivitesi, esas olarak fircamsi kenar aktivitesi

ile saglanmaktadir [3].

Osteoklastlar, ‘Tartrat-Rezistant Asit Fosfataz’, ‘Katepsin K’, gibi lizozomal
enzimleri salgilayarak fircamsi kenar araciligi ile kemik matriksine salgilarlar. Bu
enzimler aracilig1 ile hidroksiapatit kristallerinin kollajen baglar1 koparilir ve kalan

kollajen lifleri osteoklastlar tarafindan geri alinir [7].

Osteoklast iglevi de diger hiicreler gibi ¢esitli hormonlar ve sitokinler ile
kontrol edilir. Osteoklastlar, kalsiyum metabolizmasinda goérevli olan ‘Kalsitonin’
reseptorlerini  icermektedirler. Ayrica osteoklastlar {izerinde Androjen, Tiroid
Hormonu, Insiilin, PTH, IGF-1, IL-1, CSF-1 ve PDGF reseptorlerinin varlig1 da
gosterilmigtir  [7]. EGF’nin de osteoklast oOnciillerinin ¢ogalmasini uyardigi
gosterilmistir [8]. Ote yandan, osteoklast aktivitesi osteoblastlar basta olmak iizere

cesitli hiicreler tarafindan salgilanan ‘Osteoprotegrin’ ile inhibe edilir [3].



(b) Compact bone
Inner circumierential lemelize

Trabeculas of
cancelious bone

(&) Section of humerus

Sekil 2.1. Kemigin genel yapisi ve temel hiicreleri (Mescher A.L., 2016).



2.3. KEMIK MATRIKSI

Kemik doku, diger dokulardan daha az hiicresel olan ve temelde hiicre-disi
kemik matriksinden olusan bir dokudur. Kemik matriksi; mineral, protein, su, tuz,
lipidler, glikoproteinler ve proteoglikanlardan olusan karmasik bir dokudur. Kemik
matriksi temel olarak osteoblastlar tarafindan olusturulur. Kemik dokusunun
%30’unu, kemige esneklik ozelligini kazandiran ‘Organik Matriks’ olustururken,

%70’ini ‘Inorganik Matriks’ ve hiicreler olusturur [9]. (Tablo 2.1.)

Matriksin organik kismi, temelde tip I kollajen, daha az miktarda tip V kollajen,
proteoglikan ve bazi glikoproteinleri icermektedir. Tip III, XI ve XIII gibi diger tipler
de eser miktarlarda bulunmaktadirlar. Biitiin kollajen molekiilleri, kemik matriks

proteinleri’nin toplam agirliginin %90'in1 olusturmaktadirlar [9].

Kemik matrikste, kemik dokunun ara maddesini olusturan diger matriks
proteinleri de bulunmaktadir. Bu proteinler, kemik matriksinin toplam agirliginin
sadece %10’unu olustursa da kemik gelisimi, biiylimesi, yeniden sekillenmesi ve kirik
tyilesmesinde gereklidirler. Osteokalsin, osteonektin, osteopontin, fibronektin, BMP,
kemik sialoprotein I ve II ve ‘Biiyiime Faktor’leri kollajendz olmayan proteinlerine
ornek verilebilir. HA, Kondroitin Siilfat ve Keretan Siilfat, proteoglikanlar1 olusturur.
Hem kollajen igerik hem de ara madde, esas kemik dokusunu olusturmak i¢in kalsifiye

olurlar [4].

Kemik matriksinin  kuru agirhiginin  %50°si  inorganik maddelerden
olusmaktadir. Kalsiyum ve fosfor hakimiyetine ragmen, bikarbonat, sitrat,
magnezyum, potasyum ve sodyum da bulunur. Elektron mikroskopi goriintiilerinde,
kemigin hidroksiapatit kristalleri, kollajen lif¢iklerin yanina yatmis tabakalar halinde,

ancak etraflar1 ara madde ile sarili halde goriiliirler [3].

Kemik glikoproteinlerinin, matriks kalsifikasyonunun baglatilmasindan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Minerallerin kollajen liflerle iliskisi, kemik
dokusunun sertligi ve direncinden sorumludur. Kemigin kalsiyumu ortadan
kaldirildiginda, seklini korur, ancak tendon kadar esnek bir hale gelir. Cogu
kollajenden olusan matriksin organik kisimlar1 ¢ikarildiginda, kemik yine orijinal

seklini korur, ancak kirilgan hale gelir [9].



Tablo 2.1. Kemik Matriks Bilesenleri

BILESEN FONKSIYON TiPLER OZELLIKLER
ORGANIK MATRIKS
Primer olarak Tip 1 | Organik Matriks’in
%90’ lusturur.
Kollajen Gerilim giicii | Daha az miktarda o7t Tt oTusturtt
saglama Tip 5, Tip 3, 11, 13
Kollajen
Hyaliironik Asit Kayganlastirici ve su
. . emici
Proteoglikanlar Basing kuvvetlerine
kars1 direng Kondroitin Siilfat Sok emici 6zellik
Keratan Siilfat Protein ligandlarinin
hiicresel tanimast
Osteokalsin Osteoklastlar iizerine
etkili,
Kemik  yogunlugu
regiilasyonu,
Kollajen Olmayan Mingralizasyon ve En cok bulunan
Proteinler kemik  olusumunu KOMP (%10-20)
artirmak
Osteonektin Kalsiyum
regiilasyonu
Osteopontin Hiicre baglayict
protein
Biiytime Faktorii ve | Kemik hiicresi | TGF-Beta,
Sitokinler farklilagsmasi,
Aktivasyonu, IGF,
Bﬁyﬁmesi ve Kemik IL-], 1L-6
Dongiisii’nde gorevli
BMP
INORGANIK MATRIKS
Inorganik matriksin
. N biiyiik kismini
Kglmyum ' Kompresif Gii¢ olusturur.
Hidroksiapatit
Primer
Mineralizasyon
Osteokalsiyum Geriye kalan
Fosfat inorganik  matriksi
olusturur.
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2.4. PERIOSTEUM VE ENDOSTEUM

Viicudun diger dokularinda oldugu gibi, kemik dokuyu da orten bag dokusu
katmanlar1 mevcuttur. Kemik dokunun i¢ yiizeyini Orten bag doku tabakasina

‘Endosteum’, dis ylizeyini 6rten bag doku tabakasina ise ‘Periosteum’ ad1 verilir [3].

Periosteum, fibro-vaskiiler zar yapisinda olan 6zellesmis bir fibréz dokudur.
Bu iyi damarlanmis fibroz kilif, kemigin hemen hemen tiim dis yiizeyini ortmektedir
[10]. Periosteumun kollajen lif demetlerinden olusan ve ‘Sharpey Lifleri’ ad1 verilen
kismi, matriks igine girerek periosteumu kemige baglar [3]. Periosteum, kemigin
diyafiz kisminda daha kalin bir yapida iken, metafiz ve epifiz boliimlerinde ¢ok daha

incedir [10].

Mikroskopik olarak, periosteum, dis kisimda fibréz, i¢ kisimda ise hiicresel
yapidadir. Fibroz dis kisim, temel olarak fibroblast, kollajen ve -elastinden
olugmaktadir. Bu yapis1 sayesinde, periosteuma esneklik 6zelligini kazandirmaktadir.
Ayrica, dis kisimda bulunan damar ve sinir ag1 sayesinde periosteumun beslenmesi ve

innervasyonu saglanmaktadir [11].

Periosteumun hiicresel olan i¢ kismina ‘Kambiyum’ adi verilir ve kemik
ylizeye en yakin olan bu bolge temel olarak 3 ayr1 katmandan olusur. Kemige en yakin
olan katmanda osteoblastlar ve osteoprogenitor hiicreler bulunmaktadir. Ara
katmanda, kapiller damarlar ve hiicredisi matriks bulunmaktadir. En dig katmanda ise
fibroblastlar ve bunlarin salgiladigi kollajen lifler bulunmaktadir. Kambiyum tabakasi,
kortikal kemigin iizerine normal ikincil kemik {iretimi ile kemigin enine biliyiimesini
ve kirik sonrasi birincil kemigin olusumu ile kirik iyilesmesini saglamakla gorevlidir

[10].

Endosteum ise kemik i¢indeki tiim bosluklar1 kaplar ve tek tabaka halinde
osteoprogenitdr hiicreler ile az miktarda bag dokusu igerir. Endosteum tabakasi,

periosteum tabakasindan ¢ok daha ince bir yapidir [3].
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2.5. KEMIK TiPLERI

Kemiklerden alinan histolojik kesitlerde, bosluk icermeyen ‘Kompakt Kemik’
ve ¢ok sayida birbirine agilan ve ‘Spongioz Kemik’ ad1 verilen bosgluklar goriiliir [3].

(Sekil 2.2.)

Uzun kemikler, u¢ kisimlarda, ‘Epifiz’ adi verilen kiiremsi kisimlar ile; orta
kisimlarda ‘Diyafiz’ adi verilen, tamamina yakinini olusturan silindirik kompakt

kemik ile kemik iligi bosluguna bakan az sayida spongioz kemikten olusmaktadir [3].

Olgun spongiyoz kemik, yap1 olarak dokusunun trabekiiller ya da spikiiller
olarak diizenlenmis olmasi disinda olgun kompakt kemige benzer. Kemik dokusunun
arasinda birbiri ile birlesen cesitli boyutlardaki kemik ililgi bosluklar1 bulunmaktadir.

Spongidz kemigin matriksi lamellidir [2].

Kemikler mikroskopik olarak Birincil Kemik ve ikincil Kemik olarak ikiye

ayrilmaktadir.

rf‘l.: l'-il' 1 v,
l!d. .- ?';‘.5

Compact » ] Cancellous
bone g bone

Sekil 2.2. Kompakt kemik ve trabekiillerden olusmus spongidoz kemik
(Mescher A.L., 2016).
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2.5.1. Birincil Kemik:

Olgunlasmamis, kaba lifli veya oOrgli kemiktir. Kemik metabolizmasi
hizlandiginda, kemik matriksinin ani birikimi sonucu ‘Birincil Kemik’ olusur. Birincil
kemik, erken enkondral kemiklesme, membrandz kemiklesme, kirik kallus olusumu,
periosteal reaksiyon veya tiimor hiicre olusumu gibi ani kemik olusumunu gerektiren
durumlarda goriilebilir. Ayrica embriyonun gelisimin sirasinda da beliren ilk kemik
dokudur. Genellikle gegicidir ve 6zel bazi bolgeler haricinde ikincil kemik ile yer

degistirirler [1].

Birincil kemikte, kollajen lifler diizensiz siralanmiglardir ve daha az mineral
icermektedirler. Birincil kemiklerde, ikincil kemiklere nazaran daha fazla osteosit

bulunmaktadir [3].

2.5.2. ikincil Kemik:

Ikincil kemik dokusu genellikle iskelet gelisimini tamamlamis yetiskin
bireylerde goriilmektedir. ikincil kemik dokusu, kanalciklar i¢indeki kollajen liflerin,
birbirlerine paralel olarak veya bir damar kanali etrafinda dairesel olarak
diizenlendiklerini gosterir. Bu sekilde organize olmus ve kan damari, sinir, gevsek bag
doku ve kemik kanalciklar1 igeren karmasik sisteme ‘Haversian Sistemi’ veya
‘Osteon’ ad1 verilir. Haversian sistemini ¢evreleyen ve amorf madde ¢okeltisinden

olusan minerallenmis matrikse de “Yapistirict Madde’ adi verilir [2].

Uzun kemiklerin diyafizlerinde bulunan kompakt kemik lamelleri, haversian
sistemi ile dig, ara ve i¢ lamellerden olusan tipik bir dairesel diizen gosterirler. Bu
nedenle, ikincil kemige ‘Lamellar Kemik’ adi da verilmektedir [2]. Sayica distaki

lamel sistemi, i¢teki lamel sisteminden daha fazladir [4].

Iki dairesel sistem arasinda, pek ¢ok haversian sistemi ile ara lameller
bulunmaktadir. Bu yapilar kemik biiyiime ve yeniden modellenme siirecinde, yikilmig
haversian sistemlerinin lamelciklerinden arta kalanlardir. Her haversian sistemi,
diyafizin uzun eksenine paralel bir silindirdir. Etrafi 20’ye yakin dairesel lameller ile

sarilt merkezi kanaldan meydana gelmektedir [3]. (Sekil 2.3.)
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Kanallar endosteum ile ortiiliidiir ve her kanalda kan damari, sinir ve gevsek
bag dokusu mevcuttur. Haversian kanallari, icte kemik medullas: ile, dista ise
periosteum ile iligski halindedir. Bu iliski, ‘Perfore Edici Kanallar’ adi da verilen

‘Volkmann Kanallar1’ ile saglanmaktadir [2].

Kemik dokusu i¢inde bulunan besleyici damar kanallari, damarlarin etrafini

saran matriks olusumu ile olusurlar [3].

Dinamik bir doku olan kemik dokusu, siirekli yeniden sekillendigi igin,
haversian kanal sistemi, cevreden igeriye dogru lamellerin birikmesi ile meydana gelir.

Boylelikle heniiz olusmaya baslamis sistemlerin kanallar1 daha biiytiktiir [4].

ic
arter
kollajen fiberleri m

Sekil 2.3. Kemigin lamellar yapisi1 ve Haversian sistem (Ross M.H., 2014).
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2.6. KEMIK DOKUNUN BESLENMESI

Kemik doku, kardiyak c¢iktinin %5 ila %10’unu alir. Kemik kan akimu,
metabolik, hormonal ve otonomik dengeler tarafindan diizenlenmektedir [5]. Temel
olarak, uzun kemikler, kan1 3 kaynaktan almaktadir. Bunlar ‘Besleyici Arter Sistemi’,

‘Metafizyel-Epifizyal Sistem’ ve ‘Periosteal Sistem’dir [12]. (Sekil 2.4., Sekil 2.5.)

I. Besleyici Arter Sistemi:

Sistemik arterlerden dallanarak kemige ulasirlar. Kemigin diyafizyal
kortekslerinde bulunan nutrisyonel foramenden girerler. Mediiller kanala gectikten
sonra inen ve ¢ikan arterler olarak dallanirlar. Ayrica, endosteal kortekste arteriyol
dallarina ayrilirlar ve haversian sistemi yolu ile olgun diyafizyal korteksin en az iicte
ikisini beslerler. Besleyici arter sisteminde kan basinci yiiksektir ve kortikal kemigin

beslenmesinin %60’indan sorumludur [12].

IL. Metafizyel-Epifizyel Sistem:

Periartikiiler vaskiiler pleksustan koken alir [12].

I11. Periosteal Sistem:

Kan basincinin diisiik oldugu bu sistem, ¢ogunlukla kapiller damarlardan
olugmaktadir. Olgun bir diyafizin maksimum tigte birlik dis kisminin beslenmesinden

sorumludur [12].

Olgun kemikte kan akim yonii merkezden perifere dogrudur. Bu akim y6niiniin
sebebi, yiiksek basingli besleyici arter sistemi ile diisiik basingli periosteal sistem
arasindaki basing farkindan dolayir olugsmaktadir. Vendz akim ise olgun kemikte
periferden merkeze dogrudur. Kortikal kapillerler, 6zel bir vendz sisteme drene olan

vendz siniizoidlere bosalirlar [6].
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nutrient arter

loormipakt keamik

Sekil 2.4. Yetiskin uzun kemigin kan destegi (Ross M.H., 2014).
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Sekil 2.5. Kemigin besleyici damar sistemi ve kan akimi1 (Miller M.D., 2016).
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2.7. KEMIK YAPININ OLUSUM MEKANIZMASI

Insan viicudunda kemik yap1 olusumu 2 farkli mekanizma ile
gerceklesmektedir. Bunlar; osteoblastlarin  salgiladiklar1  matrikse dogrudan
minerallerin ¢okmesi sonucu ‘Intramembranéz Kemiklesme’ veya kikirdak matriks

tizerine kemik dokusunun olusmasi sonucu ‘Enkondral Kemiklesme’ yollaridir [3].

Iki farkli tip kemiklesmenin varligi, mevcut kemigin intramembrandz kemik
ya da enkondral kemik oldugu anlamina gelmez. Bu terimler sadece kemigin ilk
olusum mekanizmasini tanimlamaktadirlar. Daha sonra meydana gelen yeniden
sekillenme ile ilk olusturulan kemik dokusunun yerine ileride yenisi ge¢mektedir.
Yerine gegen kemik, onceden var olan kemigin iizerine apozisyonel biliylime ile

olusturulur ve her iki durumda da 6zdestir [2].

2.7.1. intramembranéz Kemiklesme:

Intramembranéz Kemiklesme, ozellikle yassi kemiklerin olusumunda
gozlenen kemiklesme tiirtidiir. Bu kemiklesme tiiriiniin, kisa kemiklerin biiylimesine
ve kemik kalinlagsmasina da katkis1t mevcuttur. Mezenkimal dokunun yogunlasmasi ya

da baska bir deyisle ‘Fibr6z Membranlar’ aracilig1 ile olusumu gerceklesmektedir [3].

Mezenkimal hiicrelerin yogunlasmaya basladigi noktaya ‘Birincil Kemik
Merkezi’ ad1 verilir. Bir grup 6nciil hiicrenin osteoblasta farklilasmasi ile baglayan
stire¢ sonucunda osteoblastlar tarafindan kemik matriksi komponentleri iiretilir ve
bunu kalsifikasyon takip eder [2]. Son olarak, periosteum sekillenir. Bundan sonra
kemigin devami ise, kemigin her iki yanindan baglayarak periosteum tabakalarindan

olusur [13].

Matriks kalsifikasyonu sonrasinda osteositlerin  birbiri ile baglantili
sitoplazmik uzantilar1 kanalikiiller i¢cinde yer alir. Apozisyonel biiyiime ile spikiiller
blyiirler ve gelismekte olan kemigin genel sekline sahip trabekiil agi halinde
birlesirler. Devam eden mitotik aktivite ile osteoprogenitor hiicreler sayilarini korurlar

ve osteoblastlar kemik matriksi iireterek orgiimsii kemigi meydana getirirler [2].
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Siire¢ sonunda olugan kemik doku birbiri ile birleserek bag dokunun yerini alir.
Bag dokusunun kemiklesmeyen kisimlar1 endosteum ve periosteuma doniisiir. Olugan

kemik oncelikle birincil kemik olup, siire¢ i¢cinde ikincil kemige evrilmektedir [3].

2.7.2. Enkondral Kemiklesme:

Kiiciik bir hyalin kikirdak yapmin kemiklesmesi sonucu olugsan kemiklesme

stirecidir. Daha siklikla kisa ve uzun kemiklerin olusumunda gézlenmektedir.

Enkondral Kemiklesme de mezenkimal hiicrelerin gelecekte kemik olacak
bolgede proliferasyon ve kiimelenmeleriyle baslamaktadir. Farkli FGF ve BMP’nin
etkisi altinda, mezenkimal hiicreler 6nce Tip II Kollajen eksprese ederler ve

kondroblastlara farklilasirlar. Bunlar da kikirdak matriksi tiretirler [2].

Baslangicta ilk beliren kemik doku, kikirdak modelin orta kismini saran i¢i bos
kemik silindiridir. Bu yapiya ‘Kemik Halkasi’ adi verilmektedir. Kemik halkasi,
perikondriumun i¢inde zar i¢i kemiklesme ile meydana gelir. Bu bolgedeki kikirdak
hipertrofisi ve matriks kalsifikasyonu sonucunda kalsifiye olmus kikirdak matriksten

olusan 3 boyutlu yapt meydana gelir [2].

Bu siireci, kikirdak modelde osteoklastlar tarafindan kemik halkasina agilan
deliklerden kan damarlarimin ve osteoprogenitor hiicrelerin taginmasi takip eder.
Olusan osteoblastlar, kalsifiye kemik matriksine yapisirlar ve siirekli olarak birincil
kemik tabakalar1 olusturarak kikirdagimsi kalsifiye matriksi sarmalarlar. Bu siire¢
sonunda bazofilik goriinen kalsifiye kikirdaga nazaran, olusan birincil kemik

eozinofilik gériinmektedir [3].

Birincil kemik merkezlerinin olusumunu takiben, kikirdak modelinin
uclarinda, ikincil kemiklesme merkezlerinin olusumu gozlenir. ikincil kemiklesme
merkezleri, kikirdak modelinin uclarindaki ‘Epifiz’ adi verilen siskinliklerde olusur.
Birincil ve ikincil kemiklesme merkezlerinde zamanla kemik iligi ile dolan bosluklar
olusur. Ikincil kemiklesme merkezlerinde, kemigin diger kemikler ile eklem yaptig:
alanlarda ve kemigin boyca biliylimesinin ger¢eklestigi epifiz bolgelerinde kikirdak
doku varligini siirdiiriir. Eklem hattindaki kikirdak alanlar, yasam boyu varliklarini

stirdiiriirken, yetiskin doneme ulasildiginda epifiz hatlari tamamen kemiklesmektedir.
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Epifizlerin kapanislar1 her kemige uygun kronolojik bir siray: takip eder ve yaklagik
olarak 20’li yaslarda tamamlanir [3]. (Sekil 2.6.)
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Sekil 2.6. Uzun kemiklerin enkondral kemiklesme ile olusum basamaklari

(Mescher A.L., 2016).
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2.8. KEMIK DOKUNUN MINERALIiZASYONU

Kemik mineralizasyonu hiicre tarafindan diizenlenen hiicre dis1 bir olaydir.
Mineralizasyon, bazi farkli dokularda da goriilebildigi gibi kemikte ve kikirdagin

hiicre dis1 matriksinde de meydana gelmektedir [2].

Mineralizasyon, kollajen fibrillerde ve bunlar1 ¢evreleyen ara maddede
es zamanli olarak baglamaktadir. Mineralizasyon i¢in kemik matriksine matriks
vezikiillerinin salgilanmasi gereklidir. Mineralizasyonun baslamasi i¢in kalsiyum ve
fosfor iyonlarmin matriksdeki konsantrasyonlarmin belirli bir diizeyde olmasi

gereklidir. [3]

Hiicre dis1 kalsiyumun osteokalsin ve diger siyaloproteinler tarafindan
baglanmasi bu iyon i¢in yiiksek bir lokal konsantrasyon saglar. Yiiksek kalsiyum
konsantrasyonu osteoblastlarin ALP salgilamalarini uyarir ve bu da fosfor iyonlarimin
lokal konsantrasyonlarini artirir. Yiiksek fosfor konsantrasyonu, mineralizasyonun
baslayacag1 alanda kalsiyum konsantrasyonunda daha fazla artis1 uyarir. Hiicre dis1
kalsiyum ve fosfor konsantrasyonunun yiiksek oldugu bu evrede osteoblastlar, kemik
matriksi’ne ekzositozla 50-200 nm c¢apinda kiiciik matriks vezikiilleri salgilarlar.
Matriks vezikiilleri, ALP ve fosfor iyonlarini, matriksin diger molekiillerinden ayiran

Pirofosfataz icermektedirler [2].

Kalsiyum biriktiren ve fosforu ayiran matriks vezikiilleri lokal izoelektrik
noktanin yiikselmesine neden olur ve bu da g¢evreleyen matriks vezikiillerinde
kalsiyumfosfatin  kristalizasyonu ile sonuglanir. Kalsiyumfosfat kristalleri,
osteoblastlar1 ¢cevreleyen matrikste hidroksiapatit kristallerinin olusumu ve birikimiyle

matriks mineralizasyonunu baslatirlar [4].

Osteoblast kaynakli matriks vezikiilleri, osteoiddeki ilk mineral birikim
bolgesinin kontroliinde gerekli faktdrlerdir. Ilk hidroksiapatit kristalleri olustugunda,
diger matriks vezikiillerinin ¢evrelerinde tiretilen komsu kristallerle birlesinceye kadar
tizerine eklenme yoluyla hizla biiyiirler. Bu yolla osteoid boyunca bir mineralizasyon

dalgas1 hizla ilerler [2].
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2.9. KEMiIiK DOKUNUN YENIDEN SEKiLLENMESI

Kemik biiyiimesi genel olarak dnceden meydana getirilmis kemik dokunun
eritilerek yikilmasi ve es zamanli olarak yeni kemigin olusturulmas ile iligkilidir. Bu

yontem kemik biiyiirken seklinin korunmasina olanak saglar [3].

Yetiskinlerdeki yeniden sekillenme, iskeletin bir¢ok yerinde eszamanli olarak
gerceklesen fizyolojik bir olaydir. Yetiskin olgun bir iskelette, kemiklerin yilda
yaklasik %10’luk bir oranda kayba ugramalarina ragmen total hacimleri sabit
kalmaktadir [14]. Yetiskinlerde normal kemik yapinin devami i¢in osteoklastik ve

osteoblastik aktivite denge halinde olmalidir [3].

Osteoblastlar, ‘Osteoblastik Osteoid’ olusumu ile yeni kemik matriksini
salgilarken, osteoklast’lar ise yeni olusan trabekiiller arasindaki kan damarlarindan

cekilerek “Osteoklast Delgisi’ denilen kemik yikimini saglar [15] (Sekil 2.7.)

Kemigin yeniden sekillenmesi birbiri ile i¢ ice ge¢mis ancak birbirini izleyen
asamalardan olusan bir dongii seklindedir. Bu dongii, osteoklastlarin, pek ¢ok hormon
ve biiylime faktorleri tarafindan uyarilmasiyla gerceklesir [14]. Sessiz bir kemikte
aktivasyon islemi, mezenkimal kok hiicrelerin osteoklastlara farklilasmasiyla baslar.

Yeniden sekillenmenin bu ilk asamasi “Sakin Dénem” olarak adlandirilir [16].

Ardindan yerel sitokinler ve hormonlarin etkisiyle osteoklastik aktivite artar ve
“Rezorbsiyon Donemi” baslar. Bu asama yaklagik 2 hafta kadar siirer [7]. Kemik
matriksinin yikilmasi ile kemik matriksi i¢inde diizensiz yapida ‘Howship Bosluklart’
ve ‘Haversian Kanallar1’ sekillenir. Bu kavitelere gelmek iizere osteoblastlar aktive

edilir [13].

Aktive olan osteoblastlar, kemik yikimi sonucu agiga ¢ikan sitokinlerin
salgilandig1 bolgelerde toplanirlar. Bu asamadan sonra artik osteoblastik aktivite
baslar. Bu asamaya ise “Tersine Donme” denir [14]. Bu evre osteoklastlarin apoptozisi
ile sonuglanir. Bu asamanin ardindan osteoblastlar, osteoid sentezleyerek yeni kemik

dokusunun olusmasini sagladigi donem olan “Yapim Donemi” baglar [17].
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Kemik yapiminin tamamlanmas: yaklagik 4-6 ay slirmektedir. Osteositler
tarafindan kontrol edilen, biitiin islemlerin sonlandig1 ve normal bir kemik formunun

tamamen sekillendigi donem ise “Son Bulma” olarak adlandirilir [18].

Sekil 2.7. Kesme konisini ve kemik yeniden sekillenme basamaklari (Ross

M.H., 2014).
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2.10. KEMIiK DONGUSUNUN KONTROLU

Saglikli bir insanin normal yasam dongiisii ¢er¢evesinde kemik yapim ve
yikiminin harmonik bir dengede tutularak, olasi patolojik kemik olusumunu veya
kemik kiriklarini engellemek amaci ile bir takim hormonal ve lokal faktorler tarafindan
denetlenmesi gereklidir. Bu faktorlerden bazilarinin bu etkilerinin yani sira, viicuttaki
kalsiyum-fosfor dengesinin idamesinde de rolii mevcuttur. Sistemik kontrolde birincil
hormonlar ‘PTH’, ‘D-Vitamini’ ve ‘Kalsitonin’dir. ‘Ostrojen’ ve ‘Tiroid Hormon’u

ise ikincil etkili hormonlardir [6]. (Sekil 2.8.)

I. Paratiroid Hormon:

Paratiroid bezlerde iiretilen polipeptid yapida bir hormondur. PTH, serum
kalsiyum-fosfor dengesinin en énemli diizenleyicisidir. Serum kalsiyumu fizyolojik
alt degerin altina indiginde, PTH sentezi ve aktivitesi artar. PTH etkisi ile osteoklastik
aktivite uyarilarak kemik rezorbsiyonu artar ve serum kalsiyum konsantrasyonu

yiikseltilir [6].

PTH’nin kemik tizerinde ikili etkisi mevcuttur. Normal dozda, kortikal kemikte
rezorbsiyon yaratir iken, diisiik dozda, osteoblast olusumunu uyarir ve osteoblastlarin
yasam siiresini ve aktivitesini artirarak kemik iizerinde anabolik etki yaratir. Ayni

zamanda, PTH, kemik yapimini ve mineralizasyonunu artirir [19].

II. D-Vitamini:

D-Vitamini’nin bobrek proksimal tiibiillerinde aktiflenen formu olan
‘Kalsitriol’, serum kalsiyum ve fosfor degerlerini artiran bir hormondur. Kalsitriol {in
kemikteki etkisi ise, osteoklastik aktivite diizeyini artirarak, kemikten kalsiyum

¢Ozlinlimiinii artirmaktir [6].
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I11. Kalsitonin:

Kalsitonin, Tiroid Bez’inden salgilanan ve polipeptid yapida olan bir
hormondur. Kalsitonin, dogrudan osteoklastik aktivite inhibisyonu ile kemik
rezorbsiyonunu inhibe eder. Kalsitonin, hem osteoklastlar’daki fircamsi kenarlarin
kaybolmasini hem de osteoklastlarin kemik {izerindeki hareketinin durmasini saglar.

Kalsitonin’in osteoblastlar lizerinde herhangi bir etkisi mevcut degildir [6].

Iv. Ostrojen:

Ostrojen hormonu, fizyolojik kemik déngiisinde onemli bir rol oynar.
Ostrojen’in kemik iizerindeki etkisi, kemik hiicrelerinin yasam siiresini diizenlemek
ve osteoklast sentezini azaltmaktir. Osteoblastlardan OPG salinimini uyararak,
osteoklastlarin olgun hale gelmesini engeller [6]. Ostrojen, TGF-Beta iiretiminin

artmasina yol agarak, osteoklast apoptozisini hizlandirmaktadir.

V. Biiyiime Hormonu:

Biiytime Hormonu, hipofiz bezinden salgilanan bir hormondur. Biiylime
hormonu, ¢evre dokularda direkt veya IGF-1 iizerinden etkisini gostermektedir.
IGF-1, kemik matriksinde en fazla bulunan biiyiime faktoriidiir. IGF-1 ayn1 zmanda
osteoprogenitdr hiicreler tarafindan da iiretilebilir. Osteoblastlarin olgunlagmasi igin
biiylime hormonu gereklidir. Kemigin yeniden sekillenmesi siiresince, normal kemik

dengesinin saglanmasinda da rol oynamaktadir [20].

EGF, IGF etkisinden bagimsiz ve direkt olarak, biiylime plagindaki
kondrositlerin gogalmasini artirarak ve olgunlagsmasini baskilayarak kemik gelisimini
uyarir. Osteoblastlarin ¢ogalmasini artirarak, farklilasmasini inhibe ederek ve
osteoklastlarin olusumunu ve aktivitesini uyararak kemigin yeniden sekillenmesini

diizenlemektedir [8].
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VI Tiroid Hormonu ve Glukokortikoidler:

Tiroid hormonu, ¢ocuklarda aksiyal biiylimeyi saglar ve kikirdak gelisimi ve

farklilagsmasi i¢in gereklidir. Eriskinde ise kemik rezorbsiyonunu artirir [6].

Glukokortikoidler, osteoblastlarda apopitoz artisina neden olur. Kemik

yapiminda azalma ve kemik yikiminda belirgin bir artisa neden olur [6].

VII. Receptor Activator of Nuclear Factor-KappaB:

Lokal olarak iiretilen en 6nemli osteoklastojenik sitokin ‘Receptdr Activator of
Nuclear Factor-KappaB’dir. RANK, osteoklast oOnciil hiicresinde bulunur ve
osteoklasta farklilasmasin1 uyarir. RANK sistemini aktifleyen RANK-Ligand,
osteoblastlardan salgilanir. Olgun osteoklastin yasamasi, kemik ylizeyine baglanmasi

ve apopitozunun baskilanmasi i¢in RANK-Ligand gereklidir [21].

VIIIL. Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor:

Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor, onciil osteoklastlar’in olgun ve aktif
osteoklast haline gelmesi icin gerekli olan bir diger sitokindir. M-CSF, kemik iligi ve
osteoblastlardan salgilanir. Osteoklastin olgunlagmasi, yasamasi ve rezorbsiyon

gorevini yerine getirebilmesi icin RANK-L ile birlikte gorev alir [21].

IX. Tuzak Reseptor Osteoprotegrin:

TNF ailesinden bir sitokin olan OPG, RANK-L/RANK etkilesimini bloke
etmekle gorevlidir. Temel olarak osteoblast tarafindan iiretilir. OPG, RANK-L ile
birleserek, osteoklast yilizeyindeki kendi 6zel reseptorii olan RANK’a baglanmasini
onler. RANK-L/RANK baglantisi kesildiginde, osteoklastlarin olgunlagsmasi ve kemik
rezorbsiyonu engellenir. Ayrica, osteoklastlarin apoptozunu engelleyici etkisi de

mevcuttur [22].
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2.11. KIRIK TANIMI

Bir kemigin ve cevre yumusak dokunun yapisal devamliliginin bozulmasi
durumuna veya baska bir tanimla kemik ve ¢evre yumusak dokunun anatomik
biitlinliigiinlin tam veya kismi olarak bozulmasi durumuna kirik adi verilir [23].
Yapisal biitiinliigiin bozulmas1 makroskopik veya mikroskopik diizeyde olabilir. Kirik;
kemikteki damarlarin, haversian kanallari’nin, periosteum ve ¢evresindeki yumusak
dokunun hasarlandigi, kirik uglarindaki kemik dokunun nekroze oldugu bir
yaralanmadir [5]. Bu sebeple bu tablonun biitiiniine kirik hastaligi terimini kullanmak

daha dogru bir tanimlamadir.

2.12. KIRIK OLUSUM MEKANIZMALARI

Saglikli bir kemik dokusunun, histolojik yapisi1 geregince bir dereceye kadar
elastisite 0zelligi mevcuttur. Kortikal kemik, kompresyon ve makaslama yiiklerine
daha dayanikli iken gerilme yiiklerine daha az dayaniklidir. Bu sebeple, kiriklarin gogu

gerilme yiikleri sonucu olusur [5, 23].

Dogrudan kemige veya kemigin bulundugu bolgeye gelen dogrudan bir kuvvet
ile (vurma, ezilme, vb.) meydana gelen kiriga direkt kirik denir ve bu tip kiriklar
genellikle transvers kirik seklindedir ve yumusak doku yaralanmalart eslik edebilir

[23].

Kemik eksenine paralel seyreden kuvvetlerin etkisi ile kemik dokunun en zay1f
noktasinda olusan kiriklara ise indirekt kirik adi verilir. Bu tip kiriklar kopma,
biikiilme, makaslama, torsiyon mekanizmalar1 ile olusabilir ve bu tip kiriklarda

yumusak doku hasar1 nispeten da az goriiliir [5]. (Sekil 2.9.)

Bir uzun kemik {izerine binen acisal bir kuvvet, kemigi biikiilmeye zorlar.
Kemik doku ilk etapta bu kuvvete elastikiyeti ol¢iisiinde cevap verir. Ancak bu kuvvet,
kemigin elastisite sinirini asar ise, kemigin disblikey tarafinda asir1 gerilme nedeni ile
kortikal kemik biitiinliigii bozulur. Bu kopma, biitiin kemigi i¢ine alirsa transvers veya

oblik kirik olusur.
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Eger kemik iizerine, dondiiriicli bir kuvvet biner ve elastisite sinirini asar ise,
kemikte spiral kirik meydana gelir. Kemik iizerine eger ani bir cekme kuvveti gelir ise,
kemige yapisan bag veya tendonlar kemigin bir kismini1 ¢ekerek aviilsiyon (kopma)

kirigina yol acarlar.

Spongioz kemik, kompresyon kuvvetlerine, kortikal kemige kiyasla daha az
dayaniklidir. Ani ve siddetli bir kompresyon kuvveti kompresyon kirig1 olusturur

[5,23].
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Sekil 2.9. Kirik olusum mekanizmalar1 (Alturfan A.K., 2002).

I. Kopma veya Gerilme Mekanizmasi ile Olusan Kiriklar

Kemiklerin u¢ kisimlarina yapisan tendon, bag vb. yapilarin ani ve asir
gerilmesi sonucu patella, olekranon, humerus tiiberkulum majus vb. bolgelerde

olusan kiriklardir.
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II.  Biikiilme Mekanizmasi ile Olusan Kiriklar

Kemik {iizerine gelen biikiilme kuvveti, kemigin en cok egildigi yerde
genellikle transverse nitelikte bir kirik olusturur. Kirigi olusturan kuvvet,
kemigin ortasina etki uygular ise, kirigin olustugu yerde kelebek tarzi parcalar
olusabilir. Kirig1 olusturan kuvvet, kemigin her iki ucuna etki ederek de

biikiilme kirig1 meydana getirebilir.

I11. Kompresyon Mekanizmasi ile Olusan Kiriklar

Kemik eksenine paralel fakat zit yonlerde gelen kuvvetlerle olugan kiriklardir.
Genellikle spongiéz kemiklerde meydana gelir. Yiiksekten diisme sonucu
kalkaneus veya femurda goriilen kiriklar ile omurga cisminde goriilen kiriklar

bu tip kiriklara 6rnektir.

IV. Makaslama Mekanizmasi ile Olusan Kiriklar

Eger kirig1 olusturacak olan kuvvetler, birbirlerine zit ve paralel yonde zorlama

yaparak kirik olusturur ise, kemikte transverse kirik meydana getirirler.

V. Torsiyon Mekanizmasi ile Olusan Kiriklar

Bu kiriklar en sik tibiada goriilmektedir. Kirik hatti genellikle spiral
karakterdedir.
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2.13. KIRIK iYILESMESI

Yukarida bahsedilen kirik olusum mekanizmalar1 sonrasi, anatomik ve
fizyolojik biitiinliigiin yeniden tesisi amaci ile, viicut, hasarlanan dokunun tamiri i¢in
bir takim mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalarin tiimiine kirik iyilesmesi ad1

verilir [23].

Kirik iyilesmesi, kemigin yaralanma 6ncesi durumuna dondiiriilmesi amaci ile,
Ozgiin ve ileri derecede biitiinlesmis olaylar silsilesini igermektedir [25]. Kirik
tyilesmesi bir¢cok anatomik, biyomekanik, biyokimyasal faktoriin etkilesimiyle
gerceklesir. Bu nedenle, kemik; bircok dokudan farkli olarak, hasarli bolgenin

biyokimyasal ve biyomekanik olarak tamamen yeniden sekillenmesiyle iyilesir [5].

Kirik iyilesmesi Direkt veya Dolayli yolla ger¢eklesmektedir.

2.13.1. Direkt Kemik Tyilesmesi:

Dolayli Kemik Iyilesmesi’ne nazaran daha az siklikla gériiliir ancak daha hizli

olan iyilesme tiirtidiir.

Direkt iyilesmenin en 6nemli 6zelligi, kallus dokusunun olusmadan, dogrudan
osteoblastik ve osteoklastik aktivitenin kombinasyonu ile olusan iyilesme tiirti

olmasidir [27]. (Sekil 2.10.)
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Sekil 2.10. Dogrudan kemik iyilesmesi (Tanrikulu S., 2017)
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2.13.2. Dolayh Kemik Iyilesmesi:

Genel olarak daha sik karsilasilan kirik iyilesme mekanizmasidir. Kirik uglari
arasinda mikro-hareket oldugu zaman goézlenir. Kirik ucglar1 arasinda kallus dokusu
olusarak gerceklesir. Kirik uglarinda ve periost disinda enkondral kemiklesme ile
yumusak kallus, kirik bolgesinde subperiosteal alandan intramembrandz kemiklesme

ile mediiller sert kallus olusur [26].
Dolayli kemik iyilesmesi temel olarak 3 ana fazdan olusur (Sekil 2.11.).

I. inflamatuvar Donem
11. Onarim Doénemi

III.  Yeniden Sekillenme Dénemi

I. inflamatuvar Dénem

Kemik kirigini takiben, kirik cevresi ile periosteal damarlarin yaralanmasindan
ve mediiller kanaldan kaynaklanan kanamayi takiben kirik bodlgesinde hematom
olusur. Olusan hematom igerisinde kemik iligi hiicreleri de mevcuttur. Hematom
icerisinde, hematomu simirlandirmakla gorevli olan koagiilator hiicreler ile
koagiilasyon sonucunda olusan fibrin, onarict hiicreler i¢in ¢ati gérevi goriir ve bu
hiicrelerin bolgeye yerlesmesini uyarir. Ek olarak trombositlerden de cesitli biiylime
faktorleri salgilanarak lokal etki ile kirik iyilesmesi uyarilir. Sonug olarak, hematom,

hematopoietik kok hiicrelerin ve biiylime faktorlerinin kaynagini olusturur [25].

Bu bolgedeki hasarli osteositler ve matriks dokusu nedeni ile bir takim
inflamatuvar mediatorler olusur. Bu mediatérlerin basinda gelen TNF-Alfa,
TGF-Beta, IL-1 Beta, IL-6, IL-11, IL-17, IL-18 ve IL-23, damarlarda vazodilatasyona
ve inflamasyondan sorumlu hiicreler olan PMNL, lenfosit ve 6zellikle makrofajlarin
bolgeye gdciine sebep olur. Inflamatuvar sitokinlerin uzun siireli salinimlarinin kemik
tizerindeki olumsuz etkileri bildirilmistir, ancak kisa siireli kontrollii inflamatuvar

yanitin, kirik iyilesmesinde hayati oldugu bilinmektedir [5].

Travmadan sonra gozlenen vazokonstriiksiyon sonrasinda kirik bolgesinde
hipoksi olusur ve kirik uglarindaki osteositlerde nekrotik degisiklikler goriiliir [26].

Makrofajlar, nekrotik yapilar1 fagosite eder ve bir takim sinyal molekiilleri olan
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BMP-2, BMP-7, FGF, TGF-Beta, PDGF ve IGF gibi biiylime faktorleri ile
rejenerasyonu baglatir. Bu biiyiime faktorleri; mezenkimal kok hiicrelerin gocii,
toplanmasi1 ve cogalmasinda rol oynamaktadir ve bu kok hiicrelerden anjioblast,

kondroblast, fibroblast ve osteoblast olusumundan sorumludurlar [25].

Endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve osteoblastlar; graniilasyon dokusu
olusturarak kirik uglar1 arasindaki boslugu doldururlar. Inflamatuvar dénem sirasinda,
ilkel bir kallus olusur ve kirik uglar1 arasindaki kontrolsiiz hareketi bir miktar da olsa

sinirlandirir [26].

Inflamatuvar ve mezenkimal hiicreler, farklilasmayr uyarici etkilerini,
osteoblast ve osteoklastlarda bulunan TNFR-1 ve TNFR-2 reseptorleri araciligi ile
gosterir. TNFR-2 sadece kirik iyilesmesinde gozlenir. Kirik iyilesmesinde pek ¢ok
inflamatuvar mediator etkili olsa da, IL-1 ve IL-6’nin etkilerinin daha kritik oldugu
bilinmektedir. Makrofajlar aracilig1 ile salinan IL-1, osteoblastlardan IL-6 salinimin1
artirir. IL-6 etkisi ile kikirdak kallus olusumu uyarilir ve ILR-1 ve ILR-2 reseptorleri
aracilif1 ile de anjiyogenez uyarilir. IL-6 ise sadece akut fazda salgilanir ve VEGF
salimimi artirici, anjiyogenez uyarici ve osteoblast-osteoklast farklilasmasini uyarici

etkiye sahiptir [25].

Kambium tabakasinda bulunan mezenkimal kok hiicrelerin de iyilesmede
kritik 6nemi bulunmaktadir. Bu kok hiicrelerin artisindan da BMP-2 ve BMP-7

sorumlu tutulmaktadir [26].

Lenfositler, kirik iyilesmesinin baslangicinda etkin degillerdir, ancak kirik
tyilesmesinin normal bir seyirde ilerlemesi igin, saglam bir hiicresel yanita ihtiyac
vardir. Genel olarak doku hasari, lenfositer immiin sistemi tetikler ve genel bir
immiinsupresyon durumu yaratir. Stres hormonlar1 ve inflamatuvar sitokinler, PgE2
ve Nitrik Oksit gibi inflamatuvar sitokinler T-Lenfosit sayisini azaltir ve aktivitesini
kisitlar. B-Lenfositler de, T-Lenfosit fonksiyon kisitliligina ikincil olarak hasardan

olumsuz olarak etkilenmektedir [25].

Kirik bolgesinde eksprese edilen TNF-Alfa ve IL-1 araciligi ile, nétrofil
kemotaksiyonu artirilarak kirik bolgesine gocii saglanir. Ancak, diger hiicreler,

notrofil gdgiinden olumsuz olarak etkilenmezler [26].
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Inflamatuvar cevabi takiben, fibroz kallus dokusunda ve yeni olusan kemik
dokuda makrofajlar gézlenmistir. Makrofajlar, kirik iyilesmesinin erken déneminde,
kondrosit farklilasmasini  uyarmakta ve vaskiilarizasyonu diizenlemektedir.

Makrofajlarin, 6nciil hiicrelerin farklilasmasinda da rolii oldugu diisiintilmektedir [28].

Akut inflamatuvar yanit, ilk 24 saatte en yiiksek seviyeye ¢ikar ve 7. giine kadar
devam eder. Baglangi¢c evresinde TNF-Alfa, IL-1, IL-6, IL-11 ve IL-18 diizeyinde
artis goriiliir. TNF-Alfa ilk 24 saatte en yliksek seviyeye ulasir ve 72. saatte tekrar

normal seviyeye iner ve kemotaktik etkisiyle ikincil inflamatuvar etki yaratir [29].

Sonug olarak, inflamatuvar dénemde, nekrotik dokular yok edilir, inflamatuvar
hiicrelerden salinan sitokinler sayesinde anjiogenez uyarilir. Kirik hattina go¢ eden
mezenkimal hiicreler, fibroblastlar ve osteoblastlar cogalarak bir graniilasyon dokusu

olusturur [26].

II. Onarim Donemi

Hasarli dokunun yerini graniilasyon dokusuna birakmasinin ardindan, artan
hiicre say1st ve matriks iiretimi ile kirtk hematomunun organizasyonu baslar. Onarim
donemi ile, kallus dokusu olugsmaya baglar ve damarsal olusum, osteoid salgilanmasi

ve kollajen fibrillerin olusumu ile karakterizedir [30].

Iyilesme siirecinde BMP-2 araciligi ile mezenkimal hiicre g¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve hiicre gogii goriilmektedir. mezensimal kok hiicreler, hipoksik
ortamda, kondrositlere farklilasirlar ve kondrositler araciligi ile yumusak kallus
dokusu olusur. Kondrositlerin farklilasmasi, TGF-Alfa, PDGF, IGF-1 ve BMP-2

araciligi ile uyarilmaktadir [31].

Dolayli iyilesmede hem intramembranéz hem de enkondral kemiklesme
gdzlenir. (Sekil 2.12.) Inflamatuvar dénemde olusan graniilasyon dokusunun ardindan,
kirik uglar1 arasinda santral bolgede ve periostun dis kisminda enkondral kemiklesme
baslar. Bunun sonucunda, daha ¢ok fibr6z ve kikirdak dokudan olusan yumasak kallus
meydana gelir. Olugsan bu yumusak kallus dokusunun mineralizasyonu, kondrositlerin
apopitozu, anjiyogenez ve osteoblastlarin ¢ogalmasi ve enkondral kemiklesme ile sert

kallusa doniisiir [26].
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Es zamanli olarak, subperiostal alanda, fragmanlar1 birbirine baglayan
intramembrandz kemiklesme ile de sert kallus dokusu olusur. Intramembrandz
kemiklesmede mezenkimal kok hiicreler ve osteoblastlar araciligi ile de direkt kemik
olusumu saglanir. TNF-Beta etkisi ile kikirdak olusumu ve enkondral kemiklesme
uyarilirken, BMP-5 ve BMP-6 ile de intramembrandz kemiklesme icin gerekli

hiicrelerin cogalmasi saglanir [25].

Iyilesme siirecinin basarili olmasi i¢in yeniden kanlanmanin saglanmasi
gerekir. Enkondral kemiklesmede kondrositlerin apopitozu, hiicrelerin ve matriks
dokusunun uzaklastirilmasi, kan damarlarinin bu bolgeye dogru biiylimesi ve
ilerlemesini saglar. Damarlanma hem Anjiyopoetin ile hem de VEGF’ye bagh olarak
gerceklesir. Iyilesmenin erken déneminde Anjiyopoetin-1 ve Anjiyopoetin-2 artar.
VEGEF ise endotelyal mezenkimal hiicre ¢ogalmasini uyarir ve damar invazyonu ile
avaskiiler kikirdak dokusunun vaskiiler kemik dokusuna doniisiimiinii uyarir. Ayrica
mekanik uyan ile kirik bolgesinde VEGFR-2 reseptorii lizerinden anjiyogenik etki

gosterir [32].

Yumusak kallusun, sert kallusa doniisiimiinde de pek cok mediator rol
oynamaktadir. Bunlarin baslicalar1 M-CSF, RANKL, OPG, TNF-Alfa’dir. Bu
mediatorlerin etkisi ile mineralize kikirdak doku rezorpsiyonu baglar. Ayrica bu
mediatdrlerin osteoklast ve osteoblastlar tizerine etkileri de mevcuttur. TNF-Alfa’nin
hem kondrosit apopitozunda, hem de mezenkimal kok hiicrelerin uyarilmasinda etkisi

mevcuttur [5].

Kallus dokusunda olusan kondrositlerin sitoplazmasinda mineral depolanmasi
ile hidroksiapatit kristalleri olusur. Sert kallus olusumunun 14. giinde en yiiksek

oldugu bildirilmistir [33].

Sert kallus olusumu arttik¢a, mineralize kikirdagin yerini 6rgii kemik almaya
baslar ve iyilesme dokusu daha kat1 bir hale gelir. Onarim, kirik uglarinda kortikal
kemik uglarinda birlesme oluncaya kadar devam eder. lyilesme dokusunun olusum

hiz1, miktari, igerigi ve sekli pek ¢ok faktérden etkilenmektedir [5].
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III. Yeniden Sekillenme Donemi

Sert kallus dokusu, stabiliteyi saglayan daha kati bir yap1 olmasina ragmen,
biyomekanik olarak yeterli degildir. Bunun i¢in sert kallusun santral kavitesi olan
lamellar kemige doniismesini gerektiren bir siirece ihtiyag vardir. Yeniden sekillenme

doneminde bu yap1 olugmaktadir [26].

Bu donemde, bir taraftan osteoklastlarin etkisi ile sert kallusun rezopsiyonu
gerceklesirken diger taraftan osteoblastlarin etkisi ile yeni lamellar kemik olusumu
goriilmektedir. Kirik onarimi esnasinda 3-4. haftalardan itibaren baglayan bu siirec,

yillarca devam edebilmektedir [26].

Osteoklastlarin mineralize ylizeylere yapismasi ile kemik yeniden sekillenmesi
devam eder. Osteoklast aktivitesi ile howship lakiinalar1 olusur ve bu bdlgelere

yerlesen osteoblastlar tarafindan yeni kemik olusumu saglanir [34].

Diger iki donemde de oldugu gibi, bu donemde de birtakim sitokinler rol
oynamaktadir. Proinflamatuvar sitokinlerden olan IL-1, IL-6, IL-11 ile artmis
TNF-Alfa, IL-12 ve Interferon-Gama seviyeleri temel rol oynamaktadir. Ek olarak, bu

donemde, Biiyiime Hormonu ile PTH da anahtar rol oynamaktadir [35].

Kemik, maruz kaldig1 streslere bagli olarak yeniden sekillenir. Aksiyel
yluklenmeyle birlikte, kristalize dokuda olusan elektriksel polariteye bagli,
elektropozitif konveks ylizeyde osteoklast; elektronegatif konkav yiizeyde osteoblast
aktivitesini uyarir. Dig kallus dokusu lamellar kemige, i¢ kallus Mediiller Kaviteye
dontisiir. Onarim fazinda olusan orgii kemik, lamellar kemikle yer degistirir ve

tyilesme siireci tamamlanir [26].
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2.14. KIRIK iYILESMESININ DUZENLENMESI

Kirik olusumu sonrasinda, kirik iyilesmesinde gorevli olan basta osteoblastlar
ve osteoklastlar olmak {izere, hiicrelerin toplanmasi ve bir diizen igerisinde gorevlerini
yapabilmesi i¢in birtakim diizenleyicilerin rol oynamasi esastir. Hiicresel ve molekiiler
biyoloji alaninda arastirmalarin gelismesi ile birlikte, bu mekanizmalar da daha

anlasilabilir hale gelmistir.

Kirik iyilesmesinin erken doneminde, hiicre dongiisii ve hiicre-hiicre etkilesimi

ile ilgili genlerin ekspresyonunda artis oldugu saptanmistir [36].

I Prostaglandinler:

Hiicre membraninda bulunan Arasidonik Asit’ten {retilirler. Arasidonik
Asit’ten Siklooksijenaz enzimi yardimiyla her biri doymamis baglantiya sahip iki yan
zincirle birlikte bir veya iki halka yapidan meydana gelen degisik Prostaglandinler

olusur.

Prostaglandinler hiicre duvarinin ve kollajenin yaralandigi durumlarda
sentezlenir. Prostaglandinlerin kemotaktik etkisi mevcuttur ve akut inflamasyonda
gorevlidirler. Gliglii vazodilatator etkileri mevcuttur. Hiicre ¢cogalmasini hizlandirirlar

ve antikor yapimini diizenlerler [37].

PgE-2 ve Pgl-2’nin kemik geri emilim giicii fazladir ve yeni kemik yapimim
artirtr. PgE-1 ve PgE-2 yeni kemik olugumunu artirir. PgF-2 kondrogenezde
gorevlidir. Kemik geri emiliminde gorevli olan ajanlardan EGF, TGF-Alfa, PDGF,

Bradikinin ve Trombin etkilerini PgE2 aracilig1 ile gosterir [38].

II. Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii — Beta:

Inflamasyon ve doku rejenerasyonundan sorumludur. Tiim hiicrelerden
salgilanabilir ve viicutta bulunan tiim hiicrelerde reseptdrleri mevcuttur. Kemik
matriksi ve travma sonucu agiga ¢ikan trombositlerden ¢ok miktarda salgilandigi

goriilmiistiir [39]. Ayrica, kondrositler ve osteoblastlarda da sentezlenir. Kikirdak
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hiicre ¢ogalmasi ve enkondral kemiklesme esnasinda kemik matrikste birikir.

Makrofajlardan da salinarak kemotaksisi artirir [36].

Hiicrelerde bulunan reseptorlerini uyararak kollajen, fibronektin ve
proteoglikanlarin  olusumunu artirir.  Proteolitik enzimlerin baskilanmasini da

saglayarak graniilasyon dokusunun olusumuna yardim eder [26].

I11. Kemik Morfogenetik Proteini:

Hasarli kemik dokusu kaynakli morfogenetik bir proteindir. BMP’lerin,
kondrogenez ve osteogenez ile sonuglanan olusum kaskadini indiikledigi bildirilmistir
[36]. Bu indiiksiyonu mezenkimal, osteoprogenitdor ve anjiogenik hiicrelerin
kemotaksisi, proliferasyonu ve farklilasmasini saglayarak yapmaktadir. Kemik

matriks sentezinde de rolii mevcuttur. 10 alt tiirli oldugu belirtilmistir [26].

IV. Fibroblast Biiyiime Faktorii:

Fibroblastlar ve osteoblastlar i¢in mitojeniktir. Kikirdak olusumu asamasinda

kallusu genigletir. Olusan kallusun vaskiilarizasyonunda da gorev alir [39].

V. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii:

Inflamasyon doneminde trombositlerden salgilanir. Basta fibroblast ve
osteoblast olmak iizere diger kemik hiicreleri i¢in de mitojeniktir [39]. Hem kirik
hattindaki hematomda hem de kan dolasiminda bulunur. Bag dokusunda kollajen
sentezini artirir. Fibroblast ve mezensimal kok hiicre mitozunu artirir. Makrofajlarin

kemotaksisinde de etkilidir [26].
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VI. interlokinler:

Makrofaj kokenli lokal faktorlerdir. Fibroblast proliferasyonunda ve
osteoklastlar iizerindeki etkisi ile kemik geri emilimde etkilidir. Kirik olusumunun
erken doneminde olugan IL-1 ve IL-6’nin, kirik bdlgesinde, kirik olusumundan 1 giin

sonra en yiiksek diizeyde bulundugu bildirilmistir [26].

VII. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii:

Kirik kallusunda, hipertrofik kondrositler tarafindan salgilanir. Temel etkisi,
kikirdak dokunun damarlar tarafindan sarilarak vaskiiler kemik dokusunun

olusturulmasidir. Osteoblast ¢ogalmasi ve farklilasmasini da uyarir [40].

VIIL Epidermal Biiyiime Faktorii:

EGF reseptorleri, osteoblastlar, osteoklastlarda bulunmaktadir. EGF ligandlari,
osteoblastlar tarafindan iiretilmektedir [41]. Yapilan calismalarda, EGF’nin kemik
doku fizerine etkileri de ortaya konmus, ancak kirik iyilesmesi olan etkisi

belirlenememistir. EGF ile ilgili detayl bilgi Boliim 2.17.’de verilmistir.
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2.15. KIRIK iYILESMESINiI ETKILEYEN FAKTORLER

Kirik iyilesmesini etkileyen faktorler genel ve lokal olmak iizere iki ayr

kisimda ele aliabilir [23]. (Tablo 2.2.)

Tablo 2.2. Kirik iyilesmesini Etkileyen Faktérler (Alturfan, 2002).

GENEL FAKTORLER
Yas Erken yasta kirik iyilesmesi hizlidir.
Genel Durum Ko-Morbid hastaliklar kirik iyilesmesini
geciktirir.
Hiperbarik Oksijen 2-3  Atmosfer Basincinda uygulanan

Hiperbarik  Oksijen kirik iyilesmesini

hizlandirir.

Bolgesel Stres Iyi tespit edilmis kirikta erken hareket kirik

tyilesmesini hizlandirir.

Elektriksel Uyari Gecikmis kaynama veya kaynamamada
etkilidir.

YEREL FAKTORLER

Travmanin derecesi

Kirik uclarinin birbirine gére konumu

Kirik boélgesinin dolasimi

EKklem i¢i kiriklar

Eslik eden cilt ve yamusak doku yaralanmasi

Eslik eden enfeksiyon

Tespit yontemi
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I. Kirik iyilesmesini olumlu yonde etkileyen faktorler [23]:

Elektrik akimi, Manyetik alan, Ultrasonografi
Hiperbarik Oksijen Tedavisi,

Anabolik Steroidler,

D-Vitamini, Kalsitonin, PTH, Biiylime Hormonu
Prostaglandinler, BMP, Biiyiime Faktorleri
Kemik greftleri

I1. Kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkileyen faktorler [23]:

Yiiksek enerjili travmalar ve genis yumusak doku hasar1 bulunmasi
Kirik uglarin birbirinden ayrilmasi, araya yumusak dokularin girmesi,
Besleyici damarlarin hasar gdrmesi,

Asir1 disseksiyon

Kirigin transvers, pargali veya segmenter olmasi

Agik kirik olmast

Yetersiz tespit

Enfeksiyon

Ileri yas

Eklem i¢i kirik olmasi

Kemoterapi,  Radyoterapi, Sigara  Bagimlilign  (Nikotin)
Kortikosteroidler
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2.16. HYALURONIK ASIT

Yiiksek molekiil agirlikli ve lineer bir polisakkarit olan HA, hidrofilik yapisi
ile viicutta bulunan ve immiinojenik olmayan bir glikozaminoglikandir [42]. HA,
hiicre zarinda iiretilmekte ve tiim dokularin hiicre dis1 bosluklarinda bulunmaktadir.
HA, tim canl tlirlerinde ve ayni kimyasal yapida bulunur [43]. Fakat, biliyiime
plaginda bulunan hipertrofik kondrositleri saran lakiinalarda, osteoprogenitor
hiicrelerin ~ sitoplazmalarinda ve erken kirik kallusunda daha yiiksek

konsantrasyonlarda bulunmaktadir [43-44].

Tip 1 kollajen iceren ve dogal polimer bir matriks olan HA, osteoindiiksiyon
ve osteokondiiksiyon i¢cin miitkemmel bir ortam olusturmaktadir. Fakat, diisiik mekanik
katsayis1 mevcuttur ve yeterli yapisal ve hiicresel destek saglayamamaktadir. Giincel
caligmalarda, HA’nin hem yumusak dokuda hem de kemik dokunun yeniden
sekillenmesinde etkili oldugu gdsterilmistir. HA ’nin, graniilasyon dokusu olusumunu
geciktirmesine ragmen, uygulandigi cerrahi bolgede hiicre gociinii, cogalmasini ve
farklilasmasin1 artirdig1 ve hiicre dis1 matriksin olusumunu uyardig: bildirilmistir [45].
In-vitro yapilan ¢alismalarda, HA’nin artmis mezenkimal hiicre farklilasmasi ve
gbclinil uyararak osteoblastik aktiviteyi artirdigi gosterilmistir [43]. Ek olarak, West
ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada, HA’nin anjiogenez {izerine etkisi oldugunu da

bildirilmistir [45].

HA, kemik dokuya uygulandiginda, erken osteogenik olaylarda etkisini
gostermektedir. HA, basta FGF-2, VEGF olmak {izere ¢esitli sitokinlerin ve biiyiime
faktorlerinin etkilerini artirmaktadir [46]. Ek olarak, HA, kemik {izerine kalsitonin ve
BMP-2 benzeri etki ile kemik dokuyu uyarmaktadir. Bhakta ve arkadaglarinin ratlar
tizerinde yaptig1 in-vivo ektopik kemik modeli ¢alismasinda, BMP-2 etkisini artirarak
osteogenezin indiiklendigi gosterilmistir. Ek olarak, fibrinojen, fibrin, fibronektin ve

kollajen proteinlerini baglayarak yara iyilesmesini hizlandirmaktadir [45].

Bu bilgiler 1s1831nda, HA ve tiirevleri, giiniimiizde ortopedik cerrahilerde pek
cok farkli alanda kullanilmaktadir. HA’ nin enjektable veya biyo¢dziinebilir formlari,
tek basina veya baska maddeler ile kombine edilerek, eklem i¢i kikirdak hasarlarinin
tedavisinde siklikla kullanilmaktadir [47, 48]. Giannini ve arkadaglar1 tarafindan

yapilan bir c¢alismada, ayak bilegi artroskopisi cerrahisinde, talus g¢atisinin
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osteokondral lezyonlarinda, hiicre destegi ve cogalmasini saglamak amaci ile
biyog¢dziiniir ¢at1 olarak Hyalograft 1-c (Fidia Advanced Biopolymers, Abano Terme,
Italy) kullanilmistir [49].

Spinal cerrahi [50], revizyon artroplasti cerrahisi [51], artrodez cerrahisi,
travma cerrahisi gibi kemik dokunun etkilendigi cerrahi girisimlerde de HA tiirevleri
izole veya cesitli biiyliime faktorleri veya farkli ajanlar ile kombine edilerek klinik

calismalarda kullanilmaktadir.

Travma cerrahisinde, HA’nmin farkli formlar1, farkli klinik ¢alismalarda
uygulanmistir. Terboo ve arkadaslarinin 2016’da yaptiklar1 bir ¢alismada, HA’ nin
hidrojel formu, gentamisin ile kombine edilerek kirik fiksasyonunun incelendigi bir
deneysel tavsan modelinde kullanilmistir [52]. Tekin ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir calismada, HA, psddoartroz cerrahisinde, kemik defektlerini doldurmak amaci ile
insanlarda uygulanmistir [53]. HA’nin benzil esterini igceren yama formu olan
Hyalonekt®, periostal benzeri etki olusturmasi amaci ile, dikilebilir form olarak,

tavsanlarda olusturulan tibial defektler modelinde uygulanmistir [45, 54].

HA’nin biyogoziinebilir, 3 boyutlu, benzil esteri yapisinda, hyalin benzeri
kikirdak rejenerasyonu i¢in 2009 yilinda iiretilmis formu olan Hyalofast® (Anika
Therapeutics, italya / Soylu Medikal, Tiirkiye), giiniimiizde kondral ve osteokondral
dokunun tamirinde kullanilmaktadir. Hyalofast®, steril, orgii yapida olmayan ped
seklindedir ve bu yapisi sayesinde ¢esitli maddelerin kombine edilerek kullanimina
olanak saglamaktadir. Ped yapisinda olmasi, kolayca kesilerek uygun sekil ve
boyutlarda kullanimina olanak saglamaktadir. HA nin diger formlar1 gibi, Hyalofast®
da uygulandig1 alanda mezensimal kok hiicrelerin ¢ogalmasint ve farklilasmasini
saglamaktadir. Hyalofast®, uygulanan dokuda, zamanla ¢6ziinerek, lezyon bolgesinde
embriyonik donem benzeri mikrogevre olusturmaktadir. Hyalofast® tarafindan
salgilanan ancak doku tarafindan kullanilmayan fazla HA ise, viicut tarafindan giivenli

bir bi¢imde metabolize edilebilmektedir [55].
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2.17. EPIDERMAL BUYUME FAKTORU

EGF, 1207 amino asitlik dnciiliin islenmesi sonucu 53 amino asit kalintisindan
olusan, 6045 Dalton molekiil agirliga sahip, tek polipeptid zinciri yapisinda bir
bliylime faktoriidiir. Uzaysal olarak sistein kalintilar1 arasindaki iligki ile olusan 3
molekiil i¢i disiilfid bag1 igermesi ile karakterizedir. Bu disiilfid baglari, EGF’nin
biyolojik aktivitesi i¢in gereklidir ve bu baglarin bozulmasi, EGF’nin aktivasyonunun

kaybolmasi ile sonuglanir [41] (Sekil 2.13.).

Sekil 2.13. EGF aminoasit dizilimi (Wdlker V., 2015).

EGF ailesinde, EGFR etkileyen c¢esitli ligandlar mevcuttur. Bunlar EGF,
Heparin Bagh-EGF (HB-EGF), Betacelulin (BTC), TGF-a, Epigen (EPGN),
Amphiregulin (AREG), Epiregulin (EREG) ve Neuregulinler (NRG 1-4) dir.
EGF-ligandlari, hedef hiicrelerde etkisini 4 grup transmembran tirozin kinaz
reseptorleri araciligi ile gostermektedir. Bunlar EGFR (ErbB1), ErbB2, ErbB3 ve
ErbB4 reseptorleridir. Uyarilan EGFR’lerinin  %50’si, lizozomlar tarafindan

parcalanmakta, geri kalani ise tekrar hiicre zarinda eksprese olmaktadir [56].

EGF-Ligandlarinin EGF reseptorlerini uyarmasi sonucu, P13 kinaz, MAP kinaz
ve STAT yolaklar1 aracilig ile hiicre igi sinyal yolaklar tetiklenmektedir [41]. Bu

sinyal yolaklarimin aktivasyonu sonucu hiicre ¢ogalmasinda artma ve apopitozda
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azalma goriilmektedir [57] (Sekil 2.14.). Ozellikle MAP kinaz yolaginmn
aktivasyonunun, osteoblast metabolizmasi lizerinde etkili oldugu bildirilmistir [58]
(Sekil 2.14). Ratlar iizerinde yapilmis bir ¢alismada, osteoprogenitdr hiicreler ve
osteoblastlarda EGFR’nin bloklanmasinin, kemik iiretimini bozdugu gosterilmistir

[59].

EGF
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Ser-P SerP Ser Ser
PI3-K
inaktif Aktif
[MAP kinase |—— [ MAP kinase
Tyr Thr Tyr-P -P

Sitoplazma
-~

Niikleus o

Gen Transkripsiyon Aktivasyonu

Sekil 2.14. EGF hiicre i¢i etki mekanizmasi (Yarim G.F., 2016).

Tarihsel olarak ilk kez ratlarin submaksillar tiikiiriik bezinden elde edilen
EGF’nin, yapilan ilk deneysel ¢calismada korneal iyilesmeyi hizlandirdig: bildirilmistir
[61]. Bu tarihten itibaren, farkli alanlarda kullanilan EGF’nin, yara iyilesmesinde de
etkili oldugu bildirilmistir [62]. 1979 yilinda, Gospodarowicz ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada, EGF’nin anjiojenik aktivitesi tanimlanmistir [63]. 2010 yilinda
Tamama ve arkadaslar1 tarafindan EGF’nin kemik iligi mezensimal hiicrelerinde

VEGF’nin iiretimini artirdigi bildirilmistir [64].
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Sekil 2.15. EGF’nin kemik hiicreleri iizerindeki etkileri (Schneider M.R.,
2009).

EGFR eksik olan ratlarda major organ defektleri oldugu gozlenmis ve in-utero
veya erken postnatal donemde Oldiikleri gozlenmistir. Yapilan bir bagka deneysel
caligmada, EGFR defektli ratlarda biiylime patolojileri ve iskelet defektleri
gozlenmistir [65]. 1999 yilinda Jann ve arkadaslar1 ile 2004 yilinda Tsubone ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢aligmalarda ise, EGF’nin tenoblastlar iizerinde
mitojenik etkisi oldugu ve inflamatuvar donemde ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir
[66, 67]. Bu 0zelliklerinden dolay1 giiniimiizde EGF, basta diyabetik hastalarda gelisen
cilt ilserlerinin tedavisi olmak {izere, yara iyilesmesinde lokal olarak uygulanmaktadir

[68, 62].

EGF’nin, hedef hiicrede hem PI3K, hem de endotelyal NO sentezini artirarak,
anjiogenezi artirdig1 gosterilmistir. Yara iyilesmesi iizerinde yapilan bir ¢alismada,
EGF uygulamasinin, yara bolgesinde yeni damarl olusumunu artirdigi gosterilmistir

[41].

EGF’nin, mitojenik ve anjiojenik 6zelliklerinden dolayi, tiimér etyolojisinde
de rol oynadigi disiiniilmistir. EGFL-7’nin kolorektal kanser, hepatoseliiler

karsinom, meme kanseri, laringeal karsinom ve malign glioma gibi kanserlerde rol
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oynadig1 ve EGFL-7’nin yiiksek konsantrasyonlarinin, ileri diizey metastaz ve damar
invazyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir [69]. Yapilan c¢alismalarda, osteosarkom
vakalarinda, EGFR’nin %55-81 oraninda bulundugu bildirilmis ancak klinik 6zelligi
tanimlanamamustir [70]. EGFR antagonistleri de ¢esitli caligmalarda tedavi amaci ile
denenmistir [71, 72]. Kemigin dev hiicreli tiimoriinde ve osteosarkomda, EGFR’nin
sayisinin artmis oldugu gosterilmis ve bunun tiimoriin agresyonu ile korele oldugu

bildirilmistir [73].

EGF’nin kemik biyolojisinde de onemli bir rol oynadigi yakin zamanda
kesinlik kazanmistir. EGF reseptorlerinin, osteoblastlar, osteoklastlar ve endotelyal
hiicreler de dahil olmak iizere ¢esitli hiicrelerde bulundugu bildirilmistir. Giincel
olarak, EGF-Ligandlarinin osteoklastlarin farklilasmasi sirasinda agiga ¢iktigir ve
osteoblastlar tarafindan tiretildigi gosterilmistir [41]. Ekzojen olarak uygulanan
EGFR-Ligandlarinin, osteoblastlarin ¢ogalmasini uyardigi ve mineralizasyon
kapasitelerini azalttig1 gosterilmistir [74]. Foley ve arkadaslarinin yaptigi bir
caligmada, EGFR aktivasyonunun osteoklastogenezi artirdigi ve kemik dongiisiinii
uyardig1 gosterilmistir [75]. Ek olarak, Chim ve arkadaslari tarafindan, BMU’de EGF
tiretiminden sorumlu genlerin eksprese edildigi gosterilmistir [41]. Wang ve
arkadaslar tarafindan EGFR eksikligi olan ratlarda yapilan bir ¢alismada, biliyiime
plaklarinda, hipertrofik kondrosit bolgesinin arttigi ve osteoblastlarin dagiliminin
diizensiz olmasi nedeni ile birincil kemiklesmenin geciktigi gosterilmistir [76].
Yapilan ¢alismalarda, EGF’nin kemik doku {izerine etkileri de ortaya konmus, ancak

kirik iyilesmesi lizerine olan etkisi belirlenememistir.

Calismamizda, EGF preparati olarak Heberprot-P® (Center for Genetic
Engineering and Biotechnology, Kiiba / Has Biotech, Tiirkiye) 75 pg liyofilize toz
kullanilmistir. Diyabetik iilser tedavisi i¢in ruhsat alinmis olan bu ilag, ¢calismamizda
kemik iyilesmesi tizerindeki etkisini degerlendirmek amaci ile, kirik hattina tek dozluk

lokal uygulama ve HA ile kombine halde olarak kullanilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA PLANI

Hipotezin belirlenmesinden sonra, Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’a bagvuruldu. 26.02.2019 tarih ve Etik-2019/02
Etik Kurul Kayit Numaras: ile etik kurul onayr alindi. Calismamizda 48 adet
Wistar-Albino cinsi erkek rat kullanildi ve deney asamasi ile postoperatif bakim
asamas1 Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Hayvan Deneyleri Laboratuvari’nda

(Etlik/ ANKARA) uygulandi.

48 adet ratin ortalama yas1 8,2 ay, (6-12 ay) ve ortalama agirliklar1 392 gram
(350-450 gram) idi. Tiim ratlar, girisim Oncesi 7 giin boyunca, her biri 21-24° C’lik
sicaklik ve %50’lik hava nemi ile 2’serli bir sekilde ratlar i¢in 6zel standart bir kafeste
tutuldu. 12 saatlik otomatik aydinlik/karanlik dongiisii korundu. Deney siiresince

ratlarin standart pelet yeme ve taze igme suyuna (Ad libitum) ulagmasi saglandi.

48 adet rat, deney oncesi randomize olarak her grupta 12 adet rat olacak sekilde
4 ayr1 gruba ayrildi (Tablo 3.1.) (Fotograf 3.1.). Kirik iyilesmesini etkilememek adina,

ratlara deney Oncesi veya sonrasi sistemik antibiyotik proflaksisi uygulanmadi.

Tablo 3.1. Deney Hayvanlar1 Dagilim Tablosu

Grup Adx 4. Hafta 6. Hafta
Kontralateral Grup 0 4
Kontrol Grubu 4 4
EGF Grubu 5 5
HA Grubu 5 5
Kombine Grup 5 5
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Fotograf 3.1. Ratlar 4 ayr1 grup olarak ayrilarak takip edildi.

Cerrahi sonrasi ilk 24 saat i¢cinde Kontrol grubunda 3 ex, HA grubunda 2 ex,
EGF grubunda 1 ex, Kombine grupta 2 ex goézlendi. Takip siiresince, 2. haftada
Kontrol grubunda 1 ex, 3. haftada EGF grubunda 1 ex gozlendi. Cerrahi sonrasi ilk 24
saatte HA grubundan 1 rat, Kombine gruptan 1 ratin cilt siitiiriiniin agildig1 ancak fasya
dokusunun agilmadigi gozlendi. Yara yeri SF ile yikandiktan sonra ayni cerrah
tarafindan tekrar siitiire edildi. Takiplerde higbir ratta yara yeri veya sistemik

enfeksiyon gozlenmedi.

4. ve 6. haftalar sonunda, randomize olarak secilen Kontrol grubundan 4’er
adet; EGF, HA ve Kombine gruplarindan 5’er adet rata anestezi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifikasyon uygulandi. Sakrifikasyonun ardindan tiim ratlara sol

femurlar1 kal¢a ve diz ekleminden olacak sekilde dezartikiilasyon uygulanmasinin
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ardindan femurlar rezeke edildi (Fotograf 3.2.). Femur {izerindeki tiim yumusak
dokular, kallus dokusuna zarar verilmeden temizlendi. Deney sonunda randomize
olarak secilen 4 ratin kontralateral femurlar1 da inceleme i¢in ¢ikartildi. Tiim femurlar

radyolojik, biyomekanik ve histolojik incelemeye alindi.

Fotograf 3.2. Ratlarin sakrifikasyonundan sonra femurlari rezeke edildi.
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3.2. CERRAHI TEKNIK

Gerekli takip ve hazirliklar1 yapilan denekler cerrahi islem amaci ile
ameliyathaneye alindi. Sterilizasyon amaci ile, tiim deneklerin sol femur bolgeleri trag
edildi. Anestezik ajan olarak Ketamin (Ketalar®, Pfizer, Tiirkiye) 90mg/kg + Ksilazin
(Rompun®, Bayer, Tiirkiye) 10mg/kg kombinsayonu kullanildi. Anestezik
kombinasyonu intraperitoneal olarak karin sag alt kadran bolgesinden uygulandi
(Fotograf 3.3.). Cerrahi siiresince anestezi kombinasyonunun etkinligi, bacak ¢ekme
testi kullanilarak kontrol edildi. Cerrahi teknik olarak, Naegeu ve arkadaslari ile Claes

ve arkadaslar tarafindan tanimlanan femoral osteotomi modeli uygulandi [77, 78].

Fotograf 3.3. Ratlara anestezi kombinasyonu uygulandi.

51



Cerrahi masasina alman deneklerin tiim sol alt ekstremiteleri Povidon Iyodiir
(Batticon®, ADEKA, Tiirkiye) ile boyandiktan sonra, steril delikli ortii ile sol alt
ekstremiteleri agikta kalacak sekilde ortiildii (Fotograf 3.4.)

Fotograf 3.4. Ratlar cerrahi islem Oncesi steril olarak hazirlandi.

Sol femur lateralinden 2 cm’lik insizyon ile cilt-cilt alt1 gecildi. Femur safti

iizerinden fasya dokusu kiint diseksiyon ile geg¢ildi (Fotograf 3.5.).

Fotograf 3.5. Cilt-cilt alt1 gecildikten sonra fasya dokusuna ulasildi.
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‘Tensor Fascia Lata’ kasinin inferioru ile ‘Biceps Femoris’ kasinin siiperioru

arasindan kiint diseksiyon ile gegilerek femur saft bolgesine ulasildi (Fotograf 3.6.).

Fotograf 3.6. Kiint diseksiyon ile femur saftina ulasildi.
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0,75mm ¢apindaki K-teli (Orthaus®, Tiirkiye) ile her iki korteks gecilerek
korteks zayiflatildi. Ardindan 1 mm genisligindeki osteotom ile kirik olusturarak tiim

deneklerde tek tip ve 2 pargali kirik olusturuldu (Fotograf 3.7, Fotograf 3.8).

Fotograf 3.7. Osteotom ile femur saft kirig1 olusturuldu.

Fotograf 3.8. Olusturulan femur saft kirig1 fikse edilmeden once.
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Fiksasyon i¢in her ucu sivri 1 adet K-teli, motor yardimi ile 6nce anterograd
yonde ilerletilerek diz ekleminden ¢ikartildi. K-teli, geri g¢ekilerek kirik hattinda

rediiksiyonun saglanmasinin ardindan retrograd yonde ilerletilerek ‘Trokanter Major’

hizasinda korteks ge¢ildi (Fotograf 3.9. ve Fotograf 3.10.).

Fotograf 3.10. Rediiksiyon saglandiktan sonra K-teli retrograd yonde

ilerletilerek fiksasyon saglandi.
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Rediiksiyonun uygunlugu degerlendirildikten sonra 3,0 Vieryl siitiir ile
(Ethicon®, Johnson&Johnson, ABD) fasya tabakasi dikildi (Fotograf 3.11.). 2,0
Prolen siitiir ile (Dogsan®, Tiirkiye) cilt dikisi uygulandi. Cilt iizerine Neo-Caf Sprey
(Intervet®, Italya) uygulanarak islem sonlandirildi (Fotograf 3.12.). Cerrahi iglemin

tamamlanmasinin ardindan denekler, postoperatif takip amaci ile gézlem odasina

alindi.

Fotograf 3.11. Fasya tabakas1 3,0 Vicryl siitiir ile kapatildi.

Fotograf 3.12. Islemin sonlandirilmasindan sonra denekler postoperatif takibe

alindi.
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EGF grubunda, Kontrol grubunda uygulanan islemlerin ardindan, 10cc SF ile

sulandirilan 7,5ug’lik Heberprot-P®, rat basina 0,75 pg/lcc olacak sekilde kirik

hattina lokal olarak uygulandi (Fotograf 3.13.).

it
pll o

Fotograf 3.13. Heberprot-P® kirik hattina lokal olarak uygulandi.

HA grubunda, Kontrol grubunda uygulanan islemlerin ardindan, bir Right-
Angle cerrahi klembi ile kirik hatti etrafindan gecildi (Fotograf 3.14.). Onceden
hazirlanan 2x0,5cm’lik Hyalofast®, kirik hattin1 tamamen kaplayacak sekilde femura

sarildi.

Fotograf 3.14. Hyelofast® kirik hatt1 etrafina sarildi.
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Kombine grupta ise, onceden hazirlanan 2x0,5c¢cm’lik Hyalofast® iizerine 0,75
pg/lec’lik Heberprot-P® emdirildi. Olusan kombinasyon, bir Right-Angle cerrahi
klembi ile kirik hatt1 etrafindan gegilerek, kirik hattin1 tamamen kaplayacak sekilde
femur saftina sarildi (Fotograf 3.15.).

Fotograf 3.15. Heberprot-P® ile Hyelofast® kombine edildi.
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3.3. RADYOLOJIK INCELEME

Denekler sakrifiye edilip, femurlar rezeke edildikten ve K-telleri ¢ikartildiktan
sonra, Ufuk Universitesi Tip Fakiiltesi Dr. Ridvan Ege Hastanesi Radyoloji A.D.

bilinyesinde radyolojik inceleme uygulandi.

Mamografi cihazi (General Electric®, SENOGRAPHIE DMR) kullanilarak
tim femurlarin Anteroposterior ve Lateral olacak sekilde 2 yonlii radyolojik
goriintiileri alindi. Radyografiler, 1987 yilinda Lane ve Sandhu tarafindan tanimlanan
skorlama sistemi kullanilarak [79], calismadan bagimsiz 2 ayr1 ortopedist (B.G., D.K.)
tarafindan degerlendirildi. (Tablo 3.2.)

Direkt radyolojik inceleme sonrasinda, tiim femurlara 80 kV, 40mA, 0,625 mm
kesitli kalinlikta Bilgisayarli Tomografi (General Electric®, LightSpeed — 16)
uygulandi. Alinan kesitlere Radiant DICOM Viewer (versiyon 5.5.1) kullanilarak

3 boyutlu rekonstriiksiyon uygulandi.

Tablo 3.2. Radyolojik Bulgulari Degerlendirmek icin Kullanilan
Lane - Sandhu Skorlama Sistemi (Lane J.M., 1987)

Skor Radyolojik Bulgular
0 Kallus dokusu yok, Kirik hatt1 agik
1 %25 kallus dokusu, Kirik hat1 agik
2 %50 kallus dokusu, Kirik hatt1 bulanik
3 %75 kallus dokusu, Kirik hatt1 zorlukla goriilebilmekte
4 %100 kallus dokusu, Kirik hatt1 goriillmemekte
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3.4. BIYOMEKANIK INCELEME

Radyolojik incelemenin ardindan, femur 6rnekleri, ‘3 Nokta Biikiilme’ testi
uygulanarak biyomekanik olarak incelendi. Biyomekaniksel inceleme Orta Dogu
Teknik Universitesi Malzeme ve Metalurji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan
Instron 5565-A (Instron Company®, Massachusetts, ABD) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi.

3 Nokta Biikiilme Testi, dogrusal sekle sahip bir materyalin biyomekanik
Ozelliklerini 6lgmek ic¢in kullanilan, klasik bir deney yontemidir [80]. Materyal,
Antero-Posterior diizlemde 2 destek {izerine yerlestirilir [78, 81]. Kemigin deforme
olmadig1 baslangi¢ noktasinda, yiik noktas1 kemige kiigiik bir 6n yiik uygular. Bunun
amaci kemigi yerinde tutmaktir. Daha sonra, yiik noktasi kemige artan oranlarda
kuvvet uygulayarak kemigin merkeze kiyasla biikiilme yer degistirmesini kayit altina

alir [82]. (Fotograf 3.16.)

Kemikte kirik olusturan en yiiksek kuvvete maksimum kuvvet ad1 verilir ve bu
degerden itibaren kemigin abzorbe edebildigi kuvvet aniden diiser. Bu deger kemigin

maksimum kuvvete verebildigi mukavemeti temsil etmektedir [82].

Cihaz tarafindan sunulan veriler 15181nda elde edilen kuvvet — yer degistirme
grafiginden, kemige ait cesitli biyomekaniksel 6zellikler tespit edilebilir (Sekil 3.1.).
Kemige uygulanan kuvvetin kalic1 deformite yaratabildigi yiik degerine akma noktas1
ad1 verilir. Bu deger, kemigin elastik 06zelligi bozulmadan ne kadar yiik
tagiyabilecegini ifade etmektedir. Bu deger oOncesi alan elastik deformiteyi
gostermekte ve kemigin giiclinii yansitmaktadir. Bu degerden itibaren kemikte plastik
deformasyon gelisir, egim yatay bir 6zellik kazanmaya baslar ve maksimum kuvvet
altinda kirilir. Akma noktas1 ile kirilma noktas: arasindaki alan ise kemigin
genisleyebilme yeteneginin gostergesidir ve kirillma Oncesi ne kadar kuvvete

dayanabilecegini belirtmektedir [82].
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Fotograf 3.16. Femurlar Instron 5565-A cihazinda (Instron Company®,

Massachusetts, ABD) biyomekanik olarak incelendi.
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Sekil 3.1. 3 Nokta Biikiilme testinden elde edilen grafik 6rnegi ve katilik
degerinin hesaplanmasi (Silva M. J. 2016).

Elastik deformasyon yetenegi, kemik matriksinin igerigi ile dogrudan
iliskilidir ve kemigin katilik 6zelligi olarak tanimlanmaktadir. Katilik 6zelligi, kemigin
tiimiiniin, elastik donemde uygulanan yerdegistirmeye verdigi tepki direncidir ve

elastik donemdeki egrinin egimi dlgiilerek hesaplanmaktadir. [83].

Calismamizda, her bir femur 6rnegi, her biri merkezden 2 cm uzaklikta olan 2
adet 3.2 mm’lik destegin arasina, Antero-Posterior diizlemde yerlestirildi. Kirik
hattinin ortasina, yiikkleme hizi 1 mm/dakika olacak sekilde yiik verildi ve kirigin
olustugu maksimum kuvvet kayit altina alindi [84]. Bu veriler 1518inda elde edilen
verilerden hazirlanan grafiklerde, elastik bolgeden hesaplanan egim degeri kemigin

katilik degeri olarak belirlendi ve kayit altina alindi.
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3.5. HISTOLOJIK iINCELEME

Radyolojik ve biyomekanik incelemenin ardindan tiim femurlar, kirik hattinin
1 cm distal ve proksimalinden olacak sekilde kesilerek %10’luk formol soliisyonu
igerisinde iki hafta siire ile bekletildi. Ardindan Bouin’s soliisyonunda iki giin siire ile
fiksasyon islemi uygulandi. Fiksasyon iglemi sonrast %10’luk asetik asit, %0,85°lik
NaCl ve %10’luk formalin solusyonunda dekalsifikasyon islemi uygulandi. Daha
sonra parafin bloklara gomiilen 6rnekler 3—4 mikronluk longitidinal kesitler halinde
kesilerek hazirlandi. Tiim preparatlar Hematoksilen Eosin ile boyandi. Hazirlanan
preparatlar, 151k mikroskopisi (Zeiss Light Microscope ®, Jena, Almanya) altinda x200
biiyiitme ile incelendi. Iyilesmenin histolojik olarak smiflamasi Huo ve arkadaslari

[85] tarafindan olusturulan skorlama sistemi kullanilarak derecelendirildi (Tablo 3.3.).

Scanning Elektron Mikroskopik inceleme amaci ile, tiim femurlara 48
saat siire ile %2,5 gluteraldehid soliisyonu igerisinde ilk fiksasyon islemi uygulandi.
Akabinde, tiim 6rnekler Sorenson Fosfat Buffer soliisyonu (pH:7.4) ile yikand1 ve %1
Osmium Tetroksit soliisyonunda 2 saat tutularak ileri fiksasyon islemi uygulandu. Ileri
fiksasyon sonrasinda, Sorenson Fosfat Buffer soliisyonunda (pH:7.4) tekrar yikandi.
Daha sonra, doku oOrnekleri artan konsantrasyonda aseton ile muamele edilerek
dehidrate edildi ve ¢ift tarafli yapiskan bantlar kullanilarak metal kuyulara yerlestirildi.
Orneklere, Quorum SC 7620 piiskiirtimlii kaplayict (London, East Sussex)
kullanilarak 100 Angstrom kalinliginda altin paladyum piiskiirtiildii. Tim 6rnekler,
Atilm Universitesi Metal Sekillendirme Miikemmeliyet Merkezi’nde bulunan Zeiss
Evo LS 15 (Jena®, Almanya) Scanning Elektron Mikroskopu kullanilarak 5-30 kV

hizlandirma gerilimi altinda incelendi.
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Tablo 3.3. Histolojik Bulgular1 Degerlendirmek icin Kullanilan Huo
Simiflamasi (Huo M. H., 1991).

Skor Kirik bolgesi histolojik bulgulari
1 Fibroz doku
2 Agirlikli fibroz doku ve az oranda kikirdak doku
3 Esit miktarda fibréz doku ve kikirdak doku
4 Kikirdak doku
5 Agirlikl olarak kikirdak ve az miktarda olgunlagsmamig- 6rgii kemik
6 Esit oranda kikirdak ve olgunlagmamis kemik
7 Agirlikl olarak olarak olgunlagmamis kemik ve az oranda kikirdak
8 Tamamen olgunlagsmamis — 6rgii kemik
9 Olgunlagsmamis kemik ve az miktarda olgunlasmis kemik
10 Olgunlagsmig — Lamellar Kemik

3.6. ISTATISTIKSEL INCELEME

Verilerin elde edilmesinin ardindan, istatistiksel analiz SPSS v. 11,5 for

Windows (IBM™ New York, A.B.D.) paket programi kullanilarak yapildi.

Degerlendirmede, gruplar aras1 karsilastirma Kruskal Wallis, One Way Anova
testleri kullanilarak yapildi. Istatistiksel olarak anlamli bulundugu taktirde, gruplarin

ikiserli karsilastirilmasi i¢in Mann Whitney U testi uygulandi.

Nicel veriler arasindaki iligkilerde Spearman Rank korelasyon analizi

uygulandi ve istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak (p) 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. RADYOLOJIK BULGULAR

Calismamizda bulunan kontrol, EGF, HA ve Kombine gruplarindaki ratlara,
postoperatif 4 ve 6. haftalarda genel anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi ile
sakrifikasyon uygulandi. Tiim ratlarin femurlar1 dezartikiilasyon sonrasi rezeke edildi
ve yumusak dokularindan siyrildiktan sonra rontgen kasetlerine yerlestirilerek
Anteroposterior ve Lateral olmak {izere 2 yonlii grafileri alind1 (Sekil 4.1., Sekil 4.2.).
Ardindan tiim femurlara bilgisayarli tomografi sonrasi 3 boyutlu rekonstriiksiyon

islemi uygulandi.

Sekil 4.1. 4. haftada sakrifiye edilen gruplarin radyolojik 6rnekleri. A: Kontrol,
B: EGF, C: HA, D: Kombine
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Sekil 4.2. 6. haftada sakrifiye edilen gruplarin radyolojik 6rnekleri. A: Kontrol,
B: EGF, C: HA, D: Kombine

Tim grafiler, Lane-Sandhu skorlama sistemi kullanilarak, ¢alismadan
bagimsiz iki ayr1 ortopedist tarafindan incelendi (BG, DK). Lane-Sandhu
siniflamasina gore, kontrol grubunun ortalama skorlar1 4. haftada 0 ile 0, 6. haftada
0,13 ile 0,38 olarak belirlenmistir. EGF grubunun ortalama skorlar1 4. Haftada 0,3 ile
0,4; 6. Haftada 1,3 ile 1,4 olarak belirlenmistir. HA grubunun ortalama skorlar1 4.
Haftada 0,2 ile 0,2; 6. Haftada 0,8 ile 0,8 olarak belirlendi. Kombine grubun ortalama
skorlar1 1,4 ile 1,4; 6. Haftada 2,2 ile 2,1 olarak belirlendi. Tablo 4.1. — Tablo 4.8.’de

tiim gruplarin skorlar1 ve ortalama puanlar1 gosterilmektedir.
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degerlendirme bulgular.

Tablo 4.1. Kontrol grubu radyografilerinin 1.

Ortopediste gore

Hafta Rat On-Arka Yan Toplam Ortalama
Kontrol 1 0 0 0 0
Kontrol 2 0 0 0 0
§ Kontrol 3 0 0 0 0
¥ Kontrol 4 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0
Kontrol 1 0 0 0 0
Kontrol 2 0 0 0 0
S
E Kontrol 3 0 0 0 0
o Kontrol 4 0 1 0 0,5
Toplam 0 1 1 0,13

degerlendirme bulgular.

Tablo 4.2. Kontrol grubu radyografilerinin 2. Ortopediste gore

Hafta Rat On-Arka Yan Toplam Ortalama
Kontrol 1 0 0 0 0
Kontrol 2 0 0 0 0
§ Kontrol 3 0 0 0 0
< Kontrol 4 0 0 0 0
Toplam 0 0 0 0
Kontrol 1 0 0 0 0
Kontrol 2 0 0 0 0
:; Kontrol 3 1 0 1 0,5
e Kontrol 4 1 1 2 1
Toplam 2 1 3 0,38

67




Tablo 4.3.

EGF grubu

degerlendirme bulgular.

radyografilerinin 1.

Ortopediste gore

Hafta Rat On-Arka Yan Toplam Ortalama
EGF 1 0 0 0 0
EGF 2 0 1 1 0,5
S EGF 3 1 0 1 0,5
=
< EGF 4 0 0 0 0
<
EGF 5 1 0 1 0,5
Toplam 2 1 3 0,3
EGF 1 1 1 2 1
EGF 2 1 2 3 1,5
S EGF 3 2 1 3 1,5
=
T EGF 4 1 1 2 1
N=J
EGF 5 1 2 3 1,5
Toplam 6 7 13 1,3
Tablo 4.4. EGF grubu radyografilerinin 2. Ortopediste gore
degerlendirme bulgular.
Hafta Rat On-Arka Yan Toplam Ortalama
EGF 1 0 0 0 0
EGF 2 0 1 1 0,5
] EGF 3 1 0 1 0,5
=
T EGF 4 0 1 1 0,5
<
EGF 5 1 0 1 0,5
Toplam 2 2 4 0,4
EGF 1 1 1 2 1
EGF 2 2 2 4 2
] EGF 3 2 1 3 1,5
=
T EGF 4 1 1 2 1
o
EGF 5 1 2 3 1,5
Toplam 7 7 14 1.4
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Tablo 4.5. HA grubu radyografilerinin 1. Ortopediste gore degerlendirme

bulgular.
Hafta Rat On-Arka Yan Toplam Ortalama
HA 1 1 0 1 0,5
HA 2 0 0 0 0
S HA3 0 0 0 0
=
= HA 4 0 0 0 0
<
HAS 1 0 1 0,5
Toplam 2 0 2 0,2
HA 1 1 1 2 1
HA 2 0 1 1 0,5
= HA3 1 1 2 1
=
= HA 4 0 1 1 0,5
o
HAS 1 1 2 1
Toplam 3 5 8 0,8

Tablo 4.6. HA grubu radyografilerinin 2. Ortopediste gore degerlendirme

bulgular.
Hafta Rat On-Arka Yan Toplam Ortalama
HA 1 0 0 0 0
HA 2 0 1 1 0,5
= HA 3 0 0 0 0
=
= HA 4 1 0 1 0,5
<
HAS 0 0 0 0
Toplam 1 1 2 0,2
HA 1 1 1 2 1
HA 2 0 1 1 0,5
= HA 3 1 1 2 1
=
= HA 4 0 1 1 0,5
o
HAS 1 1 2 1
Toplam 3 5 8 0,8
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Tablo 4.7. Kombine grubu radyografilerinin 1. Ortopediste gore

degerlendirme bulgular.

Hafta Rat On-Arka Yan Toplam Ortalama
Kombine 1 1 1 2 1
Kombine 2 1 1 2 1
g Kombine 3 2 1 3 1,5
f Kombine 4 2 2 4 2
Kombine 5 2 1 3 1,5
Toplam 8 6 14 1.4
Kombine 1 2 3 5 2,5
Kombine 2 2 2 4 2
E Kombine 3 2 2 4 2
i Kombine 4 2 2 4 2
Kombine 5 2 3 5 2,5
Toplam 10 12 22 2,2

degerlendirme bulgular.

Tablo 4.8. Kombine grubu radyografilerinin 2. Ortopediste gore

Hafta Rat On-Arka Yan Toplam Ortalama
Kombine 1 1 1 2 1
Kombine 2 1 1 2 1
g Kombine 3 2 1 3 1,5
f Kombine 4 2 1 3 1,5
Kombine 5 2 2 4 2
Toplam 8 6 14 7
Kombine 1 2 2 4 2
Kombine 2 2 2 4 2
S Kombine 3 2 2 4 2
i Kombine 4 2 2 4 2
Kombine 5 2 3 5 2,5
Toplam 10 11 21 2,1

70




Her iki ortopedistin gruplar O6zelinde ortalama puanlar1 Tablo 4.9.’da

gosterilmigtir. Direkt radyografilerin sonunda tiim femurlara bilgisayarli tomografi

uygulandi.

Tablo 4.9. iki ayr1 ortopedist tarafindan degerlendirilen radyolojik

bulgularin dagilim.

Hafta Grup 1. Ortopedist 2. Ortopedist
Kontrol 0 0
= EGF 0,3 0,4
=
= HA 0,2 0,2
<3
Kombine 1,4 1,4
Kontrol 0,13 0,38
= EGF 1,3 1,4
S
<
= HA 0.8 0.8
\°
Kombine 22 2,1
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3 boyutlu rekonstriiksiyon sonucu 6. hafta EGF grup ile 4 ve 6. hafta Kombine
grup femurlarmin distal metafizyel bolgelerinde kistler tespit edilmis olup, kistlerin

Olctileri Tablo 4.10.— Tablo 4.11.’de verilmistir. (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Bilgisayarli Tomografi uygulanan femur 6rnekleri. A: EGF grubu -
6. hafta, B: Kombine grup - 6. hafta.
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Tablo 4.10. 3 boyutlu rekonstriiksiyon sonrasi 4. hafta Kombine grupta

tespit edilen kistlerin olgiileri.

Grup Lokasyon Boyut

Kombine 1 Anterior 0,80 mm x 1,11 mm
Kombine 2 Posterior 1,11 mm x 1,74 mm
Kombine 3 Mevcut degil Mevcut degil
Kombine 4 Mevcut degil Mevcut degil
Kombine 5 Anterior 0,92 mm x 0,85 mm

Tablo 4.11. 3 boyutlu rekonstriiksiyon sonrasi 6. hafta EGF ve Kombine

gruplarinda tespit edilen Kistlerin dlgiileri.

Grup Lokasyon Boyut
EGF 1 Anterior 5,29 mm x 3,75 mm
EGF 2 Mevcut degil Mevcut degil
EGF 3 Mevcut degil Mevcut degil
EGF 4 Posterior 3,42 mm x 2,73 mm
EGF 5 Anterior 3,75 mm x 2,97 mm
Kombine 1 Posterior 2,95 mm x 2,70 mm
Kombine 2 Anterior 4,65 mm x 1,93 mm
Kombine 3 Anterior 4,53 mm x 2,52 mm
Kombine 4 Anterior 5,55 mm x 3,51 mm
Posterior 5,32 mm x 3,17 mm
Kombine 5 Anterior 4,90mm x 2,94 mm
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4.2. BIYOMEKANIK BULGULAR

Radyolojik incelemenin ardindan, tiim femurlara 3 nokta biikiilme testi
kullanilarak biyomekaniksel inceleme uygulandi. Biyomekaniksel inceleme sonrasi
elde edilen kuvvet — yerdegistirme verileri kullanilarak grafikler hazirland1 ve

maksimum kuvvet degeri ile katilik degeri hesaplandi (Grafik 4.1.- Grafik 4.6.).

Grafik 4.1. Kontralateral grup biyomekanik bulgu grafigi.
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Grafik 4.2. Kombine grup- 4. hafta biyomekanik bulgu grafigi.
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Grafik 4.3. Kontrol grubu- 6. hafta biyomekanik bulgu grafigi.
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Grafik 4.4. EGF grubu- 6. hafta biyomekanik bulgu grafigi
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Grafik 4.5. HA grubu- 6. hafta biyomekanik bulgu grafigi
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Grafik 4.6. Kombine grup- 6. hafta biyomekanik bulgu grafigi

KOMBINE - 4
60
51,149

50

40
z

2 30
o
—
&

=) 20
x
w
—
(N

10

0

0,1 0 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

-10
FLEXURE EXTENSION (MM)

Maksimum kuvvet, Kontralateral grup i¢in ortalama 145,902 N olarak
hesaplandi. Sirasi ile 4 ve 6. haftalarda Kontrol grubunda ortalama 0 N ile 10,925 N;
EGF grubunda ortalama 0 N ile 17,700 N; HA grubunda 0 N ile 16,201 N; Kombine
grupta ise 18,812 N ile 58,183 N olarak hesaplandu.

Katilik degeri, Kontralateral grup icin ortalama 331,737 N/mm olarak
hesaplandi. Sirasi ile 4. ve 6. haftalarda Kontrol grubunda ortalama 0 N ile 36,368
N/mm; EGF grubunda ortalama 0 N ile 36,133 N/mm; HA grubunda 0 N ile 36,284
N/mm; Kombine grupta ise 56,115 N/mm ile 94,120 N/mm olarak hesaplandi.

Tim gruplarin maksimum kuvvet ve katilik degerleri Tablo 4.12.-4.16.’da

ortalama degerleri de Tablo 4.17.’de verilmistir.
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Tablo 4.12. Kontralateral gruba uygulanan biyomekaniksel testlerin

degerlendirme bulgular.

Rat Maksimum Kuvvet (N) Katilik (N/mm)
Kontralateral 1 149,035 233,060
Kontralateral 2 147,235 238,914
Kontralateral 3 144,273 419,553
Kontralateral 4 143,063 435,422

Ortalama 145,902 331,737

Tablo 4.13. Kontrol gruba uygulanan biyomekaniksel testlerin

degerlendirme bulgulari.

Hafta Rat Maksimum Kuvvet (N) Katiik (N/mm)
Kontrol 1 0 0
Kontrol 2 0 0

§ Kontrol 3 0 0

= Kontrol 4 0 0
Ortalama 0 0
Kontrol 1 11,427 22,020
Kontrol 2 9,253 64,177

§ Kontrol 3 12,105 39,994

e Kontrol 4 10,916 19,282
Ortalama 10,925 36,368
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Tablo 4.14. EGF gruba uygulanan biyomekaniksel testlerin

degerlendirme bulgular.

Hafta Rat Maksimum Kuvvet (N) Katiik (N/mm)
EGF 1 0 0
EGF 2 0 0
= EGF 3 0 0
=
= EGF 4 0 0
<
EGF 5 0 0
Ortalama 0 0
EGF 1 17,740 31,759
EGF 2 18,110 26,845
g EGF 3 13,331 18,018
]
= EGF 4 19,965 54,085
o
EGF 5 19,356 49,958
Ortalama 17,700 36,133

Tablo 4.15. HA gruba uygulanan biyomekaniksel testlerin degerlendirme

bulgular.
Hafta Rat Maksimum Kuvvet (N) Katihik (N/mm)
HA 1 0 0
HA 2 0 0
S HA 3 0 0
=
T HA 4 0 0
<
HA S 0 0
Ortalama 0 0
HA 1 19,698 34,652
HA 2 16,104 31,030
E HA3 13,237 25,161
<
T HA 4 13,714 52,087
o
HA S 18,254 38,488
Ortalama 16,201 36,283
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Tablo 4.16. Kombine gruba uygulanan

degerlendirme bulgular.

biyomekaniksel testlerin

Hafta Rat Maksimum Kuvvet (N) Katihik (N/mm)
Kombine 1 18,031 54,488
Kombine 2 14,571 52,870
g Kombine 3 23,208 60,587
f Kombine 4 16,267 55,547
Kombine 5 21,984 57,085
Ortalama 18,812 56,115
Kombine 1 50,606 80,15815
Kombine 2 65,945 52,413
g Kombine 3 59,367 141,9173
f Kombine 4 51,149 100,9622
Kombine 5 63,849 95,14875
Ortalama 58,183 94,120
Tablo 4.17. Tim gruplara uygulanan biyomekaniksel testlerin
degerlendirme ortalamalar.
Hafta Grup Maksimum Kuvvet (N) Katihik (N/mm)
Kontralateral 145,902 331,737
Kontrol 0 0
% EGF 0 0
= HA 0 0
<
Kombine 18,812 56,115
Kontrol 10,925 36,368
& EGF 17,700 36,133
i HA 16,201 36,284
Kombine 58,183 94,120
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4.3. HISTOLOJIiK BULGULAR

Biyomekaniksel incelemenin ardindan, tim femur ornekleri, kirik hattinin 1
cm proksimal ve distalini kapsayacak sekilde kesildi. Tiim 6rnekler 2 parcaya ayrilarak
histolojik inceleme i¢in hazirlandi. Hazirlanan kesitler Isik Mikroskopisinde incelendi

(Sekil 4.4.-Sekil 4.12.)

Sekil 4.4. Kontralateral grup histopatolojik 6rneginin Hematoksilen & Eozin

ile boyal1 gortiniimii.
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Sekil 4.5. 4. hafta Kontrol grubu histopatolojik 6rneginin Hematoksilen &

Eozin ile boyal1 goriiniimii. Fibroz doku olusumu izlenmektedir.

Sekil 4.6. 6. hafta Kontrol grubu histopatolojik 6rneginin Hematoksilen &

Eozin ile boyal1 goriiniimii. Fibroz doku hakimiyeti izlenmektedir.
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Sekil 4.7. 4. hafta EGF grubu histopatolojik drneginin Hematoksilen & Eozin

ile boyal1 goriiniimii. Kikirdak doku olusumu izlenmektedir.

Sekil 4.8. 6. hafta EGF grubu histopatolojik 6rneginin Hematoksilen & Eozin

ile boyal1 gortiniimii. Kikirdak doku hakimiyeti izlenmektedir.
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Sekil 4.9. 4. hafta HA grubu histopatolojik 6rneginin Hematoksilen & Eozin

ile boyal1 goriiniimii. Kikirdak doku olusumu izlenmektedir.

Sekil 4.10. 6. hafta HA grubu histopatolojik 6rneginin Hematoksilen & Eozin

ile boyal1 gortiniimii. Kikirdak doku hakimiyeti izlenmektedir.

84



Sekil 4.11. 4. hafta Kombine grup histopatolojik 6érneginin Hematoksilen &

Eozin ile boyal1 goriiniimii. Yeni kemik doku olusumu izlenmektedir.

Sekil 4.12. 6. hafta Kombine grup histopatolojik drneginin Hematoksilen &

Eozin ile boyal1 goriiniimii. Yeni kemik doku hakimiyeti izlenmektedir.
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Isik Mikroskopisi bulgulart Huo ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan [85]
skorlama sistemi kullanilarak, Atilim Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji A.D. dgretim

tiyesi Prof. Dr. Mustafa SARGON tarafindan siiflandirildi.

Isik Mikroskopisi inceleme degeri, Kontralateral grup i¢in ortalama 1 puan
olarak hesaplandi. Sirasi ile 4. ve 6. haftalarda Kontrol grubunda ortalama 1 puan ile
2 puan; EGF grubunda ortalama 3,6 puan ile 3,8 puan; HA grubunda 3 puan ile 3,4

puan; Kombine grupta ise 5,2 puan ile 6,6 puan olarak hesaplandi.

Tiim gruplarin histolojik inceleme degerleri Tablo 4.18.-4.22.’de, ortalama
degerleri Tablo 4.23.’te verilmistir.

Tablo 4.18. Kontralateral grup histolojik degerlendirme bulgulari.

Rat Huo Simiflama Skoru
Kontralateral 1 1
Kontralateral 2 1
Kontralateral 3 1
Kontralateral 4 1

Ortalama 1
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Tablo 4.19. Kontrol grubu histolojik degerlendirme bulgulari.

Hafta Rat Huo Simiflama Skoru
Kontrol 1 1
Kontrol 2 1
s
= Kontrol 3 1
==
= Kontrol 4 1
Ortalama 1
Kontrol 1 2
Kontrol 2 2
]
= Kontrol 3 2
=n
hd Kontrol 4 2
Ortalama 2
Tablo 4.20. EGF grubu histolojik degerlendirme bulgulari.
Hafta Rat Huo Simiflama Skoru
EGF 1 3
EGF 2 3
o] EGF 3 4
=
= EGF 4 4
<
EGF 5 4
Ortalama 3,6
EGF 1 4
EGF 2 4
S EGF 3 4
=
= EGF 4 4
o
EGF 5 3
Ortalama 3.8
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Tablo 4.21. HA grubu histolojik degerlendirme bulgulari.

Hafta Rat Huo Smiflama Skoru
HA 1 3
HA 2 3
s HA3 3
=
= HA 4 3
<t
HAS 3
Ortalama 3
HA 1 4
HA 2 4
s HA 3 3
=
T HA 4 3
\©
HAS 3
Ortalama 34

Tablo 4.22. Kombine grubu histolojik degerlendirme bulgulari.

Hafta Rat Huo Smiflama Skoru
Kombine 1 5
Kombine 2 5
s Kombine 3 5
=
I. Kombine 4 5
<
Kombine 5 6
Ortalama 52
Kombine 1 7
Kombine 2 7
s Kombine 3 7
=
I. Kombine 4 6
\©
Kombine 5 6
Ortalama 6,6
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Tablo 4.23. Tiim gruplara uygulanan histolojik inceleme ortalamalari.

Hafta Grup Huo Smiflama Skoru
Kontralateral 1
Kontrol 1
s EGF 3,6
=
= HA 3
<
Kombine 52
Kontrol 2
] EGF 3.8
=
= HA 3.4
o
Kombine 6,6

Femur kesitlerinden alinan 6rneklerin SEM inceleme bulgular kalitatif olarak

degerlendirildi (Sekil 4.13.—Sekil 4.21.). Degerlendirme bulgular1 Tablo 4.24’te

verilmistir.

ﬂm Atilim University - Metal Forming Center of Excellence
EHT=1500kV  Detector = SE1 WD = 12.5 mm Mag= 500X Date :10 Dec 2019

Sekil 4.13. Kontralateral grup SEM goriintiisii. Kirik ucu gozlenmektedir.
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— Atilim University - Metal Forming Center of Excellence
EHT=15.00kv  Detector= SE1 WD = 18.0 mm Mag= 500X Date :10 Dec 2019

Sekil 4.14. 4. hafta Kontrol grubu SEM goriintiisii. Kirik ucunda fibréz doku

gozlenmektedir.

= | R
Atilim University - Metal Forming Center of Excelfence
EHT= 500kV  Detector=SE1 WD =20.0mm Mag= 500X Date :26 Dec 2019

Sekil 4.15. 6. hafta Kontrol grubu SEM goriintiisii. Kirik ucunda eser miktarda

yeni olusan kemik doku gozlenmektedir.
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20 um

Atifim University - Metal Forming Center of Excelfence
EHT =15.00kV  Detector = SE1 WD = 8.5mm Mag= 500X Date :10 Dec 2019

Sekil 4.16. 4. hafta EGF grubu SEM goriintiisii. Kirik hatt1 c¢evresinde

trabekiiler kemik doku artis1 gozlenmektedir.

Alilim University - Metal Forming Center of Excellence
EHT= 500kvV  Detector = SE1 WD = 17.0 mm Mag= 500X Date :26 Dec 2019

Sekil 4.17. 6. hafta EGF grubu SEM goriintiisii. Kirik hatti ¢evresinde yaygin

trabekiiler kemik doku artis1 gozlenmektedir.
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EHT=15.00kV  Detector = SE1 WD = 10.0 mm Mag= 500X Date :10 Dec 2019

Sekil 4.18. 4. hafta HA grubu SEM goriintiisii. Kirik hatt1 ¢evresinde yaygin

fibroz doku lifleri gozlenmektedir.

Zum Atilim University - Metal Forming Center of Excellence

EHT=1500kv  Detector= SE1 WD = 16.0 mm Mag= 500X Date :26 Dec 2019

Sekil 4.19. 6. hafta HA grubu SEM goriintiisii. Kirik hatt1 ¢evresinde yaygin

fibr6z doku ve trabekiiler kemik doku olusumu gézlenmektedir.
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Z0pm Atilim University - Metal Forming Center of Excellence

EHT =15.00kV  Detector = SE1 WD = 8.5mm Mag= 500X Date :10 Dec 2019

Sekil 4.20. 4. hafta Kombine grup SEM goriintiisii. Yaygin yeni orgii kemik

doku olusumu goézlenmektedir.

Atilim University - Metal Forming Center of Excellence
EHT= 500kV  Detector = SE1 WD = 17.0 mm Mag= 500X Date :26 Dec 2019

Sekil 4.21. 6. hafta Kombine grup SEM goriintiisii. Yaygin yeni trabekiiler

kemik doku olusumu gézlenmektedir.
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Tablo 4.24. Tiim gruplara uygulanan SEM histolojik inceleme kalitatif

degerlendirme bulgular.

Hafta Grup SEM inceleme bulgular:
Kontralateral Kirik uglar1 gozlenmekte
Kontrol Kirik uglar1 gézlenmekte
= EGF Trabekiiler yap1 gozlenmekte
S
= HA Bag dokusu lifleri ve fibroz doku gozlenmekte
<
Kombine Olusmus yeni kemik doku ve nadir kapanmamis
alan mevcudiyeti gozlenmekte
Kontrol Yiizeyde az miktarda kemik doku gdzlenmekte
EGF Olusmus yeni kemik doku gdzlenmekte
<
E HA Fibr6z doku ve olusmus yeni kemik dokusu
. gozlenmekte
o
Kombine Zengin trabekiiler kemik doku ve olugsmus yeni
kemik doku gézlenmekte

EGF ve Kombine gruplarinda, sakrifikasyon sonucu uygulanan rezeksiyon
sonucunda, kemik doku ve kas doku arasinda partikiiler yap1 gozlendi. Partikiiler

yapinin histopatolojik incelemesinde kemik doku oldugu saptandi ve herhangi bir

malignite bulgusuna rastlanmadi (Fotograf 4.22.).

Fotograf 4.22. Sakrifikasyon sonucu kemik dokuda goriilen partikiiler yapi.
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4.4. ISTATISTIKSEL BULGULAR

Yapilan istatistiksel degerlendirmede Kontralateral grup, Kontrol grubu, EGF
grubu, HA grubu ve Kombine grup hem kendi iclerinde ve hem de birbirleri ile
karsilikli olarak incelenmistir. EGF grubu, HA grubu ve Kombine grup, yapilan
‘Kruskel Wallis’ testine gore dordiincii ve altinci hafta sonuglari agisindan istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Radyolojik bulgular ele alindiginda, iki bagimsiz ortopedist tarafindan
Lane-Sandhu siniflama sistemine gore skorlanan gruplarin sonuglar1 ‘Student’s T-test’
kullanilarak incelenmistir. Inceleme sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik olmadigr goézlenmistir (p=0,373). Bu nedenle her iki ortopedist
tarafindan tanimlanan sonuglarin ortalamast kullanilarak istatistiksel analiz

uygulanmaistir.

Tim gruplarin kendi aralarindaki istatistiksel analizi ‘Mann-Whitney’ testi

kullanilarak incelenmistir. (Tablo 4.25.-Tablo 4.28.)
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Tablo 4.25. Tiim gruplarin istatistiksel dagilimlari.

Radyoloji Maksimum Kuvvet Katihik (N/mm) Histoloji
Median N Ortalama Median
(Minimum - Ortalama (Standart Sapma) | (Minimum -
Maksimum) (Standart Sapma) Maksimum)
Kontra X 145,9 331,74 1,0
Lateral (£2,73) (£ 110,78) (1,0-1,0)
Kontrol 0 0 0 1,0
0-0) 0-0) 0-0) (1,0-1,0)
EGF 0,5 0 0 4,0
- (0-0,5) 0-0) 0-0) (3,0-4,0)
s HA 0.25 0 0 3.0
~ (0-0,25) 0-0) 0-0) (3,0-3,0)
Kombine 1,5 18,81 56,11 5,0
(1-1,75) (% 3,69) (+2,93) (5,0 -6,0)
Kontrol 0,12 10,92 36,37 2,0
(0-0,75) (= 1,21) (= 20,69) (2,0-2,0)
EGF 1,5 17,70 36,13 4,0
& (1-1,75) (+2,60) (+15,38) (3,0-4,0)
i HA 1 16,20 36,28 3,0
0,5-1) (+2,80) (+10,11) (3,0-4,0)
Kombine 2 58,18 94,11 7,0
(2-2,5) (= 7,08) (* 32,66) (6,0-17,0)
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Tablo 4.26. 4. hafta gruplarimin Mann-Whitney test sonuglari.

Gruplar Radyoloji Maksimum Katihk Histoloji
Kuvvet
Kontralateral - Kontrol X p=10,014 p=10,014 p = 1,000
Kontralateral - EGF X p = 0,007 p=0,007 p =10,009
Kontralateral - HA X p =0,007 p=0,007 p =0,005
Kontralateral - Kombine X p=10,014 p=10,014 p=0,007
Kontrol - EGF p=10,028 p = 1,000 p = 1,000 p=0,009
Kontrol - HA p=10,024 p = 1,000 p = 1,000 p = 0,005
Kontrol — Kombine p=10,010 p=0,011 p=10,011 p=0,007
EGF - HA p=0,174 p = 1,000 p=1,000 p = 0,050
EGF - Kombine p = 0,008 p = 0,005 p =0,005 p =0,006
HA - Kombine p=0,007 p = 0,005 p = 0,005 p =0,004

Tablo 4.27. 6. hafta gruplarinin Mann-Whitney test sonuclari.

Gruplar Radyoloji Maksimum Katihk Histoloji
Kuvvet
Kontralateral - Kontrol X p=10,021 p=0,021 p=0,008
Kontralateral - EGF X p=10,014 p=10,014 p=0,007
Kontralateral - HA X p=10,014 p=10,014 p =0,009
Kontralateral - Kombine X p=10,014 p=10,014 p=0,009
Kontrol - EGF p=10,013 p=10,014 p = 1,000 p=0,007
Kontrol - HA p = 0,044 p=10,014 p=10,806 p = 0,009
Kontrol - Kombine p=0,012 p=10,014 p =0,027 p =0,009
EGF - HA p =0,033 p=0,465 p=0,917 p=0,221
EGF - Kombine p =0,008 p =0,009 p=0,016 p=0,006
HA - Kombine p=0,007 p =0,009 p = 0,009 p=0,007
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Tablo 4.28. 4. ve 6. hafta gruplarinin kendi aralarinda Mann-Whitney test

sonuclari.
Gruplar Radyoloji Maksimum Katihk Histoloji
Kuvvet
Kontrol p=0,131 p=10,014 p=10,014 p =0,008
EGF p = 0,008 p = 0,005 p = 0,005 p=0,513
HA p = 0,006 p = 0,005 p = 0,005 p=0,134
Kombine p =10,008 p=10,009 p=0,117 p=10,011

Radyolojik bulgular incelendiginde; 4. haftada tiim gruplarin radyolojik
kaynama skorlari, Kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamlidir (p<0,05). Ancak

EGF ve HA gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi.

6. haftada, tiim gruplarin radyolojik kaynama skorlar1 Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir. Yine 6. haftada, 4. haftadan farkli olarak,
EGF grubunun radyolojik kaynamast HA grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0,05).

Radyolojik a¢idan tiim gruplar 4. ve 6. haftalarda kendi aralarinda
incelendiklerinde, Kontrol grubu hari¢ diger tiim gruplarda kaynama istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0,05). (Grafik 4.7.)
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Grafik 4.7. Radyolojik bulgularin istatistiksel dagilimi.
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Biyomekanik bulgular incelendiginde; 4. haftada tiim gruplarin maksimum
kuvvet ve katilik degerlerinin Kontralateral gruba gore anlamli oldugu gozlendi
(p<0,05). Ancak Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, EGF ve HA gruplarinda
anlamli farklilik gézlenmedi. Ek olarak, Kombine grup ile Kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p<0,05). EGF grubu ile HA grubu
arasinda da anlamli farklilik bulunmamasina karsin, Kombine grup ile EGF ve HA

gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlendi (p<0,05).

6. haftada da tiim gruplarin maksimum kuvvet ve katilik degerlerinin
Kontralateral gruba gore anlamli oldugu goézlendi (p<0,05). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, maksimum kuvvet acisindan EGF ve HA gruplarinda anlaml
farklilik gozlense de (p<0,05) katilik agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmadi. Buna kargin, Kombine grup ile Kontrol grubu arasinda hem maksimum
kuvvet hem de katilik acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlendi (p<0,05).
EGF grubu ile HA grubu arasinda da anlamli farklilik bulunmaz iken, Kombine grup

ile EGF ve HA gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlendi (p<0,05).
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Tiim gruplarin kendi aralarinda 4. ve 6. hafta sonuclar1 karsilastirildiginda,
Kontrol, EGF ve HA gruplarinda istatistiksel olarak anlamli farklilhik gozlendi
(p<0,05). Ancak, Kombine grupta maksimum kuvvet agisindan anlamli farklilik
gozlense de (p<0,05), katilik acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.

(Grafik 4.8., Grafik 4.9.)

Histolojik sonuglar incelendiginde, 4. haftada 151tk mikroskopisinde
Kontralateral grup ile Kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmad.

Ancak diger tiim gruplar arasinda anlamli iligki saptand1 (p<0,05).

6. haftada ise tiim gruplar Kontralateral ve Kontrol gruplan ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis saptandi (p<0,05). Ancak EGF

grubu ile HA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmada.

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda, Kontrol grubu ile Kontralateral
gruplarda anlamli bir artig saptandi (p<0,05). Ancak EGF ve HA gruplarinda anlamli
bir artis saptanmadi. (Grafik 4.10.)

Grafik 4.8. Maksimum kuvvet bulgularinin istatistiksel dagilimi.
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Grafik 4.9. Katilik bulgularinin istatistiksel dagilima.
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5. TARTISMA

Kirik iyilesmesi, ayrintilar1 halen tam olarak aydinlatilamamis, karmagik ve
dinamik bir siiregtir. Bu mekanizmanin tam olarak aydinlatilmasi, tedavi siirecinin
hizlandirilmasi agisindan 6nemlidir. Bu nedenle son yillarda kirik iyilesme siirecine
potansiyel katki sunabilecek c¢esitli kimyasal, hormonal ve biyolojik ajanlar {izerine
yapilan arastirmalar oldukga artmistir. Giincel literatiir g6z Oniine alinarak, s6z konusu
biyolojik siireci hizlandirmak amaci1 ile, Epidermal Biiyiime Faktorii'niin ve
Hyaliironik Asit’in potent ajanlar olarak kullanilabilirligini arastiran deneysel

calismamiz gergeklestirilmistir.

Ortopedik caligmalarda kirik iyilesmesini arastirmak i¢in deneysel hayvan
kullanimi, literatiirde olduk¢a yaygindir. Tarihsel olarak, ilk kez Jackson ve
arkadaslarinin 1970 yilinda ratlarda pndmatik pres kullanarak olusturduklar1 kapali
femur kirig1 modeli glindeme gelmistir [86]. 1984 yilinda Bonnarens ve arkadaglarinin
ratlarda, dizden retrograd intramediiller pin uygulamasi sonrasi giyotin ile kirik
olusturarak tanimladiklar1 yeni modellerinde; kirik hattinin standart olmamasi ve buna
baglh olarak kallus dokusunun standardize edilememesinin yami sira, derin doku
enfeksiyonu ve Oliim gibi komplikasyonlara da sik rastlanmistir [87,88]. Bu
kisithiliklar ve komplikasyonlar goz Oniine alindiginda, calismamizda daha duyarl
karsilagtirma yapabilmek ve deneklerin perioperatif donemde yasamlarini
stirdiirebilmeleri saglamak amaci ile bu yontem yerine agik osteotomi modeli tercih

edilmistir.

Neagu ve arkadaglari ile Claes ve arkadaslarinin kullanmis olduklar1 agik
femoral osteotomi modeli uygulanan ¢alismamizda, daha standardize bir kirik hatti
elde edilmis, derin doku enfeksiyonu ve buna bagl 6liim goriilmemistir [77, 78]. Bu
komplikasyonlarin goriilmemesinde; genel perioperatif asepsi — antisepsi kurallarina
titizlikle uyulmasi, postoperatif donemde laboratuvar kurallar1 geregince denek
kafeslerinin sik araliklarla temizlenmesi ve giinliik denek takibinin de etkileri
goriilmiistiir. Ancak, literatiirlerde karsilagilan perioperatif kanama, hipovolemik sok

ve buna bagli 6liim gibi komplikasyonlarin da dikkate alinmasina ragmen, ilk 24 saatte
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8 adet olmak iizere toplamda 10 denekte eksitus gdzlenmistir. Bu komplikasyonlarin

goriilmemesi icin gelecek caligsmalarda ek 6nlem alinmasi 6nerilmektedir.

Travma sonrasi olugsan kirik hematomunda, hem periferik kandan hem de
intramediiller bolgeden go¢ eden inflamatuvar hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler ve
etki eden bliylime faktorleri, inflamatuvar cevap olusturarak, iyilesme siirecini
baslatmaktadir. Bu siirecin hizlandirilmasi i¢in olas1 etkili faktorler son yillarda
detaylica arasgtirilmistir [89]. Calismamizin ince noktasi, son yillarda popiilerlik
kazanan ve yapilan calismalarla 6nemi artan EGF ve HA’nin ekzojen olarak kirik

hattina uygulanmasidir.

Kirik iyilesmesinde gorevli hiicrelerin gogii, cogalmasi, kemotaksisi,
farklilagmasi, inhibisyonu ve hiicre dis1 protein sentezi gibi molekiiler kaskatlarinin
diizenlenmesinde ¢esitli faktorler etki etmektedir [90]. Interlokin-1 ve 6 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin yani sira, Insiilin Benzeri Biiyiime Faktori-1 ve 2,
Trombosit Kokenli Biiylime Faktorii, Fibroblast Biiyiime Faktorii, Fibronektin,
Matriks Metalloproteinaz gibi faktorlerin arttig1 da histolojik olarak gdsterilmistir [91]
Olusan iyilesme dokusunun beslenmesi i¢in gereken vaskiilarizasyon ise FGF,
Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii ve Anjiopoietin 1 ve 2 tarafindan
saglanmaktadir [92]. Etkileri bilinen bu faktorlerin disinda, calismamizda, kirik
iyilesmesindeki olasi rolleri halen tam olarak aydinlatilmamis olan EGF kullanilmustir.
Calismamizda, EGF nin kirik iyilesmesi tizerindeki etkileri makro diizeyde incelenmis
olup, molekiiler kaskadlardaki rolii ortaya konulmamustir. Ileri calismalarda, bu
faktorlerle de kombinasyon saglanarak, mikro diizeyde de arastirilmasi

amaclanmaktadir.

FGF ailesinden 6zellikle FGF-2’nin kemik doku iizerine mitojen oldugunu
gosteren caligmalar mevcuttur. Sistemik olarak enjekte edilen FGF-2’nin ratlar
tizerinde kemik olusumunu artirdig1 gosterilmistir [94]. Kawaguchi ve arkadaslarinin
ulnar osteotomi uygulanan primatlar iizerinde yaptiklart deneysel c¢aligmalarinda,
FGF-2 enjekte edilen deneklerde, kontrol grubuna kiyasla iyilesmenin histolojik,
radyolojik ve biyomekaniksel (mukavemet, katilik) incelemelerde anlamli olarak
yiiksek oldugu gdsterilmistir [95]. Benzer incelemelerin uygulandigi calismamizda da,

EGF’nin kirik kaynamasini artirdigi gosterilmistir. Ancak literatiirde EGF ve FGF’nin
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gerek etki mekanizmalarimi karsilagtiran, gerek ise kombinasyonlarinin etkileri ile

ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Yapilan calismalarda VEGF’ nin olusan kemik dokusunun
vaskiilarizasyonunda etkili oldugu ve hiicre dis1 matrikste bulundugu gosterilmistir.
Street ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada, VEGF’nin kirik hematomunda,
plazmaya nazaran 15 kata kadar daha fazla oldugu bildirilmistir [96]. VEGF iizerine
yapilan 2 ayr1 ¢alismada, VEGF nin notrofil ve makrofaj kemotaksisini artirdigi ve
kemik iligindeki siniizoidlerde gecirgenligi artirdigi gosterilmistir [97, 98]. Ayrica,
VEGF, hem makrofaj sistemi iizerinden dolayli olarak hem de dogrudan endotelyal
sistemi aktiflestirerek vaskiilarizasyonu artirmaktadir. Ancak literatiirde EGF’nin bu
hiicreler {izerindeki etkileri ile ilgili bir kanit bulunamamistir. Ek olarak, farelerde
uygulanan femoral kirik modelinde, VEGF inhibisyonu sonucu, kikirdak
doniigsiimiiniin geciktigi ve yumusak kallusun sert kallusa doniisiimiiniin bozuldugu
gosterilmistir [99]. VEGF’nin osteoklast farklilasmasini destekledigi ve kemik
rezorpsiyonunu artirdigi bildiren in-vivo ve in-vitro ¢alismalar da mevcuttur [100,
101]. Kaigler ve arkadaslar tarafindan yayinlanan deneysel bir ¢alismada, VEGF
emdirilmis c¢at1 kullanilan kemik defektlerinde, kirik bdlgesinde yeni damar
olusumunun arttigt ve yeni kemik olusumunun uyarildig1 histolojik olarak
gosterilmistir [102]. Benzer olarak ¢alismamizda, EGF’nin ¢ati ile birlikte kullanilarak
uzun salimimi saglandiginda, yeni kemik olusumunu uyardig1 gosterilmistir. Ancak,
anjiyogenez iizerindeki etkilerini gosterebilecek bir inceleme yapilamamistir. Bu
nedenle, gelecek caligmalarda, hem EGF’nin kirik iyilesmesinde anjiogenez
tizerindeki etkilerinin, hem de VEGF ile kombinasyonunun sonuglarinin arastirilmasi

planlanmaktadir.

Kirik iyilesmesinin erken safhasinda trombositlerden salgilanan PDGF’nin de
kirik hattinda bulundugu bilinmektedir. Yapilan in-vitro c¢aligmalarda, PDGF’nin
osteoblastlar i¢in mitojenik oldugu gosterilmistir [103]. Nash ve arkadaslarinin
tavsanlarda uyguladigi unilateral tibial osteotomi modelinde, PDGF emdirilmis
kollajen cat1 uygulanan grupta iyilesmenin biyomekaniksel (mukavemet, katilik) ve
histolojik incelemelerde anlamli olarak yiiksek oldugu gosterilmistir [104]. Benzer
sekilde, EGF’nin kollajen cat1 ile kombine olarak uygulandiginda, kirik iyilesmesini

biyomekanik, histolojik ve radyolojik dl¢eklerde artirdig1 ¢alismamizda gosterilmistir.
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Bu nedenle, EGF ve PDGF’nin osteoblastlar iizerindeki etkilerinin korele oldugu

dikkate alinmalidir.

Biiylime hormonunun ve IGF ailesinin de iskelet sistemi gelisiminde 6nemli
bir rol oynadig1 bilinmektedir. Osteoporoz tedavisinde de kullanilmakta olan biiylime
hormonunun, kirik iyilesmesi iizerindeki etkileri de arastirilmaktadir. Kemikte etkili
olan form IGF-2 olsa da, kirik iyilesmesinde IGF-1’in daha potent oldugu bildirilmistir
[108]. Bak ve arkadaslarinin, biyosentetik insan biliyiime hormonunun ratlarda kirik
iyilesmesi {lizerindeki etkilerinin arastirildigt deneysel ¢alismalarinda, kirik
iyilesmesinin biyomekaniksel (mukavemet, katilik) olarak kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde arttig1 gosterilmistir [109]. Ote yandan, Carpenter ve arkadaslarinin
tavsan tibial osteotomi modeli kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarinda, intramuskiiler
uygulanan IGF-1’in kaynama iizerinde biyomekaniksel olarak anlamli etki
olusturmadigi bildirilmistir [110]. Ancak, ¢alismamizda, kirik hattina lokal EGF
uygulamasinin IGF-1’in aksine, kirik iyilesmesini biyomekanik olarak da artirdigi

gosterilmistir.

Polipeptid yapida bir biiylime faktorii olan EGF ilk kez 1962 yilinda Dr.
Stanley Cohen tarafindan erkek fare submandibuler tiikiiriik bezinden izole edilmistir
[111]. Ayrica EGF, endojen olarak bobrek ve tiroid bezinde bol miktarda
bulunmaktadir. [112]. EGF’nin etkileri hakkinda giincel bilgilerin ¢ogu da, deneysel
hayvan caligsmalar1 sonucunda elde edilmistir. EGF-Reseptorii eksik farelerde cilt,
akciger, GIS kanali epitelinde defekt, coklu organ yetmezligi ve ndrodejenerasyon
gelistigi bildirilmistir [113, 114] Ayrica EGF-Reseptorii eksik farelerde, embriyonik
gelisim ve organogenezde defekt oldugu ve coklu organ yetmezligi nedeni ile in-utero
eksitus bildirilmistir [57]. Calismamizda, ekzojen EGF’nin kirik iyilesmesinde
goriilen potent etkisi nedeni ile, kirik iyilesmesinin ¢esitli asamalarinda da EGF

reseptoriinlin eksprese oldugu ¢ikarimina varmak miimkiindiir.

EGF’nin sinir sistemi ilizerine olan etkileri de pek ¢ok farkli ¢alismada
incelenmistir. EGF santral sinir sisteminde kok hiicre c¢ogalmasini, ndron
farklilasmasini saglayan norotrofik bir biiylime faktoriidiir [115, 116]. Ratlarda travma
sonrast hasarda EGF’nin etkisinin aragtirildig1 bir ¢alismada, EGF ile tedavi edilen

deneklerde noronal hiicre kaybinin azalmasi ile birlikte biligsel fonksiyonlarda da
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anlamli bir iyilesme oldugu gosterilmistir [117, 118]. Sibilia ve arkadaslar1 ile Nieto-
Sampedro ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmalarda, EGF’nin astrositlerin
cogalmasinda ve farklilagmasinda etkili oldugu bildirilmistir [114, 119]. Ayrica
EGF’nin oligodendrosit gelisiminde de 6nemli oldugu bildirilmistir [120]. Zhang ve
arkadaslari tarafindan yapilan giincel bir ¢alismada, ratlarda akut omurilik yaralanmasi
sonrast EGF uygulanmasimin, kan-omurilik bariyer gecirgenliginin bozulmasini
onledigi ve lokomotor aktiviteyi artirdigi gosterilmistir [57]. Calismamizda EGF nin
osteoblast-osteoklast harmonizasyonu sonucu kirik iyilesmesinde goriilen olumlu
etkisinin, akut omurilik yaralanmalar1 sonrasi bu calismada belirtilen lokomotor
aktivite artigina paralellik gosterdigi diisiiniilmektedir. Li ve arkadagslarinin yaptigi bir
caligmada, Spina Bifida modeli olusturulmus ratlarda EGF iiretiminin azaldig
gosterilmistir [121]. Kemik biitlinliiglintin bozuldugu Spina Bifida patolojisinde
goriilen bu duruma paralel olarak, EGF’nin kemik hiicreleri iizerinde harmonize bir

etkisi oldugu goriisiimiizli desteklemektedir.

Yapilan c¢alismalarda EGF’nin hormon salimiminda da etkisi oldugu
gosterilmigtir. Ratlar tlizerinde yapilan deneysel calismalarda, EGF’nin hipofiz
kortikotrop [122], gonodotrop [123] ve laktotrop [122] proliferasyonunu artirdigi ve
ayrica ACTH [123], TSH [124] ve prolaktin [125] salgilanmasini arttirdigi
gosterilmistir. EGF’nin rat hipofizinden GH salgilanmasini1 da artirdigi bildirilmistir
[126]. EGF’nin hormonlar iizerindeki bu pozitif geri besleme etkisi de, endokrin
sistem ile yakindan iliskili olan kirik iyilesmesi iizerine potent etkisini

desteklemektedir.

EGF’nin; epitel, endotel, fibroblast, kondrosit ve diiz kas hiicrelerinde DNA
sentezini uyararak bu hiicrelerin ¢ogalmalarini uyardigi bildirilmistir [111, 112].
EGF’nin ince bagirsak epitel hiicrelerinin bazolateral membranlarini uyararak ve
sodyum kanal {iretimlerini artirarak sodyum emilimini artirdig1 gosterilmistir [127].
Saito ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise, EGF reseptorii bloke edilmis ratlarda,
kondrositlerin olgunlasmasinda bozulma goézlendigi ve biiylime plaklarinda defekt
gelistigi bildirilmistir [128]. Yasuda ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, TGF
ile kombine EGF uygulamasinin, 6n ¢apraz bag tendon-greft sag kalimini artirdig

bildirilmistir [129]. Yine benzer mekanizmalar ile, kirik alaninda bulunan hiicrelerde

106



bloke olmamis EGF reseptorlerinin ekzojen EGF ile uyariminin kirik iyilesmesine

potent etki yapabilecegi ¢alismamizda gosterilmistir.

Bildirilen bu etkilerinin iizerine, EGF, baz1 hastaliklarin tedavileri amaci ile
gesitli calismalarda kullanilmistir. EGF’nin fibroblastlar tizerindeki etkisi ile
graniilasyon dokusunun olusumunu artirarak ve yeni damar olusumunu artirarak yara
tyilesmesini hizlandirdig1 yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir [130]. Atlarda yapilan
deneysel bir calismada, korneaya lokal olarak uygulanan EGF’nin endotelyal hiicre
cogalmasini uyararak iyilestirmeyi hizlandirdig1 gosterilmistir [131]. Diyabetik yara
tedavisinde de rekombinant EGF preparatlari lokal olarak uygulanmaktadir [132, 133].
Kim ve arkadaglar1 tarafindan yapilan g¢alismada, EGF’nin yasli deri {izerinde
rejenasyon sagladigi bildirilmistir [134]. Siklikla lokal olarak kullanilan EGF’nin,
sistemik dolasima gecmeden kirik iyilesmesi iizerine etkili olabilecegi de

calismamizda gosterilmistir.

EGF’nin kemik dokusu iizerine etkileri de ¢esitli ¢calismalarda bildirilmistir.
Yapilan in-vitro ¢aligmalarda, aktive edilmis EGF reseptorlerinin biiylime plagindaki
kondrositlerin ¢ogalmasini artirdig1 gosterilmistir [135, 136]. Ratlarda yapilan bagka
bir calismada, EGF-Reseptorii eksik deneklerde, hipertrofik kondrosit alaninda
anlamli bir artig goriilmiis ve EGF’nin kondrosit olgunlagsmasimi engelledigi
gosterilmistir [114]. Kikirdak dokudaki etkisine paralel olarak, calismamizda kirik
alanindaki hiicrelerde EGF reseptorlerinin, ekzojen EGF ile uyarildiginda fibroz
dokunun kikirdak ve kemik dokuya doniisiimiine katki sunarak kirik iyilesmesini

hizlandirdig1 gosterilmistir.

EGF’nin kemik iligi mezenkimal hiicrelerinde reseptorlerinin oldugu
bildirilmistir [137, 138]. Tamama ve arkadaslar tarafindan, EGF’nin bu mezenkimal
hiicrelerin farklilagsmasini engellemeden ¢ogalmasini artirdiglr gosterilmistir [64].
Karpedijeva ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, EGF’nin mezenkimal kok
hiicrelerin aktivitesini artirdigi gosterilmistir [139]. Shoji ve arkadaglarinin yaptigi
caligmada ise, mezenkimal kok hiicrelerden ¢ok sayida EGF salgilandig bildirilmistir
[140]. Calismamizda, ekzojen EGF uygulamasinin da mezenkimal kok hiicrelerin

cogalmasini uyararak kirik iyilesmesini uyarabilecegi ¢cikarimini yapmak miimkiindiir.
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Bu nedenle, ek calismalar ile mezenkimal kok hiicre sayisi ve aktivitesinin Sl¢limii

Onerilmektedir.

EGF’nin benzer bir etkisi osteoblastlarda da gosterilmistir. Nakashima ve
arkadaslar1 ile Chien ve arkadaslar tarafindan yapilan calismalarda, EGF’nin,
osteoblast cogalmasini uyararak ve farklilasmasini inhibe ederek etkinligini artirdigi
gosterilmistir [68]. Chan ve arkadaglar tarafindan ratlar {izerinde yapilan bagka bir
deneysel calismada ise, artmis EGF saliniminin osteoblast ¢ogalmasini uyardigi ve
endosteum ve periosteumda osteoblast birikimini sagladigi gosterilmistir [68].
Laflamme ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir calismada, EGF ve BMP
kombinasyonunun osteoblast ¢cogalmasini ve aktivitesini artirdig1 gosterilmistir [141].
Linder ve arkadaglari, EGF reseptor blokaji uygulanmis ratlarda, osteoblastik
aktivitenin azaldigi kemiklesmenin bozuldugu gosterilmistir [65]. Ote yandan,
EGF’nin kemik yapisi ve fonksiyonunda herhangi bir degisiklik yaratmadigini
bildirilen ¢alismalar da mevcuttur [57, 142]. Bu 6zelliklerinden yola ¢ikilarak Basal
ve arkadaglar1 tarafindan ratlar iizerinde yapilan bir calismada, femur basi
osteonekrozu tedavisinde EGF kullanilinan grupta, femur bast kiireselliginin
korundugu gosterilmistir [143]. Calismamizda EGF’nin kirik iyilesmesindeki potent
etkisinin, osteoblast aktivitesinin senkronizasyonu ile gergeklesebilecegi varsayimi

desteklenmektedir.

EGF’nin osteoklastlar iizerinde de etkisi oldugu bildirilmistir. Ratlar {izerinde
yapilan in-vitro ¢alismalarda, EGF reseptorlerinin aktivasyonunun enkondral
ossifikasyon sirasinda osteoklast sayisin1 ve aktivitesini artirdigi gosterilmistir [70].
Zhu ve arkadaglar tarafindan yapilan bagka bir caligmada ise, EGF’nin osteoklastlar
tizerindeki etkisini RANK sistemi ile yarigarak dolayli olarak yaptig1 gosterilmistir
[144]. Calismamizda, EGF uygulanan gruplarda gozlenen partikiiler yapilar ve
bunlarin histopatolojik incelemeleri sonucu artmis kemik dongiisii bulgulari, EGF’nin
kirik iyilesmesi stirecinde hem osteoblastik hem de osteoklastik aktivitenin senkronize

artisina yol agarak kemik dongiisiinii hizlandirdig1 sonucunu desteklemektedir.

Endokrin sistem ele alinacak oldugunda, kemik doku tizerinde etkisi en ¢ok
arastirtlan  hormonlardan biri de PTH’dir. PTH, mineral hemostazinin

diizenlenmesinde etkili olan dogal yapida bir hormondur ve osteoporoz tedavisinde
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ilag olarak kullanilmaktadir. PTH’ nin ¢esitli formlar1, kirik iyilesmesi iizerinde
denenmistir. Postmenapozal osteoporotik kiriklarda yapilan 2 ayr ¢alismada, PTH
tedavisi uygulanan travmali hastalarda, kirik 1yilesmesinin hizlandigi radyolojik olarak
gosterilmistir [105, 106]. Alkhiary ve arkadaglarinin yaptigi deneysel bir ¢alismada,
ratlara uygulanan gilinliik subkutan 30 pg/kg dozunda PTH’nin kirik iyilesmesini
biyomekanik olarak artirdigr gdosterilmistir [107]. Aynmi g¢alismada, PTH nin bu
etkisinin, osteoklast yogunlugunu degistirmeden, kirik iyilesmesinin yeniden
sekillenme asamasinda, kemigin siirdiiriilebilir anabolik etkisini artirarak yaptigi
gosterilmistir. EGF’nin PTH ile iliskisini ortaya koyan caligmalar da mevcuttur.
Ahmed ve arkadaslar tarafindan ratlar {izerinde yapilan ¢alismalarda, PTH tarafindan
uyarilan osteoblastlardan EGF salgilandig1 gosterilmistir [145]. Ratlar tlizerinde
yapilan bagka bir calismada, PTH enjekte edilen ratlarda AREG hedef genlerinin
aktiflestigi gosterilmistir. Yine ayni calismada, EGF ailesinden olan AREG’in
kalsitriol ve PgE2 tarafindan da aktiflendigi ve AREG’in osteoblastlar iizerinde
mitojen etkisinin oldugu ve trabekiiler kemik olusumunu artirdig1 bildirilmistir [74].
Yarram ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada ise, EGF ve kalsitrioliin
kombinasyonu sonucu osteoblast farklilagmasi ve aktivasyonu ile hiicre-digi matriks
tiretiminde artis oldugu gosterilmistir [58]. Bir biliylime faktorii olan EGF’nin
hormonlar aracilig1 ile salinimi sonrasi parakrin olarak etki etmesi, ¢alismamizda lokal

uygulanim sonras1 kemik dongiisiiniin arttig1 bulgumuz ile paralellik gostermektedir.

Literatiirde, EGF ile kirik iyilesmesi arasinda kisitl miktarda calisma
mevcuttur. Baz1 calismalarda EGF’nin kemik olusumu iizerinde olumlu etkisi
bildirilmis olsa da [146], kemik rezorbsiyonunu artirdigin1 bildiren ¢alismalar da
mevcuttur [147]. Wang ve arkadaslari ile Lee ve arkadaslariin yaptiklari
calismalarda, EGF’nin iyilesmenin erken doneminde osteoblast sayisini artirarak
tyilesmenin hizlandirildig1 gosterilmistir. Ayrica iyilesmenin ge¢ doneminde, EGF’ nin
kemik farklilasmasi ve mineralizasyonunda da etkili olabilecegi gdsterilmistir. [148,
149]. Hernandez-Flores ve arkadaglari tarafindan rat tibia defektlerinde uygulanan bir
calismada, EGF ve askorbik asit kombinasyonunun kirik iyilesmesini artirdigi
gosterilmistir [150]. Calismamizda EGF ve HA kombinasyonunun kirik iyilesmesini

diger gruplara kiyasla anlamli olarak artirdigi gosterilmistir. Ancak, EGF’nin HA
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disinda ¢esitli farkli maddeler ile kombinasyonunun da etkinligi g¢aligmalar ile

desteklenmeli ve birbirlerine iistlinliikleri kanita dayali veriler ile ortaya konmalidir.

Chim ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada, EGF’nin kemik yeniden
sekillenmesinde parakrin bir mekanizma ile anjiogenezi de artirdig1 gosterilmistir [41].
Liuni ve arkadaslarinin femur kirikli hastalarda yaptigi bir ¢aligmada ise, diyabetik
hastalarda EGF seviyelerinin arttig1 gosterilmistir [151]. Ancak calismamizda, 11k
mikroskopisi veya SEM incelemelerinde EGF’nin anjiyogenezi artirdigina dair bir

bulgu saptanamamastir.

Calismamizda, 0,75 pgr tek doz lokal EGF kullaniminin, kirik iyilesmesine
olan katkis1 cesitli parametreler ile gosterilmistir. 4. hafta incelemelerimizde, EGF
kullanilan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda, kirik iyilesmesinde radyolojik
(p=0,028) ve histolojik (p=0,009) incelemelerde istatistiksel anlamli farklilik oldugu
saptanmistir. Ancak, olusan kallus dokusu biyomekaniksel sonu¢ elde edebilecek
diizeye gelememis, bu nedenle istatistiksel olarak kontrol grubu ile anlamli bir
karsilastirma yapilamamustir. Isik mikroskopisi incelemelerimizde, kontrol grubunda
fibroz doku hakimiyeti goriilmekte iken, EGF kullaniminda, ¢ogunlukla kikirdak
dokunun fibréz dokunun yerini aldig1 goriilmiistiir. Biyomekaniksel olarak anlamli bir
kaynama olusmamis olsa da SEM incelemelerimizde, kontrol grubundan farkli olarak,
kirik uclarinda trabekiiler kemik olusumunun basladigi gézlemlenmistir. Radyolojik
incelemelerimizde ise, kontrol grubundan farkl olarak diisiik miktarda kikirdak doku
olusumu go6zlendigi i¢in, nicelik olarak az bir farklilik olmasina karsin istatistiksel

olarak anlaml bir farklilik saptanmustir.

6. hafta incelemelerimizde ise, EGF kullanimmin kirik iyilesmesinde
radyolojik, biyomekaniksel ve histolojik incelemelerde istatistiksel anlamli farklilik
olusturdugu goriilmiistiir. Hem EGF hem de kontrol grubunda biyomekanik olarak
Olciilebilir bir iyilesme saptanmistir. Olusan kallus dokusunun mukavemeti, EGF
grubunda anlamli olarak ytiksektir (p=0,014) ancak katilik kontrol grubundan farkli
degildir (p=1,000). Bu durum, olusan kallus dokusunun kontrol grubuna gore daha
giiclii oldugunu ancak yakin fibr6z doku- kikirdak doku igerigi nedeni ile ayni1 oranda
da esnek oldugunu gdstermektedir. Isik mikroskopisi incelemelerimizde, fibroz

dokuya kiyasla kikirdak doku hakimiyeti gézlenmistir. SEM incelemelerimizde ise,
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kirik u¢larinda trabekiiler kemik doku olusumunun zenginlestigi gézlenmistir. 4 ve 6.
haftalar arasinda radyolojik (p=0,008) ve biyomekaniksel (p=0,005) anlamli artis
goriilmiis olsa da EGF kullaniminda histolojik olarak goriilen artista istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmamistir (p=0,513). Radyolojik incelemelerimizde ise, kontrol
grubundan farkli olarak daha yogun kikirdak doku olusumu gozlenmesinden dolay1
istatistiksel olarak da anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p=0,008). Giincel

literatiirde, mevcut verilerimizi karsilagtiracak herhangi bir ¢alisma bulunamamuistir.

Son yillarda, EGF’nin tiimor patogenezi iizerine olan etkileri de arastirilmistir.
Cesitli meme, akciger, prostat ile kemik ve yumusak doku tiimérlerinde, EGF’nin
etkinligini gosteren ¢calismalar yayinlanmistir. Willeumier ve arkadaslari, kiiciik hiicre
dis1 akciger kanserlerine bagl patolojik kiriklarda, EGFR reseptor varligiin daha iyi
prognoz sagladigi gosterilmistir [152]. Soulitzis ve arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda
yaymlanan bir ¢alismada, EGF’nin tiimdral prostat hiicrelerinden salgilandigi ve
kemik metastazlarinda osteoblast salinimina yol actig1r gosterilmistir [153]. EGF
reseptOr inhibiasyonu uygulanan ratlarda prostat kanseri metastazlarini engelledigi de
gosterilmigtir [154, 155]. Yine EGFR inhibisyonu yapilan bobrek karsinomlarinda da
kemik metastazlarinin engellendigi de gosterilmistir [156]. EGF’nin osteosarkomla
iliskisi de ¢esitli caligmalarla gosterilmistir. Messerschmitt ve arkadaslarinin yaptigi
bir calismada, EGFR reseptorii inhibe edilmis osteosarkom hiicrelerinde gog, invazyon
ve koloni olusumunun azaldigi gosterilmistir [157]. Baska bir calismada, EGF
reseptOrii aktive edilmis ratlarda osteosarkom gelisiminin hizlandig1 gosterilmistir
[65]. Wen ve arkadaslarinin osteosarkom hastalarinin patolojik 6rnekleri {izerinde
yaptiklar1 bir ¢aligmada, primer tiimorlerin %38’inde, rekiirren tiimdrlerin %90°1nda
artmig EGF reseptor ekspresyonu tespit edilmistir [158]. Luo ve arkadaslarinin yaptigi
baska bir calismada ise EGF ile osteosarkom arasinda anlamli bir iligki saptanmistir
[69]. EGF ile dev hiicreli kemik tiimorii arasinda da iligski oldugunu bildiren ¢aligmalar
da mevcuttur. EGF ile tiimor yiikii arasindaki iliskiden yola ¢ikarak, yazarlar, EGF’ nin
osteoklastik aktiviteyi artirdigin1 ancak osteolizis ile anlamli iligkisi olmadigini
bildirmislerdir [73]. Ayrica, bir EGF reseptdr tirozin kinaz inhibitérii olan Gefitinib,
RANK-Ligand inhibisyonu yaparak osteoklast farklilasmasini inhibe etmektedir. Bu

Ozelliginden dolay1, kemik metastazlarinda da kullanilmaktadir [159].
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Calismamizda, EGF kullanilan gruplarmm 3  boyutlu  tomografik
goriintiilemelerinde  distal femur metafizinde kist olusumlart saptanmistir.
Sakrifikasyon islemleri sonras1 makroskobik incelemelerimizde de, kemik dokuda
zengin partikiiler yapilanma gozlenmistir. Partikiiler yapmin mikroskopik
incelemesinde ise, herhangi bir malignite bulgusuna rastlanmamistir. Bu durumun
etyopatogenezi aydinlatilamamig olup, sivi olarak uygulanan EGF’nin tiim kemige
yayllmast ve kiriktan etkilenmemis alanlar1 da etkileyerek kemik dongiisiinii
artirabilecegi diisiinlilmiistiir. S6z konusu kistlerin, EGF grubunda goézlenip HA
grubunda goézlenmemesi bu durumun ekzojen EGF uygulamasinin kemik doku

tizerindeki yan etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

D-Glukuronik Asit ile N-Asetil-D-Glukozamin birlesiminden olusan HA,
hiicre dis1 matriksin ana komponentlerinden birisidir. Esas olarak fibroblastlar ve
kondrositler tarafindan sentezlenen HA, hiicre ¢ogalmasinda, doku tamirinde, hiicre
gociinde ve baz1 malign tlimdrlerin progresyonunda rol oynamaktadir [43]. HA’nin
esas etkileri yara iyilesmesinde inflamasyonu sinirlandirmak, hiicre ¢ogalmasi ve
epitelizasyonu desteklemektir [160]. Glinlimiizde, HA bu 06zelliklerinden dolay1
dermatoloji, romatoloji ve ortopedi alanlarinda kullanilmaktadir. Rekiirrent aftoz
tilserleri ve oral mukozit tedavisinde HA’nin jel formu, bariyer fonksiyonu ve anti-
inflamatuvar etkileri nedeni ile ¢esitli arastirmacilar tarafindan denenmis ve basaril
etkileri bildirilmistir [161]. HA, eklem sivisi yapisimin etkilendigi osteoartit
tedavisinde hastalik modifiye edici ajan olarak da gilinlimiizde siklikla kullanilmaktadir
[162]. HA igeren enjeksiyonlar, sinovyal sivinin biyokimyasal 6zelliklerini artirmakta
ve klinik olarak agr1 kesici etki sunmaktadir. Eklem sivisina uygulanmasinin ardindan,
HA, hiicre ici ¢esitli sinyal yolaklarini aktiflestirerek hiicre gogiinii ve ¢ogalmasini
uyarmaktadir [163]. Ayrica, CD-44 yolu ile aktiflenmis makrofaj sistemini
baskilayarak eklem i¢inde anti-inflamatuvar etki yaratmaktadir [164]. Doral ve
arkadaglarinin talar osteokondral lezyonlar {iizerine yaptiklar1 bir c¢alismada,
artroskopik mikrokirik uygulamasinin ardindan eklem i¢ci HA enjeksiyonun,
uygulanmayan grupla karsilastirildiginda daha iyi klinik sonug verdigi gosterilmistir
[165]. Heybeli ve arkadaslarinin diz osteoartrit tedavisinde yaptiklar1 baska bir
caligmada ise, cerrahi sonrasi 3 doz HA eklem i¢i enjeksiyon uygulamasinin, daha iyi

klinik sonug yarattigi bildirilmistir [166]. Bu etkilere ve yapilan klinik ¢aligmalara
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paralel olarak, calismamizda HA’nin kirik iyilesmesini destekledigi gdsterilmistir.
Ancak caligmamizda, bu etkisini gosteren molekiiler mekanizmalar ortaya

konamamustir.

Artan teknolojik gelismeler ile birlikte, HA igeren cesitli ¢atilar kemik-eklem
hastaliklarinin tedavisinde giincel kullanima girmistir. Cesitli ¢aligmalarda, osteoartrit
patogenezinde goézlenen eklem kikirdak harabiyetinde, HA kullaniminin yasam
kalitesini artirdigi bildirilmistir [167]. Yiicekul ve arkadaslarinin koyun diz ekleminde
uyguladiklar1 deneysel ¢aligsmalarinda, HA igeren catinin, kontrol ve HA icermeyen
gruplara gore osteokondral lezyonlarin tedavisinde etkili olduklar1 artroskopik,
radyolojik ve histolojik olarak gdsterilmistir [168]. Gobbi ve arkadagslarinin yaptiklari
baska bir ¢alismada ise, mikrokirik uygulanan tam kat osteokondral lezyonlarda HA
uygulanmasinin, eklem kikirdak rejenerasyonunda etkili oldugu bildirilmistir [169].
HA’nin bu etkisini kondro-indiiktif ve kondro-proliferatif etki mekanizmalar1 ile
gergeklestirdigi gosterilmistir [170]. Tim bu bilgiler 1s181nda, calismamizin histolojik
incelemelerinde HA’nin; gerek indiktif, gerek proliferatif etki gostererek kirik

iyilesmesinde de etkili oldugu gosterilmistir.

HA; kalsitonin ve BMP gibi osteojenik maddelerle birlikte kemik indiiksiyon
ozelliklerini paylasir. Cesitli ¢alismalarla fibrinojen, fibrin, fibronektin ve kollajen gibi
kemik iyilesmesi icin 6nemli olan proteinlerin HA’ya baglandiklar1 gosterilmistir
[171]. HA’nin bu etkilerini gosterebilmesi i¢in ¢ati1 olusturacak bir yapr ile birlikte
kullanilmas1 onerilmektedir. Atesok ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada,
catt kullaniminin bag, tendon ve kikirdak dokuda onarimi artirdigi gosterilmistir [172].
Oakes ve Maus tarafindan yapilan calismalarda, sadece HA kullaniminin, ¢ati ile
birlikte kullanimina nazaran kirik iyilesmesine daha az katkida bulundugunu
bildirilmistir [45]. HA bazl1 hidrojeller ile yapilan ¢alismalarda, MMP duyarli HA nin
yeni kemik olusumunda daha etkili oldugu in vivo olarak gosterilmistir. HA bazl
jellerin BMP ile etkileserek kemik olusumunda etkili oldugunu gosteren caligsmalar da
mevcuttur [46]. Aymi yazarlar tarafindan, bu biyoaktif iirlinlerin, HA saliniminin
stiresini artirdig1 gosterilmistir. Calismamizda, HA sadece ¢ati ile birlikte kullanildig:
i¢in, izole etkisi hakkinda herhangi bir ¢ikarim olusturmak miimkiin olmamaktadir.

Buna karsin, EGF’nin ¢ati molekiiliine emdirilmesi ile birlikte, hem EGF’nin hem de
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HA’nin uzun salinimi saglanarak kirik iyilesmesini artirdigi sonucuna varmak

miumkindiir.

Cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda HA nin bakteriyostatik
ozelliklerinden de bahsedilmistir [53]. Antibiyotik emdirilmis HA igeren ¢atilarin,
enfekte kirik hattinda iyilesme sagladigi bildirilmistir. Peng ve arkadaglari ile Arens
ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismalarda, antibiyotik emdirilmis HA’nin agik
kiriklarda  profilaktik  olarak  kullanilabilecegi  ve  kirik  iyilesmesinin
hizlandirilabilecegi gosterilmistir [52]. Terboo ve arkadaglari tarafindan yapilan bagka
bir ¢aligmada ise, Staphylococcus Aureus inokiile edilmis tavsan tibia kirik modelinde,
Gentamisin eklenmis HA igeren hidrojelin enfeksiyonu engelledigi ve kirik
tyilesmesinde etkili oldugu gdsterilmistir [52]. Herhangi bir antibiyotik proflaksisi
uygulanmamis olan deneysel calismamizda herhangi bir enfeksiyon bulgusunun

goriilmemesi de, HA’ ’nin antibakteriyel 6zelligini desteklemektedir.

HA igeren catilarin, periostal greft olarak kirik iyilesmesinde kullanimini da
gosteren caligmalarda, bu yapilarin, doku iyilesmesi i¢in siirli bir ortam sagladigi
histolojik olarak gosterilmistir [173]. Histolojik degerlendirmeler ayni1 zamanda ag
orgiili greftlerin canli konak hiicrelerle siirekli olarak defekt alanini yeniden
doldurduguna ve defekt alanlarim1 fibr6z doku penetrasyonundan koruduguna, bu
sekilde yeni bir fonksiyonel kemik iligi ortaminin yeniden kazanilmasina olanak
sagladigina isaret etmektedir [53]. Calismamizda, travma cerrahisinde kullanilan ag
orgiilii Hyalonekt® (Anika Therapeutics, italya) yerine eklem cerrahisinde tercih
edilen ve siingerimsi yapida olan Hyalofast® kullaniminin da kirik iyilesmesini

artirdig1 gosterilmistir.

HA igeren catilarin hiicre dis1 matriks olusumu, anjiogenez ve osteojenez
olusumunda etkili oldugu da ¢esitli caligmalarda gosterilmistir [174, 175]. Rhodes ve
arkadaglar1 tarafindan, bu molekiillerin dogal tamir mekanizmasini etkilemeden
periosteum gibi hasarlanmis bag dokuyu onarabildigi gosterilmistir. Ayn1 yazarlar
tarafindan, HA liflerinin makrofaj kaynakli ¢oziinmeleri sirasinda ortaya ¢ikan HA
oligosakkaritlerinin etkili kemotaktik ve anjiyojenik potansiyelleri de oldugu
gosterilmistir [54]. Yapilan sintigrafik calismalarda ise, osteoblastik aktivitede

yaklasik %10 oraninda bir artis gosterilmistir [176]. Picke ve arkadaslarinin yaptigi
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baska bir calismada ise, siilfiir emdirilmis HA catilarinin, diyabetik ratlarda,
osteoblastik aktiviteyi artirip osteoklastik aktiviteyi azaltarak kirik iyilesmesini
artirdig1 gosterilmistir [177]. Calismamizda, HA ¢atisinin osteojenik etkisi histolojik
olarak gosterilmis olunup, anjiogenik etkisini gosteren herhangi bir bulguya

rastlanmamustir.

Calismamizda HA igeren hiicreden arindirilmis ¢ati kullanildiginda da, kirik
tyilesmesinin arttig1 ¢esitli parametreler ile gosterilmistir. 4. haftada kontrol grubuna
gore radyolojik (p=0,024) ve histolojik (p=0,005) olarak anlamli iyilesme sagladig
gosterilmigtir. Ancak tek doz uygulanan EGF’de oldugu gibi, HA’nin da
biyomekaniksel diizeyde sonu¢ verebilecek bir kaynama dokusu yaratamadigi
gozlenmistir. Isik mikroskopisinde, fibr6z dokunun yerini kikirdak dokunun almaya
basladigi ancak EGF grubuna kiyasla kikirdak doku hakimiyetinin olusamadigi
gozlemlenmistir. SEM incelemelerimizde ise, kirik uglarinda yaygin fibr6z doku
hakimiyeti gelistigi gortilmiistiir ancak EGF grubundaki gibi bir kemik doku olusumu
saptanmamistir. Radyolojik incelemelerimizde HA kullanilan grupta, EGF
kullanimina benzer sekilde, kontrol grubu ile nicelik olarak az bir farklilik olmasina
karsin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmektedir. Ancak, EGF ile
karsilastirildiginda, EGF’den daha diisiik oranda kikirdak olusumu gozlendigi igin,

istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmamustir.

HA’nin 6. haftadaki etkileri de EGF ile benzerlik gdstermektedir. Kontrol
grubu ile karsilagtirlldiginda, HA’nin kirik iyilesmesini radyolojik (p=0,044),
biyomekaniksel ve histolojik (p=0,009) olarak artirdig1 gosterilmistir. Olusan kallus
dokusunun mukavemeti anlamli olarak yiiksek olsa da (p=0,014); katiligi, EGF
grubunda da oldugu gibi, anlamli bir farklilik yaratacak diizeye erisememistir
(p=0,806). Bu durum, olusan kallus dokusunun EGF ile benzer yapida oldugu
sonucunu gostermektedir. Isik mikroskopisinde ise fibréz dokunun yerini kikirdak
dokunun almaya basladig1 gozlenmis olsa da EGF grubuna kiyasla daha az kikirdak
doku hakimiyeti gozlenmistir. SEM incelemerinde ise, kirik uclarinda yaygin fibroz
doku hakimiyetine ragmen, EGF grubuna kiyasla daha az miktarda yeni trabekiiler
kemik doku olusumu gozlenmistir. 4. ve 6. haftalar arasinda ise radyolojik (p=0,006)
ve biyomekaniksel (p=0,005) anlamda iyilesme gozlenirken, histolojik skorlarin

artmasina karsilik istatistiksel olarak anlamli bir sonug ortaya ¢ikmamistir (p=0,134).
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Radyolojik incelemelerde, kontrol grubundan farkli olarak kikirdak doku olusumu
gbzlendigi i¢in, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmektedir. Ek olarak,
kikirdak doku olusumu, EGF kadar yogun olmadigi i¢in, radyolojik iyilesmede EGF
grubu ile anlamli farklilik mevcuttur (p=0,033). Literatiirde, mevcut verilerimizi

karsilastiracak herhangi bir ¢caligma bulunamamustir.

Giincel literatirde, EGF ve HA’nin hiicreden arindirilmis c¢ati ile
kombinasyonun kirik iyilesmesi iizerindeki etkisini arastiran bir ¢alisma mevcut
degildir. Ancak, Su ve arkadaslari tarafindan 2014 yilinda tavsanlar {izerinde yapilan
bir ¢calismada, EGF ve HA kombinasyonu yara iyilesmesi iizerinde deneysel olarak
kullanilmistir. Bu ¢alismada, EGF ve HA kombine olarak kullanildiginda, EGF
konsantrasyonunun, HA kullanilmayan grupla karsilastirildiginda cati {izerinde daha
fazla konsantrasyonda kaldigi ve dokuya daha fazla salindigi ELISA ydntemi ile
gosterilmistir.  Yine aym c¢aligmada, yara iyilesmesinde EGF ve HA
kombinasyonunun, yalniz HA ve yalmiz EGF kullanilan gruplara gore daha etkili
oldugu gosterilmistir. Ancak bu calismada HA ile EGF ayr1 ayr1 karsilastirilmamistir
[62]. Kondo ve arkadaglarinin 2012 yilinda ratlarda diyabetik yara iyilesmesi {izerine
yaptiklar1 bir deneysel ¢alismada ise, EGF ve HA’in kombine kullaniminda, yara
dudaklar1 arasinda yeniden epitelizasyonun anlamli olarak arttig1 ancak yara iyilesmesi
acisindan kombine kullanimin, HA kullanimma goére anlamli olarak farklilik

yaratmadig1 gosterilmigtir [178].

Calismamizda, EGF ve HA’nin kombine olarak hiicreden arindirilmis bir ¢ati
tizerinde kullaniminin; tiim gruplara kiyasla, radyolojik (p<0,05), biyomekaniksel
(p<0,05) ve histolojik (p<0,05) olarak anlamli bir iyilesme olusturuldugu
gosterilmistir. 4 ve 6. haftada, olusan kallus dokusunun biyomekaniksel mukavemeti
ve katiliginin tiim gruplardan istatistiksel olarak yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05).
Ancak yine de, 6. hafta biyomekaniksel sonuglarinin, kirik islemine maruz kalmamais
kemikten anlamli olarak diisiik oldugu saptanmistir (p=0,014). Isik mikroskopik
incelemelerimizde, 4. haftada tiimiiyle kikirdak doku hakimiyeti gézlenirken, diger
gruplardan farkli olarak 6. haftada olgunlagmamis kemik doku olusumu goéze
carpmaktadir. SEM incelemelerimizde ise, 4. haftada kirik uglarinda olugsmus yeni
kemik doku belirgin olarak gozlenirken 6. haftada ise zengin trabekiiler kemik doku

hakimiyetinin yani sira, olusan yeni kemik dokunun tiim alan1 kapladigi
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goriilmektedir. Bu durum, radyolojik iyilesmeye de yansimis olup, kallus dokusunun

direkt radyografilerde daha net goriilebildigi saptanmistir.

Sonug olarak, kombine grupta, ¢ati molekiiliine emdirilmis EGF ve HA’nin
hem uzun saliminlarinin saglanmasi, hem de sinerjistik etki gostermesi sonucu kirik

iyilesmesini olumlu etkileyebilecegi ¢ikarimina varmak miimkiindiir.

Kombine grupta, EGF grubunda oldugu gibi, distal femur metafizyel kistler
goriilmektedir. Makroskobik incelemelerde, saptanan partikiiler yapimin, EGF
grubundan daha fazla olmasinin yan sira, radyolojik incelemelerde de, mevcut kist
yapilarinin EGF grubuna goére daha fazla sayida ve daha biiyiik ebatta oldugu
saptanmistir. Bu durum, kirik iyilesmesinde EGF kullaniminin metafizyel kist
olusumuna neden olabilecegini gostermekte ve EGF’nin olasi yan etki profili

acisindan ileri incelemesini gerektirmektedir.

Calismamizdaki kisithliklar; takip siiresinin gorece kisaligi, hassas bir
radyolojik inceleme uygulanamamasi ve mikro BT calisilamamasi olmustur. Takip
stiresi uzatildiginda, EGF ve HA’nin uzun dénem etkileri de gozlenerek daha detayh
cikarimlar yapmak miimkiin olabilir. Daha duyarli bir direkt goriintiileme cihazi ile
kallus dokusu daha net gozlenebilir ve daha net ol¢limler elde edilebilir. Mikro BT ile
biyomekaniksel caligmalar birlestirilerek kallus alan ¢ap1 dlgiilebilmesinin yani sira,
kist boyutlarinin da 6l¢timii daha hassas olarak ¢alisilabilinecegi diistintilmektedir. Ek
olarak, kist olusumunun beklenmedik bir bulgu olmasindan dolayi, bundan sonra
yapacagimiz deneysel caligmalarimizda kist olusumunun detayli incelemesinin

yapilmasi planlanmaktadir.

117



6. SONUC VE ONERILER

1. Kirik iyilesmesinin travma cerrahisindeki 6nemi her gegen giin artmaktadir.

2. Artan teknolojik gelismelerin 1s181nda, kirik iyilesmesini etkileyen molekiiller

her gegen giin netlik kazanmaktadir.

3. Kirik hattina tek doz lokal 0,75 pg EGF uygulamasinin 4. haftada kirik

iyilesmesi lizerine etkileri:

a.

Radyolojik Lane-Sandhu siniflamasina gore, kirik hattinin %25’inden
az oranda kallus dokusu goriilmektedir ancak kontrol grubuna gore
anlamlidir.

Biyomekaniksel olarak ol¢iim yapilabilecek bir kaynama dokusu
gelisememistir.

Istk mikroskopisi incelemelerinde Huo siniflamasina gore kirik
hattinda kikirdak doku hakimiyeti saptanmistir ve kontrol grubuna gore
anlamlidir.

SEM incelemelerinde kirik uglarinda trabekiiler kemik doku olusumlari

gozlenmektedir.

4. Kurik hattina tek doz lokal 0,75 pg EGF uygulamasmin 6. haftada kirik

iyilesmesi lizerine etkileri:

a.

Radyolojik Lane-Sandhu siniflamasina gore, kirik hattinin %%50’si
oraninda kallus dokusu goriilmektedir ve kontrol grubuna gore
anlamlidir.

Biyomekaniksel olarak olusan kallus dokusunun mukavemeti kontrol
dokusuna kiyasla anlamli olarak artmistir ancak katilig1 kontrol dokusu
ile benzerlik gostermektedir.

Isik mikroskopisi incelemelerinde Huo smiflamasina gore kirik
hattinda daha yiiksek oranda kikirdak doku hakimiyeti saptanmistir ve
kontrol grubuna gore anlamlidir.

SEM incelemelerinde kirik ucglarinda olusmus yeni kemik doku

gbzlenmektedir.
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5. Kurik hattina HA igeren ¢ati1 uygulamasinin 4. haftada kirik iyilesmesi lizerine
etkileri:

a. Radyolojik Lane-Sandhu siiflamasina gore, kirik hattinin %25’inden
az kallus dokusu goriilmektedir. Kontrol grubuna gore anlamli olsa da
EGF kullanimina gdre anlamli bir farklilik mevcut degildir.

b. Biyomekaniksel olarak Ol¢iim yapilabilecek bir kaynama dokusu
gelisememistir.

c. Isik mikroskopisi incelemelerinde Huo siniflamasina gore kirik
hattinda esit miktarda fibr6z doku ve kikirdak doku saptanmistir ve
kontrol grubuna goére anlamlidir.

d. SEM incelemelerinde kirik uglarinda bag dokusu lifleri ve fibroz doku
gozlenmektedir.

6. Kirik hattina HA igeren cat1 uygulamasinin 6. haftada kirik iyilesmesi lizerine
etkileri:

a. Radyolojik Lane-Sandhu siniflamasina gore, kirik hattinin %25°1 kadar
kallus dokusu goriilmektedir. EGF kullannmindan daha diisiiktiir ve
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur.

b. Biyomekaniksel olarak olusan kallus dokusunun mukavemeti kontrol
dokusuna kiyasla anlamli olarak artmistir ancak katilig1 kontrol dokusu
ile benzerlik gostermektedir. EGF ile hem mukavemet hem de katilik
derecesinde benzerlik gostermektedir.

c. Isik mikroskopisi incelemelerinde Huo siniflamasma gore kirik
hattinda daha az miktarda kikirdak doku hakimiyeti saptanmistir ve
kontrol grubuna gore anlamlidir.

d. SEM incelemelerinde kirik uglarinda yaygin fibroz doku ve yer yer
yeni kemik doku gdzlenmektedir.

7. Kurik hattina EGF kombine edilmis HA igeren ¢ati uygulamasinin 4. haftada
kirik iyilesmesi tizerine etkileri:

a. Radyolojik Lane-Sandhu siniflamasina gore, kirik hattinin %25°1 ile
%350’s1 arasindaki bir oranda kallus dokusu goriilmektedir. Her ii¢

gruba kiyasla anlamli olarak yiiksektir.
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b. Biyomekaniksel olarak olusan kallus dokusunun hem mukavemeti hem

de katilig1 her 3 gruba kiyasla anlamli olarak artmistir.

Istk mikroskopisi incelemelerinde Huo siniflamasina gore kirik
hattinda tamamen kikirdak doku saptanmistir ve her ii¢ gruba gore
anlamlidir.

SEM incelemelerinde kirik uglarinda olugsmus yeni kemik doku

gozlenmis ve kirik uglarinin kapanmaya yakin oldugu tespit edilmistir.

8. Kirik hattina EGF kombine edilmis HA igeren ¢at1 uygulamasinin 6. haftada

kirik iyilesmesi tizerine etkileri:

a. Radyolojik Lane-Sandhu simiflamasina gore, kirtk hattinin %350’si

kadar kallus dokusu goriilmektedir. Her ii¢ gruba kiyasla anlamli olarak

yuksektir.

. Biyomekaniksel olarak olusan kallus dokusunun hem mukavemeti hem

de katilig1 her 3 gruba kiyasla anlamli olarak artmistir ancak kirik
islemine maruz kalmamis kemik ile karsilastirildiginda anlamli olarak
diistiktiir.

Isik mikroskopisi incelemelerinde Huo smiflamasina gore kirik
hattinda esit miktarda kikirdak doku ve yeni olusan kemik doku
saptanmistir ve her 3 gruba kiyasla anlamli olarak yiiksektir.

SEM incelemelerinde kirik uglarinda zengin trabekiiler kemik ve yeni

kemik dokunun olusumu gorilmiistiir.

9. EGF uygulanan femurlarin distal metafizyel bolgelerinde her iki donemde de

10.

11.

kist olusumu gdzlenmistir.

EGF ve HA kombinasyonu uygulanan femurlarin distal metafizyel
bolgelerinde her iki donemde de kist olusumu gozlenmistir ve yalmiz EGF
uygulanan gruba gore daha fazla sayida ve daha biiylik ebatlarda oldugu
saptanmistir.

Yalniz EGF uygulanan ve EGF-HA kombinasyonu uygulanan gruplarin, gross
incelemeleri sonucunda partikiiler yap1 gézlenmistir. Bu yapinin histopatolojik
incelemelerinde normal kemik dokusu icerdigi goriilmiis ve malignite
bulgusuna rastlanmanustir. Ileri c¢alismalarda ekzojen EGF kullanimi ile

metafizyel kist olusumu arasindaki iliskinin arastirilmasi onerilmektedir.
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