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ÖZET 
İkincil kemikleşme merkezi, postnatal dönemde endokondral kemikleşme 

mekanizması ile oluşur. Bu süreçte farklı sistemik hormonların ve lokal büyüme 

faktörlerinin etkili olduğu bilinmekle birlikte ikincil kemikleşme merkezi 

oluşumunda dönemsel olarak bu faktörlerin etkinliği gösterilmemiştir. Bu 

çalışmada, ikincil kemikleşme merkezinin oluşumunda insülin benzeri büyüme 

faktörü-1 reseptör beta (Insulin-Like Growth Factor-1 Receptor Beta; IGF-1Rβ), 

değiştirici büyüme faktörü-beta reseptör 2 (Transforming Growth Factor-β 

Receptor 2; TGF-βR2) ve bazik fibroblast büyüme faktörünün (Basic Fibroblast 

Growth Factor; bFGF veya FGF-2) dönemsel etkinliğini immunohistokimyasal 

yöntemle göstermek amaçlanmıştır. 

Çalışmamızda, 70 adet Wistar albino cinsi sıçan kullanıldı. Sıçanlar, 1 (1. 

grup ), 4 (2. grup) ,7 (3. grup), 10 (4. grup), 21 (5. grup), 50 (6. grup) ve 100 (7. 

grup) günlük olacak şekilde 7 gruba (n=10) ayrıldı. Sıçanların femur distal uçları 

alındı ve bu dokular takip edilerek parafine gömüldü. Parafin bloklardan elde 

edilen kesitlerde toluidin mavisi ile histokimyasal, IGF-1Rβ, TGF-βR2 ve FGF-2 

antikorları ile de immünohistokimyasal inceleme yapıldı.  

IGF-1Rβ, TGF-βR2, FGF-2 antikorları ile 1. ve 2. grupta ikincil 

kemikleşme merkezininin oluşacağı bölgedeki kondrositlerin çoğunda 

işaretlenme saptanmazken,. 3. grupta işaretlenmiş kondrosit sayısında belirgin 

artış vardı. Ayrıca IGF-1Rβ ekspresyonu, TGF-βR2 ekspresyonuna göre daha 

belirgindi. 4. grupta her üç antikorla işaretlenme 3. gruptakine benzerdi. Ancak 

bu dönemde TGF-βR2 ekspresyonu yapan kondrosit sayısı diğer gruplardan 

fazlaydı. 5. grupta her üç antikorla işaretlenen kondrositler, genişleyen 

kemikleşme merkezi çevresinde yerleşmişlerdi. Ayrıca yeni oluşan kemik 

spiküllerinde TGF-βR2 işaretlenmesi gözlendi. 6. ve 7. grupta osteoblastlarda, 

osteositlerde her üç antikorla işaretlenme varken, trabeküler kemik matrikste 

TGF-βR2 işaretlenmesi görüldü.  

Sonuç olarak, ikincil kemikleşme merkezinin oluşumu için gerekli olan 

endokondral kemikleşme sinyallerinin başlamasında, matür ve fonksiyonel 

kemik dokusunun oluşumunda dönemsel olarak eksprese edilen IGF-1Rβ, TGF-

βR2, FGF-2 önemli rol oynamaktadır. 

Anahtar Kelimeler: İkincil kemikleşme merkezi, IGF-1Rβ, TGF-βR2, FGF-2. 
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ABSTRACT 
 

The Immunohistochemical Investigation of the Effective Factors in 
The Formation of Secondary Ossification Center 

 
Secondary ossification center, is formed by the endochondral ossification 

mechanism in the postnatal period. Although it is known that the different 

systemic hormones and local growth factors are effective in this period, the 

efficiency of these factors in the formation of secondary ossification center 

hasn’t been examined at different terms. In this study, it is aimed to show the 

periodical effectiveness of Insulin-like Growth Factor-1 Receptor Beta (IGF-

1Rβ), Transforming Growth Factor-β Receptor 2 (TGF-βR2) and the Basic 

Fibroblast Growth Factor (bFGF or FGF-2) in the formation of secondary 

ossification center, with the immunohistochemical method. 

In our study, 70 Wistar albino rats have been used. Animals, have been 

divided into 7 groups (n=10); every group was consisted of 1 (1. group), 4 (2. 

group), 7 (3. group), 10 (4. group), 21 (5. group), 50 (6. group) and 100 days (7. 

group) old rats respectively. The femur distal ends have been removed and 

processed and then embedded in paraffin. Sections, from these paraffin blocks, 

stained by toluidine blue for histochemical examination and labelled. with IGF-

1Rβ, TGF-βR2 ve FGF-2 antibodies for immunohistochemical examination. 

IGF-1Rβ, TGF-βR2, FGF–2 antibody expressions were not observed in 

most of the chondrocytes in the future secondary ossification center area in 1st 

and 2nd groups; while, prominent increase of labelled chondrcytes was 

determined in 3rd group. Furthermore, ekspression of IGF-1Rβ has been much 

more evident than the ekspression of TGF-βR2. The labelling with each three 

antibodies in the 4th. group was similar with the labelling of the 3rd. group. 

However, TGF-βR2 positive chondrocytes were much greater than the other 

groups in this period. Labelled chondrcytes with each three antibodies were 

localised around the growing ossification center in the 5th group. Moreover, 

newly formed bone spicules were labelled with the TGF-βR2 antibody. While 

osteoblasts and osteocytes were labelled with each three antibodies, only 

TGF-βR2 were positively labelled in trabecular bone matrix in the 6th and 7th 

groups. 
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Consequently, IGF-1Rβ, TGF-βR2 and FGF-2, which are expressed 

periodically, play a crucial role in the beginning of endochondral ossification 

signals that are required for the development of secondary ossification center 

and in the formation of mature and functional bone tissue. 

 

Key words: Secondary ossification center, IGF-1Rβ, TGF-βR2, FGF-2. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 
Embriyonel gelişim sürecinde kemikleşme iki şekilde görülür. Kemiğin 

oluşacağı bölgede yer alan mezenşimal hücrelerin, birtakım faktörlerin etkisiyle 

doğrudan kemik öncül hücrelerine (osteoprogenitör hücre) ve osteoblastlara 

farklanması yoluyla meydana gelen kemikleşmeye, intramembranöz 

kemikleşme denir. Daha çok uzun kemiklerde izlenen ve kemiğin meydana 

geleceği bölgede önce bir hiyalin kıkırdak modelin geliştiği ve ondan sonra 

kemik dokunun oluştuğu kemikleşme tipi ise, endokondral kemikleşme adını alır 

Doğumda uzun kemiklerin diyafizleri büyük oranda kemikleşmiştir. Hala kıkırdak 

yapıda olan epifizyal bölgede ise doğumdan sonra ikincil kemikleşme merkezleri 

oluşur1-4. 

Doğumdan sonra epifizde kondrositler bölünmelerini durdururlar ve Runt 

ailesinin transkripsiyon faktörlerinden Runx2 ve daha az oranda Runx3 etkisi ile 

genişleyerek hipertrofik kondrositlere farklanırlar5,6. İkincil kemikleşmede ilk 

evre, kondroklastlar tarafından epifiz yüzeyinden merkezine doğru kanalların 

oluşması ve hipertrofik kondrositlerden sentezlenen vasküler endotelyal 

büyüme faktörü (Vascüler Endothelial Growth Factor; VEGF) etkisiyle 

perikondriyumdan angiogenezisin başlamasıdır7,8. Epifiz merkezine ilerleyen 

kan damarları, ikincil kemikleşmenin başlayacağı bölgelere osteoprogenitör 

hücreleri ve büyüme faktörlerini getirir8,9. Osteoprogenitör hücreler 

osteoblastları oluşturur. Osteoblastlar, kalsifiye kıkırdağın düzensiz yüzeyi 

üzerinde toplanarak kemik esas maddesini (kemik matriks) sentezlerler. Ayrıca 

bu kemikleşme sırasında gerçekleşen mitoz ve apoptozis epifizin 

biçimlenmesinde önemli rol oynar2-4.  

Ekstremitelerde ortaya çıkan endokondral kemikleşmenin 

düzenlenmesinde çok sayıda büyüme faktörü işlev görür. Bu faktörler ilk olarak 

1938’de Levander tarafından kemik yapan substanslar olarak tanımlanmıştır. 

Levander, kemik ve kallusun asit alkol ekstraktını tavşanlara intramüsküler 

olarak injekte ettiğinde heterotopik kıkırdak ve kemik oluşumu gözlemiş ve bazı 

özelleşmiş kemik yapan substansların nonspesifik mezenşimal dokuyu aktive 

etmesi ile kemik oluşumunun meydana geldiği sonucuna varmıştır. Bu faktörler 
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günümüz rekombinan DNA teknolojisiyle tanımlanabilmiş ve kemik büyüme 

faktörleri adını almıştır10. 

Kıkırdak ve kemik doku matriksinde bulunan, otokrin ve parakrin etkili bu 

faktörler arasında kemik morfogenetik protein (Bone Morphogenetic Protein; 

BMP), değiştirici büyüme faktörü-beta (Transforming Growth Factor-β; TGF-β), 

insülin benzeri büyüme faktörü 1, 2 (İnsulin-Like Growth Factor-1, 2; IGF-1, 

IGF-2), asidik fibroblast büyüme faktörü (Asidic Fibroblast Growth Factor; aFGF 

veya FGF-1), bazik fibroblast büyüme faktörü (Basic Fibroblast Growth Factor; 

bFGF veya FGF-2), trombosit kökenli büyüme faktörü (Platelet-Derived Growth 

Factor; PDGF) sayılabilir10-12. Bu faktörler, işlevlerini hücrelerde bulunan 

reseptörleri aracılığıyla gerçekleştirirler. Bu reseptörlerin büyük bir çoğunluğu 

kendi ligandları ile bağlandığında hücre içinde tirozin kinaz aktivasyonu yaparak 

büyüme faktörünün hücresel etkilerini ortaya çıkarır. 

Hücresel aktivitenin bölgesel düzenleyicisi olarak işlev gören büyüme 

faktörlerinin kondrosit çoğalması, olgunlaşması, makromolekül sentezi, hücre içi 

kalsiyum dengesi ve matriks mineralizasyonunu etkilediği bilinmektedir. Hücre 

çoğalması ve biyosentetik aktiviteyi etkileyen bu faktörlerin bölgesel osteoblast 

ve osteoklastlar üzerinde etkili olduğu düşünülmektedir13,14. 

IGF-1, TGF-β1 ve FGF-2 gibi faktörlerin endokondral kemikleşmede etkili 

olduğu bilinmekle birlikte bu faktörlerin ve reseptörlerinin, kemik gelişim 

sürecinin hangi evrelerinde daha etkin olduklarını gösteren bir çalışmaya 

literatürde rastlanmamıştır. 

Çalışmamızda, gelişimin farklı evrelerinde alınacak olan sıçan 

femurlarında, ikincil kemikleşme merkezlerinin oluştuğu bölgelerde IGF-1Rβ, 

TGF-βR2, FGF-2 ekspresyonlarının gösterilmesi ve elde edilecek sonuçların 

ışığında bu moleküllerin hücre farklanması ve ikincil kemikleşme merkezi 

üzerindeki olası rollerinin belirlenmesi amaçlanmaktadır.  
Planlanan çalışmanın sonuçları değerlendirildiğinde; kemik gelişiminin ve 

mezenşimal hücre farklılaşmasının bu faktörlerden ne zaman ve nasıl 

etkilendiğinin ortaya konabileceği ve böylece endokondral kemikleşmenin şu 

ana kadar bilinmeyen bazı yönlerinin de açıklığa kavuşturulabileceği 

umulmaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 
2.1. İskelet Sistemi Gelişimi 

İskelet sistemi nöral krest, paraaksiyal mezoderm ve lateral mezodermin 

somatik tabakasından gelişir15. Nöral krest hücreleri kraniyofasyal iskeleti 

oluştururken, paraksiyal mezoderm hücreleri aksiyal iskeleti, lateral mezoderm 

hücreleri ise kol ve bacakları oluşturur16. 

Notokord ve nöral tüp oluşurken, bu yapıların dış yanında bulunan 

intraembriyonik mezoderm, longitudinal iki paraksiyal mezoderm sütununu 

oluşturmak üzere kalınlaşır. 3. haftanın sonuna doğru bu sütunlar somit adı 

verilen mezodermal doku parçalarına ayrılır (Şekil 1-A). Somitler dışarıdan 

embriyonun dorsolateral yüzü boyunca dizilmiş çıkıntılar olarak görülürler. Her 

somitte sklerotom ve dermomiyotom ismi verilen iki parça oluşur (Şekil 1-B). 

Sklerotom, ventromedialde bulunur ve vertabraları, kostaları oluşturur. 

Dermomiyotomun miyotomi bölgesindeki hücreler miyoblastları, dermatom 

bölgesindeki hücreler derinin dermis tabakasını oluşturur15,17. 

 

 
 

Şekil 1. Somitlerin oluşumu ve farklanması. A, yaklaşık 22 günlük bir embriyoda 

erken somitlerin görüldüğü transvers kesit. B, 24 günlük embriyoda somitin 

dermomiyotom bölgesinden dermatom ve miyotomun oluşması17. 

Embriyonik gelişmenin 4. haftasında ventrolateral vücut duvarında 

kabartılar şeklinde ekstremite tomurcukları belirir. Üst ekstremite tomurcukları 
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26. veya 27. günde belirginleşirken, alt ekstremite tomurcukları 28. veya 29. 

günde belirginleşirler. Her bir ekstremite tomurcuğu ektoderm ile çevrili bir 

mezenşim kitlesi içerir, daha sonra ektoderm tabakası kalınlaşarak apikal 

ektodermal kabartıyı (Apical Ectodermal Ridge; AER) oluşturur. AER ile 

mezenşimal hücreler arasındaki etkileşim ekstremite gelişimi için çok önemlidir. 

AER, ekstremitelerin gelişmesini ve büyümesini başlatan ekstremite 

mezenşiminde indüksiyon etkisi gösterir. AER’ye komşu olan mezenşim, hızlı 

çoğalan farklanmamış hücre grupları halinde kalırken, AER’ye uzak 

bölgelerdeki mezenşim kıkırdak kemik modellere ve kan damarlarına 

farklanmaya devam eder. 6 haftalık bir embriyoda ekstremite tomurcuklarının uç 

bölümleri yassılaşarak el ayak plaklarını oluştururlar15,17,18.  

Üst ve alt ekstremitelerin gelişim süreçleri, morfogenezde alt 

ekstremitelerin üst ekstremiteleri yaklaşık 1-2 günlük bir gecikmeyle izlemeleri 

dışında çok benzer15,17,18. 

 
2.2. İskelet Sistemi Gelişiminin Moleküler Düzeyi 

İskelet morfogenezinde ilk olay, mezenşimal hücrelerin, gelişimin olacağı 

bölgelere göçü ve bu bölgelerde yoğunlaşmalarıdır16. Hücrelerin uygun 

bölgelere yönelmesinden düzenleyici genler sorumlu tutulmaktadır. Bu genler 

sıklıkla HOX (Homeobax), PAX (Paired Box) genleri gibi transkripsiyon 

faktörlerini ve hücre-hücre iletişiminde, hücre içi uyarımda rol alan proteinleri 

kodlar 15,16. 

HOX genleri, segmentasyon ve vücut eksenlerinin oluşumunu 

düzenleyen bir seri genin transkripsiyon faktörlerini kodlarlar. İnsanlarda bu 

genler HOXA, HOXB, HOXC, HOXD olarak 4 kopya halinde korunur ve 

Drosophila’da olduğu gibi dizilir, eksprese olur. Bu genlerin sentezlenme biçimi, 

her üç germ tabakasına ait türlerin kraniyokaudal yönde biçimlenmesine neden 

olur13,15,19,.  

PAX genleri nöral tüp ve sklerotomda sentezlenir. PAX1’den PAX9’a 

kadar 9 farklı PAX geni tanımlanmıştır. Bunlar transkripsiyon faktörleri gibi 

davranış gösterip DNA’nın özel bölgelerine bağlanırlar. Ayrıca bu genlerin 

somitlerin ve santral sinir sisteminin farklı bölgelerinin özelleşmesi üzerinde rolü 

olduğu bulunmuştur19,20. 
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İskelet gelişiminde sırasıyla şu aşamalar gerçekleşir; epitelyal 

mezenşimal etkileşimler, mezenşimal hücre yoğunlaşması ve hücre 

farklanması22. Bu aşamalardan en önemlisi yaklaşık olarak dördüncü haftada 

meydana gelen mezenşimal hücrelerin yoğunlaşmasıdır15,16,21,22. İskelet 

elemanlarının oluşmaya başlaması hem kondrojenik hem de osteojenik 

yoğunlaşmaya bağlıdır. Her iki yoğunlaşma tipi yüksek hücre yoğunluğu ve 

farklı molekülleri kodlayan genlere sahiptir. Genellikle bu genler reseptörler, 

hücre adhezyon proteinleri, matriks proteinleri ve hücre adhezyonunu başlatan, 

yoğunlaşmanın büyüklüğünü kontrol eden transkripsiyon faktörlerini kodlar22,23. 

Kondrojenik yoğunlaşmadan, gelecekte iskeleti oluşturacak kıkırdak 

şablona geçiş proksimalden distale doğru yayılırken, anterior bölgede posterior 

bölgeye göre daha erken yer alır. Bu geçişe ileride gelişecek kemik ve eklem 

biçimini oluşturacak yapının bifurkasyonu ve segmentasyonu gibi değişiklikler 

eşlik eder 16. 

 

2.3. Kemikleşme  
Embriyonik gelişim süresince kemikleşme iki farklı yolla meydana gelir. 

Biri mezenşimin doğrudan kemik dokuya dönüştüğü “intramembranöz 

kemikleşme” dir. Diğeri mezenşim dokusunun kıkırdak taslağa dönüşmesi ve bu 

kıkırdak dokunun yerini kemik dokuya bırakması ile meydana gelen 

“endokondral kemikleşme” dir1-3. Her iki yolla oluşan kemik matriksi birikimi, 

temel olarak benzer özelliklere sahiptir, fakat endokondral kemikleşmede 

kıkırdak matriks, kemik matriks birikiminden önce kaldırılmalıdır. İlk ortaya çıkan 

kemik dokusu, trabeküler yapıya sahip birincil veya olgunlaşmamış kemik 

dokusudur. Buna “birincil trabeküler kemik” (primer spongiyöz kemik) denir. Bu 

tip kemik dokusunda kollajen lifler düzensiz dizilimli olduğundan lameller belirgin 

değildir. Birincil trabeküler kemik dokusu geçicidir ve daha sonra yerini “ikincil 

kemik” (lamelli kemik) dokusuna bırakır. Bu yapı sonradan yeniden şekillenme 

sırasında kompakt kemik haline dönüşür3,4. 

 

2.3.1. İntramembranöz Kemikleşme 
İntmembranöz kemikleşme yaklaşık olarak gebeliğin 8.haftasında 

başlar1. Mezenşim hücreleri kemiğin oluşacağı bölgelerde bir araya gelerek 

gruplar yaparlar. Mezenşim dokusu içinde hücrelerin yoğunlaşarak oluşturduğu 
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alanlar membrana benzetildiği için bu tür kemikleşmeye İntmembranöz 

kemikleşme denir1,3. İntramembranöz kemik dokusuna dönüşecek mezenşim 

bölgesinde kemikleşmenin ilk belirtisi, dokunun kan damarlarından 

zenginleşmesidir. Böylece mezenşim dokusu içinde bol miktarda kapillerler 

belirir1,24,25. Mezenşimal hücreler kapillerler çevresinde yoğunlaşarak, 

sitoplazmik devamlılık göstermeksizin birbirleriyle uzantıları yardımıyla ilişki 

kurarlar4,25. İğ şeklindeki bu hücreler genişler, yuvarlak bir şekil alır ve 

sitoplazmasındaki düz endoplazma retikulumu miktarı artarak osteoprogenitör 

hücrelere dönüşür4,24. Daha sonra osteoprogenitör hücreler kübik veya 

prizmatik bir şekil alır, sitoplazmalarında yapısal değişikliklerin meydana 

gelmesi sonucunda bazofilik görünüm kazanarak osteoblastlara farklanır. 

Osteoblastlar kemik matriksini sentezleyip ve bu yapının kalsifikasyonunu 

sağlarlar1,4. 

İntramembranöz kemik oluşumunun erken döneminde kan kapillerleri 

çevresinde bulunan mezenşimal hücrelerin farklanarak 2-3 tabakalı durağan 

osteoblast kümesini yapması ve osteoblastların bazı bölgelerde osteositlere 

dönüşerek, kemik hücreler arası madde birikimi sonucunda birincil kemik 

trabekülleri oluşturmasına “durağan (statik) kemik oluşumu” da denmektedir26. 

Kemikleşmenin başladığı bu bölgelere birincil kemikleşme merkezi denir. 

Osteoblastlar, oluşan kemik spikülleri ve trabeküllerin yüzeylerinde bir sıra 

halinde dizilirler Birincil kemik dokusunda bulunan kemik spikülleri ve 

trabeküllerdeki kollajen lifler gelişigüzel dağılmış olarak görülür. Kemik 

oluşumunun başlangıç safhasından sonra kemik yüzeyinde bulunan 

osteoblastlar hücreler arası madde ve kollajen liflerinin üretimini artırarak 

osteositlere dönüşüp lakünalara dahil edilirler. Böylece kemik kalınlığını artırmış 

olur. Yüzeydeki osteoblastların miktarı, bu hücrelerin mitoz ile bölünmeleri ve 

çevre bağ dokusunda bulunan mezenşimal hücrelerin farklanması ile 

sağlanır1,2,4. Durağan kemik oluşumundan sonra birincil kemik trabekülleri 

yüzeyi boyunca hareketli osteoblastların tek tabaka olarak dizilmesi ve birincil 

kemik trabeküllerinin kalınlığını artırması “dinamik (aktif) kemik oluşumu” olarak 

bilinmektedir26. 

Kan damarları çevresinde oluşmaya başlayan kemik trabekülleri giderek 

büyür ve birbirleriyle birleşerek ağ şeklindeki spongiyöz kemik dokusunu yapar. 

Bu yapı çevreye doğru ışınşal tarzda yayılırken, kemik trabekülleri arasındaki 
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boşlukları dolduran farklanmamış mezenşim hücreleri kemik iliği hücrelerini 

yapar. Spongiyöz kemik yeterli büyüklüğe ulaşınca, içinde kemikleşmenin 

oluştuğu mezenşim membranın periferik kısmı spongiyöz kemiği dıştan sararak 

periosteuma dönüşür. Periosteumdaki osteoprogenitör hücreler spongiyöz 

kemik etrafında dizilir ve osteoblastları yaparlar. Bunlar hücreler arası maddeyi 

salgılayıp osteositlere dönüştükçe, yerleri periosteumun bağ dokusu 

hücrelerinden farklaşan yenileri ile doldurulur, sonunda spongiyöz kemik kitlesi 

etrafında, periosteum tarafından tabaka tabaka birbiri üzerine yığılmış kompakt 

kemik dokusu yapılmış olur25. 

İntramembranöz kemikleşme genel olarak kısa kemiklerin gelişmesinde 

ve uzun kemiklerin kalınlaşmasında rol alır. Kafatası kemiklerinden frontal ve 

paryetal kemiklerin tamamı, oksipital ve temporal kemiklerinin bir kısmı, yüz 

kemiklerinden ise mandibula ve maksillanın bir kısmı intamembranöz 

kemikleşme ile gelişir3,4,24. 

 

2.3.2. Endokondral Kemikleşme 
Endokondral kemikleşme gebeliğin yaklaşık olarak 12.haftasında başlar1. 

Fetal gelişim süresince ve büyüme duruncaya kadar puberte öncesi dönemde 

kemiğin kalınlaşması ve uzaması endokondral kemikleşme ile sağlanır1,24. 

Kemiğin oluşacağı bölgede ilk olarak mezenşimal hücrelerin yoğunlaşması 

meydana gelir. Bu görünüm zamanı kemikten kemiğe değişmekle birlikte 

yaklaşık olarak gebeliğin 40. gününde ortaya çıkar27. Mezenşimal hücreler 

kondroblastlara farklanır, oluşan kondroblastlar yetişkin kemiğin kabaca şeklini 

belirleyen hyalin kıkırdak modeli oluşturur1,2,24,27. Kemiğe öncülük eden kıkırdak 

model embriyoda kemik oluşmasından önce farklanan yumuşak doku ve 

kaslara destek, tutunma görevi görür25. 

Dıştan farklanmamış mezenşim ile çevrelenmiş hyalin kıkırdak model 

mezenşimal hücrelerin kondroblastlara farklanması sonucunda kalınlığını 

appozisyonel büyüme ile sağlar. Hyalin kıkırdak modelin uzunlamasına 

büyümesi ise interstisyel büyüme ile olur. Bu tip büyüme kondrositlerin mitoz 

bölünmeyle çoğalması ve sıklıkla tip 2 kollajen olmak üzere tip 9, tip 10, tip 11, 

tip 13 kollajen ve proteoglikanlardan oluşan hücre dışı esas maddenin 

(ekstrasellüler matriks) üretilmesi ile sağlanır1,27. 
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Kıkırdak şablon yapılandığında, kıkırdak şablonun dış kısmındaki  

kondrositler nonhipertrofik kondrosit grubunu oluştururken iç kısmındaki 

kondrositler daha sonra hipertrofik kondrositlere farklanır. Nonhipertrofik 

kondrositler, dinlenen ve çoğalan kondrositleri içerir. Bu hücreler kıkırdak 

yapılandıran hücreler olarak kabul edilir, çünkü kıkırdak ekstrasellüler matriksi, 

agreganı, tip 2 kollajeni sentezlerler ve hipertrofik kondrosit farklanma oranını 

kontrol ederler5. 

Nonhipertrofik kondrositler daha sonra bölünmelerini durdururlar ve 

ürettikleri ekstrasellüler matriks değişir, tamamen genişleyerek hipertrofik 

kondrositlere farklanır5. Kondrositlerin bölünmelerini durdurup hipertrofik şekle 

gelmesinde, Runt ailesinin transkripsiyon faktörlerinden Runx2 ve daha az 

oranda Runx3 önemli rol oynar6. Hipertrofik kondrositler iki alt hücre grubunu 

kapsar. İlki prehipertrofik kondrositler olup, bu hücreler çoğalan kondrositlerin 

altında bulunur ve tamamen hipertrofiye kondrositlere farklanır5. Kondrositlerde 

görülen hipertrofi nedeni, sitoplazmalarında glikojen ve lipit birikiminin artması 

ile çekirdeğin şişmesidir28. Bu hücrelerin sitoplazmalarında ribonükleik asit ve 

kalsifikasyonda rol alan alkalin fosfataz enzimi de artmış durumdadır25. 

Hücrelerdeki hipertrofi sonucunda lakünaları da hipertrofiye uğrar28. Hipertrofiye 

kondrositler az miktarda tip 2 kollajen eksprese ederken, yoğun olarak tip 10 

kollajeni eksprese etmeye başlarlar5,27. Hipertrofiye kondrositlerin zamanla 

sitoplazmalarının vakuolleştiği, çekirdeklerinin piknotikleştiği ve çevrelerindeki 

kıkırdak esas maddenin (kıkırdak matriks) ise giderek azalıp düzensiz şekilli 

iğciklere dönüştüğü görülür3,28. Hipertrofik kondrositlerdeki alkalin fosfataz 

enzimi hücre dışına çıkarak kıkırdak matrikse kalsiyum fosfat kristallerinin 

çökmesini sağlar ve böylece kalsifikasyon süreci başlamış olur. Hipertrofiye 

kondrositlerde geriletici değişiklilerin başlaması ve kıkırdak matriksin kalsifiye 

olması ile besin maddelerinin diffüzyonunu azaltarak kondrositlerin ölümü 

meydana gelir1,3. 

Uzun kemikler, her iki ucu genişlemiş (epifiz) silindirik bir şafttan (diafiz) 

oluşmuş hyalin kıkırdak modellerden meydana gelir. Kondrositlerde meydana 

gelen tüm bu değişikliklerle birlikte, kıkırdak taslağı çevreleyen perikondriyumun 

iç kısmındaki osteoprogenitör hücreler, diafiz orta bölgesinde osteoblastlara 

farklanır1,3,24. Osteoblastlar bu bölgede intramembranöz kemikleşme yoluyla 

‘kemik halkası’ veya ‘kemik yaka’ adı verilen silindirik bir kemik tabakasını 
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meydana getirir. Kemik yaka diafiz boyunca her iki yöne doğru uzamaya ve 

kalınlaşmaya başlayarak diafizin kalınlığını artırır. Yeni oluşan kemik dokuyu 

sardığı için perikondriyuma da periosteum denir24. Yeni oluşan kemik yaka 

besin maddelerinin difüzyonuna engel olur, bu bölgedeki hipertrofik kondrositler 

dejenere oldukça kıkırdak matriksinin devamlılığını sağlama yetenekleri ortadan 

kalkar ve kalsiyum fosfat çökmesi ile kıkırdak matriksi kalsifiye olur 3,4. 

Kemik yaka, kıkırdak taslakta sonradan meydana gelecek damar 

invazyonu için başlama bölgesi olur. Kıkırdak taslağın merkezindeki hipertrofik 

kondrositlerden damarlanmayı uyaran VEGF ve damarlanmayı kısmen 

düzenleyen, kondrosit yaşamı için gerekli olan hipoksiyi indükleyen faktör-1 alfa 

(Hipoxy-Inducible Factor 1α; HIF1α) gibi faktörlerin sentezlenmesi 

periosteumdan angiogenezisi başlatır5,7,29. Kondrositlerin hipertrofiye olmasını 

sağlayan transkripsiyon faktörlerinden Runx2’nin, hipertrofik kondrositlerden 

VEGF sentezini düzenlediği saptanmıştır30. 

Periosteumdan kaynaklanan osteojenik tomurcuğun kan damarları, 

osteoklastlar tarafından kemik yakada açılan deliklerden geçerek, hipertrofik 

kondrositleri çevreleyen kalsifiye kıkırdak matriks içine yayılır18. Proteaz 

enzimlerinden matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) salınması ile kıkırdak 

matriks parçalanır. Hipertrofik kondrositlerden sentezlenen VEGF ortama salınır 

ve kondroklast, damar endotel hücreleri, osteoblastlar üzerindeki reseptörlerine 

bağlanarak damar invazyonunu kolaylaştırır5 (Şekil 2). Kondroklastlar MMP-9 

sentezleyen hücreler olup kemik iliği kökenlidir. Bu hücrelerin fonksiyonu 

kıkırdağı parçalamak olduğundan bu isimlendirme yapılmıştır. Kıkırdak-kemik 

bileşkesinde olan kondroklastlar osteoklastlardan farklı olarak, daha az tartrata 

direçli asit fosfataz enzimi (Tartrate-resistant acid phosphatase; TRAP) 

sentezlerken, çok daha az MMP-9 sentezlerler31. 

Kan damarları, ileride oluşacak kemiğin merkezine doğru ilerler ve bu 

bölgeye osteoprogenitör hücrelerin, kan öncül hücrelerinin getirilmesini 

sağlar2,3. Osteoprogenitör hücreler osteoblastları oluşturur. Osteoblastlar, 

kalsifiye kıkırdağın düzensiz yüzeyi üzerinde toplanarak kemik matriksini 

sentezlerler. Böylece birincil kemik sentezi kalsifiye olmuş kıkırdak artıkları 

üzerinde başlar2,3,4,24. 

Diafiz merkezindeki bu kemik birikimine ‘birincil kemikleşme merkezi’ 

denir. Bu olay kemiğin her iki ucuna doğru genişler. Kıkırdağın kalsifikasyonu, 
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buna eşlik eden hücresel değişikliklerle birlikte birincil kemik iliği boşluklarının 

oluşumu ile sonuçlanır. Bunlar daha sonra birleşerek diafiz içerisinde ikincil 

kemik iliği boşluğu olarak adlandırılan tek bir boşluğu meydana getirirler4. 

 

 
 

Şekil 2. Vasküler invazyon oluşum süreci. Prehipertrofik kondrositlerden Cbfa1 

(Runx2) ve diğer faktörlerin salınımı, hipertofik kondrositlerde VEGF salınımını 

uyarır. VEGF matrikste tutulur. Vasküler invazyon süresince kondroklastlar 

tarafından sekrete edilen MMP-9, matriksten VEGF salınmasına neden olur. 

VEGF endotelyal hücrelerdeki reseptörlerine bağlanabilir ve osteoblastlarda, 

muhtemelen kondroklastlarda vasküler invazyonu başlatır5. 

 

2.4. İkincil Kemikleşme Merkezinin Oluşumu 
Endokondral gelişimin bir diğer parçası, birçok kemikte bulunan ikincil 

kemikleşme merkezleri oluşumudur32. İkincil kemikleşme merkezi, kemik 

uçlarında epifizlerin düzgün sferikal şekilli olmalarını sağlar. Epifizyal şekil ve 

büyüklük, kemikler arasındaki bağlantıda önemli rol alıp, fonksiyonel iskelet 

oluşumu için gereklidir8. Tamamlanma süreleri farklı genişliktedir ve insanlarda 

uzun kemiklerde doğumdan sonra başlar. Epifizlerin hyalin kıkırdağı içinde, 

diafizlerin birincil kemikleşme merkezlerinin oluşması sırasında görülen aynı 

olaylar zinciri sonucunda önce üst epifizde, sonra alt epifizde ikincil kemikleşme 

merkezi meydana gelir. Ancak ikincil kemikleşme merkezinin oluşması 
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sırasında, birincil kemikleşme merkezinden farklı olarak kemik halkası meydana 

gelmez25. 

İkincil kemikleşme merkezinin oluşmunda, epifizin periferinden 

merkezine doğru damarların ilerlediği gözlenir. Merkezden perifere doğru, 

kalsifiye kıkırdak doku ortamdan kaldırılır. Daha sonra kıkırdak artıkları üzerinde 

osteoblastlar tarafından kemik dokusunun depolanması ile bu bölge ışınsal 

olarak genişler. Costales ve ark.33 7 günlük sıçan epifizlerinde, epifiz 

periferinden merkezine doğru ilerleyen damarlar çevresinde çoğalan 

kondrositlerin arttığını saptamışlardır. Bu hücrelerin, epifizyal kıkırdakta 

damarların değişik yönlere ilerlemesi ve kemik dokuyu oluşturan hücrelerin 

yönlenmesi için gerekli olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

Epifizde ikincil kemikleşme bölgesi genişlerken epifizin periferinde kalan 

kıkırdak bölge ikincil büyüme plağı ismini alır (Şekil 3). İkincil büyüme plağında 

bulunan kondrositler tabakalar (zonlar) şeklinde şöyle sıralanır8: 

• Dinlenme veya yedek zon: Bu zon yoğun matriks içerisinde seyrek 

dağılmış tek veya çift yuvarlak hücrelerle karakterizedir. Hücreler 

iyi gelişmiş endoplazma retikulumları nedeniyle aktif protein 

sentezi yaparlar. İstirahat zonunda hücresel çoğalma seyrek 

görülür, bu alanda matriksin tip 2 kollajen içeriği çok yüksektir. 

Ayrıca matrikste mineralizasyon işlemine katılmayan çok sayıda 

matriks vezikülü bulunur. Matrikste proteoglikanların toplu şekilde 

bulunması matriksin mineralizasyonunu engeller2,13. 

• Çoğalma zonu: Kondrositler hızla çoğalır, bu hücrelerin 

sitoplazması yaygın endoplazma retikulumu ve glikojen depoları 

içerir. Hücrelerin protein sentez kapasiteleri yüksektir. Diğer 

zonlara göre proteoglikan sentezi yüksektir. Çoğalma zonunun 

matriksinde kollajen fibrillerin ve matriks veziküllerinin dağılımı 

düzenli değildir. Matriks veziküllerinin miktarı, çoğalma zonunun 

alt kısmında ve hipertrofi zonunun üst kısmında fazladır. Bu 

veziküller hipertrofi zonunun aşağı kısımlarında mineralizasyona 

katılır. Çoğalma zonunda da proteoglikanlar toplu halde 

bulunduklarından mineralizasyonu engellerler13. 

• Hipertrofi veya olgunlaşma zonu: Bu zon çok genişlemiş kıkırdak 

hücrelerini içerir. Bu hücreler, sitoplazmalarında yoğun olarak 
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glikojen depoladığından parlak, şeffaf görünümdedir1. Yapılan 

biyokimyasal incelemeler, bu zondaki hücrelerin metabolik olarak 

aktif olduğunu ve diğer hücrelere göre en yüksek glikolitik enzim 

içeriğine sahip olduğunu göstermiştir13. Kıkırdak matriks, 

hipertrofiye kıkırdak hücre sütunları arasında uzunlamasına 

bantlar şeklinde sıkışır1. 

• Kalsifikasyon zonu: Lakünalar birleşmeye başlar. Hipertrofiye 

kondrositler ölmeye başlar ve kıkırdak matriks kalsifiye olur1-3. 

• Kemikleşme zonu: Bu zondaki kalsifiye kıkırdak, kemik iliğinin bağ 

dokusu ile direkt temastadır. Kalsifiye kıkırdağın düzensiz yapısı 

üzerinde osteoprogenitör hücreler sıralanır ve spiküller üzerinde 

ince bir kemik matriksi çöker1,2. 

Böylece epifizler, yüzeyinde ince bir eklem kıkırdağı tabakası ve diafizle 

epifiz arasında yatay bir disk şeklindeki epifiz plağı kalacak biçimde kemik 

dokusu ile yer değiştirir1-3. 

 

 
 

Şekil 3. Büyüme plaklarının tamamlanmış görünümü. Küçük beyaz elips 

sütunları endokondral kemikleşmenin göstergesi olan hipertrofik kondrositleri 

göstermektedir. Oklar ile kıkırdak rezorpsiyon yönü ve rezorpsiyon alanları 

gösterilmiştir8. 
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2.5. Uzun Kemiklerde Boyuna Büyüme 
 Kemiğin boyuna büyümesi, birincil büyüme plağına (epifizyal plak) 

bağlıdır. Epifizyal plağın kondrositleri çoğalıp endokondral kemik oluşumu 

işlemine katılırlar. Çoğalma epifizyal tarafta olurken, kıkırdak dokunun kemik 

doku ile yer değiştirmesi diafizyal tarafta meydana gelir2. Kıkırdak çoğalması ve 

kemiğe değişme hemen hemen aynı hızla meydana geldiğinden epifiz plağı 

kalınlığı sabit kalır. Büyüme durduğunda kıkırdak çoğalması olmaz ve epifiz 

plağı kemikleşir, epifiz ve diafiz kemik ile birleştirilir. Bu kısımdaki kemik oldukça 

dens olup, epifizyal çizgi adını alır. Bundan sonra boyuna büyüme görülmez1,4. 

Histolojik olarak epifizyal plakta ikincil büyüme plağında görülen zonlar gözlenir. 

Bu zonlar epifizyal taraftan başlar sırasıyla devam eder1,3. 

 

2.6. Kemik Büyümesinin Düzenlenmesi 
İskelet sisteminin büyüme fazından sorumlu olan büyüme plağının 

düzenlenmesi kompleks bir şekilde gelişir. Büyüme hormonu, tiroid hormonu ve 

steroid hormonlar gibi farklı sistemik faktörler büyüme plağının fonksiyonunu 

etkiler. Bu faktörlerin etkinliğini, kondrosit çoğalması, terminal farklanma, 

vasküler invazyon ve kemik dokusu oluşumunu koordine eden düzenleyici 

döngü aracılığıyla yaptığı görülmüştür18. 

Düzenleyici döngüde etkili olduğu bilinen en iyi tanımlanmış faktörler, Ihh 

(Indian Hedgehog) geni ve paratiroid hormonla ilişkili protein (parathyroid 

hormon-related protein; PTHrP) dir34. 

PTHrP birçok dokuda bulunmasına karşın dolaşımda bulunmaz, bu 

nedenle otokrin ve parakrin etkili bir sitokindir13. Kondrositlerde çoğalmayı 

baskılar ve tip 10 kollajen, alkalin fosfataz, kemik morfogenetik protein-6 (Bone 

Morphogenetic Protein-6; BMP-6), Ihh gibi olgunlaşma ile ilişkili genleri baskılar. 

PTH-PTHrP reseptörleri, Ihh aracılığıyla küçük kondrositlerin hipertrofik 

kondrositlere değişim oranını düzenleyerek kıkırdak ve kemik doku değişiminde 

önemli rol oynar11,13. 

Ihh, hipertrofik hücrelerden sentezlenir, kondrosit çoğalmasını başlatır ve 

PTHrP ile negatif feedback dönüşünün kolaylaşmasını aktive eder35. Ihh, 

reseptörlerine bağlanır ve prehipertrofik kondrositlere komşu perikondral 

hücrelerde, transkripsiyon faktörlerinden GLI ailesinin üyelerini aktive eder. Bu 

uyarı daha sonra bu hücreler ile kemik uçlarındaki perikondral hücrelere, 
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artiküler yüzeye iletilir. Periartiküler kondrositlerden sekrete edilen PTHrP 

büyüme plağında çoğalan kondrositler ile prehipertrofik kondrositler arasındaki 

sınırda bulunan hücrelere yayılır ve prehipertrofik kondrosit terminal 

farklanmasını durdurur35,36. 

İskelet büyümesi devam ederken büyüme plağında PTHrP sekrete eden 

hücreler ve PTHrP’nin artiküler perikondral kaynağı arasında ikincil kemikleşme 

merkezi oluşur ve bu süreçte düzenleyici döngü değişir. Muhtemelen büyüme 

plağının üst çoğalma zonundaki hücreler, perikondral hücrelerin Ihh uyarısına 

cevabında rol aldığı ve PTHrP ürettiği düşünülmektedir. Böylece büyüme 

plağında çoğalan hücreler ve prehipertrofik hücreler arasında yeni feedback 

yolu kurulur18. 

Büyümede etkili olduğu bilinen bir diğer faktör, fibroblast büyüme faktörü-

3 (Fibroblast Growth Factor-3; FGF-3)’tür. FGF-3 uzunlamasına büyümede 

negatif düzenleyici olarak anahtar rol alır37,38. Sıklıkla çoğalan kondrositler ve 

büyüme plağındaki prehipertrofik kondrositlerden sentezlendikten sonra, 

buradaki hücrelerin çoğalmasını antimitotik faktör P21 etkisi ile durdurur. 

Çoğalma zonunda FGF-3 promitotik Ihh uyarılarına karşı işlev görür. FGF-3 ile 

Ihh uyarıları arasında bir ilişki olduğu düşünülmesine karşın bu mekanizma tam 

olarak aydınlatılamamıştır39. 

 
2.7. Kemik Büyüme Faktörleri 

Osteoblastik kemik oluşumu ve osteoklastik kemik yıkımı, kemiğin 

hacmini belirleyen ince dengeyi gerektirir. Kemik dokunun oluşumu ve geri 

emilimi, hormonlar (kalsitonin, parathormon gibi) ve bölgesel kemik büyüme 

faktörlerinin etkileriyle meydana gelmektedir12. 

Bölgesel büyüme faktörlerinin, kondrosit çoğalması, olgunlaşması, 

makromolekül sentezi, hücre içi kalsiyum dengesi ve matriks mineralizasyonunu 

etkilediği bilinmektedir. Hücre çoğalması ve biyosentetik aktiviteyi etkileyen bu 

faktörlerin bölgesel osteoblast ve osteoklastlar üzerinde de hem parakrin, hem 

de otokrin etkili olduğu düşünülmektedir12,13. 

Hücresel aktivitenin bölgesel düzenleyicisi olarak işlev gören büyüme 

faktörleri, doku spesifik polipeptidler olarak tanımlanabilir. Büyüme faktörleri, 

biyolojik fonksiyonlarını hedef hücre yüzeyinde bulunan transmembran 

reseptörlerine bağlanarak yerine getirirler. Transmembran reseptörlerinin hücre 
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dışı kısmına bağlanınca, bu reseptörün hücre içi kısmı uyarılır ve protein kinaz 

aktivasyonu meydana gelir. Kinaz kaskatı, mRNA transkripsiyonunu aktifleştirir. 

Daha sonra hücre içinde kullanılan veya hücreden taşınan proteinin 

translasyonu olur10,12. 

IGF-1, IGF-2, TGF-β, FGF-1, FGF-2 gibi faktörler kemik doku 

matriksinde bulunurlar ve normal kıkırdak dokunun sentez işleminde rol 

alırlar10,11,12. 

 
2.7.1. İnsülin Benzeri Büyüme Faktörleri 

IGF düzenleyici sistem, kemik dokuda major büyüme düzenleyici sinyal 

ağını oluşturur. Bu düzenleyici sistem; 2 ligand (IGF-1, IGF-2), bu ligandların 

reseptörleri (IGF-1R, IGF-2R), asit değişken subunit (acid-labile subunit-ALS), 6 

tane yüksek affiniteli insülin benzeri büyüme faktörü bağlayıcı protein (Insulin-

Like Growth Factor Binding Protein;IGFBP) gibi düzenleyici proteinleri içerir40,41. 

Bu komponentler hep birlikte hücresel farklanma, büyüme, çoğalma, migrasyon 

ve hücrenin apoptozise karşı yaşamsal etkilerini içeren önemli biyolojik 

sonuçları kontrol eder42. 
IGF-1 ve IGF-2’nin her ikisi de küçük tek zincirli polipeptitler olup insüline 

benzer olarak pre-pro moleküller olarak sentezlenirler43. İnsülin ve diğer peptit 

hormonlar gibi spesifik dokudaki hücrelerde üretilip depolanmazlar, bunun 

yerine vücuttaki hemen hemen tüm hücreler tarafından üretilirler. Kan 

akımındaki konsantrasyonları sıklıkla diğer peptit hormonların yaklaşık olarak 

1000 katıdır ve biyolojik aktiviteleri birkaç yüksek affiniteli bağlayıcı proteinler 

tarafından düzenlenir42. 
IGF-1 ve IGF-2 ligandları hedef hücrelerde çeşitli kombinasyonlarda veya 

tek başına bulunabilen farklı hücre yüzey reseptörleri ile etkileşir. IGF-1 ve IGF-

2’nin her ikisinde temel biyolojik etkiler IGF-1R ile olur41. IGF-1R’ü hücre dışı 

bölgede glikozillenmiş prekürsörler olarak sentezlenen transmembran tirozin 

kinaz reseptörleridir. Bu reseptörler 2 tane hücre dışı α subunit ve bunlara 

disülfit bağları ile bağlanmış 2 tane transmembran β subunitin, β-α-α-β şeklinde 

düzenlenmesiyle oluşan heterotetramerik glikoproteinlerdir44. IGF-1’in, kendi 

reseptörünün α subunitindeki spesifik ligand bağlayıcı bölgelere tutunması ile 

reseptörün β subunitinin tirozin fosforilasyonunda yapısal değişiklik meydana 
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gelir. Bunun sonucunda β subunitin hücre içi kısmında bulunan intrinsik tirozin 

kinaz enziminin aktivasyonu meydana gelir45,46. 
IGF-1 yaklaşık olarak 7,5 kDa’luk moleküler ağırlığı ile 70 aminoasit 

dizisinden oluşan molekül olup A, B, C, D olmak üzere 4 organize peptit 

bölümlerinden oluşur. IGF’nin major üretim alanı karaciğer olmasına rağmen 

vücutta hemen hemen tüm dokularda sentezlendiği bilinmektedir47. Serum IGF 

düzeyi birçok faktörden etkilenir, fakat büyüme hormonu (growth hormone; GH) 

IGF’nin karaciğerde üretilmesinin ve kana verilmesinin en önemli 

düzenleyicisidir48.  

Önceleri kemirgenlerde üretilmiş IGF’nin tüm paternlerine bakılarak, IGF-

2’nin fetal büyüme için işlevsel olduğu, IGF-1’in ise postnatal ve yetişkin 

büyüme faktörü olarak işlev gördüğü öne sürülmüştür. Oysaki insanlarda 

yaşamları boyunca çeşitli dokularda üretilen IGF-1 ve IGF-2’nin farklı paternlere 

sahip olduğu gözlenmiştir. İnsanlarda, tüm yaşlarda IGF-2’nin serum 

konsantrasyonu IGF-1’e göre önemli oranda yüksek olup puberteden sonra 

sabit kalır ve GH tarafından düzenlenmez. Bununla birlikte IGF-2 embriyonik ve 

fetal gelişimde önemli rol alırken, postnatal dönemde işlevsel önemi azalarak 

büyük oranda IGF-2’nin etkisi IGF-1 ile yer değiştirebilir41. IGF-1eksik farelerde, 

IGF-2 eksik farelere göre perinatal mortalitenin artması ve ağır postnatal 

büyüme geriliğinin gözlenmesi, postnatal gelişimde IGF-1’in daha önemli 

olduğunu göstermiştir. IGF-1, IGF-2 ve IGF-1R’ün işlevsel etkileri, bu faktörler 

tek tek veya kombine olarak knockout edilerek fare modellerinde gösterilmiştir48. 

Bununla birlikte IGF-1 ve IGF-2’nin her ikisinin etkilerinin oluşmasında aracılık 

eden IGF-1R delesyonunun diğerlerine göre daha ağır fenotiplere neden olduğu 

saptanmıştır49. Ayrıca IGF-1 gen defekti oluşturulan farelerde organogenezisin 

bozulduğu görülmüştür, ancak karaciğer kökenli IGF-1 gen defekti oluşturulan 

farelerde serum IGF düzeyi %75 azalmış, ilginç olarak postnatal büyüme çok az 

etkilenmiştir50. Böylece yapılan çalışmalarla bu hormonun organogezis için de 

temel rol aldığı ileri sürülmüştür. 

IGF’ler kemik dokunun gelişmesinde ve onarımında önemli rol 

oynamakla birlikte bu mekanizmalar günümüzde kesin olarak anlaşılamamıştır. 

IGF-1 ve IGF-2 iskelet hücreleri tarafından sentezlenen en yaygın büyüme 

faktörleri arasındadır51. IGF-1 ve IGF-1R kondrositler, osteoblastlar ve 

osteoklastlar tarafından sentezlenmektedir. IGF-1 kondrosit çoğalmasını ve 
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matriks sentezini düzenlerken osteoblastik hücre fonksiyonunun otokrin 

düzenlenmesini sağlar ve kemik oluşumunu uyarır52,53. 
Longitudinal kemik büyümesinde ve kemik kitlesinin korunmasında, 

dolaşımdaki ve lokal sentezlenen IGF-1 önemli rol oynamaktadır. Osteoblastlar 

tarafından sentezlenen IGF-1’in hormonal düzenlenmesi, lokal olarak kemik 

yeniden şekillenmesinde önemli role sahiptir. Parathormon osteoblastlar 

tarafından IGF-1’in de novo sentezini güçlü bir şekilde uyarır. Böylece yeni 

sentezlenmiş IGF-1 direkt olarak osteoblast replikasyonunu ve kollagen 

sentezini artırır54.  

IGF-1 eksik transjenik farede kemik uzunluğunun normalden kısa ve 

kemikleşmenin gecikmiş olduğu gözlenmiştir55,56. Oysaki transjenik farelerin 

osteoblastlarında IGF’nin aşırı üretimi, kemik oluşumunda artışla 

sonuçlanmıştır57. Buna zıt olarak IGF-2 gen eksikliği olan farelerde kemik 

uzunluğu normal olduğu ve kemikleşmede gecikmenin olmadığı saptanmıştır. 
IGF-2’nin aşırı üretiminin ise kemik boyutlarında ve yapılan kemik doku 

miktarında belirgin etki göstermediği bildirilmiştir58.  

IGF-1 reseptörünün büyüme plağının tüm hücrelerinde yoğun olarak 

sentezlendiği gösterilirken, IGF-1’in kondrosit farklanması, çoğalması ve 

hipertrofisi üzerindeki etkisinin bu reseptör aracılığıyla meydana geldiği ileri 

sürülmüştür59. Ayrıca IGF-1R eksikliği olan farelerde organ hipoplazisi ve 

kemikleşmenin geciktiği göze çarpmıştır48. Zang ve ark.60 tarafından matür 

osteoblastlarda IGF-1R delesyonu yapılarak, mineral eklenmesinde IGF-1’in 

kritik önemi olduğu gösterilmiştir. Benzer olarak osteoblastlarda IGF-1’in 

sentezlenmesini artırarak artmış osteoblast aktivitesi saptanırken, osteoblast 

öncüllerinin sayısında değişiklik gözlenmemiştir. Bu bilgiler IGF-1’in az 

farklanmış kemik hücreleri için mitojenik olduğunu, osteoblastlarda osteokalsin 

üretimini, alkalen fosfataz aktivitesini ve tip 1 kollajen sentezini artırabileceğini 

gösteren in vitro çalışmalar ile desteklenmiştir61. Osteoblastların fonksiyonlarını 

düzenlemesine ek olarak bazı araştırmacılar tarafından osteoklast 

farklanmasının ve işlevlerinin artmasının, nükleer faktör kappa B reseptör 

akvitesi (Receptor Activator of Nuclear Factor-κB Ligand; RANKL) aracılığıyla 

olduğu kadar, IGF-IR aracılığıyla da direkt olarak gerçekleştiği gösterilmiştir62. 

Osteoklast oluşumunda ve diğer düzenleyici faktörler tarafından osteoklastların 

aktivasyonlarının düzenlenmesinde de rol almaları nedeniyle kemik oluşumu ve 
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rezorbsiyonunda kompleks etkisi olan büyüme faktörüdür63,64. Birçok büyüme 

faktörü gibi IGF-1 de kemiğin kalsifiye matriksinde bulunur. Rezorbsiyon işlemi 

süresince ortama salınır ve bu yolla lokal osteoblastların tekrar aktifleşmesi 

sağlanarak, osteoklastlar tarafından oluşturulmuş rezorbsiyon oyuklarının 

doldurulması sağlanmış olur65.  

IGF-1 ve GHr (Growth Hormon receptor) mutasyonu yapılan sıçanlarda; 

kondrositlerin çoğalmasının azaldığı, aktif olarak bölünen kondrosit zonunda 

çoğalmanın azalması ile üretim oranının düştüğü saptanmıştır. Ayrıca hipertrofik 

kondrosit zonunundaki olgunlaşma yetersizliğine ve hipertrofik kondrositlerin 

büyüklüklerinde azalmaya bağlı olarak gelişimin geciktiği gözlenmiştir. Aynı 

çalışmada IGF-1 mutant sıçanlarda, epifizin periferinden ikincil kemikleşme 

merkezinin oluşacağı bölgeye doğru, damarların ilerlemesinde yetersizlik 

oluştuğu ve böylece ikincil kemikleşme merkezinin geç oluştuğu saptanmıştır66. 

IGF-1’in kemik iliğindeki multipotansiyel öncül hücrelerin osteoblastlara 

ve adipositleri içeren diğer mezenşimal tip hücrelere farklanmasını nasıl 

etkilediği konusundaki bilgiler çok azdır. Bununla birlikte insan kemik iliği 

hücreleri üzerinde mitojenik etkili olduğu, farklanma üzerindeki etkisinin 

hücrelerin olgunlaşma evresine bağlı olduğu bilinmektedir67. 
 
2.7.2. Değiştirici Büyüme Faktörü-β  

Kemik dokuda en sık bulunan büyüme düzenleyici faktörler olup, fetal ve 

neonatal gelişim süresince hem immunoregülatör düzenleyici hem de 

morfogenetik büyüme faktörü olarak fonksiyon gördüğü düşünülmektedir68. 

TGF-β ailesinin tanımlanmış 5 alt tipi (TGF-β1–TGF-β5) benzer yapı ve 

fonksiyona sahip proteinler içerir. Memeli türlerde bunların üç izoformu (TGF-

β1,2,3) bulunmaktadır12,69. Tip 1, 2, 3 olarak bilinen 3 reseptörü bulunmaktadır. 

Tip 1 ve tip 2 reseptör hücre membranında bulunur ve birbirine benzer 

özelliktedir. Yapısal olarak sisteinden zengin küçük bir hücre dışı kısım, bir tane 

transmembran kısım ve tamamı serin/treonin kinaz bölgesinden oluşan hücre içi 

kısımdan meydana gelir70. Hücre membranında 2 tane tip 1 ve 2 tane tip 2 

reseptör, heterotetramerik kompleks şekilde bulunur. Tip 2 reseptör, tip 1 

reseptörün aktifleşmesini sağlar. Tip 1 reseptörü daha sonra hücre içi uyarı 

kaskatını başlatan SMAD reseptörünün transfosforilasyonunu sağlar ve bu 

proteinin hücre çekirdeğine taşınması ile gen transkripsiyonu düzenlenir11,71. Tip 
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3 reseptörü, betaglikan olarak isimlendilir, heterodimerik serin/treonin kinazlar 

olarak bilinen tip 1 ve tip 2 reseptörü aracılığı ile biyolojik etkilerini yapar. TGF-β 

izoformlarının reseptörlerine bağlanmasını etkiler, bu protein vasküler 

endotelyal hücreler ve hemopoetik hücreler için önemlidir11,72. 

Birçok hücrede ve dokuda bulunan TGF-β’lar, inaktif kompleksler olarak 

sentezlenirler, etkilerinin ortaya çıkabilmesi vücutta yaygın olarak dağılan 

reseptörleriyle etkileşmelerine bağlıdır69. Yapılan çalışmalar TGF-β’nın kalsifiye 

kıkırdak ve kemiğin mineralize matriksine sıkıca tutunduğunu göstermiştir. 

Endokondral kemikleşme süresince kondroklastların, kemik yeniden 

şekillenmesinde ise osteoklastların aktivitesi ile ortama salınan proteazlar ve 

asidik çevre, inaktif olarak sentezlenen TGF-β’yı aktifleştirerek reseptörlerine 

bağlanmasını sağlar73,74. Carrington ve ark.75 endokondral kemikleşme 

süresince TGF-β’nın kıkırdak dokuda tamamen dağılmayıp kalsifiye olan 

kıkırdak bölgelerinde yoğunlaştığını ve kemikleşmede rol alacak TGF-β 

miktarındaki artışın, kıkırdak dokuda meydana gelen vasküler invazyonla 

uyumlu olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

TGF-β ailesinin birçok hücrede; çoğalma, farklanma, migrasyon, 

apoptozis ve ekstrasellüler matriks üretimini düzenlediği gösterilirken, bu 

faktörlerin organogeneziste de etkili olduğunu ileri süren çalışmalar da 

bulunmaktadır76,77. Fare embriyolarının organogenezis döneminde, vertabral 

kolonda ve gelişen ekstremitelerde, farklanmamış hücrelerin tip 2 reseptörü 

sentezledikleri ve TGF-β’nın bu reseptörler aracılığıyla etkilerini 

gerçekleştirdikleri gözlenmiştir77,78. 

Tip 1 ve tip 2 reseptörler, dağılım oranı, ekspresyon düzeyine bağlı 

olarak endokondral kemikleşmenin farklı evreleri süresince kondrositlerin 

çoğalma ve farklanmasını düzenlerler80. Kıkırdak dokuda tüm reseptörlerin 

sentezlendiği saptanırken, olgunlaşma süresince bu reseptörlerin 

sentelenmelerinde değişiklikler gözlenmiştir. Neonatal kıkırdakta tip 2 

reseptörün tip 1 reseptöre göre daha yaygın ekspresyon paterni gösterdiği, bu 

reseptörün aktivitesi ile, osteoblastlar ve diğer hücrelerde, TGF-β/reseptör 

kompleksinin farklanma düzenleyici etkilerinin meydana geldiği 

gösterilmiştir81,82. 

Yapılan bir çalışmada gelişmekte olan sıçanların büyüme plaklarında, 

kondrositlerin çoğalma zonunun alt bölgelerinde, olgunlaşma ve hipertrofik 
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zonlarında bulunan hücrelerde tip 2 reseptör proteini ve mRNA sentezinin 

yapıldığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada olgunlaşma zonu ve hipertrofik zondaki 

kondrositlerde yoğun immun işaretlenme saptanmıştır83. Bu çalışmayla uyumlu 

olarak Horner ve ark84. büyüme plağında kondrositlerin tüm zonlarında tip 2 

reseptörün sentezlendiğini göstermişlerdir. Ayrıca fonksiyonel reseptör 

kompleksinin her iki komponentinin de, hipertrofik kondrosit zonunda yoğun 

olarak sentezlendiği saptanmıştır. İntramembranöz kemikleşme süresince 

oluşan osteofitlerin kıkırdak dokusunda, çoğalan kondrositlerde ve hipertrofik 

kondrositlerde, tip 2 reseptör daha yoğun olmak üzere tip1 ve tip 2 reseptörün 

sentezlendiğini göstermişlerdir. Bu nedenle kondrosit olgunlaşması süresince 

tip 2 reseptörünün sentezlenmesinin devam ettiği ve mitojenik uyarıları 

azaltarak hücrelerin hipertrofiye olmasında etkili olabileceği ileri sürülmüştür11.  

Kondrosit kültürlerinde TGF-β’nın ekstrasellüler matriks sentezinde rol 

aldığı, proteoglikanların sentezlenmesini, bunların büyüklüklerini ve 

sülfatlanmasını artırdığı saptanmıştır85. Rosado ve ark.86 sıçan kostakondral 

kıkırdak hücrelerinde tip 2 reseptör blokajı uygulamışlar ve bunun sonucunda 

kondrositlerde proteoglikan sentezinin azaldığını göstermişlerdir. Ortama TGF-

β1 eklenmesinin proteoglikan sentezini değiştirmediğini de ortaya koymuşlardır. 

Bu çalışmanın sonuçlarına göre de kıkırdak hücrelerinden proteoglikan 

sentezinin tip 2 reseptör aracılı olduğu öne sürülmüştür. Başka bir çalışmada 

ise, TGF-β’nın, olgunlaşan kondrositlerde tip 2 kollajen mRNA sentezini 

arttırdığı gösterilmiştir87. 
İn vivo ve in vitro çalışmalar TGF-β’nın kemik yeniden şekilllenmesinde 

önemli olduğunu göstermiştir88. TGF-β’nın immunoreaktivitesi osteoblastlarda 

ve kemik matriksinde gözlenmiştir89. Kemik matriks proteiniyle ilgili olarak, 

kültüre osteoblastik hücrelerde osteopontin, osteonektin ve tip 1 kollajen 

sentezini düzenlediği saptanmıştır90.  

TGF-β osteoprogenitör hücrelerin çoğalmasını artırırken, bu hücrelerin 

kondrositlere ve osteoblastlara farklanmasını uyarır28. Normal kemik dokuda, 

ekstrasellüler matriks üretimi ve hücre farklanması konusunda, farklanmış 

osteoblastlara göre farklanmamış preosteoblastik hücreleri etkilemeyi tercih 

eder. Sıklıkla preosteoblastların düzenlenmesinde TGF-β yanıtı, tip 2 reseptör 

aracılığıyla olabilir ve hızlı kemik yeniden şekillenmesi için tip 2 reseptör 

upregülasyonundan sözedilebilir83. 
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2.7.3. Fibroblast Büyüme Faktörleri 
Endokondral ve intramembranöz kemikleşmede etkili olduğu bilinen bu 

protein ailesinin bilinen 23 üyesi vardır. Bunların tümü %50’ye yakın oranda 

benzer diziyi paylaşırlar. FGF-1 ve FGF-2 prototip olup en sık çalışılan 

proteindir91,92.  

Tirozin kinaz superfamilyasına ait 4 ayrı FGF reseptörü (FGFR1-4) 

tanımlanmıştır. Bu reseptörler hücre dışı ligand bağlayıcı kısım, transmembran 

kısım ve hücre içi tirozin kinaz bölgesi olmak üzere 3 komponentten oluşur11. 

Kendi ligandlarına bağlanan reseptörlerin tümü tirozin kinaz aktivitesi gösterir93. 

Dimerize reseptör-ligand kompleksleri kümeleşir ve hücre tarafından endosite 

edilirler. Bu kompleksler DNA transkripsiyonunun düzenlenmesine giden 

özelleşmiş hücre içi proteinler için selektif bağlayıcı alanlar olarak işlev 

görürler12. 

Yapılan çalışmalarla FGF’lerin embriyonik dönemde ve postnatal 

dönemde kemik oluşumunda etkili olduğu gösterilmiştir94-96. Özellikle kök 

hücreler ve farklanmış hücrelerde etkili olan bu faktörler, hücrelerin migrasyonu, 

çoğalması, farklanması, morfoloji ve fonksiyonel değişikliklerinde etkilidir. Ayrıca 

bu faktörlerin mezenşimal hücrelerin kondrosit ve osteoblasta farklanmasını 

etkilediği, kondrosit çoğalmasını ve kondrositlerin terminal farklanmasını 

düzenlediği gösterilmiştir11,97-100. 

FGF’ler kemikte ve kıkırdak matrikste bulunur, IGF-1 ve TGF-β ile 

kondrosit çoğalmasının uyarılmasında sinerjik etki gösterebilir. Yapılan doku 

kültürü çalışmalarında diğer faktörlere göre FGF’lerin daha mitojen olduğu 

saptanmıştır. Ortama eklenen FGF-2’nin kondrosit farklanmasının terminal 

fazını inhibe etttiği, alkalen fosfataz aktivitesini ve kalsiyum birikimini artırdığı 

saptanmıştır101. 

Kemikleşme sürecinde kıkıdak şablondan kemik dokuya geçişte, 

vasküler invazyon ve kemikleşme için gerekli olan sinyallerin hipertrofik 

kondrositlerden kaynaklandığı bilinmektedir. Bununla birlikte FGF-2’nin 

endotelyal hücreler için kemotaktik ve mitojen olduğunu gösteren çalışmalarda 

bulunmaktadır102. Baron ve ark.103 büyüme plağının metafizyal sınırına FGF-2 

infüzyonu yaparak bu bölgede vasküler invazyonun ve kemikleşmenin arttığını 

göstermişlerdir. Aynı zamanda bu faktörün birincil ve ikincil kemikleşmenin 

erken dönemlerinde, anjiogenezis için gerekli olduğunu ileri sürmüşlerdir. 
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Moncilla ve ark.104 büyüyen sıçanlarda sistemik FGF-2 uygulamasının 

bifazik etkili olduğunu göstermişlerdir. FGF-2’nin düşük dozda verilmesi ile 

sıçanlarda büyüme plağı kondrositlerinde çoğalmanın ve uzunlamasına kemik 

büyümesinin arttığı gözlenirken, yüksek dozda verilen FGF-2’nin kondrosit 

çoğalmasını ve uzunlamasına kemik büyümesini azalttığı saptanmıştır. Bu 

sonuçlara benzer olarak Coffin ve ark.105 FGF-2 üretimi artırılmış transjenik 

farelerde, uzun kemiklerin normal farelere göre aşırı kısaldığını gözlemişlerdir. 

Aynı zamanda bu farelerin büyüme plağındaki istirahat ve çoğalma zonundaki 

kondrositlerin arttığını, hipertrofik kondrositlerin azaldığını bulmuşlardır. 

FGF-2 kemik dokunun oluşmu için gerekli olan osteoblast fonksiyonlarını 

düzenler. Debiasis ve ark.106 osteoblast kültürü çalışmalarında FGF-2 ile 

osteoblastların terminal farklanmasında ortaya çıkan apoptozis kaskatının 

engellendiğini bulmuşlardır. Bu faktörün antiapoptotik olarak çalıştığını ileri 

sürmüşlerdir. 

FGF-2’nin kırık iyileşmesini arttırdığı birçok çalışma ile gösterilmiştir. Kırık 

çalışmalarında FGF’nin insan rekombinant şeklinin kemiğe uygulanması, bu 

bölgede mezenşimal hücrelere farklanmasını, osteoblast sayısını, kallus 

hacmini ve yoğunluğunu arttırdığı saptanmıştır107,108.  

Tavşanlarda oluşturulan metafizyal kırık modellerinde eksojenöz verilen 

FGF-2’nin kırık iyileşmesini hızlandırdığı saptanmıştır109. Başka bir çalışmada 

kırık onarımının erken evresinde periosteum ve yumuşak kallusta FGF-2’nin 

geniş oranda dağıldığı gözlenmiştir110. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurul onayı alındıktan sonra 

çalışmaya başlandı. Araştırmada, Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney 

Hayvanları Üretim Birimi’nde üretilen 70 adet erkek Wistar albino cinsi sıçan 

kullanıldı. Denekler, sıcaklığı 21±1 oC, nem oranı %45–65 ve 12 saat gece, 12 

saat gündüz koşulları sağlanan laboratuar ortamında, 35cmX45cmX25cm 

boyutlarında plastik kafeslerde barındırıldı. Deneklerden 0-21 gün arasındakiler 

anne sütüyle beslenirken, diğerleri hazır pellet yem ve çeşme suyu ile beslendi.  

Daha önce yapılmış çalışmalarda sıçan tibia proksimal epifizi8 ve 

humerus proksimal epifizinde111 ikincil kemikleşme merkezi gelişim evreleri 

günlere göre sınıflandırıldı. Buna göre; 

Evre 0: Doğumdan sonraki 0-4. gün arası olup, bu evrede epifizde 

herhangi bir değişiklik olmadığı gösterildi. 

Evre 1: 6. gün (4-7. gün). Epifiz yüzeyinde kanal oluşumu. 

Evre 2: 7. gün (6-8. gün). Gelişen kanalların birleşmesi ve kemik iliği 

alanının oluşması. 

Evre 3: 9. gün (8-10. gün). Kemik iliği alanının genişlemesi, kemik iliği 

proksimal duvarında hipertrofik kondrositlerin artması, kemikleşme merkezinde 

kemikleşmenin başlaması. 

Evre 4. 21. gün. Kemikleşme merkezinin genişlemesi ve ikincil büyüme 

plağı oluşumunun tamamlanması olarak belirtildi. 

Çalışmamızda, tanımlanmış gelişim evrelerine göre, her grupta 10 

hayvan olmak üzere 7 grup oluşturuldu. 1. grup 1. günde, 2. grup 4. günde, 3. 

grup 7. günde, 4. grup 10. günde, 5. grup 21. günde sakrifiye edildi. Literatürde 

21. günden sonra ikincil kemikleşme merkezindeki değişiklikleri gösteren 

herhangi bir sınıflamaya rastlanmadı. Bu nedenle yukarıdaki gruplara ek olarak 

6. grup 50. günde ve 7. grup 100. günde sakrifiye edilerek femur distal uçları 

alındı. 

 
3.1. Işık Mikroskobik Doku Hazırlama Yöntemi 

Her denekten tibianın proksimali ve femurun distalini içerecek şekilde 

alınan diz eklemleri, %10’luk tamponlanmış formalin (pH:7.4)112 içinde 48 saat 
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tespit edildiler. Daha sonra yumuşak doku kısımları uzaklaştırıldı ve 

dekalsifikasyon işlemi için 0.1 M Tris-HCl tamponunda hazırlanmış %10 EDTA  

(pH:7.4)8 solüsyonuna alındı. Dekalsifikasyon solüsyonu günlük olarak 

değiştirildi. Dokuların dekalsifikasyonu, deneklerin farklı yaşları nedeniyle kemik 

kalınlığına bağlı olarak 2-15 gün sürdü. Dekalsifikasyonun tamamlandığı 

kalsiyum okzalat testiyle anlaşıldıktan sonra dokular 2 saat akar suda yıkandı 

ve rutin olarak uygulanan doku takip yöntemi ile takip edildi. 

 

3.1.1. Doku Takip İşlemi112

 1. Etil Alkol (%80)  30 dk 

 2. Etil Alkol (%95)  2 saat 

 3. Etil Alkol (%95)  1 saat 

 4. Etil Alkol (%100)  1 saat 

5. Etil Alkol (%100)  1 saat 

6. Etil Alkol (%100)  1 saat 

7. Ksilol   1 saat 

8. Ksilol   1 saat 

9. Ksilol   2 saat 

10. Parafin    2 saat 

11. Parafin   2 saat 

12. Parafin   2 saat 

13. Bloklama 

Blok haline getirilen dokulardan, Leıca® RM2125RT marka rotary 

mikrotom ile 4 µm kalınlığında kesitler adheziv lamlara (Superior Marienfeld-

HistoBond®) alındı. Alınan kesitlerin histokimyasal incelemesi için, yaşa bağlı 

ikincil kemikleşme merkezinin oluşumu ve gelişimini değerlendirmek üzere 

toluidin mavisi ile boyandı. Femur distal epifizinde, ikincil kemikleşmenin olacağı 

merkezi bölge ve bu alanın çevresinde bulunan perifer bölgede ayrı ayrı 

inceleme yapıldı. İmmunohistokimyasal incelemeler için; IGF-1Rβ tavşan 

poliklonal IgG primer antikoru (SANTA CRUZ®, sc-9038), TGF-βR2 Rβ tavşan 

poliklonal IgG primer antikoru (SANTA CRUZ®, sc-400), FGF-2 tavşan 

poliklonal IgG primer antikoru (SANTA CRUZ®, sc-7911) ile işaretleme 

yapıldıktan sonra, hücrelerin işaretlenme özellikleri ve işaretlenen hücre sayıları 
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değerlendirildi. Sayısal değerlendirme için, 1, 2, 3 ve 4. gruplarda ikincil 

kemikleşme merkezi bölgesinde, her alandan toplam 100 hücre sayıldı. 

İşaretlenen hücrelerin yüzdeleri hesaplanarak her grubun ortalaması bulundu. 

IGF-1Rβ ve TGF-βR2, reseptör proteini oldukları için, pozitif hücre 

ortalamaları birbirleriyle karşılaştırıldı. Ayrıca bu antikorlar ve FGF-2 antikoru da 

kendi içlerinde günlere göre de karşılaştırıldı. 

5. grupta ikincil kemikleşme bölgesinin genişlemesi ve artiküler kıkırdağın 

oluşmaya başlaması, 6. ve 7. gruplarda ise ikincil kemikleşme bölgesinin 

tamamlanıp matür epifiz görünümünde olması nedeniyle (+) boyanan hücre 

sayımı yapılmadı. Bu gruplarda artiküler kıkırdaktaki kondrositlerde ve ikincil 

kemikleşme bölgesindeki osteoblastlarda, kemik trabeküllerinde yer alan 

osteositlerde IGF-1Rβ, TGF-βR2 ve FGF-2 immünoreaktivitesi değerlendirildi. 

 

3.1.2. İmmunohistokimya Protokolü113,114

1. Kesitler deparafinizasyon işlemi için 60 0C etüvde 1 saat bekletildiler, 

daha sonra oda ısısında 3 kez 5’er dakika ksilolden geçirildiler. 

2. Rehidratasyon işlemi için derecesi giderek azalan alkol serilerinden 

geçirildiler ve saf suya alındılar. 

3. Fiksasyondan ve parafine gömülmekten kaynaklanan antijen 

maskelenmesini ortadan kaldırmak için sitrat tamponu (pH: 6) içinde 

mikrodalgada 750 W’ ta 5 dakika muamele edildiler. 

4. Bu işlemden sonra dokular aynı sitrat tamponu içinde 20 dakika 

soğumaya bırakıldılar. 

5. Taze hazırlanmış fosfatlı tuz tamponu (PBS) ile 3 kez 5’er dakika 

yıkandılar. 

6. Distile suda % 3’lük hazırlanmış hidrojen peroksit (H2O2) ile endojen 

peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi için 20 dakika inkübe edildiler. 

7. PBS ile 3 kez 5’er dakika yıkandılar. 

8. Nonspesifik antikor bağlanmasını ve bundan dolayı olabilecek 

istenmeyen zemin boyanmasını engellemek için, PBS içinde %2’lik 

sulandırılmış sekonder antikorun elde edildiği hayvanın normal serumu ile 1 

saat inkübe edildiler. 

9. Dokuların üzerindeki normal serum pipetle çekildi, yıkama 

yapılmadan dokular üzerine PBS içinde hazırlanmış %0.5’lik sığır serum 
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albumini (PBS-BSA) ile aşağıdaki gibi sulandırılmış primer antikorlar damlatıldı. 

Tüm antikorlar 1/100 oranında sulandırıldı. Kesitler nemlendirilmiş kapalı bir kap 

içinde +4 0C’de buzdolabında bir gece inkübe edildiler. 

10. PBS ile 3 kez 5’er dakika yıkandılar. 

11. Biotin ile bağlanmış sekonder antikor solüsyonundan damlatılarak 

oda ısısında 1 saat inkübe edildiler. Tüm antikorlar için keçiden elde edilmiş 

anti-tavşan (CHEMICON®) sekonder antikoru %0.5 PBS-BSA içinde 1/500 

oranında sulandırıldı. 

12. PBS ile 3 kez 5’er dakika yıkandılar. 

13. Streptavidin-biotin-peroksidaz enzim reagenti ile 20 dakika inkübe 

edildiler. 

14. PBS ile 3 kez 5’er dakika yıkandılar. 

15. Peroksidaz substratı olan diaminobenzidin (DAB) damlatıldı ve 

boyanma yoğunluğu mikroskop altında kontrol edilerek 3-5 dakika inkübe edildi. 

16. Distile suda 5 dakika yıkandılar. 

17. Hematoksilen ile zıt boyama (3-5 saniye) yapıldı. 

18. Akar suda berraklaşana kadar yıkandı. 

19. Kesitler derecesi artan alkollerden geçirilerek dehidrate edildiler. 

20. Ksilolden 3 kez 5’er dakika geçirildiler. 

21. Entellan ile kapatılan dokular, Olympus® BX50 ışık mikroskobu ile 

incelendi ve aynı mikroskoba eklenmiş Nikon® coolpix5000 digital kamera ile 

resimleri çekildi. 

Negatif kontrol amacıyla ayrılan kesitlere primer antikor içermeyen %0.5 

PBS-BSA damlatıldı. Daha sonra protokole aynı şekilde devam edildi. 

 
3.2. İstatistiksel Analizler 

İstatistiksel Analizler, SPSS 11.5 ve Statistica 6.1 paket programlarında 

yapıldı. Faktör, grup değişkenlerinin pozitif hücre sayısı üzerine etkisinin test 

etmek amacı ile iki yönlü varyans analizi kullanıldı. FGF2 faktörünün gruplara 

göre pozitif hücre sayısı üzerine etkisi tek yönlü varyans analizi ile test edildi. Alt 

grup karşılaştırmalarında Tukey HSD çoklu karşılaştırma testinden yaralanıldı. 

Sonuçlarda p<0,050 ise istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

 

 33



 
 
4. BULGULAR 
4.1. Morfolojik Bulgular 

Işık mikroskobu ile yapılan incelemelerde yaşla ilişkili olarak epifizde, 

aşağıdaki morfolojik değişiklikler tanımlandı.  

Doğumdan sonraki 1. günde (1.grup) perikondriyumla çevrili femur distal 

epifizinin tamamen hyalin kıkırdak yapısında olduğu, epifizde bulunan 

kondrositlerin ise dinlenme ve çoğalma evresinde olduğu izlendi (Resim 1).  

4. günde (2. grup), epifizin 1. gündeki hyalin kıkırdak yapısını devam 

ettirdiği ancak yüzeyinde küçük çöküntülerin meydana geldiği belirlendi. 

Perikondriyumdan kaynaklanan kapillerlerin bu alanlara doğru ilerlediği gözlendi 

(Resim 2). 

7. günde (3. grup), epifiz yüzeyinde kazınma işlemlerinin arttığı, oluşan 

kanallarla kan damarlarının ikincil kemikleşmenin oluşacağı bölgeye doğru 

ilerlediği, bu bölgedeki kondrositlerin ise çoğunluğunun hipertrofik kondrosit 

olduğu saptanırken, primer büyüme plağının oluşmaya başladığı izlendi (Resim 

3). 

10. günde (4. grup), kemik iliği alanının genişlediği, osteoprogenitör 

hücrelerden farklanan osteoblastların kemik matriks üretimini başlattığı ve yer 

yer immatür kemik spiküllerinin oluşmaya başladığı saptandı (Resim 4). 

21. günde (5.grup), endokondral kemikleşme sürecinceki evreler belirgin 

olarak gözlendi. İkincil kemikleşme merkezinin genişlediği, bu alanda kemik 

spiküllerinin oluştuğu ve epifiz periferinde ikincil büyüme plağının oluştuğu 

izlendi. (Resim 5) 

50. (6. grup) ve 100. (7. grup) gündeki morfolojik değişiklikler benzerdi. 

Ancak 50 günlük grupta endokondral kemikleşmenin azalmış olsa da devam 

ettiği, kemik dokudan artiküler kıkırdağa geçiş bölgesinde çok sayıda hipertrofik 

kondrositlerin bulunduğu saptandı. 100 günlük grupta ise ikincil kemikleşme 

merkezinin tamamlandığı ve epifizin, artiküler kıkırdak bölgesi dışında hemen 

tamamen trabeküler kemik yapısı ile yer değiştirdiği gözlendi. Her iki grupta bazı 

kemik trabekülleri içerisinde az miktarda kıkırdak dokusuna rastlandı (Resim 

6,7)  
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4.2. İmmünohistokimyasal Bulgular  

Primer antikoru içermeyen negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir 

işaretlenme gözlenmedi (Resim 8). 

 

4.2.1. IGF-1Rβ  

1. grubun immunohistokimyasal incelenmesinde, epifizi çevreleyen 

perikondriyumda bulunan farklanmamış mezenşimal hücrelerde IGF-1Rβ 

işaretlenmesi saptanmazken (Resim 9), epifiz periferinde bulunan kondrositlerin 

çoğunda işaretlenme vardı (Resim 10). Epifiz merkezinde ise IGF-1Rβ (-) 

kondrositler, IGF-1Rβ (+) kondrositlere göre daha fazlaydı (Resim 11). 2. 

gruptaki IGF-1Rβ işaretlenmesi 1. gruptakine benzerdi (Resim 12, 13). 3. grupta 

kemikleşme merkezine doğru oluşan kanal çevresindeki kondrositlerde ve kanal 

içerisindeki osteoprogenitör hücrelerde yoğun IGF-1Rβ işaretlenmesi gözlendi 

(Resim 14).  

3. ve 4. grupta ise farklanmamış mezenşimal hücre tabakasının oldukça 

inceldiği bu hücrelerin çoğunun sitoplazmasının da IGF-1Rβ işaretlendiği 

görüldü. Ayrıca, periferik ve merkezi bölgedeki kondrositlerin çoğunluğunda 

önceki iki gruptakine benzer şekilde sitoplazmik olarak işaretlenme 

bulunmaktaydı (Resim 15, 16, 17, 18). Bunlara ilaveten 4. grupta epifiz 

merkezindeki hipertrofik kondrositlerin tamamına yakınında IGF-1Rβ 

işaretlenmesi saptandı (Resim 19).  

5. grupta, epifiz periferinde, hücre farklanmasının olduğu bölgelerde ve 

genişleyen ikincil kemikleşme merkezinin çevresindeki hemen hemen tüm 

hipertrofik kondrositlerde, IGF-1Rβ ile belirgin işaretlenme gözlendi (Resim 20). 

6. grupta ikincil kemikleşme merkezinde oluşan trabeküler kemik bölgesindeki 

osteoprogenitör hücrelerde ve osteoblastlarda, ayrıca kemik matrikste bulunan 

osteositlerin bir kısmında da IGF-1Rβ işaretlenmesi gözlendi. Oluşan artiküler 

kıkırdakta ise, yüzeyel ve ara tabakalardaki kondrositlerin çoğunda pozitiflik 

saptandı (Resim 21, 22). 7.grupta ise, ikincil kemikleşmenin tamamlandığı, 

işaretlenme özelliklerinin 6. gruptakine benzer olduğu gözlendi (Resim 23). 
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4.2.2. TGF-βR2 

1. ve 2. grupta epifizlerin periferindeki kondrositlerin çoğu TGF-βR2 

işaretlenmesi gösterirken, epifizlerin merkezindeki kondrositlerin çoğunda TGF-

βR2 işaretlenmesi gözlenmedi (Resim 24, 25, 26, 27).  

3. ve 4. gruplarda benzer bulgular gözlendi. Epifizlerin periferindeki 

kondrositlerin çoğunda TGF-βR2 işaretlenmesi vardı (Resim 28,30). Her iki 

grupta kemikleşmenin oluşacağı alanlardaki hipertrofik kondrositlerde TGF-βR2 

işaretlenmesi saptandı (Resim 29,31).  

5. grupta epifizlerin merkezinde ikincil kemikleşme merkezinin genişlediği 

ve bu alanın çevresindeki matür ve hipertrofik kondrositlerin TGF-βR2 (+) 

işaretlenme gösterdiği gözlendi (Resim 32). Ayrıca kemikleşme alanında yeni 

oluşan kemik spikülerinde de TGF-βR2 işaretlenmesi saptandı. (Resim 33). 

6. ve 7. grupta ikincil kemikleşme merkezindeki trabeküler kemikte, bazı 

osteositlerde TGF-βR2 işaretlenmesi gözlenirken, artiküler kıkırdakta yüzeyel ve 

ara tabakalardaki kondrositlerde TGF-βR2 işaretlenmesi saptandı (Resim 34, 

35, 36). Her iki grupta da oluşan kemik matriksin TGF-βR2 ile (+) işaretlendiği 

göze çarptı (Resim 35, 37). 

 

4.2.3. FGF-2 
1. ve 2. grupta epifizlerin periferindeki kondrositlerde belirgin FGF-2 

işaretlenmesi vardı (Resim 38, 40). Ancak epifizlerin merkezindeki 

kondrositlerin çoğunda FGF-2 işaretlenmesi saptanmadı (Resim 39, 41). 

3. grupta oluşan kanalların çevresindeki kondrositlerde belirgin FGF-2 

işaretlenmesi saptandı (Resim 42). 3. ve 4. gruptaki FGF-2 işaretlenmesi 

benzer dağılım gösterirken (Resim 43, 44, 45), bunlara ek olarak hipertrofik 

kondrositlerin hepsinde FGF-2 işaretlenmesi saptandı (Resim 46).  

5. grupta oluşan kemikleşme merkezi çevresindeki kondrositlerde belirgin 

FGF-2 işaretlenmesi gözlendi (Resim 47). 6. ve 7. grupta FGF-2 işaretlenmesi 

benzer dağılım gösterdi. Trabeküler kemikteki bazı osteositlerde FGF-2 

işaretlenmesi varken, artiküler kıkırdakta da yüzeyel ve ara tabakadaki 

kondrositlerde belirgin FGF-2 işaretlenmesi saptandı (Resim 48, 49, 50). 
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4.3. İstatistiksel Analiz 

IGF-1Rβ, TGF-βR2, FGF-2 antikoru için tüm gruplarda merkezi 

bölgelerde pozitif boyanan hücre sayımları yapıldı. Elde edilen sonuçlar tablo.1 

de verildi. Bu sonuçlar gruplar arası değişimi belirlemek üzere istatistiksel olarak 

karşılaştırıldı. 

 

4.3.1. IGF-1Rβ  

1. grup ile 2. grup karşılaştırıldığında, 2. grupta pozitif hücre sayısında 

artış vardı ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi (p=0,999). 

1. grup ile 3. grup karşılaştırıldığında, 3. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

1. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

2. grup ile 3. grup karşılaştırıldığında, 3. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

2. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

3. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

artış vardı ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi (p=0,999). 

 

4.3.2. TGF-βR2 

1. grup ile 2. grup karşılaştırıldığında, 2. grupta pozitif hücre sayısında 

artış vardı ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi (p=0,999). 

1. grup ile 3. grup karşılaştırıldığında, 3. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

1. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

2. grup ile 3. grup karşılaştırıldığında, 3. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

2. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

3. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

istatistiksel olarak anlamlı artış vardı (p=0,020). 
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4.3.3. IGF-1Rβ ve TGF-βR2  

IGF-1Rβ 1. grup ile TGF-βR2 1. grup karşılaştırıldığında, TGF-βR2 ile 

işaretlenen hücre ortalaması daha yüksekti ancak bu fark anlamlı değildi 

(p=0,997). 

IGF-1Rβ 2. grup ile TGF-βR2 2. grup karşılaştırıldığında, TGF-βR2 ile 

işaretlenen hücre ortalaması daha yüksekti ancak bu fark anlamlı değildi 

(p=0,994). 

IGF-1Rβ 3. grup ile TGF-βR2 3. grup karşılaştırıldığında, IGF-1Rβ ile 

işaretlenen hücre ortalaması anlamlı olarak daha yüksekti (p=0,008). 

IGF-1Rβ 4. grup ile TGF-βR2 4. grup karşılaştırıldığında, TGF-βR2 ile 

işaretlenen hücrelerin ortalaması daha yüksekti ancak bu fark anlamlı değildi 

(p=0,997). Her iki grubun pozitif hücre sayılarının aynı günlerde karşılaştırılması 

şekil 4 te gösterilmiştir. 
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Şekil 4. IGF-1Rβ ve TGF-βR2 ile işaretlenen hücrelerin günlere göre dağılımı 

 

4.3.4. FGF-2 
FGF-2 ile işaretlenen hücrelerin günlere göre dağılımı şekil 5 te 

verilmiştir. Gruplar birbirleriyle karşılaştırıldığında;  
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1. grup ile 2. grup karşılaştırıldığında, 2. grupta pozitif hücre sayısında 

artış vardı ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi (p=0,241). 

1. grup ile 3. grup karşılaştırıldığında, 3. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

1. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

2. grup ile 3. grup karşılaştırıldığında, 3. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

2. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

anlamlı artış vardı (p=0,000).  

3. grup ile 4. grup karşılaştırıldığında, 4. grupta pozitif hücre sayısında 

artış vardı ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi (p=0,407). 
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Şekil 5. FGF-2 ile işaretlenen hücrelerin günlere göre dağılımı 
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Tablo 1. IGF-1Rβ, TGF-βR2, FGF-2 pozitif hücre ortalamaları 

GRUP 1 2 3 4 

IGF-1Rβ 28,00±6,11 31,00±8,18 83,75±8,30* 79,92±9,09*

TGF-βR2 32,08±9,00 35,20±3,78 66,80±18,07* 82,40±8,24*

FGF-2 35,40±8,36 40,71±5,99 56,40±11,73* 60,00±7,89*

*  p<0,050 
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Resim 1. 1. grupta hyalin kıkırdak yapısındaki femur distal epifizinin (Ep) ışık 

mikroskobik görünümü (toluidin mavisiX120). Perikondriyum (ok).  

 

 
 

Resim 2. 2. grupta femur distal epifizinin ışık mikroskobik görünümü. Epifiz 

yüzeyinde çöküntülerin oluşması (ok), (toluidin mavisiX120). 
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Resim 3. 3. grupta femur distal epifizinin ışık mikroskobik görünümü. Kan 

damarlarının epifiz merkezine doğru ilerlemesi (asterisk). Birincil büyüme 

plağının oluşması (ok başı), (toluidin mavisiX120). 

 

 
 

Resim 4. 4. grupta femur distal epifizinin ışık mikroskobik görünümü. Epifiz 

merkezinde kemik iliği alanının genişlemesi (asterisk), hipertrofik kondrositler 

(ok), (toluidin mavisiX120). 
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Resim 5. 5. grupta femur distal epifizinde kemikleşme. İkincil kemikleşme 

merkezinin (İKM) genişlemesi, ikincil büyüme plağı (asterisk) ve kemik 

spiküllerinin oluşması (ok başı), (toluidin mavisiX120). 

 

 
 

Resim 6. 6. grupta femur distal epifizinde ikincil kemikleşme merkezi. İkincil 

kemikleşme merkezindeki matür kemik trabekülleri (asterisk) ve artiküler 

kıkırdak oluşumunun tamamlanması (Ak), (toluidin mavisiX120). 
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Resim 7. 7. grupta ikincil kemikleşmenin tamamlanması. Matür kemik 

trabekülleri (asterisk), artiküler kıkırdak (Ak), (toluidin mavisiX120). 
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Resim 8. Negatif kontrol (X1200). 

 

 
 

Resim 9. 1. grupta IGF-1Rβ işaretlenmesi. Epifizi çevreleyen perikondriyumda 

IGF-1Rβ antikoru ile işaretlenmeyen farklanmamış mezenşimal hücreler (ok 

başı), (indirekt immunoperoksidazX300). 
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Resim 10. 1. grupta epifiz periferinde IGF-1Rβ immunoreaktivitesi. IGF-1Rβ (+) 

hücreler (ok) ve (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 11. 1. grupta epifiz merkezinde IGF-1Rβ immunoreaktivitesi. IGF-1Rβ 

(+) hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 12. 2. grupta epifiz periferinde IGF-1Rβ işaretlenmesi. IGF-1Rβ (+) 

hücreler (ok) ve (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 13. 2. grupta epifiz merkezinde IGF-1Rβ işaretlenmesi. IGF-1Rβ (+) 

hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 14. 3. grupta epifiz periferinden merkezine doğru gelişen kanalların 

görünümü. Kanal çevresinde bulunan kondroblast ve kondrositlerde IGF-1Rβ 

işaretlenmesi (ok başı), kanal içindeki osteoprogenitör hücrelerde yoğun 

işaretlenme (asterisk), (indirekt immunoperoksidazX600). 

 

 
 

Resim 15. 3. grupta epifiz periferinde IGF-1Rβ immunoreaktivitesi. IGF-1Rβ (+) 

hücreler (ok) ve (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 16. 3. grupta epifiz merkezinde IGF-1Rβ immunoreaktivitesi. IGF-1Rβ 

(+) hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 17. 4. grupta epifiz periferinde IGF-1Rβ işaretlenmesi. IGF-1Rβ (+) 

hücreler (ok) ve (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 18. 4. grupta epifiz merkezinde IGF-1Rβ işaretlenmesi. IGF-1Rβ (+) 

hücreler (ok) ve (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 19. 4. grupta epifiz merkezindeki hipertrofik kondrositler. İkincil 

kemikleşmenin oluşacağı bölgelerdeki hipertrofik kondrositlerde (+) IGF-1Rβ 

işaretlenmesi (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 20. 5. grupta IGF-1Rβ işaretlenmesi. Oluşan ikincil kemikleşme merkezi 

(İKM) çevresindeki hemen hemen tüm kondrositlerde belirgin (+) IGF-1Rβ 

işaretlenmesi (asterisk), (indirekt immunoperoksidazX300). 

 

 
 

Resim 21. 6. grupta ikincil kemikleşme merkezindeki trabeküler kemik (asterisk) 

görünümü ve artiküler kıkırdaktaki kondrositlerde (+) IGF-1Rβ işaretlenmesi (ok 

başı), (indirekt immunoperoksidazX600). 
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Resim 22. 6. grupta osteoblast (ok), ve osteositlerde (ok başı) belirgin IGF-1Rβ 

işaretlenmesi, (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 23. 7. grupta kemik trabekülalarındaki osteositlerde (ok), ve artiküler 

kıkırdağın kondrositlerinde (+) IGF-1Rβ işaretlenmesi (ok başı), (indirekt 

immunoperoksidazX600). 
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Resim 24. 1. grupta epifiz periferinde TGF-βR2 işaretlenmesi. TGF-βR2 (+) 

hücreler (ok) ve (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 25. 1. grupta epifiz merkezinde TGF-βR2 işaretlenmesi. TGF-βR2 (+) 

hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 26. 2. grupta epifiz periferinde TGF-βR2 işaretlenmesi. TGF-βR2 (+) 

hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 27. 2. grupta epifiz merkezinde TGF-βR2 işaretlenmesi. TGF-βR2 (+) 

hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 28. 3. grupta epifiz periferinde TGF-βR2 immunoreaktivitesi. TGF-βR2 

antikoru ile işaretlenen (+) hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt 

immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 29. 3. grupta epifiz merkezinde TGF-βR2 immunoreaktivitesi. TGF-βR2 

antikoru ile işaretlenen (+) hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt 

immunoperoksidazX1200). 
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Resim 30. 4. grupta epifiz periferinde TGF-βR2 immunoreaktivitesi. TGF-βR2 

(+) hücreler (ok) ve (-) hücreler, (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 31. 4. grupta hipertrofik kondrositler. Epifiz merkezinde TGF-βR2 ile 

işaretlenmiş hipertrofik kondrositler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt 

immunoperoksidazX1200). 
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Resim 32. 5. grupta TGF-βR2 işaretlenmesi. İkincil kemikleşme merkezi (İKM) 

çevresindeki kondrositlerin hemen hemen hepsinde TGF-βR2 ile (+) 

işaretlenme (asterisk), (indirekt immunoperoksidazX300). 

 

 
 

Resim 33. 5. grupta kemikleşme merkezi. İkincil kemikleşme merkezindeki 

immatür kemik spiküllerinde TGF-βR2 ile (+) işaretlenme (ok), (indirekt 

immunoperoksidazX600). 
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Resim 34. 6. grupta artiküler kıkırdaktaki kondrositlerde TGF-βR2 işaretlenmesi 

(ok), (indirekt immunoperoksidazX600).  

 

 
 

Resim 35. 6. grupta trabeküler kemikte TGF-βR2 işaretlenmesi. ikincil 

kemikleşme merkezindeki trabeküler kemik matriksinde TGF-βR2 işaretlenmesi 

(asterisk), kemik matriks içerisindeki osteositlerde (+) işaretlenme (ok başı), 

(indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 36. 7. grupta artiküler kıkırdakta TGF-βR2 işaretlenmesi. Artiküler 

kıkırdağın yüzeyel, ara tabakalarındaki kondrositlerde TGF-βR2 işaretlenmesi 

(ok), (indirekt immunoperoksidazX1200).  

 

 
 

Resim 37. 7. grupta trabeküler kemikte TGF-βR2 işaretlenmesi. Kemik 

matriksinde (asteriks) ve kemik matriksindeki bazı osteositlerde (+) işaretlenme 

(ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 38. 1 grubun epifiz periferinde FGF-2 işaretlenmesi. FGF-2 (+) hücreler 

(ok) ve (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 39. 1 grubun epifiz merkezinde FGF-2 işaretlenmesi. FGF-2 (+) hücreler 

(ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 40. 2. grubun epifiz periferinde FGF-2 işaretlenmesi. FGF-2 (+) hücreler 

(ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 41. 2. grupta, epifiz merkezinde FGF-2 işaretlenmesi. FGF-2 (+) 

hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 42. 3. grupta kanal oluşumu. Epifiz periferinden merkezine doğru kanal 

oluşumu (asterisk), damarlar çevresindeki kondrositlerde, FGF-2 ile (+) 

işaretlenme (ok), (indirekt immunoperoksidazX300). 

 

 
 

Resim 43. 3. grupta epifiz periferinde FGF-2 immunoreaktivitesi. FGF-2 (+) 

hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 44. 3. grupta epifiz merkezinde FGF-2 immunoreaktivitesi. FGF-2 (+) 

hücreler (ok), (-) hücreler (ok başı), (indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 45. 4. grupta epifiz periferinde FGF-2 immunoreaktivitesi. FGF-2 (+) 

hücreler (ok) ve (-) hücreler, (indirekt immunoperoksidazX1200). 
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Resim 46. 4. grupta epifiz merkezinde FGF-2 (+) hipertrofik kondrositler (ok), 

(indirekt immunoperoksidazX1200). 

 

 
 

Resim 47. 5. grupta kemikleşme merkezi. Oluşan ikincil kemikleşme merkezi 

(İKM) çevresindeki kondrositlerin çoğunda FGF-2 ile (+) işaretlenme (asterisk), 

(indirekt immunoperoksidazX300). 

 

 

 64



 
 

Resim 48. 6. grupta artiküler kıkırdaktaki kondrositlerde FGF-2 işaretlenmesi 

(ok), (indirekt immunoperoksidazX300).  

 

 
 

Resim 49. 7. grupta kemikleşme merkezi ve artiküler kıkırdak. Matür kemik 

trabekülleri (asterisk), artiküler kıkırdağın yüzeyel, ara tabakalarındaki 

kondrositlerde FGF-2 işaretlenmesi (ok), (indirekt immunoperoksidazX300).  
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Resim 50. 7. grupta osteositlerde (+) FGF-2 işaretlenmesi. Trabeküler kemikte 

bazı osteositlerde (+) FGF-2 işaretlenmesi (ok başı), (indirekt 

immunoperoksidazX1200).  
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5. TARTIŞMA 

Daha önce yapılmış çalışmalarda birincil büyüme plağında IGF, TGF-β 

ve FGF sisteminin endokondral kemikleşme ile kemik doku oluşumundaki 

etkinliği ve farklı evrelerdeki hücrelerde sentezlenmeleri araştırılmıştır. Ancak 

literatürde bu faktörlerin ve reseptörlerinin ikincil kemikleşme merkezinin 

oluşumunda rollerini araştıran bir çalışmaya rastlanmamıştır. Çalışmamızda 

benzer olarak endokondral kemikleşme ile oluşan ikincil kemikleşme merkezinin 

oluşumunda bu faktörlerin ve reseptörlerinin etkinliği açıklanmaya çalışılmıştır. 

İkincil kemikleşme merkezinin gelişmeye başlaması için ilk basamak 

epifiz yüzeyinden merkezine doğru kanalların oluşmasıdır. Bu kanallar, kan 

damarlarının ve osteoprogenitör hücrelerin oluşacak kemikleşme bölgesine 

gelmesini sağlar. Böylece bu alandaki osteoprogenitör hücrelerin sistemik ve 

lokal etkili birçok faktörün etkisiyle osteoblastlara farklanması, endokondral 

kemikleşme sürecinde kemik matriksin sentezlenmesine yol açar8. 

Postnatal dönemde ikincil kemikleşme merkezinin gelişimi sırasında, 

farklı yaş evrelerindeki (yaşa göre) epifizlerde endokondral kemikleşme 

sürecine giren hücreler, bu faktörleri sentezlerken, aynı zamanda bu 

faktörlerden etkilenirler. Böylece uygun epifizyal büyüklüğün ve şeklin 

sağlanması ile fonksiyonel iskelet çatısı oluşur. 

 

5.1. IGF-1Rβ  

IGF-1R kondrositler, osteoblastlar ve osteoklastlar tarafından 

sentezlenmektedir52,53. Bilindiği gibi IGF’nin kendi reseptörleriyle etkileşimi 

hücrede birçok farklı süreci başlatır. Bu süreçler arasında, hücre çoğalması, 

farklanması, migrasyon, ekstrasellüler matriks sentezi, hücrenin apoptozisten 

korunması yer almaktadır42. IGF-1 ve IGF-2’nin hücresel düzeyde etkilerinin 

ortaya çıkmasına aracılık eden bu reseptörlerin delesyonu ağır gelişimsel 

defektlere neden olmaktadır49.  

Çalışmamızda farklı yaşlardaki sıçanların epifizlerinde, ikincil kemikleşme 

merkezinin oluşum sürecinde, IGF-1Rβ sentezi yapan kondrositlerin sayısında 

yaşa göre farklılık bulunmaktaydı. İkincil kemikleşmenin başlamadığı 

dönemlerde, 1. gün ve 4. gün grubunda IGF-1Rβ pozitif hücreler epifiz 
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periferinde yoğun olarak bulunurken, epifiz merkezine doğru IGF-1Rβ negatif 

hücrelerin IGF-1Rβ pozitif hücrelere göre daha fazla olduğu gözlendi. Epifizin 

merkezi bölgesinde, ikincil kemikleşmenin oluşacağı alanda IGF-1Rβ pozitif 

hücreler 1. gün grubunda 28,00±6,11 iken, 4. gün grubunda 31,00±8,18’ e 

yükselmişti, ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi (p=0,999). Bu 

nedenle bu günlerde endokondral kemikleşme sürecine girecek kondrositlerde, 

kemikleşmeyle ilgili olabilecek IGF-1Rβ sentezlenme fonksiyonlarının 

değişmediği saptanmıştır. Epifiz periferinde pozitif hücre yoğunluğunun fazla 

olmasında şu mekanizmaların etkili olabileceği düşünüldü; farklanmamış 

mezenşimal hücrelere komşu kondroblastlarda üretilen IGF-1Rβ IGF ligandını 

bağlayarak, mezenşimal hücrelerin kondrositlere farklanmasını artırıyor olabilir. 
Hücrelerde IGF-1Rβ’nın bulunması, otokrin ve parakrin etkili olan IGF’ye karşı 

verilen hücresel yanıtı artırarak, epifiz periferinden merkezine doğru ilerleyen 

hücrelerin çoğalmasını artırabilir. Epifiz merkezinde pozitif hücrelerin daha az 

görülmesi ise, ikincil kemikleşme merkezinin olacağı bölgede kıkırdak matriks 

üretimine gereksinim daha az olacağından, hücrelerin IGF-1Rβ’nın sayısının 

azalmasıyla ilgili olabilir. Ayrıca bu bölgede olan kondrositlerin farklı üretim 

fazlarında olabileceği de düşünüldü. 

4. günden sonra 7. gün grubunda (83,75±8,30, p=0,000) ve 10. gün 

grubunda (79,92±9,09, p=0,000) ikincil kemikleşme merkezinin oluşacağı 

alanda, IGF-1Rβ sentezi yapan kondrosit sayısında anlamlı bir artış vardı. Bu 

dönemlerde endokondral kemikleşmede önemli sinyallerin oluşmasını sağlayan 

hipertrofik kondrositlerin hemen hemen tümünde IGF-1Rβ sentezlendiği 

gözlendi.  

Wang ve ark59. IGF-1R gen ekspresyonunun mezenşimal 

kondensasyondan itibaren kondrositik seri hücrelerinde, kondrosit farklanması, 

çoğalması ve hipertrofisinde rol aldığını göstermişlerdir. Postnatal büyüme 

plağında IGF-1R’ün geniş oranda dağılım gösterdiğini ve tüm hücrelerde 

bulunduğunu gözlemişlerdir. IGF-1R mRNA düzeylerini ise proliferatif 

kondrositlerle karşılaştırıldığında erken hipertrofik kondrositlerde belirgin olarak 

yüksek saptamışlardır. Benzer olarak Wang ve ark115. IGF-1 knockout farelerde, 

büyüme plağında hipertrofik kondrositlerde %30 azalma ve kemiğin uzunlama 

büyümesinde %35 azalma saptamışlardır. IGF-1’in kondrositlerde glukoz, 
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aminoasit alımı ve kullanımı gibi insülin benzeri etki ile kondrosit hipertrofisini 

değiştirdiğini ileri sürmüşlerdir. İnsülin reseptörüne fonksiyonel ve yapısal 

benzerlik gösteren IGF-1R’ünün, GLUT4’ün düzenlenmesi gibi anabolik etki 

gösterdiğini ileri sürmüşlerdir. Böylece hipertrofik kondrositlerde GLUT4 ve 

glikojen sentez enzimlerinde azalma nedeniyle bu hücrelerde glikojen 

depolanmasında azalma saptamışlardır. 

Çalışmamızda kemikleşmenin oluşacağı alanda 7. günden sonra IGF-

1Rβ sentezi yapan kondrositlerin artması, bu reseptörün kondrositlerdeki 

glikojen sentez enzimlerinin aktifleşmesinde ve glikojen depolanmasında etkili 

olarak hücre hipertrofisinde rol alabileceğini düşündürmüştür. Ayrıca bu 

reseptör sentezinin artmasının kemikleşme sürecinde gerekli olan damarlanma 

ve osteoprogenitör hücre çoğalması, farklanması için gerekli hücresel sinyallerin 

ortaya çıkmasında etkili olabileceği sonucunu düşündürmüştür. Bununla birlikte 

epifiz merkezine doğru ilerleyen kanallarda bulunan kemik öncül hücrelerinin 

çoğalması ve farklanması için gerekli olabilecek IGF’nin, hipertofik kondrositlerin 

artan üretimi ile gerçekleşiyor olabileceği akla gelmektedir. 

21. gün grubunda ikincil kemikleşme merkezinin çevresindeki tüm 

hipertrofik kondrositlerin pozitif boyanması ile devam eden endokondral 

kemikleşme sürecinde, hücrelerde bulunan IGF-1Rβ’nın gerekli olabileceği 

sonucuna varıldı. Hücrelerde sentezlenen IGF-1Rβ’nın otokrin ve parakrin etki 

gösterecek IGF sentezini artırırken, IGF’nin hücresel etkilerinin ortaya çıkmasını 

sağlayabilir. Kemikleşme merkezindeki kemik öncül hücrelerinde yoğun 

boyanmanın olması, bu hücrelerin çoğalması ve osteoblastlara farklanmasında 

IGF-1Rβ’nın etkili olduğunu düşündürmektedir. Ayrıca kemik matriksini üreten 

osteoblastlarda da bulunan bu reseptörler, osteoblastlarda kemik matriks 

üretimini artırabilir ve osteoblast çoğalmasında etkili olabilir. Nitekim Zhang ve 

ark60. IGF-1R knockout yapılmış farelerde, osteoblastların matriks üretiminde ve 

mineralizasyonundaki yetersizlik nedeniyle osteoid maturasyon periyodunun 

normal farelere göre 3 kat fazla uzadığını saptamışlar ve osteoblastların yeterli 

miktarda fosfat alımını gerçekleştirmesi için IGF sisteminin gerekli olduğunu ileri 

sürmüşlerdir. Rubin ve ark62. osteoklast farklanması ve fonksiyonlarının 

gerçekleşmesinde IGF-1R’nin rol aldığını ileri sürmüşlerdir. Sonuç olarak bu 

dönemlerde devam eden kemikleşme sürecinde, hücresel sinyallerin oluşması, 

kondroklast ve osteoklastların rezorpsiyon işlevlerinin meydana gelmesi, 
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osteoblastlarının kemik matriks sentezinin yapılması gerekmektedir. Bu 

fonksiyonların meydana gelebilmesi, IGF yolağının işleyebilmesine ve 

dolayısıyla bu hücrelerden sentezlenen IGF-1Rβ aktivitesiyle olan ilişkisine 

bağlı olduğunu düşündürmektedir. 

50. gün ve 100. gün gruplarında hemen hemen tamamlanmış ikincil 

kemikleşme merkezinde, trabeküler kemik çevresindeki ostoblastlarda gözlenen 

IGF-1Rβ pozitifliği, bu reseptörün devam eden kemik metabolizmasında gerekli 

olduğunu işaret etmektedir. Osteoblastlardan sentezlenen IGF-1Rβ, ortamda 

bulunan IGF’nin hücresel etkinliğinin devam etmesini ve matür kemik matriks 

yapımını düzenliyor olabilir. Kemik matriks içine gömülmüş osteositlerde de 

pozitif boyanmanın olması, bu hücrelerin aktivitelerine bağlı olarak az da olsa 

kemik matriks üretimine devam ettiğini akla getirmektedir. Bazı osteositlerde 

boyanmanın olmaması ise, bu hücrelerin farklı metabolik fazlarda olduğunu, 

sentez aktivitelerini azalttığı veya durdurduğunu düşündürmektedir. 

Artiküler kıkırdağın yüzeyel ve ara tabakalardaki kondrositlerde bu 

reseptörlerin varlığı, kondrosit fonksiyonunda ve kıkırdak matriks yapımındaki 

devamlılığın sağlanmasında da kondrositler tarafından sentezlenen bu 

reseptörlerin görev aldığı gözden uzak tutulmamalıdır. 

 

5.2. TGF-βR2 

TGF-β ailesi birçok hücrede çoğalma, farklanma, apoptozis, 

ekstrasellüler matriks üretiminin düzenlenmesinde rol almasının yanısıra 

organogeneziste de etkilidir76,77. Bu proteinler mezenşimal hücre migrasyonunu, 

çoğalmasını düzenlemekle birlikte bu hücrelerin yeni kemik dokusu oluşumu için 

farklanmasında rol oynamaktadır116. Bu faktörler inaktif kompleksler olarak 

sentezlenirler, bu nedenle hücresel sinyallerin iletilebilmesi ve hücresel etkilerin 

ortaya çıkabilmesi, vücutta yaygın olarak dağılan tip 1 ve tip 2 serin/treonin 

kinaz reseptörleri ile etkileşmelerine bağlıdır117. 

Delatte ve ark118. neonatal sıçanlarda mandibular kondil ve femur 

başındaki kondroprogenitör hücrelerde TGF-βR2 ekspresyonunun olduğunu ve 

daha alt bölgelerde bulunan kondrositlerde ise ekspresyonun azaldığını 

göstermişlerdir. Bu reseptörün hücresel çoğalma ve kondrosit farklanmasının 

düzenlenmesinde rol alabileceğini ileri sürmüşlerdir. Bu çalışmayla uyumlu 
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olarak çalışmamızda da 1. gün ve 4. gün grubunda sıçan epifizlerinin 

periferindeki kondrositlerde gözlenen TGF-βR2 immunoreaktivitesinin, 

epifizlerin merkezinde bulunan kondrositlerdeki TGF-βR2 

immunoreaktivitesinden daha yoğun olduğu saptanmıştır. Bu sonuçla epifizlerin 

periferlerindeki kondroprogenitör hücrelerin farklanması ve farklanan hücrelerin 

kıkırdak matriks üretebilmesinin, bu reseptörün varlığına bağlı olduğu kanısına 

varılmıştır. 

Epifizlerin merkezinde bulunan kondrositlerdeki TGF-βR2 

ekspresyonunun olmaması veya belirlenemeyecek miktarda az olması, bu 

bölgede kondrosit çoğalması ve kıkırdak matriks üretiminin azalması yönündeki 

sinyallerle ilgili olabilir. Nitekim Rosado ve ark86. kondrositlerde TGF-βR2 blokajı 

yaparak, bu hücrelerin ekstrasellüler matrikste bulunan proteoglikanları 

sentezleme fonksiyonunun azaldığını saptamışlardır.  

Bizim çalışmamızda epifizlerin merkezi bölgesinde, ikincil kemikleşmenin 

oluşacağı alanda TGF-βR2 pozitif hücreler 1. gün grubunda 32,08±9,00 iken, 4. 

gün grubunda 35,20±3,78’ e yükselmişti, ancak bu artış istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p=0,999). Bu dönemlerde kondrositlerin çoğunda TGF-

βR2 ekspresyonunun olmaması, bize bu bölgedeki kondrositlerin çoğalmasında 

yavaşlama veya baskılanmanın olabileceğini düşündürmüştür. Ayrıca bu 

bölgede kıkırdak matriks üretiminin ve kıkırdak matrikste bulunan proteoglikan 

miktarının azalması ile ikincil kemikleşmenin oluşacağı bölgede endokondral 

kemikleşme sinyallerinin hazırlığının yapılmaya başlandığını düşündük. 

7. gün grubunda (66,80±18,07) ikincil kemikleşmenin oluşacağı bölgede 

1. gün ve 4. gün grubuna göre anlamlı bir artış (sırasıyla, p=0,000 ve p=0,000) 

vardı. 7. günde TGF-βR2 ekspresyonu yapan kondrositlerin sayısının artması, 

bu dönemde kondrositlerin olgunlaşmasında ve hipertrofik sürece girişinde 

TGF-β’nın bu reseptör aracılığıyla etkili olduğunu düşündürmektedir. Daha önce 

yapılan çalışmalarda kondrosit olgunlaşması süresince TGF-βR2 

ekspresyonunun devam ettiği ve mitojenik uyarıları azaltarak hücrelerin 

hipertrofiye olmasında rol aldığı ileri sürülmüştür11. Bizim çalışmamızda elde 

edilen bulgular bunu destekler niteliktedir. 7. günde TGF-βR2 ekspresyonu 

yapan kondrosit sayısındaki artış, bize TGF-βR2’nin kondrositlerin olgunlaşma 
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ve hipertrofi sürecine girişini başlatarak endokondral kemikleşme sinyallerinin 

başlattığını akla getirmektedir.  

Kabasawa ve ark83. tarafından sıçan epifiz plağında, çoğalan kondrosit 

tabakasının alt kısımlarında, olgunlaşma ve hipertrofik kondrosit tabakalarında 

bulunan kondrositlerde TGF-βR2’nin sentezlendiği gösterilmiştir. Aynı 

çalışmada kondrositlerin TGF-β sentezlediği ve bunun kıkırdak matrikste 

depolandığı bildirilmiştir. Depolanan TGF-β’nın endokondral ossifikasyon 

süresince TGF-βR2 aracılığıyla çoğalan kondrosit kısmında matriks üretimini, 

kondrositlerin olgun kondrosit ve hipertrofik kondrosite fonksiyonel 

farklanmasını düzenlediği ileri sürülmüştür. 

Çalışmamızda 10. gün grubunda, TGF-βR2 ekspresyonu yapan 

kondrositlerin sayısında (82,40±8,24) 1. gün, 4. gün ve 7. gün grubuna göre 

anlamlı bir artış (sırasıyla p=0,000, p=0,000 ve p=0,020) saptanmıştır. 7. 

günden sonra ikincil kemikleşmenin oluşacağı bölgede TGF-βR2 

immunoreaktivitesinin yoğun olarak hipertrofik kondrositlerde görülmesi ve 10. 

günde TGF-βR2 immunoreaktivitesi olan hipertrofik kondrositlerin artması, bu 

reseptörün ve ligandının 7. günden sonra kemikleşmede daha etkin rol aldığını 

düşündürmüştür. 

Hipertrofik kondrositlerle, kemikleşmeden sorumlu hücreler arasındaki 

iletişim, geç dönemdeki hipertrofik kondrositlerin apoptozise girmesiyle bu 

hücrelerden mikroçevreye salınan faktörlerle ilgili olabilir. Gibson ve ark119. 

tarafından hücre kültürü ortamında hipertrofik kondrositlerin apoptozisiyle TGF-

β’nın sekresyonun ve aktivasyonunun arttığını bildirmişlerdir. Anderson ve 

ark120. apoptotik cisimlerin kıkırdak matriksin kalsifikasyonunun nükleasyonunda 

belirgin olarak rol oynadığını bildirmişlerdir. Bu çalışmayla uyumlu olarak 

Gibson ve ark119. kondrosit apoptozisi ile TGF-β ve diğer faktörlerin aktive 

olduğunu ve kalsifikasyonda rol alan matriks veziküllerine morfolojik olarak 

benzer veziküllerin oluştuğunu ileri sürmüşlerdir. 

Kemikleşmenin ilk sinyalleri bu dönemlerde hipertrofik kondrositlerin 

apoptozisi ile başlarken, diğer önemli bir değişiklik o bölgede artan vasküler 

invazyondur. Dangelo ve ark121. yaptıkları in vivo ve in vitro çalışmalar ile TGF-

β’nın endotelyal hücrelerin migrasyonunu artıran angiogenik bir faktör olarak rol 

aldığını bildirmişlerdir. Bizim çalışmamızda 7. günden sonra hipertrofik 
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kondrositlerde TGF-βR2 immunoreaktivitesinin giderek arttığı saptanmıştır. 

Bununla ilgili olarak; TGF-β’nın, TGF-βR2 aracılığıyla hücreleri apoptozise 

yönlendirdiğini ve hücrelerin apoptozisi sonucunda, o bölgede vasküler 

invazyon alanının genişlemesinde rol alan faktörlerin ortama salındığını 

düşündürmüştür. 

Horner ve ark84. endokondral ve intramembranöz kemikleşme 

bölgelerinde TGF-β izoformlarını ve reseptörlerini göstermişlerdir. Neonatal 

kaburgada endokondral kemikleşme alanında, dinlenme, çoğalma, hipertrofi ve 

mineralizasyon zonundaki kondrositlerde TGF-βR2 ekspresyonu saptamışlardır. 

Oluşan osteofitlerde ise dinlenme, çoğalma ve hipertrofi zonundaki 

kondrositlerin TGF-βR2 eksprese ettiklerini göstermişlerdir. Böylece bu 

faktörlerin ve reseptörlerinin in vivo olarak kemik gelişimi süresince endokondral 

ve intramembranöz kemikleşmenin düzenlenmesinde yer aldıklarını ileri 

sürmüşlerdir. 

Çalışmamızda 21. günde epifizlerin merkezi bölgesindeki damarlanma 

bölgesinin çok belirgin olarak genişlediği gözlenmiştir. Buna ek olarak Horner ve 

ark84.’nın çalışmasıyla uyumlu olarak ikincil kemikleşme bölgesindeki 

endokondral kemikleşmede, kondrositlerin çoğalma ve farklanma süresince 

yoğun olarak TGF-βR2 immunorektivitesi gösterdiği saptanmıştır. 

Kemikleşmenin başladığı sınırdaki hipertrofik kondrositlerde belirğin TGF-βR2 

ekspresyonu vardı. Ayrıca bu bölgeye gelen osteoprogenitör hücrelerde, yeni 

oluşan immatür kemik doku çevresindeki ostoblastlarda ve immatür kemik doku 

içerisindeki osteositlerde yoğun olarak TGF-βR2 immunoreaktivitesi gözlendi. 

Kabasawa ve ark83. kemik doku gelişiminde, TGF-β’nın kondrositleri ve 

preosteoblastları etkilediği, ekstrasellüler matriks üretimi ve hücresel 

farklanmayı bu hücrelerdeki reseptörleri ile etkileşerek meydana getirdiğini 

bildirmişlerdir. 

Sonuç olarak endokondral kemikleşme sürecinde rol alacak 

kondrositlerde TGF-βR2 ekspresyonunun artması ile hücresel çoğalma, 

olgunlaşma ve hipertrofinin düzenlendiği söylenebilir. 21. günde kemikleşme 

bölgesinin genişlemesi için gerekli faktörlerin mikroçevrede artması, bu 

reseptörün etkinliğiyle ilişkili olabilir. Ayrıca bu bölgeye gelen osteoprogenitör 

hücrelerin çoğalması için gerekli sinyallerin salınması bu reseptörle bağlantılı 
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olabilir. Böylece osteoprogenitör hücrelerden dinamik kemik dokuyu 

yapılandıracak hücrelerin oluşması ve bu hücrelerin fonksiyonel etkinliği için 

gerekli olan TGF-β’nın sinyal iletimini düzenliyor olabileceği düşünülmektedir. 

Çalışmamızda 50. ve 100. gün gruplarında ikincil kemikleşme 

merkezindeki aktif endokondral kemikleşmenin sonlandığı gözlenmiştir. Kemik 

trabekülleri çevresindeki osteoblastlarda, kemik matrikste ve kemik matriks içine 

gömülmüş birçok osteositte TGF-βR2 immunoreaktivitesi saptanmıştır. 

Atti ve ark122. çalışmalarında TGF-β1’in osteoblastların kollajen sentez 

fonksiyonunu, sentezlenen kollajenin matürasyonunu etkilediğini ve oluşan 

immatür kemik matriksin mineralizasyonunda rol aldığını saptamışlardır. 

Böylece bu faktörün matür kemik yapısının gelişimini, ikincil kemikleşme 

merkezini ve kortikal kemik oluşumunu etkilediğini göstermişlerdir. Ancak bu 

süreçte bu faktörün hücresel etkinliğinin ortaya çıkmasında rol alan reseptörlerin 

işlevi açıklanamamıştır. 

Bizim çalışmamızda 50. ve 100. günde ikincil kemikleşme merkezinde 

matür kemik yapısının oluştuğu gözlenmiştir. Bu dönemlerde matür kemik 

yapısı oluşmasına rağmen, bu yapıdaki dinamik metabolik olayların devamı için 

TGF-β’nın gerekli olduğu düşünülmüştür. Gerçekten de osteoblastlardan ve 

osteositlerden TGF-βR2’nin eksprese olması, bu faktörün etkinliğinin bu 

dönemlerde de devam ettiğinin kanıtıdır. Nitekim Filvaroff ve ark123. TGF-

βR2’nin sitoplazmik kısmı kısaltılmış transjenik farelerde, TGF-β’ya verilen 

osteoblastik yanıtın azaldığını, buna bağlı olarak kemik matriksteki osteosit 

dansitesinin azalarak trabeküler kemik volümünün azaldığını saptamışlardır. 

Osteoblastlardan ve osteositlerden TGF-βR2 eksprese edilmemesi, bu 

hücrelerin yaşamsal aktivitelerini azaltarak apoptozis sürecine yönlenmesinde 

veya TGF-βR2 ekspresyonu ile apoptozis sürecine girmeden metabolik 

faaliyetlerini sürdürerek, kemik dokunun devamının sağlanmasında etkili 

olabileceği düşünülmüştür. Osteoblastların apoptozise girmesi, osteosite 

dönüşmesi veya kemik sınırlayan hücreler olarak kalmasında sistemik 

hormonlar ve lokal büyüme faktörlerinin etkisi olduğu bilinmektedir124. Bununla 

ilişkili olarak osteoblastlarda apoptozisin TGF-β1 tarafından bloke edildiği ve bu 

osteoblastların osteosite dönüştüğünü ileri süren çalışmalar 

bulunmaktadır125,126. 
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Bizim çalışmamızda TGF-βR2 sentezleyen osteositlerin, hücresel 

aktivitesinin devamı ve anti apoptotik etki için mikroçevrede bulunan TGF-β’yı 

kullandığı, TGF-βR2 sentezlemeyen osteositlerin ise farklı metabolik fazda 

olabileceği veya apoptotik sürece yönlendiği kanısına varılmıştır. Kemik 

matriksteki TGF-βR2 pozitif immun işaretlenmesinin ise, apoptozise girmiş 

osteosit ve osteoblastlardan ortama dağılan hücresel artıklardaki TGF-βR2 

nedeniyle olabileceğini düşünülmüştür. 

Artiküler kıkırdakta yüzeyel ve ara tabakalardaki kondrositlerde TGF-βR2 

ekspresyonunun olması, bu hücrelerin fonksiyonun devamında TGF-β’nın etkili 

olabileceğini akla getirmektedir. Ayrıca kondrositler tarafından proteoglikan 

sentezinin devam etmesi, üretilen ekstrasellüler matriks içeriğinde değişikliğin 

oluşmamasında ve fonksiyonel bir artiküler kıkırdak devamında bu reseptör 

ligand ilişkisinin gerekli olduğu sonucuna varılmıştır. 

 

5.3. IGF-1Rβ ve TGF-βR2  

Epifizlerde ikincil kemikleşme merkezinin oluşacağı bölgede, günlere 

göre IGF-1Rβ ekspresyonu yapan kondrosit sayısı ile TGF-βR2 ekspresyonu 

yapan kondrosit sayısı birbiriyle karşılaştırılmıştır. 

1. günde IGF-1Rβ immun pozitif kondrosit sayısı 28,00±6,11 iken TGF-

βR2 immun pozitif kondrosit sayısı 32,08±9,00 olarak hesaplanmıştır. İki grup 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmamıştır (p=0,997). 4. günde de 

benzer sonuçlar elde edilmiştir. IGF-1Rβ ekspresyonu yapan kondrosit sayısı  

31,00±8,18 iken TGF-βR2 ekspresyonu yapan kondrosit sayısı 35,20±3,78 

olarak hesaplanmıştır. İki grup arasında istatistiksel olarak fark saptanmamıştır 

(p=0,994).  

Çalışmamızda bu iki evrede, her iki reseptörün kondrositlerin 

matürasyonu ve kıkırdak matriks üretimiyle ilgili olarak, kondrositler tarafından 

eksprese edildiği saptanmıştır. Bu sonuç Delatte ve ark.’nın117. 4 günlük 

sıçanların femur epifizinde, her iki reseptörün benzer dağılım gösterdiği ve epifiz 

merkezindeki kondrositlerin bu reseptörleri daha az eksprese ettiğini bildirdikleri 

çalışma ile uyumluluk göstermektedir. 

1. ve 4. günde endokondral kemikleşme ile ilgili sinyallerin henüz 

başlamadığı, ancak kemikleşmenin oluşacağı bölgede kondrosit aktivitesinin 
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sürdürülebilmesi için her iki reseptörün ekspresyonunun gerekli olduğu 

varsayılabilir. Bu reseptörlerin ekspresyonu ile mikroçevrede bulunan 

faktörlerin, kondrositlerdeki hücresel ve moleküler mekanizmaları karşılıklı 

etkileyebileceği düşünülmüştür. Bununla ilgili olarak reseptör düzeyinde bu 

etkileşimi gösteren çalışma bulunmamaktadır. Ancak Indrawattana ark127.’nın 

yaptığı çalışmada, hücre kültürü ortamında mezenşimal hücrelerin kondrositik 

farklanmasında TGF-β3’ün tek başına etkili olmadığını gözlemişlerdir. 

Mezenşimal hücrelerin bulunduğu ortama IGF-1 eklenmesi ile TGF-β3 

kondrojenik farklanma ve hücre maturasyonu üzerindeki etkinin arttığını 

bildirmişlerdir.  

Çalışmamızda 7. günde IGF-1Rβ eksprese eden kondrosit sayısı 

83,75±8,30 iken TGF-βR2 eksprese eden kondrosit sayısı 66,80±18,07 olarak 

hesaplanmıştır. İki grup karşılaştırıldığında, IGF-1Rβ ile işaretlenen hücre 

ortalaması anlamlı olarak daha yüksek bulunmuştur (p=0,008). Kemik dokunun 

oluşması, büyümesi ve yeniden şekillenmesi, ortamda bulunan hormonlar ve 

büyüme faktörlerinin, osteoprogenitör hücrelerin çoğalması ve farklanmasını 

düzenlemesiyle oluşmaktadır. Çalışmamızda 7. günde her iki reseptörü 

eksprese eden kondrositlerin sayısının daha önceki dönemlere göre artmış 

olduğu saptanmıştır. Bu artış, kondrositlerin maturasyonu ve hipertrofik sürece 

giren kondrositlerin endokondral kemikleşme sinyallerini başlatmasında, TGF-β 

ve IGF sistemine olan gereksiniminin artması ile ilgili olabileceğini 

düşündürmüştür. 

Kveiborg ve ark128. insan kemik iliğinde bulunan stromal osteoblast 

prekürsör hücrelerinde, TGF-β1’in varlığının, sentezlenen IGF-1 mRNA 

miktarını 8,5 kat artırdığını gözlemişlerdir. Perisellüler çevrede TGF-β1’in IGF 

sisteminin uyarıcı komponentinde artışı etkileyerek, İn vivo ve in vitro ortamda 

osteoblast prekürsör hücrelerin çoğalmasını uyardığını ileri sürmüşlerdir. 

Çalışmamızda IGF-1Rβ eksprese eden hücrelerin, TGF-βR2 eksprese 

eden hücrelere oranla daha fazla sayıda olması, bu dönemde IGF sisteminin 

daha aktif olmasıyla ilişkili olabilir. Ancak endokondral kemikleşme için gerekli 

olan damarlanmada ve osteopreogenitör hücrelerin sağlanmasında IGF ve IGF-

1Rβ ilişkisinin TGF-β ve TGF-βR2 ekspresyonuyla düzenlendiği veya artırıldığı 

düşünülmüştür. 
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10. günde IGF-1Rβ ve TGF-βR2 eksprese eden kondrosit sayıları 

(sırasıyla 79,92±9,09 ve 82,40±8,24) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

saptanmamıştır (p=0,997). Bu dönemde her iki reseptörün de endokondral 

kemikleşme alanının genişlemesi, osteoprogenitör hücrelerin kemikleşme 

bölgesinde çoğalması ve osteoblasta farklanmasında, kemik matriks üretiminin 

artmasında etkili olduğu kanısına varılmıştır. Ayrıca bu dönemde kemikleşme 

bölgesindeki kondrositlerin hipertrofik sürece yönlenmesinde ve hipertrofik 

kondrositlerde apoptozis mekanizmalarının aktifleşmesinde TGF-β ve IGF 

yolaklarının birbirlerini düzenleyerek etkili olduğu akla yakın bir olasılıktır. Buna 

ek olarak kemikleşme sürecinin bu döneminde her iki reseptörün benzer 

oranlarda eksprese olması, her iki faktörün benzer oranlarda mikroçevrede 

bulunduğunun kanıtı olarak kabul edilebilir. 

21., 50. ve 100. günde de her iki reseptörün benzer şekilde dağılım 

göstermesi, endokondral kemikleşmenin devamı ve matür kemik yapısının 

oluşmasında her iki faktörün ve reseptörünün gerekli olduğunu akla 

getirmektedir. Ayrıca bu faktörlerin hücresel etkilerinde birbirleri üzerine aditif 

etki gösterdiğini de düşündürmektedir. 

Artiküler kıkırdakta, IGF-1Rβ ve TGF-βR2 ekspresyonu benzer dağılım 

gösterdi. Fonksiyonel kıkırdak oluşumu ve devamı için gerekli olan kondrosit 

aktivitesinde her iki reseptörün de gerekli olduğu kanısına varılmıştır. 

 

5.4. FGF-2 
FGF sistemi, gelişim süresince endokondral ve intramembranöz kemik 

oluşumunu kontrol eden önemli sinyal moleküllerini içerir129. Bu moleküllerin 

hücre farklanması ve çoğalması üzerine etkileri gösterilmiştir11,98.  

FGF’lerin kıkırdak fizyolojisindeki etkileri üzerine in vitro ve in vivo 

çalışmalar bulunmaktadır130,131. FGF’ler tarafından oluşturulan mitojenik uyarılar 

ile kondrosit çoğalması düzenlenir132. Luan ve ark133. epifizyal büyüme 

plağındaki kondrositlerin FGF-2 sentezlediğini göstermişlerdir. Sentezlenerek 

ekstrasellüler matrikse geçen büyüme faktörünün, otokrin ve parakrin etki 

göstererek kıkırdak dokusunun büyümesi ve gelişmesinde önemli rol aldığını 

ileri sürmüşlerdir. Benzer olarak kültüre ortamda kondrositlerin mitotik ve 

matriks oluşturma evrelerinde, FGF2’nin eklenmesi ile kondrositlerin çoğaldığı, 

 77



matriks üretiminin uyarılarak erken kalsifikasyonun baskılandığı gözlenmiştir101. 

Bu çalışmalara zıt olarak Ogawa ve ark134. kültüre mandibular kondil 

çalışmalarında, rekombinant FGF-2 verilmesi ile perikondriyumdan 

kondrositlerin farklanması ve çoğalmasında, hipertrofik kondrosit oluşumunda 

azalma gözlemişlerdir. Bu sonuçla FGF-2’nin kondrosit farklanmasında ve 

çoğalmasında negatif düzenleyici olarak işlev gördüğünü ileri sürmüşlerdir. 

Moncilla ve ark104. fetal sıçan metatars kültürlerinde, FGF-2 verilmesi ile 

epifizyal ve proliferatif kondrositlerde DNA sentezininin inhibe olduğunu 

göstermişlerdir. Benzer olarak Sahni ve ark135. FGF sinyallerinin kondrositik 

hücre dizilerinde ve kıkırdak dokudan kemik dokuya geçişte hücrelerin 

çoğalması ve kemik gelişimi üzerine inhibitör etki gösterdiklerini ileri 

sürmüşlerdir. Hücre çoğalması üzerine FGF aracılı inhibitör etkinin, 

antiproliferatif genlerin aktivasyonu sonucu olduğunu bildirmişlerdir. 

Bizim çalışmamızda ikincil kemikleşme merkezinin oluşma sürecinde, 

farklı dönemlerdeki sıçan epifizlerinde hücresel FGF-2 ekspresyonu 

değerlendirilmiştir. 1. gün ve 4. günde epifizlerin periferinde bulunan 

kondrositlerin yoğun olarak FGF-2 eksprese ettiği saptanmıştır. Bu dönemlerde 

FGF sisteminin de IGF ve TGF-β sistemi gibi etki göstererek, perikondriyumdaki 

mezenşimal hücrelerden kondrositlerin farklanmasını uyardığı kanısına 

varılmıştır. Ayrıca kondrositlerden eksprese olan FGF-2’nin otokrin ve parakrin 

etkilerle kondrositlerin çoğalması ve ekstrasellüler matriks sentezi için gerekli 

olduğunu düşündürmüştür.  

Bu dönemlerde epifizin merkezinde, ikincil kemikleşmenin oluşacağı 

alanda, FGF-2 ekspresyonu yapmayan kondrositlerin yoğun olduğu 

gözlenmiştir. 1. günde bu faktörü eksprese eden kondrosit sayısı 35,40±8,36 

iken, 4. günde bu sayı 40,71±5,99 olarak hesaplanmıştır. Ancak her iki grup 

arasında istatistiksel olarak fark saptanmamıştır (p=0,241). Bu günlerde 

kemikleşmenin oluşacağı alanda FGF-2 negatif kondrositlerin, FGF-2 pozitif 

kondrositlere oranla fazla olması, endokondral kemikleşmeyle ilgili olabilir. Bu 

bölgedeki kondrositler, FGF-2 eksprese etmeyerek veya varolan FGF-2 

ekspresyonunu durdurarak, mikroçevrede FGF-2’nin azalmasına ve buna bağlı 

olarak kondrositlerin çoğalmaları üzerine uyarıcı etkili olan FGF-2 aracılı 

mitojenik sinyallerin oluşmamasını sağlıyor olabilir. Bu nedenle de FGF-2’nin 

 78



kondrosit çoğalması ve kıkırdak matriks üretimi için uyarıcı etki gösterdiği 

söylenebilir. 

7. günde FGF-2 eksprese eden kondrosit sayısı 56,40±11,73’e yükseldiği 

saptanmış ve bu sayı 1.gün ve 4. güne göre istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (sırasıyla p=0,000 ve p=0,000). Ayrıca bu dönemde epifiz 

merkezine doğru yönlenmiş damarlar çevresindeki kondrositlerde yoğun FGF-2 

pozitif immun işaretlenme gözlenmiştir.  

FGF-2’nin endotelyal hücre çoğalmasını ve migrasyonunu artırarak 

etkilediği gösterilmiştir102. Bununla ilişkili olarak Baron ve ark103. tavşan büyüme 

plağına FGF-2 infüzyonu yaptıkları çalışmada, FGF-2 infüzyonu yapılan 

büyüme plağı bölgesinde, metafizyal alandan büyüme plağına doğru 

damarlanmanın arttığını göstermişlerdir. 

Yapılan çalışmalarla uyumlu olarak çalışmamızda FGF-2’nin 

damarlanma süreciyle ilgili olduğunu düşünülmüştür. Çünkü epifiz periferinden 

merkezine doğru oluşan damarlar çevresindeki kondrositlerin FGF-2 eksprese 

ettiği saptanmıştır. Ayrıca 7. gündeki epifiz merkezinde FGF-2 eksprese eden 

kondrosit sayındaki artışın, epifiz periferinden merkezine doğru, damarlanmanın 

artışı veya kemikleşmenin oluşacağı bölgeye damarların yönlenmesiyle ilgili 

olabileceği kanısına varılmıştır.  

10 günde FGF-2 eksprese eden kondrosit sayısında (60,00±7,89) 1. gün 

ve 4. güne göre anlamlı bir artış (sırasıyla p=0,000 ve, p=0,000) varken, 7. güne 

göre bu artış anlamlı bulunmamıştır (p=0,407). Bu dönemde FGF-2 eksprese 

eden kondrosit sayısındaki artışın kemikleşme bölgesindeki damarlanma 

alanının genişlemesiyle ilgili olabileceği söylenebilir. Bunun yanında FGF-2 

artışı, bize bu faktörün kıkırdak dokudan kemik dokuya geçiş döneminde 

kondrosit maturasyonunda ve hipertrofisinin düzenlenmesinde de dengeleyici 

rol oynayabileceğini düşündürmüştür. 

Daha önce yapılan çalışmalarda FGF-2’nin kondrosit farklanmasını ve 

çoğalmasını uyarırken, terminal farklanmayı inhibe ederek hipertrofik 

kondrositleri azalttığı gösterilmiştir101,105. Çalışmamızda ise bu dönemde artan 

FGF-2 ekspresyonun, ortamda bulunan IGF ve TGF-β sisteminin kondrosit 

hipertrofisini uyarıcı etkisininin dengelenmesi için kondrositlerin hücresel 

düzenleme mekanizmalarından olabileceği düşünülmüştür. 
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FGF-2 kondrositlerin hipertrofisini inhibe etmesine karşın ilginç olarak 10. 

günde epifiz merkezindeki hipertrofik kondrositlerde yoğun ekspresyonu olduğu 

saptanmıştır. Hipertrofik kondrositlerin FGF-2 eksprese etmesi, apoptozisle ilgili 

olabilir. Nitekim kondrositlerde FGF sinyallerinin bir diğer rolünün hücre 

ölümünü uyarmaları olduğu bilinmekle birlikte FGF-2’nin artmış ekspresyonunda 

kondrosit apoptozisinin de arttığı saptanmıştır136. Çalışmamızda kemikleşme 

sürecinin 10. gününde, kıkırdak kemik geçiş bölgesinde yapısal değişikliklerin 

oluşmasını stimüle eden apoptozisi düzenleyen mekanizmalardan birinin FGF-2 

ile tetiklendiği kanısına varılmıştır. Ayrıca kemikleşme sınırındaki hipertrofik 

kondrositlerden eksprese edilen FGF-2’nin de parakrin etkiyle osteoprogenitör 

hücrelerin farklanmasını uyardığı düşünülmüştür. 

21. günde genişlemiş ikincil kemikleşme alanı çevresindeki hipertrofik 

kondrositlerde, kemikleşme alanındaki osteoprogenitör hücrelerde, yeni oluşan 

osteoid matriksi sınırlayan osteoblastlarda FGF-2 ekspresyonu saptanmıştır. 

FGF-2 gen delesyonu oluşturulmuş çalışmada osteoblastogeneziste defekt 

sonucu kemik büyümesinin ve kemik dansitesinin azaldığı gösterilmiştir137. 

Daha sonra Power ve ark138. overektomi uygulanmış sıçanlarda FGF-2 

verilmesi ile kemik dokuda anabolik etkinin arttığını, osteoprogenitör hücrelerin 

osteoblastlara farklanmasının uyarıldığını ve osteoblastlar tarafından yapılan 

osteoid hacminin arttığını bildirmişlerdir. Bu çalışmalarla uyumlu olarak bizim 

çalışmamızda da endokondral kemikleşme sürecinde, osteoprogenitör 

hücrelerden osteoblastların oluşması ve kemik matriks oluşumunda etkili 

faktörler arasında FGF-2’nin de bulunduğu kanısına varılmıştır.  

50. ve 100.günde ikincil kemikleşme merkezinde, trabeküler kemikler 

çevresindeki osteoblastlarda ve trabeküler kemiklerdeki bazı osteositlerde FGF-

2 immun işaretlenmesi saptanmıştır. Ayrıca osteoprogenitör hücrelerde bu 

dönemde de devam eden FGF-2 pozitifliği gözlenmiştir.  

Daha önceki çalışmalarda FGF-2’nin endokondral kemikleşme 

sinyallerinin başlamasında önemli rol oynayan hipertrofik kondrosit apoptozisini 

uyarırken, kemik matriksin üretiminden sorumlu osteoblastlarda ise 

antiapoptotik etkili olduğu gösterilmiştir. Debiasis ve ark106. osteoblast kültürü 

çalışmalarında FGF-2’nin antiapoptotik mekanizmaları uyararak osteoblastların 

apoptozisini engellediğini bildirmişlerdir. Bizim çalışmamızda FGF-2’nin 

osteoblastların hücresel aktivitelerinin devamında ve osteoblastların apoptozis 
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sürecine girmeyip osteosite dönüşmesinde etkili faktörlerden biri olduğunu 

düşünülmüştür. Bu nedenle bu faktör, matür trabekül kemik yapısının 

oluşabilmesi için yeterli osteosit dansitesinin sağlanmasında da düzenleyici rol 

oynayabilir.  

Sonuç olarak kemik dokunun oluşması ve devamının sağlanmasında, 

osteoprogenitör hücreler, osteoblastlar ve osteositlerden eksprese edilen FGF-

2’nin bu dönemde de otokrin ve parakrin etkilerle hücre fonksiyonlarında etkili 

olduğu söylenebilir. 

Artiküler kıkırdağın yüzeyel ve ara zonlarında belirgin FGF-2 

işaretlenmesi, bu hücrelerin fonksiyonlarının devamı ve kıkırdak dokunun 

oluşması için bu faktörün gerekli olduğunu düşündürmüştür.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
Çalışmamızda farklı dönemlerde ikincil kemikleşme merkezinin oluşumu 

üzerine IGF-1Rβ, TGF-βR2 ve FGF-2’ nin etkisi açıklanmaya çalışıldı. Elde 

ettiğimiz sonuçlara göre; 

1. İkincil kemikleşme sinyallerinin henüz başlamadığı 1. ve 4. günde, 

kondrositlerden eksprese edilen IGF-1Rβ ve TGF-βR2’nin epifiz periferinde 

kondrosit çoğalması ve kıkırdak matriks üretimi için hücresel aktiviteleri 

düzenliyor olabileceği düşünüldü. Ancak kemikleşmenin olacağı bölgelerdeki 

kondrositlerin, bu reseptör ekspresyonlarını azaltarak IGF ve TGF-β etkisinden 

çıkıp, o bölgede çoğalma ve kıkırdak matriks üretimini azaltarak kemikleşmenin 

başlamasına yol açtığı kanısına varıldı. FGF-2 ekspresyonun IGF-1Rβ ve TGF-

βR2 ekspresyonu ile paralellik göstermesi, benzer hücresel aktivitelerin 

olmasında bu faktörün de etkili olduğu şeklinde yorumlandı. 

2. 7. günden itibaren ikincil kemikleşme bölgesindeki IGF-1Rβ ve TGF-

βR2 ekspresyonu yapan kondrosit sayısının artması, her iki reseptör 

aktivitesinin de artmasını sağlayarak, endokondral kemikleşmenin 

başlamasında önemli rol alan hipertrofik kondrosit sayısının artışına yol açtığı 

sonucuna varıldı. Ayrıca IGF-1Rβ eksprese eden kondrosit sayısının TGF-βR2 

eksprese eden kondrosit sayısına göre fazla olması, bu dönemde meydana 

gelen kondrosit hipertrofisinde IGF-1Rβ’nın TGF-βR2’ye göre daha etkili 

olduğunu düşündürdü. Kemikleşme merkezine doğru oluşan kanallar 

çevresindeki kondrositlerde IGF-1Rβ ve FGF-2 ekspresyonu olması, bu 

dönemde IGF ve FGF sisteminin damarlanma artışında etkili olduğu kanısına 

varıldı. 

3. 10. günde IGF-1Rβ ve TGF-βR2 ekspresyonu yapan kondrosit 

sayısındaki artış, bu dönemde, kondrositlerin hipertrofisinin artarak devam 

etmesinde ve hücrelerin apoptozis sürecine yönlenmesinde, her iki reseptörün 

de etkili olduğunu düşündürdü. Ayrıca artan IGF-1Rβ ve TGF-βR2 etkisi ile 

hücrelerin apoptozisi sonucunda ortamda artan faktörlerin, ikincil kemikleşme 

bölgesinde vasküler invazyon alanının genişlemesine, osteoprogenitör 

hücrelerin farklanmasına ve kemik matriksin yapılmasına neden olabileceği 
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sonucuna varıldı. Bu dönemde hipertrofik kondrositlerde FGF-2’nin artması, bu 

faktörün IGF ve TGF-β sisteminin kondrosit hipertrofisinde uyarıcı etkisini 

dengeleyen hücresel düzenleme mekanizmalarından olabileceği şeklinde 

yorumlandı. 
4. 21. günde genişleyen ikincil kemikleşme merkezi çevresinde matür ve 

hipertrofik kondrositlerde belirgin IGF-1Rβ, TGF-βR2 ve FGF-2 işaretlenmesi 

görüldü. IGF, TGF-β ve FGF sisteminin, kemikleşme bölgesinde devam eden 

endokondral kemikleşme sürecinde otokrin ve parakrin etkilerle, artmış 

osteoprogenitör hücrelerin çoğalması, farklanması, kemik matriksin üretimi ve, 

mineralizasyonuyla ilgili olabileceği düşünüldü. 

5. 50. ve 100. günde ikincil kemikleşme merkezinde aktif endokondral 

kemikleşme süreci sonlanmış ve matür trabekül kemik yapısı oluşmuştu. Bu 

dönemde kemik trabekülleri çevresindeki osteoblastlarda ve kemik matriks 

içindeki birçok osteositte IGF-1Rβ, TGF-βR2 ve FGF-2 işaretlenmesi 

saptanmıştı. Bu nedenle devam eden kemik metabolizmasında, hücre 

fonksiyonunu düzenleyen ve antiapoptotik mekanizmaları aktive eden IGF, 

TGF-β ve FGF sistemlerinin gerekli olduğu kanısına varıldı.  

Sonuç olarak büyüme faktörlerinin ve reseptörlerinin ikincil kemikleşme 

merkezinin oluşumunda ve buna bağlı olarak dinamik iskelet çatının meydana 

gelmesinde etkili olduğu düşünüldü. 

Endokondral kemikleşmede IGF, TGF-β ve FGF sisteminin karşılıklı 

etkileşim mekanizmasını açıklayan moleküler düzeydeki çalışmaların yapılması, 

endokondral kemikleşme mekanizmasında henüz tamamen bilinmeyen hassas 

dengelerin açıklanmasına ışık tutacaktır. Ayrıca bu faktörlerin ve reseptörlerinin, 

kemikleşme üzerindeki dönemsel etkinliğinin in vivo olarak saptanması, kemik 

displazilerinde fizyopatolojik mekanizmaların daha net olarak anlaşılmasına ve 

kullanılacak agonist veya antagonist tedavi protokollerinin geliştirilmesine 

faydalı olacaktır. 

Bunlara ilaveten doku mühendisliğinde, bu faktörlerin ve reseptörlerinin 

dönemsel aktivasyonunun, mezenşimal hücrelerden fonksiyonel kemik dokusu 

geliştirilmesinde ve gerekli kemik implantların yapılmasında katkıda 

bulunacağını düşünmekteyiz. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 
 

AER  Apical Ectodermal Ridge 

(Apikal Ektodermal Kabartı) 

aFGF Asidic Fibroblast Growth Factor 

(Asidik Fibroblast Büyüme Faktörü) 

ALS   Acid-Labile Subunit 

(Asit Değişken Subunit) 

bFGF Basic Fibroblast Growth Factor 

(Bazik Fibroblast Büyüme Faktörü) 

BMP Bone Morphogenetic Protein 

(Kemik Morfogenetik Protein) 

BMP-6 Bone Morphogenetic Protein-6 

(Kemik Morfogenetik Protein-6) 

DAB  Diaminobenzidine 

(Diaminobenzidin) 

EDTA  Ethylenedinitrilotetraacetic Acid 

(Etilendinitrilotetraasetik Asit) 

FGF-1  Fibroblast Growth Factor-1 

(Fibroblast Büyüme Faktörü-1) 

FGF-2  Fibroblast Growth Factor-2 

(Fibroblast Büyüme Faktörü-2) 

FGF-3  Fibroblast Growth Factor-3 

(Fibroblast Büyüme Faktörü-3) 

GH Growth Hormon 

(Büyüme Hormonu) 

GHr  Growth Hormon receptor 

(Büyüme Hormonu reseptörü) 

HIF1α  Hipoxy-Inducible Factor-1α 

  (Hipoksi Uyarıcı Faktör-1 alfa) 

HOX  Homeobax 
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IGF-1 Insulin-Like Growth Factor-1 

(İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1) 

IGF-2 Insulin-Like Growth Factor-2 

(İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-2) 

 IGFBP  Insulin-Like Growth Factor Binding Protein 

(İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü Bağlayıcı Protein) 

IGF-1Rβ Insulin-Like Growth Factor-1 Receptor Beta 

(İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1 Reseptör Beta) 

Ihh Indian Hedgehog 

MMP-9 Matriks Metalloproteinaz-9  

PAX  Paired Box 

PBS  Phosphate Buffer Salin 

(Fosfatlı Tuz Tamponu) 

PBS-BSA  Phosphate Buffer Salin- Bovine Serum Albumin 

(Fosfatlı Tuz Tamponu- Sığır Serum Albumin) 

PDGF Platelet Derived Growth Factor 

(Trombosit Kökenli Büyüme Faktörü) 

PTHrP  Parathyroid Hormon-Related Protein 

(Paratiroid Hormonla İlişkili Protein) 

RANKL  Receptor Activator of Nuclear Factor-κB Ligand 

(Nükleer Faktör Kappa B Reseptör Ligand) 

TGF-β  Transforming Growth Factor-β 

(Değiştirici Büyüme Faktörü-Beta) 

TGF-βR2  Transforming Growth Factor-β Receptor 2 

(Değiştirici Büyüme Faktörü-Beta Reseptör 2) 

TRAP Tartrate-Resistant Acid Phosphatase 

(Tartrata Direçli Asit Fosfataz Enzimi) 

VEGF  Vascüler Endothelial Growth Factor 

(Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü) 
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