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OZET

ikincil kemiklesme merkezi, postnatal dénemde endokondral kemiklesme
mekanizmasi ile olusur. Bu suregcte farkh sistemik hormonlarin ve lokal buyime
faktorlerinin  etkili oldugu bilinmekle birlikte ikincil kemiklesme merkezi
olusumunda donemsel olarak bu faktorlerin etkinligi gosteriimemistir. Bu
calismada, ikincil kemiklesme merkezinin olusumunda insulin benzeri bayume
faktori-1 reseptdr beta (Insulin-Like Growth Factor-1 Receptor Beta; IGF-1Rp),
degistirici buyume faktori-beta reseptdor 2 (Transforming Growth Factor-$3
Receptor 2; TGF-BR2) ve bazik fibroblast buyime faktérinin (Basic Fibroblast
Growth Factor; bFGF veya FGF-2) dénemsel etkinligini immunohistokimyasal
yontemle gostermek amaclanmistir.

Calismamizda, 70 adet Wistar albino cinsi sigan kullanildi. Siganlar, 1 (1.
grup ), 4 (2. grup) ,7 (3. grup), 10 (4. grup), 21 (5. grup), 50 (6. grup) ve 100 (7.
grup) gunlik olacak sekilde 7 gruba (n=10) ayrildi. Siganlarin femur distal uclari
alindi ve bu dokular takip edilerek parafine gomuldi. Parafin bloklardan elde
edilen kesitlerde toluidin mavisi ile histokimyasal, IGF-1Rp, TGF-fR2 ve FGF-2
antikorlari ile de immunohistokimyasal inceleme yapildi.

IGF-1RB, TGF-R2, FGF-2 antikorlari ile 1. ve 2. grupta ikincil
kemiklesme merkezininin olugsacagl bdlgedeki kondrositlerin  ¢odunda
isaretlenme saptanmazken,. 3. grupta igaretlenmis kondrosit sayisinda belirgin
artis vardi. Ayrica IGF-1Rp ekspresyonu, TGF-fR2 ekspresyonuna gére daha
belirgindi. 4. grupta her U¢ antikorla isaretlenme 3. gruptakine benzerdi. Ancak
bu donemde TGF-BR2 ekspresyonu yapan kondrosit sayisi diger gruplardan
fazlaydi. 5. grupta her (¢ antikorla isaretlenen kondrositler, genisleyen
kemiklesme merkezi cevresinde yerlesmisglerdi. Ayrica yeni olugan kemik
spikullerinde TGF-BR2 isaretlenmesi gozlendi. 6. ve 7. grupta osteoblastlarda,
osteositlerde her U¢ antikorla isaretlenme varken, trabekuler kemik matrikste
TGF-BR2 igaretlenmesi goruldu.

Sonug olarak, ikincil kemiklesme merkezinin olugsumu igin gerekli olan
endokondral kemiklesme sinyallerinin baslamasinda, matir ve fonksiyonel
kemik dokusunun olusumunda dénemsel olarak eksprese edilen IGF-1Rp, TGF-
BR2, FGF-2 dnemli rol oynamaktadir.

Anahtar Kelimeler: ikincil kemiklesme merkezi, IGF-1RB, TGF-BR2, FGF-2.



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-
1RB), Transforming Growth Factor-B Receptor 2 (TGF-R2) 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-
1RB, TGF-BR2 ve FGF-2 antibodies for immunohistochemical examination.

IGF-1RpB, TGF-BR2, FGF-2 antibody expressions were not observed in
most of the chondrocytes in the future secondary ossification center area in 1%
and 2" groups; while, prominent increase of labelled chondrcytes was
determined in 3™ group. Furthermore, ekspression of IGF-1RpB has been much
more evident than the ekspression of TGF-BR2. The labelling with each three
antibodies in the 4™. group was similar with the labelling of the 3™. group.
However, TGF-BR2 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 5™ group. Moreover,
newly formed bone spicules were labelled with the TGF-R2 antibody. While
osteoblasts and osteocytes were labelled with each three antibodies, only
TGF-BR2 were positively labelled in trabecular bone matrix in the 6™ and 7™

groups.



Consequently, IGF-1RB, TGF-BR2 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-1Rp, TGF-fR2, FGF-2.



1. GIRiS VE AMAG

Embriyonel gelisim surecinde kemiklesme iki sekilde gorulir. Kemigin
olusacagi bolgede yer alan mezensimal hicrelerin, birtakim faktérlerin etkisiyle
dogrudan kemik oncul hudcrelerine (osteoprogenitor hicre) ve osteoblastlara
farklanmasi yoluyla meydana gelen kemiklesmeye, intramembran6z
kemiklesme denir. Daha ¢ok uzun kemiklerde izlenen ve kemigin meydana
gelecegi bodlgede once bir hiyalin kikirdak modelin gelistigi ve ondan sonra
kemik dokunun olustugu kemiklegsme tipi ise, endokondral kemiklesme adini alir
Dogumda uzun kemiklerin diyafizleri blyuk oranda kemiklesmistir. Hala kikirdak
yapida olan epifizyal bolgede ise dogumdan sonra ikincil kemiklesme merkezleri
olusur™™.

Dogumdan sonra epifizde kondrositler bélinmelerini durdururlar ve Runt
ailesinin transkripsiyon faktorlerinden Runx2 ve daha az oranda Runx3 etkisi ile
genisleyerek hipertrofik kondrositlere farklanirlar®®. ikincil kemiklesmede ilk
evre, kondroklastlar tarafindan epifiz yizeyinden merkezine dogru kanallarin
olusmasi ve hipertrofik kondrositlerden sentezlenen vaskiler endotelyal
buyume faktoru (Vasculer Endothelial Growth Factor; VEGF) etkisiyle
perikondriyumdan angiogenezisin baglamasidir’®. Epifiz merkezine ilerleyen
kan damarlari, ikincil kemiklesmenin baslayacagi bolgelere osteoprogenitor
hiicreleri ve bilyiime faktorlerini  getirir®®.  Osteoprogenitér  hiicreler
osteoblastlari olugturur. Osteoblastlar, kalsifiye kikirdagin dizensiz yuzeyi
uzerinde toplanarak kemik esas maddesini (kemik matriks) sentezlerler. Ayrica
bu kemiklesme sirasinda gerceklesen mitoz ve apoptozis epifizin
bicimlenmesinde énemli rol oynar®*.

Ekstremitelerde ortaya cikan endokondral kemiklesmenin
dizenlenmesinde ¢ok sayida buylume faktoru islev gorur. Bu faktorler ilk olarak
1938’de Levander tarafindan kemik yapan substanslar olarak tanimlanmistir.
Levander, kemik ve kallusun asit alkol ekstraktini tavsanlara intramuskuler
olarak injekte ettiginde heterotopik kikirdak ve kemik olusumu gozlemis ve bazi
Ozellesmis kemik yapan substanslarin nonspesifik mezengimal dokuyu aktive

etmesi ile kemik olusumunun meydana geldigi sonucuna varmistir. Bu faktorler



gunumuz rekombinan DNA teknolojisiyle tanimlanabilmis ve kemik buylume
faktorleri adini almistir'®.

Kikirdak ve kemik doku matriksinde bulunan, otokrin ve parakrin etkili bu
faktorler arasinda kemik morfogenetik protein (Bone Morphogenetic Protein;
BMP), degistirici buyume faktori-beta (Transforming Growth Factor-$; TGF-p),
insiilin benzeri biiyime faktérii 1, 2 (insulin-Like Growth Factor-1, 2; IGF-1,
IGF-2), asidik fibroblast bluyume faktora (Asidic Fibroblast Growth Factor; aFGF
veya FGF-1), bazik fibroblast buyime faktortu (Basic Fibroblast Growth Factor;
bFGF veya FGF-2), trombosit kokenli buyume faktoru (Platelet-Derived Growth
Factor; PDGF) sayilabilir’®'2. Bu faktorler, islevlerini hiicrelerde bulunan
reseptorleri araciliiyla gerceklestirirler. Bu reseptorlerin buyuk bir gogunlugu
kendi ligandlari ile baglandiginda huicre iginde tirozin kinaz aktivasyonu yaparak
bayume faktorunin hicresel etkilerini ortaya ¢ikarir.

Hucresel aktivitenin bolgesel duzenleyicisi olarak islev gbéren blyume
faktorlerinin kondrosit cogalmasi, olgunlasmasi, makromolekul sentezi, hicre igi
kalsiyum dengesi ve matriks mineralizasyonunu etkiledigi bilinmektedir. Hucre
¢ogalmasi ve biyosentetik aktiviteyi etkileyen bu faktorlerin bolgesel osteoblast
ve osteoklastlar tizerinde etkili oldugu distintimektedir'®'*,

IGF-1, TGF-B1 ve FGF-2 gibi faktorlerin endokondral kemiklesmede eftkili
oldugu bilinmekle birlikte bu faktorlerin ve reseptorlerinin, kemik gelisim
surecinin hangi evrelerinde daha etkin olduklarini gdsteren bir calismaya
literatirde rastlanmamistir.

Calismamizda, gelisimin farkli evrelerinde alinacak olan sigcan
femurlarinda, ikincil kemiklesme merkezlerinin olustugu bdlgelerde IGF-1Rp,
TGF-BR2, FGF-2 ekspresyonlarinin gosteriimesi ve elde edilecek sonuglarin
isiginda bu molekillerin hlcre farklanmasi ve ikincil kemiklesme merkezi
uzerindeki olasi rollerinin belirlenmesi amacglanmaktadir.

Planlanan ¢aligmanin sonuglari degerlendirildiginde; kemik gelisiminin ve
mezensimal hicre farklilasmasinin bu faktorlerden ne zaman ve nasil
etkilendiginin ortaya konabilecedi ve bdylece endokondral kemiklesmenin su
ana kadar bilinmeyen bazi yonlerinin de acikliga kavusturulabilecegi

umulmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. iskelet Sistemi Gelisimi

iskelet sistemi néral krest, paraaksiyal mezoderm ve lateral mezodermin
somatik tabakasindan gelisir’>. Néral krest hiicreleri kraniyofasyal iskeleti
olustururken, paraksiyal mezoderm hucreleri aksiyal iskeleti, lateral mezoderm
hiicreleri ise kol ve bacaklari olusturur'®.

Notokord ve noéral tip olusurken, bu yapilarin dis yaninda bulunan
intraembriyonik mezoderm, longitudinal iki paraksiyal mezoderm sutununu
olusturmak Uzere kalinlagir. 3. haftanin sonuna dogru bu situnlar somit adi
verilen mezodermal doku parcalarina ayrilir (Sekil 1-A). Somitler disaridan
embriyonun dorsolateral yuzd boyunca dizilmis c¢ikintilar olarak gérularler. Her
somitte sklerotom ve dermomiyotom ismi verilen iki parga olusur (Sekil 1-B).
Sklerotom, ventromedialde bulunur ve vertabralari, kostalari olusturur.
Dermomiyotomun miyotomi bdlgesindeki hlcreler miyoblastlari, dermatom

bdlgesindeki hiicreler derinin dermis tabakasini olusturur''’.

Somit Tubus neuralis

- . Dermomiyotom
Tubus neuralis'i clusturan plicae neurales

Sklerotom

Mesoderma somaticum

Aoriae
dorsales

Saccus
vitellinus

Mesoderma splanchnicum

Sekil 1. Somitlerin olusumu ve farklanmasi. A, yaklasik 22 gunlik bir embriyoda
erken somitlerin goruldugu transvers kesit. B, 24 gunluk embriyoda somitin

dermomiyotom bélgesinden dermatom ve miyotomun olugsmasi™’.

Embriyonik gelismenin 4. haftasinda ventrolateral vicut duvarinda

kabartilar seklinde ekstremite tomurcuklari belirir. Ust ekstremite tomurcuklar
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26. veya 27. gunde belirginlegirken, alt ekstremite tomurcuklar 28. veya 29.
gunde belirginlesirler. Her bir ekstremite tomurcugu ektoderm ile gevrili bir
mezensim kitlesi icerir, daha sonra ektoderm tabakas! kalinlasarak apikal
ektodermal kabartiyr (Apical Ectodermal Ridge; AER) olusturur. AER ile
mezengimal hucreler arasindaki etkilesim ekstremite gelisimi igin gok dnemlidir.
AER, ekstremitelerin gelismesini ve blyumesini baglatan ekstremite
mezensiminde induksiyon etkisi gosterir. AER’ye komgu olan mezensim, hizli
cogalan farklanmamig hicre gruplar halinde kalirken, AER’ye uzak
bdlgelerdeki mezensim kikirdak kemik modellere ve kan damarlarina
farklanmaya devam eder. 6 haftalik bir embriyoda ekstremite tomurcuklarinin ug
béliimleri yassilasarak el ayak plaklarini olustururlar' "8,

Ust ve alt ekstremitelerin gelisim suregleri, morfogenezde alt
ekstremitelerin Ust ekstremiteleri yaklasik 1-2 gunlik bir gecikmeyle izlemeleri

disinda cok benzer' "8,

2.2. iskelet Sistemi Gelisiminin Molekiiler Diizeyi

iskelet morfogenezinde ilk olay, mezensimal hiicrelerin, gelisimin olacagdi
bolgelere gocli ve bu bdlgelerde yogunlasmalaridir’®. Hicrelerin  uygun
bdlgelere yonelmesinden diuzenleyici genler sorumlu tutulmaktadir. Bu genler
sikhkla HOX (Homeobax), PAX (Paired Box) genleri gibi transkripsiyon
faktorlerini ve hucre-hicre iletisiminde, hicre i¢i uyarimda rol alan proteinleri
kodlar "¢,

HOX genleri, segmentasyon ve vicut eksenlerinin  olusumunu
dizenleyen bir seri genin transkripsiyon faktérlerini kodlarlar. insanlarda bu
genler HOXA, HOXB, HOXC, HOXD olarak 4 kopya halinde korunur ve
Drosophila’da oldugu gibi dizilir, eksprese olur. Bu genlerin sentezlenme bigimi,
her U¢ germ tabakasina ait turlerin kraniyokaudal yonde bigcimlenmesine neden
olur13‘15‘19’.

PAX genleri noral tip ve sklerotomda sentezlenir. PAX1'den PAX9’a
kadar 9 farkli PAX geni tanimlanmistir. Bunlar transkripsiyon faktorleri gibi
davranis gosterip DNA’'nin 6zel bodlgelerine baglanirlar. Ayrica bu genlerin
somitlerin ve santral sinir sisteminin farkli bolgelerinin 6zellegsmesi Uzerinde rolu

oldugu bulunmustur'2°.
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iskelet gelisiminde sirasiyla su asamalar gerceklesir; epitelyal
mezensimal etkilesimler, mezensimal hicre yogunlagsmasi ve hucre
farklanmasi®?. Bu asamalardan en énemlisi yaklasik olarak dordincii haftada

15,16,21,22 iSkelet

meydana gelen mezensimal hicrelerin  yogunlagmasidir
elemanlarinin olusmaya baglamasi hem kondrojenik hem de osteojenik
yogunlagmaya baghdir. Her iki yogunlasma tipi yuksek hucre yogunlugu ve
farkli molekulleri kodlayan genlere sahiptir. Genellikle bu genler reseptorler,
hicre adhezyon proteinleri, matriks proteinleri ve hicre adhezyonunu baglatan,
yogunlasmanin biyikligini kontrol eden transkripsiyon faktérlerini kodlar®?22.
Kondrojenik yogunlagsmadan, gelecekte iskeleti olusturacak kikirdak
sablona gegis proksimalden distale dogru yayilirken, anterior bolgede posterior
bdlgeye gore daha erken yer alir. Bu gegise ileride gelisecek kemik ve eklem
bicimini olusturacak yapinin bifurkasyonu ve segmentasyonu gibi degisiklikler

eslik eder '°.

2.3. Kemiklesme

Embriyonik gelisim slresince kemiklesme iki farkli yolla meydana gelir.
Biri mezengimin dogrudan kemik dokuya donustugu “intramembrantz
kemiklesme” dir. Digeri mezengim dokusunun kikirdak taslaga donusmesi ve bu
kikirdak dokunun vyerini kemik dokuya birakmasi ile meydana gelen
“endokondral kemiklesme” dir'. Her iki yolla olusan kemik matriksi birikimi,
temel olarak benzer o6zelliklere sahiptir, fakat endokondral kemiklesmede
kikirdak matriks, kemik matriks birikiminden dnce kaldiriimalidir. ilk ortaya cikan
kemik dokusu, trabekller yapiya sahip birincil veya olgunlagsmamis kemik
dokusudur. Buna “birincil trabekuler kemik” (primer spongiy6z kemik) denir. Bu
tip kemik dokusunda kollajen lifler dizensiz dizilimli oldugundan lameller belirgin
degildir. Birincil trabekuler kemik dokusu gegicidir ve daha sonra yerini “ikincil
kemik” (lamelli kemik) dokusuna birakir. Bu yapi sonradan yeniden sekillenme

sirasinda kompakt kemik haline déniisiir®*.

2.3.1. intramembrandz Kemiklesme
intmembrandz kemiklesme yaklasik olarak gebeligin 8.haftasinda
baslar'. Mezensim hiicreleri kemigin olusacag! bolgelerde bir araya gelerek

gruplar yaparlar. Mezensim dokusu icinde hucrelerin yogunlagsarak olusturdugu
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alanlar membrana benzetildigi icin bu tir kemiklesmeye Iintmembranéz
kemiklesme denir'?. Intramembranéz kemik dokusuna déniisecek mezensim
bdlgesinde kemiklesmenin ilk belirtisi, dokunun kan damarlarindan
zenginlesmesidir. Boylece mezensim dokusu iginde bol miktarda kapillerler

1,24,25

belirir Mezengimal hucreler kapillerler c¢evresinde yogunlasarak,

sitoplazmik devamlilik gOstermeksizin birbirleriyle uzantilari yardimiyla iligki

4,25

kurarlar ig seklindeki bu hiicreler genigler, yuvarlak bir sekil alir ve

sitoplazmasindaki duz endoplazma retikulumu miktari artarak osteoprogenitor

hiicrelere  doniisirt?*,

Daha sonra osteoprogenitdér hucreler kibik veya
prizmatik bir sekil alir, sitoplazmalarinda yapisal degigsikliklerin meydana
gelmesi sonucunda bazofilik gorinum kazanarak osteoblastlara farklanir.
Osteoblastlar kemik matriksini sentezleyip ve bu yapinin kalsifikasyonunu
saglarlar’*.

intramembranéz kemik olusumunun erken déneminde kan kapillerleri
cevresinde bulunan mezengimal hucrelerin farklanarak 2-3 tabakali duragan
osteoblast kimesini yapmasi ve osteoblastlarin bazi bdlgelerde osteositlere
donuserek, kemik hucreler arasi madde birikimi sonucunda birincil kemik
trabekaiilleri olusturmasina “duragan (statik) kemik olusumu” da denmektedir?®.

Kemiklesmenin basladigl bu bolgelere birincil kemiklesme merkezi denir.
Osteoblastlar, olusan kemik spikulleri ve trabekullerin yuzeylerinde bir sira
halinde dizilirler Birincil kemik dokusunda bulunan kemik spikulleri ve
trabekdllerdeki kollajen lifler gelisigizel dagiimis olarak goérulir. Kemik
olusumunun baslangi¢ safhasindan sonra kemik yuzeyinde bulunan
osteoblastlar hucreler arasi madde ve Kkollajen liflerinin Gretimini artirarak
osteositlere donuslp laklnalara dahil edilirler. Boylece kemik kalinhigini artirmig
olur. YUzeydeki osteoblastlarin miktari, bu hdcrelerin mitoz ile bolinmeleri ve
cevre bag dokusunda bulunan mezensimal hacrelerin farklanmasi ile

saglanir?4

. Duragan kemik olusumundan sonra birincil kemik trabekulleri
yuzeyi boyunca hareketli osteoblastlarin tek tabaka olarak dizilmesi ve birincil
kemik trabekullerinin kalinhigini artirmasi “dinamik (aktif) kemik olusumu” olarak
bilinmektedir®.

Kan damarlari gevresinde olusmaya baslayan kemik trabekulleri giderek
blyur ve birbirleriyle birleserek ag seklindeki spongiydz kemik dokusunu yapar.

Bu yapi cevreye dogru isingal tarzda yayilirken, kemik trabekulleri arasindaki
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bosluklari dolduran farklanmamis mezensim hcreleri kemik iligi hUcrelerini
yapar. Spongiyoz kemik yeterli buyuklige ulasinca, i¢cinde kemiklesmenin
olustugu mezensim membranin periferik kismi spongiydz kemigi distan sararak
periosteuma donusur. Periosteumdaki osteoprogenitor hicreler spongiydz
kemik etrafinda dizilir ve osteoblastlari yaparlar. Bunlar hicreler arasi maddeyi
salgilayip osteositlere donustukce, vyerleri periosteumun bag dokusu
hicrelerinden farklasan yenileri ile doldurulur, sonunda spongiyoz kemik kitlesi
etrafinda, periosteum tarafindan tabaka tabaka birbiri Gzerine y13iimig kompakt
kemik dokusu yapilmis olur®.

intramembranéz kemiklesme genel olarak kisa kemiklerin gelismesinde
ve uzun kemiklerin kalinlagsmasinda rol alir. Kafatasi kemiklerinden frontal ve
paryetal kemiklerin tamami, oksipital ve temporal kemiklerinin bir kismi, yuz
kemiklerinden ise mandibula ve maksillanin bir kismi intamembranéz

kemiklesme ile geligir***.

2.3.2. Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesme gebeligin yaklasik olarak 12.haftasinda baslar’.
Fetal gelisim suresince ve buyume duruncaya kadar puberte dncesi donemde
kemigin kalinlasmasi ve uzamasi endokondral kemiklesme ile saglanir’?.
Kemigin olusacagd! bolgede ilk olarak mezensimal hucrelerin yogunlasmasi
meydana gelir. Bu gorinim zamani kemikten kemige degismekle birlikte
yaklasik olarak gebeligin 40. giniinde ortaya cikar’’. Mezensimal hiicreler
kondroblastlara farklanir, olusan kondroblastlar yetiskin kemigin kabaca seklini
belirleyen hyalin kikirdak modeli olusturur’??*?”. Kemige énciiliik eden kikirdak
model embriyoda kemik olusmasindan &nce farklanan yumusak doku ve
kaslara destek, tutunma gérevi gorir?.

Distan farklanmamis mezensim ile gevrelenmis hyalin kikirdak model
mezengimal hucrelerin  kondroblastlara farklanmasi sonucunda kalinligini
appozisyonel buyume ile saglar. Hyalin kikirdak modelin uzunlamasina
bliyumesi ise interstisyel buyume ile olur. Bu tip buyUme kondrositlerin mitoz
bolinmeyle gogalmasi ve siklikla tip 2 kollajen olmak tzere tip 9, tip 10, tip 11,
tip 13 kollajen ve proteoglikanlardan olusan hicre digi esas maddenin

(ekstraselliiler matriks) Uretilmesi ile saglanir™*”.
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Kikirdak sablon vyapilandiginda, kikirdak sablonun dis kismindaki
kondrositler nonhipertrofik kondrosit grubunu olustururken i¢ kismindaki
kondrositler daha sonra hipertrofik kondrositlere farklanir. Nonhipertrofik
kondrositler, dinlenen ve ¢ogdalan kondrositleri icerir. Bu hucreler kikirdak
yapilandiran hucreler olarak kabul edilir, ginku kikirdak ekstraselluler matriksi,
agregani, tip 2 kollajeni sentezlerler ve hipertrofik kondrosit farklanma oranini
kontrol ederler’.

Nonhipertrofik kondrositler daha sonra bdlinmelerini durdururlar ve
urettikleri ekstraselliler matriks degisir, tamamen genigleyerek hipertrofik
kondrositlere farklanir®. Kondrositlerin béliinmelerini durdurup hipertrofik sekle
gelmesinde, Runt ailesinin transkripsiyon faktorlerinden Runx2 ve daha az
oranda Runx3 énemli rol oynar®. Hipertrofik kondrositler iki alt hiicre grubunu
kapsar. ilki prehipertrofik kondrositler olup, bu hiicreler ¢cogalan kondrositlerin
altinda bulunur ve tamamen hipertrofiye kondrositlere farklanir®. Kondrositlerde
gorulen hipertrofi nedeni, sitoplazmalarinda glikojen ve lipit birikiminin artmasi
ile ¢ekirdegin sismesidir?®®. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda riboniikleik asit ve
kalsifikasyonda rol alan alkalin fosfataz enzimi de artmis durumdadir®.
Hicrelerdeki hipertrofi sonucunda lakiinalari da hipertrofiye ugrar?®. Hipertrofiye
kondrositler az miktarda tip 2 kollajen eksprese ederken, yogun olarak tip 10

2! " Hipertrofiye kondrositlerin zamanla

kollajeni eksprese etmeye baslarlar
sitoplazmalarinin vakuollestigi, ¢ekirdeklerinin piknotiklestigi ve c¢evrelerindeki
kikirdak esas maddenin (kikirdak matriks) ise giderek azalip dizensiz sekilli

328 " Hipertrofik kondrositlerdeki alkalin fosfataz

igciklere donustugua goralur
enzimi hdcre disina cgikarak kikirdak matrikse kalsiyum fosfat kristallerinin
¢okmesini saglar ve bdylece kalsifikasyon sureci baslamis olur. Hipertrofiye
kondrositlerde geriletici degisiklilerin baslamasi ve kikirdak matriksin kalsifiye
olmasi ile besin maddelerinin diffizyonunu azaltarak kondrositlerin o6lumu
meydana gelir'>.

Uzun kemikler, her iki ucu genislemis (epifiz) silindirik bir safttan (diafiz)
olusmus hyalin kikirdak modellerden meydana gelir. Kondrositlerde meydana
gelen tum bu degisikliklerle birlikte, kikirdak taslagi ¢evreleyen perikondriyumun
ic kismindaki osteoprogenitor hicreler, diafiz orta bodlgesinde osteoblastlara
farklanir'>2*. Osteoblastlar bu bélgede intramembrandz kemiklesme yoluyla

‘kemik halkasI’ veya ‘kemik yaka’ adi verilen silindirik bir kemik tabakasini
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meydana getirir. Kemik yaka diafiz boyunca her iki yone dogru uzamaya ve
kalinlagsmaya baslayarak diafizin kalinligini artirir. Yeni olugsan kemik dokuyu
sardig! i¢in perikondriyuma da periosteum denir®*. Yeni olusan kemik yaka
besin maddelerinin difizyonuna engel olur, bu bolgedeki hipertrofik kondrositler
dejenere oldukga kikirdak matriksinin devamliligini saglama yetenekleri ortadan
kalkar ve kalsiyum fosfat cokmesi ile kikirdak matriksi kalsifiye olur 34,

Kemik yaka, kikirdak taslakta sonradan meydana gelecek damar
invazyonu igin baglama bdlgesi olur. Kikirdak taslagin merkezindeki hipertrofik
kondrositlerden damarlanmayir uyaran VEGF ve damarlanmayi kismen
dizenleyen, kondrosit yasami icin gerekli olan hipoksiyi indikleyen faktor-1 alfa
(Hipoxy-Inducible Factor 1a; HIF1a) gibi faktérlerin  sentezlenmesi
periosteumdan angiogenezisi baslatir>”?. Kondrositlerin hipertrofiye olmasini
saglayan transkripsiyon faktorlerinden Runx2’nin, hipertrofik kondrositlerden
VEGF sentezini diizenledigi saptanmistir®®.

Periosteumdan kaynaklanan osteojenik tomurcugun kan damarlari,
osteoklastlar tarafindan kemik yakada agilan deliklerden gecgerek, hipertrofik
kondrositleri ¢evreleyen Kkalsifiye kikirdak matriks igine yay|I|r18. Proteaz
enzimlerinden matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) salinmasi ile kikirdak
matriks parcalanir. Hipertrofik kondrositlerden sentezlenen VEGF ortama salinir
ve kondroklast, damar endotel hicreleri, osteoblastlar Uzerindeki reseptorlerine
baglanarak damar invazyonunu kolaylastirir® (Sekil 2). Kondroklastlar MMP-9
sentezleyen hucreler olup kemik iligi kokenlidir. Bu hucrelerin fonksiyonu
kikirdag1 parcalamak oldugundan bu isimlendirme yapilmigtir. Kikirdak-kemik
bileskesinde olan kondroklastlar osteoklastlardan farkl olarak, daha az tartrata
diregli asit fosfataz enzimi (Tartrate-resistant acid phosphatase; TRAP)
sentezlerken, cok daha az MMP-9 sentezlerler®’.

Kan damarlari, ileride olugacak kemigin merkezine dogru ilerler ve bu
bolgeye osteoprogenitor hacrelerin, kan oOncul hucrelerinin  getirilmesini
saglar>®. Osteoprogenitér hiicreler osteoblastlari olusturur. Osteoblastlar,
kalsifiye kikirdagin dlzensiz yuzeyi Uzerinde toplanarak kemik matriksini
sentezlerler. Boylece birincil kemik sentezi kalsifiye olmus kikirdak artiklari
lizerinde baglar>®*%*,

Diafiz merkezindeki bu kemik birikimine ‘birincil kemiklesme merkezi’

denir. Bu olay kemigin her iki ucuna dogru genisler. Kikirdagin kalsifikasyonu,
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buna eslik eden hucresel degisikliklerle birlikte birincil kemik iligi bogluklarinin
olusumu ile sonuglanir. Bunlar daha sonra birleserek diafiz igerisinde ikincil

kemik iligi boslugu olarak adlandirilan tek bir boslugu meydana getirirler*.
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Sekil 2. Vaskuler invazyon olugsum sureci. Prehipertrofik kondrositlerden Cbfa1
(Runx2) ve diger faktorlerin salinimi, hipertofik kondrositlerde VEGF salinimini
uyarir. VEGF matrikste tutulur. Vaskiler invazyon slresince kondroklastlar
tarafindan sekrete edilen MMP-9, matriksten VEGF salinmasina neden olur.
VEGF endotelyal hucrelerdeki reseptorlerine baglanabilir ve osteoblastlarda,

muhtemelen kondroklastlarda vaskiler invazyonu baslatir®.

2.4. ikincil Kemiklegsme Merkezinin Olusumu

Endokondral gelisimin bir diger pargasi, bircok kemikte bulunan ikincil
kemiklesme merkezleri olusumudur®. ikincil kemiklesme merkezi, kemik
uclarinda epifizlerin dlzglin sferikal sekilli olmalarini saglar. Epifizyal sekil ve
bayuklik, kemikler arasindaki baglantida 6nemli rol alip, fonksiyonel iskelet
olusumu igin gereklidirs. Tamamlanma sureleri farkli genigliktedir ve insanlarda
uzun kemiklerde dogumdan sonra basglar. Epifizlerin hyalin kikirdagi iginde,
diafizlerin birincil kemiklesme merkezlerinin olusmasi sirasinda goértlen ayni
olaylar zinciri sonucunda 6nce ust epifizde, sonra alt epifizde ikincil kemiklesme

merkezi meydana gelir. Ancak ikincil kemiklesme merkezinin olusmasi
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sirasinda, birincil kemiklesme merkezinden farkli olarak kemik halkasi meydana
gelmez®.

ikincil kemiklesme merkezinin olusmunda, epifizin  periferinden
merkezine dogru damarlarin ilerledigi gozlenir. Merkezden perifere dogru,
kalsifiye kikirdak doku ortamdan kaldirilir. Daha sonra kikirdak artiklari Gzerinde
osteoblastlar tarafindan kemik dokusunun depolanmasi ile bu bdlge isinsal
olarak genigler. Costales ve ark.*® 7 ginlik sican epifizlerinde, epifiz
periferinden merkezine dogru ilerleyen damarlar c¢evresinde ¢ogalan
kondrositlerin arttigini  saptamiglardir. Bu hucrelerin, epifizyal kikirdakta
damarlarin degisik yonlere ilerlemesi ve kemik dokuyu olusturan hucrelerin
yonlenmesi i¢in gerekli oldugunu ileri sirmuglerdir.

Epifizde ikincil kemiklesme bolgesi genislerken epifizin periferinde kalan
kikirdak bélge ikincil blyiime pladi ismini alir (Sekil 3). ikincil biiylime plaginda
bulunan kondrositler tabakalar (zonlar) seklinde sdyle siralanir®:

o Dinlenme veya yedek zon: Bu zon yogun matriks igerisinde seyrek
dagiimis tek veya cift yuvarlak hicrelerle karakterizedir. Hicreler
iyi gelismis endoplazma retikulumlari nedeniyle aktif protein
sentezi yaparlar. Istirahat zonunda hiicresel c¢ogalma seyrek
g6rulur, bu alanda matriksin tip 2 kollajen igerigi ¢ok yuksektir.
Ayrica matrikste mineralizasyon islemine katiimayan ¢ok sayida
matriks vezikulu bulunur. Matrikste proteoglikanlarin toplu sekilde
bulunmasi matriksin mineralizasyonunu engeller®',

o Cogalma zonu: Kondrositler hizla c¢ogalir, bu hUcrelerin
sitoplazmasi yaygin endoplazma retikulumu ve glikojen depolari
icerir. Hucrelerin protein sentez kapasiteleri yuksektir. Diger
zonlara goére proteoglikan sentezi yuksektir. Cogalma zonunun
matriksinde kollajen fibrillerin ve matriks veziklllerinin dagilimi
duzenli degildir. Matriks vezikullerinin miktari, gogalma zonunun
alt kisminda ve hipertrofi zonunun Ust kisminda fazladir. Bu
vezikuller hipertrofi zonunun asagi kisimlarinda mineralizasyona
katiir. Cogalma zonunda da proteoglikanlar toplu halde
bulunduklarindan mineralizasyonu engellerler'.

o Hipertrofi veya olgunlasma zonu: Bu zon ¢ok genislemis kikirdak

hdcrelerini icerir. Bu hucreler, sitoplazmalarinda yogun olarak
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glikojen depoladigindan parlak, seffaf gériinimdedir'. Yapilan
biyokimyasal incelemeler, bu zondaki hucrelerin metabolik olarak
aktif oldugunu ve diger hucrelere gore en yuksek glikolitik enzim
icerigine  sahip oldugunu géstermigtir”. Kikirdak  matriks,
hipertrofiye kikirdak hicre sutunlari arasinda uzunlamasina
bantlar seklinde sikisir’.

o Kalsifikasyon zonu: Laklnalar birlesmeye baglar. Hipertrofiye
kondrositler 8imeye baslar ve kikirdak matriks kalsifiye olur'.

o Kemiklesme zonu: Bu zondaki kalsifiye kikirdak, kemik iliginin bag
dokusu ile direkt temastadir. Kalsifiye kikirdagin diizensiz yapisi
uzerinde osteoprogenitor hucreler siralanir ve spikuller Uzerinde
ince bir kemik matriksi coker'?.

Boylece epifizler, ylzeyinde ince bir eklem kikirdagd: tabakasi ve diafizle

epifiz arasinda yatay bir disk seklindeki epifiz plagl kalacak bigcimde kemik

dokusu ile yer degistirir'.

Sekil 3. Buyume plaklarinin tamamlanmig gorinimu. Kuguk beyaz elips
sutunlari endokondral kemiklesmenin gostergesi olan hipertrofik kondrositleri
gostermektedir. Oklar ile kikirdak rezorpsiyon yonu ve rezorpsiyon alanlari

gosterilmistir®.
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2.5. Uzun Kemiklerde Boyuna Biiyume

Kemigin boyuna buyumesi, birincil buyume plagina (epifizyal plak)
baghdir. Epifizyal plagin kondrositleri ¢ogalip endokondral kemik olusumu
islemine katilirlar. Cogalma epifizyal tarafta olurken, kikirdak dokunun kemik
doku ile yer degistirmesi diafizyal tarafta meydana gelir®. Kikirdak cogalmasi ve
kemige degisme hemen hemen ayni hizla meydana geldiginden epifiz plagi
kalinh@1 sabit kalir. BuyUme durdugunda kikirdak ¢ogalmasi olmaz ve epifiz
plagl kemiklesir, epifiz ve diafiz kemik ile birlestirilir. Bu kisimdaki kemik oldukca
dens olup, epifizyal cizgi adini alir. Bundan sonra boyuna biiyiime gériilmez™*.
Histolojik olarak epifizyal plakta ikincil blylime plaginda goérilen zonlar gozlenir.

Bu zonlar epifizyal taraftan baslar sirasiyla devam eder'?.

2.6. Kemik Biuiyumesinin Duzenlenmesi

iskelet sisteminin bilyiime fazindan sorumlu olan biiyime plaginin
dizenlenmesi kompleks bir sekilde geligir. Buyime hormonu, tiroid hormonu ve
steroid hormonlar gibi farkli sistemik faktorler bayime plaginin fonksiyonunu
etkiler. Bu faktorlerin etkinligini, kondrosit c¢ogalmasi, terminal farklanma,
vaskuler invazyon ve kemik dokusu olusumunu koordine eden duzenleyici
dongii araciidiyla yaptigi gériimistiir'®.

Duzenleyici dongude etkili oldugu bilinen en iyi tanimlanmis faktorler, Ihh
(Indian Hedgehog) geni ve paratiroid hormonla iligkili protein (parathyroid
hormon-related protein; PTHrP) dir*.

PTHrP bircok dokuda bulunmasina kargin dolasimda bulunmaz, bu
nedenle otokrin ve parakrin etkili bir sitokindir'®. Kondrositlerde gogalmayi
baskilar ve tip 10 kollajen, alkalin fosfataz, kemik morfogenetik protein-6 (Bone
Morphogenetic Protein-6; BMP-6), Ihh gibi olgunlasma ile iligkili genleri baskilar.
PTH-PTHrP reseptorleri, |hh aracihigiyla kuguk kondrositlerin hipertrofik
kondrositlere degisim oranini duzenleyerek kikirdak ve kemik doku degisiminde
énemli rol oynar'™"3.

Ihh, hipertrofik hiicrelerden sentezlenir, kondrosit cogalmasini baslatir ve
PTHrP ile negatif feedback déniisiiniin kolaylasmasini aktive eder®. Ihh,
reseptorlerine baglanir ve prehipertrofik kondrositlere komsu perikondral
hicrelerde, transkripsiyon faktérlerinden GLI ailesinin Uyelerini aktive eder. Bu

uyart daha sonra bu hucreler ile kemik ucglarindaki perikondral hucrelere,
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artikUler yuzeye iletilir. Periartikiler kondrositlerden sekrete edilen PTHrP
bayume plaginda ¢ogalan kondrositler ile prehipertrofik kondrositler arasindaki
sinirda bulunan hucrelere yayilir ve prehipertrofik kondrosit terminal
farklanmasini durdurur®>*°.

iskelet blylimesi devam ederken biiyiime plaginda PTHrP sekrete eden
hicreler ve PTHrP’nin artiktler perikondral kaynagi arasinda ikincil kemiklesme
merkezi olusur ve bu suregte duzenleyici dongu degisir. Muhtemelen bluyume
plaginin Ust ¢cogalma zonundaki hlcreler, perikondral hdcrelerin Ihh uyarisina
cevabinda rol aldigi ve PTHrP drettigi disunulmektedir. Bdylece buylime
plaginda ¢ogalan hucreler ve prehipertrofik hlcreler arasinda yeni feedback
yolu kurulur'®.

Blyumede etkili oldugu bilinen bir diger faktor, fibroblast buylume faktora-
3 (Fibroblast Growth Factor-3; FGF-3)tur. FGF-3 uzunlamasina buylimede
negatif diizenleyici olarak anahtar rol alir¥’8. Siklikla gcogalan kondrositler ve
bayume plagindaki prehipertrofik kondrositlerden sentezlendikten sonra,
buradaki hucrelerin ¢ogalmasini antimitotik faktér P21 etkisi ile durdurur.
Cogalma zonunda FGF-3 promitotik Ihh uyarilarina karsi islev gorur. FGF-3 ile
Ihh uyarilari arasinda bir iligki oldugu dusunulmesine kargin bu mekanizma tam

olarak aydinlatilamamistir®®.

2.7. Kemik Buyiime Faktorleri

Osteoblastik kemik olusumu ve osteoklastik kemik yikimi, kemigin
hacmini belirleyen ince dengeyi gerektirir. Kemik dokunun olugsumu ve geri
emilimi, hormonlar (kalsitonin, parathormon gibi) ve bdlgesel kemik buylime
faktorlerinin etkileriyle meydana gelmektedir'?.

Bolgesel buylime faktorlerinin, kondrosit c¢ogalmasi, olgunlasmasi,
makromolekul sentezi, hucre igi kalsiyum dengesi ve matriks mineralizasyonunu
etkiledigi bilinmektedir. Hicre gogalmasi ve biyosentetik aktiviteyi etkileyen bu
faktorlerin bolgesel osteoblast ve osteoklastlar Uzerinde de hem parakrin, hem
de otokrin etkili oldugu diistinilmektedir'®"?.

Hucresel aktivitenin bolgesel duzenleyicisi olarak iglev goren bluyume
faktorleri, doku spesifik polipeptidler olarak tanimlanabilir. Bluylume faktorleri,
biyolojik fonksiyonlarini hedef hlicre ylzeyinde bulunan transmembran

reseptorlerine baglanarak yerine getirirler. Transmembran reseptorlerinin hucre
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disi kismina baglaninca, bu reseptorin hucre ici kismi uyarilir ve protein kinaz
aktivasyonu meydana gelir. Kinaz kaskati, mRNA transkripsiyonunu aktiflestirir.
Daha sonra hucre iginde kullanilan veya hlcreden tasinan proteinin
translasyonu olur'®"2.

IGF-1, IGF-2, TGF-B, FGF-1, FGF-2 gibi faktérler kemik doku
matriksinde bulunurlar ve normal kikirdak dokunun sentez isleminde rol

alirlar'®11:12,

2.7.1. insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri

IGF dlzenleyici sistem, kemik dokuda major blyume dizenleyici sinyal
agini olusturur. Bu duzenleyici sistem; 2 ligand (IGF-1, IGF-2), bu ligandlarin
reseptorleri (IGF-1R, IGF-2R), asit degisken subunit (acid-labile subunit-ALS), 6
tane yuksek affiniteli insulin benzeri buyume faktoru baglayici protein (Insulin-
Like Growth Factor Binding Protein;|IGFBP) gibi diizenleyici proteinleri icerir*®*'.
Bu komponentler hep birlikte hiicresel farklanma, biylime, ¢cogalma, migrasyon
ve hudcrenin apoptozise kargi yasamsal etkilerini igeren Onemli biyolojik
sonuglari kontrol eder*.

IGF-1 ve IGF-2'nin her ikisi de kicuk tek zincirli polipeptitler olup insuline
benzer olarak pre-pro molekiiller olarak sentezlenirler®*. insiilin ve diger peptit
hormonlar gibi spesifik dokudaki hucrelerde Uretilip depolanmazlar, bunun
yerine vicuttaki hemen hemen tum hicreler tarafindan dGretilirler. Kan
akimindaki konsantrasyonlari siklikla diger peptit hormonlarin yaklasik olarak
1000 katidir ve biyolojik aktiviteleri birka¢ yuksek affiniteli baglayici proteinler
tarafindan diizenlenir?.

IGF-1 ve IGF-2 ligandlari hedef hicrelerde gesitli kombinasyonlarda veya
tek basina bulunabilen farkh hucre ylzey reseptorleri ile etkilesir. IGF-1 ve IGF-
2’nin her ikisinde temel biyolojik etkiler IGF-1R ile olur*’. IGF-1R’l hiicre disi
bolgede glikozillenmis prekursorler olarak sentezlenen transmembran tirozin
kinaz reseptorleridir. Bu reseptorler 2 tane hicre digi a subunit ve bunlara
disulfit baglari ile baglanmis 2 tane transmembran 8 subunitin, B-a-a- seklinde
diizenlenmesiyle olusan heterotetramerik glikoproteinlerdir*. IGF-1’in, kendi
reseptorinin a subunitindeki spesifik ligand baglayici bélgelere tutunmasi ile

reseptorun B subunitinin tirozin fosforilasyonunda yapisal degisiklik meydana
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gelir. Bunun sonucunda B subunitin hicre i¢i kisminda bulunan intrinsik tirozin
kinaz enziminin aktivasyonu meydana gelir*>°.

IGF-1 yaklasik olarak 7,5 kDa’luk molekuler agirligi ile 70 aminoasit
dizisinden olusan molekul olup A, B, C, D olmak Uzere 4 organize peptit
bdélimlerinden olusur. IGF’nin major Uretim alani karaciger olmasina ragmen
viicutta hemen hemen tiim dokularda sentezlendigi bilinmektedir*’. Serum IGF
duzeyi birgok faktorden etkilenir, fakat bUyime hormonu (growth hormone; GH)
IGF’nin  karacigerde Uretilmesinin  ve kana verilmesinin en 6nemli
diizenleyicisidir*®.

Onceleri kemirgenlerde Uretilmis IGF’nin tim paternlerine bakilarak, IGF-
2'nin fetal buyume igin iglevsel oldugu, IGF-1'in ise postnatal ve yetiskin
biyUme faktdrl olarak iglev gordugu one surulmustar. Oysaki insanlarda
yasamlari boyunca gesitli dokularda Uretilen IGF-1 ve IGF-2'nin farkh paternlere
sahip oldugu gdézlenmistir. Insanlarda, tim vyaslarda IGF-2'nin serum
konsantrasyonu IGF-1’e gore Onemli oranda yuksek olup puberteden sonra
sabit kalir ve GH tarafindan duzenlenmez. Bununla birlikte IGF-2 embriyonik ve
fetal gelisimde dnemli rol alirken, postnatal dénemde iglevsel 6nemi azalarak
bilylik oranda IGF-2'nin etkisi IGF-1 ile yer degistirebilir*’. IGF-1eksik farelerde,
IGF-2 eksik farelere gore perinatal mortalitenin artmasi ve agir postnatal
bayume geriliginin gobzlenmesi, postnatal gelisimde IGF-1'in daha onemli
oldugunu goéstermistir. IGF-1, IGF-2 ve IGF-1R’Un iglevsel etkileri, bu faktorler
tek tek veya kombine olarak knockout edilerek fare modellerinde gosterilmistir®®.
Bununla birlikte IGF-1 ve IGF-2'nin her ikisinin etkilerinin olugsmasinda aracilik
eden IGF-1R delesyonunun digerlerine gére daha agir fenotiplere neden oldugu
saptanmistir®®. Ayrica IGF-1 gen defekti olusturulan farelerde organogenezisin
bozuldugu goérulmastir, ancak karaciger kokenli IGF-1 gen defekti olusturulan
farelerde serum IGF duzeyi %75 azalmis, ilging olarak postnatal buyime gok az
etkilenmistir®®. Bdylece yapilan g¢alismalarla bu hormonun organogezis igin de
temel rol aldigi ileri sGrGImuUstar.

IGF’ler kemik dokunun gelismesinde ve onariminda O6nemli rol
oynamakla birlikte bu mekanizmalar ginimuzde kesin olarak anlagilamamistir.
IGF-1 ve IGF-2 iskelet hucreleri tarafindan sentezlenen en yaygin blyume
faktdrleri arasindadir®. IGF-1 ve IGF-1R kondrositler, osteoblastlar ve

osteoklastlar tarafindan sentezlenmektedir. IGF-1 kondrosit ¢odalmasini ve
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matriks sentezini dizenlerken osteoblastik hicre fonksiyonunun otokrin
diizenlenmesini saglar ve kemik olusumunu uyarir®?°3,

Longitudinal kemik blyumesinde ve kemik kitlesinin korunmasinda,
dolasimdaki ve lokal sentezlenen IGF-1 énemli rol oynamaktadir. Osteoblastlar
tarafindan sentezlenen IGF-1'in hormonal dizenlenmesi, lokal olarak kemik
yeniden sekillenmesinde Onemli role sahiptir. Parathormon osteoblastlar
tarafindan IGF-1’in de novo sentezini guglu bir sekilde uyarir. Boylece yeni
sentezlenmis IGF-1 direkt olarak osteoblast replikasyonunu ve kollagen
sentezini artirir.

IGF-1 eksik transjenik farede kemik uzunlugunun normalden kisa ve

kemiklesmenin gecikmis oldugu gbzlenmistir55’56

. Oysaki transjenik farelerin
osteoblastlarinda IGF’'nin  asirn  Uretimi, kemik olusumunda artisla
sonuglanmistir’’. Buna zit olarak IGF-2 gen eksikligi olan farelerde kemik
uzunlugu normal oldugu ve kemiklesmede gecikmenin olmadigi saptanmistir.
IGF-2'nin asiri Uretiminin ise kemik boyutlarinda ve yapilan kemik doku
miktarinda belirgin etki géstermedigi bildirilmistir>®.

IGF-1 reseptorinin blyume plaginin tim hdcrelerinde yogun olarak
sentezlendigi gosterilirken, IGF-1’in kondrosit farklanmasi, c¢ogalmasi ve
hipertrofisi Uzerindeki etkisinin bu reseptor araciligiyla meydana geldigi ileri
sUrilmustir. Ayrica IGF-1R eksikligi olan farelerde organ hipoplazisi ve
kemiklesmenin geciktigi goze carpmistir®®. Zang ve ark.?® tarafindan matir
osteoblastlarda IGF-1R delesyonu yapilarak, mineral eklenmesinde IGF-1’in
kritik Onemi oldugu gosterilmistir. Benzer olarak osteoblastlarda IGF-1’in
sentezlenmesini artirarak artmis osteoblast aktivitesi saptanirken, osteoblast
oncullerinin  sayisinda degisiklik goézlenmemistir. Bu bilgiler IGF-1'in az
farklanmis kemik hdcreleri igin mitojenik oldugunu, osteoblastlarda osteokalsin
uretimini, alkalen fosfataz aktivitesini ve tip 1 kollajen sentezini artirabilecegini
gosteren in vitro calismalar ile desteklenmistir®’. Osteoblastlarin fonksiyonlarini
dizenlemesine ek olarak bazi arastirmacilar tarafindan osteoklast
farklanmasinin ve iglevlerinin artmasinin, nukleer faktér kappa B reseptor
akvitesi (Receptor Activator of Nuclear Factor-kB Ligand; RANKL) araciligiyla
oldugu kadar, IGF-IR araciligiyla da direkt olarak gerceklestigi gosterilmistir®2.
Osteoklast olusumunda ve diger duzenleyici faktorler tarafindan osteoklastlarin

aktivasyonlarinin duzenlenmesinde de rol almalari nedeniyle kemik olusumu ve
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rezorbsiyonunda kompleks etkisi olan biiyiime faktoridir®®®*. Bircok biyiime
faktoru gibi IGF-1 de kemigin kalsifiye matriksinde bulunur. Rezorbsiyon iglemi
suresince ortama salinir ve bu yolla lokal osteoblastlarin tekrar aktiflesmesi
saglanarak, osteoklastlar tarafindan olusturulmus rezorbsiyon oyuklarinin
doldurulmasi saglanmis olur®.

IGF-1 ve GHr (Growth Hormon receptor) mutasyonu yapilan sigcanlarda;
kondrositlerin gogalmasinin azaldigi, aktif olarak bolinen kondrosit zonunda
¢ogalmanin azalmasi ile Uretim oraninin dustigu saptanmistir. Ayrica hipertrofik
kondrosit zonunundaki olgunlasma vyetersizligine ve hipertrofik kondrositlerin
bayukluklerinde azalmaya bagll olarak gelisimin geciktigi gozlenmistir. Ayni
calismada IGF-1 mutant siganlarda, epifizin periferinden ikincil kemiklesme
merkezinin olusacadi bolgeye dogru, damarlarin ilerlemesinde yetersizlik
olustugu ve bdylece ikincil kemiklesme merkezinin ge¢ olustugu saptanmistir®®.

IGF-1'in kemik iligindeki multipotansiyel 6ncll hicrelerin osteoblastlara
ve adipositleri iceren diger mezensimal tip hucrelere farklanmasini nasil
etkiledigi konusundaki bilgiler ¢ok azdir. Bununla birlikte insan kemik iligi
hicreleri Gzerinde mitojenik etkili oldugu, farklanma (zerindeki etkisinin

hiicrelerin olgunlasma evresine bagl oldugu bilinmektedir®’.

2.7.2. Degistirici Biyime Faktoru-

Kemik dokuda en sik bulunan bliyume duzenleyici faktorler olup, fetal ve
neonatal gelisim sdresince hem immunoregulator duzenleyici hem de
morfogenetik bliyiime faktorii olarak fonksiyon gérdigi disinilmektedir®.
TGF-B ailesinin tanimlanmis 5 alt tipi (TGF-B1—TGF-Bs) benzer yapi ve
fonksiyona sahip proteinler icerir. Memeli tlrlerde bunlarin Gg¢ izoformu (TGF-
B123) bulunmaktadir?®®. Tip 1, 2, 3 olarak bilinen 3 reseptorii bulunmaktadir.
Tip 1 ve tip 2 reseptor hicre membraninda bulunur ve birbirine benzer
Ozelliktedir. Yapisal olarak sisteinden zengin kiuguk bir hicre disi kisim, bir tane
transmembran kisim ve tamami serin/treonin kinaz bdlgesinden olusan huicre igi
kisimdan meydana gelir’®. Hiicre membraninda 2 tane tip 1 ve 2 tane tip 2
reseptor, heterotetramerik kompleks sekilde bulunur. Tip 2 reseptor, tip 1
reseptorin aktiflesmesini saglar. Tip 1 reseptori daha sonra hicre igi uyari
kaskatini baslatan SMAD reseptorinin transfosforilasyonunu saglar ve bu

proteinin hiicre cekirdegine tasinmasi ile gen transkripsiyonu diizenlenir’"". Tip
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3 reseptorl, betaglikan olarak isimlendilir, heterodimerik serin/treonin kinazlar
olarak bilinen tip 1 ve tip 2 reseptoru araciligi ile biyolojik etkilerini yapar. TGF-3
izoformlarinin  reseptorlerine baglanmasini etkiler, bu protein vaskuler
endotelyal hiicreler ve hemopoetik hiicreler igin dnemlidir'""2.

Bircok hlicrede ve dokuda bulunan TGF-f’lar, inaktif kompleksler olarak
sentezlenirler, etkilerinin ortaya ¢ikabilmesi vucutta yaygin olarak dagilan
reseptorleriyle etkilesmelerine baQIIdIFGQ. Yapilan ¢aligsmalar TGF-B'nin kalsifiye
kikirdak ve kemigin mineralize matriksine sikica tutundugunu gdstermigtir.
Endokondral kemiklesme siuresince kondroklastlarin, kemik yeniden
sekillenmesinde ise osteoklastlarin aktivitesi ile ortama salinan proteazlar ve
asidik cevre, inaktif olarak sentezlenen TGF-B’y1 aktiflestirerek reseptorlerine

737 Carrington ve ark.”” endokondral kemiklesme

baglanmasini saglar
suresince TGF-B’'nin kikirdak dokuda tamamen dagilmayip kalsifiye olan
kikirdak bdlgelerinde yogunlastigini ve kemiklesmede rol alacak TGF-
miktarindaki artisin, kikirdak dokuda meydana gelen vaskuler invazyonla
uyumlu oldugunu ileri sirmaglerdir.

TGF-B ailesinin birgok hlcrede; c¢ogalma, farklanma, migrasyon,
apoptozis ve ekstraselliler matriks Uretimini duzenledigi gOsterilirken, bu
faktorlerin organogeneziste de etkili oldugunu ileri suren c¢aligmalar da

bulunmaktadir’®’’

. Fare embriyolarinin organogenezis doneminde, vertabral
kolonda ve gelisen ekstremitelerde, farklanmamis hucrelerin tip 2 reseptori
sentezledikleri ve TGF-f'’nin bu reseptorler aracihigiyla etkilerini
gerceklestirdikleri gdzlenmistir’ "8

Tip 1 ve tip 2 reseptorler, dagihm orani, ekspresyon dizeyine bagli
olarak endokondral kemiklesmenin farkli evreleri suresince kondrositlerin
cogalma ve farklanmasini diizenlerler®. Kikirdak dokuda tim reseptorlerin
sentezlendigi  saptanirken, olgunlasma  suresince bu  reseptorlerin
sentelenmelerinde degisiklikler gozlenmigtir. Neonatal kikirdakta tip 2
reseptorin tip 1 reseptore gore daha yaygin ekspresyon paterni gdosterdigi, bu
reseptorin aktivitesi ile, osteoblastlar ve diger htcrelerde, TGF-B/reseptor
kompleksinin farklanma dizenleyici etkilerinin meydana geldigi
gosterilmistir®82,
Yapilan bir ¢galismada gelismekte olan siganlarin biyume plaklarinda,

kondrositlerin ¢ogalma zonunun alt bolgelerinde, olgunlasma ve hipertrofik
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zonlarinda bulunan hicrelerde tip 2 reseptor proteini ve mRNA sentezinin
yapildigi gosterilmigtir. Ayni ¢alismada olgunlagsma zonu ve hipertrofik zondaki
kondrositlerde yogun immun isaretlenme saptanmistir®®. Bu ¢alismayla uyumlu
olarak Horner ve ark®. bilyiime plaginda kondrositlerin tiim zonlarinda tip 2
reseptorin sentezlendigini gdstermislerdir. Ayrica fonksiyonel reseptor
kompleksinin her iki komponentinin de, hipertrofik kondrosit zonunda yogun
olarak sentezlendigi saptanmistir. intramembrandz kemiklesme siiresince
olusan osteofitlerin kikirdak dokusunda, ¢ogalan kondrositlerde ve hipertrofik
kondrositlerde, tip 2 reseptér daha yogun olmak Uzere tip1 ve tip 2 reseptorin
sentezlendigini gostermislerdir. Bu nedenle kondrosit olgunlagmasi suresince
tip 2 reseptorunun sentezlenmesinin devam ettigi ve mitojenik uyarilar
azaltarak hucrelerin hipertrofiye olmasinda etkili olabilecegi ileri strilmustir'™.

Kondrosit kultirlerinde TGF-B’nin ekstraselliler matriks sentezinde rol
aldigi, proteoglikanlarin  sentezlenmesini, bunlarin  buyukluklerini  ve
sllfatlanmasini artirdigi saptanmistir®. Rosado ve ark.®® sican kostakondral
kikirdak hucrelerinde tip 2 reseptor blokaji uygulamiglar ve bunun sonucunda
kondrositlerde proteoglikan sentezinin azaldigini gostermislerdir. Ortama TGF-
B+ eklenmesinin proteoglikan sentezini degistirmedigini de ortaya koymuslardir.
Bu calismanin sonuglarina gore de kikirdak hucrelerinden proteoglikan
sentezinin tip 2 reseptor aracili oldugu 6ne surulmastur. Baska bir ¢alismada
ise, TGF-p’nin, olgunlasan kondrositlerde tip 2 kollajen mRNA sentezini
arttirdigi gosterilmistir®”.

in vivo ve in vitro calismalar TGF-’'nin kemik yeniden sekilllenmesinde
onemli oldugunu gdstermistir®®. TGF-B'nin immunoreaktivitesi osteoblastlarda
ve kemik matriksinde gozlenmistir®. Kemik matriks proteiniyle ilgili olarak,
kUltire osteoblastik hucrelerde osteopontin, osteonektin ve tip 1 kollajen
sentezini diizenledigi saptanmistir™.

TGF-B osteoprogenitdor hicrelerin ¢gogalmasini artirirken, bu hdcrelerin
kondrositlere ve osteoblastlara farklanmasini uyarir®®. Normal kemik dokuda,
ekstraselliler matriks Uretimi ve hicre farklanmasi konusunda, farklanmig
osteoblastlara gore farklanmamis preosteoblastik hucreleri etkilemeyi tercih
eder. Siklikla preosteoblastlarin dizenlenmesinde TGF-B yaniti, tip 2 reseptor
araciligiyla olabilir ve hizli kemik yeniden sekillenmesi icin tip 2 reseptor

upregiilasyonundan sézedilebilir®,
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2.7.3. Fibroblast Buyume Faktorleri

Endokondral ve intramembrandz kemiklesmede etkili oldugu bilinen bu
protein ailesinin bilinen 23 Uyesi vardir. Bunlarin timu %50’ye yakin oranda
benzer diziyi paylasirlar. FGF-1 ve FGF-2 prototip olup en sik c¢alisilan
proteindir®"%.

Tirozin kinaz superfamilyasina ait 4 ayri FGF reseptort (FGFR1-4)
tanimlanmigtir. Bu reseptorler hucre digi ligand baglayici kisim, transmembran
kisim ve hiicre igi tirozin kinaz bélgesi olmak lizere 3 komponentten olusur'".
Kendi ligandlarina baglanan reseptérlerin tiimii tirozin kinaz aktivitesi gosterir®.
Dimerize reseptor-ligand kompleksleri kiimelesir ve hicre tarafindan endosite
edilirler. Bu kompleksler DNA transkripsiyonunun duzenlenmesine giden
Ozellesmis hucre igi proteinler icin selektif baglayici alanlar olarak iglev
gorirler'.

Yapilan c¢alismalarla FGF’lerin embriyonik dénemde ve postnatal
dénemde kemik olusumunda etkili oldugu gdsterilmistir®™®¢. Ozellikle kok
hicreler ve farklanmig hicrelerde etkili olan bu faktorler, hiicrelerin migrasyonu,
¢ogalmasi, farklanmasi, morfoloji ve fonksiyonel degisikliklerinde etkilidir. Ayrica
bu faktérlerin mezensimal hicrelerin kondrosit ve osteoblasta farklanmasini
etkiledigi, kondrosit c¢ogalmasini ve kondrositlerin terminal farklanmasini
diizenledigi gdsterilmigtir'"7-1%.

FGF’ler kemikte ve kikirdak matrikste bulunur, IGF-1 ve TGF-B8 ile
kondrosit ¢cogalmasinin uyariimasinda sinerjik etki gosterebilir. Yapilan doku
kultart galigmalarinda diger faktorlere gore FGF’lerin daha mitojen oldugu
saptanmistir. Ortama eklenen FGF-2'nin kondrosit farklanmasinin terminal
fazini inhibe etttigi, alkalen fosfataz aktivitesini ve kalsiyum birikimini artirdidi
saptanmistir'®',

Kemiklesme surecinde kikidak sablondan kemik dokuya gegciste,
vaskuler invazyon ve kemiklesme icin gerekli olan sinyallerin hipertrofik
kondrositlerden kaynaklandigi bilinmektedir. Bununla birlikte FGF-2'nin
endotelyal hicreler icin kemotaktik ve mitojen oldugunu gosteren calismalarda
bulunmaktadir'®. Baron ve ark.'® biiyiime plaginin metafizyal sinirna FGF-2
inflzyonu yaparak bu bdlgede vaskuler invazyonun ve kemiklesmenin arttigini
goOstermiglerdir. Ayni zamanda bu faktérin birincil ve ikincil kemiklesmenin

erken donemlerinde, anjiogenezis i¢in gerekli oldugunu ileri sirmuslerdir.
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Moncilla ve ark.'® biiyliyen sicanlarda sistemik FGF-2 uygulamasinin
bifazik etkili oldugunu gostermiglerdir. FGF-2'nin duslik dozda verilmesi ile
sicanlarda bliyume plagl kondrositlerinde ¢odalmanin ve uzunlamasina kemik
bdylUmesinin arttiyi goézlenirken, yuksek dozda verilen FGF-2’'nin kondrosit
¢ogalmasini ve uzunlamasina kemik buyUumesini azalttigi saptanmistir. Bu
sonuglara benzer olarak Coffin ve ark.®® FGF-2 iretimi artirilmis transjenik
farelerde, uzun kemiklerin normal farelere gore asin kisaldigini gozlemislerdir.
Ayni zamanda bu farelerin blyime plagindaki istirahat ve ¢ogalma zonundaki
kondrositlerin arttigini, hipertrofik kondrositlerin azaldigini bulmusglardir.

FGF-2 kemik dokunun olusmu igin gerekli olan osteoblast fonksiyonlarini
diizenler. Debiasis ve ark.'® osteoblast Kkiiltiiri calismalarinda FGF-2 ile
osteoblastlarin terminal farklanmasinda ortaya c¢ikan apoptozis kaskatinin
engellendigini bulmuslardir. Bu faktdriin antiapoptotik olarak c¢alistigini ileri
surmaglerdir.

FGF-2'nin kirik iyilesmesini arttirdigi birgok ¢alisma ile gosterilmigtir. Kirik
¢alismalarinda FGF’nin insan rekombinant seklinin kemige uygulanmasi, bu
bdlgede mezensimal hicrelere farklanmasini, osteoblast sayisini, kallus
hacmini ve yogunlugunu arttirdigi saptanmistir’®”¢,

Tavsanlarda olusturulan metafizyal kirlk modellerinde eksojen6z verilen
FGF-2'nin kirik iyilesmesini hizlandirdigi saptanmistir'®. Bagka bir calismada
kirlk onariminin erken evresinde periosteum ve yumusak kallusta FGF-2'nin

genis oranda dagildigi gézlenmistir'™°.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayi alindiktan sonra
calismaya baslandi. Arastirmada, Mersin Universitesi Tip Fakultesi Deney
Hayvanlar Uretim Birimi'nde Uretilen 70 adet erkek Wistar albino cinsi sigan
kullanildi. Denekler, sicakhgi 21+1 °C, nem orani %45-65 ve 12 saat gece, 12
saat gunduz kosullari saglanan laboratuar ortaminda, 35cmX45cmX25cm
boyutlarinda plastik kafeslerde barindirildi. Deneklerden 0-21 gun arasindakiler
anne sutlyle beslenirken, digerleri hazir pellet yem ve gesme suyu ile beslendi.

Daha o6nce yapimis calismalarda sican tibia proksimal epifizi® ve

humerus proksimal epifizinde'"’

ikincil kemiklesme merkezi gelisim evreleri
gunlere gore siniflandirildi. Buna gore;

Evre 0: Dogumdan sonraki 0-4. gun arasi olup, bu evrede epifizde
herhangi bir degisiklik olmadigi gosterildi.

Evre 1: 6. gun (4-7. gun). Epifiz yuzeyinde kanal olugumu.

Evre 2: 7. gun (6-8. gun). Geligsen kanallarin birlesmesi ve kemik iligi
alaninin olusmasi.

Evre 3: 9. gun (8-10. glin). Kemik iligi alaninin genislemesi, kemik iligi
proksimal duvarinda hipertrofik kondrositlerin artmasi, kemiklesme merkezinde
kemiklesmenin baglamasi.

Evre 4. 21. gun. Kemiklesme merkezinin geniglemesi ve ikincil blyume
plagi olusumunun tamamlanmasi olarak belirtildi.

Calismamizda, tanimlanmis gelisim evrelerine goére, her grupta 10
hayvan olmak Uzere 7 grup olusturuldu. 1. grup 1. gunde, 2. grup 4. gunde, 3.
grup 7. gunde, 4. grup 10. gunde, 5. grup 21. guinde sakrifiye edildi. Literatirde
21. gunden sonra ikincil kemiklesme merkezindeki degisiklikleri gosteren
herhangi bir siniflamaya rastlanmadi. Bu nedenle yukaridaki gruplara ek olarak
6. grup 50. gunde ve 7. grup 100. guinde sakrifiye edilerek femur distal uglari

alindi.

3.1. Isik Mikroskobik Doku Hazirlama Yontemi

Her denekten tibianin proksimali ve femurun distalini icerecek sekilde

112

alinan diz eklemleri, %10’luk tamponlanmis formalin (pH:7.4)"© icinde 48 saat
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tespit edildiler. Daha sonra yumusak doku kisimlari uzaklastirildi ve
dekalsifikasyon iglemi i¢in 0.1 M Tris-HCI tamponunda hazirlanmis %10 EDTA
(pH:7.4)® soliisyonuna alindi. Dekalsifikasyon soliisyonu ginliik olarak
degistirildi. Dokularin dekalsifikasyonu, deneklerin farkl yaslari nedeniyle kemik
kalinhgina bagh olarak 2-15 gun surdl. Dekalsifikasyonun tamamlandigi
kalsiyum okzalat testiyle anlagildiktan sonra dokular 2 saat akar suda yikandi
ve rutin olarak uygulanan doku takip yontemi ile takip edildi.

3.1.1. Doku Takip islemi'"?

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, Leica® RM2125RT marka rotary
mikrotom ile 4 um kalinhiginda kesitler adheziv lamlara (Superior Marienfeld-
HistoBond®) alindi. Alinan kesitlerin histokimyasal incelemesi igin, yasa bagl
ikincil kemiklesme merkezinin olusumu ve gelisimini degerlendirmek Uzere
toluidin mavisi ile boyandi. Femur distal epifizinde, ikincil kemiklesmenin olacagdi
merkezi bdlge ve bu alanin g¢evresinde bulunan perifer bdlgede ayri ayri
inceleme yapildi. immunohistokimyasal incelemeler igin; IGF-1Rp tavsan
poliklonal 1gG primer antikoru (SANTA CRUZ®, sc-9038), TGF-BR2 Rp tavsan
poliklonal 1gG primer antikoru (SANTA CRUZ®, sc-400), FGF-2 tavsan
poliklonal 1gG primer antikoru (SANTA CRUZ®, sc-7911) ile isaretleme

yapildiktan sonra, hlcrelerin isaretlenme 6zellikleri ve isaretlenen hlcre sayilari

31



degerlendirildi. Sayisal degerlendirme igin, 1, 2, 3 ve 4. gruplarda ikincil
kemiklesme merkezi bolgesinde, her alandan toplam 100 huicre sayildi.
isaretlenen hiicrelerin yiizdeleri hesaplanarak her grubun ortalamasi bulundu.

IGF-1RpB ve TGF-BR2, reseptor proteini olduklar igin, pozitif hicre
ortalamalari birbirleriyle karsilastirildi. Ayrica bu antikorlar ve FGF-2 antikoru da
kendi iglerinde gunlere gore de kargilastirildi.

5. grupta ikincil kemiklesme bolgesinin genislemesi ve artikuler kikirdagin
olusmaya baglamasi, 6. ve 7. gruplarda ise ikincil kemiklesme bdlgesinin
tamamlanip matir epifiz goérinimunde olmasi nedeniyle (+) boyanan hucre
sayimi yapiimadi. Bu gruplarda artikiler kikirdaktaki kondrositlerde ve ikincil
kemiklesme bdlgesindeki osteoblastlarda, kemik trabekullerinde yer alan
osteositlerde IGF-1Rp, TGF-BR2 ve FGF-2 immunoreaktivitesi degerlendirildi.
3.1.2. immunohistokimya Protokolii*'*'"4

1. Kesitler deparafinizasyon islemi icin 60 °C etiivde 1 saat bekletildiler,
daha sonra oda isisinda 3 kez 5’er dakika ksilolden gegirildiler.

2. Rehidratasyon iglemi icin derecesi giderek azalan alkol serilerinden
gecirildiler ve saf suya alindilar.

3. Fiksasyondan ve parafine gomuilmekten kaynaklanan antijen
maskelenmesini ortadan kaldirmak igin sitrat tamponu (pH: 6) icinde
mikrodalgada 750 W’ ta 5 dakika muamele edildiler.

4. Bu iglemden sonra dokular ayni sitrat tamponu iginde 20 dakika
sogumaya birakildilar.

5. Taze hazirlanmig fosfath tuz tamponu (PBS) ile 3 kez 5er dakika
yikandilar.

6. Distile suda % 3’luk hazirlanmig hidrojen peroksit (H2O5) ile endojen
peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi igin 20 dakika inkube edildiler.

7. PBSile 3 kez 5’er dakika yikandilar.

8. Nonspesifik antikor baglanmasini ve bundan dolayl olabilecek
istenmeyen zemin boyanmasini engellemek icin, PBS iginde %Z2'lik
sulandiriimis sekonder antikorun elde edildigi hayvanin normal serumu ile 1
saat inkUbe edildiler.

9. Dokularin Uzerindeki normal serum pipetle c¢ekildi, yikama

yapillmadan dokular Uzerine PBS iginde hazirlanmis %0.5’lik sigir serum
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albumini (PBS-BSA) ile asagidaki gibi sulandirilmis primer antikorlar damlatildi.
Tam antikorlar 1/100 oraninda sulandirildi. Kesitler nemlendirilmis kapali bir kap
icinde +4 °C’de buzdolabinda bir gece inkiibe edildiler.

10. PBSile 3 kez 5’er dakika yikandilar.

11. Biotin ile baglanmig sekonder antikor solisyonundan damlatilarak
oda isisinda 1 saat inkube edildiler. Tum antikorlar igin keciden elde edilmig
anti-tavsan (CHEMICON®) sekonder antikoru %0.5 PBS-BSA iginde 1/500
oraninda sulandirildi.

12. PBSile 3 kez 5’er dakika yikandilar.

13. Streptavidin-biotin-peroksidaz enzim reagenti ile 20 dakika inkibe
edildiler.

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

15. Peroksidaz substrati olan diaminobenzidin (DAB) damlatildi ve
boyanma yogunlugu mikroskop altinda kontrol edilerek 3-5 dakika inktbe edildi.

16. Distile suda 5 dakika yikandilar.

17. Hematoksilen ile zit boyama (3-5 saniye) yapildi.

18. Akar suda berraklasana kadar yikand.

19. Kesitler derecesi artan alkollerden gegirilerek dehidrate edildiler.

20. Ksilolden 3 kez 5’er dakika gecirildiler.

21. Entellan ile kapatilan dokular, Olympus® BX50 isik mikroskobu ile
incelendi ve ayni mikroskoba eklenmis Nikon® coolpix5000 digital kamera ile
resimleri ¢ekildi.

Negatif kontrol amaciyla ayrilan kesitlere primer antikor icermeyen %0.5
PBS-BSA damlatildi. Daha sonra protokole ayni sekilde devam edildi.

3.2. istatistiksel Analizler

istatistiksel Analizler, SPSS 11.5 ve Statistica 6.1 paket programlarinda
yapildi. Faktor, grup degiskenlerinin pozitif hiicre sayisi Uzerine etkisinin test
etmek amaci ile iki yonlu varyans analizi kullanildi. FGF2 faktérinin gruplara
g6re pozitif hiicre sayisi Uzerine etkisi tek yonll varyans analizi ile test edildi. Alt
grup karsilastirmalarinda Tukey HSD coklu karsilastirma testinden yaralanildi.

Sonuglarda p<0,050 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Morfolojik Bulgular

Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde yasla iliskili olarak epifizde,
asagidaki morfolojik degisiklikler tanimlandi.

Dogumdan sonraki 1. gunde (1.grup) perikondriyumla cevrili femur distal
epifizinin tamamen hyalin kikirdak yapisinda oldugu, epifizde bulunan
kondrositlerin ise dinlenme ve godalma evresinde oldugu izlendi (Resim 1).

4. ginde (2. grup), epifizin 1. gundeki hyalin kikirdak yapisini devam
ettirdigi ancak yuzeyinde kuguk c¢oOkuntulerin meydana geldigi belirlendi.
Perikondriyumdan kaynaklanan kapillerlerin bu alanlara dogru ilerledigi gozlendi
(Resim 2).

7. gunde (3. grup), epifiz yuzeyinde kazinma islemlerinin arttigi, olusan
kanallarla kan damarlarinin ikincil kemiklesmenin olusacagd: bolgeye dogru
ilerledigi, bu bolgedeki kondrositlerin ise ¢ogunlugunun hipertrofik kondrosit
oldugu saptanirken, primer bayime plaginin olusmaya basladidi izlendi (Resim
3).

10. gunde (4. grup), kemik iligi alaninin genisledigi, osteoprogenitor
hicrelerden farklanan osteoblastlarin kemik matriks Uretimini bagslattigr ve yer
yer immatir kemik spikullerinin olusmaya basladigi saptandi (Resim 4).

21. glnde (5.grup), endokondral kemiklesme surecinceki evreler belirgin
olarak gézlendi. ikincil kemiklesme merkezinin genisledigi, bu alanda kemik
spikullerinin olustugu ve epifiz periferinde ikincil buyume plaginin olustugu
izlendi. (Resim 5)

50. (6. grup) ve 100. (7. grup) gundeki morfolojik degisiklikler benzerdi.
Ancak 50 gunluk grupta endokondral kemiklesmenin azalmis olsa da devam
ettigi, kemik dokudan artikuler kikirdaga gecis bolgesinde ¢ok sayida hipertrofik
kondrositlerin bulundugu saptandi. 100 gunlik grupta ise ikincil kemiklesme
merkezinin tamamlandigi ve epifizin, artikller kikirdak bolgesi disinda hemen
tamamen trabekuler kemik yapisi ile yer degistirdigi gozlendi. Her iki grupta bazi
kemik trabekulleri icerisinde az miktarda kikirdak dokusuna rastlandi (Resim
6,7)
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4.2. immiinohistokimyasal Bulgular
Primer antikoru icermeyen negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir

isaretlenme g6zlenmedi (Resim 8).

4.2.1. IGF-1Rp

1. grubun immunohistokimyasal incelenmesinde, epifizi ¢evreleyen
perikondriyumda bulunan farklanmamis mezengimal hicrelerde IGF-1Rp
isaretlenmesi saptanmazken (Resim 9), epifiz periferinde bulunan kondrositlerin
cogunda igaretlenme vardi (Resim 10). Epifiz merkezinde ise IGF-1Rp (-)
kondrositler, IGF-1RB (+) kondrositlere goére daha fazlaydi (Resim 11). 2.
gruptaki IGF-1Rp isaretlenmesi 1. gruptakine benzerdi (Resim 12, 13). 3. grupta
kemiklesme merkezine dogru olusan kanal ¢evresindeki kondrositlerde ve kanal
icerisindeki osteoprogenitor hicrelerde yogun IGF-1Rp isaretlenmesi gozlendi
(Resim 14).

3. ve 4. grupta ise farklanmamis mezensimal hicre tabakasinin oldukga
inceldigi bu hucrelerin ¢ogunun sitoplazmasinin da IGF-1Rp isaretlendigi
goruldu. Ayrica, periferik ve merkezi bdlgedeki kondrositlerin gogunlugunda
onceki iki gruptakine benzer sekilde sitoplazmik olarak isaretlenme
bulunmaktaydi (Resim 15, 16, 17, 18). Bunlara ilaveten 4. grupta epifiz
merkezindeki  hipertrofik  kondrositlerin  tamamina yakininda IGF-1Rp
isaretlenmesi saptandi (Resim 19).

5. grupta, epifiz periferinde, hicre farklanmasinin oldugu bolgelerde ve
genisleyen ikincil kemiklesme merkezinin cevresindeki hemen hemen tim
hipertrofik kondrositlerde, IGF-1Rp ile belirgin isaretlenme gozlendi (Resim 20).
6. grupta ikincil kemiklesme merkezinde olusan trabekuiler kemik bdlgesindeki
osteoprogenitor hucrelerde ve osteoblastlarda, ayrica kemik matrikste bulunan
osteositlerin bir kisminda da IGF-1Rp isaretlenmesi gbézlendi. Olusan artiktler
kikirdakta ise, ylzeyel ve ara tabakalardaki kondrositlerin cogunda pozitiflik
saptandi (Resim 21, 22). 7.grupta ise, ikincil kemiklesmenin tamamlandigi,

isaretlenme 6zelliklerinin 6. gruptakine benzer oldugu goézlendi (Resim 23).
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4.2.2. TGF-BR2

1. ve 2. grupta epifizlerin periferindeki kondrositlerin ¢ogu TGF-BR2
isaretlenmesi gosterirken, epifizlerin merkezindeki kondrositlerin cogunda TGF-
BR2 isaretlenmesi gézlenmedi (Resim 24, 25, 26, 27).

3. ve 4. gruplarda benzer bulgular goézlendi. Epifizlerin periferindeki
kondrositlerin ¢ogunda TGF-BR2 isaretlenmesi vardi (Resim 28,30). Her iki
grupta kemiklesmenin olusacagi alanlardaki hipertrofik kondrositlerde TGF-BR2
isaretlenmesi saptandi (Resim 29,31).

5. grupta epifizlerin merkezinde ikincil kemiklesme merkezinin genisledigi
ve bu alanin cevresindeki matur ve hipertrofik kondrositlerin TGF-BR2 (+)
isaretlenme gosterdigi gozlendi (Resim 32). Ayrica kemiklesme alaninda yeni
olusan kemik spikulerinde de TGF-BR2 isaretlenmesi saptandi. (Resim 33).

6. ve 7. grupta ikincil kemiklesme merkezindeki trabekuler kemikte, bazi
osteositlerde TGF-BR2 isaretlenmesi gozlenirken, artikuler kikirdakta yuzeyel ve
ara tabakalardaki kondrositlerde TGF-BR2 isaretlenmesi saptandi (Resim 34,
35, 36). Her iki grupta da olusan kemik matriksin TGF-BR2 ile (+) isaretlendigi
g6ze carpti (Resim 35, 37).

4.2.3. FGF-2

1. ve 2. grupta epifizlerin periferindeki kondrositlerde belirgin FGF-2
isaretlenmesi vardi (Resim 38, 40). Ancak epifizlerin merkezindeki
kondrositlerin gogunda FGF-2 isaretlenmesi saptanmadi (Resim 39, 41).

3. grupta olusan kanallarin ¢evresindeki kondrositlerde belirgin FGF-2
isaretlenmesi saptandi (Resim 42). 3. ve 4. gruptaki FGF-2 isaretlenmesi
benzer dagihm gosterirken (Resim 43, 44, 45), bunlara ek olarak hipertrofik
kondrositlerin hepsinde FGF-2 igaretlenmesi saptandi (Resim 46).

5. grupta olugan kemiklesme merkezi ¢evresindeki kondrositlerde belirgin
FGF-2 isaretlenmesi gozlendi (Resim 47). 6. ve 7. grupta FGF-2 isaretlenmesi
benzer dagiim gosterdi. Trabekller kemikteki bazi osteositlerde FGF-2
isaretlenmesi varken, artikller kikirdakta da ylzeyel ve ara tabakadaki

kondrositlerde belirgin FGF-2 isaretlenmesi saptandi (Resim 48, 49, 50).

36



4.3. istatistiksel Analiz
IGF-1RB, TGF-BR2, FGF-2 antikoru

icin tum gruplarda merkezi

bdlgelerde pozitif boyanan hiicre sayimlari yapildi. Elde edilen sonuglar tablo.1

de verildi. Bu sonuglar gruplar arasi degisimi belirlemek Gzere istatistiksel olarak

kargilastirildi.

4.3.1.IGF-1Rp

1. grup ile 2. grup karsilastinldiginda, 2. grupta pozitif hiicre
artis vardi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,999).

1. grup ile 3. grup karsilastinldiginda, 3. grupta pozitif hicre
anlamli artig vardi (p=0,000).

1. grup ile 4. grup karsilastinldiginda, 4. grupta pozitif hicre
anlamh artis vardi (p=0,000).

2. grup ile 3. grup karsilastirildiginda, 3. grupta pozitif hicre
anlamli artig vardi (p=0,000).

2. grup ile 4. grup karsilastirildiginda, 4. grupta pozitif hicre
anlamh artis vardi (p=0,000).

3. grup ile 4. grup karsilastirildiginda, 4. grupta pozitif hicre

artis vardi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,999).

4.3.2. TGF-BR2

1. grup ile 2. grup karsilastinldiginda, 2. grupta pozitif hiicre
artis vardi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,999).

1. grup ile 3. grup karsilastinldiginda, 3. grupta pozitif hicre
anlaml artig vardi (p=0,000).

1. grup ile 4. grup karsilastinldiginda, 4. grupta pozitif hiicre
anlamli artig vardi (p=0,000).

2. grup ile 3. grup karsilastirildiginda, 3. grupta pozitif hicre
anlaml artis vardi (p=0,000).

2. grup ile 4. grup karsilastirildiginda, 4. grupta pozitif hicre
anlamh artis vardi (p=0,000).

3. grup ile 4. grup karsilastirildiginda, 4. grupta pozitif hicre
istatistiksel olarak anlaml artis vardi (p=0,020).

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda
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4.3.3. IGF-1Rp ve TGF-BR2

IGF-1Rp 1. grup ile TGF-BR2 1. grup karsilastirildiginda, TGF-BR2 ile
isaretlenen hlicre ortalamasi daha ylksekti ancak bu fark anlamli degildi
(p=0,997).

IGF-1RB 2. grup ile TGF-BR2 2. grup karsilastiriidiginda, TGF-BR2 ile
isaretlenen hiicre ortalamasi daha ylksekti ancak bu fark anlamli degildi
(p=0,994).

IGF-1Rp 3. grup ile TGF-BR2 3. grup karsilagtinidiginda, IGF-1Rp ile
isaretlenen hlcre ortalamasi anlamli olarak daha yuksekti (p=0,008).

IGF-1Rp 4. grup ile TGF-BR2 4. grup karsilastirildiginda, TGF-BR2 ile
isaretlenen hucrelerin ortalamasi daha yuksekti ancak bu fark anlamh degildi
(p=0,997). Her iki grubun pozitif hiicre sayilarinin ayni gunlerde karsilastiriimasi

sekil 4 te gosterilmigtir.
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Sekil 4. IGF-1RpB ve TGF-BR2 ile isaretlenen hucrelerin gunlere gore dagihmi
4.3.4. FGF-2

FGF-2 ile isaretlenen hucrelerin gunlere goére dagilimi sekil 5 te

verilmigtir. Gruplar birbirleriyle kargilastirildiginda;
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1. grup ile 2. grup karsilastinldiginda, 2. grupta pozitif hiicre
artis vardi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,241).

1. grup ile 3. grup karsilastinldiginda, 3. grupta pozitif hicre
anlaml artig vardi (p=0,000).

1. grup ile 4. grup karsilastinldiginda, 4. grupta pozitif hiicre
anlamli artig vardi (p=0,000).

2. grup ile 3. grup karsilastirildiginda, 3. grupta pozitif hicre
anlamli artig vardi (p=0,000).

2. grup ile 4. grup karsilastirildiginda, 4. grupta pozitif hicre
anlamh artis vardi (p=0,000).

3. grup ile 4. grup karsilastirildiginda, 4. grupta pozitif hicre
artis vardi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,407).
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Sekil 5. FGF-2 ile igaretlenen hucrelerin gunlere gore dagilhmi

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda

sayisinda
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Tablo 1. IGF-1RpB, TGF-BR2, FGF-2 pozitif hlicre ortalamalari

GRUP 1 2 3 4
IGF-1RB 28,00+6,11 | 31,00+8,18 | 83,75+8,30 | 79,92+9,09
TGF-pR2 32,0849,00 | 35,20+3,78 | 66,80+18,07 | 82,40+8,24

FGF-2 35,40+8,36 | 40,71+599 | 56,40+11,73 | 60,00+7,89°

* p<0,050
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Resim 1. 1. grupta hyalin kikirdak yapisindaki femur distal epifizinin (Ep) 1s1k
mikroskobik gériinimu (toluidin mavisiX120). Perikondriyum (ok).

Resim 2. 2. grupta femur distal epifizinin 1sik mikroskobik gorianumda. Epifiz

yuzeyinde ¢okuntulerin olugsmasi (ok), (toluidin mavisiX120).
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Resim 3. 3. grupta femur distal epifizinin i1sik mikroskobik gérinimui. Kan
damarlarinin epifiz merkezine dogru ilerlemesi (asterisk). Birincil buyime

plaginin olugmasi (ok basi), (toluidin mavisiX120).

Resim 4. 4. grupta femur distal epifizinin 1sik mikroskobik gorinumda. Epifiz
merkezinde kemik iligi alaninin genislemesi (asterisk), hipertrofik kondrositler
(ok), (toluidin mavisiX120).
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Resim 5. 5. grupta femur distal epifizinde kemiklesme. ikincil kemiklesme
merkezinin (IKM) geniglemesi, ikincil blylime plagi (asterisk) ve kemik

spikullerinin olusmasi (ok bast), (toluidin mavisiX120).

Resim 6. 6. grupta femur distal epifizinde ikincil kemiklesme merkezi. ikincil
kemiklesme merkezindeki matir kemik trabekulleri (asterisk) ve artikller
kikirdak olusumunun tamamlanmasi (Ak), (toluidin mavisiX120).
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Resim 7. 7. grupta ikincil kemiklesmenin tamamlanmasi. Matir kemik
trabekulleri (asterisk), artikiler kikirdak (Ak), (toluidin mavisiX120).
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Resim 8. Negatif kontrol (X1200).

11(010) [y

Resim 9. 1. grupta IGF-1Rp isaretlenmesi. Epifizi gcevreleyen perikondriyumda
IGF-1Rp antikoru ile isaretlenmeyen farklanmamis mezensimal hucreler (ok

basi), (indirekt immunoperoksidazX300).
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Resim 10. 1. grupta epifiz periferinde IGF-1RB immunoreaktivitesi. IGF-1Rp (+)

hicreler (ok) ve (-) hucreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

Resim 11. 1. grupta epifiz merkezinde IGF-1Rp3 immunoreaktivitesi. IGF-1Rf3
(+) hucreler (ok), (-) hiicreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

46



Resim 12. 2. grupta epifiz periferinde IGF-1Rp isaretlenmesi. IGF-1Rp (+)

hicreler (ok) ve (-) hucreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

Resim 13. 2. grupta epifiz merkezinde IGF-1Rp isaretlenmesi. IGF-1Rp (+)

hiicreler (ok), (-) hticreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 14. 3. grupta epifiz periferinden merkezine dogru gelisen kanallarin
goérinimu. Kanal gevresinde bulunan kondroblast ve kondrositlerde IGF-1Rp
isaretlenmesi (ok basi), kanal igindeki osteoprogenitdr hucrelerde yogun
isaretlenme (asterisk), (indirekt immunoperoksidazX600).

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

hicreler (ok) ve (-) hucreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 16. 3. grupta epifiz merkezinde IGF-1Rp immunoreaktivitesi. IGF-1Rp
(+) hacreler (ok), (-) hicreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

Resim 17. 4. grupta epifiz periferinde IGF-1Rp igsaretlenmesi. IGF-1Rp (+)

hiicreler (ok) ve (-) hicreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 18. 4. grupta epifiz merkezinde IGF-1Rp isaretlenmesi. IGF-1RB (+)

hicreler (ok) ve (-) hucreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

-

20) [ViaR)

Resim 19. 4. grupta epifiz merkezindeki hipertrofik kondrositler. ikincil
kemiklesmenin olugsacagi bdlgelerdeki hipertrofik kondrositlerde (+) IGF-1Rp

isaretlenmesi (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 20. 5. grupta IGF-1Rp isaretlenmesi. Olusan ikincil kemiklesme merkezi
(IKM) gevresindeki hemen hemen tiim kondrositlerde belirgin (+) IGF-1Rp

isaretlenmesi (asterisk), (indirekt immunoperoksidazX300).

Resim 21. 6. grupta ikincil kemiklesme merkezindeki trabekuler kemik (asterisk)
gorunuimu ve artikuler kikirdaktaki kondrositlerde (+) IGF-1Rp isaretlenmesi (ok

basl), (indirekt immunoperoksidazX600).
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Resim 22. 6. grupta osteoblast (ok), ve osteositlerde (ok basi) belirgin IGF-1Rp

isaretlenmesi, (indirekt immunoperoksidazX1200).

Resim 23. 7. grupta kemik trabekilalarindaki osteositlerde (ok), ve artikiler
kikirdagin kondrositlerinde (+) IGF-1Rp isaretlenmesi (ok basgli), (indirekt

immunoperoksidazX600).
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Resim 24. 1. grupta epifiz periferinde TGF-BR2 isaretlenmesi. TGF-pR2 (+)

hlcreler (ok) ve (-) hicreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

Resim 25. 1. grupta epifiz merkezinde TGF-BR2 isaretlenmesi. TGF-R2 (+)

hdcreler (ok), (-) hicreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 26. 2. grupta epifiz periferinde TGF-BR2 isaretlenmesi. TGF-pR2 (+)

hlcreler (ok), (-) htcreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

Resim 27. 2. grupta epifiz merkezinde TGF-BR2 isaretlenmesi. TGF-R2 (+)

hdcreler (ok), (-) hicreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 28. 3. grupta epifiz periferinde TGF-BR2 immunoreaktivitesi. TGF-fR2
antikoru ile isaretlenen (+) hacreler (ok), (-) hucreler (ok basi), (indirekt

immunoperoksidazX1200).

Resim 29. 3. grupta epifiz merkezinde TGF-BR2 immunoreaktivitesi. TGF-pR2
antikoru ile isaretlenen (+) hacreler (ok), (-) hucreler (ok basi), (indirekt

immunoperoksidazX1200).
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Resim 30. 4. grupta epifiz periferinde TGF-BR2 immunoreaktivitesi. TGF-fR2

(+) hacreler (ok) ve (-) hucreler, (indirekt immunoperoksidazX1200).

Resim 31. 4. grupta hipertrofik kondrositler. Epifiz merkezinde TGF-BR2 ile
isaretlenmis hipertrofik kondrositler (ok), (-) hucreler (ok bagi), (indirekt

immunoperoksidazX1200).
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Resim 32. 5. grupta TGF-BR2 isaretlenmesi. ikincil kemiklesme merkezi (IKM)
cevresindeki kondrositlerin  hemen hemen hepsinde TGF-BR2 ile (+)

isaretlenme (asterisk), (indirekt immunoperoksidazX300).

Resim 33. 5. grupta kemiklesme merkezi. ikincil kemiklesme merkezindeki
immatir kemik spiklllerinde TGF-BR2 ile (+) isaretlenme (ok), (indirekt

immunoperoksidazX600).
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Resim 34. 6. grupta artikuler kikirdaktaki kondrositlerde TGF-BR2 isaretlenmesi
(ok), (indirekt immunoperoksidazX600).

Resim 35. 6. grupta trabekuler kemikte TGF-BR2 isaretlenmesi. ikincil
kemiklesme merkezindeki trabekuler kemik matriksinde TGF-BR2 isaretlenmesi
(asterisk), kemik matriks icerisindeki osteositlerde (+) isaretlenme (ok basi),

(indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 36. 7. grupta artikiler kikirdakta TGF-BR2 isaretlenmesi. Artikiler
kikirdagin ylzeyel, ara tabakalarindaki kondrositlerde TGF-BR2 isaretlenmesi
(ok), (indirekt immunoperoksidazX1200).

Resim 37. 7. grupta trabekller kemikte TGF-BR2 isaretlenmesi. Kemik
matriksinde (asteriks) ve kemik matriksindeki bazi osteositlerde (+) isaretlenme
(ok basgt), (indirekt immunoperoksidazX1200).

59



Resim 38. 1 grubun epifiz periferinde FGF-2 isaretlenmesi. FGF-2 (+) hlcreler
(ok) ve (-) huicreler (ok basgi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

2.08m

Resim 39. 1 grubun epifiz merkezinde FGF-2 isaretlenmesi. FGF-2 (+) hucreler

(ok), (-) hucreler (ok bast), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 40. 2. grubun epifiz periferinde FGF-2 isaretlenmesi. FGF-2 (+) hicreler
(ok), (-) hiicreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

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

hdcreler (ok), (-) hiicreler (ok basgi), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 42. 3. grupta kanal olusumu. Epifiz periferinden merkezine dogru kanal
olusumu (asterisk), damarlar c¢evresindeki kondrositlerde, FGF-2 ile (+)

isaretlenme (ok), (indirekt immunoperoksidazX300).

Resim 43. 3. grupta epifiz periferinde FGF-2 immunoreaktivitesi. FGF-2 (+)
hicreler (ok), (-) hticreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).
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Resim 44. 3. grupta epifiz merkezinde FGF-2 immunoreaktivitesi. FGF-2 (+)
hiicreler (ok), (-) hticreler (ok basi), (indirekt immunoperoksidazX1200).

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

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

Resim 47. 5. grupta kemiklesme merkezi. Olusan ikincil kemiklesme merkezi
(IKM) cevresindeki kondrositlerin cogunda FGF-2 ile (+) isaretlenme (asterisk),

(indirekt immunoperoksidazX300).
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Resim 48. 6. grupta artikller kikirdaktaki kondrositlerde FGF-2 igaretlenmesi
(ok), (indirekt immunoperoksidazX300).

Resim 49. 7. grupta kemiklesme merkezi ve artikiler kikirdak. Matir kemik
trabekdlleri (asterisk), artikller kikirdagin yuzeyel, ara tabakalarindaki

kondrositlerde FGF-2 isaretlenmesi (ok), (indirekt immunoperoksidazX300).
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Resim 50. 7. grupta osteositlerde (+) FGF-2 isaretlenmesi. Trabekuler kemikte
bazi  osteositlerde (+) FGF-2 igaretlenmesi (ok bagi), (indirekt

immunoperoksidazX1200).
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5. TARTISMA

Daha 6nce yapilmis galismalarda birincil buyume plaginda IGF, TGF-3
ve FGF sisteminin endokondral kemiklesme ile kemik doku olusumundaki
etkinligi ve farkh evrelerdeki hicrelerde sentezlenmeleri arastiriimistir. Ancak
literatirde bu faktorlerin ve reseptdrlerinin ikincil kemiklesme merkezinin
olusumunda rollerini arastiran bir calismaya rastlanmamistir. Calismamizda
benzer olarak endokondral kemiklesme ile olugan ikincil kemiklesme merkezinin
olusumunda bu faktorlerin ve reseptorlerinin etkinligi agiklanmaya calisiimistir.

ikincil kemiklesme merkezinin gelismeye baslamasi icin ilk basamak
epifiz ylzeyinden merkezine dogru kanallarin olusmasidir. Bu kanallar, kan
damarlarinin ve osteoprogenitor hucrelerin olusacak kemiklesme bdlgesine
gelmesini saglar. Boylece bu alandaki osteoprogenitor hucrelerin sistemik ve
lokal etkili birgcok faktorin etkisiyle osteoblastlara farklanmasi, endokondral
kemiklesme siirecinde kemik matriksin sentezlenmesine yol acar®.

Postnatal donemde ikincil kemiklesme merkezinin gelisimi sirasinda,
farkli yas evrelerindeki (yasa gore) epifizlerde endokondral kemiklesme
surecine giren hucreler, bu faktorleri sentezlerken, ayni zamanda bu
faktorlerden etkilenirler. Bdylece uygun epifizyal buyUkligin ve seklin

saglanmasi ile fonksiyonel iskelet gatisi olusur.

5.1. IGF-1Rp
IGF-1R  kondrositler, osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan

sentezlenmektedir®®®?

. Bilindigi gibi IGF’'nin kendi reseptorleriyle etkilesimi
hicrede birgcok farkli sureci baglatir. Bu suregler arasinda, hicre ¢ogalmasi,
farklanmasi, migrasyon, ekstraselliler matriks sentezi, hicrenin apoptozisten
korunmas! yer almaktadir*2. IGF-1 ve IGF-2'nin hiicresel diizeyde etkilerinin
ortaya cilkmasina aracilik eden bu reseptorlerin delesyonu agir gelisimsel
defektlere neden olmaktadir®®.

Calismamizda farkli yasglardaki si¢canlarin epifizlerinde, ikincil kemiklesme
merkezinin olusum surecinde, IGF-1Rp sentezi yapan kondrositlerin sayisinda
yasa gore farklihk bulunmaktaydi. Ikincil kemiklesmenin baslamadig

donemlerde, 1. gun ve 4. gin grubunda IGF-1Rp pozitif hlcreler epifiz

67



periferinde yodun olarak bulunurken, epifiz merkezine dogru IGF-1Rp negatif
hicrelerin IGF-1RpB pozitif hlcrelere gore daha fazla oldugu goézlendi. Epifizin
merkezi bolgesinde, ikincil kemiklesmenin olusacagi alanda IGF-1Rp pozitif
hicreler 1. gin grubunda 28,00+6,11 iken, 4. guin grubunda 31,00+8,18" e
yukselmisti, ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,999). Bu
nedenle bu gunlerde endokondral kemiklesme surecine girecek kondrositlerde,
kemiklesmeyle ilgili olabilecek IGF-1RB sentezlenme fonksiyonlarinin
degismedigi saptanmistir. Epifiz periferinde pozitif hticre yodunlugunun fazla
olmasinda su mekanizmalarin etkili olabilecegi dusunulda; farklanmamig
mezensimal hicrelere komsu kondroblastlarda Uretilen IGF-1RB IGF ligandini
baglayarak, mezensimal hucrelerin kondrositlere farklanmasini artiriyor olabilir.
Hucrelerde IGF-1RB’nin bulunmasi, otokrin ve parakrin etkili olan IGF’ye karsi
verilen hucresel yaniti artirarak, epifiz periferinden merkezine dogru ilerleyen
hicrelerin gcogalmasini artirabilir. Epifiz merkezinde pozitif hicrelerin daha az
gorulmesi ise, ikincil kemiklesme merkezinin olacagi bolgede kikirdak matriks
uretimine gereksinim daha az olacagindan, hucrelerin IGF-1RB’nin sayisinin
azalmasiyla ilgili olabilir. Ayrica bu bdlgede olan kondrositlerin farkli Uretim
fazlarinda olabilecegi de dusunulda.

4. gunden sonra 7. gun grubunda (83,75+8,30, p=0,000) ve 10. gun
grubunda (79,92+9,09, p=0,000) ikincil kemiklesme merkezinin olusacagi
alanda, IGF-1R[ sentezi yapan kondrosit sayisinda anlamh bir artis vardi. Bu
donemlerde endokondral kemiklesmede onemli sinyallerin olugsmasini saglayan
hipertrofik kondrositlerin hemen hemen tumuinde IGF-1RB sentezlendigi
g6zlendi.

Wang ve ark®. IGF-1R gen ekspresyonunun mezensimal
kondensasyondan itibaren kondrositik seri hlcrelerinde, kondrosit farklanmasi,
cogalmasi ve hipertrofisinde rol aldigini gostermislerdir. Postnatal buyume
plaginda IGF-1R’Un genis oranda dagilim gosterdigini ve tum hicrelerde
bulundugunu goézlemiglerdir. IGF-1R  mMRNA duzeylerini ise proliferatif
kondrositlerle karsilastirildiginda erken hipertrofik kondrositlerde belirgin olarak
yiiksek saptamislardir. Benzer olarak Wang ve ark'"®. IGF-1 knockout farelerde,
bayume plaginda hipertrofik kondrositlerde %30 azalma ve kemigin uzunlama

bdyUmesinde %35 azalma saptamislardir. IGF-1'in kondrositlerde glukoz,
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aminoasit alimi ve kullanimi gibi insulin benzeri etki ile kondrosit hipertrofisini
degistirdigini ileri strmiglerdir. insilin reseptériine fonksiyonel ve yapisal
benzerlik gosteren IGF-1R’Unun, GLUT4’4n duzenlenmesi gibi anabolik etki
gosterdigini ileri sirmuglerdir. Boylece hipertrofik kondrositlerde GLUT4 ve
glikojen sentez enzimlerinde azalma nedeniyle bu hicrelerde glikojen
depolanmasinda azalma saptamislardir.

Calismamizda kemiklesmenin olusacagi alanda 7. gunden sonra IGF-
1RB sentezi yapan kondrositlerin artmasi, bu reseptérin kondrositlerdeki
glikojen sentez enzimlerinin aktiflesmesinde ve glikojen depolanmasinda etkili
olarak hucre hipertrofisinde rol alabilecegini dustndurmustir. Ayrica bu
reseptor sentezinin artmasinin kemiklesme surecinde gerekli olan damarlanma
ve osteoprogenitdr hicre gogalmasi, farklanmasi igin gerekli hiicresel sinyallerin
ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecegi sonucunu dustindurmustir. Bununla birlikte
epifiz merkezine dogru ilerleyen kanallarda bulunan kemik éncul hicrelerinin
cogalmasi ve farklanmasi igin gerekli olabilecek IGF’nin, hipertofik kondrositlerin
artan uretimi ile gercgeklesiyor olabilecegi akla gelmektedir.

21. gun grubunda ikincil kemiklesme merkezinin c¢evresindeki tim
hipertrofik kondrositlerin pozitif boyanmasi ile devam eden endokondral
kemiklesme surecinde, hucrelerde bulunan IGF-1RB'nin gerekli olabilecegdi
sonucuna varildi. Hucrelerde sentezlenen IGF-1RB’nin otokrin ve parakrin etki
gosterecek IGF sentezini artirirken, IGF’nin hicresel etkilerinin ortaya ¢gikmasini
saglayabilir. Kemiklesme merkezindeki kemik oncul hucrelerinde yogun
boyanmanin olmasi, bu hlcrelerin gogalmasi ve osteoblastlara farklanmasinda
IGF-1RB’nin etkili oldugunu dusundurmektedir. Ayrica kemik matriksini Ureten
osteoblastlarda da bulunan bu reseptorler, osteoblastlarda kemik matriks
uretimini artirabilir ve osteoblast ¢cogalmasinda etkili olabilir. Nitekim Zhang ve
ark®. IGF-1R knockout yapilmis farelerde, osteoblastlarin matriks Uretiminde ve
mineralizasyonundaki yetersizlik nedeniyle osteoid maturasyon periyodunun
normal farelere goére 3 kat fazla uzadigini saptamiglar ve osteoblastlarin yeterli
miktarda fosfat alimini gerceklestirmesi igin IGF sisteminin gerekli oldugunu ileri
stirmislerdir. Rubin ve ark®. osteoklast farklanmasi ve fonksiyonlarinin
gerceklesmesinde IGF-1R’nin rol aldigini ileri sirmusglerdir. Sonug olarak bu
dénemlerde devam eden kemiklesme surecinde, hucresel sinyallerin olugsmasi,

kondroklast ve osteoklastlarin rezorpsiyon iglevlerinin meydana gelmesi,
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osteoblastlarinin  kemik matriks sentezinin yapilmasi gerekmektedir. Bu
fonksiyonlarin meydana gelebilmesi, IGF yolaginin igleyebilmesine ve
dolayisiyla bu hucrelerden sentezlenen IGF-1R[ aktivitesiyle olan iligkisine
bagl oldugunu disundurmektedir.

50. gun ve 100. gun gruplarinda hemen hemen tamamlanmig ikincil
kemiklesme merkezinde, trabekuler kemik gevresindeki ostoblastlarda gozlenen
IGF-1Rp pozitifligi, bu reseptorin devam eden kemik metabolizmasinda gerekli
oldugunu isaret etmektedir. Osteoblastlardan sentezlenen IGF-1Rf3, ortamda
bulunan IGF’nin hicresel etkinliginin devam etmesini ve matir kemik matriks
yapimini duzenliyor olabilir. Kemik matriks igcine gomulmus osteositlerde de
pozitif boyanmanin olmasi, bu hucrelerin aktivitelerine bagli olarak az da olsa
kemik matriks Uretimine devam ettigini akla getirmektedir. Bazi osteositlerde
boyanmanin olmamasi ise, bu hucrelerin farklh metabolik fazlarda oldugunu,
sentez aktivitelerini azalttigi veya durdurdugunu duagundurmektedir.

Artikuler kikirdagin yuzeyel ve ara tabakalardaki kondrositlerde bu
reseptorlerin varhgi, kondrosit fonksiyonunda ve kikirdak matriks yapimindaki
devamhligin saglanmasinda da kondrositler tarafindan sentezlenen bu

reseptorlerin gorev aldigi gézden uzak tutulmamalidir.

5.2. TGF-fR2

TGF-B ailesi birgok hlicrede c¢ogalma, farklanma, apoptozis,
ekstraselluler matriks Uretiminin dizenlenmesinde rol almasinin yanisira
organogeneziste de etkilidir’®’”. Bu proteinler mezensimal hiicre migrasyonunu,
¢ogalmasini dizenlemekle birlikte bu hicrelerin yeni kemik dokusu olusumu igin

farklanmasinda rol oynamaktadir''®

. Bu faktoérler inaktif kompleksler olarak
sentezlenirler, bu nedenle hucresel sinyallerin iletilebilmesi ve hucresel etkilerin
ortaya ¢ikabilmesi, vicutta yaygin olarak dagilan tip 1 ve tip 2 serin/treonin

kinaz reseptorleri ile etkilesmelerine baglidir’”.

Delatte ve ark''®

. neonatal sigcanlarda mandibular kondil ve femur
basindaki kondroprogenitér hiicrelerde TGF-BR2 ekspresyonunun oldugunu ve
daha alt bolgelerde bulunan kondrositlerde ise ekspresyonun azaldigini
goOstermiglerdir. Bu reseptorun hucresel ¢ogalma ve kondrosit farklanmasinin

dizenlenmesinde rol alabileceg@ini ileri sirmuglerdir. Bu g¢alismayla uyumlu
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olarak c¢alismamizda da 1. gin ve 4. gun grubunda sigan epifizlerinin
periferindeki  kondrositlerde  gbzlenen TGF-BR2 immunoreaktivitesinin,
epifizlerin merkezinde bulunan kondrositlerdeki TGF-BR2
immunoreaktivitesinden daha yogun oldugu saptanmistir. Bu sonugcla epifizlerin
periferlerindeki kondroprogenitor hucrelerin farklanmasi ve farklanan hucrelerin
kikirdak matriks Uretebilmesinin, bu reseptorin varligina bagh oldugu kanisina
variimistir.

Epifizlerin merkezinde bulunan kondrositlerdeki TGF-BR2
ekspresyonunun olmamasi veya belirlenemeyecek miktarda az olmasi, bu
bolgede kondrosit gogalmasi ve kikirdak matriks Uretiminin azalmasi yonundeki
sinyallerle ilgili olabilir. Nitekim Rosado ve ark®. kondrositlerde TGF-BR2 blokaiji
yaparak, bu hucrelerin ekstraselliler matrikste bulunan proteoglikanlari
sentezleme fonksiyonunun azaldigini saptamiglardir.

Bizim ¢alismamizda epifizlerin merkezi bolgesinde, ikincil kemiklesmenin
olusacagi alanda TGF-BR2 pozitif hicreler 1. glin grubunda 32,08+9,00 iken, 4.
gln grubunda 35,20+3,78’ e yukselmisti, ancak bu artig istatistiksel olarak
anlaml bulunmamistir (p=0,999). Bu dénemlerde kondrositlerin cogunda TGF-
BR2 ekspresyonunun olmamasi, bize bu bolgedeki kondrositlerin gogalmasinda
yavaslama veya baskilanmanin olabilecegini dusundirmustir. Ayrica bu
bolgede kikirdak matriks Gretiminin ve kikirdak matrikste bulunan proteoglikan
miktarinin azalmasi ile ikincil kemiklesmenin olusacagl bdlgede endokondral
kemiklesme sinyallerinin hazirhginin yapilmaya baslandigini distnduk.

7. gun grubunda (66,80+18,07) ikincil kemiklesmenin olusacagi bdlgede
1. gun ve 4. gun grubuna gore anlamli bir artis (sirasiyla, p=0,000 ve p=0,000)
vardil. 7. gunde TGF-BR2 ekspresyonu yapan kondrositlerin sayisinin artmasi,
bu dénemde kondrositlerin olgunlagsmasinda ve hipertrofik slrece girisinde
TGF-’nin bu reseptor araciligiyla etkili oldugunu disundurmektedir. Daha 6nce
yapillan c¢alismalarda  kondrosit  olgunlagsmasi  suresince  TGF-BR2
ekspresyonunun devam ettigi ve mitojenik uyarilar azaltarak hudcrelerin
hipertrofiye olmasinda rol aldigi ileri striimustir'’. Bizim calismamizda elde
edilen bulgular bunu destekler niteliktedir. 7. ginde TGF-BR2 ekspresyonu

yapan kondrosit sayisindaki artig, bize TGF-BR2’nin kondrositlerin olgunlagsma
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ve hipertrofi slrecine girisini baglatarak endokondral kemiklesme sinyallerinin
baslattigini akla getirmektedir.

Kabasawa ve ark®. tarafindan sican epifiz plaginda, ¢ogalan kondrosit
tabakasinin alt kisimlarinda, olgunlasma ve hipertrofik kondrosit tabakalarinda
bulunan kondrositlerde TGF-R2'nin  sentezlendigi  gdsterilmistir.  Ayni
calismada kondrositlerin TGF-B sentezledigi ve bunun kikirdak matrikste
depolandidi bildirilmistir. Depolanan TGF-f'nin  endokondral ossifikasyon
suresince TGF-BR2 aracilhgiyla ¢ogalan kondrosit kisminda matriks Uretimini,
kondrositlerin  olgun  kondrosit ve hipertrofik kondrosite fonksiyonel
farklanmasini dizenledigi ileri sGrGImustar.

Calismamizda 10. gun grubunda, TGF-BR2 ekspresyonu yapan
kondrositlerin sayisinda (82,40+8,24) 1. gun, 4. gin ve 7. gln grubuna gore
anlamh bir artis (sirasiyla p=0,000, p=0,000 ve p=0,020) saptanmistir. 7.
ginden sonra ikincil kemiklesmenin olusacagi bdlgede TGF-BR2
immunoreaktivitesinin yogun olarak hipertrofik kondrositlerde gorilmesi ve 10.
gunde TGF-BR2 immunoreaktivitesi olan hipertrofik kondrositlerin artmasi, bu
reseptorin ve ligandinin 7. ginden sonra kemiklesmede daha etkin rol aldigini
dusundurmasgtar.

Hipertrofik kondrositlerle, kemiklesmeden sorumlu hucreler arasindaki
iletisim, ge¢c dénemdeki hipertrofik kondrositlerin apoptozise girmesiyle bu
hiicrelerden mikrogevreye salinan faktérlerle ilgili olabilir. Gibson ve ark''®.
tarafindan hicre kalturi ortaminda hipertrofik kondrositlerin apoptozisiyle TGF-
B’'nin sekresyonun ve aktivasyonunun arttigini bildirmislerdir. Anderson ve
ark'®. apoptotik cisimlerin kikirdak matriksin kalsifikasyonunun niikleasyonunda
belirgin olarak rol oynadigini bildirmiglerdir. Bu c¢alismayla uyumlu olarak
Gibson ve ark''®. kondrosit apoptozisi ile TGF-B ve diger faktdrlerin aktive
oldugunu ve Kkalsifikasyonda rol alan matriks veziklllerine morfolojik olarak
benzer vezikullerin olustugunu ileri sirmuslerdir.

Kemiklesmenin ilk sinyalleri bu donemlerde hipertrofik kondrositlerin
apoptozisi ile baglarken, diger énemli bir degdisiklik o bdlgede artan vaskuler

invazyondur. Dangelo ve ark'?’

. yaptiklari in vivo ve in vitro ¢alismalar ile TGF-
B’nin endotelyal hlicrelerin migrasyonunu artiran angiogenik bir faktoér olarak rol

aldigini  bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda 7. gunden sonra hipertrofik
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kondrositlerde TGF-BR2 immunoreaktivitesinin giderek arttigi saptanmistir.
Bununla ilgili olarak; TGF-B’'nin, TGF-BR2 araciligiyla hicreleri apoptozise
yonlendirdigini ve hucrelerin apoptozisi sonucunda, o bdlgede vaskuler
invazyon alaninin genislemesinde rol alan faktérlerin ortama salindigini
dusundurmastar.

Horner ve ark®. endokondral ve intramembrandz kemiklesme
bolgelerinde TGF-B izoformlarini ve reseptorlerini gostermiglerdir. Neonatal
kaburgada endokondral kemiklesme alaninda, dinlenme, gogalma, hipertrofi ve
mineralizasyon zonundaki kondrositlerde TGF-BR2 ekspresyonu saptamiglardir.
Olusan osteofitlerde ise dinlenme, ¢ogalma ve hipertrofi zonundaki
kondrositlerin  TGF-fR2 eksprese ettiklerini gdstermislerdir. Boylece bu
faktorlerin ve reseptorlerinin in vivo olarak kemik gelisimi stresince endokondral
ve intramembrandz kemiklesmenin duzenlenmesinde yer aldiklarini ileri
surmaglerdir.

Calismamizda 21. gunde epifizlerin merkezi bdlgesindeki damarlanma
bdlgesinin ¢ok belirgin olarak genisledigi gézlenmistir. Buna ek olarak Horner ve
ark®.’nin  calismasiyla uyumlu olarak ikincil kemiklesme bdlgesindeki
endokondral kemiklesmede, kondrositlerin ¢ogalma ve farklanma suresince
yogun olarak TGF-BR2 immunorektivitesi  goOsterdigi  saptanmistir.
Kemiklesmenin basladigi sinirdaki hipertrofik kondrositlerde belirgin TGF-BR2
ekspresyonu vardi. Ayrica bu bdlgeye gelen osteoprogenitor hiucrelerde, yeni
olusan immatur kemik doku g¢evresindeki ostoblastlarda ve immatur kemik doku
icerisindeki osteositlerde yogun olarak TGF-BR2 immunoreaktivitesi gozlendi.

Kabasawa ve ark®. kemik doku gelisiminde, TGF-B’'nin kondrositleri ve
preosteoblastlari etkiledigi, ekstraselliler matriks Uretimi ve hucresel
farklanmayi bu hucrelerdeki reseptorleri ile etkileserek meydana getirdigini
bildirmiglerdir.

Sonu¢ olarak endokondral kemiklesme surecinde rol alacak
kondrositlerde TGF-BR2 ekspresyonunun artmasi ile hudcresel ¢ogalma,
olgunlasma ve hipertrofinin dizenlendigi sOylenebilir. 21. gunde kemiklesme
bolgesinin genislemesi igin gerekli faktorlerin mikrogcevrede artmasi, bu
reseptorin etkinligiyle iliskili olabilir. Ayrica bu boélgeye gelen osteoprogenitor

hdcrelerin ¢ogalmasi igin gerekli sinyallerin salinmasi bu reseptorle baglantili
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olabilir. Boylece osteoprogenitor hicrelerden dinamik kemik dokuyu
yapilandiracak hucrelerin olugmasi ve bu hucrelerin fonksiyonel etkinligi icin
gerekli olan TGF-B’nin sinyal iletimini dizenliyor olabilecegi dusunulmektedir.
Calismamizda 50. ve 100. gun gruplarinda ikincil kemiklesme
merkezindeki aktif endokondral kemiklesmenin sonlandigi gézlenmistir. Kemik
trabekulleri cevresindeki osteoblastlarda, kemik matrikste ve kemik matriks icine
gbmulmas birgok osteositte TGF-BR2 immunoreaktivitesi saptanmigtir.

Atti ve ark'??

. calismalarinda TGF-B1’in osteoblastlarin kollajen sentez
fonksiyonunu, sentezlenen kollajenin maturasyonunu etkiledigini ve olusan
immatur kemik matriksin mineralizasyonunda rol aldigini saptamislardir.
Boylece bu faktorin matur kemik yapisinin gelisimini, ikincil kemiklesme
merkezini ve kortikal kemik olusumunu etkiledigini gostermiglerdir. Ancak bu
suregte bu faktériin hicresel etkinliginin ortaya ¢ikmasinda rol alan reseptorlerin
islevi agiklanamamistir.

Bizim calismamizda 50. ve 100. gunde ikincil kemiklesme merkezinde
matir kemik yapisinin olustugu goézlenmistir. Bu donemlerde matir kemik
yapisi olugmasina ragmen, bu yapidaki dinamik metabolik olaylarin devami igin
TGF-B’'nin gerekli oldugu dusunulmuastir. Gergekten de osteoblastlardan ve
osteositlerden TGF-BR2’'nin eksprese olmasi, bu faktdrin etkinliginin bu
donemlerde de devam ettiginin kanitidir. Nitekim Filvaroff ve ark'®®. TGF-
BR2'nin sitoplazmik kismi kisaltiimig transjenik farelerde, TGF-B’ya verilen
osteoblastik yanitin azaldidini, buna bagli olarak kemik matriksteki osteosit
dansitesinin azalarak trabekuler kemik volumunun azaldigini saptamiglardir.

Osteoblastlardan ve osteositlerden TGF-fR2 eksprese edilmemesi, bu
hicrelerin yagsamsal aktivitelerini azaltarak apoptozis slrecine yonlenmesinde
veya TGF-BR2 ekspresyonu ile apoptozis surecine girmeden metabolik
faaliyetlerini surdurerek, kemik dokunun devaminin saglanmasinda etkili
olabilecegi dusunulmustir. Osteoblastlarin apoptozise girmesi, osteosite
donusmesi veya kemik sinirlayan hucreler olarak kalmasinda sistemik
hormonlar ve lokal bliyiime faktérlerinin etkisi oldugu bilinmektedir'?*. Bununla
iligkili olarak osteoblastlarda apoptozisin TGF-1 tarafindan bloke edildigi ve bu
osteoblastlarin osteosite donustuguna ileri suren calismalar

bulunmaktadir'?®12¢
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Bizim c¢alismamizda TGF-BR2 sentezleyen osteositlerin, hicresel
aktivitesinin devami ve anti apoptotik etki i¢cin mikrogevrede bulunan TGF-f’yi
kullandigi, TGF-BR2 sentezlemeyen osteositlerin ise farkli metabolik fazda
olabilecegi veya apoptotik surece yonlendigi kanisina varilimigtir. Kemik
matriksteki TGF-BR2 pozitif immun isaretlenmesinin ise, apoptozise girmis
osteosit ve osteoblastlardan ortama dagilan hucresel artiklardaki TGF-BR2
nedeniyle olabilecegini dusunulmustur.

Artikuler kikirdakta ylzeyel ve ara tabakalardaki kondrositlerde TGF-BR2
ekspresyonunun olmasi, bu hicrelerin fonksiyonun devaminda TGF-f'nin etkili
olabilecegini akla getirmektedir. Ayrica kondrositler tarafindan proteoglikan
sentezinin devam etmesi, Uretilen ekstraselliler matriks iceriginde degisikligin
olusmamasinda ve fonksiyonel bir artikiler kikirdak devaminda bu reseptor

ligand iligkisinin gerekli oldugu sonucuna varilimisgtir.

5.3. IGF-1Rp ve TGF-BR2

Epifizlerde ikincil kemiklesme merkezinin olusacadi bdlgede, glnlere
gore IGF-1RB ekspresyonu yapan kondrosit sayisi ile TGF-BR2 ekspresyonu
yapan kondrosit sayisi birbiriyle karsilastiriimistir.

1. ginde IGF-1RB immun pozitif kondrosit sayisi 28,00+6,11 iken TGF-
BR2 immun pozitif kondrosit sayisi 32,08+9,00 olarak hesaplanmistir. iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,997). 4. gliinde de
benzer sonuglar elde edilmistir. IGF-1Rp ekspresyonu yapan kondrosit sayisi
31,004£8,18 iken TGF-BR2 ekspresyonu yapan kondrosit sayisi 35,20+3,78
olarak hesaplanmistir. iki grup arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamistir
(p=0,994).

Calismamizda bu iki evrede, her iki reseptdorin kondrositlerin
maturasyonu ve kikirdak matriks Uretimiyle ilgili olarak, kondrositler tarafindan
eksprese edildigi saptanmistir. Bu sonug¢ Delatte ve ark.’nin'’. 4 ginlik
sicanlarin femur epifizinde, her iki reseptorin benzer dagihm gosterdigi ve epifiz
merkezindeki kondrositlerin bu reseptorleri daha az eksprese ettigini bildirdikleri
¢alisma ile uyumluluk géstermektedir.

1. ve 4. ginde endokondral kemiklesme ile ilgili sinyallerin henlz

baglamadigi, ancak kemiklesmenin olusacagi bolgede kondrosit aktivitesinin
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surdurulebilmesi igin  her iki reseptorin ekspresyonunun gerekli oldugu
varsayilabilir. Bu reseptorlerin ekspresyonu ile mikrogevrede bulunan
faktorlerin, kondrositlerdeki hlcresel ve molekuler mekanizmalari karsilikh
etkileyebilecegi dusunulmustar. Bununla ilgili olarak reseptér dizeyinde bu
etkilesimi gdsteren calisma bulunmamaktadir. Ancak Indrawattana ark'?’.’nin
yaptigi ¢alismada, hucre kualtiri ortaminda mezensimal hicrelerin kondrositik
farklanmasinda TGF-B3’Un tek basina etkili olmadigini gdézlemislerdir.
Mezengimal hucrelerin  bulundugu ortama IGF-1 eklenmesi ile TGF-3
kondrojenik farklanma ve hucre maturasyonu uzerindeki etkinin arttigini
bildirmiglerdir.

Calismamizda 7. gunde IGF-1Rp eksprese eden kondrosit sayisi
83,7518,30 iken TGF-BR2 eksprese eden kondrosit sayisi 66,80+18,07 olarak
hesaplanmistir. iki grup karsilastirildiginda, IGF-1Rp ile isaretlenen hiicre
ortalamasi anlamli olarak daha yuksek bulunmustur (p=0,008). Kemik dokunun
olusmasi, bluyuimesi ve yeniden sekillenmesi, ortamda bulunan hormonlar ve
blylme faktorlerinin, osteoprogenitdor hicrelerin ¢gogalmasi ve farklanmasini
dizenlemesiyle olugsmaktadir. Calismamizda 7. gunde her iki reseptori
eksprese eden kondrositlerin sayisinin daha onceki donemlere gore artmig
oldugu saptanmistir. Bu artis, kondrositlerin maturasyonu ve hipertrofik strece
giren kondrositlerin endokondral kemiklesme sinyallerini baslatmasinda, TGF-3
ve |IGF sistemine olan gereksiniminin artmasi ile ilgili olabilecegini
dusundirmaustdr.

Kveiborg ve ark'®. insan kemik iliginde bulunan stromal osteoblast
prekursoér hlcrelerinde, TGF-B1’'in varliginin, sentezlenen IGF-1 mRNA
miktarini 8,5 kat artirdigini gézlemislerdir. Periselliler cevrede TGF-B1’in IGF
sisteminin uyarici komponentinde artisi etkileyerek, in vivo ve in vitro ortamda
osteoblast prekursor hicrelerin gogalmasini uyardigini ileri sirmuslerdir.

Calismamizda IGF-1RpB eksprese eden hucrelerin, TGF-fR2 eksprese
eden hucrelere oranla daha fazla sayida olmasi, bu donemde IGF sisteminin
daha aktif olmasiyla iligkili olabilir. Ancak endokondral kemiklesme igin gerekli
olan damarlanmada ve osteopreogenitdr hicrelerin saglanmasinda IGF ve IGF-
1R iligkisinin TGF-B ve TGF-BR2 ekspresyonuyla dizenlendidi veya artirildigi

dusunulmustar.
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10. ginde IGF-1Rp ve TGF-BR2 eksprese eden kondrosit sayilari
(sirasiyla 79,9219,09 ve 82,40+8,24) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
saptanmamistir (p=0,997). Bu dénemde her iki reseptérin de endokondral
kemiklesme alaninin geniglemesi, osteoprogenitor hucrelerin kemiklesme
bdlgesinde ¢odalmasi ve osteoblasta farklanmasinda, kemik matriks Gretiminin
artmasinda etkili oldugu kanisina varilmistir. Ayrica bu dénemde kemiklesme
bdlgesindeki kondrositlerin hipertrofik stirece ydnlenmesinde ve hipertrofik
kondrositlerde apoptozis mekanizmalarinin aktiflesmesinde TGF-B ve IGF
yolaklarinin birbirlerini duzenleyerek etkili oldugu akla yakin bir olasiliktir. Buna
ek olarak kemiklesme surecinin bu déneminde her iki reseptorun benzer
oranlarda eksprese olmasi, her iki faktorin benzer oranlarda mikrogevrede
bulundugunun kaniti olarak kabul edilebilir.

21., 50. ve 100. gunde de her iki reseptorin benzer sekilde dagilim
gOstermesi, endokondral kemiklesmenin devami ve matur kemik yapisinin
olusmasinda her iki faktorin ve reseptorunun gerekli oldugunu akla
getirmektedir. Ayrica bu faktorlerin hicresel etkilerinde birbirleri Gzerine aditif
etki gosterdigini de dusundurmektedir.

Artikuler kikirdakta, IGF-1Rp ve TGF-BR2 ekspresyonu benzer dagilim
gosterdi. Fonksiyonel kikirdak olusumu ve devami igin gerekli olan kondrosit

aktivitesinde her iki reseptorin de gerekli oldugu kanisina varilmistir.

5.4. FGF-2

FGF sistemi, gelisim suresince endokondral ve intramembrandz kemik
olusumunu kontrol eden énemli sinyal molekdillerini icerir'®. Bu molekillerin
hiicre farklanmasi ve gogalmasi izerine etkileri gdsterilmistir' 2.

FGF’lerin kikirdak fizyolojisindeki etkileri Gzerine in vitro ve in vivo
calismalar bulunmaktadir**"*'. FGF’ler tarafindan olusturulan mitojenik uyarilar
ile kondrosit cogalmasi diizenlenir'™?. Luan ve ark'®. epifizyal biyiime
plagindaki kondrositlerin FGF-2 sentezledigini gostermislerdir. Sentezlenerek
ekstraselliler matrikse gecen blyume faktérinin, otokrin ve parakrin etki
gOstererek kikirdak dokusunun buyumesi ve gelismesinde onemli rol aldigini
ileri surmuslerdir. Benzer olarak kulture ortamda kondrositlerin mitotik ve

matriks olusturma evrelerinde, FGF2'nin eklenmesi ile kondrositlerin ¢ogaldigi,
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matriks Gretiminin uyarilarak erken kalsifikasyonun baskilandigi gézlenmistir'®'.

Bu calismalara zit olarak Ogawa ve ark'*. kiiltire mandibular kondil
calismalarinda, rekombinant FGF-2 verilmesi ile perikondriyumdan
kondrositlerin farklanmasi ve ¢ogalmasinda, hipertrofik kondrosit olusumunda
azalma goézlemiglerdir. Bu sonugla FGF-2'nin kondrosit farklanmasinda ve
¢ogalmasinda negatif duzenleyici olarak iglev gordugunu ileri surmuslerdir.

Moncilla ve ark'®. fetal sican metatars kiiltiirlerinde, FGF-2 veriimesi ile
epifizyal ve proliferatif kondrositlerde DNA sentezininin inhibe oldugunu
gostermislerdir. Benzer olarak Sahni ve ark'®. FGF sinyallerinin kondrositik
hidcre dizilerinde ve kikirdak dokudan kemik dokuya geciste hucrelerin
cogalmasi ve kemik gelisimi Uzerine inhibitor etki gosterdiklerini ileri
surmuslerdir. Hilcre c¢ogalmasi Uzerine FGF aracili inhibitdr etkinin,
antiproliferatif genlerin aktivasyonu sonucu oldugunu bildirmislerdir.

Bizim c¢alismamizda ikincil kemiklesme merkezinin olusma surecinde,
farkh donemlerdeki sican epifizlerinde hucresel FGF-2 ekspresyonu
degerlendiriimigtir. 1. gun ve 4. gunde epifizlerin periferinde bulunan
kondrositlerin yogun olarak FGF-2 eksprese ettigi saptanmistir. Bu dénemlerde
FGF sisteminin de IGF ve TGF-f sistemi gibi etki gostererek, perikondriyumdaki
mezensimal hucrelerden kondrositlerin  farklanmasini  uyardigi  kanisina
variimistir. Ayrica kondrositlerden eksprese olan FGF-2'nin otokrin ve parakrin
etkilerle kondrositlerin gcogalmasi ve ekstrasellller matriks sentezi igin gerekli
oldugunu dusundurmustur.

Bu donemlerde epifizin merkezinde, ikincil kemiklesmenin olusacagi
alanda, FGF-2 ekspresyonu yapmayan kondrositlerin yogun oldugu
g6zlenmistir. 1. ginde bu faktéri eksprese eden kondrosit sayisi 35,40+8,36
iken, 4. gunde bu sayi 40,71+5,99 olarak hesaplanmigtir. Ancak her iki grup
arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamistir (p=0,241). Bu gunlerde
kemiklesmenin olusacagi alanda FGF-2 negatif kondrositlerin, FGF-2 pozitif
kondrositlere oranla fazla olmasi, endokondral kemiklesmeyle ilgili olabilir. Bu
bdlgedeki kondrositler, FGF-2 eksprese etmeyerek veya varolan FGF-2
ekspresyonunu durdurarak, mikrogevrede FGF-2'nin azalmasina ve buna bagli
olarak kondrositlerin ¢ogalmalari uzerine uyarici etkili olan FGF-2 aracili

mitojenik sinyallerin olusmamasini sagliyor olabilir. Bu nedenle de FGF-2'nin
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kondrosit ¢ogalmasi ve kikirdak matriks dretimi i¢in uyarici etki gosterdigi
sOylenebilir.

7. gunde FGF-2 eksprese eden kondrosit sayisi 56,40+11,73’e yukseldigi
saptanmis ve bu sayl 1.gun ve 4. gune gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (sirasiyla p=0,000 ve p=0,000). Ayrica bu dénemde epifiz
merkezine dogru yonlenmis damarlar ¢gevresindeki kondrositlerde yogun FGF-2
pozitif immun isaretlenme goézlenmigtir.

FGF-2'nin endotelyal hicre c¢ogalmasini ve migrasyonunu artirarak
etkiledigi gosterilmistir'®2. Bununla iliskili olarak Baron ve ark'®. tavsan biiyiime
plagina FGF-2 inflzyonu vyaptiklari c¢alismada, FGF-2 inflzyonu vyapilan
bayime plagr bolgesinde, metafizyal alandan buyime plagina dogru
damarlanmanin arttigini géstermislerdir.

Yapilan c¢alismalarla uyumlu olarak ¢alismamizda FGF-2’nin
damarlanma streciyle ilgili oldugunu dusuntlmustir. Clnka epifiz periferinden
merkezine dogru olusan damarlar gevresindeki kondrositlerin FGF-2 eksprese
ettigi saptanmistir. Ayrica 7. gundeki epifiz merkezinde FGF-2 eksprese eden
kondrosit sayindaki artisin, epifiz periferinden merkezine dogru, damarlanmanin
artisi veya kemiklesmenin olusacagi bolgeye damarlarin yonlenmesiyle ilgili
olabilecegi kanisina varilmigtir.

10 glinde FGF-2 eksprese eden kondrosit sayisinda (60,00+7,89) 1. gun
ve 4. gline gore anlamli bir artis (sirasiyla p=0,000 ve, p=0,000) varken, 7. guine
gb6re bu artis anlamli bulunmamistir (p=0,407). Bu donemde FGF-2 eksprese
eden kondrosit sayisindaki artisin kemiklesme bolgesindeki damarlanma
alaninin geniglemesiyle ilgili olabilecegi sdylenebilir. Bunun yaninda FGF-2
artisl, bize bu faktdérin kikirdak dokudan kemik dokuya gecis ddneminde
kondrosit maturasyonunda ve hipertrofisinin diizenlenmesinde de dengeleyici
rol oynayabilecegini dusundurmasgtur.

Daha once yapilan c¢alismalarda FGF-2'nin kondrosit farklanmasini ve
¢ogalmasini uyarirken, terminal farklanmayi inhibe ederek hipertrofik

kondrositleri azalttigi gésterilmistir’®'1%°

. Calismamizda ise bu dénemde artan
FGF-2 ekspresyonun, ortamda bulunan IGF ve TGF-f sisteminin kondrosit
hipertrofisini uyarici etkisininin dengelenmesi icin kondrositlerin hucresel

dizenleme mekanizmalarindan olabilecegi dusunulmustar.
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FGF-2 kondrositlerin hipertrofisini inhibe etmesine karsin ilging olarak 10.
gunde epifiz merkezindeki hipertrofik kondrositlerde yogun ekspresyonu oldugu
saptanmigstir. Hipertrofik kondrositlerin FGF-2 eksprese etmesi, apoptozisle ilgili
olabilir. Nitekim kondrositlerde FGF sinyallerinin bir diger rolinin hcre
Olimuand uyarmalari oldugu bilinmekle birlikte FGF-2'nin artmis ekspresyonunda

kondrosit apoptozisinin de arttigi saptanmistir’®

. Calismamizda kemiklesme
surecinin 10. gununde, kikirdak kemik gegis bolgesinde yapisal degisikliklerin
olusmasini stimlle eden apoptozisi dizenleyen mekanizmalardan birinin FGF-2
ile tetiklendigi kanisina variimistir. Ayrica kemiklesme sinirindaki hipertrofik
kondrositlerden eksprese edilen FGF-2'nin de parakrin etkiyle osteoprogenitor
hucrelerin farklanmasini uyardigi dusunulmastar.

21. glnde geniglemis ikincil kemiklesme alani g¢evresindeki hipertrofik
kondrositlerde, kemiklesme alanindaki osteoprogenitor hicrelerde, yeni olusan
osteoid matriksi sinirlayan osteoblastlarda FGF-2 ekspresyonu saptanmistir.
FGF-2 gen delesyonu olusturulmus calismada osteoblastogeneziste defekt

sonucu kemik biylimesinin ve kemik dansitesinin azaldigi gdsterilmistir'®’.

Daha sonra Power ve ark'®.

overektomi uygulanmis sigcanlarda FGF-2
verilmesi ile kemik dokuda anabolik etkinin arttigini, osteoprogenitor hucrelerin
osteoblastlara farklanmasinin uyarildigini ve osteoblastlar tarafindan yapilan
osteoid hacminin arttigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismalarla uyumlu olarak bizim
calismamizda da endokondral kemiklesme slrecinde, osteoprogenitdr
hidcrelerden osteoblastlarin olusmasi ve kemik matriks olusumunda etkili
faktorler arasinda FGF-2'nin de bulundugu kanisina variimistir.

50. ve 100.gunde ikincil kemiklesme merkezinde, trabekuler kemikler
cevresindeki osteoblastlarda ve trabekuler kemiklerdeki bazi osteositlerde FGF-
2 immun isaretlenmesi saptanmistir. Ayrica osteoprogenitor hucrelerde bu
donemde de devam eden FGF-2 pozitifligi gozlenmistir.

Daha oOnceki calismalarda FGF-2’'nin  endokondral kemiklesme
sinyallerinin baglamasinda énemli rol oynayan hipertrofik kondrosit apoptozisini
uyarirken, kemik matriksin Uretiminden sorumlu osteoblastlarda ise

k'%_ osteoblast kiltiirl

antiapoptotik etkili oldugu gosterilmigtir. Debiasis ve ar
c¢alismalarinda FGF-2’nin antiapoptotik mekanizmalari uyararak osteoblastlarin
apoptozisini engelledigini  bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda FGF-2’nin

osteoblastlarin hicresel aktivitelerinin devaminda ve osteoblastlarin apoptozis
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surecine girmeyip osteosite donlsmesinde etkili faktdrlerden biri oldugunu
dusunudlmustar. Bu nedenle bu faktor, matir trabekll kemik yapisinin
olusabilmesi icin yeterli osteosit dansitesinin saglanmasinda da duzenleyici rol
oynayabilir.

Sonu¢ olarak kemik dokunun olusmasi ve devaminin saglanmasinda,
osteoprogenitor hucreler, osteoblastlar ve osteositlerden eksprese edilen FGF-
2’'nin bu donemde de otokrin ve parakrin etkilerle hicre fonksiyonlarinda etkili
oldugu sodylenebilir.

Artiktler kikirdagin yuzeyel ve ara zonlarinda belirgin FGF-2
isaretlenmesi, bu hucrelerin fonksiyonlarinin devami ve kikirdak dokunun

olusmasi igin bu faktortun gerekli oldugunu dusindurmustar.
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6. SONUG VE ONERILER

Calismamizda farkli déonemlerde ikincil kemiklesme merkezinin olusumu
uzerine IGF-1RB, TGF-pR2 ve FGF-2' nin etkisi aciklanmaya calisildi. Elde
ettigimiz sonugclara gore;

1. Ikincil kemiklesme sinyallerinin heniiz baslamadigi 1. ve 4. giinde,
kondrositlerden eksprese edilen IGF-1Rp ve TGF-BR2'nin epifiz periferinde
kondrosit ¢ogalmasi ve kikirdak matriks Uretimi igin hucresel aktiviteleri
dizenliyor olabilecegi dusundldiu. Ancak kemiklesmenin olacagi bolgelerdeki
kondrositlerin, bu reseptor ekspresyonlarini azaltarak IGF ve TGF- etkisinden
cikip, o bolgede ¢ogalma ve kikirdak matriks Uretimini azaltarak kemiklesmenin
baslamasina yol actigi kanisina varildi. FGF-2 ekspresyonun IGF-1Rp3 ve TGF-
BR2 ekspresyonu ile paralellik gostermesi, benzer hicresel aktivitelerin
olmasinda bu faktorin de etkili oldugu seklinde yorumlandi.

2. 7. gunden itibaren ikincil kemiklesme bolgesindeki IGF-1Rp ve TGF-
BR2 ekspresyonu yapan kondrosit sayisinin artmasi, her iki reseptor
aktivitesinin  de artmasini  saglayarak, endokondral kemiklesmenin
baslamasinda dnemli rol alan hipertrofik kondrosit sayisinin artigsina yol actigi
sonucuna varildi. Ayrica IGF-1Rp eksprese eden kondrosit sayisinin TGF-R2
eksprese eden kondrosit sayisina gore fazla olmasi, bu dénemde meydana
gelen kondrosit hipertrofisinde IGF-1Rp’nin TGF-BR2’ye gbére daha etkili
oldugunu dusundurdd. Kemiklesme merkezine dogru olusan kanallar
cevresindeki kondrositlerde IGF-1R3 ve FGF-2 ekspresyonu olmasi, bu
donemde IGF ve FGF sisteminin damarlanma artiginda etkili oldugu kanisina
varildi.

3. 10. gunde IGF-1RB ve TGF-BR2 ekspresyonu yapan kondrosit
sayisindaki artig, bu donemde, kondrositlerin hipertrofisinin artarak devam
etmesinde ve hucrelerin apoptozis slrecine ydonlenmesinde, her iki reseptdrin
de etkili oldugunu diasundurdi. Ayrica artan IGF-1RB ve TGF-fR2 etkisi ile
hlcrelerin apoptozisi sonucunda ortamda artan faktorlerin, ikincil kemiklesme
bolgesinde vaskuler invazyon alaninin genigslemesine, osteoprogenitor

hicrelerin farklanmasina ve kemik matriksin yapilmasina neden olabilecegi
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sonucuna varildi. Bu dénemde hipertrofik kondrositlerde FGF-2’nin artmasi, bu
faktorin IGF ve TGF-B sisteminin kondrosit hipertrofisinde uyarici etkisini
dengeleyen hucresel duzenleme mekanizmalarindan olabilecegi seklinde
yorumlandi.

4. 21. gunde genisleyen ikincil kemiklesme merkezi cevresinde matur ve
hipertrofik kondrositlerde belirgin IGF-1Rp, TGF-pR2 ve FGF-2 isaretlenmesi
goruldu. IGF, TGF-B ve FGF sisteminin, kemiklesme bdlgesinde devam eden
endokondral kemiklesme surecinde otokrin ve parakrin etkilerle, artmig
osteoprogenitor hicrelerin gcogalmasi, farklanmasi, kemik matriksin Gretimi ve,
mineralizasyonuyla ilgili olabilecegi dusunuldu.

5. 50. ve 100. gunde ikincil kemiklesme merkezinde aktif endokondral
kemiklesme slreci sonlanmis ve matur trabekul kemik yapisi olusmustu. Bu
doénemde kemik trabekdulleri gevresindeki osteoblastlarda ve kemik matriks
icindeki bircok osteositte IGF-1Rp, TGF-BR2 ve FGF-2 isaretlenmesi
saptanmisti. Bu nedenle devam eden kemik metabolizmasinda, hicre
fonksiyonunu dizenleyen ve antiapoptotik mekanizmalari aktive eden IGF,
TGF-B ve FGF sistemlerinin gerekli oldugu kanisina varildi.

Sonug olarak buyume faktorlerinin ve reseptorlerinin ikincil kemiklesme
merkezinin olusumunda ve buna bagli olarak dinamik iskelet ¢atinin meydana
gelmesinde etkili oldugu dusunaldu.

Endokondral kemiklesmede IGF, TGF-B ve FGF sisteminin karsilikh
etkilesim mekanizmasini agiklayan molekuler dizeydeki ¢alismalarin yapilmasi,
endokondral kemiklesme mekanizmasinda henluz tamamen bilinmeyen hassas
dengelerin agiklanmasina isik tutacaktir. Ayrica bu faktorlerin ve reseptorlerinin,
kemiklesme Uzerindeki donemsel etkinliginin in vivo olarak saptanmasi, kemik
displazilerinde fizyopatolojik mekanizmalarin daha net olarak anlagiimasina ve
kullanilacak agonist veya antagonist tedavi protokollerinin geligtiriimesine
faydali olacaktir.

Bunlara ilaveten doku muhendisliginde, bu faktorlerin ve reseptdrlerinin
doénemsel aktivasyonunun, mezensimal hicrelerden fonksiyonel kemik dokusu
gelistiriimesinde ve gerekli kemik implantlarin yapilmasinda katkida

bulunacagini dugunmekteyiz.
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Growth Hormon

(Buyume Hormonu)
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