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OZET

Ratlarda Deneysel Olarak A¢ik Femur Kirig1 Zemininde Olusturulan Osteomiyelit
Modelinde Farkh Oranlardaki Hidroksiapatit ve/veya Bor Nitriir’iin Etkilerinin
Arastirllmasi

Amag: Ratlarda agik kirik zemininde olusturulan osteomiyelitte farkli oranlarda
BN ile kaplanmis K teli implante edilerek BN nin tek basina ya da antibiyotikle birlikte
etkisinin arastirilmasi.

Materyal ve Metot: Her bir grupta 10 adet rat olmak tizere 110 adet disi rat
kullanild1. Deney gruplari olusturulduktan sonra rat femurlarinda agik kirik olusturarak
mediiller kanal igine 10”7 CFU/mI S.aureus iceren 10 pl bakteri enjeksiyonu yapildi ve her
grup icin belirtilen dozlarda borla kapli K telleri yerlestirildi. Sistemik antibiyotik
gruplarina deney siiresince gilinde iki kez 40 mg/kg dozunda sefazolin verildi.

Deney gruplari; 1.Saglikli, 2.Kirik+OM, 3. Kirtk+OM+ANT, 4.Kirik+OM+0BN,
5.KiriktOM+0BN+ANT, 6.Kirtk+tOM+2BN, 7.Kirik+OM+2BN+ANT, 8.Kirik+OM+
10BN, 9.KiriktOM+10BN+ANT, 10.Kirik+tOM+25BN, 11.KirtktOM+25BN+ANT
olmak tizere belirlendi. Deney siiresince ratlara 10., 20., 30. ve 40. giinlerde direkt grafi
cekildi.

Bulgular: Histopatolojik bulgularimiza goére reaktif kemik olusumu ve ona
paralellik gosteren kollajenizasyon sonuglarimizda Kirik+OM grubunda bu degerlerin
saglikli gruba gore anlamli olarak artmis oldugu ve bu degerdeki en fazla yiikselisin
Kirik+OM+10BN, Kirtk+OM+25BN ve bu gruplarin sistemik antibiyotik tedavi eklenen
gruplarinda oldugu goézlenmistir. Birbirine paralel sonuglar elde ettigimiz, TNF-a
boyama, TNF-a mRNA ekspresyonu ve mononiikleer hiicre inflitrasyonu bulgularimiz
Kirtk+OM  grubunda saglikli gruba kiyasla anlamli bir artis gostermis olup
Kirtk+OM+10BN, Kirtk+OM+25BN ve bu gruplarin sistemik antibiyotik tedavi eklenen
gruplarinda bu artisin anlamli olarak azaldigi gozlenmistir. BMP-2 seviyeleri
Kirik+OM+2BN grubunda daha az olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli bir
bi¢imde biitiin gruplarda artmistir. ALP seviyelerine baktigimizda neredeyse tiim
gruplarda ALP ekspresyonlar1 BMP-2 ekspresyonlari ile paralellik gostermektedir.

Sonug: Bu calisma bize BN ve sistemik antibiyotik uygulamasinin tek baslarina
veya beraber kullanildiklarinda agik kirik zemininde gelisen osteomiyelitin 6nlenmesi
veya tedavisinde 1yi bir alternatif olabileceklerini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bor nitriir, hidroksiapatit, osteomiyelit, rat, stafilokokus

aureus.



ABSTRACT

The Effects of Boron Nitride and/or Hydroxyapatite Compounds on
Experimentally Induced Osteomyelitis Following Open Femoral Fracture in Rats

Aim: To investigate the role of BN with or without antibiotic supplementation on
experimentally induced osteomyelitis after open fracture in rats by implanting K wires
coated with different ratios of BN.

Material and method: 110 female rats were divided into eleven treatment groups,
each containing 10 rats. After designing groups, open fracture was created in the rat femur
and 10 ul S.aureus (10" CFU/mI) was injected into the medullary cavity then BN coated
K-wires were implanted. Antibiotic groups were given 40 mg/kg cefazolin two times in
a day during the experiment.

Experimental groups were; 1.Healthy, 2.Fracture+OM, 3.Fracture+OM+ANT,
4.Fracture+OM+0BN, 5.Fracture+OM+0BN+ANT, 6.Fracture+OM+2BN, 7.Fracture+
OM+2BN+ANT, 8.Fracture+OM+10BN, 9.Fracture+OM+10BN+ANT, 10.Fracture+
OM+25BN, 11.Fracture+OM+25BN+ANT. During the experiment, radiographs were
taken from rats at 10th, 20th, 30th and 40th days.

Results: According to our histopathological results, both reactive bone formation
and collagenization were significantly increased in Fracture+OM group when compared
to healthy group. Maximum increase was observed in Fracture+OM+10BN,
Fracture+OM+10BN+ANT, Fracture+OM+25BN and Fracture+tOM+25BN+ANT
groups. TNF-a staining, TNF-o mRNA expression and mononuclear cell infiltration
results were all in line with each other and showing a significant increase in Fracture+OM
group whereas Fracture+OM+10BN, Fracture+OM+10BN+ANT, Fracture+OM+25BN
and Fracture +OM+25BN+ANT groups showed significant decrease when compared to
Fracture+OM group. BMP-2 levels were increased in all groups. ALP expressions were
in consistent with BMP-2 results almost in all groups.

Conclusion: This study shows that with or without systemic antibotic BN
application would be a good alternative in prevention and treatment of open fracture
related osteomyelitis.

Keywords: Boron nitride, hydroxyapatite, osteomyelitis, rat, staphylococcus
aureus.
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1. GIRIS

Giiniimilizde enfeksiyonlara kars1 yeni tedavi modaliteleri gelistirilmis olmasina
ragmen eklem yenileme cerrahisi ve kiriklarin fiksasyonunu takiben gelisebilen kronik
osteomiyelitlerin tedavisi, ¢oziim bekleyen ¢ok O6nemli bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir. Ayn1 zamanda travma sonrasi gelisen agik kirik komplikasyonu olarak
olusabilecek osteomiyelit onemli bir saglik sorunudur. Kemik ve kemik iliginin
enfeksiyonu olan osteomiyelit ¢esitli mikroorganizmalara bagli olarak gelismektedir.
Osteomiyelit ¢esitli mikroorganizmalarin kemik dokusunda enflamasyona neden
olmasidir.! Osteomiyelitin nedenleri heniiz kesin olarak aydinlatilamamis olmakla
beraber, sosyoekonomik ve g¢evresel kosullar, bireyin biyolojik ve kalitsal 6zellikleri
hastaligin baglamasinda etkilidir. Glinlimiizde, kronik osteomiyelitin etiyolojisinde,
travmatik nedenler ve cerrahi girisimler daha sik yer almakta ve hematojen yayilima gore
daha 6n plana ¢ikmaktadir.? 2 Ortopedik bir implantin operasyon sonras1 enfeksiyonu ve
implant yiizeyinde olusan biyofilm tabakasi ¢ok yikici sonuglar ortaya ¢ikarabilir.* Bu
materyallerin sik kullanimiyla beraber, goriilme sikligi son yillarda ciddi olarak azalsa da
erken ya da ge¢ cerrahi komplikasyonlarla da karsilasilmaktadir.* Tiim profilaktik
yontemlere karsin protez operasyonlarindan sonra %1-2 oraninda enfeksiyon
saptanmaktadir.® Yapilan ¢esitli calismalarda gram pozitif salgi olusturan bakterilerin
ozellikle Stafilokokus Aureus’un (S. aureus) bu tarz enfeksiyonlarin %71-84’tinde etken
patojen oldugunu ortaya koymaktadir.® Bakteri gerek kan akimi yoluyla gerekse kemik
defekti ile direkt kontakt yoluyla kemigi enfekte eder.’

Kemik biyopsisi ile tan1 konulduktan sonra kronik osteomiyelitin yaygin tedavisi;
etkilenmis kemik ve yumusak dokunun eksizyonu, kemigin stabilize edilmesi, uygun
antibiyotik kullanimi ve neden olan problemin ortadan kaldirilmasidir.® Fakat

osteomiyelit tedavisinde sistemik yoldan verilen antibiyotikler 6zellikle uzun kemiklerde



daha sik goriilen oOlii kemik ve nekrotik igerikle dolu kavitelere iyi gegis
yapamadiklarindan smirli etkiye sahiptirler.’® Bu nedenle son yillarda osteomiyelit
tedavisinde bolgesel tedavi uygulamalari giindeme gelmis ve bu konuda arastirmalar hiz
kazanmistir.!% ' Medikal teknolojideki ilerlemeler sayesinde iiretilen son kusak ilaglar,
yeni cerrahi tedavi modaliteleri ve basingli oksijen tedavileri kullanilarak osteomiyelite
kars1 yeni tedavi uygulamalar: yapilmaktadir.'> En sik kullanilan terapétik yontemler
antibiyotiklerin kemigin revaskiilarizasyona olanak saglamak amaciyla nekrotik kemigin
cerrahi debridmanla veya cerrahi debridman olmadan kullanilmasidir.” Bol alternatiflerin
farkli kombinasyonlarla uygulandig1 bir¢ok in vivo ve in vitro raporlarin varligina
ragmen, bugiine kadar kesin ve kabul goéren bir protokol yoktur ve osteomiyelit
tedavisinde hala %100 basar1 saglanabilmis degildir. Tiim bu faktorler yeni tedavi
arayislarma sebep olmaktadir.'?

Klinik ¢aligmalar, cerrahi sonrasi ortamda biyomateryal varliginin, hastayr hem
ertken hem de ge¢ donemde cerrahi bolgesinde lokal enfeksiyonlara duyarli hale
getirdigini gostermistir.’® Cerrahi tedavilerde alisilmis ¢elik implantlarin yami sira
metaliirjideki gelismeler paralelinde farkli tasarimlarin ve alagimlarin da giderek artan
kullanim alanlar1 buldugu gézlenmektedir.**

21. yiizyilda basta bilisim teknolojileri ve ila¢ sanayi olmak iizere yeni malzeme
teknolojileri, biyoteknoloji ve nanoteknoloji gibi ¢agin ileri teknolojileri konusunda
onemli gelismeler kaydedilmistir. Diinya iizerinde nano malzemelerle ilgili gelismelere
bakildiginda insan sagligiyla ilgili olanlar ¢ok daha biiyiik 6nem tagimaktadir. Bor nitriir
(BN) de kendine has fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olusu nedeni ile biyomalzeme
uygulamalarinda tercih edilen bir malzemedir. Bor bilesikleri gliniimiizde ¢ok ¢esitli
sektorlerde nihai iirlin olarak kendine 6nemli yerler kazanmis olup Tirkiye’ nin stratejik

gelecegidir. Bor en biiylik rezerve sahip olan Tiirkiye’nin elinde bulundurdugu cok



degerli ve stratejik bir madendir. Tiirkiye’nin zenginligi olan borun ug tiriinlerinden olan
BN’nin sanayide yaygin sekilde kullanilmasini saglamak iizere BN kaplamalar 6n plana
ctkmaktadir.®® BN, bor ve azot elementlerinin olusturdugu, kimyasal yontemlerle iiretilen
bir bilesiktir.!® Genellikle bor oksit, karbon ve azot'un 1450-1600 °C'de kimyasal
reaksiyona sokulmasiyla elde edilmektedir.” Yapisal olarak grafite benzer hegzagonal
yapida olup diisilk yogunluklu olmasi, yiiksek 1sil iletkenliginin olmasi, kimyasal
kararliliga sahip olmasi, kolay islenilebilir olmasi ve toksik olmamasi gibi 6zelliklere
sahiptir.

Borik asit bilesiklerinin antibakteriyel ve antienflamatuvar etkisi daha 6nce
bildirilmistir.'® 1° Bor iceren birgok bilesik hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda giiclii
antibakteriyel aktivite gostermislerdir.!® 2% 2! Cesitli bor tiirleri gram pozitif ve gram
negatif antibakteriyel etki gostermektedir.???° Heterosiklik borik asit baz1 stafilokok
suslarina kars1 antibakteriyal mekanizmaya sahiptir. Bor tiirlerinin inhibitor potansiyelleri
bu bilesiklerin S. aureus ATCC 25923 ve S.aureus 119B suslarina karsi minimum

80 Literatiir

inhibitdr ~ konsantrasyonlarinin  tespit edilmesiyle test edilmistir.
aragtirmalarimiz sonucunda, osteomiyelitli kemik dokusu iizerine BN’nin etkisini
arastiran in vivo bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Biz de bor madeni gibi nanoteknolojik alanlarda kendine gercekten 6nemli yerler
kazanmis bir elementin saglik alanindaki kullanilabilirligini incelemeyi amacladik.
Toplum sagligim tehdit eden kemik dokusu ile ilgili enfeksiyonlarin tedavisi ve mevcut
tedavilerdeki komplikasyonlarin Oniine gegilebilmesi igin yeni bir tedavi protokolii
saglamak amaciyla; acik kirik zemininde gelisebilecek osteomiyelitin tedavisine veya
Onlenmesine ayrica implant kaynakli osteomiyelit gelisiminin de dnlenmesine ciddi katki

saglayacagi ve bu elementin Onemli bir problemin ¢oziimiine 151k tutacagi

diisiincesindeyiz.



Tiim bu bilgiler 1s181inda biz bu ¢alismada deneysel olarak ag¢ik kirik zemininde
osteomiyelit olusturdugumuz ratlara BN ile kaplanmis K teli implante ederek BN nin tek
basina ya da antibiyotik tedavisi eklenerek osteomiyelit tedavisindeki etkinligini
histopatolojik, molekiiler, radyografik, immiinohistokimyasal ve mikrobiyolojik

teknikler kullanarak incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik ve Yapisi

Eriskin bir insanda iskelet sistemi 206 kemikten olusmaktadir. Iskelet sistemi
viicudu desteklemekle birlikte viicudu dis uyaranlara kars1 koruyan dokular biitiintidiir.
Bir¢ok fonksiyonu olan kemik dokusu bu koruma gorevini merkezi sinir sistemi Ve
organlarin etrafim sararak, ligament ve tendonlar i¢in baglanti saglayarak
gerceklestirmektedir. Ayrica viicudumuz i¢in hayati 6nemi olan kalsiyum, fosfat ve
magnezyum gibi bir¢gok mineralin depo gorevini gerceklestirmektedir. Dinamik bir
yaptya sahip olan kemik dokusu remodeling olarak adlandirilan internal ve eksternal
strese kars1 kemigin yeniden sekillendirilmesi kabiliyetine sahiptir.®! Kemik yapimi ve
yikimi arasinda hassas bir denge iizerine kurulmus olan bu siire¢ esas olarak osteoblast
ve osteoklast olarak isimlendirilen fonksiyonel olarak birbirlerine zit iki hiicre grubu
tarafindan gerceklestirilmektedir.>> Kemik spongiyoz ve kompakt olmak iizere iki
formdan olusmaktadir.>®* Kompakt form sik1 tertiplenmis ve bosluk icermeyen bir doku
yapisina sahipken spongiyoz kemik, gevsek ve bol bosluklu bir yapiya sahiptir. Kemik
iligi bu bosluklart doldurmaktadir. Kemigin olusumunda rol oynayan baska bir bolge
spongiyoz yapiya sahip olan ince kompakt kemikle kapl epifiz bolgesidir.* Diger bir
boliim olan diyafiz ise kompakt kemik dokusundan olusur. Diyafizin tam ortasinda da
kemik iligi yer almaktadir. Kemik korteksinin dis yiizeyini periosteum i¢ yilizeyini ise
endosteum olarak isimlendirilen zarlar olusturur.®® Periosteum osteoblast, osteoklast,
sinir lifleri ve kan damarlarmi igeren fibréz bir dokudur.®® Kemigin beslenmesinde rol
oynayan bu yap1 aym zamanda kemik kiriklarinin yeniden tamirine de olanak saglar.%®
Kan damarlarini ihtiva eden membranéz bir tabaka olan endosteum, kemigin trabekiiler
alanim besler ve remodeling siirecinin osteojenik béliimiinde énemli rol oynar.®® Kemik

dokusu bol damarli olmasina ragmen matriksinin sert olmasi sebebiyle difiizyona elverisli



degildir.®” Bu nedenle dokunun beslenmesi kanalikiiller vasitasiyla gergeklesmektedir.
Bu kanalikiillerin i¢inde kemik hiicreleri sitoplazmik uzantilariyla birbirleri ve komsu
damarlarla iliski kurarak kemik dokusunun fonksiyonu saglikli bir sekilde siirdiiriiliir.’

2.2. Kemik Matriksi

Kemik matriksi kemige seklini veren organik kisim ve kemigin dayanikliligini
saglayan inorganik kisim olmak iizere iki esas kisimdan olugsmustur. Baslica kollajenden
olusmus olan organik madde kemige seklini verip gerilmeye kars1 dayancini saglarken
inorganik madde ise kemigin baskiya kars1 direncini saglar. Kemik matriksinin organik
kism1 %99 oranda tip 1 kollajenden olugsmustur. Organik matriksin kalan kismi ise
cogunlukla glikozaminoglikanlar (kondroitin sulfat, keratan sulfat, hyaluronik asit),
glikoproteinler (osteonektin, osteopontin, sialoprotein), kemige 6zgii K vitamini bagimli
proteinler (osteokalsin, matriks Gla-protein, protein S) tarafindan olusturulur.3® Matriksin
inorganik kismini ise biiyiik oranda kalsiyum ve fosfatin birlesmesi ile olusan kalsiyum
hidroksiapatit (HA) ve osteokalsiyum fosfat tuzlari olusturur. Kalsiyum karbonat,
kalsiyum florid, magnezyum florid, magnezyum hidroksit ve magnezyum siilfat kemik
matriksinin inorganik kismim olusturan diger minerallerdir.®® Kemigin giicii ve sertligi
kollajen ve HA kiristallerinin arasindaki iligki sayesinde belirlenir. Ayrica osteokalsin ve
osteopontinde HA’lara baglanarak osteoblast ve osteositlerin iligkisinde rol oynarlar.

2.3. Kemik Hiicreleri

Kemik dokusu osteoprogenitor hiicre, osteoblast, osteosit ve osteoklast olmak
tizere dort tip hiicreden olusmaktadir. Kemigin ana hiicreleri olan osteoprogenitor
hiicreler mezensimden kaynaklanirlar. Bu hiicreler farklilasarak mitozla olgun kemik
hiicrelerine dontisebilmekte olup kemik biiyliimesi veya zedelenmesi gibi durumlarda
aktif hale gelerek osteoblast hiicrelerine doniisebilirler.3” Osteoblastlar kemik

olusumundan sorumlu hiicrelerdir. Bu hiicreler kollajen fibriller, proteoglikanlar,



glikozaminoglikan ve glikoproteinler gibi kemik matriksinin baz1 organik kisimlarinin
sentezinden sorumludur.®® Bu hiicrelerin matriks sentezlemeye baslamalar1 aktif kemik
sekillenmesinde Onemli gorev iistlenen alkalen fosfataz (ALP) aktivitesini artirirken
sentezleri azaldik¢a bu enzimin aktivitesi azalir. Ayrica kalsiyum ve fosfat gibi inorganik
kisimlarm kemige ¢okebilmesi igin de bu hiicrelerin varlig1 gereklidir.*® Osteoblastlar
tarafindan sentezlenen ve kemik olusumunda rol oynayan bagka bir énemli faktor ise
insiilin benzeri biiyiime faktorii-1°dir.** Kemik dokusunun esas hiicreleri olan osteositler
olusumunu tamamlamiglardir ve olgun kemik hiicreleridir. Bu hiicreler uzantilar
sayesinde kemik matriksi igindeki diger osteositlerle baglanti1 kurarak tiim mineralize
matriks yiizeyine ulasabilirler. Bu sayede kemik sivilariyla kan arasindaki mineral
aligverigine katkida bulunurlar. Boylece viicut mineral dengesi ve kemik sivi
kompozisyonunu dengede tutmaya yardim ederek homeostatik mekanizmay1
diizenleyebilirler.3” Ayrica diger hiicrelere doniisebilme &zellikleri olup &zellikle kemik
yikimi sirasinda osteoblastlara dontismeleri bu hiicrelerin degerini gosteren 6nemli bir
ozelliktir. Osteoklastlar ise kemikte yikimi ve kemik rezorbsiyonunu gerceklestiren
hiicrelerdir. Bu hiicreler kemik matriksini yikan asit, kollajenaz ve diger baz1 proteolitik
enzimleri salgilarlar.®® Bu vasitayla hormonal ve hiicresel mekanizmalari kontrolii
altinda kalsiyumun kemikten kana gegisine olanak vererek kalsiyum derisiminin
homeostatik olarak diizenlenmesinde rol oynarlar.*?

2.4. Kemik Olusumu

Kemik olusumu birinci olarak osteoblastlarin salgiladiklar1 matriksin dogrudan
dogruya mineralizasyonu ile (intramembrandz kemiklesme) ikinci olarak ise mevcut
kikirdak matriks {izerine kemik matriksinin ¢6kmesi olmak iizere (enkondral

kemiklesme) gergeklesir. Her iki kemik olusum siirecinde de ilk ortaya ¢ikan doku



birincil kemik dokusudur ve bu doku bir siire sonra yerini ikincil kemik dokusuna
birakar.

2.4.1. iIntramembranéz Kemiklesme

Bu tip kemiklesmede farklilasmamis mezensim hiicreleri yogunlasarak ve
katmanlar halinde birikerek birbirleriyle baglanti kurarlar. Daha sonra osteoblastlara
dontisen bu hiicreler organik matriks lireterek mineralizasyonu baglatip kemik olusmasini
saglar. Bu sekilde kemik yapimina frontal, parietal, oksipital, temporal kemikler ile
maksilla ve mandibulanin bazi boliimleri drnek olarak verilebilirler.3 44

2.4.2. Enkondral Kemiklesme

Bu siirecte mineralize kikirdak kemik dokuya doniisiir. Embriyonik uzun kemik
olusumu, uzunlamasina biiylime, kirik kallus olusumu ve demineralize kemik matriksi
kullanimindaki kemik olusumunda kemik yapimi bu sekilde ger¢eklesmektedir.*® 46

2.5. Kirik Iyilesmesi

Zarar gormiis bir kemik dokusunun bu hasara cevap verme ve yenilenme siireci
olan kirik iyilesmesi siirecinde kemik dokusunun rejenerasyonla aslina en yakin sekilde
skar doku olusturmaksizin iyilesmesi diger bircok dokuyla farkliligini ortaya
koymaktadir.*” Kemik dokusunun iyilesme siireci oldukca karmasik fakat bir o kadar da
diizenli basamaklardan olugsmaktadir. Bu siire¢ kirigin olustugu andan itibaren baslayip
kirik uglar diizenli kemik dokusu ile birlesip eski halini alana kadar devam eder.*” Kirik
iyilesmesi enflamasyon evresi, onarim evresi ve yeniden sekillenme evresi olmak iizere
birbirini tamamlayan {i¢ farkli evreden olusur.

2.5.1. Enflamasyon Evresi

Bu evre ilk {i¢ veya dort giinliik zaman dilimini kapsayan kirik hematomunun ilk

olusumunun ve organizasyonunun basladigi dénemdir.*® Kirik iyilesmesi yumusak

dokudaki yara iyilesmesinde goriilen siireclere benzer. Kemigin kirilmasi ile kemik i¢inde



ve damarlarda kopmalarla birlikte kas ve periosteumu da i¢ine alan ¢evredeki yumusak
dokularda da hasar olusur.*® Bununla birlikte; kirik uglar1 arasinda, periost altinda ve
periost yirtilmigsa bunun etrafinda kirik iyilesmesinde son derece énemli rol oynayan
hematom goriiliir.®*® Bu hematom enflamasyon siirecini baslatarak igerisindeki
trombositlerden ve zarar gormiis kemik ve yumusak dokulardan salgilanan enflamatuvar
mediatorler vasitasiyla kan damarlarinda vazodilatasyona, plazmanin damar disina
sizmasina ve kirik bolgesinde 6dem olusmasina sebep olur.>>® Ortamdaki makrofaj,
lenfosit ve I0kositler salgiladiklari ¢esitli mediatorlerle anjiogenezi uyarirlar.
Enflamatuvar hiicreler nekrotik doku ve eksuday:1 rezorbe ederken bolgeye go¢ eden
fibroblastlar yeni matriks olusturmaya baslar. Kirik hattindaki fibroblastlar, mezensimal
hiicreler ve kemik progenitor hiicreleri graniilasyon dokusu olusturarak onarim akisini
baslatir ve kemik uclarimi sekillendirir. 47314

2.5.2. Onarim Evresi

Kirik iyilesmesinin en 6nemli basamagini olusturan bu evrede gorev alan hiicreler
mezensimal kokenli pluripotent hiicrelerdir. Bu hiicreler kirik pargalari arasinda yumusak
bir graniilasyon dokusu olusturur. ilk farklilasan hiicre grubu olan fibroblastlardan
kollajen, daha sonra kondroblastlardan ise kollajen ve glikozaminoglikan sentezlenir.>
Boylece kikirdak ve fibroz doku yumusak kallus denilen yapiy1 olusturken osteoblastlar
ise osteoidin yapimina baslar ve dis tarafta sert kallusu olusturur. ¢ taraftaki yumusak
kallus bolgesinde de enkondral kemiklesme siireci baslar ve sert kallus biiyiir boylece
kirik hatt1 gittikge stabillesir ve klinik kaynama meydana gelir. Daha sonra yeniden
sekillenme evresine gececek olan bu olusum normal kemige gore daha zayiftir.%

2.5.3. Yeniden Sekillenme Evresi

Kemigin yeniden sekillenme evresi kemik iyilesme siirecinin en uzun evresidir.

Bu donemde gii¢lii ama diizensiz fazla kallus dokusu rezorbe edilerek yeni lameller kemik



gelisir ve kemik yavas yavas orijinal seklini almaya baslar.*® Yeniden sekillenme
evresinde Oncelikle kalsifiye kikirdak doku osteoid dokuya dontiserek birincil kemik
dokusunu olusturur ve bunu takip eden siiregte kirik kallusu, ikincil osteonlara doniisiir
ve havers sistemi olusur yani birincil kemik dokusunun yerini ikincil kemik dokusu alir.
Kemik iligi kanal i¢indeki kallus osteoklastlar tarafindan yikilarak bosluklar yeniden
diizenlenir. Bu evrede tip 1 kollajen iiretimi baskin olup tip 10 kollajen de enkondral
ossifikasyon boyunca bir miktar bulunur. Ayrica kirik iyilesmesinin her evresinde
bulunan osteonektin yeniden sekillenme evresinde en yiiksek seviyesine ulasir.>’

2.6. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Uzun ve kompleks bir fizyolojik siireg olan iyilesme siireci birgok hiicre tiiriiniin
organize hareket etmesiyle olusan birgok faktoriin etkili oldugu bir siiregtir. Kirik
iyilesmesini etkileyen faktorler esas olarak; kirigin lokalizasyonu, vaskiilarizasyon
ozellikleri, kingin agik veya kapali olusu, hastanin eslik eden hastaliklar1 ve kullanilan
ilaglar seklinde siralanabilir. Ayrica hormonal faktorler de kirik iyilesmesi siirecinde
etkilidir. Kortikosteroidler kallus iiretimini azaltarak kirik iyilesmesini yavaglatirken,
kalsitonin, tiroid hormonlar1, paratiroid hormon, vitamin Ds, biiyiime hormonu ve
fibroblast biiylime faktorii, insiilin benzeri biliylime faktorii, trombosit kaynakli biiyiime
faktorii gibi faktdrlerin kirik iyilesmesi {izerinde hizlandiric: etkisi vardir.%352 Bunlara ek
olarak diyabet, anemi, rikets gibi bazi sistemik hastaliklarin kirik iyilesmesini olumsuz
etkiledigi gosterilmistir.?® Kirik iyilesmesini yavaslatan baska bir faktor de ileriki
yaslarda dstrojen eksikligine bagl olarak gelisen osteoporozdur.®? 8 Cocukluk ¢aginda
progenitor hiicrelerin mezengimal hiicrelerden daha hizli farklilagabilmesi ve yiiksek
mitoz hiz1 kirik iyilesmesini hizlandiran faktorlerdir.%® Ayrica yine yasa bagl olarak
periosteumun kalinlig1r ve kanlanmasinin da azalmasi sonucu yaslhilikta kirik iyilesmesi

uzar.®® Kirik yerinde enfeksiyon geliserek osteomiyelit olusmasi veya enfeksiyon olan
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yerde kirik olusmasi iyilesme siirecini uzatmaktadir ¢linkii enfeksiyon varhigi vaskiiler
tromboz olusturarak kan dolasimini bozmakta ve 6dem ve nekroza yol agarak kirik
iyilesmesini yavaslatmaktadir.®®

2.7. Osteomiyelit Tanimi

Kemigin enfeksiyonu olarak tanimlanan oOsteomiyelit, bir mikroorganizmanin
enflamatuvar stirecler ile kemik dokusunda ve bazen periost, korteks ve ¢evre yumusak
dokular1 da kapsayacak sekilde hasar olusturmasi sonucu ortaya c¢ikan ilerleyici
karakterde bir hastaliktir.' 8¢ ¢7 Yapilan arastirmalarda kirik vakalarinda %5-50 gibi bir
oranda osteomiyelit gelistigi gosterilmistir.® Travma derecesine ve uygulanan tedaviye
gore degismekle birlikte acik kiriklari takiben osteomiyelit goriilme oraninin, %2-16
arasmda oldugu bildirilmistir. Ozellikle erkeklerde insidansmin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir.® Giiniimiizde tedavi yontemlerinin gesitliligine ve giderek artan
etkinligine ragmen hastanin hayat kalitesini 6nemli oranda etkileyen osteomiyelit, gerek
cerrahi, gerek medikal tedavinin kombinasyonuyla dahi tedavisi zor olan, klinik seyri
nedeniyle kroniklesme ve rekiirrens egilimi olan bir hastalik olarak ciddi bir enfeksiyon
olma &zelligini giiniimiizde de siirdiirmektedir.*?

2.8. Osteomiyelit Patogenezi

Osteomiyelit, viicudun baska yerindeki bir enfeksiyon odagindan kaynaklanan
bakteriyemiye bagli olarak ya da sepsis kaynakli hematojen yolla, komsulugundaki
yumusak dokulardan yayilim yoluyla, acgik kirik, penetrasyon, ponksiyon ve cerrahi
girisim sonras1 direkt inokiilasyon gibi cesitli yollarla olusabilir.” Osteomiyelit
gelismesinde kolaylastirict rol oynayan diger faktorler ise lokal travma, kronik hastalik,
malnutrisyon ve immiin yetmezlik olarak siralanabilir.® Osteomiyelitte bakteri
endotoksin salgilayarak kemikte hasara sebep olabildigi gibi (bakteriyel lipopolisakkarit)

ayrica osteoklastik aktiviteyi tetikleyerek ve kemik matriks sentezini engelleyerek de
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kemik yapisinda hasara neden olmaktadir.”" ' Daha 6nceden, osteomiyelite bagl olarak
artan osteoklastik aktivitede enfeksiyoz mekanizmalarin daha aktif rol oynadigi
diistiniilmesine ragmen giintimiizde kemik yikimi ve enflamatuvar cevap arasindaki iliski
aydinlanmis ve bu osteoklastik aktivitede makrofaj ve bakteriyel lipopolisakkarit ile
stimiile edilmis osteoblast kaynakli interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-11, TNF
(tiimor nekroz faktorii) gibi sitokinlerin ve EDRF (endotel kaynakli gevsetici faktor)’nin
mikroorganizmanin alevlendirdigi cevapta etkin rol oynadig1 yoniinde yaygin bir goriis
kazanilmistir.”> 73

S. aureus gibi baz1 mikroorganizmalar, deri ile burun mukozasinda siklikla
kolonize olabildiginden ve ayrica kemige fibronektin, laminin, kollajen ya da
siyaloglikoprotein reseptorleri ile baglandigindan 6zellikle osteomiyelite neden olabilir.

Mikroorganizmalar kemik dokuya ulastiktan sonra endotel duvarin arasindaki
bosluklardan kemige kolayca gecebilecekleri bir bolge olan kemigin metafizine gelerek
enflamasyonu baglatir. Metafizer bolgede damar yapilanmasi siniizoidal olup dar liimenli
yapist dolayisiyla akim bu bolgede yavastir ve bu bolgede makrofajlarin aktivitesi
kemigin diger bolgelerine gére daha diisiiktiir.”* Enflamasyon sonras1 6dem geliserek
avaskiiler bir bolge olugmaya baslar ve iki giin i¢erisinde apse olusumu gozlenebilir. Daha
sonra kemik iliginde nekroz gozlenir ve ddem bu bdlgenin cevresinde yayilmaya
baslayarak apse formasyonunu genisletir. Olusan apsenin biiytimesi kemik iligi basincini
artirarak daha fazla kemik bolgesinin damar yapisinin bozulmasina yani avaskiiler hale
gelmesine neden olur. Dérdiincii giiniin sonunda apse dokusu iyice yayilir.”* Apse dokusu
yayildikca kemik iligi icerisindeki oksijen basinci azalir ve ortam asidik hale gelir.®
Biiyliyen apse korteksi asarak periost altina ve ¢evredeki yumusak dokulara gecer ve
nihayetinde ciltten disariya sizar.® Bunlara ek olarak cerrahi operasyon esnasinda

periostun siyrilmasi, mediiller kanalin zarar gérmesi gibi nedenlere bagli olarak kemik
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kanlanmasinin kolayca bozulabilmesi, mikroorganizmalarin kemige yapismasini
kolaylastiran ortamin meydana gelmesi ve bir implantin kullanilmasi sonucu biyofilm
tabakasinin olusmas enfeksiyon gelisim siirecine katkida bulunan diger faktorlerdir.%®

2.9. Osteomiyelit Mikrobiyolojisi

Osteomiyelite neden olan patojenler; hastanin yasina ve enfeksiyonun sekline
gore degisiklik gostermekle birlikte osteomiyelit hastalarinda en sik izole edilen
enfeksiyon etkeni, %50-60’lik bir oranla S. aureus‘tur.'®> ™ Ayrica, streptokoklar,
enterokoklar, aerobik gram negatif basiller ve anaeroblarin hepsi osteomiyelit
hastaliginda patojen olabilir. S. aureus, fibrinojen, fibronektin, laminin, kollajen, sialo-
glikoprotein ve clumping faktor A olmak {izere kemik matriksinin birden ¢ok
komponentine yapigsma 0Ozelligine sahiptir. Yapisma bakteriyel yiizeydeki protein
adezinleri tarafindan kontrol edilir.”® Bakteri hiicre duvarmm bir bileseni olan
stafilokokal protein A IgG’nin Fc reaktif bolgesine baglanarak antifagositik etki
gosterir.”” S. aureusun yiizey proteinleri tarafindan salgilanmalar1 uyarilan TNF-q,
prostaglandinler ve IL-1 gibi baz1 katabolik faktérler osteoliz olusumuna sebep olurlar.”®
Osteomiyelit tedavisinde karsilasilan en biiyiik sorunlardan bir tanesi de S. aureus, S.
epidermidis, Grup A streptokoklar ve Pseudomonas aeruginosa gibi bazi patojenlerin
biyofilm olusturmalaridir. Fagositik hiicreler tarafindan olusturulan bir bariyer olan
biyofilm sayesinde antimikrobiyal ilaclara diren¢ kazanan patojenler daha uzun
yasayabilmektedirler ve eradikasyonlar1 zorlasmaktadir.”® Bazi mikroorganizmalar
ornegin, Salmonella ve S. aureus orak hiicre anemili hastalarda daha siklikla gézlenirken
Enterobacteraceae ailesi ve grup B streptokoklar, yenidoganlarda P. aeruginosa ve S.

aureus ise intravenéz madde kullananlarda daha sik gozlenir.
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2.10. Osteomiyelit Tanis1

Osteomiyelitte erken tan1 ve tedavi hastaligin seyri agisindan hayati 6neme sahip
olup hastaligin tanis1 anamnez, fizik muayene ve labarotuvar bulgularinin yani sira
etkenin izolasyonu ve kemigin goriintiilenmesiyle konulur. “Gold standard” enfekte
kemikten histolojik ve mikrobiyolojik degerlendirme icin biyopsi alinmasidir.2® Kemik
agris1, yumusak doku sisligi, ekstremite hareketlerinde kisitlilik gibi sikayetlerin varligi
osteomiyelit olasiligini akla getirmelidir. Etkenin bir an 6nce belirlenerek kesin taninin
konulmasi ve uygun antimikrobiyal tedavinin baslanilmasi ¢ok onemlidir.! Daha 6nceleri
siklikla tercih edilen siniis drenaji kiiltiirii yontemi yerini hem 6zgiilliikk hem de duyarlilik
acisindan daha {stiin olan kemik biyopsisi kiiltiiriine birakmistir. Almman doku
orneklerinin hem mikrobiyoloji hem de patoloji laboratuvarina gonderilmesi ihmal
edilmemelidir. Normalde daha sik karsilagilan etkenlerin izole edilmedigi nadir
durumlarda fungal ve mikobakteriyel kiiltiir yollar1 da akla gelmelidir.

2.10.1. Fizik Muayene

Osteomiyelitte ates, irritabilite ve letarji gibi enfeksiyon bulgularinin yani sira
lokal inflamasyon bulgulart (kizariklik, hassasiyet, 1s1 artigi, siglik) goriiliir. Fizik
muayenede deri ve yumusak doku biitinliigiine odaklanilarak hassas bolgeler dikkatle
degerlendirilmeli, kemik stabilitesi oOlgiilmeli ve ekstremitenin genel durumu
degerlendirilmelidir. Ayrica; etkilenen ekstremitenin deri ve yumusak doku biitiinligii ve
fistlil varliginda fistiil agzindan gelen akint1 da dikkatli bir sekilde degerlendirilmelidir.
Ates genellikle olmamakla birlikte goriildiigii durumlarda da subfebrildir. Klinik bulgular
hastaligin siddetine, lokalizasyonuna, infeksiyonun yayilmasina, hastanin yasina ve
immiin direncine gore farkliliklar géstermekle birlikte bulgularin bebeklerde, yaslilarda
ve immiin sistemi baskilanmis kisilerde minimal olmasi beklenir.”® Gozlenen diger bir

bulgu da ekstremitede aktif hareket eksikligidir, buna bagli olarak genellikle ekstremite
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fleksiyonda tutulur ve cevre kas dokusunda spazm vardir.%® & Tamy1 destekleyen
bulgulardan biri de agridir.8? Hastaligin ilk dénemlerinde hissedilen agr1 daha sonraki
donemlerde apsenin fistiil olusturarak periostu delmesi ile hafifler.

2.10.2. Laboratuvar

Osteomiyelit tanisinda 6ne ¢ikan baslica laboratuvar parametreleri beyaz kiire
sayis1, C-reaktif protein (CRP), eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), IL-6 ve prokalsitonin
seklinde siralanabilir. Bu parametreler yalnizca tanida degil tedavinin gidisatini
degerlendirmede de 6nem arz ederler. Lokositoz 6zellikle polimorf niiveli 16kositlerin
artis1 hem akut hematojen hem de kronik osteomiyelitin akut ataklarinda goriilebilir.®®
Kronik osteomiyelit olgularinda ESH ve CRP tam1 aninda siklikla yiliksek bulunurken,
tedaviyle seviyelerinde diisme gozlendigi igin tedavinin takibinde degerli birer parametre
olarak karsimiza ¢ikar. ESH’ye kiyasla tedaviye verilen cevabi izlemede CRP ile daha

erken sonuc¢ alinabilir.®

Seviyelerinin  degisimi acisindan bu parametreler
kiyaslandiginda ise en ¢abuk degisen parametre prokalsitonin ve en yavas degisen
parametre ESH olarak karsimiza ¢ikar. Viral enfeksiyonlar ve enflamatuvar durumlarda
seviyesi yiikselen prokalsitonin 1,5 ng/ml diizeylerine ¢ikmakta iken osteomiyelit gibi
sistemik belirtilere yol agan agir bakteriyel enfeksiyonlarda diizeyi 100 ng/ml‘nin {izerine
cikabilmektedir. Yapilan deneysel calismalardan elde edilen sonuglara gore
enfeksiyonlarin akut seyri sirasinda prokalsitonin, TNF-a ve IL-6 plazma seviyeleri
arasinda benzer bir iliski vardir.® IL-6 akut dénem cevabinin esas gostergesidir. Bunu
hepatosit hiicrelerini aktive ederek saglar. IL-6 tipki IL-1 ve TNF-a gibi immiin cevapta
cok onemli yeri olan sitokin familyasmin bir iiyesidir.® Kandan, enfekte kemik doku ya
da enfekte eklem sivisindan kiiltiir yaparak patojeni tespit etmek altin standarttir. Kan

kiiltiiri ile hastalarin %50’sinde patojen tanimlanabilmekteyken kemik dokusundan

yapilan kiiltiir daha kesin bir sekilde bakterinin tanimlanmasini saglar.
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2.10.3. Goriintilleme Yontemleri

Radyolojik olarak osteomiyelitin degerlendirilmesinde pek ¢ok goriintiileme
yontemi kullanilabilirken bu yontemlerden hicbiri tek basina osteomiyelit tanisi i¢in
yeterli olmadigi gibi tamiyr dislamak igin de yeterli degildir. Genel itibariyle
osteomiyelitte goriintiileme ¢alismalar1 tan1y1 dogrulamak i¢in diger yontemlerle birlikte
veya cerrahi tedavi planlaniyorsa tedaviye hazirlik amaciyla yapilmaktadir.* Direkt
radyografi, osteomiyelit tanisinda ¢ok dnemli bilgiler verebilmesi nedeniyle goriintiileme
yontemi olarak ilk tercihtir. Bu yontemde osteomiyelit tanisini destekleyen Onemli
bulgular arasinda periost reaksiyonu, osteoliz ve sekestrum formasyonu yer almaktadir.
Ostemiyelitte tan1 araci olarak direkt grafi kullanilacaksa gézden kagirilmamasi gereken
onemli bir nokta radyolojik olarak degisikliklerin goriilebilmesi i¢in birka¢ haftalik
zamana ihtiya¢ duyuldugudur. Ayni sekilde radyolojik diizelme de klinik iyilesmeden
daha gec olur.8% Ayrica osteoartropatisi olan, uzun siireli diyabeti olan veya Charcot ayagi
gelismis olan hastalarda direkt grafi yontemiyle bahsi gegen hastaliklar1 osteomiyelitten
ayirmak oldukea giictiir.8® Diyabetik ayak osteomiyeliti olan hastalar iizerinde yapilmis
bir calismada, direkt grafilerin osteomiyelit igin duyarliligi %54 ve 6zgiilliigi %68 olarak
bulunmustur.®” Bilgisayarli tomografi, direkt radyografide gorebildigimiz bulgulara ek
olarak; mediiller kanaldaki minimal hava odaklarini, kortikal yikimlari, enfeksiyon odagi
gibi davranan yabanci cisimleri ve 6zellikle de sekestrum formasyonunu en iyi gosteren
tetkiktir.8® 8 Direkt grafiye kiyasla kemik yikimmi ve sklerozu gostermede daha
duyarhdir.® % Bilgisayarli tomografi tedavi etkinliginin takibinde de oldukga degerli bir
goriintiileme aracidir. Tedavinin etkinligini gdsteren en 6nemli parametre kemik iligi
dansitesinin artmasidir. Kemik korteksini degerlendirmek i¢in elimizdeki en degerli
yontemlerden olan bilgisayarli tomografi tan1 ve tedavi disinda biyopsi yapilmasi

diisiiniiliiyorsa biyopsi yerinin belirlenmesi i¢in de kullanilir.®* Bilgisayarli tomografinin

16



en Oonemli dezavantaji ise goriintliniin artefaktli olmasidir. Bilgisayarli tomografinin
manyetik rezonans goriintiilemeye kiyasla daha diisiik 6zgiillige ve duyarliliga sahip
oldugu bilinmektedir. Osteomiyelit tanisi i¢in rutinde bilgisayarli tomografi
onerilmemekle birlikte manyetik rezonans goriintiilemenin kullanilamadigi durumlarda
ikinci secenek olarak tercih edilmektedir. Yumusak dokularin degerlendirilmesinde
bilgisayarli tomografiye gore iistiin bir yontem olan manyetik rezonans goriintiileme;
yiiksek maliyeti, kemik korteksinin etkili gosterilememesi ve metal implant ¢evresindeki
dokular1 géstermede yetersiz kalmasi sebebiyle her zaman tercih edilmemektedir. Kemik
sintigrafisi, pozitron emisyon tomografisi ve florodeoksiglukoz pozitron emisyon
tomografisi osteomiyelit tanisinda kullanilabilecek diger tan1 yontemleridir.

2.11. Osteomiyelit Tedavisi

Osteomiyelit tedavisi, 6lii dokularin debridmanini, var olan 6lii bosluklarin
doldurulmasimi ve etkili ilacin secildigi uzun siireli antibiyotik tedavisini kapsar. ¢ 6792
Tedavinin temel hedeflerinden bir tanesi de enfekte kemik bolgesindeki vaskiiler yapinin
tyilestirilmesidir. Cerrahi miidahale kronik osteomiyelitlerde ve apse gelisen akut
osteomiyelitlerde gerekli olup; temel hedef sekestrum formasyonunu, enfekte ve
skarlasmig yumusak dokulari debride ederek sonugta daha iyi vaskiilarizasyona sahip bir
ortam olusturmaktir.* Dikkat edilmesi gereken nokta debridmanin eksiksiz olarak
yapilmasidir, eger tam olarak yapilmazsa osteomiyelitin tekrarlamasi olasi bir sonugtur.
Debridman sonucu rezeke edilen bolgeler fazla genis tutulursa debridman sonrasi
rekonstruktif cerrahi ihtiyac1 dogabilir.}* Osteomiyelit tedavisinde karsilasilan zorluklar
herhangi bir vaskiiler destegi olmayan sekestrum formasyonuna antibiyoterapinin
ulagamamasi1 ve eger implant kullanilmigsa implant ve etraf dokular {izerinde olusmasi
muhtemel biyofilm tabakasinin immiin sistemi etkisiz hale getirmesidir. Ayrica

osteomiyelit hastalarinin bir¢ogunda goriilen ve cilt {istiine kadar ulasabilen fistiiller

17



sekonder enfeksiyonlara sebebiyet verebilirler.% % Tedavi rejimi belirlenirken
enfeksiyoz etkenin tliriiyle birlikte karsilagilabilecek sorunlar da g6z Oniinde
bulundurulmalidir.

2.11.1. Medikal Tedavi

Osteomiyelitin medikal tedavisinde karsilasilan en biiyiik sorun, enfeksiyon
bolgesinde yeterli antibiyotik konsantrasyonunun saglanamamasidir. Sistemik
antibiyotikler tedavi i¢in yeterince uzun siirelerde ve enfeksiyon odaginda bakterisid etki
gosterebilecek etkin dozda kullanilmalidir.** Medikal tedaviye baslanmadan 6nce kemik
Ornegi mutlaka alinmali, verilen ampirik tedavinin kiiltlir ve antibiyogram sonuglarini
degistirebilecegi unutulmamalidir. Segilen antibiyotigin kemik doku gibi diger dokulara
kiyasla penetrasyonu zor bir dokuda etki gosterecegi diisiiniilerek dozu hesaplanmalidir.
Tedavi siiresi pek ¢ok degiskene bagli olmakla birlikte ortalama olarak 4-6 hafta arasinda
degismektedir. Sefalosporin grubu antibiyotikler, gram (+) ve gram (-) bakterilerin
bircogunda etkilidir. S. aureus’a karsi penisilinlerin etkili oldugu bilinmektedir. Ancak
penisiline kars1 direngli bir bakteri tiirlinde tedavi igin oksasilin ve sodyum metisilin gibi

sentetik penisilinler kullamilabilir.%®

Ayrica yapilan in vitro c¢aligmalarda etkili
bulunmayan igiincii kusak sefalosprinler S. aureus’a karsi klinik olarak etkili
bulunmuslardir. Bunlarin disinda imipenem, tikarsilin-klavulonik asit, sefazolin ve diger
genis spektrumlu antibiyotiklerin de S. aureus’a karsi etkili oldugu bildirilmistir.
Metisilin direngli S. aureus suslarinda vankomisin ve teikoplanin tiirli antibiyotiklerin
etkili oldugu gosterilmistir.® Eger kiiltirden Pseudomonas izole edilirse tedavide
aminoglikozidler kullanilabilir, fakat bu durumda hasta nefrotoksisite ve ototoksisite
acisindan dikkatle izlenmelidir. °* % Alman numune sonucunda iireyen patojen tipine

gore antibiyotik tercihleri degismekle birlikte penisiline duyarli S. aureus igin

benzilpenisilin, sefazolin, klindamisin, vankomisin kullanilabilirken penisilin direngli S.
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aureus icin nafsilin veya sefazolin, ikinci kusak sefalosporin, klindamisin, vankomisin,
rifampisinle siprofloksasin veya levofloksasin kombinasyonu ve metisiline direngli S.
aureus i¢in vankomisin ve teikoplanin kullanilabilir.*

2.11.2. Cerrahi Tedavi

Osteomiyelit tedavisinde cerrahinin yeri olduk¢a 6nemlidir. Cerrahi tedavinin
temel hedefi nekrotik dokularin ve infeksiyonun ortadan kaldirilip vaskiiler yapisi saglam
canli bir alan olusturarak viicudun osteomiyelitle olan miicadelesine katkida
bulunmaktir.*? Osteomiyelitte cerrahi tedavi; apse olusmasi, nekroz varligi ve uygun
antibiyotik tedavisiyle iyilesmenin saglanamamasi gibi durumlarda tercih edilir.%® Cerrahi
tedavi, sekestrum formasyonunun eksizyonu, infekte kemik dokusunun ve yumusak
dokunun debridmani, skar dokusunun rezeksiyonu ve 6lii bosluklarin uygun doku ile
restorasyonundan ibarettir.!> Hastaya debridman yapilmasi planlaniyorsa rezeksiyon
alan1 yeterince genis tutularak infekte doku, skar dokusu ve nekrotik dokularin tamami
temizlenmelidir. Debridman yapilirken nérovaskiiler yapilarla karsilagilmasi ve kemigin
stabilitesinin bozulmas: smirlayic1 faktorlerdir.’? Yetersiz debridman osteomiyelitte
niiksiin en 6nemli sebeplerinden bir tanesidir. Yeterli debridman sonrasi ortamda 6lii
bosluk olarak adlandirilan vaskiilarizasyonu koétii, niiks igin potansiyel tehdit
olusturabilecek bir alan kalir. Osteomiyelit tedavisinin dogru bir sekilde yapilabilmesi
i¢cin bu 6li bosluklarin da canlilig1 ve vaskiilarizasyonu iy1 dokularla rekonstriiksiyonu
gerekir.®” Olii bosluklarin yerine konulabilecek dokular arasinda ilk sirada serbest
vaskiilarize kemik grefti gelirken bunu lokal doku flepleri ve serbest flepler takip eder.%®
% Antibiyotikleri enfeksiyon alaninda daha yiiksek konsantrasyonlara ulastirabilmek icin
sistemik uygulanis bicimine alternatif lokal antibiyotik uygulamalar1 ve tasiyici sistemler
gelistirilmistir. Bu tasiyici sistemler; kemik ¢imentosu, kemik greftleri, al¢1, polilaktat ve

poliglikolat membranlar, kalsiyum siilfat, kalsiyum fosfat, HA, amiloz-nisasta implantlari
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gibi tastyicilardir.2%% 101 Osteomiyelit tedavisinde genel durum bozuklugu olan, diger
tedavi yontemlerine yanit alinamayan, tedavi esnasinda hayati tehdit eden sistemik bir
komplikasyon gelisen ve asir1 kemik veya yumusak doku kaybi olusan hastalarda
amputasyon tedavisi halen kullanilabilirligi olan bir tedavi yontemidir.%? Osteomiyelitte
etkinligi tam olarak kanitlanmamus, diger tedavi modalitelerine ek olarak kullanilabilen
baska bir tedavi yontemi de hiperbarik oksijen tedavisidir.’®® Hiperbarik oksijen
tedavisinde temel hedef ¢6zlinmiis oksijen miktarini artirarak bakteri tiremesini, hipoksiyi
ve 6demi Onleyen bir etki olugturmaktir.

2.12. Komplikasyonlar

Osteomiyelitte tedavinin basarisizligt sonucu goriilmesi en muhtemel
komplikasyon niikstiir. Tedavi gecikirse ya da yanlis tedavi modaliteleri uygulanirsa
enfeksiyon daha derin dokulara niifuz ederek tedavi daha zor bir hal alacaktir. Ozellikle
cocuklarda enfeksiyonun komsu ekleme yayilmasi ve septik artrit goriilebilir.2% Diger
komplikasyonlar; patolojik kiriklar, doku atrofisi, biiylime bozukluklari, nadiren
amiloidoz ve fistiil bolgesinde karsinom gelismesi seklinde siralanabilir, 195

2.13. Prognoz

Prognoz enfeksiydz etkenin tiirii, hastanin yasi, belirtiler basladiktan sonra
tedavisiz gecen siire ve antibiyotik tedavisinin siiresi gibi bircok degiskene baghdir.
Komplikasyon gelismemis osteomiyelitlerde tedavi sonuglar1 genellikle iyi olmakla
birlikte hastalarm %10-20’lik bir boliimiinde niiks gdzlenebilir.1% Hastalarin %80-90’1ik
bir boliimiinde sadece antibiyotik tedavisi veya antibiyotik ve cerrahi tedavi ile iyilesme
saglanir 105 107, 108
2.14. Osteomiyelit Risk Faktorleri

Normalde floramizda yer alan bakteriler insan hayati boyunca herhangi bir

hastaliga sebebiyet vermeksizin genellikle zararli patojenlerle yarisarak bagisiklik
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sistemine yardimci olmaktadir. Bazi durumlarda da floradaki bakteriler enfeksiyonu
baslatan sebep olabilir. Floranin davranisinda meydana gelen bu degisimde ortamin pH’1,
sicakligl, oksijen seviyesi gibi faktorler rol oynar.!®® Ortopedik enfeksiyonlarda
enfeksiyonun kaynagi biiyiik oranda floradir. Bu tiir enfeksiyonlarda en sik rastlanan
bakteri tiirleri S. aureus ve S. epidermidis’tir. Sigara kullanimi, diyabet, malignite, HIV
enfeksiyonlari, organ nakli, diyaliz hastalari, iiremi, malnutrisyon, kronik graniilémat6z
hastaliklar, hemofili, hipogammaglobulinemi, orak hiicreli anemi, kompleman defektleri,
16kosit adezyon defektleri gibi bagisiklik sistemini zayiflatan hastaliklar osteomiyelit i¢in
konaga ait risk faktorleri arasinda sayilabilir.

2.15. Bor

Bor periyodik tabloda metaller ile ametaller arasinda yer alan, bu 6zelligi ile ¢ok
sayida bilesik olusturma kapasitesine sahip bir elementtir. BN, hegzonal ve kiibik olmak
tizere iki farkli kristal yapiya sahiptir. Hegzagonal BN, grafit ile ayni kristal yapiya sahip
olmasindan dolay1 giiniimiizde “beyaz grafit” adi ile anilmaktadir. Yiiksek kimyasal
kararlilik, yiiksek oksitlenme sicakligi, yiiksek elektriksel direnci, yiiksek termal
iletkenligi, yiiksek hidrojen depolama kapasitesi ve genis bant araligina sahip olmas: gibi
{istiin ozelliklere sahiptir.!*® Bu ozellikleriyle refrakter, kat1 yaglayici, dolgu maddesi,
kalip yaglayicis1 ve kompozit malzemelerde kullanilmaktadir.

2.15.1. Bor Mineralleri

Periyodik cetvelin ii¢lincii grubunun ilk sirasinda yer alan bor dogada en yaygin
bulunan 51. elementtir. Atom numarasi 5, atom agirligi 10.82, 6zgiil agirligi 2.84, erime
noktas1 2190 + 20°C'dir. Dogada saf halde bulunmayan bor genellikle oksijenle birlesmis
olarak ve bor tuzlari halinde veya silikatlar seklinde bulunmaktadir. Borik asit ve boraks
dogada goriilen en yaygim tipleri olmak {tizere iki yiizden fazla gesitlilikte bor

bulunmaktadir. 1t 112
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Bor giin gectikge artan kullanim alanlar1 ve diinyanin en biiyiik rezervlerine
Tiirkiye’nin sahip olmasi yoniinden essiz bir madendir. Borun ileri teknoloji gerektiren
tirtinlerde kullaniliyor olmasi bor madenini daha da degerli kilar. Bor madeni B2Os olarak
ele alindiginda tiim diinyaya kiyasla %63’ yani yaklasik 1,2 milyar tonu Tiirkiye’de
bulunmaktadir. Endiistriyel olarak kendine genis kullanim sahalar1 bulan borun tip
alaninda da kullanim1 giderek yayginlagsmaktadir. Bor insan viicudunda beyin
gelisiminden kemik gelisimine kadar pek ¢ok metabolik olayda rol alan esansiyel bir
element olup giinliik alinan ortalama bor miktar1 1,2 mg olarak tahmin edilmektedir.
Yetiskin bir insanin giinliik alabilecegi maksimum doz 13 mg olarak kabul
edilmektedir.**®

2.15.2. Bor Uriinlerinin Saghk Alaninda Kullanilmalari

Bor iiriinleri kanser hastalarinda tedavi sonrasi viicutta radyoaktif maddelerin
olusturdugu olumsuz etkileri azaltmak iizere halihazirda kullanilmakta olup birgok tilkede
mineral takviyesi amaciyla da bor tabletleri iiretilmektedir.!** Ayrica yapilmakta olan in
vitro calismalarla osteoblastlar {izerindeki faydali etkileri gdsterilmistir.*®
Embriyogenez, kemik gelisimi, immiin sistem ve psikomotor gelisimi de igeren birgok
hayati olayda rol alan borun ayni zamanda bakteriostatik, bakterisidal, fungistatik,
fungisidal ve antiviral etkilerinin oldugu da bilinmektedir. Bir galismada S. aureus’a kars1
borun farkli formlarmin etkinligi siprofloksasinle kiyaslanarak gosterilmistir.%® Yine bir
baska c¢aligmada S.aurecus kaynakli cilt hastaliklar1 {izerinde borun etkinligi
gosterilmistir.}*® Bir takim diger ¢alismalar da borun E.coli ve P. aeruginosa iizerinde
etkili oldugu gosterilmistir.’® 2> Yapilan cesitli galismalarda diyetteki bor miktari
artirilarak enfeksiyoz yanitin giiclendirilebildigi gosterilmistir. Bor ve enflamatuvar yanit
arasindaki iliskiyi anlamak i¢in yapilmis olan bir baska ¢alismada ise radyografik olarak

osteoartrit tanist almis olan 20 hastaya, 8 hafta boyunca giinde 6 mg bor ya da plasebo
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verilmistir. Calisma sonucunda bor alan grupta bulunan hastalarda subjektif olarak
eklemlerde sisligin azaldigi, sinirlt hareketlerde gelisme gozlendigi ve agri icin daha az
analjezik kullanimi bildirilmistir.*®

2.15.3. Bor Nitriir

BN, bor oksit, karbon ve azotun 1450-1600 °C'de kimyasal reaksiyona
sokulmasiyla elde edilen bor ve azot elementlerinden olusan kimyasal formiilii BN olan
bir bilesiktir.!” BN, hegzonal ve kiibik BN seklinde iki farkli kristal yapiya sahiptir.1*
Insanoglunun iirettigi en sert malzemeler arasinda yer alan BN vyiiksek kimyasal
kararlilhigi, yliksek oksitlenme sicakligi, yiiksek elektriksel direnci, yiiksek termal
iletkenligi, yiiksek hidrojen depolama kapasitesi ile de malzeme miihendisleri i¢in
olduk¢a 6nemlidir.*® Malzeme bilimcilerinin BN’ye olan ilgileri, borun bu 6zelliklerine

ve bu 6zelliklerinin genis bir uygulama sahasi olmasina baglhdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢alisma, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Molekiiler Farmakoloji Arastirma Laboratuvari, Tibbi Patoloji Anabilim Dali
Immiinohistokimya Laboratuvarinda, Radyoloji Anabilim Dal1 ve Sabanci1 Universitesi
(SUNUM)’da ve de Anadolu Universitesi Miithendislik Fakiiltesi Metalurji Miihendisligi
Anabilim Dalinda gerceklestirildi.

3.1.1. Deney Hayvanlar

Bu galismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen toplam 110
adet ve agirliklar1 300-350 gram arasinda degisen Sprague Dawley cinsi disi rat
kullanildi. Deney siiresince, ratlara yeteri kadar (ad libitum) su ve pellet yem verildi.
Hayvanlar deney oncesi gruplar halinde laboratuvarda normal oda sicakliginda (22°C)
barindirildi ve beslendi. Calismamizin biitiin asamalarinin etik kurallara uygun oldugu
“Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)” tarafindan
verilen 25 Temmuz 2014 tarihli ve 36643897-126 sayili yazi ile onaylanmistir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tiyopental Sodyum (Pental Sodyum 1V flakon) I.E. Ulagay Ila¢ Sanayi Tiirk A.S.
Istanbul, Tiirkiye: Calismada intraperitoneal (i.p.) olarak anestesi i¢in 25 mg/kg ve
Otenazi i¢in 50 mg/kg dozunda verildi.

Metamizol Sodyum (Novalgin 1 g/2 ml IM/IV ampul) Sanofi Aventis Ilaglari Ltd.
Sti. Istanbul, Tiirkiye: Cerrahi girisim sonrasi agri kesici olarak 25 mg/kg dozunda

intramiskiiler olarak verildi.
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Sefazolin Sodyum (IESPOR 1 g IM Flakon) I.E. Ulagay Ila¢ Sanayi Tiirk A.S.
Istanbul, Tiirkiye: Operasyon sonras1 40 giin boyunca giinde 2 kez 40 mg/kg dozunda
intramiiskiiler olarak verildi.

%10 Povidon Iyodin Antiseptik Soliisyon: Cerrahi insizyon alanlarinin
dezenfeksiyonu ve operasyon sonrasi pansuman i¢in kullanildi.

Hidroksiapatit (HA) Nanotech Ileri Teknoloji San. ve Tic. Ltd. Eskisehir,
Tirkiye: Yiksek biyouyumlulugu sayesinde HA yapay kemik uygulamalarinda viicudun
farkl1 bolgelerinde meydana gelen hasarlarin giderilmesi, tamamen islevini yitiren
kemigin yerine kullanilan protez uygulamalari ve mekanik yiikk altinda dayanim
gerektiren durumlarda kullanilan metalik implantlarin kaplanmasi i¢in kullanilmaktadir.

Bor Nitriir (BN) Bor Teknolojileri ve Mekatronik AS. Eskisehir, Tiirkiye: Bor
nitriir uygulamalarinin temel gorevlerinden biri de mekanik 6zellikleri iyilestirmesi olup
HA ve BN kompozit bilesigi kemik iyilesmesi alaninda kullanilmaktadir.

Bu calismada kullanilan nano hidroksiapatit toz (nano HA) Nanotech ileri
Teknoloji San. Tic. Ltd. Sti., Tiirkiye ve nano hekzagonal bor nitriir (nano BN) BORTEK
Bor Teknolojiler ve Mekatronik A.S, Tiirkiye’den temin edilmistir. Siispansiyonlar %1
nano HA igerisine farkli oranlarda nano BN tozlarinin ethanol igerisinde dagitilmasiyla
hazirlanmistir.  Siispansiyon icerisinde nano BN %0, %2, %10 ve %25 olacak sekilde
kullanilmistir. Elektroforetik biriktirme (EPD) yontemi ile kaplama islemi oncesinde
stispansiyona N,N —dimethylformamide ilave edilmistir. Siispansiyonlarin pH’1t HNOs ile
4’e ayarlanmistir. DC gii¢ kaynagi kullanilarak 100V’da 4 saniye siire ile ¢elik ¢ubuklar
tizerine kaplama islemi yapilmistir. Kaplama islemi sonrasinda numuneler kurutulmus ve
800°C'de Ar atmosferinde 2 saat 1sil iglem yapilmistir.

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Molekiiler calismalarimizda Tablo 3.1°de listelenen alet ve cihazlar
kullanilmistir.
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Tablo 3.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Cihaz

Marka/Model

TissueLyser Il

QIAqube

Thermal Cycler Veriti
Epoch spectrophotometer
Real-Time PCR

Santrifiij (Sogutmali)

pH Metre

Manyetik Karistirict

Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Etiiv

Karistirici

Ultra Derin Dondurucu (-86°C)
Derin Dondurucu
Otomatik Multikanal Pipet
Pipet Seti

Cerrahi set

Otoklav Wac47

Dewar transport vessels

Kafes

QIAGEN, Hilden, Germany
QIAGEN, Hilden, Germany
Applied Biosystems, CA, USA
Biotek, Highland Park, USA
Applied Biosystems, CA, USA
Hettich Zentrifugen 320R, Germany
SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Tissue Lyser Il Qiagen, Germany
Shimadzu ATX224, USA

Memmert WNB 7-45, Germany
IKA- MS 3 basic, USA

Nuaire NU-9483E, USA

Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye
Eppendorf Research Pro (20-300p)
Eppendorf Research Plus

F.S.T. Germany

DAIHAN, Giiney Kore

LLG, Germany

Tecniplast, Italy
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3.2. Metot

3.2.1. Deney Plani

Calismamiz, 10 deney grubu ve 1 kontrol grubu olmak iizere 11 gruptan
olusturuldu. Her bir grupta 10 adet rat olmak tizere toplamda 110 adet disi rat kullanildi.
Deney gruplar1 asagidaki gibi planlandi.
Grup I: Saglikli
Grup I1: Kirik + Osteomiyelit
Grup I11: Kiurik + Osteomiyelit + Sistemik Antibiyotik
Grup IV: Kirik + Osteomiyelit + %0 BN (%100 HA)
Grup V: Kirik + Osteomiyelit + %0 BN + Sistemik Antibiyotik
Grup VI: Kirik + Osteomiyelit + %2 BN (%98 HA)
Grup VII: Kirik + Osteomiyelit + %2 BN + Sistemik Antibiyotik
Grup VIII: Kirik + Osteomiyelit + %10 BN (%90 HA)
Grup IX: Kirik + Osteomiyelit + %10 BN + Sistemik Antibiyotik
Grup X: Kiurik + Osteomiyelit + %25 BN (%75 HA)
Grup XI: Kirik + Osteomiyelit + %25 BN + Sistemik Antibiyotik

Deney gruplar1 yukaridaki bicimde olusturulduktan sonra deney hayvanlari
anestezi altindayken sag femur bolgesi tiraglanarak povidon iyot siiriildii. Daha sonra
femur hatt1 Gstiinde 2 cm uzunlugunda longitudinal cilt insizyonu yapildi. Femur
etrafindaki kaslar disseke edildi. Femur safti ortaya cikarildi. Femur yiiksek hizli
ortopedik kemik kesme testeresi ile kesildi. Kemigin mediiller kanalinin i¢ine 1 ml sinde
10" CFU S.aureus (ATCC-MSSA 29213) bulunan énceden hazirladigimiz 10 pl bakteri
enjeksiyonu yapildi. Daha sonra kemik icine mediiller kanala her grup i¢in belirtilen
dozlarda borla kapli K telleri yerlestirilerek femur tekrar bir biitiin haline getirildi.

Kanama kontrolii ve defekt hattinda stabilitenin kontrolii yapildiktan sonra 4/0 Wicril ile
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kas fasyasi, 4/0 keskin ipek siitiir ile de cilt kapamasi yapildi. Ratlar operasyon sonrasi
uygun ortamda barmdirildi. Tlk 2 giin 25 mg/kg dozunda metamizol sodyum giinde 2 kez
verilerek analjezi saglandi. Bir hafta boyunca her giin cerrahi bolge povidon iyot ¢6zeltisi
ile pansuman edildi.

Sistemik antibiyotik gruplarina giinde iki kez 40 mg/kg dozunda sefazolin sodyum
intramiiskiiler olarak verildi. 10., 20., 30. ve 40. giinlerde hayvanlar radyografik analiz
amaciyla direkt grafi ile degerlendirildi. Daha sonra 40. giiniin sonunda tiim hayvanlar
intraperitoneal 50 mg/kg tiyopental sodyum ile 6tenazi uygulanarak sakrifiye edildi. Her
bir grupta bulunan 10 rattan ¢ikarilan femurlarin 5 tanesi histopatolojik ¢alismalar i¢in
%10’luk notral formaldehit c¢ozeltisine konuldu. Molekiiler ¢alisma i¢in ayrilan
femurlardan parca alinarak hemen deney sonrasinda mikrobiyolojik inceleme igin
kullanildi. Kalan diger 5 femur ise molekiiler ¢alismalar igin -80 C° dondurucuda
muhafaza edildi.

3.2.2. K Teli Kaplanmasi

Bu ¢alismada kullanilan nano HA toz Nanotech Ileri Teknoloji San. Tic. Ltd. Sti.,
Tiirkiye ve nano hegzagonal nano hBN BORTEK Bor Teknolojiler ve Mekatronik A.S,
Tiirkiye’den temin edilmistir. Siispansiyonlar %1 nano HA igerisine farkli oranlarda nano
BN tozlarimin ethanol igerisinde dagitilmasiyla hazirlanmistir. Siispansiyon igerisinde
nano BN %0, %2, %10 ve %25 olacak sekilde kullanilmistir. Elektroforetik biriktirme
(EPD) yontemi ile kaplama islemi Oncesinde siispansiyona N,N—dimethylformamide
ilave edilmistir. Siispansiyonlarin pH’1t HNO3 ile 4’e¢ ayarlanmistir. DC gii¢ kaynagi
kullanilarak 100V da 4 saniye siire ile ¢elik cubuklar lizerine kaplama islemi yapilmistir.
Kaplama iglemi sonrasinda numuneler kurutulmus ve 800 °C'de Ar atmosferinde 2 saat

151l islem yapilmistir.
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3.2.3. Kaplama Karakterizasyonu

Nanokompozit kaplamalar yapisal ve morfolojik olarak karakterize edilmistir.
Yapisal karakterizasyonda Raman Spektroskopisi teknigi kullanilirken, morfolojik
incelemede ise Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimhi X 1s1n1
Spektroskopisi (EDS) tekniklerinden yararlanilmistir.

3.2.4. Raman Spektroskopisi ile Yapisal Karakterizasyon

Raman spektroskopisi, molekiil ve kristal orgililerdeki bagli atomlarin elektron
bulutlarinin, gelen 1s1kla etkileserek titresmesi sonucunda meydana gelen Raman sagilma
siirecine dayanmaktadir. Raman spektrumundan organik ve inorganik maddelerin baglari
hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgilerin yan1 sira madde veya malzeme yapisint meydana
getiren ilgili fonksiyonel gruplar hakkinda da bilgi edinilebilmektedir. Raman
spektroskopi analizlerinde Sabanci Universitesi Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde bulunan, 532 nm yesil lazer eklentisine sahip Renishaw Raman InVia cihazi
kullanilmustir.

3.2.5. Morfolojik Karakterizasyon

Taramal1 Elektron Mikroskobunda goriintliyli yliksek voltaj ile hizlandirilmig
elektronlarin numune iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yiizeyinde
taratilmas1 sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan gesitli girisimler
sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal
giiclendiricilerinden geg¢irildikten sonra bir katot 1s1nlari tiipliniin ekranina aktarilmasiyla
elde edilir. Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen sinyaller dijital sinyallere
cevrilip bilgisayar monitoriine verilmektedir. Gerek ayirim giicii (resolution), gerek odak
derinligi (depth of focus) gerekse goriintii ve analizi birlestirebilme 6zelligi, taramali
elektron mikroskobunun kullanim alanini genisletmektedir. Elekton mikroskobu ile

birlikte kullanilan X-1s1n1 Spektrometresi, 4Be, 92U araligindaki elementlerin K-L serileri
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arasinda analiz yapmak i¢in gerekli dalga boyu araligini kapsar. SEM-EDS analizlerinde
Sabanci Universitesi Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan SEM
(JEOL JSM 6010) - EDS (Oxford Instruments) cihazlar1 kullanilmigtir. Numunelerin
yiizeyi iletken olmadigindan elektron mikroskopi incelemeleri esnasinda yiizeylerin
yiiklenmemesi igin &rnekler Pt/Pd ile kaplanmistir. Ikincil elektron SEM goriintiilerinden
de anlasilacagi iizere, kaplama ylizeyleri homojen olup, kismen kiiresel aglomerasyonlar
seklindedir. Kaplamalarin yapisal elementel analizinde B ve N; EDS spektrumlarinda
tespit edilmistir. Spektrumlarda yer alan C ve Fe, c¢elik altliktan kaynaklanmaktadir.
Ayrica spektrumlarda eser miktarda yer alan Mg; kontaminasyona sebep olmayip,

biyoaktiviteyi artiran bir elementtir.
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Sekil 3.1. %0 BN iceren HA kaplama yiizeyine ait ikincil elektron SEM goriintiileri
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3.2.5. Histopatolojik Analizler

3.2.5.1. Rutin Histolojik Analiz

Fiksatif i¢inde bulunan sert doku 6rnekleri %10’luk nitrik asit igerisine atildi. Her
giin soliisyon degistirilerek, igne yardimiyla doku yumusamasi takip edildi. 2-10 giinliik
siire boyunca dokularda dekalsifikasyon islemi gergeklestirildi. Daha sonra bir gece
boyunca yikamaya alinan dokulara devaminda artan alkol serilerinde dehidratasyon,
ksilende seffaflastirma ve parafinde infiltrasyon islemleri yapilarak bloklar haline
getirildi.

3.2.5.2. Leica TP 1050 Cihaz1 Takip Basamaklari

%10’ luk tamponlanmis formalin (1 saat 15 dakika), %70’ lik alkol (1 saat),
%380’1ik alkol (1 saat), %9011k alkol (1 saat), saf alkol (1 saat), saf alkol (1 saat), saf alkol
(1 saat 15 dakika), ksilol (1 saat), ksilol (1 saat), ksilol (1 saat 15 dakika), parafin (1 saat),
parafin (1 saat), parafin (1 saat 15 dakika) seklindedir.

Cihaz, formalin, alkol, ksilen basamaklarinda 40 °C’de, parafin basamaginda 65
°C’de calismaktadir. Takip sonrasi elde edilen dokular, Leica EG1160 bloklama

cihazinda 67 °C sicaklikta eriyik parafin ile bloklandi. Bloklanan dokular -4 °C’de
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sogutuldu. Leica RM 2145 mikrotom cihazi ile her bir bloktan 5’er mikron kalinliginda
2’ser kesit su banyosuna alindi. Bu 2 kesitin bir tanesi HE i¢in normal lama, digeri
immunohistokimya icin polilizinli sarjli lama alindi. Rutin histopatolojik inceleme i¢in
lam tizerine alinan kesitler, 30 dakika, 70 °C sicaklikta, EN 055 standardindaki etiivde
deparafinize edildikten sonra; 10 dakika ksilolde bekletildi.

Leica Autostainer XL otomatik boyama ve kapama cihazinda H&E boyamasi
otomatik prosediir ile yapildi. Prosediir; ksilol (2 basamak) - absolii etil alkol (3 basamak)
basamaklar1 ardindan yikama safhasini takip ederek hematoksilen ile 5 dakika yikama ve
ardindan asit alkole daldirip ¢ikarma, tekrar yikama, amonyak yikama basamaklari
ardindan eozin ve yikama soliisyonuna daldirilip ¢ikarma islemi ve absolii etil alkol (3
basamak), ksilol (2 basamak) seklindedir.

Otomatik boyama ve kapama cihazinda son basamak entellan damlatilarak
kapatilmasi olup preparatlarin incelemeye hazir hale getirildi.

3.2.6. Molekiiler Analizler

3.2.6.1. RNA izolasyonu

Deney sonunda alinan femurlar kaslardan tamamen ayrilarak defekt bolgesi
molekiiler analizler i¢in diseke edildi ve eppendorf tiip icerisine konuldu, tiim dokuyu
kaplayacak sekilde RNA Later RNA Stabilization Reagent (QIAGEN) soliisyonu ilave
edildi. Doku igerisine niifuz etmesini saglamak amaci ile 24 saat oda sicakliginda
bekletildikten sonra 20 °C’de muhafaza edildi.

Dokular RNA Later igerisinden ¢ikartilarak ¢elik jarlarin igerisine konularak sivi
azot ile mikroskopik pargalama yapildi. Soguk zincir korunarak her gruptan 30 mg femur
dokusu alinarak 600 pl Qiazol Buffer + 6 ul B-mercaptoethanol (B-ME) soliisyonu ile
birlikte i¢erisinde 1 adet steril ¢elik bilye bulunan plastik tiiplere konuldu ve Tissue Lyser

Il (Qiagen) homojenizasyon cihazi ile 5 dakika, 30 Hz olacak sekilde homojenize edildi.
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Homojenizasyon isleminden sonra yeni bir eppendorf tiip igerisine alind1 ve 3 dakika
13.000 RPM’de santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra siipernatant yeni bir eppendorf tiipe alind1 ve RNeasy Mini Kit
(cat no: 74106)’in protokoliine gore total RNA izolasyonu QIAcube (QIAGEN) yapildi.
Eppendorf tiipii i¢erisinde elde edilen RNA -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.6.2. Reverse Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit enzimi kullanimi ile total
RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Her reaksiyon Tablo 3.2’de gosterildigi gibi toplam
hacim 10pul RNA olacak sekilde hazirlandi ve cDNA sentezi Sekil 3.9.°deki sicaklik
degerlerine gore Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile saglandi. cDNA
miktar1 nano-drop spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile 6l¢lim belirlendi ve
-20°C'de sakland.

Tablo 3.2. cDNA sentezi igin kullanilan miks igerigi

PCR Master mix icerigi Miks Miktar( pul)
10X Buffer RT 2

25 X dNTPs mix 0,8

10 X RT Random Primers 2

MultiScribe Reverse Transcriptase 1

DEPC-H20 4,2

RNA 10

Toplam 20,0
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25°C /120min a°c

10min oo

Sekil 3.9. Termal sikliis kosullar

Tablo 3.3. Rolatif gen ekspresyonu primer/prob dizilimleri
ALP Ileri primer ~ CGCAACAACGCAATCTATGAC

Geri primer GGACAGCAATGGGGGTTCT
BMP-2  lleri primer GTCCTT TTC CCC TGG CTG AT

Geri primer  TCT AGG TAC AAC ATG GAG ATTGC
TNF-o  Ileriprimer GCT CCC TCT CAT CAG TTC CA

Geriprimer CTCCTCTGCTTGGTGGTT TG
ACTB Ileri primer  TGG TGG GTA TGG GTC AGA AG

Geri primer  GAC AAT GCC GTG TTC AAT GG

3.2.6.3. Ger¢cek Zamanh PCR Primerleri ve Calisma Prensibi

Rolatif TNF-o, Kemik morfojenik protein-2 (BMP-2) ve ALP mRNA
ekspresyonlari rat femur dokularinda StepOne Plus Real Time PCR System technology
(Applied Biosystem) cihazi kullanilarak gerceklestirildi. TagMan bazh ilgili genlerin
primer problart Primer Design Ltd. firmasinda dizayn ettirilip temin edildi (Southampton,
UK). Ilgili gen sekanslar dizilimleri Tablo 3.3.’de verilmistir. Sonuglar kontrol grubuna
gore kat-degisim (fold change) olarak degerlendirildi. Endojen kontrol gen olarak B-actin
kullanild1 ve her bir cDNA 6rnegi igin ti¢ tekrar uygulandi. Real Time PCR reaksiyonu
96 kuyucuklu plaklarda 9 pl cDNA (100 ng), 1 ul Primer Perfect Probe miks ve 10 pl
QuantiTect Probe PCR Master miks (Qiagen, Hilden, Germany) olacak sekilde toplam
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reaksiyon volumii her bir kuyucukta 20 ul’ye tamamlandi. qPCR Hazirlanan reaksiyon
plagi 2 dk 50°C, 10 dk 95 °C’de bir sikliis ve 15 sn 94 °C, 60 sn 60 °C’de 40 sikliis olacak
sekilde yiiriitiildii (Sekil 3.10). Tiim veriler kontrol grubuyla karsilastirmal sekilde 2744

metoduna gore hesaplandi.*t’

95°C | 95°C
10min | 15sec \

60°C
>0 ¢ 1min
2min \ Y
40 cycles

Sekil 3.10. Ger¢ek zamanli PCR reaksiyon 1s1 ve siireleri

3.2.7. Radyolojik Analizler

3.2.7.1. Direkt Radyografi

10., 20., 30. ve 40. giinlerde cekilen direkt grafilerde ratlarin sag femurlar
radyolojik olarak osteomiyelit agisindan agagida belirtilen An ve arkadaslarinin modifiye
edilmis kriterlerine gore degerlendirildi.'®
An ve arkadaslarinin modifiye edilmis radyolojik kronik osteomiyelit kriterleri;
1- Periosteal reaksiyon
2- Osteolizis
3- Sekestrum formasyonu
4- Reaktif kemik olusumu

3.2.8. Mikrobiyolojik Analizler

Her hayvandan aseptik sartlarda kemik 6rnekleri alinarak hassas terazide tartildi
ve kemikler steril havanda, mekanik olarak homojenize edildi. Homojenizasyonu takiben

ornekler seri dilusyonlar yapilarak triptik soy agara yayildi, 37 °C'de 24 saat

inkubasyondan sonra bakteri sayis1 kantitatif olarak saptandi.
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3.2.9. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve
0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Elde edilen
veriler “SPSS Statistics 20" programi kullanilarak analiz edildi. Gruplar aras1 farkin
onemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile ve post-hoc testlerinden
“Duncan” teknigi kullanilarak belirlendi. Her bir farkli harf diger gruptan istatistiksel

olarak farkli oldugunu gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Raman Spektroskopisi ile Yapisal Karakterizasyon Analizi

Sekil 4.1’de BN katkisiz HA numunesine ait Raman spektrumu goriilmektedir.
Spektrumda 962 cm™’de goriilen karakteristik pik, tetrahedral PO4 grubunun (P-O bagi)
tamamen simetrik gerilme modundan (v1) kaynaklanmaktadir.!*%-1?! PO, grubundaki iiglii
dejenere  (P-O-P  bagi) biikilme modu (v4) spektrumumuzda 585 cm™’de
goriilmektedir.??122 1045 cm™’de goriilen orta siddetteki pik, PO4 grubunun (P-O bagi)
liclii dejenere asimetrik gerilme moduna (v3) aittir.??%12 Sekil 4.2, %2 BN igeren HA
kaplamasina ait olup, spektrumda 1367 cm™*de goriilen pik ise, diizlem icerisindeki B-N
Ezq titresim moduna ait olup BN karakteristik pikidir.}24126 Ayn1 pik %10 BN (Sekil 4.3)
ve %25 BN (Sekil 4.4) iceren kaplamalar da tespit edilmistir. Boylece kaplamalarda hem

hidroksiapatit hem de BN’nin varlig1 yapisal olarak ispat edilmistir.

%0.0 BN
=
F 962
(2]
€
3
(o]
(@)

592 1045

600 800 1000 1200 1400 1600

Raman shift (cm™)

Sekil 4.1. %0 BN iceren HA kaplamasina ait Raman spektrumu
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962

Counts (a.u)

1367

592 1046

T T T T T

600 800 1000 1200 1400 1600

Raman shift (cm™)

Sekil 4.2. %2 BN iceren HA kaplamasina ait Raman spektrumu
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Sekil 4.3. %10 BN iceren HA kaplamasina ait Raman spektrumu



%25.0 BN
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Sekil 4.4. %25 BN iceren HA kaplamasina ait Raman spektrumu
4.2. Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen ve Eosin (H&E), boyama yapilan gruplar arasinda inflamasyon
(mononiikleer hiicre infiltrasyonu), reaktif kemik olusumu, Masson Trikrom ile boyama

yapilan gruplar arasinda kollajenizasyon degerlendirilmistir.
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Sekil 4.5. Rat femur kesit goriintiileri. Boya: H&E
A: Saglikli B: Kirik+OM C: Kirik+OM+ANT D: Kirik+OM+0BN
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Sekil 4.6. Rat femur kesit goriintiileri. Boya: H&E
A: Kirtkk+tOM+0BN+ANT B: Kirikk+tOM+2BN C: Kirik+tOM+2BN+ANT
D: Kirikk+OM+10BN
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Sekil 4.7. Rat femur kesit goriintiileri. Boya: H&E
A: Kirtkk+OM+10BN+ANT B: Kirik+OM+25BN C: Kirtk+tOM+25BN+ANT
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Sekil 4.8. Rat femur kesit goriintiileri. Boya: Masson Trikrom
A: Saglikli B: Kirik+OM C: Kirtk+OM+ANT D: Kirik+OM+0BN
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Sekil 4.9. Rat femur kesit goriintiileri. Boya: Masson Trikrom
A: Kirtkkt+tOM+0BN+ANT B: Kirtk+OM+2BN C: Kirtk+tOM+2BN+ANT
D: Kirik+OM+10BN
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Sekil 4.10. Rat femur kesit goriintiileri. Boya: Masson Trikrom
A: Kirikk+OM+10BN+ANT B: Kirik+tOM+25BN C: KirikktOM+25BN+ANT
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Mononiikleer Hiicre Infiltrasyonu
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Sekil 4.11. Tiim gruplarin mononiikleer hiicre infiltrasyon skorlama bulgulari.

Mononiikleer hiicre infiltrasyonuna baktigimiz zaman en fazla artig Kirtk+OM ve
Kirtk+OM+0BN gruplarinda gézlenmis olmakla diger gruplarla kiyaslandiginda bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kirikk+OM+0BN+ANT, Kirik+OM+2BN ve
Kirik+OM+2BN+ANT gruplarina baktigimizda bu artigin anlamli bir sekilde azaldig:
gozlenmistir. Kirtkk+tOM+10BN ve Kirik+OM+25BN gruplarinda ve bu gruplarin
sistemik antibiyotik tedavisi eklenmis gruplarinda Kirik+OM grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir diisiis gézlenmistir. (Sekil 4.11.) (p<0.05)
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Reaktif Kemik Olusumu
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Sekil 4.12. Tiim gruplarin reaktif kemik olusumu skorlama bulgulari.

Histopatolojik bulgularimizda reaktif kemik olusumunu inceledigimizde
Kirikk+OM+ANT, Kirtk+tOM+0BN+ANT, Kirik+tOM+2BN ve KirtktOM+2BN+ANT
gruplarinda saglikli ve Kirtk+OM gruplarina gore reaktif kemik olusumu anlamli olarak
artmistir ve bu gruplarin kendi aralarinda anlamli bir fark bulunamamagstir. En fazla reaktif
kemik olusumu 10BN ve 25BN tedavi gruplarimizda ve bu gruplarin sistemik antibiyotik
tedavisi eklenmis gruplarinda gozlenmistir ve bu gruplardaki artis diger gruplara gore

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (Sekil 4.12.) (p<0.05)
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Kollajenizasyon
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Sekil 4.13. Tiim gruplarin kollajenizasyon skorlama bulgularr.

Histopatolojik olarak inceledigimiz son parametre olan kollajenizasyona
baktigimiz zaman kontrol grubumuzda ve biitlin tedavi gruuplarimizda saglikli
grubumuza kiyasla Kkollajenizasyonda anlamli bir artis olmustur. Kirik+tOM ve
Kirikk+tOM+0BN  grubumuz arasinda anlamli  bir farkliik gdzlenmemistir.
Kirikk+tOM+ANT ve KirtkktOM+0BN+ANT gruplarinda Kirtk+OM grubuna gore
anlaml bir artis gézlenmistir ve bu gruplarin kendi aralarinda anlamli bir fark yoktur.
Kollajenizasyon en fazla Kirikk+tOM+10BN+ANT, Kirik+OM+25BN ve Kirik+tOM+25
BN+ANT gruplarinda goézlenirken bu gruplarin kendi aralarinda anlamli bir farklilik

gozlenmemistir. (Sekil 4.13.) (p<0.05)

4.3. immunohistokimyasal Bulgular
Alinan doku o6rneklerinden immiinohistokimyasal boyama sonucunda TNF-a

immunreaktivitesi incelendi.
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Sekil 4.15. Rat femur kesit goriintiileri. Boya: TNF-a
A: Kirntk+tOM+0BN+ANT B: Kirtk+OM+2BN C: KiriktOM+2BN+ANT
D: Kirtk+OM+10BN
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Sekil 4.16. Rat femur kesit goriintiileri. Boya: TNF-a
A: Kirikk+OM+10BN+ANT B: Kirik+OM+25BN C: Kirikk+tOM+25BN+ANT
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Sekil 4.17. imiinohistokimyasal TNF-o boyama skorlama sonucu.

Immiinohistokimyasal boyama sonucunda elde edilen bulgulara gore tiim
gruplardaki TNF-o imminreaktivitesi saglikli gruba goére anlamli olarak artmustir.
Kirik+OM grubuna gore KirkktOM+ANT grubunda immiinreaktivitesi istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlenmistir. KirtkktOM+ANT, KirikktOM+0BN+ANT,
Kirik+OM-+2BN+ANT, Kirik+OM+10BN, KiriktOM+10BN+ANT, Kirtk+tOM+25BN
gruplarimiz arasinda anlamli bir faklilik gézlenmezken TNF-o imminreaktivitesi bu
gruplarda KiriktOM grubuna kiyasla anlamli bir disiis gostermistir. (Sekil 4.17.)
(p<0.05)

4.4. Molekiiler Bulgular

Calismamizin molekiiler bulgularindan biri olan TNF-o RT-PCR analizi ile gen

ekspresyon diizeyinde incelenmistir.
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TNF-a mRNA Ekspresyonu
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Sekil 4.18. Ratlarin femur dokusundaki TNF-a mRNA ekspresyonlari.

Ratlarin femur dokularindaki TNF-a mRNA ekspresyonlarina baktigimizda
Kirtk+OM grubumuzda saglikli gruba kiyasla anlamli bir artis gozlenmistir. Kirtk+OM
grubuna gore Kirikk+tOM+ANT grubunda ekspresyonda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenmistir ve bu grupla Kirtk+tOM+2BN+ANT grubu arasinda anlamli bir
farklilik yoktur. Kirikk+OM+0BN, ve Kirtk+tOM-+2BN gruplar1 arasinda anlamli bir
farklilik gozlenmemistir. Kirikk+OM+10BN, Kirik+OM+10BN+ANT, Kirik+OM+25BN
ve Kirikk+OM+25BN+ANT gruplarimizin saglikli grupla aralarinda anlamli bir farklilik

bulunamamistir (Sekil 4.18.) (p<0.05).
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BMP-2 mRNA Ekspresyonlari
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Sekil 4.19. Ratlarin femur dokusundaki BMP-2 mRNA ekspresyonlari.

Saglikli grupla kiyaslandiginda tiim gruplarda BMP-2 mRNA ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gozlenmistir. Kirtkk+tOM+0BN ve
Kirik+OM+2BN gruplarinin arasinda anlaml bir farklilik gézlenmezken benzer sekilde
Kirikk+OM+0BN+ANT ve KirtktOM+2BN+ANT gruplar1 arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir.  KirtktOM+10BN, Kirtkk+tOM+10BN+ANT, KiriktOM+25BN ve
Kirik+OM+25BN+ANT gruplarinda Kirik+OM grubuna gore anlamli bir artig vardir. En

fazla artis Kirtkk+OM+25BN+ANT grubunda gézlenmistir. (Sekil 4.19.) (p<0.05)
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ALP mRNA Ekspresyonu
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Sekil 4.20. Ratlarin femur dokusundaki ALP mRNA ekspresyonlari.

ALP ekspresyonlarina baktigimizda Kirik+tOM gurubinda saglikli grupla
kiyaslandiginda anlamli bir diisiis oldugu gozlenmistir. Tiim tedavi gruplarinda ALP
mRNA ekspresyon miktarlarinin Kirtk+OM grubuna goére anlamli bir sekilde artmis
oldugu gozlenmistir. En fazla artis Kirikk+OM+25BN+ANT grubunda olmakla birlikte
Kirik+OM+10BN, Kirik+tOM+10BN+ANT ve Kirik+tOM+25BN gruplarinda da diger
gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur. (Sekil 4.20.) (p<0.05)

4.5. Direkt Radyografi Bulgular

Cektigimiz direkt grafilere gore 10. giinde gruplarin higbirinde periost reaksiyonu,
osteoliz veya sekestrum formasyonu izlenmemistir. 20. giinde ¢ekilen radyografi
goriintiilerine gore saglikli grup hari¢ tiim gruplarda kemik yikimi, periost reaksiyonu,
osteoliz ve sekestrum formasyonunun varligi gézlenmis olup osteomiyelit olustugu tespit
edilmistir.

30. giinde ¢ekilen direkt grafi sonuglarina gore tedavi gruplarinda reaktif kemik
olusumunun arttig1, periost reaksiyonu, osteoliz ve sekestrum formasyonunun Kirik+OM

grubuna gore azaldig tespit edilmistir.
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40. giin grafi sonuglarini inceledigimizde ise tedavi verdigimiz gruplar igerisinde
25BN ve 25BN+ANT gruplari ile 10BN ve 10BN+ANT gruplarinda kemik olusumunun
diger gruplara kiyasla belirgin bir bicimde arttif1 ve periost reaksiyonu, osteoliz ve
sekestrum formasyonunun azalarak enfeksiyonun tedavi edildigi radyolojik olarak

gozlenmistir. (Sekil 4.21-4.24.)

Sekil 4.21. Ttiim gruplarin 10.giin direkt grafi goriintiileri.

1.Saghkl, 2.Kirik+OM, 3.KirtktOM+ANT, 4.Kirtk+tOM+0BN, 5.Kirik+OM+0BN+
ANT, 6. KirikktOM+2BN, 7. Kirtk+tOM-+2BN+ANT, 8.Kirik+OM+10BN, 9. Kirik+OM+
10BN+ANT, 10.Kirik+OM+25BN, 11.Kirik+tOM+25BN+ANT
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Sekil 4.22. Ttiim gruplarin 20.giin direkt grafi goriintiileri.

1.Saglikl, 2.Kirik+OM, 3.KirikktOM+ANT, 4.KiriktOM+0BN, 5.Kirik+OM+0BN+

ANT, 6. Kirnikk+OM+2BN, 7. Kirtk+tOM-+2BN+ANT, 8.Kirik+tOM+10BN, 9. Kirik+OM+
10BN+ANT, 10.Kirik+OM+25BN, 11.Kirikk+tOM+25BN+ANT
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Sekil 4.23. Tiim gruplarin 30.giin direkt grafi goriintiileri.

1.Saglikli, 2.Kirik+OM, 3.Kirik+tOM+ANT, 4.Kirikk+tOM+0BN, 5.Kirik+tOM+0BN+

ANT, 6. Kirnikk+OM+2BN, 7. Kirik+tOM-+2BN+ANT, 8. Kirik+OM+10BN, 9. Kirik+OM+
10BN+ANT, 10.Kirik+OM+25BN, 11.Kirtk+tOM+25BN+ANT
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Sekil 4.24. Tiim gruplarin 40.giin direkt grafi goriintiileri.
1.Saglikli, 2.Kirik+OM, 3.Kirik+tOM+ANT, 4.Kirikk+tOM+0BN, 5.Kirik+tOM+0BN+
ANT, 6. Kirnikk+OM+2BN, 7. Kirik+tOM-+2BN+ANT, 8. Kirik+OM+10BN, 9. Kirik+OM+
10BN+ANT, 10.Kirik+OM+25BN, 11.Kirik+tOM+25BN+ANT

4.6. Mikrobiyolojik Bulgular

Deney sonunda tiim gruplardan mikrobiyolojik analiz i¢in alinan kemik doku
ornekleri ve koloni sayilar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Mikrobiyolojik analizler sonucu
elde ettigimiz sonuclara gore koloni sayist Kirtk+OM grubunda diger gruplara gore
anlaml bir sekilde ylikselmistir. KirtktOM+ANT grubunda Kirik+OM grubuna gore

anlaml bir diisiis gézlenmistir. Biitiin tedavi gruplarimizda Kirik+OM grubuna gore doza

bagimli olarak bir diislis gézlenmistir. Bakteri koloni sayisindaki diisiis en fazla
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Kirik+OM+10BN, Kirik+OM+25BN ve bu gruplarin antibiyotik tedavisi eklenmis

gruplarinda gézlenmistir.

Tablo 4.1. Mikrobiyolojik koloni sayimlar1 (CFU/g)

GRUPLAR
1. Saghkh
2. Kink+OM
3. Kirikk +OM+ANT
4. Kirikk +OM+0BN
5. Kirnnkk +OM+0BN+ANT
6. Kinnkk +OM+2BN
7. Kink +OM+2BN+ANT
8. Kirikk +OM+10BN
9. Kirikk +OM+10BN+ANT
10. Kirik +OM+25BN

11. Kirik +OM+25BN+ANT

CFU/g

6,4x10°
4,9 x10°
4,0 x10°
8,4 x10°
4,5 x10°
3,4x10°
4,0 x10*
2,3 x10*
9,6 x10°

8x10°
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5. TARTISMA

Osteomiyelit ¢oziimii zor, masrafli, morbiditesi yiiksek, isgiicli kayb1 yaratan ve
hastada psikososyal problemleri de beraberinde getiren bir sorundur. Yiiksek morbidite
orantyla hastanin hayat kalitesini 6dnemli oranda etkileyen osteomiyelit, gerek cerrahi,
gerek medikal tedavinin kombinasyonuyla dahi tedavisi zor olan ve halen enfeksiyon
hastaliklar1 ve ortopedistleri ugrastiran, klinik seyri nedeniyle hayatin bir veya birden
fazla déneminde tekrarlayabilen bir hastalik olarak karsilasilmaya devam etmektedir.*?
Osteomiyelit tedavisi, 1940°larda penisilinin klinik kullanim amaciyla tiretilmesinden bu
yana onemli gelisme gostermistir.!? Enfeksiyon tedavisindeki bu devrimden sonra
osteomiyelit, yliksek mortalitesi olan bir hastalik olmaktan cikip, daha ¢ok yiiksek
morbiditeli bir hastalik grubuna girmistir.?2 Ortopedik bir implantin operasyon sonrasi
enfeksiyonu cok yikici sonuglar ortaya ¢ikarir. Implant yiizeyinde olusan biyofilm
tabakas1 bakterinin, antibiyotiklere ve hastanin immiin sistemine karsi direncini
kuvvetlendirir.* Medikal teknolojideki ilerlemeler sayesinde, son derece diisiik profilli
ancak biyomekanik olarak stabil ve giivenilir, implantlar kullanilarak hastalar ¢ok erken
ve giivenle mobilize edilebilmektedir.* Bu sik kullanimla beraber, goriilme siklig1 son
yillarda ciddi olarak azalsa da erken ya da ge¢ cerrahi komplikasyonlarla da
karsilagilmaktadir.* Osteomiyelit komplikasyonlar1 arasinda septisemi, septik artrit,
kisalik, acisal deformiteler, patolojik fraktiir, eklem kontraktiirii, kronik osteomiyelit ve
bunun komplikasyonu olarak amiloidoz, yassi epitel hiicreli kanser, kirik ve psddoartroz
sayilabilmektedir.!* Bu komplikasyonlar arasinda, gelisen enfeksiyonlar hem ciddi
morbiditeye neden olmakta hem de tedavi maliyetlerini arttirarak saglik ekonomisi
acisindan 6nemli bir ylik olusturmaktadir. Elektif cerrahiler sonrasi gelisen enfeksiyon
oranlar1 diisiik iken oOzellikle implant kullanilan operasyonlar sonrast bu oran

yiikselmektedir. Osteomiyelite neden olan siire¢ mediiller araligin, Havers sistemlerinin
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akut enflamasyonuyla tetiklenir ve etkilenen alanin periosteumunu da kapsayacak sekilde
genisler ve vaskiiler kollaps, stasis, vendz tromboz ve iskemi ile sonuglanir.%® Kemik,
tizerindeki 1srarci irin, goriinen fistiiller ya da deri ve mukozal apselerle mikroorganizma
birikimini kolaylastirict bir yap1 halini alir. Genel itibariyle ortopedik cerrahinin diger
cerrahi branglardan, cerrahi islem sirasinda kemigin vaskiiler desteginde rol alan
periostun siyrilmasi, mediller kanalin oyulmasi gibi sebeplerle beslenmesinin
bozulabilmesi, mikroorganizmalarin kemik dokuya tutunmalarina yardimci olan bir
ortamin olusmasi ve bir implantin kullanilmasi sonucu bir biyofilm tabakasi olugsmasi gibi
farkli yonleri vardir.!® ® Onceleri 6liim nedenleri arasinda iist siralarda yer alan
osteomiyelit, glinlimiizde gelisen bakim sartlari, sterilite uygulamalari, cerrahi tedavi
modaliteleri ve antibiyoterapilerle tedavi edilmeye calisilmakta olup osteomiyelite bagl
oliimler artik nadiren gozlenmektedir.!* Ayrica giiniimiizde antibiyotiklerle bircok
bakteriye karsi elde edilen yiiksek basar1 oranlari kemik ve eklem enfeksiyonlarinda
gecerli degildir.

Insan saglhigi, dogrudan saghk hizmetiyle ve iizerindeki etkisiyle iliskili
oldugundan dolay1 biyomalzeme alanindaki gelismeler hizl1 bir sekilde artmakta ve 6nem
arz etmektedir. 21. yiizyilda basta bilisim teknolojileri ve ila¢ sanayi olmak iizere yeni
malzeme teknolojileri, biyoteknoloji ve nanoteknoloji gibi ¢agin ileri teknolojileri
konusunda 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Diinya iizerinde nano malzemelerle 1lgili
gelismelere bakildiginda insan sagligiyla ilgili olanlar cok daha biiylik 6nem tasimaktadir.
BN de kendine has fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olusu nedeni ile biyomalzeme
uygulamalarinda tercih edilen bir malzemedir. Bor bilesikleri giiniimiizde yaygin olarak
yeni kullanim alanlar1 bulmaktadir. Bu bilesikler ylizyila damgasini vuracak degerdedir
ve en bliyllk hammadde kaynagina sahip olan Tiirkiye i¢in ¢ok biiyiilk 6nem arz

etmektedir. Tiirkiye diinya bor rezervinde birinci sirada olmasmma ragmen bor
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kimyasallar1 ve ug iirlinlerinin iiretimi ve pazarinda 6n siralarda yer almamaktadir.
Tirkiye'nin refah1 ve bu konuda diinya pazarlarinda s6z sahibi olabilmek i¢in bu
kaynaklarin rasyonel olarak degerlendirilmesi gelecegimiz i¢in ¢ok Onemlidir.
Tirkiye’nin zenginligi olan borun ug iirlinlerinden olan BN’nin sanayide yaygin sekilde
kullanilmasimi saglamak tizere BN kaplamalar on plana ¢ikmaktadir. Borik asit
bilesiklerinin antibakteriyel ve antienflamatuvar etkisi daha dnce bildirilmistir.*® 1° Bor
iceren bir¢ok bilesik hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarda giiclii antibakteriyel
aktivite gostermislerdir.*® 2° Yapilan calismalarda bazi bor tiirlerinin gram pozitif ve gram
negatif antibakteriyel etki gosterdigi belirtilmistir.???° Ayrica yapilan bir calismada
heterosiklik borik asidin kinolon veya makrolidlere hassas veya direngli baz1 Stafilokus
suslarina (strain) karsi antibakteriyal mekanizmasi gosterilmistir ve bu bor bilesikleri
siprofloksasinin  Stafilokkus 119B’ye kars1 antibakteriyel aktivitesini yeniden
kazandirabilecek yeni nesil NorA effluks inhibitor olabilecekleri bulunmustur.®® Yine
baska bir ¢alismada borun S. aureus da dahil olmak {izere birgok bakteri tizerindeki
minimum inhibitér konsantrasyonu ve minimum bakterisid konsantrasyonu tespit
edilmistir.*?’. Yine baska bir ¢alismada borun S. aureus da dahil olmak iizere bircok
bakteri {izerindeki minimum inhibitér konsantrasyonu ve minimum bakterisid
konsantrasyonu tespit edilmistir.!?’

Biz de bu ¢alismada deneysel olarak osteomiyelit olusturdugumuz ratlara BN ile
kaplanmis K teli implante ederek osteomiyelit tedavisindeki etkinligini arastirmay:
planladik.

Bu ¢alisma ile BN’nin kemik enfeksiyonlarinda etkinligi gosterilebilirse, bu
yontem klinik olarak kemik enfeksiyonlarinda, cerrahi ve antibiyoterapiye yardimci bir
tedavi olarak kullanilabilecek bir yontem olacaktir. Boylece osteomiyelit tedavisine ciddi

katki saglayacagi ve ortopedinin Onemli bir probleminin ¢6ziimiine 1s1k tutacagi
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diisiincesindeyiz. Lokal bor kaplanmis implant kullaniminin mevcut yontemlere kiyasla
tedavi siiresini kisaltmasi, ikinci bir cerrahiye gerek duyulmasi asamasini ortadan
kaldirmasi, tedavi maliyetini diisiirmesi, morbiditeyi azaltmasi osteomiyelit tedavisindeki
cok onemli avantajlar1 olacaktir.

Osteomiyelitte histopatolojik olarak hastaligin erken donemlerinde nétrofil
hakimiyetinin oldugu polimorf niiveli I6kositlerin infiltrasyonu gézlenirken daha sonraki
gec donemlerde mononiikleer hiicre infiltrasyonu hakimdir.?® Bizim ¢alismamizda agik
kirik olusturulmus ve osteomiyelit gelistirilmis gruplardaki ratlar 40 giiniin sonunda
sakrifiye edilip patoloji Ornekleri alinmis ve patolojik olarak mononiikleer hiicre
infiltrasyonu skorlamasi yapilmistir. Osteomiyelit olusturup herhangi bir tedavi
uygulamadigimiz kontrol grubumuzda ve Kirtk+OM+0BN grubunda en yiiksek diizeyde
mononiikleer hiicre infiltrasyonu gozlenirken gerek sistemik antibiyotik gerek degisik
oranlarda BN igeren K telleri ile tedavi edilen gruplarda mononiikleer hiicre
infiltrasyonunun azalarak saglikli gruba yaklastigi gozlendi. Mononiikleer hiicre
infiltrasyonu kronik donemde taniya yardimci olabilecegi gibi ayni zamanda tedavi
etkinligini de gostermek i¢in kullanilabilecek parametrelerden biridir ve BN igeren veya
sistemik antibiyotik tedavisi alan veya bunlarin kombinasyonunu alan tiim gruplarda
istatistiksel olarak tedavi almayan gruba gore diisme gozlenmis ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu saglikli gruba yaklasmistir. Gruplara baktigimizda BN ve antibiyotik
tedavisi almis gruplar ile sadece BN kaplamasi kullanilmig gruplar arasinda monontikleer
infiltrasyon acisindan herhangi bir fark goriilmemistir. Bu da bize sadece BN
uygulamasinin bile osteomiyelitte koruyucu olabilecegini gostermektedir.

Reaktif kemik olusumu da kirik iyilesmesinin gostergelerinden biridir.}? Bizim
calismamizda da saglikli grup disinda tiim tedavi gruplarinda reaktif kemik olusumu

gozlendi. Reaktif yeni kemik olusumu kronik osteomiyelitte yaygin olarak gozlenebilir
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ve uzun donemde iyilesmenin bir parcasi olarak gorev alir. 3% 13 Bizim calismamizda en
fazla reaktif kemik olusumu BN’nin en yliksek dozlarda kullanildig1 yani %10 ve %25
BN gruplarinda gozlendi. Bu sonuglar bize 6zellikle %10 ve %25 BN uygulanmis
gruplarda en iyi kemik olusumu oldugunu gostermektedir.

Literatiirde kemik iyilesmesinde artmis kollajenizasyonu HA ile iliskilendiren
caligmalar mevcut olmasina ragmen heniiz BN’nin kollajenizasyonu nasil etkiledigine
dair bir ¢alisma mevcut degildir.’®? Bizim c¢alismamizda kirik zemininde olusturulmus
osteomiyelit modelinde saglikli grup haricindeki biitiin gruplarda kollajenizasyonda
artma olustugu histopatolojik olarak gosterilmis ve en fazla artisin da %25 ve %10 BN
iceren gruplarda olustugu gosterilmistir. Histopatolojik sonuglara gore Kirtkk+OM+ANT,
KiriktOM+0BN+ANT ve KiriktOM+2BN+ANT gruplari arasinda herhangi bir
istatistiksel fark yoktur ve ayrica KirikktOM+10BN+ANT, KiriktOM+25BN ve
Kirik+OM+25BN+ANT gruplarinin bu gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde kollajenizasyonu artirmistir. Bu sonuglar bize BN’nin osteomiyelit tedavisinde
belirli dozlarda kullanimini takiben kollajenizasyonu belirgin bigimde artirdigini ortaya
koymaktadir ve kollajenizasyondaki artiga bakarak bu gruplarda kirik iyilesmesinin daha
fazla oldugunu soyleyebiliriz. Proinflamatuvar sitokinlerden biri olan TNF-o’nin
lyilesme siireci igerisinde kemik metabolizmas1 {lizerine olumsuz etkilere yol actigi
bilinmektedir.?3* 134 Kemik hasari iyilesmesinde goriilen inflamatuar fazda, TNF-a &ncii
sentezlenen sitokinler icerinde yer alir ve kemik reabsorbsiyonu uyarir.3®

Biz yaptigimiz bu calismada osteomiyelitte arttig1 bilinen’® TNF-o seviyelerini
hem immiinohistokimyasal hem de molekiiler yontemlerle gostermeyi amagladik.

Simdiye kadar osteoblast farklilagsmasinin inhibitérii ve osteoklast olusumunun bir
aktivatorii olarak bilinen TNF-o’nin ayrica osteoblastogenezi de indiikleyebilecegini

gosteren bazi paradoksal calismalar mevcuttur. Kemik homeostazindaki bu paradoksal
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durum TNF-a konsantrasyonu, maruz kalma siiresi ve maruz birakilan dokunun
farklilasma durumuyla iliskilendirilmektedir.**® Yeni kemik olusumu esnasinda TNF-a,
osteoblastik ve osteoklastik aktivitenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. TNF-a diisiik
dozlarda osteoblast proliferasyonuna neden olurken yiiksek dozlarin in vitro ve in vivo
kemik olusumunu inhibe edebildigi gosterilmistir.*3" 138

Immiinohistokimyasal TNF-o boyamasi sonucu yapilan skorlamaya gére TNF-o.
en fazla tedavi almamis Kirik+OM grubunda immiinpozitiflige neden olmustur. Tedavi
almis tiim gruplarda anlamli diisiisler oldugu gozlenmistir. Immiinohistokimyasal
bulgular arasinda yer alan dikkat c¢ekici bir nokta ise Kirikk+tOM+OBN ve
Kirikk+OM+2BN gruplarinda anlamli TNF-a immiin pozitifligi varken diger gruplarda
TNF-a immiin pozitifligi anlamli bir seklide azalmisti. Yalniz Kirik+OM+25 BN
gruplarinda TNF-a immiin pozitifligindeki diisiis diger gruplardan daha az goriilmiistiir.
Bu durum her ne kadar biyouyumlu oldugu bilinen bir madde de olsa BN’nin belli bir
dozun {izerinde viicutta immdiin cevabi aktive edebildigini diisiindiirmektedir.

Bizim c¢alismamizda ratlarin femur dokusundan olgiilen TNF-oo mRNA
ekspresyonu seviyelerini inceledigimizde en yiiksek ekspresyonun immiinohistokimya
sonuglarimiza paralel olarak Kirik+OM grubunda gergeklestigini gérmekteyiz. Ayrica
Kirikk+OM+10BN, Kirik+tOM+10BN+ANT, Kirtk+tOM+25BN ve Kirik+tOM+25BN+
ANT gruplarinin saglikli grupla arasinda istatistiksel bir fark olmadigini ve bu gruplarin
osteomiyelit iyilesmesi bakimindan daha ileride olduklarini sdyleyebiliriz. Tiim bunlarla
birlikte, TNF-o i¢in KirkktOM+0BN ve KirtkktOM+2BN gruplari arasinda
immiinohistokimyasal ve mRNA ekspresyonlar1 agisindan istatiksel bir fark bulunmayisi
Olctim yaptigimiz donemle de iliskili olabilecegi i¢in bagka bir ¢calismada osteomiyelitin
erken donemlerinde TNF-a seviyelerinin dl¢lilmesi literatiire yapilacak katki bakimindan

faydali olacaktir.
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TNF-a ve BMP-2 hiicre i¢i sinyal yolaklarinda MAPK situmiilasyonu ile benzer
yollardan enflamatuvar cevap olusturmaktadir.®® 4% Ancak kemige olan net etkileri
bakimindan TNF-a kemik dokunun yikimina sebebiyet verirken BMP-2’nin kemik

gelisimine olumlu yonde katk1 yaptig1 bilinmektedir. 41143

BMP-2 transforme edici biiyiime faktorii olan TGF-f siiper ailesinin bir liyesidir.
TGF-B/BMP sinyali hiicresel siireglerin biiylik bir kismindan sorumludurlar ve yasam
boyunca ¢ok bilyilk &nem arz ederler. ** BMP-2 kemotaksis, mitoz, kikirdak
farklilasmas1 ve kikirdak yapinin kemige doniisiimii gibi kemik yapiminda &nemli
adimlar1 yonetmektedir. Ayrica apoptozis, hiicre canliliginin devami, ekstraseliiler
matriks sentezi ve hematopoezin diizenlenmesinde gorev almaktadir.!*® BMP-2
aktivasyonunun ilk basamagi, BMP nin tip 2 reseptorlere baglanmasidir. BMP sinyali
intraselliiler alanda Smadl1/5/8°1 fosforilleyerek Smad4 ile kompleks olusturur ve
nukleusa tasinir bdylece osteojenik genlerin transkripsiyonunu aktive veya inhibe eder.4
Ayrica BMP ailesi bir transkript faktorii olan core-binding factor al (Cbfal)’in sentezini

uyarmak suretiyle osteoblasta 6zgii genlerin aktivasyonunda gorev alirlar.*4’

Literatiirde pek ¢ok calismada tasiyici implantlarin, organik veya inorganik
matrikslerin BMP-2 proteini ile kaplanip kemik rejenerasyonundaki etkisi arastirilmigtir.
Kemik rejenerasyonuna yeterli etki konsantrasyonunu saglayip korumay1 basarabilecek
biyomalzemeler i¢in ¢alismalar devam etmektedir.'*® 149 Yiiksek baglama kapasiteleri
sebebiyle kollajen siingerlere ve hidrojellere BMP-2’nin emdirilerek trabekiiler kemik
lizerine yapilan defektte hacim artis1 olusturarak kemik iyilesmesi tizerine olumlu etkileri
bildirilmistir.®®® Yani BMP-2 kemik rejenerasyonunu géstermede kullanilan basarili bir
belirte¢ olmakla birlikte ayn1 zamanda mevcut tedavi modalitelerini daha yukarilara

tasimaya yardimeci olabilecek bir molekiildiir.
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Bizim ¢alismamizda olgiilen BMP-2 mRNA ekspresyon sonuglarina gore tim
gruplarda saglikli gruba gore anlamli bir artis mevcuttur. BMP-2 mRNA ekspresyon
seviyeleri Kirtk+OM+2BN grubunda daha az olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli
bir bigimde biitiin gruplarda artmistir. En yiiksek artis sirasiyla; Kirtk+tOM+25BN-+ANT,
Kirik+OM+25BN, Kirtk+OM+10BN+ANT, Kirtk+OM+10BN, Kirik+OM+2BN+ANT,
Kirik+OM+2BN seklinde olup bu veriler bize bor ve sistemik antibiyotik uygulamasinin
tek baslarina veya beraber kullanildiklarinda agik kirik zemininde gelisen osteomyelit

Onlenmesi veya tedavisinde iyi bir alternatif olabileceklerini gostermektedir.

BMP-2 iceren biyomateryallerin kemik hasarlarinda kullanilmasi sonucu ALP
aktivitesinin ve mineralize kemik matriksi olusumunun arttigini1 gosteren in vivo ve in
vitro calismalar mevcuttur.’® ALP, bir osteoblastik diferansiyasyon faktoriidiir.*>?
Yapilan ¢alismalarda BMP-2 nin hiicresel mekanizmalarla ALP ekspresyonunu ve
osteoblast mineralizasyonunu kontrol ettigi gosterilmistir.®® Literatiir bilgilerinin
1s1¢inda BMP-2" nin ALP aktivasyonunda rol oynadigini dolayisiyla artmig BMP-2
ekspresyonlarinin ALP ekspresyonlarini artirmasi gerektigi sonucuna ulasilabilir. Bizim
calismamizda neredeyse tiim gruplarda elde ettigimiz ALP ekspresyonlar1 BMP-2
ekspresyonlari ile paralellik gostermektedir.

Radyolojik tetkikler osteomiyelit tanisinda ve tedavi seyrinin izlenmesinde
onemli yer tutmaktadir.*®* Biz ¢alismamizim 10., 20., 30. ve 40. giinlerinde biitiin deney
gruplarina direkt grafi ¢ekimi yaparak hem osteomiyelitin olusumunu hem de verdigimiz
tedavilerin gidisati hakkinda bilgi sahibi olmay1 amagladik. Radyografi sonug¢larimiz
histopatoloji, immiinohistokimyasal ve molekiiler bulgularimizla  paralellik
gostermektedir. 40. giiniin sonunda 10 BN ve 25 BN igeren gruplarimizda radyografik
olarak iyilesme gozlenirken diger gruplarimizda osteomiyelit bulgular1 gériilmeye devam

etmekteydi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonuglar1 bize BN ve sistemik antibiyotik uygulamasinin tek
baslarina veya beraber kullanildiklarinda agik kirik zemininde gelisen osteomiyelitin
Onlenmesi veya tedavisinde iyi bir alternatif olabileceklerini gdstermektedir.

Bizim c¢alismamizin sonuglarini 6zetlersek; oncelikle BN nin 6zellikle %10 ve
%25 oraninda kullanildiginda antibiyotikle kombine edilsin ya da edilmesin ag¢ik kirik
zemininde olusturulan osteomiyelit tedavisi veya 6nlenmesi bakimindan 6nemli etkileri
vardir. Bu ¢alisma ile BN’nin kemik enfeksiyonlarindaki etkinligi ve lokal bor kaplanmig
implant kullanimimin mevcut yontemlere kiyasla tedavi siiresini kisaltmasi, ikinci bir
cerrahiye gerek duyulmasi asamasini ortadan kaldirmasi, tedavi maliyetini diisiirmesi,
morbiditeyi azaltmasi avantajlariyla bu yontem klinik olarak kemik enfeksiyonlarinda,
cerrahi ve antibiyoterapiye yardimci bir tedavi olarak veya osteomiyelit riski tasiyan hasta
gruplarinda kullanilabilecek bir yontem olacaktir. Boylece bor madeni gibi
nanoteknolojik alanlarda kendine gercekten Onemli yerler kazanmis bir elementin
osteomiyelit tedavisine ciddi katki saglayacagi ve ortopedinin 6énemli bir probleminin

¢Oziimiine 151k tutacagi diisiincesindeyiz.
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aragtirma ¢alismasinin yiirtitiilmesinin etik kurallarina uygun olduguna mevcut oy birligiyle karar
verilmigtir.

Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.

Toplant: Tarihi : 25.07.2014
Toplant:1 Sayist : 5
KARARNO  :102- Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Ogretim {iyesi Prof.Dr.Zekai HALICI’'mn yiirittiiciiliiginde, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanliginin Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Molekiiler Farmakoloji Laboratuarinda yiriitilecek
olan “Ratlarda Deneysel Olarak A¢k Femur Kirigi Zemininde Olusturulan Osteomiyelit
Modelinde Farkh Oranlardaki Hidroksiapatit ve/veya Bor Nitriir'iin Etkilerinin Aragtirllmas)”
baglikli aragtirma ¢alimas: ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanhginm 24.06.2014 tarih ve 42190979-01-
02/2901 say1l1 yazis ile ekleri goriistildii.

Yapilan goriismelerden sonra; adi gegen arastirma ¢alismasinin yiiriitiilmesinin, etik kurallarina
uygun oldugunun, mevcut oy birligi ile kabultine; karar verildi.

Adres : Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanhig1. 25240 — Yakutiye / ERZURUM
Telefon : 0-442-231 47 30 Fax : 0-442-231 55 63 e-mail: hadyek@atauni.edu.% |

Dol T o, Dt —

ProfDr. S.Scloub/AT 454N ;-




