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OZET

LOKAL OLARAK UYGULANAN RIFAMISININ BONE MORFOGENETIK
PROTEIN SALINIMI VE YENI KEMIK OLUSUMU UZERINE ETKIiLERININ
DENEYSEL OLARAK INCELENMESI

Emin Celalettin UN
Doktora Tezi, Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Ilker OZEC
2013, 78 Sayfa

Kemik dokusu rejenerasyon Ozelligine sahip bir dokudur. Ancak genis kemik
defektlerinde defektin iyilesme siireci fibroz doku dolumu ile sonuglanabilmekte ve bu
durum defektin rekonstriikksiyonunu engelleyebilmektedir. Yapilan c¢aligmalar, defekt
alaninda “Bone Morfogenetik Protein (BMP)” konsantrasyonunun artmasinin defektin
kemik dokusu dolumuyla iyilesmesini sagladigmni gostermistir. Bu nedenle
arastirmacilar kemik dokuda BMP salinimini artiracak yontem ve faktorler iizerinde
yogunlagmaktadir. Antimikrobiyal ajanlarin yeni kemik olusumu iizerine etkilerini
inceleyen c¢aligmalar mevcuttur. Ancak antimikrobiyal bir ajan olan rifamisinin BMP
salmimi ve yeni kemik olusumu iizerine etkileri konusunda yeterli bilgi mevcut degildir.
Bu caligmanin amaci kemik defektine lokal olarak uygulanan rifamisinin BMP salinimi
ve yeni kemik olusumu iizerine etkilerini incelemektir.

Calismamizda 24 adet Wistar Albino rat kullanilmistir. Deney hayvanlari her
birinde 8 rat olacak sekilde 3 gruba ayrilmistir. 5mm c¢apinda standart kritik boyutta
kemik defekti, sag mandibula angulus bdlgesinde olusturulmustur. Kontrol grubunda
herhangi islem yapilmamustir, ilk deney grubunda defekt rifamisin ile irrige edilmistir,
ikinci deney grubunda ise defekte rifamisin emdirilmis spongostan kollajen
yerlestirilmistir. Tiim hayvanlar 21. giinde sakrifiye edilmistir. Histolojik olarak
immunhistokimyasal (bone morfogenetic protein-2 anti-bodies) ve histomorfometrik
degerlendirme yapilmustir. Istatistiksel yontem olarak Kruskal Wallis analizi ve Mann
Whitney U testi kullanilmustir.

Sonu¢ olarak rifamisin kritik boyutta kemik defektinin iyilesmesine anlamli

derecede katki saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Rejenerasyon, bone morfogenetik protein, rifamisin,

histomorfometri.



ABSTRACT

AN EXPERIMENTAL INVESTIGATION OF LOCALLY APPLIED RIFAMYCIN
EFFECTS ON RELEASE OF BONE MORPHOGENETIC PROTEIN AND NEW
BONE FORMATION

Emin Celalettin UN
Doctorate Thesis, Department of Oral and Maxillofacial Surgery
Supervisor: Dog. Dr. ilker OZEC
2013, 78 pages

Bone is a tissue that have regeneration. But time of defect healing might be concluded
with fibrosis in large bone defect and this condition might be inhibit defect’s
reconstruction. The certain studies showed that to increase of “Bone Morphogenetic
Protein (BMP)” concentration in defect area provide to healing the defect with bone
tissue. So the researcher have study about the method or factor that increased BMP
release and new bone formation. There is various studies that research to effect of
antimicrobial agents to new bone formation. However rifamycin is an antimicrobial
agent, there is no enough information about the effect of BMP release and new bone
formation. In this study, we aimed to investigate the effects on release of BMP and new
bone formation of locally applied rifamycin to bone defects.

24 adult Wistar Albino rats were used in our study. Experimental group animals
were divided into 3 groups of to include 8 rats for each group. Standardized 5.0 mm
diameter critical size bone defect was created in right mandible angulus. In the control
group there has not been any process, the defect was irrigated with rifamycin in the first
experimental group, rifamycin impregnated spongostan collagen was placed in defect in
the second experimental group. All the rats were sacrificed at 21™ day after surgery.
Histological evaluation was performed as histomorphometric and immunhistochemistry
analysis (bone morphogenetic protein-2 anti-bodies). Data were analysed using Kruskal
Wallis analysis and Mann Whiyney U test.

In conclusion rifamycin contributing significantly to healing to critical size bone
defect.

Key Words: Regeneration, Bone  Morphogenetic  Protein,  Rifamycin,
Histomorphometry
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1. GIRIS

Kemik, viicudun yap1 iskeletini olusturmak i¢cin 6zellesmis bir bag dokusudur. Ancak
kemik dokunun gorevi sadece diger dokulardan tesekkiil eden yapilar1 desteklemekle
siirl degildir. Ayn1 zamanda c¢esitli viicut bosluklarindaki hayati organlar1 korumak,
kan hiicrelerinin iiretildigi kemik iligini barindirmak ve kalsiyum, fosfor gibi mineraller
icin depo olusturmak gibi vazifeleri de goriir. Kemik doku organizmanin yasami
boyunca olusabilecek bir yaralanmaya, bazen skar dokusu dahi olugmadan, tamirle
cevap verebilen yiiksek derecede rejenerasyon 6zelligine sahip bir dokudur. Yaralanan
kemik yap1, sekil ve fonksiyonunu yeniden kazanabilmektedir. Fakat yaralanma boyutu
biiyiik oldugu zaman iyilesme sinirli kalabilmektedir (Ozeg ve ark., 2007; Kruse ve ark.,
2010; Donos ve ark., 2011). Kritik boyutlu defekt; kemik dokuda, canlinin yasami
boyunca sekil ve fonksiyon olarak kendiliginden tamamen iyilesmesinin miimkiin
olamayacag1 boyuttaki defekt anlamma gelir. Bu tip defektler, kemik dokudan ¢ok
fibroz bag dokusuyla dolum ve iyilesme gostermektedir (Develioglu, 2003; Ozeg ve
ark., 2007; Schmidmaier ve ark., 2009).

Kemik defektlerinin tamiri ve restorasyonunun ¢ok eski bir tarihi vardir. M.O.
3000’li yillarda maden devrinde cerrahlar rekonstriiksiyon amaciyla altin ve giimiis
tabakalar1 greft materyali gibi kullaniyorlard: (Kahnberg, 2005). Ozellikle 20. Yy.da
greft materyalleri lizerine ¢aligmalar iyice yogunlasmig ve otojen, allojen, ksenogreftler
genis kullanim alan1 bulmustur.

Kendiliginden tamiri miimkiin olmayan defektlerde tedavi i¢in otojen greft
uygulamasi altin standart olarak kabul edilir (Ozec ve ark., 2007). Ancak otojen kemik
greftlerinin baz1 dezavantajlari, bu greft tiriinlin kullanimmni ciddi anlamda
kisitlayabilmektedir. Giintimiizde arastirmacilar kritik boyutta kemik defekti
iyilesmesini saglamak amaciyla c¢esitli biiyiime faktorlerini defekt alanina lokal
uygulamis ve iyilesmede pozitif etkilerini gérmiislerdir (Srouji ve ark., 2005; Gomez ve
ark., 2006; Santana ve Trackman, 2006).

Takagi ve Urist (1982), 6 aylik Srague Dawley ratlarinda 8 mm.lik defekt
olusturup iyilesmeyi histolojik yonden incelemislerdir. Defektin kemik iyilesmesiyle
capmnin 5 mm’ye diistiigiinii gozlemlemislerdir. Ancak defektin merkezi fibroz bag
dokuyla iyilesme gostermistir. Halbuki “Bone Morfogenetik Protein (BMP)”

uygulanmis deney defektlerinde neredeyse tamamen bir iyilesme olmustur.



BMP ailesi kritik boyutlu defektin iyilesmesinde olumlu etki yapan faktorler
arasinda en yiiksek osteoinduktif etkiye sahip gruptur (Ozeg ve Yeler, 2003; Ozec ve
ark., 2007; Yildirim ve ark., 2009; Kanczler ve ark., 2010). Defekt alanina lokal olarak
uygulanmast veya ilgili alanda BMP salimiminin artmasi iyilesmede olumlu etkiler
olusturur (Ozeg ve Yeler, 2003).

BMP’ler transforming growth faktor beta (TGF-B) siiperfamilyast iyesidir.
Gunumizde 15 adet BMP tanimlanmistir. BMP-2, BMP-4 ve BMP-7’nin en etkin
osteoindiiktif ozelliklere sahip oldugu ve bu iicii arasinda da BMP-2’nin kemik
indiiksiyonu 6zelligi en fazla olan protein oldugu goriilmiistiir (Yasko, 1992; Wozney,
1995; Kusumoto ve ark., 1996; Boyne ve ark., 1997; Kusumoto ve ark., 1997; Kubler
ve ark. 1998; Ripamonti ve Duneas, 1998; Groeneveld ve Burger, 2000; Seto ve ark.,
2001; Ozeg ve Yeler, 2003; Ozeg ve ark., 2007; Yildirim ve ark., 2009).

Son zamanlarda in vivo ortamda yapilan BMP calismalar1 daha ¢ok BMP
salmimin1 ve dolayisiyla kemik olusumunu artiracak biyomateryaller iizerinedir.
Ornegin serum kolesterol seviyesini diisiirmek icin kullanilan bir ilag olan statinlerin
kemik olusumunu artirdigr gorilmiistiir. Olayin mekanizmasinin incelenmesi
sonucunda, statinlerin kemik hucrelerinden BMP-2 salimimimi artirarak  kemik
olusumunu stimiile ettikleri belirlenmistir (Ozeg ve ark., 2007).

Rifamisin gunumuzde tiberkiloz tedavisinde ve meningokok bekterilerin yol
act1g1 hastaliklarin proflaksisinde siklikla kullanilan bir antibiyotiktir (Sehitoglu ve ark.,
1992; Kayaalp, 2009). Streptomyces Meditarranei’dan tiretilmis ve Rifamisin A, B, C,
D ve E diye adlandirilan 5 alt gruba ayrilmistir (Kayaalp, 2009). Rifamisin siklikla agik
ve kapali yaralarin irrigasyonunda, enfekte olmus cerrahi ya da kutandz yaralarmn
tedavisinde kullanilmaktadir (Tagsdemir, 2011). Rifamisinin yan etkileri olduk¢a azdir.
Genellikle ilac1 aralikli alan kisilerde grip benzeri semptomlar goriilmektedir. Rapor
edilen diger yan etkiler interstisyal nefrit, trombositopeni ve hemolitik anemidir
(Kayaalp, 2009; Tasdemir, 2011).

Dis hekimliginde rifamisin kok kanali ve pulpal kavite enfeksiyonlarinda, abse
formasyonunda, maksiller sinls veya fistil temizlenmesi gibi gram(+) organizmalar
tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda lokal olarak kullanilir (Carvalho ve ark., 1997).
Calvalho ve ark. (1997) yaptiklar1 bir ¢calismada 64 ratta dis ¢ekimi yapmis ve ¢ekim
soketlerinde fibrinolitik alveolit olusmasini saglamislardir. Daha sonra ratlar1 4 gruba
ayrmuslardir. 1. grupta bir tedavi uygulanmamis, 2. grupta sokete Gelfoam

yerlestirilmis, 3. grupta soket Rifosin M (75 ml) ile irrige edilmis, 4. grupta ise sokete
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Rifosin M emdirilmis Gelfoam yerlestirilmistir. 21 gilinlin sonunda arastirmacilar
yapilan histolojik incelemede 1. ve 2. grupta belirgin bir iyilesme olmadigini, 4. grupta
ise seyrek kemik yapimlarini izlemislerdir. Buna karsin 3. grupta soketin servikal ve
orta Uclisiiniin tamamen farklilagsmis kemikle doldugunu belirtmiglerdir. Tasdemir ve
ark. (2011) yaptig1 baska bir galismada kontamine olan otojen grefti, rifamisin ile
dekontamine ederek uygulamig ve 21.giinde sakrifiye edilen deney grubunda greft
alanindaki BMP-2 miktarinin, kontrol grubuna kiyasla yaklasik 3 kat fazla oldugunu ve
bunun istatistiksel anlamli oldugunu gormiistiir.

Bu projenin hipotezi, yukarida bahsedilen ¢aligmalarin sonuglarina bagli olarak
kurgulanmig ve antimikrobiyal bir ajan olan ve lokal olarak cerrahi iglemlerde siklikla
kullanilan rifamisinin, BMP-2 salmimi ve yeni kemik olusumu {iizerine etkisinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kemik Doku

Kemik, viicuttaki birgok fonksiyonu yerine getirebilmek igin 6zellesmis, hiicre disi
matriksin kalsifikasyon olarak adlandirilan bir islemle kalsiyum ve fosfat tuzlarmna
doymasi ile olusan sert, biikiilmez bir bag dokusudur. En 6nemli gdrevi viicudun yap1
iskeletini olusturmaktir. Ayrica cesitli viicut bosluklarindaki hayati organlar1 korumak,
kan hiicrelerinin iiretildigi kemik iligini barindirmak, kalsiyum ve fosfor gibi mineraller
icin depo olusturmak gibi gorevleri de vardir (Altay, 2006; Kierszenbaum, 2006;
Ozyigit, 2007).

Kemik dokuda dikkat ¢eken diger bir 6zellik de yapisal organizasyonudur. Kemik
olduk¢a dayanikli bir yap1 olmasina karsin hafiftir ve viicut agirhgmnin sadece onda
birini olusturur (Ozyigit, 2007). Gerilme ve kirilmaya karsi direnci dogadaki bircok
metalden fazla olmasina ragmen esnek ve elastik bir yapiya sahiptir. Fizyolojik smirlar1
asmayan kuvvetlerle egildiginde ya da biikiildigiinde eski formuna donebilir. Kemigin
direncinin en diisiik oldugu kuvvetler rotasyonel kuvvetlerdir (Nordin ve Frankel, 1990;
Ozyigit, 2007).

Kemik dokusu; kortikal (kompakt veya lamellar) ve spongioz (stingerimsi veya
kansell6z) kemik olarak ikiye ayrilir. Kortikal kemik, yass1 kemiklerin (kafatasi, gogiis
kemikleri vb.) i¢ ve dis tabakalarmi ve uzun kemiklerin (tibia, femur vb.) dis yiizlinii
olusturur. Kortikal kemigin ana yapisini “osteon” denen bir sistem olusturur. Osteon;
vertikal dizili vaskiiler kanallar1 (havers kanallar1) saran silindirik sekilli vaskiiler kemik
dizisidir. Horizontal dizilimli kanallar (volkman kanallar1) ise komsu osteonlari
birlestirir. Kortikal kemigin mekanik dayanimi bu osteonlarn siki dizilimine baghdir
(Young ve Heath, 2000; Kalfas, 2001; Altay, 2006). Spongioz kemik ise kortikal kemik
yiizleri arasini doldurur. Balpetegi goriiniimlii, hematopoetik elemanlar iceren kemik
iligini barindirir. Bal petegi goriiniimii kemik iligi tarafindan doldurulan boslugu
smirlayan trabekiilerin olusturdugu bir ag Orgiisiinden kaynaklanir. Trabekiiller
genellikle kortekse dik yerlesimli uzanir. Spongioz kemigin bu yapisi, baski ve gerilim
tipi streslere karsi mekanik dayanimini artirir (Gehron-Robey ve Boskey, 1996; Gorski,
1998; Tanaka ve ark., 2000; Kalfas, 2001; Alturfan ve Akalin, 2002; Altay, 2006;
Tasdemir, 2011) (Bkz. Sekil 2.1).

Biitiin kemiklerin i¢ ve dis ylizeyleri, kemik yapan ve tamir eden hiicreler igeren,

dis yilizeylerde “periosteum” ve i¢ ylizeylerde “endosteum” olarak adlandirilan doku
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tabakalar1 ile ortilidir (Park ve Bronzino, 2002; Junqueira ve Carneiro, 2006;
Kierszenbaum, 2006). Periosteum, eklem yiizeyleri hari¢ kemigi digtan saran sik1 bag
dokusudur. Kemige sikica baglantis1 “sharpey lifleri” denen, dik veya oblik yonde
uzanarak dis esas lamellere kadar kemige sokulan periostal kollajen lifler ile
saglanmistir. Periosteum; dista siki fibroz, igte gevsek ve hiicreden zengin (kambiyum
tabakast) olmak {iizere iki tabakadan olusur. Kemik progenitdr hiicreleri ve biiylime
faktorleri periosteumun kambiyum tabakasinda bulunur (Kierszenbaum, 2006; Ozyigit,
2007). Endosteum, kemik iligini barmdiran i¢ kemik bosluklarmin ylizeyini orten ince
retikiiler bag dokusu tabakasidir. Hem kemik hem de kan hiicreleri yapma potansiyeline

sahiptir (Kierszenbaum, 2006; Durmus, 1995).

Kompakt
kemik

Siingerimsi
kemik (diploe)

Osteon
L. (Haversian
sistemi)

Trabekiil

Merkezi kanal  Mineralize matriks

Sekil 2.1 Yass1 kemikte i¢ ve dig yiizeylerdeki kompakt kemik ve arasindaki siingerimsi
kemigin sematik gdriinlimii (Thibodeau, G.A. and Patton, K.T. (2003). Anatomy and Physiology, 5
ed., Mosby Inc., China, 190-202p)



2.1.1 Kemigin Yapisal Elemanlan

2.1.1.1 Hicresel Elemanlar

2.1.1.1.1 Osteoblastlar

Kemik matriksinin organik bilesenlerinin (kollajen, proteoglikan, glikoprotein vb.)
sentezinden ve mineralizasyonundan sorumlu, yeni kemik olusturma yetenegine sahip
hiicrelerdir. Ayrica kemigin inorganik bilesenlerinin organik matriks icerisinde
cOkelmesi yine osteoblast varligina baghdir. Embriyonel yasamda mezenkim
hiicrelerinden, daha sonralari da bag dokusunun geng fibrositlerinden (fibroblastlar)
farklilagir ve etraflarina kemik doku matriksini salgilayarak doku icerisinde kalir ve
mineralizasyondan sonra osteositlere degisirler. Osteoblastlar 06zellikle kemik
yiizeylerinde tek katli epitelyum hiicreleri gibi yan yana tek sira olarak dizilmiglerdir.
Kiibik veya prizmatik sekilli ve bazofilik sitoplazmaya sahiptirler. Bazofilik
sitoplazmalar1 RNA’dan zengin ribozomlarn ¢ok bol miktarda bulunmasindan
kaynaklanir. Biiylime faktorleri, protein ve kollajen gibi organik bilesenler
salgiladiklarindan graniiler endoplazmik retikulumlar1 ve golgi aparatuslar1 ¢ok iyi
gelismistir (Altay, 2006; Junqueira ve Carneiro, 2006; Kierszenbaum, 2006).

Osteoid, osteoblastlar tarafindan olusturulan, ozellikle tip I kollajen ve
proteoglikanlardan zengin heniiz kalsifiye olmamis matriks tabakasidir. Bu tabaka yan
yana dizilmis osteoblastlar ile olgunlasmis kemik yiizeyi arasinda bulunur.
Osteoblastlardaki alkalen fosfatazin osteoid igerisine geg¢mesiyle ortamda bulunan
organik fosfat esterlerinden ayrilan fosfat grubu, kan ve doku sivist i¢erisinde bulunan
kalsiyum tuzlariyla birlesip kalsiyum fosfat halinde c¢okmesiyle kalsifikasyon
gerceklesmis olur. Bdylece kalsifiye kemik icerisinde kalmis olan osteoblastlar,
osteositlere dontismiis olur (Junqueira ve Carneiro, 2006; Kierszenbaum, 2006) (Bkz
Sekil 2.2).

Osteoblastlar; tip 1 kollajen, glikoprotein, proteoglikan, osteonektin, osteokalsin
gibi proteinleri salgilarlar. Ayrica kemik rejenerasyonunda hayati 6nemi olan “bone
morphogenetic protein (BMP)”, “transforming growth factor (TGF)”, “Insulin growth
factor (IGF)” gibi buyume faktorleri ve sinyal proteinlerini de sentezleyen
osteoblastlarin yiizeyinde c¢esitli hormonlar, vitaminler ve reseptorler de bulunur
(Cormack, 1993; Bancroft ve Stevens, 1996; Lynch ve ark., 1999; Gartner ve Hiatt,
2001; Fawcett ve Jensh, 2002; Altay, 2006; Ozyigit, 2007).
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Osteoklast Monosit

Sekil 2.2 Kemik hiicrelerinin farklilagma yollarmin sematik gdsterimi (Kierszenbaum, A.L.
(2006). Histoloji ve Hiicre Biyolojisi: Patolojiye Giris, Palme Yaywcilik (Ceviri Ed.: Prof. Dr. Ramazan
Demir), Istanbul)

2.1.1.1.2 Osteositler
Kalsifikasyondan sonra olgunlagsmis kemik igerisinde kalan osteoblastlardan
farklilagmis hiicrelerdir. Matriks kanalciklar1 arasindaki bosluklarda (lakiina)
bulunurlar. Farklilagsma sirasinda, damar yapiyla ve komsu hiicrelerle iletisim halinde
olmak igin cevreye sitoplazmik uzantilar gonderirler. Bu uzantilar sayesinde kemik
stvist en derinde bulunan osteositlere kadar uzanmis olur ve dolayisiyla gerekli
metabolitlerin ve iyonlarin transfer edilebilmesi saglanir (Mundy ve Martin, 1993;
Garant, 2003; Fonseca ve ark., 2005; Junqueira ve Carneiro, 2006) (Bkz. Sekil 2.3).
Osteositler, iginde bulunduklar1 lakiina ile ayni sekilde olup kesitlerinde yassi ve
ovaldirler. Kemige gelen kuvvetler karsisinda salgiladiklar1 faktorler sayesinde pre-
osteoblastlar sayica artar ve kemikte remodelasyon ve apozisyon mekanizmasi ¢aligir

(Bancroft ve Stevens, 1996; Gartner ve Hiatt, 2001).



-f'ﬁ‘: Dst;ﬂsi_t uzantisi

L.

Sekil 2.3 Osteositin kanalikil igerisindeki sitoplazmik uzantisinin uzunlamasina kesiti
(Fonseca, R.J., Walker, R.V., Betts, N.J., Barber, H.D., Powers, M.P. (2005). Oral and Maxillofacial
Trauma, 3 rd edition, Elsevier Saunders, China, Vol. 1)

2.1.1.1.3 Osteoklastlar
Diger kemik hiicrelerine nazaran ¢ok daha biiyiik, ¢cok ¢ekirdekli (2-100 cekirdek),
genellikle diizensiz sekilli, hareket edebilen hiicrelerdir (Junqueira ve Carneiro, 2006;
Ozyigit, 2007). Osteoklastlar; osteoprogenitér kok hiicreler, mononiikleer fagosit
sistemi hiicreleri, dolagimdaki farklilasmamis mononiikleer hiicrelerden (pre-osteoklast)
koken alirlar (Ozyigit, 2007). Osteoklastlar, “howship lakiinas’” denen, kemigin
enzimlerle eritilip oyuldugu g¢ukurcuklara yayilmiglardir (Junqueira ve Carneiro, 2006).
Osteoklastlarin sitoplazmalarinda asit fosfataz igeren graniiller bulunur. Aktif
osteoklastlarda kemik matriksine bakan ylizey diizensizce katlanip fircams1 bir kenar

olusturur. Bu kenarin etrafinda organel icermeyen sitoplazmik bir bolge (seffaf bolge)



olusur. Bu bolge aktin flamanlarindan zengindir. Burasi osteoklastin kemik matriksine
tutundugu alandir ve rezorbsiyon i¢in mikrogevre olusturur (Balli, 2004; Junqueira ve
Carneiro, 2006). Hidrojen iyonlari, serbest radikaller, asit fosfatazlar ve katepsin gibi
lizozomal proteazlar kivrimli kenardan salinirlar. Bu ajanlar alttaki kemigin rezorbe
olmasini saglar (Bkz. Sekil 2.4). Rezorbsiyon alani osteoklastin tikag kusagi ile
smirlandirilir. Bu kusakta integrin, vitronektin ve osteopontin bulunmaktadir (Ozyigit,
2007). Aktif kemik rezorbsiyonu, kemik yilizeyindeki howship lakiinalarinda osteoklast
varlig1 ile tanimlanir. Bu sekildeki rezorbsiyon alani diizensiz goriiniimdedir ve osteoid
icermez. Bu durum osteoklastlarin sadece mineralize kemik matriksinin bulundugu
alanlarda aktif oldugu disiincesine gotiiriir (Balli, 2004).

Kemik ¢oziinmesi saglandiktan sonra osteoklastlar, kollajen yikimi ve kalsiyum
tuzlarmin eritilerek emilmesi icin kollajenaz ve diger enzimleri salgilarlar. Boylece
ac1ga ¢ikan yikim triinlerini hiicre altindaki cebe pompalarlar. Daha sonra bu {iriinler,
kapillerlere gecirilerek dolasima katilmis olur (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Osteoklastlarin etkinlikleri; bifosfonatlar, kalsitonin ve Ostrojen hormonlariin
etkileriyle azalirken tiroksin,paratiroid hormonlar ve D vitamini ile artar (Yang ve ark.,
1996; Wozney, 1998). Ancak osteoklastlarin paratiroid hormon reseptorleri yoktur.
Buna karsilik osteoblastlarda paratiroid hormon reseptdrii vardir ve bu hormon ile
uyarildiklarinda osteoklast uyarici faktor olan “sitokin” tretirler (Junqueira ve Carneiro,
2006).



KALSITONIN: Reseptore
baglanarak kivrimhi kenar

olugmasini inhibe eder Osteoblastlardan salinan faktsr(ler)

Tartrat-direncli asit osteoklastik kemik rezorbsiyonunu
(-) fospataz (TRAP) indikler

(+) TGF-p nin reseptdrlere
baglanmasi kemik
rezorbsiyonunu inhibe
eder

)

Kivrimh kenar Asit
ATPaz pompasi ‘L lizozomal

proteazlar

Ca2+ Howship lakiinii
I

H+

| |
Kivriml kenar olugmasi icin Tikama kusag

tirozin kinaz reseptérii
gereklidir

Sekil 2.4 Rezorbsiyon alanindaki bir osteoklastin sematik goriintlisii (Fonseca, R.J.,
Walker, R.V., Betts, N.J., Barber, H.D., Powers, M.P. (2005). Oral and Maxillofacial Trauma, 3 rd

edition, Elsevier Saunders, China, Vol. 1)

2.1.1.1.4 Osteoprogenitor hicreler

Mezenkim kaynakli ana hiicrelerin alt grubunu olustururlar. Osteoprogenitr hiicreler
mitoz boliinme yetenegine sahip olup ¢esitli kemik hiicrelerine farklilagma kapasitesine
sahiptirler. Bu hiicreler kemik ylizeyi yakinlarinda, periosteumun i¢ ylizeyinde,
endosteumda ve kompakt kemigin vaskiiler kanallarinda bulunur. Osteoprogenitor
hiicreler ig seklinde ve oval ¢ekirdeklidirler (Erdogan ve ark., 1999).

Elektron mikroskop ile yapilan ¢aligmalarda iki tip osteoprogenitdr hiicre tespit
edilmistir. Birincisi, gelismemis endoplazmik retikulum ve az gelismis golgi cisimcigi
ile karakterize pre-osteoblastlardir. ikincisi ise belirgin mitokondri ve ¢ok sayida serbest
ribozomlar1 ile karakterize osteoklastlara Onciililk eden hiicrelerdir (Kocaelli, 2000).
Ayrica bu hiicrelerin diisiik oksijen konsantrasyonlarinda kondroblastlara doniisme

kapasiteleri de vardir (Gartner ve Hiatt, 2001; Fawcett ve Jensh, 2002).

2.1.1.2 Kemik Matriksi
Organik materyal ve inorganik tuzlardan olusmaktadir. Tipik olarak lamellar kemigin %
8’1 su, % 92’si kat1 materyallerden olugsmaktadir. Kati1 materyalin de % 21’ini organik

matriks, %71’ini de inorganik matriks olusturur (Fonseca ve ark., 2005).
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2.1.1.2.1 Organik Matriks

Organik matriks, inorganik tuzlarin depolanip kristallesmesi i¢in kemige formunu verir.
Matriksin  %90’1 kollajen, geri kalani proteindir. En sik rastlanilan proteinler;
osteonektin, osteokalsin, osteopontin ve kemik siyaloproteindir. Islevleri tam olarak
bilinemeyen bu proteinlerin minaralizasyonda rol aldiklar1 sanilmaktadir. Kemik
kollajeni Tip 1 Kkollajendir. Elektron mikroskop incelemelerinde, hidroksiapatit
kristallerinin kollajen liflerin yanina tabakalar halinde yatmis oldugu ve etraflarmin ara
madde ile sarili oldugu tespit edilmistir. Minerallerin kollajen liflerle iliskisi, kemik
dokusunun sertligi ve direncinden sorumlu olmalarindan kaynaklanir. Kemik,
dekalsifiye edildiginde seklini korur ancak bir tendon kadar esnek hale gelir.
Cogunlugunu kollajenin olusturdugu organik matriks kemikten uzaklastirildiginda ise
yine seklini korur ancak kirilgan hale gelir, dokunuldugunda kirilir ve ufalanir

(Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.1.1.2.2 inorganik Matriks
Kemige sertligini veren mineralize yapisi, kalsiyum ve fosfatin yiiksek oranda
ozellesmis hidroksiapatit (HA) (Cai0(PO4)s(OH)2) denilen kristallerin depolanmasindan
kaynaklanir. Ayrica inorganik matriks iceriginde bikarbonat, sitrat, magnezyum,
potasyum ve sodyuma da rastlanir. Bununla beraber inorganik matriks yapisinda
kristalize olmayan kalsiyum fosfat da mevcuttur (Oral, 2000; The Orthoteers
Orthopedic Education Resource, 10 January 2001; Junqueira ve Carneiro, 2006).
Hidroksiapatit kristallerinin kollajen lifler ile yaptigi 6zel dizilimde kemik
kristallerinin, kollajen lifler arasindaki mikroskobik bosluklara, uzun eksenleri kollajen
liflerin uzun eksenlerine paralel olacak sekilde yerlestigi goriiliir. Bu dizilim kemigin,
stres ve mekanik deformasyonlara kars1 en iyi direnci kazanmasmi saglar (Ozyigit,

2007).

2.1.2 Kemik Turleri

Kemigin mikroskobik olarak incelenmesi sonucu iki farkl tip kemik bulundugu ortaya
cikmistir: Primer (woven, birincil, olgunlasmamis ya da orgiin) kemik ve sekonder
(ikincil, olgun ya da lameller) kemik. Primer kemik, embriyolojik gelisim siirecinde,
kirik ve diger nedenlerle iliskili onarim islemlerinde ilk ortaya ¢ikan kemik tiiriidiir.
Sekonder kemik, genellikle yetiskinlerde bulunan, kortikal ve spongioz olarak iki

yapisal tiire ayrilan kemiktir (Balli, 2004; Junqueira ve Carneiro, 2006).
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2.1.2.1 Primer Kemik Dokusu (Woven Kemik)

Primer kemik, embriyolojik gelisim siirecinde, kirik ve diger nedenlerle iliskili onarim
islemlerinde ilk ortaya c¢ikan kemik tiriidir (Aslan, 2002). Kan damarlarinin
yakinindaki osteoprogenitor hiicreler tarafindan diretilir. Sekonder kemigin lameller
halinde organize olmus kollajen lif dagilimmin aksine, primer kemik, rastgele ve
degisik yonlere dagilmis ince kollajen lifleri ile 6zellik kazanmaktadir. Gegici bir kemik
yapist olup yetiskinde kafatasindaki yassi kemik eklemlerinde, dis alveollerinde ve
tendonlarin kemige tutundugu bolgeler gibi birka¢ bolge disinda yerini 3-4 yasindan

sonra lamellar kemige birakir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.1.2.2 Sekonder Kemik Dokusu

Sekonder kemik dokusu genellikle yetiskinlerde bulunan, kortikal ve spongioz olarak
iki yapisal tiire ayrilan kemiktir. Burada kollajen lifler tipik olarak birbirine paralel ya
da wvaskiiler bir kanal etrafinda dairesel olarak yerlesmis lameller seklinde
diizenlenmistir. Kan damarlarini, sinirleri ve gevsek bag dokusunu igeren bir kanal
etrafin1 saran, dairesel lamellerin meydana getirdigi biitlinlige “Havers Sistemi” ya da
“Osteon” denir (Kocaelli, 2000; Balli, 2004; Boliikbasi, 2004; Junqueira ve Carneiro,
2006). Kemik yiizeyine dik olarak konumlanan diger bir kanal sistemine ise “Volkmann
Kanallar1” denir. Volkmann kanallar1 icindeki damarlar Havers Kanallarinin
icindekilerle baglantilidir. Boylece kemigin i¢c ve disg ylizeyleri arasinda baglanti
saglanmus olur (Altay, 2006).

Kortikal kemik yassi kemiklerin dig ve i¢ lamelleri ile uzun kemiklerin dig
yuzeylerini olusturur. Spongioz kemik ise yassi kemiklerin kortikal tabakalar1 arasinda
ve uzun kemiklerin metafizinde bulunur. Her ikisinde de ayni histolojik elemanlar
vardir. Kortikal kemigin ana iinitesi Havers Sistemidir. Spongioz kemigin ana iinitesi
ise “Trabekul” denen gozeneklerdir. Spongioz kemikte Havers sistemi bulunmaz.
Trabekiiller ince, diizensiz kemik lamelleri ve bunlarin igerisinde osteositleri
bulunduran lakiinalardan olugmustur. Bunlarin i¢inde kan damarlar1 ve kemik iligi
bulunur. Her bir trabekil endosteum adi verilen tabaka ile ortiilidiir (Kocaelli, 2000;
The Orthoteers Orthopedic Education Resource, 10 January 2001; Balli, 2004;
Boliikbasi, 2004; Junqueira ve Carneiro, 2006;) (Bkz. Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Kompakt ve silingerimsi kemigin sematik olarak mikroskobik goruntusu

(Thibodeau, G.A. and Patton, K.T. (2003). Anatomy and Physiology, 5 ed., Mosby Inc., China, 190~
202p.)
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2.1.3 Kemiklesme Cesitleri

Kemik yapimina, kemiklesme veya ossifikasyon adi verilir ki; bu da intramembrandz ve
endokondral kemiklesme seklinde iki yolla olusur. Pek ¢ok yass1 kemigin kaynak aldig1
intramembrandz kemiklesmeye, mezenkimal doku yogunlasmalari i¢inde olustugundan
bu isim verilmistir. Endokondral kemiklesmede ise meydana gelecek kemigin sekli,
yapisi hiyalin kikirdak olan kiigiik bir model i¢inde olugur. Uzun ve kisa kemiklerin
olusumu genellikle endokonral kemiklesme ile olur. Her iki kemiklesme ¢esidinde de
olusan ilk kemik primer (birincil veya 6rgii) kemiktir. Birincil kemik gegici bir kemik
dokusu oldugundan kisa bir siire sonra yerini sekonder (ikincil veya lamellar) kemige
birakir. Bu kemik yapimi ve sonrasinda yeniden modellenme sistemi biiyiiyen
kemiklerde daha hizli, yetiskinlerde ise daha yavas olarak hayat boyu devam eder
(Miiftiioglu, 1993; Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.1.3.1 intramembranéz Kemiklesme

Pek ¢ok yassi kemigin kaynagi olan “intramembrandz kemiklesme”, mezenkimal doku
yogunlagmalar1 iginde olustugu i¢in bu adi almistir. Frontal ve pariyetal kemiklerin
tamami ile oksipital ve temporal kemikler, mandibula ve maksillanin bazi1 kisimlar
intramembran6z kemiklesme ile meydana gelir. intramembranéz kemiklesmenin kisa
kemiklerin biliylimesinde ve uzun kemiklerin kalinlagsmasinda da rolii vardir (Oktay,
1992; Junqueira ve Carneiro, 2006).

Intramembrandz kemiklesmenin meydana gelecegi bolgelerdeki mezenkim
hiicrelerinde fibroblastlar olugsmaktadir. Fibroblast hiicreleri kollajen fibrilleri yaparak,
membran seklinde bag doku alanlar1 meydana getirmektedirler. Bu zar olusumunu
takiben yine etraftaki mezenkim hucreleri, osteoblastlarin kaynagini olusturacak olan
osteoprogenitor hiicrelere farklilagirlar (The Orthoteers Orthopedic Education Resource,
10 January 2001). Mezenkim yogunlasmasi i¢inde kemiklesmenin basladig: ilk noktaya
“primer kemiklesme merkezi” denir. Osteojenik ve osteoprogenitor hucreler
osteoblastlara farklilasir. Yani olay bir grup mezenkimal hicrenin osteoblasta
doniismesi ile baslar. Yeni kemik matriksinin olugsmasini kalsifikasyon takip eder,
bunun sonucunda bazi osteoblastlarin etraflar1 sarilir ve daha sonra bu hiicreler osteosit
haline gelirler. Gelismekte olan ve igerisinde kilcal kan damarlari, kemik iligi hiicreleri
ve farklilasmamis hiicreleri iceren bu kemik adaciklarina histolojik kesitlerdeki

goruntulerinden otirt “spikidl (ignecik)” adi verilir. Kemiklesme merkezinde hemen
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hemen ayni zamanlarda bdyle birka¢ grup ortaya ¢ikar ve bunlar birleserek, zamanla
slingerimsi yapiy1 meydana getirirler (Oktay, 1992; Junqueira ve Carneiro, 2006).

Mezenkimal doku yogunlagsmasi igindeki hiicreler boliinerek, kemiklesme
merkezinin devamli olarak biiyiimesinden sorumlu olan, daha fazla sayida osteoblast1
meydana getirirler. Birkag kemiklesme merkezi 1smsal olarak biiyiiyiip birleserek
baslangictaki orijinal bag dokusunun yerini alirlar. Bebeklerdeki bingildaklar
(fontanellalar) buna bir 6rnek olarak gosterilebilirler. Bunlar bag dokusundan olusan,
kafatasinin heniiz kemiklesmemis yumusak bolgelerine karsilik gelmektedirler (Oktay,
1992; Junqueira ve Carneiro, 2006)

Ozellikle dogumdan sonra kafatasmin yassi kemiklerinin gerek ic gerekse dis
yuzeylerindeki intramembrandz kemik yapiminin kemik yikimia nazaran belirgin bir
iistiinliigii vardir. Kafatasi gelismelere paralel olarak genislemek zorundadir. Bu nedenle
kafatas1 kemikleri devamli olarak i¢ yiizeylerinden osteoklastlar tarafindan yikilirken
ayni anda dig yiizeylerine osteoblastlar tarafindan yeni kemik lamelleri eklenmekte ve
boylece gelisme sona erdiginde kompakt kemik sekillenmektedir. Boylece iki tabaka
kompakt kemik (i¢ ve dis tabakalar) ortaya ¢ikar ama merkezi kisim siingerimsi yapisini
korur. Bag dokusu tabakasinin kemiklesmeyen kisimlari ise intramembrandz kemigin
endosteum ve periosteumunu yapar (Oktay, 1992; Balli, 2004; Jungueira ve Carneiro,
2006) (Bkz. Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Intramembrandz Kemiklesmenin Sematik Gosterimi. A: Mezenkimal
hicrelerin gocti B: Mezenkimal hiicrelerin 6nce osteoprogenitdr hicrelere sonra
osteoblastlara doniismesi C: Kilcal damarlardan osteoid dokuya kalsiyum ve fosfor
iyonlarmnin taginip, osteoblastlarin salgiladigi alkalen fosfataz aracilifiyla kalsiyum

fosfat molekiillerine doniiserek kalsifikasyonun saglanmasi (Kierszenbaum, A.L. (2006).

Histoloji ve Hiicre Biyolojisi: Patolojiye Giris, Palme Yaywmncilik (Ceviri Ed.: Prof. Dr. Ramazan Demir),
Istanbul)

2.1.3.2 Endokondral Kemiklesme

Bu tip kemiklesmede bag dokusu veya mezenkim iginde kemige onciiliik eden hiyalin
kikirdak dokusu olusur; daha sonra bu kikirdak taslagi yavas yavas ortadan kaldirilirken
(kondro-rezorbsiyon) yerine yine mezenkim veya bag dokusu tarafindan olusturulan
kemik dokusu geger. Kemige oOnciiliik eden kikirdak modeli, embriyoda kemigin
olusmasindan 6nce farklilasan yumusak doku ve kaslara destek ve tutunma dokusu
olarak vazife goriir. Kafatasi taban1 ve omurga kemikleri gibi kemikler endokondral
kemiklesme ile kemiklesirler. Endokondral kemiklesme, kikirdak modelin yiizeyinde
veya i¢inde olugmasina gore perikondral ve endokondral olmak {izere iki sekilde olur.
Perikondral kemiklesmede; kikirdak rezorbsiyonu s6z konusu degildir, mezenkim veya
bag dokusundan perikondriyum, intramembrandz kemiklesmede oldugu gibi kemik
dokusu olusturarak kikirdak yiizeyine yigar. Bu sekilde olusan kemik kompakt kemiktir.
Endokondral kemiklesme ise kikirdak taslaginin ortasinda olur. Burada bazi degisimlere

ugrayan kikirdak doku pargalanir ve yerini, perikondriyumdan itibaren dejenere
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kikirdak i¢ine kan damarlari etrafinda sokulan mezenkimin olusturdugu kemik
trabekiilleri alir. Endokondral kemiklesme ile olusan kemik spongioz kemiktir (Balli,
2004; Jungueira ve Carneiro, 2006; Kierszenbaum, 2006).

Endokondral kemiklesme daha ¢ok kisa ve uzun kemiklerin meydana
getirilmelerinden sorumludur. Ancak bu tiir kemiklesmenin karakteristik 6zellikleri en
belirgin olarak uzun kemiklerde gorulur (Balli, 2004; Junqueira ve Carneiro, 2006;
Kierszenbaum, 2006).

Uzun kemikler, genislemis iki ug (epifiz) ve silindirik bir gévdeden (diyafiz)
olusmus hiyalin kikirdak modellerden meydana gelir. Ortaya ¢ikacak olan ilk kemik
dokusu diyafizleri saran perikondriyumun igindeki intramembrandz kemiklesme yoluyla
olusur. Boylece kikirdagi saran perikondriyumun i¢ kisminda “kemik manseti” adi
verilen silindirik bir kemik tabakasi meydana gelir. Yeni olusan kemigi sardig1 icin
bundan boyle perikondriyuma da periosteum adi verilir. Periosteumun olusmasina
paralel olarak kikirdak hiicreleri biiyliylip olgunlasmakta ve alkalin fosfataz enzimi
salgilamaktadirlar. Ara maddeye gegen bu enzim ise kalsiyum (Ca) ve fosfat (POg)
iyonlarindan kalsiyum fosfatin (Ca(POy);) sekillenmesine yardimci olmakta, bunun
sonucunda ise kire¢lenen ara maddeye besinler ulagamamaktadir. Boylece kikirdak
hicreleri yan yana gelerek Oli hale gecmektedirler. Yeni meydana gelen kemik
mangetin i¢inde kalan kondrositler dejenere olur, kikirdak matriksinin devamliligini
saglama yetenekleri de ortadan kalkar; kalsiyum ¢okmeye baslar ve kikirdak matriksi
kalsifiye olur (Oktay, 1992; Cowin, 2001; Jungueira ve Carneiro, 2006).

Periosteumdan kaynaklanan osteojenik tomurcugun kan damarlari, osteoklastlar
tarafindan kemik mansette acilan deliklerden gegerek kalsifiye olmus kikirdak matriksi
icine girer. Kan damarlarmin yan sira osteoprogenitdr hiicreler de bu alana girerler.
Prolifere olarak osteoblastlar1 olustururlar. Osteoblastlar kalsifiye kikirdak matriksi
iizerinde araliksiz bir tabaka olusturarak kemik matriksini sentezlemeye baglarlar.
Boylece, kalsifiye olmus kikirdak artiklar1 tizerinde primer kemik sentezi baglar (Oktay,
1992; Junqueira ve Carneiro, 2006).

Tanimlanan sekilde diyafizde ortaya g¢ikan kemiklesme merkezine “primer
kemiklesme merkezi” adi verilir. Kemigin uzun eksenindeki hizli biiyiime diyafizin
tamami1 kemiklestiginde sona erer. Embriyonal gelisimin ileri asamalarinda, epifizlerin
ortasinda “sekonder kemiklesme merkezleri” meydana gelir. Ancak bu merkezlerin
gelisimi bir kemikte bile ayn1 zamanlara isabet etmez. Bu merkezlerin fonksiyonlar1 da

primer merkezlerinkine benzer ancak biiylime merkezleri uzun eksene paralel degil
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ismsaldir. Ayrica eklem kikirdaklarinda perikondriyum olmadig: i¢in burada kemik
manseti benzeri bir yap1 da olusamaz (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Sekonder kemiklesme merkezlerinin olusturdugu kemik dokusu epifizleri
kapladig1 zaman kikirdak iki yerde hapsolur. Bunlardan biri hayat boyu kalict olan ve
kemik yapimina katilmayan eklem kikirdagi, digeri ise epifizleri diyafizlere baglayan
“epifiz plag1 ya da epifiz kikirdagr”dir. Epifiz plagmin kikirdag:i biiyiidiikge bunun
yerini ¢gogunlugu diyafiz merkezinde olusan yeni kemik alir. Epifiz plaginin biiyiimesi

sona erdiginde kemik uzamasi da durur (Junqueira ve Carneiro, 2006) (Bkz. Sekil 2.7).

Sekil 2.7 Endokondral Kemiklesmenin Sematik Gosterimi. A: Hyalin kﬂ(ﬂdak model
B: Diyafiz kikirdagini orten perikondriyumun i¢ katindaki mezenkimal hucreler
osteoprogenitor hucrelere, onlar da osteoblastlara farklasir. Osteoblastlar Ust Gste
yerlesen kemik lamellerini yapar. Boylece yeni kemigin periosteumu ile kikirdak
dokusu arasinda kemik manset olusur. C: Kemik manset, kondrositlerin beslenmesini
bozarak, kondrositlerde hipertrofiye, ardindan dliimlerine neden olur. Kikirdak modelin
ortasinda kemik iligi kavitesi olusur. D: Kikirdak modelin epifizleri ile diyafizi arasinda
kondrositler ¢ogalarak alt alta dizilen gruplar yaparlar. E: Eski ve yeni kemiklesme
bolgeleri arasinda sadece epifiz plagi kalir (Gartner, L.P. and Hiatt, J.L. (2001). Color Textbook

Of Histology. Second edition, W.B. Saunders Company, Philadelphia, Chapter 7, Cartilage and Bone).
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2.1.4 Kemik Iyilesmesinin Fizyopatolojisi

Iyilesme; yaralanmanmn ardindan birbirine baglantili hiicresel, hiimoral ve vaskiiler
olaylarm sonucunda hiicre yap1 ve fonksiyonunu kazandiran doku cevabidir. Kemigin
iyilesme kapasitesi, i¢indeki ve etrafindaki mezenkimal dokularin latent pozisyonu ile
ilgilidir. Bu durum defekte kars1 bolgesel bir tepkidir. Bu gecici osteojenik tepkinin
baslayip ilerlemesi ile defekt iyilesmesi ivme kazanir. Kotii iyilesme (non-union) ya da
geciken iyilesme vakalarinda bile tekrar aktivasyon saglanabilir (Kocaelli, 2000).

Iskelet sisteminin tiim sert doku elemanlarinda kist, timor operasyonlari, travma,
ic ve dis stresler gibi nedenlerle kemigin anatomik biitlinliigiiniin bozulmasina “kemik
defektleri” denir. Kemik dokusu rejenerasyon 6zelligine sahip bir dokudur. Fizyolojik
reaksiyonlar bozulan kemik biitlinliigliiniin yeniden saglanmasina yoneliktir. Kemik
iyilesmesi defekt olustugu andan itibaren baslar ve diizenli kemik doku ile defekt
tamamen kapanincaya kadar devam etmek ister (Alturfan ve Akalin, 2002; Kiligoglu,
2002).

Kemik dokudaki iyilesme, yaralanmanin karakterine gore rejenerasyon veya tamir
olgularmi icerir. Ornegin stabilize bir yesil aga¢ kiriginda iyilesme rejenerasyon
seklinde olurken, kemikteki daha genis bir defekt tamir ile iyilesir. Kemik iyilesmesi,
temelde bir bag dokusu iyilesmesidir. Yumusak doku yaralanmalarinin iyilesme
stirecinde meydana gelen olaylar; enflamasyon, fibroplazi ve remodeling fazlari, kemik
defektlerinin onarimi siirecinde de cereyan eder. Fakat yumusak dokulardaki iyilesme
strecinden farkli olarak hasar goren ossifiye dokunun remodelasyon ve
rekonstriiksiyonunda osteoblast ve osteoklastlar ise karigmaktadir (Peterson ve ark.,
1993; Cotran ve ark., 1994).

Kemik dokudaki iyilesme de tiim bag doku iyilesmelerinde oldugu gibi 4 sathada
gerceklesmektedir:

1. Piht1 olusumu

2. Yaranin temizlenmesi

3. Yeni doku olusumu

4. Olusan yeni dokuda modeling ve remodeling (Giingdrmiis, 1996;

Thibodeau ve Patton, 2003; Fonseca ve ark., 2005; Ozyigit, 2007)
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2.1.4.1 Piht1 Olusumu

Yaralanmanin hemen ardindan bolgedeki hasar goren damarlardan gelen kan defekt
alanint doldurur. Damarlardan ve hasar gdrmiis hiicrelerden ortaya ¢ikan proteinler,
fibrinojenden fibrin ag1 olusumunu saglayan bir dizi mekanizmay1 baslatir. Plateletler,
agregatlar1 olusturur ve fibrin ag1 ile etkilesimde bulunarak kan pihtist1 olusumu
gerceklestirilir. Olusan piht1 yaralanan damarlari etkili bir sekilde tikayarak kanamayi
durdurur. Ayn1 zamanda fibrinopeptit, platelet aktive eden faktér (PAF) ve cesitli
biiyiime faktorleri gibi mediyatorlerin de ortaya ¢ikmasmi saglar. Bu mediyatorlerin,
vaskiiler gecirgenligi artirmak, mezenkimal hiicrelere etki ederek farklilagmalarmni
saglamak ve l6kositlerin kemotaksisini saglamak gibi gorevleri vardir (Ameto ve ark.,

1996; Giingérmiis, 1996; Lindhe ve ark., 2003; Ozyigit, 2007).

2.1.4.2 Yaramin Temizlenmesi

Doku yaralanmalarmi takiben makrofajlar derhal fagositik aktiviteyi baslatarak ilk
savunma hattin1 olustururlar. Enflamasyon alaninda serbestlesen l6kosit indiikleyici
faktor ya da granilosit serbestleyici faktorler dncelikle kana sonra da kemik iligine
gecerek burada daha once yapilmis ve depolanmis 16kositleri ve ndtrofilleri mobilize
ederler. Bu sekilde nétrofiller dolagima katilmis olur. Ayni zamanda bdlgedeki
enflamasyon 16kosit yapimini da hizlandirmistir. Bu hiicreler defekt alaninda yeni doku
olusumu baglamadan 6nce yaranin temizliginden sorumludurlar. Makrofajlarin gorevi
sadece yara alanindaki artiklarin uzaklagtirilmasiyla smirli degildir. Ayrica defekt
alaninda, yeni doku olusumu safhasinda mezenkimal hiicre gog¢l ve farklilasmasini
saglayacak olan biiylime faktorleri ve sitokinin salinimini da saglar. Noétrofiller yara
alanindaki gorevlerini tamamladiktan sonra programli hiicre 6liimii (apoptozis) denen
siirece girer ve makrofajlarin fagositik aktiviteleri ile ortamdan uzaklastirilirlar. Daha
sonra makrofajlar yara yerinden uzaklasirlar (Glingérmiis, 1996; Lindhe ve ark., 2003;
Ozyigit, 2007).

2.1.4.3 Yeni Doku Olusumu

Kemik iligi gibi yerlerden yara alanina go¢ eden mezenkimal hiicreler ve fibroblastlara
oncii hiicreler, ekstraseliiler alanda ¢ogalmaya ve matriks proteinlerini depo etmeye
baslarlar. Bu sekilde olusan dokuya “graniilasyon dokusu” denir. Olusan bu yeni doku
kan pihtisinin yerini almaya baglar. Graniilasyon dokusunun erken olusum evresinde

cok sayida makrofaj, daha az sayida mezenkimal hucre, kollajen lif demetleri ve yeni
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damar tomurcuklar1 bulunur. Sonraki agamada makrofaj sayist giderek azalir, fibroblast
benzeri hiicreler ve matriks igerisinde olusan kan damarlar1 giderek artar. Bu asamadaki
doku granulasyon dokusunun ge¢ evresidir. Fibroblast benzeri hicreler buyime
faktorleri salmaya, cogalmaya, cogalan hiicrelerin biliylimesine rehberlik edecek
ekstraseliiller matriks depolamaya ve boylece dokunun daha fazla farklilasmasini
saglamaya devam eder. Yeni olusan kan damarlari, giderek artan hiicrelerin besin ve
oksijen ihtiyacini karsilar. Mezenkimal hiicreler tarafindan gergeklestirilen yeni matriks
sentezi islemine “fibroplazi”, bol miktarda yeni kan damarlar1 olusumuna da
“anjiyogenez” adi1 verilir. Fibroplazi ve anjiyogenez islemlerinin neticesinde olusacak
yeni kemik dokuya Onciiliik edecek bag dokusu meydana gelir (Glingérmiis, 1996;
Lindhe ve ark., 2003; Thibodeau ve Patton, 2003; Ozyigit, 2007).

Oncii bag dokudan kemik yapiya gegis, olusan kan damarlari boyunca gerceklesir.
Osteoprogenitor hiicreler, kan damarlar1 etrafinda toplanirlar. Bu hiicreler,
osteoblastlara doniiserek kollajen liflerle oOriili ags1 bir kalip olustururlar. Boylece
osteoid olusur ve merkezden itibaren mineralizasyon baslar. Osteoblastlar osteoid
yigmaya devam ettiklerinden hiicreler mineralize yap1 i¢inde hapsolur ve osteoid halini
alirlar. Boylece olusan kemige “agst kemik” adi verilir. Agsi kemik, c¢evresinde
olusmaya devam eden kan damarlarina parmaksi uzantilar seklinde tesekkiil eder. Agsi
kemigin trabekiilleri, kan damarlarini ¢evreler ve giderek kalinlagir. Boylece stabil bir
kemik iskeleti olusmus olur (Glingérmiis, 1996; Lindhe ve ark., 2003; Thibodeau ve
Patton, 2003; Ozyigit, 2007).

2.1.4.4 Olusan Yeni Dokuda Modeling ve Remodeling

Ik kemik olusumu siireci hizl1 bir siirectir. Kisa bir zaman iginde tiim defekt ags1 kemik
ile dolar. Ags1 kemik, defekt i¢in stabil bir iskelet olusturmus olur. Ayrica bu yapi1 bol
miktarda osteoprogenitor hiicre kaynagidir ve hiicre islevi, matriks gibi mineralizasyonu
icin de kan destegi saglar (Nordin ve Frankel, 1990; Giing6érmiis, 1996; Lindhe ve ark.,
2003; Thibodeau ve Patton, 2003; Fonseca ve ark., 2005; Ozyigit, 2007).

Osteoklastik aktivite ile ags1 kemik yikilmaya baslar ve primer osteonlar kademeli
bir sekilde yerini lamellar kemige ve kemik iligine birakir. Boylece sekonder osteonlar
olusur. Primer kemik olusumu birkag¢ hafta gibi kisa bir siirectir ancak bu kemigin yerini
lamellar kemige birakmasi aylar alir (Nordin ve Frankel, 1990; Giingdrmiis, 1996;
Lindhe ve ark., 2003; Thibodeau ve Patton, 2003; Fonseca ve ark., 2005; Ozyigit,
2007).
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2.1.5 Kritik Boyutlu Defekt

Kemik dokusu rejenerasyon Ozelligine sahiptir ve yaralanan kemik doku sekil ve
fonksiyonunu yeniden kazanabilmektedir. Fakat yaralanma boyutu biiyiik oldugu zaman
iyilesme sinirl kalabilmektedir (Ozeg ve ark., 2007; Kruse ve ark., 2010; Donos ve ark.,
2011). “Kritik boyutlu defekt”; kemik dokuda, canlinin yasami boyunca sekil ve
fonksiyon olarak kendiliginden tamamen iyilesmesinin miimkiin olamayacag1 boyuttaki
defekt anlamina gelir. Bu tip defektler, kemik dokudan ¢ok fibroz bag dokusuyla dolum
ve iyilesme gostermektedir (Develioglu, 2003; Ozec ve ark., 2007; Schmidmaier ve
ark., 2009).

Takagi ve Urist (1982), 6 aylik Srague Dawley ratlarinda 8§ mm’lik defekt
olusturup iyilesmeyi histolojik yonden incelemislerdir. Defektin kemik iyilesmesiyle
capmin 5 mm’ye diistiiglinii gozlemlemislerdir. Ancak defektin merkezi fibréz bag
dokuyla iyilesme gostermistir.

Kendiliginden tamiri mumkin olmayan defektlerde tedavi igin otojen greft
uygulamasi altin standart olarak kabul edilir (Ozec ve ark., 2007). Ancak otojen kemik
greftlerinin baz1 dezavantajlari, bu greft tiriinlin kullanimmni ciddi anlamda
kisitlayabilmektedir. Giiniimiizde arastrmacilar kritik boyutta kemik defekti
iyilesmesini saglamak amaciyla c¢esitli biiyiime faktorlerini defekt alanma lokal
uygulamis ve iyilesmede pozitif etkilerini gérmiislerdir (Srouji ve ark., 2005; Gomez ve
ark., 2006; Santana ve Trackman, 2006).

2.2 Bone Morfogenetik Protein

Kemik, insan viicudunda yaralanma sonrasi rejenerasyon yetenegine sahip form ve
fonksiyonunu yeniden olusturabilen bir dokudur. Denegin hayati boyunca spontan
olarak iyilesmesi miimkiin olmayan en kiigiik kemik i¢i yara, kritik boyutta defekt
olarak tanimlanmaktadir (Develioglu, 2003; Ozec ve ark., 2007; Schmidmaier ve ark.,
2009).

Kemik defektlerinin tamiri ve restorasyonunun ¢ok eski bir tarihi vardir. M.O.
3000’li yillarda maden devrinde cerrahlar rekonstriiksiyon amaciyla altin ve giimiis
tabakalarin1 greft materyali gibi kullaniyorlardi (Kahnberg, 2005). 20. Yy.’a
geldigimizde greft materyalleri lizerine ¢aligmalar iyice yogunlagmis ve otojen, allojen,
ksenogreftler genis kullanim alani bulmustur. Kist ve tiimdr operasyonlarinda,

konjenital defektlerde, implant uygulamalarinda ve kanser cerrahisi sonrast olusan
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kemik defektlerinin rekonstriiksiyonunda en sik otojen kemik greftleri kullanilmaktadir
ve “altin standart” olarak tanimlanmaktadir (Peterson ve Ellis 111, 1998; Kdkden ve
Tirker, 1999; Gilven ve Keskin, 2001; Chacon ve ark., 2004; Peleg ve ark., 2004;
Kahnberg, 2005; Alfaro, 2006; Schlegel ve ark., 2006; Tezulas ve Ozkan, 2008). Ciinkii
otojen kemik greftlerdeki kemik olusum hizi, kemik kalitesi ve iyilesme kullanilan diger
rekonstruktif materyallere gore daha iyidir. Fakat, verici bolgede olusan ikinci bir
yaranin olusmasi, islem siiresinin uzamasi, istenilen miktarda elde edilememesi, hasta
icin travmatik olmasi1 ve greftin alindig1 bolgeye gore farkliik gosteren c¢esitli
komplikasyonlarin olusabilmesi gibi durumlar otojen greftlerin kullanimmi oldukga
kisitlayabilmektedir (Oikarinen ve ark., 1997; Akay, 1998; Raghoebar ve ark., 2001;
Marchena ve ark., 2002). Bu dezavantajlar, arastrmacilar1 ozellikle yilizyilin son
ceyreginde, kritik boyuttaki defektin dahi dogal fizyolojik siiregle iyilesmesini
saglayacak biiylime faktorleri kullanimina yonlendirmistir.

Kemik indiiksiyonunu saglayan proteinlerin izolasyonu ilk olarak 1979 yilinda
Urist tarafindan gergeklestirilmis ve bu {liriiniin kemik morfogenetik aktivitesinin
demineralize kemikten daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu proteinler Urist tarafindan
“Bone  Morphogenetic Protein” veya “Osteogenic Protein (OP)” olarak
isimlendirilmistir (Wolfe ve ark., 1999; Suzuki ve ark., 2001; Oze¢ ve Yeler, 2003).

Yapilan caligmalar; BMP’lerin birgcok doku ve organin olusumunda erken
morfogenezis sirasinda olan epiteliyal mezenkimal etkilesimlerde morfogenler olarak
rol oynadiklarin1 gostermistir. Suzuki ve ark. (2001) BMP-2’nin gelismekte olan dis
germlerinde, ¢ene kemiginde, ¢izgili ve diiz kaslarda, spinal kord, nasal, trakeal ve
Ozefegal epitelde lokalize oldugunu belirlemistir. Embriyojenik hiicrelerin BMP’lere
cevap vererek kartilaj ve kemik hiicrelerine diferansiye olmalar1 da, BMP’lerin
embriyojenik iskelet sisteminin olusmasinda rol aldiklarmi gostermektedir. BMP nin
osteojenik etkisi direk olarak olgun olmayan, primitif hicreler Gzerinedir. Olgun
osteoblastlarn BMP’ye cevap verme yetenegini kaybettikleri tespit edilmistir
(Groeneveld ve Burger, 2000; Ozec ve Yeler, 2003).

BMP’ler, transforming growth factor-B (TGF-R) siper ailesinin yelerince
salgilanan sinyal proteinleridir. Bu proteinlerin hedef hiicreleri ise mezenkimal kok
hicrelerdir. Mezenkimal kok hucreler BMP reseptorlerinin  timunt bulundururlar
(Wozney ve ark., 1988; Yildirim ve ark., 2009). Bu proteinler ilk defa kemiricilerin kas
dokusuna implante edildiginde ektopik kemik olusumunu uyardiklarindan molekiil

olarak tanmimlanmuslardir (Kronenberg, 2003; Yildirim ve ark., 2009). Bu islevde,
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mezenkimal prekiirsor hiicreler yogunlasir ve kikirdak plak ile plagi g¢evreleyen
perikondriyum olmak {izere iki farkli dokuya farklilagir. Ardindan kikirdak plak
icerisinde yer alan kondrositler, proliferasyon, hucre siklusunda duraklama, hipertrofi,
kalsifikasyon ve en sonunda huicre 6lima gibi, bir dizi streglerden gecer. Hipertrofik
tabakanin etrafinda yeralan kalsifiye matriksin kemiklesmesi, bu bolgedeki osteoblast
hiicrelerinin vaskiilarizasyonu ile saglanir (Kawabata ve Miyazono, 2000; Yildirim ve
ark., 2009).

BMP’lerin hem invivo hem de invitro olarak osteoblast farklilagmasinda etkili
olduklar1 gosterilmistir (Miyazono ve ark., 2005). BMP’ler Tip-l ve Tip-ll
transmembran serin/tireonin kinaz reseptdrlerine baglanarak etkilerini gosterirler
(Karsenty, 2000). BMP-2,3,4,5,6,7 ve blylume-farklilasma faktor-5 (BFF-5)’in gelisen
iskelet yapilarindan salmmalari, bu BMP’lerin farklilasma ve gelisimde rol
alabileceklerini isaret etmektedir (Zhang ve ark., 1996; Yildrim ve ark., 2009).
BMP’lerin fizyolojik rollerini agiga ¢ikarmak igin, birgok BMP yoksun fare iiretilmis ve
homozigotik BMP-2 ve BMP-4 defektli farelerin iskelet gelisimi baslamadan o6ldiikleri
izlenmigtir (Winnier ve ark., 1995; Daluiski ve ark., 2001; Yildirim ve ark., 2009).

Gunumizde 15 adet BMP tanimlanmistir. Aminoasit dizilis benzerliklerine gore
altgruplara ayrilmiglardir. BMP-2 ve 4 birinci altgrubu, BMP-5 ve 8 ikinci bir altgrubu
olusturmaktadir. BMP-4, BMP-5, BMP-6 ve BMP-7 de BMP-2 ye benzer yolla kemik
indiksiyonu yapabilmektedir. Bu proteinler arasinda BMP-2’nin osteoindiiktif 6zelligi
en fazla olan protein oldugu goriilmiistir (Yasko, 1992; Wozney, 1995; Kusumoto ve
ark., 1996; Boyne ve ark., 1997; Kusumoto ve ark., 1997; Kubler ve ark. 1998;
Ripamonti ve Duneas, 1998; Groeneveld ve Burger, 2000; Seto ve ark., 2001; Ozeg ve
Yeler, 2003; Ozeg ve ark., 2007; Yildirim ve ark., 2009).

Yetigkin memelilerde  BMP osteoblastlar ve osteositler tarafindan sentez
edilmekte ve primer olarak kemik ve dentinde yer almaktadir. Wozney (1988) bir
calismasinda BMP’nin DNA zincirinin klonlanmasin1 gerceklestirmis ve bu islemle
BMP’lerin rekombinant olarak istenilen miktarlarda {iretilebilmesi saglanmistir.
Klinikte, BMP’nin rekombinant formunun purifiye edilerek elde edilen formundan
daha giivenli olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bessho ve ark. (1999) tarafindan
yapilan ¢alismada recombinant human bone morphogenetic protein-2’nin (rhBMP-2) ve
insan kemik matriksinden pirifiye edilerek elde edilen BMP-2’nin kemik induktif
ozellikleri karsilagtirilmis ve sonu¢ olarak recombinant olarak elde edilen BMP’nin

piiriifiye olarak elde edilenin onda biri oraninda aktivite gdosterdigi tespit edilmistir.
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Gunumizde rekombinant human bone morphogenetic protein-2’nin (rhBMP-2)
cogunlugu chinese hamster over hiicreleri kullanilarak elde edilmektedir. Esherichia
coli veya chinese hamster over hiicreleri kullanilarak elde edilen rhBMP-2’nin
osteoindiiktif Ozelliklerinin  karsilastirilmast  sonucunda iki proteinin indiiktif
aktivitelerinin benzer oldugu goriilmiistiir (Bessho ve ark., 2000).

Yapilan ¢aligmalar ile 0,5-115 mikrogram rhBMP-2 implantasyonunun 7 giinde
kartilaj formasyonu ve 14 giinde kemik formasyonu olusturdugu goriilmiistiir. rhBMP-2
dozuna bagiml olarak kemik indiiksiyonunda artis oldugu tespit edilmistir (Yasko ve
ark., 1992; Bostrom ve ark., 1996; Zellin ve Linde, 1999; Sciadini ve Johnson, 2000).
Implante edilen thBMP-2’nin optimal konsantrasyonu uygulanacak olan bdlgeye ve
denegin cinsine gore farklilik gostermektedir (Marukawa ve ark., 2001).

BMP’lerin heterotopik bdlgelerde endokondral yol ile kemik formasyonu
indiiksiyonu yaptig1 birgcok hayvan ¢alismasinda gdsterilmistir (Alpaslan ve ark., 1996;
Omura ve ark., 1998; Fujimoro ve ark., 2001). BMP’lerin uygun bir tasiyici ile implante
edildikleri zaman; undiferansiye mezenkimal hiicrelerin kemotaksis ile aktive edilerek
migrasyonlarina ve osteoblastlara doniismelerine, kemik matriksi depolanmasina, yeni
depo edilen kemik matriksinin mineralizasyonuna ve kemik iligi diferansiyasyonuna
neden olduklar1 gosterilmistir (Ripamonti ve Duneas, 1998; Reddi, 2000).

BMP tarafindan saglanan osteoindiiksiyonun klinik olarak kullanilmasinda bes
cesit iskeletsel rekonstriiksiyon metodu bulunmaktadir; ( Ozeg ve Yeler, 2003)

Birinci metod, BMP’nin direk olarak iskeletsel defekt bdlgesine implante
edilmesidir. Bu metod kullanilarak yapilan hayvan caligmalar1 ile hayvanm hayati
boyunca spontan olarak iyilesemeyecek, kritik boyutta defekt olarak adlandirilan kemik
defektlerinin tedavisi yapilmaya c¢alisgilmistir (Toriumi ve ark., 1991; Toriumi ve ark.,
1999; Kusumoto ve ark., 2000; Boyne, 2001; Ozeg ve Yeler, 2003).

Ikinci metod, BMP onlay grefti kullamlarak iskelet augmentasyonunun
saglanmasidir. Bu metod kullanilarak thBMP-2’nin uygun tasiyici ile birlikte onlay
implant olarak uygulanmasi sonucunda orijinal kemik ile direk bagi bulunan kemik
formasyonunun olustugu tespit edilmistir (Gordh ve ark., 1999; Murata ve ark., 1999;
Kusumoto ve ark., 2000; Ozeg ve Yeler, 2003).

Uciinci metod defektten uzak bir bolgede BMP indiiksiyonu ile kemik
olusturulmast ve bu kemigin serbest kemik grefti olarak kullanilmasidir. Dordiincii
metod BMP indiiksiyonu ile olusturulan kemigi de iceren flebin kullanilmasidir.

Uciincii ve dordiincii metod rekonstriiktif operasyon oOncesi BMP tarafindan
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osteoindiiksiyonun saglanabilmesi i¢in belirli bir zaman gerektirmektedir. Besinci
metod donor bdlgeye BMP implante edilmesi ve ayni1 zamanda konvansiyonel kemik
greftinin, serbest kemik greftinin veya vaskularize kemik greftinin uygulanmasidir

(Kusumoto ve ark., 2000; Ozeg ve Yeler, 2003).

2.3 Rifamisin

Rifamisinler, Streptomyces meditarranei’den tretilmistir ve Rifamisin A, B, C, D ve E
diye adlandirilan bes antibiyotik elde edilmistir. Rifamisin B’ den de {i¢ yari-sentetik
antibiyotik tiiretilmistir. Rifamid, rifamisin sodyum ve rifampisin (rifampin) adi
verilmis olan bu antibiyotikler, duyarli bakterilerde DNA kontrolii altinda yapilan
MRNA sentezini, RNA polimeraz enzimini inhibe ederek bozarlar. Bakterisid etki
gosterirler. Rifamid, kullanilmasi terk edilmis bir ilagtir. Rifamisin sodyum ise
parenteral veya topikal olarak seyrek kullanilan bir ilagtir (Tasdemir, 2011). Rifampin
tiiberkiiloz tedavisinde izoniazidden sonra ikinci 6nemli ilagtir. M. Tiberkilozis’den
baska M. Leprae, gram (+) ve gram (-) koklara, koliform basillere, klamidia grubu
mikroorganizmalara ve poks viriislerine karst da etkilidir. Mikobakterilerde rifamisine
kars1t direng gelisimi, diger bakterilerde oldugundan daha yavastir. Fakat yine de
tiilberkiiloz tedavisinde tek basina kullanilmaz. Rezistans gelisimini 6nlemek igin
izoniazid, etambutol veya baska bir ilagla kombine kullanilir (Kayaalp, 2009; Tasdemir,
2011).

In vitro deneylerde rifampin’in 0.005-0.2 pg/ml konsantrasyonlarinda M.
Tiiberkiilozis’i inhibe ettigi gosterilmistir (Kayaalp, 2009).

Rifamisin sodyum suda fazla ¢6ziinen kirmizi renkli bir maddedir. Kirmiz1 rengi
nedeniyle viicut sivilarini, idrar ve salgilari (salya, gdzyas1 ve balgam gibi) kirmizimtrak
bir renge boyayabilir. Buna bazi kaynaklarda kinak (kirmizi insan sendromu) denir
(Kayaalp, 2009).

Rifamisin sodyum gastrointestinal kanaldan ¢ok az rezorbe edildigi i¢in agizdan
kullanilmaz; sadece parenteral kullanilir. Buna karsilhik rifampin, gastrointestinal
kanaldan iyi absorbe edilir ve esas olarak agizdan kullanilir. Rifampin’ in viicut
stvilarma dagilimi iyidir, serebrospinal siviya da yeterli derecede gecer. Plazmada %
60-90 oraninda proteine baglanir. Her iki ilag da biiyilik kisimlari itibariyle karacigerden
safra igine itrah edilir. Safradaki konsantrasyonlari, plazmadakinden ¢ok daha yuksektir
(Kayaalp, 2009).
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Rifamisinler 1963°den itibaren siklikla agik ve kapali yaralarin irrigasyonunda,
enfekte olmug cerrahi ya da kutanoz yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir. Rifamisinin
ilk lokal kullanimi, tiiberkiilozlu hastalarda akciger kavitelerinin temizlenmesinde
gorulir (Tasdemir, 2011). Rifamisinlerdeki yara iyilesmesi diger lokal antibiyotiklere
gore daha iyi olmakta ve bu nedenle enfekte kutandz yaralarin tedavisinde
kullanilmaktadir (K6siis ve ark., 2010; Tasdemir, 2011).

Rifamisinin yan etkileri oldukg¢a azdir. Genellikle ilac1 aralikli alan kisilerde grip
benzeri semptomlar goriilmektedir. Rapor edilen diger yan etkiler interstisyal nefrit,
trombositopeni ve hemolitik anemidir. Rifamisinin lokal uygulanmasiyla nadir olarak
alerjik kontak dermatitis goriildigii ve yine ¢ok nadir olarak rifamisinin cerrahi
yaralarda uygulanmasiyla anaflaktik reaksiyon gelistigi sdylenmektedir (Cardor ve ark.,
1995; Laxenaire ve ark., 1996; Kosiis ve ark., 2010; Tasdemir, 2011). Rifampin’in ise
hepatotoksik etki potansiyeli vardir. Karaciger hiicrelerinden bilirubin itrahin1 azaltabilir
ve bilirubinemiyi yiikseltir. Ayrica bilirubin 6l¢iim yontemlerini bozdugu i¢in yanlig
olarak hiperbilirubinemi teshisine yol agabilir. Hepatoseliiler zedelenme yapar ve serum
transaminazlarin diizeyini yiikseltir. Hepatit olusturabilir. Rifampin ve izoniazid birlikte
kullanildiginda hepatotoksik etkileri birbirine eklenir (aditif toksik etkilesme) (Kayaalp,
2009).

Rifampin karacigerde bazi mikrozomal enzimleri giiclii ve selektif bir sekilde
indiikler. Buna bagli olarak klinik 6nemi bulunan su etkilesmeleri yapar;

1) Oral antikoagiilan bir ilag¢ olan varfarin’in yikimmi azaltir, etkinligini azaltir.
Rifampin tedavisi sirasinda varfarin dozunun yiikseltilmesi gerekir.

i) Ostrojenlerin yikimmi artirir. Oral kontraseptiflerin etkinligini azalttigimdan bu
ilac1 kullananlarda istenmeyen gebeliklere ve ara kanamalara neden olabilir.

iil) Oral antibiyotiklerin ve kortikosteroidlerin de yikimimi artirarak etkinligini
azaltir.

iIv) Metadon’un yikilmasmni artirdigindan metadon ikamesi yapilan opioid
bagimlilarinda rifampin tedavisi sirasinda yoksunluk sendromu ortaya ¢ikabilir
(Kayaalp, 2009).

Iselin (1990) el yaralanmalarinda topikal rifamisin kullaniminin yararli oldugunu,
Rifamisin’in hem enfeksiyonu kontrol altma aldigini hem de yara iyilesmesini kontrol
grubuna gore hizlandirdigini rapor etmektedir. Bir baska ¢alismada da rifamisinin yara
iyilesmesi lizerine olumsuz etkisi olmadigi rapor edilmektedir (Saydam ve ark., 2005;
Tasdemir, 2011).
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Rifamisinin gram (+) ve gram (-) patojenlere kars1 etkili oldugu i¢in polimikrobik
enfeksiyonlarm tedavisinde etkili oldugu (ArmaceuSweetman, 2005) ve ortopedik
protezlerle iligkili kemik doku igerisine yayilmig enfeksiyonlar ile osteomyelit
tedavisinde siklikla kullanildigi rapor edilmistir (Drancourt ve ark., 1997; Tasdemir,
2011).
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3. MATERYAL ve METOD

Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (CUBAP) tarafindan
desteklenen DIS-108 kodlu bu ¢aliyma, Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’'nda ve Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nda gerceklestirildi.

Calismaya baglamadan oOnce, 05.05.2011 tarih ve 248 sayili Cumbhuriyet
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onay1 alind1 ve galisma sirasinda Cumhuriyet
Universitesi Etik Kurulu yonergesinin 13. maddesinde belirtilen “Etik kurallara
uygunluk esas1” kararina uyuldu.

Calismanin  deneysel kismi Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarinda gerceklestirildi. Calisma veteriner kontrolii ile saglikli
oldugu belirlenen agirliklar1 yaklasik 250-300 gram olan, ortalama 12 haftalik yetigkin
24 adet Wistar cinsi albino rat iizerinde yapild.

Bu calisma icin kullanilacak olan ratlar, Cumhuriyet Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edildi. Denekler, 12 saat aydmlik/12 saat karanlik
siklusu saglanacak sekilde tutularak, serbest diyet ve igme suyu ile beslenmeleri
saglandi. Oda 1s1s122 + 2 °C’ de sabit tutuldu. Bulunduklar1 odanin nispi nem orani %
30-45 arasinda tutularak, odanin havalandirmasi filtre edilerek, kontaminasyon riski

onlendi. Ratlar kafeslerde tek olarak ve altlarinda talas olacak sekilde barindirildi.

3.1 Cahsma Gruplarinin Olusturulmasi

Deney hayvanlar1 3 gruba ayrildi ve her grup 8 deney hayvanindan olusturuldu. Kontrol
grubunda mandibula angulus bdlgesinde 5 mm c¢apinda kritik boyutlu defekt
olusturulduktan sonra herhangi bir islem uygulanmadi. Deney gruplarinin birinde
olusturulan defekt operasyon sirasinda rifamisin (RIFETEM 250 mg 3 ml lik IM ampul,
I.LE. ULAGAY lla¢ Sanayi Topkapi - Istanbul) ile irrige edildi ve post operatif 1, 3 ve 7.
glinlerde defekt alanina IM olarak 25 mg rifamisin instlin enjektori kullanilarak enjekte
edildi. Diger deney grubunda ise defekte 25 mg rifamisin, spongostan kollajene
(Spongostan, Haemostatic absorbable gelatin sponge, Ferrosan, Denmark) emdirilerek

uygulandi. TUm deney hayvanlar1 21. giinde sakrifiye edildi.
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Grup basina

CALISMA GRUPLARI hayvan adedi
Kontrol grubu | Defekte herhangi bir iglem uygulanmadi 8
1. Deney grubu |Operasyon sirasinda defekt rifamisin ile irrige 8

edildi ve post-op 1, 3, 7. giinlerde defekt alanina
IM olarak 25 mg. rifamisin enjekte edildi (rif
grubu)

2. Deney grubu | Defekt bolgesine 25 mg. rifamisin emdirilmig 8
spongostan kollajen yerlestirildi (Spg grubu)

24

Kullanilan toplam hayvan adedi

Cizelge 3.1 Calisma Gruplarmin Sematik Gosterimi

Sekil 3.1 Rat mandibulasinda olusturulan defektin sematik gosterimi

3.2 Cerrahi Teknik
Deneklerin yiyecek ve igecek alimi operasyondan 24 saat Once kesildi. Deney
hayvanlarmin anestezisi intramuskiiler enjeksiyon yontemi ile 3 mg/kg xylazine

(Rompun, Bayer, Istanbul, Turkey) ve 90 mg/kg Ketamin HCI (Ketalar, Eczacibasi-
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Warner Lambert, Istanbul, Turkey) kullamlarak saglandi. Yeterli bir anestezi derinligi
icin gdz kapagi refleksinin kaybolmasi beklenildi ve ¢ift tarafli olarak mandibula
angulus bolgesindeki deri tras edildi (Bkz Sekil 3.2). Betadine kullanilarak mandibula
cevresi boyand1 (Bkz Sekil 3.3). Steril oOrtiiler kullanilarak denegin iistii ve yiizii
ortiilerek operasyona hazir hale getirildi (Bkz Sekil 3.4). Kullanilacak olan el aletleri
dahil olmak Gzere bitin malzemeler otoklavda sterilize edildi. Operasyonda asepsi ve
antisepsi kurallarina dikkat edilerek steril olarak calisildi.

Mandibula angulus bdlgesinde bazis mandibulanin 1 cm altindan olacak sekilde
ve 1 cm uzunlugunda deri, subkutan doku ve periostu i¢ine alacak sekilde insizyon
yapild1 (Bkz Sekil 3.4). Kemik yiizeyi agiga ¢ikacak sekilde flep kaldirildi (Bkz Sekil
3.5). Standart kritik boyutta 5 mm c¢apinda bikortikal kemik fragmani trefin frez
kullanilarak irrigasyon altinda ¢ikarildi (Bkz Sekil 3.6- Bkz Sekil 3.7- Bkz Sekil 3.8).
Deney gruplarmim birinde olusturulan defekt operasyon sirasinda rifamisin ile irrige
edildi ve post operatif 1, 3 ve 7. gilinlerde defekt alanina IM olarak 25 mg. rifamisin
instilin enjektori kullanilarak enjekte edildi (Bkz Sekil 3.9- Bkz Sekil 3.10- Bkz Sekil
3.11). Diger deney grubunda ise defekte 25 mg. rifamisin, spongostan kollajene
emdirilerek uyguland1 (Bkz Sekil 3.12- Bkz Sekil 3.13- Bkz Sekil 3.14). Daha sonra
deri flebi swrasiyla; once kas ve cilt alt1 fasyalar 5-0 poliglaktin 910 (Vicril
Jonson&Johnson/Ethicon) sutur kullanilarak, deri ise 5-0 ipek sutur (Jinhuan Medical
Products / P.R.C.) kullanilarak orjinal pozisyonuna suture edildi.
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Sekil 3.2 Operasyon sahasinin tras edilmesi

Sekil 3.3 Operasyon sahasinin Betadine kullanilarak boyanmasi
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Sekil 3.5 Denek mandibulasinda defekt olusturulacak kemigin goruntusu
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Sekil 3.6 Deney asamasinda kemik defekti olusturmak i¢in kullanilan trefin frez

Sekil 3.7 5 mm. capinda kemik osteotomisi
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Sekil 3.8 Osteotomi sonrasi olusan kritik boyutta kemik defekti

3mL x 1 ampul

RIFETEM AMPUL 250 MG} a5t

Sekil 3.9 Deney asamasinda kullanilan rifamisin soliisyonu
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Sekil 3.10 Defekt bolgesinin rifamisin ile irrigasyonu

Sekil 3.11 Deney asamasinda kullanilan insiilin enjektorii
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Sekil 3.12 25 mg. Rifamisinin spongostan kollajene emdirilmesi

Sekil 3.13 Spongostan kollajenin defekte yerlestirilmesi
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Sekil 3.14 Defekt bolgesine implante edilmis spongostan kollajen

3.3 Ratlarin Bakimi ve Deneyin Sonlandiriimasi

Postoperatif olarak deney hayvanlarina analjezik olarak Carprofen 4mg/kg (Rimadyl,
Pfizer) ve antibakteriyel olarak Ceftriaxon 25 mg/kg (Rocephin, Roche) 5 giin sure ile
intramuskiler yontemle uygulandi. Tiim deney hayvanlar1 islem sonrast 21. giinde
200mg/kg sodyum pentobarbital (Petothal, Abbot, ABD) kullanilarak sakrifiye edildi.
Defekt bdolgesini icine alacak sekilde rat mandibulalar1 diseksiyon yapilarak

cevresindeki yumusak dokuyla birlikte ¢ikarilarak %10’luk formol i¢ine konuldu.

3.4 Histomorfometrik Yontem

Doku ornekleri %10’luk formik asit kullanilarak dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon
sonrasinda ornekler defekt bolgesine komsu kemik fragmanlarmi igine alacak sekilde
defekt bdlgesinin uzun aksina paralel parcalara ayrilarak, ototeknikon takibine alindi.
Takip sirasinda parafine gomiilen doku 6rneklerinden mikrotom yardimi ile Spm lik
kesitler lama alinarak Hematoksilen Eozin ile boyandi. Boyanan preparatlar Nikon
Eclipse E400 151k mikroskopu ile degerlendirildi. Bu degerlendirme sirasinda miimkiin
oldugunca ayni bolgeler secilerek 151k mikroskobuna bagli Nikon Coolpix 5000 dijital

fotograf makinesi ile fotograflandirildi. Fotograflama esnasinda kalibrasyon amaci ile
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Nikon Stage Micrometer TypcA (MBM 11100) goriintiisii de ayni mikroskobik
biiylitmelerde alindi. Tiim goriintiiler PC ortamina aktarildi ve Clemex PE 3.5 goriintii
analizi programu ile degerlendirildi (Bkz Sekil 3.15). ilk olarak her olguda 0,4 mm?’lik
alanlar gorlintii analiz programi ile secildi. Segilen alanlardaki osteoblastlar ve
osteoklastlar isaretlenerek otomatik olarak saydirildi. Ayrica secilen ayni 0,4mm?
alandaki yeni kemik olusum alanlar1 da Hematoksilen Eozin ile boyali preparatlarin

dijital fotograflarindan ayni goriintii analizi programi yardimi ile hesaplandi.
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Sekil 3.15 Clemex PE 3.5 goriintii analiz programu ile yeni olusan kemik bdlgeleri mavi

renkte gosterilmektedir

3.5 immiinohistokimyasal yontem

Immiinhistokimyasal ydntem yazili olan protokollere uyularak yapildi %10’ luk
formolle fikse edilip rutin takipten sonra parafin bloklara gomiilen secilmis doku
bloklarindan poly-L lizin kapli lamlara 5 p kalinliginda kesitler alind1. Kesitler 56°C” lik
etlivde 16 saat bekletilerek deparafinize edildi. 30 dakika ksilolde bekletildi. %100,
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%95 ve %90’k alkollerde sirasiyla 5’er dakika bekletilerek rehidrate edildi. Daha
sonra distile suda hidrate edildi. 5 dakika Mikrodalga firinda Monoclonal Anti-human
Pro-BMP-2 Antibody, yeterli 1sida, EDTA tampon soliisyonu bulunan sale i¢inde 3 kez,
5 dakika bekletildi. Diidiiklii tencerede P53, P27, CerbB2, Survivin yiiksek 1sida, sitrat
buffer tampon soliisyonu i¢inde 20 dakika bekletildi. Islem sonrasi, oda 1sisinda 20
dakika bulunduklar1 soliisyon igerisinde sogumaya birakildi. Distile suda 5 dakika
bekletildi. Dokularin etrafi Pappen kalem ile ¢izildi. PBS soliisyonunda (pH: 7.6) 5
dakika yikandi. Kesitler nemli ve kapakli bir ortama yerlestirildi. Doku kesitleri {izerine
Hidrojen Peroksit damlatild1 ve 20 dakika siire ile inkiibe edildi. Distile su ile yikandi.
PBS soliisyonunda 5 dakika yikandi. Large Volume Ultra V Blok (Lab.Vision, Cat; TA-
125-UB) soliisyonu damlatild1 ve 5-10 dakika inkiibe edildi. PBS’ten hizli gecirilerek
lamlar silkelendi ve primer antikor (rhPro-BMP-2, clone: 253717, mouse monoclonal)
damlatild1. 60 dakika inkiibe edildi. Distile su ile yikandi. PBS soliisyonunda 5 dakika
yikandi. Sekonder antikor Biotinli Goat Anti- Polyvalent (lab vision, kat: TP- 125-BN)
damlatild1 ve 20 dakika inkiibe edildi. Distile su ile yikandi. PBS soliisyonunda 5 dakika
yikandi. Large Volume Streptavidin Peroxidase (Lab. Vision. Cat: TS-125-HR)
damlatild1 ve 20 dakika inkiibe edildi. Distile su ile yikandi. PBS soliisyonunda 5 dakika
yikandi. Kromogen uygulamasi olarak Lab. Volume DAB substrade (lab Vision Kat:
TA-012-HDC) damlatild1 ve 10-15 dakika inkiibe edildi. Kesitler lam boyama kabina
alind1 ve distile suda yikandi. Mayer Hematoksilen ile 2 dakika siire ile zit boyama
yapildi. Cesme altinda 5 dakika siire ile yikandi. Distile sudan gecirildi. Amonyakli
distile suda matlik giderildi. Distile suda 5 dakika yikanarak amonyak giderildi. Su bazli
kapama malzemesi ile kapatildi. Boylelikle kesitler fotograflamaya hazir hale getirildi.
Anti-BMP-2 ile boyali preparatlarda 0,4 mm? lik alanlar secildi. Bu alanlar segilirken
ayn1 bolgelerin se¢imine dikkat edildi ve 151k mikroskobuna bagli Nikon Coolpix 5000
dijital fotograf makinesi ile fotograflandirildi. Fotograflama esnasinda kalibrasyon
amaci ile Nikon Stage Micrometer goriintiisii de ayn1 mikroskobik biiylitmelerde alindi.
Tiim goriintiiler PC ortamina aktarildi ve Clemex PE 3.5 goriintii analizi programi ile
degerlendirildi (Bkz Sekil 3.15).

Anti-BMP-2  ile immiinhistokimyasal olarak boyanan preparatlarin
fotograflarinda aym goriintii analizi sistemi ile 0,4mm?”’lik alan secilerek bu alanlardaki

pozitif boyanan hiicreler isaretlenerek otomatik olarak saydirildi.
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3.6 Istatistiksel Yontem

Calismanin verileri SPSS (Ver; 14.0 for Windows) programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde Kruskal Wallis ve Mann Whitney U testi kullanildi. Veriler
tablolarda aritmetik ortalama + standart sapma seklinde belirtilip yanilma diizeyi 0.05
olarak alind.

41



4. BULGULAR

4.1 Klinik bulgular

Deneysel caligma siiresince ratlarin uygulanan cerrahi islemi iyi tolere ettigi,
beslenmeleri agisindan herhangi bir olumsuzluk gelismedigi, operasyona bagli herhangi
bir enfeksiyon olugsmadigi ve deneklerin genel saglik durumlarinm iyi oldugu

gOzlemlendi.

4.2 Histopatolojik bulgular
Histolojik olarak kesitlerde her bir gruba ait yeni olusan kemik alani, osteoblast,
osteoklast, fibroblast ve yeni olusan damar sayisina bakilmustir (Bkz Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Hematoksilen boyama ile hucrelerin gosterilmesi (Ob: osteoblast, Oc:
osteoklast, Fb: fibroblast, V: Ven (Damar)) (Boya: HE)
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Sekil 4.2 Kontrol grubuna ait histolojik gorunti (Boya: HE)
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Sekil 4.3 1. Deney grubuna (rif grubu) ait histolojik goruntii (Boya: HE)
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Sekil 4.4 2. Deney grubuna (spg grubu) ait histolojik gorintt (Boya: HE)
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4.2.1 Yeni olusan kemik alanlarinin degerlendirilmesi

Gruplara ait 21. gundeki yeni olusan kemik alanlari, goriintii analiz programi
kullanilarak 6l¢ildi. Elde edilen veriler karsilagtirildiginda, gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Gruplara ait degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda kont-rif ve kont-spg

gruplart arasindaki farklilik 6nemli bulunurken, rif-spg gruplar1 arasi farklilik dnemsiz

bulunmustur.

Ortalama Yeni Kemik Olusumu

kontrol

rif

Gruplar

Spg

Sekil 4.5 Gruplara ait 21. giindeki ortalama yeni kemik olusumu alan1 degerlerinin

dagilim1
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4.2.2 Osteoblast hiicre sayilarinin degerlendirilmesi

Gruplara ait 21. glindeki osteoblast hiicre sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
Olculdu. Elde edilen veriler karsilastirildiginda, gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Gruplara ait degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda kont-spg gruplari
arasindaki farklilik 6nemli bulunurken, kont-rif ve rif-spg gruplar1 arasi farklilik

Oonemsiz bulunmustur.

Ortalama Osteoblast Sayisi

0.00

kontrol rif spg

Gruplar

Sekil 4.6 Gruplara ait 21. glindeki ortalama osteoblast hiicre sayilarinin dagilimi
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4.2.3 Osteoklast hiicre sayilarinin degerlendirilmesi

Gruplara ait 21. glindeki osteoklast hiicre sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
Olculdu. Elde edilen veriler karsilastirildiginda, gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemsiz bulunmustur (p<0,05).

Gruplar arasindaki fark 6nemsiz oldugundan gruplar arasi ikiserli degerlendirme

yapilmamigtir.

Ortalama Osteoklast Sayisi

kontrol rif spg

Gruplar

Sekil 4.7 Gruplara ait 21. glindeki ortalama osteoklast hiicre sayilarinin dagilimi
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4.2.4 Fibroblast hiicre sayilarinin degerlendirilmesi

Gruplara ait 21. gundeki fibroblast hiicre sayilari, goriintii analiz programi kullanilarak
Olculdu. Elde edilen veriler karsilastirildiginda, gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Gruplara ait degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda kont-rif gruplari
arasindaki farklilik 6nemli bulunurken, kont-spg ve rif-spg gruplar1 arasi farklilik

Oonemsiz bulunmustur.

Ortalama Fibroblast Sayisi

kontrol rif spg

Gruplar

Sekil 4.8 Gruplara ait 21. glindeki ortalama fibroblast hiicre sayilarinin dagilimi
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4.2.5 Yeni damar olusumunun degerlendirilmesi

Gruplara ait 21. gundeki yeni damar olusumu, goriintii analiz programi kullanilarak
Olculdu. Elde edilen veriler karsilastirildiginda, gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Gruplara ait degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda kont-rif ve kont-spg
gruplar1 arasindaki farklilik 6nemli bulunurken, rif-spg gruplar1 aras1 farklilik 6nemsiz

bulunmustur.

5.00

Ortalama Yeni Damar Olusumu

kontrol rif spg

Gruplar

Sekil 4.9 Gruplara ait 21. giindeki ortalama yeni damar olusumunun dagilimi
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Cizelge 4.1 Tum gruplara ait 6lgiimlerin karsilastiriimasi

Gruplar | Yeni kemik alan1 | Osteoblast | Osteoklast | Fibroblast | Yeni damar
X+Ss sayisl sayisl sayisl olusumu
X+Ss X+Ss X+Ss X+Ss
K 78583,71+4834,92 | 15,20+2,69 | 1,10+£1,37 | 19,60+2,67 | 2,80+0,78
RIF 88789,09+3643,30 | 17,30+1,63 | 1,10+0,56 | 22,40+2,87 | 4,10+0,73
SPG 89287,44+3413,64 | 19,40+2,06 | 0,70+0,67 | 21,80+2,65 | 4,20+0,78
Sonug KW:12,62 KW:4,75 KW:0,69 KW:4,52 KW:8,49
P:0,001" P:0,029° | P:0,403 | P:0,033° | P:0,004"

X : Ortalama deger, Ss: Standart sapma, KW: Kruskal Wallis, ": p<0,05

4.3 immunohistokimyasal bulgular

Gruplara ait BMP-2 antikoru ile pozitif ekspresyon gosteren hiicreler isaretlenerek 0,4
mm?’ lik alanda gorintl analizi programi ile otomatik olarak saydirilmistir. Elde edilen
veriler karsilastirildiginda gruplara ait 21. glindeki BMP-2 antikoru ile pozitif boyanan
hiicre sayilar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Gruplara ait degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda kont-rif ve kont-spg
gruplar1 arasindaki farklilik 6nemli bulunurken, rif-spg gruplar1 aras1 farklilik 6nemsiz

bulunmustur.
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7.00

Anti BMP-2 ile Boyanan Ortalama Hiicre Sayisi

kontrol rif spg

Gruplar

Sekil 4.10 Gruplara ait 21. glindeki ortalama Anti-BMP 2 ile boyanan hiicre sayisinin
dagilim1
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Sekil 4.11 Kontrol grubunda Anti-BMP-2 boyama ile boyanan hiicrelerin gosterilmesi
(Monoclonal Antihuman Pro-BMP-2 Antibody ile pozitif ekspresyon gosteren hiicreler)
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Sekil 4.12 RIF irrigasyon grubunda Anti-BMP-2 boyama ile boyanan hiicrelerin
gosterilmesi  (Monoclonal Antihuman Pro-BMP-2 Antibody ile pozitif ekspresyon
gosteren hucreler)
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Sekil 4.13 SPG grubunda Anti-BMP-2 boyama ile boyanan hucrelerin gosterilmesi
(Monoclonal Antihuman Pro-BMP-2 Antibody ile pozitif ekspresyon gosteren hicreler)

Cizelge 4.2 Her Ug gruba ait immiinohistokimyasal 6lgtiimlerin karsilagtirilmasi

Gruplar Anti-BMP2 ile boyanan hiicre sayisi
X+Ss
K 4,00+0,94
RIF 6,40+0,96
SPG 6,40+0,96
Sonug KW:12,27
P:0,001*

X : Ortalama deger, Ss: Standart sapma, KW: Kruskal Wallis, *: (p<0,05)
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5. TARTISMA

Iskelet sisteminin diger elemanlarinda oldugu gibi maksillofasiyal bolgede de kemik
biitiinliiglinii bozan etkenlerin basinda akut ya da kronik travmalar, benign ve malign
kemik lezyonlar1 ile ¢enelerde dislerin coklu c¢ekimine bagli alveolar kayiplar gelir.
Benign kemik lezyonlarinda daha c¢ok intralezyonel cerrahi yapilirken malign
lezyonlarda marjinal rezeksiyon tercih edilir. Bu tedavilerde, lezyonun lokal
kontroliiniin saglanmas1 ve fonksiyon ve estetigin korunmasi amaglanir (Kollender ve
ark., 2002; Cankaya, 2006).

Lewandrowski ve ark. (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada 6zellikle travma cerrahisi
ve tumoOr operasyonlar1 olmak {izere, diinyada yilda yaklasik 2.2 milyon kemik cerrahisi
girisiminde bulunuldugunu bildirmislerdir. Bu islemler neticesinde kemikte olusan
kayiplar organizma tarafindan her zaman kendiliginden tolere edilemeyebilir.

Kritik boyutta kemik defekti; canlida herhangi bir nedenle meydana gelen kemik
kaybinin o canliin yagami boyunca, iyilesmeyi indiikleyici bir materyal kullanilmadan,
kendiliginden iyilesemeyecek boyutta olmasina denir. Bu boyuttaki bir defekt, spontan
olarak, kemik dokusuyla degil bag dokusu dolumuyla iyilesebilir. Kritik boyuttaki
defekt icin genel bir standart belirtmek pek miimkiin degildir. Kemik dokudaki bir
yaralanmanimn kritik boyutta olmasini; canlinin tiirii, yasi, sistemik durumu, defekt
lokalizasyonu, defektin derinligi gibi etkenler belirler (Develioglu, 2003; Ozeg ve ark.,
2007; Schmidmaier ve ark., 2009; Kruse ve ark., 2010; Donos ve ark., 2011). Buna gore
arastirmacilar cesitli hayvan tiirlerinde farkli goriisler bildirmislerdir. Kritik boyutlu
defektin boyutunu, Takagi ve Urist (1982), ratta 8 mm, fare ve tavsanda 15 mm; Prolo
(1984) kopekte ve maymunda 20 mm olarak rapor etmislerdir. Buna karsin Freeman
(1973) ve Turnbull (1974) ratlarin pariyetal kemiklerine agtiklart 2mm ¢apl defektin 12
hafta sonunda ideal olarak iyilesmedigini gérmiislerdir (Develioglu, 2003’den). Ayrica
baska bir ¢alismada Mulliken (1980) ve Glowacki (1981) Charles River ratlarinin
pariyetal kemiklerinde 2 mm ¢apl defekt olusturmuslar ve 6. ayin sonunda ideal bir
kemik dolumu bulamamislardir (Develioglu, 2003’den). Caligma sonuclar1 arasindaki
bu tutarsizliklar farkli sekillerde aciklanmaktadir. Periostun siiturasyonu, ameliyat
sirasindaki travma, gozlem suresi, yara bdlgesindeki enfeksiyonlar gibi nedenlerin
sonuglar1 etkileyebilecegi goriisi  mevcuttur (Develioglu, 2003). Ancak son

zamanlardaki c¢aligmalarda ratlarda bas boyun bolgesinde 5 mm capl defektin kritik
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boyutta defekt oldugu kabul géormektedir (Baldik ve ark., 2000; Tasdemir, 2011 ). Bu
nedenle bizler de ¢calismamizda rat mandibulasinda Smm ¢apinda defekt olusturduk.

Kritik boyutta kemik defektlerinin onarimlar1 maksillofasiyal cerrahinin 6nde
gelen ugras alanlarindan biridir. Bu amagla arastirmacilar klinik ve deneysel ¢aligmalar
yapmis ve elde ettikleri sonuglara gore bu defektlerin onarimlarina katki saglayabilecek
yontemler ileri stirmiislerdir. Bu yontemler arasinda greft uygulamalari, ¢esitli biiyiime
faktorlerinin implantasyonu, kok hiicre caligmalar1 ve dogal biiylime faktorlerinin
salmimini artiracak uygulamalar sayilabilir. Bizler de c¢alismamizi dogal biiylime
faktorlerinin salinimini artrmaya yonelik olarak planladik.

Kemigi iceren her tirli cerrahi uygulamalarda kemik greftlemesi siklikla
kullanilmakta olan bir yontemdir. Bu amagla giiniimizde pek ¢ok malzeme
kullanilmakta ve yenileri gelistirilmeye devam etmektedir. Kemik greftlemesinde
kullanilan materyaller kemik iyilesmesine olan etki mekanizmalarma gore
siiflandmrilirlar  (Pietrzak ve ark., 2005; Eryilmaz, 2008). Osteokondiiktif materyaller
kemik ortama yerlestirildiklerinde kemik olusturan hiicrelerin tutunmasi ve ¢cogalmasi,
yeni damarlarm olusumu, kemik matriksinin olusumu ve kalsifikasyonu i¢in bir yap1
iskeleti olarak islev goren materyallerdir (Clokie ve ark., 2002; Eryilmaz, 2008).
Osteoindiiktif materyaller ise, yerlestirildigi ortamdaki farklilagmamis mezenkimal kok
hiicreleri kemik olusturan hiicrelere doniismeleri yOniinde uyararak islev goren
materyallerdir (Clokie ve ark., 2002; Pietrzak ve ark., 2005; Eryilmaz, 2008). ideal
kemik grefti materyalinin hem osteokondiiktif, hem de osteoindiiktif 6zelligi olmalidir
(Colnot ve ark., 2005; Oztiirk ve ark., 2006; Eryilmaz, 2008). Otojen kemik grefti tiim
bu ozellikleri tagimast nedeniyle giliniimiizde hala altin standarttir. Ancak, ikinci bir
cerrahi alan gerektirmesi, sekillendirme giicliigii, enfeksiyon, rezorbsiyon ve dondr alan
morbiditesi gibi dezavantajlar1 mevcuttur (Clokie ve ark., 2002; Oztiirk ve ark., 2006;
Eryilmaz, 2008). Bu dezavantajlardan kaginmak ve ideal bir kemik grefti kaynagi olarak
kullanilmak tizere pek ¢ok malzeme gelistirilmistir.

Allogreftler, alloplastik greftler ve ksenogreftler otogreftlere alternatif olarak
tiretilen greft gesitleridir. Bunlardan allogreftler ayni tiirden fakat farkli genetik yapiya
sahip canlilardan elde edilen greftlerdir. Genellikle farkli genetik yapida insanlardan
veya kadavralardan elde edilir. Alloplastik greftler, kemik mineral yapisina benzer
olarak wretilen sentetik materyallerdir. Ksenogreftler ise mercan kabuklarindan veya

farkli tiirden canlilardan elde edilen greft materyalleridir. Kemik defektlerinin
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onariminda daha siklikla ksenogreftler, ksenogreftler arasinda da en ¢ok sigir kaynakl
olanlar kullanilmaktadir (Revell, 1986; Timogin ve ark., 1993; Fonseca ve Davis, 1995).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda kritik boyutta kemik defektlerinin
onariminda kemik greftlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda, ¢esitli biiylime faktorlerinin
(Bone morfogenetik protein (BMP), Vaskuler endotelial growth factor (VEGF),
Fibroblast growth factor (FGF), transforming growth factor (TGF) vb. ) tek basina ya da
greftlerle kombine edilerek kullanimi yogun olarak arastirilmaktadir. Inui ve ark.
(1998), tavsan femurunda 10 mm'lik defekt olusturmus ve defekte bir tasiyici ile beraber
FGF yerlestirmiglerdir. Elde edilen sonuglara gére FGF uygulanan defektte yeni kemik
ve kartilaj olustugunu gozlemlemis, buna gore de FGF’nin defekt alaninda olusan kallus
miktarini artirdig1 bildirmislerdir.

Nakamura ve ark. (1998) ve Thoren ve Aspenberg (1993), FGF-2’nin kemik
greftleriyle kombine edilmesinin enflamatuvar cevabi diizenledigini, iyilesme
asamalarin1 daha erken baglatarak osteoblast aktivitesini uyardigini ve kemik gelisimini
artirdigini bildirmislerdir.

Edwards ve ark. (2004), ratlarin femurlarinda deneysel olarak olusturulan kirik
hattina perkutandz rhBMP uygulamislardir. Post operatif 1., 2., 3. ve 4. haftalarda
deneklerden elde edilen histolojik bulgular incelendiginde kirik hattindaki kallusun
deney grubunda daha buytk oldugunu, kirik hattmin her iki tarafinda da periostal kemik
olustugunu ve olusan yeni kemik alanindaki vaskiilarizasyonun daha iyi oldugunu
gOzlemlemislerdir. Bu c¢alismaya goOre perkutandz uygulanan rhBMP’nin kirik
iyilesmesini hizlandirdig1 bildirilmistir.

Oze¢ (2003), koyunlar {izerinde distraksiyon osteogenezisi uyguladigi
calismasinda denek mandibulalarini bilateral olarak uzatmustir. Deney grubunda
operasyon sirasinda 3 pg rhBMP-2 kollagen sponge tasiyicisi kullanilarak osteotomi
hattina fragmanlar arasa yerlestirmis, kontrol grubuna yerlestirmemistir. Bu sekilde
distraksiyon perioduna 10 gin devam etmistir. Calismadan elde edilen histolojik ve
radyolojik degerlendirme sonuglarma gore rhBMP-2’nin, distraksiyon osteogenezisi
erken donem konsolidasyonu Gzerinde olumlu etkisi oldugu goriilmistiir.

Bu calismalarin yaninda doku miihendisligi alaninda son zamanlardaki gelismeler
kok hicre teknolojisini kemik defektlerinin tamirinde kullanmaya olanak saglamis ve
olumlu sonuglar elde edilmistir. Agacayak ve ark.'nin (2012) yaptiklar1 bir ¢aligmada
ratlarin kafatasinda kritik boyutta defekt olusturulmustur. Bu defekte kiiltiir ortaminda
tiretilmis mezenkimal kaynakli kok hiicre ve Platelet Rich Plasma (PRP) ile karistirilmis
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bifazik kalsiyum fosfat kemik seramik yerlestirilmistir. Yapilan degerlendirme
sonucunda mezenkimal kaynakli kok hiicre ile karistirilan PRP grubunda sadece PRP ve
sentetik kemik materyali kullanilmasina gore ¢ok daha fazla kemik olusumu gézlendigi
bildirilmistir. Bu ¢alismaya benzer olarak Khojasteh ve ark.'nin (2007) yaptiklar1 bagka
bir calismada yine rat kafatasinda kritik boyutta defekt olusturulmus ve defekte kiiltiir
ortaminda ¢ogaltilan mezenkimal kaynakli kok hiicre PRP ile karistirilarak dogal kemik
mineralleri tastyicist ile defekt alanina implante edilmistir. Elde edilen sonuclara gore,
hazirlanan kombinasyonun sadece kemik minerali veya sadece PRP uygulanan gruplara
gore ¢ok daha fazla miktarda kemik olusumuna katki sagladigi rapor edilmistir.

Jafarian ve ark.'min (2008) yaptiklar1 bir caligmada kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicre kiiltiir ortaminda iiretilmis ve bu hiicreler bifazik kalsiyum fosfat
ve dogal kemik minerali igerikli blok tasiyicilar ile kopeklerin masseter kasina implante
edilmistir. Daha sonra gelisen yapilar hayvanlarin alt ¢ene kanin dis bolgelerinde
olusturulan defekte yerlestirilmistir. 6 hafta sonra yapilan incelemede defekt alanindaki
kemik iyilesmesinin bifazik kalsiyum fosfat tasiyicisinda daha fazla gergeklestigi ancak
bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmiistiir.

Doku miihendisligindeki gelismelere paralel olarak genetik alanindaki gelismeler
de kritik boyutta kemik defektlerinin iyilesmesine katki saglamaktadir. Zou ve ark.’nin
(2011) yaptiklar1 bir ¢aligmada gen terapisinin kemik iyilesmesi tiizerine etkileri
incelenmistir. Hypoxia inducible factor-la  (HIF-1a) vaskller reaktivite ve
anjiyogeneziste asil diizenleyici gendir. Bu ¢alismada arastirmacilar HIF-1o fonksiyonu
optimize edilmis mezenkimal kok hiicreleri kiiltiir ortaminda gogaltarak rat modellerde
kalsiyum-magnezyum  fosfat sement tasiyicisinda  kritik  boyutta  defekte
yerlestirmiglerdir. Elde edilen sonuglara gére bu uygulama sonucunda defekt alaninda
defekti neredeyse tamamen dolduran yuksek dansitede yeni kemik olusumuna
rastlanmistir. Yine Zou ve ark.’nin (2011) yaptiklar1 farkli bir ¢galisma sonucunda HIF-
la isimli genin anjiyogenik ve osteogenik mekanizmalarin diizenlenmesinde en dnemli
gen oldugu bildirilmistir. Bu gen fonksiyonlar1 optimize edilmis kdk hiicreler cesitli
tastyicilarla defekt alanmna yerlestirildiginde tamamen saglam ve olgun kemik olustugu
rapor edilmistir. Calismada bu yontemle kemik defektlerinde defekt alaninda kemik
volimu, mineral yogunlugu, kan damarlar1 sayisi, damarlanma alaninin arttig1 canli
ortamda gosterilmistir.

Bizler de ¢alismamizda yukarida bahsedilen yontemlerden daha basit bir

uygulamayla deneysel olarak olusturdugumuz defekt alanina lokal olarak rifamisin
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uyguladik ve deney gruplarinda defekt alanlarinda yeni olusan kemik miktarinin anlamli
derecede arttigini gordiik.

Kemik indiiksiyonunu saglayan proteinlerin izolasyonu ilk olarak 1979 yilinda
Urist tarafindan gergeklestirilmis ve bu {iriiniin kemik morfogenetik aktivitesinin
demineralize kemikten daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu proteinler Urist tarafindan
“Bone Morphogenetic Protein (BMP)” veya “Osteogenic Protein (OP)” olarak
isimlendirilmistir (Wolfe ve ark., 1999; Suzuki ve ark., 2001; Oze¢ ve Yeler, 2003).
Urist’in bu kesfinden sonra aragtirmacilar kemik defektlerinde ve iyilesmeyen kiriklarda
BMP uygulanmasina yonelik yogun bir sekilde ¢aligmaya baglamigslardir.

BMP’lerin fizyolojik rollerini agiga ¢ikarmak ig¢in, birgok BMP yoksun fare
iiretilmis ve homozigotik BMP-2 ve BMP-4 defektli farelerin iskelet gelisimi
baslamadan 6ldiikleri izlenmistir (Winnier ve ark., 1995; Daluiski ve ark., 2001). Donati
ve ark. (2008) koyunlarin uzun kemiklerinde kritik boyutta defekt olusturup lokal olarak
BMP-7 uygulamislar ve defektte kallus formasyonunun ve kemik remodellinginin ¢ok
daha hizli gergeklestigini bildirmislerdir. Bagka bir ¢calismada Chen ve ark. (2006) ise
ratlarin femurlarinda kronik enfekte segmental defekt olusturmus ve BMP-7
uygulamiglardir. BMP uygulanan grupta, kontrol grubuna nazaran c¢ok daha fazla
mineralize kallus olustugu tespit edilmistir. Jones ve ark. (2006) kortikal defektli
diyafiziyal tibia kiriklar1 olan hastalarda BMP-2’nin giivenle kullanilabilecegini ve en
az otojen greft kadar etkin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Clokie ve ark. (2008)
mandibulalarinda ameloblastoma veya osteomyelit cerrahi tedavisi i¢in yapilan
rezeksiyon sonucunda major defekt olusan hastalari, BMP-7 eklenmis DBM ile basarili
bir sekilde tedavi etmislerdir. Warnke ve ark. (2004) yaptiklar1 farkli bir ¢aligmada,
insanda genis bir mandibular defekti kapatmak icin geleneksel vaskiilarize kemik
greftinin transplantasyonu {iizerinde c¢alismiglardir. Bu ¢alismada tasiyict olarak
titanyumdan ag sekilli bir kafes iiretmis ve igerisine, BMP-7 infiltre ettikleri mineral
bloklar yerlestirmislerdir. Bu yap1y1 latissimus dorsi kasina implante etmiglerdir. 7 hafta
sonunda olusturduklar1 dokuyu, serbest kemik-kas flebi seklinde mandibular defektin
tamirinde basarili bir sekilde transplante etmislerdir.

BMP suda ¢oziinen diisiik molekiiler agirliklt bir proteindir. Viicut sivilarinda
kolayca erir. Bu durum BMP uygulamasinda bir tasiyict gereksinimini ortaya
cikarmistir (Seeherman ve ark., 2002). En yaygin olarak kullanilan tasiyici kollajendir
ve genellikle tip | kollajen tercih edilir. Howel ve ark. (1997) dis ¢ekimi sonrasi alveol

kemigin korunmast amaciyla ‘“Absorbable Collagen Sponge (ACS)” tastyicisi
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araciligiyla ¢cekim soketine BMP uygulamislar ve hem hizli bir sekilde kemiklesme
oldugunu hem de ¢ekim sonrasi alveol kretin korundugunu tespit etmislerdir.

Yetiskin memelilerde  BMP osteoblastlar ve osteositler tarafindan sentez
edilmekte ve primer olarak kemik ve dentinde yer almaktadir (Oze¢ ve Yeler, 2003).
Wozney (1988) bir c¢alismasinda BMP’nin DNA zincirinin  klonlanmasimi
gerceklestirmis ve bu islemle BMP’lerin rekombinant olarak istenilen miktarlarda
iiretilebilmesi saglanmistir. Klinikte, BMP’nin rekombinant formunun piiriifiye edilerek
elde edilen formundan daha giivenli olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bessho
ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢aligmada “Recombinant Human Bone Morphogenetic
Protein-2 (rhBMP-2)"nin ve insan kemik matriksinden purufiye edilerek elde edilen
BMP-2’nin kemik indiiktif ozellikleri karsilastirilmig ve sonug¢ olarak recombinant
olarak elde edilen BMP’nin piiriifiye olarak elde edilenin onda biri oraninda aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Maksillofasiyal bolgedeki defektlerin tamirinde BMP kullanimi bilinen bir
yontemdir ancak thBMP elde etmesi zor ve oldukga pahali bir ajandir. Ancak buna
ragmen uygulama alanindan ¢ok kolay uzaklasabilen bir ajan oldugu i¢in kritik boyutta
defektlerde defekti kapatmak i¢in ¢ok yiiksek miktarlarda kullanimini gerektirir. Bu
durum rhBMP’nin klinik kullanimini kisitlamaktadir. Bu sebeple arastirmacilar
rthBMP’nin ortama kontrollii salmimmi saglayacak yontemler veya kemik dokudan
salman dogal BMP’yi artiracak faktorler iizerinde yogunlasmislardir (Mundy ve ark.,
1999; Sugiyama ve ark., 2000; Maeda ve ark., 2003; Ozec ve ark., 2007). Ben-David ve
ark., (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada PEGylated fibrinogen (PF) ile diisik dozda
rhBMP-2'yi kombine etmisler ve rat modellerin kafatasinda olusturduklar1 kritik boyutta
defekte bu kombinasyonu implante etmislerdir. 6 hafta sonunda yapilan incelemede
diistik dozdaki rhBMP ve PF kombine grupta sadece PF uygulanan gruba gore oldukca
anlaml1 derecede fark olusturacak sekilde kemiklesmenin arttigini tespit etmislerdir.

Kemik dokudan salinan dogal BMP’yi artiran faktorlere drnek olarak statinler
gOsterilebilir. Statinler, serum kolesterol seviyesini diisiirmek i¢in kullanilan bir ilag
grubu olmasina ragmen yapilan ¢aligmalar ile kemirgenlerde in vivo ve in vitro olarak
kemik olusumunu artirdiklar1 ve bu etkinin BMP-2 salimmimmi artrmak yoluyla oldugu
belirlenmistir (Mundy ve ark., 1999; Sugiyama ve ark., 2000; Oze¢ ve ark., 2007).
Wong ve Rabie (2005) yaptiklar1 ¢aligmada simvastatin ile greftlenmis kemik
defektlerinde, greftlemeden sonraki 3. giunde VEGF salindigini, 4. giinde BMP-2

salindigmi ve 5. giinde de yeni kemik olustugunu tespit etmislerdir. Ayrica Ozeg ve ark.
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(2007) yaptiklar1 bir ¢aligmada rat mandibulasinda defekt olusturmus ve lokal olarak
defekte 3 farkli dozda simvastatin uygulamislardir. Caligmanin sonucuna gore de
simvastatinin kemik iyilesmesi lizerinde olumlu etkileri oldugunu ve doz artigina bagl
olarak da belirli bir noktaya kadar yeni olusan kemikte de artis oldugunu bildirmislerdir.
Bizler de calismamizdan elde ettigimiz sonuglarda, kritik boyuttaki kemik defektine
lokal olarak uyguladigimiz rifamisinin BMP salinimmi 6nemli derecede artirdigini
gordiik. Buna gore, zor elde edilmesine ragmen uygulama alanindan kolaylikla
uzaklasabilen ve buna ek olarak oldukca pahali bir ajan olan rhBMP’nin kullanimina
alternatif olarak maliyeti oldukca diisiik olan rifamisin ile dogal BMP salimmimin
artmasmin ¢ok degerli bir sonug¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Rifamisinler, Streptomyces meditarranei’den dretilen bakterisid etkili bir
antibiyotik grubudur. A¢ik yada kapali yaralarin irrigasyonunda, enfekte olmus cerrahi
yada kutandz yaralarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Kosiis ve ark.’nin (2010)
yaptiklar1 bir ¢aligmaya gore sezeryan yapilan yaklasik 1200 civarinda hasta 2 gruba
bolinmistiir. Bir grupta sadece povidon-iyodin ile cilt antisepsisi saglanmis diger
grupta ise povidon iyodin ve rifamisin SV birlikte uygulanmistir. Elde edilen veriler
post-op enfeksiyon agisindan karsilagtirilmig ve rifamisin SV’nin yumusak doku
cerrahisinde cerrahi alan antisepsisinde etken bir antibiyotik oldugu bildirilmistir.

Bagka bir calismada Carvalho ve ark. (1997) deney hayvanlarinda dis ¢ekimi
yapmis ve ¢ekim soketlerinde fibrinolitik alveolit olusmasini saglamiglardir. Daha sonra
deney gruplarindan birinde soketleri Rifosin M ile irrige etmis, baska bir deney
grubunda ise sokete Rifosin M emdirilmis Gelfoam yerlestirmislerdir. Yapilan
degerlendirme sonucunda sokete Rifosin emdirilmis Gelfoam yerlestirilen grupta seyrek
kemik yapimlar1 izlenirken, irrigasyon yapilan grupta ise farklilasmis kemikle dolum
oldugu bildirilmistir. Bizlerde c¢alismamizda deney gruplarindan birinde defekti
rifamisin ile irrige ettik, diger grupta ise defekte rifamisin emdirilmis spongostan
kollajen yerlestirdik. Yaptigimiz degerlendirme sonucglarma gore; her iki deney
grubunda da kontrol grubuna kiyasla defektin onemli miktarda kemik dokusu ile
doldugunu tespit ettik.

Tuzuner-Oncul ve ark.’nin (2009) sunduklar1 bir vaka raporunda mandibular
simfiz bolgesinde osteomyeliti olan hastanin rutin amoksisilin grubu antibiyotik
tedavisine cevap vermedigini bildirmislerdir. Daha sonra hastaya yapilan antibiyogram
sonucu metisiline direncli staphylococcus aureus (MRSA) tespit edildigini, hastaya 10

gun parenteral klindamisin verildigini ve bu sure boyunca da defekt alaninin rifamisin
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ile irrige edildigini belirtmislerdir. 12 ay sonunda osteomyelit alaninda enfeksiyon
kalmadigini ve alanin kemikle doldugunu tespit etmislerdir.

Daptomisin, MRSA da dahil olmak {izere gram pozitif organizmalara kars1 etkili
bir antibiyotiktir. Lefebvre ve ark.’nin (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada akut osteomyeliti
olan hastalara rifamisin ile kombine edilen daptomisin uygulanmistir. Elde edilen
sonuglara géore MRSA’nin etken oldugu osteomyelitlerde dahi bu kombinasyonun
iyilesmede etkili oldugu bildirilmistir.

O’reilly ve ark.’nin (1992) yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada ratlarm tibiyal
medullar kavitesi MRSA implantasyonu ile enfekte edilmistir. Bu alana islemden 10
glin sonra 21 giin boyunca farkli deney gruplarinda tek olarak azitromisin, klindamisin
ve rifamisin; kombine olarak da azitromisin+rifamisin ve klindamisin+rifamisin
kombinasyonlar1 verilmistir. Yapilan degerlendirmeye gore tek olarak verilen
ajanlardan enfeksiyona karsi en etkin cevabi rifamisin saglamistir. Bunun yaninda
kombine verilen ilaglarda iki grup arasinda anlamli fark olmamakla birlikte etkili bir
iyilesme gergeklesmistir. Buna gore stafilokokal osteomyeliti olan hastalarda kombine
ila¢g kullaniminin, kombinasyona da rifamisin eklenmesinin en etkili yontem oldugu
bildirilmektedir.

Tagsdemir ve ark.’nin (2011) yaptigi farkli bir deneysel ¢aligmada ise deney
hayvanlarindan alman otojen greft kontamine edilmis ve rifamisin ile
dekontaminasyonu saglanmistir. Dekontamine edilen greft, deney hayvanma implante
edilmis ve 21 giiniin sonunda yapilan histolojik degerlendirmeye gore greft alaninda
salman BMP miktarmin, beklenmedik sekilde, anlamli derecede fazla oldugu
goriilmiistiir. Bizler de ¢aligmamizin sonucunda lokal olarak uyguladigimiz rifamisinin
kritik boyuttaki kemik defektlerinin iyilesmesine ve o alandan salinan BMP miktarinin
artmasina olumlu etkiler sagladigini tespit ettik. Ayrica Tasdemir ve ark.’nin ¢aligmast
haricinde literatiirde ¢alismamiza benzer bir ¢alisma bulunmamaktadir.

VEGF salinimi kemik formasyonunda 6nemli bir faktordur. Blytyen farelerde
VEGF aktivitesinin blokaji sonucu hipertrofik kartilaj alaninin genisledigi, metafizyel
kan damarlarmin kaybi ve trabekuler kemik formasyonunun azaldigi ve bozuldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglara gore normal anjiyogenez doku tamirinin merkezidir ve
VEGF kemik tamiri boyunca anjiyogenezis ve osteogenezis cifti igin major sinyal
olabilir. VEGF endotelyal hiicreler, osteoblast, osteoklast gibi ¢esitli hiicre tiplerinin
kemotaksisini, proliferasyonunu ve yasam aktivitelerini etkilemektedir (Filvaroff,
2003).
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Yapilan bir ¢calismada VEGF salinimimin olgunlagsmamis kemikte osteoblastlarin
yaninda gozlemlendigi ve anjiyogenezin, osteogenezden oOnce indiiklendigi rapor
edilmektedir (Sojo ve ark., 2005). Ayrica yapilan ¢esitli calismalarda VEGF’nin
osteoblast diferansiyasyonu {iizerinde direkt otokrin etkisi oldugu ve endotelyal
hicrelerin osteojenik faktorleri sentezlemesini stimile ederek indirekt olarak kemik
formasyonuna katkis1 olabilecegi rapor edilmektedir (Wang ve ark., 1997; Bouletreau
ve ark., 2002; Street ve ark., 2002).

Tasdemir’in ve ark. (2011) yaptigi bir ¢aligmada rifamisin ile dekontamine edilen
otojen greftin implante edildigi alanda VEGF’nin arttig1 ancak bu artisin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir. Yaptigimiz ¢aligmamizin histomorfometrik
degerlendirmesi sonucunda deney gruplarinda defekt alaninda yeni olusan kan
damarlarinin kontrol gruplarina gére anlamli derecede daha fazla oldugunu gordiik. Bu
sonucun o alanda VEGF’nin artmasindan kaynakli oldugunu diisinmekteyiz. Lokal
olarak uygulanan rifamisinin VEGF salinimini artirdigma dair literatiirde bir bilgiye
rastlanmamaktadir. Bize gore de yaptigimiz ¢calismamizin eksik kalan yonii, rifamisinin
VEGF salimimi (zerine etkisini incelemek i¢in immunohistokimyasal degerlendirme
yapilmamasidir.

Medikal alanda gergeklestirilen tiim laboratuar c¢alismalar1 igerisinde hayvan
calismalar1 biiylik Onem tasir. Bu c¢aligmalarda kullanilacak hayvan modelinin
seciminde, hayvanm viicut immiinitesi ile insan immiinitesinin benzerlik gdstermesine
dikkat edilmelidir. Stevenon ve ark. hayvan calismasi denek se¢iminde, ¢aligmanin
gerektirdigi kosullara uygunluk ve konuyla ilgili yeterli kaynak bulunmasmin belirleyici
etkenler olduklarimi bildirmiglerdir (Stevenson ve ark., 1996; Cankaya, 2006). Buna
gore deney hayvanlarindan domuz, kopek, tavsan ve rat en uygun modeller olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Fakat etik olarak iilkemizde kopekler iizerinde son 7 yildir
calisma yapilmamaktadir. Domuzlarda ise bakim isleminin ve cerrahi iglemin yapilmasi
zordur. Sonugta kolay bulunmasi, barmma ve beslenmesinin kolayligi ve ucuz
olmasindan dolay1 tavsan ve ratlar deneysel hayvan calismalarinda en sik kullanilan
modellerdir. Bizde ¢aliymamizi ratlar tizerinde gercgeklestirdik.

Yapilan bazi ¢alismalarda arastirmacilar ilk haftadan itibaren 4 haftalik siirenin
ratlarda yeni kemik olusumu ve anjiyogenezi gozlemlemek icin yeterli bir siire
oldugunu bildirmislerdir (Schmid ve ark., 1997; Boo ve ark., 2002; Herron ve ark.,
2003; Kerem, 2007). Buna karsilik ozellikle son zamanlarda kemik iyilesmesini

incelemek i¢in yapilan ¢aligmalarda aragtirmacilar, ¢alismayi sonlandirmak icin 21
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giinliik silireyi se¢migler ve bu siirenin ratlardaki kemik iyilesmesi igin ideal siire
oldugunu tespit etmislerdir (Kuskucu ve ark., 1991; Goksan ve ark., 1997; Ertas ve ark.,
2004; Ozeg ve ark., 2007; Sahin ve ark., 2009; Aydin ve ark., 2011; Tasdemir, 2011).

Bizde ¢alismamizi sonlandirmak igin 21 giinliik siireyi sectik.
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SONUC VE ONERILER

Mevcut caligmada deneysel olarak olusturulan kritik boyutlu defekte lokal olarak
uygulanan rifamisinin defekt alanindaki kemiklesmeyi ve BMP salmimini artirdigi
tespit edilmistir. Buna gore rifamisin cesitli nedenlerle olusan kemik defektlerinde
giivenle kullanilabilir. Ayrica yeni olusan kan damarlarindaki artig rifamisinin VEGF’yi
de artirabilecegini diislindiirmektedir. Rifamisinin yeni kemik olusumuna, BMP ve
muhtemel VEGF salinimina olumlu etkilerinden ve bu sonuclara literatiirde
rastlanmamasindan dolay1r ¢alismamizin sonuglar1 6nem arz etmektedir. Ancak bu
konuda yapilacak yeni galigmalara ihtiyac¢ vardir. Ihtiyag duyuldugunu diisiindiigiimiiz
yapilmasi muhtemel literatiir ¢aligmalarinda; rifamisin dozunun kemik hucrelerine,
kemiklesmeye veya salinan BMP miktarina etkisi olup olmadigi, Klinik uygulamalarda
rifamisinin kemik defektlerinin iyilesmesine ne derecede etki ettigi, kemik defektlerine
rifamisini tasiyici olarak ne tip farkli materyaller kullanilabilecegi ve bunun iyilesmeye
etkisi olup olmayacagi gibi sorularin cevaplar1 aranmalidir.

Sonug olarak kemik defekti olusan her tiirlii cerrahi islemde, lokal rifamisin

kullanimini 6nermekteyiz.
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