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Biiylime cagindaki sican kemiginde tekrarlanan metafizo-diyafizer
delmenin bliyiime plagi ve eklem kikirdagi lizerine etkisi

The effect of repeated metaphyso-diaphyseal perforations
on the growth plate and articular cartilage of the growing rat femur
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Amag: Biiyiiyen kemigin cismi ya da metafizini ilgilen-
diren uyaranlar, biiytime plagindaki aktiviteyi artirabilir.
Bu calismada, sican femurunun metafizo-diyafizer bol-
gesinde perkiitan tekrarlayict delme modeli tanimlandi
ve bu uyaranin olusturdugu etkiler degerlendirildi.

Gerec ve yontem: Calismaya biiyiimesini tamamlamamig
10 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sican alindi. Siganlarin
sag femur distal metafizo-diyafizer bolgesine, kisa siireli
inhalasyon anestezisi altinda, ii¢ giinde bir olmak iizere top-
lam 10 kez delme islemi yapildi. Deneyler sirasinda 6len ya
da kirik olusan dort sican degerlendirme dis1 birakildi. Ya-
samlan sonlandirilan sicanlarin her iki femur ve tibialar
yumusak dokudan styrildi ve bu kemiklerin uzunluklari 61-
ciildii. Histolojik ¢alismada femur distal ve tibia proksimal
biiyiime plaklartyla eklem kikirdaginin kalinligi mikromet-
rik olarak olciildii. Ayrica, femurlarin distal biiyiime plagi-
nin proliferatif bolgesiyle tam kat eklem kikirdaginin hiic-
re iceri8i sayildi. Bu dl¢iim ve sayim sonuglari, kontrol gru-
bu olarak alinan sol alt ekstremitede 6lciilen degerlerle ¢ift-
lestirilmis t-testi kullanilarak karsilastirildi.

Bulgular: Sag ve sol femur ve tibialarin uzunluklari ara-
sinda anlaml1 farklilik bulunmadi. Mikrometrik dl¢iimde,
sag femurlarin biiyiime plagi ve eklem kikirdaginda be-
lirgin kalinlik artig1 saptandi. Biiylime plagi ve eklem ki-
kirdaginda kondrosit sayisinda artig ve hipertrofik gorii-
niim saptandi. Eklem kikirdagindaki hiicre sayisi artisi is-
tatistiksel a¢idan anlamliyd.

Sonug: Calismamiz, tekrarlayici metafizo-diyafizer si-
nirli hasarin biiyiime plagi ve eklem kikirdaginda kond-
rogenezisi artirabildigi ve bu artisin iglem yapilan ke-
mikle smurli olduguna dair kanitlar sunmaktadir.

Anahtar sozciikler: Eklem kikirdagi; femur/yaralanma; biiytime
plagy/sitoloji/metabolizma; biyolojik model; sican; tibia/yaralan-
ma; yara iyilesmesi/fizyoloji.

Objectives: The stimulus applied to the diaphysis or
metaphysis of the growing bone may lead to increased
activity of the growth plate. We described a model of
repeated percutaneous metaphyso-diaphyseal perfora-
tions of rat femora and evaluated the ensuing effects.

Materials and methods: The study included 10 imma-
ture male Sprague-Dawley rats. Distal metaphyso-diaphy-
seal perforations were performed in the right femora of the
rats under short time inhalation anesthesia every three days
for a total of 10 times. Four rats were excluded due to
death or fracture occurrence. The rats were sacrificed, all
femora and tibias were dissected and removed from soft
tissue, and their lengths were measured. In histological
evaluation, the thickness of the growth plate and articular
cartilage of the distal femora and proximal tibias were
measured micrometrically. The chondrocyte contents of
the proliferative zone of the distal femoral growth plate
and articular cartilage were also counted. The findings
were compared with corresponding values of the left side
as controls using paired t-test.

Results: There were no significant differences between the
lengths of the left and right femoral and tibial bones.
Significant increases were found in the thickness of the
growth plate and articular cartilage of the right femora as
well as an increased number of chondrocytes and a hyper-
trophied appearance. The increase in the cell count of the
articular cartilage was statistically significant.

Conclusion: Our data provide evidence that repeated
and limited metaphyso-diaphyseal injury is associated
with increased chondrogenesis in the growth plate and
articular cartilage, which is confined to the injured bone.
Key words: Cartilage, articular; femur/injuries; growth plate/cytol-
ogy/metabolism; models, biological; rats; tibia/injuries; wound
healing/physiology.
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Kemiklerin uzunlamasina biiylimesi, biiyiime
plagindaki hassas dengeli olaylar zinciriyle ger-
ceklesir. Asamalar1 kikirdak olusumu, tiretilen ki-
kirdak ara maddesinin kalsifikasyonu ve kemik
olusumu olan bu siirecte, bir¢ok yerel ve sistemik
etken rol oynar; ancak, tiim ayrintilar1 hentiz bilin-
memektedir."” Kemigin metafiz ya da diyafizini il-
gilendiren, kirik, osteotomi ve elektrik akimi gibi
uyaranlarin biiyiime plagini da etkiledigi™ ve bu
etkiyi hiicresel boliinmeyi artiran faktorler tizerin-
den yaptig1 bildirilmistir.*” Bu bilgiler 1s181inda ca-
lismamizda, metafizo-diyafizer bolgede olustur-
dugumuz sirli, ancak tekrarlanabilir bir hasar
modeliyle biiyiime plagimi etkilemeyi amagladik.
Bunun icin biiytime potansiyeli siiren sican femu-
runun metafizo-diyafizer bolgesinin perkiitan tek-
rarlayict delme modelini tanimladik, bu uyaranla
biiyiime plag: ve eklem kikirdaginda olusan etkile-
ri degerlendirdik.

GEREC VE YONTEM

Calisma, kurumumuzun etik kurul izni alindik-
tan sonra baslatildi. Arastirmanin tiim asamalari,
Tiirk Veteriner Hekimligi Medikal Deontoloji Ka-
nunu ve hayvan haklari ile ilgili Helsinki Deklaras-
yonu'na bagl kalinarak gerceklestirildi. Denek
olarak, siitten yeni kesilmis Sprague-Dawley cinsi
sican secildi. Bu kemirgenin biiytime stireci, cinsel
olgunlukla biiytime plaginin kapanmamasi disin-
da, insaninkine benzemektedir. Hayatlarinin ilk
dort haftasi hizli biiytime, dordiincii- yedinci haf-
talar arasi cinsel olgunluk kazanma ve 12. hafta
tam erigkinlik donemleridir.” Yapilan éncalismada
siitten yeni kesilmis sicanlarin femur distal metafi-
zinin kolaylikla bulunup, perkiitan delinebilecegi
anlagildi. Deney igin 10 adet 25 giinliik erkek sigan
temin edildi. Sicanlara, normal beslenme, 20-22 °C
sicaklik ve 12’ser saatlik aydinlik ve karanlik don-
glisii saglanan laboratuvar kosullarinda bakild.
Deneye baslamadan Once, siganlarin yeni kosulla-
ra uyum saglamalari i¢in ti¢ giin beklendi. Deneye
baslandig sirada siganlarin ortalama agirliklar: 52
gram (dagilim 44-58 gr) idi.

Tekrarlayic1 metafizer delme islemi, sicanlarin
sag femur suprakondiler bolgelerine yapildi. Delme
islemi Oncesinde sicanlara sevofluran (Sevorane li-
kid, Abbott, Istanbul, Tiirkiye) ile inhalasyon anes-
tezisi uygulandi. Anestezinin yeterliligine denegin
solunum sayisinin azalmasina bakilarak karar veril-
di. Metafizer delme islemi, sag diz suprakondiler

bolgenin lateral tarafindan perkiitan girilerek, stan-
dart 0.8 mm’lik enjektor ucuyla, hem medial hem
lateral korteks gegilecek sekilde yapildi. Islemden
sonra denek, anestezi etkisinden kurtulmasi ve yii-
riimeye baslamasi agisindan izlendi. Bu uygulama
her ti¢ glinde bir olmak tizere toplam 10 kez tekrar
edildi. Son delmeden yedi giin sonra (denekler 65
giinliik iken) tiim denekler ytiksek doz anestezi ve-
rilerek, hayvan haklarina uygun sekilde oldiiriildii.
Deneklerin bu dénemdeki viicut agirligi ortalamasi
134 gram (dagilim 112-156 gr) idi. Oldiirme islemin-
den sonra her iki alt ekstremitenin femur ve tibia ke-
mikleri yumusak dokulardan siyrildi. Kemiklerin
uzunlugu 1 mm aralikli kumpas kullanilarak 6l¢iil-
dii. Femur uzunlugu, basin en tist noktasiyla medi-
al kondilin en alt kenari, tibia ise eminensiyanin en
uist noktasiyla medial malleolun en alt noktas: refe-
rans alinarak ol¢tldi.

Kemikler histolojik ¢alisma igin %10’luk forma-
lin ¢Ozeltisinde tespit edilerek rutin doku izlem sii-
recine alindi. Dokular %5'1ik nitrik asitle dekalsifi-
ye edildikten sonra parafine gomiildii. Mikrotom
ile her kemikten 100’er mikrometrelik esit aralik-
larla koronal kesitler alindi ve toluidin mavisiyle
boyand1.

Histolojik degerlendirmede, femurlarin distal
ve tibialarin proksimal biiyiime plagiyla eklem ki-
kirdak kalinliklarinin mikroskobik dl¢iimii yapildi.
Ayrica, femurlarin distal bliytime plag: proliferatif
bolgesinin ve tam kat eklem kikirdaginin hiicre sa-
yimlar1 yapildi.

Kemiklerin biiytime plagiyla eklem kikirdak
kalinliklarimmin mikroskobik oOl¢timii igin her ke-
mikten esit araliklarla 10’ar kesit alindi. Her kesit-
te x200 biiyiitmede okiiler mikrometreyle esit ara-
Iikl1 5’er Ol¢iim (toplamda her kemik igin 50’ser 61-
¢iim) yapild1 ve ortalamalar1 alind1.

Femurlarin distal biiytime plag proliferatif bol-
gesinin ve tam kat eklem kikirdagimin hiicre sa-
yimlar1 i¢in, her femurdan esit araliklarla alian ti¢
ayr1 kesitte licer alanin (toplam 9 alan) x200'litk
biiytitmede mikroskobik goriintiisii elde edildi ve
dijital fotografi gekildi. Bu fotograflar tizerinde di-
jital ortamda hiicreler isaretlenerek sayild: ve orta-
lamalar1 hesaplandi.

Kemiklerin uzunluklar, histolojik kalinlik 6lgti-
mii ve hiicre sayim sonuglarinin degerlendirilmesi
i¢in, her denegin sag alt ekstremitesinde elde edi-
len degerler, kontrol olarak alman sol ekstremite
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TABLO |

Femur distal ve tibia proksimal buyime plagi ve eklem kikirdaklarinin mikroskobik yéntemle 6lgtlen ortalama kalinliklari

Femur distal blylime
plag kalinhgr (um)

Femur distali eklem
kikirdagi kalinh@r (um)

Tibia proksimali blyime
plag kalinhgr (um)

Tibia proksimali eklem
kikirdagi kalinligr (um)

Olgu Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol
1 287.9 197.4 180.7 103.2 308.9 341.0 156.6 134.9
2 288.2 222.5 103.1 82.1 262.2 268.2 203.1 174.6
3 181.6 129.2 245.0 116.6 173.6 176.4 159.3 120.8
4 228.8 195.1 110.0 92.9 207.2 235.3 139.5 80.7
5 151.4 156.4 148.7 112.3 2111 233.7 261.6 100.9
6 217.4 171.4 151.1 111.8 166.3 157.1 63.6 147.3
Ort. deger 225.9 178.7 156.4 103.2 221.5 235.3 163.9 126.5
degerleriyle ciftlestirilmis t-testi kullanilarak karsi- TARTISMA

lagtirildi; p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi. Ts-
tatistiksel degerlendirme igin ticari bir yazilim
(SPSS for Windows, V 9.05) kullanilda.

BULGULAR

Deneyler stiresince anestezi etkisiyle dlen iki s1-
can ve delme islemine bagli metafizo-diyafizer ki-
rik bulgular1 bulunan iki sican ¢alisma dis1 birakil-
di. Kalan alt1 denegin kemiklerinin 6l¢gtimiinde or-
talama uzunluk sag femurda 29.9 mm (dagilim
28.0-31.0 mm), sol femurda 30.0 mm (28.5-31.5);
sag tibiada 31.5 mm (29-33.5) ve sol tibiada 31.8
mm (29-34.5) bulundu. Delme isleminin yapildig1
femur distal metafizo-diyafizer bolgelerinde kemi-
gin yapisal genislige ugradig1 dikkat cekiciydi (Se-
kil 1). Kemiklerin mikroskobik o6l¢iim sonuclari
Tablo I'de, biiytime plag1 ve eklem kikirdagindaki
hiicre sayim sonuglar1 Tablo II'de verildi.

Istatistiksel degerlendirmede, sag femurlarda
biiyiime plag: ve eklem kikirdag: kalinlig: sol tara-
fa gore anlaml farkliik gostermekteydi (p<0.05).
Femur ve tibialarin uzunluklariyla tibialarin biiyti-
me plag1 ve eklem kikirdagi kalinliklarinda anlam-
I1 farklilik saptanmada.

Mikroskobik degerlendirmenin ikinci agama-
sinda, sag femurlarin distal biiyiime plaginda ista-
tistiksel agidan anlamli olmamakla birlikte, hem
hipertrofik hem de proliferatif bolgedeki kondro-
sitlerde sayica artis ve belirgin hipertrofik gori-
niim saptandi (Sekil 2). Eklem kikirdagindaki hiic-
resel artisin anlamli olmasi yaninda (p<0.05),
kondrositlerde belirgin hipertrofi vard: (Sekil 3).
Eklem kikirdagindaki bu goriintim olgunlasma sii-
recinin devam ettigi seklinde yorumlanda.

Tkincil kemiklesme cekirdeginin olugmastyla
birlikte, biiyiime plagi, uzun kemiklerin kikirdak
yapidaki uglarinda sekillenir. Kikirdak yapidaki
bu plak, bulundurdugu kondrositlerin farklilasma
evresine gore ii¢ histolojik bolgeye ayrilir. Tkincil
kemiklesme merkezine en yakin olan istirahat bol-
gesinin gorevi bilinmezken, proliferatif bolge hiic-
resel boliinme ve ara maddenin tiretildigi aktif bo-
limiidir. Metafize komsu olan hipertrofik bolge,
kondrositlerin kaginilmaz oliimii ve ara maddenin
mineralize oldugu bolgedir. Metafizer bolgede, ki-
kirdak yapinin mineralize ara maddesi ortadan
kalkar, yerine kemik yap1 olusur ve bu kemik yeni-
den sekillenerek, stingerimsi ve kortikal kemigin
uzunlamasina biliytimesini saglar.lg'“” Bu stireg, lo-
kal ya da sistemik bir¢ok faktoriin etkisi altindadir.
Kiriklar ve osteotomiler, lokal faktorler araciigiyla
uzunlamasina biiylimeyi artiran uyaranlardir.””
Sundugumuz modelde, metafizo-diyafizer delme

)

Sekil 1. iki numarall denedin yumusak dokudan arindiriimis
(a) sag ve (b) sol femur ve tibia kemiklerinin gérinima. Ke-
mikler arasinda uzunluk farki bulunmazken, sag femur distal
boélgesi sol tarafa gére kalinlasmis gérinmektedir (ok isareti).
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TABLO Il

Femurlarin distal biyume plagi proliferatif bélgesi ile tam kat eklem kikirdaginin
200 buylutmede mikroskobik alan bagina disen ortalama hicre sayilari

Femur distal buylime plagi
(hlcre sayisi/mikroskobik alan)

Femur distal eklem kikirdagi
(hlcre sayisi/mikroskobik alan)

Olgu Sag Sol Sag Sol

1 286.3 229.6 289.2 167.9
2 261.5 302.0 1741 151.0
3 204.1 183.4 355.2 235.4
4 320.7 195.4 166.7 169.8
5 204.3 180.8 262.9 202.9
6 190.9 223.2 273.9 212.9
Ort. deger 244.6 219.1 253.7 190.0

ile kontrollii, az invaziv ve tekrarlanabilir bir yon-
temle smirh lokal hasar olusturmay: planladik.
Varsaymmumiz, bu hasarin tamiri i¢in agiga ¢ikan
araci faktorlerin biiytime plagindaki aktiviteyi de
artirmasiydi. Delme iglemi sonucu olusacak olas:
degisikliklerin islem yapilan kemige 6zgii olup ol-
madigini arastirmak igin, tibialarin proksimali de
degerlendirmeye alindi.

Calismamizda biiytime plag: disinda, eklem ki-
kirdaginin etkilesimi de degerlendirildi. Biiyiiyen

Sekil 2. Dort numarali denegin (a) sag ve (b) sol femur aistal b[]yl']—me plaginin mik-

‘il.i{.h.ﬂ

kemikte kikirdak, eklem yiizii olmanin disinda
epifiz gekirdeginin ekleme bakan tarafinda endo-
kondral kemiklesme i¢in mikro-epifizer plak gore-
vi de goriir." Bu ozellik nedeniyle modelimizde,
biiytime plagiyla birlikte kikirdagin da etkilenebi-
lecegini diisiindiik ve mikroskobik degerlendirme
yaptik.

Calismamizdaki modelin belirlenmesinde, Inan
ve ark.nin"” deneyimi etkili oldu. Bu aragtirmacilar
calismalarinda, sasirtici bir sonug olarak, kontrol

e A A M

roskobik gérinima (Toluidin mavisi, x 200). Sagda blyiime plaginda sola gére ka-
linlik artigi (ok isaretleri) ve proliferatif (arti simgeleri) ile hipertrofik (yildiz simgeleri)
boélgelerindeki hiicrelerde sayica artis ve belirgin hipertrofik gérinim dikkat cekmek-
tedir. Proliferatif ve hipertrofik bélgeler ince siyah bir gizgiyle ayriimigtir.
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Sekil 3. Ug numarali denegin (a) sag ve (b) sol femur distal eklem klklrda(jlnm mik-
roskobik gériinim (Toluidin mavisi, x 200). Sagda eklem kikirdaginda sola gére ka-
hinlk artisi (ok isaretleri), hlicrelerin sayica artigi ve hipertrofik gérinimli olmasi dik-

kat cekmektedir.

amach metafizer delme yapilan, ancak elektrot
yerlestirilmeyen tavsan femurunda, elektrik akimi
verilen gruptan daha fazla biiytime plag: kalinlas-
masi ve hiicresel artis saptamiglardir. Biz de mode-
limizde metafizer bolgenin delinmesini esas aldik.
Farkli olarak, islemin belli araliklarla tekrarlanma-
s1 ve perkiitan yapilmasini planlandik. Modelin
perkiitan yapilmasi nedeniyle, metafizo-diyafizer
olarak tanimlanmasini daha uygun gordiik.

Biiylime potansiyeli olan kemiklerin kirilmasiy-
la uzunlamasima biiyiimenin artti31**” ve hasarin
daha fazla oldugu kirik” ya da stabilitenin saglan-
madi81 osteotomi olgularinda bu biiytimenin daha
fazla oldugu bildirilmistir. Kirik ya da osteotominin
hasar ve tamir stirecini andiran modelimizde, ben-
zer sekilde biiyiime plag1 ve eklem kikirdagindaki
aktivitenin arttigina dair bulgular saptadik. Modeli-
mizde her ne kadar stabil olmayan bir kirik olusu-
mu s0z konusu degilse de, hasarn uzunca bir siire
tekrarlanmasinin belirgin mikroskobik farkliliklarin
olugsmasiyla sonuglandigini diisiintiyoruz.

Kiriklarin, epifiz ve metafiz bolgelerinin kan-
lanmasini artirarak, biiylimenin artmasima neden
oldugu yaygin kabul goren bir kanidir. Ancak, ya-
pilan calismalarda, kirik ve hatta mekanik ytiklen-
menin kondrosit metabolizmasi ve boliinme hizini

artiran aract molekiiller {izerinden etkili oldugu
gosterilmistir.”” Kullandigimiz degerlendirme
yontemi nedeniyle modelimizin hangi mekaniz-
mayla etkili oldugu hakkinda bir fikir 6ne siireme-
yiz. Calismamizda, sadece sag femurun hem bii-
ylime plag1 hem de eklem kikirdag: etkilendi; an-
cak, ayni taraf tibiada belirgin bir degisiklik sap-
tanmadi. Bu sonug, olusturdugumuz siirh hasa-
rin tek kemige sinirh kalacak sekilde kondrogene-
zisi artirdi$in1 gostermektedir.

Bu ¢alismanin ana kisitliliklar: denek sayisinin
azlig1 ve mikroskobik ol¢iim yapilirken, mikrosko-
bik alan iginde biiylime plag1 ve eklem kikirdag:
kalinligimin degisiklik gostermesidir. S6zii edilen
kisithiligin calisma sonuglart tizerindeki olumsuz
etkisini en aza indirmek i¢in, ortalamalar, her ke-
mik icin 10’ar kesitte beser ol¢lim (toplam 50’ser
6l¢tim) yapilarak hesaplanmustir.

Sonug olarak, tekrarlanan metafizo-diyafizer
perkiitan delme, bliyiime ¢agindaki kemigin bii-
yime plag1 ve eklem kikirdaginda kalinlik ve
kondrosit hiicre artisina yol agmasina karsin, belir-
gin bir uzunluk fark: olusturmamaktadir. Bu mo-
delin 151k tuttugu bir sonraki adim, tek asamals, an-
cak uzun etkili bir metafizer uyaranla selektif ke-
mik uzatma ¢alismasi olabilir.
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