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FARKLI HIZLARDA DiSTRAKTE EDjLEN SICAN QASTROKNEMiUS
KASINDA MEYDANA GELEN DEGISIKLIKLERIN ELEKTRON
MIKROSKOBU ILE INCELENMESI"

EVOLUATION OF THE CHANGES IN GASTROCNEMIUS MUSCLE
OF RATS DISTRACTED IN DIFFERING PACES WITH
ELECTRON MICROSCOPE

Gizde ACAR ', Ayfer KAYNAR *

OZET

Fizyolojik sinirlar iginde, farkli hizlarda gerilim uygulanan sican gastroknemius kasnda meydana gelen degisikliklerin
elektron mikroskobu ile incelenmesidir. Calismamizda kontrol, 0.50 mm/giin, 0.75 mm/giin olarak distrakte edilen ti¢ adet
yetigkin Sprouge Dawley cinsi sican kullanilmistir. Distraktérler, sicanlarnin sag tibialarma yerlestirildikten iki gtin sonra biri
0.50 mm/gtin, digeri 0.75 mm/giin olmak tizere aym kogullar altinda bir hafta boyunca distrakte edilmis ve hayvanlar birinci
haftanin sonunda sakrifiye edilmistir. Kontrol grubundaki sigan ise distrakte edilmeden 5. gtniin sonunda sakrifiye edilmis
alinan kas ornekleri elektron mikroskobunda incelenmistir. Farkli hizlarda distrakte edilen kas érnekleri karsilastirlldiginda
gorilen degisiklikler; glikojen yogunlugu, mitokondri kiimelesmeleri, T tiibillerindeki dilatasyon miktann ve
mitokondriumlarda, endoplazmik retikulumda, damar endotelinde degisiklikler seklinde 6zetlenebilir. Bu pilot ¢alismada elde
ettigimiz verilerin istatistiksel degerlendirmesinin yapilabilmesi ve sonuclarm klinige uygulanmasit ic¢in ileri ¢aligmalara
gereksinim vardir.
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'ABSTRACT

Lengthening of the rodent tibia using an external device was performed to study gastrocnemius muscle subjected to stretch in
different paces. Three male Sprouge Dawley rats were used as one for control group, others for 0.50 mm, 0.75 mm
distraction per a day. The distractors were placed in right tibial bones. After the replacement of distractors one rat was set for
0.50 mm distraction through one week and the other one for 0.75 mm distraction under the same conditions. At the end of
one week, rats were sacrificed. The control rat was sacrificed without being distracted after five days of replacing the
distractor. We ended up with differing glycogen levels, mitochondrion gatherings and dilations of T tubules in the muscle
tissue specimens of distracted rats in different velocities. Further studies are needed for statistical analysis and clinical
applications.
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Giris

Maksiller-mandibular  deformitelerin ~ cerrahi
tedavisinde kullamilan tekniklerin  gerektirdigi,
fragman harcketlerindeki smurlamalar, 6zellikle
siddetli iskeletsel bozuklugu olan ya da sendromlu
hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. Kemik fragmanlarimin
veni pozisyonuna adapte olamayan yumusak dokular
relaps olasiligim arttirmakta, ayrica bazi estetik ve
fonksiyonel sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir.

Distraksiyon osteogenezi kemik fragmanlarinin
belirli bir vektér ve gerilim altinda birbirlerinden
uzaklagtirimasiyla gerceklestirilen yeni kemik elde
etme  yontemidir.  Cerrahi  kemik  kesileri
olusturulduktan sonra kirik bélgelerine uygulanan
kademeli ve kontrollii yer degistirici kuvvetler
vardimiyla kemik dokusu ve yumusak doku
miktarinda artis elde edilir.

Bilim adamlan, 18. yy’dan itibaren kemik
dokularinda uygulanan kompresyon ve germe tipi
kuvvetlerin dokular iizerindeki etkilerini
aragtirmaglardir.  Gaviriil  llizarov  ¢alismasinda,
Fouchard’m 1728 yilinda ekspansiyon arkim
kullandigim; ancak uyguladigr traksiyon tipi
ckspansiyonun dis harcketleri ile siurh kaldigim,
kemik sekli tizerine ise ancak minimal diizeyde etki
ettigini bildirmistir, Wescott’un ise ilk defa 1859
vilinda maksiller kemiklere mekanik kuvvetler
uyguladigimt bir yil sonra Angell’in aym islemi
degisik bir yontem ile denedigini ve maksiller
kemiklerin birbirinden ayrilabildigini gosterdigini
bildirmistir (1). Aym c¢alismada Gavriil llizarov,
ortopedide ¢1fir acan ‘distraksiyon osteogenezi’
kavrammm ortaya atmustir (1). Endikasyonlari;
edinilmis deformiteler (dudak damak yarigi, Pierre
Robin  sendromu,  hemifasiyal = mikrosomi),
kazanulnus deformiteler (post travmatik kemik
kayiplari, lokal kemik defektleri), gelisimsel
deformiteler seklinde siralanabilir (2-6). Avantajlari;
elde edilmesi planlanan kemigin herhangi bir greft
materyali gerektirmemesi, ikinci bir cerrahi girisim
zorunlulugunu  ortadan  kaldumasi, kazamlan
kemigin  biyomekanik  ve mikrostriiktiirel
Ozelliklerinin distrakte edilmemis kemik dokusuna
oldukca yakin olmasi, post operatif relaps
potansiyelinin diger rekonstriiktif yontemlere gore
oldukca diisik olmas1 seklinde siralanabilir.
Yoéntemin uzun donemde sagladifi avantajlar ise;
greft  rezorpsivomu, greft  stabilitesi, donor
morbiditesi, yumusak dokunun adaptasyonu gibi
sorunlart ortadan kaldirmasi seklindedir (7-11).
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Avantajlaninin - yam  sira  komplike bir aygitin
yerlestirilmesi, tedavi stirecinin uzun olmasi, ¢ok
sik1 bir hasta hekim igbirligi gerektirmesi ve hastanin
bu siire icinde biiyiik bir apareyi tasimasi gibi
zorluklan vardir. Bu zorluklarnt gidermek amaciyla
yapilmus klinkk ve dencysel birgok ¢aligma
bulunmaktadir (7, 12, 13).

Distraksiyon lizim arttirmaya yonelik galigmalar
gostermektedir ki, yiikksek hizdaki distraksiyon
kuvvetleri ¢izgili kaslarda sarkomerlerin heterajen
dizilmelerine; bu durum ise kas giiciinde potansiyel
zayflia neden olur. Ortopedik ve maksillofasiyal
bolgenin rekonstriiksiyonuna yonelik uzatma operas-
vonlarinda kemik ve kikirdak doku yaminda kas
dokusu goz ardi edilmemelidir. Kas dokusunun
kemigin yeni pozisyonuna adaptasyonu klinik basari
agisindan kritik onem tasir, c¢iinkii s6z konusu
adaptasyonun saglanamamast sonucunda postope-
ratif relaps ihtimali artar. Adaptasyonla ilgili yapilan
deneysel aragtirmalar distraksiyon hizimn sicanda
0.50 mm/giin dizeyde oldugunu gostermektedir (8,
13), ancak fizyolojik simrlar icinde kalmak
kosuluyla kas dokusunda yeterli adaptasyon
saglanmasina olanak taniyacak en yiiksek hiz olup
olmadigl sorusu heniiz tam olarak saptanmamustir.
Bu nedenle calismamizda optimum (0.50 mm/giin)
ve optimum hizin iizerinde bir hizla (0.75 mm/giin)
distrakte edilmis sigan gastroknemius kasinda
meydana gelen degisiklikleri elektron mikroskobu
ile degerlendirmeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda, 3 adet Sprouge Dawley cinsi
yetigkin erkek sigan kullamildi. Sag tibiada planlanan
kemik kazammunmin gercgeklestirilebilmesi amaciyla
hayvanlarin  anatomisine uygun  distraktorler
kullamldi. Bu distraktér 1 adet jack-screw (Lewa
K1001, Almanya) ortodontik amagh kullamlan
palatinal genisletici ve buna sicak metil-metakrilat
ile dokiilerek eklenen iki adet L seklinde
mikroplaktan olusmaktadir.

Hayvanlarin anestezisini saglamak icin Ketanest
flakon (Xylazin hydrochlorur, Bayer Tirk Kimya
San. Ltd. Sti. Istanbul, Tiirkiye) kullamldi.

Ameliyatta, insillin ve 10cc’lik enjektorler,
ameliyat seti, tasinabilir mikromotor ve piyasemen,
1 mm capinda fissiir paslanmaz ¢elik frez, 500ml %
0.9 serum fizyolojik, 20 mm % yuvarlak ipek dikis
ipligi (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S. Trabzon,
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Tiirkiye) kullandnugtir.  Calismamizda, dency
hayvanlarmin  ameliyatlart  istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi, Deneysel Tip ve Arastirma
Enstitiisii (DETAE) Deney Hayvanlan Biyolojisi ve
Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali
laboratuarinda ve kas dokularimin elektron
mikroskobu incelemeleri ise Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

Bu calisma kapsamindaki hayvan deneyleri,
Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 28.11.2007 onay tarihli ve 29/2007
protokol nolu izni ile gergeklestirilmistir.

Calismamzda kullanilan deney hayvanlan deney
siiresi boyunca yaklasik 21 °C sicaklikta, bagil nem
oran1 % 40-60, 151k periyodu 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik standardim saglayacak sekildeki ortamda,
ameliyat sonrast her biri ayrnn metal kafesler
icerisinde muhafaza edilmislerdir.  Calismada
kullanilan tiim hayvanlar sian yemi (Istanbul Yem
Sanayi tarafindan tiretilmistir) ve ¢esme suyuyla
beslenmiglerdir.

Calismamizda kullanilan deney hayvanlarinin
her birine ayr1 protokol uygulanmustir:

Birincisi; giinde 0.5mm distrakte edilmistir.
Ikincisi; giinde 0.75mm distrakte edilmistir.
Uciinciisii; kontrol icin distrakte edilmemistir.

Deney hayvanlarinda tibia kemigini agiga
¢ikartmak igin yaklagsik 20-25 mm uzunlugunda cilt-
cilt alt1 kesisi yapildiktan sonra kiint disscksiyon ile
yumusak dokular ekarte edilerck tibiammn medial
yiizeyi periost styrilarak agiga cikartildi (Resim 1).
Middiafizeal kortikotomi yapilarak mikrovidalar
vardumyla distraktér adapte edildikten sonra
ameliyat sahasi dikislerle kapatildi (Resim 2).

Deney hayvanlarnt distraktor yerlestirildikten
sonra 5 giinlikk post-operatif doneme alindi ve bu
donem sonunda 3. sigan sakrifiye edildi. 1. ve 2.
siganlar ise post- operatif dénem sonunda 7 giinlik
distraksiyon periyodunu takiben 8. giinde sakrifiye
edildi. Sicanlardan alinan kas o6rnekleri elektron
mikroskobunda incelenmeye hazir hale getirildi.

Sekil 1: Tibianin medial ytizeyi.

Sekil 2: Tibiaya distraktériin yerlestirilmesi.



Elektron mikroskobunda inceleme i¢in alinan kas
omekleri 6nce, pH 7.4 olan fosfat tamponlu %?2.5
gluteraldehit daha sonra da %1 osmium tetraoksit
cozeltisinde tespit edildi. Birinci tespiti takiben artan
alkol serisinden (%30-50-70-90-99.9) gegirilen
parcalar propilen oksit ara gecisi kullamlarak
kademeli olarak Epon-812 (Fluka, Sigma Aldrich,
katalog.) gomme ortamina alindi. Plastik bloklardan
alian yaklasik 600 nm.lik ince kesitler uranil asetat
ve Reynauld’s soliisyonlart ile ikili boyamay1
takiben elektron mikroskobunda (Jeol JEM 1011)
incelendi ve elektron mikro fotograflan elde edildi.
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BULGULAR

1. sicanda miyoflaman diizeninde bozulma
gozlenmemistir, ancak miyofibrillerin gevresindeki
endoplazma retikulumu sarmclarinda hafif diltasyon
dikkati cekmistir. Genel olarak miyofibril yap:
bitinliginin korundugu goézlenmistir (Resim 3).
Yine bu sicanda kontrol grubuna gore, seyrek
olmakla beraber bazi mitokondriumlarda lameller
inkliizyon gériiniimii tasiyan dejenerasyon bulgusu
saptanmis (Resim 4) ve glikojen yogunlugunun
diisiik oldugu gézlenmistir (Resim 5).

Sekil 3: Miyofilamanlarin yapi biitiinligii bozulmamugtir. X400.
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Sekil 4: Mitokondriumlarda lameller inklizyon gértniimii tagtyan dejenerasyon bulgusu. X200.
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Sekil 5: Diistik yogunlukta glikojen varligi. X400

2. sicanda dagilmus miyoflamanlara bagh
miyofibriloliz  goriintiisii, miyofibriller arasinda
O6dem ve Z cizgilerinde diizensizlesme gézlenmistir
(Resim 6). Kontrol grubuna goére; mitokondrium
kristalarinda dejencrasyon gozlenmigtir (Resim 7).

Bu sicanda kan damarlarmmin endotel hiicrelerinde
pinostoz vesikiillerinin sayisinda artis ve kapiller
kan damarlann icinde eritrositlerin varligiyla
belirlenen dolasim yavaslamasi gozlenmistir (Resim

Sekil 6: Miyofibriller arasinda 6dem ve Z cizgilerinde diizensizlesme. X200.
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Sekil 7: Mitokondrium kristalarinda dejenerasyon. X400.

Sekil 8: Endotel hiicrelerinde pinositoz vesikiilleri sayisinda artig. X400

TARTISMA

Kawamura caligsmasinda baslangic uzunlugunun
%10’una kadar yapilan distraksiyonun yumusak
dokuda herhangi bir zarara yol ac¢madigimu
bildirmigtir, %20 den sonraki uzatmalarda geri
donisimsiz ~ endomisyal  fibrosiz,  nukleus
internalizasyonu belirlemistir (15). Orneklerimizde
fibrosiz bulgusu gormemekle birlikte 6dem ve

endoplazma retikulum sarmglarinda dilatasyon gibi
hiicre hasarimin 6nciil bulgularina rastladik. Bu
bulgular, izleme siiresinin uzatilmast durumunda
fibrozisle sonuglanacak siireci ifade etmektedir.
[lizarov, gerilim kuvvetlerine maruz kalan yumusak
dokuda gergeklestirdigi  elektron  mikroskobu
calismalarinda  hipertrofi, mitokondriumlarda
genisleme ve buna bagh olarak oksidatif enzim
aktivitesinde artis belirlemistir (1, 16). Biz de, giinde
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0.5 mm distrakte edilen 6rnekte daha seyrek olmak
iizere mitokondriumda lameller inkliizyon goriiniimii
olusturan vesikiillere rastladik. Ilizarov aym
galigmada siirekli gerilim altindaki yumusak dokuda
hiicre aktivitesinde artis bildirmis (1), bizim
calismamizda ise, Thiicresel aktivite artisim
dogrulayacak bicimde her iki 6rnegin glikojen
miktarimin  kontrol 6rnegine gore diisiik oldugu
saptanmustir. Hubka, kas dokusu iizerindeki
stimulusun satellit (uydu) hiicrelerin - mitotik
aktivitesinde artisa yol actigim ve fizyolojik siurlar
icinde distraksiyon kuvvetlerinin miyofibrillerde
artisa neden oldugu ancak bu kuvvetlerin fizyolojik
stirlart asmast durumunda miyofibrillerde artma ile
birlikte Z bandlarinda diizensizlesme bildirmigtir
(17). Bizim 6rneklerimizde 0.50 mm hizda genel
olarak miyofibril yapisimin biitiinliigiinde bozulma
gozlemlenmemisgtir, ancak 075 mm lhizda
miyofibriloliz gbzlenmistir. Bu sonuclar dikkate
almdiginda kas dokusu agisindan da optimum
distraksiyon hizzmin 0.5 mm oldugu disiintilebilir.
Dokunun  morfolojik  yapisimn  korunmasinda
organel fonksiyonlan esastir. Denerve edilen kasta
yapisal degisim ve bunun sonucunda distrofi
meydana geldigi  bildirilmigtir (8). Ayrica, kas
dokusundaki beslenmenin dokunun morfolojik
yapisi igin gerekli faktorlerden biri oldugu géz arda
edilmemelidir. Yapilan ¢alismalarda distrakte edilen
kas dokusundaki damarsal yapiin elektron mikros-
kobundaki degerlendirmelerine rastlayamadik, ancak
Cohen ve arkadaslann distrakte edilen kemikte
endotelyal biiyiime faktdrlerinde anlamli derecede
artis bildirmislerdir (12). Benzer artisin gerilim
kuvvetlerine maruz kalan kas dokusunda da ortaya
¢tkmasi beklenirken bizim 6rneklerimizde bu yonde
bir bulguya rastlanmanmustir. 0.75 mm hizda distrakte
edilen orneklerde endotel sitoplazmast iginde
pinostatik vesikiil sayisinda ileri derecede artis ve
kapiller icinde eritrositlerin varligryla belirlenen
dolagim yavaglamasi gézlenmistir. Bu sonuglann
literatiirde kemik dokusunda saptanan endotelyal
biiytime faktor artisina paralel olmadigi diisiiniilse
de yumusak dokunun gerilim simirlar ve ¢alismanin
ertken donem degisiklikleri kapsadigi goz Oniine
almdiginda uzun dénemli arastirmalarin yapilmasi
geregi ortaya ¢ikmaktadir.

SONUC

+ Kas dokusunun distraksiyon kuvvetlerine
verdigi tepki kemik dokusundan farkhidir.

7

Sonug¢lanmiz literatiirle paralellik gostermek-
tedir.

Kas dokusundaki elektron mikroskobu
calismalarinda agirhikli olarak miyofibriller
incelenmigtir.  Calismamizda  literatiirdeki
verilere ilave olarak mitokondride, endo-
plazma retikulumunda ve damar endote-
linde degisiklikler saptadik.

Istatistiksel degerlendirme igin ‘n’ sayisi
artirlmalidir.

Kas ve damar yapilarindaki uzun dénem
degisikliklerin incelenmesi kas dokusunun
adaptasyon  siirecinin  degerlendirilmesi
agisindan énem tagir.
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