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OZET

Keten tohumu yagi'min kirik iyilesmesi iizerine etkilerinin sicanlarda deneysel olarak

degerlendirilmesi

Dr.Sinan GORMEZ

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali
Tipta Uzmanhk Tezi

Dr. Ogr. Gor. Mehmet Sabri BALIK

Amac¢ : Kirik iyilesme siirecine etki eden faktorleri belirlemeye yoneik calismalar halen
arastirmacilarin ilgisini cekmektedir. Biz de ¢aligmamizda keten tohumu yaginin kirik iyilesmesi
stirecine etkilerini belirlemeyi amagladik. Materyal ve Metod: Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Hayvan Deneyleri Uygulama ve Arastirma Merkezinde Nisan ile Haziran 2018
tarihleri arasinda ¢alisma gergeklestirildi. Caligmada 64 adet Sprague-Dawley cinsi si¢an
kullanildi. 4 ayr1 grup olusturuldu. Saglikli kontrol Grup 1, femoral kirik+kontrol Grup 2, femoral
kirtk+keten tohumu yagi Grup 3, saglikli + keten tohumu yagi Grup 4 olarak isimlendirildi.
Deneysel kirik olusturulan grup 2 ve 3 kendi aralarinda ii¢ alt gruba ayrildi. 2., 4., ve 6. haftalarda
sakrifiye edilerek degerlendirme agamalarina gegildi. Degerlendirme asamasinda bu gruplar
arasinda biyokimyasal, histolojik ve radyolojik olarak farkin olup olmadigi mukayese edildi.
Bulgular : Kirik iyilesmesinin erken ve ge¢ donemlerinde MDA ve GSH diizeyi ¢alisma ve
kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. 2. hafta keten tohumu yagi
verilen grupta tiim siganlarda radyolojik olarak kallus ve kopriilesme mevcut idi. 4. hafta keten
tohumu yagi verilen grupta 6 sigcanda, radyolojik olarak tam kaynama goriildii. Histolojik
degerlendirmede, kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait kesitlerde yaygin 6dematoz
alanlar, yogun infitrasyon ve nekrotik osteositler, yer yer osteoblastik aktivite gozlemlenmekle
beraber kikirdak dokusu gozlenmedi. Kirik olusturulan ve keten tohumu yagi verilen 2. hafta
tedavi grubuna ait femur kesitlerinde, az seviyede osteokalsin aktivitesi gézlemledik. Osteokalsin
pozitivite skoru: 3.00+0.54 olarak saptandi. Senug : Biyokimyasal analizler, kirik iyilesmesinde
keten tohumu yagi antioksidan etki gostermektedir. Ayrica histolojik olarak kirik iyilesme
slirecinin tiim asamalarina, radyolojik olarak ise erken donrminde olumlu etki gosterdigi

belirlendi.
2018, 72 sayfa

Anahtar Kelimeler : Keten tohumu yagi, kirik iyilesmesi, kirik, sican



SUMMARY

Evaluation Of Flax-Seed Oil Effects On Fracture Healing In Rats Experimentally
Dr. Sinan GORMEZ

Recep Tayyip Erdogan University Medicine Faculty Orthopaedics And
Traumatology Department Specialty Thesis

Dr. Ogr. Gér. Mehmet Sabri BALIK

Aim: Studies aimed at detection of factors that affect fracture healing process still be
interested by researchers. We aimed to detect effects of flax-seed oil on fracture healing
at our study. Material and Method: A study was performed at Recep Tayyip Erdogan
Animal Experiments Practice and Research center ain between dates of april-june 2018.
At study, 64 spraque-dawley rats were used. 4 seperated groups were created. Group 1
was named of healty control, group 2 was named of femoral fracture+control, group 3
was named of femoral fracture+flax-seed oil, group 4 was named of healty+flax-seed oil.
Group 2 and 3 that were created fracture experimentally were separated into 3 subgroups.
They were sacrified and skipped to evaluation phases at 2., 4., and 6. weeks. In evaluation
phase, in between these groups were compared that whether or difference biochemically,
histologically and radiologically. Findings: In early and late of periods of fracture healing
MDA and GSH levels were found out significant difference in between working and
control statistically. At 2. week, in group that flax-seed oil was given in all rats callus and
bridging were present. At 4. week, group that flax-seed oil was given in 6 rats complete
union was seen radiologically. inhistologic evaluation, at sections belong to 2. week
control group that were created a fracture, extensive oedematous areas, intensive
infiltration and necrotic osteocytes, osteoblastic activity from place to place were
observed but not cartilage tissue. We observed low levels of osteocalcin activity in femur
sections belong to 2. week treatment group that created a fracture and given flax-seed oil.
Determined that osteocalcin positive score as of 3.00+-0.54.Conclusion: Biochemical
analyses showed that flax-seed oil has antioxidant effect on fracture healing. Also, flax-
seed oil was determined that it showed positive effects on all phases of fracture healing
process histologically and in early period of fracture healing process.

2018, 72 pages

Key words: flax-seed oil, fracture healing, fracture, rat
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KISALTMALAR

KTY : Keten tohumu yagi

BMP : Bone morfogenetic protein
b-FGF : Basit fibroblast biiyiime faktorii
TGF-p : Transforming growth faktor 3
IGF : Insiilin benzeri biiyiime faktorii
IL-1 : Interldkin 1

PDGF : Plateled derived growth faktor
IL-6 : Interldkin 6

PGE> : Prostoglandin E 2

EGF : Epidermal growth faktor

FDGF : Fibroblast derived growth faktor
PGF : Prostoglandin F

CDGF : Cartilaj derived growth factor
MDGF : Mesenchyme derived growth factor
COLIA : Kollojen tip 1 alfa geni

USG : Ultrasonografi

NSAI : Steroid olmayan anti inflamatuar
COX -2 : Siklooksijenaz 2

LDL . Low density lipoprotein

AST : Aspartat amino transferaz

ALT : Alanin amino transferaz

TNF-a : Tiimor nekrozis faktor alfa



IL-1B : Interldkin 1 beta

MCHC :Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (Ortalama

eritrosithemoglobin konsantrasyonu)

MCH : Mean Corpuscular Hemoglobin (Ortalama hemoglobin miktari)
RBC : Kirmizi1 kan hiicresi

GSH : Glutatyon

MDA : Malondialdehit

H&E : Hemotoksilen- Eozin

HKIS : Histopatolojik Kemik Iyilesme Skoru
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1. GIRIS VE AMAC

Kiriklar iilkemizde ve diinyada sik goriilen saglik sorunlarindandir. Bu sorunlar
ekonomik ve kisiye ait olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Kiriklarin tedavisi iilkelerin
saglik harcamalarinda ciddi bir yer tuttugu gibi bireylerin de giinliik yasam aktivitesini

ve is hayatini etkilemektedir. Bu nedenle kirik iyilesmesi 6nem arz etmektedir.

Tedavi siireci agr1 ve fonksiyon kaybi gibi nedenlerle kiside yasam kalitesini
azaltip ruhsal etkiler olusturabilir. Bu durum kirigin tedavi siirecinin énemini arttiran

diger bir nedendir.

Kirigin tedavi seklini belirlemede birgok faktor etkilidir. Bu faktorlere travmanin
siddeti, kirik yeri ve sekli, hastanin yas1 6rnek verilebilir. Kirigin yeri ve sekli hastadan
bagimsiz olup kirik aninda kiriga etki eden faktorlere baglidir. Hastaya ait faktorler ise
hastanin kullandig1 ilaglar, kronik hastaliklari, beslenme, sigara kullanimi, alkol

kullanim1 gibi genis bir yelpazeyi kapsamaktadir.

Kiriklar cerrahi ve konservatif olarak iki sekilde tedavi edilir. Kirik sonrasi

kaynamada tedavi yonteminin yani sira hastanin normal bir sagliga sahip olmasi da
etkilidir.

Kirik sonrast kemigin kaynama siirecini etkileyen hastaya ait bir¢ok etken vardir.
Bu etkenlerden en 6nemlisi hastanin doku ve organlarmin normal kapasiteye sahip
olmasidir. Kirik tedavi siirecinde beslenme, sigara ve alkol gibi viicudun iyilestirme
kapasitesine etki eden birgok faktor vardir. Bu faktorlerin kirigin kaynama siirecini
etkiledigini belirten bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu sonug aliskanliklar kadar beslenmenin
de iyilesme siirecinde Onemli oldugunu gostermektedir. Son zamanlarda gida

takviyelerinin iyilesme siirecine etkileri arastirmacilarin ilgisini ¢gekmektedir.

KTY, antioksidan, antikarsinojenik, hematolojik ve kardiyovaskiiler sisteme
olumlu etkileri gosterilmis dogal bir bitkisel molekiildiir. Bu molekiiliin kirik iyilesmesi
tizerine etkisini arastiran literatiirde yeterli ¢aligma yoktur. Bu nedenle iyilesme siirecinde
gida takviyesi giincel bir konu olmasi nedeniyle ¢alismamizda siganlarda olusturulan

kirik modeli tizerinde, KTY 'nin kirik 1yilesme siirecine etkisini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Yapisi ve Hiicresel Bilesenleri

Kemik, lokomotor sistemin temel elemanidir. Viicut postiiriinii korur ve
hareketliligi saglar (1). Ayn1 zamanda hayati organlar1 korur, kan yapimi ve elektrolit
dengesinde rol oynar (2). Viicudun diger hiicrelerinde oldugu gibi kemikte de

ekstraseliiler matriks bulunur. Bu yap1 kemik dokuda mineralize olur (3).
2.1.1. Kemigin yapisi ve gelisimi
2.1.1.1. Kemik sekilleri

Kemikler ¢ok sayida sekil, bigim ve boyut gosterir. Uzun kemik, yassi kemik, kisa
kemik gibi gruplandirmalar yapilabilir (1). Uzun kemikler uglarda epifiz, orta
kisimlarinda diafiz ve epifiz ile diafiz arasinda metafiz olmak tizere ii¢ kismu bulunur.
Kisa kemiklerin her agidan hemen hemen ayni boya sahiptir (2). Skapula ve iliak kemik
ise yassi kemiklere ornektir. Ethmoid ve sfenoid kemik, diizensiz kemiklere 6rnektir.

Patella ise sesamoid kemige ornektir (3).
2.1.1.2. Kortikal ve kanselloz kemik

Kemik kesit incelemesinde dista korteks igte kanselloz kemik yapisi goriiliir (1).
Kortikal kisim, kemigin %80’ini olusturur (2). Uzun kemiklerde diafizer bolgede kortikal
kemik, kemik iligini ¢cevreler. Metafizer bolgede kortikal kemik incelir. Kansell6z kemik
diafizden metafize dogru artarak mediiller kaviteyi doldurur (3). Hormon gibi biyolojik,
yiiklenme gibi mekanik etkilerle kanselloz ve kortikal kemik yapilar1 degisebilir (4).
Kortikal kemik daha dayaniklidir ve daha yogundur (5).

Organizasyon, icerik ve yogunluk farkliliklardan dolayr kortikal ve kanselloz

kemigin 6zellikleri mekanik agidan farklidir (1).

Kortikal kemikte, norovaskiiler yapilar iceren havers kanali, havers kanali
cevresinde lakiinalar ve bu lakiinalarda osteositler yer alir. Bu sistem osteon (Havers
sistemi) adin1 alir (2). Haversian kanallari birbirine baglayan yapilara volkman kanali ad1
verilir (3). Kanselloz kemikte trabekiiler yap1 daha genistir. Arada bosluklar vardir ve
kemik iligi bu bosluklarda bulunur (4). Epifiz ve metafiz esas olarak spongioz kemikten

olusur (5).



2.1.1.3. Mineralize ve mineralize olmayan kemik matriks

Kemik sekillenmesi ve iskelet maturasyonu sirasinda osteoblastlar mineralize
olmayan osteoidleri, mineralize kemik iizerinde olusturur. Osteoid olustuktan hemen
sonra mineralize olur. Bu siklus nedeniyle kemik ¢ok az miktarda mineralize olmamis

kemik igermektedir (1).
2.1.1.4. Orgiimsii ve lamellar kemik

Mineralize kemik, 6rgiimsii (olgunlagsmamus, lifsi veya primer) ve lamellar (olgun

veya sekonder) olmak tizere iki sekildedir (1).

Primer kemik, embriyolojik iskelette bitylime plaklarinin metafizyel kisminda yer
alir. Biiyiimeyle birlikte sekonder kemik, primer kemigin yerini alir (1). Iskelet
maturasyonu tamamlandiginda viicutta tendon ve ligamanlarin kemige tutundugu yerler
gibi baz1 bolgelerde az miktarda primer kemik kalir. Bu durumlar disinda 4-5 yaslarindan
sonra nadiren primer kemik goriiliir. Fakat kirik iyilesmesi evrelerinde, ilk kemiklesme
zamaninda, metabolik, enfektif, neoplastik ve inflamatuar hastaliklar gibi durumlarda

kemik dongiisii ve yapimi artar ve primer kemik gortilebilir (6).

Primer ve sekonder kemigin mekanik ve yapisal ozellikleri farklilik gosterir.
Primer kemikte, hiicre ve su igerigi daha fazladir, mineralizasyon diizensizdir. Ayrica
esnek ve zayif olmasindan dolay1 daha kolay deforme edilebilir. Bu nedenle kirik dokusu
daha az serttir (6).

Sekonder kemikte osteosit sayisit daha fazla, kemik yogunlugu daha azdir (1).
2.1.1.5. Kemik doku gelisimi

Columna vertebralis, notokord ve ndral tiipiin her iki yanindaki, somit yap1 olarak
adlandirilan mezodermden kaynaklanir. Bu mezodermler daha sonra myotom, sklerotom
ve dermatom olmak iizere {i¢ kisma ayrilir. Columna vertebralis sklerotomdan gelisirken
myoblastlar myotomdan geligir. Insan ekstremitesi 4-8. haftalar arasinda olusur.
Ektoderm ve mezoderm katmanlarindan ekstremite tomurcuklart meydana gelir. Bu
tomurcuklarda 6. haftada kondroid doku, 7. haftada ise bu kondroid doku tizerinde kemik
doku olusma siireci bagslar. Bunlar primer kemiklesme merkezleridir. Sekonder

kemiklesme merkezleri ise uzun kemik uglarinda bulunur (2).



2.1.2. Kemik hiicreleri

Kemik doku, hiicre ve matriksten meydana gelmistir (1). Kemigin olusmasi ve
canliligiin devami, kemigi olusturan farkli hiicrelerin birbirleriyle uyumlu ¢alismalarina
baghdir (2). Kemik hiicreleri osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar, osteoklastlar ve

osteositler olmak tizere dort grupta incelenir (5).
2.1.2.1. Farkhlasms/Osteoprogenitor hiicreler

Tek ¢ekirdekli, kiiciik, az sayida organeli olan ve sekilleri diizensiz olan
hiicrelerdir. Kemik dis1 dokularda da bulunabilirler. Osteoblastlar uyar1 alana kadar bu

formda bulunurlar (1).
2.1.2.2. Osteoblastlar

Mezenkim kaynakli farklilasmamis hiicrelerin farklilagsmasi sonucu olusurlar.
Matriks mineralizasyonu ve kemik rezorbsiyonunda rol oynarlar. Kemik yiizeyinde
bulunurlar (1). Ekzantrik ve tek c¢ekirdekli, kuboidal, endoplazmik retinakulum ve
golgiden zengin hiicrelerdir. Tip 1 kollojen, osteopontin, kemik siyaloproteini ve
osteokalsin tiretimini gergeklestirirler. Uyarildiklar1 zaman organik matriks sentezler ve
parathormon reseptorler igerirler (5). Osteoid doku olustururlar ve osteositler ile temas
halindedirler. Daha sonra aktivitelerini azaltabilir veya osteosit haline doniisebilirler.
Osteoblast hiicre membraninda alkalen fosfataz reseptorleri vardir (7). Yeni kemik

olusumu esnasinda alkalen fosfataz serum seviyeleri yiikselir (8).
2.1.2.3. Osteositler

Osteositler, olgunlasan kemigin %90’ i1 olusturur (1). Matriks ve ylizey arasinda
hiicre ag1 olusturup tiim mineralize matriks ylizeyine ulasabilirler (6). Ayrica kemik ve

kan arasinda mineral dengesi ve kemik sivi dengesinin saglanmasinda rol oynarlar (8).
2.1.2.4. Osteoklastlar

Monosit/makrofaj kaynakli, biiyilk, ¢ok ¢ekirdekli, diizensiz sekilli,
mitokondriden zengin hareketli hiicrelerdir. Periosteal, endosteal ve havers kanal
yiizeylerinde bulunurlar (1). Bulunduklari matriks yiizeyinde kivrim olusturarak kemik

rezorbsiyonunda kritik rol oynarlar. Rezorbsiyonla howship lakunasi adi verilen tipik



cukurlart olustururlar (5). Kemik rezorbsiyonu sonrasi tekrar boéliinerek mononiikleer

hiicre sekline donebilir veya apoptozise ugrarlar (8).
2.1.3. Matriks yapisi

Kemik doku organik makro molekiiller, inorganik molekiiller ve sividan olusan
matriks yoniinden zengindir (2). Bunlar su, mineral, lipid, protein, tuz ve glikoproteini
icerir. Kemik yas agirliginin yaklasik %70’ini inorganik matriks, %20’sini ise organik

matriks olusturur. Geriye kalan kismi ise su igerigidir (9).

Organik matriks kemik seklini ve gerilme giiciinii saglar. Inorganik matriks ise

kemigin kompresyona karst dayanikliligini saglar (4).
2.1.3.1. Organik matriks

Organik matriks, annulus fibrozis ve meniskiis benzeri fibréz bir dokudur (7).
Organik matriksin %90’1n1 tip I kollajen, geriye kalan kismi ise osteonektin, proteoglikan

ve tip V kollajen olusturur (9).

Mineralizasyon sonrasi organik matriksin yapist degisir ve stabil hale gelir.
Osteoide kiyasla daha fazla kollajen igerir. Mineralizasyon sonrasi rezorbsiyona kadar
gecen zaman diliminde yapisal olarak stabil kalir (1). Organik matrikste olusabilecek
anormal durumlar kemikte zayiflama ile sonuglanir (2). BMP, osteokalsin, b-FGF, TGF-

B, fibronektin, vitronektin, IGF kemigin mineralize olmayan matriksinde yer alir (3).
2.1.3.2. inorganik matriks

Mineralizasyon kemigin sertlik ve dayanikliligini artirip mineral deposu olarak
gorev yapmasini saglar (4). Kemik matrikste viicutta bulunan kalsiyumun %99°u, fosfatin

%881 ve bunlara ek olarak magnezyum, sodyum ve karbonat bulunur (9).

Olgunlagan kemikte inorganik matriks kristal hidoksiapatit formundadir (2).

Florid, magnezyum sitrat ve sodyum ayr1 olarak bulunur. (6)
2.1.4. Kemik hiicre aktivite kontrolii

Kemik matriks fizyolojisi, osteoblast ve osteoklastlar arasindaki denge ile
strdirilir (2). Kemigin mekanik 6zellikleriyle birlikte kiitlesinin de korunabilmesi i¢in
osteoblast ve osteoklast arasindaki bu denge zorunludur. Bu durum farkli uyaranlarla

degistirebilir (4).



2.1.4.1. Sistemik faktorler

Egzersiz, beslenme ve hormonal faktorler kemik rezorpsiyonunu etkiler (1).
Ayrica D vitamini, biiyiime hormonu, troid hormonu, insiilin, kalsitonin, testosteron ve

ostrojen de kemik dongiisii lizerine diizenleyici etkilere sahiptir (6).

Kemik rezorbsiyonunu artiran durumlarin basinda diyet anormallikleri, hormonal
dengede bozulma ve sedanter yasam gelir (5). Kemik olgunlagsma siirecinde, protein

eksikliginin olmasi bu siireci olumsuz etkiler (9).

Kortikosteroidler, osteoblastlarin sentezleme fonksiyonunu azaltir (1).
Farklilagmamis osteoprogenitor hiicrelerin osteoblastlara dontisiimiinii engeller (1).

Kalsiyum dengesinde anormalliklere neden olabilir (7).

Ostrojen de kemik déngiisii iizerine etki eder ve eksikli§i menopoz sonras1 kemik

kiitlesinin azalmasindan sorumludur (1,6).
2.1.4.2. Lokal faktorler

Kemik hiicre dongiisiinii etkileyen birgok lokal faktdr vardir. Bunlara; hiicreler
arast etkilesim (1), besleyici ve yikim {irinlerinin konsantrasyonlari, oksijenlenme
durumu (4), lokal iyon konsantrasyonlar1 ve ph, elektrik akimi, yiik verme (5), IL-1,
romatoid artrit ve TGF-f drnek verilebilir (8).

2.1.5. Kemigin damarlanmasi

Uzun kemiklerin metafiz ve diafizinin kanlanmasi niitrisyonel arterler, periosteal
arterler ve epifizyal-metafizyel arterlerden saglanir. Niitrisyonel arterler esas olarak
diafizi besler. Distal ve proksimal mediiller arter sistemi olarak da dallara ayrilir.
Proksimal ve distal dallar1 metafizyel ve periosteal arterlerle baglantilidir (1). Normal
durumlarda mediller sistem periostu besler (6). Epifizler, epifizyal arterlerden
beslenirler. Epifizin kapanmasindan sonra ise epifizler mediiller sistem anostomozlari ile

beslenirler (7).
2.1.6. Kemigin sinirleri

Kemik doku i¢erisinde sinir olmayip, kan akis kontrolii ile ilgili oldugu diisiiniilen

sinir lifleri bulunur (1).



2.1.7. Periost

Kemik dokusu, eklem yiizeyi hari¢ dista periosteum yapisinda kilif, igte ise
endosteum yapisinda hiicre ve fibroz yapiyla kaplidir (1). Periosteum igerisinde,
mezenkim kaynakli hiicreler vardir. Bu hiicreler kirik iyilesmesi ve yeni kemik
olusumunda rol alir (3). Periost, dista fibroz, igte ise hiicre ve damardan zengin tabaka
olmak tizere iki tabakadan olusur (4). Hiicre ve vaskiiler igerik, yeni kemik olusturma
giicli yasla azalir. Fakat travmaya yanit olarak ileri yasta bile yeni kemik olusturma
yetenegini korurlar. (5) Sharpey lifleri, kemik matriks ve periosteum tabakasi arasinda

baglanti saglayan kollajen yapidir (8).
2.1.8. Kemiklesme
2.1.8.1. intramembranéz kemiklesme

Mezenkimal dokuda olusan ve Ozellikle yass1 kemiklerde goriilen ossifikasyon
seklidir. Mezenkimal hiicreler osteoblastlara doniisiir, kemik matriksi olusur ve

kalsifikasyona ugrar (8).
2.1.8.2. Enkondral kemiklesme

Uzun ve kisa kemiklerin kemiklesme sekli olan enkondral ossifikasyon iki
asamadan olusmaktadir. Tk asamadakondrositlerin hipertrofiye olur ve kondrosit kaybi
olusur. Ikinci asamada ise kondrosit kaybinin oldugu bolgeler farklilasmamis hiicreler

tarafindan doldurulur ve osteoblastlara doniiserek kemik matriksi sentezlenir (8).
2.2. Kirik Tyilesmesi

Kemige disaridan veya igeriden uygulanan kuvvetin dokunun giiciinii agmasi
sonrasi kortikal biitiinliik kayb1 olugsmasina kirik denir. Kuvvetin miktar1 ve yogunlugu,
yaralanma seklini belirler (2). Kiriklar, enfeksiyon, metabolik kemik hastaliklar1 ve
neoplastik nedenler gibi kemigi zayiflatan etkenler sonrasinda diisiik enerjili travmalarla
olusabilir (10).

Ozetle; kirik meydana geldikten sonra ilk olusan durum kirik etrafindaki
kanamadir. Kanama bolgesine makrofajlarla birlikte trombositler de goc eder.
Inflamasyon evresi bu sekilde baslamis olur. Bu bdlgede PDGF, TGF-B, IL-I, IL-6 ve

PGE: salinimi olur. Bunlar kirik iyilesmesi lizerine kritik etkiye sahip sitokinlerdir. FGF



yeni damar olusumu ve mezenkimal hiicre artigin1 baslatir. Kirtk hematomu yerini
fibroblast ve mezenkim kaynakli hiicrelere birakir. Bu hiicreler ve ¢evre periosttan BMP
salinimi olur. BMP ailesi, hiicre biiylimesi/farklilasmasi ve bu hiicrelerin apoptozundan
sorumludur. Kirtk hematomu arttikca kollajen igerigi de artar. Mezenkimal hiicreler
kondrositlere dontiserek kikirdak doku sentezler ve kikirdak kallus olugur. Daha sonra bu
kikirdak kallus kemik dokuya doniisiir. Yeniden sekillenme siireci, onarim siireci devam

ederken baslar ve yillarca devam edebilir (2).

Kemik doku, kirik sonrasi tamamen eski haline gelerek iyilesebilir. Bu siire¢ bir
dizi olaylar serisini igerir. Bu siire¢ler; inflamasyon, tamir ve yeniden sekillenmeyi igerir.
Kirik ile inflamasyon baslar. Bunu tamir fazi takip eder. Tamir sonras1 hiicreler ve matriks
olusumu, yeniden sekillenme fazi ile normal kemik fonksiyon ve yapisinin saglanmasi ile

devam eder. Bu li¢ asamanin birbirinden net ayirt edilebilir sinirlart yoktur (1,2).

Kirik iyilesmesinin fazlar1 giin olarak; inflamatuar faz (1-4. giin), onarim/tamir

faz1 (2-40. giin) ve yeniden sekillenme fazi (25-100. giin) siirelerini igerir (Sekil 1) (10).

INFLAMATUVAR TAMIR REMODELIZASYON
DONEM DONEMI DONEMI

FAZIN

GELISIMI

<]0%-’ 10% -

ZAMAN

Sekil 1 : Kirik iyilesmesi agamalar (10)

2.2.1. inflamasyon

Kirik sonrasi, sadece kemikte degil, ¢evre yumusak doku ve periostta da hasar

olusur (10). Bu siiregte travmaya viicudun verdigi ilk cevap, inflamasyondur (11).



Kirik uglari, ¢evre yumusak dokuda yer alan kan damarlar1 ve periost tabakasinda
hasar olusturur. Kan damarlar1 ve lenfatiklerden sizan kan, periost altinda birikerek
periostun kalkmasina neden olur. Kanamay1 durdurmak i¢in trombosit kaynakli uyaranlar
bolgeye salinir. Kanamayla olusan hematom, ¢cevre yumusak dokular tarafindan sinirlanir

(Sekil 2) (12).

Yirtilmis periost

Hematom

Nekrotik kemik iligi Ol kemik
Saglam periost

Sekil 2 : Kirik sonrasi meydana gelen baslangi¢c asamasi (12)

Kirik hematomu, kirigin iyilesme siirecinde kritik bir 6neme sahiptir. Hem kirtk
uclarinin birbirinden ayrilmasini engeller hem de osteojenik uyarida rolii vardir. Ag¢ik
kiriklarda, hematomun kirik uglarindan dagilmasi ve dis ortama ¢ikmasi iyilesmeyi
olumsuz etkiler (10). Kirik hematomunda yer alan hiicrelerden ve 0Ozellikle
trombositlerden salinan bazi sitokin ve biiyime faktorleri gibi uyaranlarin kemik

iyilesmesinde 6nemli bir rolii vardir (12).

Kirik bolgesinde arteriolerde vazokonstruksiyonu takiben arteriol, veniil ve
kapiller damarlarda vazodilatasyon gelisir. Bunun nedeni mast hiicrelerinden ortama
salinan histamindir. Kapiller damar permeabilitesi artar (1). Olusan eksuda ile ilk 24
saatte 6dem meydana gelir. PMNL, makrofaj ve lenfositler bu eksuda 6zelligindeki sivi

bolgesine gog¢ eder (10,11).

Haversian sistemler aras1 baglantilar zayiftir. Bu yiizden kirik sonrasi dolagim
kirik bolgesinde durma noktasina gelir. Osteositler bir araya gelir ve piknozis ile bosluk
birakacak sekilde lizise ugrarlar. Kirik uglarinda nekrotik alanlar bu lizis sonucunda
olusur (10). Prostoglandinler, kirik uglarinin ve gevresinin salgiladigi 6nemli bir

parametredir. Prostoglandinlerin salinimi, akut inflamasyonun baglatilmasinda ¢ok kritik
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bir dneme sahiptir. Etraf nekrotik doku da yine akut inflamasyonun baglatiimasinda rol

oynar (10,12).

Hematom olustuktan yaklagsik 48 saat sonra organize olmaya baslar. Fibrin bir
iskelet yap1 olusturur. Bazi aminoasitler fibrinojenle fibrin haline gelir ve bu bolgeye
hiicre gocii ile fibrin matriks denilen yap1 olusur. Ayrica makrofaj ve fibroblastlar
tarafindan sentezlenen kollajen de bu fibrin yapiya katkida bulunur. Fibrin yapinin 6nemi,
yeni kemigi iiretecek hiicreleri barindirmasidir. Kirik ¢evresinde pH degeri asidikken,

fibrin yapi sayesinde ndtrale doner. Ilerleyen siirecte alkali bir ortam olusur (10,13).

Monosit ve makrofajlardan IL-1 salgilanir. IL-1, sistemik etkileri olan bir
sitokindir (10). Kirik sonrasi ates olusumundan sorumludur (11). PMNL go¢ii, kemik
rezorbsiyonu ve PGE> salinimini da gergeklestirir (12).

2.2.2. Tamir

Kirik hematomunun organize olmasiyla baslayan iyilesmenin O6nemli
asamalarindandir (9). Prekiirsor hiicrelerin farklilasmis hiicrelere doniismesi, karmasik
olaylar zinciri olup elektriksel, mekanik ve en 6nemlisi kimyasal komponentlere sahiptir
(11). Tamir siirecinde elektriksel uyari, hiicresel aktivitenin baglangic basamagini
olusturur. Kirtk bolgede maksimum olan bu durum takip eden siiregte yavasga azalir
(Sekil 3) (13).

Organize hematom
(kikirdak ve kemik)

Erken kemik
Granulasyon dokusu gelisimi

Kikirdak

Sekil 3 : Kirik iyilegsmesinde erken tamir basamagi (12)
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Tamir siirecinde mezenkimal kokenli hiicreler etkilidir. Kirik etrafinda yer alan
graniilasyon dokusu, endosteum ve periosteumdan koken alir (1). ilk farklilasmaya
baslayan hiicre grubu fibroblastlardir. Kirik uglar1 arasinda olusturduklar1 graniilasyon
dokusu yumusaktir. Graniilasyon dokusunun olusumuna endosteum ve periost kaynakli
osteojenik hiicreler de katkida bulunur (10). Osteoblastlar, osteoid salgilar. Fibroblastlar,
kollajen salgilar. Kondroblastlar ise kollajenin yani sira glikozaminoglikan salgilar.
Olusan yeni kemigin gerilme kuvvetlerine kars1 dayaniklilik durumu igerdigi kollajenle
dogru orantilidir (11). Olusan kallus miktar1 kirik hattindaki hareket ile dogru orantilidir.

Periosteumda olusabilecek zayifliklar bu siireci yavaslatir ve zayiflatir (13).

Kirik uglart arasinda yer alan mezenkim kaynakli hiicrelerin ¢ogalmast ilk 16
saatte goriiliir. 36. saatte en yiiksek seviyeye ulasir. Yeni damar olusumu 48-72. saatlerde
151k mikroskobunda goriinebilecek seviyededir. Ozellikle ilk hafta sonunda yeni damar
olusumu belirgindir. Periost kaynakli damarlar ilk zamanlarda yeni damar olusumuna
katkida bulunurken, niitrisyonel damarlar daha ge¢ evrede katkida bulunur. Kiriga yakin
hiicreler osteoblastlara, uzak olanlar ise kondroblastlara farklilasir. Osteoblastlar kan
dolagiminin yeterli seviyede oldugu alanlarda trabekiilleri, kondroblastlar ise kikirdak
dokuyu olustururlar. En st kisimda osteojenik hiicre katmani, ortada kondroid katman
ve en derinde ise kemik trabekiilleri yer alir. Zaman gectikce kirik uglari arasi kitleler bir
araya gelerek kallus olugsmasini saglar. Olusan kallus dig kallus olarak adlandirilir.
Gelisim siirecinin en dnemli belirleyicisi kemik hiicrelerin proliferasyonu ve ortada yer
alan kondroid dokunun biiyiimesidir. I¢ kisimda da endosteal ve kemik iligi kaynakli
osteojenik hiicreler i¢ kallusu olusturur. Boylece olusan kallus yumusak kallus olup,

fibréz doku ve kikirdaktan meydana gelir. Bu siireg kirik sonrasi 7-12. giindiir (10,11).

Tamir evresinin ilk asamalarinda kikirdak olusumu 6n plandadir. Kallus
vaskiilarizasyonu arttiktan sonra, kemik doku olusmaya baglar (10). Kallus kanlanmasi
yeterli seviyede olursa, normal kemik olusumu igin gereken matriks saglanmis olur.

Kemik kallus olusumu i¢in osteoid mineralizasyonu gereklidir (10,12).

Osteoid mineralizasyonu kemik kallusun hem olugmasindan hem da yapisal
olarak stabilitesinden primer sorumlu olaydir. Osteoid mineralizasyonu sonrasi
tropokollajen, osteoblatlar tarafindan sentezlenir. Tropokollajen, kollajen tellere doniisiir.
Bu olusan kollajen teller arasinda hole zones denilen bosluklar yer alir. Bu bosluklarda

kalsiyum hidroksiapatit birikimi olur. Kalsifikasyon denilen durum ise bu teller iizerine
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kalsiyum fosfat birikmesidir (1). Kalsifikasyon, proteoglikan ve osteonektin tarafindan
uyarilir. Kikirdak matriksi kalsifikasyona ugrar ve kalan kondrositler nekroza gider. Bu
nekroz alanlarinda lakiinalar olusur. Bu lakiinalarin igerisinde damarlanma ve
damarlanma sonras1 kemik hiicre birikimi olur (10). Kalsifikasyon olmazsa yeni damar
olusum siireci sekteye ugrar. Nihayetinde siingerimsi kemik olusur ve trabekiiller

arasinda kikirdak doku goriiliir (11,12).

Nekrotik olan kirik uglari, yeterli kanlanmaya sahip degildir. Bu nekrotik kisim
rezorbe olur (1). Osteoklastik aktivite sonrasi olusan bosluklarin etrafin1 osteoblastlar
cevreler. Canli ve yeni kemik olusumu meydana gelir. Nekrotik alan tamamen canli
kemikle dolar. i¢ ve dis kallus olusumu sonras: saglam bir yap1 meydana gelmis olur.

(Sekil 4) (10).

Gegici kikirdak

Yeniden damarlanan
kortikal kemik

Sekil 4 : Kirik kallusu olusumu (12)

Kallus olusumu ile birlikte kaynama varligindan s6z edilir. Kaynama tam
gerceklesmemistir. Cilinkii kallusun bazi kisimlarinin etkili olmamasi ve gerekli olmamasi

nedeniyle rezorbe olmasi gerekir. Yeniden sekillenme fazinin 6nemi ortaya ¢ikar (10).
2.2.3. Yeniden Sekillenme

En uzun kirik iyilesme basamagidir (1). Bu donemde diizensiz, sert ve kuvvetli
kallus diizenli ve normal kemige doniisiir. Tamir evresinin ortasinda baslar ve 4-16 hafta
siirer. Kirik iyilesme gecikmesi durumunda siire; aylar hatta yillar boyunca devam
edebilir (10). Yeniden sekillenme, biiyiime plagi ve kirik hattindan kaynaklanir. Kirik
hattindan meydana gelen yeniden sekillenme %25 kadar olup geriye kalani biiyiime

plagindan olur (13). Yeniden sekillenme siireci wolf kanunu prensiplerine gore
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olmaktadir. Bir kemik etki eden kuvvetlere cevaben uzar veya remodele olur. Konveks
taraf stresi azaltma egilimindedir ve osteoklastik etkidedir. Konkav taraf ise stres
altindadir ve osteoblastik aktivite etkisindedir(14). Kemik gap1 artarsa ve uzarsa olusan

deformite, periost ve fizis hattinin asimetrik bir sekilde fonksiyonuyla diizelir (15).

Kalsifiye kikirdak osteoid dokuya doniislir ve ardindan primer trabekiiler doku
meydana gelir (1). Lamellar kemik trabekiiler dokunun yerini alir (10). Osteonlar olusur.

Mediiller kanal yeniden olusur (13).

2.3. Kirik Tyilesmesini Etkileyen Faktorler
Kirik iyilesmesini etkileyen faktorler;

2.3.1. Yas

Kemik dokunun, yeniden sekillenme kapasitesi ve yenilenme yetenegi yasla ters
orantilidir. Ciinkii ¢ocuklarda hiicrelerin mitoz yetenegi daha fazladir. Bu nedenle

cocuklarda kiriklar hizli iyilesir (16,17).
2.3.2. Periostun durumu

Periost, kirik iyilesmesinde 6nemlidir. Ciinkii periostun hasarlanmasi kirik
iyilesmesini radyolojik ve histolojik olarak azaltir (18). Periostun kalin olmasi iyilesme

slirecini olumlu etkiler. Yasla birlikte periostta incelme meydana gelir (19).
2.3.3. Hormonlar

Kortizon, kirik iyilesmesini negatif yonde etkiler. Kallus olusumunu, osteoblast
hiicrelerinin gelisimini bozarak azaltir. EGF, FDGF ve PDGF gibi kirik iyilesmesi
tizerine olumlu etkileri olan biiyiime faktdrlerine antagonist gibi davranarak kirik

iyilesmesini baskilar (20).

Parathormon, kalsiyum ve fosfor metabolizmasinda rol oynayan bir hormondur.

Kirik iyilesmesini artirict bir etkisi vardir (21). Kirik goriilme riskini de azaltir (22).

Growth hormon, anabolik bir hormon olup kirik iyilesmesini artirir (21). Troid ve

insiilin benzeri hormonun da kirik iyilesmesini arttiric1 yonde etkileri bildirildi (23).

Leptin, yag doku kaynakli bir hormondur. Kemik biiyiimesi, gelisimi ve kemik

olusumu iizerine etkilidir. Leptinin, doz ile dogru orantili olarak kirik iyilesmesini
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arttirdig1 deneysel olarak gosterilmistir (24). Testosteron, kirik iyilesmesi {izerine olumlu
yonde etki eder. (25) Insiilin hormonu, anabolik bir hormon olup kirik iyilesmesini

olumlu yonde etkiler (21,23).

Kalsitonin hormonu, viicutta troid bezinde yer alan parafolikiiller hiicrelerden
sentezlenir. Polipeptit yapili bu hormon, kalsiyum ve fosfor dengesinde rol oynar (21).
Kalsiyum ve fosforun serum diizeylerini diisiiriir. Ayrica osteoblastik aktiviteyi artirarak

kirik iyilesmesine olumlu katkida bulunur (26).

Ostrojen hormonu, postmenopozal osteoporozdan sorumlu olmasinin yani sira

kirik iyilesmesini azaltici bir etkiye sahiptir (27).
2.3.4. Prostoglandinler ve biiyiime faktorleri

Aragidonik asit tlirevi olan prostoglandinler, kirik iyilesmesi siirecinde
onemlidirler. Kemotaktik etkileri vardir. Akut iltihabi durumlarda 6nemli bir sitokin
gorevi goriir. PGF, kemik gelisimini hizlandirirken PGE: ve PGE: kemik yapimini
arttiric1 etkilere sahiptir. TGF-p, iltihap olusumu ve hasarli dokularin onariminda gorev
alir. Kemik hiicrelerinin matriksi ve trombositler, TGF-§ kaynagidir. Kemotaktik etkileri
olup graniilasyon dokusunun olusmasina katkida bulunurlar. BMP, kemik kaynakli
morfogenetik proteindir. Mitojenik etkileri ve farklilagsmayi saglayic etkileri vardir. FGF,
kallusu, kikirdak olusumu asamasinda genisletir. PDGF, trombosit kemotaksisini
arttirirlar ve kallus olusumu ve hacmine katkida bulunurlar. IL-1, kollajenaz enzimini
sentezler ve fibroblast proliferasyonuna etki ederler. PGE; sentezini de uyarirlar. EGF,
kemik absorbsiyonunu artirir. CDGF, tip 2 kollajen diizenleyicisidir. MDGF’nin
osteoblast ve kikirdak hiicreleri iizerine deneysel olarak etkili oldugu gosterilmistir
(28,29).

COLIA1(Tip 1 alfa geni) geni ile yapilan deneysel bir ¢alismada bu genin kirik
iyilesmesini arttirdig1 saptanmustir (30).

Kemik morfogenetik proteinler ailesinden BMP-9, kemik olusumunda rolii olan
bir proteindir. Deneysel ¢alismalarda kirik iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi ve

kallusun biyomekanik giiciinii artirdigi gosterilmistir (31).

MikroRNA-218, osteogenez diizenleyicisidir. ~ Mezenkimal hiicrelerin
osteogenezini artirir. Femur kiriginda lokal olarak uygulandiginda yeni kemik olusumunu

artirdi@r ve karik iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir (32).
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2.3.5. Vitaminler

D vitamini eksikliginde kalsiyum diizeyi diiser ve kemigin kalsifikasyon yapma
yetenegi azalir (33). D vitamini, normal dozda kirik iyilesmesini artirirken diisiik ve
yiiksek dozlarda kirik iyilesme siirecinde olumsuz etkiye yol agar (34,35). E vitamini ve
C vitamin alim1 bozuklugunda, K vitamini ve B6 vitamini eksikliginde kirik iyilesme
stireci olumsuz etkilenir (36,37). Hiicre farklilasmasinda rolii olan A vitamini, hormal
dozlarda kirik iyilesmesi tizerine olumlu etkiye sahipken yiiksek dozlarda olumsuz etkiye

sahiptir (20).
2.3.6. Elementler

Cinko ve selenyum eksikligi, kirik iyilesmesinin yavaslamasina neden olur
(36,37). Kemik metabolizmasinda kritik 6neme sahip kalsiyum eksikligide benzer sekilde

kirik iyilesmesini azaltir (35).
2.3.7. Travmanin sekli ve siddeti

Acik kiriklarda, ¢evre yumusak dokunun hasarinin fazla olmasi ve enfeksiyon
nedeniyle kirik iyilegsmesi daha zor gergeklesir. Yumusak dokunun, kirik uglari arasinda
stkigmas1 kirik iyilegsmesini olumsuz yonde etkiler. Kirik hematomunun dis ortama
¢ikmasi da agik kiriklarin ge¢ kaynama nedenlerinden biridir. Yiiksek enerjili bir travma,

kirik iyilegsmesini geciktiren kiriga bagl faktorlerden biridir (38).

Eklem ic¢i kiriklarda da kaynama daha zor gerceklesir. Bunun nedeni eklem

stvisinda yer alan kollajenaz enzimidir (16).
2.3.8. Tedaviye bagh etkenler

Sik rediiksiyon yapilmasi kirik iyilegsmesini geciktirir. Yine aralikli yapilan
rediiksiyonlar sonrasi her defasinda kanama olmasi ve olusan yeni kalluslar, kaynamay1

geciktirir (39).
2.3.9. Enfeksiyon

Kirik bolgesinde var olan eski veya yeni bir enfeksiyon, kirik iyilesmesi siirecinde
olumsuz etkiye neden olur (40). Kirik hattinda mikroorganizmaya karsi ortaya ¢ikan

inflamatuar yangisal durum, ¢evre kemik dokuda nekroza, kallus yetersizligine ve kirik
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uclar1 arasinda mesafede artisa yol acar. Boyle bir durumda kirik uglart hareketi artar.

Boylece kirik iyilesmesi gecikir (41).

2.3.10. Sigara kullanima

Sigarada yer alan nikotin, kirtk bdlgesine olan kan akimini, vazokonstriiksiyon
yapici etkisi ile azaltir (42). Karboksihemoglobin diizeyi, sigara icenlerde daha fazladir
(43). Sigara trombosit agregasyonunu artirir (44). Kan vizkozistesini artirir (45). Kollajen
sentezini azaltir (46). Prostosiklinin kan diizeylerini azaltir (47). Tiim bu etkileri kirik

iyilesmesi siirecini olumsuz etkiler (42-48).
2.3.11. Alkol kullanimi

Kronik alkol kullanimi, osteoblastik aktiviteyi azaltir (49). Kemik mineral
yogunlugu da alkol kullaniminin etkisiyle azalir (50,51). Etanol kullanimi sonrasi kirik

iyilesmesinin azaldigini1 gosteren bir¢ok deneysel ve klinik ¢alisma vardir (52,53).
2.3.12. Kemige 6zgii hastaliklar

Metabolik kemik hastaliklar1 da kirik iyilesmesi tizerine olumsuz etki eder. Bunlar
arasinda osteomalazi, rikets, paget, osteogenezis imperfekta, Gaucher hastaligi ve

osteopetrozis sayilabilir (54).

Osteoporozda kemik metabolizmasi yavaglar (55). Bu yavaslamanin kirik
tyilesme asamasinda kallus olusumunu azalttig1 diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak
osteoporotik kemiklerde kirik iyilesmesi daha zor olur (56).

2.3.13. Diabetes mellitus

Diabetes mellitusun anjiopatik ve noropatik etkileri ile kirik iyilesmesi iizerine
yavaglatici bir etkisi vardir. Kollajen sentezi azalir. Kirik iyilesmesinde gorevli hiicrelerde
belirgin bir diisiis meydana gelir (57).

Kontrollii bir glisemiye sahip insiilin tedavisi alan diyabet hastalarinda,
kaynamama riski azalmaktadir (58).

2.3.14. Beslenme durumu ve protein yetmezligi

Beslenme eksikligi bulunan ve protein yetmezligi olan hastalarda kirik iyilesmesi

daha giigtiir (59,60).
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Protein eksikligi, biiyiik kemik kiriklarinda artan katabolizma ve idrarla protein
kaybi azot dengesini bozar. Bu durumda olusan kallusun, biomekanik olarak kalitesi
azalir (61).

Protein destegi sonrasi kirik iyilesmesi olumlu yonde etkilenir (62).

2.3.15. Kafa travmasi

Kafa travmasi geciren hastalarda, kirik iyilesme siireci, kafa travmasi olmayan

hastalara gore daha hizlidir (63).
2.3.16. Ekstremiteye 6zgii durumlar

Lenfodemi olan ekstremitelerde, kirik iyilesmesinin olumsuz yonde etkilenir.

Kirik iyilesmesi sonrasi kallus yerine fibrotik karakterli bir skar dokusu olusur (64).

Kirik bolgesinde var olan bir tiimoral olusum, kirik iyilesmesinde gecikmeye

neden olabilir (40).
Egzersiz, doku kan akimini artirarak kirik iyilesme siirecini olumlu etkiler (16).
2.3.17. Lokal tedavi yontemleri

Ekstrakorporal sok dalgasi(18), elektromanyetik tedavi(65), hiperbarik oksijen
tedavisi(28,29), S.aureus tarafindan sentezlenen stafilokokal enterotoksin C2 (66) ve

siyaloglikoprotein(67), kirik iyilesmesini arttirir.

Radyoterapi, hiicre ¢ogalmasini azaltan bir tedavi sekli olup kirik bolgesinde de

bu etkisinden dolayi iyilestirmeyi geciktirir (68).
2.3.18. Kirik cerrahisinde kullanilan maddeler

Kirik cerrahisinde kullanilan maddelerden kemik grefti uygulamasi (19),
hidroksilapatit (69), demineralize kemik tozu (70) kirik iyilesmesi iizerine olumlu etkiye

sahiptir.
2.3.19. Dogal maddeler

Propolis, bitkisel kaynakli yapiskan bir maddedir. Arilar tarafindan bitkilerden
toplanarak kovan igerisinde kullanilir. Bal icerisinde bulunmasi nedeniyle tibbi olarak
dikkat ¢ceken propolis, plazmada oldugu gibi kemik dokuda da antioksidan belirtegler

tizerine olumlu etki yapar. Kullanim siiresine bagli olarak kirik iyilesmesi tizerine olumlu
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etkileri deneysel olarak gosterilmistir. Kirik iyilesmesinde hem radyolojik agidan hem de

kallusun kalitesi agisindan olumlu katkida bulunmustur (71).

Antioksidan, hemostatik, antiaterosklerotik, antitiimoral, antiinflamatuar ve
vazodilatator etkileri olan ankaferd, dogal bitkilerin karigimi olarak elde edilir. Kirik

iyilesmesinin erken zamanlarinda, iyilesmeyi artirici etkisi vardir (72).

Taurin ndrotransmitter etkiye sahip, viicutta osmotik denge kontroliinde rol alan
onemli bir aminoasittir. Antioksidan etkisi vardir. Ateroskleroz olusumunu engelledigi
bilinir. Kalsiyumun hiicre igi diizenlenmesinde de rol alan bu maddenin, kirik iyilegsmesi
tizerine etkileri sicanlarda deneysel olarak incelenmistir. Hem radyolojik hem de
histolojik olarak kirik iyilesmesi ve olusan kallus tizerine olumlu etkileri olan bir

aminoasittir (73).

Bitkisel kaynakli bir madde olan ginkgo biloba kullanimi, kirik iyilesmesi iizerine

radyolojik ve histolojik olarak olumlu katkida bulunur (74).
2.3.20. NSAl ilaclar

NSAI ilaglar yeni kemik olusumunu ve kirik sonrasi iyilesmeyi geciktirir (75).
Tam mekanizmas1 bilinmemekle birlikte osteoblastik aktivite azalmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir (76). Kullanim siiresi dort hafta {izerine ¢iktigi zaman
veya operasyon sonrasi kullanildiklart zaman kaynamamaya yol actig1 gosterilmistir (77).
Non steroidal antiinflamatuar etkili ilaglarin, kirik iyilesmesinin inflamasyon evresinde
olumsuz etki gostererek kirik iyilesmesini geciktirdigine dair yaymlar mevcuttur (78).

COX-2 selektif inhibisyonu yapan grupta kirik iyilesme gecikmesi, non-spesifik
gruba gore daha fazladir (79).
2.3.21. Antihiperlipidemik ilaclar

Statinler, genel olarak kemik rezorbsiyonunu azaltirlar. Bu etki HMGKo-A
rediiktaz araciligi ile olur. Bu enzim inhibe edilir ve kemik rezorbsiyonu azalir.
Simvastatin, antihiperlipidemik ajan olarak giiniimiizde sik kullanilmaktadir.
Simvastatinin kirik iyilesmesi {lizerine etkilerinin arastirildigi deneysel bir ¢alismada
simvastatin, kirik bdlgesine transdermal olarak uygulanmis ve kirik iyilesmesi lizerine

belirgin olumlu etkilerinin oldugu tespit edilmistir (80).
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2.3.22. Diger ilaglar

Teofilin (81), L-dopa, klonidin, kondroitin siilfat, kumaral ve hyaliirinidaz kirik
iyilesmesini artirir (20,28,29). Baz1 etken maddeler ise doza bagl olarak kirik iyilesmesi
iizerine etki ederler. Ornek olarak indometazin yiiksek dozlarda kirik iyilesmesini
baskilar (20,28,29). Nitrik oksit ise bazal diizeyde kirik iyilesmesini artirirken yiiksek
dozlarda azaltir (82).

2.4. Keten Tohumu Yagi
2.4.1. Genel ozellikleri

KTY, latince ¢ok faydali iplik anlamina gelen Linum usitatissimum olarak bilinir.
Keten bitkisi 300 tiir ve 13 cinsi kapsayan Linaceae familyasina ait bir bitkidir. Linum
cinsinin ise tek ve ¢ok yillik tiirleri olup diinyada bu say1 100, iilkemizde 38°dir. Lif ve

yag tiretiminde kullanilir. Yag elde edilen formu kisa boylu olan tiiriidiir (83).

Keten tohumlar1, protein ve yag agisindan zengin olup, yag orant %35 ile %45
arasindadir. KTY, ¢coklu doymamis yag asidi olup esas yag bileseni alfa-linolenik asittir.

Ayrica omega-3 ve lif acisindan zengindir (83,84).

KTY, Misir, Yunan ve Romalilarda tibbi amaclarla kullanilmistir. Tarihte ve
giiniimiizde laksatif, antiinlamatuar, kasintiya karsi ofisinal olarak, apsede agrinin
azaltilmasinda, lupus nefritis tedavisinde, hiperlipidemili hastalarda aterojenik riski

azaltmada, obez bireylerde arteryel fonksiyonlar1 gelistirmede kullanilmistir (84).

Keten bitkisinden izole edilen flavanoit sayist 17 olup bunlarin ¢ogunlugu C-
glikozil flavanoittir. Izole edilen antosiyan sayisi ise 18’dir. Miisilajin major bileseni
olarak galaktoz, ksiloz, ramnoz, galakturonik asit ve minor olarak da glukoz, arabinoz
izole edilmistir. Ayrica linustatinaz ve linamaraz olmak iizere iki enzim izole edilmistir

(84).
2.4.2. Antimikrobik etki

KTY‘ nin kloroform ve hekzan ile karigimi sonrasi ve igerdigi alfa-linolenik asitin

anti mikrobik etkileri bulunur (83,84).
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2.4.3. Antikarsinojenik etki

Giliniimilizde kronik hastalik ve kanser gelisiminde diyetin en 6nemli ¢evresel
faktor oldugu diistiniilmekte olup kolon kanserinde yiiksek lif ve diisiik yagli diyetlerin
riski azalttigr belirtilmistir. Keten tohumunda yer alan lignanlarin 6zellikle
sekoizolarisirezinol diglukozitin antioksidan ve hormonal etkileri vardir. Insan
barsaginda enterodiol ve enterolakton bilesiklerine doniistirek antikarsinojenik etki
gosterir (83,84).

2.4.4. Antioksidan etki

KTY igerisinden izole edilen herbasetin ve herbasetin-3,8-O-diglukopiranozitin

aglikonun KTY 'nin antioksidan aktivite basamagidir (84).
2.4.5. Antiaterosklerotik ve antihiperlipidemik etki

Omega-3 yag iceriginin bir somon balig1 kadar fazla olan KTY, kalp saglig1 ve
hormonal nedenlerle olusan kanserlerde koruyucudur (83). Yiiksek doz KTY’nin
karacigerde depo kolesterol ve kolesterol esteri miktarini, LDL kolesterol seviyesini, kan
trigliserit diizeyini ve serum total kolesterol seviyesini azaltmaktadir (84). Yine
tavsanlarda yapilan deneylerde, aterosklerotik plaklarda %73 oraninda azalma

gostermistir (85).

KTY nin, alkolik karaciger tizerine etkilerinin incelendigi bir deneysel ¢alismada,
TNF-0, IL-6 ve IL-1p azalmasina bagl olarak anormal derecede yiiksek olan AST ve
ALT degerlerini azaltmistir (86).

2.4.6. Endiistriyel kullanim

KTY, kuruyan yaglardan olma ozelliginden dolayr sabun, boya, matbaa
miirekkebi, musamba, cila, cam macunu, vernik, dokumacilik ve ipek sanayisinde

kullanilmaktadir (83).
2.4.7. Kemik yogunlugu iizerine etkisi

KTY’nin, sicanlarda kemik oOzellikleri Ttzerine etkisinin deneysel olarak
incelenmesinde, KTY den izole edilen sekoizolarisirezinol diglukozitin olumlu etkileri
tespit edilmistir. Elde edilen bu verilerle, KTY nin 6zellikle kemik yogunluguna pozitif

etkisi vurgulanmustir (87).
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2.4.8. Hematolojik etkileri

Hemodiyaliz hastalarinda, renal anemi ciddi bir komplikasyondur. 38
hemodiyaliz hastasindan olusan bir seride, KTY ’nin hematolojik etkileri arastirilmus.
KTY nin hepcidin konsanstrasyonunu ciddi derecede azalttigi, hemoglobin, hematokrit,
MCHC, MCH ve RBC degerlerini ise artirdigi ve istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (88).

2.4.9. Diger etkileri

KTY, kozmetikte de kullanilmaktadir. Cilltte Ozellikle antioksidan, hiicre
yenileme etkisi, ultraviyole iginlarindan koruma ve antiinflamatuar olarak kullanilan

molekiillerle beraber kullanilmaktadir (84).

Siganlarda arsenik trioksitin olusturdugu kardiyotoksisiteye karsi dogal bir
molekiil olan KTY ’nin kardiyoprotektif etkisini degerlendirmek i¢in yapilan bir deneyde,
KTY nin olumlu etkileri saptanmistir. Arsenik trioksitin l16semi tiirlerinde tedavi
amaciyla kullanildigi, bu molekiiliin kardiyak dokularda patolojik etkilerinin KTY ile
azaldig1 bildirilmistir (89).
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3. GEREC VE YONTEM

KTY nin siganlarda kirik iyilesmesi iizerine etkisini arastirmak i¢in deneysel
caligma planlandiktan sonra Recep Tayyip Erdogan Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan 24/01/2018 tarih ve 2018/6 karar no ile hayvan deneyi etik kurul onay1
alind1. Universitemizin Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii’nden TTU-2018-
838 nolu proje ile ¢alisma destegi alindiktan sonra Nisan-Haziran 2018 tarihleri arasinda
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nde ¢alisma yiirtitildii.

Caligmada ortalama agirligr 280-340 £15 gr olan 64 adet Sprague-Dawley cinsi
erkek erigkin siganlar kullanildi. Calisma gruplar: rastgele olusturuldu. Her grupta sekiz
sican olacak sekilde kafeslerde ayrildi. Kafesleri tizerine gruplari belirten etiketlendirme
yapild1 (Sekil 5).

Sekil 5 : Olusturulan grup ve alt gruplar ayni kosullarda farkli kafeslerde ¢alismaya

alindi.

Siganlar, laboratuarda optimal kosullarda, 22°C sicaklik, %55-60 nem ve
kontrollii 151k olarak tanimlanan 12 saat aydinlik/12 saat karanlik olacak sekilde tutuldu.
Siganlar deney boyunca tek tip yem ve uygun kaynak suyu ile beslendi. KTY, siganlara

oral yoldan verildi.

3.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma gruplari tabloda belirtildigi sekilde olusturuldu. (Tablo 1)
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Tablo 1 : Caligma gruplart

Grup 1 (n=8) Saglikli kontrol grubu
Grup 2 (n=24) Femoral | Grup 2a (n8) Femoral kirik ve 2. hafta
kirik grubu Grup 2b (n8) | Femoral kirik ve 4. hafta

Grup 2c (n8) Femoral kirik ve 6. hafta
Grup 3 (n=24) Femoral | Grup 3a (n8) Femoral kirik+ KTY ve 2. hafta
kirtk ve KTY verilen | Grup 3b (n8) | Femoral kirik+ KTY ve 4. hafta

grup Grup 3c (n8) Femoral kirtk+ KTY ve 6. hafta
Grup 4 (n=8) Saglikli ve KTY verilen grup
3.2. Anestezi

Deneylerde kullanilan siganlara islem Oncesi profilaktik antibiyoterapi amagli 50
mg /kg sefazolin sodyum (Cezol 1 g im/iv 1 flakon Deva Ilag A.S. Istanbul, Tiirkiye)
intraperitoneal olarak verildi. Operasyon anestezisi olarak ketamin hidroklorit (Ketalar®,
50 mg/kg, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve sedatif olarak ksilazin hidroklorid (Rompun®, 10
mg/kg, Bayer, ABD) intraperitoneal olarak uygulandi. Anestezi uygunlugu, sigan derisine
uygulanan sikistirmaya siganlarin verdigi yanita gore degerlendirildi. Islem sonrasi
analjezik olarak Sanofi-Aventis'den metamizol sodyum (Novalgin 1g/2 ml IM/IV ampul)

verildi.
3.3. Kirik Modeli Olusturulmasi ve Tespit Sekli

Anestezi saglandiktan sonra islemin uygulanacag: cilt bolgesi tras edildi. %10
povidon iyot ¢ozeltisi (Poviiodeks %10 1000 mL, Kimpa Fatih, Istanbul) ile operasyon
sahas1 boyand ve steril delikli ortii ile ortiildi (Sekil 6).

osullarda, delikli steril ortii kullanilarak islemler dncesi hazirlik yapildi.
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Sag uyluk lateral orta kisimdan, cilt ve cilt altin1 igeren yaklasik 1 cm’lik
insizyonla girildi. (Sekil 7a) Kiint diseksiyonla vastus lateralis kas1 anteriore kaldirild.
(Sekil 7b) Femur diafiz bolgesi ortaya kondu. 0.5 mm’lik kirschner teli kullanilarak 6nce
lateralden mediale, sonra lateral giris yeri kullanilarak anteriore ve posteriore transverse
hatta delikler agildi. Sonra ii¢ nokta biikkme prensibi ile femur diafiz kirigi olusturuldu.
(Sekil 7c,d)

Sekil 7 : Insizyon ve kirik olusturulmast, a ) Cilt insizyonu, b) Cilt alti diseksiyon, ¢) Kirik

modeli olusturulmasi, d) Kirik sonrasi goriiniim

Femur medullasindan proksimale dogru kirschner teli intramediiller olarak
yerlestirildi. (Sekil 8) Kirik rediikte edildikten sonra cilt digina ¢gikan kismi kullanilarak
distale intramediiller olarak kirik distaline yerlestirilerek kirik tespit edildi. (Sekil 9)
Insizyon hatt1, 4/0 ipek siitiir ile primer siitiire edildi. (Sekil 10)

Sekil 8 : Proksimal kirik fragmaninin, intramediiller

tespit i¢in hazir hale gelmesi
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Sekil 9 : Proksimal pargadan, K telinin

- intramediiller olarak ge¢mis hali

Sekil 10 : Intramediiller tespit sonrasi femurun

¢ gOrinimi

3.4. Keten Tohumu Yagr’nin Uygulanmasi

Saglikli ve KTY verilen grup 4 ile kirik olusturulan ve kirik sonrasit KTY verilen
grup 3‘e islemden 1 giin sonra oral olarak 1000mg/kg KTY verildi. Analjezik olarak
metamizol sodyum, ilk {i¢ giin intraperitoneal olarak yapildi. insizyon sahasi giinliik

batikon soliisyonu ile pansuman edildi.
3.5. Deneyin Sonlandirilmasi

Iki, dért ve altinc1 haftalarda KTY verilen ve kontrol grubu siganlara 50 mg/kg
ketamin hidroklorit ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid intraperitoneal uygulanarak anestezi
saglandi. Sicanlardan kan 6rnekleri alind1. Uygun tiiplere alinarak laboratuvara yollandi.
Sicanlar 6tenazi edildi. Femur rontgenleri ¢ekildi. Kemik doku 6rnegi alindi. Tam kan
ornekleri 4000 RPM’de, 10 dakika, +4°C'de santrifiij edildi ve serum ornekleri -80 °C'
de, histopatolojik analiz icin ise ilgili doku % 10 formalin i¢ine alinarak depolandi.
Boylece deneyler sonlandirilmis oldu. Histolojik, biyokimyasal ve radyolojik

degerlendirme siirecine gegildi.
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3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi
3.6.1. Radyolojik degerlendirme

Femur radyografileri, x-1g1n1 tiipii kasete 29 cm olacak sekilde ekstremite dozunda
cekildi. Kirik kontrol ve kirik sonrast KTY wverilen gruplarin radyografileri
degerlendirildi. Radyografik degerlendirmede 5 noktali radyografik skorlama sistemi
kullanild1 (90). (Tablo 2)

Tablo 2 : Bes noktali radyolojik skorlama sisteimi

0 degeri | lyilesmesi olmayan

1 degeri | Kallus olusumu olan ancak baska iyilesme bulgusu olmayan

2 degeri | Kallus olusumu ve kirik uglar1 arasinda kopriilesmesi olan ancak kirik hatti

belirgin olan

3 degeri | Kallus ve kopriilesmesi olan kirik hatt1 gériinmeyen

4 degeri | Tam kaynama olan

Radyolojik verilerin analizi Mann-Whitney testi ile degerlendirildi. p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.2. Biyokimyasal degerlendirme

Elde edilen serum 6rneklerinden manuel olarak MDA ve GSH analizleri yapildi.
MDA ve GSH degerleri dokiimante edildi.

Biyokimyasal verilerin istatistiksel analizi Kruskal wallis testi, Mann-Whitney
testi, One Way Anova testi ve Post-Hoc LSD analizi ile degerlendirildi. p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.3. Histolojik degerlendirme

3.6.3.1. Histopatolojik analiz prosediirii

Siganlarin femurdan elde edilen kemik doku materyalleri 10%’luk formalin ile 48
saat boyunca fikse edildi. (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Fiksasyon isleminin
ardindan Morse’s solusyonunda 48 saat boyunca dekalsifikasyon islemi uygulandi.
Dekalsifikasyon islemini takiben kemik dokusu 6rnekleri, artan etil alkol serileri (Merck,

Darmstadt, Germany) ve ksilol (Merck, Darmstadt, Germany) ile mordanlandiktan sonra
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sert ve yumusak parafin (Merck, Darmstadt, Germany) inkliizyonu yapilarak bloklandi.
Parafin bloklarindan mikrotom (Leica, RM2125RT, Germany) ile 4-5 pm kalinliginda
kesitler alindi. Elde edilen kemik dokusu kesitlerine, hematoksilen (Harris hematoksilen,
Merck, Germany) ve Eosin (H&E) (Eosin G, Merck, Germany) boyalar1 uygulandi.
Preparatlar, 151k mikroskobunda (Olympus BX51, Olympus Corparation, Tokyo, Japan)
incelendi. Gozlemlenen bulgulara ait fotograflar, Olympus DP71 (Olympus Corparation,

Tokyo, Japan) fotograf makinasi ile ¢ekildi.

3.6.3.2. Immunohistokimyasal Analiz Prosediirii

Calismamizda kemik rejenerasyon biyobelirtegleri olan osteopontin (rabbit
polyclonal, ab63856, abcam, Ingiltere) ve osteokalsin (rabbit polyclonal, ab125227,
abcam, Ingiltere) primer antikorlarmni igeren immunohistokimya kitlerini kullandik.
Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT, Germany) ile kesilen 1-3 pm‘lik
kesitler, pozitif sarjli lamlar (Patolab, China) iizerine alind1. Bir sonraki asamada kesitler
10 dakika boyunca %3’liik H20- solusyonunun ardindan 15 dakika boyunca sekonder
blok solusyonunda inkube edildi. Kesitler, endojen peroksidaz isleminin ardindan primer
antikor solusyonlar1 ve ardindan sekonder antikor solusyonunda 60 dakika boyunca
inkube edildi. Son olarak goriintiileme i¢in diaminobenzidine chromogen solusyonunda
inkube edildikden sonra dokular Harris Hematoksilen ile (MercK, Darmstadt, Almanya)

boyandi.
3.6.3.3. Semi-Kantitatif Analiz

H&E boyali femur kemik dokusuna ait preparatlarda gézlemlenen histopatolojik
degisiklikler Huo ve arkadaslarinin histopatolojik kemik iyilesmesi skorlama metoduna
gore Tablo 3’de gosterildigi gibi skorlandi (91). Bu skorlama metodunda, her bir preparat
da gakigma olmayacak sekilde, her bir preparatta rastgele belirlenmis on farkli alan iki
bagimsiz histopatolog tarafindan kor bir sekilde yapildi. Histopatologlar, ¢esitli deney
gruplarinin igeriklerinden, doku takip calismalar1 ve histopatolojik derecelendirmeler
tamamlanincaya kadar haberdardi. Histopatolojik preparatlarini siniflandiran aragtirmaci

da tedavi gruplar i¢in korlestirildi.

Tablo 3. Huo ve arkadaslarinin Histopatolojik Kemik Iyilesme Skoru (HKIS)

Skor Bulgu
1 Fibroz doku
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Esas olarak fibroz doku ve az miktarda kikirdak dokusu

Esit miktarda fibroz ve kikirdak dokusu

Agirlikl olarak kikirdak dokusu

Esas olarak kikirdak dokusu ve kii¢iik miktarlarda olgunlasmamis
(dokunmus) kemik esit

Esit miktarda kikirdak dokusu ve olgunlagsmamig kemik

Onemli olgunlasmanus kemik ve kiigiik miktarlarda kikirdak
Tamamen olgunlagsmamig kemik

Olgunlagsmamig kemik ve az miktarda olgun kemik

Olgun (lamellar) kemik

Gl WIN

OO (N

=
o

Osteopontin  ve osteokalsin  pozitivitesi goOsteren kemik dokularinin
degerlendirilmesi Tablo 4’de gosterildigi gibi analiz edildi. Immun pozitif kemik
dokularinin skorlamasi, her bir preparatta 15 farkli alan olacak sekilde iki kor

histopatolog tarafindan degerlendirildi.

Tablo 4 : Iimmunohistokimyasal pozitivite skorlamasi.

Yiizde Aciklama Immunohistokimyasal pozitivite Skoru
<%5 Yok 0

<%5-25 Hafif (+)

<%25-50 Orta (+1)

>%50 Siddetli (+++)

3.6.3.4. istatistiksel Analiz

Calismamizda tim veriler, SPSS 18.0 (IBM, Armonk, NJ, USA) istatistik
programi kullanilarak hesaplandi. Semikantitatif analizler sonucu elde edilen veriler,
maksimum ve minimum degerler gz Oniine alinarak mediantstandart sapma seklinde
hesaplandi. Gruplar arasindaki farklar kullanilarak non-parametrik Kruskall Wallis testi
ve bunu takiben bir Tamhane testi uygulanarak analizler yapildiktan sonra, gruplarin

sayisal verileri analize tabi tutuldu (P degeri <0.05 anlamli olarak secildi).
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4. BULGULAR
4.1. Radyolojik Bulgular

2. hafta KTY verilen grupta tiim si¢anlarda kirik hattinda radyolojik olarak kallus
ve kopriillesme mevcut idi. 3 siganda kirik hatti belli belirsiz segilmekteyken 5 siganda
kirik hatt1 belirgin bir sekilde goriilmekte idi (Sekil 11). 2. hafta kontrol grubunda tiim

siganlarda kirik hatt1 belirgin olarak secilmekteydi. Iki siganda kopriilesme olusmamist:

ve kontrol grubunda tiim deneklerde kallus olusumu mevcut idi (Sekil 12).

Sekil 11 : 2. hafta kink+KTY grubu Sekil 12 : 2. hafta kirik kontrol grubu

4. hafta KTY verilen grupta tiim siganlarda kirik hattinda radyolojik olarak kallus
ve kopriilesme mevcut idi. 2 sicanda kirik hatti belli belirsiz secilmekte idi. Kalan 6
sicanda ise radyolojik olarak tam kaynama goriildii. (Sekil 13) 4. hafta kontrol grubunda
tiim sicanlarda kallus ve kopriilesme mevcut idi. 4 sicanda kirik hatt1 belli belirsiz

secilmekte idi. (Sekil 14) Diger 4 siganda ise radyolojik olarak tam kaynama goriildii.
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Sekil 13 : 4. hafta kirnk+KTY grubu Sekil 14 : 4.hafta kirik kontrol grubu

6. hafta KTY verilen grupta radyolojik olarak 1 sicanda kirik hattinda belli belirsiz
secilmekte idi. Gruptaki diger 7 siganda ise radyolojik olarak tam kaynama goriildii.
(Sekil 15) 6. hafta kontrol grubunda tiim siganlarda kirik hatti kallus ve kopriilesme
mevcut idi. 4 siganda kirik hatt1 belli belirsiz se¢ilmekte idi. Diger 4 siganda ise radyolojik
olarak tam kaynama goriildi. (Sekil 16) Radyolojik degerlendirme sonucu tablo 5 de

verilmistir.

Sekil 15 : 6. hafta kink+KTY grubu Sekil 16 : 6. hafta kirik kontrol grubu
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Tablo 5: Radyolojik degerlendirme verileri

Grup 2a

Grup 3a

Grup 2b

Grup 3b | Grup 2c

Grup 3c

Sigan 1

Sigan 2

Sican 3

Sican 4

Sigan 5

Sican 6

Sigan 7

N N N P DN DN DN -

Sigan 8

W N W N DN DN w

3
3
3
3
4
4
4
4

Eo N S e o N Y V)
W DD W W W D

A S o S 2 R 0 B~ R - B I

2. hafta KTY verilen grup ve kontrol gruplari radyolojik verileri i¢gin Mann-
Whitney testi uygulandi. Test sonrasi 2. hafta KTY verilen grup ve kontrol grubu

arasindaki fark, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. (p=0,029)

4. hafta KTY verilen grup ve kontrol gruplari radyolojik verileri i¢in Mann-
Whitney testi uygulandi. Test sonucu 4. hafta KTY verilen grup ve kontrol grubu

arasindaki farkin, istatistiksel olarak anlamli olmadig: saptandi. (p=0,143)

6. hafta KTY verilen grup ve kontrol gruplart radyolojik verileri i¢in Mann-
Whitney testi uygulandi. Test sonucu 6. hafta KTY verilen grup ve kontrol grubu

arasinda, istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 anlagilmistir. (p=0,117)

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Tiim gruplarin GSH ve MDA sonuglar1 Tablo 6’de verildi.

Tablo 6 : Biyokimyasal analiz sonuglarinin gruplara gore dagilimi

Calisma Gruplari GSH (nmol/mL) MDA(nu/mL)
Kontrol 184 (223) 73+4.4

2 haftalik kirik kontrol grubu 156 (95) 6743

2 haftalik KTY verilen grup 97(25) 50+0,13
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4 haftalik kirik kontrol grubu 133(59) 65+3,5
4 haftalik KTY verilen grup 175(90) 65+3,5
6 haftalik kirik kontrol grubu 127(66) 69(11,5)
6 haftalik KTY verilen grup 102(56) 70(5,25)

300 -

250 o

200 -

150 -

100

50 A

o

Tedavi ve kontrol gruplarinda GSH degerlerinin gruplara gore dagilimi sekil
17°de wverildi. Ayrica GSH degerlerinin gruplara gore dagilimi ve istatistiksel
karsilastirilmasi sekil 18°de verildi.

GSH

2 4

W Kontrol

[ 18
mi

6

Sekil 17 : GSH degerlerinin gruplara gore dagilimi

<k

300

250

200 +

150

100

50 4

2 4

M Kontrol
[ 14
mi

6

a*ile b*, a*ile c*, a* ile d* ve f*, p<0,05.

Sekil 18 : GSH degerlerinin gruplara gore dagilimi ve istatistiksel olarak
karsilastirilmast

32




Calisma gruplarinin GSH miktarlart analiz edildiginde saglikli kontrol, 2 haftalik
kirik kontrol ve 2 haftalik KTY verilen gruplarin sonuglart Kruskal wallis testine
(p=0,008) gore degerlendirildi. Gruplar arasinda farklilik oldugu tespit edildi. Ardindan
yapilan Mann-Whitney testi sonucuna gore kontrol grubu ile 2 haftalik KTY verilen

gruplar (p=0,03) arasinda anlamli bir farklilik oldugu sonucuna varildu.

Saglikli kontrol, 4 haftalik kirik kontrol ve 4 haftalik KTY verilen gruplarin GSH
miktarlar1 analiz edildi. Kruskal wallis testine (p=0,045) gore degerlendirildi. Gruplar
arasinda farklilik oldugu tespit edildi. Ardindan yapilan Mann-Whitney testi sonucuna
gore kontrol grubu ile 4 haftalik kirik kontrol gruplar1 (p=0,06) arasinda anlamli bir

farklilik oldugu sonucuna varildi.

Saglikli kontrol, 6 haftalik kirik kontrol ve 6 haftalik KTY verilen gruplarin GSH
miktarlar analiz edildi. Kruskal wallis testi sonucuna (p=0,008) gore gruplar arasinda bir
farklilik oldugu tespit edildi. Ardindan yapilan Mann-Whitney testi sonucuna gore
kontrol grubu ile 6 haftalik kirik kontrol grubu (p=0,03) ve 6 haftalik KTY verilen
(p=0,021) grup arasinda anlamli bir farklilik oldugu sonucuna varildi.

Tedavi ve kontrol gruplarinda MDA degerlerinin gruplara gore dagilimi Sekil
19’de verildi. Ayrica MDA degerlerinin gruplara gore dagilimi ve istatistiksel
karsilastirilmasi Sekil 20°de verildi.

|50 -

MDA
80
70 4 T
T
60 A
50 A - M Kontrol
40 K
30 - i
20 A
10 A
o -
2 4 G

:Sekil 19 : MDA degerleriﬁ_i_h gruplara gore dagilimi
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M Kontrol
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i
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40

30 A

20

10

2 4 6

a** ile b**, b** ile c**, a* ile d* ve e* arasinda

Sekil 20 : MDA degerlerinin gruplara gore dagilimi ve istatistiksel olarak
karsilastirilmasi

Calisma gruplarinin MDA miktarlar analiz edilmis ve saglikli kontrol grubu ile 2
haftalik kirik kontrol ve 2 haftalik KTY verilen gruplarin sonuglar1 arasinda, One Way
Anova testine (p=0,00) gore anlamli bir farklilik oldugu tespit edildi. Post-Hoc LSD
analizi yapildiginda tiim gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu

belirlendi.

Saglikli kontrol, 4 haftalik kirik kontrol ve 4 haftalik KTY verilen gruplarin MDA
miktarlar1 analiz edildi. One Way Anova testi sonucuna (p=0,012) gore anlamli bir
farklilik oldugu tespit edildi. Post-Hoc LSD analizi yapildiginda saglikli kontrol grubu
ile 4 haftalik kirik kontrol (p=0,035) ve 4 haftalik KTY verilen (p=0,03) gruplar1 arasinda

istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu belirlendi.

Saglikli kontrol, 6 haftalik kirik ve 6 haftalik KTY verilen gruplar arasinda MDA
miktarlart analiz edildi. Kruskal wallis testi sonucuna (p=0,543) gore gruplar arasinda bir

fark olmadig1 sonucuna varildi.
4.3. Histopatolojik Bulgular
4.3.1. Kontrol grubuna ait bulgular

Kontrol grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelendiginde, femur kemik

dokusunun normal yapida oldugunu gézlemledik. Havers kanali etrafinda lamellalar
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olusturan osteositlerin, tipik yapida oldugu gézlemledik. Bunun yaninda periosteum ve

Volkmann kanallar1 normal yapida oldugunu izledik. (Sekil 21)

Sekil 21 : Kontrol grubu femur kemik dokusuna ait 151k mikroskop goriintiisii. (Havers
kanali (h) etrafinda osteositlerin (ok) olusturdugu lamelalarin normal yapida oldugu
izlenmekte (HKIS: 10.00+0.35). Kemik iligi (ki). Kompakt kemik (kk). Periosteum (p).
H&E boyamasi.)

4.3.2. Saghkh ve KTY verilen gruba ait bulgular

Saglikli ve KTY verilen grup femur kemik dokusuna ait 151k mikroskop

gorlintiisiinde normal lamellar yapilar goriilmektedir (Sekil 22)

Sekil 22 : Saglikli ve KTY verilen grup femur kemik dokusuna ait 151k mikroskop
goriintlisli. Havers kanali (h) etrafinda osteositlerin (ok) olusturdugu lamelalarin normal
yapida oldugu izlenmekte (HKIS: 10.00+0.35). Kemik iligi (ki). Kompakt kemik (kk).
Periosteum (p). H&E boyamasi.
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4.3.3. Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait bulgular

Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda
incelendiginde, yaygin ddematoz alanlar ve yogun infitrasyon oldugunu izledik. Bunun
yaninda nekrotik osteositler mevcuttu. Yer yer osteoblastik aktivite gdzlemlemekle
beraber kikirdak dokusu gdzlenmemesi dikkat cekiciydi (Sekil 23 A-B)(HKIS:
1.00+0.35).

goriintiisi. (Kirik bolgesinde 6dematoz (¢) alanlar ve yogun infiltrasyon (inf) izlenmekte.

Osteoblastik aktivasyon gosteren hiicreler (kuyruklu ok). Nekrotik osteositler (ok basi).
Nekrotik atipik kompakt kemik (akk). Kompakt kemik (kk). Siingerimsi kemik (sk)
(HK1S:2.00+0.54). H&E boyamast.)

4.3.4. Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna ait bulgular

Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda
incelendiginde, kirik bolgesinde yaygin kikirdak kallus (kik) ve fibroz kallus (fk) yapisi
izlenmekte (Sekil 24 C-D)(HKIS: 5.00+0.84).

36



Sekil 24 : Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubu kemik dokusuna ait 151k mikroskop
goriintiisti.(Kirik bolgesinde yaygin kikirdak kallus (kik) ve fibréz kallus (fk) yapisi
izlenmekte. Siingerimsi kemik (sk). (HKS: 5.00+0.84). H&E boyamasi.)

4.3.5. Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna ait bulgular

Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda
incelendiginde, kirik bolgesinde yaygin kikirdak kallus (kik) yapisini gozlemledik.
Bunun yaninda lamellasiz yeni kemik olusumlann gozledik. (Sekil 25 E-

F)(HKIS:5.00£0.84).
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Sekil 25 : Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu kemik dokusuna ait 151k mikroskop

goriintiisti. (Kirik bolgesinde yaygin lamellasiz yeni kemik dokusu ve kikirdak kallus
(kik) yapist izlenmekte. (HKIS: 5.00+0.84). H&E boyamast.)

4.3.6. Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna ait bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna ait kesitler 1sik
mikroskobu altinda incelendiginde, kirik bolgesinde yaygin kikirdak kallus ve fibroz
kallus yapisin1 gozlemledik. Bunun yaninda az miktarda lamellasiz yeni kemik

olusumlar gdzledik. (Sekil 26 A-B)(HKIS: 3.00+0.54).
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Sekil 26 : Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu kemik dokusuna ait

151k mikroskop goriintiisi. (Kirik bolgesinde yaygin fibroz kikirdak (fk) ve kikirdak kallus
(kik) yapist izlenmekte. Yer yer yeni kemik dokusu olusumu gozlenmekte
(yK).siingerimsi kemik (sk). (HKIS: 3.00+0.54). H&E boyamasi.)

4.3.7. Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna ait bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna ait kesitler 1s1k
mikroskobu altinda incelendiginde, kirik bolgesinde yaygin kikirdak kallus, fibroz kallus
ve lamellasiz yeni kemik olusumlar1 gozledik. (Sekil 27 C-D)(HKIS: 4.50+0.99).

151k mikroskop goriintiisii. (Kirik bolgesinde yaygin fibroz kikirdak (fk), kikirdak kallus

(kik) yapist ve yeni kemik dokusu olusumu gozlenmekte (yk). Kompakt kemik (kk).
Siingerimsi kemik (sk). (HK1S:4.50+0.99). H&E boyamasi.)

4.3.8. Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubuna ait bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubuna ait kesitler 1sik
mikroskobu altinda incelendiginde, kirik bolgesinde yaygin kikirdak kallus, fibroz kallus
ve lamellasiz yeni kemik olusumlar gozledik. (Sekil 28 E-F)(HKIS: 7.00+0.53).
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151k mikroskop goriintiisii. Kirik bolgesinde yaygin kikirdak kallus ve lamellasiz yeni
kemik olusumlari gézlenmekte. (Resim SE-F)(HKIS: 7.00+0.53).

4.4. iImmunohistokimyasal Bulgular
4.4.1. Osteopontin
4.4.1.1. Kontrol grubuna ait immunohistokimyasal bulgular

Kontrol grubuna ait femur kesitlerinde kemik dokusunun normal yapida oldugunu

gozlemledik (Osteopontin pozitivite skoru: 0.00+0.46; Sekil 29).
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x10 (Osteopontin pozitivite skoru: 0.00+£0.46).)

4.4.1.2. Saghkh ve KTY verilen gruba ait immunohistokimyasal bulgular

Saglikli ve KTY verilen gruba ait femur kesitlerinde normal osteopontin
pozitivitesi izlenmekte (Sekil 30).
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Sekil 30 : Saglikli ve KTY verilen gruba ait femur kesiti. Osteopontin pozitivitesi

izlenmekte x20 (Osteopontin pozitivite skoru: 0.50+0.2).

4.4.1.3. Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait immunohistokimyasal

bulgular

Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait femur kesitlerinde kemik dokusunda

herhangi bir osteopontin pozitivitesi gozlemlemedik (Osteopontin pozitivite skoru:
0.00+0.31; Sekil 31).

41



Sekil 31 : Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait femur kesiti.(Normal yapidaki

kemik dokusu izlenmekte. Inflamasyon (Inf). x20 (Osteopontin pozitivite skoru:
0.00+0.31).)

4.4.1.4. Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna ait immunohistokimyasal

bulgular

Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna ait femur kesitlerinde kemik dokusunda

orta seviyede osteopontin pozitivitesi gézlemlemedik (Osteopontin pozitivite skoru:
1.00+0.7; Sekil 32).
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Sekﬂ 32 Kirik olusturulan 4, hafta kontrol grubuna ait femur Kkesiti. (Kesme osteopontln

pozitivitesi izlenmekte x20 (Osteopontin pozitivite skoru: 1.00+0.7).)

4.4.1.5. Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna ait immunohistokimyasal

bulgular

Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna ait femur kesitlerinde kemik dokusunda
yogun osteopontin pozitivitesi gézlemledik (Osteopontin pozitivite skoru: 2.50+0.54;
Sekil 33).
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Sekil 33 : Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna ait femur kesiti.(Yogun osteopontin

pozitivitesi izlenmekte x40 (Osteopontin pozitivite skoru: 2.50+0.54).)

44.1.6. Kirik olusturulan ve KTY verilen 2. hafta tedavi grubuna ait
immunohistokimyasal bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen 2. hafta tedavi grubuna ait femur kesitlerinde,

kemik dokusunda orta seviyede osteopontin pozitivitesi gozlemledik (Osteopontin
pozitivite skoru: 2.00+0.46; Sekil 34).
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Sekil 34 : Kirik olusturulan ve KTY verilen 2. hafta tedavi grubuna ait femur kesiti. (Orta
seviyede osteopontin pozitivitesi izlenmekte. x4 (Osteopontin pozitivite skoru:

2.00:£0.46).

4.4.17. Kirik olusturulan ve KTY verilen 4. hafta tedavi grubuna ait
immunohistokimyasal bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen 4. hafta tedavi grubuna ait femur kesitlerinde,
kemik dokusunda orta seviye osteopontin pozitivitesi gozlemledik (Osteopontin

pozitivite skoru: 3.00+0.52; Sekil 35).
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Sekil 35 : Kirik olusturulan ve KTY verilen 4. hafta tedavi grubuna ait femur kesiti.(Orta

seviye osteopontin pozitivitesi izlenmekte. x4 (Osteopontin pozitivite skoru: 3.00+0.52).)

44.1.8. Kirik olusturulan ve KTY verilen 6. hafta tedavi grubuna ait
immunohistokimyasal bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen 6. hafta tedavi grubuna ait femur kesitlerinde,

kemik dokusunda az yogun osteopontin pozitivitesi gézlemledik (Osteopontin pozitivite
skoru: 2.00+0.64; Sekil 36).
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Sekil 36 1r11; tuan ve KTY verilen 6. hafta tedavi grblmauait femur kesiti.(z
seviyede osteopontin pozitivitesi izlenmekte. x4 (Osteopontin pozitivite skoru:
2.00+0.64).)

4.4.2. Osteokalsin
4.4.2.1. Kontrol grubuna ait immunohistokimyasal bulgular

Kontrol grubuna ait femur kesitlerinde, normal yapidaki kemik dokusu
gozlemledik. (Osteokalsin pozitivite skoru: 0.00+0.46: Sekil 37).
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Sekfl 37: konfrbl ﬁrubuna ait femur k\esiti. (Normal yapidaki kemik dokusu izlenmekte,

x10 (Osteokalsin pozitivite skoru: 0.00+0.46).)
4.4.2.2. Saghklh ve KTY verilen gruba ait immunohistokimyasal bulgular

Saglikli ve KTY verilen gruba ait femur kesitlerinde osteokalsin pozitivitesi
izlenmekte x20 (Sekik 38).
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Sekil 38 : Saglikli ve KTY verilen gruba ait femur kesiti. Osteokalsin pozitivitesi

izlenmekte x20 (Osteopontin pozitivite skoru: 0.50+0.2).

4.4.2.3. Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait immunohistokimyasal

bulgular

Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait femur kesitlerinde kemik dokusunda
osteokalsin aktivitesi izlemedik (Osteokalsin pozitivite skoru: 0.00+0.35; Sekil 39).
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Sekil 39 : Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna ait femur kesiti.(Herhangi bir
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osteokalsin aktivitesi izlenmemekte, x10 (Osteokalsin pozitivite skoru: 0.00+0.35).)

4.4.24. Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna ait immunohistokimyasal
bulgular

Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna ait femur Kkesitlerinde, kemik
dokusunda orta diizeyde osteokalsin aktivitesi gozlenmekte (Osteokalsin pozitivite skoru:
1.50+0.46; Sekil 40).
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Sekil 40 : Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna ait femur kesiti.(Orta seviyede

osteokalsin aktivitesi gozlenmekte. x4. (Osteokalsin pozitivite skoru: 1.50+0.46).)

4.4.2.5. Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna ait immunohistokimyasal

bulgular

Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna ait femur Kkesitlerinde, kemik
dokusunda yogun osteokalsin aktivitesi gozlenmekte (Osteokalsin pozitivite skoru:
2.00+0.35; Sekil 41)
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Sekil 41 : Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna ait femur kesiti.(Yogun sev1yede

osteokalsin aktivitesi gozlenmekte. x4. (Osteokalsin pozitivite skoru: 2.00+0.35).)

44.2.6. Kirik olusturulan ve KTY verilen 2. hafta tedavi grubuna ait

immunohistokimyasal bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen 2. hafta tedavi grubuna ait femur kesitlerinde,
kemik dokusunda az miktarda osteokalsin aktivitesi gézlenmekte (Osteokalsin pozitivite

skoru: 3.00+0.54; Sekil 42).
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Sekil 42 : Kirik olusturulan ve KTY verilen 2. hafta tedavi grubuna ait femur Kkesiti.(Az
seviyede osteokalsin aktivitesi gozlenmekte. x4. (Osteokalsin pozitivite skoru:
3.00+0.54).)

44.2.7. Kirik olusturulan ve KTY verilen 4. hafta tedavi grubuna ait

immunohistokimyasal bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen 4. hafta tedavi grubuna ait femur kesitlerinde,
kemik dokusunda yogun osteokalsin pozitivitesi gozlenmekte (Osteokalsin pozitivite
skoru: 3.00+0.51; Sekil 43).

53



v
Sekﬂ 43 : Kirik olusturulan ve KTY verilen 4. hafta tedaw grubuna ait femur kesiti.(Az

seviyede osteokalsin aktivitesi gozlenmekte. x4. (Osteokalsin pozitivite skoru:
3.00+0.51).)

44.28. Kirik olusturulan ve KTY verilen 6. hafta tedavi grubuna ait

immunohistokimyasal bulgular

Kirik olusturulan ve KTY verilen 6. hafta tedavi grubuna ait femur kesitlerinde,
kemik dokusunda yogun osteokalsin pozitivitesi gozlenmekte (Osteokalsin pozitivite
skoru: 1.50+0.74; Sekil 44).

54



A : j PR TR QLR Tl I vl : = Ld
Sekil 44 : Kirik olusturulan ve KTY verilen 6. hafta tedavi grubuna ait femur
kesiti.(Yogun osteokalsin aktivitesi gozlenmekte. x4. (Osteokalsin pozitivite skoru:
1.50+0.74).)

4.5. Semi-Kantitatif Bulgular
4.5.1. Histopatolojik kemik iyilesmesi skoru

Kontrol grubuna (HKIS:10.0+0.35) ait kestilerde yapilan &lgiimler sonucunda
histopatolojik kemik iyilesme skoru (HKIS), gerek kirik olusturulan 2. hafta kontrol
grubu (HKIS:1.0£0.35), kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubu (HKIS:2.0+0.54), kirik
olusturulan 6. hafta kontrol grubu (HKIS:5.0+0.84) gerekse Kirik olusturulan ve KTY
verilen, 2. hafta tedavi grubu (HK1S:3.0+0.54), Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta
tedavi grubu (HKiS:4.50+0.99), ve Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi
grubu (HK1S:5.0+0.84) gruplarinda diistiigiinii saptatik (p=0.00; Tablo 7). Bunun yaninda
kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubu HKIS skoru 1.0+0.35’den, kirik olusturulan 4.
hafta kontrol grubu 2.0+0.54’e ve kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubu 4.50+0.99’a
yiikseldigini saptatik (p=0.00; Tablo 7).
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KTY uygulamast, kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubunda 1.0+0.35 olan HKIS
skorunu 3.0+0.54’¢ yiikseltmistir (p=0.00; Tablo 7). Yine KTY uygulamas: kirik
olusturulan 4. hafta kontrol grubunda 2.0+0.54 olan HKIS’i 4.50+0.99 yiikseltmistir
(p=0.00; Tablo 7). kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu sonucu 5.0+0.84 dl¢iilen HKIS
skorunun KTY uygulamasiin ardindan 7.0+0.53’e yiikseldigini saptatik (p=0.00; Tablo
7). Bunlarin yaninda kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu 5.0+0.84 olarak oSlgiilen
HKIS ile Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubunda 4.50+0.99 olarak
dlgiilen HKIS benzer olmasi dikkat ¢ekiciydi (p=1.00; Tablo 7).

Tablo 7 : Histopatolojik Kemik Iyilesme Skoru (HKIS) Analiz Sonuglar
(Median+Standart sapma).

Gruplar HKIS

Kontrol 10.00+0.3504f1mp
Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubu 1.00+0.352&xmp
Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubu 2.00+0.543cHkmp
Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu 5.00+0.8430dkns
Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu 3.00+0.542begkop
Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubu 4.50+0.9920.4N0!
Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubu 7.00+0.532bd15p
Saglikli ve KTY verilen grup 9.50+0.35Y

Kruskal Wallis, Tamhane T2

aP=0.00 Kontrol grubuna kiyasla,

bP=0.00 Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna kiyasla,

‘P=0.045 Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna kiyasla,

9P=0.00 Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna kiyasla,

¢P=0.04 Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna kiyasla,

P=0.00 Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna kiyasla,

9P=0.04 Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna kiyasla,

"P=1.00 Kirik olusturulan 6. hafta kontrol kiyasla,

P=0.01 Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna kiyasla,

iP=0.00 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna kiyasla,
kP=0.04 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna kiyasla,
'P=0.01 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna kiyasla,
"P=0.01 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna kiyasla,
"P=1.00 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna kiyasla,
°P=0.01 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna kiyasla,
PP=0.005 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna kiyasla,
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"P=0.00 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubuna kiyasla,
P=0.01 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubuna kiyasla,

YP=1.00 Saglikli ve KTY verilen grubuna kiyasla,

4.5.2. Osteopontin pozitivite skoru

Kontrol grubu (pozitivite skoru; 0.00+£0.46) ve kirik olusturulan 2. hafta kontrol
(pozitivite skoru: 0.00+0.31) grubuna ait kemik dokusunda osteopontin pozitivitesi
gozlemedik (Tablo 8). Kirik olusturulan 4. hafta kontrol (pozitivite skoru: 1.00+0.7) ve
kirik olusturulan 6. hafta kontrol gruplarinda (pozitivite skoru: 2.00+£0.64)  kirik
olusturulan 2. hafta kontrol grubuna (pozitivite skoru: 0.00+0.31) kiyasla anlamli bir
sekilde osteopontin pozitivitesini artirdigini saptatik (p<0.05; Tablo 8). Bunun yaninda
kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu osteopontin pozitivite skoru
(pozitivite skoru; 2.00+0.46) kirik olusturulan 2. hafta kontrol pozitivite skoruna
(pozitivite skoru: 0.00£0.31) kiyasla anlamli olarak artirdigimi gozlemledik (p<0.05;
Tablo 8). Bunun yaninda kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu
osteopontin pozitivite skoru (pozitivite skoru: 2.00+0.46) kirik olusturulan 2. hafta
kontrol osteopontin pozitivitesi skoru (pozitivite skoru: 1.00+0.7) arasinda istatistiksel
olarak fark yoktu (p<0.05; Tablo 8). Kirik olusturulan 6. hafta kontrol osteopontin skoru
(pozitivite skoru: 2.50+£0.54)  kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu
(pozitivite skoru: 3.00+0.52) ve kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu skoruna
(pozitivite skoru: 2.00+£0.64) benzerdi (p<0.05; Tablo 8). Bununla beraber kirik
olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubu pozitivite skoru (pozitivite skoru:
3.00+0.52) kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu pozitivite skoruna (pozitivite skoru:
2.50+0.54) kuyasla artigini izledik (p<0.05: Tablo 8).

Tablo 8 : Osteopontin pozitivite skorlama bulgular1 (mediantstandart sapma).

Gruplar Osteopontin

Pozitivite Skoru

Kontrol 0.00+0.46

Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubu 0.00+0.3 1591k
Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubu 1.00+0.72b.cehik
Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu 2.50+0.54abchil
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Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu 2.00+£0.4630.415!
Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubu 3.00+0.523pcfn!
Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubu 2.00-£0.643b.cA0
Saglikli ve KTY verilen grup 0.00+£0.41™

2P<0.05 Kontrol grubuna kiyasla,

®P<0.05 Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna kiyasla,

“P>0.05 Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna kiyasla,

dp>0.05 Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna kiyasla,

¢P<0.05 Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna kiyasla,

P>0.05 Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna kiyasla,

9P<0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna kiyasla,
"P>0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna kiyasla,
'P<0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna kiyasla,
IP>0.05 Kurik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna kiyasla,
KP<0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubuna kiyasla,
'P>0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubuna kiyasla,
MP=1.00 Saglikli ve KTY verilen gruba kiyasla,

4.5.3. Osteokalsin pozitivite skoru

Kontrol grubu (pozitivite skoru: 0.00+£0.46) ve kirik olusturulan 2. hafta kontrol
(pozitivite skoru: 0.00+0.35) grubuna ait kemik dokusunda osteokalsin pozitivitesi
gozlemedik (Tablo 9). Kirik olusturulan 4. hafta kontrol (pozitivite skoru: 1.50+0.46)
ve kirik olusturulan 6. hafta kontrol gruplarinda (pozitivite skoru: 2.00+0.35) kirik
olusturulan 2. hafta kontrol grubuna (pozitivite skoru: 0.00+0.35) kiyasla anlamli bir
sekilde osteokalsin pozitivitesini artirdigini saptatik (p<0.05: Tablo 9). Bunun yaninda
kirtk olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu osteokalsin pozitivite skoru
(pozitivite skoru: 3.00+0.54) kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubu pozitivite skoruna
(pozitivite skoru; 0.00+0.35) kiyasla anlamli olarak artirdigimi gozlemledik (p<0.05;
Tablo 9). Bunun yaninda kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu
osteokalsin pozitivite skoru (pozitivite skoru: 3.00+0.54) kirik olusturulan 4. hafta kontrol
grubu osteokalsin pozitivitesi skoru (pozitivite skoru: 1.50+0.46) arasinda istatistiksel
olarak fark yoktu (p<0.05; Tablo 9). Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu osteokalsin
skoru (pozitivite skoru: 2.00+£0.35)  kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi
grubu (pozitivite skoru: 3.00+0.54) ve 6. hafta tedavi grubu skoruna (pozitivite skoru:
1.50+0.74) benzerdi (p<0.05: Tablo 9). Bununla beraber kirik olusturulan ve KTY
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verilen, 4. hafta tedavi grubu osteokalsin pozitivite skoru (pozitivite skoru: 3.00+£0.51)
kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu pozitivite skoruna (pozitivite skoru: 2.00+£0.35)
kiyasla artigini izledik (p<0.05; Tablo 9).

Tablo 9 : Osteokalsin pozitivite skorlama bulgular1 (mediantstandart sapma).

Gruplar Osteokalsin Pozitivite
Skoru

Kontrol 0.00+0.46

Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubu 0.00+0.35¢91k

Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubu 1.50+0.462Pcenik

Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubu 2.00+0.35%0Cn

Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubu 3.00+0.543P.Afil

Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubu 3.00+0.512bctnl

Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubu 1.50+0.74%bCH0)

Saglikli ve KTY verilen grup 0.00+0.53™

24P<0.05 Kontrol grubuna kiyasla,

®P<0.05 Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna kiyasla,

‘P<0.05 Kirik olusturulan 2. hafta kontrol grubuna kiyasla,

4P>0.05 Kirik olusturulan 4. hafta kontrol grubuna kiyasla,

¢P<0.05 Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna kiyasla,

'P>0.05 Kirik olusturulan 6. hafta kontrol grubuna kiyasla,

9P<0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna kiyasla,
"P>0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 2. hafta tedavi grubuna kiyasla,
'P<0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna kiyasla,
JP>0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 4. hafta tedavi grubuna kiyasla,
KP<0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubuna kiyasla,
'P>0.05 Kirik olusturulan ve KTY verilen, 6. hafta tedavi grubuna kiyasla,
MP=1.00 Keten tohumu grubuna kiyasla,
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5. TARTISMA

Bu c¢aligmada deneysel olarak femoral kirik olusturulup intramediiller tespit
uygulanan siganlarda KTY ’nin kirik iyilesmesinde etkisini arastirdik. Kirik iyilesmesi
lizerine yapilan deneysel ¢alismalarda, sicanlar da dahil olmak {izere farkl tiirden ¢ok
sayida hayvan kullanilmistir (92,93). Ayrica uygulama avantajlar1 nedeniyle literatiirde

femur ve tibia gibi uzun kemikler kullanilmistir (94,95).

Kirik sonrasi hasarlanmis dokuda meydana gelen gecici iskemi sonrasi serbest
oksijen radikalleri ortaya ¢ikmaktadir. Olusan serbest oksijen radikalleri, antioksidan
mekanizma ile bir dengede tutulmaya g¢aligilmaktadir (96). Serbest oksijen radikalleri
nedeniyle kirik iyilesmesinin olumsuz olarak etkilendigi bircok ¢alismada bildirilmistir

(97-99).

Oksidatif sters belirteci olan MDA diizeyi, lipid peroksidasyonunu gosteren,
Olgiilebilen bir parametredir (100). Kirik sonrasi ilk iki haftada yiikseldigi, ilerleyen
haftalarda ise azaldig1 gosterilmistir (101). Siganlarda tibia kiriklari lizerine yapilan
deneysel bir calismada ilk iki haftada anlamli bir artis meydana geldigi, ancak dordiincii
haftada tekrar eski seviyesine dondiigii bildirilmistir (102). Bu calismada, kirik
iyilesmesinin erken donemlerinde MDA diizeyleri yiiksek olarak Ol¢iilmiis ve ilerleyen
donemde azalma tespit edilmistir. Bu sonug oksidatif siirecin en fazla kirik iyilesmesinin

erken fazinda oldugu, kirik iyilesme siirecinde azalarak devam ettiginin géstermektedir.

Antioksidan etkisi olan glutatyon, ayn1 zamanda kofaktor ve substrat gorevi olan
hiicresel fonksiyonlar igin gerekli molekiildiir (103). Hiicrelerde olusan metabolitleri
uzaklastirir ve stilfidril grubunun devamliligini saglar (104). Biyolojik olarak meydana
gelebilecek problemler kirik sonrasi kaynamayr olumsuz etkileyebilir. Ozellikle kirik
meydana geldikten sonraki erken donemde bu biyolojik etkenlerin etkisinin ortaya ¢iktig1
goriilmektedir. Kirik iyilesmesinin erken basamagi bu nedenle 6nem teskil etmektedir
(105). KTY, antioksidan etkileri olan bir molekiildiir. Antioksidan etkisinin aktivite
basamagi herbasetin ve herbasetin-3,8-O-diglukopiranozitin aglikonundan kaynaklanir
(83). KTY ile kirik iyilesmesinin erken doneminde antioksidan etkinin olugmasi
onemlidir. Bu ¢aligmada, GSH diizeylerinin kirigin erken donemlerde azaldigi, 4. haftada
artt1g1 ve 6. haftada tekrar azaldig tespit edildi. Kirik sonrasi oksidatif stresin fazla oldugu

erken donemlerde GSH degerinin azalmasi, daha sonra artmasi KTY’nin erken
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asamalarda antioksidan etki gostererek bu degisikligin olusmasinda rolii oldugunu

distindiirmektedir.

Calismamizda radyolojik degerlendirme sonucu erken donemde KTY’nin kirik
iyilesmesinde anlamli etki gosterdigini belirledik. Kirik iyilesmesi iizerine yapilan
calismalarda, radyolojik iyilesmeyi objektif degerlendirmek i¢in birgok yontem bildirildi.
Bu nedenle kirik iyilesmesinin radyolojik degerlendirmesinde farkli yontemler ile farkli
sonuglar elde edilebilmektedir (106,107). Kirik iyilesmesini objektif degerlendirebilmek
icin c¢alismamizda radyolojik skorlama yaninda histopatolojik bulgulart da

degerlendirdik.

Kemik iyilesmesi iizerine yapilan daha Onceki c¢alismalarda kirik modellerin
uygulama sonrasindaki siirelere bagli olarak kirik bolgelerinde akut inflamasyon, 6dem,
fibroz kallus, kikirdak kallus ve immatiir yeni kemik olusumlari gibi ¢ok sayida bulgu
gbzlenmistir (108-112). Huo ve arkadaslar1 ¢alismalarinda bu bulgular1 kapsayan bir
histopatolojik kemik iyilesme skoru ile semi-kantitatif degerlendirmeye olanak tanimistir
(91). Loi ve arkadaglar1 ¢aligmalarinda kemik kirik uygulamasinin ilk iki haftasinda kirik
bolgesinde yogun inflamasyon ve Odematdz alanlar olustugunu raporlamistir (111).
Calismamizda benzer olarak ikinci haftada yogun inflamasyon ve 6demat6dz alanlarin
olusumlarina bagl olarak HKIS skoruna diigmesine neden oldugunu gézlemledik.
Handool ve arkadaslar1 femur kirik modeli ¢alismalarinda kirik modellemesinde sonraki
dordiincii haftada kirik bolgesinde fibroz ve kikirdak kallus olusumlar gozledigini
bildirmistir (113). Yu ve arkadaslar1 ise kirik olusumundan dort hafta sonra agirlikli
olarak fibroz kallus ve bunu takiben daha az olmak tlizere kikirdak kallus olusumu
oldugunu raporlamistir (110). Bununla beraber yer yer immatiir yeni kemik olusumlari
gozlemlemislerdir. Bizim bulgularimizda ise benzer olarak fibroz kallus ve kikirdak
kallus olusumlarini izledik. Ayrica Huo ve arkadaslarinin bulgularina benzer olarak
fibroz kallus ve kikirdak kallus olusumlari kirtk modellemesi ikinci hafta grubuna kiyasla
HKIS yiikseldigini saptadik. Ancak Handool ve arkadaslarinin galismasina benzer olarak
immatiir kemik olusumlar1 gozlemlemedik. Bu farkliigin Yu ve arkadaslarinin
caligmalarina kiyasla kemik kirik olugturma modelinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz
(110). Handool ve arkadaslar1 ¢alismalarinda kirik olusumundan alt1 hafta sonrasinda
kikirdak kallus kaybolarak yerini matiir ve yer yer immatiir kemik olusumlarina

biraktigin1 bildirmistir (113). Calismamizda benzer olarak yaygin immatiir kemik
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olusumlari gozlemlemekle beraber yer yer kikirdak kallus olusumlart mevcuttu. Buna ek
olarak HKIS skorunu kirik olusumu sonras1 dérdiincii hafta grubuna kiyasla artigmi

saptadik.

Daha oOnce yapilan kemik kirtk modeli ¢aligmalarinda bir¢ok antioksidan,
antikoagulan, antibiyotikler ve antihipertansif gibi ajanlarin koruyucu etkileri ve terapotik
etkilere ele alinmakla beraber KTY ele alinmamustir (71-82). Zengin fatty oil ve omega -
3 igerigine sahip olan KTY daha onceki caligmalarda inflamasyon, aterojenik plak
olusumu ve obezitenin olusturdugu arteryel disfonksiyona kars1 terapotik ve koruyucu
etkili oldugu bildirilmistir (84). Toscano ve arkadaglarinin omurga kirigi {izerine
calismalarinda omega-3 yag asidinin kemik yapisini gli¢lendirerek kemik kiriklarina karsi
koruyucu etkisi oldugunu raporlamistir (114). Benzer olarak O’connor ve arkadaslari
omega-3 yag asidinin kemik dokusunda olumlu etkileri oldugunu gézlemlemislerdir (78).
Bunun yaninda Ward ve arkadaslari calismalarinda KTY ’nin kemik dansitesini artirdigini
bildirmistir (87). Calismamizda ise benzer olarak KTY uygulamasinin ikinci hafta
sonunda kirik ikinci hafta grubundan farkli olarak yaygin inflamasyon ve 6dematoz
alanlarin yerine kirik dordiincii hafta grubuna benzer olarak fibréz ve kikirdak kallus
olusumlar1 gdzlemledik. Buna bagli olarak HKIS degeri kirik ikinci hafta grubuna kiyasla
artmakla beraber kirik dordiincii hafta grubu HKIS degerine benzerdi. Yine KTY
uygulamasi dordiincii hafta sonunda kirik dordiincii haftadan farkl: olarak ve kirik altinci
hafta uygulamasinin bulgularina benzer olarak yaygin immatiir kemik ve yer yer kikirdak
kallus olusumlarimi gézlemledik. Ek olarak KTY uygulamas1 dordiincii hafta HKIS skoru
yalmzca kirik dordiincii hafta HKIS degerine kiyasla anlamli olarak artigini bunun
yaninda yalnizca kirik altincr hafta grubuna benzer oldugunu saptadik. KTY uygulamasi
altinc1 hafta sonunda keten tohumu yag uygulamasi dordiincii hafta ve yalnizca kirik
altinci hafta bulgularinda daha fazla immatiir ve matiir kemik olusumlarina bagl olarak
HKIS degerinde artis gdzlemlemekle beraber saglikli kontrol grubun HKIS degerinde
diisiik oldugu izledik.
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6. SONUC

KTY’nin kirik iyilesmesi iizerine etkilerinin deneysel olarak incelendigi bu

calisma sonucunda;

Radyolojik olarak kirik iyilesmesinin ikinci haftasinda KTY gruplar arasinda
anlamli fark olusturmaktadir. KTY kirik iyilesmesini erken donemde radyolojik olarak

hizlandirmaktadir.

Biyokimyasal olarak oksidatif stres belirteci olarak MDA diizeyleri, en fazla kirtk
iyilesmesinin erken fazinda oldugu, zamanla azaldig1 ancak kirik iyilesmesinin ilerleyen
donemlerde devam etmektedir. Antioksidan etki gostergesi olan GSH kirik iyilesmeinin
erken donemlerde azalmasi, daha sonra artmasi KTY ’nin erken asamalarda antioksidan

etki gosterdigini gostermektedir.

Histolojik degerlendirmede KTY kirik iyilesmesi iizerine olumlu katki saglar.
Altinct hafta kirik kontrol grubu ve dordiincii hafta KTY verilen gruplarin sonuglarinin
benzer olmasi, KTY nin kirik iyilesmesi {izerine olan olumlu etkilerinin, en 6nemli
histolojik kanitidir. Kirik iyilesmesini tiim asamalarinda kontrol kirik grubuna kiyasla

anlamli fark olusturmaktadir.

Sonug olarak KTY kirik iyilesmesinin erken doneminde belirgin antioksidan etki
ve radyolojik iyilesme gosterirken histolojik olarak tiim iyilesme donemi siirecinde

olumlu etki gostermektedir.
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