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1. GIRIS

Artan diinya niifusu ve gelisen teknoloji ile iligkili olarak kemik yaralanmalari;
gerek sikligindaki gerekse yaralanmanin siddetindeki artis nedeniyle hekimler ve hastalar
acisindan giincel bir saglik problemi olarak tiptaki yerini korumaktadir (1).

Kirik, kemigin fiziksel biitiinliigiiniin bozulmasi olarak tanimlanabilse de sorun
sadece kemik dokusunda sinirli kalmayip ¢evre yumusak dokularda ve farkli organ
sistemlerinde de cesitli problemler olusturur (1,2). Kirik olusumu ve tedavisi, kisi ve
toplum i¢in hem beden ve ruh sagligi agisindan hem de ekonomik agidan zor bir siiregtir.

Kirik iyilesmesi, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin karmasik dengesi sonucunda
gerceklesen ve bir¢ok hormon ve biiyiime faktorii ile yonlendirilen 6zel bir yara iyilesmesi
stirecidir. Bu kadar ¢ok faktoriin etkiledigi bu hassas siirecin ¢esitli nedenler ile sekteye
ugramasi, kirik iyilesmesinde basarisizliga neden olarak kaynama gecikmesi yada
kaynamama ile sonuglanacaktir. Bu da mevcut problemi herkes acisindan daha dramatik
hale getirecektir. Anlasilmaya calisildikca daha da karmasiklagsan bu siirecin problemsiz
olarak takip edilebilmesi i¢in, kirik iyilesmesini etkileyen faktorleri arastiran ¢aligmalar
gittikce artan siklikta devam etmektedir.

Leptin, baslica beyaz yag dokusu tarafindan salgilanan, obese (Ob) geni tarafindan
kodlanan, peptid yapili bir hormondur. Ozellikle enerji tiiketimini ve yiyecek alimini
diizenlemesiyle taninmaktadir (3). Bu etkilerinin yaninda, eriskin osteoblast ve
kondrositlerinde leptin reseptorleri gosterilerek; leptinin, kemik biiylimesi ve gelismesinde
uyarici bir rolii oldugu bildirilmistir (4). Ayrica leptin, kemik olusumu {iizerine etkisini
sadece sistemik bir hormon olarak degil, endokondral kemiklesmede anjiogenezi
diizenleyerek lokal bir faktor olarak da gdsterir (5).

Bu deneysel c¢alismada, leptinin gerek kondrosit ve osteoblastlar, gerekse
anjiogenez lizerine olan etkilerinden yola ¢ikilarak; kirik iyilesmesine etkilerinin histolojik
olarak arastirilmasi ve bu bulgularin radyolojik verilerle uygunlugunun degerlendirilmesi

amaglanmistir. Literatiirde, benzer bir ¢alismaya rastlanilmamustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

2.1.1. Kemik Dokusunun Tanim, I¢erigi

Kemik, ekstraselliiler matriksi kalsifiye olmus 6zel bir bag dokudur. Viicuttaki en
sert dokulardan biri olmasina ragmen, lizerine gelen stres yikleri ile devaml olarak sekil
degistirir. Kemik; beyin, spinal kord ve torasik kavitedeki organlar gibi dokular1 koruyan
ve destekleyen iskelet sisteminin ana yapisim olusturur. Uzerine yapisan kaslarin kasilmasi
ile viicudun hareket etmesini saglar. Kan hiicrelerini yapan kemik iligini barindirmasinin

yani sira; kalsiyum, fosfat ve diger iyonlara ait bir depo olarak da i gortir. (6,7).

2.1.2. Kemik Histolojisi

Kemik, hiicreler arasi1 kireglenmis materyal olan kemik matriksi ve bu matriks
icinde dizilim gosteren hiicrelerden olusur. Bu hiicreler; osteositler (Yunanca osteon,
kemik + kytos, hiicre), osteoblastlar (osteon + Yunanca blastos, tohum), osteoklastlar
(osteon + Yunanca klastos, kirilmis) ve osteoprogenitor hiicrelerdir (7).

Kemigin dis ylizeyi; dista siki bag dokusu ve icte osteoprogenitor hiicreleri igeren
periosteum ile kaplidir. Kemigin santral kavitesi ise 0zel ince bir bag dokusu,
osteoprogenitdr hiicreler ve osteoblastlardan olusan tek tabakali endosteum ile Ortiiliidiir
(6).

A. Kemik Hiicreleri

Osteoprogenitor Hiicreler

Embriyonik mezenkimal hiicrelerden kaynaklanan ve kok hiicrelerin 6zelliklerine
(cogalma potansiyeli ve farklilagma kapasitesi) sahip olan hiicrelerdir. Mitoza girme

yeteneklerini devam ettirerek, biiylime ve transkripsiyon faktorlerini iceren diizenleyici bir



mekanizma ile osteoblastlara farklilasabilirler (6,8). Ustelik diisiik oksijen basinci altindaki
belli durumlarda bu hiicreler kondrojenik hiicrelere de farklilasabilirler.

Osteoprogenitor hiicre igsi sekilli olup, soluk boyanan oval niikleusa sahiptir. Soluk
boyanan sitoplazmasi az sayida graniiler endoplazmik retikulum (GER), az gelismis Golgi
kompleksi ve ¢ok sayida serbest ribozom igerir. Osteoprogenitor hiicreler, periosteumun
selliiler i¢ tabakasinda ve Havers kanallarin1 ¢evreleyen endosteumda bulunurlar (6). Bu
hiicreler, yasam boyunca canli kalarak; erigkinde kemik kiriklarinin onarimi esnasinda ve

diger hasarlarda yeniden aktive olurlar (8).

Osteoblastlar

Osteoblastlar, osteoprogenitor hiicrelerden koken alan; kemik matriksinin organik
kisimlarinin tiretilmesinden sorumlu hiicrelerdir (6,7). Tip I kollajen ve kollajen olmayan
proteinleri sentezlerler. Osteoblastlar tarafindan salgilanan nonkollajen proteinler;
osteoklastlarin farklilasmasini diizenleyenler (a. niikleer faktér kappa B (RANK)
aktivasyonu i¢in reseptor ligandi (RANKL), b. makrofaj koloni stimule edici faktor (M-
CSF), c. osteoprotejerin), kemik mineralizasyonu i¢in gerekli olanlar (osteokalsin,
osteonektin, osteopontin) ve osteoblastlarin ekstraselliiler matrikse integrinler araciligiyla
baglanmasina aracilik eden kemik siyaloproteinidir. Diger yandan kemik inorganik
kisimlarinin ¢okebilmesi i¢in de yasayabilir durumdaki osteoblastlarin varligi gereklidir
(8).

Osteoblastlar, ozellikle kemik yiizeylerinde yan yana tek katli epiteli andiracak
sekilde bulunurlar. Aktif olarak matriks sentezlerken, kiibikden prizmatige kadar degisik
sekillerde olup, bazofilik sitoplazmaya sahiptirler (7). Elektron mikroskopisinde ¢ok
miktarda GER ve iyi gelismis Golgi kompleksi bulundugu goriiliir. Isik mikroskopisinde
ise ¢ok sayida periyodik asit schiff (PAS) ile boyanan sekretuar graniiller goriiliir (6).
Islevleri azalmaya basladiginda yassilasirlar ve sitoplazmalarindaki bazofilik 6zellik
azalmaya baglar. Bazi osteoblastlar gittikce yeni meydana gelmis matriks ile kusatilarak
osteosit haline gelirler. Osteoblastlar, dnceden yapilmis eski kemik matriksi ile temasta
olan yiizeylerinden osteoid adi verilen yeni ve heniiz kire¢clenmemis matriks tabakasi
salgilarlar (7). Osteoblast membranlarinda integrinler ve paratroid hormon reseptorleri
bulunur. Paratroid hormonunun bu reseptorlere baglanmasi osteoblastin RANKL

ekspresyonunu artirirken, osteoprotejerin sentezini bloke eder. Ayrica osteoblast hiicre



membranlar1 alkalen fosfataz enziminden de zengindir; bu sebepten dolay1 aktif kemik

yapimi boyunca kan alkalen fosfataz seviyeleri yiiksek bulunur (6,8).

Osteositler

Osteoblastlardan tiireyen osteositler matriksin kanalciklar1 arasindaki bosluklarda
(lakiina) bulunurlar. Her bosluk i¢inde bir osteosit, uzantilar1 ve beraberinde az miktarda
kire¢clenmemis matriks vardir (7). Osteositlerin uzantilari, kanalikiil ad1 verilen ince
silindirik kanalciklar ile baglantilidir. Kanalikiiller i¢inde bulunan komsu hiicre uzantilari
oluklu baglantilar (gap junction) ile baglanir ve bu yapilar araciligi ile molekiiller hiicreden
hiicreye gecer (7,8).

Osteoblastlar ile karsilastirildiginda yasst badem seklindeki osteositler azalmis
GER, Golgi ve koyulagmis kromatin igerirler (7). Osteositler inaktif hiicreler gibi
goriinmelerine ragmen kemik devamliligi i¢in gerekli maddeleri salgilarlar (6). Bu hiicreler
aktif olarak kemik matriksinin bakimindan sorumlu olup, Oliimlerini takiben matriks

erimesi goriiliir (7).

Osteoklastlar

Osteoklastlar kemik iligindeki monosit-makrofa; progenitdr hiicre soyundan
kaynaklanan, ¢ok c¢ekirdekli, biiylik ve hareket edebilen hiicreler olup kemigin
rezorbsiyonundan sorumludurlar (Sekil 1) (6-8).

Osteoklast farklanmasi kemik iliginden tiireyen M-CSF reseptorii ekspresse eden
bir monositin kemik olusum bdlgesine gelmesiyle baslar. Monosit dokuya gecince
makrofaj olur ve osteoblastlarca salgilanan M-CSF ligandi reseptoriine baglanir. Boylece
osteooblastlarca sentezlenen RANKL i¢in RANK ekspresyonunu uyarir. RANKL, RANK
(reseptor) yoluyla osteoklasta baglanir. Sonucta tek cekirdekli monosit, heniiz kemigi
rezorbe edemeyen ¢ok c¢ekirdekli olgunlagsmamis osteoklasti olusturur. Osteoblast ayrica
osteoklastin RANK reseptoriine gore RANKL’a daha yiiksek afinite ile baglanan bir
glikoprotein olan osteoprotejerin salgilar. Bu da osteoklast Onciillerinin osteoklastlara
farklilagmasinin tamamlanmasimi onler (8). Bu sekilde olusan osteoklastlar, kemigin
eritilerek emildigi yerlerdeki Howship lakiinasi ad1 verilen enzimler ile oyulmus cukurlara

yayilirlar (7).



Aktif osteoklastlarda kemik matriksine bakan yiizeyde hiicre membrani derin
katlantilar (biizgiilii kenar) yapar. Bu parmak benzeri aktif ve dinamik katlantilar, emilim
bolgesi olarak bilinen subosteoklastik bolge icine dogru uzanir. Biizgiilii kenar, hiicre
dinlenme fazina girdiginde gbzlenmez (7,8). Biizgiilii kenar1, hiicre organlarini icermeyen
aktin filamanlarindan zengin bir sitoplazma kusagi (saydam kusak) cevreler. Bu kusak,
osteoklastlarin kemik matriksine yapistig1 yer olup kemik erimesinin meydana geldigi
mikro cevreyi olusturur (6).

Kemik rezorbsiyonu sirasinda osteoklastlar; i¢indeki karbonik anhidraz enzimi, su
ve karbondioksitten karbonik asit olusumunu katalizler. Bdylece karbonik asit, hiicre
icinde hidrojen ve bikarbonat iyonlarina ayrilir. Daha sonra bikarbonat iyonlar1 sodyum
iyonlar1 ile birlikte plazma membranim1 gegerek yakindaki kapillerlerin igine girer.
Hidrojen iyonlar1 ise mikro ¢evrenin pH’sini1 diisiirmek i¢in osteoklastlarin biizgiilii kenar
zarindaki proton pompalar1 aracilifiyla subosteoklastik bolge icine tasinir. Cevre
asidiklesir ve matriksin inorganik komponenti ¢oziiliir. Mineraller, osteoklast
sitoplazmasina girerek yakindaki kapillerler icerisine tasinir. Kollajenaz ve jelatinaz gibi
lizozomal hidrolaz ile metalloproteinazlar ise, dekalsifiye kemik matriksinin organik
igerigini ¢ozmek icin yine osteoklastlar tarafindan subosteoklastik bolge i¢ine salgilanirlar.
Enzimler yardimiyla ¢oziilen organik matriks iiyeleri endositoz ile osteoklast i¢ine alinir;
aminoasit, monosakkarid ve disakkaritlere parcalandiktan sonra yakindaki kapillerlere
verilir (6).

Osteoklastlarin islevleri ¢esitli sitokinler ve hormonlar tarafindan kontrol edilir.
Ornegin osteoklastlarin tiroidten salgilanan kalsitonin hormonu igin reseptérleri vardir. Bu
reseptore baglanan kalsitonin, osteoklastin biizgiilii kenarinin kaybolmasina neden olarak

onu inaktiflestirir (8).

B. Kemik Matriksi

Kemik matriksi organik ve inorganik bilesiklerden olusur.

Inorganik Madde

Kemik matriksinin kuru agirhgmin % 65’ini olusturur (6). Bol kalsiyum (Ca™") ve
fosfor igerir; ilave olarak bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum da
bulundurur. Ca®" ve fosfor baslica hidroksiapatit kristalleri (Ca;o(PO4)s(OH)?) seklinde
bulunur (6,7). Bu kristaller 40 nanometre (nm) boyunda, 25 nm genisliginde, 1,5-3 nm



kalinliginda olup Tip I kollajen lifleri boyunca uzanirlar (6). Hidroksiapatit kristallerinin
ylizeyindeki iyonlar su ile karisir ve kristalin etrafinda su, iyon tabakasi olusturur. Bu
tabaka, yani hidratasyon kabugu kristaller ile viicut sivilar1 arasindaki iyon degisimini
kolaylastirir (7).

Kemigin sertligi ve giicii kollajen ile hidroksiapatit kristallerinin iligskisine baglhidir.
Eger kemik dekalsifiye edilirse (kemigin tiim mineralleri uzaklastirilirsa) normal seklini
korur, fakat ¢ok biikiilebilir olur. Aksine organik bdliim kemikten uzaklastirilirsa kemik
yine asil seklini korur ancak kirilganlasir (6).

Organik Madde

Kemigin kuru agirliginin % 35’ini olusturur. Tip I kollajen lifleri (% 90), kondroitin
siilfat, keratan siilfat, hyaluronik asitten zengin proteoglikanlar1 ve kollajen olmayan
proteinleri igerir (8).

Kemik matriksi PAS ile boyanir. Kondroitin siilfat, keratan siilfat gibi siilfath
glikozaminoglikanlardan dolay1 hafif metakromazi gosterir ancak kollajenin ¢oklugundan
dolay1 asidofiliktir (6). Kollajen 50-70 nm ¢apinda genis bantlar seklinde goriiliir.

Osteoblastlar  tarafindan sentezlenen kemik glikoproteinleri (osteokalsin,
osteopontin ve osteonektin) matriks kalsifikasyonunun baslatilmasindan sorumlu olabilir
(8). Bu glikoproteinleri igermeyen ancak Tip I kollajen igeren diger dokular normal olarak

kiregclenmezler (7).

C. Periosteum ve Endosteum

Kemigin dis ve i¢ yiizeyleri; kemik yapan hiicreler ve bag dokusundan olusan,
periosteum ve endosteum olarak adlandirilan tabakalar ile ortiiliidiir.

Periosteum; dis ve i¢ olmak flizere iki tabakadan olusur. Dis tabaka; kollajen
liflerden, fibroblastlardan olusur ve kan damarlarindan zengindir. Dig tabakadaki kollajen
lif demetlerinden olusan Sharpey lifleri matriks igine girerek periosteumu kemige baglar.
Periosteumun icte bulunan ve hiicreden zengin olan tabakasi; fibroblastlara benzeyen,
boliinlip farklilasarak osteoblastlar1 meydana getirme potansiyeline sahip osteoprogenitdr
hiicrelerden olusmaktadir (7,8).

Endosteum, Havers kanallar1 dahil kemigin biitiin bosluklarin1 ve kemik iligini
barindiran siingerimsi duvarlar1 orter (8). Tek tabaka halinde yassilasmis osteoprogenitor

hiicreler ile ¢ok az miktardaki bag dokusundan olusur (7).



Periosteum ve endosteumun ana fonksiyonlari; kemiksi dokunun beslenmesi ve

devamli olarak yeni osteoblast lireterek kemik biiylime ve onariminin saglanmasidir (7).

2.1.3. Kemik Yapisi

Kemikler, anatomik sekillerine gore; tibiada oldugu gibi iki bag arasinda bir
govdenin oldugu uzun kemikler, el bilegi karpal kemiklerinde oldugu gibi boylar1 ve
geniglikleri ayn1 olan kisa kemikler, kafatas1 kemiklerinde oldugu gibi yassi1 ve ince olan
yasst kemikler, etmoid kemikte oldugu gibi diger siniflara sokulamayan irregiiler kemikler
ve patellada oldugu gibi tendonlarin iginde gelisen sesamoid kemikler seklinde
siniflandirilir (6).

A. Makroskopik Kemik Tipleri

Uzun kemiklerin uzunlamasina kesitine ¢iplak gozle bakildiginda iki farkli bolge
ayirt edilir (6). Kompakt kemik, bosluk igermeyen yogun alanlardan olusurken;
siingerimsi kemik ise ¢ok sayida birbirine acgilan bosluklardan olusur. Ancak mikroskop
altinda, gerek kompakt gerekse siingerimsi kemigin bosluklarini ayiran kemik bélmelerinin
histolojik yapis1 temelde aynidir. Siingerimsi kemik, kemik iligi tarafindan doldurulan
boslugu sinirlayan spikiillerden veya trabekiillerden olusan bir ag orgilistinden medyana
gelir (7).

Uzun kemiklerin gévdesi diyafiz, kiiremsi u¢ kisimlar1 epifiz olarak adlandirilir
(6,7). Biiyiime donemindeki kisilerde diyafiz, kikirdak epifizyal plak ile epifizden
ayrilmistir. Epifizyal plak ile diyafiz arasindaki siingerimsi kemik kolonlari metafiz olarak
adlandirilir (6). Uzun kemiklerin epifizleri ince bir tabaka kompakt kemik ile ortiilii
stingerimsi kemikten olusurken, diafizlerinin ise hemen hemen tamami kompakt kemikten
olusur.

Kisa kemikler, genellikle etrafi kompakt kemik ile ¢evrelenmis siingerimsi kemik
merkezine sahiptirler. Kafatasinin {ist kisimlarini olusturan yassi kemikler, plaka adi
verilen iki tabaka kompakt kemik ve aralarinda diploe adi verilen siingerimsi kemik
tabakasindan olusur (7).

B. Mikroskopik Kemik Tipleri

Mikroskopik olarak iki tiir kemik vardir: Birincil, olgunlasmamis veya orgili kemik

ile ikincil, yetiskin veya lamelli kemik (6).



Birincil (olgunlasmams, orgii) kemik dokusu; gecici bir dokudur ve
yetigkinlerde kafatasi diiz kemik eklemlerinin civari, dis alveolleri ve bazi tendolarin
kemige girdigi yerler disinda ikincil kemik dokusu ile degistirilir (7). Birincil kemik,
embriyonun gelisiminde ve kirik iyilesmesinde beliren ilk kemik dokusudur (6). Kollajen
liflerinin diizensiz siralanisina ilave olarak daha az mineral igerik ve ikincil kemige
nazaran daha fazla osteosit icermesi, birincil kemik dokusunun diger 6zelliklerindendir (7).

Ikincil (yetiskin, lamelli) kemik dokusu; olgun kemiklerde bulunur. 3-7
mikrometre kalinliginda paralel veya konsantrik lamellerden olusur. Lamel igerisindeki
kollajen lifleri birbirlerine paralel olarak diizenlenmistir. Kan damarlarini, sinirleri ve
gevsek bag dokusunu igeren endosteum ile ortiilii Havers Kanali adi1 verilen bir kanalin
etrafin1 saran 4-20 adet dairesel kemik lamellerinden olusan tiim komplekse Havers
sistemi veya Osteon ad1 verilir. Osteosit igeren lakiinalar, lamellerin arasinda ve nadiren
iclerinde bulunur. Her Havers sistemi; diyafizin uzun eksenine paralel bir silindir olup
sement cizgisi ad1 verilen ve icinde az miktarda kollajen lif iceren oldukca kalsifiye
matriks tarafindan ¢evrelenir (6-8).

Kompakt kemik lamelleri; Havers sistemi, dis dairesel lameller, i¢ dairesel lameller
ve ara (interstisyel) lamellerden ibarettir. I¢ dairesel lameller, kemik iligi boslugunun
etrafinda; dis dairesel lameller ise hemen periostun altinda yer alirlar. Distaki lameller
ictekilerden daha fazladir. Bu iki dairesel lamel arasinda pek cok Havers sistemi ve
licgenimsi veya diizensiz sekillenmis ara lameller bulunur. Ara lameller, kemik biiylimesi
ve yeniden modellenmesi siirecinde yikilmig Havers sistemlerinin lamellerinden arta
kalanlardir. Havers sistemi gibi ara lameller de sement ¢izgileri ile siirlanirlar. Kemik
dokusu stirekli yeniden modellendigi i¢in Havers kanallarinin ¢aplar biiylik degiskenlik
gosterir. Yeni olusmaya baslamis sistemlerin kanallar1 daha biiyiiktiir; lameller olustukca
kanal ¢ap1 daralir. Siirekli eklenen lamellerden merkezdeki kanala en yakin lamel en yeni
olusmus olandir. Diger bir deyisle sement ¢izgisinin yanindaki lamel en eski lameldir (6-
8). Volkmann kanallan ise Havers kanallar1, kemik iligi boslugu, periost arasinda iliski

kuran enine veya oblik kanallardir. Bu kanallar dairesel lamel icermez bunun yerine

lamelleri delerler (6-8).



2.1.4. Kemik Histogenezi

Embriyonik gelisim siiresince kemik, baslica iki yolla sekillenir. intramembrandz
(zar i¢cinde kemiklesme) kemiklesmede, osteoblastlarin salgiladiklar1 matrikse dogrudan
minerallerin ¢okmesi ile kemik sekillenirken; endokondral kemiklesmede (kikirdak ig¢inde
kemiklesme) dnceden mevcut kikirdak modelin yerini kemik dokusu almaktadir. Her iki
yolda da meydana ¢ikan ilk kemik birincil kemiktir. Birincil kemik gegici bir dokudur ve
kisa siirede ikincil kemikle yer degistirir. Kemik biiylimesi esnasinda, birincil kemik
alanlari, rezorbsiyon alanlar1 ve ikincil kemik sahalari yan yana goriiliirler. Bu kemik
yapim ve ortadan kaldirilisi (yeniden modellenme) biiyiiyen kemiklerin yani sira
yetigkinlerde de hayat boyu meydana gelir; ancak yetiskinlerdeki degisim hizi epeyce
yavagtir (6,7).

A. Intramembranéz (Zar Icinde) Kemiklesme

Cogu yass1 kemik, intramembrandz kemiklesme ile sekillenir. Kafatasinin frontal
ve pariyetal kemikleri yan1 sira oksipital, temporal, mandibula ve maksilla kemiklerinin
baz1 kisimlar1 da bu sekildeki kemiklesme ile olusur (7).

Bu tip kemik olusumu membrandz bir kilif olusturan mezenkimden meydana
geldigi icin intramembranoéz kemiklesme adini almistir. Bu tip kemiklesmede yogunlasip
damarlanmasi artan mezenkim igerisinde bazi hiicreler osteoblastlara doniisiir ve matriks
biriktirmeye baglar. Bunu kire¢lenme izler ve sonugta bazi osteoblastlar kire¢lenmis
matriks ile kusatilarak osteosit olur (6-9). Mezenkimal doku yogunlagsmasi bolgesindeki
baslangi¢ noktasina birincil kemiklesme merkezi denir. Gelisen kemik adaciklari; kilcal
kan damarlari, kemik iligi hiicreleri ve farklilasmamis hiicreleri iceren uzamis bosluklarin
duvarlarini olusturur. Boylece birka¢ grup kemiklesme merkezi hemen hemen ayni
zamanlarda ortaya c¢ikar ve bunlarin duvarlari kaynastiginda kemik, slingerimsi yapiya
kavusur. Biiyliyen kan damarlar1 ve farklilagmamis mezenkim hiicreleri, kemik duvarlari
arasinda kalan bag dokusu i¢inde kemik iligi hiicrelerini olusturur (7,9). Kemiklesme
merkezleri 1s1nsal olarak biiyiir ve sonunda kaynasarak asil bag dokusunun yerini alir. Bag
dokusu tabakasinin kemiklesmeyen kisimlari; intramembrandz olarak gelisen kemigin i¢

ve dis zarlarini (endosteum ve periosteum) yapar (7).
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B. Endokondral Kemiklesme (Kikirdak i¢inde) Kemiklesme

Endokondral kemiklesme, meydana getirilecek kemigin seklini andiran kiigiik bir
hiyalin kikirdak model i¢inde meydana gelirken kemik olusumu iki asamada tamamlanur.
Once kiiciik bir hiyalin kikirdak model olusur; bu model biiyiimeye devam eder ve kemik
gelisimi i¢in yapisal bir kalip saglarken daha sonra rezorbe olarak yerini kemige birakir.
Bu tiir kemiklesme daha ¢ok kisa ve uzun kemiklerin olusumundan sorumludur (6,7).

Bir uzun kemigin endokondral kemiklesme ile meydana gelisinde su olaylar
birbirini izler: Baslangicta ilk beliren kemik dokusu kikirdak modelin orta kismini saran igi
bos kemik silindiridir. Intramembranz kemiklesme ile olusan ve kemik halkasi adi
verilen bu yap1 spongiyoz kemik igerir (7,8). Daha sonra kikirdak modelin merkezindeki
kondrositler olgunlagsma siirecine girerler ve hipertrofik sekil alarak Tip X kollajen iceren
bir matriks sentezlerler (8). Daha sonra matriks kalsifiye olur ve kikirdak hiicreleri dliir (9).
Sonugcta kireclenmis kikirdak matriksinden olugan {i¢ boyutlu yap1 geride kalir (7). Ayrica
hipertrofik kondrositlerden salgilanan anjiogenik faktorler, perikondriyumdan kan damari
olusumunu uyarir ve osteoprogenitor hiicreler bu damarlar ile kalsifiye kikirdagin
merkezine ulasir (8). Bu hiicreler osteoblastlara farklilasarak kemik matriksi depolamaya
baslar ve devaml birincil kemik tabakalarini yaparak kikirdagimsi kireglenmis matriksi
sararlar (7,8). Bu asamada kire¢lenmis kikirdak bazofilik goriiniir. Sonra olusan birincil
kemik ise eozinofiliktir. Bu sekilde meydana gelen birincil kemiklesme merkezi
diyafizde organize olurken; ikincil kemiklesme merkezleri daha sonra epifizlerde ortaya
cikar (7-9).

Ikincil kemiklesme merkezlerinin ¢ogu dogumdan sonraki birka¢ yil igerisinde
epifizlerde belirir ve epifizdeki kemiklesme her yone dogru ilerlerken, kikirdak sadece iki
bolgede kalir. Birincisi; yasam boyu kalict olan ve uzunlamasina biiylimede katkisi
olmayan eklem kikirdagidir. Digeri ise, her iki epifizi diafize baglayan epifiz plagidir.
Epifiz plagi, kemigin uzunlamasina biiylimesinden sorumlu olup yirmi yas civarinda
spongiy6z kemikle yer degistirir ve kemik, artik daha fazla uzamaz (9).

Epifiz plagi bes kusaga boliinmiistiir. Kemigin epifiz tarafindan baslayarak;

a. Dinlenme kusa@y; hiicrelerinde yapisal degisiklikler olmayan hiyalin kikirdaktan olusur.
b. Cogalma kusagi; kondrositler hizla boliiniir ve kemigin uzun eksenine paralel siitunlar

halinde yigilirlar.



11

¢. Olgunlasma ve hipertrofi kusagi; sitoplazmalarinda glikojen birikmis bliyiik
kondrositleri i¢erir ve kondrositler arasindaki matriks ince bir duvar halindedir.

d. Kireclenme kusagi; kondrosit apopitozu ile es zamanl olarak kikirdak matriksinin ince
duvarlar1 hidroksiapatit birikmesi ile kire¢lenir.

e. Kemiklesme kusagi; kan kapillerleri ile gelen osteoprogenitor hiicreler kondrositlerden
geriye kalan oyuklar1 doldurur ve osteoblastlara farklilagir. Daha sonra osteoblastlar
kire¢lenmis kikirdak matriks tizerine kemik matriksini tortular ve bdylece kemik boyuna

uzamis olur (6-8).

2.2. Kirik Iyilesmesi

Distan veya icten gelen zorlamalarla kemigin anatomik biitiinliigiiniin bozulmasina
kirik denir (10). Kirik; kemik matriksinin haraplanmasina, hiicrelerin 6liimiine, periosteum
ve endosteumda yirtilmalara ve kirik uglariin yer degistirmesine neden olur (6). Kirik
sonrasi olusan fizyolojik reaksiyonlar, bozulan kemik biitiinliigiiniin yeniden saglanmasina
yoneliktir ve sonucta kemik, skar dokusu olusturmaksizin yeniden yapilanmayla
(rejenerasyon) iyilesir (2,7,10). Kirik iyilesmesi, kirik olustugu andan itibaren baslar ve
diizenli kemik doku ile kirik uglari birlesinceye kadar devam eder (10).

Stabil kiriklarda, yani kirik uglar1 siki bir sekilde birbirleriyle temas halinde
tutuldugunda, belirgin gozlenebilen bir kallus olusmaksizin kanselloz veya lameller kemik
ile kirik iyilesmesi olusur. Bu duruma primer (dogrudan) kirik iyilesmesi denir (1,2,10).
Stabil olmayan kiriklarda ise, olusan kirik kallusu ilerledik¢e kirik uglarini stabilize eder ve

kirik kallusunun sekillenmesi g¢esitli asamalardan sonra lameller kemigi tiretir (1,2).

2.2.1. Kirik Iyilesmesinin Evreleri

Stabil olmayan kirik iyilesmesi evrelere boliinebilir. Bunlar kirik kemigi orijinal
durumuna getiren yangi (enflamasyon), onarim (reperasyon) ve yeniden sekillenme
(remodelizasyon) evreleridir (1,2,10,11). Histolojik olarak iyilesme siiresindeki evreler
birbirlerinden zaman olarak kesin sinirlar ile ayrilamaz ve her evre daima kendinden bir
onceki veya bir sonraki evre i¢inde bulunur (10).

Yangi (enflamasyon) evresi (1-4 giin)

Kemigin kirilmasiyla sadece kemik degil; kan damarlari, kas ve periosteum gibi

yumusak dokular da zarar goriir ve kirik bolgesinde lokalize kanama olur. Kirik uglar
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arasinda, periosteum altinda ve eger periosteum yirtilmigsa etrafinda hematom olusturan
kanama durur. Olusan hematomun basinci kirik uglarinin bir arada tutulmasina yardim eder
(1,2,10).

Kirik hematomu onarim hiicrelerinin gogiinii kolaylastiracak fibrinden bir yap1
iskeleti saglar. Ayrica hematom igindeki trombositler ve Olmiis veya zarar gormiis
hiicrelerden biiylime faktorii ve diger proteinler salinir. Bunlar da kirik onariminda etkin
olan hiicre gocii, periostal hiicre ¢ogalmasi ve onarim dokusu matriksinin sentezinde
aracidirlar.

Kirik olduktan sonra goriilen gegici arteriyoler daralmayzi; arteriyol, kilcal damar ve
veniillerin genislemesi izler. Vazodilatasyon ve plazma eksudasyonuna bagli olarak kirik
bolgesinde ilk 24 saat icinde 6dem olusur (10). Kemigin Havers sistemleri arasinda fazla
anastomoz olmadigindan kirik hattinin her iki tarafinda belirli bir mesafede kan dolasimi
durur. Buradaki osteositler piknotik hale gelir, lizise ugrar ve geride bos lakunalar kalir
(6,10). Kirik bolgesindeki hematom 48 saat icinde organize olup fibrinden bir yapi
olusturur. Trombositlerden, 6lmiis ve zarar gormiis hiicrelerden serbest birakilan
enflamatuar mediatorler de kan damarlarinin genislemesine ve plazma sizdirip taze kirik
bolgesinde akut 6dem olugmasina katkida bulunur. Enflamatuar hiicreler, polimorf
cekirdekli 16kositler ve ardindan makrofajlar ve lenfositler kirik bolgesine go¢ ederler. Bu
hiicreler ayrica sitokinleri serbest birakarak anjiyogenezi uyarir (2). Kirik alanint dolduran
hematom, kii¢iik kapillerler ve c¢evre yumusak dokudan gelen fibroblastlarca bir
graniilasyon dokusunu olusturmak tizere istila edilir (6).

Onarim (Reperasyon) evresi (2-40 giin)

Onarim evresi kirik iyilesmesindeki en 6nemli evre olup, hematomun organize
olmasi ile baglar. Kirik olusumundan sonraki saatlerde baslasa da yapisal olarak tipik hale
gelmesi 7-12 giin siirer (10).

Olusan hematomun organizasyonu genellikle kirik tamirinin ilk basamagi olarak
tanimlanir. Deneysel caligmalar; kirik sonrasi olusan hematom kaybinin kirik tamirini
yavaslattigini veya bozdugunu gostermistir. Bunun sebebi yukarda da bahsedildigi gibi
hematomun; tamir hiicrelerinin migrasyonu i¢in bir fibrin taslak saglamasidir (1).

Bu evrede; mezensimal kokenli ¢ok yonlii gelisim giicline sahip (pluripotent)
hiicreler, periosteumun i¢ tabakasindaki osteoprogenitdr hiicreler ve endosteumdaki

osteoblastlar 6nemli rol oynarlar (1,2,6,10). Mezensimal hiicreler ¢ogalip farklilagsarak
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fibroz doku, kikirdak ve birincil kemikten ibaret olan kirik kallusunu olusturur; bu da kirik
uglarini ¢evreler ve sabitler.

Olusan kallus, kirik iyilesmesinin erken asamalarinda kemik (sert) kallus ve
fibroz-kikirdak (yumusak) kallus olmak {izere iki tiptir. Baslangicta, kirik periferinde
intramembrandz olarak sekillenen kallus sert kallustur. Yumusak kallus ise oksijen
basincinin diisiik oldugu santral bolgelerde sekillenen fibroz ve kikirdak dokudan meydana
gelir. Yumusak kallus icindeki kikirdak dokular da zamanla endokondral ossifikasyon
yoluyla kemiklesir ve kirik uglarinin stabilitesi artar (1,2,10).

Kirik iyilesmesinde en oOnemli faktor kanlanmadir. Kirik iyilesmesinde
anjiogenezin en dnemli mediatorii olarak Fibroblastik Growth Faktor (FGF) diisiiniilse de;
vaskiiler invazyon ve endotel hiicre proliferasyonundan esas sorumlu uyaran heniiz
tanimlanamamustir (1). Vaskiiler invazyon ve anjiogenez 6nemlidir ¢linkii; kapiller damar
gelisiminin yeterli olmasi, hiicrelerin osteoblastlara doniisiimiinii ve osteoblastlarin uygun
matriksi saglamalarini arttirirken; yetersiz olmasi hiicrelerin kondroblastlara doniistimiinti
ve dolayisiyla kikirdak doku olusumunu arttirir (1,2,6,10).

Damar endoteli sialik asitten dolayi, kikirdak doku ise proteoglikanlardan zengin
oldugu icin negatif yiiklidiir. Ca®>" burada pozitif yiiklii ortam olusturarak yeni damarlarin
kikirdak dokuya yonelimini saglamaktadir. Dolayisiyla sert kallus dokusu gelisimi icin
damarlanma; bunun saglanabilmesi i¢in de osteoidin mineralizasyonuna gereksinim vardir.
Kalsifikasyonun, proteoglikanlar ve Ca*" baglayan bir glikoprotein olan osteonektin ile
uyarildig1 bilinmektedir. Kikirdak dokudaki kondrositler hipertrofiye oldugunda alkalen
fosfataz salgilar ve kondrositlerden kikirdak matriks vezikiilleri de atilmaya baslar.
Kikirdak matriks kalsifiye olur. Diflizyonla beslenen kondrositler, bu kalsifiye doku i¢inde
kaldiklarinda 6liir ve bulunduklar1 yerde bos lakunalar kalir. Buralara kilcal damarlar
ulagir, onlarla beraber gelen kemik hiicreleri lakunalara yerlesir ve kallus zamanla
kemiklesir (10).

Kallusun mineralizasyonu ile kaynamanin olustugu sdylenebilirse de kaynama
heniliz son noktasina ulagsmig degildir. Onarim evresinin ortasinda, kallusun gereksiz
kisimlarinin geri emilimi ve trabekiiler kemigin stres ¢izgileri boyunca uzanmasi ile

yeniden sekillenme evresi (remodelizasyon) baslar (1,10).
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Yeniden sekillenme (Remodelizasyon) evresi (25-100 giin)

En uzun evre olup, aylar hatta yillar siirebilir. Onarim asamasinin ortasinda baslar
ve kirik klinik olarak iyilestikten uzun siire sonra bile devam eder.

Olgunlagsmamis kirik kallusu normal kemige gore daha zayiftir ve tam giiciini
remodelizasyon sirasinda kazanir. Bu donem, mineralize kallusun normal veya normale
yakin giicteki daha diizenli lameller kemige doniisiimiinii ve gereksiz asir1 kallusun
rezorbsiyonunu igerir (1,2,10).Yeniden sekillenme, maruz kaldigi yiikke gore (Wolff
kanunu) kemigin normal konfigilirasyon ve seklini almasini saglar. Siire¢ boyunca onarim
evresinde olusan birincil kemik lameller kemikle yer degistirir (11). Lameller kemik kas
kuvveti ve mekanik streslere paralel olarak diizenlenmis osteonlardan olusur (10). Kemik
iligi boslugunun tekrar olusmasi ile kirik iyilesmesi sona erer. Giinlimiizde kemigin
yeniden sekillenmesinde kabul géren ii¢ temel teori vardir. Birincisi; kemigin mekanik
yiiklenmeye gore yeniden sekillenmesi esasina dayanan Wolff Kanunu’dur. Buna gore
mekanik yiiklenmenin arttirilmasi belirgin kemik kazanimina neden olurken; ortadan
kalkmas1 belirgin kemik yikimima neden olur. ikincisi; kemigin elektrik yiiklere gore
yeniden sekillenmesi esasina dayanan Piezoelektrik Yiikler Teorisi’dir. Bu teoriye gore,
kemigin kompresyon vyiizii elektronegatif olup osteoblastlari yani kemik yapimini
uyarirken; gerilme ylzii elektropozitif olup osteoklastlar1 yani kemik yikimini uyarir.
Ugiincii teori ise; yeniden sekillenmeyi sistemik hormonlar ve lokal sitokinler tarafindan

diizenlenen temel ¢ok hiicreli birimlere dayandiran Hueter-Volkmann Kanunu’dur (11).

2.2.2 Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Uygun tedaviye ragmen bazi kiriklar, bariz bir neden olmaksizin yavas iyilesir
(gecikmis kaynama) veya iyilesemez (kaynamama) (2). Cogu durumda kirik iyilesmesini
olumsuz etkileyen nedenler belirlenebilir (1,2,10). Bunlar kabaca yaralanmanin sekline,
hastanin durumuna, tedavi yontemlerine ve yaralanan kemik dokusuna bagli nedenler
olarak siniflanabilir (1,2,10,11).

Yaralanmaya bagh etkenler:

Kirigin agik kirik olmasi, beraberinde yumusak doku yaralanmasinin olmasi, kemik
kayb1 olmasi, yaralanmanin siddeti, eklem i¢i kirik olmasi, segmental kirik olmasi,
yumusak doku interpozisyonu olmasi, kan akiminin hasarlanmasi gibi yaralanmayla iliskili

durumlar kirik iyilesmesini olumsuz olarak etkiler (1,2,10).
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Hastaya bagh etkenler:

Iskelet olgunlasana kadar yas arttikga kirik iyilesmesi azalirken, iskelet gelisimi
tamamlandiktan sonra yasin ilerlemesi kirik iyilesmesi lizerine dnemli bir etki gostermez
(1,2,10,11).

Beslenme yetersizligi; hiicre ¢ogalmasi, gocii ve matriks sentezinin enerji
gerektirmesinden dolayr kirik iyilesmesini olumsuz etkiler (1,11). C vitamini kirik
iyilesmesini olumlu etkiler (10,12). B6 vitamini eksikligi ise kirik iyilesmesi {izerine
olumsuz etki eder (10). Bunun yani sira diyabet, D hipervitamindzii ve rikets de kirik
iyilesmesi iizerine olumsuz etki gdsterir. Ancak D vitamini kullanimi kirik iyilesmesini
uyararak olumlu etkide bulunur (10,13).

Parathormon (PTH), kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda &nemli bir
diizenleyicidir. Gastrointestinal sistemden Ca*" emilimini, bobreklerden Ca®" ve fosfat geri
emilimini arttirir. Genelde etkileri kemik rezorbsiyonu ile iliskilidir. Arastirmacilar siirekli
PTH’ya maruz kalmanin osteoklast say1 ve aktivitesini arttirdigini; aralikli maruz kalmanin
ise osteoblastlar1 uyararak kemik olusumu ile sonug¢landigini gostermislerdir. Sonucta
PTH, kemik mineral dansitesini arttirir, kirik riskini azaltir ve kirik iyilesmesini arttirir
(1,14). Kalsitonin ve insiilin de kirik iyilesmesini arttirir (1). Ilave olarak biiyiime hormonu
ve insiilin benzeri bliylime faktori-1 (IGF-1); iskelet gelisiminde ve yeniden
sekillenmesinde onemli rol oynar. Endokondral ossifikasyonu, periostal kemik olusumunu
ve lineer biiylimeyi arttiran biiylime hormonu; bu etkilerini IGF sistemi araciligiyla
diizenler (1,11). Tiroid hormonu da kemik remodelizasyonuna olumlu etki eden bir
hormondur (11).

Ozellikle kortikosteroidler; mezenkimal hiicrelerden osteoblast farklanmasini ve
kemik organik matriks sentezini azaltarak kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkiler. Yine
indometazin ve diger non-steroidal anti enflamatuar ilaglarin kirik iyilesmesi iizerine
olumsuz etkileri bulunmustur (1).

Sigara kullanim1 ve kanser tedavisinde kullanilan ajanlar kirik iyilesmesini olumsuz
etkiler (1,11). Yine dikumarol ve hyaliironidaz kirik iyilesmesine yardim ederken, K
vitamini antagonistleri genel olarak kirik iyilesmesini olumsuz etkiler (10). L-Dopa ve

klonidin kullanim1 da kirik iyilesmesine olumlu etki eder (10,15).
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Yaralanan kemik dokusuna bagh etkenler:

Kortikal kemik iyilesmesi, kanselloz kemik iyilesmesine gore daha problemli
olabilir. Ayrica kemik nekrozu ve kirilan kemigin kanlanmasinin bozulmasi da iyilesmeyi
olumsuz etkiler.

Osteoporoz, osteomalazi, kemik tiimorleri, paget hastalifi ve hiperparatroidi gibi
patolojik yapida kemige neden olan hastaliklarda da kirik iyilesmesi gecikebilir ya da
olmayabilir (1).

Enfeksiyonlar da; enerji tiiketimini arttirmasi, dokularda 6dem, nekroza neden
olmas1 ve damarlarda tromboz olusturmasindan dolay1 kirik iyilesmesini olumsuz etkiler
(1,10,11).

Tedavi yontemlerine bagh etkenler:

Kirik uglar1 arasinda tespit sonrasinda kalan uyumsuzluk iyilesmeyi olumsuz
etkilerken; her tiir kirik tespiti, kirik uglarinin hareket etmesi nedeniyle olusabilecek
tekrarlayan yumusak doku yaralanmalarini engelleyerek kirik iyilesmesini uyarir (1).

Kirik hattina yiik verilememesi iyilesmeyi yavaglatirken, kirik hattinda mikro
hareket olmasi ise iyilegsmeyi olumlu etkiler.

Hiperbarik oksijen; uygulanma dozuna bagl olarak kirik iyilesmesi {izerine olumlu
veya olumsuz etkiler gosterir (10).

Diisiik yogunluklu pulse ultrason (Lipus) kemik rejenerasyonu iizerine olumlu
etkilere sahiptir (16). Ayrica kirik iyilesmesini uyarir ve kirik kallusunun mekanik giiclinii
arttirir (1,17).

Elektrik uygulamalari; kaynamama ve gecikmis kaynama durumlarinda kirik
iyilesmesini arttirmaktadir (1,18). Fakat yeni olusan kiriklarin iyilesmesinde bu etkiye ait

bulgu yoktur (1).

2.2.3. Kirik iyilesmesinin kontrolii

Kirik olusumu sirasinda osteoblast ve osteoklastlar iyilesme icin yeterli miktarlarda
bulunmazlar. Bu donemde kirik iyilesmesi oncii ve destek hiicreleri, kilcal damar, lenf ve
sinir sistemi ve yerel aracili mekanizmalarla saglanir. Kirik sahasinda yerel olarak {iretilen
ya da kan dolasimi ile gelen ve bolgesel olarak kemik dengesini koruyabilen faktorlere

ihtiyag vardir (10). Hiicreler tarafindan salgilanan, sinyal molekiilleri olarak fonksiyon
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goren bu faktorler hedef hiicrede otokrin, parakrin veya endokrin etkilere sahip olup; hiicre
farklanmasini, adezyonunu, ¢ogalmasini ve migrasyonunu direkt olarak etkilerler (1):

1. Prostaglandinler (PG): Arasidonik asitten, siklooksijenaz enzimleri vasitasiyla
sentezlenirler ve osteojenik etkilere sahiptirler (1). iltihap hiicreleri i¢in kemotaktik faktor
olup akut iltihabi reaksiyonun Onemli aracilaridir. Hiicre ¢ogalmasini hizlandirirlar ve
lenfositlerin antikor yapimmmi diizenlerler. Ca®”un hiicre i¢ine ve disina hareketini
kolaylastirirlar. PGE; ve PGI,’nin kemik geri emilim giicli fazladir. PGE, ve PGE, yeni
kemik yapimini arttirir. PGF,, kondrogenez ve kondrolizde etkilidir (10).

2. Kemik uyaria faktorler: Farklanmamis mezensimal hiicrelerin  mitozunu
destekleyerek yeni kemik hiicrelerinin olusumuna neden olurlar. Bunlar:

A. Doniistiiriicii bilyiime faktorii-p ( Transforming growth factor-f; TGF-f);
mezenkimal hiicrelerin biiylimesini, kollajen ve diger ekstraselliiler matriksin sentezinin
artmasini uyarir (1). Tiim hiicrelerde bu faktoriin reseptdrii bulunur. En 6nemli kaynagi
kemigin hiicre dis1 matriksi ve trombositler olup kondrosit ve osteoblastlarda da
sentezlenerek enkondral kemiklesme sirasinda hiicre dist matrikste birikir. Graniilasyon
dokusu olusumuna etki eder (10).

B. Kemik morfogenetik protein (BMP); TGF-f siiper ailesine ait nonkollajendz
glikoproteinlerdir. Lokal olarak sentezlenir; etkilerini otokrin ve parakrin mekanizmalar ile
gosterir. 15 farkli tip tanimlanmistir (1). Bunlardan BMP7 (osteojenik protein 1) uzun
kiriklarin  kaynamama durumlarinin tedavisinde Onerilir (1). Mezensimal hiicrelerin
kikirdak, kemik hiicrelerine farklilagsmasina ve ektopik kemik uyariminin artmasina neden
oldugu ileri siirtilmiistiir (10).

C. Fibroblast kaynakh biiyiime faktorii (FGF); Asidik FGF (aFGF, FGF1) ve bazik
FGF (bFGF, FGF2) ailenin en iyi bilinen iiyeleri olup; bFGF daha potenttir. Anjiogenezi,
endotelial hiicre migrasyonunu uyarir ve fibroblastlar, kondrositler, osteoblastlar i¢in
mitojeniktir. Kallus bolgesini genisletir ve mineral igerigini arttirir (1).

D. Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF); trombosit, makrofaj ve endotelial
hiicreler gibi ¢ok sayida hiicre tipi tarafindan sentezlenir. Giiglii mitojenik 6zelliklere sahip
olup osteoblastlarin ¢ogalmasini uyarir (1). Ayrica fibroblast ¢ogalmasini, mezensimal
hiicre mitozunu, monosit ve makrofajlarin kirik bolgesine gogiinii ve bag dokusunda

kollajen sentezini arttirir (10).
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E. Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF); iki tipi tammlanmstir. Bunlardan IGF2
kemikte en ¢ok bulunan biiyiime faktorii olmasina ragmen IGF1 (Somatomedin C)
bliylimeyi arttirmada daha yiiksek potansiyele sahiptir. Her ikisi de farklanmis
osteoblastlar vasitasiyla kemik matriks olusumunu hizlandirir (1).

F. Interlokinler (IL); Makrofaj ve monosit kokenlidir. IL-1 fibroblast ¢ogalmasi,
kollajenaz ve PGE2 tiretimiyle ilgilidir.

G. Digerleri; Plazma fibronektini; yeni damar olusumu ic¢in mitojeniktir. Epidermal
biiyiime faktorii (EGF); kemik geri emilimini hizlandirir. Epidermal hiicre kaynakl
biiyiime faktorii (ECGF); kikirdak ve kemik icin mitojeniktir. Endoteliyal hiicre kaynakli
bliytime faktorii (ECDGF); yeni damar olusumu i¢in mitojenikdir. Kondroblast kdkenli
biiyiime faktorii (CDGF) ve makrofaj kaynakli biiylime faktorii (MDGF) kirik iyilesmesi

tizerine etki eder (10).

2.3. Leptin Hormonu

Leptin, obese (Ob) geni tarafindan kodlanan, 16 kDa’luk 167 aminoasitli peptid
yapisinda bir hormondur (19). Yunanca ince anlamina gelen Leptos kelimesinden
tiretilmistir (3). 1994 yilinda Zhang ve arkadaslarinin ob genini klonlamasina ve bu genin
iriinii olan proteinin kesfine kadar bu tokluk faktorii tam olarak belirlenememistir.

Baglica yag dokusundan sentezlenen leptin, viicuttaki yag dokusunun boyutlarini
diizenleyen etkilere sahiptir (19). Salgilanma hiz1 ve plazmadaki miktar1 viicuttaki toplam
yag kitlesi ile dogru orantilidir . Leptin, merkezi sinir sisteminde hipotalamus niikleuslari
vasitastyla istahin azaltilmasinda, metabolizma hizinin ve enerji tiiketiminin
diizenlenmesinde de etkilidir (19-21). Leptinin merkezi sinir sistemi ve periferal dokular
lizerine yaptigr etkiler ile triacilgliserol sentezinde azalma, lipolizde ve lipid
oksidasyonunda artma, kalori aliminda azalma goriiliir (22).

Ayrica leptin; fertilite (23), insiilin duyarlilifi, immiin fonksiyon (24), anjiogenez
(25,26) ve hatta kemik olusumunda (20,27) rol oynayan multifonksiyonel bir hormondur
(28).

2.3.1. Leptin Reseptorleri
Leptin reseptorii (OB-R) ilk olarak fare koroid pleksusunda bulunmustur. Sinif I

sitokin reseptor ailesine mensup tek membran gegisli bir reseptordiir. Leptin reseptorleri
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koroid pleksus, akciger, bobrek dokularinda fazla miktarda; daha diisiik miktarlarda ise
hemen hemen diger tiim dokularda bulunur.

Leptin reseptoriiniin temel iki formu vardir; kisa (OB-Rs) ve uzun form (OB-Rp) .
Bu iki formun diginda transmembran pargasi olmayan ¢oziiniir leptin reseptdrii formu da
tanimlanmistir (29).

Leptin reseptdrii enzime bagli reseptére Ornektir ve sitokin reseptor ailesinin
tiyesidir. Bu reseptoriin  kendisi enzimatik aktivite gdstermez ama ilgili enzimler
aracilifiyla sinyal iletir. Sinyal ileti yollarindan birinde janus kinaz (JAK) ailesinden bir
tirozin kinaz (JAK 2) aracidir. Leptin reseptorleri dimer yapisinda olup iki parcalidir.
Hiicre dis1 parcasina leptin baglanmasi reseptoriin yapisal degisikligine; bu da hiicre i¢i
reseptor baglantili JAK 2 molekiillerinin fosforilasyonu ve aktivasyonuna neden olur. Daha
sonra aktif JAK 2 molekiilleri, Leptin reseptorii-JAK 2 kompleksindeki diger tirozin
kalintilarin1 fosforile ederek hiicre i¢i sinyal iletimine aracilik eder. Hiicre ici diger bir
sinyal; sinyal doOniistliriici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) proteinlerinin
fosforilasyonudur. Bu da leptinin etkisiyle hedef genlerin transkripsiyonunu aktive ederek
protein sentezini baglatir. JAK 2’nin fosforilasyonu, mitojen ile aktive olan protein kinazlar
(MAPK) ve fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) gibi diger hiicre i¢i enzim yolaklarinin da
aktivasyonuna yol agar. Leptinin baz1 etkileri bu hiicre i¢i enzimlerin aktivasyonu sonucu
hizli bir sekilde gergeklesirken, diger etkileri yeni protein sentezi gerektirir ve daha yavas
gergeklesir (21).

Kisa formda hiicre i¢i parca kisadir, sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii
(STAT) eksiktir ve baslica kandan koroid pleksusa leptin taginmasinda rol aldigi
diisiiniilmektedir. Kisa form sadece transportta rol oynamaz ayrica ¢Oziliniir reseptor
kaynagi olarak da gorev yapar.

Uzun form OB-R Janus Kinaz (JAK) ve STAT tagsir. Neredeyse tiim dokularda OB-
Rs daha fazla olmasina karsin hipotalamusta OB-R; daha fazla bulunmaktadir (29).

Leptin hipotalamustaki arkuat ve ventromedial niikleusta reseptorlere sahiptir.
Arkuat niikleustaki 6zel noronlar istah ve iiremeyi diizenlerken; ventromedial niikleus

kemik kiitlesini diizenler (30).
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2.3.2. Leptinin Kemik Uzerine Etkileri

Leptinin kemik kiitlesi {izerine etkilerini aragtirmak amaciyla ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Bu calismalarin zemininde kemik ve yag dokusunun kemik iligindeki ayni
mezenkimal kok hiicrelerden kaynaklanmalar1 yatmaktadir. Periferal yag dokular
hormonal olarak aktiftir ve kemik dongiisiinii diizenleyebilir (31). Bir adipokin olan leptin,
insan kemik iligi stromal hiicrelerinin osteoblastlara farklanmasini arttirirken; adipositlere
farklanmasini1 azaltir (32). Bunun yam sira periferal endokrin ve parakrin mekanizmalar
vasitastyla biiyiime plaginda kondrosit farklanmasiin diizenlenmesi ve kikirdak matriks
olgunlagsmasinda Onemli role sahiptir (20). Ayrica leptin kondrositlerin yani sira
osteoblastlarin farklanmasina ve proliferasyonuna da etki ederek iskelet gelisimini
diizenler (27).

Uygulama yoluna bagli olarak leptinin kemik kiitlesi iizerine iki karsit etkisi vardir.
Birisi periferal uygulandiginda olusan anabolik, iskelet koruyucu etki (4); digeri
intraserebroventrikiiler olarak santral uygulandiginda olusan osteopenik (33) etkidir.
Hipotalamus iizerine leptin etkisiyle kemik yeniden olusumu iki zit etkili yolak tarafindan
diizenlenir. Sempatik sinir sistemi yolagi osteoklast farklanmasini uyarirken; hipotalamusta
ekspresse edilen bir ndropeptid olan kokain - amfetamin iligkili transkript (CART) yolagi
ise osteoklast farklanmasini inhibe eder (30). Ayrica OB-Rp olgun osteoblast ve
kondrositlerde de bulunmaktadir. Bu da leptinin direkt olarak biiylimeyi diizenleyici
etkisinin oldugunu gostermektedir (4). Leptin osteoblastlar1 ve osteoklastlar1 etkileyerek

kemik iizerinde direkt etki yapar ve sistemik leptin uygulanmasi kemik frajilitesini azaltir
(34).



3. MATERYAL VE METOD

Bu deneysel ¢alisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onayi alindiktan sonra Kasim 2009 ve Mayis 2010 tarihleri arasinda
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezi
Laboratuar1 ve Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 laboratuarinda yapildi.

Calismada, denek olarak 54 adet, ortalama agirliklar1 323 gr (295-352 gr) olan, 16
haftalik Spraque Dawley cinsi, erkek sican kullanildi. Siganlar 12 saat aydinlik / 12 saat
karanlik siklusu uygulanarak 20-24°C’de tek tek olacak sekilde kafeslere yerlestirildi.
Sicanlar, istedikleri kadar standart sican yemi ve su ile beslendi. Calisma siiresince sican
kafesleri 3 giinde bir diizenli olarak temizlendi.

Sicanlar, 1 haftalik adaptasyon doneminden sonra rasgele secilmis 18’erli 3 gruba
ayrildi. 1. grup kontrol, 2. ve 3. gruplar ise calisma grubu olarak planlandi. Calisma
gruplarina farkli dozlarda Leptin (Leptin Rat, Recombinant, BioVendor, Czech Republic)
0,5 ml olacak sekilde verildi. Gruplar; 0,5 ml serum fizyolojik verilen kontrol grubu,
0,1ug/kg leptin verilen 0,1 leptin grubu ve 0,3ug/kg leptin verilen 0,3 leptin grubu
olarak belirlendi. Bu gruplar da kendi igerisinde 14. giin, 21. giin ve 35. giinde
degerlendirilmek {lizere 6’sar sicandan olusan 3’er alt gruba ayrildi. Boylece 9 grup elde

edildi.

3.1. Cerrahi Teknik

Cerrahi Oncesinde sicanlar 4 saat a¢ birakildi. Anestezi saglamak amaciyla;
intraperitoneal olarak 5 mg/kg xylazin hidroklorid (Rompun®; Bayer Healthcare,
Leverkusen, Almanya) ve 50 mg/kg ketamin hidroklorid (Ketalar®; Pfizer, istanbul,
Tirkiye) uygulandi. Gerekli durumlarda ameliyat esnasinda ilave doz olarak 15 mg/kg

ketamin hidroklorid yapildi. Siganlar siipin pozisyonda yerlestirildi. Sag tibia cildi hem
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ameliyat dncesi hem de sonrasinda %10’luk povidone iodine (Batticon; Adeka, Samsun,

Tiirkiye) soliisyonu ile temizlendi (Sekil 1).

Sekil 1. Cerrahi uygulanacak bolgenin hazirlanmasi.

Daha sonra 1 mm capindaki Kirschner ¢ivisi cilt ve patellar ligament gecilerek sag
tibianin meduller kavitesi i¢ine yerlestirildi ve tibia distaline dogru ilerletildi. Sonra 1
cm’lik longitidunal cilt insizyonu yapilarak direkt olarak tibiaya ulasildi ve ince bir drille
tibianin orta bolgesine 3 adet delik agildi. Kirschner ¢ivisi tibianin igerisinde tutulurken el
ile nazik bir maniiplasyon yapilarak tibia kirildi (35) (Sekil 2a, b). Daha sonra cilt 3.0
rapid vicryl ile kapatildi.

Islemden sonra siganlar normal beslenme ve yasama sartlarina (her kafeste bir tane
olacak sekilde) birakildi. Anestezinin etkisi gegtikten sonra; sicanlarin kirik ayagina yiik
vermesinde herhangi bir kisitlamaya gidilmedi. Siganlara, cerrahi igslemden once veya

sonra herhangi bir antibiyotik tedavisi uygulanmadi.
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Sekil 2a. Tibianin meduller kavitesi i¢ine yerlestirilmis Kirschner ¢ivisi.

Sekil 2b. Olusturulan tibia kiriginin makroskopik goriintimii.
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Kontrol grubuna, cerrahi uygulanan gilinden baslamak iizere 14 giin boyunca her
glin aymi saatte (08:00) giinde bir kez intraperitoneal olarak 0,5 ml serum fizyolojik
uygulandi. Bu grup cerrahi kontrol grubu olarak kullanildi. Cerrahi uygulanan gilinden
baglamak iizere 14 giin boyunca her giin ayni saatte (08:00) olacak sekilde; 0,1 leptin
grubuna intraperitoneal olarak giinde bir kez 0,1pg/kg, 0,3 leptin grubuna ise 0,3ug/kg
Leptin uygulandi (Sekil 3 ).

Sekil 3. Intraperitoneal enjeksiyon uygulanmasi.

Her ii¢ gruptan da, deneyin baslangicinda rasgele belirlenmis olan 6’sar sican 14.
giinde, 6’sar sican 21. giinde ve kalan 6’sar sigan ise 35. giinde anestezi uygulandiktan
sonra servikal dislokasyon ile oldirildi. Sigcanlarin sag bacaklart diz eklemi
proksimalinden ampute edildi. Rontgen grafileri ¢ekildikten sonra yumusak dokulari
diseke edilen Ornekler histolojik degerlendirme i¢in hazirlanmak {izere % 10’luk

formaldehitin i¢ine koyuldu.

3.2. Histolojik Takip, Boyama Ve Degerlendirme

Alinan ornekler nazikge diseke edilerek kalan yumusak dokular1 uzaklastirildi ve
kemikler kirik hatti goriinecek sekilde her iki uctan kisaltilarak, ayri ayr1 %10’luk nétral
formaldehid soliisyonu igeren numaralandirilmis kaplara konuldu. 30 dakika sonra

kanlanan soliisyon degistirildi ve dokular 48 saat siireyle fikse edildi (36).
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Fiksasyonu tamamlanan dokularin dekalsifikasyonu (kalsiyum tuzlarinin dokudan
uzaklastirilmasi) icin %10’luk formik asit soliisyonu kullanildi. Dekalsifikasyon islemi
stiresince soliisyon iki giinde bir yeniden hazirlanarak degistirildi (37). Yirmi giin oda
sicakliginda bu sekilde dekalsifiye edilen dokular dort saat akarsuda yikandiktan sonra,
dehidratasyon i¢in alkol serilerinden gecirildi ve ksilen ile seffaflagtirllmanin ardindan
parafine gomiildii (38).

Hazirlanan parafin bloklar mikrotom (Leica RM2255, Japan) ile 5 mikrometre (pum)
kalinliginda kesilerek numaralanmis lamlar tizerine alindi.

Lam flizerine alinan kesitler zembil igine yerlestirildi ve etiivde 50°C’de 30 dakika
bekletildikten sonra ksilen ve alkol serileri ile parafini giderilerek hidrate edildi. Bu sekilde
hazirlanan kesitler hematoksilen ve eozin (H&E) ve safranin O ve fast green (SO&FG)
boyama protokolleri (Tablo 1) ile boyandiktan sonra; alkol serileri ve ksilen uygulanarak

dehidrate edilen preparatlar entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

Tablo 1: Hematoksilen ve Eozin ve Safranin O ve Fast Green boyama protokolleri

Hematoksilen ve Eozin Protokolii Safranin O ve Fast Green Protokolii

1. Deparafinize ve hidrate etme 1. Deparafinize ve hidrate etme

2. Hematoksilen ile 5 dakika 2. Weigert demirli hematoksileni 10 dakika
3. Su ile yikama 3. Akarsuda yikama 10 dakika

4. Asit alkole daldirip ¢ikarma 4. 9%0,001"lik fast green ile 5 dakika

5. Akarsuda yikanarak morartma 5. %1'lik asetik asite daldirip ¢ikarma

6. Eozin ile 5 dakika 6. %0,1'lik safranin 0 ile 5 dakika

7. Su ile yikama 7. Entellan damlatarak lam ile kapatma

8. Alkol ve ksilen ile dehidrate etme

9. Entellan damlatarak lam ile kapatma

Hazirlanan preparatlar dijital kamera (Olympus DP71-Japan) takili 151k mikroskobu
(Olympus BXS51-Japan) ile degerlendirilerek dijital ortama aktarildi (DP controller
3.3.1292 version Olympus Corporation-Japan).

Preparatlarin histolojik degerlendirilmesinde Huo ve arkadaslarimin histolojik

puanlama sistemi kullanildi (Tablo 2) (39).
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Tablo 2: Huo histolojik puanlama sistemi

Kirik bolgesi bulgular Puan
Fibréz doku 1
Agirlikl fibréz doku ve az miktarda kikirdak 2
Esit miktarda fibroz doku ve kikirdak 3
Agirlikli kikirdak ve az miktarda fibréz doku 4
Kikirdak doku 5
Agirlikl kikirdak doku ve az miktarda olgunlasmamis kemik doku 6
Esit miktarda kikirdak ve olgunlasmamig kemik doku 7
Agirlikli olgunlagmamis kemik ve az miktarda kikirdak doku 8
Kirigin olgunlagsmamis kemikle kaynamasi 9
Kirik uglarinin olgun kemikle kaynamasi 10

3.3. Radyolojik Degerlendirme
Cekilen radyografiler, Lane-Sandhu puanlama sistemi kullanilarak degerlendirildi

(40). Bu sisteme gore kemik olusumu, kaynama ve yeniden sekillenme esas alindi (Tablo
3).

Tablo 3: Lane-Sandhu puanlama sistemi

Puan

Kemik olusumu

Kemik olusumunun olmamasi 0

Kemik olusumunun defektin %25'ni doldurmasi 1

Kemik olusumunun defektin %50'sini doldurmasi 2

Kemik olusumunun defektin %75'ni doldurmasi 3

Kemik olusumunun defektin tamamini1 doldurmas: 4
Kaynama

Bariz kirik goriilmesi 0

Kismi kirik hatt1 goriilmesi 2

Kirik hattinin goriillmemesi 4
Yeniden sekillenme

Yeniden sekillenmenin goriilmemesi

Mediiller kanalin yeniden sekillenmesi

Korteksin tamamen yeniden sekillenmesi 4

[\ I aw)
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3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme i¢in SPSS 13.0 programi kullanildi. Gruplarmn dlgiimsel
verilerinin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi ( post hoc olarak Mann Whitney U
testi) kullanildi. Olgiimle elde edilen veriler median (min-max) olarak gosterildi.
Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak alindi; ¢coklu karsilastirmalarda (post hoc) ise anlamlilik

diizeyi p < 0.05 / karsilagtirma sayis1 olarak alindi.



4. BULGULAR

4.1. Klinik bulgular

Anestezi ve injeksiyonlara ait herhangi bir komplikasyon gozlenmedi. Ameliyat
sonrasinda 5-6 giin siire ile siganlarda topallama gbzlendi. Bu silireden sonra si¢anlar sag alt
ekstremitelerini normale yakin bir sekilde kullanmaya bagladilar. Cerrahi bolgesinde
herhangi bir enfeksiyon bulgusu veya yarada tekrar agilma gézlenmedi. Calisma siiresince

hicbir sigan 6lmedi.

4.2. Radyolojik bulgular
Degerlendirilen radyografilerde, tiim sicanlarda degisik derecelerde kaynama tespit
edildi (Sekil 4a, b, ¢). Lane-Sandhu sistemine gore yapilan degerlendirme sonucunda elde

edilen veriler Tablo 4’de goriilmektedir.

Tablo 4: Lane-Sandhu puanlama sistemine gore elde edilen veriler

14. Giin 21. Giin 35. Giin

median (min-max) median (min-max) median (min-max)
Kontrol Grubu 0,5 (0-1) 2 (1-2) 2,5 (2-3)
0,1 Leptin Grubu 1 (0-1) 2(2-3) 3,5(3-4)
0,3 Leptin Grubu 1(1-2) 2,5 (2-3) 4 (3-4)*

a: Kontrol ve 0,3 Leptin grubu arasinda 35. giinde Mann-Whitney U testi ile istatistiksel
anlamlilik bulundu (p<0.017).

Gruplarin radyolojik degerlendirme sonuglar1 karsilastirildiginda 14. ve 21.
giinlerde gruplar arasinda istatistiksel fark yoktu (p=0,052, p=0,052), 35. giinde ise gruplar
arasinda istatistiksel fark vardi (p=0,014). Bu farkin kontrol grubu ile 0,3 leptin grubu
arasindaki farktan kaynaklandigi anlasildi (p=0,011). 0,1 Leptin grubu ile 0,3 Leptin grubu
arasinda 35. giinde istatistiksel fark yoktu (p=0,575).
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Sekil 4a. Sirasiyla kontrol, 0,1 ve 0,3 Leptin gruplarmin 14. giindeki radyolojik
goriintiileri. Kirik hatti her ili¢ grupta da agik bir sekilde mevcuttu. Degerlendirme
sistemine gore gruplar arasinda bariz bir fark tespit edilemedi.

Sekil 4b. Sirasiyla kontrol, 0,1 ve 0,3 Leptin gruplarimin 21. giindeki radyolojik
goriintiileri. Kirik hatti 6zellikle 0,3 leptin grubunda kaybolmaya baslamakla beraber
degerlendirme sistemine gore gruplar arasinda bariz bir fark tespit edilemedi.

Sekil 4¢. Sirastyla kontrol, 0,1 ve 0,3 Leptin gruplarinin 35. giindeki radyolojik
goriintiileri. Kontrol grubuyla 0,3 leptin grubu arasinda istatistiksel olarak fark vardi.
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Kontrol grubuna ait 14., 21., ve 35. giinde elde edilen radyolojik veriler
incelendiginde degerlerin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu gozlendi (p=0,002).
Benzer sekilde 0.1 leptin grubunda (p=0,001) ve 0.3 leptin grubunda (p=0,001) 14., 21. ve
35. glinler arasinda istatistiksel fark vardi. Bu da bize radyolojik iyilesmenin, hem kontrol
hem de leptin gruplart i¢in zaman igerisinde aksamaya ugramadan devam ettigini

gostermistir.

4.3. Histolojik bulgular

Preparatlarin histolojik degerlendirilmesinde Huo ve arkadaslarimin histolojik
puanlama sistemi kullanild1 (39). Bu siniflandirmaya gore gruplara ait preparatlar fibroz
doku, kikirdak doku, olgunlasmamis ve olgunlasmis kemik doku olusumu acisindan
histolojik olarak degerlendirildi.

Kontrol grubunun 14. giindeki H&E boyamasinda; kirik hattinda kondrositlerin
yogun oldugu kikirdak doku hakimiyeti ve yer yer fibroz bag dokusu izlendi (Sekil 5a).
SO&FG ile yapilan boyamada kondrositler belirgin idi ve kikirdak doku ara maddesi
kirmizi renkte goriillmekteydi (Sekil 5b).

0,1 leptin grubunun 14. giindeki H&E boyamasinda; kirik hattinda yaygin kikirdak
doku hakimiyeti mevcut idi. Kikirdak doku arasinda yer yer olgunlasmamis kemik doku
izlendi (Sekil 6a). SO&FG ile yapilan boyamada olgunlasmamis kemige ait kemik
spikiilleri yesil renkte goriillmekteydi (Sekil 6b).

0,3 leptin grubunun 14. giindeki degerlendirmesinde; H&E boyamada kikirdak
doku yaninda az miktarda olgunlasmamis kemik doku izlendi (Sekil 7a). SO&FG ile
yapilan boyamada kikirdak doku arasinda olgunlasmamis kemige ait yapilar yesil renkte
izlendi (Sekil 7b).

Kontrol grubunun 21.giindeki incelemesinde; H&E boyamada, esit miktarda
kikirdak doku, olgunlagsmamis kemik doku ve olgunlasmamis kemik doku igerisinde yer
yer kemik iligi izlendi (Sekil 8a). SO&FG ile yapilan boyamada kirmizi renkteki kikirdak
doku yerini yer yer yesil renkte izlenen olgunlagmamis kemik dokuya birakmakta idi (Sekil
8b).

0,1 leptin grubunun 21. giindeki incelemesinde; H&E boyamada, kirik hattinda esit
miktarda kikirdak doku ve olgunlasmamis kemik dokusu izlendi (Sekil 9a). SO&FG ile
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yapilan boyamada yesil renkte izlenen kemik doku spikiilleri arasinda yer yer kirmizi
renkte kikirdak dokuya ait yapilar goriildii (Sekil 9b).

0,3 leptin grubunun 21. giindeki incelemesinde; H&E boyamada, yaygin olarak
olgunlasmamis kemik dokusu ve ortasinda kikirdak doku izlendi (Sekil 10a). SO&FG ile
yapilan boyamada yaygin olarak yesil renkte kemik spikiilleri ve aralarinda yer yer lacivert
renkte kemik iligi ayirt edilmekteydi. Az miktarda ise kirmizi renkte kikirdak doku izlendi
(Sekil 10b).

Kontrol grubunun 35. giindeki incelemesinde H&E boyamada, yaygin olarak
kikirdak doku hakimiyeti ve az miktarda olgunlasmamis kemik dokusu mevcuttu (Sekil
11a). SO&FG ile yapilan boyamada kirmizi renkte goriilen kikirdak ara maddesi
hakimiyeti dikkati cekmekteydi (Sekil 11b).

0,1 leptin grubunun 35. giindeki incelemesinde H&E boyamada, bol miktarda
olgunlasmamis kemik dokusu ve yer yer kikirdak adaciklari igeren kirik hatti izlendi (Sekil
12a). SO&FG ile yapilan boyamada yesil renkte izlenen kemik spikiilleri ve aralarindaki
kirmiz1 renkli kikirdak adaciklart dikkati ¢ekti (Sekil 12b).

0,3 leptin  grubunun 35.giindeki incelemesinde H&E boyamada, olgunlagsmamis
kemik spikiillerinin hakimiyeti ve aralarinda ¢ok az miktarda kikirdak doku adaciklar
izlendi (Sekil 13a). SO&FG ile yapilan boyamada yine yaygin olarak olgunlasmamis
kemik spikiilleri yesil renkte ve aralarindaki kikirdak adaciklari da kirmizi renkte izlendi
(Sekil 13b).

Huo smiflandirmasina gére yapilan histolojik degerlendirme sonucunda elde edilen

verilerin istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 5’de goriilmektedir.

Tablo 5: Huo siniflandirmasina gore histolojik degerlendirme verileri

14. Giin 21. Giin 35. Giin
median (min-max) median (min-max) median (min-max)
Kontrol Grubu 4 (3-5) 5(5-6) 6 (5-6)
0,1 Leptin Grubu 4,5 (3-5) 6 (5-6) 7(6-7)°
0,3 Leptin Grubu 5 (4-6) 6,5 (6-7)* 7 (7-8)°

a:Kontrol ve 0,3 Leptin grubu arasinda 21. giinde Mann-Whitney U testi ile istatistiksel
anlamlilik bulundu (p<0.017).

b:Kontrol ile 0,3 ve 0,1 Leptin grublar1 arasinda 35. glinde Mann-Whitney U testi ile
istatistiksel anlamlilik bulundu (p<0.017).
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Gruplarin sonuglar1 karsilastirildiginda; 14. giinde gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark gozlenmedi (p=0,102). 21 ve 35. giinlerde ise gruplar arasinda istatistiksel fark
mevcuttu (sirastyla p=0,012, p=0,001).

21. giindeki farkin kontrol grubu ile 0,3 Leptin grubu arasindaki farktan
kaynaklandig1 goriildii (p=0,011). Kontrol grubu ile 0,1 Leptin grubu ve Leptin gruplari
arasinda ise istatistiksel fark yoktu (sirastyla p=0,093, p=0,043).

35. gilindeki fark incelendiginde; hem kontrol grubu ile 0,1 Leptin grubu arasinda,
hem de kontrol grubu ile 0,3 Leptin grubu arasinda istatistiksel fark vardi (sirasiyla
p=0,006, p=0,002). Leptin gruplar arasinda ise istatistiksel fark yoktu (p=0,176).

Kontrol grubuna ait 14., 21., ve 35. ginde elde edilen histolojik veriler
incelendiginde degerlerin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu goézlendi (p=0,002)
Benzer sekilde 0.1 leptin grubu ve 0.3 leptin grubunun 14., 21. ve 35. giinleri arasinda
istatistiksel fark vardi (sirasiyla p=0,001, p=0,002). Bu da bize radyolojik iyilesmenin,
hem kontrol hem de Leptin gruplar1 i¢in zaman igerisinde aksamaya ugramadan devam
ettigini gosterdi.

Kirik iyilesme siireci boyunca calisma gruplarimizdaki kirik hatlarinda histolojik
olarak fibroz dokudan kikirdaga, kikirdak dokudan olgunlagsmamis kemik dokuya dogru bir
degisim siireci izlendi. Bu dokular1 temsil eden kondrosit, osteoblast, osteosit, osteoklast

gibi hiicreler gozlendi (Sekil 14, 15, 16 )
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Sekil 5a. Kontrol grubunun 14. giindeki (H&E) ile boyama goriintiisiinde bol miktarda
kikirdak doku ve yer yer fibroz doku goriilmekte (H&E X20).

Sekil 5b. Kontrol grubunun 14. giindeki SO&FG ile boyama goriintiisiinde kirik hattindaki
kikirdak doku ara maddesinin kirmizi ile boyandig1r goriilmekte (SO&FG X40).
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Sekil 6a. 0,1 leptin grubunun 14. giindeki goriintiisiinde kirik hattinda az miktarda
olgunlagsmamis kemik ve bol miktarda kikirdak doku goriilmekte (H&E X10).

B i

s

Sekil 6b. 0,1 leptin grubunun 14. giindeki goriintiisiinde kirmiz1 boyali kikirdak doku ara
maddesi ve yesil boyali olgunlagsmamis kemige ait kemik spikiilleri goriilmekte (SO&FG
X40).
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Sekil 7a. 0,3 leptin grubunun 14. giindeki goriintiisiinde az miktarda olgunlasmamis kemik
ve bol miktarda kikirdak doku goriilmekte (H&E X10).

Sekil 7b. 0,3 leptin grubunun 14. giindeki goriintiisiinde kirmiz1 boyali kikirdak doku ve bu
dokunun yerini yesil boyali olgunlagmamis kemige birakmasi goriilmekte (SO&FG X40).
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Sekil 8a. Kontrol grubunun 21. giindeki goriintiisiinde esit miktarda kikirdak ve
olgunlagsmamis kemik doku i¢eren kirik hattinin longitiidinal kesiti goriilmekte (H&E X4).

Sekil 8b. Kontrol grubunun 21. giindeki goriintiisiinde kirmizi boyali kikirdak dokunun
yerini yer yer bol miktarda kemik iligi iceren yesil boyali olgunlasmamis kemige biraktigi
goriilmekte (SO&FG X20).



37

Sekil 9a. 0,1 leptin grubunun 21. giindeki goriintiisiinde esit miktarda olgunlasmamis
kemik ve kikirdak doku i¢eren kirik hatt1 goriilmekte (H&E X10).

Sekil 9b. 0,1 leptin grubunun 21. giindeki goriintiisiinde olgunlasmamis kemige ait kemik
spikiilleri arasina uzanan kirmizi boyali kikirdak adaciklar1 goriilmekte (SO&FG X40).
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Sekil 10a. 0,3 leptin grubunun 21. giindeki goriintiisiinde bol miktarda olgunlasmamis
kemik ve kikirdak doku igeren kirik hattt goriilmekte (H&E X10).

S

Sekil 10b. 0,3 leptin grubunun 21. giindeki goriintiisiinde olgunlasmamis kemige ait yesil
boyal1 kemik spikiilleri arasinda lacivert-siyah boyali kemik iligi; yer yer kirmizi boyali
kikirdak doku ve ara maddesi goriilmekte (SO&FG X20)
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Sekil 11a. Kontrol grubunun 35. giindeki goriintiistinde agirlikli kikirdak ve az miktarda
olgunlagsmamis kemik doku iceren kirik hatt1 gériilmekte (H&E X10).

Sekil 11b. Kontrol grubunun 35. giindeki goriintiisiinde kirmizi boyali kikirdak doku ve
yer yer yesil boyal1 olgunlasmamis kemik spikiilleri goriilmekte (SO&FG X10).
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Sekil 12a. 0,1 leptin grubunun 35. giindeki goriintiisiinde bol miktarda olgunlasmamis
kemik spikiilleri ve yer yer kikirdak adaciklari igeren kirik hatt1 goriilmekte (H&E X10).

Sekil 12b. 0,1 leptin grubunun 35. giindeki goriintiisiinde bol miktarda olgunlasmamis
kemige ait yesil boyali kemik spikiilleri arasina uzanan kirmizi boyali az miktarda kikirdak
doku goriilmekte (SO&FG X4).
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Sekil 13a. 0,3 leptin grubunun 35. giindeki goriintlisiinde bol miktarda olgunlasmamis
kemik spikiilleri iginde az miktarda kikirdak adaciklari iceren kirik hatti goriilmekte (H&E
X10).

Sekil 13b. 0,3 leptin grubunun 35. gilindeki goriintiisiinde bol miktarda olgunlasmamis
kemige ait yesil boyali kemik spikiilleri arasinda kirmizi boyali az miktardaki kikirdak
dokunun yerini yer yer kemik dokuya birakmasi goriilmekte (SO&FG X40).
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Sekil 14. Kemik spikiilii kenarinda epitel hiicreleri benzeri bir sekilde dizili osteoblastlar
(=) ve kemik iligi (3) goriilmekte (H&E X100).

Sekil 15. Kemik spikiilleri kenarinda Howship lakiinas1 i¢inde ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlar
(3) ve lakiinalar iginde osteositler (—) goriilmekte (H&E X40).



Sekil 16. Lakiinalar i¢inde yerlesmis kondrositler (=) (H&E X100).

43



5. TARTISMA

Viicut yag kitlesi ve kemik metabolizmasi arasindaki iligkilerin agiklanmasi igin
yapilan c¢alismalar gittikge artarak devam etmekte ve literatlirdeki yerini almaktadir.
Ozellikle son zamanlarda bu konuda yapilan galismalarda bir adipokin olan leptin
popiilerlik kazanmig; ancak bu iliskideki pek cok nokta halen aydinlatilamamistir. Kesin
olan sudur ki, leptin kemik ve yag dokusu arasinda onemli fonksiyonel bir baglanti
saglamaktadir (41-44).

Yapilan calismalarda 06zellikle leptinin angiogenez ve kondrosit, osteoblast
farklilagmasi iizerine olan etkilerinin agiga c¢ikarilmasi, bizi literatiirde var olan leptin-
osteoporoz caligsmalarinin yani sira kirik iyilesmesi ile olabilecek iligkisini arastirmaya
yoneltti. Literatlirde leptin ile kirik iyilesmesi iliskisini arastiran bir ¢alismaya heniiz
rastlanilmamustir.

Kirik iyilesmesi hiicrelerin, biiylime faktorlerinin ve ekstraselliiler matriksin
birbirlerini karsilikli etkilemelerini kapsayan, iskelet bliylime ve gelismesini 6zetleyen bir
stirectir (45-47). Hiicresel diizeyde inflamatuar hiicreler, vaskiiler hiicreler, osteokondral
progenitor hiicreler ve osteoklastlar onarim siirecinde anahtar rol oynarlar. Molekiiler
diizeyde ise pro-inflamatuar sitokinler, biliylime faktorleri, pro-osteojenik faktorler ve
anjiojenik faktorler kirik onariminda rol oynarlar (45,48).

Basarili kirik iyilesmesi i¢ i¢e gecmis asamalar serisidir. Bu asamalar inflamasyon
ile baslar, intramembrandz ossifikasyon, kondrogenezis, endokondral ossifikasyon ile
devam eder ve remodeling ile tamamlanarak skarsiz tamir ile sonuglanir (45,49).
Osteoblastlar kirik hattinin  proksimal ve distal tarafindaki periostal kenarlardan
intramembrandz ossifikasyonu baglatirken, ayni zamanda yumusak kallusu olusturacak
kikirdak depolanmasini ise kirik bolgesindeki kondroblastlar baslatir. Daha sonra yumusak
kallus kondrositlerin hipertrofiye olmalar1 ve apoptozise gitmeleriyle endokondral

ossifikasyonu olusturur (46).
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Literatiirdeki baz1 c¢alismalarda leptinin kemik iligi stromal hiicrelerinden
adipogenezise farklilasmay1 inhibe ederken, osteoblastlara farklilagsmayi1 stimule ettigi
belirtilmistir (27,32). Bu bilgi bize leptinin kirik iyilesmesinde hiicresel diizeyde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Leptin kemik kitlesini hipotalamus iizerinden farkli iki mekanizma ile kontrol eder.
Birinci olarak, hipotalamusun gold-thioglucose duyarli noéronlarindaki reseptorlerine
baglanarak sempatik sistemi aktive eder. Bu da osteoblastlarin ¢ogalmasini ve
farklilagmasini kontrol eder. Boylelikle kemik olusum ve rezorbsiyonu artar (41,42).
Leptin osteoblastlardaki RANKL ekspresyonunu osteoblastlarin sempatik stimulasyonu ile
arttirarak  kemik rezorbsiyonunu arttirir (43). Ikinci olarak; leptin, arkuat niikleus
noronlarindaki pro-opiomelanocortin  (POMC) iizerindeki reseptdrlerine baglanarak
hipotalamik CART ekspresyonunu arttirir ve bilinmeyen bir mekanizma ile RANKL
ekspresyonunu azaltarak kemik rezobsiyonunu inhibe eder (41).

Hipotalamus iizerinden olan bu iki etki mekanizmasina ek olarak leptin, direkt
osteoblastlar {izerindeki reseptdrlerine baglanir, boylece osteoblastlarin biiyiimesini ve
kemik mineralizasyonunu da arttirir (44).

Ayrica yapilan bir calismada leptin uygulamasinin fotal farelerde kondrosit ve
osteoblast farklilagsmasini1 ve ¢ogalmasini etkileyerek iskelet gelisiminin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadigi bildirilmistir (27).

Gerek osteoblast gerekse kondrosit farklilagmasinin arttirilmasi kirik iyilesmesinde
olumlu katki gosterebilecek bir etkidir. Biz de calismamizda leptin uyguladigimiz
gruplarda kirik iyilesmesinin kontrol grubuna kiyasla daha ileri seviyede sekillendigini
gbzlemledik.

Ozellikle intramembrandz ossifikasyonun baslatilmasinda osteoblastlarin rolii
dikkate alinacak olursa leptinin bu farklilagmayi arttirarak dolayli yoldan intramembranéz
ossifikasyon iizerine de olumlu etkisi olabilecegi diisiiniilebilir. Bunun yani sira leptin,
bliylime plagindaki kondrosit farklanmasinin diizenlenmesinde ve kikirdak matriks
olgunlagmasinda 6nemli role sahiptir (20). Benzer sekilde leptin endokondral ossifikasyon
tizerine de olumlu etkiye sahiptir. Leptin gerek osteoblast farklilagmasini stimule ederek,
gerekse osteoblast {izerindeki reseptorlerine direkt olarak baglanarak arttirdigi osteoblast
biliylimesi ve kemik mineralizasyonu yolu ile intramembrandz ossifikasyon iizerine de

olumlu etki edebilir (44).
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Ovariektomi ile indiiklenmis kemik kayb1 olan ratlarda yapilan bagka bir deneysel
calismada, leptin uygulamasinin trabekiiler kemik kaybini azalttig1 ve insan kemik iligi
stromal hiicrelerinde osteoprotogerin mRNA seviyelerini arttirdigi, RANKL mRNA
seviyelerini ise azalttig1 belirtilmistir (50).

Angiogenez, yeni kan damarlarinin olusumudur ve oksijen hemostazi, besinlerin
saglanmasi, artik liriinlerin atilmasi, hiicre ve biyolojik mediatorleri saglamak igin kirik
iyilesmesinde tesvik edilir. Bunun Otesinde angiogenezis intramembrandz kemik
olusumunda ve endokondral ossifikasyonda dnemli rol oynar (51,52). Bunlar da kirik
iyilesmesinin dogal asamalaridir.

Leptinin angiogenezis iizerine etkileri yeni bir konu olmakla beraber, Liapakis ve
arkadaslan yaptiklar1 caligmada ratlarda yanik dokusunda eksojen leptin uygulamasinin
erken doku angiogenezini arttirdigini bulmuslardir (53). Benzer sekilde Kume ve
arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢aligma sonucunda leptinin endokondral ossifikasyondaki
angiogenezin dlizenlenmesinde rolii oldugunu vurgulamislardir (5). Bouloumie ve
arkadaslar1 da yaptiklar1 calisma sonucunda leptinin angiogenezin gii¢lii bir modiilatorii
oldugunu vurgulamislardir (26). Yine leptinin endotelial hiicre go¢iinii ve aktivasyonunu in
vitro, angiogenezisi de in vivo olarak etkiledigi gosterilmistir (26,53). Sonug olarak leptin
angiogenezde 6nemli bir rol oynar (28). Angiogenez iizerine bu olumlu etkilerinden yola
cikarak benzer sekilde kirik iyilesmesinde de angiogenezi arttirarak olduk¢a 6nemli bir
role sahip olacagi ortaya cikar. Nitekim leptin uygulamasi ile elde ettigimiz kirik
iyilesmesindeki artistan 6nemli oranda bu etkinin rol oynadigini diisiinmekteyiz.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz radyolojik verileri degerlendirdigimizde;
gruplar arasinda ge¢ donemde (35. giin) fark olmast ve bu farkin kontrol grubu ile 0,3
Leptin Grubu arasinda olmasindan yola ¢ikarak leptinin doza bagl olarak radyolojik kirik
iyilesmesini ge¢ donemde olumlu yonde etkiledigini diislindiik. Kontrol, 0,1 ve 0,3 Leptin
Gruplarinin zaman igerisindeki radyolojik degisiminin kesintiye ugramadan devam ettigini
tespit etmemiz de bize gerek uyguladigimiz cerrahi teknigin gerekse leptinin kirik iyilesme
stirecine zit yada olumsuz bir etkisinin olmadigin1 diistindiirttii.

Histolojik sonuglarimizi degerlendirdigimizde ise; 14. giindeki sonuclar arasinda
her ne kadar istatistiksel fark tespit edilmese de gruplarin ortalama degerleri arasinda
rakamsal farklilik mevcuttu. 0,3 Leptin grubu 0,1 Leptin grubuna gore, 0,1 Leptin grubu

ise Kontrol Grubu’na gore daha yiiksek ortalama degerlere sahipti. Ilave olarak 21. ve 35.
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giindeki ¢alisma gruplari ile Kontrol Grubu arasinda istatistiksel fark oldugu gozlendi. 21.
gilindeki fark sadece Kontrol Grubu ile 0,3 Leptin grubu arasinda iken, 35. giindeki fark
hem 0,1 Leptin hem de 0,3 Leptin Gruplart ile Kontrol Grubu arasindaki farktan
kaynaklanmaktaydi. Dolayisiyla 6zellikle histolojik agidan degerlendirildiginde radyolojik
sonuglar ile benzer sekilde leptinin doza bagimli olarak kirik iyilesmesini olumlu yonde
etkiledigini tespit ettik.

Histolojik olarak 35. giindeki tiim gruplarin 21. giindeki gruplara gore daha fazla
iyilesme gostermesi; 21. giindeki gruplarinda 14. giindeki gruplara gore daha fazla
iyilesme gostermis olmasi bize ¢aligmanin uygun sekilde diizenlendigini gostermektedir.

Elde ettigimiz histolojik degerlendirme sonuglarinin literatiirdeki benzer histolojik
degerlendirme siniflamasi kullanan diger caligsmalar ile zamansal olarak karsilastirilmasi
sonucunda 6zellikle kontrol grubunun literatiirle uyumlu oldugu gézlendi (54,55).

Leptinin, kirik iyilesmesi lizerine olan olumlu etkisinin hangi mekanizma ile oldugu
acikca belli olmamakla beraber; endokondral kemiklesmedeki anjiogenezi diizenlemesi,
osteoblast ve kondrosit farklanmasi ile cogalmasini olumlu etkilemesi, kemik yapim-yikim
dongiisii lizerine olan etkileri nedeniyle bu sonugta rol oynayabilecegini diistinmekteyiz.

Kemik iizerine cesitli etkileri oldugu ispatlanmig bir adipokin olan leptinin kirik
tyilesmesi tlizerine goriilen olumlu etkisinde uygun dozun bulunmasi i¢in doz-etki
calismalarinin yapilmasi gerektiginin, bunun yani sira olusan kirik iyilesme dokusu lizerine
biyomekanik c¢aligmalarin yapilarak kallusun mekanik o6zelliklerinin de arastiriimasinin
daha uygun olacagi kanaatindeyiz. Leptinin kirik iyilesmesindeki etki mekanizmasinin
aciklanmaya ¢alisilmasi i¢in daha ileri diizeyde ¢alismalarin yapilmasi da gerekmektedir.
Ayrica osteoblastlarda leptin reseptorlerinin bulunmasindan dolay1 kirik iyilesmesinde
kirik bolgesine lokalize leptin uygulamasinin da ayri1 bir calisma konusu olacagim
diisiinmekteyiz.

Calismamizin sonucunda leptinin intraperitonial uygulanmasi ile rat tibia kirik
iyilesmesi ilizerine doza bagimli olarak olumlu etki yaptig1 ve daha uygun doz araliginin

belirlenmesi icin etkin doz ¢alismalarinin yapilmasinin gerektigi kanaatine varildi.



6. SONUCLAR

Kirik iyilesmesi tlizerine intraperitoneal olarak uygulanan leptinin etkilerini
aragtirmak icin yaptigimiz deneysel ¢calismamizin sonucunda;

1- Histolojik olarak 14. giinde Kontrol Grubu ve 0,1 Leptin Grubu’nda fibréz ve
kikirdak doku olusumu hemen hemen esit miktarlarda gozlenirken, 0,3 Leptin Grubu’nda
kikirdak doku miktarinin artti81; ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig,

2- Histolojik olarak 21. giinde 0,1 leptin grubunda kontrol grubuna gore kikirdak ve
kemik dokuda artis oldugu; 0,3 leptin grubunda ise kikirdak ve kemik dokunun esit
miktarlara ulastigr ve bu iyilesmenin kontrol gubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oldugu gozlenirken; 0,3 leptin grubunda kemik olusumu agisindan 0,1 leptin grubuna gore
artis olmakla beraber bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi,

3- Histolojik olarak, 35. giinde kontrol grubunda agirlikli olarak kikirdak doku
izlenirken, 0,1 leptin grubunda esit miktarlarda kikirdak ve kemik doku, 0,3 leptin
grubunda ise agirlikli olarak kemik doku izlendigi;bu degisikliklerin kontrol grubu ile 0,1
leptin ve 0,3 leptin gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu,

4- Radyolojik olarak, leptinin kirik iyilesmesi tizerine kemik olusumu, kaynama ve
yeniden sekillenme agisindan doza bagli olarak 14. ,21. ve 35. gilinlerde olumlu etkilerinin
oldugu ancak bu etkilerin 35. giinde kontrol ve 0,3 leptin grubu arasinda anlamli oldugu
tespit edildi.

Sonug olarak; calismamizda kullandigimiz cerrahi yontemin kirik iyilesmesini takip
etmede yeterli ve uygun oldugu; kirik iyilesmesinde leptinin olumlu etkilerinin doza
bagimli olarak arttigi ve bu olumlu etkilerinin doza bagh degiskenlik gdstermesinden
dolayr uygun dozun belirlenmesi icin daha ileri calismalarin yapilmasi gerektigi

kanaatindeyiz.



7. OZET

Leptin baglica beyaz yag dokusu tarafindan salgilanan polipeptid yapili bir
hormondur. Viicutta metabolizma hizini, enerji tiikketimini  diizenlemesinin yaninda
fertilite, immiin fonksiyon, anjiyogenez ve hatta kemik olusumu iizerine etkilere sahip
multifonksiyonel bir hormondur.

Bu calismada leptinin kirik iyilesmesi iizerine etkileri, rat tibialarinda deneysel
kirik modeli olusturularak histolojik ve radyolojik olarak degerlendirilmistir. Calisma igin,
ortalama agirliklar: 323 gr (295-352 gr) olan, 16 haftalik Spraque Dawley cinsi 54 adet rat
kullanildi. Rastgele segilerek 3 gruba ayrilan ratlarin sag tibialarinda anestezi altinda kirik
olusturuldu ve internal tespit yerlestirildi. 14 giin boyunca kontrol grubuna 0,5 ml serum
fizyolojik, 0,1 leptin grubuna 0,1 pg/kg leptin ve 0,3 leptin grubuna 0,3 pg/kg leptin
intraperitoneal olarak verildi. Bu gruplar da kendi aralarinda 14., 21. ve 35. giinlerde
degerlendirilmek {izere 6’sar rattan olusan 3’er gruba ayrildi. Bu sekilde 9 grup
olusturuldu. Kontrol, 0,1 leptin ve 0,3 leptin gruplarina ait 6 rattan olusan birer grup 14. ,
21. ve 35. giinlerde sakrifiye edilerek sag tibialar1 radyolojik ve histolojik olarak
degerlendirildi ve gruplar aras1 karsilagtirmalart yapildi.

Histolojik degerlendirmede leptinin gerek 21. glindeki gerekse 35. giindeki
gruplarda kirik iyilesmesini hizlandirdiginmi tespit ettik. Radyolojik degerlendirmede ise
ozellikle 35. giindeki 0,3 leptin grubunun kontrol grubuna gore daha fazla iyilesme
gosterdigini gézlemledik.

Sonug¢ olarak histolojik ve radyolojik degerlendirmelerde intraperitoneal
uygulanan leptinin, kirik iyilesmesini dozla iligkili olarak artirdig: tespit edildi.



8. SUMMARY

Leptin is a polypeptide hormone, mainly secreted by white adipose tissue. It is a
multifunctional hormone, regulating metabolic rate, energy expenditure and having effects
on fertility, immune function, angiogenesis, and even bone formation.

In this experimental study, effects of leptin on fracture healing in rats’ tibias were
histologically and radiologically evaluated. Fifty-four Spraque Dawley rats, aged 16 weeks
and a mean body weight of 323 g (range, 295 to 352 g), were used for this study. They
were randomly and equally divided into three groups. Their right tibias were broken and
intramedullary fixed histologically and radiologically under anesthesia.

0.1 pg/kg and 0.3 pg/kg leptin were intraperitonially administered for 0,1 leptin
and 0,3 leptin groups respectively, for 14 days. 0.5 ml 0.9% normal saline was given to
control group for the same period.

These groups were further divided into three groups, composed of 6 rats, to
evaluate postoperatively at 14", 21%, 35" days. Finally 9 groups were obtained. Six rats
from each group (ie: control, 0,1 leptin and 0,3 leptin groups) were sacrificed at 14" day,
another six rats from each group sacrificed at 21% day and the remaining six were
sacrificed at 35" day after the operation. Then their right tibias were radiologically and
histologically evaluated and the results of groups were compared.

We found leptin has positive effects on fracture healing both 21% and 35™ days in
histologic evaluation of groups. We also radyologically observed more healing in 0,3 leptin
group than control group especially at 35" day.

As a result, we established intraperitonial leptin administration has positive effects
on fracture healing depending on doses, according to histological and radiological
evaluations.
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