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GIRIS

Tiim canh organizmalarin biiyiimesi ve gelismesi, kendilerini olusturan hiicrelerin
biiylime, ¢ogalma ve farklilagmasi ile saglamr. Iskeletin olusumu, biylimesi, devamlilig:

ve iyilesmesi 6miir boyunca kemik olugumuna baghdir ().

Kemigin yapim ve yikam igin yonlendirilmis hiicresel fonksiyonlar, sistemik
hormonlar ve “lokal faktétler” tarafindan diizenlenir . Lokal faktorler, iskelet hiicreleri

tarafindan sentezlenirler ve bitytime faktorlerini | prostoglandinleri ve sitokinleri igerirler

Q).

Kemigin yapisin, igerigini ve organizasyonunu anlamak; kas-iskelet sistemindeki
hasarlari, hastalik ve deformiteleri optimum tedavi imkan saglar, Kemik hiicre
aktivitesinin diizenlenmesi ve kemik hiicrelerinin taninmasindaki  son yillardaki
ilerlemeler; kiriklar, gecikmis kaynamalar, kaynamamalar ve iskelet deformitelerinin

tedavisinde Snemli degisikliklere yol acmastir (1).

Kirik iyilesmesi, kemigin olusumu, iskeletin gelisimi, biiylimesi ve devamliligim

saglayan mekanizmamn aynisi ile geligir (1).

1987 yilinda fizyolojik bir mediyatsr olarak kesfedilen ve serbest bir radikal olan
Nitrik Oksit (NO)’ in, kemik metabolizmasinda bir dengeleyici molekiil olarak rol
oynadig: distintilmektedir (3). Birgok aragttrmact NO’ in kemik metabolizmasinin otokrin-

parakrin diizenleyicisi olarak hareket edebilecegi goriisiindedir (3-6).

- Son yillarda klasik tami yontemleri yaninda Akim Sitometri (AS) yontemi de
preklinik ve klinik tip bilimlerinde 8nemli bir ileri tans yontemi olarak yerini almaya
baglamustir. AS, temel olarak hiicrelerin biiytikliigtine, yogunluguna ve graniilaritesine bagh

olarak tek hiicre diizeyinde arastirma imkani saglayan bir ydntemdir. Bu yéntemle



hiicrelerin  biyolojik ve fiziksel 6zelliklerinin kantitatif slglimii objektif ve dogru olarak
yapilabilmektedir (7).

Ratlar iizerinde yapilan deneysel ¢aligmamizda ; NO sentezini uyaran L-arginin
aminoasidinin kirik iyilesmesi {izerindeki etkileri, L-arginin verilen ve verilmeyen
gruplarin  karsilagtinlmas:  yapilarak ortaya konulmaya ¢ahsildi. NO’in, kink
iyilesmesindeki yeri ve Oneminin ortaya konmasi amaciyla biyokimyasal ve patolojik
calismamin yamnda kantitatif bir metod olan AS ile kink iyilesmesindeki hl'icreselA

farkhlagmay: da tespit etmeyi amagcladik.



GENEL BIiLGILER

NITRIK OKSIT

Nitrik Oksit (NO) , serbest radikal bir molekiil ohip, bir oksijen ve bir azot
atomunun olugturdugu dogadaki en kiigiik 10 molekiilden biridir. Birgok serbest radikale
gore daha az reaktiftir. Biyolojik sistemlerde yarilanma &mrii 30 saniyeden daha kisadir.
| Yiikstiz oldugundan dolay: hiicre iginde ve hiicre membranlan arasinda hizli, serbest olarak
diffiize olabilir. Bundan dolayi -birgok sistemde haberci olarak etki gosterebilir. NO, aym

zamanda , sitotoksik bir mediyator olarakta etkisini gosterebilir(g).
Nitrik Oksit Sentezi

Endotei-derived relaxing factor (EDRF) olarak NO’in tammlanmasindan beri
makrofajlar, endoteliyal hiicreler, lenfositler, nétrofiller, hepatositler, fibroblastlar,
noronlar, diiz kas hiicreleri, kondrositler gibi gesitli hiicre tiplerinde, L-arginin

aminoasidinden NO tiretimi gdsterilmistir (3,9,10).

NO, L-argininden Nitrik Oksit Sentetaz (NOS) enzimi aractlig: ile sentezlenir:

NOS

L-Arginin + O; + NADPH + H* — L- Sitrulin + NO

Olusan NO, aerobik sartlar altinda hizli bir sekilde nitrat (NO3) ve nitrit (NO2)’e

déniistir. NO’nun yan $mri in-vivo olarak ¢ok kisadir. Direkt slgtimii zordur (1 1).

Niikieotidlerindeki aminoasit siralamasma gore 3 tip NOS izoformu tariflenmigtir :
Noronal (nNOS), endoteliyal (ecNOS) ve indiiklenebilen (INOS) form (2,12).



NOS enzimlerinin fonksiyonlarinin benzer olmasina ragmen doku dagilimlan ve
katalitik aktiviteleri farklidir (8). ecNOS ve nNOS birlikte yapisal NOS (¢cNOS) enzimi
olarak adlandinilir (13). ecNOS ve nNOS enzimleri sadece vaskiiler ve néral dokularda

degil, adale, dalak, timus, osteoblast ve osteoklast gibi hiicre derivelerinde de bulunuriar

(6).

Kemik hiicre kiltiiri ve immunohistokimyasal galismalar; kemik iliginde, stromal
hiicrelerde, osteoblastlarda, osteositlerde ve osteoklastlarda yaygin ecNOS dagihmin
gostermistir (14,15). Endoteliyal NOS (ecNOS) m.RNA, tiim kemikte Reverse Transcribed
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) incelenmesiyle de belirlenmistir (6).

Néronal NOS (nNOS) m.RNA, kemik ve kemik iligi kiiltiirlerinde RT-PCR ile
tespit edilebilirken, immunohistokimyasal tekniklerle kemik ve kemik hiicre kiiltitrlerinde

tespit edilememigtir (6).

Kiltiire edilmis kemik hiicrelerinde’ RT-PCR ile iNOS m.RNA'nin  diisiik
seviyelerinin belirlenmesine ragmen, normal kemikte immunohistokimyasal teknikler

kullanilarak iNOS proteini belirlenememistir (6).
Nitrik Oksit ve Kemik Metabolizmasn

NO, osteoblast ve osteoklastlarda biy(;lojik bir etkiye sahiptir. Yeni galimalar
NO’in kemik metabolizmasinin dengelenmesinde Snemli bir rol oynadigim gostermistir
(2,3). Hem osteoklast hem de osteoblastlar NOS’1 indiikler ve NO olustururlar. Kemik
hiicreleri, sitokinlere (16,17), &strojen (18) ve mekanik yliklenmeye (19) cevap olarak NO
tiretirler. Kemik mikrogevresindeki bu NO tiretimi, normal kemik fizyolojisi ve

fizyopatolojisinde 6nemli bir rol oynar (20).

Birgok kemik hﬁc;esinde sitokin ve/veya endotoksinle stimiilasyona cevap olarak
iNOS drretimi uyanlabilir (16,17). iNOS , interlékin-1 (IL-1), tiimér nekrozis faktér-alfa
(TNF-) , interferon-gamma (IFN-y) , lipopolisakkaritler (LPS) ve c¢esitli  hiicre
tiplerindeki  endotoksinler tarafindan  aktive edilir.  Oysa  glukokortikoidler,
antienflamatuvar sitokinler, IL-4, IL-10 ve transforme edici bilyiime faktorleri (TGF) ise
inhibitordiir (5,21,22).



Degisik hiicre tipleri, sitokin stimiilasyonundan sonra NO iiretimi igin degigik
yetenektedir. Insan primer osteoblast kiiltiirleri NO’ in belirgin olusumu igin 2 veya 3
sitokin kombinasyonu gerektirir. Oysa insan kondrositlerinde IL-1 ve TNF gibt tekil
sitokinlerle NO tretimi olabilir (15). Rodent hiicreleri, insan hiicrelerine gore sitokinlere

daha ¢ok cevap verirler (22).

Osteoklastlarin iNOS tretimindeki yetenegi tam olarak agik degildir. Sitokin
uyartmh NO’ in yiiksek seviyelerinin osteoklastlar {izerine potent inhibitér etkisi vardir
(5,16,23). NO’in , osteoklast-olug;umunu ve aktivitesini inhibe etmesi ile ilgili molekiiler
mekanizma tam olarak bilinmemektedir (2). Kemik rezorbsiyonunda NO’in inhibitér

etkisini izah etmeye yardimei iki mekanizma olabilir :
- 1) Onciil hiicrelerden osteoklast olugumunda potent inhibitér etki.
2) Oilgun osteoklastlarda rezorptif aktivitede direkt inhibitér etki (23).

Yikksek NO konsantrasyonu, kemik rezorpsiyonunu inhibe ederken, diisiik
konsantrasyonu osteoklast fonksiyonu igin gerekiidir. Kemik rezorpsiyonunun sitokinler
tarafindan uyarildig: kesindir. IL-1 ve TNF, kemik rezorpsiyonu igin potent stimiilatordiir
(24). Bu sitokinler, kemik ve kemik iligi hiicre kiiltiirlerinde NO {iiretiminde artmaya yol
acarlar . Bu uyar1, NOS inhibitorierince inhibe edilebilir (16).

Kemik olusumu ve osteoblast fonksiyonunda NO’in etkileri, kemik
rezorpsiyonundaki kadar agik degildir. Her nekadar osteoblast proliferasyonu veya genel
olarak osteoblastta NO’in direkt etkisi gdsterilemese de birgok otdr, osteoblast
proliferasyonu ve metabolizmasinda NO’in rolii oldugu goriigiindedirier (3). NO’in basal
liretiminin osteoblast gelisgiminde ve sitokin tiretiminde otokrin stimiilatdr etki gosterdigi
bilinmektedir (25). Normal kiiltiir sartlai  altinda osteoblast gelisiminde NOS
inhibitorlerinin etkisi yoktur. Olugmus NO Uretiminin, normal osteoblast fonksiyonunu ne .
oletide etkiledigi acik deéildir (2). Ancak, pro-enflamatuvar sitokinlerin kombinasyonlar;
veya NO donérlerince farmakolojik olarak iiretilen yiiksek miktardaki NO konsantrasyonu,
osteoblast gelisimi ve farklilasmasinda potent inhibitor etkiye sahiptir (22). NO’in

osteoblast proliferasyonunda doza bagli inhibitér etkisi vardir (3).



KIRIK IYILESMESI

Bir kingin tamiri, farkhilasmamis osteokondral progenit6r hiicrelerin olgun
osteoblastlara ve kondrositlere déniigiimiine ihtiyag duyan osseoz dokunun sentezini
gerektirir(26). Kirik bir kemigin iyilesmesi, tiim kemigin kendi kendine onartmina éncitliik
eden kompleks biyolojik bir olaydir. Diger dokularin ¢ogunda fibroblastlar aracilifi ile
skar benzeri bir tamir gergeklesir. Boyle bir iytlesme siireci kemik tamirinde tamamen

yetersiz olacaktir,

Progenitdr hitcrelerin mobilizasyon, proliferasyon ve farkhlagmasindaki herhangi
bir yetersizlik yeni kemigin formasyonunda yetersizlige ve sonug olarak kaynamamaya yol
agacaktir (27). Bu progenitér hiicrelerin, ve onlarn proliferasyon ve farkhlagsmasmm
etkileyen sitokinlerin | karakterize édilmesi, kink tamir mekanizmasim anlamak ve

kaynamama gibi klinik problemlere yeni tedaviler gelistirmek i¢in ¢ok gereklidir (28).

Klinik olarak basanli bir kink tamiri, kemigin hasarls uglan arasindaki boglugu
dolduran ve kemige uygulanan yiike dayanmak i¢in gerekli kuvvete sahip yeni kemik
matriksinin formasyonunu gerektirir. Bu siireg, zedelenmenin lokal ve sistemik etkilerine
cevap veren osteokondral p‘rogenittir hiicrelerin - mobilizasyon, replikasyon ve

farkhlagmasina ihtiyag duyar (26).

- Tamir stirect igin hiicresel cevabin énemi iyi bir sekilde gosterilmistir, Fakat
progenitér hiicrelerin kaynaklar) hala tartismalidir. Periostun en i¢ kambiyum tabakasinin
ve kemik iliinin progenitsr hiicreler igerdigini ve her iki dokunun da kirik tamirinde rol
oynadigini destekleyen deliller meveuttur. Kemik iligi tizerindeki ¢aligmalardan elde edilen
deliller, bu progenitdr hiicrelerde yasla iligkili bir azalmanm varligim géstermistir (29).
Sonug olarak kemik iligi ve periost, ortotopik ve heterotopik bélgelerde kemik

formasyonunu uyarma kapasitesine sahiptir (30-32).
Kirik Iyilesmesinin Diizenlenmesi

Kirk iyilesmesi, osteoblast ve osteoklast serilerinin hiicrelerini etkileyen ve
onlann; farklilagms hiicrelerin replikasyonu, hiicrelerin biitiinlestirilmesi ve farklilasmug

hiicrelerin fonksiyonlar1 tizerindeki etkilerini olugturan sistemik hormonlar ve lokal



faktorler tarafindan diizenlenir (33). Bu sistemik hormonlar ve lokal faktdrler Tablo-1de

gosterilmistir.
Tablo-1: Kurik iyilesmesi ve kemik remodelinginin hormonal ve lokal dtizenleyicileri

1.Sistemik Hormonlar
A)Polipeptid Hormonlar
e Paratiroid hormon
e Kalsitonin
e Insulin
¢ Biiylime hormonu
B)Steroid Hormonlar
e 1,25-Dihidroksivitamin Dz
o Glukokortikoidler
® Seks steroidleri
¢ Troid hormoniari
2.Lokal Faktorler
A)Klasik polipeptid biiyiime faktérieri
o Insiilin benzeri biiyiime fakt6tleri
* Transforme edici biiylime faktérleri-p ailesi
_ #Fibroblast biiyiime faktorleri
 Trombosit kékenli bitylime faktori -
B)Immun ve hematolojik sistemlerden kaynaklanan sitokinler
_e Interldkinler
o Tiimdr nekroze edici faktér
 Koloni stimule edici faktorler
C)Prostoglandinler ve diger faktorler

Konumuz itibariyle,burada sistemik hormonlar hakkmda ayrintih bilgi Verilmeyii;,
lokal faktorlere deginilmigtir.

Lokal faktérler, iskelet hiicreleri tarafindan sentezlenirler ve biiytime faktérlerini,
sitokinleri ve prostoglandinleri igeritler. Lokal faktérlerin varlif) iskelet sistemine &zgii
degildir. Clinkii iskelet dig1 dokularda da sentezlenirler ve otokrin biiylime faktérlerine
cevap verirler. Lokal olarak iiretilmis bu faktorler hiicre biiylimesinde direkt ve
muhtemelen énemli bir fonksiyona sahiptir (2).

Klasik Polipeptid Bityiime Faktorleri
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF)

Biiyime hormonu bagimlt polipeptidlerdir. IGF-1 ve IGF-2 olarak iki tiptir. Bu

peptidler, kemik iceren birgok doku tarafindan sentezlenirler ve benzer biyolojik



Ozelliklere sahiptirler (2). IGF-1, IGF-2’den 4-7 kez daha potenttir (34). Baz1 sartlarda
sistemik olarak etki gosterebilirler. Ancak lokal olarak doku biiylimesi iizerine direkt ve
muhtemelen daha 6nemli bir etkiye sahiptirler (2). IGF-1; kemik kollajen ve matriks
sentezini arttirir ve osteoblast serisi hiicrelerinin replikasyonunu uyarir. Ayrica kemik

‘kollajen degradasyonunu da azaltir .

IGF-1’in sentezi ve kemik hiicre reseptdrlerine baglanmasi hormonlar ve lokal
faktorler tarafindan diizenlenir. Kemik hiicrelerinde cAMP’1 uyaran diger ajanlar gibi
Parathormon (PTH), IGF -1 sentezinin major uyaricisidir (35). Glukokortikoidler ise IGF-1
sentezini inhibe ederler. Prostoglandin E; gibi lokal faktotler, IGF-1 sentezini, IGF-1 ve

IGF-2’nin kemik hiicrelerine baglanmasin: arttirirlar (2).
Transforme Edici Biiyiime Faktorii- B Ailesi (TGF-B)

-TGF-B, kemik igeren bir ¢ok doku tarafindan sentezlenir, Benzer biyolojik
aktivitelere sahip ti¢ formu da (TGF-B1, TGF-B2, TGF-PB3) kemik dokuda mevcuttur, TGE-B,
osteoblast serisinin prekiirsér hiicrelerinin replikasyonunu uyarir. Ayrica kemik kollajen

sentezi izerinde de direkt bir uyaric: etkiye sahiptir ve kemik rezorpsiyonunu azaltir (36).

TGF-B ile aminoasit dizilimini paylasan kemik morfogenetik proteinleri de normal

enkondral kemik formasyonunun sekillenmesini uyanirlar (37).
Fibroblast Biiyitme Faktorleri (FGF)

Asidik ve bazik fibroblast biiyiime faktorleri veya heparin baglayan biiyiime faktorii
1 ve 2 olarak ta bilinirler (F GF-1,FGF-2). FGF’ler, tevaskiilarizasyon ve yara
iyllesmesinde 6nemli oldugu diistiniilen anjiojenik faktorlerdir. Her. iki faktsr de kemik

kollajen sentezleme kapasitesine sahip hiicrelerin replikasyonunu uyarir (38).

Trombosit Kékenli Biiyiime Faktorleri (PDGF)

PDGF’leri baglangicta kan trombositlerinden izole edilmistir. Fibroblast gibi
mezenkimal hiicreler igin major biiyiime elemandir. PDGF, kemik rezorpsiyonunu ve
kemik hticre replikasyonunu uyarir. Ancak direkt olarak kemik kollajen sentezini uyarmaz
(39).



Immun ve Hematolojik Sistemlerden Kaynaklanan Sitokinler

Immun ve hematolojik sistem tizerinde &nemli etkileri olan sitokinlerin bir kism,
iskelet hiicreleri tizerine de etkilidir. Bu sitokinlerin, ilik hiicrelerinden kéken aldiklar,
kemik mikrogevrede bulunduklart veya kemik hiicreleri tarafindan sentezlendikleri i¢in

kemik hiicreleri tizerinde direkt etkili olduklarina inaniimaktadir (2).

Sitokinler; interlékinler (JL), tiimér nekrozis faktsr (TNF) , FGF, PDGF, IGF ve
TGF-B gibi isaret molekiillerini ierirler(2).

IL-1’ in iki formu vardir: IL-lo ve IL-1B. IL-1 , kemik remodelingi iizerinde
kompleks etkilere sahiptir. Kemik rezorpsiyonunu ve kemik hiicre replikasyonunu uyanr.
IL-1 ve TNF-a. , osteoblast ve kemik iligi stromal hitcrelerinde IL-3, IL-6 ve IL-11 gibi
sitokinlerin sentez ve salmmasinda etkilidir. Bu sitokinler, ostéoklast onciil hiicrelerinin

farklilagmasin ve proliferasyonunu artinrlar (2).

IL-6'mun sentezinin Gstrojenler tarafindan azaltilmasi, Ostrojen tedavisi sonras:

gozlenen kemik rezorpsiyonundaki azalmay: aciklamaktadir (2).

IL-4’ iin, osteoblast 6nciil hiicrelerinin farklilasmas1 ve proliferasyonunu etkiledigi
bilinmektedir. IL-4, osteoblastik aktiviteyl artrdigt gibi , direkt etkiyle osteoklast
aktivitesini de inhibe eder (2). !

TNF veya kagektin, sitostatik, sitolitik ve antiviral etkileri bilinen bir sitokindir.
Tumdr hiicreleri tizerindeki biiyiimeyi inhibe edici 6zelliklerinin aksine, transforme
olmamis hiicrelerinin replikasyonunu uyarnr. TNF etkisi altinda replike olan hiicreler,

farklrlagirlar ve kemik kollajeni sentezlerler (40).

Interferon-gamma (IFN-y), osteoklast onciil hiicrelerinin olgunlasmasim
azaltabili. Bu sebeple, tek veya IL-4 ile birlikte osteonekrozisin tedavisinde
denenmektedir (2,41).

PTH tarafindan uyanlan graniilosit/makrofaj koloni stimule edici faktérler,
osteoklastlarin olgunlagmasinda rol oynarlar (2).

Ozet olarak, kink iyilesmesi ve kemik remodelingi sistemik hormonlar ve lokal

faktorler tarafindan diizenlenen kompleks bir islemdir. Hormonlar ; sentezi ve
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aktivasyonu etkilerler ve ayrica hiicresel metabolizma iizerinde direkt bir etkiye sahip olan

lokal faktdrlerin proteinlere baglanmasini diizenlerler (2).
HUCRE SIKLUSU

Hiicre siklusu bir hiicrenin mitoza hazirlanmas: (interfaz) ve mitoz bélinmeyi
ihtiva eden iki interfaz arasindaki devredir. Memelilerin somatik hiicrelerinde hiicre
siklusunun bes dénemi vardir. Bunlar Go (Postmitotik istirahat fazi G=gap), G,
(Proliferasyon faz1), S (Sentez faz1), G; (Premitotik) faz ve M (Mitoz faz1) dénemleridir.
Gy, S ve G, fazlan interfazi (IF) olusturur ve interfaz hiicre siklusunun %90’indan fazlasmi

ihtiva eder (42).
Go Faz1 (Postmitotik Istirahat Fazi)

Hiicre siklusunun bb‘lﬁnmeyen istirahat halinde olan ve DNA sentezinin
bulunmadigt dénemdir. Hiicrenin DNA icerigi sabittir. Kromozomlar diploiddir. Gg
fazinda; aktivitesi gegici veya siirekli durdurulan hicreler, bir anlamda siklustan cekilir,
meté.bolizmala.nm degistirir veya biiyiimelerini durdururlar. Bu hiicreler fonksiyonlarini
tamamladiktan sonra &liir véya bir stimulasyonla bélinme uyarisi ahrlarsa siklusa girerler
(42).

G Fazi (Proliferasyon Fazi)

DNA sentezinin hemen Oniindeki evredir. Hiicreler icin Gy faz1 proliferasyona
gegiste spesifik yollar kapsar ve hiicreler DNA sentezine hazirlanir. Insan viicudundaki
farklilagmamug hiicrelerin %95’inden daha fazlas1 bu fazdadir. Hiicre bdliinme yoniinde
g:evredeh aldig1 uyan ile mRNA sentezini baglatir. Bu hiicrelerin DNA igerikleri 2N olarak
ifade edilen diploid 6'zelliktedir. Bu fazin sonunda DNA sentezi baslar (42).

S Fazi (Sentez Fazi)

Aktif DNA sentez ve replikasyonunun gergeklestii bu doénemde hiicrelerin DNA
igerigi 2N-4N aras: artis gbsterir. Yaklagik 7-8 saat stirer. S fazi hiicrenin DNA’st replike
olana kadar devam eder. DNA igerigi 4N olmasi ile S fazi sonlanir bunu kisa bir G, fazi
izler (42).
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G2 Faz (Premitotik Faz)

Sentez ve mitoz fazlari arasinda gerceklesen bu kisa dénemde hiicrenin DNA
igerigi tetraploiddir (4N). Ortalama dort saat kadar siirer. Protein ve RNA sentezi bu fazda
da devam eder (42).

M Fazi (Mitoz Fazi)

Okaryotik hiicreler mitozda kromozomlarim ikiye aymrrlar. Bu dénemde &nce
niikleer bolinme ve bunu takiben sitokinezis meydana gelir. Mitoz bélinme
tamamlandiktan sonra hilcreler hiicre siklusundan gikarak Go veya G, fazindan birine geri
donerler. Genellikle Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofaz béliimleriyle incelenen mitoz,
memeli hiicrelerinde 30 dakika ile 2,5 saat kadar stirmesine karsin ortalama bir saat olarak
kabul edilir (42). " |

AKIM SITOMETRI

Ak sitometri; tek tek hiicrelerin veya diger biyolojik partikiillerin, cihaz icine bir
stv1 igerisinde tek sira halinde alinarak fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degerlendirildigi
bir yéntemdir. Bu diizenek, bir ¢ok farkli sistemin birlesimi ile ortaya gikan oldukca
karmagik bir yapiya sahiptir (42-44) (Sekil 1).

Hilcre Sspansiyonu

54

R

-
Sinyal
Koruyucu Stv1 - P [~ . ] {slemeisi
Hticre Akimu ’
J i—_J Ana
Kompitir

' Saptuma
OIS?:‘J:'C?QC] ' ar FALS Detektor

23

Kontrol Kompitirleri

Sekil-1: Akim sitometri ditzeneginin sematik gériintimii
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Alam sitometri ¢alismasinn ilk asamasinda 6zel yontemlerle taze veya parafine
gdmili dokulardan hazirlanan ve nitkleik asitlere baglanan, baglandiklan yerde floresan
veren florokrom boyalarla igaretlenen 6rneklerin akim sistemi iginden gecirilerek akim
odasma ulagmalar1 saglanir. Bu gecis esnasinda hiicreler tek sira halinde olup, lazer 15151
altinda uyarlarak goriiniir hale gelirler. Lazer kaynag olarak genellikle Argon iyonu
kullamlir. Alternatif olarak Crypton, Helium, Cadmium gibi yiksek yogunluktaki isik
kaynaklari da uygulanabilir. Bu sekilde, hiicreye bagh florokromun lazer 1s1inlariyla
aktiflesmesi, 151810 yogunluguna bagli olarak hiicrenin boyutu, i¢ yapust, yiizey morfolojisi
ve hiicrenin canliligs hakkinda bilgi edinme imkén dogurur. Boyann floresan emisyonu
hassas fotodiodlarda toplamir ve “photomultiply tubes” denilen &zel sistemle elektrik
sinyaline ¢evrilerek amplifiye edilir ve bilgisayar sistemine aktarilir. Boylece birkag
dakikalik siire iginde 10.000-1.000.000 hiicrenin her birinin 6zellikleri teker teker
belirlenebilir (42,43).

Alam sitometri son yillarda, hematopatoloji, immunopatoloji ve sitopatolojide
temel olarak; kantitatif tek hiicre diizeyinde hizli ve gok parametreli analiz, hiicrelerin
fonksiyonel, morfolojik veya sitogenetik yapilanmn tanimlanmasi, hiicre subgruplarmmn
~aywim iglemi ve yapisal farklilasmalarinin belirlenmesi amaciyla ileri bir tam y&ntemi
olarak kullanilmaktadir (44).

Al sitometri ile prognostik olarak hiicre siispansiyonlarinda hiicrelerin DNA
igerigi ve proliferatif aktivitelerinin tayini miimkiin olabilmektedir. DNA’ya spesifik olan
boyalarin kullanilmasiyla yapilan DNA analizi sonucu, uzun ve pahali olan konvansiyonel
yontemlerle gézden kagabilen aneuploidik kitgtik hiicre gruplan bile saptanabilir. DNA
analizi ile Go ve G) fazinda bulunan hiicrelerin ortalama DNA igerigi ve hiicre siklusunda
her fazda bulunan hiicreler ile birbirlerine oram tespit edilebilir. Pratikte DNA analizi
yapilirken normal ve anormal hiicrelerin mitotik aktiviteleri ve proliferasyon kapasiteleri
hakkinda da e zamanlt olarak dogru ve giivenilir bilgiler elde etmek miimkiindiir (43).

Normal bir DNA histograminda Go/G, fazinda bulunan hiicreler, daima en yiiksek
fraksiyona ve diploid DNA (2N) igerigine sahiptirler. DNA igerigi kromozomlarin say1 ve
biiyiikligi ile ilgili olup her canl igin sabittir. Hiicreler G; ve M fazina ulagtiklarinda
DNA igerigi tam iki katina gikar (4N) ve Gy/M fazindaki hiicreler Go/G pikinden daha

uzakta ve histogramin saginda yer alular. Siklusun S fazindaki hiicreler ise 2N’°den fazla
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4N’den daha az sayida DNA igerigine sahip hiicreler olup DNA histograminda s6z konusu

iki hiicre grubu arasinda izlenirler (43).

Histogramlarda DNA igeriginin yayilimi hiicre populasyonunu yansttan pik
¢evresinde bir miktar degisiklik gdsterir. Bu degisiklik; boyama yontemine, cihaza ait
hatalara veya boya DNA’ya baglanirken hiicreler arasinda ortaya cikan farkliliklar gibi
nedenlere bagl: olabilir ve “Coefficient of Variation” (CV) olarak ifade edilir. CV hiicre
populasyonurtun ortalama pik kanal numarastnin standart sapmaya béliinmesiyle belirlenir.,
Yani CV degeri analizin kalitesini gosterir ve bu deger ne kadar diigitkse ¢alismanin o

kadar gtivenilir oldugunu gosterir (43).



MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrah1 Aragtirma ve
Uygulama Merkezi Laboratuar! ve Hematoloji Laboratuarinda, Agustos 1999 — Mayis
2000 tarthleri arasinda yapildt,

Galismada, denek olarak ortalama agirliklar: 170gr.(150-200gr.) olan § haftalik 152
adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullamldi. Ratlar 14-10 saatlik 1s1k-karanlik
siklusunda 20-24 C°* de tek tek kafeslendi. Ratlar, Kagsan taraﬁndﬁ:ﬁ tiretilen, % 1
kalsiyum, % 0.6 fosfor % 17 ham proteiﬁ, 4000 LU/ Kg A vitamini, 1000 LU/ Kg. D
vitamini igeren buzagi yemi ile beslenip, su ihtiyac: icin 51 mg/it. kalsiyum, 9 mg/lt.
magnezyum, 3.4 mg/lt. nitrat iceren Hayat (Danone) suyu kullamldi.

Anestezi ve Kirik Olusturulmas:

Ratlara anestezi igin intraperitoneal yolla 30 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar-
Parke Davis) verildi. Anestezi saglandiktan sonra dijital kompresyon yontemiyle sag tibia
cisim seviyesinde kapal: kirik olusturuldu. Isiemden sonra hayvanlar normal beslenme ve

yasama sartlarinda kafeslerine birakilds,
Cerrahi Gruplar
Ratlar, beslenmelerini takiben bir hafta sonra rastgele 3 gruba aynildi,

Grup I (Kontrol Grubu) : 8 rat, kimk olusturulmadan akim sitometrik ve

biyokimyasal inceleme icin ayrilds.

Grup I : Herbir alt grupta 9 rat olacak sekilde 8 gruba ayrildi. Ketamin anestezisi
altinda dijital kompresyon yéntemiyle sag tibia cisimlerinde kapali kirik olusturularak,
Grup-Ila birinei giin, Grup-IIb ticiinci gln, Grup-Ilc besinci giin, Grup-11d yedinci giin,
Grup-Ile onuncu giin, Grup-IIf onddrdiineii giin, Grup-Ilg yirmibirinci giin ve Grup-ITh
yirmisekizinci giin olmak iizere; akim sitometrik, biyokimyasal ve patolojik inceleme icin

gruplandsrildi.
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Grup III: Herbir alt grupta 9 rat olacak gekilde 8 gruba aynldi. Igme sularina kink
olusturulmadan 2 hafta dnce 2gr./dl. olacak sekilde L-arginin ( L-arginine hydrochloride,
A-5131-SIGMA) konuldu. Sulari hergiin degistirildi. Ketamin anestezisi altinda dijital
kompresyon ySntemiyle sag tibia cisimlerinde kapali kirtk olusturularak Grup-IIla birinci
glin, Grup-Illb Gglincti gin, Grup-Illc besinci giin, Grup-Illd yedinci giin, Grup-Ilie
onuncu giin, Grup-IIIf onddrdinet giin, Grup-lllg yirmibirinei gin ve Grup-ITh
yirmisekizinci giin olmak fizere; akim sitometrik, biyokimyasal ve patolojik inceleme igin
gruplandinildi. Kink olusturulduktan sonra da ratlar sakrifiye edilinceye kadar L-arginin

iceren icme suyu almaya devam ettiler.

Her alt gruptan bir hayvan patolojik inceleme ve sekiz hayvan akim sitometrik
DNA analizi ve biyokimyasal analiz igin aynld..

Biyokimyasal Analiz

Ratlar, intraperitoneal yolla 30mg./kg ketamin verilerek anestezileri saglandiktan
sonra, supin pozisyonunda tespit edildi. Orta hat insizyonuyla laparatomi yapilan
hayvanlarin aortu ortaya kondu. Aortun bifurkasyosundan 21 G 5 ml.’ lik enjektérle 4 ml.
kan alindi. Almnan kamn 2 ml.’ si kalsiyum-edta’l tiiplere, 2 ml.’si de normal cam tiiplere
konuldu. Tiipler yarim saat oda 1sisinda bekletildikten sonra santrifiij cihazinda (NF 1215-
NUVE) 3000 devir/dk. (rpm)} olacak sekilde 10 dakika santrifiij edildi. Ayrilan plazma ve
serum, otomatik pipetlerle alinarak, 2 mi.’lik ependof tiiplere konuldu. Tiipler, analizler
yapilana kadar -85 C° de (Ultralow Freezer -NUAIRE) saklandi.

Grup I, Grup II ve Grup III’tin, otoanalizér ile (Hitachi-747) kalsiyum (Ca), fosfor
(P} ve Alkalen Fosfataz (AP) degerleri 6lctildi.

Nitrit ve Nitrat Tayin Yontemi

Kandaki nitrit, nitritin Griess reaktifi ile olusturdugu pembe renkli kompleksin

optik dansitesi 6l¢iilerek belirlendi.

Nitrat tayininde ise nitrat, énce nitrat reditktaz (E.C.1.6.6.2.) enzimi aracilig1 ile
nitrite donéstiiriildii ve nitrit tayini basamaklari aynen uygulandi. Béylece niimunelerdeki
toplam nitrit + nitrat miktar: bulunmug oldu. Bu degerden nitrit konsantrasyonu ¢ikarilarak

nitrat miktar tespit edildi.
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Kullanilan Cézeltiler :

1. Griess reaktifi
Siilfanil amid 200megr. (son konsantrasyonu % 0.01)
Fosforik asid 0.5 ml. (son konsantrasyon %2.5 )
N-Naftil-Etilen-Diamin 20mgr. (son konsantrasyon %0.01)

Yukaridaki miktarlarda alman maddeler, 20ml]. deiyonize suda ¢8ziildii. Griess

reaktifi kullanmadan hemen &nce hazirlands, iyice kangtirild: ve 1iktan korundu.

2. Deproteinizasyon ¢6zeltisi (300gr./1t. ZnS804) : 2.67 gr. ZnS04.7H,0 Sml.

deiyonize suda ¢oziildi.

3. Tris HCI ¢ozeltisi (20 mM pH=7.4) : 24.2 mgr. Tris tartildi. Bir miktar
deiyonize suda ¢oziilerek pH 7.4 oluncaya kadar HCI ile titre edildi. Deiyonize su ile

[0ml.’ye tamamlands.
4. FAD ¢ozeltisi (ImM.) : 4.15 mgr. FAD 5ml. ¢ozelti (3)’de ¢Ozuldi.
5. NADPH ¢6zeltisi (10 mM.) : 8.334mgr. NADPH 1ml. ¢bzelti (3)’de ¢oziildii.

6. Nitrat rediiktaz ¢6zeltisi (10 U/It.) : 20 U’lik nitrat rediiktaz 2ml. ¢ozelti (3)'de

¢oziildi.
7. Laktat dehidrogenaz ¢ozeltisi (10mgr./2ml.)
8. Na piruvat (0.5 M.) : 55mgr.’1 1ml. deiyonize suda ¢oziildii.

9. Fosforik asit ¢ozeltisi (25gr/1t.) : 172uL o-fosforik asit (%085°lik) 10ml. deiyonize

suda ¢oziildii.
10. Standartlar :

100; 50; 25; 12.5; 6.25; 3.125; 0 uM’lik nitrit standartlart NaNO, kullanilarak

hazirland:,
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50; 40; 30; 20; 10; 7.5; 5; 2.5;-0 pM’lik nitrat standartlart KNO; kullanilarak

hazirland:.
Nitrit Tayini :

Niimuneler 1: 4 oraminda deiyonize su ile dilue edildi. 400 plt. dilue niimuneye
deproteinizasyon igin %30’luk ZnSO4.7H,O’dan 20 pit. ilave edildi. 10 dakika 6000 rpm’
- de santrifiijleme yapildi. Her kuyucuga 100 plt. siipernatan + 100 plt. Griess reaktifi
koyuldu. Kér olarak 100 plt. siipernatan + 100 pit. fosforik asit kullamldi. 10 dakika oda
sicakliginda enkiibe edildi. 540 nm’de kore karsi mikrokuyucuk dkuyucusunda okuma
yapildi.

Rat niimuneleri iki kere, standartlar ii¢ kere ¢ahsildi. Her kuyucuk igin 100 plt
standart kullanilda. ’

Hesaplama : Mikrokuyucuk okuyucusunda 540 nm. dalga boyunda niimune ve
standartlarin absorbantlan: okundu. Elde edilen sonuglar grafige gegirildi. Bu grafikten

yararlanlarak serum nitrit miktar1 umol/tt olarak belirlendi.
Total Nitrit + Nitrat Tayini :

100 plt. serum alindi. 300 pL distile su ilave edilerek dért kat dilue edildi. NADPH,
son konsantrasyon 50 umol/lt. olacak sekilde ilave edildi. FAD, son konsantrasyon 5
pmol/L  olacak sekilde ilave edildi. Nitrat rediiktaz son konsantrasyon 200 U/lt. olacak
sekilde ilave edildi. Ornekler 20 dakika 37 C'de inkiibe edildi. Sodyum piruvat son
konsantrasyon 10 pmol/lt. olacak sekilde ilave edildi. LDH son konsantrasyon 10 mg/lt.
olacak sekilde ilave edildi. 5 dakika 37 C°de inkiibe edildi. 20 plt. % 30°’luk ZnSO4
cklendi ve vortekslendi. 6000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Hazirlanan 6rneklerden
herbir mikrokuyucuga 100 plt. siipernatan konuldu. Uzerlerine 100 plt. Griess reaktifi
eklendi. Renk meydana gelmesi igin 10 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra O.D.
540 nm’de 100 plt. fosforik asitle hazirlanan kore kars: okuma yapildi.

Rat nimuneleri iki kere, standartlar ii¢ kere ¢ahgilarak hesaplama aynen nitritte

oldugu gibi yapildi.
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Tibialarin Akim Sitometrik DNA Analizi I¢in Hazirlanmasi

Kan alma islemi tarﬁamlanan ratlar, eterli kavanozlarda sakrifiye edildikten sonra
kirik tibia derisi anterior longitﬁdinal insizyonla siyrildi. Tibia dizden ve ayak bileginden
dezartikule edildi. Disseksiyonla kirk gevresi yumugak dokular ve periost siyrilarak, ayn
ayr1 Phosfate Buffer (Bio systems) solusyonu igeren tiiplere konuldu. Ardindan kirik
bolgesinin proksimalinden ve distalinden tibia kesildi. Kirk bolgesindeki medulla
Phosfate Buffer solusyonu ¢ekilmig 21 G uglu enjektdrle ayn bir tiipe yikandi (Meduller
lavaj). Kalan kortikal kisim bistitri ile Phosfate Buffer solusyonlu tiip i¢ine yontuldu.
Boylece kirik gevresindeki yumusak doku, periost, korteks ve meduller dokular farkli dért
tiipe ayrilmig oldu.

Disseksiyon ile ayrilmis dokular DNA analizi igin tek tek petri kutusu igine
aktanlarak bistiiri ile defalarca par¢alandi. Parcalanan materyaller 16 G uglu enjektorden
defalarca gegirildi. Son olarak pargall dokular ihtiva eden soliisyon DNA Mech (47
mikronmetrelik filtre)” li enjektorden gegirilerek kaba partikiillerden ayrildi. Siziilmiis

hiicre soliisyonu Coulter DNA-Prep Work station cihazina yerlestirilerek Coulter DNA
| Prep Reagents kit ile hiicre DNA’lan otomatik olarak boyandi. Yarm saatlik
inkiibasyondan sonra DNA kontrol ile standandize edilmis 488 nm argon iyon lazer iginh
akim sitometri cihazinda (Coulter Epics Elite Esp) DNA analizleri yapildi. En az 10.000
hiicre sayilarak bilgisayar sistemine aktarildi. DNA histograminda GO/G1, S, G2/M
fazindaki hiicrelerin  oranlan, CV degerleri Multicycle programn kullamlarak

degerlendirildi.
Tibialarmn Histopatolojik Inceleme I¢in Hazirlanmas

Her gruptan birer hayvan sakrifiye edildikten sonra kirik tibia derisi anteridr
longitudinal insizyonla siyrildi. Tibia ayak bilegi ve dizden dezartikiile edildi. Alinan
dokular fosfat tamponlu %10’luk formalinde 24 saat tespit edildi. Sonra %10’luk nitrik
asitle bir haftada dekalsifiye edildi. Dekalsifiye dokular musluk suyu ile yikamyp yeniden
tespit i¢in %10’luk formol’de 24 saat daha bekletildikten sonra rutin takip sonucu parafin
bloklara gémiildii. Bloklardan 5 mikron kalinhfinda kesitler alindi. Kesitler, Masson’s
Trichrom’la (M-T) boyandi. Boyali kesitler 151k mikroskopuyla incelendi. Fotomikroskopta

resimleri ¢ekildi ve mikrograflar1 hazirlandi.
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Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 7,5 for Windows paket programi kullamld.
Gruplar aras: istatistiksel farki aragtirmak i¢in gruplar bagimsiz ve parametrik varsayimlari
yerine getirmediginden nonparametrik Kruskal Wallis vatyans analizi uygulandr. Post-Hoc

ikili karsilastirmalarda Mann-Whitney-U testi uygulandi.



BULGULAR

AKIM SITOMETRIK BULGULAR

Meduller dokularin, kortikal dokularm, periosteal dokularin ve eksternal yumusak
dokularm, akim sitometrik analizleri ile gruplarm GO0/Gi, G2/M ve S fazlariyla CV
degerleri bulunarak ortalamalari (Ort) ve standart sapmalari (SD) hesaplanarak, sirastyla
Tablo-2,3,4 ve 5°de gosterilmistir. '

Tablo-2: Meduller dokularin akim sitometrik analiz sonuglar.

% G1 CV Gl % G2 CV G2 %S

Grup  Sayi OrttSD Ort£SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
1 8 72,62%1,37 4,87+1.07 4,05+0,87 5,75£1,36 23,07+1,61
la 8 58,55+2,68 10,78+10,05 5,55+1,53 7,66+0,94 35,9043,78
IIb 8 62,38%1,82 6,70+1,13 6,730,383 5,4240,93 30,88+1,85
Ile 8 59,36+3,46 10,08+3,13 18,7242 58 §,9342,41 21,90+4,91
Iid 3 75,72+1,43 4,86£0,65 2,8941,16 5,35+1,55 21,38+1,49
Ife 8 63,06+3,93 5,48+0,86 . 8,16x1,50 6,25+1,61 28,77£2,92
If 8 74,86x1,58 5,701,24 3,71£0,60 5,7310,60 21,43+1,73
IIg - 8 71,01+2,03 4,55+0,56 4,80+2,05 4,46+0,29 24,18+128
Ith 8 68,95+2.16 5,0211,11 3,61+1,60 5,53£1,20 27.42+1,79
Ila 8 67,6842,65 6,2740,74 3,9543,57 7,1520,67 28,35+1,28
iIlb 8 68,32+5,03 6,42+1,46 3,42%1,85 6,4611,99 28,27+3,78
Ml 8 69,77+2,04 6,30£1,51 10,92+1,57 7,3542,02 19,30+0,91
Hid 8 77,4240,73 5,75+1,83 3,12+1,00 5,65+0,57 19,47+1,22
Iie 8 80,00+1,12 5,65+1,22 2,70+1,54 5,82+1,01 17,2742,62
II1f 8 75,25£0,91 6,58+1,62 3,17+1,49 6,452,185 21,5742,29
g - 8 70,75£1,28 5,03+0,60 1,70x1,56 - 4,98+0,69 27,5242.84
IITh 8 74,0711,44 6,13+1,00 3,15+£2.21 4,9340,77 22,75£1,93

Toplam 136




Tablo-3: Kortikal dokularin akim sitometrik analiz sonuglan

21

% Gl Cv Gl % G2 CV G2 %3
Grup  Sawi Ort£SD Ornt+SD Ort+SD Ort£SD Ort+SD
I 8 77,4242,54 8,10+1,85 1,22+1,31 7,57+2,74 21,35+3,08
1la 8 77,61£3,30 9,1742,76 1,07£2,04 7,57+1,04 21,31+4,09
IIb 8 75,05+1,43 6,06£1,10 1,85+0,31 7,8610,91 23,10+0,98
ilc 8 79,10+4,97 13,3545,15 0,4310,56 6,43+1,54 19,15£2 27
IId 8 86,1244 .43 10,08+3,59 2,11+4,12 9,184,14 11,76+6,60
Ife 8 76,8512,88 8.96+1,64 5,00£2,62 8,02+1,81 18,15+1,58
IIf 8 92,67+1,95 10,48+1,07 2,35+1,90 9,214£3,46 4,9742,28
g 3 86,54+210 5,45x0,60 2,73x1,69 5,13+0,96 10,73£1,00
ITh 3 80,88+3,29 4,84+0,41 0,7740,84 5,91+1,03 17.5812,99
IIa 8 80,47+0,77 6,2242.09 1,02+0,80 6,61+1,88 18,50+0,75
IIIb 8 76,20+1,61 8,2313,45 1,65+0,38 5,13%£1,25 22,15%1,78
Ille 8 82,62£1,09 7,31+1,18 3,10+2,03 6,52+1,00 14,2742 20
id 8 84,8514 33 10,17+3,46 3,2542.51 7,15£1,60 11,90+3,21
IIie 3 73,45+£3,72 6,37+1,11 1,1740,87 5,60+1,24 -25,40+4,22
I1If 8 87,57+0,81 - 10,35+£3,06 1,074£0,70 5,88%1,05 11,301,36
Iilg 8 87,1744,28 5,6310,66 0,45£0,34 5,50+1,09 12,35+4,03
11Th 8 79,0742 42 7,15+1,52 2,97+0,61 7,25£1,03 17,9742,12
Toplam 136
Tablo-4: Periosteal dokularin akim sitometrik analiz sonuglan
% G1 CV Gl % G2 CvV G2 %S
Grup  Say1 Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
I 8 85,00+1,16 13,07+1,29 2,62+1,42 7,0742,32 12,40+1,13
Ila 8 76,78+1,94 6,75+1,73 1,88+1,22 5,92+1,28 21,3342,01
IIb 8 84,4112 62 7,02+1,21 1,2140,63 8,21+1,30 14,3742.77
IIc 8 79,0243,45 7,87%1,55 9,18+2,43 7,97£1,33 11,76+2.69
I1d g 86,63+2,17 9,60+2,56 2,10£0,38 6,78+2,53 11,2742,36
1le 8 82,66+1,11 6,77+1,33 3,96x1,85 5,73£0,97 13,35£1,48
143 8 94,42+1,70 10,17+1,99 2,07+1,03 8,27+1,89 3,50+2,38
llg 8 92,98+1,06 5,4830,84 1,63£0,49 5,26+0,59 5,37+1,21
ITh 8 80,1543,27 4,46+0,32 1,16+1,47 5,88+1,28 18,67+3,31
1IIa 8 89,3242,06 7,021£2.06 0,80+0,32 7,87+0,94 9,87+1,87
IIIb 8 86,75+2,30 7,28%1,15 1,57+0,26 7,21%£1,59 11,704£2,52
IMe 8 §3,20+0,85 7,15£1,07 5,12+0,53 7.42+1,44 11,67+0,39
I1d 8 89,42+1,81 10,174£2,38 0,97+0,81 8,55+1,20 9,6212,02
ITle 8 01,62+1,48 5,5140,86 2,0710,51 4,98+1.31 6,35£1,07
It 8 89,15+2,37 8,57+2,44 1,82+1,17 6,38+2,25 9,02+1,54
Hlg 8 92,5710,48 6,5340,72 1,62+0,47 6,65+2,04 5,80+0,56
IITh 8 89,02+0,96 7,3840,75 1,9240,88 6,3310,69 9,02+0,54
Toplam 136




Tablo-5: Eksternal yumusak dokularin akim sitometrik analiz sonuglari
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% Gl CV Gl % G2 CcvV G2 %S
Grup  Sayi Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
I 3 94,3740,81 9,0740,96 1,72+1,15 8,52+0,87 4,05+1,77
Ila 8 84,77+4,34 8,60+2,59 0,4220,54 8,05+1,15 14,80+4,66
IIb 8 92,32+1,78 6,72+1,76 0,92+1,52 6,38+0,92 6,74+1,86
Ilc 8 90,67+1,63 8,88+2.24 3,72+1,12 8,31+1,26 5,58+0,91
Iid 8 88,93+4,18 7,02+1,17 0,78+1,05 5,10+1,67 10,28+3,65
1le 8 90,63+1,56 7,00+1,24 0,254+0,30 7,96x1,83 9,11+1,59
Iif 8 88,47+1,36 9,5010,91 0,08+0,18 5,660,97 11,45+1,32
Iig 3 93,11+1,58 6,27+0,61 0,86+0,52 5,404+0,85 6,02+1,58
IIh 8 91,03+1,09 6,67+1,98 1,06+0,66 5,27£1,11 7,90+1,27
1lfa 8 92,21+2,96 7,21+1,41 1,23+1,70 6,45+1,93 6,55+1,86
Hib 8 85,55+2,14 7,53+1,54 1,12+1,01 5,97+2,17 13,73+2,61
ITlec 8 86,55+2,76 6,98+1,00 3,77+1,04 7,57+1,68 9,60+3,16
IT1d 8 90,47+5,05 8,06+1,42 2,37+1,29 7,13+1,91 7,70+4,88
Ille 8 86,97+2.03 5,81%1,32 1,80+0,93 6,62+1,24 11,1642,25
e 3 94,9742,15 9,46+1,77 1,4040,91 7,66+1,73 3,4242,70
Iflg 3 94,3010,45 6,03+0,86 0,30+0,44 5,88+0,90 5,3740,33
UK 8 91,0243,42 7,93+0,73 0,15+0,16 6,31+1,71 8,85+3,51
Toplam 136

AKIM SITOMETRIK BULGULARIN ISTATISTIKSEL ANALIZi

Verilerin istatistiksel analizinde; veriler 6lglimsel oldugundan, gruplar bagimsiz ve

parametrik sartlan tasimadigindan, gruplarm ikiserli kargilagtirilmasmda Mann Whitney-U

testi kullanild:.

Verilerin anlamlilik diizeyi 0,05 olarak alindi. Veriler ortalama + standart sapma
(Ort+SD) olarak ifade edildi.

Meduller dokularin, kortikal dokularn, periosteal dokularin ve eksternal yumusak

dokularin, akim sitometrik analizlerinin istatistiksel degerlendirilmesi Tablo-6,7,8 ve 9°da

gosterilmigtir.
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Tablo-6: Meduller dokularin akim sitometrik analiz sonuglarinin  istatistiksel

degerlendirilmesi
Grupl Karsilagtirilan %G2 P Degeri
%G2 Ort+SD Grup Ort+SD

4,05+0,87 ITa 5,55+1,53 0,10

IIb 6,73+0,83 0,00

Tlc 18,72+2 58 0,00

I1d 2,89+1,16 0,06

Ile 8,16%1,50 0,00

Iif 3,710,60 0,38

Iig 4,8012,05 0,03

Iih 3,61x1,60 0,64

Ila 3,9543,57 1,00

HIb 3,42+1,85 0,44

Illc 10,92+1,57 0,00

Ind 3,12+1,00 0,10

Ille 2,70+1,54 0,03

It 3,17+1,49 0,44
IIig 1,70+1,56 0,01 -

Illh 3,1542.21 0,87

Tablo-7: Kortikal dokularin  akim sitometrik  analiz sonuglarinin  istatistiksel

degerlendirilmesi
Grupl Karsilagtinilan %G2 P Degeri
%G2 Ort+SD Grup Ort+SD

1,22£1,31 Ila 1,0742,04 0,57
L) 1,8540,81 0,44
e 0,4340,56 0,44
I1d 2,11+4,12 0,87
Ile 5,0042,62 . 0,00
1If 2,35+1,90 0,44
lg 2,73%1,69 0,06
ITh 0,77£0,84 0,57
Ila 1,02+0,80 0,72
HIb 1,65+0,38 1,00
Ilc 3,1042,03 0,03
1Id 3,2542,51 0,10
Ile 1,17+0,87 0,72
1If 1,0740,70 . 1,00
Ilig 0,45+0,34 0,72

ITTh 2,97+0,61 0,00
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Tablo-8: Periosteal dokularin akim sitometrik analiz sonuglarinin  istatistiksel

degerlendirilmesi
Grupl Kargilagtirilan %G2 P Degeri
%G2 Ort+SD - Grup Ort+SD
2,62+1,42 Ifa 1,88+1.22 0,38
b 1,21+0,63 0,13
Ilc 9,1842,43 0,00
Iid 2,10+0,38 0,50
Ile 3,96£1,85 0,10
IIf 2,07+1,03 0,32
Iig 1,63£0,49 0,10
Ith 1,16+1,47 0,06
Ia 0,80+0,32 0,02
IIIb 1,57£0,26 0,16
1§+ 5,1210,53 0,00
1Id 0,97+0,81 0,03
ITle 2,07+0,51 0,72
IIf 1,82+1,17 0,10
Itlg 1,62+0,47 0,23
Ik 1,9240,88 0,00

Tablo-9: Eksternal yumusak dokularin akim Sitometrik analiz sonug¢larimin istatistiksel

degerlendiriimesi
Grupl Karsilagtiriian %G2 P Degeri
%G2 Ort+SD Grup Ort+SD
2,62+1.42 IIa 0,42+0,54 0,01
b 0,92+1,52 0,08
Il 3,72+1,12 0,00
Iid 0,78+1,05 0,03
Ile 0,2540,30 0,00
It 0,08+0,18 0,00
lg 0,86+0,52 0,23
Iih 1,060,66 0,38
Ilia 1,23£1,70 0,23
b 1,1241,01 0,10
NG 3,77+1,04 0,01
id 2,37+1,29 0,32
Itle 1,80+0,93 0,72
IIIf 1,40+0,91 0,72
Ilig 0,30+0,44 0,01
iITh 0,1540,16 0,00

Grup II ve Grup IIlin meduller dokularinin, kortikal dokularmin, periosteal

dokularinin ve eksternal yumusak dokularimn, %G, oraninin istatistiksel degerlendirilmesi

Tablo-10,11,12 ve 13’de gosterilmisgtir.



Tablo-10: Meduller dokularin akim sitometrik analiz sonuglarinmn istatistiksel analizi
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Grup Grup Grup 11 %G2 Grup III %G2 P Degeri
Ort+SD Ort+SD
Ila Ila 5,55+1,53 3,9543,57 0,57
Iib Hib 6,73+0,83 3,42+1,85 0,00
Ilc Iflc 18,7242,58 10,92+1,57 0,00
IId 11d 2,39+1,16 3,12+1,00 0,72
Ile 1lle 8,16+1,50 2,70+1,54 0,00
IIf IIIf 3,71+0,60 3,17+1,49 0,32
g g 4,80+2,05 1,70+1,56 0,00
ITh ITh 3,61£1,60 3,1542,21 0,87

Tablo-11: Kortikal dokulann akim sitometrik analiz sonuglarimn istatistiksel analizi

Grup Grup Grup IT %G2 Grup III %G2 P Degeri
Ort+SD Ort+SD

ila MIa 1,07£2,04 . 1,02:+0,80 0,44
1Ib IIb 1,85+0,81 1,65+0,38 0,87
Ile IMlc 0,430,56 3,1042,03 0,03
Id IId 2,11+4,12 3,2542,51 0,10
ile fle 5,0042,62 1,1740,87 0,00 -
IIf mif 2,35+1,90 1,07+0,70 0,05
Iig Mg 2,73+1,69 0,45+0,34 0,00
Ih 0,7740,84 2,97+0,61 0,00

I1Th

Tablo-12: Periosteal dokularin akim sitometrik analiz sonuclarinin istatistiksel analizi

Grup Grup Grup II %G2 Grup III %G2 P Degeri
Ort+SD Ort+SD

Ila ITa 1,88+1,22 0,80+0,32 0,06
Ib IIb 1,21+0,63 1,57+0,26 0,08
Ilc e 9,1842 43 5,1240,53 0,00
1d i1d 2,10+0,38 0,97+0,81 0,01
Ile Ilfe 3,96x1,85 2,07+0,51 0,02
If It 2,07+1,03 1,82+1,17 0,87
g Ilig 1,6320,49 1,62+0,47 1,00
Ith MIh 1,16+1,47 1,92+0,88 0,10
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Tablo-13: Eksternal yumugak dokularin akim sitometrik analiz sonuclarmin istatistiksel

analizi
Grup Grup Grup IT %G2 Grup III %G2 P Degeri
Ort+SD Ort+SD
Ifa Ifla 0,42+0,54 1,23+1,70 0,57
ITb Iilb 0,92+1,52 1,12+1,01 0,57
Ilc Ic 3,7241,12 3,77+1,04 0,87
Iid Id 0,78+1,05 2,37+1,29 0,02
Ile Iile 0,25£0,30 1,80£0,93 0,00
If 15§ 0,08+0,18 1,40+0,91 0,00
Ilg Iilg 0,8610,52 0,30+0,44 0,05
1Ih IITh 1,0620,66 0,15%0,16 0,00

BiYOKIMYASAL BULGULAR

Grup I, grup II ve grup III’{in kalsiyum (Ca), fosfor (P), alkalen fosfataz (AP), nitrit
(NO,), nitrat (NOs) ve nitrit+nitrat (NO,+NOs) degerleri bulunarak ortalamalar, standart

sapmalar1 hesaplanip, istatistiksel degerlendirmesi Tablo-14,15 vel6’da gésterilmistir.

Tablo-14: Tim gruplarn biyokimyasal sonuglan

Ca P AP NO, NO, NO,.NO,
Grup Sayi  Ort+SD Ort+SD Ort+SD Or=SD Ort+SD Ort+SD
I 8  9,76+0,23 5,3740,23 184,87+5,61  2,87+0,08  17,4543,08 20,32+0,00
Ha 8  9,92+0,30 6,7740,21 254,0046,34  9,27+1,04  23,8744.09 33,14£0,00
b 8 7974016 12,72£0,23  155,87+4,42  2,024091  54,40£0,98 56,42+0,00
Ilc 8 . 9,58+0,14 4,4110,24 173,87+491  837+1,54  10,66+227 19,03+0,00
IId 8  9.41%0,18 5,560,34 449,5046,76  2,0244,14  48,0546,60 50,07+0,00
e 8  11,16£0,15  5,15#027 395,87£7,27  897+1,81  70,03:1,58 78,99+0,00
If 8  990+0,18 5,5140,29 76,12+4,38 6,25+3,46  12,0842,28 18,33+0,00
g 8 8864025 6,7210,23 286,50+4,59  4,4420,96  51,98+1,00 56,42+0,00
Ih 8 9284021 6,98+0,30 379254549  837+1,03  26,1842,99 34,55+0,00
Mla 8  920+0,18 4,01+0,26 258,25+4,16  10,48+1,88 41,0140,75 51,49+0,00
b 8  880+021 6,28+0,18 414,874397  21,0741,25  60,05+1,78 §1,1240,00
e 8  9,11:024 4,15+0,28 671,124£5,54  23,1841,00 31,132220 54,31£0,00
Mmd 8 7334022 4,3140,30 368,50£5,68  7,76+1,60  3596+321 43,72+0,00
e 8 6,650,226 3,48+0,22 405,25+4,65 5654124  34,55+422  40,20+0,00
IMf 8 11,16£0,19  4,13%0,22 131,1244,32  92741,05  35,16+1,36 44,43+0,00
Mg 8 1091£020  3,48+0,22 252,1244,22  4,44+109  16,0044,03 20,44+0,00
Iih 8  11,50+020  4,41+0,30 298,87+4,06  20,46+1.03  14.80+2,12 3526000
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Tablo-15: Tiim gruplann biyokimyasal sonuglarirun istatistiksel degerlendirilmesi

Grupl Grup Ca P Degeri P P Degeri AP P Degeri

Ort£SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Ca=9,76+0,23 ITa 9,92:+0,30 0,27 6,77+0,21 0,00 254,0016,34 0,00
P=5,3740,23 iIb 7,97+0,16 0,00 12,7240,23 0,00 155,87+4,42 6,00

AP=184,87+561 Il 9,5840,14 0,13 4414024 0,00  173,87+4,91 0,00
IId 9,4140,18 0,00  556+034 023  449,50+6,76 0,00
e  11,i6£0,15 0,00 515027 0,10  39587+727 0,00
IIf 9,9020,18 027 551029 032 76,12+438 0,00
Tg 8,86£0,25 0,00  6,72:0,23 0,00  286,50+4,59 0,00
ITh 9284021 0,00  6,98+0,30 0,00 37925549 0,00
Ma  9,20:0,18 0,00 4014026 0,00  25825+4.16 0,00
b 8,80+0,21 0,00  628+0,18 0,00  41487+397 0,00
e  9,114024 0,00  4,15+028 0,00  671,124554 0,00
md 7333022 0,00 4314030 0,00  368,50£568 0,00
Hle  6,65:026 . 0,72 °  348+022 0,00 405254465 0,00
UIf  11,16£0,19 0,00 4133022 0,00  131,12#432 0,00
Ilg  10,91020 0,00  348:022 . 0,00 252,12+422 0,00
Oh  11,504020 0,00  44i%030 0,00  298.87+4,06 0,00

Tablo-16: Tiim gruplarin biyokimyasal sonuglarimn istatistiksel degerlendirilmesi

Grupl Grup " NO, P Degeri NO; P Degeri
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
NQ;=2,87+0,08 Ila 9,27+1,04 0,00 -23,87+4,09 0,00
NO;=17,45+3,08 Ib 2,02+0,91 0,00 54,40+0,98 0,00
‘ Ilc 8,37+1 54 0,00 10,66+2,27 0,00
1id 2,02+4,14 0,00 48,05+6,60 6,00
Ile 8,97+1,81 0,00 70,03+1,58 0,00
1If 6,25+3,46 0,00 12,08+2,28 0,00
Iig 4,44+0,96 0,00 51,98+1,00 . 0,00
Iih 8,37+1,03 0,00 26,18£2,99 0,00
Ilia 10,48+1,88 0,00 41,0120,75 0,00
IlTb 21,07+1,25 0,00 60,05+1,78 0,00
Illc 23,18+1,00 0,00 31,1342,20 0,00
I11d 7.76+1,60 0,00 35,96+3,21 0,00
Mle 5,65+1,24 0,00 34,55+4,22 0,00
It 9.27+1,05 0,00 35,16+1,36 0,00
Ilig 4,44+1,09 0,00 16,00+4,03 0,00
IITh 20,46+1,03 0,00 14,8042,12 0,00

Grup II ve Grup IiI'iin Ca, P, AP degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesi

sirasiyla Tablo-17,18 ve 19°da gosteriimistir.



Tablo-17: Ca degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesi
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Grup Grup Grupll Ca Gruplll Ca P Degeri
Ort+SD Ori+SD
Ila Illa 9,9240,30 9,20+0,18 0,00
b b 7,97+0,16 8,8010,21 0,00
Ilc Illc 9,58:+0,14 9,11+0,24 * 0,00
Itd II1d 9,41+0,18 7,3340,22 0,00
Ile Ille 11,16+0,15 6,65+0,26 0,00
IIf If 9,90+0,18 11,16+0,19 0,00
g illg 8,86+0,25 10,91+0,20 0,00
1Th IfTh 9,28:+0,21 11,50+0,20 0,00
Tablo-18: P degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesi
Grup Grup Grupll P Gruplll P P Degeri
Ort+SD Ort+SD
la Mla 6,77+0,21 4,01+0,26 0,00
b ITb 12,7240,23 6,2810,18 0,00
Ic illc 4,41+0,24 4,15+0,28 0,08
IId I11d 5,5610,34 4,3130,30 0,00
1le Ile 5,1520,27 3,480,22 0,00
IIf mrf 5,5140,29 4,13+0,22 0,00
- lig g - 6,7240,23 3,48+0,22 0,00
ITh Iith 6,98+0,30 4,4140,30 0,00
Tablo-19: AP degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesi
Grup Grup Grupll AP GrupIll AP P Degeri
Ort+SD Ort+SD
Ila Illa 254,0046,34 258,2544,16 0,19
1b b 155,87+4,42 414,87+3,97 0,00
lic Ilc 173,87+4,91 671,1245,54 0,00
I1d id 449,5046,76 368,50+5,68 0,00
e Ille 395,87+7,27 405,25+4,65 0,01
If IIf 76,12+4.38 131,12+4,32 -0,00
Iig Illg 286,50+4,59 252,12+4,22 0,00
Iih IIh. 379,25+5,49 298,87+4,06 0,00

Grup I ve Grup IIl’tin NO; , NO; ve NO, +NO, degerlerinin istatistiksel

degerlendirilmesi sirasiyla Tablo-20,21 ve 22°de gosterilmistir.



Tablo-20: NO, degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesi
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Grup Grup Grupll NO, Gruplli NO, P Degeri
Ort+SD Ort+SD
1la Ula 9,27+1,04 10,48+1,88 0,00
ITb b 2,020,91 21,07+1,.25 0,00
Ic IlIc 8,37+1,54 23,18%1,00 0,00
1Id 1IId 2,0244,14 7,76+1,60 0,00
Ile IHie 8,97+1,81 5,65+1,24 0,00
Iif IIf 6,25+3,46 9,27+1,05 0,00
Tig g 4,44+0,96 4,4421,09 1,00
IIh ITlh 8,37£1,03 20,4641,03 0,00
Tablo-21: NOs degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesi
Grup Grup GrupIl NO; Grupill NO, P Degeri
Ort+SD Ort+SD
Ifa Iila 23,87+4,00 41,010,75 0,00
b IIIb 54,40£0,98 60,05+1,78 0,60
Ic IIc 10,6632,27 31,13+2,20 0,00
11d IId 48,05+6,60 35,9643,21 0,00
Ile 1lfe 70,03+1,58 34,55+4,22 0,00
IIf IHf 12,08+2,28 35,16+1,36 0,00
Iig Mig 51,98+1,00 16,00+4,03 0,00
Iih Ilth 26,1842,99 14,80£2,12 0,00
Tablo-22: NO, +NO 3 degerlerinin istatistikse! degerlendirilmesi
Grup Grup Grupll NO; +NO; Gruplll NO,+NO, P Degeri
Ort+SD Ort+SD
Ila Mlla 33,14 + 0,00 51,49 £ 0,00 0,00
Ib OIb 56,42 + 0,00 81,12 + 0,00 0,00
Ilc Ilc 19,03 £ 0,00 54,31 + 0,00 0,00
Id ild 50,07 £ 0,00 43,72 0,00 0,00
Ile Ilfe 78,99 + 0,00 40,20 + 0,00 0,00
IIf IHf 18,33 + 0,00 44,43 + 0,00 0,00
IIg Mg 56,42 £ 0,00 20,44 + 0,00 0,00
ITh Illh 34,55 + 0,00 0,00

35,26 £ 0,00
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MIKROSKOBIK BULGULAR

Grup I, grup II ve grup Il’tin Masson’s Trichrome (M-T) ile boyanan
preparatlardan elde edilen kink iyilesmesi ile ilgili 15k mikroskobu bulgular

mikrograflariyla birlikte, Resim -1 ile Resim -17 arasinda gosterilmigtir,

Resim-1: Grup I’de histokimyasal reaksiyon ile kemik iligi (I), mavi renkte
boyanan kemik spikiilii (K.S) gorillmektedir (M-TX40),



31

Resim-2: Grup II’de kiriktan sonra 1. giinde kanama alam (K.A), kemik spikiilii
(K.8) ve ilik (I) gorillmektedir (M-TX40).

Resim-3: Grup III’de kiriktan sonra 1. glinde kanama alam (K.A), kemik spikiilii
(K.S) ve ilik (1) goriilmektedir (M-TX100).
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Resim-4: Grup II’de kinktan sonra 3. giinde kanama alam (K.A), kemik spikiilii
(K.S) ve fibrin (F) gorillmektedir (M-TX100),

Resim-5: Grup III’de kiriktan sonra 3. giinde kanama alam (K.A), kemik spikiilii
(X.8) ve ilik (1) goriilmektedir (M-TX100).
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Resim-6: Grup II’de kinktan sonra 5. giinde periost reaksiyonu alamnda (<)
kollagen olusumunun bagladigt (KOL) gdriilmektedir. Kemik spikﬁlti (K.S) ,Cizgili Kas
(C.K) (M-TX100).

Resim-7: Grup III’de kirtktan sonra 5. giinde kemik spikiilii (K.S), ilik (D) ve gizgili
kas dokusunun (C K) iligkisi goriilmektedir. Periost reaksiyonu yoktur (M-TX40).
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Resim-8: Grupll'de kirtktan sonra 7. ‘gﬁnde periost (P) reaksiyon alaninda
kemiklesmeye zemin teskil eden kollagen birikimi (KOL) mavi renkte goriilmektedir (M-
TX100) _

Resim-9: Gruplll’de kiriktan sonra 7. glinde periost (P) reaksiyon alaninda
kemiklesme olmadig goriilmektedir (M-TX100).
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Resim-10: Grup II’de kiriktan sonra 10. giinde birbirleriyle birlesen kollagen ana
- catist (KOL) mavi renkte dikkat gekmektedir (M-TX100).

L - e i Ty . 1

Resim-11: Grup III’de kiriktan sonra 10. giinde kemik spikiilii (K.S) ile devam
eden periost (P) reaksiyonu alaminda yalmzca bag dokusu (B) elemanlar: goriilmektedir
(M-TX100).
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Resim-12 Grup II'de larktan sonra 14. giinde kémiklesme -alanmda kollagen
birikimi (KOL) mavi renkte genis alanlar isgal etmektedir (M-TX100).

Resim-13: Grup III'de kiriktan sonra 14. giinde kemik spikiilii (K.S) ile devam
eden bag dokusu (B) elemanlarindan olusan periost (P) reaksiyonu gérilmekte,
kemiklesme goriilmemektedir (M-TX100).
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Resim-14: Grup II'de kiriktan sonra 21. glinde mavi renkli kemik spikiillerine
(K.S) zemin olusturan kollagen doku (KOL) goriitmektedir (M-TX100).

Resim-15: Grup III'de kirnktan sonra 21. giinde kemik spikiilii (K.S) ile devam
eden periost (P) reaksiyonunda bag dokusu (B) ve kikirdak (K) metaplazi alani
goritlmekte, kemik dokusu goriilmemektedir (M-TX200).
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Resim-16: Grup IP'de kiriktan sonra 28. giinde birbirleriyle agizlasan kemik
spikiillerinde (K.S) mavi renkli kollagen doku (KOL) ve iizerinde mor renkli (Ok)
kalsifikasyon alanlar gériillmektedir (M-TX100).

Resim-17: Grup II'de kurrktan sonra 28. giinde kemik spikiilii (K.S), periost (P)

reaksiyonu goriilmekte, reaksiyon alamnda belirgin kikirdak (K) olusumu dikkat
¢ekmektedir (M-TX40).



TARTISMA

Bir kingin tamiri, faklilasmams osteokondral progenitér hitcrelerin  olgun
osteoblastlara ve kondrositlere déniisiimiine ihtiyag duyan kemik dokunun sentezini
gerektirir. Klinik olarak basarili bir kirtk tamiri, kemigin hasarli uglan arasmdaki boslugu
dolduran ve kemige uygulanan yike dayanmak igin gerekli kuvvete sahip, yeni kemik
matriksinin olusumuna ihtiyac; duyar. Bu siire¢, zedelenmenin lokal ve sistemik etkilerine
cevap veren osteokondral progenitdr  hiicrelerin  mobilizasyon, replikasyon  ve

farklilagmasim gerektirir (26).

Tamir siireci igin, hticresel cevabin dnemi iyi bir sekilde gosterilmistir. Fakat
progenitdr hiicrelerin kaynaklar: hala tartismalidir. 1800°lerin ortasinda Dupuytren(45),
- kirik kallusunun, periosttan ve kemik iliginden koken aldigini ileri stirmiistiir. Her ne kadar
osteokondral progenitor hiicreler (OPH)’in kemik ile iliskili oldugu tahmin ediimekteyse .
de; kemik, progenitdr hiicrelerin simrli bir kaynag: olabilir. OPH’lerin kemik dis1
dokularda da bulundugunu destekleyen deliller mevcuttur, Bir yumugak doku travmasi
sonrasinda, quadriceps femoris adalesi gibi bdlgelerde heterotopik ossifikasyonun
olusumu, muskuler dokuda da progenitor hiicrelerin varhgim destekler. Bazt yazarlar,
perivaskiiler mezenkimal hiicrelerin ve hatta dolasgimdaki mezenkimal hiicrelerin, kirik
tamiri igin onemli oldugu teorisini ileri strmUglerdir. Giinlimiizde, kink kallusunda
osteoblastlara veya kondrositlere farklilagmak igin tahsis edilen progenitr hiicrelerin
kaynag1, tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, periosteal hiicreler ve ilik hiicreleri

tamir stirecine katkida bulunmaktadir.

Kirik iyilesmesinde matiir kemigin yeniden olusmas: igin osteoblastlarin, kdken
aldiklar1 mezenkimal dokudan proliferasyonu ve farklilasmas: gerekir. Bu da ancak mitoz
varliginda gergeklesir. Bir hiicre siklusunda mitozu Go/M fazi gosterir. Akim sitometri
teknifinde DNA analizi yapilarak Go/G1,G2,M ve S fazlan tayin edilebilir. Go/M fazi,
DNA miktarmm iki katina ¢ikip mitozun gereeklestigi fazdir. Akim Sitometri, dakikada
10.000-1.000.000 hiicreyi birgok ozellik agisindan tarayarak, verileri analiz eden bir

sistemdir. Ancak, hiicre Gmeklerinin hazirlanmas: en Onemli agamalardan birisidir.
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Hiicrelerin tek tek dagilabildikleri bir stispansiyon halinde olmalan sarttir. Kullamilacak
omek, taze veya parafinde bloklanmig dokular olabilir, Taze dokularmn akim sitometrik
analizde avantaji, digik CV (Coefficent of variation) degeri olan caligmalar elde
edilmesidir. Akim sitometrik analiz yaptlacak hiicre sUspansiyonlarinda yeterli oranda
. hiicre bulunmasi gereklidir. By tip caligmalarda, 10.000-30.000 hiicre aras; yeterli
bulunmaktadir. Akim sitometrik analizlerde, CV degerlerinin %10%u agmast ¢alismanin
glivenilirligini bozan bir gostergedir(43,44). Calismamizda, taze dokular kullanilmistir; her
ornekten en az 10.000 hiicre sayimigtir ve CV degerletimiz, %10 degerinin altindadir
(4,46-8,93) .

Uzun siireden beri, kink lyilesmesi ile ilgili deneysel calismalarda poptiler model
olarak ratlar k_ullamlmaktadlr. Rat’m, femur, radius, ulna ve tibias: kik modeli olarak
kullamlabilir. Kaﬁah kuriklarin tedavisinde fiksasyon olmadan immobilizasyonla da tedavi
rapor edilmistir. Birgok biyolojik, mekanik, biyomekanik ve molekiiler biyolojik
¢aligmalar bu modellerde yapilmistir. Ciinkii rat, fareden daha biiyiik bir modeldir.
Mekanik testler ‘kolaydir, Hayvan bagina daha ok spesmen  almabilir. Biyiik grup
¢alismalar: igin iyi sonug alinabilen ve ucuz elde edilebilen hayvanlard1r(46). Bu amagla
calismamizda Spragué-Dawley cinsi ratlar kullantlmustr.

Hazirlanan histopatolojik spesmenlerin boyanmasinda, bag dokusu . elemanlarm;
daha iyi géstermesinden dolayi, klasik Hematoxylin-Eosin (FLE) boyas: yerine Masson’s
Trichrome (M.T) boyama yontemi  kullamlmigtir, H.E.’de, kas ve kollagen benzer
boyandigindan dolay: ayirimlart zor olmaktadrr (47).

Bircok arastznnaél, serbest bir radikal olan NO’in, kemik metabolizmasinda
dengeleyici bir molekii] olarak rol oynadig1 ve kemik metabolizmasimin otokrin-parakrin
diizenleyicisi olarak hareket ettigi goriistindedir (3-6).

Molekiiler ve hiicresel mekanizmalar tam olarak aciga kavusmamasima ragmen,
ortak noktalar ve mekanizmalar iceren yara ve kink lyilesmesinde, NO’in erken
enflamatuar dénemde rol Oynadig: saptanmustir (48). Yara iyilesmesinde de, PNL’ler
yarada arginin metabolizmasin baslatirlar. L-Arginin’ den NOS aracihigiyla iiretilen NO,
enflamatuar fazin (ilk t¢ giin) baz olaylarina mediatsrlik yapar. Kirik iyilesmesinde,
yaralanmadan hemen sonra baglayan enflamasyon agamasinda, trombositlerden, 6l ve

hasarl: hiicrelerden salinan mediatorler, vazodilatasyona ve plazma eksudasyonuna neden
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olur. Bu sekilde, kirnk bé‘)lgesinde'akut 6dem olusur. Bolgeye ilk gé¢ eden enflamatuar
hiicrelerden olan PNL’leri, makrofaj ve lenfositler takip eder. Bu hiicreler, ayrica damar
olusumunu da uyaran sitokinleri salgilar. Birgok kemik hiicresinde, sitokin
stimﬁlasyonuna cevap olarak i.NOS ftiretimi uyarlabilir (16,17). Degisik hiicre tipleri,
sitokin stimiilasyonundan sonra NO {iretimi i¢in deisik yetenektedir (15). Fizyolojik
diizeyde NO’in, damar tonusunu diizenledigi, mikrovaskiller sistemi yaralanmaya karsi
korudugu diigiiniilmekte ve endojen NOS aktivitesinin invivo damar olusumu icin kritik
oldugu ileri siiriilmektedir (48). Bir baska ¢ahsmada ise, kirik bélgesinde NO kaynakli bir
damarsal cevabin oldugu, bunun erken iyiiesme doneminde en iist diizeye giktif1 ve bu
etkinin damarlar iginde NO iiretilmesine bagl lokal bir etki oldugu sonucuna vanlmigtic
(49). Yiksek NO  konsantrasyonu, kemik rezorpsiyonunu inhibe ederken, diisiik

konsantrasyonu ise osteoklast fonksiyonu i¢in gereklidir (16).

Kemik olusumu ve osteoblast fonksiyonunda, NO’in etkileri, kemik
rezorpsiyonundaki kadar agik degildir. Her ne kadar osteoblast proliferasyonu veya genel
olarak osteoblastta NO’in direkt etkisi gosterilmese de, bircok otdr, osteoblast
proliferasyonu ve metabolizmasinda NO’in rolii oldugu gérisiindedir (3). NO’in basal
liretiminin, osteoblast geligiminde ve sitokin {iretiminde otokrin stimiilator etki gésterdigi
bilinmektedir (25). Ancak, yiiksek miktardaki NO konsantfasyonu, osteoblast geligimi ve
farklilasmasinda potent inhibitor etkiye sahiptir (22). Literatiirde, NO metabolitleri olan
NO; ve NO3"1n ratlardaki degerleriyle ilgili bir calismaya rastlamadik. Bu yiizden éncelikli
olarak deneyde kullandigimiz ratlarin bazal NO, ve NO; degerleri tespit edildi (Tablo-14).
Kirik olugturulan, ancak L-Arginin verilmeyen Grup II’nin NO,+NO; degerleri, Grup I ile
karsilagtinldiginda; 1,3,7,10,21 ve 28. giinlerde istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit
edildi. Yani kirik iyilegmesinin fizyolojik siirecinde, bazal NO miktari, 3. ve 10. giinde pik
yapmak iizere artiyordu. Grup III’de ise, Grup I ile karsilastinldiginda 1,3,5,7,10,14 ve 28.
ginlerde istatistiksel olarak anlamhi bir artis tespit edildi. 1. giinden itibaren belirgin
sekilde artan NO, 3. giinde pik yaptiktan sonra azalarak 21. giinde bazal seviyesine indi.
Grup II ile Grup III , karsilastirildiginda ise 1,3 ve 5. giinlerde Grup III lehine olan NO
seviyesi, 7,10 ve 21. giinlerde Grup II lehine istatistiksel olarak anlamii tespit ediidi. 28.
giinde ise iki grup arasinda istatistiksel bir fark tespit edilemedi(Tablo-16,20,21,22) NO’in,
kirik iyilesmesinin erken d6nemlerinde artmaya baslamasi ve ilk 3giinde pik seviyelere

ulagmas literatiirdeki meveut bilgilerle uyumlu bulundu.
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Lindholm ve arkadaslar1 (50); kemik iligi hiicre aspiratlar ile demineralize kemik
matriksinin bir kombinasyonunun, otojendz kemik veya komponentlerden yalmzca biri ile
elde edilenden daha hizl1 ve stabil bir fiizyon sagladigini bulmugtur. Curylo ve arkadaslari
(51); tavsanda posterolateral spinal fiizyon modelinde, kemik iliginin otojenéz kemik
greftine ilave edildiginde sekillenen yeni kemifin kantitesinin daha iyi oldufunu
gostermislerdir. Grundel ve arkadaglan (52) ise; ilik aspirat1 ve bifazik kalsiyum fosfat
seramigi kombinasyonunun, tavsan ulnasinda gap bulunan olgularda bile etkili kaynama
sagladigini  gostermiglerdir. Bu ¢aligmalarin olumlu sonuglarim, ilik aspiratlarindaki
osteoprogenitor hiicrelerin varligina baglamslardir. Takagi ve Urist (53); sicanlarda genis
femoral gaplt defektleri tedavi igin, kemik -morfogenetik proteini ve kemik iligi aspirati
kullanmis ve yiiksek kaynama oranlan1 bildirmiglerdir. Paley ve arkadaglar1 (54); hayvan
modellerinde kemik defektlerinin perkiitansz kemik iligi greftlemesi ile yararh etkilerini
gostermislerdir. Herhangi bir biiyiime faktorli veya tasiyict olmaksizin bir ortotopik
bolgede basarihi kaynamamn saglanabilecegini de gostermislerdir. Werntz ve arkadaglan
(55); deneysel bir sigan femoral saft defekti modeline, kemik iliginin ilavesi ile kemigin
basarili bir gekilde kaynadifim fakat, tekrarlayan doﬁdurup-eﬁtmelerle hﬁcreleri Iizise_
ugramis &l iligin injeksiyonuyla, belirgin kemik tamiri etkisinin olmadifim

gostermiglerdir.

Connolly ve arkadaglart (56); tibial non-union tedavisinde, kirk bolgesine
perkutanéz olarak otolog kemik iligi injekte ederek ve algida immobilize hastalarn
%80’inde ve intrameduller fiksasyonlu hastalarin %100’iinde kaynamay: tespit etmiglerdir.
Kemik iligi injeksiyonunun, tibial non-union tedavisinde otolog kemik greftlemesi kadar
etkili oldugu sonucuna varmiglardir. Caligmanuzda, meduller dokularin akim sitometrik
analizlerinde; Grup I’de, %G, 4,05+0,87 olarak tespit edildi.Grup II'de, 3. giinde
(6,73+0,83), 5. giinde (18,72+2,58), 10.giinde (8,16%1,50) ve'21.gﬁnder (4,8042,05) -
istatistiksel olarak anlamh bir sekilde, Grup II lehine mitotik aktivitede bir artig vardi.Bu
mitotik artig, erken kirik iyilesmesi doneminde bagslayip, 5.glinde pik seviyesine ulastiktan
sonra, 21.giinde normal degerine dondii.Grup II'de ise, sadece 5.giinde (10,92+1,57)
istatistiksel olarak anlamli bir artis vardi. Hatta 10.glinde (2,70£1,54) ve 2l.giinde
(3,15+2,21) istatistiksel anlamlilik Grup I’in, yani kontrol grubunun lehine idi. Grup II iie
Grup Il kargilagtinldiginda ise, 3,5,10 ve 2l.gihﬂefde gruplar arast farklilik, istatistiksel
anlamlilik diizeyinde Grup II’nin lehine bulundu(Tablo-6,10).Bu bilgiler dogrultusunda,
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literatiirle uyumiu olarak, kemik iligi - hicrelerindeki bu  mitoz oranlarindaki yiiksek
degerler, kirik iyilesmesinin erken dSneminde, kemik iliginin en aktif doku oldugunu
desteklemektedir.Grup III’tin mitoz degerlerindeki inhibisyon, muhtemelen lokal NO

konsantrasyonundaki yiiksek degerlerin bir sonucudur.

Owen ve Friedenstein (57); izole edilmis periosteal kﬁkenli hiicrelerin, invivo

reimplantasyonunda osteojenik ve kondrojenik potansiyel tagidiklarm; gostermiglerdir.

Alpar (58); otoradyografik ¢aligmasinda, periostta 1. giinde baglayan, 3. giinde pik
yapan, 5. giinde periost reaksiyonunun pikiyle devam eden, trityumlu timidinle
isaretlenmis osteoprogenitér hiicrelerin proliferasyonunu tespit etmis ve bunun 16. giine
kadar azalarak devam ettigini rapor etmistir.‘Cahsmmmzda, periosteal dokularin akim
sttometrik analizlerinde; Grup I’de, %G, 2,62+1,42 olarak tespit edildi. Grup II’de, 5.
giinde (9,1842,43) Grup II lehine mitotik aktivite artigr vardl. Grup III'de de 5. giinde
(5,1240,53) Grup III_lehine anlamh bir mitoz tespit edildi. Grup III'de, 1,7 ve 28.
glinlerdeki istatistiksel anlamliik Grup I lehine idi.Yani kontrol grubunda, bu giinlerde
daha fazla mitotik aktivite vard:. Grup I ile Grup IIT , karsﬂastmldlgmda ise 5,7 ve 10.
giinlerde Grup I lehine anlamh istatistiksel art1$'vard1. Kirik olusturulduktan sonra erken
iyilesme déneminde periostta belirgin bir mitotik aktivite artist yoktu. Grup II'de, 5,7 ve
10.giinlerde Grup II’e gore istatistiksel olarak anlamli mitotik aktivite artig1 tespit
edilmesine ragmen, bu oranlar Grup I ile karsilagtinldiginda sadece 5. glindeki mitoz artig
a.nIamhyd1(Tab10-8,12). Mitozdaki bu artss, histolojik preparatlarda da belirgindi. Kirk
iyilesmesinin erken dé_inemlérinde, Alpar’in ¢alismasinda tespit ettigi kadar periosteal bir
mitotik aktivite ¢alismamizda tespit edilemedi.Ancak, 5.gtindeki periosteal reaksiyondaki
pik, calismamizda, hera akim sitometrik hem de histopatolojik olarak ayni ¢izgideydi.

Alpar(58); 4. giine kadar kﬁrtekéte trityumlu timidinle isaretlenmis higbir hiicre
tepit edilemedigini, 4. gﬂnden sonra korteksin yﬁieyel kisminda isaretlenmis osteoblastlar
gbzlendigini ve bunun 20, gline kadar devam ettigini, korteksin diger kisimlarinda ise hi¢
aktivite goriilmedigini rapor etmistir. Calismarmizda, kortikal dokularin akim sitometrik
analizlerinde, Grup I’de, %G, oram 1,2241,31 olarak tespit edildi. Grup I ile Grup II
karsilagtirildiginda, Grup II'de sadece 10. ginde (5,00+2,62) istatistiksel olarak anlamli
sayilabilecek bir artig tespit edildi. Diger gtinlerde anlamli bir fark yoktu. Grup I ile Grup
I karsilagtinldiginda ise, 5. glinde (3,10+2,03) ve 28. glinde (2,97+0,61) istatistiksel
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olarak anlaml: bir artig vardi. Grup II ile Grup III kargilastiriidifinda 5. ve 28. giinlerde
Grup III lehine, 10. ve 21. glinlerde Grup II lehine istatistiksel anlamlilik vardi(Tablo-
7,11). Kortikal dokularda, kuik iyilesmesinin erken dbnemlerinde Alpar’in calismasina

paralelhk gosterecek sekilde, bir mitotik aktivite tespit edemedik.

Alpar(58) ; eksternal yumusak dokularda ok az hiicrede otoradyografik tanecik
tespit etmis ve bunlarn osteoblasta farklilasmadigim rapor etmistir. Urist (59);
endomisyum hiicrelerinin, osteoblasta farkhilasmasi sonucu kinklarm iyilestigini ifade
etmigtir. Calismarmizda, yumusak dokularm akim sitometrik analizlerjnde, Grup I’de, %G,
orami 2,62+1,42 olarak tespit edildi. Grup II’de, 5.glinde (3,72+1,12) Grup II lehine
anlamh bir artig vardi. Bu oran, 7,10 ve 14. glinlerde Grup I lehine anlamli bir sekilde
azalma gosterdi. Grup III’de ise, yine 5. giinde (3,77%1 ,04) anlamli bir artis varken, 21 ve
28. glinlerde bu oran Grup I lehine azalma gosterdi. Grup II ile Grup I ,
kargilagtinldiginda ise, 7,10 ve 14.giinlerde Grup III lehine bir mitotik aktivite artig1
varken, 21 ve 28. gunlerde bu oran Grup II lehine oldu(Tablo-9,13). Yumusak dokularm
akim sitometrik incelemesinde, kink iyilesmesinin erken dénemlerinde, bir mitotik aktivite

artig1 tespit edilemezken, ge¢ dénemlerinde de belirgin bir mitoza rastlamadik.

Grup II ve Grup III"iin yapilan histopatolojik ¢alismalarinda, Grup II’de, klasik _
lyilesme siireci aynen tespit edilirken; Grup III'de, 28.giinde bile kemiklesmeye
rastlanmadi.Her iki grupta da, kirktan sonraki 1.gtinde, 15tk mikroskopik bulgu olarak
kanama'l alam diginda bir goriintii yoktu. Grup II'de, 3.giinde fibrin olusumunun
goriinmesine ragmen,Grup I’de bu bulguya rastlanmadi. Grup IIde, 5.giinde genis bir
periost reaksiyonu tespit edildi. Bu periost reaksiyonu alaninda kollagen olusumu
baglamisti. Grup III'de ise, 5.giinde periost reaksiyonu hentiz yoktu. Grup II’de, 7.giinde
periost reaksiyonu alaninda, kemiklesmeye zemin tegkil eden kollagen birikimi tespit
edilirken, Grup IIl’de ise sadece minimal bir periost alam vardi. Grup II'de, 10.giinde
birbirleriyle birlesen kollagen ana catisi mevcutken, Grup III’de ise periost reaksiyon
alamnda yalmzca bagdokusu elemanlan gdriilmekteydi. Grup II’de, 14. glinde kemiklesme
alaninda kollagen birikimi genis alanlar isgal etmekteydi. Grup II’de, periost reaksiyon
alamnda, hald bagdokusu elemanlan vard: ve kemiklesme yoktu.Grup II’de, 21.giinde
kemik spikiillerine zemin olugturan kollagen doku goriilirken, Grup IIl’de ise periost
reaksiyon alaninda, bagdokusu-kikirdak metaplazi alanlari vardi. Kemik dokusu halen

yoktu. Grup II’de, 28.giinde birbirleriyle agizlasan kemik spikiillerinde, mavi renkli
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kollagen doku ve iizerinde mor renkli kalsifikasyon alanlari goriilmekteydi.Grup I1I’de,
28.giinde belirgin kikirdak olusumunun olmasina ragmen, kemiklesmeyle ilgili bir bulgu
yoktu.Grup I1I’iin, spesmen alinmadan once yapilan muayenelerinde, 28.glinde bile kink

alaninda anormal hareket mevcuttu,

Kirik tamirinde osteokondral progenitSr hiicrelerin 6nemi asikardir. Bu hticrelerin
osteoblé.stlara ve kondrositlere farkblagmasi, kink kallusunda kemigin ve ka.rtilaj
matriksin  olugumunun ilk adimdir. Bu progenitér hiicrelerin farklhilasmasinin
uyarimasinda, bircok sitokin aktif g6riinmektedir. Normal kirik iyilesmesinde, spesifik
etkiler ve etkilesimler heniiz aydiniatilamamustir, CGalismamizda, kirik tyilesmesinin erken
dt‘)nei'nlerinde,' kemik iliginin en aktif doku oldugu, periostun ise 5.giinden sonra iyilesme
stirecine katkida bulundugu, akim sitometrik olarak ortaya kondu. Ayrica, kik
iyilesmesihin erken dénemlérinde, N.O’in gok onemli bir rolii oldugu ve doza bagimh
bifazik etkisinin oldugu gériildii. Baldik ve arkadaslarimin (48) savunduklar gibi NO’in
iyilesmeyi ve yeni kemik olusumunu olumlu yénde etkiledigini soylemek galigmamiza
gore her zaman igin gecerli olmamaktadr. NO, fizyolojik dozlarimn iizerine cikildiginda
kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkilemistir.Cahsmamizda, Grup III’de, 28.giinde bile
hem karik bélgesindeki anormal hareket, hem de histopatolojik preparatlardaki bulgular bu
goriisii dogﬁﬂmnaktadlr. '

Kinklar, gecikmis kaynamalar, kaynamamalar, iskelet deformiteleri ve metabolik
kemik hastahklarinin tedavilerine gk tutmak amaciyla, kemik metabolizmasindaki
spesifik etkiler ve etkilesimlerin aydinlatilabilmesi igin, biyomolekiiler diizeyde daha

birgok ¢aligmaya ihtiya¢ oldugunu dﬁsﬁnmékteyiz.



SONUCLAR

Normal kmk iyilesmesinde, spesifik etkiler ve etkilesimler heniiz

aydinlatilamamistir. Caligmamzda :
1-Kirik iyilesmesinin erken dénemierinde, en aktif dokunun kemik iligi oldugu,

2-Kemik iliginde, kik olmadan bile mitotik aktivitenin mevcut oldugu ve bu

aktivitenin kirik olustuktan hemen sonra hizla arttig1,
3-Periosteal dokudaki mitotik aktivite artisinun 5.giinde basladig,,

4-Kirik Iyllegmesmde kortikal ve eksternal yumusak dokuIarda anlamh bir mitotik

akt1v1tenm bulumnadlgl

5-Kemik mikrogevresindeki NO iretiminin, normal kemik fizyolojisi ve
fizyopatolojisinde nemli bir rol oynadig,

6-NO’in, kirik iyilesmesi iizerinde, belkide osteoblast proliferasyonunda, bifazik

etkisinin oldugu;Yani basal seviyede stimiilatdr etki gosterirken, yiiksek miktarlarda

osteoblast geligimi ve farklilasmasinda potent inhibitsr etkiye sahip oldugu,

7-Akim sitometrik galigmalann, histopatolojik ¢alismalardan daha detayli ve daha

¢abuk sonug vermelerine kargilik, maliyetlerinin oldukga pahali oldugu tespit edilmistir.



OZET

Kirik iyilesmesinde NO’in etkileri, ratlanm tibialarinda deneysel kirnk modelj
olusturularak, biyokimyasal, akim sitometrik ve histopatolojik olarak ¢aligildi. Calismada,
ortalama agrliklar: 170gr. (150-200gr.) olan 8 haftalik 152 adet rat kullanildy. § rat kontrol
-grubu olarak ayrildyGrup I). Grup II ve Grup III, herbir alt grupta 9 rat olacak sekilde 8
gruba ayrildi.Grup II’deki ratlara anestezi altinda tibialarinda kink olusturuldu. Grup
II"deki ratlarm igme sularmna kirtk olusturulmadan iki hafta énce 2gr./dl. olacak sekilde
L-arginin  konuidu, Kirk olusturulduktan sonra da ayni miktarda L-arginin verilmeye
devam ediidi. Grup II ve Grup III’iin kiriktan sonraki 1,3,5,7,10,14,21 ve 28. glinlerde
akim  sitometrik, biyokimyasal ve patolojik incelemeleri yaplldi.Grup I’in de akim
sitometrik, biyokimyasal ve patolojik incelemeleri yapilarak, gruplararas: karsﬂasnrmalar
 yapild: .

Kirik iyilesmesinin erken dénemlerinde, akim sitometrik olarak, en aktif dokunun
kemik iligi oldugu, kemik iliginde, kirik 6lmadan bile mitotik aktivitenin meveuyt oldugu ve
bu aktivitenin kirik olugtuktan hemen sonra hizla artig tespit edildi. Periosteal dokudaki
mitotik- aktivite artiginin 5.giinde bagladigy, kink iyilesmesinde, kortikal ve eksternal
yemusak dokularda anlamli bir mitotik aktivitenin bulunmadigr gorisldi, Grup II’de,
kirtktan sonraki 28 giinde bile kiinik ve histopatolojik kaynama tespit edilemedsi.

Ayrica, kemik mikroc;.evresindeki NO iiretiminin, normal kemik fizyolojisi ve
fizyopatolojisinde Snemli bir rol oynadif1 ve NQ’in, kink lyilesmesi tizerinde, belkide
osteoblast proliferasyonunda, bifazik etkisinin oldugu; yani basal seviyede stimiilatér etki
gosterirken, yiiksek miktarlarda osteoblast gelisimi ve farklilagsmasinda potent inhibitor

etkiye sahip oldugu tespit edildi.




SUMMARY

The effects of NO on fracture healing were studied biochemically, flow
cytometrically and histopathologically on tibia of rats by forming experimental fracture
model. In this experimental study, 152 rats 8-week-old and weighing 150 to 200g.(average
170g.)were used. Eight rats were seperated for control group(Groupl). Group II and Group
III were divided into 8 subgroups and each subgroup contained 9 rats. Under anesthesia, .
fractures were formed on tibia of rats. In Group III, L-arginine (2g./dl.) was added to
drinking water of rats two weeks before the fracture was formed. After fracture formation
the same dose of L-arginine was added. In group II and I, flow cytometric, biochemical
and pathological studies were done on 1,3,5,7,10,14,21 and 28.th days after the fractures
were formed. Also in Group I, flow cytometric, biochemical dnd pathological studies were

done at the same days and all of the groups were compared.

In early period of fracture healing, the most active tissue was bone marrow and in
bone marrow mitotic activity was also present without fracture and increased activity was
determined immediately after the fracture. In periostal tissue increased mitotic activity was
started in 5.th days. In cortical and external soft ﬁssue, there were no significant mitotic
activity in fracture healing. In the Group III rats, no union was determined clinicaily and
histopatologically after 28.th days of fracture.

Also NO production in bone microenvironment plays an important roie in normal
bone physiology and physiopathology. We determined that NO has biphasic effect on
fracture healing, perhaps on osteoblast proliferation. So it has stimulatory effect in basal
levels, and potential inhibitory effect in increased levels on osteoblast growth and

differantiation.
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