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CiRi 

Artan teknolojik geli~meyle beraber, trafik i$ ve spor kazalan alman tedbirlere 

ragmen gun gevtikc,:e artmaktadlr. Bu kazalarda travmaya ugrayan ki~ilerde meydana gelen 

aralanmalann buyuk bir kl 1111 kendini ka -i kelet i tel11inde klflk $eklinde gosterir. 

Yarahnm fizik el Izdlrabl yanll1da osyo-ekonol11ik ve ozel ~artlar, ki~inin bir an once 

iyile~ip normal hayata dondurLill11e ini zorunlu ktimaktadLr. Bu nedenle kmk tedavisi 

ortopedik cerrahinin en fazla ugra~i1an konulanndan biridir (1) . 

Ortopedik cerrahide klflk iyile$l11e inin biyolojik yonu, sosyo-ekonomik ve 

ekolojik ~artlara gore daha cezbedicidir. Klflk iyile~mesinde temel olay hGcre 

proliferasyonu ve hucre farkhla~ma Idlr. Fakat kmk kallusunu meydana getiren hiicrelerin 

anatol11ik orijini e fafklJla~ma I konu unda literaturde halen tam fikir birligi yoktur. Kmk 

iyile~l11e inde gorev alan hucrelerin anatomik orijinini ve farkhla$l11a 101 saptamak iyin 1$lk 

l11ikroskobu, elektron mikroskobu, x 1~lnl difraksiyonu intigrafi, otoradyografi ve insitu 

hibridizasyon dGzeyinde bir yok yalJ$l11alar yapJlI11I~t lr. Bu yah~malarda hangi bolgede 

hangi hucrelerin aylca arttJgl ve l11itotik faaliyet gosterdigi tespit edill11esine ragmen 

kel11ik ana hucre inin anatomik orijini ve diferan iasyonu hakkmda ke in kanaate 

vanlal11aml~tlr (1 , 2, 3, 4, 5, 6, 9, 17, 19, 20). 

on yJllarda lazer I$mlannm tlpta kullalllimastyia yeni metotlann geli$tirilmesi 

sonucu bir yok fizyo-patalojik olaym biyol11olekuler duzeyde incelenmesi mumkiin hale 

gelmi~tir . Flore an aktiviteli analiz ve aYlrl11a yontemi ba$ka bir ifade ile aklm sitometri 

veya flowcytol11etry (F M) ba$vurulan yeniliklerden bir tanesidir. Guniimiizde bir yok 

alandaki c,:alt$malarda kullanJian akll11 sitometri orijinal olarak hucre ve bile$enlerini analiz 

etl11ek iyin geli~tirilm i$ tek hucre dGzeyinde, hlZh, istatistiksel ve kantitatif tayin saglayan 

bir i temdir. Bu si temle hucrenin fiziksel ozellikleri , yi.izey antijenleri, re eptorleri, hiicre 

iyi bile~enleri D A-R A tayinleri ve diger hucresel paral11etrelerin kantitatif tayinleri 

yapdabill11ektedir (7, 36, 37, 8, 39, 40, 41) . 
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Bu val! manlll ama I klrlk iyile~me inde hiicre orijini ve farklIla~maslJ1l son 

yillarda kullanllmaya ba~lanan aktm sitometri ile incelemektir. Bunun ivin prague­

Dawley cinsi eri~kin rat tibialannda dijital kompre yon ybntemiyle klflk olu~turarak belirli 

periodlarda aklm sitometrik 0 A analizleriyle, klflk iyile~mesinde hiicre orijini ve 

farkllla~ma I hOcre siklu unun 21M fazl dikkate allnarak ara~tlfllml~tlr . 



GE EL BILGiLER 

2.1. Kemik na S ucre inin O r-ij ini 

Kmk iyile~mesi bir <;:ok huere tiplerinin katdlmtyla olu~an koordineli kompleks 

fizyolojik bir sure<;:tir. Aneak esa biyolojik hadise, yalntz kemik dokusuna farklila~an 

kemik ana hueresinin proliferasyonu ve osteoblasta farkltla~maSldtr. Farkltla~maml~ 

mezen~imal huerelerden koken alan bu ana huerenin anatomik orijini; kemik iligi, kemik 

korteksi, perio t ve eksternal yumu~ak dokudan biri veya bir ka<;:l olabileeegi bildirilmi~tir. 

(:i.inku kink iyile~me inde olaylar bu dort anatomik bolgede eereyan etmektedir (1 , 2, 3, 4, 

5, ~ 8,9, 1~ 17, 2~25) . 

2.1.1. Kemik lligi 

Kemik iligi; kemik, ktktrdak, adale, tendon ve diger konnektif dokuya farkhla~ma 

yetenegine ahip progenitor huere populasyonuna sahiptir (9, 10, 11 , 12, 13, 14). Kmk 

iyile~mesinde kemik iliginin eevabt uzerinde yaptlan <;:alt~malarda ktnktan birka<;: saat 

Ol1ra kemik iliginde du~uk hueresel dansitel i ve yLiksek hueresel dansiteli bolgeler tespit 

edilmi~tir. Du~uk dansiteli alanda kan damarlan ve normal kemik iligi elemanlan 

kaybolmaya devam ederken, yLik ek dansiteli bolgede endotelial hilerelerin osteogenik 

oneil hilerelere transformasyonu gozlikUr. Ktnktan sonra 24 saat i<;:inde luzlt bir 

o teoblastik fenotip ve kemik olu~umu ba~ladlgt gosterilmi~tir (2, 45). 

2.1.2. Kemik K orteksi 

Ktrtk olaytnda korteksin verdigi eevap primer kemik iyile~mesi yonilndedir. Primer 

kortikal iyile~mede fragmanlann kaynamasl i<;:in korteksin mekanik devamhhgll1l11 yani 

anatomik reduksiyonun saglal1maSt ve tabilizasyonu gerekir. Bu durum aneak rijit internal 

fiksasyon ile olur. Bu ~artlar alttnda ktngll1 bir taraftndaki kemik rezobsiyon hilereleri kan 

damarlanllln penetra yonu i<;:in yeni haversian i temlerinin kurulmaSlI1l saglar. Yeni kan 

damarlan, 0 teoblastlar i<;:in 0 teoprogenitor huerelerden olu~an perivaskuler mezen~imal 
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hucreler ve endotelial hucrelere e~lik ederler. Boylece hucresel ve vaskuler temas saglantr 

ve olay kaynama ve yen iden ~ekillenmeylc ilc onu<;:lanll' (2, 9, 17, 20). 

2.1.3. Perio t 

Buttin kemiklerde kom~u bag dokusuyla kemik araslnda yer alan ve kemik yUzeyini 

dl ~tan orten doku perio t olarak adlandmlIr. Perio t dl~ta fibroz tabaka iyte hucreden daha 

zengin daha va kuler olan osteogenik tabakadan meydana gelir (14, IS). Kink 

i y ile~me inde en onemli katklYl saglayan olu~um periosttur(2,4,8, 17). Kink iyile~mesinde 

periost, kemik, kas doku u ve kemik medullasl uyum i<;:inde bulunurlar. Periosta baglmll 

osteoprogenitor hucreler ve baglmslz indiferansiye mezen~imal hucreler intramembranoz 

os ifika yon ve kondroprogenitor hucre farkltla~maslyla enkondral kemik formasyonuy la 

kmk i y ile~mesine katlada bulunurlar (16,17,19). 

2.1 .4. Eksternal Yumu~ak Doku 

Klflk iyile~mesinde ekstemal yumu~ak doku cevabl hlzlt hucresel aktivite ve 

stabilize kmk fragmanlanntn erken kallus olu~umuna yardimci olma yonundedir. Bu 

fonk iyon mekanik faktorl rin aglrltglna bagltdlr ve rijit immobilizasyonla deprese 

edilebilir. Miyozitis 0 ifikan olaymda 0 teobla t orijini yumu~ak doku kaynaklt olmastna 

ragmen ek temal yumu~ak dokulartn klflk kallusuna direkt hucresel katktlan halen 

tartl~maltdlr (1 , 2, 5, 6, 17, 20). 

2.2. K lflk iyile me inde Rol Oynayan Hiicreler 

Klflk iyile~mesinde rol oynayan hucrelerin ttimu farkltla~maml~ mezen~imal 

hucrelerden orijin altrlar( I ,2,9, 10, II). Bu hucreler ya intramembranoz ya enkondral kemik 

formasyonu ile, ya da kemik rezorb iyonuyla klflk iyile~mesine yardimci olurlar 

(1,15,16,17,18,19,20). 

2.2.1 . 0 teogenik Seri Biicreleri 

Bll hucreler' intramembranoz os ifika yon ve sekonder kemik yaplmlyla kink 

iyil ~me ine katlada bulunurlar. Bunlar ' osteoblast, osteo it ve bu hucrelerin ana hucresi 

o teo progenitor hucrelerdir. ncak osteoprogenitor hucrenin sentez ve sekresyon kabiliyeti 

yoktur(2 10 14, ]5, 16 17 19) ($ekil 1). 



Farklil a~maml~ Mezen~imal Hucre J timulus 

Osteoprogenltor Hucre 

e,ici (TransJry) Osteoblast I 

~ 
eyi ci (Transitory) Osteoblas t 2 

~ 
ekretuar Osteoblast 

~ 
Ostcositik Osteoblas t 

o sl sit 

ckil-I: Osteogenik seri hucrelerinin proliferasyonunu ve diferansiasyonu 

2.2.2. Kondrogcnik eri Hiicrcleri 

5 

I Ink i y ile~me ine enkondral ossifika yon yolu ile katklsl olan kondroblast ve 

kondro itler farkltla~maml~ mezen~imal hucrelerden koken olan kondrogenik progenitbr 

hucrelerin prolifl rasyon ve diferansiasyonu onucu olu~ur1ar (9, 10, 19) ( elcil 2) . 

Farkltl~maml~ Mezen~imal Hucre 

~ timulus 

Kondrogenik Progenitor Hucre 

~ 
Kondroblast 

KonJosit I 

KonJosit 2 

HiPertrofi~ Kondrosit 

ekil-2: Kondrogenik seri hucrelerinin proliferasyon ve diferansiasyonu 
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2.2 .3. Ke mik Rezo rbe Eden Hiicreler 

Major belki de tek kemik rezorb eden hLicre olan 0 teokla tlann orijinleri 

hakklnda «e~itli gbrD~ler vardlr. irkula yondaki monositlerin farkhla~masl (20), kemik 

iligi 1l10nonLikleer hLicrelerinin a enkronize ftizyonu (15 , 16), 0 teogenik hLicrelerin 

birle~mesi veya 0 teo itlerin matura yonu (14), ya da kemik iligi mononLikleer fogositik 

temde klonal timula on onucu olu~tugu (16) bildirilmi~tir . 

2.3. K m k i il e ~ me inin Morfoloj i i 

Klflk iyile~me i, kmk olu~tugu an ba~lar ve olgun organize kemik dokusu ile kmk 

u«lan bLitUnle~inceye kadar devam eder. Kmk iyile~me inde kemigin olu~umu ; iskeletin 

geli~imi, bLiyLimesi ve devamililgllli saglayan mekanizmaI1ln aYI1lSl ile ger«ekle~ir. Bu 

mekanizmaya 0 teobla t taraflndan sentezlenen kemigin bzelle~mi~ organik matriksinin 

yLiksek derecede organize mineraliza yonu ve matUr kemik olu~umundaki yeniden 

~ekillenme de dahildir (I, 19, 20). 

Kia ik hi tolojik dbnemlerde kmk iyile~me i; direkt kortikal temas aglanmas1l11 

gerektiren primer iyile~me , perio t ve ek ternal yumu~ak doku CeVab1l11 gerektiren kallus 

o lu~ull1u y la ekonder iyile~me diye 111Iflandtrlltrdi (1,2,20). 

Kmk iyile~me inde en hlzll iyile~me kon ervatif tedavi edilen ve erken kas 

egzer izleri ba~lattian ek ternal veya periostal kallus ile olan iyile~medir. ikinci kmk 

iyile me i ek ternal kallus yetersizligi halinde rijit tespit ve kompresyon plak tespiti ile 

yardlm edilen ve ge« gbrDlen meduller kallu tur. «LincLi iyile~me ~ekli i e rijit tespite 

bagll direkt k011ikal tema I gerektiren «ok yava~ ilerleyen primer iyile~medir( 1, 17)(Sekil3) 

'onnal 
Kcmik ili ~i 

Ekstcrnal Kallus 

Fragmanlar Arasl Kallus 

Meduller Kallus 

A: YOksek Dans iteli Aoige 
B: DO~Ok Dansiteli fiolge 

ekil-J: I\.lrIk i:- ilc~me illde. Ek temal kallu . periostal kallus ve meduller kallus olu~umu. 



2.3. I. I -lnJ iJ e me iude Enkond raJ 0 sifika yo n 

Oeplase harek tli klflk bblgesinde em kemik forma yonuna bnderlik eden 

enkondral 0 ifika on kondrositlere farkltla~an ve bir kartilojen matriks salgJlayan 

farkltla~ll1aml~ mezen~imal hucrelerin prolifera yonu ile ba~lar . Hiyalen veya hiyalen 

benzeri klklrdak olu~ur . onra kondro itler matUre olarak matriks vezikulleri ta~lyan bir 

miktar mineraliza yon apabilen hipertrofik kondro itlere dbnu~ur. Kal ifiye matriks 

ktrlktan iki hafh sonra kan damarlannm invazyonuna ugrar. Hipertrofik kondrositler 

apopitozi e ugrar yerlerini va kuler invazyonla gelen farkltla~maml~ mezen~imal 

huer I rden kbken alan 0 teoprogenitor hucrelere blraklr. Osteoprogenitor hucre 

o teobla ta farkltla~lr . Yeni 0 teobla tlar mineralize kartilaj uzerine bir kemik matriksi 

olu~tururlar. onra 0 teokla tlar bu immatur kemigi rezorbe ederler ve 0 teoblastlar olgun, 

lamelli kemigi yeniden olu~tururlar. Bu olay demineralize kemik matriksinden salman 

buyi.ime faktbrleriyle timule edilir (2, 16, 19). 

2.3.2. KJrlk i ile me ind e intr'amembranoz 0 ifika yon 

Klflktan sonra farkltla~maml~ mezen~imal huerelerin perio t ve membranlara 

agrega onu intramembranbz os ifika yonu ba~latlr . Bu hucrelerden bnce osteoprogenitbr 

huere ve niha et kemik forma yonunu aglayan osteobla t olu~ur . 0 teoblastlar urettikleri 

matriksl kendilerini Ilmlaylp 0 teo ite dbnu~urler . Olu~an immatur kemik osteoklast 

taraflndan rezorbe olurken osteoblastlar yeni lameller kemigi olu~turur (2, 15, 16, 19, 20). 

2.3.3. Klnl i yil e me in in afbalan 

Ktrlk i y ile~mesi uygun bir ~ekilde afhalara bb1i.inebilir. Ancak bir safha, daha 

sonra gelen bir safl1al1ln iyinde daima vardlr ve her bir afha, bir onra gelen safhal1ln 

iyinde bu safhamn erken bir dbnemi olarak gbrulur. Bu olaylar u« safhada ger«ek le~ir. 

Bunlar; klflk hematomu ve organizasyonu (inflamatuar) afha, Onanm (kall u ) sailia sl, 

Yeniden ~ekillenme (Remodelig) safhasldlr (I , 17, 20) ( ekil 4) . 

ekil-4 : Ktrlk i ile~mesinin inflamasyon, onanm ve remodeling donemlerinin yakl~lk 
surelerine ait ~ema 



2.3.3.1. inOamutuar aOla veya Hematom Donemi 

Kemikte kmk olu~urken aynt anda kan damarlan, periost, kemik iligi Ylrtdlr ve 

yevre yumu~ak dokular hasar gorilr. Klflk yevresine bol miktarda kan lzar. Aynl zamanda 

ma t hucrelerinden vazoaktif aminler sahl1lf. Koagulasyon faktarIerinin etkisiyle kan 

koagti le olur, klflk hematomu ~i~lik ve klasik intlamatuar cevap olu~ur (1 , 17, 20). 

Klflk hematomunda 0 teogenik hucre bir yok yah~mada gosterilememi~tir. Bunun 

lyIn klflk hematomunun kallu olu~umuna katklsl daima tartl~dml~tlr. Ancak son 

zamanlarda yapIlan biyomolekUler yah~malar, klf1k hematomunun hucresel olay zincirini 

tetikleme ini aglayan molekullerin kaynagl oldugunu gostermi~tir . Kmk iyile~mesinin 

erken doneminde kemotaksis, mitozis proliferasyon, diferansiasyon, apopitozis, matriks 

sentezi , kemik rezorbsiyonu ve anjiogenezis olaylanmn duzenlenmesinde rol oynayan bir 

yok molekul go terilmi~tir. Bunlar; interIeukin 1,6 (lL-l , IL-6) gibi gizli sitokinler, 

trombosit degranula yonu ile salman Tran forming Growth Factor-p (TGF-P) ve Platelet­

Derived Growth Factor (pDGF) kmk uylannIn demineralize matriksinden salman TGF-p 

uper familyasmm bir alt grubu olan Bone Morfogenetic proteinler (B.M.Ps), Asidic ve 

Bazic Fibroblast Growth Factorler (aFGF, bFGF), insulinlike Growth Factor (IGF) gibi 

morfogenik ve mitogenik molekUllerdir (2, 8, 16, 18, 21 , 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29). 

2.3.3.2. Onanm (Kallus) Donemi 

KIrlk iyile~me inin bu doneminde, gizli stokinler ve morfogenik ve mitogenik 

molekUllerin etkisiyle intramembranoz ve enkodral kemik formasyonuyla kmk kallusu 

olu~ur . Erken donemde kallus; kanlanmanm iyi oldugu 0 2 saturasyonunun yilksek oldugu 

periost yakmmda intramembranoz kemik formasyonuyla olu~an sert kallustan ve 02 

aturasyonunun du~uk oldugu bolgelerde enkondral ossifikasyonla olu~an yumu~ak 

kallu tan olu~ur (I , 2, 17, 20). 

Onanm fazmm gey doneminde Tip 1 kollagenden zengm organik matriksin 

Osteokalsin, Osteonektin, Osteopontin, Fibronectin, Trombopontin, Biglikan, Decorin ve 

Kemik ialoprotein gibi non-kollegen proteinlerin etkisiyle mineralizasyonu sonucu 

immaWr kemik yaplml tamamlamr ve kmk uylar kallus vasltaslyla birbirine tutunur. Sonuy 

olarak klinik kaynama ortaya ylkar ve radyolojik incelemede kink bolgesinde fusiform 

kallu la bir birle~me oldugu gori.ilUr. Buna ragmen klflk iyile~mesi tamamlanmaml~tlr. 



Olu~an bu immatur kemik normal kemikten daha zaytfbr. Tam saglamhgtna yeniden 

~ekillenmeden onra kavu~ur ve kInk iyile~mi~ olur (1 , 2, 16, 17, 19, 20). 

2.3.3.3. Yeniden ekillenme Donemi (Remodeling) 

Tamirin on faztnda kallu doku u yeniden ~ekillenerek immaWr kemigin yerini 

maWr lameller kemik doku u altr. Fazla kemik dokusu rezorbe edilir. Yeniden ~ekjllenme; 

Paratroid hormon (P.T.H), kal itonin, in ulin, Growth Hormon (GH), 1, 25 . Dihidroksi 

vitamin D~ ve troid hormonlan gibi si temik hormonlann, TGF-~ super familyastna ait 

Bone Morphogenetic Proteinler (BMF), in ulinlike Growth Factor (iGF), Fibroblast 

Growth Factor (F F.), Platateled-Derived Growth Factor (PDGF) interleukin ve 

prostoglandinler gibi lokal faktorler taraftndan duzenlenen kompleks bir i~lemdir (1 , 16, 

20) . 

Ktrlk kaynaYlp, hastantn fonksiyonlanntn tamamen yenne geldikten sonra ve 

radyografide kompakt kemik tema I gOri.i ldukten sonra da ktrlk bolgesinde yeniden 

~ekillenme aktivite i devam eder. Tum immatur kemik lameller kemige degi~tirildikten 

sonra, yeniden ~ekillendirme ; gereksiz olan trabekUllerin osteoklastik aktiviteyle ortadan 

kaldtrtlma t, osteoblastik aktiviteyle kuvvet ~izgisi boyunca yeni lameller kemik 

forma yonu ~eklinde devam eder (I , 16 19, 20). 
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1111 RE iKLlISlI 

Cal1ll orgal1izmalann buyume vc geli~mesi kendilerini olu~turan hucrelerin 

bli limc, proliferasyon ve diferan ia yonu ile aglanlr. ('ok hucreli diploid organizmalarda 

tum hLicreler ovumun fI rtiliza yonll onllcu olu~an zigottan kbken allr. Zigotlln mitotik 

aktivite i organizma geli~iminin temelidir. Zigottan proliferasyon ve diferan ia yon sonucu 

bblLinebilme yetenegi ayl IIldan zigotla a 111 0 yl ta~lyan Uy ye~it hucre te~ekki.il eder. 

Kemik iliginin hematopoiezi te rol alan hucreleri , derinin germinal tabaka I ve barsak 

epitel hucreleri gibi hucreler urekli yenilenirken hepatositler gibi baZi hucre gruplan 

ancak hLi re ka bl gibi bazl bzcl ,artlarda bzel stimulasyonla yogalirlar. MaWr nbronlar ise 

hayat boyu hiy bblunmezler (30, 31, "'2, 33) . 

Hucre siklu u bir hucrenin mitoza hazlrlanma I (interfaz) ve mitoz bblunmeyi 

ihti a eden iki interfaz ara IIldaki devredir. Memelilerin omatik hucrelerinde hucre 

iklu unun be~ dbnemi vardlr. Bunlar GO (Po tmitotik istirahat fazl G=gap), G 1 

(Prolifera . on fazl), (entez fazl) , G2 (Premitotik) faz ve M (Mitoz fazl) dbnemleridir. 

I, e G_ fazlan interfazl (iF) olu~turur ve interfaz hucre siklusllnun %90'lIldan 

fazla Inl ihti a eder (34, 35) ($ekil-5) . 

Miroz 

1 J-
G2 G1 GO r--+- HOCRE OLOMO 

t I 
s 

GO= Prol i fere olmayan, siklus dl~1 hucreler 
G1= RNA ve protein sentezin in ba~ladlgl d6nem 
S = DNA sentezinin ba~lad lgl, RNA sentezinin surdugu, hucrelerln protein Iyeriglnin en fazla oldugu d6nem. 
G2= DNA sentezinin tamamlandlgl donem. RNA ve protein sentezl G1 'dekl kadardlr. 
M = Somatik hucre bolunmesi 

eki l-5 : HLicre iklu 1I . 
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3.1. GO Fazl (Po tmitotik t tirahat Fazl) 

Hucre siklusunun bblunmey n istirahat halinde olan ve 0 A sentezinin 

bulunmadlgl dbnemdir. Hucrenin 0 ic;erigi abittir. Kromozomlar diploiddir. GO 

fazmda; aktivite i gec;ici veya urekli durdurulan hucreler, bir anlamda siklustan gekilir, 

metabolizmalanm degi~tirir veya buyumelerini durdururlar. Bu hucreler fonksiyonlaflm 

tamamladlktan onra blur veya bir timula yonla bblunme uyansl ahrlarsa iklusa girerler 

(34, 35). 

3.2. G 1 Fazl (Prolifera yon Fazl) 

o entezinin hemen bnundeki evredir. Hucreler i9in G I fazl proliferasyona 

ge9i~te pe ifik yollar kap ar ve hucreler D A entezine hazlrlamr. insan vUcudundaki 

farklda~maml~ hucrelerin %95' inden c;ogu bu fazdadlr. Hucre bblunme ybnunde gevreden 

aldlgl tumulus ile mRN entezini ba~latlr . Bu hucrelerin D A igerikleri 2 olarak ifade 

edilen diploid bzelliktedir. Bu fazm onunda 0 sentezi ba~lar (34,35). 

3.3. Fazl ( entez Fazl) 

Aktif 0 entez ve replika yonunun gergekle~tigi bu dbnemde hucrelerin D A 

i9 ri gi 2 -4 arasl artl~ gbsterir. Yakla~lk 7-8 saat urer. fazl hucrenin 0 A ' SI replike 

olana kadar devam eder. D ic;erigi 4 olma I ile fazl sonlamr bunu klsa bir G2 fazl 

izler (34, 35). 

3.4. G2 Fazl (Premitotik Faz) 

entez ve mitoz [azlan arasmda gerc;ekle~en bu kI a dbnemde hucrenin DNA 

igeri gi tetraploiddir (4 ). Ortalama dbrt saat kadar surer. Protein ve RNA sentezi bu fazda 

da devam eder (34, 35). 

3.5. M. Fazl (Mitoz Fazl) 

Okaryotik hucreler mitozda kromozomlanm ikiye aYlflrlar. Bu dbnemde bnce 

nukleer bblUnme ve bunu takiben sitokinezis meydana gelir. itokinezisin 

tamamlanmaslyla diploid ana bir hucreden iki diploid yavru hucre meydana gelir. Bu yeni 

iki hucrenin her biri interfazm fazmda 0 replika yonu ile olu~an, birbirinin ve ana 

D molekUli.inun tamamen aymsl olan iki D 'dan birini ahr ve kahtlm yuku olarak 
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birbirinin aynlsl olurlar. Mitoz bolUnme tamamlandlktan sonra huereler hi.iere siklusundan 

C;:lkarak GO veya Gl fazmdan birine geri donerler. Genellikle Profaz, Metafaz, Anafaz ve 

Telofaz bolUmleriyle ineelenen mitoz, memeli huerelerinde 30 dakika ile 2,5 saat kadar 

surmesine kar~m ortalama bir aat olarak kabul edilir (34, 35). 

Bir huerede prolifera yon ve diferansia yon aneak mitoz olaymm varhgmda 

gerc;:ekle~ebilir . Klflk iyile~me inde rol alan 0 teoprogenitor ve kondroprogenitor 

huerelerill hangi dokudan koken aldlgml te pit etmek ic;:in 0 dokuda mitoz varhgml 

ineelemek gerekir. Bir huere siklu unda mitozu G2/M fazl go terir (14, 34, 35). Bunun ic;:in 

bu c;:ah~mada G21M fazmm degerleri esa almarak iatatistiksel c;:all~malar yaptlml~tlr. 



13 

AK IM iT OM f T Ri 

Aklln sitometri; tek tek hucrelerin veya diger biyolojik partikullerin, cihaz ic;:ine bir 

IVI ic;:eri inde tek Ira halinde alll1arak fiziksel ve kimya al ozelliklerinin degerlendirildigi 

bir yontemdir. Bu duzenek, bir c;:ok farklI istemin birle~imi ile ortaya C;:lkan oldukc;:a 

karl11a~lk bir yaplya sahiplir (7, 34, 36, 37, 38) ( ekiI6) . 

l .azcr 

llikre \k 11111 

OdakiaY1CI 
;od er"k 

-0 

I· 
I 
I' 

Oil-rotk Yans1\lCI 

Saplmna 
Ban F,\ LS OClcktor 

cl{il-6: kllll silol11elri duzeneginin ~emalik gorunul11u 

Sinyal 
i ~l emc is i 

Ana 
KompotOr 

Kontrol KompOtOrleri 

klll1 silometri c;:all~ll1a 111111 ilk a~all1aslllda ozel yontemlerle taze veya parafine 

gomulil dokulardan hazlrlanan ve nukleik a itlere baglanan, baglandlklan yerde floresan 

veren florokrom boyalarla i~aretlenen orneklerin aklm istemi ic;:inden gec;:irilerek aklm 

odasll1a ula~malan aglalllr. Bu gec;:i~ e naslI1da hucreler tek Slfa halinde olup, lazer l~lgl 

altll1da uyanlarak gOllinur hale gelirler. Lazer kaynagl olarak genellikle Argon iyonu 

kullantllr. Iternatif olarak Crypton, Helium, Cadmium gibi yuksek yogunluktaki I~lk 

kaynaklan da uygulanabilir. Bu ~ekilde, hucreye baglI florokromun lazer I~tnlanyla 

aktifle~me i, 1~lgtn ogunluguna baglI olarak hucrenin boyutu, ic;: yaplsl , yUzey morfolojisi 

ve hilcrenin canltllgl hakklnda bilgi edinme imkalll dogurur. Boyantn flore an emisyonu 

ha sa fotodiodlarda toplalllr ve "photomultiply tube " denilen ozel istemle elektrik 

inyaline c;:evrilerek amplifiye edilir ve bilgi ayar i temine aktanlIr. Boylece birkac;: 

dakikaltk sure ic;:inde 10.000-1 .000.000 hucrenin her birinin ozellikleri teker teker 

bclirlcnebilir (34 , 36, 37) 
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kim sitometri son ytllarda, hematopatoloji , immunopatoloji ve sitopatolojide 

temel olarak; kantitatif tek hucre duzeyinde hlzlt ve yok parametreli analiz, hucrelerin 

fI 11k iyonel , morfolojik veya itogenetik yaptlannll1 tal1lmlanmasl , hucrc subgruplanl11n 

aymm i~lemi ve yapl al farkltla~malanntn belirlenmesi amaclyla ileri bir tant ybntemi 

olarak kullantlmaktadlr (7, 36, 38). 

AkLm sitometri ile progno tik olarak hucre suspansiyonlannda hucrelerin DNA 

iyerigi ve proliferatif aktivitelerinjn tayini mumkOn olabilmektedir. D A'ya spesifik olan 

boyalann kullantlmaslyla yapdan D A analizi sonucu, uzun ve pahah olan konvansiyonel 

yontemlerle gozden kayabilen aneuploidik kuyuk hucre gruplan bile saptanabilir. D A 

analizi ile Go ve G 1 fazll1da bulunan hucrelerin ortalama DNA iyerigi ve hucre siklusunda 

her fazda bulunan hucreler ile birbirlerine oram tespit edilebilir. Pratikte DNA analizi 

yaptllrken normal ve anormal hlicrelerin mitotik aktiviteleri ve proliferasyon kapasiteleri 

hakktnda da e~ zamanlt olarak dogru ve gUvenilir bilgiler elde etmek mumkOndur (36, 38). 

D A analizi temelinde; hucrelerin "propidium iodide", "ethidium bromide", 

"mithramycine ' gibi D A'ya spesifik boyalarla boyanrnasl yatrnaktadlf. Rutin 

uygularnada hata payl az oldugundan propidium iodide tercih edilmektedir (37, 39). 

D A'ya baglanan boyantn miktan ve dolaYlslyla fotodedektorlerce algllanan l~lgtn 

yogunlugu hucrenin D iyerigi hakktnda dogru oranttll bilgi verir. Boylece hucre 

populasyonunda DNA'da ortaya ylkan bir kaYlp veya ilave (aneuploidi) tespit edilebilir 

(40) . 

ormal bir D histogramtnda Go/G 1 faztnda bulunan hucreler, dairna en ytiksek 

frak iyona ve diploid D A (2N) iyerigine sahjptirler. DNA iyerigi krornozornlartn sayl ve 

buytiklugu ile ilgili olup her canh iyin abittir. Hucreler G2 ve M fazllla ula~tlklartnda 

D A iyerigi tam iki kat1l1a ylkar (4N) ve G2IM fazllldaki hucreler Go/G 1 pikinden daha 

uzakta ve histogramtn ag1l1da yer ahrlar. iklusun faz1l1daki hucreler ise 2N'den fazla 

4 'den daha az aylda D A iyerigine sahip hucreler olup DNA histograrnlllda sbz konusu 

iki hucre grubu aras1l1da izlenirler (38, 41). 

o A hi togramJannda y ek eni hucre nlikleu u ve dolaYlslyla hucre saydar1l11 x 

ekseni ise artrnakta olan floresant (DNA rniktanm) ternsil etrnektedir. Aktif proliferasyon 

gostermeyen bir hucre popula yonunun analizinde hucre siklusunun ve G2IM fazl 
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fazlaca aptanamaz. Halbuki normal kemik iligi gibi biyolojik olarak aktif bir dokunun 

analizinde daha yi.iksek ' ve G2/M fazl hucrelcri gori.il eb ilir (38) . 

Iii togramlarda DNA ic;eriginin yaydlml hucre popula yonunu yansltan pik 

c;evre_inde bir miktar degi~iklik go terir. Bu degi~iklik ; boyama yontemine, ci haza ait 

hatalara veya boya D 'ya baglanlrken hucreler araslJlda ortaya ylkan farkhllklar gibi 

nedenlere bagll olabilir ve "Coefficient of Variation" ( V) olarak ifade edilir. CV hucre 

popula yo nunun ortalama pik kanal numara Inlll tandart apmaya bolunmesiyle belirlenir. 

Yani C degeri analizin kalite ini go terir ve bu deger ne kadar du~ukse c;ah~man lll 0 

kadar guvenilir oldugunu go terir (37) . 

ra~tlrllan popula yonun D ic;eri gi ploidi inin degerlendirilmesinde kullal1llan 

kriter D indeksi (D I)'dir. DI degeri ornekteki 01 I pik ortalamaslJllll diploid referans 

hucre Go/G I pik ortaiama 'ina boliimu ile elde edilen bir degerdir. Diploid bir 

popula yonda D1=1 olmahdlr. Malign hucreler yogunlukla normal diploid D A 

ic;eriginden sapmalar go terir ve hi togramda extra pikler verir. D 

hiperploid azalml~sa hipoploid olarak tan llnlanlr (36, 37) ( ekil 7). 

c C E E L L L L 

N N U 

j U M M B B E E R R 
I , 

IN 2N IN 2N 
NORMAL PRoliFERATIvE 

C C E E L L L L 

N N U U M M B B E 

~ 
E R R 

I I I N 2N l N 2N 
ANUPLOiD (HYPERDiPLO iDI ANUPLOiD (HYPODiPLOiD) 

.. el i l -7: Ik rast) anan 0 histogramlartnln g rafik el anlamlan 

iyerigi artm l ~sa 



MA TERY AL VE METOT 

Bu yal!~ma Karadeniz Teknik Dniversitesi TIp Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji 

Ana Bilim Dab tarafindan planlanarak, Patoloji Anabilim Dah ' nm katkJlanyla Cerra hi 

a~tlrma ve Uygulama Merkezi Laboratuannda Mart-Eyhil 1999 tarihleri arasmda 

yapJldl. <;ah~mada Fizyoloji Ana Bilim Dah Deney Hayvanlan Laboratuanndan temin 

edilen, aglrhklarl 120-150 gram arasmda olan 99 adet prague-Dawley turu eri~kin rat 

kullamldl. Ratlann %50' si erkek, %50' si di~i idi . Ratlar Ak~ehir Yem ve Glda Urunleri 

A. . tarafmdan uretilen Akyem Buzagl Yemi ile beslenip, su ihtiyacI iyin musluk suyu 

kullamldl. 

4.1. K Ink Olu turma Metodu 

Ratlara anestezi iyin intraperitoneal yolla 30 mg/kg ketamin hidroklorur (Ketalar­

Parke Davi ) verildi . Anestezi saglandlktan onra dijital kompresyon yontemiyle sag tibia 

cisim seviyesinde kapah kmk olu~turuldu . i~lemden sonra hayvanlar normal beslenme ve 

ya~ama ~artlannda kafeslerinde blraktldl. 

4.2. Cerrahi Gruplar 

Onbir rat kmk olu~turmadan aklm sitometri ve patolojik inceleme iyin aynldl 

(Grup 1= Kontrol Grubu). Diger ratlar I I ' erli gruplar halinde ketamin anestezisiyle dijital 

kompresyon yontemiyle sag tibia ci im kapah kmk olu~turularak Grup-2 birinci gOn, 

Grup-3 uyuncu gOn, Grup-4 be~inci gun, Grup-5 yedinci gOn Grup-6 onuncu gOn, Grup-7 

ondorduncu gun, Grup-8 yirmibirinci gun ve Grup-9 yirmi ekizinci gOn aklm sitometrik ve 

patolojik inceleme iyin gruplandmldl. Her gruptan bir hayvan patolojik inceleme ve on 

hayvan aklm sitometrik D A analizi ic;;in aynldl. 
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4.3. T ibialann Alum itometr ik DNA Analizi ic;:in Hazlrlanma I 

Dijital kompre yon yontemiyle sag tibiaslnda kapall kmk olu~turulan hayvana 

inceleme zamant geldiginde intraperitoneal 100 mg Pentothal odium (Thiopentane 

odium) injekte edilerek sakrifiye edildi . onra kmk tibia derisi anterior longutidinal 

in izyonla Iynldl. Tibia dizden ve ayak bileginden dezartikule edildi . Disseksiyonla kmk 

c,:.evresi yumu~ak dokular ve periost Iynlarak ayn ayn tuplere Phosfate Buffer (Bio 

sy terns) olusyonuna konuldu . Ardmdan kmk bolgesinin proksimalinden ve distalinden 

tibia kesildi . Kmk bolgesindeki medulla Pho fate Buffer solusyonu c,:.ekilmi~ 21 G uc,:.lu 

enjektorle ayn bir tupe Ylkandl (Meduller lavaj) . Kalan kortikal klslm bisturi ile Phosfate 

Buffer olu yonlu tup ic,:.ine yontuldu. Boylece eksternal yumu~ak doku, periost, korteks ve 

meduller dokular ayn ayn dort tupte Phosfate Buffer olu yonunda aynlml~ oldu . 

Di sek iyon ile aynlml~ dokular D A analizi ic,:.in tek tek petri kutusu lc,:.tn 

aktanlarak bi turi ile defalarca parc,:.alandl. Parc,:.alanan materyaller 16 G uc,:.lu enjektorden 

defalarca gec,:.irildi . on olarak parc,:.alI dokular ihtiva eden solusyon D A Mech (47 

mikronmetrelik filtre) Ii enjektorden gec,:.irilerek kaba partikUllerden aynldl. Si.i.zUlmu~ 

hucre olu yonu oulter D -Prep Work station cihazma yerle~tirilerek Coulter D A 

Prep Reagent kitle hucre D A' ian otomatik olarak boyandl. Yanm saatlik inkubasyondan 

sonra D kontrol ile standandize edilmi~ 488 nm argon iyon lazer l~mlI akIm sitometri 

cihazmda (Coulter Epic elite Esp) D A analizleri yapJldl. En az 10.000 hucre sayIiarak 

bilgisayar sistemine aktarddl. D A hi togrammda GO/Gl , S, G21M fazmdaki hucrelerin 

oranlan, V degerleri Multicycle programl kullantlarak degerlendirildi . Aynt i~lem kontrol 

grubundaki (Grup-l) 10 aglam tibiaya da uygulandl. 

4.4. T ibialann H i topatolojik i nceleme ic;:in Hazlrlanma I 

Her gruptan birer hayvan sakrifiye edildikten sonra kmk tibia derisi anterior 

longutidinal insizyonla slynldl. Tibia ayak bilegi ve dizden dezartikUle edildi. Alman 

dokular fo fat tamponlu %lO' luk formalinde 24 saat tespit edildi, %lO' luk nitrik asitle bir 

haftada dekalsifiye edildi . Dekalsifiye dokular musluk suyu ile Ylkantp yeniden tespit ic,:.in 

% 10 luk formol 'de 24 saat daha bekletildikten onra rutin takip sonucu parafin bloklara 

gomi.ildi.i. Bloklardan Reichert marka mikrotomla 5 mikron kalmhgmda kesit ahndl. 

Ke itler Hematoksilen-Eozin (H-E)'Ie ve Ma on Trikromla (M-T) boyandl. Boyah 



ke itl r Olympus marka l~lk mikro kobuyla incelendi . Fotomikroskopta resimleri c;ekildi 

ve mikrograflan hazlrlandl. 

4.5. i tati tik el Degerlendirme 

Verilerin istati tiksel analizinde P 7,5 for Windows paket programl kullantldl. 

Gruplar ara 1 istatistik el fark! ara~tlrmak ic;in gruplar baglm lZ ve parametrik varsaYlmlan 

yerine getirmediginden nonparametrik Kruskal Wallis varyan analizi uygulandl. Post-Hoc 

ikili kar~I1a~tlrmalarda Mann-Whitney-U testi uygulandl. 

Tum gruplardan elde edilen bulgularm i tatistiksel incelenmesinde Friedman testi, 

tek grup ic;in de dokulann birbirleriyle mukayese inde Wilcoxon testi uygulandl. 



BULG UL R 

I fK MiKRO KOBiK B ULG L R 

Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Mossan Trikrom (M-T) ile boyanan preparatlardan 

elde edilen ki nk iyile~mesi ile ilgili l~lk mikro kobu bulgulan mikrograflanyla birlikte 

a~agld a veril mi~t ir (Resim- l- l7) . 

Resim-l: Kontrol grubunda kemik iligi (Ki), kemik spikiih.i (K) ve ~izgili kas 

(<'; .K) g6nllmekte (H-EXI 00) 
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Re im-2: Kontrol grubunda hi tokimya al reak iyon ile kemik iligi (Ki), OlaV! 

renkte boyanan kemik piklilli gO rlilmekte (M-TXl 00). 

Re irn-3: Ktrtktan onraki 1. glinde kink alanl ( ), kemik piklilli (K), kemik iligi 

( I), klflga bagll fibrin (F) kumeleri , kanama alanl (KA) ve yizgili ka (<;K) gOrlilmekte 

(11- " 100). 
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Re im-4: Klrlktan onraki . gunde kanama alan! (K ), yizgili kas (<; .K), kemik 

iligi KI) ve kemik piki.ili.i (K) gbrli lmekte (H-EXl 00). 

Re -5 : Klrlktan onraki 3. gi.inde kmk alal1l (K ), kemik pikuli.i (K) ve fibrin (F) 

gbrlilmekte (M-TXl 00). 
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Re im-6: Kmktan onra 5. gunde kemik pikulu (K) ile periost arasmda belirgin 

kalInla~maya ( ) neden olan proliferasyon dikkat <;:ekmekte (H-EXlOO). 

Rc im-7: trtktan onra 5. gunde perio t reak iyonu alanlllda ( ) kollagen 

olu~umunun ba~lad l gl (KOL) g6ri.ilmekte, (K=Kemik, CK=Cizgili Kas) (M-TXl 00). 
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Re im-8: Kmktan onra 7. gtinde periost reaksiyonun alamnda kemikle~me 

odaklan (K) gOrDlmekte (H-EXl 00) . 

Re im-9: Kmktan sonraki 7. gunde perio t reaksiyon alanmda kemikle~meye 

zemin te~kil eden kollagen birikimi (KOL) mavi renkte gorDlmekte (M-TXl 00). 
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Re im-l0: Kmktan onra 10. glinde kemik dokusunun (K) daha organize biyimde 

pekUllerin birbirleriyle birle~me i (Ok) gbrlilmekte (KK= Klklrdak) (H-EXI 00). 

Re iIl1- 11: Klflktan onra 10. gi..inde birbirleriyle birle~en kollagen ana yatlsl 

KO mavi renkte dikkat yekmekte (M-T 100). 
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Re illl-12: KJrlktan onra 14 . gunde enkondral kemikle~me, kemik spikUllerinin 

birbirleriyle birle~me inde artl~ ve pekUllerde kalInla~ma gbrOlmekte (K.K= Klklrdak, 

K= emik) (H-E 100). 

Rr im-13: KJrlktan onra 14 . gunde kemikle~me alal1lnda kollagen birikimi (KOL) 

mavi renkte geni~ alanlar i~gal etmekte, buna kar~tn klklrdak alanda bulunmad lgl 

gbrOlmekte ( -T r I 00). 
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Re im-14: KlrIktan onra 21 . gunde kemik spikUllerinin kalIl1la~tlgl klklrdak 

alanlarda K.K) enkondral kemikle~mel1in arttlgl g6ri.ilmekte (Ob= a teoblast) (H-EXIOO). 

Re im-1 5: KlrIktan onra 2 1. glinde mavi renkli kemik spikullerine zemm 

olu,tllran kollagen dokll (KOL) g6rulm kte (M-TX 1 00) . 
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Re im-16: Klflktan onra 28 . gunde tama yakll1 maturasyon gosteren birbirleriyle 

birle mi~ kemik pikUlleri pikullerde kal ifikasyon mor renkte gorulmekte, enkondral 

k mikle~me kIklrdak doku (KK) uzerinden deyam etmekte (H-EXI 00). 

Re im-17: Klflktan onra 28 . gunde birbirleriyle aglzla~an kemik spikUllerinde 

maY1 renkli kollagen doku (KOL) ye uzerinden mor renkli (Ok) kalsifikasyon alanlan 

gorulmekte (M-TXIOO). 
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KlM iTO METRiK B LGlJLAR 

Medlili er dokulann aklm sitometrik analizleri ile grllplann O/G I, 21M ve 

fazlanyla dcgerleri bulunarak ortalamalan (Ort) e tandart sapmalan ( D) he aplamp 

Tab lo-I 'de gbsterilmi~tir . 

% GI CVGI % G2 CVG2 % 
Gmp ilyl Ort± 0 Ort± 0 Ortl 0 Ort±SD 

I 10 66.68±6.19 8.0 1± 1.51 1.9 1± 1.09 8.55± 1.36 29,88±5,47 
2 10 7·U 6±6.65 7.76± JAY 6.0H2.59 8.29± l.OJ 20.60±5,50 
, 10 72 . 03:l·U~ 8.18± 1.67 5.65± 1.8J 8.2 1± 1.59 22,42±472 .' 
~ 10 79.1l±7A7 8A 5± 1.6-t ~ . 2Y± I . 8 -t 8.20± 1.58 17,28±6,J 2 
:' )() 7 1.86.!.6 .69 8.25 · 1.8 I ~AI 1.85 8.14±1.54 2J.74±7,98 
6 10 72.82±..'UY 8.2(d I.50 5A8±2.6~ 8 . 9 1 ±O.8~ 2 1.80±4,lJ 
7 10 73 .17:L(>.22 8.n .!. 15Y 1.591 2.22 8.7H I.68 22.98±4.70 
X 10 7("(1 2±..'i. 92 8. 18±2.0 1 1AY.t2.32 7.85± 1.82 2 1.49±4.99 
9 10 71. 3±8.77 8.25±2. IO 1.30± 1.I 0 8.2 1± 1.75 25,J4±8,49 

Toplam 90 73 .29±702 8. 19± 1.65 4A6±2.l 5 8.J6± 1.46 22.8J±658 

Ta blo-l: Meduller dokulann aklm itometrik analiz sonu~lan . 
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Kortikal dokulann aklnl itomelrik analizleri ile gruplann Go/G I. G2/M ve 

fazlanyla CV degerleri bulunarak ol1alamalan (Ort) ve slandart apmalan ( D) he aplalllp 

Tablo-2'de go terilmi~tir . 

Grup 
I 
2 

Toplam 

10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
90 

'YoG I 
Ort± D 

8I.7S±7.97 
8-+.9S1(jA I 

85.7S±5.68 
85.S8±S.7-+ 
I) 1.1)()15.2-+ 
87.22±-t .8S 
79.7H5.51J 
<) .OH3.lQ 
91. 16±7.G) 

%.70 7.2 1 

Y (,l 

Ort± D 

8.67± 1.77 
9.07± 1.98 
8A(L 1.70 
9.0L1.05 
R.(j(j± U5 

8.IO± 1.39 
8.SI :±. 1.03 
8.(j5J. U7 
8.78-1.69 

8.6S± U8 

%G2 
Ort±SD 

I.G3±2.IS 
1.30± I.OS 
1.3(LI.08 
1.17±O.77 
1.20±O.97 
3.S9± 1.5(j 
-+ .73 1.66 
U2.iJ.(J6 
U 1± I.2G 
1.96 1.77 

Cy G2 
Ort±SD 

8.2l±2.13 
8.90± U 7 
8.SS± !.11 
8.2-+±2.02 
8. IS± US 
9.02±I.3G 
8.9HI.5I 
8.29.1 1.1 X 
8.S0± I.G) 

8.55 1.58 

Tablo-2: Kortikal dokulann akJnl itomelrik analiz onuylan 
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DNJ-'- 1 - ntent 

ekil-9 : Kortikal dokulann histogram ornegi 

%S 
Ort±SD 

l5 ,63±7,80 
12,85±5.59 
11.91 ±4,58 
l4,64±6.85 
6.40±5.41 
9.l9±4,50 
16,53±6,4l 
6.6(j±4.99 
6.I0±5.G2 
Il.I0±6.8 1 

CELL CYCLE 

DATA 

J1ean G1= 47.1 

CU Gl = 7.9 

Yo G1 = 60.8 

Mean GZ= 87.3 

CU GZ = 0.5 

Yo GZ = '1. 3 

% S = 34.9 

GZ/G1 =1.85Z 

YoD.A.D.= 7.3 

;I, f'lgg. = 11. 3 

Chi Sq.= Z.8 
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Pcrio tcal dokulann akllll sitometrik ana li zleri ilc gruplann GO/G I, G2/M ve 

fazlanyla degerleri bulunarak orta lamalan (Ort) ve tandart apmalan ( D) he aplamp, 

Tablo-3 'de go terilmi~tir . 

% GI CVGI % G2 CVG2 
Grup ayl Ort± D Ort± D Ort±SD Ort± D 

I 10 8S. 19±6.63 8.99± 1.l 8 1.88± I.S9 7,79± 1.3 1 
2 10 7 .72_"1.41 7.9H 1.I2 2.891:1.14 8.30± 1.20 
, 

10 77A6±6.25 9A2± 1.02 5AO±3J)2 8.86± 1.53 . ) 

4 10 76.80±5A7 8.11 ± 1.33 8.23±3.74 8.99± 1.52 
5 10 74 .W +) .08 8.3LU2 7.5012.89 8.72 1.51 
6 10 7 .. L91 ±9.3 1 9.lHO. 13 6.56±3.23 8.25± 1.83 

10 86.0616.3 1 8.5H1..f9 1.50± 1.0 I 8.75± 1..f6 
R 10 X8.6SJ 7.r,O X. 7 1 J 2.0() 2.02±2A4 IU8±2. 17 
<) 10 S(l. 90.iIU 7 9.59.i I..fS 1.731 1.65 8.331 1.51 

Topl alll 90 RI.OHX.30 8.6HU5 4.19 3.50 B.5H 1.55 

Tablo-3 : Periosteal dokulann ak llll sitometrik analiz sonuc;lan 
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DN A Cont :n.t 

eki l- lO: Periosteal dokulann histogram brnegi 

%S 
Ort±SD 

l2,94±6.55 
18,40±3 29 
17.04±6,92 
16.5 l±.f,40 
16.8l±.f.51 
18,73±7.17 
l2.37±5,69 
8.34±5.20 
10.3016,88 

14.6 1±6,53 

CELL C 'l CLJ:: 

DATA 

Metln Gl = "l U .S 

cv Gl = 8. 6 

/. Gl - ('U .1 

Me illl G2 = 8'- " ;:). J 

CU G2 = 11. 5 

/. G2 = G. '3 

/. s = 33.El 

G2/Gl =2.1ElS 

Chi S'l . = 3.2 
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Ekstcrnal yumu~ak dokulann akin) si lomelrik analizlcri ilc gruplann OIGI, G2/M 

ve fazlany la V degerleri bulunup ortalamalan (Ort) e tandart sapmalan ( D) 

hesaplanarak Tablo-4 'de g6sterilmi~tir. 

%G I YGJ %G2 CYG2 
Grup an 01 ' 0 Ort± 0 Ort±SO Ort± 0 

I 10 9 1.08±8A6 9.08± 1.46 0.53±O,67 8,55±l,28 
2 to 86 . .+1 ±6.22 8.99± 1.35 0,99±O,98 8,76± 1,04 
] 10 85 .89±4A6 9.05± 1.40 1.I1±O.63 9.25± 1,44 
.+ 10 86.65±5.39 8.75±2,2 1 1.l 3±O,97 8.52±1,97 
5 10 90.36±7.82 9,30±UO 0.82±U2 8.68± 1.53 
6 10 92.37±5.'+2 8.91 ± 1,45 1.05± 1.0 I 8.59± 1,22 
7 10 87.27±6.88 8.39± L89 1.45± 1.0 1 8.61 ± 1.29 
8 10 87.26±8A2 8AI ± 1.58 1.6HL78 8.15± Ul 
9 )() 92AH6.89 8.81 ± 1.1.+ 1.28± 1.50 8.77± 1.I4 

To pJ am 90 88.85 >.89 8.85± 1A9 1.I1 ± 1.I4 8,65± UJ 

Tablo-4: ksternal yumu~ak dokulann aklm sitometrik anaJiz sonu~lan 
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ekil- ll : Eksternal Yllmu~ak dokulann histogram bmegi 

% S 
Ort±SO 

6.36±6,79 
12,79±5,73 
13,00±4,28 
12,22±4,74 
8,68±7,69 
5.87±5, 19 
1O,28±6,53 
8,50±8,77 
8,28±5.72 
9,55±6,5J 

CELL CYCLE 

DATA 

Mean Gl = 49 . 8 

CV Gl = 7.6 

/. Gl = 85.1 

Mean GZ =18S.El 

CV GZ = 7.El 

/. GZ .8 

/. S = 14.& 

G2/Gl =2. 286 

Chi Sq.= 6 .2 
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GRUPL RlN i TATi iK EL O LARAK KAR ILA TIRrLMA [ 

Bir hucrede proliferasyon ve diferansia yon ancak mitoz olaYlll1ll varhglllda 

gef(;ekle~ebilir. KlfIk i yile~mesinde rol olan osteoprogenitor ve kondroprogenitor 

hucrelerin hangi dokudan koken aldJgllll tespit etmek ic;:in 0 dokuda mitoz varhgllll 

incelemek gerekir. ir hucre iklusunda mitozu G21M fazl gosterir (14, 34, 35). Bunun ic;:in 

bu c;:a h~mada G2 fazlll1l1 degerleri esas allllarak i tatistik el c;:ah~malar yapJlml~tlr. 

Tum gruplar uzerinde uygulanan Friedman te tinde Medulla, korteks, periost ve 

ekstemal yumu~ak dokulann G2 fazl arasllldaki farkhhklann i tatistiksel olarak anlamh 

oldugu go rLildu (P=O,OOl). Bunun ic;:in once her bir dokunun gruplan aralanndaki 

farkhhglll anlamh olup oimadlgllll ara~tlrmak ic;:in Kruskal-Wallis Varyans analizi, her bir 

grubun kontrol grubuyla mukayese i ic;:in Mann-Whitney U testi , anlamh C;:lkan grupta 

dokular ara 1 G2 mukayesesi ic;:in Wilcoxon testi uygulandl. 

Meduller Dokulann Mitoz Yoniinden i tati tiksel Kar lla tanlma 1 

Meduller dokulardan elde edilen G2 degerlerle (Tablo-I) yapJlan istatistiksel 

anali zde gruplar ara 1 farklann anlamh oldugu gorLildu (P=O,039). GI ve S fazlan 

ara mdaki gruplar ara 1 farklarda anlamh bulunurken (P<O,05), Give G2 fazlannlll CV 

degerleri ara 111da i tati tik el olarak gruplar araSl anlamh fark yoktur (P>O,05). Her bir 

grubun kontrol grubuyla ( rup-l =Klnk olu~turulmayan grup) mukayesesinde sadece 

Grup-3 'de (KlfIktan onra 3. gUn incelenen grup) G2 fazl oranllldaki artl~ istatistiksel 

olarak anlamhydl (P=O,029). Diger gruplardaki G2 fazllldaki farkhhklar istatistiksel olarak 

anlamh degildi (P>O,05). Ancak Grup-2 'de (KlfIktan sonra 1. gUn incelenen grup) G2 fazl 

arasmdaki artl~ i tatistiksel olarak anlamh oimamasllla ragmen (P=O,075) ortalama degeri 

rup-3 'den daha yuksekti (TabI0-5). 

Kontrol Gmbu=Gmp 1 Kar~lla~tmlan Gmp %G2 P Degeri 
%G2 0 D Ort±SD 

3.9 1± 1.09 2 6.04±2,59 0,075 
3 5.65± 1.83 0.029 
4 ·U 9± 1.84 0,481 
5 4,41 ± 1.85 0.3 53 
6 5.48±2.64 0, 165 
7 3.59±2,22 0,684 
8 3,49±2.32 0,796 
9 3.30± 1.1 0 0,247 

Tablo-5 : Meduller dokulann ak1l11 sitometrik analiz sonuc;:lannlll kontrol grubuyla 

mitoz onunden istatistiksel olarak kar~!l8.?tlfl1mas l (Mann-Whitney U Testi). 
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Kortil<al Dokulann Mitoz Yoniinden j tati tiksel Kar Ila tmlma I 

Kortikal dokulardan elde edilen 2 degerlerle (Tablo-2) yapJlan analizde gruplar 

ara 1 farklann i tati tik el olarak aniamll oldugu goIi.ildu (P=O,OO I). GIve S fazlan 

degerleri arasll1daki gruplar araSI farklarda istatistiksel olarak aniamll iken (P<O,OS) Give 

G2 fazlanmn V degerleri arasll1da istatistik el olarak gruplar ara ll1da anlamll fark yoktu 

(P>O,OS). Her bir grubun kontrol grubuyla (Grup-l =Kmk olu~turulmayan grup) 

istati tik el mukaye e inde Grup-6 (Kmktan sonra 10. gun incelenen grup) ve Grup-7 

(Klflktan oma 14. gun incelenen grup) G2 degerlerindeki artl~ istatistiksel olarak 

anlamlIydl (P<O,05) . Diger gruplarll1 kontrol grubuyla mukaye e inde farklar istatistiksel 

olarak anlamll degildi (P>O,OS) (Tablo-6). 

Kontrol Grubu=Grupl 
%G20rt± D 

1.63±2. 18 

K~tla~tmlan 
Grup 

2 
3 
4 

5 
6 
7 
8 
9 

%G2 
Ort± D 

l,30±1.05 
1,30±1,08 
1. 17±O.77 
1.20±O,97 
3,59±1,56 
4.73±1.66 
1.32± 1.06 
1.41±1.26 

P Degeri 

0,853 
0,853 
0,911 
0,970 
0,018 
0,002 
0,739 

0,795 

Tablo-6: Kortikal dokulann akllTI sitometrik analiz sonuylannm kontrol grubuyla 

mitoz yoni.i.nden istatistiksel kar~d~t1r11masl (Mann-Whitney U Testi) . 

Perio teal Dokularm Mitoz Yoniinden i tati tiksel Kar~lla~tJrllmasl 

Periosteal dokularda elde edilen G2 degerlerle (Tablo-3) yapdan analizde gruplar 

ara 1 farklann i tati tik el olarak aniamll oldugu goIi.ildu (P=O,OOI) : GIve fazlan 

ara mdaki gruplar ara I farklarda i tati tik el olarak anlamh iken (P<O,OS) Give G2 

fazlaflmn V degerleri ara ll1da istatistiksel olarak gruplar arasl aniamll fark yoktu 

(P>O,OS). Her bir grubun kontrol grubuyla (Grupl =Kmk olu~turulmayan grup) istatistiksel 

kar~I1a~tmlmasmda Grup-3 (Kmktan soma 3. gUn incelenen grup), Grup-4 (Kmktan sonra 

S. gUn incelenen grup), Grup-S (Kmktan soma 7. gUn incelenen grup) ve Grup-6 (Kmktan 

sonra 1 ° gUn incelenen grup) da G2 degerlerindeki artl~ istatistiksel olarak anlamll idi 

(P<O,OS). Grup-2 (Kmktan onra 1. gun incelenen grup), Grup-7 (Kmktan soma 14. gUn 

incelenen grup), Grup-8 (Kmktan sonra 21. gun incelenen grup) ve Grup-9 (Kmktan soma 

28 . gUn incelenen grup) da G2 degerlerindeki farklar istatistiksel olarak anlamh degildi 

(P>O,OS) (Tablo-7) . 
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Kontrol Grubu=Grup I Kar~Ila~tm Ian %G2 P Degeri 
%G2±SD Grup Ort±SD 

1,88± 1,59 2 2,89±1,14 0.075 
3 5,40±3,02 0,004 
-l 8.23±3,74 0,000 
5 7.50±2,89 0,000 
() 6.56±3.23 0,001 
7 1.50± 1.01 0,796 
8 2.02±2.44 0,684 
!) 1.73±165 0912 

Tablo-7: Periosteal dokulann aklm sitometrik analiz sonu~lannm kontrol grubuyla 

mitoz y6nunden istatistiksel kar~I1~tIrllmasl (Mann-Whitney U Testi). 

Ek ternal Yumu ak Dokulann Mitoz Yoniinden i tati tiksel Kar~da~tmlmasl 

Eksternal yumu~ak dokulann G2 degerleriyle (Tablo-4) yapdan analizlerde gruplar 

aras1l1da i tati tik el olarak aniamll bir fark olmadlgl gori.ildli (P=O,475). Gl fazl 

degerleriyle gruplar ara 1I1da i tatistiksel olarak aniamll bir fark bulunmazken (P=O,092) S 

fazl degerleri ara 1I1daki farklar istatistiksel olarak anlamlIydl (P=O,041). GIve G2 

fazlann1l1 degerleri ara 1I1da istatistiksel olarak gruplar araSI aniamll bir yoktu 

(P>O,05). 

Ek temal yumu~ak dokularda mitoz yonlinden gruplar aras1l1da istatistiksel olarak 

aniamll fark olmadlg1l1dan gruplann kontrol grubuyla istatistiksel kar~da~tIrllmas1l1a gerek 

gori.ilmedi . 

Gruplar i~inde Mitoz Yoniinden i tati tiksel Olarak Anlamh Farka ahip 

Dokulann Birbirleriyle i tati tiksel Kar~t1a~tmlma I 

Klflk olu~turulmayan grupta (Kontrol grubu=Grup 1) meduller dokularda %G2 

degerleri aklm itometrik analizlerde diger dokulara nazaran daha yliksek oldugu gori.ildli 

(%G2 Ort± D=3,91±1,09). Meduller dokular; kortikal, periost ve eksternal yumu~ak 

dokularla kar~da~tIrlldlg1l1da aralanndaki farklann i tatistiksel olarak aniamll oldugu 

gori.ildli (P<O 05) (Tablo-8) aym dokulann VG2 degerleri arasmda istatistiksel olarak 

farklar aniamll degildi (P>O,05). 
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cduller Doku Mukayese Edilen Doku ve P Degeri 
%G2±SD %G2±SD 

3,91±1,(19 Kortikal Doku I ,63±2,1 8 0.037 
Perio teal Doku 1,88± 1.59 0028 

Eks1emaJ Yumu~ak Doku 0,53±O,67 0,005 

Tablo-8 : Grup-l ' de (Kmk olu$turulmayan grup=Kontrol Grubu) mitoz yoniinden 

meduller dokwlun diger dokularla istatistiksel kar~d~ttrllmasl (Wilcoxon igned Ranks Test). 

Grup-2 de (KIrlktan onra 1. gun incelenen grup) hi~bir dokuda kontrol grubuna 

nazaran G2 fazmda istati tik el olarak aniamll bir fark te pit edilemedi (P>0,05) . Ancak 

meduller dokulann G2 fazl degerleri Grup-I ' de oldugu gibi diger dokulara nazaran daha 

yi.ik ekti ve bu farkhlIk istati tiksel olarak anlamhydl (P<0,05) . 

Grup-3 ' de (KIrlktan sonra 3. gUn incelenen grup) hem meduller dokulann hem de 

periosteal dokulann G2 fazmdaki yuk eklik Kontrol Grubuna (Kmk olu$turulmayan 

grup=Grup-l) nazaran i tatistiksel olarak anlamh bulundu (P<0,05) (Tablo-5 , Tablo-7). Bu 

dokulann VG2 degerJeri aralannda kontrol grubuna nazaran istatistik el olarak anlamh 

fark yoktu (P=0,441) Grup-3 ' de meduller doku %G2 degerleri ile periost dokusu %G2 

degerleri kar~I1a$tIrlldlgmda aralannda istatistik el olarak anlamh bir fark yoktu (P=0,767) 

(Tablo-9) . 

Meduller doku 

• 
Periosteal Doku 

%G2± D 

5.40±3.02 

P Degeri 

0,767 

Tablo-9 : Grup-3 ' de (Kmktan soma 3. gUn incelenen grup) mitoz yonunden anlamlt 

ylkarr dokularl11 birbirIeriyle istatistiksel kar$d~ttnlmasl (Wilcoxon igned Ranks Test). 

Grup-4 (Kmktan onra 5. gUn incelenen grup) ve Grup-5 (Kmktan sonra 7. gun 

incelenen grup)'de adece periost doku unda G2 fazl degerlerinde kontrol grubuna nazaran 

istati tiksel olarak artl~ anlamhydl (P<0,05) (Tablo-7) CVG2 degerleri arasmda kontrol 

grubuna nazaran i tati tiksel olarak anlamlt bir fark yoktu (P>0,05). 

Grup-6 ' da (KIrlktan sonra 10. gUn incelenen grup) hem periost hem de kortikal 

dokulann G2 fazl degerlerinde kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak artt~ anlamltydl 

(P<0,05). G2 degerJeri ara mda kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamh bir 

fark oktu (P>0,05). Grup-6 ' da perio t doku % G2 degerleriyle kortikal doku % G2 

degerleri birbirleriyle kar~da$tmldlgmda aralarmdaki farklar istatistiksel olarak anlamb 

degildi (P=0,066) (Tablo-I 0) . 



KortikalDoku 
%GH 0 

3.59±1.56 

Pcriosteal Doku 
%GH SD 
6,56±3,23 
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P Degcri 

0,066 

Tablo-lO: Grup-6 'da (Kmktan sonra 10. gUn incelenen grup) mitoz yonUnden anlamh 

~Ikan dokulann birbirleriyle istatistiksel kar~I1~tIrllmasl (Wilcoxon igned Ranks Test). 

Grup-7'de (Klflktan sonra 14. gUn incelenen grup) sadece kortikal doku G2 fazh 

degerlerindeki artl~ kontrol grubuna gore istati tik el olarak anlamhydl (P=0,002) (Tablo-

6) C G2 degerieri arasmda i tati tik el olarak anlamh bir fark yoktu (P=O,S29). 

Grup-8 (KIrlktan onra 21. gUn incelenen grup) ye Grup 9 (Klflktan sonra 28 gUn 

incelenen grup)'da hi~bir dokunun G2 fazl digerleri ile kontrol grubunun G2 fazl degerleri 

ara II1da i tatistiksel olarak anlamh bir fark yoktu (P>O,OS). 

Tum gruplar uzerinde yapdan Friedman testinde dokulann G2 fazl degerleri 

ara mda i tatistiksel olarak farklann aniamii oldugu gori.ildu (P=O,OOl) : Kruskal-Wallis 

te tinde yumu~ak dokulann hi9bir grubunda G2 fazl degerlerindeki artl~ istatistiksel olarak 

aniamii bulunmadl (P=O,47S). Diger dokularda G2 fazl degerlerinde istatistiksel olarak 

anlamlt artl~ yardl (P<O,OS). Artl~ olan dokulann birbirleriyle mukayesesinde Meduller 

dokll ye perio t doku u kortikal dokuya nazaran rnitoz yonunden istatistiksel olarak 

aniamii farka ahipken (P<O,OS) meduller dokuyla periost dokusu arasmda istatistiksel 

olarak aniamii bir fark yoktu (P>O,OS). Bu dokulann VG2 degerleri arasmda istatistiksel 

olarak aniamii bir fark te pit edilmedi (P<O,OS) (Tablo-I I, Tablo-12). 

Meduller Doku 
%GH 0 
4.46±2, 15 

Mukayesc Edilen Doku vc 
%G2±SD 

Kortikal Doku 1,96±1.77 
Periost Doku 4,19±3,50 

P Degeri 

0,001 
0,174 

Tablo-ll: Tum gruplar uzerinde meduller dokulartn, mitoz yoniinden istatistiksel 

olarak anlamh artl~a sahip diger dokularla kar~I1~tIrllmasl (Wilcoxon igned Test). 

Pcriosteal Doku Kortikal Doku P Dcgeri 
%GH D %GH SD 
4.19±3.50 1.96±1,77 0,00] 

Tablo-12: Tum gruplar iizerinde Periosteal Dokunun mitoz yoniinden Kortikal 

Dokularla istatistiksel olarak kar~I1~tIrllmasl (Wilcoxon igned Ranks Test). 



TARTI MA 

Kmk iyile~me i artan teknolojik ve bilim el geli~melerle birlikte biyomolekiiler 

yonden halen cezbedici bir olaydlr. Bir ~ok hiicre tipinin kattltmlyla ger~ekle~en 

koordineli , kompleks bir iire~ olan kmk iyile~mesinde esas hadise kemik ana hiicrelerinin 

(osteokondroprogenitor hucreler) proliferasyonu ve diferan iasyonudur. Farkltla~mamt~ 

mezen~imal hucrelerden koken alan bu hucrelerin anatomik orijini hakktnda l~lk 

mikro kobu, elektron mikro kop, x l~tnt difTaksiyonu, sintigrafi otoradyografi ve insitu 

hibridizasyon duzeyinde bir ~ok yah~ma yaptlmt~ttr . Anatomik orijin hakktnda tam fikir 

birligi olmama lOa ragmen, periost kemik iligi , kemik korteksi ve ekstemal yumu~ak 

dokulardan birinin veya bir kay 1010 orijin olabilecegi literatiirde bildirilmi~tir (1 , 2, 3, 4,5, 

6, 9, 17, 20). 

Bu ~ah~masIl1l11 hedefi kink iyile~mesinde hiicre onJtn ve diferansiasyonunu 

incelemektir. Aklm sitometrik analizle ktrlk iyile~rnesi ile ilgili bir yah$maya henuz 

rastlanmaml~tlr. Bunun iyin ~ah~mamlzdaki aklm sitometrik analiz sonu~lart histopatolojik 

inceleme ve literatiirde ktrlk iyile~mesi ile ilgili yalt~malarla mukayese edilmi~tir . 

Kmk iyile$mesinin deneysel modeli iyin en popiiler hayvanlardan biri ratlardlr (2, 

4, 43) . Bundan dolaYI ~alt$mamlzda prague-Dawley cinsi ratlar kullarulml$tJr. Call$maYl 

olu~turan grup larlO aklm sitometrik inceleme sonu~lan tartl~tlmadan once teknigin 

incelenerek tartl$tlmasl uygun gbriilmu~tiir. 

Kmk iyile~mesinde matiir kemigin yeniden olu~masl iyin osteoblastlann varhgtna 

ihtiyay vardlr. Bunun iyin koken aldlklan farkhla~maml$ mezen~imal dokuda, 

prolifera yon ve diferan ia yon gerekir (1 , 2, 19, 20). Proliferasyon ve diferansiasyon 

ancak mitoz olaytntn varhglnda gervekle~ir. Bir hucre siklusunda mitozu G2fM fazl 

gosterir (14, 34,35). Aklm sitometri tekniginde DNA analizi yaptJarak GO/Gl , G2, M ve S 

fazlar! tayin edilebilir. G2fM fazi DNA miktanntn iki kattna ylklP mitozun ger~ekle~tigi 

fazdlr. Bu da proliferasyon ve diferansiasyonun oldugu noktadtr (7, 14,38, 41). 
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kim itometri dakikada 1.000-100.000 hucreyi bir e;:ok ozellik ae;:lsmdan tarayarak 

verileri analiz eden bir istemdir. ncak hucre orneklerinin hazlrlanmasl en onemli 

a~amalardan birisidir. Hucrelerin tek tek dagdabildikleri bir suspansiyon halinde olmalarl 

~arttlr . Kullandacak ornek cerrahi i~lemle elde edilen taze doku veya parafinde bloklanml~ 

dokular olabilir (7, 36, 37, 8, 42, 43). Bu e;:ah~mada taze dokular kullamlml~tlr . Taze 

dokulann akIm sitometrik analizde avantajl du~uk V (Coefficient of variation) degerli 

e;:ah~malar elde edilme idir. Dezavantajt i e taze dokularda yeterli oranda ve dogru 

ornekleme yapIima 10m zorlugudur (37). 

Aklm sitometrik analiz yapdacak hucre su pan iyonlannda yeterli oranda hucre 

bulunma I gereklidir. Hedley kendi metoduna gore 10.000-30.000 hucre arasml yeterli 

bulmaktadtr (44). Bu e;:ah~mada en az 10.000 hucre sayIlml~, hucre saYlsl ae;:lslOdan 

literaturde uyumludur. 

Tumorlu dokularda ve kromozom anomalisi bulunan bazt dokularda aklm 

sitometrik analizlerde aneuploidi tespit edilebilir (37). Bu e;:ah~mada omeklerin hie;: birinde 

aneuploidi tespit edilmemi~tir . 

Aklm sitometrik analizlerde V degerlerinin %lO 'u a~masl e;:alt~manm 

gUvenilirliligini bozan bir go tergedir (37). Homojen canh bir hucre solusyonunda CV 

degeri 2 civannda olmaltdlr (37). Bu e;:alt~mada CV degerleri 7,76-9,42 araslOda 

bulunmu~tur. Bunun ebebi hucre solusyonlannlO hetorojen olu~udur . Bu da hucre 

solu yonunda iki ya da daha fazla hucre populasyonu oldugunun bir i~areti saytlabilir. 

Buna ragmen elde ettigimiz CV degerleri literaturde SlOlr kabul edilen % 1 0 degerinin 

altmdadlr. 

eduller dokulann akIm sitometrik analizlerinde sadece bir grupta G21M fazl 

degerlerinde istati tiksel olarak anlamlt artl~ yard\. Bu grup kmktan sonra 3. gUn incelenen 

grup (Grup-3) idi . Diger gruplarda G2/M fazmm degerleri %3 'un uzerinde olmasma 

ragmen kontrol grubuna klyasla istatistik el olarak anlamlt artl~ kaydedilmedi . Tum 

gruplarda meduller dokulann G2/M fazmdaki bu ytiksek degerler meduller dokularm 

hucre el yonden heterojen bir doku olu~undan kaynaklanmaktadlr. Kemik iligindeki bu 

heterojeniteyi 0 teogenik hucrelerle miyeloretikuler hucreler saglarlar. DolaYlslyla kemik 

iliginde osteogenik hucrelerin yanmda, eritrosit, granulosit, lenfosit, monosit, 

trombo it ' lerin olu~tugu, ytik ek prolifera yon ve diferan iasyon kabiliyetine sahip, 
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hematopoietik granulopoietik ve megakoryo itik seri huereleri meveuttur. Bundan dolaYI 

kemik iligi normalde mitoz yonunden daima aktifbir dokudur (14). 

Kmk iyile~me ini ineelemek iyin yaptlglmlz histopatolojik yalI~mada kemik 

iliginde kmlctan sonra 1. ve 3. gunde kanama ve hematom dl~1I1da bir bulgu izlenmedi 

(Re im-5 , Resim-6) . 

A1par E.K. yaptlgl otoradyografik yalI~mada ratlann meduller dokulannda 4. gLine 

kadar mitotik faaliyet gosteren osteoblasta farklda~an Trityumlu timidinle i~aretlenmi~ 

huereler belirleyebilmi~tir (5) . Brigton ve Hunt yaptlklan yah~malarda klflktan birkay saat 

soma kemik iligi alanmda kemik iligi elemanlannm kaybm1l1 surdugu, kan damarlann1l1 

kaybm1l1 oldugu du~uk huere el dan iteli bolge ve endotelial huerelerin pleomorfik 

huerelere tran formasyonu ve 24 saat iyinde osteoblastik fenotipin tespit edildigi yiiksek 

hueresel dansiteli bolge belirlemi~lerdir (45). Boyleee klflk iyile~mesinin erken doneminde 

kemik iliginin kemik forma yonuna direk katkIda bulundugunu kamtlaml~lardlr . 

Wittbjer 1. Demineralize kemik matriksi ve kemik iligiyle muamele edilmi~ 

demineralize kemik greftleriyle tav~anlarda yaptJgl deneysel yalI~mada kemik defeklerinin 

tedavi inde kemik iligiyle muamele edilmi~ kemik greftlerinin radyolojik, otoradyografik 

ve intigrafik olarak daha etkili oldugunu rapor etmi~tir (12). Tiedeman ve arkada~larl 

kendi yalt~malannda benzer sonuylar bildirmi~lerdir (46). 

Connolly ve arkada~lafl enfekte tibia nonunionlannda perkutan kemik iligi ile 

greftlemede ba~ardl sonuylar rapor etmi~lerdir (47). Majors ve arkada~larl kemik iligi 

Mere kUlttirlerinde 0 teobla tik diferansia yonu gostermi~lerdir (2) . 

Bu tez yalJ~mas1l1da meduller dokularda elde edilen G2/M faz1l1da degerlerindeki 

artl~ literatLirde te pit ettigimiz meduller dokulardaki osteogenik aktiviteyle uyumlu idi . 

Kortikal dokulann akIm sitometrik analizlerinde Grup-6 (Kmktan sonra 10. gLin 

ineelenen grup) ve Grup-7 (Klflktan sonra 14. gLin ineelenen grup) da G21M fazl 

degerlerinde kontrol grubuna (Kmk olu~turulmayan grup= Grup-l) nazaran istatistiksel 

olarak aniamll artl~ vardl. Yaptlglmlz hi topatolojik yaiI~mada klflga ait kortikal 

fragmanlarda hiybir grupta bir degi~iklik tespit edilemedi . Aneak 10. gunde ba~layan ve 

28 . gune kadar devam eden periost kaynaklt perikortikal enkondral kemikle~me sahalan 

goruldu (Re im-12~ 19). 
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Ipar E.K. otoradyografik <;:al1~ma mda 4. gune kadar kortekste trityumlu timidinle 

i~aretlenmi~ hi<;:bir hucre te pit edilemedigini 4. gunden soma korteksin yuzeyel klsmmda 

tirityumlu timidinle i~aretlenmi~ 0 teobla tlar gozlendigini bunun 20. gune kadar devam 

ettig ini korteksin diger klslmlannda hi<;: aktivite gOri.ilmedigini rapor etmi~tir (5) . 

Kmk iyile~mesinde korteksin astl cevabl, kmk fragmanlannm anatomik 

reduk iyonu ve rijit fik asyonunu gerektiren pnmer iyile~me yonundedir. Anatomik 

reduk iyondan sonra klngm bir tarafmdaki osteokla tlar, rezorb iyon sonucu yeni 

ha er ian kanallar olu~turarak kan damarlannm penetrasyonunu saglar. Bu penetrasyonla 

birlikte periva kuler mezen~imal hucreler, endotelial hucrelere e~lik ederler. Bu hucreler 

o teogenik eri hucrelerine farkl1la~arak yeni kemik formasyonuyla primer iyile~meyi 

aglarlar (1 , 2, 5, ] 7, 19, 20). Primer klrlk iyile~mesi uzun sure gerektirdiginden erken 

donemde kortek te mitotik aktivite beklenmeyebilir. 

Bu <;:ah~mada Grup-6 (Klrlktan soma 10. gOn incelenen grup) ve Grup-7 (Kmktan 

onra 14. gOn incelenen grup) da kortikal dokulann G21M fazl degerlerindeki artl~ dikkat 

<;:ekicidir. ncak di ek iyon e na mda; periost kaynakh, 10. gOnde ba~layan 28. gOne 

kadar devam eden enkondral kemikle~meye ait dokulann bula~masl bu aktiviteye sebep 

olabilir. 

Reddi ye Ander on yaptlklan <;:alt~malarda klrlk iyile~mesinde kondroblast 

diferansia yonunu 5. gOnde, mak imum kondrogenezisi 8. gunde tespit ettiklerini rapor , 
etmi~lerdi (21). Brighton ve Hunt histokimya al <;:a1t~malarda kondrogenezis pikini klrlktan 

sonra 9. gOnde te pit etmi~lerdir (2) . 

Periosteal dokulann aklm itometrik analizlerinde, Grup-3 (Klrlktan sonra 3. gOn 

incelenen grup), Grup-4 (Klrlktan oma 5. gOn incelenen grup), Grup-5 (Klrlktan sonra 7. 

gun incelenen grup), Grup-6 (Klrlktan soma 10. gun incelenen grup)'da G21M fazl 

degerlerinde ki artl~ kontrol grubuna (Klrlk olu~turulmayan grup=Grup-l) nazaran 

istati tik el olarak anlamhydl (P<0,05). Histopatolojik incelememizde 5. gOnde pik yapan 

perio t prolifera yonu gozlendi. 10. gunde ba~layan 14. gunde pik yapan 28. gOne kadar 

devam eden perio t kaynakh enkondral ossifikasyon tespit edildi. intramembranoz 

kemikle~me 7. gunde ba~laYlp 28. gOne kadar devam ettigi gozlendi (Resim-8-19). 
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Ipar E.K. otoradyografik yalt~masmda periostta 1. gunde ba~layan, 3. gLinde pik 

yap an, 5. gLinde periost reak iyonunun pikiyle devam eden trityumlu timidinle i~aretlenmi$ 

osteoprogenitor ve kondroprogenitor hucrelerin proliferasyonunu, osteoblasta ve 

kondrobla ta farkhla$ma In! te pit etmi$ ve bunun 16. gOne kadar azalarak devam ettigini 

rapor etmi$tir (5) . 

Ktrlk iyile$mesinde periost taraflndan intramembranoz kemik olu~umu, kmktan 

onra hemen ba$lar fakat hucrelerdeki proliferatif aktivite 2. hafta dolmadan durur. 

Kondrogenezde i e prolifera yon 14. gune kadar devam eder (2) . 

Perio t'un yLik ek kondrogenetik aktiviteye sahip oldugu bir yok deneysel ve klinik 

uygulamalarda ortaya konmu$tur (48, 40, 59, 51 , 52, 53). 

Bu yalt$mada perio t dokulanmn 21M fazl degerlerindeki artl$, literatUrde tespit 

ed ilen periosta ait osteogenik ve kondrogenik aktiviteyle uyumlu gorLildu. 

Ekstemal yumu$ak dokulann aklm sitometrik analizlerinde hiybir grupta kontrol 

grubuna (Grup-l = Ktrlk olu$turulmayan grup) nazaran mitoz yonOnden istatistiksel olarak 

anlamh artl$ yoktu (P>0,005). Hi topatolojik incelememizde spesmenlerin hiy birinde 

ekstemal yumu$ak dokularda ktrlk iyile~mesini izah eden bir bulgu elde edilemedi . 

Ipar E.K. ' m otoradyografik yalt$maslllda eksternal yumu~ak dokularda yok az 

hucrede otoradyografik tanecik tespit edilmi$ ve bunlann osteobla~ta farkhla$madlgl rapor 

edilmi$tir (5) . 

Urist endomi yum hOcrelerinin, McLean, Bridges ve Pritchard Lse perivaskuler 

konnektif doku hucrelerinin inductor adl veri len bir madde tesiri ile osteoblasta 

farkltla$ma 1 onucu kmklann iyile$tigini iddia etmi$lerdir (1 , 4, 5, 20). 

Bu tez yall$ma mda ek temal yumu$ak dokularda ktrlk iyile$mesini organIze 

edebilecek hucre prolifera yonunu ve diferan ia yonunu temin eden mitoz olayma 

rastlanmaml$tlr. 

Tum gruplar Ozerinde yaptlan i tatistiksel yah$malarda Medulla, korteks ve periost 

doku unun akIm itometrik analizlerinde G2IM fazl degerlerindeki artl~ kontrol grubuna 

nazaran i tati tik el olarak anlamltydl (P<0,05). Yumu~ak dokulann G21M fazl degerleri 

arastnda kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamh fark yoktu (P<0,05). Periost 
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doku u ve meduller doku G21M degerleri ara IOdaki farklar istatistiksel olarak anlamlt 

degildi (P>0.05) (Tablo 10-11). Ancak oldukya heterojen bir doku olan meduller doku 

kink olmadan bile mitoz yonunden aktif bir dokudur (14). Her iki dokunun ortalama G21M 

faZi degerleri kontrol grubu G21M fazl degerleriyle orantliandlglOda meduller doku G21M 

fazl ndaki artl~ kontrol grubu G21M fazlOlO 1, 16 katl kadar iken periost dokularmda G21M 

fazmdaki artl~ kontrol grubunun 2,77 katl kadardl. Bu yUzden periost dokusu G21M fazl 

degerlerindeki artl~ , aklm itometrik yonden daha anlamltydl. 

Literaturde klflk iyile$mesinde osteoprogenitor hucre orijinini farkh yazarlar 

degi\ik $ekilde ifade etmi lerdir: Brook ; fa ya , Treuta, McLean, Bridges; Perivaskuler 

hucreler, Ostrowski ; kemik iligi Urist; endomisyum, halmers ise periost oldugunu 

bildirmi~lerdir (I , 2, 4, 5, 8, 17 20). Oni ve arkada~lan hucre orjininin yok kaynakh 

oldugunu rapor etmi$lerdir (17) . Caplan yaptlgl progenitor hucre ara~tlrmalannda uygun 

biyoaktif faktbrler unuldugunda periost, kemik iligi, ka dokusu ve bag dokusunun kemik 

olu$turma yetenegine ahip olduklanm rapor etmi~tir (10) . 

Bu yalt~mada dokulann G2/M fazl degerleri dikkate allOdlgmda klflk iyile$mesinde 

hucre onJml e diferansia yonunda aklm sitometrik yonten en aktif dokunun periost 

oldugu te pit edildi . Meduller dokularda normal de mitotik aktivite oldugu kmktan sonra bu 

aktivitenin arttlgl gori.ildu . Kortikal dokularda mitotik aktivite minimaldi . Yumu$ak 

dokularda ise klflk iyile~mesine hucresel yonden katlasl olabilecek mitotik aktivite tespit 

edilemedi . 

Klflk iyile$mesinde hucre onJm ve diferansiasyonunun aklm, sitometrik 

incelenmesinde ileri yalt$malara ihtiyay Vardlf. Caplan hucre ki.ilturleriyle yaptIgl 

yalt~malarda osteojenik eri hucrelerine kar~1 monoklonal antikor kul1anml~tlr (10) . Bu ti.ir 

i~aretleyici antikorlann klflk iyile~mesinde, akIm sitometrik incelemelerde, 

kullamlabilmesinin daha iyi sonuylar verecegi kanaatindeyiz. 



ONU<;L R V 6 ERiLER 

Bu deneysel yah~mada klflk iyile~mesinde, hOcre onJIn ve diferansiasyonunun 

ak lm itometrik incelenmesinde a~agldaki sonuylar elde edildi : 

1- Klflk iyile~me inde hOcre orijini ve diferansia yonunda aklm sitometrik yond en 

en akti f doku periost oldugu te pit edildi 

2- Kemik iliginde normalde mitotik aktivite vardlr bu aktivite klflktan sonra 

artmaktadlr. 

3- Kortikal dokularda, klflk iyile~mesi yonOnden mitotik aktivite minimaldir. 

4- Ek ternal yumu~ak dokularda klflk iyile~mesinde hOcre onJInI ve 

di feransia yonuna katlasl olabilecek bir mitotik aktivite tespit edilmemi~tir. 

Kmk iyile~me inde, hOcre orijin ve diferan ia yonunun aklm sitometrik 

incelenmesinde monoklonal antikorlann kullandmasInin, daha iyi ve hOcreye spesifik 

.-; , ~ ·,~n ·n ul a~"dl. 



6 ZET 

Bu deney el yali~mada , ktrlk iyile~me inde hi.icre orijini ve diferansiasyonu alom 

sitometri ile incelendi . Bu amayla prague-Dawley cin i ratlarda intraperitoneal ketamin 

ane tezisi ile sag tibiada dijital kompresyon yontemiyle kapali ktrlk olu~turuldu . Kmlctan 

soma 1. ,3 ., 5., 7., 10., 14., 21. ve 28 gtinde hayvanlar akrifiye edilip 10 'ar tibia dizden ve 

ayak bileginden dezartikule edildi . ~ ksternal yumu~ak doku, periost, korteks ve meduller 

dokular, di ek iyonla ayn ayn phosfat buffer solusyonlu tuplere alindl. Canh doku 

inceleme yontemiyle aklm itometrik D analizleri yapJldl. Kontrol amaclyla 10 saglam 

tibiaya aylll i~lem uygulandl. tlaveten her gruptan birer tibia histopatolojik incelemeye tabi 

tutuldu . 

Aklm sitometrik inceleme onucunda ktrlk iyile~mesinde hi.icre OflJIn ve 

diferan ia yonu iyin en alctif dokunun periost oldugu tespit edildi . Meduller dokularda kmk 

olmadan bile mitotik aktivite oldugu, ktrlktan onra bu aktivitenin arttlgl goIiildu. Kortikal 

dokularda mitotik aktivite minimaldi . Yumu~ak dokularda ise ktrlk iyile~mesine hucresel 

katkl I olabilecek mitotik aktivite te pit edilemedi . 

Klflk iyile~me inde hi.icre orijin ve diferan ia yonunun aklm sitometrik 

incelenme inde, monoklonal antikorlann kullalllimasmm, daha iyi ve hucreye spesifik 

onuylar verebilecegi kanaatine vanldl. 



UMMARY 

Tn thi experimental tudy: in the repair of a fractured bone the cell ongm and 

differentiation were examined with flow cytometry. To achieve this goal, in Sprague­

Dawley type rats by interperitoneal ketamin anaesthesia, in the right tibia a closed fracture 

was formed by digital compresion method. After the fracture in the 1 st, 3rd
, 5th, 7th, lOth, 

14th, 21th and 28 th day the animal were acrified and in group of ten each tibia were 

de articulated from knee and ankle. By dis ection; external soft tissue, periost, cortex and 

medullar ti ue were taken into the eparate tubes which contain phosphate buffer 

olution . By the live ti ue examination method, flow cytometric D A analysises were 

performed . To control it, the arne process wa applied to ten healthy tibia. In addition, 

from each group one tibia wa undergone into hi topathologic examination. 

a re ult of flow cytometric examination it was examined that in the repair of a 

fractured bone periost i the most active ti sue for the cell origin and differantiation. In the 

medullar ti ue ; even before fracture mitotic activity was ob erved and after fracture this 

acti it increa ed. Tn the cortical ti ue mitotic activity was minimum. In the soft tissues, 

any mitotic activity which can help a a cell to the repair of a fractured bone could not be 

establi hed. 

In our opinion, in the repair of a fractured bone by the flow cytometric examination 

of cell origin and differentiation the use of monoclonal antibody is more helpful and can 

give to cell specific results. 



K YNAKLA R 

1- Ege R: Travmatoloji Kmklar ve Eklem Yaralanmalan . Kadloglu Matbaasl, Ankara, 

1989, . 1-61 

2- inhorn T A: The cell and moleculer biology of rracture healing. Clin Orthop, 355S : 

7- 21 , 1998. 

3- Wittbjer J: Bone Matri and Bone Formation. Printed in weden by infotryck ab, 

alma, 1983 . 

4- lirel YB, Zorer G, gurlu : Klflk iyile~mesi ve perio tun anemi . Acta Orthop 

TraumaTurc, 30: 417-422, 1996. 

5- A1par EK: Klflk iyile~mesinde hlicre orijini ve diferansiasyonunun trityumlu 

6-

timidin otoradyografi i ile deney el olarak inclenmesi. DOyentlik tezi, Hacettepe 

niver itesi Tip Faklilte i, nkara, 1975 . 

Okur , Ezirmik , Yana H, (iftyioglu Iparslan B: Tamsal amaylt olarak 

kullamlan x-I~lI1lanl1ln klflk kallusu olu~umuna etkileri . Acta Orthop Trauma Tuny, 

0: 411-416,1996. 

7- Riley R , Mahin EJ and Ros W: linical pplication of Flow Cytometry. First ed. 

Iqaku hoin Medical Publisher inc., ew York, 1990. 

Glowacki J: ngiogene i in fracture repair. lin Orthop, 355 : 82- 89, 1998. 

9- Yoo JU and John tone B: The role of osteochondral pregenitor cells in fracture 

repair. Clin Orthop, 355 : 73- 81 , 1998. 

10- Caplan AI: Mesenchymal stem cells. J Orthop Res. 9: 641-649, 1991. 



47 

11- Bruder P, Jai wal , Ricalton ; Mosca JD, Kraus KH and Kadiyala S: 

Mesenchymal stem cells in 0 teobiolgy and applied bone regeneration. Clin 

Orthop, 355 : 247- 256, 1998. 

1_- WiLtbjer J, Palmer B, Rohlin M and Thorngren KG: Osteogenic activity 10 

compo ite graft of demineralized compact bone and marrow. lin Orthop, 173 : 

229-237, 1983. 

13- onnolly Jf: Clinical u e of marrow osteopragenitor cell to stimulate osteogenesis. 

Clin Orthop, 355 : 257- 266, 1998. 

14- Erbengi T: Hi toloji I. Beta Ba 1m Yaylm Dagltlm . ~ . , i tanbul, 1984. 

15- Wein tein L and Buckwalter JA: Turek 's Orthopaedics. Fifth ed ., I.B . Lippincott 

ompany, California, 1986, pp. 13-67. 

16- Favus MJ.: Primer On The Metabolic Bone Diseases nd Disorders Of Mineral 

Metaboli m. econd ed ., Lippincott-Raven Publisher, Philadelphia. ew York, 

1993 , pp. l-"'7. 

17- Oni 0 : allu formation during diaphy eal fracture repair. Orthopaedics int. Ed., 

4: 269-277, 1996. 

18- Bostrom MPG and nI P: Transforming growth factor beta in fracture repair. 

linOrthop, 355 : 124- 131 , 1998. 

19- Buckwalter J . Glimcher MI, Cooper RR and Recker R: Bone biology. J Bone 

Joint urg, 77 . : 1276-1289, 1995. 

20- Rackwood CA, reen DP and Bucholz RW: Fractures in Adult Third ed., I.8. 

Lippincott Company, 1991 pp. L 81-222. 

21- Reddi H; Initiation of fracture repair by bone morphogenetic proteins. Clin 

orthop, 355 : 66- 72, 1998. 

22- Reddi H and Cunningham : Initiat ion and promoLion of bone differentiation by 

bone morphogenetic proLein . J. Bone and Mineral Res 8: 499- 502, 1993 . 



48 

23- Trippel B, Coutts RD, inhorn T Mundy GR and Rosenfeld RG: Growth 

factor a terapeutic agents . J. Bone Joint urg, 78-A: 1272-1286, 1996. 

24- Wozney JM: The bone morphogenetic protein family and osteogenesis. Moleculer 

Reproduction And Development, 32: 160-167, 1992. 

25- Radom ky ML, Thompson A Y, piro R and Poser JW: Potential role of fibroblast 

growth factor in enhancement of fracture healing. Clin Orthop, 355 : 283- 293 , 

1998. 

26- Ro ier R , O'Keefe RJ and Hicks DG : The potential role of fibroblast growth 

factor beta in fracture healing. Clin Orthop, 355 : 294- 300, 1998. 

27- Trippel B: The potential role of II1sulinlike growth factors in fracture healing. Clin 

Orthop, 355 : 301- 13 1998. 

28- Bostrom MPG: E pre sion of bone morphogenetic proteins in fracture healing. Clin 

Orthop,3 55 : 116- 123, 1998. 

29- Bo trom MPG and Camacho NP: Potential role of bone morphogenetic proteins in 

fracture healing. Clin Orthop, 355 : 274- 282, 1958-1998. 

30- adler TW: Langman ' Medical Embriyology, 6th Edition, Williams and Wilkins 

Baltimore, 1990 pp. 242-245. 

31- Petorak i: insan Embriyolojisinin Ana Hatlan . 2. bastm, Beta Bastm Yaymctltk, 

t tanbul, 1986, s.200-202. 

32- Tekelioglu M: In anm Uremesi ve Geli~me i. I . bastm, Dumat Of set Matbaacthk, 

Ankara, 1995. 

33- Gayton : Hucre fonksiyonlanntn genetik kontrolU, protein sentezi ve hucre 

yogalmasl. Fizyoloji , cilt 1, 5. ba ktdan tlirkyeye yevrilmi~ 1. ba kt , Ankara, Guven 

Kitabevi Yaymlan, 1977, s. 43-85 . 

34- Kumagai and Mc uire MH: ellular and moleculer biology. urgery For Bone and 

oft-Tisrue Tumors, Edited By M.A imon and D. pringfield. Lippincott-Raven 

Publishers, Philadelphia, 1998. pp. 9-20. 



49 

"5- andberg A: The chro orne and the cell cycle. In Diagnostik Cytology and it's 

Histopathologic Ba e Koss LG (ed), 011 41h ed ., Philadelphia, J.B. Lippincott 

ompany, J 992, pp. 154-192. 

36- Braylan RC: Flow cytometry. Arch Pathol Lab Med . 107: 1, 1983. 

7- Ko s LG: Flow cytometry. In Diognostic ytology and it ' s Histopathologic Bases, 

Ko LG (ed) 012, 41h ed ., Philadelphia . IB Lippincott Company, 1992, pp. 1613-

1657 . 

• 1 - Conn J , Landay L, Weintslein R : Biology of disea e. Advanced 111 flow 

cytometry for diagno tic pathology. Lab Invest 57: 453 , 1987. 

39- Lar en JK, Munch-Peter on B Christian en I , et al: Flow cytometric discrimination 

of mitotic cells : resolution of M, as well a G I, and G2 pha e nuclei with 

mitramycin, proidium iodide and ethidium bromide after fixation with 

formaldehyte. ytometry 7: 54, 1986. 

40- Fried I : Flow cytofluorometric analysis of cell cycle distributions using prapidium 

Iodide. 1. Cell Bioi 71 : 172, 1976. 

41- erkel DE, McGuire WL: Ploidy, proliferative activity and prognosis. ancer 65 : 

11 94, 1990. 

42- afalt M, Gedikoglu , ela un B ve Finci R: Flow cytometry/aklm sitometrisinin 

patolojideki yeri : nkara Patoloji Bulteni, 9(1) : 92-106, 1992. 

43- unamaker DM: Experimental models of fracture repair. Clin Orthop, 355S: S56-

65, 1998. 

44- Hedley DW: Flow ytometry uS1l1g paraffin embedded tissue: five years on. 

Cytometry 10: 220-241, 1989. 

45- Brighton T and Hunt RM: Early hi tological and ultrastructural changes In 

medullary fracture callu . J. Bone Joind urg, 73-A: 832-847, 1991 . 



50 

46- Tiedeman JJ , onnolly J F, ' [rales B ' and Lippiello L: Treatment of nonunion by 

percutaneous II1jection of bone marrow an demineralized bone matrix . Clin Orthop, 

268 : 294-302, 199 1. 

47- Connolly JF, Guse R, Tiedeman J and Dehne R: utologous marrow injection as a 

ubstitute for operative grafting of tibial nonunions. lin Orthop, 266: 259-270, 

t991 . 

48- Rubak JM, Pou a M and Ritsila V : ffect of joint motion on the repair of articular 

cartilage with rree perio teal graft : cta Orthop cand, 53 : 187-19 I, 1982. 

49- Rubak 1M: Reconstruction of articular cartilage defects with free periosteal grafts. 

cta Orthop cand, 5 : 175-180, 1982. 

50- Rubak 1M, Pou sa M and Rit ila V: Chondrogene i in repair of articular cartilage 

defects by free periosteal graft in rabbits. cta Orthop cand, 53 : 181-186, 1982. 

51- O 'Dri coli Wand alter RB : The repair of major osteochondral defects in joint 

urface by neochondrogenesi with autogenous osteoperiosteal grafts stimulated 

by continuous pa ive motion . lin Orthop 208 : 131-140, 1986. 

52- O ' Driscoll Wand alter RB : The induction of neochondrogenesis in free lI1tra­

articular perio teal autografts under the influence of continuous passive motion. J 

Bone Joint uryg, 66- : 1248-1257, 1984. 

53- iedermann B, Boe , Lauritzed J and Rubak 1M: Glued periosteal grafts in the 

knee. Acta Orthop cand, 56: 457-460, J 985. 


