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1.GENEL BIiLGILER

1.1.GIRIS:

Kirik, kemigin dis veya i¢ kuvvetlere bagli olarak anatomik
biitiinliigilinlin bozulmasi olarak tarif edilebilir. Giiniimiizde cerrahi teknik ve
kirik onariminda kullanilan materyallerde gelismeler olmasina ragmen hala
%10 gibi kaynamama problemleri devam etmektedir.’’ Kirik kaynamasi
birgok etkenin karmasik bir swra ile c¢alismasiyla basarili sekilde
gerceklesebilir.

Giliniimiizde hala kaynamama veya kaynama yOniinden problemi
olacak durumlar i¢in otolog kemik greftleri altin standart olarak kabul
edilmektedir. Otolog kemik greftlerinin alindig1 yerde olusan problemler ve
alman miktarin smirli olmasit gibi olumsuz yonleri mevcuttur. Son
zamanlarda tiirdes mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiir ortamlarinda iiretilmesi
ve bunlarm tek basma veya greft benzeri materyallerle birlikte kullanimi ile
ilgili bir¢cok caligma mevcuttur.

Kirik kaynamasi saglikli bireylerde ve saglikli kemikler i¢in beklenir
bir durum olsa da kaynamama ile sonuclanabilmektedir. Ozellikle genis
yumusak doku ve periosteal hasar1 olan kiriklarda kaynamanin gegikmesi ve
ya kaynamama beklenen bir durumdur. Kirilan bir kemikte fazla hasar
gdrmemis bir periost kirik bolgedeki kaynama i¢in dnemlidir. Hem bozulan
medullar kan akimi sonrasi baskin hale gelerek kirik ugalarinin kanlanmasini
ve kaynama i¢in gerekli maddelerin taginmasi saglar hem de alt tabakalarinda
bulunan kemik yapimi i¢in Oncii (osteoprogenitdr) hiicreleri sayesinde kirik
tamirine katkida bulunur.

Mezenkimal kok hiicreler bir¢ok dokuya farklilasma oOzelliklerine
sahip olsa da bu doniisiimii saglayan ortamdaki diger hiicreler ve bunlarin
salgiladiklar1 kimyasal aracilardir. Mezenkimal kok hiicre kullanilarak kemik
onarimi veya kirik tamiri lizerine bir¢cok arastirma mevcut olmasina ragmen
hala ¢oziilmesi gereken pek ¢ok soru da mevcuttur.

Bu calismada biz periosteal ve kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerini ortamdan uzaklastirarak kirik kaynamasi iizerine olan etkilerini
ortadan kaldirmay1, sadece disaridan verilecek kok hiicrelerin kaynamaya ve
kemik tamirine olan etkilerini incelemeyi amacladik. Femur medullasina
verilen formalin ile kemikte nekroz olusturmay1 ve disaridan verilen tiirdes
mezenkimal kok hiicrelerin kemigin yeniden yapilanmasma katkisini
arastirmay1 amagladik.



1.2.KEMIK DOKUSU ve HISTOLOJISI:

Kemik viicudun en sert ve kikirdak dokusundan sonra darbelere karsi
en dayanikli dokusudur. Hasar gordiikten sonra tam iyilesme oldugunda skar
dokusu olusturmadan iyilesebilen ender bir dokudur. Hareket sistemi i¢in bir
yap1, ayn1 zamanda hayati organlar1 koruyan bir zirh gibi gérev goriir. Kan
hiicrelerinin yapiminda gorev alan, kalsiyum ve fosfat gibi minerallerin
depolayan, gerektiginde kana salan ve kendini siirekli olarak yenilen aktif bir
organdur.’'

1.2.1.KEMIiK MATRIKSI:

Kemik dokusunda hiicreler arasinda kalsifiye olmus kemik matriksi
denilen 6zel bir bag dokusu vardir. Bu matriksin kuru agrhigmin yaklagik
%401 organik yapidan ve %60’1 inorganik yapidan olusur.” Organik
bilesenleri baslica kollojenler, proteoglikanlar, kollojen dis1 matriks
proteinleri(osteokalsin, osteonektin, osteopontin),biiyiime faktorleri ve
sitokinler olusturur. Kemigin organik yapisinin biiyiik kismini Tipl kollojen
olusturur ve bunlarin sonlanma bolgelerindeki bosluklara hidroksiapatit
minerallerinin birikimi sonucunda kalsifikasyon gerceklesir. Bu da kemigin
sert ve dayanikli olmasini saglar.

Inorganik bilesenlerin en biiyiik kismini hidroksiapatit olustururken
geriye kalan kisimlarini ise osteokalsiyum fosfat olusturur®,

1.2.2.KEMiK HUCRELERI:

Kemigin hiicresel elemanlarin1 osteoblastlar, osteositler ve
osteoklastlar olusturur.

Osteoblastlar:

Kemigin organik kisimlarmni sentezler ve ayni zamanda inorganik
kisimlarin olusturulmasinda gorev alir. Normalde yassi sekilde olan bu
hiicreler matriks sentezi sirasinda yapisal olarak kiibik veya prizmatik sekle
doniistirler. Artmis alkalen fosfataz(ALP) diizeyleri nedeni ile sitoplazmalari
bazofilik olarak boyanir. Matriks salgilanmas1 osteoblast ile daha dnce temas
halindeki matrikse dogru olur. Bu bolgede yeni kalsifikasyona ugramamis
kemik dokusu olusur. Bu olaya ‘’kemik appozisyonu’’ denir. Zamanla bu
dokuya Ca™  minerallerinin cokmesiyle kemiklesme tamamlanir.
Osteoblastlardaki sentez azalmaya basladiginda ALP diizeyleri azalir ve
sekilleri yassilagsmaya baslar ve osteositlere doniisiirler.

Osteositler:

Olgun kemik dokusundaki hiicrelerin %90’nmn1 olusturur. Kendisini
cevreleyen kemik matriksinin igerisinde ‘’lakuna’® adi verilen boslukta
genellikle tek bir hiicre olarak bulunurlar. Osteositler kemik matriksinin
devamliliginin saglanmasinda aktif olarak gérev yapmaya devam etseler de
osteoblastlarda ki kadar geligmis golgi cisimcikleri ve endoplazmik retikulum
icermezler. Metabolitler kalsifiye olmus kemikten diflizyon ile gecemezler.



Besin aligverislerini diger hiicrelerle ve kan damarlari ile temas kuramalarini
saglayan matriksi ince silindirik sekilde delip gecen ‘’kanalikiili’> denilen
bosluklardaki “’floropodia’’ diye adlandirilan ince sitoplazmik uzantilar ile
saglarlar.

Osteoklastlar:

Kan kaynakli monositlerin birlesmesi ile olusan c¢ok ¢ekirdekli
mononiikleer fagositer sisteme dahil edilen biiyiik hiicrelerdir ve kemik geri
emiliminden (rezorbsiyon) sorumludurlar. Osteoklastlarin sitoplazmalarinda
kemik yikiminda gorev alan kollejenaz ve bir¢cok proteolitik enzim igeren
graniiller bol miktarda mevcuttur bu nedenle genellikle asidofilik boyanir.
Graniiler endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi ve mitokonriden son derece
zengindir. Kemik matrikse bakan yiizeyi son derece girintili ¢ikintili olup bu
temas yiizeyini arttirmak ve ortamdaki artiklarin temizlenmesinde 6nemlidir.

1.2.3 PERIOSTEUM VE ENDOESTOUM:

Kemigin dig yiizeyini saran bag dokusuna periosteum denir. Dig
tabakasini kollojen lifler olusturur. Kollojen lifleri kemigin matriksine dogru
’Sharpey lifleri”” gondererek periostu kemige baglar. Kollojen lifler ile
kemik matriks arasinda osteoblasta doniismeye hazir yassi osteoprogenitor
hiicreler yer alir. Endosteum ise kemigin i¢ yiizeyini Orten daha az bag
dokusu igeren, osteoprogenitor hiicrelere sahip daha ince bir dokudur.
Kemigin tamirinde ve biiyiimesinde gérev alan bu iki yap1 nemlidir.'

1.2.4. KEMIGIN BESLENMESI:

Kemikler kardiyak ¢ikism %3-10’luk kismmi alir.” Viicuttaki uzun
kemikler 3 arteriyal sistem tarafindan beslenirler.

1-Besleyici(nutrisyonel) arter sistemi

2-Metafizyal-epifizyal arter sistemi

3-Periosteal arter sistemi

Besleyici arterler sistemik arterlerden kdken alirlar. Uzun kemiklerin
diafizer bolgelerindeki besleyici deliklerden(foremina nurtisia) kemige
girerler ve medullar kanalda inen ve ¢ikan dallara ayrilirlar. Daha sonra
korteksin i¢ yiiziinden kemige girerek havers sistemi ve volkman kanallari
sayesinde korteksin i¢ 2/3’liikk kismini1 beslerler. Periosteal arteriyol sistem ise
olgun kemigin dis 1/3’lik kismmi besleyen kapiller sistemden olusur.
Metafizyal-epifizyal arter sistemi ise eklem cevresindeki damarsal aglardan
olusurlar. Normal bir kemikte kan akimi yiiksek basingli olan besleyici
arteriyal sistemden diisiik basingli periosteal arteriyal sisteme dogrudur yani
sentrifugaldir. Besleyici arteriyal sistemin yaralandig1 ayrilmis kiriklarda ise
periosteal arteriyal sistem basinci baskin hale gelerek kan akimi digtan igeriye
dogru olur yani sentripedaldir. Gelismekte olan kemiklerde periostun son
derece vaskiilerize olmas1 ve kan akiminin baskin olmasi nedeni ile arteriyal
kan akimmi sentripedaldir. Vendéz dolasim da normal bir kemikte
sentripedaldir.(igeriden disariya dogrudur.)
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Sekil 1.1.Uzun kemiklerin beslenmesinde gorev alan arteriyal sistemin semasi
Oklar kan akiminin yoniinii gdstermektedir.(Rhinelander,1972)

1.3 KEMIK TIPLERI:

Histolojik olarak iki tip kemik dokusu vardir.

1-Primer kemik dokusu

2-Sekonder kemik dokusu

Primer kemik dokusu:

Embriyolojik donemde goriilen ve kirigin onarim doneminin ilk
zamanlarinda goriilen kemik dokusudur. Kollojen lifler rastgele dizilimlidir.

Sekonder kemik dokusuna gdre mineralizasyonu azdir ve osteosit
yoniinden zengindir. Yerini sekonder kemik dokusuna birakir.

Sekonder kemik dokusu:

Bu tip kemikte kollojen lifleri kemige etki eden kuvvetlerden
etkilenerek birbirine paralel sekilde ve diizenli yerlesimlidir. Kan
damarlarinin etrafini saran, osteositler tarafindan olusturulmus paralel
kollejen liflerinin olusturdugu lameller yap1 kemigin en kiiciik birimidir ve
osteon(Havers sistemi) olarak adlandirilir. Bu yapilar kemigin korteksinde
uzun eksene paralel sekilde yerlesmislerdir. Bu kanallarin ana goérevi besin
maddelerinin korteksteki hiicrelere ulastirilmasidir. Medulladaki trabekiiler
kemiklerde haversian kanallar1 yoktur. Haversian kanallar1 lameller yapilar1
transvers veya oblik olarak delerek gecen Volkman kanallar1 sayesinde hem
birbirleri ile hem de periost ve mediiller bosluk ile temas halindedirler.



Kortikal kemikte 4 tip lamel mevcuttur. Havers kanallarmin etrafini
saran havers sistemi lamelleri. Bu lameller kortikal kemigin enine kesitinde
orta kesiminde yerlesmislerdir. Dis lameller periost ile havers sistemi
lamelleri arasinda, i¢ lameller ise endosteum ile havers sistemi lamelleri
arasinda yerlesmistir. Interstisyel lameller ise havers sistemi lamelleri
arasinda yerlesen genellikle liggen sekilde izlenen daha eski havers sistemi
lamellerinin kalintilaridir.(Resim 1.3.)

Havers sistami (osteon)

Dhg dairesal lamealiar

Valkmann kanai

Periosteum

Sekil 1.3. Bir uzun kemigin diafiz duvarmi gosteren sematik ¢izimi: Havers
sisteminde, dis ve i¢ dairesel lameller ve ara lamellerden olusan dort tiir lamel
gorlilmektedir: Soldauzatilarak ¢izilen Havers sisteminde ise, kollajen liflerinin
lamellerdeki yonleri gosterilmektedir. Sagdakinde ise lameller, ortadaki kan
kapillerleri ve uzantilart ile birlikte osteositler goriilmektedir (Jungueira, 1992)

1.4.KEMIK OLUSUMU:

Viicutta iki ¢esit kemiklesme goriilmektedir.
1-Intramembrandz kemiklesme

2-Enkondral kemiklesme



Intramembranéz kemiklesme:

Bu kemiklesme tiiriinde osteoblastlarin olusturdugu kemik matriksinin

dogrudan kalsifikasyonu gerceklesir. Yasst kemiklerin olusmasinda ve uzun
kemiklerin kalinlagmasinda goriilen kemiklesmedir.
Mezenkimal kok hiicreler osteoblasta doniiserek kemik matriksi salgilar ve
kemik matriksin mineralizasyonu ile kemik adaciklar1 olugsmaya baglar. Bu
kemik adaciklar1 biiyiiyerek birlesir ve kemiklesme ger¢eklesir. Zamanla iki
kortikal kemik ve arasmda spongioz kemik olusur. Spongioz kemigin damar
ve daha fazla farklilasmamis mezenkimal kok hiicre gocl ile kemik iligi
olusur.

Enkondral kemiklesme:

Bu kemiklesme kisa ve wuzun kemiklerin sekillenmesinden
sorumludur. Bu kemiklesme tiirlinde ilk 6nce kemikteki kondrositlerin
hipertrofiye olmasi ve dejenerasyona ugramasi, daha sonra kalsifiye olmus
kikirdak matriksine giren kan damarlari ve beraberinde osteoprogenitor
hiicrelerin bu yapiyr destek olarak kullanarak kemik matriksini
sentezlemesiyle olusur. Kikirdak dokudaki proteoglikanlarin  negatif
elektriksel yilikli olmasi ve kapiller endotelinide bulunan sialik asidin de
negatif yiiklii olmas1 nedeni ile birbirini iterler ve damarlanma gerceklesmez.
Matriksin mineralize olmasi ile ortamdaki Ca"* iyonlar1 bu durumu bozarak
damarlanmanin olusmasimi saglar.* Kemiklesme ilk dnce diafizer bolgedeki
perikondriumdan intramembrandz kemiklesme seklinde baslar. Yeni olusan
kemik dokusundan besin maddeleri diflizyonla beslenen kikirdak hiicrelerine
ulasamaz ve kikirdak hiicrelerindeki harabiyet ve kalsifikasyon artar.
Osteoklastlarin periostal halkada delik agarak osteojenik tomurcugun bu
kalsifiye matrikse go¢ etmesine yardim etmesi ile osteoprogenitdr hiicreler
martikse ulasip ¢ogalmasiyla kemik sentezi baslar. Kemik martriksin
artmasiyla birlikte kalsifiye kikirdak matriksi osteoklastlar tarafindan ortadan
kaldirilir. Diafizlerde goriilen bu kemiklesme primer kemiklesme merkezi
olarak adlandirilir. Diafizden epifize dogru kademeli olarak kemiklesme
devam eder ve kemikte biliylime gergeklesir. Osteoklastik aktivite devam
ederek medullar bolgede rezerbsiyon devam eder ve bosluk olustururlar. Bu
bosluk epifize dogru kemiklesme ile birlikte devam eder.

Embriyonel donemin sonlarina dogru epifizer bolgelerde de
kemiklesme merkezleri olugsmaya baslar. Bu bolgelere sekonder kemiklesme
merkezi denir. Kemiklesme diafizer bolgedekine benzer sekilde olsa da
biiyiime yonleri uzunlamasina degil 1smsal tarzdadir. Bu bolgedeki kikirdak
doku zamanla kemik doku tarafindan sikistirilir. Eklem yiizeyindeki kikirdak
doku kemiklesmeye katilmaz ve eklem kikirdagini olusturur. Epifizyal plak
biiyiidiikce daha ¢ok diafizer bolgeden gelen kemik dokusu tarafindan isgal
edilir. Epifiz plagindaki biiylimenin durmasi ile de kemiklesme sona erer.



1.5.KIRIGIN TANIMI VE KIRIK iYiLESMESi:

Kirik i¢ veya dis kuvvetler sonras1 kemigin anatomik biitlinligiiniin
bozulmasi olarak agiklanabilir. Kuvvetin siddetine ve kemigin soku emebilme
yetenegine bagli olarak fissiir tarzi bir kiriktan komsu eklemlerde c¢ikik
olabilecek sekilde kirikli ¢ikik, komsu yumusak doku ve hayati organlarda
yaralanmaya neden olabilecek sekilde bir klinik tablo seklinde de kargimiza
¢ikabilir.®

Yasla birlikte kirik sebebleri degiskenlik gosterebilir. Yeni doganda
dogum travmasina bagli, ¢ocuklarda diisme, ¢ocuk istismarlar1 ve trafik
kazalari, genglerde spor yaralanmalar1 ve trafik kazalari, yaslilarda basit
travmalar ve tiimoral yapilar sik kirik nedenleri arasinda sayilabilir.®

1.5.1.KIRIK IYILESMESININ EVRELERI:

Kirik iyilesmesi giliniimiizde dahi bazi yonleri ile tam olarak
anlagilamamis karmasik bir olaydir. Kirik iyilesmesi kirigin olustugu andan
itibaren baslar ve kirik uclarinin diizenli kemik dokusu ile birlesmesine kadar
devam eder.’ iki tip kirik iyilesmesi mevcuttur.

1-primer kirik iyilesmesi

2-sekonder kirik iyilesmesi

Primer kink iyilesmesi:

Ayrilmamis veya rijit osteosentez uygulanmis kirik vakalarinda
goriilen kirik kaynamasi tipidir. Bu kaynamada kirik bolgesindeki nekroz
dokular1 osteoklastlar tarafindan ortadan kaldirilir ve olusan bosluk
osteoblastlar tarafindan kemik matriksi ile doldurularak kaynama saglanir.
Kikirdak doku izlenmez. Radyolojik olarak belirgin bir kallus dokusu
izlenmez.

Sekonder kirik iyilesmesi:

Dogal kaynama sekli budur. Kirik bolgesinde belirgin bir kallus
dokusunun izlendigi bu kaynama sekli kirik hattinda mikro harekete izin
verecek tespit yontemleri sonrasi izlenmektedir. Bu kaynama tipinde yangi,
onarmm ve yeniden sekillenme olmak iizere 3 donem mevcuttur.* Histolojik
olarak bu evreler birbirlerinden net bir sinirlarla ayrilmazlar,her donem
kendinden bir dnceki veya bir sonraki dénemi igerir.’

1-Yangi(inflamatuar) donemi:

Tiim dokularin hasarinda oldugu gibi kemikte de hasara ilk yanit
yangidir. Kirik olustugunda periost, ¢evre yumusak dokularda ve damarlarda
yaralanma meydana gelir. Kirik cevresinde lenf ve kan birikerek kirik
hematomunu olusturur. Trombosit ve trombotik faktorler pihtilagsmay1
saglamak i¢in bu bolgeye toplanir. Olusan kirik hematomu sekonder kirik
iyilesmesinde énemli bir role sahiptir.’ Olusan kirik hematomunu organize
olduktan sonra cerrahi sirasinda kirik ortamindan uzaklastirilmas: kirik
kaynamasini olumsuz yonde etkiledigini gosteren ¢alismalar mevcuttur.'*"!



Kirik bolgesindeki fibrinojen lizin, fenilalanin, gamaglobulin ve albumin
eklenmesiyle fibrine doniiserek destek hiicreleri i¢in bir cati olusturur.
Hematomda bulunan trombosit ve diger hiicreler biiyiime faktorleri
[Epidermal biliylime faktori(EGF), Fibroblast biiylime faktorii(FGF),
Trombositten Uretilmis biiyiime faktorii(PDGF), Déniistiiriicii  biiyiime
faktorii-beta(TGF-f), Kemikten {retilmis biiylime faktori(BDGF) ve
interlokin-1(IL-1) salgilarlar.® Bu proteinler ve biiyiime faktorleri kirik
lyilesmesini saglayan hiicre gogii, Periost kaynakli osteoblastlarin ¢ogalmasi
ve onarim dokusu matriksi i¢in gereklidir.**’

Kirik bolgesine komsu havers sistemlerinde yetersiz kan dolagimi
olusmasi ile kirik bolgesinde 6zellikle kemik dokuda daha belirgin olacak
sekilde nekroz meydana gelir.” Ortamdaki bu nekrotik dokularm varligida
akut inflamasyonun baslatilmasinda 6nemli gorev alir.® Kirik bolgesine gog¢
eden polimorf niiveli 16kosit, makrofaj ve fibroblastlarin yaptig1 kollojenlerde
fibrin matriks yapiya katilirlar. Fibrin matriks i¢indeki oncii hiicreler kemik
yapimu i¢in ¢ogalmaya baglarlar. Makrofajlardan salman IL-1 kirik bolgesine
lenfosit gd¢linli uyararak nekrotik dokularin geri emilimini saglar ve kirik
iyilesmesinde olumlu etkileri olan prostaglandin E, (PG-E;)nin ¢evre
kaslarindan salmimmi arttirir.PG E, osteoklastik aktiviteyi ave ¢ogalmay1
arttirarark ortamdaki 6lii kemik dokularmin temizlenmesinde de gorev
almaktadir.’

2-Onarim(Reperasyon) donemi:

Onarim faz1 kemik iyilesmesinin en 6nemli bolimii olup ilk basamagi
hematomun organizasyonudur. Inflamatuar hiicreler nekrotik dokularm geri
emilimini yaparken fibroblastlarda tamir donemini baslatir. Kirik bolgesinde
beliren mezenkimal kok hiicreler periosteum, endosteum ve graniilasyon
dokusundan koken alirlar ve ortamdaki biiyiime faktorleri, sitokinler ve
proteinlerin etkisi ile farklilagmaya baslarlar. ilk farklilasan hiicreler hematom
igerisine giren kilcal damarlarla gelen fibroblastlardir.’ Kirigm iigiincii
giiniinde kirik bolgesinde bol miktarda mezenkimal kok hiicreler bulunur. Bu
hiicrelerin fibrin matrikste ¢gogalmas1 ve matriks sentezlemeye baslamasi ile
kirik bolgesinde graniilasyon olusur.” Fibroblastlar kollojen, kondroblastlar
kollojen ve glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoid sentezlerler. Kirik
bdlgesinin osteoprogenitdr damarlarin olusumunda ilk doneminde periosteal
damarlar gorev alirken daha sonra besleyici damarlar baskin hale gelir. Kilcal
damarlar ortamdaki mezenkimal hiicreler kadar hizli ¢ogalamadigindan
kemik dokuya daha yakin kanlanan bdlgedeki hiicreler osteoblastlara
doniistir. Kanlanmanin kotii oldugu bolgedeki hiicrelerde daha dayanikli olan
kondroblastlara farklilagirlar.” Zamanla kirik uclarinin ucundaki yakalik
tarzindaki doku birleserek dis kallusu olusurur. Dis kallusun dis yilizeyini
orten Periostun altinda osteoprogenitdr hiicreler yerlesir, orta kesimde
kikirdaktan zengin bir tabaka ve en i¢ kesimde kemik trabekiillerinden olusan
bir dis kallus formasyonu olusur. D1s kallusun i¢inde ¢ogalan kondrobalstlar
kallusun biiylikliglinii saglar. Ayni1 sekilde kaynama mediiller bosluktada



devam ederek i¢ kallusu ve kemik iliginin kdpriilesmesini saglar. Kirik
oldugu giinden 7-12 giin sonra fibr6z doku ve kikirdak yapidan olusan
yumusak kallus kitlesi olusmus olur.’” Kikirdak dokunun beslenemeyip
harabiyete ugramasi ile kikirdak matrikste mineralizasyon baslar ve kan
damarlarinin bu doku igerisine ilerlemesi ile osteoklastlar matriksin geri
emilimini saglar. Arkadan gelen osteoblastlarinda bu alanlar1 iggal etmesi ile
kikirdak matriks kemik matriks(osteoid) ile yer degistirir. Sert kallus
gelisebilmesi i¢in damarlanma bunun saglanabilmesi i¢in de osteoidin
mineralizasyonu gereklidir.’

Kallus mineralizasyonu ise osteoiddeki matriks vezikiilleri sayesinde
gerceklestirilir. Bu  vezikiiller aktif kalsiyum pompasi sayesinde fazla
miktarda kalsiyumu depolarlar ve zaman icerisinde kalsiyum hidroksiapatit
kristalize olur ve vezikiilleri patlatarak igcerigini matrikse salar. Vezikiillerde
fazla miktarda bulunan Ca™, PO4?, siklik Adeozin monofosfat(CAMP), ALP,
Adenozin trifosfat(ATP), Pirofosfatz, Ca™ baglayan protein mevcut olup
bunlar kemik matriksin mineralizasyonunda gérev alirlar.”* Kalsifikasyon
kemik matriksteki kollojen lifleri arasindaki bosluklara Kalsiyum
hidroksiapatit kristalleri birikmesi ile olusur. Bu olay1 proteoglikanlar ve
Ca'? baglayan bir glikoprotein olan osteonektin sayesinde daha da kolaylasir.’
Kirik uglar1 arasinda olusan bu kallus(sert kallus) mekanik kuvvetlere karsi
oldukca dayanikli bir kallus olsa da kaynama tamamen sona ermemistir.” Bu
donemden sonra kallusun fazlalik ve gereksiz kisimlarmin geri emildigi,
kemik trabekiillerinin etki eden kuvvetlerin yoniinde yeniden diizenlendigi
“’yeniden sekillenme donemi’’ baslar.

3-Yeniden sekillenme(remodelling) donemi:

Bu dénem sert kallusun normal veya normale yakin giicte olan diizenli
lameller kemige dontistiigii aylar hatta yillarca siiren uzun bir donemdir. 1892
yilinda Wolf tarafindan “’kemigin islevsel diizeydeki degisiklikleri,
kemikte yapisal diizeyde degisikliklere yol acar’’ sdylemi giiniimiizde de
halen gecerliligini korumaktadir. Mekanik kuvvete maruz kalan kemigin
konveks yiizeyinde pozitif ve konkav yilizetinde negatif elektriksel yiik
meydana gelir. Pozitif elektriksel yiik osteoklastlar1 uyarirken, negatif
elektriksel yiik osteoblastlar1 uyarir. Bu olaylara bagh olarak konkav yiizeyde
kemik yapimi olusurken konveks yiizeyde kemik geri emilimi olur. Sonug
olarak kemigin seklinde normal anatomik yapisina ve islevsel 6zelliklerine
yakmn bir kemik dizilimi saglanir.**® Yeniden sekillenme yas, kirigin olustugu
bolge ile ve agilanma miktar: ile degiskenlik gdsterir. Rotasyona bagli kotii
kaynamalarda bu olaylar etkili degildir.



1.5.2. KIRIK IYILESMESINI ETKILEYEN FAKTORLER:

Kirik iyilesmesi bircok nedenden dolayr etkilenir. Bu nedenlerin
bazilar1 kirik iyilesmesini olumlu yonde etkilerken bir kismi da olumsuz
yonde etkiler.

1.5.2.1. Kingin kaynamasini olumsuz etkileyen faktorler:

1)Yiiksek enerjili, genis yumusak doku hasarina neden olan travmalar.

2)Kirik uglarinin birbirinden ayrilmasi veya araya yumusak doku
girmesi.

3)Besleyici damarlarin hasar gérmesi.

4)Cerrahi operasyon yapilmigsa yumusak doku ve damarlari
hasarlayacak sekilde asir1 kesiler yapilmasi.

5)Kirigin sekli(tarnsvers ve segmenter kiriklar daha zor kaynar)

6)Acik kirik olmasi(hematom bosalmasi, infeksiyon riski, asir1
yumusak doku hasarinin eslik etmesi).

7)Rediiksiyonun basarisiz olmasi veya tespitin yetersiz olmasi.

8)Kirik bolgesinde infeksiyon varligi

9)Eklem i¢i kirik olmasi(sinoviyal sivi kirik kaynamasmi olumsuz
etkiler).

10)Kirik bolgesinin kortikal kemik yoniinden fazla spongioz kemik
yoniinden fakir olmast.

11)Patolojik kirik olmasi.

12)Hastanin ileri yasta olmasi.

13)Hastada sistemik hastalik varligi (diabetes mellitus, malignite,
sistemik infeksiyon varligy).

14)Kemoterapi almasi.

15)Ozellikle kirik bolgesine uygulanan radyoterapi.

16)Sigara bagimlilig1.

17)Kortikosteroid kullanimi.

1.5.2.2. Kingin kaynamasini olumlu etkileyen faktorler:

1)Yukarida belirtilen durumlarin tersi

2)Kirik bolgesine elektromanyetik alan, diisiik diizeyde elektrik
akimi,ultrason uygulamalari.

2)Hiperbarik oksijen tedavisis.

3)Anabolik steroidler, A ve D. vitamini, kalsitonin, biiylime faktorleri,
kemik morfojenik protein uygulanmasi.

4)Kafa travmast.

5)Ameliyatta uygulanan kemik greftleri ve Demineralize kemik
matriksi kirik iyilesmesini olumlu yonde etkiler.
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1.6.MEZENKIMAL KOK HUCRELER ve KULTUR
ORTAMINDA COGALTILMASI:

Kendini yenileyebilme ve c¢ok dizinli farklilasma ozellikleri olan
hiicrelere kok hiicre denir. Bir hiicreyi kok hiicre olarak tanimlayabilmek i¢in
5 tane gerekli kosul vardir.*

1)Uzun siire boliinebilme ve kendini yenileyebilme yetenegine sahip
olmalidir.

2)islevsel olarak oOzellesmemislerdir yani herhangi bir hiicrenin
gorevini yapamazlar.

3) Farklilagarak islevsel hiicrelere kaynaklik edebilirler.

4) Hasar gormiis dokuya verildiginde islevsel olarak dokuyu tekrar
cogaltabilirler.

5) In vivo kosullarda hasar gérmemis dokulara yerlestirildiginde bile o
dokunun 6nciil hiicrelerine farklilasabilirler.

Kemik, kikirdak, kas, tendon, yag dokusu ve diger bag dokularina
farklilagabilen hematopoetik olamayan erigkin stromal hiicrelere de
mezenkimal kok hiicre(MKH) denir.'*"> Ancak MKH’ler néronlar gibi
ekdodermal doku ve hepatositler gibi endodermal kaynakli doku hiicrelerine
de faklilasabilmektedirler.”’

MHKler koken aldigi dokuya gore ismlendirilirler. Periost kaynakli
kok hiicreler, kemik iligi kaynakli kok hiicreler, Yag dokusu kaynakli kok
hiicreler seklinde isimlendirilmektedirler. Kaynagi ayni canli olanlara
otojenik, ayni tiirden fakli canli olmast durumunda allojenik(tiirdes) olarak
isimlendirilmektedirler.

MKH’ler canhida hasarli dokularm onarilmasim1 saglayan onemli
hiicrelerdir. Hasarli dokulardan salinan sitokin, kemokin ve diger biiyiime
faktorlerin uyarilar1 ile hasarli bdlgeye goc ettikleri, cogaldiklar1 ve ihtiyag
duyulan hiicreye farklilastiklar1 6ne siiriilmiistiir'***°

Kemik iliginde bulunan hiicrelerin yalnizca % 0.01°1 kadar1t MKH dir.
Bu nedenle MKH’ye bagh tedavinin planlanmasinda ilk basamak bu
hiicrelerin elde edilmesi ve laboratuvar ortamimnda ¢ogaltilmasidir.'

Farklilagsmamis fibroblastoid goriiniimli MKH hiicre yiizeylerindeki
belirtegler ile tanimlanabilmektedir. MKH’ler hemotopoetik hiicre belirtegleri
olan CD34 ve CD45 gibi ylizey belirteclerini bulundurmazlar. Fakat bu
hiicreler Thy-1(CD90),CD 106(VCAM), B, integrin, CD 29/49, CD10, CD13,
PDGF, ENGF, NGF ve IGFl gibi reseptorleri tasirlar.** HLA Class 1
reseptOrii tasirlar. Ayrica hiicre kiiltiirlerinde immiinfenotipik yonden
gosterilen belirtegleri de vardwr. Bunlar SH-2, SH-3, SH-4 olarak
isimlendirilmis olup fakat MKH i¢in 6zgiil degildir.”

Kok hiicrelerin hayvan ve insan kemik iliginden {iretilmesi ve elde
edilebilirligi, kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi ile ilgili yapilan bir¢ok c¢aligma
mevcuttut. Osteoprogenitdr hiicreler canlida embriyonik dénemden kalan
dinlenmekte olan kondroblast, osteoblast ve fibroblasta doniisme potansiyeli
olan MKH’ler olarak kabul edilmektedirler ve bu hiicrelere faklilasma
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asamalar1 hala net sekilde bilinmemektedir. Bu hiicrelerin 6nce koloni
olusturan hiicrelere ve daha sonra Ozellesmis koloni olusturan hiicrelere
doniiserek farklilastig: diisiiniilmektedir.

Kemik iliginden kok hiicrelerin elde edilmesi daha kolay, neoplastik
doniisiim riski daha az ve etik sorunlar1 olmamasi nedeni ile daha ¢ok klinik
alanlardaki uygulamalar i¢in kullanilan hiicrelerdir.”> Kok hiicre iiretiminin
basaris1 kiiltiir i¢in kemik iliginden gekilen kan miktariyla®®, kiiltir i¢in
kullanilan besi ortammm cesidiyle®®, cinsiyet, osteoartrit varligs, sistemik
hastalik varlig1 ve ayni hastadan farkli zamanlarda alman Orneklerde bile
degisebilecegini belirten ¢alismalar meveuttur.’® Yaygin olarak yasla birlikte
kemik iliginde bulunan mezenkimal kok hiicrelerin azaldigi bilinmekle
birlikte bu hiicrelerin kiiltliir ortaminda ileri yaslarda bile basarili sekilde
iiretilebildigini gdsteren yaymlarda mevcuttur.”*’

MKH’lerin besi yerlerine katilan maddeler sayesinde viicut disi
ortamlarda bile istenilen hiicre tipine doniistiiriilebilmektedir. B gliserol
fosfat, askorbik asit ve deksometozan eklenmesi ile ostejenik hiicrelere
doniismesi saglanabilir. 3 hafta sonra besi yerlerinde kalsiyum birikimi ve
artmig alkalen fosfataz aktivasyonunun tespit edilmesi ile bu hiicrelerin
osteoblastik hiicrelere doniistiigii kabul edilmektedir.”

1.7. FORMALDEHIT VE KEMIK UZERINE ETKISI:

Formalin agwrlik olarak %37 formaldehit gazinin sudaki ¢oziilmiis
solusyonudur. Canli dokuda hiicre ve ortamdaki protein ve otolitik enzimlerin
yapisini bozarak canli dokunun bozulmadan 6lmesine neden olur. Oda
sicakliginda gaz haline doniisen formaline maruz kalma sekli genellikle
inhalasyon yoluyla olur. Ciltten ve sindirim sisteminden de formaline maruz
kalinmaktadir. Genellikle oral ve nazal mukozalarda, gbzde, akcigerlerde
tahris edici 6zellikleri vardir. Merkezi sinir sistemi, solunum sistemi ve kan
iizerinde etkileri olur ve buna ait bulgular verir. Ozellikle formaldehitin
kemik dokusu {izerinde olusturdugu etkileri ile ilgili c¢aligmaya
arastirmalarimizda rastlamadik. Dis hekimleri bolgesel anestezik maddelerle
uyusma saglayamadigi dis pulpasinin iltahabinda yaygm olarak kullanilmasa
da formalin igeren bolgesel antibakteriyel madde ile birlikte karistirilmis
olarak formalin (Toxavit) kullanmaktadirlar. Kanal tedavisinde anestezik ve
canli dokuyu o6ldiirmek amaciyla kullanilan bu macun seklindeki ilacta
bulunan formalinden yayilan formaldehit gazmin ¢evredeki saglam kemik ve
yumusak dokulara yayilarak nekroz olusturduguna dair ¢ok sayida olgu
sunumu seklinde yaymlar meveuttur, 7

Bir vakadan elde edilen kemik Ornekleri histolojik olarak
incelenmistir. Kemik dokusundaki osteositlerin lakiinalarindan kayboldugu ve
cevresel bir kemik geri emilimi oldugu izlenmistir. Ayrica nekrotik kortikal
kemik kaybmin oldugu nekroz gevresinde gram negatif koklarin kiimeler
olusturdugu yang hiicrelerinin bulundugu bir iltahabi cevap izlenmistir.>’
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2.GEREC ve YONTEM

2.1. CALISMA PLANI:

Calisma dncesi T.C. Tarim Ve Koy Isleri Bakanlig1 Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastrma Enstitlisii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan
17/02/2009 tarihli ve B.12.5.KKG.0.35.00.26-599/113 sayili etik kurul onay1
ve Izmir Atatirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinin kullanilmasi i¢in gerekli izinler alind1.

Calisma i¢in 50 adet Wistar Albino cinsi erkek sicanlar kullanilmistir.
Deney Hayvanlar1 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi ve
Arastirma Laboratuarindan temin edilmistir.

Caliymada kullanilan hayvanlarm 4-6 aylik ortalama agwligr 239,5
gram idi (210 gr-268 gr). Arastirmaya dahil edilen hayvanlar rastgele 10’lu
gruplara ayrildi ve 10’arli sekilde biiyiik tel kafeslerde oda sicakligi 22
santigrad derecede olacak sekilde Izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma
Hastanesi Hayvan Laboratuarinda bakildi. Hayvanlar Calisma siiresi ve takip
sirasinda standart hayvan yemi ile giinde 3 68iin seklinde ve smirsiz musluk
suyu ile beslendi.

Calismada kok hiicre tretimi igin 7 sican kullanildi. Tiirdes
mezenkimal kok hiicre iiretimi igin Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik Boliimii laboratuari, ekipmanlar1 ve imkanlar1 kullanild.

3 si¢an cerrahi teknik ve takipte olusabilecek problemler agisindan 6n
caligmada kullanildi. Geriye kalan 40 sigcanda ¢aligsma icin kullanildi.

Calismaya katilan tiim sicanlarin sag femurlarina diafizer bdlgeden
cerrahi kirik olusturuldu. Kirik olusturulmadan femur medullas1 18 G 1,3 mm
kalinliginda yesil braniil ile oyuldu ve 0,1 ml %10’luk formalin ile yikandi.
Kirik bolgesindeki periost siyrildi ve c¢ikartildi. Tiim deney hayvanlarma
100mg olacak sekilde sefozolin ile proflaktik antibiotik uygulandi.
Postoperatif 7. giine kadar i¢me sularina parasetomal tablet eritilerek eklendi.

Calisma grublarina postop 2.giinde Ege Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii laboratuarlarinda iiretilmis kok hiicreler
kirik hatt1 ve ¢evresine 0,1 ml’de 1 milyon kok hiicre olacak sekilde tiirdes
mezenkimal kok hiicreler perkiitan olarak enjekte edildi. Kontrol grubuna da
postop 2. Giinde 0,1 ml serum fizyolojik perkiitan verildi.

Takipler sirasinda kok hiicre verilen grupta 8 adet ve kontrol grubunda
3 adet sicanda yara yeri problemleri ile karsilagildi ve ¢caligma dis1 birakildi.

Kok hiicre injeksiyonunu takiben 30 giin takip siiresi olarak planlanan
calismada rastgele secilen ikiser adet siganlarin c¢ekilen kontrol grafilerinde
kaynama izlenmedigi i¢cin 15 giin ara ile kontrol grafileri ile takip edildi.
60.glinde tiim hayvanlar eter ile anestezilerini takiben kiint servikal ¢ikik
yontemi ile oldiiriildi.

Sicanlarin saglam ve kirik femurlar1 kalca ve diz ekleminden
dezartikiile edildi. Cevre yumusak dokulardan kallus ve periosta zarar
vermiyecek sekilde nazikge siyrildi. Alman Ornekler %10’luk formalin
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solusyonlarda korundu. Tim Ornekler radyolojik, histopatolojik ve
biyomekanik olarak incelendi.

Calismada kullanilan gerekli cihazlar ve malzemeler ¢alisma yapilan
laboratuarlardan temin edildi. Olmayanlar ise kendi maddi imkanlarimiz ile
temin edildi. Herhangi bir ilag veya malzeme firmasi tarafindan yardim
istenmedi veya alinmadi.

2.2.TURDES MEZENKIMAL KOK HUCRE ELDESi VE
KULTUR ORTAMINDA URETILMESI:

Izmir Atatiirk Egitim ve Arastrma Hastanesi Deneysel Cerrahi ve
Hayvan Laboratuarnda bakilan sicanlarin 7 adeti kafeslere konularak Ege
Univetsitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Dalina gotiiriildii.

Sicanlar tiim malzemeler ve gerekli ortam saglandiktan sonra tek tek
eter anestezisi ile uyutuldu ve servikal ¢ikik olusturularak Otenazileri
gergeklestirildi. %70’lik etil alkol igceren derin kaplarda 5 dakika bekletilerek
bakteriyel bulas riski azaltildi.

Laminar akimli kabine alman hayvanlarin her iki femur ve tibialar1
cikartildi. Alman kemik Ornekler antibiyotik karigtirilmig besi yerlerine
birakildi. (Resim 2.2.1.)

Resim 2.2.1. Elde edilen femur ve tibialar bakteriyel bulas riski nedeni ile
antibiyotik ve antifungal igeren besi ortamlarinda bekletildi.

Kemiklerin metafizer bolgeleri steril makaslarla kesilerek kemik iligi
aciga cikarildi. Kemik iligi besi ortami ile yikanarak elde edilen solusyon
steril tliplerde toplandi.(Resim 2.2.2.)
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4 Wen
Resim2.2.2. Siganlarm kemik iligi besi ortami ile yikanarak kdk hiicreleri iceren
solusyonlarin tiiplerde toplanmasi

Santriflij yontemi kullanarak agirlik farkindan faydalanma yontemi ile
tliptin dibinde toplanmis hiicreler alinarak besi ortami igeren siselere konular
iiremesi i¢in etiivlere yerlestirildi.(Resim 2.2.3)

Resim 2.2.3. Santriiflij sonras1 agirliklari fazla oldugu i¢in tiiplerin dibinde toplanan
hiicre kiimesi

24-48 saat araliklarla inverted mikroskopta izlenen hiicreler besi
yerleri eklenerek % 5 karbondioksit igeren 6zel etiivlerde 37 °C takip edildi.
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Resim2.2.4. Etiivde kok hiicre ve besi ortami igeren 25 cm? kiiltiir kaplart

Kiiltiir siselerin yiizeyine tutunan hiicreler besi ortami ile yikanarak

ylizeye tutunmamig hiicreler ortamdan uzaklastirildi. Yiizeyi tamamen
kaplandig1 durumlarda hiicreler tutunduklar: yiizeyden kimyasal yontemlerle
kaldirilarak besi ortami igeren farkli siselere ekimleri yapilarak ¢ogaltildilar.

Kemik iliginden mezenkimal kok hiicre kiiltiirii eldesi icin yapilan islemler
Gereg¢

1.Sican

2. Anestezik ilaglar

3.Aliiminyum folyo kapli disseksiyon tepsisi
4.25 santimetrekare ytizeyli kiiltiir kab1

5.Etil alkol(%70)

6.Cam Petrie kaplari(15 cm. ¢aplr)

7.Steril disseksiyon seti

8.Santrifijj tlipleri

9.Besi ortami(a-MEM)

10.Fotal sigir serumu(%10 FBS)
11.Penisilin(100 U/ml)+Streptomisin(100 U/ml)
12.Gentamisin(100 U/ml)

13.Amfoterisin B

Yontem
1.Anestezi ve dtenazi sonrasinda sigan viicudunun dis yiiziiniin dezenfeksiyonu

icin hayvani bir pens ile kuyrugundan tutarak derin bir kap igerisinde alkole tamamen
daldirildi ve 5 dakika bekletildi.

2.Alkol banyosundan sigan ¢ikarilip aliiminyum folyo kapli disseksiyon tepsisine

sirt1 alta gelecek sekilde yerlestirildi.
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3.Her iki arka bacak derisini steril makas pens ve bistiiri yardimiyla ve sirayla
styirdiktan sonra ayaklari kesilip, ayrilacak ve uzaklastirildi.

4.Bacaklari steril bir Petrie kabina yerlestirildi.

5.Gereksiz olan kullanilmig malzeme ve gdvde kabinin disina ¢ikarildi.

6.Kemikler lizerindeki kaslar steriliteye bozmadan ayirilip, uzaklastirildi.

7.Steril kosullar altinda, tibia ve femur kemiklerini ¢ikartarak yogun
antibiyotik-antimikotik i¢eren primer besi ortami i¢ine alindi.

8.Steril makas yardimiyla kemiklerin metafizyel uclar1 kesildi.

9.insiilin enjektorii ile kemik iligi bosluguna primer besi ortami verilerek,
santrifiij tliptindeki kemik iligi besi ortami i¢inde toplandi.

10.Santrifiij tlipii i¢indeki kemik iligini pipetleyerek hiicre siispansiyonu haline
getirildi.

11.Kemik iligi, primer besi ortami (a-MEM)+Fotal sigir serumu (%10
FBS)+Penisilin(100U/ml)+Streptomisin(100 U/ml)+Gentamisin(100 U/ml) i¢inde 5
dakika stireyle 100 rpm’de santrifiij ederek iki kez yikandi.

12.Santriflij sonunda iist siviyr dokerek hiicreleri primer besi ortami ile
siispanse edip, ayristirmayi takiben 25 santimetrekare yiizeyli hiicre kabinda 37 C*de
ve %S5 karbondioksitli etiivde inkiibasyona birakildi.

13.Primer kiiltiirlerden hiicrelerin iiremesini 24-48 saat araliklarla inverted
mikroskopla gozlendi.

14.Hiicrelerin liremesine gore 2-3 giinde bir besi ortami degistirildi.

15.Bu ortam degisikliklerinden sonra kiiltiir kabmin yiizeyinde bulunan
fibroblastik goriiniimlii hiicreler kemik iligi mezenkimal hiicreler olup diger kan
hiicreleri ve yiizeye tutunmayan hiicreler (hematopoetik kok hiicreler) besi ortammin
alinmasiyla uzaklastirildi. "

Mezenkimal
Kok hiicreler
=

B
\

Resim 2.2.5 Besi ortaminda c¢oglamaya baglayan mezenkimal kok hiicrelerin 7.
gilinde mitoz boliinmeyi tamalarken ki goriinlimii ve ortamdaki diger kan hiicreleri
(X400 biyiitme)
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Resim 2.2.6. 23. giinde koloni olusturacak sekilde cogalmis mezenkimal kok
hiicreler.(X100 biiyiitme)

2.3. CERRAHI TEKNIK:
Cerrahi islemler icin Izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hayvan Laboratuar1 kullanildi. Gerekli cerrahi ekipman ve malzemeler

tamamlandiktan sonra sicanlarin elektronik tartida agirliklar: 6l¢iildii. (Resim
23.1)

Resim 2.3.1. cerrahi dncesi si¢anin elekronik tartida agirligi 6lgiiliiyor

Sicanlarm anestezileri 100 mg/kg dozunda Ketamin Hidrokloriir aktif
maddesi iceren Ketalar (Eczacibast Warner Lambert) ve 10 mg/kg dozunda
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Xylazine (Rompun Bayer, Istanbul) olacak sekilde kuyruk cevresinden kas
icine yapildi.(Resim 2.3.2.)

Resim2.3.2. Siganin kuyruk ¢evresindeki kaslarin i¢ine anestezik madde verilirken.

Daha sonra sol uyluktan 125 mg sefazolin sodyum kas i¢ine proflaktik

Resi.2.3.3.Kas i¢i proflaktik antibiyotik sol uyluktan kas igine yapiliyor

Sag uyluk ve kalca bolgesi klorheksidin ile temizlendikten sonra trag
edildi.(Resim 2.3.4)
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Resim 2.3.4. Sag uylugun ve kalca bélgesinin tras edildikten sonraki gériiniimi

Sag uyluk ve kalgca povidon iyot ile boyandiktan sonra sigcan hava
alabilecek sekilde steril olarak ortiildii.(Resim 2.3.5.A-B)
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Resim 2.3.5. A:cerrahi oOncesi setlerin ve hayvanin Ortiilmiis halinin {stten
gorliiniimi. B:cerrahi sirasinda hayvanmn rahat hava almasi i¢in agzi ve burnu
tamamen Ortiilmedi

Sag uyluk dis kismindan femurun uzun aksina parelel olacak sekilde
diz eklemi seviyesinden ve biiylik trokantere kadar cilt kesisi ile girildi.Fasia
tabakasi cilt insizyonuna paralel sekilde gegildi.(Resim 2.3.6.)

Resim 2.3.6. Cilt ve fasia katlar1 femur uzun aksima paralel gegilirken

Diz eklemi dizin dis kismindan yapilan parapatellar kesi ile acildi ve
patella i¢ kistma dogru devrildi. Diz eklemi fleksiyona getirilerek femur
kondilleri ve kondiller arasi ¢entik ortaya konuldu.(Resim 2.3.7.)
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Resim 2.3.7. Diz ekleminin ve femur kondillerinin ortaya konulmasi

Kondiller aras1t mesafeden 18 G 1,3 mm’lik yesil braniil intamediiller
olarak retrograd olarak gonderildi ve biiyiik trokanterden disariya dogru
cikarildi.(Resim 2.3.8.)

Resim 2.3.8. Femur medullasindan braniil génderilmesi

Intramediiller braniiliin igine 0.1ml %10 formalin iceren insiilin
enjektorii yerlestirildi ve kontrollii sekilde braniil yavas yavas geri ¢ekildi.
Insiilin enjektdrii mediiller bosluga yerlestirildikten sonra braniil kondiler
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bolgeye kadar geri ¢ekildi ve mediiller bosluk formalin ile yikandi.(Resim
2.3.9.a-b)

| h " ' N &

Resim 2.3.9.a.Femur medullasmin formalle yikanmast i(;in.braniiliin klavuz olarak
kullanilmas1

Resim 2.3.9.b Braniilin kondiler bolgeye geri ¢ekilerek femur medullasinin
formolle yikanmasi

10 dakika beklendikten sonra braniil tekrar intramediiller olarak
gonderildi. Femur diafizi seviyesindeki kaslar arasindan girilerek femur
diafizi ortaya konuldu.(Resim 2.3.10.)
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Resim 2.3.10. Femur diafizinin ¢epegevre ortaya konulmasi

Femur diafizer bolgedeki periost kirik olusturulacak olan alan
belirlendikten sonra distale ve proksimale dogru 10’ar milimetre siyrildiktan
sonra kesilerek ¢ikartildi.(Resim 2.3.11.a-b-c)

Resim 2.3.11.a Periostun kirik bdlgesinin distalinde kalacak kismmin ¢ikartilmasi
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Resim 2.3.11.b Periostun kirtk bolgesinin proksimalinde kalacak kisminin

¢ikartilmasi

Resim 2.3.11.c Femurun periostunun ¢ikarilmasi sonrasi goriintiisii

Kostetom yardimi ile femur diafizinde transvers kirik
olusturuldu.(Resim 2.3.12.)
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Resim 2.3.12. femur orta diafizinde transver kirik olusturuldu.

Intramediiller yerlestirilen braniil diz ekleminde olamayacak sekilde
kemigin icine gomiildii ve trokanterik bolgeden egildikten sonra kesildi.
(Resim 2.3.13.a-b-c))

Resim 2.3.13.a Braniiliin diz i¢inde olmayacak sekilde Femur igine gomiilmesi
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Resim 2.3.13.c braniiliin trokanterik bolgeden kesilmis goriiniimii

Daha sonra kirik hattina perkiitan verilecek kok hiicre ve Izotonik
NaCl i¢in kirik hattmin tespit edilmesinde kolaylik saglamasi amaci1 ile vycril
siitlir materyali yerlestirildi ve cilt digina dogru alinidi.(Resim 2.3.14.)
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Resim 2.3.14. Kirik bolgesi seviyesinden kok hiicre veya izotonik NaCl verilirken
klavuz olmas1 amactyla Vyeril siitiir yerlestirilmesi

Cerrahi saha izotonik NaCl ile yikandiktan sonra eklem kapsiilii ve
patellar tendon 4/0 vycril ile tamir edildi. Kaslar ve fasia dokusu siki bir
sekilde dikildi.(Resim 2.3.15.)

e

" —

Resim 2.3.15. Fasia tabakasinin ortiilmiis hali
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Cilt 3/0 prolen ile kapatildi ve povidon iyot ile pansuman yapildi.
(Resim 2.3.16.)

Resim 2.3.16. Cilt dokusunun ortiinmesi ve klavuz vycril siitiir materyalinin cilt
disinda goriintimii

Sicanlara ek olarak viicut disgindan herhangi bir tespit yontemi
kullanilmad:.

2.4.POSTOPERATIF DONEMDE DERLENME ve TAKIP:

Sicanlar cerrahi sonrasi tamamen ayilana kadar baska bir kafeste
tutuldular ve yakindan takip edildiler. Anestezi siiresi bakimindan birbirlerine
yakin olanlar 3’erli gruplar halinde ayr1 ayr1 kafeslerde gozlendiler. Tamamen
ayilan sicanlar iizerlerinde etiket olan biiyiik kafeslerde daha Onceden
belirlenmis gruplara ayrilarak tutuldular. Cerrahi sonrasi 7. Giine kadar igme
sularina eritilerek karistirilmis parasetamol tablet ile aneljezileri saglandi.

2.5.TURDES KOK HUCRELERIN VE iZOTONIK NaCl KIRIK
BOLGESINE UYGULANMASI:

Cerrahi islem sonras1 3.giinde elde edilen kok hiicreler Ege
Univetsitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Dalinda sayimlari
yapildiktan sonra 0,1 ml’de 1 milyon kok hiicre olacak sekilde hazirlandi ve
insiilin enjektorlerine yerlestirildi. Soguk zincir kutularma yerlestirilen insiilin
enjektdrleri vakit kaybedilmeden Izmir Atatiirk Egitim ve Arastirma
Hastanesi Hayvan Laboratuarina getirildi. Yukarida bahsedildigi sekilde
anestezileri saglanan hayvanlarin sag uyluklar1 povidon iyot ile
temizlendikten sonra daha Onceden yerlestirilmis prolen siitiiriin
klavuzlugunda kirik hatt1 hissedilerek kirik hattina ve cevresine yayilacak
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sekilde perkiitan olarak verildi. Sicanlar derlenme doneminde yakindan takip
edilerek birbirlerine zarar vermemeleri i¢in tam ayilma saglanana kadar takip
edildi.

2.6. TAKIP DONEMINDE KARSILASILAN SORUNLAR:

Kok hiicre ve izotonik NaCl verildikten sonra cerrahi islem sonrasinda
ozellikle kok hiicre verilen grupta problemlerimiz oldu. Kok hiicre verilen
grupta 8 adet ve izotonik NaCl verilen grupta 3 adet sicanda cerrahi saha ve
cevresinde yumusak doku ve femur kemiginde yaygin nekroz gelistigi
izlendi. Cerrahi sonrasi 5. giinden itibaren ortaya ¢ikmaya basladi. Aralikli
sekilde bazi sicanlarda da bu sorunlar izlenmeye devam edildi ve cerrahi
sonrasi en son 35.giinde de benzer sorunlar izlendi.

[Ik zamanlarda kesi yerinden acilma seklinde baslayan doku kayiplari
iki giin icerisinde yaranimn tekrar Ortiilmesini engelleyecek ve femuru agikta
birakacak kadar hizla genisledi.(Resim 2.6.1.)

Resim 2.6.1. ilk giinlerde goriilen femurda nekroz olmadan ¢evre yumusak dokudaki
acilmalar

Calisma dis1 birakilarak eter anestezisini takiben kiint servikal ¢ikik
yontemi ile dldiiriilen bu deneklerin cerrahi sahalar1 incelendiginde akintisi
olmadig1 kaslarla kemik arasinda sari1 renkli nekroz dokulari(muhtemelen
kirik hematomu) mevcuttu. Cerrahi sahadan nekroz kokusu ile uyumlu pis
kokular gelmekteydi.

Daha sonraki zamanlarda olusan yara yeri problemleri incelendiginde
kaslarin canliligmmi kaybettigi kemik dokuda da yaygin kortikal bosluklar
olustugu izlendi.(Resim 2.6.2.)
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Resim 2.6.2. Caligmanin 35. giiniinde ortaya ¢ikan yara yeri probleminin goriintiisi.
Femur korteksinde yaygin harabiyet ve tespit materyalinin gocii izlenmekte

Gerek kontrol grafi amagli g¢ekilen sicanlarin bazilarinda gerekse
Otanazi sonrasi Orneklerin temin edilmesi sirasinda bazi sigcanlarda(29
denekten dordiinde) intramediiller tespit materyallerinin distale veya
proksimale dogru go¢ etmis oldugu bazilarinda tamamen siganin viicudundan
disar1 atildig1 gozlemlendi.

2.7.VERILERIN TOPLANMASI VE DEGERLENDIRILMESI:

2.7.1.KLINIK MUAYENE ILE KAYNAMANIN
DEGERLENDIRILMESI:

Kok hiicre veya izotonik NaCl verildikten 60 giin sonrasinda denekler
eter anestezisi sonrasi servikal ¢ikik yontemi ile oldiiriildiiler. Kok hiicre
verilen gruptan takspleri sirasinda belirgin bir infeksiyonu olmayan veya
dlmeyen 12 adet ve izotonik NaCl verilen gruptan 17 adet sican ¢alismaya
alindi. Sicanlarin her iki femuru kalga ve diz ekleminden ayrilarak ve ¢evre
yumusak dokulardan nazikge siyrilarak alindi. Orneklerden kok hiicre verilen
grup A v e Izotonik NaCl verilen grup B olarak gruplandirildi ve % 10’luk
formalin solusyonuna konularak korundu.

Alman orneklerdeki kirik femurlarin kaynamasi formolin solusyonuna
konulmadan ©nce elle muayene edilerek degerlendirildi. Kirtk hattinin
hareket etmemesi tam kaynama olarak, bir diizlemde hareketin olmasi orta
diizeyde kaynama olarak ve her iki diizlemde de hareketin olmasi kaynamama
olarak degerlendirildilg’zo’21 ve swast ile 2,1,0, puan {izerinden
degerlendirildi.(Tablo 2.7.1.)
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20-21

Tablo 2.7.1. Kallus dokusundaki kaynamanin elle klinik degerlendirilmesi'””

PUANLAMA | KIRIK BOLGESINDE HAREKET
0 KAYNAMAMA (Iki diizlemde hareket)
1 KAYNAMA GECIKMESI (tek diizlemde hareket)
2 TAM KAYNAMA (hareket yok)

2.7.2. RADYOLOJiK DEGERLENDIRME:

Elde edilen tiim kemik &rneklerin goriintileme islemi Imd
(international medical devices) marka BASIC 100-30 model 02/19245-01 seri
no’lu rontgen goriintileme cihazi, cihaz ile uyumlu rontgen kasetleri
kullanilarak A grubunun biitiin 6rnekleri ve B grubunun biitliin 6rnekleri
gruplar halide ayr1 kasetlerde 6n-arka ve yan pozisyonlarda rontgenleri alindi.

Tim rontgenler 110 cm mesafeden 44 kV, 4 mAs, 0,012sn dozunda
cekildi. Goriintiiler “’Philips Medical System image viewer R 10.2 P3”’
digital goriintiileme programi kullanilarak incelendi.

Radyolojik inceleme i¢in iki farkli degerlendirme kullandik. Birinci
incelemede tiim rontgen goriintiileri Goldberg’in radyolojik degerlendime
kriterilerine'® gore ¢alismadan bagimsiz iki farkli ortopedist tarafindan
degerlendirildi.

Tablo 2.7.2. Goldberg’in radyolojik siniflamas:'®

PUANLAMA RADYOLOJIK GORUNUM
0 KAYNAMAMA
1 MUHTEMEL KAYNAMA
2 TAM KAYNAMA

Ikinci degerlendirme ise ‘’Philips Medical System image viewer R
10.2 P3”’ digital goriintiileme programi kullanildi. Tiim incelemeler C:2257
(kontrast) ve W:684 (parlaklik) ayarlarinda hesaplandi. Saglam ve kirik femur
cisimlerinin Trokanter mindr seviyesinden ve femur kondillerinin hemen
iizerinden diafize dik cizgiler cekilerek arada kalan metafizodiafizer alan
hesaplamalari mm?® olarak yapildi.(Resim 2.7.1.a-b)
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Resim 2.7.1.a A grubuna ait bir 6rnegin metafizodiafizer alan ve kallus alan
Ol¢timi.

101.04 mm?

Resim 2.7.1.b B grubuna ait bir 6rnegin metafizodiafizer alan ve kallus alan 6l¢iimii

Gruplar kendi igerisinde saglam ve kirik femurlar alanlar ile gruplar
aras1 kirik femurdaki kallus alanlar1 karsilastirildi.

2.7.3.HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME:

Numaralandirilmig 6rnekler % 10’luk formol soliisyonu ile oda
sicakliginda fikse edildi. Ardindan bir hafta boyunca 48-72 saat aralarla oda
sicakliginda % 10’luk formik asit ile dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon
isleminin ardindan femur basi ve kondillerini alacak sekilde femur diafizine
parelel doku kesitleri alindi.(Resim 2.7.3.)

33



Resim 2.7.3. Makroskobik doku kesiti

Alman doku kesitleri parafin igine gomiilerek bloklandi. Bu
bloklardan mikrotom yardimi ile 6 pm’lik uzunlamasina kesitler alinarak HE
(hematoksilen-eozin) ile boyama islemi uygulandi. Bu islemden sonra alinan
kesitler 1s1k mikroskobunda 20x, 40x, 100x biiylik biiylitmede incelendi.
Mikroskobik o6rnekler Olympus BX 51 dijital fotograf makinesi ile
goriintiilendi.

Patolojik inceleme i¢in Heiple ve ark. tarafindan modifiye edilen Lane ve

Sandhu histolojik degerlendirme sistemi kullanild® ve ek olarak yangi varligi
arastirildi (Tablo 2.7.3.)
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Tablo2.7.3. Heiple ve ark. tarafindan modifiye edilen Lane ve Sandhu
histolojik degerlendirme sistemi.”’

KAYNAMA

Kaynama yok

Fibroz kaynama dokusu

Osteokondral kaynama dokusu

Kemiksel kaynama dokusu

Defektin reorganizasyonu

SPONGIOZ KEMIK
YAPISI

Herhangi bir hiicresel aktivite yok

Erken apofizyel yeni kemik

Aktif apofizyel yeni kemik

Spongioz kemikte reorganizasyon

Spongioz kemigin tam reorganizasyonu

KORTEKS YAPISI

Yok

Erken bulgu

Olusmak tizere

Cogunlukla reorganize

Tam olusmus korteks

KEMIK iLiGi YAPISI

Kesitlerde yok

Olusmak tizere

Defektin %50’sinden fazla

Tam bir kirmiz1 kemik iligi kolonizasyonu

Olgun yagh kemik iligi

AW N |I=O R WN IO AR IWIN = O R WN-O

2.7.4.BIYOMEKANIK DEGERLENDIRME:
Calismanin bu bolimii Ege Universitesi Makine Miihendisligi Béliimii

Biyomekanik Laboratuarinda gerceklestirildi. Sakrifiye edilen siganlardan alinan tiim

ornekler rontgen ¢ekimlerinin ardindan Klinik muayene ile patolojik hareket

saptanmayan A grubundan 7 ve B grubundan 8 6rnek saglam ve kirik femurlari 32

mm c¢apinda 11 mm derinliginde

plastik kaplara kemik ¢imentosunun (PMMA)

icerisine gomiilerek formaldehit dolu kaplarda saklandi ve laboratuara getirildi. Her

femurun ¢imento i¢ine gémiilmeden Onceki ve gdomiildiikten sonraki boylar1 dijital

kumpeas ile dl¢iildi.(Resim 2.7.4.1.)
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Resim 2.7.4.1. Femurlarin gémiilmeden 6nce digital kump ile dlgiimleri

Aksiyel yliklenme testlerinde kuvvetin tam dik olarak uygulanabilmesi
icin, ¢imento sertlesmeden kemiklerin yatay diizlemle yaptig1 a¢1 agidlger ile

Olciilerek yatay diizleme dik olmas1 saglandi.(Resim 2.7.4.2.a-b)

esim 2.7.4.2. a Cimento icerisine On-arka diizlemde dik tespit edilmenin goriintiisii
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esim 2.7.4.2.b. Yan diizlemde dik tespit edilmenin goriintiisii

Testlerde distal tespitler mengene ile yapildi. Testler cekme cihazi (Autograph
AG-IS 100kN Shimadzu Co. Kyoto Japan) ile Imm/dk’ lik hiz ile basi yiiki
uygulanarak gerceklestirildi. (Resim 2.7.4.3.)

Resim 2.7.4.3. Shimadzu ¢ekme-basma cihazi
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Aksiyel yiiklenme testlerinde femur ornekleri yiik uygulama aparatinin altina
trokanter majorun tepesinden yiik uygulanacak sekilde dik olarak yerlestirildi( Resim

2.7.4.4)

sim 2.7.4.4. Shimadzu ¢ekme-basma cihazina yerlestirilmis femurun goriintiisii

Aksiyel yiiklenme testlerinden elde edilen kuvvet(N)-deformasyon(mm)
grafikleri elde edildi.(Sekil 2.7.4.1.a,b,c,)
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Sekil 2.7.4.1. a.A grubunda kirik olan femura ait Kuvvet-deformasyon grafigine 6rnek
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Sekil 2.7.4.1.b B grubunda kirik olan femurun kuvvet-deformasyon grafigine érnek
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Sekil 2.7.4.1.c Saglam femur i¢in kuvvet — deformasyon grafigine 6rnek

Katilik (stifness), elastisite (Young) modiilii, maksimum seviyeye kadar ki
enerji emilim kabiliyeti, maksimum gerilme, maksimum yiliklenmedeki sekil

degistirme degerleri hesapland1.

Katihk (Stifness): F/AL. Kuvvet-deformasyon grafigindeki ilk bdliimiin

egimidir. Grafikler dogrusal olmadig: i¢in ilk bolim femur proksimal kismmin yani
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trokanterik bdlgenin sertligidir. Buradaki F grafikteki dogrusal kismimn tepe
noktasindaki kuvveti, AL ise bu kuvvete karsilik gelen deformasyon miktarmi

gostermektedir.

Elastisite (Young Modulii): E=(Fy./A°) / (Omax/Lo) Bu deger bir cismin
yiizey alanina uygulanan kuvvetin, o cismin boyundaki birim sekil degistirmeye
(uzama veya kisalma gibi) olan oranidir. Bir bagka deyisle bir maddenin sekil
degistirme 6zelliklerini belirleyen parametrelerden biridir ve bu degerin yiiksek olmas1
maddenin zor sekil degistirdigini, diisiik olmasi ise kolay sekil degistirdigini gosterir.
Burada Fn.x kemige uygulanan maksimum kuvvet, dmax bu kuvvetin olusturdugu
deformasyon miktari, A° kuvvetin uygulandigi yilizey alani Ly ise femurun
baslangigtaki (¢imento i¢cine gomiildiikten sonraki disarida kalan uzunlugu) boyuna
karsilik gelmektedir.

Enerji Depolama Kapasitesi (U): Femurun test baslangicindan kirilmasina
kadar absorbe ettigi toplam enerji olup kuvvet-deformasyon grafiginde altta kalan alan
hesaplanarak bulunmustur. Bir maddenin enerji depolama kapasitesi, iizerine

uygulanan yiikii, darbeyi emebilme 6zelligini yani kolay kirilip kirilmadigini gosterir.

2.7.5. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME:

Calismanin analizi “’Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 15.0 for
Windows* Istatistik paket programinda %95 giiven araliginda yapildi. Verilerin
istatistiksel olarak degerlendirmesi yapilirken Bagimsiz Orneklem t testi, Mann-
Whitney ‘U’, istatistiksel analizleri kullanildi. Parametreler biitiiniiyle Mean+SD,
ayrica grafik ve tablolar ile desteklenerek oOzetlendi. Tiim analizlerde P>0,05

istatistiksel olarak anlamsiz, P< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.BULGULAR
3.1.DENEY HAYVANLARININ AGRILIKLARI:

Deney hayvanlarinimn dldiiriildiikten sonra agriliklar1 gram cinsinden tek tek
olciildi. Kok hiicre verilen A grubundaki deney hayvanlarmin agirlik ortalamasi
240,41+20,50; ve kontrol grubu olan B grubundaki denek hayvanlarmin agirliklar
238,94+13,86 idi. Her iki grup arasindaki degerler bagimsiz Orneklem t testi ile
hesaplandiginda  istatistiksel olarak arada anlamli bir fark olmadigi

goriildii.(P=0,14)(tablo3.1)

Tablo 3.1. A ve B grubunun agirliklarmin istatistiksel degerlendirme tablosu

Standart . .
N Ortalama Sapma t-degeri |p
A 12 240,42 20,51
0,232 0,819
B 17 238,94 13,86
3.2 KAYNAMANIN ELLE MUAYENE EDILEREK

DEGERLENDIRILMESI:

Deneklerin kirik femurlar1 ¢ikarilip ¢evre yumusak dokulardan temizlendikten
sonra Dimar ve ark. yaptig1 calismadaki'® yontemle formol solusyonuna konulmadan
once on arka ve yan planda kirik bolgesinde hareket olup olmamasi yoniinden
degerlendirildi. A grubuna ait 12 denegin kirik femurlarinin incelenmesinde 7 denekte
iki planda da hareket olmadig1 1 denekte 6n arka planda hareket oldugu yan planda
hareket olmadigi ve 4 denekte ise her iki planda da hareket oldugu saptandi. B
grubuna ait 17 denegin incelenmesinde ise 8 denekte her iki planda hareket yokken 9
denekte her iki planda da hareketin oldugu saptandi.

Iki grup arasmndaki degerler Mann-Withney U testi ile istatistiksel olarak
karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigi saptandi.(P=0,42)

3.3. RADYOLOJIK BULGULAR:
Radyolojik degerlendirme i¢in Goldberg ve ark. ¢alismasmndaki'® rontgen
gorlintiilerinin  her iki planda incelemesi ve tam kaynama(2 puan),muhtemel

kaynama(l puan) ve kaynamama(0 puan) olarak degerlendirmeleri kullanildi.
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Klinigimizde calisan ¢alismadan bagmmsiz iki farkli ortopedi doktoru(M.O-K.O)

tarafindan tek-kor olacak sekilde degerlendirilmesi istendi. (Tablo1 ve Tablo2)

Tablol: 1.ortopedist tarafindan kirik femurlarda

kaynamanin radyolojik olarak

puanlamast
A ON-ARKA YAN TOPLAM ORTALAMA

GRUBU

2 4 2
1

2 3 1,5
2

2 4 2
3

1 2 1
4

2 4 2
5

1 2 1
6

0 1 0,5
7

1 2 1
8

1 3 1,5
9

1 2 2
10

1 3 1,5
11

2 4 2
12
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B ON-ARKA YAN TOPLAM | ORTALAMA

GRUBU

2 2
1

2 2
2

1 1
3

1 1
4

2 2
5

1 1
6

1 1
7

1 1
8

0 0
9

2 2
10

1 1
11

1 1
12

1 1
13

1 1
14

1 1
15

0 0
16

0 0
17
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Tablo2: 2.ortopedist tarafindan

kirik femurlarda

kaynamanin radyolojik olarak

puanlamast
A ON-ARKA YAN TOPLAM ORTALAMA

GRUBU

2 2 4 2
1

1 1 2 1
2

2 2 4 2
3

1 1 2 1
4

2 2 4 2
5

2 2 4 2
6

1 1 2 1
7

2 2 4 2
8

2 2 4 2
9

2 2 4 2
10

2 2 4 2
11

2 2 4 2
12

44




B ON-ARKA YAN TOPLAM | ORTALAMA

GRUBU

2 2
1

2 1,5
2

1 0,5
3

2 2
4

2 2
5

1 1
6

0 0
7

2 2
8

0 0
9

2 2
10

1 1
11

0 0
12

2 2
13

1 1
14

2 1,5
15

1 1
16

0 0
17

Her iki ortopedi

doktorunun degerlendirmesinde

de

A grubunun

ortalamasi(sirastyla 1,5-1,75) B grubunun ortalamasindan(sirasiyla 1.05-1,14) daha
yiiksek olarak hesaplansa da sadece 2. Ortopedi doktorunun yan cekilen grafilerin
degerlendirmesinde kok hiicre verilen grubun daha iyi kaynadigini destekler sekilde
istatistiksel anlamali fark vardi.(P=0,019). 1.Ortopedi doktorunun degerlendirdigi on
arka ve yan grafiler ve 2. Ortopedi doktorunun degerlendirdigi 6n arka grafilerin iki
grup arasinda istatistiksel olarak kiyaslanmasinda anlamli bir fak saptanmadi.(sirasiyla

P degerleri P=0,65,P=0,149, P=0,83)
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Her iki ortopedi doktorunun kiriklarin radyolojik olarak degerlendirmesi
birbiri ile kiyasland1 ve Mann-Whitney U testine gore istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi. (P=0.089).

Her iki grubun saglam femurlarmm ve kirik femurlarin (kallus dokusunu icerecek
sekilde) metafizodiafizer alanlar1 6n-arka grafilerde mm® cinsinden hesaplandi. A
grubunun(kdk hiicre verilen grup) On-arka grafide saglam femur alan hesabinin
oralamasit 96,58+9,86 iken B grubunda(kontrol grubu) 96,89+6,94 olarak hesaplanda.
Alan hesaplarinin saglam femurlarda birbirine yakin ¢ikmasi dl¢iimlerimizin diizgiin
ve standart olarak olg¢iildiiglini gostermektedir. Kirik femurlarda ise A grubunda
ortalama alan hesab1 107,03+24,36 ve B grubunda ise 113,12+25,95 olarak hesaplandi.
Kirik femurlarda kallus alan ortalamas: B grubunda daha fazla goéziikkmekle birlikte
Bagimsiz 6rneklem t testine gore istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.(P=0,52)

3.4.HISTOPATOLOJIK BULGULAR:

Calismaya aliman A grubundan 12 denekten kirik hatti oynamayan 7 denek ve
B grubundan 17 denekten 8 denek hayvani biyomekanik ¢aligmalar i¢in ayrildi. A
grubundan kalan 5 denek ve B grubundan 9 denek hayvani histopatolojik incelemeye
dahil edildi.

Kirik kaynamasi i¢in patolojik incelemede Heiple ve ark. tarafindan modifiye
edilen Lane ve Sandhu histolojik degerlendirme sistemi kullanildi®. Ayrica kesitlerde
yang1 varligi arastirild1.

Formoliin kemigin kirik bdlgesinden uzak bolgelerde yaptig: etkilerde korteks,
kemik iligi ve trabekiiler kemikteki etkileri incelendi. Formola maruz tiim kemiklerin
korteksinde ve trabekiiler kemiklerde skleroz, kemik iliginde nekroz ve fibrozis
izlendi.

Orneklerin incelenmesinde A ve B grubunda kaynama, spongioz kemik
olusumu, korteks olusumu, kemik iligi olusumu ve yangi degerlerinin ortalamasi
birbirine yakin ¢ikti.(tablo 3.4)
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Tablo3.4.Histopatolojik incelemede 6rneklerin ortalam degerleri

Patolojik inceleme A grubu | B grubu

ortalamas1 | ortalamasi
Kaynama

1 1,111
Spongioz kemik olusumu

1,2 1.222
Korteks olusumu

0,6 1
Kemik iligi olusumu

0,4 0,333
Yang1 varhg:

0,4 0,444

A w

.4.1-: Trabekiiler kemikte yaygin nekroz ve kemik iliginde abse olusumu

Resim 3
H&E X10



& A _;’:‘-—‘-‘ . : : - = J. |

Resim 3.4.2.: Spongioz kemikte aktif apofizyel kemik olugumu H&E X10

Istatistiksel olarak incelendiginde de biitiin degerler arasinda Mann-Whitney U
testine gére anlamli bir fark saptanmadi.(P>0,05).

Ayrica saglam femurlarda formoliin sistemik dolasima katilip etkileyip
etkilemedigi yoniinden incelendi. Saglam femurlar histopatolojik incelemede normal
olarak izlendi.

3.5.BiYOMEKANIK BULGULAR:

Biyomekanik ¢alisma i¢in elle muayenesinde hicbir planda hareket etmeyen
tam kaynama olarak degerlendirilen A (kok hiicre verilen) grubundan 7 e B(kontrol
grubu) grubundan 8 denek ¢aligmaya alindi.

Orneklerin hem saglam hem de kirik femurlar1 kemik ¢imento icerisine
gomiildiikten sonra Shimadzu basma c¢ekme cihazinda kompresyon uygulananarak
cihaza bagl bilgisayardan kuvvet deformasyon grafikleri elde edildi.

Katilik (stifness), elastisite (Young) modiilii, maksimum seviyeye kadar ki
enerji emilim kabiliyeti, maksimum gerilme, maksimum yiiklenmedeki sekil
degistirme degerleri hesaplandi.(Tablo 3.5.)
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Tablo 3.5.: Biyomekanik degerlendirme verileri

FEMUR KIRIK (A)

NO

al

a2

a3

a5

a7

a9

al2

Agirhik (gr)

268
246
254
245
210
211

236

Uzunluk
(mm)

238,57143  17,25714

FEMUR KIRIK (B)
NO Agirlik (gr) :Jr::)IUk
bl 226 19,70000
b4 226 19,7
b5 236 15,4
b7 210 14,2
b8 253 19,05
b10 247 16,9
b14 243 19,67
bl6 260 17,96

NO

al
a2
a3
a5
a7
a9
al2

" . Stifness Enerji .
s Wgeld (N/mm) Absorbe (J) B2 Elastisite Max N.l.ax . .
" Kisalma ) Absorbe (J) . Yukteki Sekil

Max yiik (N) . (Lineer Akma . Modulu Gerilme -

Miktari . Max. Yuke Degistirme

(mm) poee) NOKIasIna i gar b (Mpa) (%)

(N/mm) Kadar

127,50000 1,20000 214,78625 0,01543 0,23450 136,72801 5,54396 8,19672
105,46900 1,28700 194,52632 0,03483 0,45747 39,08029 4,58601 6,93427
138,906 1,378 146,85849 0,01756 0,06244 125,81342 6,03992 7,00559
120,62500 1,09100 171,06116 0,01784 0,07922 90,17158 5,24502 6,86164
146,40600 5,28500 41,97639 0,01674 0,26823 85,56400 6,36603 31,30924
171,25000 1,65900 106,43332 0,01883 0,15707 76,67500 7,44630 9,18096
170,93800 2,76200 138,65079 0,10522 0,25518 45,41247 7,43273 15,31042

152,45600

2,42929

181,87223

0,03356

0,23354

118,76080

6,62910

13,90308

Max

Stifness

Enerji

" . Enerji . Max
. Yiikteki (N/mm) Absorbe (J) Absorbe () Elastisite Ma>-< Viikteki Sekil
Max yik (N)  Kisalma (Lineer Akma . Modulu Gerilme ..
. . Max. Yuke Degistirme

Miktari Bolge) Noktasina Kadar (Mpa) (Mpa) (%)

(mm) (N/mm) Kadar .
114,53100 4,33700 58,58161 0,01734 0,25516 39,45905 4,98004 22,01523
102,34400 3,05100 66,12870 0,02675 0,15849 37,77340 4,45013 15,48731
131,09400 1,19400 91,52066 0,00982 0,05800 81,55226 5,70023 7,75325
129,37500 1,64000 89,00000 0,02295 0,31635 83,89198 5,62549 11,54930
64,84380 2,23700 39,65690 0,00043 0,06457 27,69231 2,81954 11,74278
140,62500 1,65600 57,15081 0,01365 0,36924 38,69925 6,11466 9,79882
86,09800 2,34300 258,81290 0,00848 0,12065 76,65500 3,74372 12,52272
143,59400 1,31900 148,06691 0,01505 0,07294 50,95731 6,24376 7,34410

271,57143
FEMUR SAGLAM (A)

Agirhik (gr)

268
246
254
245
210
211
236

20,36857

Uzunluk
(mm)

33,99
32,1

33,22
30,85
31,95
33,07
31,89

130,35783  2,53957 115,55979 0,01635 0,20220 62,38294 5,66822 14,03050
Max Stifness Enerji . . .
Yukteki (N/mm) Absorbe (J) Sy Elastisite Max Ma?( Vel
" h Absorbe (J) X Sekil
Max yik (N)  Kisalma (Lineer Akma . Modulu Gerilme o .
. . Max. Yuke Degistirme
Miktari Bolge) Noktasina Kadar (Mpa) (Mpa) %)
(mm) (N/mm) Kadar <
213,43800 1,47800 188,36515 0,01477 0,14607 205,91295 9,28072 4,34834
183,59400 1,51200 258,52500 0,01491 0,14720 86,30175 7,98304 4,71028
202,03100 0,93800 359,89000 0,01203 0,07661 478,70464  8,78472 2,82360
212,65600 1,58850 278,45833  0,01365 0,13991 102,23572  9,24672 5,14911
152,34400 1,51300 235,31579  0,04088 0,11180 115,12822  6,62423 4,73552
203,28100 8,95000 224,10588 0,01481 0,17455 239,44693  8,83907 27,06380
175,00000 1,36100 218,86697 0,01287 0,11746 179,20242  7,60936 4,26780

238,57143

32,43857

191,76343

2,47721

251,93245

0,01770

0,13051

200,99038

8,33827

7,58549
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FEMUR SAGLAM (B)

NO

bl
b4
b5
b7
b8
b10
b14
b16

Stifness

Eneriji

Max Yiikteki Enerji - Max Yikteki
. Uzunluk " Kisalma (N/mm) Mserize () Absorbe (J) e Ma>-< Sekil
Agirhk (gr) Max yiik (N) : (Lineer Akma . Modulu Gerilme -
(mm) Miktari . Max. Yuke Degistirme
{Hi— Bolge) Noktasina Kadar (Mpa) (Mpa) %)
(N/mm) Kadar
226 19,83 171,25000 0,94050 341,98000 0,00448 0,09078 168,34200 5,14449 4,74281
236 20,07 180,31300 1,30600 206,83061 0,26320 0,13933 69,81477 0,52178 6,50722
210 17,05 204,68800 0,67200 516,91304 0,01204 0,06118 54,36705 0,47830 3,94135
253 20,57 261,40600 1,88300 234,16495 0,01392 0,25394 212,15775 0,51570 9,15411
247 19,41 238,75000 1,48500 385,78169 0,05410 0,14983 101,10097 6,54213 7,65070
243 20,85 172,68800 2,43800 333,12195 0,03253 0,17739 77,56416 2,70824 11,69305
260 19,09 265,00000 1,75000 256,35271 0,00659 0,24985 110,93959 6,48552 9,16710
238 19,05 259,84400 1,55800 351,57746 0,00670 0,23152 446,02768 0,65558 8,17848

273,28571 22,27429  250,56271 1,71893 375,24606 0,05622 0,19340 177,18771 3,29311 8,71926

3.5.1.KATILIK(STIFNESS) BULGULARI:

Katilik degerleri ortalamast A grubunun saglam femuru i¢in ortalama
251,93+55,65 N/mm olarak, A grubunun kirik femuru i¢in 144,89+57,94 N/mm
hesaplanirken, B grubunun saglam femuru i¢in 328,34+98,86 N/mm ve kirik femuru
icin 101,11£71,76 N/mm olarak hesaplandi. Kirik femurlarin katilik i¢in ortalamalar1
hesaplandiginda kok hiicre verilen grubun degerleri yiiksek olarak izlense de grup
icerisinde ki standart sapmalarinm fazla olmasindan dolayi istatistiksel olarak anlamli
bir fark izlenmedi.

Bagimsiz 6rneklem t testine gore istatistiksel olarak:

L. A grubunun kirik femur ve B grubunun kirik femur gruplar arasinda
istatistiksel anlaml bir fark saptanmad1.(P=0,22)
II. A grubunun saglam ve A grubunun kirik femur gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamali bir fark saptandi.(P=0,04)

III. B grubunun saglam ve B grubunun kirik femur gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi.(P=0,00)

IV. A grubunu saglam ve B grubunun saglam femurlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.(P=0,08)

3.5.2.ENERJi DEPOLAMA KAPASITESI:

Enerji depolama kapasitesi degerleri ortalamas1 A grubu saglam femur i¢in
0.130514+0.031554 Joul, A grubu kirik femuru i¢in 0,216301+0.134582 Joul olarak
hesaplandi. B grubu saglam femuru i¢cin 0.169227+0.072428 joul, B grubu kirik
femurlari i¢in 0.176925+0,121673 joul olarak hesaplandi.

Bagimsiz 6rneklem t testine gore istatistiksel olarak:

L. A grubunun kirik femur ve B grubunun kirik femur gruplar arasinda
istatistiksel anlaml bir fark saptanmad1.(P=0,56)
II. A grubunun saglam ve A grubunun kirik femur gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamali bir fark saptanmadi.(P=0,12)

III. B grubunun saglam ve B grubunun kirik femur gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.(P=0,88)

IV. A grubunu saglam ve B grubunun saglam femurlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.(P=0,21)
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3.5.3.ELASTISITE(Young modiiliisii):

Elastitite degerleri ortalamast A grubu saglam femuru i¢in 200,990+135,019
Mpa, A grubu kirik femur i¢in 85,634+36,776 Mpa olarak hesaplandi. B grubu
saglam femuru icin 155,039+128.934 Mpa, B grubu kirik femuru igin
54,585+22,593 Mpa olarak hesaplandi.

L. A grubunun kirik femur ve B grubunun kirik femur gruplar arasinda
istatistiksel anlaml bir fark saptanmad1.(P=0,06)
II. A grubunun saglam ve A grubunun kirik femur gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamali bir fark saptanmadi.(P=0,06)

III. B grubunun saglam ve B grubunun kirik femur gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.(P=0,06)

IV. A grubunu saglam ve B grubunun saglam femurlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.(P=0,51)

4. TARTISMA

Kirik iyilesmesi ve kemigin yeniden sekillenmesi bir¢ok hiicrenin, kimyasal,
mekanik ve elektriksel uyaranlarin karmasik bir sekilde ¢aligmasi sonucu meydana
gelmektedir. Kirik iyilesmesi kirigin olustugu andan itibaren hematomun olusmastyla
baslar ve ortama gd¢ eden yeni hiicreler ve bunlarin salgiladiklar1 yeni kimyasal
maddeler aracilig1 ile daha karmasik ve giderek artan hiicresel elemanlar, ara maddeler
ve hiicrelerde farklilagmalar meydana gelir. Bu ara maddelerin yeniden islenmesi ve
degistirilmesi ile de kaynama meydana gelir.

Bu calismada sicanlarin sag femurlar1 kirilmadan 6nce orta diafizer bolgeden
kirik olusturulacak yerden periost distale ve proksimale dogru 10’ar mm siyrilip
rezeke edildi. Ayn1 zamanda kemik iligi femur interkondiler ¢entikten gonderilen ve
trokanterik bolgeden ¢ikan klavuz braniil yardimi ile %10 formaldehitle yikanmistr.
Yikama sirasinda braniil kondiler ¢entik seviyesine kadar ¢ekilmistir. Daha sonra 1,3
mm kalinhiginda yesil braniille intramediiller tespit yapilmig ve orta diafizde
osteotomi yapilarak acik bir kirik modeli olusturulmustur. Ameliyattan 2 giin sonra A
grubu olarak ayrilmis siganlara destek dokusu olmadan 0,1 ml’de 10°(10"/ml) tiirdes
mezenkimal kok hiicre verilmis ve B grubu olarak ayrilmis sicanlara ise 0,1 ml %0,9
NaCl igeren solusyon verilmis ve 8 hafta takip edilmistir.

Kirik kaynamasinda gorev alan baslica yerel etkenler kirik hematomu, kemik
iligi, periost, ve biiyiime faktorleri(Transforme edici biiylime faktorii-B, Kemik
morfojeneik proteinler, trombosit kaynakli bityiime faktorii)dir.”' Kirik hematomu
kirik olustuktan sonra meydana gelse de hem hiicre hem de yapisal diizeyi ve icerdigi
biiyiime faktorleri degisiklik gostererek kirik kaynamasi ilizerinde Onemli bir rol
tistlenmektedir. Kabak ve ark. kirik hematomunun kaynama {izerine etkileri
arastirmasinda kirtk hematomunu kirik olustuktan yarim saat sonra 2. giinde ve 4.
giinde mikroskobik olarak incelediklerinde 30 dk sonunda normal kan elemanlarini, 2.
giinde ortamda polimorfolokosit, mononiikleer hiicre, histiyosit ve az sayida fibroblast
izlenmis ve 4. giinde fibroblastlarin arttig1 fibrin agm olustugunu gozlemlemisler'”.
Kirik hematomunun erken donemde ortamdan ¢ikarilmasinin ¢ok fazla kaynamay1
olumsuz etkilemedigini tekrar hematom olustugunu, ge¢ donemde organize olduktan
sonra ortamdan uzaklastirilmas: sonrasinda tekrar olusmadig1 ve kaynamay1 olumsuz
etkiledigini bildirmislerdir.

Mizuno ve ark kirik hematomunun osteojenik etkilerini arastirdiklar1 bir
calismada da ayni histolojik sonuglara ulagmislardir.™ Yaptiklar1 ¢alismada kirik
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hematomunu 2. ve 4. giinde subperiostal ve intramuskuler alanlara yerlestirmisler ve
kemik olusumunu arastirmiglardir. 2. giinde yerlestirilen hematomun periost tarafindan
indiiklenebilecek diizeyde oldugu ama kas dokusunda kemik olusturmadigimni, 4. giinde
yerlestirilen  intramuskuler = hemotomun  kemiklesmeye neden  oldugunu
gozlemlemislerdir.”

Grundnes ve Reikeras kapali kirik olusturduktan sonra 30. dk, 2. giin ve 4.
giinde kirik hematomunu bosalttiklar1 femur kiriklarinin erken dénemde hematomu
bosaltilan kiriklarda dahi biyomekanik degerlerinin azaldigin1 fakat daha geg
¢ikarttiklar1 hematomlarda bu azalmanin daha fazla oldugunu gézlemlemisler.''

Bizim yapmis oldugumuz calismada erken donemde yara yeri problemi nedeni
ile calisma dis1 biraktigimiz hayvanlarm  kirik bolgesi incelendiginde kirik
cevresindeki hematom dokusununun renginin sartya dondiiginii ve pis kokulu
oldugunu goézlemledik. Bu durum hematom dokusunun canli hiicre i¢cermedigini ve
nekroza ugramis oldugunu diislindiirdii. Formaldehitin kirik hematomuna bulastig1 ve
kaynamanin baslangic sathasinda hematom olusumunu yapisal olarak bozdugu,
ortamdaki hiicreleri ve salgiladiklar1 kimyasal uyaricilarin yapisin1 bozarak kaynamay1
olumsuz etkiledigini disiindiirdii. Patolojik incelemelerimizde kemik iliginde de
nekroz goriilmesi bu diisiincemizi dogrulamistir.

Deney modeli olarak Takeshi Kokubu ve ark. femurda atrofik kaynamama
modeli olusturmak i¢in yaptiklari ¢alisma temel olarak alndi.® Kapali kirik
olusturduklar1 modelde ek cerrahi islemle periostu koterize ederek kaynamama
saglamiglardir. Fakat c¢alismada bizim tarafimizdan degisikler yapilmistir. Biz
kiriklarimizi cerrahi uygulayarak osteotomi ile yaptik, periostu koterize etmeden daha
genis olarak ¢ikarttik ve ayn1 zamanda kirik 6ncesi femur medullasini formaldehit ile
yikadik. Boyle bir model yapmamizdaki amag disaridan verilecek tiirdes mezenkimal
kok hiicrelerin kullanabilecegi kaynama ydniinden problemli bir model olusturmak
istedik ve kemik iligi ve periost kaynakli kok hiicreleride ortamdan uzaklastirarak
sadece disaridan verilen kok hiicrelerin etkisini goérebilmek icin bdyle bir model
kullandik. Ozaki ve ark. periostun kirik hematomunda kondrogenezis ve enkondral
kemiklesmenin baslayabilmesi icin dnemli oldugunu belirtmislerdir.** Bu nedenle
calismamizda periost kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kirik kaynamasima katkisini
ortadan kaldirmak icin periostu kirik bolgesinden uzaklastirdik. Ayrica kemik iligi
kaynakli kok hiicrelerin etkisini ortadan kaldirmak ve kemikte olusturulacak bir
hasarin tamirinde disaridan verilecek tiirdes mezenkimal kok hiicrelerin etkisini de
arastirmak istedik.

Aragtirmalarimizda daha ©nce formaldehit uygulayarak kemik nekrozu
olusturulan bir modele rastlamadik. Dis hekimleri nadiren de olsa bdlgesel anestezik
maddelere yanit vermeyen vakalarda disteki nekroz bdlgelerini ortadan kaldirmak ve o
bolgedeki sinirleri dldiirmek amagli paraformaldehit ve bolgesel etkili antibiyotik
karisim1 macunlar kullanmaktadirlar. Bu macunlardaki bu paraformaldehit igerigi %
37 gibi yiliksek degerlerdedir. Paraformaldehit ¢ozlinerek formaldehit gazi
olusturmakta ve dis ve kemikteki bosluklara yayilarak kemik ve yumusak dokuda
nekroz gelistigini gosteren olgu sunumu seklinde yaymlar mevcuttur.’*>’>® Bir
vakadan elde edilen kemik Ornekleri histolojik olarak incelenmistir. Kemik
dokusundaki osteositlerin lakiinalarindan kayboldugu ve ¢evresel bir kemik geri
emilimi oldugu izlenmistir.’’ Bizim ¢alismamizda da kortekste, trabekiiler kemikte ve
ozellikle kemik iliginde yaygin fibrozis ve nekroz izlenmistir. Sinha ve ark. %0,5
formalin ile bir yila kadar koruduklari tiirdes kemik greftlerini patolojik kirik,
kaynamama, benign kistik lezyonlar, diizeltici osteotomi ve total kal¢a revizyonlar1
gibi degisik durumlarda 32 hastada uygulamislar ve kaynama, yara yeri infeksiyonu
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greft atilmu gibi kriterlerle takip etmisler.”” Kaynama problemi ve greft atilimi
izlemediklerini  bildirmigler ve formaline bagli olumsuz bir problemlerle
karsilagmamislar. Formalinle ilgili problemler olmamasini kullandiklari formalinin
ileri derecede seyreltik olmasma, kullandiklar1 greftlerin pargali kiigiik greftler
olmasmna ve hastaya kullanmadan once yikama solusyonlarinda iyice yikamalarina
baglamiglar. Sinha ve ark. yapmis oldugu formalinde korunmus tiirdes kemik
greftlerinin basarili bir sekilde kaynamaya katilmasi muhtemelen konulan greftlerin
formaldehitten tamamen arindirilmis olmast da bir etken olabilir. Biz ¢alismamizda
sican femur medullasin1 0,1 ml miktarda %10’luk formaldehit ile yikadik. Her ne
kadar yikamadan sonra 10 dk beklesekte formaldehitin kemik iliginde ve trabekiiler
bosluklarda kaldigini, kirik olusturulduktan sonra olugsan hematomun i¢ine de sizdigin1
ve o bolgeye gelen yangi hiicreleri ve kimyasal uyaricilarin yapisin1 da bozdugunu
diistinmekteyiz. Muhtemelen kok hiicre verdigimiz zaman diliminde de kirik
bdlgesinde hala etkileri devam etmis olabilir. Hematomun varlig1 ve organizasyonu
kirik bolgesinde bir nevi kaynamanin baglamasi i¢in bir destek doku ve kaynamaya
katilacak hiicrelerin gocii ve ¢ogalip farklilagsmasi i¢in uyarici etkileri bilinmektedir.
Kullanmis oldugumuz formaldehitin hematomun dogal yapisini1 bozarak kaynamay1
olumsuz etkiledigini diisiindiirdii.

Kemigin kaynamasi veya hasarinin tamirinde esas hiicreler puliripotent etkiye
sahip mezenkimal kok hiicrelerdir. Kemik uglarinin temas ettigi, kirik bdlgesinin
kanlanmasinin bozulmadig1 kosullarda kirik olustuktan itibaren olusan hematom ve
yangisal cevap bu hiicrelerin bu bolgeye gd¢ etmesini, ¢ogalmasini, farklilasarak
osteoblastlara doniismesini saglamakta ve sonug¢ olarak kirik problemsiz olarak
iyilesmektedir. Mezenkimal kok hiicreler kas, yag dokusu ve sinovyumdan da elde
edilebilir.***' Fakat kemik iligi mezenkimal kok hiicre yoniinden daha yogun bir
icerige sahiptir ve elde edilmesi daha kolaydir.

Bu c¢alismada elde ettigimiz mezenkimal kok hiicreleri herhangi bir
osteoblastik farklilasmaya yonlendirmeden ml’de 107 sayida bir destek yapiya
yerlestirmeden kirik hattina uyguladik. Cesitli olgularda elde edilen kemik iligi
hiicrelerinin herhangi bir farklilastirma islemine tabi tutulmadan ve osteokonduktif
destek yap1 kullanmadan da basarili sonuglar bildiren bircok yaymn mevcuttur.
Zamzam ve ark. basit kemik kisti olan 28 hastada yaptiklar1 ¢caligmada iliak kanattan
aldiklar1 kemik iligi mayilerini vermisler ve hastalarn %82’sinde basarili sonug
aldiklarin1 bildirmislerdir.** Hsiao ve ark. tavsanlarda olusturduklar: tibia segmental
defekt modelinde bir gruba daha dnceden temin edilen ml 107 sayidaki kemik iliginden
elde ettikleri ayrigmamis hiicreleri 1.,2.,3. haftalarda uygulamislar ve kontrol grubuna
ayn1 zamanlarda otolog serum enjeksiyonu yapmislar. Kemik iligi hiicreleri verilen
grubun kaynama diizeyi, radyolojik kallus alan Ol¢lim degerleri ve kaynama
dokusundaki kemik mineral yogunlugunun daha iyi oldugunu bildirmislerdir.*
Crovace ve ark. farkli ortopedik problemleri olan 14 kopek lizerinde yaptiklar1 bir
caligmada 9 kopekte kemik iliginden elde ettikleri mononiikleer hiicreleri herhangi bir
farklilastirma islemine tabi tutmadan ve 5 kopekte ise yetersiz sayida oldugunu
diistindiikleri hiicreleri kiiltlir ortaminda c¢ogaltarak Tricalsiyum fosfat ve fibrin
matriksten olusan bir destek yapisma aktararak uygulamislar ve takiplerinde
radyolojik ve klinik olarak ¢ok iyi sonuglar aldiklarmi bildirmislerdir.** Ural ve ark.
tavsanlarin tibialarinda ilizarov sistemi kullanarak distraksiyon yaparak 6 mm’lik
defekt olusturmuslar. Bir gruba in vitro kosullarda osteoblastik farklilasma sagladiklar
mezenkimal kok hiicreleri, bir gruba farklilagsmaya ugratmadiklar1 mezenkimal kok
hiicreleri vermigler ve diger gruba ise mezenkimal kok hiicre vermeden takip
etmislerdir. 8 haftalik takipleri sonrasinda osteoblastik farklilasmaya ugramis ve
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farklilagmaya ugramamis mezenkimal kok hiicre verilen gruplardaki yeni kemik
olusumlarinin hiicre verilmeyen gruptan radyolojik ve histopatolojik olarak daha erken
dénemde olustugunu belirmislerdir.”> Bu galismalar mezenkimal kok hiicrelerin
kemik iliginde kaynamayr uyaracak diizeyde oldugunu ve farklilasma olmadan da
bulundugu ortamdaki kimyasal uyaranlarla uyarilarak osteoblastik degisiklige
ugradigini  gdstermektedir. Ayrica bu calismalarm  bazilarinda destek yap1
kullanilmamis olup osteokonduktif bir yap1 olmadan da ortama tutunabildiklerini ve
osteojenik Ozelliklerini ortaya koyabildiklerini gostermektedir. Calismalarda verilen
kok hiicre sayis1 ve verilme sekli bizim de calismamizda kullandigimiz kok hiicre
sayis1 ve verilme seklinden kaynaklanan olumsuz yonleri olmadigini desteklemektedir.

Otolog kemik greftleri kaynamama, artrodez, spinal flizyon, diizeltici
osteotomi, kemik defekti iceren kiriklarin tedavileri i¢in hala ilk secenek olarak
kullanilmaktadir. Otolog kemik greftleri kemik yapimini saglayan hiicreleri icermesi
bakimindan osteojenez, kemik yapimmi uyaracak matriks yapist nedeni ile
osteokonduktif ve igerdigi kemik yapimimi uyarici protein ve sitokinler yardimiyla da
osteoindiiktif 6zellikleri olmas1 nedeni ile diger kemik grefti benzeri maddelerden
daha avantajlidir. Ancak hastadan temin edilecek kemik greft miktarmin smirli olmasi,
greft alinan bolge i¢in ek cerrahi islem yapilmasi ve alinan bolgede hasara yol agmasi
yonlerinden problemleri de mevcuttur. Bazi durumlar da hastanin kemik greft ihtiyaci
hastadan alinabilecek greft miktarin1 agmaktadir ve bu durumlarda da taze donmusg
tiirdes kemik greftlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Taze donmus tiirdes kemik greftlerinin
de infeksiyon bulas riski ve kemik yapisinin antijenik uyaranlarin fazla olmasi nedeni
ile immiinolojik reaksiyona neden olmasi gibi problemleri mevcuttur.

Gilinlimiizde tiirdes kemik greftlerine ihtiyacin azaltilmasi ve immiinolojik
reaksiyonlarm engellenmesi iizerine mezenkimal kok hiicrelerin viicudun kapasitesini
asacak derecede kemik defektlerinin tedavisinde basarisini ve tiirdes mezenkimal kok
hiicrelerin de immiinolojik yanit olusturup olusturmadigini inceleyen bir¢cok calisma
mevcuttur. Bizim calismamizda kullandigimiz tiirdes mezenkimal kok hiicrelerin
istenilen diizeyde kemik hasarmi iyilestirememesi ve kirik kaynamasina etki
yapmamis olmasmin bir sebebi immiinolojik reaksiyon olabilir mi? sorusuna yanit
aradik. Devine ve ark. mezenkimal kok hiicrelerin yiizey antijen 6zellikleri nedeni ile
greft atilimidan sorumlu T lenfosit hiicrelerini tam olarak uyarmayarak immiinolojik
reaksiyona neden olmadigmi belirtmislerdir.*® Arinzeh ve ark. kopeklerde yapmus
olduklar1 kritik boyuttaki segmental defekt modelinde farkli gruplarda hem otolog hem
de tiirdes mezenkimal kok hiicreleri kullanarak kemik olusumunu, tiirdes mezenkimal
kok hiicrelere karst bir immiinolojik reaksiyon gelisip gelismedigini ve tiirdes
mezenkimal kok hiicrelerinde otolog mezenkimal kok hiicreler kadar kemik
olusumuna katki yapip yapamadiklarmi incelemislerdir.*” Immunolojik olarak
birbirlerinden uyumsuz kopeklerin kullanildigi caligmada florasan etiketli kok
hiicreleri hidroksiapatit/ trikalsiyum fosfat destek yapilara yiikleyerek kullanmislar,
kemik olusumunun tiirdes ve otolog hiicre verilen denek hayvanlarinda ayni diizeyde
oldugunu belirtmislerdir. Ayni1 zamanda immiin sistemi baskilayict bir ilag
kullanmadan tiirdes mezenkimal kok hiicrelerin yasayabildigi ve kemik olusumuna
katilldigmi1 belirtmiglerdir. Tiirdes mezenkimal kok hiicrelere karsi herhangi bir
immiinolojik reaksiyon gelismedigini bildirmiglerdir.

Bu calijmada kok hiicre verilen grup ve vermedigimiz grub arasinda
biyomekenik incelemelerde kok hiicre verilen grubun ortalamalar1 daha fazla goziikse
de standart sapmalarin daha yliksek ¢ikmasina bagl olarak istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamistir, bu da 6rnekler arasinda homojen bir yayilim olmadigini
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gostermektedir. Histopatolojik ve radyolojik incelemelerde de istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir. Bu bulgular biz de acaba bizim verdigim kok hiicreler
degil de kendi viicudunda olan kok hiicrelerin mi kaynama ve kemik hasarmin
tamirinde gorev yapti sorusunu diisiindiirmiistiir. Cui ve ark. sicanlarda her iki femur
kondiler bdlgede 1s1 nekrozu olusturarak bir defekt modeli olusturmuslar.*® Sag femur
kondiler boldeki defekte 2*10° adet osteoblastik degisiklige ugramis mezenkimal kok
hiicre vermisler ve sol femura PBS solusyonu vermislerdir. Radyolojik olarak takipleri
sirasinda 4. haftada kok hiicre verdikleri 6 sicanin 4’iinde ve 6. Haftada 6’sinda
defektin 6tiindiigiinii, kok hiicre verilmeyen grubuta ise 4. Haftada 6 sicanin 2 sinde ve
6. Haftada 3’ilinde ve sekiz hafta sonrasinda 6 sicanin 5’inde defektin doldugunu
gbzlemlemislerdir. Goriildiigii gibi osteoblastik formasyona farklilasmis kok hiicreler
bu modelde defektleri hizli bir sekilde ortmiistiir. Kok hiicre verilmeyen defektlerde
viicutta bulunan kok hiicrelerin gocli ile belirli bir zaman gegtiginde defektleri
ortmiiglerdir. Wan ve ark. tavsanlarda yaptiklar1 calismada Periferik kandan elde
ettikleri mezenkimal kok hiicrelerin(PBMSC) ve periferik kandan topladiklari
mononiikleer hiicreleriPBMNC) osteoblastik etkisini arastirmislardir.* Calismada 12
tavsanin 24 ulnasinda 2 cm defekt olusturmuslar periferik kandan elde ettikleri, kemik
iliginden elde ettikleri mezenkimal kok hiicreleriBMMSC) Kkiiltiir ortaminda
cogaltmislar. Periferik kandan elde ettikleri kok hiicrelerin koloni olusturma sayisinin
kemik iliginden elde edilenden yaklasik 20 kat daha az oldugunu bildirmislerdir.
Defektleri fibronektin ile kaplanmis Kalsiyum fosfat destek yapist ile doldurmusglardir.
Birinci gruba PBMSC+ destek yapi, ikinci gruba BMMSC+destek yapi, ticilincii gruba
PBMNC+destek yapi, dordiincii gruba sadece destek yap1 kullanmiglar besinci grubun
defekt bolgesini bos birakmigslardir. 12 haftalik takip sonrasinda PBMSC ve BMMSC
verilen grubun yap1 iskeletinde ¢ok daha fazla ve daha yogun mineral icerige sahip
oldugunu, PBMNC ve sadece destek yap1 konulanlarda da az miktarda kemiklesme
oldugu goriilmiis, bos birakilan defektlerin ise fibroz doku ile dolduruldugunu
belirmislerdir. Bu ¢aligmada periferik dolagimdaki hiicrelerin sayisinin az olmakla
birlikte uygun ortamda cogalabildiklerini ve kemik olusumunu basarili sekilde
gerceklestirebildiklerini gostermektedir. PBMNC+destek yap1 ve sadece destek yapi1
konulan sicanlardaki kemik olusumunun birbirine yakin degerlerde gozlenmesi bize
bu hiicrelerin kan yoluyla go¢ edebilmis olan hiicreler oldugunu diisiindiirdii. Yine bu
caligmada tiirdes mezenkimal kok hiicrelerin immiinolojik cevaba neden olup olmadig:
bakilmis ve destek yapida lenfosit go¢ii saptanmamustir.

Calismamizin bir eksik yoni kullanmis oldugumuz tiirdes mezenkimal
hiicrelerin herhangi bir sekilde etiketlenmis olmamasi nedeni ile ne yazik ki kemik
hasarinin tamiri ve kirikk onarimma katilan hiicrelerin bizim vermis oldugumuz
hiicrelerin mi veya periferik kanda bulunan mezenkimal kok hiicrelerin gocii sonrasi
mi1 basladigint yoksa kemik iliginde sag kalmayr basaran mezenkimal kok hiicreler
oldugunu bilememekteyiz.

Tohma ve ark. 6zellikle iskelet tlimorii ve metastatik tlimorler sonrasi genis
rezeksiyon yapilan olgularda immiinoljik uyarict olmamasi ve anatomik uyum
saglamasi agisindan hastadan alinan kemigin devitalize(canliligin1 tamamen yok etme)
edildikten sonra mezenkimal kok hiicre yiiklenerek canliligmin saglanabilecegi
yoniinde hipotez ortaya atmislardir.”® Bunun icin sicanlar {izerinde bir model
olusturmuslardir. Erkek sicanlardan elde ettikleri mezenkimal kok hiicreleri Y
kromozomundaki Sry genini belirleyici olarak kullanmigslardir. Disi siganlardan elde
ettikleri 4*4*5 boyutlarinda femurdan kemik pargalar1 ¢ikarmislar. Kemik pargalarinin
bir kismi tek doz 50 cGy dozda radyasyonla devitalize etmislerdir. Birinci gruba
devitalize edilmemis kemik subkutan olarak uygulanmig, ikinci gruba sadece
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devitalize kemik, tigiincii gruba ise erkek sicanlardan elde edilen 107/ml olacak sayida
mezenkimal kok hiicrelerin emdirildigi devitalize kemik uygulanmis. 2 haftalik takip
stiresinde birinci gruptaki canli kemikte nekroz ve yeni kemik yapimi izlenmis, 2.
Grupta kemik yapimi izlenmemis, 3. Grupta ise yeni kemik olusumu izlenmis. 4
haftada ise 1 grupta eski ve yeni kemik dokular1 arasinda belirgin bir goriiniim
izlenmis, 2 grupta kemik olusumu izlenmemis ve 3. Grupta daha fazla miktarda yeni
kemik olusumu izlenmistir. Bu ¢alisma bizim devitalize kemik dokusunda kemigin
yeniden olugmasmda mezenkimal kok hiicrelerin aktif gorev alacagi hipotezimizi
desteklemekle birlikte sonug¢larimizin bu kadar basarili olamamasi verilen mezenkimal
kok hiicrelerin formolden etkilenerek o©ldiiglinii veya kemigin i¢ine dogru gog
edebilecek kadar fazla sayida mezenkimal kok hiicre olmadigmi diisiindlirmiistiir.
Ayrica sadece digsaridan mezenkimal kdk hiicreler ortamin osteoindiiktif yapis1 olmasi
durumda osteoblastik etki gostermektedir. Muhtemelen bu ortaminda bozulmasina
bagli olarak osteojenik etkilerini engellemis olabiliriz.

Oztiirk ve ark sicanlarda radial defekt modeli olusturmuslar ve bu defektin
iyilesmesini demineralize kemik matriks(DMK), kapronolakton ve D-L laktidden
olusan kopolimer yap1 ve osteoblastlar1 uyarici etkisi olan prostaglandin E,»(PG E,)
kombinasyonlar1 ile tedavi etmislerdir.5 grup olarak ayirdiklar1 siganlarda birinci
grupta segmental defekt sonrasi herhangi tedavi uygulamamaslar, ikinci gruba DMK,
ticiincli gruba DMK+ koplimer yap1y1, dordiincti gruba DMK+ PG E,, besinci gruba
DMK+ PG E,tkopolimer yapiyr uygulamislardir. 8 haftalik takipleri sonrasinda
prostaglandin eklenmis griplardaki kemik olusumunun daha iyi oldugunu ancak tespit
materyali kullanmadiklar1 i¢in hareketin fazla olmasina bagh olarak istenen diizeyde
olmadigin1 belitmislerdir. Tsuchida ve ark ayni ve farkli soydan gelen siganlar
tizerinde insan kemik morfojeneik protein(thBMP) ile E.Coli bakterisinin LacZ geni ile
tansenfekte ettikleri farkli Mezenkimal kok hiicreleri olusturduklar1 segmental kemik
defektlerinde uygulamiglardir. Ayni zamanda bir grup icin kisa siireli olarak FK 506
ile immun sistemi baskilamiglardir. Her grupta 7’ser sican olacak sekilde 6 gruba
ayrildiklar1 sicanlarin ilk grubuna ayni soydan gelen ve hBMP2 sentezleyen kok
hiicreleri, ikinci gruba ayni soydan gelen Lac Z sentezleyen kok hiicreleri, tiglincii
gruba farkli soydan alinan hBMP2 sentezleyen kok hiicreleri+FK506, dordiincii gruba
farkli soydan gelen Lac Z sentezleyen kok hiicreler+FK506, besinci gruba farkli
soydan alman hBMP2 sentezleyen kok hiicreleri ve altci gruba farkli soydan gelen
Lac Z sentezleyen kok hiicreleri uygulamislar. 8 haftalik takip sonrasinda ayni soydan
gelen ve farkli soydan immiin sistem baskilamas1 yapilan hBMP sentezleyen
hiicrelerdeki kemik olusumu, kaynama ve mineral yogunlugunun diger 4 gruptan daha
iyi oldugunu belirmislerdir. Daha oOncede bahsettigimiz gibi sadece disaridan
mezenkimal kok hiicrelerin kemik olusumuna katkist bilinmekle birlikte kemik
hiicrelerin otojenik 6zelliklerini gosterebilmeleri igin osteoindiiktif maddelere ihtiyag
vardir. Ayrica bu caliyma mezenkimal kok hiicrelerin ayni1 soydan elde edilmesi
durumda immiinolojik reaksiyon gdstermeden kemik yapimina katildigini gostermistir.
Genetik yapisi degistirilen hiicreler sadece kimyasal uyaranlarla degil kendileri de
bizzat kemigin yapisina katilmaktadirlar.

Mezenkimal kok hiicreler tiirdes kemik greftlerinin yerini almak igin
giinlimiizde kemik benzeri yapilara yiiklenerek kemik defekti olan bolgeler iginde
kullanilabilmesi i¢in iimit verici birgok ¢alima yapilmaktadir. Ne var ki kullanilan
greft benzeri bir ¢ok madde olsa da bu maddelerden uygun olanlarmin kemik
olusumunu arttiran, ve belli bir zaman sonunda da eriyerek yerini kemik dokusuna
birakacak olan maddeler olmasi gerekmektedir. Chistolini ve ark. hidroksiapatit(HA)
silindirleri igerisine ylikledikleri mezenkimal kok hiicreleri koyun tibial segmental
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defekte kullanmiglardir. Kontrol grubu olarak da hiicre yiiklemeden HA silindirleri
kullanmiglardir. 4 haftalik takipleri sonrasinda hiicre yiiklii HA silindirlerinde belirgin
bir kemik olusmus ve silindirin biyomekanik o6zelliklerinin arttig1 belitmislerdir.
Ancak kemik olusumunun dis c¢eperde belirgin olmast ve i¢ tarafta goriilmemesi
mezenkimal kok hiicrelerin hala bu yapilara iyi isleyemediginin belirtisidir.

Bu caligmada kullandigimiz yontemle istedigimiz sekilde kemik nekrozu
olusturmus olsak da kullanmig oldugumuz formaldehitin konsantrasyonu sican
kemiginde daha biiylik ve tamiri icin daha fazla hiicreye ihtiya¢ duyacak diizeye
gelmis olabilir. Uyguladigimiz modelle bolgesel kan akimini azaltmamiza bagli olarak
formaldehitin ~ viicuttan temizlenmesi i¢in gereken slire uzamis olabilir.
Olusturdugumuz kirik sonrasi kemik iliginde bulunan formaldehit olusan hematomun
yapisma katilarak kirigin tamiri i¢cin gerekli ilk basamak olan yangiy1 ve sonrasinda
gelisecek olan onarim fazimmi durdurmus olabilir. Caligmamizda kullandigimiz
mezenkimal kdk hiicrelerin isaretlenmemis olmast olusmakta olan kemik yapimina
etki eden kok hiicrelerin kaynagi hakkinda siiphede kalmamiza neden olmustur. Bu
caligmanin belli bir siire Oncesinde kemigin medullasinin formolle yikanmasi ve
nekroz baglangici donemininde formoliin viicuttan tamamen uzaklastirilmasi
sonrasinda kirik olusturarak tiirdes mezenkimal kok hiicreler verilerek incelenmesi
durumunda ve daha uzun bir takip donemi ile kok hiicrelerin kemige isleyip tamire
katkist incelenmesi durumunda daha anlamli sonuglar ¢ikacagina inanmaktayiz.

Bu c¢alismanin; mezenkimal kok hiicrelerin  birgok ¢alismada

farklilagmaya ihtiyagc duymadan kirik veya kemik defektlerine
uygulandiginda osteojenik Ozellikler gostersede uygun osteoindiiktif,
osteokondiiktif yapilar ve yeterli kan akimi olmadan osteojenik 0Ozellik
gosteremediklerini ortaya koydugunu diisiinmekteyiz.
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5.0ZET

Amag: Giliniimiizde hala bazi kemik patolojilerinin tedavisi kisiden elde
edilebilecek otolog kemik greftlerinden daha fazla kemik greftine ihtiyac
duyulabilmesi nedeni ile problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiirdes mezenkimal
kok hiicrelerin labarotuvar ortamimda c¢ogaltilarak belirli yapilar icerisinde
kullanilmas1 veya direkt o bdlgelere verilmesi ile bu problemler yakin zamanda
ortadan kalkacaktir. Bu ¢alismanin amaci hasarli bir kemikte digaridan verilecek olan
tirdes mezenkimal kok hiicrelerin kirik kaynamasma ve kemikteki hasarin tamirine
katkilariin degerlendirilmesi amaglanmastir.

Yontem: Bu ¢aligmada toplam 50 adet Wistar Albino sican kullanilmistir. 7
adet sican tiirdes mezenkimal kok hiicre iiretilmesi i¢in kullanilmig olup 3 sican 6n
calisma i¢in kullanilmistir.40 sican ise rastgele 2 grubu ayrilmistir. Calismaya katilan
bu 40 sicanin sag femurlarinin medullalar1 0,1 ml %10’luk formaldehit ile yikandiktan
sonra kirik olusturulacak bdlgeden periostlart distale ve proksimale dogru cepecevre
10’ar milimetre siyrilmis ve rezeke edilmistir. Kostetom ile tarnsvers kirik
olusturulduktan sonra intramediiller tespit uygulanarak cerrahi sahalar uygun sekilde
kapatilmigtir. Caligmaya katilan higcbir sigana disaridan ek bir tespit uygulanmamastir.
Operasyondan sonra 2. giinde bir gruba(A grubu) ml’de 10’ sayida mezenkimal kok
hiicre olacak sekilde 0,1 ml kdk hiicre iceren solusyon kirik bdlgesine enjekte edildi.
Diger gruba(B grubu) ise 0,1 ml %0,9 NaCl izotonik solusyonu enjekte edildi. 60 giin
takip sonrasinda caligmaya uygun olan A grubundan 12 ve B grubundan 17 denek
sakrifiye edildi. Daha sonra sag ve sol femurlar1 kal¢a ve diz ekleminden dezartikiile
edilerek incelemeye alindi. Kaynama diizeyleri elle muayene edildikten sonra tiim
orneklerin rontgenleri digital olarak cekildi. A grubunda kaynamanin oldugu 7 denek
ve B grubundan 8 denek biyomekanik ¢aligsmaya ayrildi. Geriye kalan A grubundan 5
denek ve B grubundan 9 denek histopatolojik incelemeye gonderildi. Radyolojik
olarak kaynama caligmadan bagimsiz iki farkli ortopedist tarafindan Goldberg’in
smiflamasina gore degerlendirildi ve ayrica Tim femurlarn digital programla
metafizodiafizer alanlar1 kallus dokusunu icerecek sekilde hesaplandi. Patolojik
inceleme icin Heiple ve ark. tarafindan modifiye edilen Lane ve Sandhu histolojik
degerlendirme sistemi kullanild1 ve ek olarak yangi varligi arastirildi. Biyomekanik
incelemelerde ise Ornekler Katilik(stifness), Elastisite(young modiilii) ve Enerji
absorbsiyonu yonleri ile degerlendirildi ve kiyaslandi.

Bulgular: Calisma sirasinda A grubundan 8 ve B grubundan 3 denek yara yeri
problemleri nedeni ile ¢calisma dis1 birakildi. Kullanilan formaldehitin genis yumusak
doku ve kemik nekrozuna neden oldugu izlendi.Ayrica erken dénemde ortaya ¢ikan
yara problemlerinin incelenmesinde olusan hematom dokusununda canliligini
yitirdigini gozlemledik. Agirliklar: yoniinden her iki grup arasindaki degerler bagimsiz
orneklem t testi ile hesaplandiginda istatistiksel olarak arada anlamli bir fark olmadig:
gorildi.(P=0,14) Calismaya katilan deneklerin femurlarinda kaynamanin elle
muayenesinde A grubunda 7 (%58,3) denekte ve B grubunda 8 (%47) denekte tam
kaynama oldugu goriildii. Bu iki grup arasindaki degerler Mann-Withney U testi ile
istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigi saptandi.(P=0,42).
Radyolojik olarak her iki ortopedi doktorunun degerlendirmesinde de A grubunun
ortalamasi(sirastyla 1,5-1,75) B grubunun ortalamasindan(sirasiyla 1.05-1,14) daha
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yiiksek olarak hesaplansa da sadece 2. Ortopedi doktorunun yan cekilen grafilerin
degerlendirmesinde kok hiicre verilen grubun daha iyi kaynadigini destekler sekilde
istatistiksel anlamali fark vardi.(P=0,019). 1.Ortopedi doktorunun degerlendirdigi on
arka ve yan grafiler ve 2. Ortopedi doktorunun degerlendirdigi 6n arka grafilerin iki
grup arasinda istatistiksel olarak kiyaslanmasinda anlamli bir fak saptanmadi.(sirasiyla
P degerleri P=0,65,P=0,149, P=0,83). Metafizodiafizer alan hesaplamalarinda kirik
femurlarda A grubunda ortalama alan hesabi 107,03+24,36 ve B grubunda ise
113,12+25,95 olarak hesaplandi. Kirik femurlarda kallus alan ortalamas1 B grubunda
daha fazla goziikmekle birlikte Bagimsiz 6rneklem t testine gore istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmadi.(P=0,52). Biyomekanik incelemelerde kirik femurlar arasinda
bakilan katilik, elstisite ve Enerji depolama kapasitesi degerleri bagimsiz dérneklem t
testine gore hesaplanmis olup her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi.(sirastyla p degerleri p=0,22, P=0,06, P=0,56)

Cikarmmlar: Tiirdes mezenkimal kok hiicreler her ne kadar bircok dokunun
kendisini yenilemesinde veya tamirinde birincil hiicreler olarak kabul edilse de
ortamin bu hiicrelerin farklilagmasi ve yasamasi i¢in uygun olmasi gerekmektedir. Bir
cok calismada tiirdes mezenkimal kok hiicrenin kemik tamirine katkis1 gosterilmekle
birlikte kullandigimiz formaldehitin gerek hiicrenin yasamasi ve gerekse farklilagsmasi
icin gerekli olan kimyasal maddelerin yapisint bozdugunu ve sonug¢larimizin bu
nedenle istenilen diizeyde iyi olmadigini diisiindiirmiistiir.

Anahtar soézciikler: mezenkimal kok hiicre, formalin, kemigin yeniden
olusumu
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