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GIRIS

Artan teknolojik gelismeyle beraber, trafik i§ ve spor kazalari alinan tedbirlere
ragmen gun gegtikge artmaktadir. Bu kazalarda travmaya ugrayan kigilerde meydana gelen
yaralanmalann buyuk bir kismi kendini kas-iskelet sisteminde kirik seklinde gosterir.
Yaralinin fiziksel 1zdirabi yaninda sosyo-ekonomik ve ozel sartlar, kisinin bir an dnce
iyilesip normal hayata dondurilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle kink tedavisi

ortopedik cerrahinin en fazla ugrasilan konularindan biridir (1).

Ortopedik cerrahide kirik iyilesmesinin biyolojik yonii, sosyo-ekonomik ve
ekolojik sartlara gore daha cezbedicidir. Kirik iyilegmesinde temel olay hicre
proliferasyonu ve hucre farkhlagmasidir. Fakat kirik kallusunu meydana getiren hiicrelerin
anatomik orijini ve farkhlagmasi konusunda literatiirde halen tam fikir birligi yoktur. Kink
iyilesmesinde gorev alan hicrelerin anatomik orijinini ve farkhilagmasini saptamak igin 151k
mikroskobu, elektron mikroskobu, x 1sini difraksiyonu sintigrafi, otoradyografi ve insitu
hibridizasyon duzeyinde bir ¢ok galigmalar yapilmistir. Bu galigmalarda hangi bolgede
hangi hucrelerin sayica arttigi ve mitotik faaliyet gosterdigi tespit edilmesine ragmen
kemik ana hiicresinin anatomik orijini ve diferansiasyonu hakkinda kesin kanaate

vartlamamustir (1, 2, 3,4, 5,6, 9, 17, 19, 20).

Son yillarda lazer iginlarinin tipta kullanilmasiyla yeni metotlarin geligtirilmesi
sonucu bir ¢ok fizyo-patalojik olayin biyomolekuler diizeyde incelenmesi miimkiin hale
gelmistir. Floresan aktiviteli analiz ve ayirma yontemi bagka bir ifade ile akim sitometri
veya flowcytometry (FCM) bagvurulan yeniliklerden bir tanesidir. Gunumizde bir gok
alandaki ¢aligmalarda kullanilan akim sitometri orijinal olarak hicre ve bilegenlerini analiz
etmek i¢in gelistirilmig, tek hicre duzeyinde, hizl, istatistiksel ve kantitatif tayin saglayan
bir sistemdir. Bu sistemle hucrenin fiziksel 6zellikleri, yiizey antijenleri, reseptorleri, hiicre
i¢i bilegenleri DNA-RNA tayinleri ve diger hiicresel parametrelerin kantitatif tayinleri
yapilabilmektedir (7, 36, 37, 38, 39, 40, 41).



Bu ¢alismanin amaci kirik iyilesmesinde hiicre orijini ve farklilasmasim son
yillarda kullanilmaya baglanan akim sitometri ile incelemektir. Bunun igin Sprague-
Dawley cinsi erigkin rat tibialarinda dijital kompresyon yontemiyle kirik olusturarak belirli
periodlarda akim sitometrik DNA analizleriyle, kink iyilesmesinde hiicre orijini ve

farklilagmasi hicre siklusunun G2/M fazi dikkate alinarak arastirtlmigtir.



GENEL BILGILER

2.1. Kemik Ana Hiicresinin Orijini

Kirik iyilesmesi bir ¢ok hucre tiplerinin katilimiyla olugsan koordineli kompleks
fizyolojik bir suregtir. Ancak esas biyolojik hadise, yalmz kemik dokusuna farklilagan
kemik ana hucresinin proliferasyonu ve osteoblasta farklilagmasidir. Farklilagmamig
mezengimal hicrelerden koken alan bu ana hiicrenin anatomik orijini; kemik iligi, kemik
korteksi, periost ve eksternal yumusak dokudan biri veya bir kagt olabilecegi bildirilmigtir.
Cunku kirik iyilesmesinde olaylar bu dort anatomik bolgede cereyan etmektedir (1, 2, 3, 4,

5,6,8,9, 10, 17, 20, 25).
2.1.1. Kemik Iligi

Kemik iligi; kemik, kikirdak, adale, tendon ve diger konnektif dokuya farklilagma
yetenegine sahip progenitor hiicre populasyonuna sahiptir (9, 10, 11, 12, 13, 14). Kirk
iyilesmesinde kemik iliginin cevabi Gizerinde yapilan ¢ahigmalarda kiriktan birkag¢ saat
sonra kemik iliginde dusuk hucresel dansiteli ve yuksek hicresel dansiteli bolgeler tespit
edilmistir. Disuk dansiteli alanda kan damarlart ve normal kemik iligi elemanlan
kaybolmaya devam ederken, yiiksek dansiteli bolgede endotelial hucrelerin osteogenik
oncu hucrelere transformasyonu gozikir. Kiriktan sonra 24 saat iginde hizli bir

osteoblastik fenotip ve kemik olugumu bagladigi gosterilmistir (2, 45).
2.1.2. Kemik Korteksi

Kirik olayinda korteksin verdigi cevap primer kemik iyilesmesi yoniindedir. Primer
kortikal 1yilesmede fragmanlarin kaynamasi igin korteksin mekanik devamliliginin yani
anatomik reduksiyonun saglanmasi ve stabilizasyonu gerekir. Bu durum ancak rijit internal
fiksasyon ile olur. Bu sartlar altinda kingin bir tarafindaki kemik rezobsiyon hicreleri kan
damarlarinin penetrasyonu igin yeni haversian sistemlerinin kurulmasini saglar. Yeni kan

damarlar, osteoblastlar i¢in osteoprogenitor hiicrelerden olugan perivaskuler mezengimal




hiicreler ve endotelial hucrelere eslik ederler. Boylece hiicresel ve vaskiiler temas saglanir

ve olay kaynama ve yeniden gekillenmeyle ile sonuglanir (2, 9, 17, 20).
2.1.3. Periost

Butin kemiklerde komsu bag dokusuyla kemik arasinda yer alan ve kemik ylizeyini
distan orten doku periost olarak adlandirilir. Periost digta fibroz tabaka igte hicreden daha
zengin daha vaskuler olan osteogenik tabakadan meydana gelir (14, 15). Kink
iyilesmesinde en onemli katkiyr saglayan olusum periosttur(2,4,8,17). Kirik iyilegmesinde
periost, kemik, kas dokusu ve kemik medullasi uyum iginde bulunurlar. Periosta bagimli
osteoprogenitor hiicreler ve bagimsiz indiferansiye mezensimal hiicreler intramembran6z
ossifikasyon ve kondroprogenitor hiicre farkhilagmasiyla enkondral kemik formasyonuyla

kirik iyilesmesine katkida bulunurlar (16,17,19).
2.1.4. Eksternal Yumusak Doku

Kirik iyilegsmesinde eksternal yumusak doku cevabi hizli hiicresel aktivite ve
stabilize kink fragmanlarinin erken kallus olusumuna yardimci olma yoénindedir. Bu
fonksiyon mekanik faktorlerin agirligina baghdir ve rijit immobilizasyonla deprese
edilebilir. Miyozitis ossifikans olayinda osteoblast orijini yumugak doku kaynakh olmasina
ragmen eksternal yumusak dokularin kirik kallusuna direkt hucresel katkilari halen
tartismalidir (1, 2, 5, 6, 17, 20),

2.2. Kirik lyilesmesinde Rol Oynayan Hiicreler

Kirik iyilegmesinde rol oynayan hicrelerin timi farklilagmamig mezengimal
hticrelerden orijin alirlar(1,2,9,10,11). Bu hucreler ya intramembranoz ya enkondral kemik
formasyonu ile, ya da kemik rezorbsiyonuyla kirik iyilegmesine yardimci olurlar

(1,15,16,17,18,19,20).
2.2.1. Osteogenik Seri Hiicreleri

Bu hucreler; intramembranoz ossifikasyon ve sekonder kemik yapimiyla kirk
iyilesmesine katkida bulunurlar. Bunlar; osteoblast, osteosit ve bu hiicrelerin ana hiicresi
osteoprogenitor hticrelerdir. Ancak osteoprogenitor hiicrenin sentez ve sekresyon kabiliyeti

yoktur (2, 10, 14, 15, 16, 17, 19) (Sekil 1).
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Sekil-1: Osteogenik seri hiicrelerinin proliferasyonunu ve diferansiasyonu
2.2.2. Kondrogenik Seri Hiicreleri

Kirik 1yilesmesine enkondral ossifikasyon yolu ile katkisi olan kondroblast ve
kondrositler farklilagmamig mezengimal huicrelerden koken olan kondrogenik progenitor

hucrelerin proliferasyon ve diferansiasyonu sonucu olugurlar (9, 10, 19) (Sekil 2).
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Sekil-2: Kondrogenik seri hiicrelerinin proliferasyon ve diferansiasyonu



2.2.3. Kemik Rezorbe Eden Hiicreler

Major belki de tek kemik rezorbe eden hicre olan osteoklastlarin orijinleri
hakkinda gesitli gorasler vardir. Sirkulasyondaki monositlerin farklilagmasi (20), kemik
iligi mononukleer hucrelerinin  asenkronize flizyonu (15,16), osteogenik hiicrelerin
birlesmesi veya osteositlerin maturasyonu (14), ya da kemik iligi monontikleer fogositik

sistemde klonal stimulasyon sonucu olustugu (16) bildirilmistir
2.3. Kirik lyilesmesinin Morfolojisi

Kirik iyilegmesi, kirik olugtugu an baglar ve olgun organize kemik dokusu ile kirtk
uglari butunlesinceye kadar devam eder. Kirik iyilesmesinde kemigin olusumu; iskeletin
geligimi, buyumesi ve devamhhgini saglayan mekanizmanin aymsi ile gergeklesir. Bu
mekanizmaya osteoblast tarafindan sentezlenen kemigin ozellegmis organik matriksinin
yuksek derecede organize mineralizasyonu ve matur kemik olusumundaki yeniden

sekillenme de dahildir (1, 19, 20).

Klasik histolojik donemlerde kirik iyileymesi; direkt kortikal temas saglanmasini
gerektiren primer iyilegsme, periost ve eksternal yumugak doku cevabini gerektiren kallus

olusumuyla sekonder iyilegme diye simflandirithirds (1, 2, 20)

Kirik ivilesmesinde en hizli iyilesme konservatif' tedavi edilen ve erken kas
egzersizleri baslatilan eksternal veya periostal kallus ile olan iyilesmedir. Ikinci kirik
ivilesmesi eksternal kallus yetersizligi halinde rijit tespit ve kompresyon plak tespiti ile
yardim edilen ve geg gorillen meduller kallustur. Ugtincii iyilesme sekli ise rijit tespite
baglh direkt kortikal temasi gerektiren ¢ok yavag ilerleyen primer iyilesmedir(1,17)($ekil3)

Fksternal Kallus

Perosteal Kallus

Fr ag.m:\niar Arast Kallus
Normal e .

e kallus
Remik Lhig Meduller
A: Yiksek Dansiteli Bolge

B: Digik Dansiteli Bolge

Sekil-3: Kink ivilegsmesinde. Eksternal kallus. periostal kallus ve meduller kallus olugumu.




2.3.1. Kirik Iyilesmesinde Enkondral Ossifikasyon

Deplase hareketli kirik bolgesinde yeni kemik formasyonuna onderlik eden
enkondral ossifikasyon kondrositlere farklilasan ve bir kartilojen matriks salgilayan
farklilagmamig mezengimal hucrelerin proliferasyonu ile baglar. Hiyalen veya hiyalen
benzeri kikirdak olusur. Sonra kondrositler mature olarak matriks vezikulleri tagiyan bir
miktar mineralizasyon yapabilen hipertrofik kondrositlere dontgir. Kalsifiye matriks
kiriktan iki hafta sonra kan damarlarinin invazyonuna ugrar. Hipertrofik kondrositler
apopitozise ugrar yerlerini vaskuler invazyonla gelen farklilagmamig mezengimal
hucrelerden koken alan osteoprogenitor hicrelere birakir.  Osteoprogenitor hiicre
osteoblasta farkhilasir. Yeni osteoblastlar mineralize Kartilaj uizerine bir kemik matriksi
olustururlar. Sonra osteoklastlar bu immatur kemigi rezorbe ederler ve osteoblastlar olgun,
lamelli kemigi yeniden olustururlar. Bu olay demineralize kemik matriksinden salinan

buyume faktorleriyle stimule edilir (2, 16, 19).
2.3.2. Kirik Iyilesmesinde Intramembranoz Ossifikasyon

Kiriktan sonra farklilagmamis mezengimal hucrelerin periost ve membranlara
agregasyonu intramembranoz ossifikasyonu baglatir. Bu hiicrelerden dnce osteoprogenitor
hiicre ve nihayet kemik formasyonunu saglayan osteoblast olusur. Osteoblastlar urettikleri
matriksle kendilerini sinirlayip osteosite donusurler. Olugan immatir kemik osteoklast

tarafindan rezorbe olurken osteoblastlar yeni lameller kemigi olusturur (2, 15, 16, 19, 20).
2.3.3. Kurik lyilesmesinin Safhalars

Kirik iyilegsmesi uygun bir sekilde safhalara boliinebilir. Ancak bir safha, daha
sonra gelen bir sathanin iginde daima vardir ve her bir safha, bir sonra gelen safhanin
icinde bu safhanin erken bir donemi olarak gorulir. Bu olaylar ¢ safhada gergeklesir.
Bunlar; kirtk hematomu ve organizasyonu (inflamatuar) saftha, Onarim (kallus) safhasn,

Yeniden gekillenme (Remodelig) safhasidir (1, 17, 20) (Sekil 4).

2NN

Sekil-4: Kirik iyilegsmesinin inflamasyon, onarim ve remodeling donemlerinin yaklagik
strelerine ait gema




2.3.3.1. Inflamutuar Safha veya Hematom Dénemi

Kemikte kirnk olusurken ayni anda kan damarlan, periost, kemik iligi yirtilir ve
cevre yumusak dokular hasar gortir. Kirik gevresine bol miktarda kan sizar. Aym1 zamanda
mast hucrelerinden vazoaktif aminler salimir. Koagulasyon faktorlerinin etkisiyle kan

koagtile olur, kirik hematomu sislik ve klasik inflamatuar cevap olugur (1, 17, 20).

Kirtk hematomunda osteogenik hiicre bir ¢ok galigmada gosterilememistir. Bunun
icin kink hematomunun Kkallus olusumuna katkist daima tartistilmigtir. Ancak son
zamanlarda yapilan biyomolekiiler galigmalar, kirnk hematomunun hiicresel olay zincirini
tetiklemesini saglayan molekullerin kaynag oldugunu gostermigtir. Kirik iyilegmesinin
erken doneminde kemotaksis, mitozis, proliferasyon, diferansiasyon, apopitozis, matriks
sentezi, kemik rezorbsiyonu ve anjiogenezis olaylarinin diizenlenmesinde rol oynayan bir
cok molekil gosterilmistir. Bunlar; Interleukin 1,6 (IL-1, 1L-6) gibi gizli sitokinler,
trombosit degranulasyonu ile salinan Transforming Growth Factor-f (TGF-B) ve Platelet-
Derived Growth Factor (PDGF), kirik uglarinin demineralize matriksinden salinan TGF-B
super familyasinin bir alt grubu olan Bone Morfogenetic proteinler (B.M.Ps), Asidic ve
Bazic Fibroblast Growth Factorler (aFGF, bFGF), Insulinlike Growth Factor (IGF) gibi
morfogenik ve mitogenik molekullerdir (2, 8, 16, 18, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29).

2.3.3.2. Onanm (Kallus) Donemi

Kirik iyilegmesinin bu doneminde, gizli stokinler ve morfogenik ve mitogenik
molekuillerin etkisiyle intramembranoz ve enkodral kemik formasyonuyla kirik kallusu
olusur. Erken donemde kallus; kanlanmanin iyi oldugu O2 saturasyonunun yiiksek oldugu
periost yakininda intramembranéz kemik formasyonuyla olugsan sert kallustan ve O2
saturasyonunun dugik oldugu bolgelerde enkondral ossifikasyonla olusan yumugak

kallustan olusur (1, 2, 17, 20).

Onarim fazimin ge¢ doneminde Tipl kollagenden zengin organik matriksin
Osteokalsin, Osteonektin, Osteopontin, Fibronectin, Trombopontin, Biglikan, Decorin ve
Kemik Sialoprotein gibi non-kollegen proteinlerin etkisiyle mineralizasyonu sonucu
immatir kemik yapim tamamlamr ve kirik uglar kallus vasitasiyla birbirine tutunur. Sonug
olarak klinik kaynama ortaya gikar ve radyolojik incelemede kirik bolgesinde fusiform

kallusla bir birlesme oldugu gorilir. Buna ragmen kirik iyilesmesi tamamlanmamugtir.




Olusan bu immatir kemik normal kemikten daha zayiftir. Tam saglamhgmna yeniden

sekillenmeden sonra kavusur ve kirik iyilegsmis olur (1, 2, 16, 17, 19, 20).
2.3.3.3. Yeniden Sekillenme Donemi (Remodeling)

Tamirin son fazinda kallus dokusu yeniden sekillenerek immatir kemigin yerini
matur lameller kemik dokusu alir. Fazla kemik dokusu rezorbe edilir. Yeniden sekillenme;
Paratroid hormon (P.T.H), kalsitonin, insulin, Growth Hormon (GH), 1, 25. Dihidroksi
vitamin D ve troid hormonlart gibi sistemik hormonlarin, TGF-f siiper familyasina ait
Bone Morphogenetic Proteinler (BMPs), Insulinlike Growth Factor (IGF), Fibroblast
Growth Factors (FGFs), Platateled-Derived Growth Factor (PDGF) interleukin ve
prostoglandinler gibi lokal faktorler tarafindan duzenlenen kompleks bir iglemdir (1, 16,

20).

Kirik kaynayip, hastanin fonksiyonlarinin tamamen yerine geldikten sonra ve
radyografide kompakt kemik temasi gorildikten sonra da kirik bolgesinde yeniden
sekillenme aktivitesi devam eder. Tum immatir kemik lameller kemige degistirildikten
sonra, yeniden sekillendirme; gereksiz olan trabekiillerin osteoklastik aktiviteyle ortadan
kaldirilmasi, osteoblastik aktiviteyle kuvvet ¢izgisi boyunca yeni lameller kemik

formasyonu seklinde devam eder (1, 16, 19, 20).
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HUCRE SIKLUSU

Canliorganizmalanin  buyume ve gelismesi kendilerini  olusturan hiicrelerin
buyume, proliferasyon ve diferansiasyonu ile saglanir. Cok hicreli diploid organizmalarda
tum hucreler ovumun fertilizasyonu sonucu olugan zigottan koken alir. Zigotun mitotik
aktivitesi organizma gelisiminin temelidir. Zigottan proliferasyon ve diferansiasyon sonucu
boltinebilme yetenegi agisindan zigotla aym DNA’y1 tagiyan tg gesit hiicre tesekkiil eder.
Kemik iliginin hematopoieziste rol alan hicreleri, derinin germinal tabakasi ve barsak
epitel hucreleri gibi hiicreler surekli yenilenirken hepatositler gibi bazi hiicre gruplari
ancak hticre kaybi gibi bazi 6zel sartlarda ozel stimulasyonla ¢ogalirlar. Matur noronlar ise

hayat boyu hi¢ bolunmezler (30, 31, 32, 33).

Hiicre siklusu bir hicrenin mitoza hazirlanmasi (interfaz) ve mitoz bolinmeyi
ihtiva eden iki interfaz arasindaki devredir. Memelilerin somatik hiicrelerinde hiicre
siklusunun beg donemi vardir. Bunlar GO (Postmitotik istirahat fazi G=gap), Gl
(Proliferasyon fazi), S (Sentez fazi), G2 (Premitotik) faz ve M (Mitoz faz1) donemleridir.
Gl. S ve G2 fazlan interfazi (IF) olusturur ve interfaz hiicre siklusunun %90’ indan

fazlasim ihtiva eder (34, 35) (Sekil-5)

Y

G1 = GO >  HUCRE OLUMU

GO= Prolifere olmayan, siklus disi hGcreler

G1= RNA ve protein sentezinin basladig: donem

S = DNA sentezinin basladig), RNA sentezinin sardugd, hdcrelerin protein igeriginin en fazla oldugu donem.
G2= DNA sentezinin tamamlandig) donem. ANA ve protein sentezl G1'deki kadardir.

M = Somatik hicre bolinmesi

Sekil-5: Hucre siklusu
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3.1. GO Fazi (Postmitotik Istirahat Faz)

Hicre siklusunun bolinmeyen istirahat halinde olan ve DNA sentezinin
bulunmadigi donemdir. Hucrenin DNA igerigi sabittir. Kromozomlar diploiddir. GO
fazinda; aktivitesi gegici veya surekli durdurulan hiicreler, bir anlamda siklustan gekilir,
metabolizmalarimi degistirir veya buytmelerini durdururlar. Bu hucreler fonksiyonlarini

tamamladiktan sonra olir veya bir stimulasyonla bolinme uyarist alirlarsa siklusa girerler
(34, 35).

3.2. G1 Faz (Proliferasyon Faz)

DNA sentezinin hemen onundeki evredir. Hucreler igin G1 fazi proliferasyona
geciste spesifik yollar kapsar ve hiicreler DNA sentezine hazirlamir. Insan viicudundaki
farklilagmamug hiicrelerin %95’ inden ¢ogu bu fazdadir. Hiicre bolinme yoniinde gevreden
aldig1 stumulus ile mRNA sentezini baglatir. Bu hiicrelerin DNA igerikleri 2N olarak ifade

edilen diploid 6zelliktedir. Bu fazin sonunda DNA sentezi baslar (34, 35).
3.3. S Fazi (Sentez Fazi)

Aktif DNA sentez ve replikasyonunun gergeklestigi bu donemde hicrelerin DNA
igerigi 2N-4N arasi artig gosterir. Yaklagik 7-8 saat surer. S faz1 hiicrenin DNA’s1 replike
olana kadar devam eder. DNA igerigi 4N olmasi ile S faz1 sonlanir bunu kisa bir G2 fazi
izler (34, 35).

3.4. G2 Faz1 (Premitotik Faz)

Sentez ve mitoz fazlari arasinda gergeklesen bu kisa donemde hiicrenin DNA
igerigi tetraploiddir (4N). Ortalama dort saat kadar surer. Protein ve RNA sentezi bu fazda
da devam eder (34, 35).

3.5. M. Faz1 (Mitoz Faz)

Okaryotik hiicreler mitozda kromozomlarini ikiye ayirirlar. Bu donemde once
nikleer boluinme ve bunu takiben sitokinezis meydana gelir.  Sitokinezisin
tamamlanmasiyla diploid ana bir hiicreden iki diploid yavru hiicre meydana gelir. Bu yeni
iki hiicrenin her biri intérfazin S fazinda DNA replikasyonu ile olugan, birbirinin ve ana

DNA molekiltniin tamamen aynisi olan iki DNA’dan birini ahr ve kalitim yuku olarak




12

birbirinin aymist olurlar. Mitoz bolinme tamamlandiktan sonra hiicreler hiicre siklusundan
¢ikarak GO veya G1 fazindan birine geri donerler. Genellikle Profaz, Metafaz, Anafaz ve
Telofaz bolumleriyle incelenen mitoz, memeli hiicrelerinde 30 dakika ile 2,5 saat kadar

surmesine kargin ortalama bir saat olarak kabul edilir (34, 35).

Bir hiicrede proliferasyon ve diferansiasyon ancak mitoz olaymin varhiginda
gergeklesebilir.  Kirik iyilesmesinde rol alan osteoprogenitor ve kondroprogenitor
hiicrelerin hangi dokudan koken aldigini tespit etmek igin o dokuda mitoz varligini
incelemek gerekir. Bir hiicre siklusunda mitozu G2/M faz1 gosterir (14, 34, 35). Bunun igin

bu galismada G2/M fazinin degerleri esas alinarak iatatistiksel ¢ahgmalar yapilmistir.



AKIM SITOMETRI

Akim sitometri, tek tek hucrelerin veya diger biyolojik partikillerin, cihaz igine bir
stvi igerisinde tek sira halinde alinarak fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degerlendirildigi
bir yontemdir. Bu duzenek, bir ¢ok farklt sistemin birlegimi ile ortaya ¢ikan oldukga
karmasik bir yapiya sahiptir (7, 34, 36, 37, 38) (Sekil 6).
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Sekil-6: Akim sitometn duzeneginin sematik gorunimu

Akim sitometri ¢alismasinin ilk asamasinda ozel yontemlerle taze veya parafine
gomulu dokulardan hazirlanan ve nikleik asitlere baglanan, baglandiklar yerde floresan
veren florokrom boyalarla isaretlenen orneklerin akim sistemi iginden gegirilerek akim
odasina ulagmalan saglanir. Bu gegis esnasinda hucreler tek sira halinde olup, lazer 15181
altinda uyarilarak gorunir hale gelirler. Lazer kaynagi olarak genellikle Argon iyonu
kullanilir. Alternatif olarak Crypton, Helium, Cadmium gibi yiksek yogunluktaki isik
kaynaklari da uygulanabilir. Bu sekilde, hiicreye bagh florokromun lazer iginlariyla
aktiflesmesi, 15181 yogunluguna bagh olarak hucrenin boyutu, i¢ yapisi, yuizey morfolojisi
ve huicrenin canliligi hakkinda bilgi edinme imkam dogurur. Boyanin floresan emisyonu
hassas fotodiodlarda toplanir ve “photomultiply tubes™ denilen o6zel sistemle elektrik
sinyaline g¢evrilerek amplifiye edilir ve bilgisayar sistemine aktanilir. Boylece birkag
dakikahk sure iginde 10.000-1.000.000 hucrenin her birinin ozellikleri teker teker
belirlenebilir (34, 30, 37)
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Akim sitometri son yillarda, hematopatoloji, immunopatoloji ve sitopatolojide
temel olarak; kantitatif tek hicre diuzeyinde hizli ve ¢ok parametreli analiz, hicrelerin
fonksiyonel, morfolojik veya sitogenetik yapilarinin tamimlanmasi, hiicre subgruplarinin
ayinm iglemi ve yapisal farklilagmalarinin belirlenmesi amaciyla ileri bir tam1 yontemi

olarak kullanilmaktadir (7, 36, 38).

Akim sitometri ile prognostik olarak hiicre stspansiyonlarinda hiicrelerin DNA
igerigi ve proliferatif aktivitelerinin tayini mimkiin olabilmektedir. DNA’ya spesifik olan
boyalarin kullanilmasiyla yapilan DNA analizi sonucu, uzun ve pahali olan konvansiyonel
yontemlerle gozden kagabilen aneuploidik kiigik hucre gruplarn bile saptanabilir. DNA
analizi ile Go ve G1 fazinda bulunan hicrelerin ortalama DNA igerigi ve hiicre siklusunda
her fazda bulunan hicreler ile birbirlerine orani tespit edilebilir. Pratikte DNA analizi
yapilirken normal ve anormal hiicrelerin mitotik aktiviteleri ve proliferasyon kapasiteleri

hakkinda da e zamanli olarak dogru ve giivenilir bilgiler elde etmek mimkiindir (36, 38).

DNA analizi temelinde, hucrelerin “propidium iodide”, “ethidium bromide”,
“mithramycine” gibi DNA'ya spesifik boyalarla boyanmasi yatmaktadir. Rutin
uygulamada hata pay: az oldugundan propidium iodide tercih edilmektedir (37, 39).

DNAya baglanan boyanin miktan ve dolayisiyla fotodedektorlerce algilanan 1518in
yogunlugu hiicrenin DNA igerigi hakkinda dogru orantili bilgi verir. Boylece hiicre
populasyonunda DNA’da ortaya ¢ikan bir kayip veya ilave (aneuploidi) tespit edilebilir
(40).

Normal bir DNA histograminda Go/G1 fazinda bulunan hicreler, daima en yuksek
fraksiyona ve diploid DNA (2N) igerigine sahiptirler. DNA igerigi kromozomlarin say: ve
buyukligu ile ilgili olup her canli igin sabittir. Hicreler G2 ve M fazina ulastiklarinda
DNA igerigi tam iki katina ¢ikar (4N) ve G2/M fazindaki hicreler Go/G1 pikinden daha
uzakta ve histogramin saginda yer alirlar. Siklusun S fazindaki hiicreler ise 2N’den fazla
4N’den daha az sayida DNA igerigine sahip hucreler olup DNA histograminda s6z konusu

iki hucre grubu arasinda izlenirler (38, 41).

DNA histogramlarinda vy ekseni hiicre nikleusu ve dolayisiyla hiicre sayilarini x
ekseni ise artmakta olan floresani (DNA miktarini) temsil etmektedir. Aktif proliferasyon

gostermeyen bir hiicre populasyonunun analizinde hiicre siklusunun S ve G2/M fazi




fazlaca saptanamaz. Halbuki normal kemik iligi gibi biyolojik olarak aktif bir dokunun

analizinde daha yuksek S ve G2/M fazi hucreleri goriilebilir (38).

Histogramlarda DNA igeriginin yayilimi hiicre populasyonunu yansitan pik
gevresinde bir miktar degisiklik gosterir. Bu degisiklik; boyama yontemine, cihaza ait
hatalara veya boya DNA’ya baglanirken hiicreler arasinda ortaya gikan farkhiliklar gibi
nedenlere bagh olabilir ve “Coefficient of Variation” (CV) olarak ifade edilir. CV hiicre
populasyonunun ortalama pik kanal numarasinin standart sapmaya boliinmesiyle belirlenir.
Yani CV degeri analizin kalitesini gosterir ve bu deger ne kadar distikse ¢aligmanin o

kadar giivenilir oldugunu gosterir (37).

Arastirilan populasyonun DNA igerigi ploidisinin degerlendirilmesinde kullanilan
kriter DNA indeksi (DI)’dir. DI degeri ornekteki Go/G pik ortalamasinin diploid referans
hicre Go/G1 pik ortalamasina bolumu ile elde edilen bir degerdir. Diploid bir
populasyonda DI=1 olmahdir. Malign hiicreler gogunlukla normal diploid DNA
iceriginden sapmalar gosterir ve histogramda extra pikler verir. DNA igerigi artmigsa

hiperploid azalmigsa hipoploid olarak tanimlanir (36, 37) (Sekil 7).
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Sekil-7: Sik rastlanan DNA histogramlarinin grafiksel anlamlary



MATERYAL VE METOT

Bu galigma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji
Ana Bilim Dali tarafindan planlanarak, Patoloji Anabilim Dali’min katkilariyla Cerrahi
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Laboratuarinda Mart-Eylil 1999 tarihleri arasinda
yapildi. Caligmada Fizyoloji Ana Bilim Dali Deney Hayvanlari Laboratuarindan temin
edilen, agirhklart 120-150 gram arasinda olan 99 adet Sprague-Dawley tiru erigkin rat
kullanildi. Ratlarin %50’si erkek, %50’si disi idi. Ratlar Aksehir Yem ve Gida Urtinleri
A.S. tarafindan uretilen Akyem Buzag@ Yemi ile beslenip, su ihtiyaci igin musluk suyu
kullanildi.

4.1. Kinik Olusturma Metodu

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

yasama sartlarinda kafeslerinde birakildi.
4.2. Cerrahi Gruplar

Onbir rat kirik olugturmadan akim sitometri ve patolojik inceleme igin ayrildi
(Grup 1= Kontrol Grubu). Diger ratlar 11erli gruplar halinde ketamin anestezisiyle dijital
kompresyon yontemiyle sag tibia cisim kapah kirik olusturularak Grup-2 birinci giin,
Grup-3 Ggiinct giin, Grup-4 besinci giin, Grup-5 yedinci giin, Grup-6 onuncu giin, Grup-7
ondordanci gin, Grup-8 yirmibirinci giin ve Grup-9 yirmisekizinci giin akim sitometrik ve
patolojik inceleme igin gruplandirildi. Her gruptan bir hayvan patolojik inceleme ve on

hayvan akim sitometrik DNA analizi igin aynldi.
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4.3. Tibialarin Akim Sitometrik DNA Analizi i¢cin Hazirlanmasi

Dijital kompresyon yontemiyle sag tibiasinda kapali kirik olusturulan hayvana
inceleme zamani geldiginde intraperitoneal 100 mg Pentothal Sodium (Thiopentane
Sodium) injekte edilerek sakrifiye edildi. Sonra kink tibia derisi anterior longutidinal
insizyonla siyrildi. Tibia dizden ve ayak bileginden dezartikule edildi. Disseksiyonla kirik
¢evresi yumugak dokular ve periost siyrilarak ayn ayn tiplere Phosfate Buffer (Bio
systems) solusyonuna konuldu. Ardindan kiritk bolgesinin proksimalinden ve distalinden
tibia kesildi. Kirik bolgesindeki medulla Phosfate Buffer solusyonu g¢ekilmig 21 G uglu
enjektorle ayr bir tipe yikandi (Meduller lavaj). Kalan kortikal kisim bisturi ile Phosfate
Buffer solusyonlu tiip igine yontuldu. Boylece eksternal yumugak doku, periost, korteks ve

meduller dokular ayr1 ayr1 dort tipte Phosfate Buffer solusyonunda ayrilmis oldu.

Disseksiyon ile ayrilmig dokular DNA analizi igin tek tek petri kutusu igin
aktarilarak bisturi ile defalarca pargalandi. Pargalanan materyaller 16 G uglu enjektorden
defalarca gegirildi. Son olarak pargali dokular ihtiva eden solusyon DNA Mech (47
mikronmetrelik filtre) li enjektorden gegirilerek kaba partikullerden ayrildi. Suiziilmug
hicre solusyonu Coulter DNA-Prep Work station cihazina yerlestirilerek Coulter DNA
Prep Reagents kitle hiicre DNA’lari otomatik olarak boyandi. Yarim saatlik inkubasyondan
sonra DNA kontrol ile standandize edilmig 488 nm argon iyon lazer 1sinli akim sitometri
cihazinda (Coulter Epics elite Esp) DNA analizleri yapildi. En az 10.000 hiicre sayilarak
bilgisayar sistemine aktarildi. DNA histograminda GO/G1, S, G2/M fazindaki hiicrelerin
oranlar, CV degerleri Multicycle programi kullamlarak degerlendirildi. Ayni iglem kontrol

grubundaki (Grup-1) 10 saglam tibiaya da uyguland.
4.4. Tibialarin Histopatolojik inceleme i¢in Hazirlanmas:

Her gruptan birer hayvan sakrifiye edildikten sonra kirik tibia derisi anterior
longutidinal insizyonla siyrildi. Tibia ayak bilegi ve dizden dezartikile edildi. Alinan
dokular fosfat tamponlu %10’luk formalinde 24 saat tespit edildi, %10’luk nitrik asitle bir
haftada dekalsifiye edildi. Dekalsifiye dokular musluk suyu ile yikamp yeniden tespit igin
%10’luk formol’de 24 saat daha bekletildikten sonra rutin takip sonucu parafin bloklara
gomuldiu. Bloklardan Reichert marka mikrotomla 5 mikron kalinhginda kesit alindi.

Kesitler Hematoksilen-Eozin (H-E)’le ve Masson Trikromla (M-T) boyandi. Boyal
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kesitler Olympus marka 151k mikroskobuyla incelendi. Fotomikroskopta resimleri gekildi

ve mikrograflar hazirland:.
4.5. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 7.5 for Windows paket programu kullanildi.
Gruplar arast istatistiksel fark: aragtirmak igin gruplar bagimsiz ve parametrik varsayimlar
yerine getirmediginden nonparametrik Kruskal Wallis varyans analizi uygulandi. Post-Hoc

ikili kargilagtirmalarda Mann-Whitney-U testi uygulandi.

Tum gruplardan elde edilen bulgularin istatistiksel incelenmesinde Friedman testi,

tek grup igin de dokularin birbirleriyle mukayesesinde Wilcoxon testi uygulandi.



BULGULAR

ISIK MIKROSKOBIK BULGULAR

Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Mossan Trikrom (M-T) ile boyanan preparatlardan
elde edilen kink iyilegmesi ile ilgili 15tk mikroskobu bulgulan mikrograflariyla birlikte

asagida verilmistir (Resim-1-17)

Resim-1: Kontrol grubunda kemik iligi (KI), kemik spikili (K) ve gizgili kas
(C.K) gorilmekte (H-EX100)



Resim-2: Kontrol grubunda histokimyasal reaksiyon ile kemik iligi (KI), mavi

renkte boyanan kemik spikiilii gorilmekte (M-TX100).

Resim-3: Kiriktan sonraki 1. giinde kirik alani («<>), kemik spikiilii (K), kemik iligi

(K1), kinga bagh fibrin (F) kiimeleri, kanama alani (KA) ve ¢izgili kas (CK) goriilmekte
(H-EX100)
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Resim-4: Kiriktan sonraki 3. giinde kanama alami (KA), ¢izgili kas (C.K), kemik

thgi (K1) ve kemik spikiili (K) goriilmekte (H-EX100).

Res-5: Kirtktan sonraki 3. gunde kirik alani (KA), kemik spikiilii (K) ve fibrin (F)
gortulmekte (M-TX100).



22

Resim-6: Kiriktan sonra 5. ginde kemik spikilii (K) ile periost arasinda belirgin

kalinlagmaya (<>) neden olan proliferasyon dikkat ¢gekmekte (H-EX100).

Resim-7: Kiriktan sonra 5. gunde periost reaksiyonu alaninda («») kollagen

olugumunun bagladig (KOL) gorulmekte, (K=Kemik, CK=Cizgili Kas) (M-TX100).



Resim-8: Kiriktan sonra 7. gi‘mdé periost reaksiyonun alaminda kemiklesme

odaklar (K) gorilmekte (H-EX100).

Resim-9: Kiriktan sonraki 7. gunde periost reaksiyon alaminda kemiklegmeye

zemin tegkil eden kollagen birikimi (KOL) mavi renkte gorilmekte (M-TX100).
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Resim-10: Kiriktan sonra 10. giinde kemik dokusunun (K) daha organize bigimde

spekiillerin birbirleriyle birlesmesi (Ok) gorulmekte (KK= Kikirdak) (H-EX100).

Resim-11: Kiriktan sonra 10. ginde birbirleriyle birlesen kollagen ana ¢atisi

(KOL) mavi renkte dikkat gekmekte (M-TX100)



Resim-12: Kiriktan sonra 14. giinde enkondral kemiklesme, kemik spiktllerinin
birbirleriyle birlesmesinde artis ve spekillerde kalinlasma gorilmekte (K. K= Kikirdak,
K= Kemik) (H-EX100).

Resim-13: Kiriktan sonra 14. gunde kemiklegme alaninda kollagen birikimi (KOL)
mavi renkte genig alanlar isgal etmekte, buna karsin kikirdak alanda bulunmadig:

gorilmekte (M-TX100).



Resim-14:  Kiriktan sonra 21. giinde kemik spikiillerinin kahnlagtigi kikirdak

alanlarda (K K) enkondral kemiklesmenin arttigi goriilmekte (Ob= asteoblast) (H-EX100).

Resim-15: Kiriktan sonra 21. ginde mavi renkli kemik spikiillerine zemin

olusturan kollagen doku (KOL.) goriilmekte (M-TX100)
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Resim-16: Kiriktan sonra 28. ginde tama yakin maturasyon gosteren birbirleriyle
birlesmig kemik spikiilleri, spikillerde kalsifikasyon mor renkte goriilmekte, enkondral

kemiklesme kikirdak doku (KK) tizerinden devam etmekte (H-EX100).

Resim-17: Kiriktan sonra 28. giinde birbirleriyle agizlasan kemik spikillerinde
mavi renkli kollagen doku (KOL) ve iizerinden mor renkli (Ok) kalsifikasyon alanlan

gorulmekte (M-TX100).



AKIM SITOMETRIK BULGULAR
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Meduller dokularin akim sitometrik analizleri ile gruplarin GO/G1, G2/M ve S

fazlariyla CV degerleri bulunarak ortalamalari (Ort) ve standart sapmalari (SD) hesaplanip

Tablo-1"de gosterilmigtir.

% Gl CV Gl % G2 CV G2 %S
Grup  Sawi Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
I 10 66.6846.39 8.01+1.51 391109 8.55+1.36 29 884547
2 10 74.3640.63 1.76+1.49 6.04+2.59 8.29+1.03 20.604+5,50
3 10 72.0344.74 8.38+1.67 5.65£1.83 8.21£1.59 22424472
4 10 79.13£7.47 8A45+1.64 4.29+1.84 8.20+1.58 17,2846,32
5 10 T1.8646.69 8.25+1.81 4.4141.85 8.3441.54 23,7417 98
O 10 72.8245.39 8.26+1.50 5.48+2.64 8.9140.84 21.8044.13
7 10 73.3746.22 8.23+159 3.5942.22 8.7241.68 22.9844.70
8 10 76.0245.92 8.184+2.01 3.494£2.32 7.85£1.82 21,4944 99
9 10 73.3348.77 8.25+2.10 3.30£1.10 8.21+1.75 253448 49
Toplam 90 73.294702 8.19£1.65 4464215 8.36+1.406 22 834658
Tablo-1: Meduller dokularin akim sitometrik analiz sonuglari.
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— o inll — CouL CuLE
i SL <L €5 ' -
|
szl : 1
.i 3 | itean Gi= 47.1
' cv Gt %
s = (1.9

|l e LY

L

- .

A i g

126

160 192 coa:

DINA Conatent

Sekil-8 : Meduller dokularin histogram 6rnegi

Cv G2

% G2

%]

|
|
‘ 6261
I
|

lean G2= B7.3

= 8.5
4.3

34.9

n

(=
(a3 ]



29

Kortikal dokularin akim sitometrik analizleri ile gruplarin Go/Gl. G2/M ve S

fazlanyla CV degerleri bulunarak ortalamalart (Ort) ve standart sapmalar1 (SD) hesaplanip

Tablo-2"de gosterilmistir.

% Gl CVaol % G2 Cv G2 %S
Grup Savi Ort+SD Ort+SD Or+SD Ort+SD Ort+SD
| 10 81.7547.97 8.67+1.77 1.63+2.18 8.21+£2.13 15,631£7.80
2 10 84954641 9.07+1.98 1.30£1.05 8.90+1.47 12.8545.59
3 10 85.7545.68 8.40+1.70 1.30£1.08 R.85+1.11 11.91+4,58
R 10 85.88+45.74 9.01+1.05 1.1740.77 8.24+2.02 14.6446.85
5 10 91.904+5.24 8.66+1.35 1.2040.97 S.18£1.35 6.40+£5.41
O 10 87.224+4 85 8.10+1.39 3.59£1.56 9.02£1.36 9.1944.50
7 10 T79.741£5.59 8.5141.03 4.7311.66 8.94+1.51 16.5346.41
8 10 92034382 8.65t1.47 1.3241.06 8.2941.18 6.66+4.99
9 10 91.16+7.63 8.7841.69 1.41£1.26 8.50+1.63 6.1045.62
Toplam 920 96.7047.21 8.65+1.48 1.96+1.77 8.55+1.58 11,1046 81
Tablo-2: Kortikal dokularin akim sitometrik analiz sonuglar
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Periosteal dokularin akim sitometrik analizleri ile gruplarin GO/G1, G2/M ve S

fazlariyla CV degerleri bulunarak ortalamalari (Ort) ve standart sapmalari (SD) hesaplanip,

Tablo-3"de gosterilmistir.

% G1 CV Gl % G2 CvV G2 % S
Grup Sayi Or+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
1 10 85.1946.63 8.99+1.18 1.88+1.59 7.7941.31 12,9446.55
2 10 78. 7243 41 7.97%1.12 2.8911.14 8.30£1.20 18.4043,29
3 10 77.4646.25 9.42+1.02 5.4043.02 8.86+1.53 17.0446,92
4 10 76.80+5 .47 8.11£1.33 8.2343.74 8.99+£1.52 16.51+4.40
3 10 74.6945.08 8.38+1.32 7.50£2.89 8.72£1.51 16.81+4,51
6 10 74914931 9124013 6564323  825+183  18.7347.17
7 10 86064631 8.54+1.49 1.50+1.01 8.75t1.46 12,3745,69
8 10 88.6547.60 8.7142.00 2.0242.44 8.38+2.17 8.3445.20
9 10 86904837 9.59+1 48 1.73£1.65 8.3311.51 10.3046.88
Toplam 9 81044830 8.64+1.35 4.1943.50 8.54+1.55 14.6146.53
Tablo-3: Penosteal dokularin akim sitometrik analiz sonuglan
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Eksternal yamusak dokularin akim sitometrik analizleri ile gruplarin GO/G1, G2/M

ve S fazlanyla CV degerleri bulunup ortalamalari (Ort) ve standart sapmalan (SD)

hesaplanarak Tablo-4’de gosterilmigtir.

% Gl CV Gl % G2 CvV G2 %S
Grup Sayi OrttSD Ort£SD Orn+SD Orn+SD Ort+SD
| 10 91.0848.46 9.08+1.46 0.5340.67 8.55+1.28 6.3616.79
2 10 86414622 8.99+1.35 0.9940.98 8.76+1.04 12,7945.73
3 10 85.89+4 46 9.05+1.40 1.11+0.63 9.25+1.44 13.00+4.28
4 10 86.65+5.39 8.75+2.21 1.13+0.97 8.52+1,97 12,.2244.74
5 10 90.36+7.82 9.30+1.30 0.82+1.32 8.68+1.53 8.68+7.69
G 10 92.3745.42 8.91+1.45 1.05+£1.01 8.59+1.22 5.87+5.19
7 10 87.2746_88 8.39+1.89 1.45+1.01 8.61+1.29 10,2846.53
8 10 87.2618.42 8.41+1.58 1.64+1.78 8.15+1.11 8.5018.77
9 10 92 444689 8.81+1.14 1.2841.50 8.77+1.14 8,2815.72
Toplam 90 88854689 R85+1.49 1114114 8.65+1.33 9.5546.53
Tablo-4: Eksternal yumusak dokularin akim sitometrik analiz sonuglarn
: F3881?U3.HST{F31YD : PHMT4 : CELL CYCLE
800 s
DATA
Hean G1= 49.8
600, P CVGL = 7.6
8 v G1 = B5.4
0
E Hean GZ2=188.8
o 400, /
Z CUgz = T8
% G2 = .8
—
H
0
0 =zod 2 8§ = 14.6
G2/G1 =2.286
8] 2 2 et st gt %
0 96 188 160 19z 8 é‘ﬂ'é‘hé

Chi Sq.= 6.2

DINA Content
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Sekil-11: Eksternal yumusak dokularin histogram omegi
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GRUPLARIN ISTATISTIKSEL OLARAK KARSILASTIRILMASI

Bir hicrede proliferasyon ve diferansiasyon ancak mitoz olaymin varhginda
gergeklegebilir.  Kirk iyilesmesinde rol olan osteoprogenitor ve kondroprogenitor
hiicrelerin hangi dokudan koken aldigini tespit etmek i¢in o dokuda mitoz varligini
incelemek gerekir. Bir hiicre siklusunda mitozu G2/M fazi gosterir (14, 34, 35). Bunun igin

bu ¢aligmada G2 fazinin degerleri esas alinarak istatistiksel ¢aligmalar yapilmistir,

Tum gruplar tizerinde uygulanan Friedman testinde Medulla, korteks, periost ve
eksternal yumusak dokularin G2 fazi arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gortldi (P=0,001). Bunun igin once her bir dokunun gruplan aralarindaki
farkhihgin anlamli olup olmadigint aragtirmak igin Kruskal-Wallis Varyans analizi, her bir
grubun kontrol grubuyla mukayesesi i¢gin Mann-Whitney U testi, anlamli ¢ikan grupta

dokular aras1 G2 mukayesesi i¢in Wilcoxon testi uygulandi.
Meduller Dokularin Mitoz Yéniinden istatistiksel Karsilastirilmas:

Meduller dokulardan elde edilen G2 degerlerle (Tablo-1) yapilan istatistiksel
analizde gruplar arasi farklarin anlamli oldugu gorildu (P=0,039). G1 ve S fazlan
arasindaki gruplar arasi farklarda anlamh bulunurken (P<0,05), G1 ve G2 fazlarimin CV
degerleri arasinda istatistiksel olarak gruplar arasi anlamh fark yoktur (P>0,05). Her bir
grubun kontrol grubuyla (Grup-1=Kirik olusturulmayan grup) mukayesesinde sadece
Grup-3°de (Kiriktan sonra 3. gin incelenen grup) G2 fazi oramindaki artig istatistiksel
olarak anlamliydi (P=0,029). Diger gruplardaki G2 fazindaki farkliliklar istatistiksel olarak
anlamh degildi (P>0,05). Ancak Grup-2’de (Kiriktan sonra 1. giin incelenen grup) G2 fazi
arasindaki artis istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen (P=0,075) ortalama degeri
Grup-3"den daha yiiksekti (Tablo-5).

Kontrol Grubu=Grup 1 Karsilastinlan Grup %G2 P Degeri
%G2 Ort£SD Ornt+SD
3.91£1.09 2 6.04£2.59 0.075
3 5.65£1.83 0,029
4 4.2941.84 0,481
5 4.41+1.85 0,353
6 5.484+2.64 0,165
7 3.5942,22 0,684
8 3.49+2.32 0.796
) 3.30£1.10 0.247

Tablo-5: Meduller dokularin akim sitometrik analiz sonuglarinin kontrol grubuyla

mitoz yonunden istatistiksel olarak karsilastinlmas: (Mann-Whitney U Testi).
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Kortikal Dokularin Mitoz Yoniinden Istatistiksel Karsilastirilmasi

Kortikal dokulardan elde edilen G2 degerlerle (Tablo-2) yapilan analizde gruplar
arasi farklarin istatistiksel olarak anlamh oldugu goruldu (P=0,001). G1 ve S fazlan
degerleri arasindaki gruplar arasi farklarda istatistiksel olarak anlamli iken (P<0,05) GI1 ve
G2 fazlarinin CV degerleri arasinda istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamh fark yoktu
(P>0,05). Her bir grubun kontrol grubuyla (Grup-1=Kirik olusturulmayan grup)
istatistiksel mukayesesinde Grup-6 (Kiriktan sonra 10. giin incelenen grup) ve Grup-7
(Kiriktan sonra 14. gun incelenen grup) G2 degerlerindeki artis istatistiksel olarak
anlamhydi (P<0,05). Diger gruplarin kontrol grubuyla mukayesesinde farklar istatistiksel
olarak anlamli degildi (P>0,05) (Tablo-6).

Kontrol Grubu=Grupl Karsilastinlan %G2 P Degeri
%G2 Ort+SD Grup Orn+SD
1.63+2.18 2 1,30+£1,05 0,853
3 1.30£1,08 0,853
4 1.1710.77 0,911
5 1.2040,97 0,970
6 3.59+£1.56 0,018
7 4.73£1.66 0,002
8 1,3241,06 0,739
9 1.41£1.26 0.795

Tablo-6: Kortikal dokularin akim sitometrik analiz sonuglarinin kontrol grubuyla

mitoz yonunden istatistiksel kargilagtirilmasi (Mann-Whitney U Testi).
Periosteal Dokularm Mitoz Yéniinden Istatistiksel Karsilastirlmasi

Periosteal dokularda elde edilen G2 degerlerle (Tablo-3) yapilan analizde gruplar
aras1 farklarin istatistiksel olarak anlamh oldugu goruldu (P=0,001): GI ve S fazlan
arasindaki gruplar arasi farklarda istatistiksel olarak anlamli iken (P<0,05) GI ve G2
fazlarinin CV degerleri arasinda istatistiksel olarak gruplar arasi anlamh fark yoktu
(P>0,05). Her bir grubun kontrol grubuyla (Grup1=Kirik olugturulmayan grup) istatistiksel
kargilastirilmasinda Grup-3 (Kiriktan sonra 3. gun incelenen grup), Grup-4 (Kiriktan sonra
5. gtn incelenen grup), Grup-5 (Kiriktan sonra 7. giin incelenen grup) ve Grup-6 (Kiriktan
sonra 10 gun incelenen grup) da G2 degerlerindeki artig istatistiksel olarak anlamli idi
(P<0,05). Grup-2 (Kiriktan sonra 1. gin incelenen grup), Grup-7 (Kiriktan sonra 14. giin
incelenen grup), Grup-8 (Kiriktan sonra 21. gin incelenen grup) ve Grup-9 (Kiriktan sonra
28. gun incelenen grup) da G2 degerlerindeki farklar istatistiksel olarak anlamli degildi
(P>0,05) (Tablo-7).
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Kontrol Grubu=Grup | Karsilastinlan ' %G2 P Degeri

%G2+SD Grup Ort+SD

1.88+1.59 2 2.89+1,14 0,075
3 5.4043,02 0,004
4 8.2343,74 0,000
5 7.5042.89 0,000
6 6.56+3.23 0,001
5 1.50+1.01 0,796
] 2.0242.44 0.684
B 1.73+165 0.912

Table-7: Periosteal dokularin akim sitometrik analiz sonuglarimn kontrol grubuyla

mitoz yonunden istatistiksel kargilagtirilmas: (Mann-Whitney U Testi).
Eksternal Yumusak Dokularin Mitoz Yéniinden Istatistiksel Karsilastiriimasi

Eksternal yumusak dokularin G2 degerleriyle (Tablo-4) yapilan analizlerde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadigi gorildi (P=0,475). Gl faz
degerleriyle gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (P=0,092) S
fazi degerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi (P=0,041). G1 ve G2
fazlarinin CV degerleri arasinda istatistiksel olarak gruplar arasi anlamli bir yoktu
(P>0,05).

Eksternal yumugak dokularda mitoz yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark olmadigindan gruplarin kontrol grubuyla istatistiksel kargilagtirilmasina gerek

gorilmedi.

Gruplar Ig¢inde Mitoz Yoniinden Istatistiksel Olarak Anlamh Farka Sahip
Dokularin Birbirleriyle istatistiksel Karsilastirilmasi

Kink olusturulmayan grupta (Kontrol grubu=Grupl) meduller dokularda %G2
degerleri akim sitometrik analizlerde diger dokulara nazaran daha yiiksek oldugu gorildii
(G2 Ort+SD=3,91+1,09). Meduller dokular; kortikal, periost ve eksternal yumusak
dokularla kargilagtinldiginda aralarindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goruldu (P<0,05) (Tablo-8) aym dokularin CVG2 degerleri arasinda istatistiksel olarak
farklar anlamli degildi (P>0,05).
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Meduller Doku Mukayese Edilen Doku ve P Degeri
%G2+SD %G21SD
3,91+1.09 Kortikal Doku 1,6342.18 0.037
Periosteal Doku 1.88+1.59 0,028
Eksternal Yumugak Doku 0.5340.67 0.005

Tablo-8: Grup-1'de (Kirk olugturulmayan grup=Kontrol Grubu) mitoz yoniinden

meduller dokunun diger dokularla istatistiksel kargilagtirnilmas: (Wilcoxon Signed Ranks Test).

Grup-2'de (Kiriktan sonra 1. gun incelenen grup) higbir dokuda kontrol grubuna
nazaran G2 fazinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi (P>0,05). Ancak
meduller dokularin G2 faz1 degerleri Grup-1'de oldugu gibi diger dokulara nazaran daha

yuksekti ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamliydi (P<0,05).

Grup-3’de (Kiriktan sonra 3. gun incelenen grup) hem meduller dokularin hem de
periosteal dokularin G2 fazindaki yukseklik Kontrol Grubuna (Kirik olusturulmayan
grup=Grup-1) nazaran istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05) (Tablo-5, Tablo-7). Bu
dokularin CVG2 degerleri aralarinda kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu (P=0,441) Grup-3'de meduller doku %G2 degerleri ile periost dokusu %G2
degerleri kargilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (P=0,767)
(Tablo-9).

- Meduller doku Periosteal Doku P Degeri
. %G2+SD %G248D
5.65+1.83 5.4043,02 0.767

Tablo-9: Grup-3'de (Kiriktan sonra 3. giin incelenen grup) mitoz yoninden anlamh

¢ikarr dokularin birbirleriyle istatistiksel karsilastiriimasi (Wilcoxon Signed Ranks Test).

Grup-4 (Kiriktan sonra 5. gun incelenen grup) ve Grup-5 (Kiriktan sonra 7. giin
incelenen grup)'de sadece periost dokusunda G2 fazi degerlerinde kontrol grubuna nazaran
istatistiksel olarak artig anlamliydi (P<0,05) (Tablo-7) CVG2 degerleri arasinda kontrol

grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (P>0,05).

Grup-6'da (Kiriktan sonra 10. gin incelenen grup) hem periost hem de kortikal
dokularin G2 faz1 degerlerinde kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak artig anlamliydi
(P<0,05). CVG2 degerleri arasinda kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktu (P>0,05). Grup-6’da periost doku % G2 degerleriyle kortikal doku % G2
degerleri birbirleriyle kargilagtinldiginda aralarindaki farklar istatistiksel olarak anlamh
degildi (P=0,066) (Tablo-10).
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Kortikal Doku Periostcal Doku P Degeri
%G24SD %G2+SD
3.59+1,56 6,5643,23 0,066

Tablo-10: Grup-6’da (Kiriktan sonra 10. giin incelenen grup) mitoz yoniinden anlamli

¢tkan dokularin birbirleriyle istatistiksel kargilagtiriimasi (Wilcoxon Signed Ranks Test).

Grup-7’de (Kiriktan sonra 14. giin incelenen grup) sadece kortikal doku G2 fazl
degerlerindeki artig kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamliyd: (P=0,002) (Tablo-
6) CVG2 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark yoktu (P=0,529).

Grup-8 (Kiriktan sonra 21. giin incelenen grup) ve Grup 9 (Kiriktan sonra 28 giin
incelenen grup)’da higbir dokunun G2 fazi digerleri ile kontrol grubunun G2 faz1 degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (P>0,05).

Tum gruplar Gzerinde yapilan Friedman testinde dokularin G2 fazi degerleri
arasinda istatistiksel olarak farklarin anlamh oldugu goruldi (P=0,001): Kruskal-Wallis
testinde yumugak dokularin hi¢bir grubunda G2 fazi degerlerindeki artig istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (P=0,475). Diger dokularda G2 fazi degerlerinde istatistiksel olarak
anlaml artig vardi (P<0,05). Artig olan dokularin birbirleriyle mukayesesinde Meduller
doku ve periost dokusu kortikal dokuya nazaran mitoz yoniinden istatistiksel olarak
anlamh farka sahipken (P<0,05) meduller dokuyla periost dokusu arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark yoktu (P>0,05). Bu dokularin CVG2 degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark tespit edilmedi (P<0,05) (Tablo-11, Tablo-12).

Meduller Doku Mukayese Edilen Doku ve P Degeri
%G248D %G24SD
4.46£2,15 Kortikal Doku 1,96+1.77 0,001
Periost Doku  4,1943.50 0.174

Tablo-11: Tum gruplar tizerinde meduller dokularin, mitoz yoéniinden istatistiksel

olarak anlaml artiga sahip diger dokularla kargilagtinilmasi (Wilcoxon Signed Test).

Periosteal Doku Kortikal Doku P Degeri
20G248D %G24SD
4.1943.50 1.96+1,77 0,001

Tablo-12: Tum gruplar tzerinde Periosteal Dokunun mitoz yoninden Kortikal

Dokularla istatistiksel olarak karsilastirilmasi (Wilcoxon Signed Ranks Test).



TARTISMA

Kirik iyilesmesi artan teknolojik ve bilimsel geligmelerle birlikte biyomolekiiler
yonden halen cezbedici bir olaydir. Bir ¢ok hiicre tipinin katithmiyla gergeklesen
koordineli, kompleks bir sire¢ olan kirik iyilesmesinde esas hadise kemik ana hiicrelerinin
(osteokondroprogenitor huicreler) proliferasyonu ve diferansiasyonudur. Farklilagmamig
mezengimal hicrelerden koken alan bu hicrelerin  anatomik orjini  hakkinda 151k
mikroskobu, elektron mikroskop, x 1gim difraksiyonu, sintigrafi otoradyografi ve insitu
hibridizasyon diizeyinde bir ¢ok galigma yapilmigtir. Anatomik orijin hakkinda tam fikir
birligi olmamasina ragmen, periost kemik iligi, kemik korteksi ve eksternal yumusak
dokulardan birinin veya bir kaginin orijin olabilecegi literatirde bildirilmigtir (1, 2, 3, 4, 5,
6,9, 17, 20).

Bu ¢aligmasinin hedefi kink iyilesmesinde hiicre onjin ve diferansiasyonunu
incelemektir. Akim sitometrik analizle kink iyilesmesi ile ilgili bir galigmaya heniiz
rastlanmamigtir. Bunun igin ¢alisgmamizdaki akim sitometrik analiz sonuglar histopatolojik

inceleme ve literatirde kirik iyilegmesi ile ilgili galigmalarla mukayese edilmistir.

Kirk iyilesmesinin deneysel modeli igin en populer hayvanlardan biri ratlardir (2,
4, 43). Bundan dolay: ¢aligmamizda Sprague-Dawley cinsi ratlar kullamlmigtir. Caligmayi
olusturan gruplarin akim sitometrik inceleme sonuglar tartigtimadan once teknigin

incelenerek tartigilmasi uygun gorilmuigtir.

Kirik iyilesmesinde matir kemigin yeniden olugmasi igin osteoblastlarin varligina
ihtiyag vardir. Bunun igin koken aldiklari farkhlagmamig mezengimal dokuda,
proliferasyon ve diferansiasyon gerekir (1, 2, 19, 20). Proliferasyon ve diferansiasyon
ancak mitoz olaymmin varhginda gergeklesir. Bir hiicre siklusunda mitozu G2/M fazi
gosterir (14, 34, 35). Akim sitometri tekniginde DNA analizi yapilarak GO/G1, G2, M ve S
fazlan tayin edilebilir. G2/M faz1 DNA miktarimin iki katina ¢ikip mitozun gergeklestigi

fazdir. Bu da proliferasyon ve diferansiasyonun oldugu noktadir (7, 14, 38, 41).
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Akim sitometri dakikada 1.000-100.000 hicreyi bir gok ozellik agisindan tarayarak
verileri analiz eden bir sistemdir. Ancak hiicre orneklerinin hazirlanmast en o6nemli
asamalardan birisidir. Hucrelerin tek tek dagilabildikleri bir sispansiyon halinde olmalar
sarttir. Kullanmilacak ornek cerrahi iglemle elde edilen taze doku veya parafinde bloklanmig
dokular olabilir (7, 36, 37, 38, 42, 43). Bu ¢aligmada taze dokular kullanilmistir. Taze
dokularin akim sitometrik analizde avantaji dugik CV (Coefficient of variation) degerli
caligmalar elde edilmesidir. Dezavantaji ise taze dokularda yeterli oranda ve dogru

ornekleme yapilmasinin zorlugudur (37).

Akim sitometrik analiz yapilacak hicre suspansiyonlarinda yeterli oranda hiicre
bulunmas: gereklidir. Hedley kendi metoduna gore 10.000-30.000 hiicre arasimi yeterli
bulmaktadir (44). Bu ¢alismada en az 10.000 hicre sayilmig, hiicre sayisi agisindan

literatiirde uyumludur.

Tumorli dokularda ve kromozom anomalisi bulunan bazi dokularda akim
sitometrik analizlerde aneuploidi tespit edilebilir (37). Bu galigmada 6rneklerin hig birinde

aneuploidi tespit edilmemigtir.

Akim sitometrik analizlerde CV degerlerinin  %10’u agmasi g¢aligmanin
guvenilirliligini bozan bir gostergedir (37). Homojen canli bir hiicre solusyonunda CV
degeri 2 civarinda olmahdir (37). Bu g¢aligmada CV degerleri 7,76-9,42 arasinda
bulunmugtur. Bunun sebebi hiicre solusyonlarinin hetorojen olusudur. Bu da hicre
solusyonunda iki ya da daha fazla hiicre populasyonu oldugunun bir isareti sayilabilir.
Buna ragmen elde ettigimiz CV degerleri literatiirde simir kabul edilen %10 degerinin

altindadir.

Meduller dokularin akim sitometrik analizlerinde sadece bir grupta G2/M fazi
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli artig vardi. Bu grup kiriktan sonra 3. giin incelenen
grup (Grup-3) idi. Diger gruplarda G2/M fazinin degerleri %3’un tzerinde olmasina
ragmen kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamh artiy kaydedilmedi. Tam
gruplarda meduller dokularin G2/M fazindaki bu yiiksek degerler meduller dokularin
hucresel yonden heterojen bir doku olusundan kaynaklanmaktadir. Kemik iligindeki bu
heterojeniteyi osteogenik huicrelerle miyeloretikiler hiicreler saglarlar. Dolayisiyla kemik
iliginde osteogenik hucrelerin yaninda, eritrosit, granilosit, lenfosit, monosit,

trombosit’lerin olustugu, yuksek proliferasyon ve diferansiasyon kabiliyetine sahip,
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hematopoietik granulopoietik ve megakoryositik seri hiicreleri mevcuttur. Bundan dolay:

kemik iligi normalde mitoz yoniinden daima aktif bir dokudur (14).

Kirik iyilegsmesini incelemek igin yaptigimiz histopatolojik ¢aligmada kemik
iliginde kiriktan sonra 1. ve 3. ginde kanama ve hematom diginda bir bulgu izlenmedi

(Resim-5, Resim-6).

Alpar E.K. yaptig1 otoradyografik ¢aligmada ratlarin meduller dokularinda 4. giine
kadar mitotik faaliyet gosteren osteoblasta farklilagan Trityumlu timidinle isaretlenmig
hiicreler belirleyebilmistir (5). Brigton ve Hunt yaptiklari ¢aligmalarda kiriktan birkag saat
sonra kemik iligi alaninda kemik iligi elemanlarinin kaybinin strdigi, kan damarlarinin
kaybmin oldugu dusik hicresel dansiteli bolge ve endotelial hiicrelerin pleomorfik
hucrelere transformasyonu ve 24 saat iginde osteoblastik fenotipin tespit edildigi yiksek
hiicresel dansiteli bolge belirlemiglerdir (45). Boylece kirik iyilesmesinin erken doneminde

kemik iliginin kemik formasyonuna direk katkida bulundugunu kamitlamiglardir.

Wittbjer J. Demineralize kemik matriksi ve kemik iligiyle muamele edilmis
demineralize kemik greftleriyle tavsanlarda yaptigi deneysel ¢alismada kemik defeklerinin
tedavisinde kemik iligiyle muamele edilmis kemik greftlerinin radyolojik, otoradyografik
ve sintigrafik olarak daha etkili oldugunu rapor etmistir (12). Tiedeman ve arkadaslar

kendi ¢alismalarinda benzer sonuglar bildirmislerdir (46).

Connolly ve arkadaglan enfekte tibia nonunionlarinda perkutan kemik iligi ile
greftlemede basarili sonuglar rapor etmislerdir (47). Majors ve arkadaglar1 kemik iligi

hiicre kultirlerinde osteoblastik diferansiasyonu gostermiglerdir (2).

Bu tez ¢aligmasinda meduller dokularda elde edilen G2/M fazinda degerlerindeki

artig literatiirde tespit ettigimiz meduller dokulardaki osteogenik aktiviteyle uyumlu idi.

Kortikal dokularin akim sitometrik analizlerinde Grup-6 (Kiriktan sonra 10. giin
incelenen grup) ve Grup-7 (Kirktan sonra 14. gin incelenen grup) da G2/M fazi
degerlerinde kontrol grubuna (Kirk olusturulmayan grup= Grup-1) nazaran istatistiksel
olarak anlamli artig vardi. Yaptigimiz histopatolojik ¢aligmada kinga ait kortikal
fragmanlarda higbir grupta bir degisiklik tespit edilemedi. Ancak 10. giinde baslayan ve
28. gune kadar devam eden periost kaynakl perikortikal enkondral kemiklegme sahalar

goruldu (Resim-12-19).
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Alpar E K. otoradyografik ¢aligmasinda 4. gune kadar kortekste trityumlu timidinle
isaretlenmig higbir hiicre tespit edilemedigini 4. giinden sonra korteksin yiizeyel kisminda
tirityumlu timidinle isaretlenmis osteoblastlar gozlendigini bunun 20. giine kadar devam

ettigini, korteksin diger kisimlarinda hig¢ aktivite gorilmedigini rapor etmistir (5).

Kink iyilegmesinde korteksin asil cevabi, kink fragmanlarinin anatomik
reduksiyonu ve rijit fiksasyonunu gerektiren primer iyilesme yonundedir. Anatomik
reduksiyondan sonra kingin bir tarafindaki osteoklastlar, rezorbsiyon sonucu yeni
haversian kanallar olusturarak kan damarlarinin penetrasyonunu saglar. Bu penetrasyonla
birlikte perivaskuler mezengimal hicreler, endotelial hiicrelere eslik ederler. Bu hucreler
osteogenik seri hiicrelerine farkhlasarak yeni kemik formasyonuyla primer iyilesmeyi
saglarlar (1, 2, 5, 17, 19, 20). Primer kink iyilesmesi uzun siire gerektirdiginden erken

donemde kortekste mitotik aktivite beklenmeyebilir.

Bu galiymada Grup-6 (Kiriktan sonra 10. giin incelenen grup) ve Grup-7 (Kiriktan
sonra 14. giin incelenen grup) da kortikal dokularin G2/M faz1 degerlerindeki artig dikkat
gekicidir. Ancak disseksiyon esnasinda; periost kaynakl, 10. giinde baslayan 28. giine
kadar devam eden enkondral kemiklesmeye ait dokularin bulagmasi bu aktiviteye sebep

olabilir.

*

Reddi ve Anderson vyaptiklari caligmalarda kink iyilegsmesinde kondroblast
diferansiasyonupu 5. giinde, maksimum kondrogenezisi 8. giinde tespit ettiklerini rapor
etmiglerdi (21). Brighton ve Hunt histokimyasal ¢aliymalarda kondrogenezis pikini kiriktan

sonra 9. giinde tespit etmislerdir (2).

Periosteal dokularin akim sitometrik analizlerinde, Grup-3 (Kiriktan sonra 3. gin
incelenen grup), Grup-4 (Kiriktan sonra 5. gun incelenen grup), Grup-5 (Kiriktan sonra 7.
gun incelenen grup), Grup-6 (Kirtktan sonra 10. giin incelenen grup)’da G2/M fazi
degerlerinde ki artiy kontrol grubuna (Kirk olusturulmayan grup=Grup-1) nazaran
istatistiksel olarak anlamhydi (P<0,05). Histopatolojik incelememizde 5. giinde pik yapan
periost proliferasyonu gozlendi. 10. giinde baglayan 14. giinde pik yapan 28. giine kadar
devam eden periost kaynakh enkondral ossifikasyon tespit edildi. Intramembranoz

kemiklegme 7. giinde baglayip 28. giine kadar devam ettigi gozlendi (Resim-8-19).
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Alpar E.K. otoradyografik ¢aligmasinda periostta 1. giinde baglayan, 3. ginde pik
yapan, 5. giinde periost reaksiyonunun pikiyle devam eden trityumlu timidinle igaretlenmig
osteoprogenitor ve kondroprogenitor hiicrelerin proliferasyonunu, osteoblasta ve
kondroblasta farkhilagmasini tespit etmig ve bunun 16. gine kadar azalarak devam ettigini

rapor etmistir (5).

Kirik iyilesmesinde periost tarafindan intramembranz kemik olusumu, kiriktan
sonra hemen baglar fakat hucrelerdeki proliferatif aktivite 2. hafta dolmadan durur.

Kondrogenezde i1se proliferasyon 14. giine kadar devam eder (2).

Periost’un yiiksek kondrogenetik aktiviteye sahip oldugu bir ¢ok deneysel ve klinik
uygulamalarda ortaya konmugtur (48, 40, 59, 51, 52, 53).

Bu g¢aligmada periost dokularimin G2/M fazi degerlerindeki artig, literatirde tespit

edilen periosta ait osteogenik ve kondrogenik aktiviteyle uyumlu goruldi.

Eksternal yumusak dokularin akim sitometrik analizlerinde higbir grupta kontrol
grubuna (Grup-1= Kirik olusturulmayan grup) nazaran mitoz yoniinden istatistiksel olarak
anlamh artig yoktu (P>0,005). Histopatolojik incelememizde spesmenlerin hi¢ birinde

eksternal yumusak dokularda kirik iyilesmesini izah eden bir bulgu elde edilemedi.

Alpar E.K.in otoradyografik ¢aligmasinda eksternal yumusak dokularda ¢ok az
hucrede otoradyografik tanecik tespit edilmig ve bunlarin osteoblasta farklilagmadig: rapor

edilmigtir (5).

Urist endomisyum hiicrelerinin, McLean, Bridges ve Pritchard ise perivaskuler
konnektif doku hicrelerinin inductor adi verilen bir madde tesiri ile osteoblasta

farklhilagmasi sonucu kiriklarin iyilestigini iddia etmiglerdir (1, 4, 5, 20).

Bu tez g¢aligmasinda eksternal yumusak dokularda kirik iyilegmesini organize
edebilecek hucre proliferasyonunu ve diferansiasyonunu temin eden mitoz olayina

rastlanmamigtir.

Tum gruplar tizerinde yapilan istatistiksel ¢aligmalarda Medulla, korteks ve periost
dokusunun akim sitometrik analizlerinde G2/M faz1 degerlerindeki artig kontrol grubuna
nazaran istatistiksel olarak anlamliydi (P<0,05). Yumusak dokularin G2/M faz1 degerleri

arasinda kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak anlaml fark yoktu (P<0,05). Periost
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dokusu ve meduller doku G2/M degerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
degildi (P>0.05) (Tablo 10-11). Ancak oldukga heterojen bir doku olan meduller doku
kirik olmadan bile mitoz yoninden aktif bir dokudur (14). Her iki dokunun ortalama G2/M
fazi degerleri kontrol grubu G2/M faz1 degerleriyle orantilandiginda meduller doku G2/M
fazindaki artis kontrol grubu G2/M fazinin 1,16 kat: kadar iken periost dokularinda G2/M
fazindaki artig kontrol grubunun 2,77 kati kadardi. Bu yuzden periost dokusu G2/M fazi

degerlerindeki artig, akim sitometrik yonden daha anlamliyd.

Literaturde kink iyilegmesinde osteoprogenitor hiicre orijinini farkli yazarlar
degisik sekilde ifade etmislerdir: Brooks; fasya, Treuta, McLean, Bridges; Perivaskuler
htcreler, Ostrowski, kemik iligi Urist; endomisyum, Chalmers ise periost oldugunu
bildirmiglerdir (1, 2, 4, 5, 8, 17 20). Oni ve arkadaslari hiicre orjininin ¢ok kaynakl
oldugunu rapor etmiglerdir (17). Caplan yaptigi progenitor hiicre arastirmalarinda uygun
biyoaktif faktorler sunuldugunda periost, kemik iligi, kas dokusu ve bag dokusunun kemik

olusturma yetenegine sahip olduklarini rapor etmigtir (10).

Bu galismada dokularin G2/M fazi degerleri dikkate alindiginda kirik iyilesmesinde
hiicre orijini ve diferansiasyonunda akim sitometrik yonten en aktif dokunun periost
oldugu tespit edildi. Meduller dokularda normalde mitotik aktivite oldugu kiriktan sonra bu
aktivitenin arttigi goruldi. Kortikal dokularda mitotik aktivite minimaldi. Yumugak
dokularda ise kirik iyilesmesine hicresel yonden katkisi olabilecek mitotik aktivite tespit

edilemedi.

Kirik iyilesmesinde hiicre orijin ve diferansiasyonunun akim, sitometrik
incelenmesinde ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir. Caplan hucre kilturleriyle yaptigi
¢aliymalarda osteojenik seri hiicrelerine kargt monoklonal antikor kullanmigtir (10). Bu tur
isaretleyici  antikorlarin  kirik  iyilesmesinde, akim  sitometrik  incelemelerde,

kullanmilabilmesinin daha iyi sonuglar verecegi kanaatindeyiz.




SONUCLAR VE ONERILER

Bu deneysel galigmada, kink iyilesmesinde, hiicre orijin ve diferansiasyonunun

akim sitometrik incelenmesinde asagidaki sonuglar elde edildi:

1- Kirik iyilesmesinde hucre orijini ve diferansiasyonunda akim sitometrik yonden

en aktif doku periost oldugu tespit edildi

2- Kemik iliginde normalde mitotik aktivite vardir bu aktivite kiriktan sonra

artmaktadir,

3- Kortikal dokularda, kirik iyilesmesi yoniinden mitotik aktivite minimaldir.

4- Eksternal yumusak dokularda kirk iyilesmesinde hiicre orijini  ve

diferansiasyonuna katkist olabilecek bir mitotik aktivite tespit edilmemistir.

Kirik  iyilesmesinde, hiicre orijin  ve diferansiasyonunun akim sitometrik
incelenmesinde monoklonal antikorlarin kullanilmasinin, daha iyi ve hiicreye spesifik

" 2mnatine ulasild,



OZET

Bu deneysel ¢aligmada, kirik iyilesmesinde hiicre orijini ve diferansiasyonu akim
sitometri ile incelendi. Bu amagla Sprague-Dawley cinsi ratlarda intraperitoneal ketamin
anestezisi ile sag tibiada dijital kompresyon yontemiyle kapah kirik olusturuldu. Kiriktan
sonra 1.,3.,5.,7, 10, 14, 21. ve 28 gunde hayvanlar sakrifiye edilip 10ar tibia dizden ve
ayak bileginden dezartikule edildi. Eksternal yumusak doku, periost, korteks ve meduller
dokular, disseksiyonla ayri ayn phosfat buffer solusyonlu tiplere alindi. Canli doku
inceleme yontemiyle akim sitometrik DNA analizleri yapildi. Kontrol amaciyla 10 saglam
tibiaya ayni iglem uygulandi. Ilaveten her gruptan birer tibia histopatolojik incelemeye tabi

tutuldu.

Akim sitometrik inceleme sonucunda kirtk iyilesmesinde hiicre orijin ve
diferansiasyonu igin en aktif dokunun periost oldugu tespit edildi. Meduller dokularda kirik
olmadan bile mitotik aktivite oldugu, kiriktan sonra bu aktivitenin arttigi goruldi. Kortikal
dokularda mitotik aktivite minimaldi. Yumusak dokularda ise kirik iyilegmesine hiicresel

katkist olabilecek mitotik aktivite tespit edilemedi.

Kirik iyilesmesinde hiicre orijin ve diferansiasyonunun akim sitometrik
incelenmesinde, monoklonal antikorlarin kullamlmasinin, daha iyi ve hiicreye spesifik

sonuglar verebilecegi kanaatine varildi.




SUMMARY

[n this experimental study: in the repair of a fractured bone the cell origin and
differentiation were examined with flow cytometry. To achieve this goal, in Sprague-
Dawley type rats by interperitoneal ketamin anaesthesia, in the right tibia a closed fracture
was formed by digital compresion method. After the fracture in the 1%, 3 5" 7" 10"
14" 21" and 28" days, the animals were sacrified and in groups of ten each tibia were
desarticulated from knee and ankle. By dissection; external soft tissue, periost, cortex and
medullar tissues were taken into the separate tubes which contain phosphate buffer
solutions. By the live tissue examination method, flow cytometric DNA analysises were
performed. To control it, the same process was applied to ten healthy tibia. In addition,

from each group one tibia was undergone into histopathologic examination.

As a result of flow cytometric examination it was examined that in the repair of a
fractured bone periost is the most active tissue for the cell origin and differantiation. In the
medullar tissues; even before fracture mitotic activity was observed and after fracture this
activity increased. In the cortical tissues mitotic activity was minimum. In the soft tissues,
any mitotic activity which can help as a cell to the repair of a fractured bone could not be

established.

In our opinion, in the repair of a fractured bone by the flow cytometric examination
of cell origin and differentiation the use of monoclonal antibody is more helpful and can

give to cell specific results.
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