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OZET

Kirik iyilesmesi ile ilgili cesitli arastirmalar vardir. Glutamin ¢ok
sayida hucre ve organ fonksiyonunda énemli roli olan bir aminoasittir. Bu
calismada glutaminin Ozellikleri g6z o©onune alinarak, kirik iyilesmesi
uzerindeki etkisi klinik, radyolojik ve histopatolojik olarak arastiriimistir.

Yirmi adet tavsan kontrol ve immunnutrisyon olarak, iki gruba ayrildi.
Deneysel olarak sag arka ekstremitelerinde fibula kirigi olusturuldu. Ameliyat
sonras! birinci gunden itibaren deney grubuna 30 gin boyunca standart
tavsan yemi ve suya ek olarak 2 ml/kg/gin %20’ lik L-alanil L-glutamin
solisyonu (Dipeptiven, Fresenius Kabi) gastrik sonda ile verildi. Kontrol
grubundaki hayvanlar ise standart tavsan yemi ve suya ek olarak gastrik
sonda ile 2 ml/kg/gin izotonikle beslendi. Deneyin sonunda tavsganlar
sakrifiye edildi. Kirik klinik, radyolojik ve histopatolojik olarak kaynama
duzeyleri agisindan incelendi.

Radyolojik degerlendirme sonrasi kontrol grubunda, ortopedi
uzmanlarinin ortalama puani 2,5 radyoloji uzmanlarinin ortalama puani 2,65
olarak saptandi. Klinik degerlendirmede kontrol grubunda ortalama puan
1,875 deney grubunda ise 2,0 idi. Histopatolojik degerlendirmede kontrol
grubunun ortalama puani 8,5, deney grubunun 9,0 olarak saptandi.

Calismamizda oral yoldan verilen glutamin-alanin’in bir ay sonunda
radyolojik, klinik ve histopatolojik olarak kirik iyilesmesine olumlu etkilerinin
oldugu go6zlenmekle beraber aralarinda istatistiksel olarak frak
saptanmamistir.

Anahtar Kelimeler: Kirik iyilesmesi, Glutamin, Alanin,

Immdiinnutrisyon, Antioksidan



SUMMARY

The Effect Of Immunonutrition (Glutamin, Alanine) On Fracture

Healing.

There have been various studies related to fracture healing. Glutamine
is an amino acid with an important role in many cells and organ function. This
study aimed to make a clinical, radiological and histopathological evaluation
of the effects of glutamine on fracture healing.

Twenty rabbits were allocated into two groups of control and immuno-
nutrition. A fracture of the fibula was made to the right hind leg. All rabbits
received standard food and water and from postoperative Day 1 for 30 days,
the study group received an additional 2 ml/kg/day 20% L-alanil L-glutamin
solution (Dipeptiven, Fresenius Kabi) via a gastric catheter, and the control
group received 2ml/kg/day isotonic via gastric catheter. At the end of 30
days, the rabbits were sacrificed and the fractures were examined clinically,
radiologically and histopathologically in respect of the degree of union.

Radiological evaluation of the control group determined a mean score
of 2.5 according to the orthopedists and 2.65 according to the radiologists. In
the clinical evaluation, the mean score was 1.875 for the control group and
2.0 for the study group. Histopathological evaluation determined a mean
score of 8.5 for the control group and 9.0 for the study group.

One month after orally administered glutamin-alanine, positive effects
were observed on fracture healing radiologically, clinically and
histopathologically, although no statistically significant difference was
determined.

Key Words: Fracture Healing, Glutamin, Alanine, Immunonutrition,

Antioxidant.



GIiRIS

Klasik tanim olarak kemik butinliginin i¢ veya distan gelen
kuvvetlerle bozulmasina kirik denir. Kemik dokusu skar olusturmadan
yeniden yapilanma ile iyilesir (1). Kirik iyilesmesi, yaralanmadan hemen
sonra baslayip kirik uglari yeni kemik dokusu ile birlesinceye kadar surer (2).
Kirik tedavisinde guncel yaklagsimlar eklem ve énkol kiriklarinda birincil kirik
iyilesmesi diger uzun kemik cisim kiriklarinda ise ikincil kirik iyilesmesini
amacilar (3-5).

Kirik iyilesmesinin hizlandirilmasi i¢in pek c¢ok etken Uzerinde
arastirmalar yapilmistir. Glutamin pek ¢ok kimyasal reaksiyonda, ¢ok sayida
hicre ve organin fonksiyonunda onemli role sahip olan bir aminoasittir.
Bunlarin arasinda fibroblast, epitel hucresi, enterosit, lenfosit ve makrofaj gibi
hicrelerin enerji kaynagidir. Ayrica htcrelerin nikleik asit biyosentezinde en
onemli 6nci madde olup protein sentezini duizenler. Serbest oksijen
radikalleri hucrelerin lipid, DNA, karbonhidrat, protein ve enzim gibi dnemli
yapitaglarini etkileyerek hicre hasari ve hicre 6limine yol acarlar. Burada
glutamin, dokulari serbest radikal hasarina karsi koruyan ve major bir
antioksidan olan glutatyon sentezinin 6nculigint de yaparak olumlu etki
gOsterir (6, 7). Literatlirde bircok calismada glutaminin yara iyilesmesi ve
kritik bakim gerektiren hastalarda olumlu iyilestirici etkileri gdsterilmistir (8-
10). Bu calismada glutaminin yara iyilesmesini hizlandirici etkisi gz onune
alinarak kirik iyilesmesinde de olumlu katkisi olabilecedi dustnutlmustir. Bu
amagcla deneysel olarak fibula kirigi olusturulan ve randomize olarak deney
ve kontrol gruplarina ayrilan 20 Yeni Zelenda beyazi tavsanda glutaminin

kirik iyilesmesine etkisi klinik, radyolojik ve histopatolojik olarak arastiriimistir.

Kemik Doku ve Histolojisi

Kirik iyilesmesini anlayabilmek ve kirigi olan hastalarn tedavi

edebilmek i¢in kemigin yapisinin iyice bilinmesi gerekir. Canlilarda kemikler
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tipki bir kafes gibi cogu hayati organlari korur ve Uzerine yapisan kaslar
sayesinde bedenin hareket etmesini saglar. Kemik iligi ise kan hucrelerini
sentezler. Bu dokunun icerdigi mineraller birgok kimyasal reaksiyonun
yurutulmesi, sivi elektrolit dengesinin saglanmasi ve cesitli agir metallerin
detoksifikasyonunda rol alir (11-14).

Kemikte hucreler arasinda Kkalsifiye materyal, matriks ve bunun
icerisinde ki lakinalarda yerlesmis olan osteositler, yine matriksin organik
kismini sentezleyen oteoblastlar, kemik doku rezorpsiyonu ve yeniden
sekillenmede gorev alan ¢ok gekirdekli osteoklastlar bulunur (15).

Kemik matriks birbirleri ile iliski halinde olan organik ve inorganik
bilesenlerden olusur. Kemigin kuru agirhiginin % 70’i inorganik % 30 ‘u ise
organik matrikstir (16, 17). Organik bolimin c¢ogu Tip 1 Kkollajenden
olusmakla birlikte % 10 oraninda da kollajen disi proteinler yer alir. Bu
proteinler; proteoglikan, gamakarboksiglutamik asit (GKGA), osteokalsin,
glikoproteinler, plazma proteinleri ve blyume faktorleridir (18-20). Kemik
matriksin inorganik kismi ise minerallerden olusur. Bunlar kalsiyum, karbonat,
sodyum, potasyum, manganez ve florid olup kollajen fibrilleri arasinda
kalsiyum hidroksiapatit kristalleri halinde yer alirlar. Hidroksiapatit kristallerin
Uzerinde su ve iyonlardan olusan ve hidrasyon kabugu denilen bir tabaka
vardir. Bu tabaka ile vicut sivi-iyon dengesi saglanir. Ayni zamanda
inorganik matriks kemigin dayaniklilik ve sertligini saglamaktadir (17, 21).

Kemik hucreleri hematopoietik sistem hucreleri ve mezengimal kok
hicrelerinden olusur. Hematopoietik htcreler monositler, preosteoklastlar,
osteoklastlardir. Mezengimal kok  hacreleri ise  farklilasmamis
preosteoblastlar, osteoblastlar, osteosit ve kemik cevresi hucreleridir.
Farklilasmamis mezensimal hlcreler kemigin endosteal ylzunde, periost ve
kemik iliginde bulunurlar. Bu hicreler buyime ve transkripsiyon faktorlerinin
etkileri ile osteoblastlara donusebilirler (16, 22).

Osteoblastalar biribirlerine yapisik halde kemik yuzeyini orter ve
organik matriksi Ureterek bunun salinimini da yaparlar. Ayrica urettikleri
matriksin mineralizasyonunu saglarlar. Kemik mineralizasyonunda ALP

(Alkalenfosfataz) enzimi ve Ca*? iyonu rol alir. Bu hiicreler bunun yanisira
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Tip-1 kollajen, osteokalsin, osteopontin, kemik siyaloprotein ve gesitli blUyume
faktorlerini Uretirler. Salgiladiklari bayime faktorleri ve sitokinler araciligi ile
osteoklastlarin rezorbsiyonuna aracilik ederler. Osteoblastlarin bir kismi
matriks sentezleyen osteosite bir kismi ise metabolizmasini yavagslatarak
kemik ylzeyini ¢cevreleyen hucre formuna donugur (14, 16, 23, 24).

Osteoklastlar hematopoetik mononukleer fagaositik hucrelerden
farkhlasir. Bu hicreler kemik ylzeyinde flizyona ugrayarak ¢ok ¢ekirdekli iri
yapili dev hucreli osteoklastlari olusturur. Osteoklastlar asit fosfataz ve cgesitli
pargalayici enzimler Ureterek kemik matriksin yikimini saglar ve osteoblastlar
tarafindan aktive veya inaktive edilirler. Kalsitonin, ostrojen hormonu, TGFf3,
bifosfanatlar osteoklastlarin etkinligini azaltirken PTH, D vitamini ve tiroksin
bu hicrelerin etkinligini artirir (14, 16, 23, 25, 26).

Kemik hucrelerinin buyuk c¢ogunlugunu osteositler olusturur. Bu
hicreler osteoblastlarin kemik matriks igcinde donusuUmleri sonucu olusur.
Osteositler c¢evrelerindeki matriksi absorbe ederek lakina adi verilen
bosluklari olusturur. Bu hicreler lakunalari biribirlerine baglayan kanaliklller
icerisinde uzantilar yaparak komsu osteositlerle iliski kurarlar. Bu baglantilar
sayesinde kemigin i¢ haberlesmesi saglanir. Besin maddeleri havers kanali
icerisindeki kan damarlari sayesinde kanalikuller boyunca lakina igerisine
yayllarak osteositlere ulasir (14, 16).

Mezenkimal kok hucreleri kemik hucrelerine donusme yetenegine
sahip olup endosteal, periosteal bolge ve havers kanallarinda yer alirlar.
Cesitli uyarilarla osteoblast veya osteoklastlara donusebilirler (21, 27).

Kemigin i¢ ve dis ylzeyi hicre ve bagdokusundan olusmus zarlarla
kaphdir. Kemigi orten icteki zara endosteum, distakine ise periosteum denir.
Periost iki tabakadan olugsur. Dig tabaka kollajen, elastin ve fibroblastlardan
ibarettir. ic tabaka ise hiicrelerden daha zengin olup bu tabakada
osteoprogenitdr hicreler osteoblastlar, fibroblastlar ve sempatik sinirler
bulunur. Periosteal hucreler matriks sentezleyerek kemik ¢capinin artmasina
yardimci olurlar. Endosteum ise osteoprogenitdr hicreler ile az miktarda bag
dokusundan olusmus kemigin icindeki butun bosluklari 6rten bir yapidir.

Periosteum ve endosteum kemigin beslenmesi, buylimesi ve onariminda
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gorev aldigindan cerrahi uygulamalarda bu dokulara gerekli 6zenin
gOsterilmesi sarttir (17).

Kemik iligi oncu hucrelerin kaynagidir. Kirmizi ve sari ilik olarak iki
tipte gorulur. Kirmizi kemik iligi hematopoetik olup yaslanmayla birlikte once
uzun kemiklerde daha sonra diger kemiklerde sari ilige donugur. Sari ilik
yagdan zengin ve inaktif kemik iligidir. Yetigkinde vertebra, kaburga, sternum,
pelvis, proksimal humerus ve proksimal femur diginda kirmizi ilik bulunmaz
(28-30).

Kemik Tipleri

Kemik dokusu i¢ yapisina gore, lameller ve 6rgu olmak tzere iki tiptir
(16). Yeni doganda, kirik iyilesme safhalarinda ve buylimekte olan uzun
kemik metafiz boélgelerinde 6rgimsi kemik bulunur. Bu tir kemik dokusu
olgunlasmamis iskeleti olusturur ve buylime sureci boyunca yerini lameller
kemige birakir. Orgii kemik tipinde kollajen lifler gelisigiizel yerlesmis olup
daha fazla hicre igerdigi icin metabolizmasi daha yuksektir. Ayrica dizensiz
mineralizasyon ve fazla miktarda su igeriginden dolayr da lamellar kemige
gore daha yumusaktir. Lameller kemikte ise kollajen lifler, Uzerlerine gelen
yuke paralel olacak sekilde dizilmis olup aralarinda siki baglanti vardir ve bu
nedenle dayanikhli§i érgu kemikten daha fazladir (17).

Lameller kemik makroskobik olarak kompakt (kortikal) ve spongioz
(trabekuler) olarak iki tipe aynlir. Vicuttaki kemik kitlesinin % 80’i kortikal,
%20’si trabekuler kemiktir (17). Kortikal kemik osteon (haversian sistem) adi
verilen silindirik yapilardan olusur. Osteonlar her biri 2-3 pm kalinliginda olan
santral haversian kanal etrafinda yerlesmis lamelli yogun tabakalar icerir.
Havers kanallari kemigi besleyen damar ve sinirleri barindirir. Volkmann
kanallar olarak adlandirilan lateral kanallar ise bir osteondan digerine kan
damarlarini tasir. Osteonlar icerisinde her silindirik lamel arasinda uzanan
kanalikuller araciligi ile osteositler arasi iletisim saglanir. Osteositlere oksijen
ve besinler bu kanalikuller araciligi ile ulagtinlir (17, 30). Uzun kemiklerde

enine buylme tamamlandiktan sonra kemige gelen zorlanma sonrasi

4



yeniden yapilanma olayr meydana gelir. Bu yeniden yapilanma, osteoklastlar
tarafindan osteon pargalarinin uzaklastirlmasi ile baslar. Yeni bir osteon
olusuncaya kadar i¢ tabakanin disindan yeni lameller depolanir. Olgun
kemikte bu doéngu slrekli devam eder. Kompakt kemikte ise yeniden
yapilanma endosteal, periosteal ve haversian kanal ylzeyinde bulunan kemik
hacreleri tarafindan gergeklestirilir. Periosteum ve endosteumun birlikte
aktiviteleri kemigin korteks kalinligini, endosteal aktivite ise meduller kanal
capini belirler. Kemik korteks kanlanmasi meduller kanaldan gelen besleyici
arter, periosteal arter, epifiz ve metafizi besleyen arterler tarafindan saglanir
(14, 16, 17, 23, 30) (Resim-1).

Kortikal Kemik

Dis lameller 5
\ b I y t. o
Periosteum — }\k“h\‘l 1(‘ | Endosteal yuzey
o e W
ic Lameller & .
- 3 Trabekilalar tarafindan
Havers kanallari igindeki ty = Igorljlnsnilgl(antral mediiller
' kapillerler ~ E osluk (llik)
Delici Fiberler
Periostel damarlar  ~— " 7 ;
% _ i¢ Lameller
| ’ ‘ 3 L
) 0\ ¥
£N

Resim-1: Kortikal kemik yapisi (17).

Trabekuler (spongiyoz) kemik kortikal kemigin yogun yapisinin
aksine ince uzun ve dlzensiz tarbekillerden olusan stinger seklinde bir
yaplya sahiptir. Kemigin icindeki her trabekll olgun bir lameller kemiktir.
Osteositlerin yerlesimi konsantrik olup kanalikulleri iyi gelismistir. Spongiyoz
kemigin genis yuzey alanindan dolaylr kemik yizey/hacim orani kortikal
kemikten 10 kat fazladir. Metabolik aktivitesi kortikal kemikten 8 kat fazla olan
bu spongiyoz doku, metabolik kemik hastaliklarindan daha fazla etkilenir.
Yapisi gozenekli olmasina ragmen sikistirici gucglere karsi direnglidir.

Trabekller kemik esas olarak vertebralarda ve uzun kemiklerin ug
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kisimlarinda bulunur. Spongiyoz kemigin buylimesi ve yeniden yapilanmasi
trabekulanin bir kenarindaki osteoblastlar tarafindan saglanir. Osteoblastlar
trabekllanin bir kenarinda osteoid uretirlerken karsi kenarda osteoklastlar
tarafindan osteoid doku ortadan kaldirilir. Bu yapim ve yikim strecinde kemik
icerisindeki trabekdiller yer degistirir. Ilerleyen vyaslarda yapim yikim
dengesinin yikim yonine kaymasindan dolayi kemik kitlesinde azalma olur
(14, 17) (Resim-2).

Trabekiiler Kemik

Osteoid (Hipermineralize matriks) ..
Osteoid icinde aktif osteoblastlar ~___

Aktif olmayan osteoblastlar

llik boslugu hemapoetik hicreler

ve yag
Osteoklastlar
Osteosit
Trabekil
Trabekiil kesiti p—
| \.,/
N }
\ W —~—— AKtif Osteoblast
» - ‘G - -
L4 - — ey Osteoid (Hipermineralize matriks)

- - -
! - e R, Aktif olmayan osteoblastlar
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g D — ~ Osteosit

Y
~~~~~~~~ = Osteoklastlar

Resim-2: Trabekuler kemik yapisi (17).

Kemigin Olugsumu ve Bliyumesi

Kemik; kikirdak matriks Uzerine kemik matriksin yerleserek yer
degistirmesi (enkondral kemiklesme) seklinde dolayl, osteoblastlar
tarafindan dretilen matriksin mineralize olmasi (intramembrandz) tipinde
dolaysiz veya mevcut kemigin Uzerine yeni kemigin birikmesi (appozisyonel)
tarzinda Ug farkli yolla olugur (17, 23, 30).

Kisa ve uzun kemiklerin olusmasi, blylime sirasinda fizis plaklarinda
gerceklesen kikirdaktan kemige donusim seklinde yani enkondral
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kemiklesme ile olur. Bu olusumda 6nce osteoprogenitor hucreler kondrosite
donugur ve kikirdak matriks salgilanir. Olusan kikirdak kalsifiye olur ve
damarlanmasi artar. Damarlanmanin artmasi ile kikirdakta rezorbsiyon
baglar ve kikirdak igerisinde meduller bosluklar gelisir. Bu bosluklara kan
damarlarn ilerler ve bu yolla gelen osteoprogenitdr hucreler osteoblastlara
donuserek kalsifiye kikirdak ve olgunlagsmamis kemik Uzerinde yeni kemik
matriks yaparlar. Bu immatir kemik osteoklastlar araciligi rezorbe edilirken
osteoblastlar olgun kemik dokusunu olusturur (17, 23, 30, 31).

intramembranéz kemiklesmede kikirdak olusmadan dolaysiz olarak
kemik doku gelisir ve vyassi kemikler bu gekilde olugur. Ayrica
intramembrandz kemiklesme uzun kemiklerin kalinlasmasi ve kisa kemiklerin
blylmesinde de gorulur. Distraksiyon osteogenezindeki kemiklesme de bu
mekanizma ile olur. Bu kemiklesmede osteoprogenitor hicreler
osteoblastlara donugerek organik matriks sentezler. Organik matriks
mineralize olurken osteoblastlarin bazilari matriks icinde kalarak osteositlere
donusidr. Olusan bu kemik adaciklarina histolojik gérinimlerinden dolayi
spikul adi verilir. Mezenkimal spikuller kemiklesme merkezinde ayni
zamanda ortaya c¢ikip birleserek singerimsi kemik meydana gelir. Spikullerin
arasina kan damarlari ve farklilasmamis mezenkimal hucrelerin girmesi
sonucu kemik iligi olusur. Kemiklesmeye katiimayan bag dokusu
bdélimlerinden endosteum ve periosteum gelisir (17, 23, 30).

Apozisyonel kemik yapiminda kemigin ylzeyinde vyer alan
osteoblastlar osteoid sentezler ve tabakalar halinde yeni kemik olugur.
Kemiklerin periosteal kalinlasmasi bu yolla gerceklesir (23).

Kemik buyumesi kemikteki yapim yikim dengesinin yapim lehinde
olmasi ile gergeklesir. Cocukluk doneminde bu slre¢ yetigkinlerden daha
hizlidir.

Kemik Fizyolojisi

Kemik dokusu matlrasyonunu tamamladiktan sonra metabolik olarak
birgcok gorevi ustlenir (13). Kemigin buylime ve yeniden yapilanmasi devam

ederken sivi elektrolit dengesi de duzenlenir (19, 30).
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Cevresel kuvvetler kemigin igyapisini degistirebilir. Kemik trabekulleri
basi ve cekme gibi kuvvetlerin etkisi altinda yapisal dizilim gostererek
sayllarini artirirlar. Wolf yasasi da denilen bu yapilanmada kuvvet varligi
kemik yapimini uyarirken kuvvetin ortadan kalkmasi kemik yikimina yol agar
(21).

Kan damarlari ile gelen kalsiyum, fosfor ve diger iyonlar
mineralizasyon sureci ile kemikte depolanir (30). Kemigin rezorpsiyonu ile
insan vicudundaki biyokimyasal reaksiyonlar igin gerekli mineraller kana
verilir. Bu surece biraz daha yakindan bakildiginda; baglangicta osteoklastlar
hidrojen iyonu salgilar. Bu hidrojen iyonlari ortamdaki klor iyonlar ile
reaksiyona girerek hidroklorik asit olusturur. PH 4 olup ortam asidik olunca
kemik mineralleri ¢dzllmeye bagslar. Ayrica osteoklastlar asitfosfataz
salgilayarak ortamdaki kollajenin pargcalanmasina da yol acar (30).

Kalsiyum sinir iletimi, kas kasiimasi, kanamanin durdurulmasi ve
hiicre iceriginin disari tasinmasi olaylarinda rol oynar. insan viicudunda
yaklagik 1100 gram kalsiyum bulunmaktadir. Bu kalsiyumun ¢ogu (%99)
kemikte kalani ise kan ve vicut sivilarinda bulunur. Kan kalsiyum degeri 9, 2-
10, 4 mg/dl arasindadir (30). Serum kalsiyum seviyesi primer olarak 1-25
hidroksi vitamin D3 ve parat hormon tarafindan dizenlenir (26). Besinlerle
alinan kalsiyum kemiklerde depo edilirken fazlasi da gaita ve idrarla atilir.
Kan kalsiyum seviyesi azaldiginda paratiroid hormon osteoklastlari aktive
eder ve sayllarinin artmasini saglar ki bunun sonucunda kemikteki kalsiyum
serbest hale gelir. Tiroid bezinin parafollikiler hicrelerinde sentezi yapilan
kalsitonin, paratiroid hormona ters etki yaparak matriks rezorbsiyonunu
inhibe eder (30).

Kemikteki fosfat gruplari DNA, RNA, ATP, fosfolipidler ve diger
bilesiklerin yapisina katilir. Yetigskinde 500-800 gram arasi fosfor bulunur. Bu
fosforun yaklasik %85-90’1 kemikte olup plazma fosfor konsantrasyonu 3, 5-
4, 0 mg/dl dir (30).

Testesteron, Ostrojen ve bliyume hormonunun etkisi ile puberte ve
adelosan donemde kemik yapimi uyarilarak hizlanir. Bu hormonlarin etkisi ile

osteojenik hicreler ¢ogalir, osteoblastlar tarafindan matriks yapimi fazlalasir
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ve metafizde bulunan kondrositler artarak kemik buyumesi uyarilir (32).
Adelosan donemde kizlar puberteye daha once girdiklerinden ve 6strojenin
testesterona oranla buyumeyi uyarici etkisi daha gucli olmasindan dolayi

erkeklerden daha hizli uzarlar (30).

Kirik Tanimi ve Tipleri

Kirikk tanimi gunumuzde yalnizca kemik butinlugunin bozulmasi
degil kemik butinligunidn bozuldugu yumusak doku yaralanmasi olarak
yapilmalidir. Kiriklar kemik korteksinde basit bir ¢atlaktan kemik batinltgun
tamamen bozuldugu c¢ok parcali kiriklara kadar degisik tiplerde karsimiza
cikabilir. Korteks bozulmasi kemigin ylk tasima fonksiyonunu bozar. Cilt ve
altindaki yumusak dokularin batanligid, kingin lokalizasyonu ve yer
degistirme derecesi iyilesmenin kaderini belirler. Bu nedenle uzuv
yaralanmalarinda bu kriterler g6z 6nunde bulundurulmahdir (33).

Kapali kiriklarda cilt saglamken, acik kiriklarda cilt ve yumusak doku
batinligu bozulmustur (5). Ac¢ik kiriklarda c¢evre yumusak dokular dis
ortamla temas ettiginden kontaminasyon olabilir. Agik kiriklar yaygin olarak
Gustilo ve Anderson siniflamasina gore degerlendirilir (5, 33).

Kemigin farkli bolumlerinde meydana gelen kiriklar farkli sekillerde
iyilesir. Kirik kemigin diafiz, metafiz, bliyime plaginda veya eklem yuzeyinde
olabilir. Metafizde iyilesme trabekilanin bir tarafindan ébur tarafina yanyana
kallus gelismesi seklinde olurken saft kiriklarinda iyilesme kallus koprulerinin
olusumu ile gerceklesir ve metafize gére daha yavastir. Eklem i¢i kiriklarda
posttravmatik osteoartrit riski ylksek olup erken cerrahi ile anatomik
yerlestirme ve mutlak denge saglanmasi birincil kirik iyilesmesi elde etmek
icin zorunludur. Bliyume plag! kiriklari ¢ocuklarda oldukg¢a sik goralur ve
yetiskin kiriklarina gére daha hizli iyilegir (33).

Kirik tipini ifade etmek igin radyografideki gorintistine goére c¢ok
cesitli ifadeler kullaniimaktadir (Resim-3) (tarnsvers, oblik, spiral v.b.) (33).
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Resim-3: Kirik tipleri (33).

Kirik fyilesmesi

Kirik iyilesmesi yaralanma anindan baslayip diger birgok dokudan
farkh olarak skar birakmadan, eski haline en yakin dizeye gelene kadar
devam eden bir suregtir. Kirik olusumu ile birlikte kemikte ve ¢evre yumusak
dokularda farkli reaksiyonlar gergeklesir (1, 5, 34). Kemigin kiriga verecegi
biyolojik cevap uygulanan tedavi yontemi ile degisebilir ve iyilesme birincil
veya ikincil olarak iki ana baglik altinda incelenebilir (5, 35-37).

ikincil kirik iyilesmesinde ilk travmanin oldugu dénem olan g¢arpisma
ve hematom gelisimi daha sonra induksiyon, inflamasyon, yumusak ve sert
kallus gelisimi son olarak da yeniden sekillenme donemleri vardir (33).

Carpisma donemi kirik iyilesmesinin seyrini etkiler. Carpisma
evresinde ¢evre yumusak dokular, meduller, periosteal kan damarlari
yaralanir ve hematom gelisir. Gelisen bu hematom kirikk bdlgesinde
inflamatuar mediatoérlerin toplanmasina neden olur (5, 33).

indliksiyon evresinde iyilesme sirecini bagslatan biyolojik olaylar,
embriyonik donemde gorulen kemik yapimina benzer olaylardir. Klinik ve
laboratuvar gostergeler ile kirik sonrasi ilk birkag dakika ile saatler arasinda

indUkleyici olaylarin basladig tespit edilebilir. Bu evre morfogen ve buyime
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faktorlerinin salinimini, pluiripotent hicrelerin aktivasyonunu, damarlanmayi,
oksijen basincini ve pH degisikligini icine alan karmasik bir olaylar zincirini
kapsar (5, 33).

inflamasyon sireci erken hematom olusumu ile baslar. Kirik
sirasinda damar yaralanmasi sonrasi osteositlerin beslenmesi bozularak
hicre olumleri gerceklesir. Trombosit ve Olu hucrelerden salinan sitokinler
damar genislemesine yol acgip kirik bolgesinde 6deme neden olur. Kirik uglari
ve gevresinde kan ve lenf sivisi toplanir. Trombosit ve salgiladiklari faktorler
kanamay! durdurmak icin o bdlgede yogunlasir. Ortamdaki trombosit,
fibroblast, damar endoteli ve makrofajlardan salinan buylime faktorleri ve
bazi proteinler hlcre gogu, periosteal hucre gogalmasi ve onarim dokusunun
matriks sentezi igin gereklidir. Bu faktorler epidermal biylime faktért (EGF),
fibroblast buyume faktoru (FGF), trombosit kaynakh buylime faktéria (PDGF),
donustiracu buyume faktort-beta (TGF-B), kemik morfojenik protein (BMP),
ve interldkin-1, 6 (IL-1, IL-6) gibi bazi sitokinlerdir (1, 35, 38). Kirik bdlgesine
gelen polimorf ntveli I6kositler (PMNL), makrofaj ve lenfositler salgiladiklari
sitokinlerle anjiogenezi baslatirlar (35). Erken donemde periosteal kokenli
kapiller tomurcuklanma ile olusan damarlanma artisi1 fazlayken ge¢ donemde

meduller besleyici arterler 6n plana gikar (Resim-4) (33).

11



Kanama
Osteoblastlar

Periost

g ;\‘.hv.. PR
B e e
s X

Osteoblastlar

Resim-4: Kirikk iyilesmesinde inflamasyon safhasi: Travma sonrasi
intraossedz, periosteal ve c¢evre kan damarlarinin yaralanmasi sonucu
hematom olusur. Kirik kenarlarindaki kemik nekroze olur. Loékositler,
makrofajlar, mast hucreleri ve fibroblastlar pihtiya infiltre olur ve nekroze
kemigi uzaklastirmaya baslarlar (33).

Yumusak kallus doneminde digtan periosteal kallus gelisimi soz
konusu iken ge¢ endosteal kallus olugsumu gergeklesir. Yumusak kallus sert
kemik kallus icin mekanik bir yapi iskeleti olusturur. Kirik bdlgesindeki
hematom 48 saat icinde organize olarak fibrin icerikli bir yapi ortaya cikar.
Burada fibrinojene lizin, fenilalanin, gamaglobdlin ve albimin eklenmesi ile
fibrin olusur. Fibrin aginda kemik yapimi igin gerekli olan hucreler yerleserek
cogalirlar. Son yapilan galismalar fibréz ve kikirdak dokuya ait genlerin ve
bunlarin protein trlnlerinin kirik alaninda fibréz ve kikirdak doku gelismeden
¢cok once var oldugunu gostermektedir. Kirik iyilesmesi olayinda rol oynayan
hicreler mezansimal kokenli puliripotent hicreler olup kirik bdlgesindeki
granulasyon dokusunundan, periostun osteojenik tabakasindan ve endosteal
bdlgeden koken alir. Kilcal damarlarla kirik hematomu igine gelen
fibroblastlar bu hiicreler arasinda ilk farkhlaganlardir. Uglincli giinde kirik
uglarinda yogun bicimde mezensimal hucre bulunur ve bu hucreler yumusak
granllasyon dokusunu olusturur. Periosteal ve endosteal osteojenik

hicrelerle, fibrin matriksteki fibroblastlari ¢ogalmasi sonucu granuilasyon
12



dokusu sekillenir. Fibroblastlar kollajen sentezlerken, kondroblastlar kollajen
ve glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoid salgilarlar. Kirik uglarindaki
mikro-hareket yumusak kallus olusumu ig¢in dnemli bir mekanik uyarandir.
Kemige yakin olmayan, orta kisimdaki hlcreler dolagsim yéninden fakir bir
sahada oldugu icin mezenkimal hucreler daha ¢ok kondroblast ve
kondrositlere farklilagarak kikirdak doku olustururlar. Kanlanmanin yeterli
oldugu bolgedeki hicreler ise osteoblasta farkllasarak yeni trabekdilleri
olusturur. Boylece en dis periferik tabakada kikirdak dokunun uUstini 6rten
periostun derin tabakasindan ¢ogalan osteojenik hicrelerin faaliyeti ile kemik,
orta tabakada kikirdak doku, daha derinde ise kemik trabekulleri bulunur.
Kirik uglarindan gelisen yakalik tarzindaki bu doku zamanla birleserek dis
kallusu olusturur. Endosteum ve kemik iliginin osteojenik htcrelerinden
gelisen trabekuller sayesinde medullanin koprulenmesi gerceklesir ve bu
sekilde i¢ kallus olusur. Zamanla kikirdak yapi ortama hakim olur.
Angiogenez ve kanlanmanin yeterli olmasi durumunda osteoblastlar kallus

icerisinde yeni kemik matriksi sentezler (Resim-5) (33, 38).
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Resim-5: Kirik iyilesmesinde yumusak kallus olusma evresi: Pihti kollajen
lifleri ve damarsal yapilarla organize edilir. Yeni damarlar olusur.
Osteoprogenitor hucreler, preosteositler ve periost kaynakl osteoblastlar ile
endosteum olusur. Mezenkimal kdkenli osteoblastlar ve kondroblastlar da
pihtida goérilmeye bagslar. Yumusak kallusu kikirdak, osteoid ve kollajen
karigimi olusturur (33).

Kalsifiye kikirdagin ortaya ¢ikmasi ile ki bu 3-4 haftayl bulmaktadir
kirik iyilesmesinde yumusak kallustan sert kallusa gegis olusur. Bu kallus
daha sonra mineralize olmaya baslar. Bu olayda osteoblastlar tarafindan
salinan matriks vezikulleri yiksek konsantrasyonda Ca*? ve PO4 iyonlari,
siklik adenozin monofosfat (cCAMP), adenozin trifosfat (ATP),
adenozintirifosfataz, ALP, pirofosfataz, Ca*? baglayici protein ve fosfoserin
gorev alir. Pirofosfatlar, pirofosfataz ile pargalanir ve mineralizasyon baslar.
Kalsiyumun c¢okmesi icin gereken fosfat ise alkalen fosfataz araciligi ile
saglanir. Kallus kalsifiye olurken matriks igcinde kalan osteoblastlar osteosite
donuserek trabekuller ag olusur. Kalsifiye doku igerisinde kalan kondrositler
difizyonla beslenemedikleri igin 6lir ve yerlerinde lakunalar olusur. Olusan
bu lakunalara kapiller damar ve kemik hucreleri girer. Bu sure¢ kemigin

gelisiminde normal buylime plaginda goérulen olaylari taklit eder. Sert kallus
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olusumu kirik uglari tam birlesene kadar devam eder (Resim-6) . Daha sonra

olusan bu kallus olgun lameller kemige donusur (33, 38).

Resim-6: Kirik iyilesmesinde sert kallus olusma evresi: meddller, periostal ve
eksternal yumusak kallus, sert kallusa donusurken mineralize olur (33).

Kirik iyilesmesinin son evresi olan yeniden sekillenme kiriktan
yaklasik 6 hafta sonra baslayip aylar veya yillarca devam edebilir. Bu
dénemde gulcli ama dizensiz olan sert kallus normal dizenli lamellar
kemige donusur. Kirik c¢evresindeki fazla kallus dokusu rezorbe olur,
meduller kanal agilir ve normal kemik yapi olusur. Klinik olarak iyilesme kirik
kemigin eski normal kuvvetine dénmesi ile tamamlanir. Yeniden sekillenme
evresi igin en 6nemli etken fiziksel zorlanmalardir. Kemige gelen yukin
degismesi dokuda yapisal degisikliklere yol agar. Bu durum Wolf yasasi
olarak da bilinmektedir. Buna gore mekanik strese maruz kalan kemigin
konveks yuzunde pozitif konkav ylzinde ise negatif elektrik yUkleri hakim
olur. Pozitif yuk osteoklastik aktiviteyi artirarak konveks ylzde kemigin
rezorpsiyonuna, negatif yluk ise osteoblastik aktiviteyi uyararak konkav yuzde
yeni kemik olusumuna yol acar (33, 38). Bu sekilde sekilsiz olan yeni kemik
dokusu sekillenerek olgun hale gelir ve bu sekilde ikincil kirik iyilesmesi

tamamlanir (Resim-7).
15



Osteoklastlar

T QR et (7, <
o e s e '

Rt

S
\”

S e sp M P

B s s eI - el Vs 3 o~ R o e 4 .
TR T SBT & SOTR ST PR LT o e
TN » R« -

>~ ~L

Resim-7: Kirik iyilesmesindeki kemik remodelizasyon evresi: osteoblastik ve
osteoklastik aktivite sert kallusu lamellar kemige donusturir. Normal kemik

konturlari olusur, hatta agilanma kismi veya tam olarak duzelir (33).

icten tespit uygulanan ve kemik uglari arasinda hareketin olmadigi

mutlak denge saglanan kiriklarda birincil tip iyilesme olusur. Burada kirik

uclari arasinda belirgin dis kallus gelismeksizin temas saglanan kemik

yuzlerde osteonlarin direk uzanmasi ile gerceklesen yeni lameller kemik

olusumu s6z konusudur (33, 35, 36). Osteoklastlar kirik hattinda ilerlerken

onlari osteoblastlar takip eder ve yeni kemik matriksi sentezlenir. Kan

damarlari da osteoblastlari izler. Yeni olusan kemik matriks osteositleri sarar

ve kan damarlari ¢evresinde yeni havers kanallari olusur (33, 35, 37).

Kirik iyilegmesini Etkileyen Faktorler

Kirik iyilesmesi kirigin olustugu andan itibaren baglayip tum iyilesme

asamalari tamamlanana kadar ¢esitli faktorlerin olumlu veya olumsuz etkisine

maruz kalan dinamik ve karmasik bir surectir (1). Kirik iyilesmesini etkileyen

faktorler genel ve bolgesel olarak ikiye ayirilhr.
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Genel Faktorler

Cocuklarda kirik iyilesmesi daha hizli gergeklesir. Cocuklarda
farkhlasmamis mezankimal hlcre sayisi fazladir ve bu hicreler daha hizl
diferansiye olurlar. Bu yetenek erigkin yasa gelince azalir (5).

BlyUme hormonu ve insulin anabolizan hormonlar olup kirik
iyilesmesini olumlu etkiler. Her ikiside proteine bagli Ca*? artisi saglayarak
iyilesmeye katkida bulunur. Parathormon dogrudan kemige etki ederek kemik
rezorpsiyonunu artirir. DUsUk dozlarda trabekuler kemik yapimini artirdigini
gOsteren deneysel calismalar olsada net etkisi kemik kaybi ve Kkirik
kaynamasinin yavaslamasidir.

Kalsitonin parathormon antagonisti olup hem kompakt hemde
trabekiler kemik yapimini uyarir. Ayrica plazmadaki Ca*™ ve fosfor
duzeylerini duasurdr. Kemik rezorpsiyonunu azaltip osteoblastik aktiviteyi
artirir (25, 39). Tiroid hormonlari hem kemik yapimini hem de yikimini uyarir.
Hipertiroidili hastalarda kemik yikimi artar. Kortikosteroidler osteoblastlarin
gelisimini yavaslatip, matriks protein sentezini azaltarak kirik iyilesmesini
yavaslatirlar. Ostrojen ve androjenler kemik yapimini artirir (32, 40).

Kronik hastaliklar hem kendileri hem de tedavilerinde kullanilan
sitotksik ajanlar, steroitler ve steroit olmayan antiinflamatuar ilaclar sayesinde
kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkiler. Paget hastaligi, osteopetrozis,
osteomalazi, gaucher hastaligi v.b. sistemik tutulum yapan genetik ve
metabolik hastaliklar kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkilerler. Kafa
travmasinin eslik ettigi kiriklar asir kallusla iyilesir ancak bununla birlikte
heterotopik ossifikasyon riskide artar (33).

Vitamin A mezensimal hicre farklilagsmasini uyararak kirik
iyilesmesini olumlu etkiler. Ancak eksikliginde kemik olusumu yavaslar,
epifizyel kikirdak gelisimi azalir ve enkondral biylime durur. Fazlaliginda ise
hicre farklilagsmasi yavaslar ve kikirdakta erezyon gelisir. Vitamin D
eksikliginde Ca*? diizeyi diser ve kalsifikasyon zayiflar. Kalsiyumun kemikten
kana salinimi artar. Normal dozlarda kirik iyilesmesini uyarir. Yiksek dozda
kirik iyilesmesini olumsuz etkiler. Vitamin C kirik iyilesmesinde ve kikirdak

sekillenmesinde etkindir. Kollajen sentezini uyarir ve kirik iyilesmesini olumlu
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etkiler (41). Eksikliginde kirik iyilesmesi olumsuz etkilenir. Vitamin E kirik
hematomunda olusan serbest oksijen radikalleri Uzerine antioksidan etkinligi
oldugu gosterilmis olup erken dénemde kirik iyilesmesine olumlu etkileri
olabilecegi bildirilmistir (42). Aminoasitlerin, karbonhidratlarin, yaglarin ve
eser elementlerin kirik iyilesmesinde 6nemli rolleri vardir.

Steroid olmayan antiinflamatuar ilaglarin prostoglandin sentezi
inhibisyonu yaparak ve kirik iyilesmesinin erken déneminde kanlanmanin
artisini  engelleyerek olumsuz yonde etkili oldugu belirtiimistir (43).
Antikoagulanlar kirik iyilesmesini tedavi edici dozlarda kullanildiklari zaman
azaltirlar. Profilaktik dozda kullanilan dusuk molekdl agirlikli heparinin kirik
iyilesmesine olumsuz etkisi yoktur. Periferik vazodilatatér olarak kullanilan
pentoksifilinin kirik iyilesmesini erken donemde uyardidi ancak uzun surel
kullanimda histolojik olarak kirik iyilesmesini geciktirdigi bildiriimektedir (44).
Antibiyotikler 6zellikle kinolon grubu antibiyotikller kollajen yapimini
etkileyerek kirik iyilesmesi geciktirirler. Nikotinin kirik iyilesmesini olumsuz
etkilerken, hiperbarik oksijen tedavisi iyilesmeyi olumlu etkiler (45, 46).
Bifosfonatlardan zolendronate metafiz bolgesindeki kemik yapimini uyararak
trabekuler kemik hacmini artirir (47).

Bolgesel Faktorler

Gegirilen taravmanin siddetine bagli olarak kirik bélgesindeki ¢evre
yumusak dokularin yaralanma derecesi kirik iyilesmesinde en etkili faktordir.
Kirik cevresindeki yumusak doku hasari ne kadar fazla ve nekrotik doku
miktari ne kadar ¢oksa bu bolgeye gelecek mezenkimal hicre ve yeni
damarlarin sayisi o kadar azalacaktir. Bunlar kirik iyilesmesini olumsuz
etkiler. Agik kiriklarda kirik hematomunun bosalmasi ve dis ortamla temas
kirik iyilesmesini olumsuz etkileyerek enfeksiyon riskini artirir. Kirik uglari
arasina yumusak doku girmesi ve kirik uglarinin birbirlerinde uzak olmasi da
kirik iyilesmesini olumsuz etkiler. Segmenter kiriklarda intramedduller
kanlanma bozuldugu igin kirik iyilesmesi olumsuz yonde etkilenir. Spiral ve
oblik kiriklarda temas yuzey alani fazla oldugundan transvers kiriklara gore
daha iyi kaynar. Eklem ig¢i kiriklarda kirik pargalarin arasindaki sinovyal

sivinin igeriginin etkisi ile kaynamama veya gecikmis kaynama gozlenebilir.
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Lokal olarak uygulanan radyoterapi sonrasi isinlanan alandaki hucrelerin
Olmesi, damarlarda tromboz ve kemik iliginde fibrozis gelismesi ile kirik
iyilesmesi gecikir veya durur (5, 33). Ekstrakorporeal olarak uygulanan sok
dalgasi tedavisi kirik iyilesmesini olumlu etkiler (48). Lokal olarak uygulanan
embrionik mezenkim dokusu kirik iyilesmesine olumlu katki saglar (49).
Lenfodem kirik iyilesmesini olumsuz etkilerken biyofizik stimtlasyonu uygun
teknikle dogru hastaya uygulanirsa kirik iyilesmesini olumlu etkiler (50, 51).
Kontrolli hareket kirik iyilesmesini uyarirken asiri hareket ise
enkondral kallus formasyonunu bozabilir. Kirik tespiti iyilesmeyi hizlandirir.
Ancak buyuk insizyonla acgilan diseksiyonlar bolgenin kanlanmasini bozarak
kirik iyilesmesini olumsuz etkiler (34). Tekrarlayan rediksiyon manevralari

kirik hematomunun bitlnlidinit bozarak kallus gelisimini geciktirir.

Glutamin-Alanin

Glutamin, vlcutta en yaygin bulunan ve birgok metabolik olayda
onemli rol oynayan nétral bir aminoasittir (52). Hlcre tarafindan glutamin
sentetaz araciligiyla sentezlendigi icin non-esansiyel aminoasit olarak
adlandirilir. Glutamin dokular arasinda nitrojen transferini saglar ve bobrek
amonyumunun en 6nemli kaynadini olusturur. Uriner amonyumun 2/3‘G
glutaminden  olusur. Bobrekler tarafindan  asit-baz  dengesinin
dizenlenmesinde kullaniimaktadir. Glutaminaz, glutaminden idrarla atilan
amonyagi serbestlestirir (52, 53). Dolayisi ile glutamin vicudu yuksek
amonyum seviyelerinden koruyan nitrojen mekigi olarak gorev yapar.

Gastrointestinal sistemden emilen aminoasitlerin bir kismi karacigere
giderken, bir kismi da hUlcre i¢i aminoasit havuzunda toplanip protein ve
diger nitrojenli maddelerin sentezinde kullanilir. Glutamin enterositlerde
metabolize olur, protein sentezinin duzenlenmesinde goérev alir ve tum
hdcrelerin nukleik asit biyosentezinde oncu madde olarak gorev yapar.
iskelet kaslar glutaminin sentez ve depolanma yeridir. iskelet kasindaki
konsantrasyonu dolasan kandakinin yaklasik 30 katidir (54). Glutamin gizgili

kaslarin korunmasinda ve glukoz dengesinin saglanmasinda onemlidir, zira
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glutamin glikoneogenezde substrat islevi gorur ve karacigerde glikojen
sentezini uyarir (55).

Glutamin hucrelerin hizli ¢ogalma surecini, hem enerji hem de
biyosentetik 6ncl kaynak olmasindan dolayi kolaylastirir (56, 57). Bagisikhk
sisteminde birgok hlcre hizla prolifere olmaktadir. Glutamin fibroblast,
epitelyal hucrel, lenfosit ve makrofaj gibi hizla g¢ogalan hucrelerin eneriji
kaynagidir. Ayrica lenfosit proliferasyonu ile nétrofil ve makrofajlarin
fonksiyonlarini en uygun sekilde yerine getirmeleri agisindan da esansiyel
Ozellikte bir aminoasittir. Rat ve insan lenfosit proliferasyonunun glutamine
bagimli oldugu agik¢a gosterilmistir (58). Plazma glutamin dizeylerinin dusuk
oldugu durumlarda nétrofillerin bakterisidal 6zellikleri bozulur (59, 60), T-
lenfositleri baskilanir (60-62), makrofajlarin fagositik aktiviteleri ve interlokin
(IL-1) yapimi azalir (60, 62, 63).

Kirik iyilesmesinin inflamatuar evresinde polimorfniveli I6kositlerden
serbest oksijen radikallerinin salinir (6). Glutamin, dokulari serbest radikal
hasarina kargi koruyan major bir antioksidan olan glutatyon sentezinin
onculugunu de yapmaktadir (64).

Glutamin, katabolik kosullar altinda esansiyel aminoasit halini alir
(52, 65). Sepsis, travma, cerrahi girisimlerde iskelet kaslarindan c¢ok
miktarda glutamin salinir ve bunun sonucu olarak kas kitlesinde glutamin
dizeyi azalir (66). Diger aminoasitlerin de miktarlarinin diismesine ragmen
istirahat doneminde normale ddnerler, fakat glutamin seviyeleri uzun sure
dusuk kalir (54). Katabolik durumlar ve elektif cerrahi gibi durumlarda
glutamin miktari mutlaka eksilir. Nitrojen dengesinin saglanmasi ve
immunosupresyonun iyilestiriimesi ise glutamin eksikliginin giderilmesi ile
mumkun olabilir (67). Kritik hastalarda kan ve doku glutamin duzeyleri azalr
ve bu disus hastanin anabolik doneme gegisine kadar devam eder. Bu
durum endojen glutamin Uretiminin tiketimden az oldugunu ve diyete
glutaminin eklenmesi gerektigini gosterir (68, 69).

Alanin, vucutta triptofan ve pridoksin  metabolizmasindan
sentezlendigi icin non esansiyel aminoasit olarak ifade edilir. Alanin piruvatin

transaminasyonu araciligi ile vucutta Uretilir. Glutaminle beraber alanin
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glukoz metabolizmasi ara UrUnlerine donusebildikleri igin  glukojenik
aminoasitler olarak da adlandirilir (54).

Bu caligmada cesitli metabolik olaylarda olumlu etkiye sahip L-
Glutamin ve L-Alanin’in tavsanlarda kirik olusturularak kemik iyilesmesi

uzerindeki etkileri aragtirildi.
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GEREG VE YONTEM

Bu calisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 07.07.2009 tarihli toplantisindaki 2009-07/12 sayisi ile verdigi etik
kurul onayi ve Uludag Universitesi Tip Faklltesi Dekanhiinin izni ile Deney
Hayvanlari Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden alinan, kilolari 2,
5-3, 0 kg arasinda degisen ve 3 aylik olan 20 adet geng eriskin Yeni Zelanda

beyazi tavsan Uzerinde gergeklestirildi.

Calisma Plani-Cerrahi Teknik

Hayvanlar her bir grupta 10 adet olacak sekilde kontrol ve
immuUnnutrisyon olarak, iki gruba ayrildi. Her iki gruptaki hayvanlara
intramuskuler olarak 5 mg/kg ksilazin, 35 mg/kg ketamin ile anestezi
uygulandi. Daha sonra tavsanlar sag arka ekstremiteleri yukarida kalacak
sekilde yatirildi. Fibula bolgesi %10 serbest alkol iceren 10 gr povidon iyot
(Batticon-Adeka) ile dezenfekte edildikten sonra fibulanin yaklasik 1 cm
posteriorundan 1-2 cm'lik cilt insizyonu yapildi. Cilt alti diseksiyona cilt
kaydirilarak fibula Uzerinden devam edilerek fibula cismine ulagildi (Resim-
8).
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Resim-8: Tavsan fibulasina ulasmak igin yapilan cilt kesisi.

Doku makasi ile fibula cisminde oblik bir kirik olusturuldu (Resim-9,
10).

Resim-9: Eksplore edilmis tavsan fibulasinda cerrahi olarak kirik
olusturulmasi.
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10: Cerrahi olarak olusturulmus kisa oblik kirik.

Cerrahi alan serum fizyolojik ile yikandiktan sonra cilt primer olarak
kapatildi (Resim-11). Yara batticon ile pansuman edilerek yara ortlcu sprey
(Opsite- Smith & Nephew ) sikilarak agik birakildi.

» .
Resim-11: Dikilmig cilt insizyonu.
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Ameliyat sonrasi birinci gunden itibaren deney grubuna 30 gin
boyunca standart tavsan yemi ve suya ilaveten 2 ml/kg/gin %20’ lik L-alanil
L-glutamin sollsyonu (Dipeptiven, Fresenius Kabi) gastrik sonda ile verildi.
Kontrol grubundaki hayvanlar ise standart tavsan yemi ve suya ek olarak
gastrik sonda ile 2 ml/kg/gun izotonikle beslendi. Daha sonra deneyin 30.
gunu tamamlaninca tavsanlar sakrifiye edildi. Kirik olugsturulan alt
ekstremiteleri kalca ekleminden dezartikile edilerek etraf yumusak dokular
kallus dokusuna zarar verilmeyecek sekilde uzaklastinldi. Kirik klinik,

radyolojik ve histopatolojik olarak kaynama duzeyleri agisindan incelendi.

Radyolojik inceleme

Tavsanlarin ¢ikarilan alt ekstremitelerinin én-arka ve yan grafileri
cekildi. Bu réntgen filmleri Ortopedi ve Travmatoloji’ den 5 ve Radyoloji
boliminden 5 ayri uzman doktor tarafindan degerlendirilerek Lane ve
Sandhu'nun (70) radyolojik skorlama sistemi ile sayisal olarak puanlandiriidi
(Tablo-1).

Tablo-1: Radyolojik skorlama sistemi.

Skor Radyolojik bulgular
0 lyilesme yok
1 Kallus formasyonu
2 Kaynama baglangici
3 Kirik hattinin kaybolmaya baslamasi
4 Tam kaynama

Klinik Muayene

Fibuladaki kaynama Dimar ark.’nin (71) tarif ettikleri gibi iki planda

muayene ile subjektif olarak degerlendirildi (Tablo-2).
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Tablo-2: Klinik olarak kallus dokusu degerlendiriimesi.

Skor Kink Bolgesindeki klinik bulgular
0 Kaynamama ( her iki planda hareket olmasi )
1 Orta derecede kaynama ( tek planda hareket olmasi )
2 Tam kaynama ( hi¢ hareket olmamasi )

Histopatolojik inceleme

Klinik ve radyolojik degerlendirmeler yapildiktan sonra kirilk kaynama
bdlgesinden hazirlanan 6rneklere, %10 konsantrasyonlu formalinde 3 gun
bekletilerek doku tespiti yapildi. Dekalsifikasyon elektrolitik metod kullanilarak
yapildi ve buna gore dokular 2 hafta boyunca, 2 glnde bir degistiriimek
suretiyle dekalsifikasyon c¢ozeltisinde bekletildi (72). Akar suda 4 saat
yikanan dokular, dereceli alkollerde (%70, 80, 90, 96, 100) birer saat tutuldu
ve sonra bir gece ksilolde ve daha sonra sivi parafinde iki saat bekletilerek
parafin bloklar olusturuldu. Rotary mikrotomda 5 mikron kalinhiginda
kesitlerden hazirlanan lamlar, hematoksilen-eozin ile boyandi ve isik
mikroskobunda incelendi. Kallus dokusu histopatolojik olarak Huo ark.nin

(73) onerdigi sistem ile (Tablo-3) puanlandi.
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Tablo-3: Kirik iyilesmesinin histolojik degerlendiriimesinde puanlama sistemi.

Skor Kirik boélgesi histolojik bulgulari

Fibréz doku

Agirlikli fibréz doku ve az miktarda kikirdak doku

Esit miktarda fibréz ve kikirdak doku

Agirlikli kikirdak az miktarda fibréz doku

Kikirdak doku

AQgirlikli olarak kikirdak ve az miktarda olgunlagsmamis kemik doku

Esit oranlarda kikirdak ve olgunlasmamis kemik doku

Agirlikh olarak olgunlasmamis kemik ve az oranda kikirdak doku

©O©| 0| N| o o | W| N| P

Tamamen olgunlagmamis kemik doku

Olgun (lamellar) kemik doku

=
o

istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS 13.0 paket programinda yapildi.
Betimleyici istatistikler olarak median, minimum ve maksimum degerleri
kullanildi. iki bagimsiz grubun karsilastirimasinda mann-withney u testi,
bagdimli gruplarin karsilastirlmasinda wilcoxon testi kullanildi. Degiskenler
arasindaki iligkinin incelenmesinde Spearman korelasyon analizi kullanildi.
P< 0.05 anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismada deney grubundan iki tavsan deneyin 1. haftasinda gastrik
sonda ile verilen dipeptiven solisyonunu aspire etti. Tavsanlardan biri
aspirasyondan hemen sonra dakikalar i¢inde digeri ertesi gun oldu. Kontrol
grubunda bir tavsan deneyin 1. haftasinda kafes temizligi yapilirken sag alt
ekstremitesinin kafese sikismasi sonrasinda cikartilirken femur kirigi olustu.
Tavsana pelvipedal algi uygulandi. Bu tavsan gelisen femur kirngini takip
eden Uguncu gununde 0ldu. Kontrol grubundan bir tavsan deneyin ikinci
haftasi kafesinde 6lU bulundu. Bu tavsanin 6lim sebebi anlasilamadi. Geriye
kalan deney grubundan 8, kontrol grubundan 8 tavsanla deneye devam
edildi. Deney suresi boyunca higbir tavsanda cerrahi alanda infeksiyon
gelismedi. Femur kirigi gelisen bir tavsan diginda hicbir tavsanda sadece

fibula kirgi olusturuldugu icin fonksiyonel sorun gézlenmedi.

Radyolojik Bulgular

Radyolojik degerlendirme sonucunda kontrol grubunda, ortopedi ve
travmatoloji uzmanlarinin ortalama puani 2,5 (minimum 0.4 — maksimum 3,6)
radyoloji uzmanlarinin ortalama puani 2,65 (minimum 0,6 — maksimum 3,8)

olarak saptandi (Resim-12,13).
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Resim-12: Kontrol grubu on-arka grafi.

_
Resim-13: Deney grubu on-arka grafi.
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Deney grubunda ortopedistlerin ortalama puani 3,42 (minimum 3,0 —
maksimum 3,8) radyologlarin ortalama puani 3,35 (minimum 2,4 -
maksimum 4,0) olarak saptandi. Ortopedist ve radyolologlarin ortalama
puanlari deney ve kontrol gruplari agisindan karsilastirildiginda aralarinda
anlamli fark bulunmadi ( p= 0.13 ortopedi, p=0.279 radyoloji (Tablo-4, Sekil-
1).

Tablo-4: Radyolojik puanlarinin ortalama degerleri.

Hayvan Deney grubu Kontrol grubu
1 3,73 0,86
2 3,67 2,46
3 2,2 3,66
4 3,4 3,93
5 2,93 1,33
6 3,93 3,33
7 2,87 3,8
8 3,47 2,87
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Puan

3,9 -

25 1
H Deney grubu

15 Kontrol grubu

0,5

1 2 3 4 5 6 7 8 Hayvan

Sekil-1: Ortopedi ve Radyoloji hekimlerinin verdikleri ortalama puanlarin
dagilim grafigi.

Klinik Muayene Bulgulari

Klinik muayene deneysel calismanin disinda olan bagimsiz bir
ortopedi doktoru tarafindan ilgili ekstremiteler dezartikile edilip yumusak
dokular  uzaklagtirildiktan  sonra  subjektif olarak yapildi.  Klinik
degerlendirmede kontrol grubu ortalama puani 1,875 ( minimum 1,0 —
maksimum 2,0 ) deney grubunda ise ortalama puan 2,0 ( minimum 2,0 —
maksimum 2,0 ) olarak bulundu (Tablo-5, Sekil-2).
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Tablo-5: Deney ve kontrol gruplarinda kallus dokusunun klinik degerlendirme

puanlari.
Hayvan Deney grubu — Puan Kontrol grubu — Puan
1 2 1
2 2 2
3 2 2
4 2 2
5 2 2
6 2 2
7 2 2
8 2 2
Puan

15 B B B B R B B
1 v ® Deney grubu
Kontrol grubu

05 2. R B B B B

0 1‘/ T _ T T T _ — T_b

1 2 3 4 5 6 7 8 Hayvan

Sekil-2: Kallus dokusunun klinik puanlarinin dagilim grafisi.

Klinik degerlendirmede her iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmadi (p=0,721).
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Histopatolojik Bulgular

Klinik ve radyolojik incelemenin ardindan hazirlanan preparatlar Huo
ark.’nin (73) tarif ettikleri kriterlere gore histopatolojik olarak degerlendirildi.
Bu degerlendirmede kontrol grubu ortalama puani 8,5 ( minimum 8,0 —
maksimum 9,0 ) deney grubunda ise ortalama puani 9,0 ( minimum 9,0 —
maksimum 9,0 ) idi (Tablo-6, $Sekil-3).

Tablo-6: Deney ve kontrol gruplarin histopatolojik puanlari.

Hayvan Deney grubu — Puan | Kontrol grubu — Puan
1 9 9
2 9 9
3 9 9
4 9 9
5 9 8
6 9 8
7 9 8
8 9 8
Puan
g -
7 |
~ mDeney grubu
> Kontrol grubu
3 L
1 B T T T _7

1 2 3 4 5 6 7 8 Hayvan

Sekil-3: Histopatolojik puanlarin dagilim grafisi.
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Histopatolojik degerlendirmede kontrol grubunun 4 tanesinde evre-8

iyilesme 4 tanesinde evre-9, deney grubunun tamaminda Evre-9 iyilesme

tespit edilmesine karsin her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadi (p=0,105) (Resim-14, 15, 16, 17).

Resim-14: Kontrol grubu Evre-8 iyilesme: immatir kemik (iK) ve az miktarda
kikirdak (K) doku goérintyor (x100 biylutme Hematoksilen-Eozin boyamasi).

Resim-15: Kontrol grubu Evre-8 iyilesme: immatiir kemik (iK) ve az miktarda
kikirdak (K) doku goérinuyor (x200 buyutme Hematoksilen-Eozin boyamasi).



Resim-16: Deney grubu Evre-9 iyilesme: Kirik hattindan (KH) gegen kesitte,
tamamen immatur kemik (IK) dokusu gorullyor (x40 buiyutme Hematoksilen-
Eozin boyamasi) .

Resim-17: Deney grubu Evre-9 iyilesme: Tamamen immatir kemik dokusu
goraluyor (x100 buyutme Hematoksilen-Eozin boyamasi).



TARTISMA VE SONUG

Esansiyel olmayan bir amino asit olan glutamin, son zamanlarda
saptanan 6nemli fizyolojik rolleri nedeniyle birgok bilimsel galisma igin ilgi
odag! olmustur. Hizl ¢ogalan hucreler icin yakit kaynagi olmasi, nukleik
asitler, nukleotidler, amino sekerler ve proteinler icin preklrsor gorevi
ustlenmesinden dolayi, 6zellikle ¢oklu yaralanmalarda veya sepsis, yanik gibi
kritik durumlarda glutamin esansiyel aminoasit olarak kullanilir (52). Vacudun
asirt strese maruz kaldigi durumlarda kas dokusu, bazi aminoasitleri
saglamak icin depo goérevi yapar ki bu aminoasitlerin en énemlisi glutamindir.
Glutamin dizeyinin dismesi kotlu klinik sonugla iligkili olup bu miktarin
azalmasi kaslarda yikim surecini baglatarak mortalite ve morbidite oranlarini
yukseltebilir. Paranteral veya enteral yoldan glutamin kullanimi Kkritik
hastalarda sepsise bagl komplikasyonlari azaltmakta ve daha iyi fonksiyonel
sonuglara yol agmaktadir (67, 74).

Literatirde oral yoldan verilen glutaminin kirik iyilesmesi Uzerine
etkisi ile ilgili bir galisma bulunamamistir. Bu c¢alismada glutaminin c¢esgitli
faydali etkileri goz 6nlne alinarak kirik iyilesmesine de olumlu katkisinin
olabilecegdi dusunulmuis ve bu baglamda yara iyilesmesi ile kirik iyilesmesinin
birbirine benzerligi yol gosterici olmugtur.

Glutamin tek basina kararsiz bir yapida olup suda cabuk denature
olur. Alaninle birlesen glutamin ve olusan dipeptid yapi, sulu ¢ozeltilerde
stabil olarak kalabilir. L- aminoasitler D-aminoasitlere gére daha kolay
emilirler (54). Bu nedenlerle galismamizda L-alanin L-glutamin sollsyonu
kullanilarak glutaminin aktif transportla emilimi saglanmis ve ¢abuk denature
olmasi engellenmistir.

Deneysel kirik iyilesmesi calismalarinda fare, sican, tavsan, kedi,
kdpek, koyun, at ve primatlar kullaniimaktadir. Calismamizda da kullanildigi
gibi tavsan, kirik iyilesmesinde sikga kullanilan bir hayvan olup boyutunu
farelere gore buylk oldugundan kolay kirik modeli olusturulmasini saglar (47,

75-77). Tavsanda kirik osteonal iyilesme seklinde havers sistemlerinin
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olusumuyla gerceklesir. Bu yonuyle insanda gorulen kirik iyilesmesiyle
benzerlik gostermektedir (78). Bu ¢alismada da kullanildigi gibi tavsandaki
kirik iyilesmesi sonuglari insanlardaki iyilesme sonuclari ile karsilastirlabilir
olmasi nedeni ile segilen hayvan tipinin deneysel calismalardan dogru
cikarimlar elde etmede 6nemli oldugu dugstncesindeyiz.

Hayvanlarda kemik iyilesmesi ile ilgili g¢alismalarda kirikk modeli
olusturmak icin aglik osteotomi veya kapali kirik teknigi olmak Uzere iki ayri
yontem kullaniimaktadir (79). Calismamizda standart kirlk modeli
olusturabilmek icin fibulada doku makasi ile kirik olusturuldu. Dolayisi ile
olusan periost defekti ve kirik sekli tim deney hayvanlarinda ayni idi. Ayrica
doku makasi ile kirik olusturulmasi osteotomi icin kullanilan elektrikli
testerenin termal nekroz etkisini de ortadan kaldirdigi gértisiindeyiz.

Matos ve ark. (47,78) kirik iyilesmesi ile ilgili calismalarinda deneysel
kirlk modeli i¢in tavsan fibulasini se¢misler, gcalismamizda da ayni bolge
secilmistir. Insanda alt ekstremitede tasinan vyiikler bilyiik oranda tibia
uzerinden olup fibula % 17 oraninda bunu Ustlenmektedir (80). Fibulanin
kullanilmasi kiriktan sonra digtan tespit gereksinimini ortadan kaldirdigi
kanaatindeyiz.

Yaptigimiz c¢alismada higbir deney hayvaninda cerrahi alan
infeksiyonu saptanmamistir.  Ameliyat sirasinda koruyucu antibiyotik
vermememize ragmen yara Uzerine Orticl sprey (opsite) sikilarak
kapatiimasinin bunda etkili oldugu gorigundeyiz.

Fini ark. (76) 50 tavsanda olusturduklari deneysel fibula kirigi ve
femur kondil defektlerinde oral yoldan verilen esansiyel aminoasitler ve laktoz
iceren besinlerin  kirik iyilesmesine olumlu etkisini  bildirmislerdir.
Calismamizda da tavsan fibula kiriginda bir baska esansiyel aminoasit olan
glutaminin etkisi arastiriimis olup her iki calisma gerek secilen hayvan modeli
gerekse verilen madde olarak aminoasitin secilmesi bakimindan benzerlik
gOstermektedir.

Tavsanlarda olusturulmus bir kirlk modelinde kirik iyilesmesinde
altinci gunde kikirdak adalarinin olusmaya basladidi, on ikinci gunde

merkezin kikirdak doku ile doldugu, Uglnci ve dérdincu haftalarda ise

37



kikirdagin yerini kemik dokusunun aldigi, kaynamanin tamamlandigi
gosterilmigtir. Calismamizda da 4. haftada deneyin sonlandirilmasinin nedeni
bu surenin tavsanlardaki kirk iyilesmesi igin yeterli olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Kirik iyilesmesinin radyolojik degerlendirilmesi icin gesitli yontemler
kullaniimakla birlikte bunlarin ¢ogu yeterince objektif olmayip kisiden kisiye
farkhlik gosterebilmektedir. Bazi g¢alismalarda direkt grafilerde kirik uglar
arasindaki kdprulesmenin durumu degerlendirilmistir (70, 81). Calismamizda
radyolojik degerlendirme igin yaygin olarak kullanilan Lane ve Sandhu’nun
(70) skorlama sistemi kullaniimig olup sonuglar birden fazla Ortopedi ve
Travmatoloji ve Radyoloji uzmani tarafindan degerlendirilmistir (82-85).
Bunun daha objektif bir degerlendirme sagladidi gorisindeyiz.

Klinik uygulamada kemik kaynamasi hem fizik muayene hem de
radyolojik tetkik ile takip eidlmektedir. Bu galismada klinik uygulamadakine
benzer sekilde kirik fibulalara iki planda zorlayici hareket yaptirilarak
kaynamanin varhgl arastirlmis ve bu radyolojiye ek bir degerlendirme
saglamistir. Dimar  ve ark. (71) calismalarinda stabilitenin
degerlendiriimesinde iki planda klinik muayene yapilmasini vurgulamislar ve
bu da bizim uygulamamizi desteklemektedir.

Kirik iyilesmesi ile ilgili histopatolojik degerlendirmelerin bazilarinda
puanlama olmaksizin kalitatif sekilde sonug verilmektedir (86, 87). Allen ve
ark. (41, 88, 89) histopatolojik olarak 5 evreli degerlendirmeyi bildirmislerdir.
Huo ve ark. (73) ise bu konuda daha kapsamli bir yontem bildirmiglerdir.
Calismamizda histopatolojik degerlendirmede Huo ark.’nin (73) o6nerdigi
sistem kullaniimigtir. Bu sisteme gore 10 evrede inceleme yapilmakta olup
bu yontemin daha detayli daha kesin sonug verecegi gorusundeyiz (85, 90,
91).

Canli organizmalarda fizyolojik ve patolojik olaylar sonucu zararli
etkileri olabilen drunler ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar arasinda en onemlileri
serbest oksijen radikalleri olup vicutta antioksidatif sistem ile dengelenirler
(92). Antioksidan molekullerin kirik iyilesmesi Uzerine etkileri incelenmis,

Ozellikle bazi vitaminlerin ve esansiyel aminoasitlerin Uzerinde durulmustur
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(6, 41, 89, 93-95). Glutamin antioksidan sistemin bir Uyesi olan glutatyon-
peroksidaz enziminin prekursoru olup antioksidan olarak da iglev
gormektedir. Antioksidanlarin kirik hematomunda bulunan serbest oksijen
radikallerinin etkisini azalttiklari ve kirik iyilesmesini olumlu etkileyebilecedi
Durak ve ark. (42) ile Sarisbzen ve ark.’nin (41) yaptiklari ¢aligmalarla
vurgulanmistir.  Bu nedenle c¢alismamizda diger etkilerinin yanisira
antioksidan olan glutaminin kink bdlgesinde bulunan serbest oksijen
radikallerini azaltip kirik iyilesmesini olumlu etkileyebilecegi de dustnulmis
ancak bu konu ile ilgili belirteglere bakilmamigtir.

Sinha ve Goal (77) tavsanlarda yaptiklari galismada oral aminoasit
olarak lizin ve argininin vermisler ve bunun kallus damarlanma ve
mineralizasyonunu artirdigint  ve iyilesme slresini 2 hafta kadar
hizlandirdigini  bildirmislerdir. Kdolsky ve ark. (96) tarafindan yapilan
deneysel calismada kobaylarda femur diafizinde defekt olusuturulmus ve
femura k teli ile intrameduller tespit yapiimistir. Bulgular histolojik mekanik ve
radyolojik olarak degerlendirilmis ve sonugta L- Arginin alan hayvanlarda kirik
iyilesmesi ve mekanik stabilitenin daha iyi oldugu bildirimigtir. Calismamizla
karsilastirildiginda kullandigimiz aminoasit glutamin olup femur yerine fibula
kullanilmig ve mekanik degerlendirme yapiimamistir. Bu nedenle kirik
iyilesmesi Uzerine aminoasitlerin etkisi duslince olarak benzese de bu
calisma teknik olarak calismamiza benzememektedir.

Calismamizda  histolojik  de@erlendirmede  glutamin  verilen
tavsanlarin hepsinde evre-9 tam iyilesme g0Ozlenirken kontrol grubunun
yarisinda kikirdak ve immatur kemigin birlikte oldugu evre-8 iyilesme,
kalaninda evre-9 iyilesme saptandi. Bu bulgumuz glutaminin kirik iyilesmesi
uzerine olumlu etkisi oldugu gorisumuzi hakh ¢ikartmaktadir. Ancak kontrol
ve deney gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir.
Ayni sekilde radyolojik degerlendirmede deney grubunda ortopedi ve
travmatoloji uzmanlari ortalama puani 5 tam puan Uzerinden 3,42, radyologi
uzmanlari ortalama puani 3,35 iken kontrol grubunda bu puanlar disuk olup
sirasi ile ortalama 2,5 ve 2,65 olarak saptanmistir. Buna karsin aradaki fark

yine istatistiksel olarak anlamli gikmamigtir. Bunun galismamizda kullanilan
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hayvan sayisinin az olmasindan kaynaklandigi gorisundeyiz. Ayrica
iyilesmeyi daha erken evrelerde histolojik olarak degerlendirmenin de anlamli
sonuglar verebilecegi kanaatindeyiz.

Sonug¢ olarak glutaminin yara iyilesmesini hizlandiran, sepsiste
mortalite ve morbidite oranlarini azaltan faydali etkilerine karsin
calismamizda deney grubunda kemik iyilesmesi tUzerinde olumlu etkisi klinik,
radyolojik ve histopatolojik olarak gozlenmis ancak kontrol grubuna gore
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Bu konunun ileride
farkh parametreler goz onlne alinarak arastiriimasinin literattre 11k tutacagi

gorusundeyiz.
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