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Kirik iyilesmesinde sitrik asidinyeri
(Tavsan modelinde deneysel calisma)

Kemal Aktuglu("), Sinan Kara(), Murat Argon(®), Memduh Taner®, Yusuf Duman(®), Hakki Ongag'®

Bu deneysel galismada, tavsan tibiasinda olusturulan deneysel modeldeki kirik iyilesmesinde, Tc99m ile
isaretlenen sjtrik asidin davranisi sintigrafik olarak degerlendirilmistir. Sitrik asidin kemik hiicre metabolizma-
sinda énemli bir etkisi vardir. Ancak nasil bir rol oynadigi bilinmemektedir. Bu konuda bugiine kadar yapilmis
bir caltsma bulunmamaktadir. Otuziki tavsanda sag tibio-fibular bileske dlizeyinde transvers osteotomi ile kirik
olusturuldu. Primer ve sekonder kallus olusumu agisindan iki ayri tipte intramed(iller ¢ivileme ile iki ayri grup
olusturuldu. Kirik iyilesmesi evreleri sintigrafik olarak izlendi. Birinci grupta, 14. ginde ortalama (L/K) orani 2.6
iken, 29. glinde pik yaparak 4.0'a ulastl. Daha sonra 62. gline dogru, 3.0'a hafif bir egri seklinde dtists goz-
lendi. 62. glinden 105. giine dogru keskin bir diigis ile 1.5 degerine inildi. Alti aylik izlemede belirgin bir diz
¢izgi izlendi. lkinci grupta ortalama (L/K) orani, postoperatif 10. glinde 7.5 degerinde pik yaparak, 26. giinlere
dogru belirgin bir diisis ile 3.5'e ulasiimistir. Daha sonra devam eden diisus 43. gline dogru 2.0 degerine
ulasmis ancak 59. glinlerde 2.5'lik degerle hafif bir artis gézlenmistir. Bu artis 91. glinde 2.0 degerinin biraz
altina diiserek 6. aya kadar uzun bir siregte dliz bir ¢izgi olarak devamhilik géstermistir. Her iki grubun ortak
degerlendiriimesinde, kirik iyilesmesinde sitrik asit, ylksek degerlerde tutulus gostermistir. Bulgularimiza gére
remodelasyon dénemi radyolojik gérinimden daha uzun sire molekiiler diizeyde sirmektedir. Bu uzun sdreli
dénemde sitrik asit tutulusu azalarak da olsa strmektedir. Bu bulgular sitrik asidin kemik iyilesmesinde énemli
bir rol oynadigi ve kemige spesifik bir madde olarak sintigrafik degerlendirmelerde kullanilabilecek bir ajan
olabilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Kemik metabolizmasi, sitrik asit, sintigrafi

The role of citric acid in fracture healing (An experimental model in rabbits)

In this experimental study, the role of citric acid which was marked with Tc 99m has been evaluated by
scintigraphic techniques, in fracture healing of experimental model which was formed in the rabbit tibia. Citric
acid has an important effect on the mineral metabolism of bone cell. However its role is unknown. No scienti-
fic study has been found about this subject until today. Fractures were formed in 32 male rabbits with trans-
verse osteotomy in the level of right tibio-fibular junction. Two different types of groups were formed by two
different types of intramedullary nailing for the reason of forming the primary and secondary healing. The sta-
ges of fracture healing were followed scintigraphically. At the first group on the 14th day average (L/K) ratio
was 2.6, then it increased to 4.0 on 29th day. Then, by 62nd day,a slight decrease to 3.0. From 62nd day, to
105th day, it decreased sharply to 1.5. Within 6 months, a clear straight line was seen. In the second group,
on the 10th day, the average (L/K) ratio that was postoperatively made a peak 7.5 and reaching to 26th; by an
evident decrea, it reached to 3.5. Then its decrease continued and by the 43th day, it reached 2.0 but 59th,
little increase was seen like a value of 2.5. This increase came down under the vaule of 2.0 on the 91st day
and showed a continuity by a straight line up to 6th month. In the general evaluation of the two groups, the cit-
ric acid in fracture healing was hold on the high values. According to our observations, the remodelation peri-
od lasts longer than radiologic appearances at the molecular level. In this long time period, holding of citric
acid continues even If it gets less. These observations showed that, citric acid had an important role in fractu-
re healing and it also showed that it could be used as an agent in scintigraphic evaluations as a specific subs-
fance to the bone.
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Kemik metabolizmasi ve kirik iyilesmesini incele-
yen ¢ok sayida calisma vardir (3, 4, 7, 11). Ancak bu
konu tam olarak aydinlatilamamistir (10, 13, 186). ke-
migin tekrar yik tasiyicl konumunu kazanincaya ka-
dar gecirdigi onarim siireci gok degisik diizeylerde et-
kilenmelere maruz kalmaktadir (15). Bunlar histolojik
olarak hiicresel yanit, biyomekanik, biyokimyasal, bi-
yofizik ve osteoindlksiyon gibi etkenlerdir (3, 8, 9,
12),

1971 yilinda Subramanian, Tc99m ile isaretlenen
fosfat bileskelerinin kemik dokusuna ilgisini géster-
mektedir (16). Bu olaydan sonra kemik sintigrafisi en
onemli rutin nikleer tip islemi olarak ginliik uygula-
maya girmistir (6, 7, 16).

Sitrik asit kemik dokusu ve kallus olusumunda et-
kin bir yapitas! olarak taninmaktadir (1, 2, 11). Bu-
nunla birlikte etki mekanizmasi ve roll tam olarak bi-
linmemektedir (18). Iki ayri model olarak primer ve
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sekonder kirik iyilesmesinde, sitrik asidin roliinii mo-
lekiler diizeyde sintigrafik olarak inceleyip su sorula-
rin yanitini aradik.

1.8Sitrik asit kirik iyilesmesinde sintigrafi ile gdste-
rilebilen bir rol oynuyormu?

2. Boyle bir rolii varsa bunun kallus evreleri ile ne
gibi bir iliskisi var?

3. kemik dokusuna spesifik bir yapi tagi olarak
sitrik asit kirik iyilesiminin izlenmesinde, stpheli kirik
tanisinda kaynama gecikmesi ve nonunion tanisinda
klinik uygulanma alani bulunabilecek midir?

Gerec ve yontem

Bu caligma, Ege Universitesi Tip Fakiltesi De-
neysel Cerrahi Merkezi ve Nikleer Tip Anabilim Dali
Unitelerinde gergeklestiriimigtir. Yaslari 6 ile 8 aylik,
agirliklar 2.2-3 kg arasinda degisen 32 albino erkek
beyaz tavsanda sag tibiada olusturulan transvers os-
teotomi modelinde iki farkli tipte kallus dokuus olus-
turmak amaci ile iki farkli tipte intramediiller givileme
uygulandi.

Calisma modeli: 5 mg/kg Ketalar ve 2.5 mg/kg
Dehydrobenzperidol ile anestezi saglandiktan sonra
Alkol Povidone solusyonu ile sag alt ekstremiteyi igi-
ne alan steril saha hazirlandi. Baldir uzun ekseni bo-
yunca 1.5 cm'lik lateral cilt kesisi ile agildl. Kint dis-
seksiyon ile tibio-fibular kemiksel bileskeye ulasildi.
Pens kupon ile fibular kemik bileskeden 0.5 cm'lik bé-
lim eksize edilerek uzaklagtirildi. Periostun korunma-
sia dikkat edilerek Gigli testeresi ile bileske diizeyin-
de transvers osteotomi gergeklestirildi. Iki mm'lik dril
ile mediiller kanal reamirize edildi. Iki farkli givileme
modeli ile iki ayri grup olusturuldu. Birinci grupta me-
diiller kanali iyice dolduran yukarida proksimal tibia
kondillerinden, asagida distal subkondral plaga uza-
nan tek bir kalin intramedilller ¢ivi retgograd olarak
yerlestirildi. |kinci grupta ise elastik bir osteosentez
saglayan iki nisbeten ince intramediiller givi antegrad
olarak tub. tibianin her iki yanindan yerlestirildi.
Transvers osteotomi uygulanmasinin amaci Kirik iyi-
lesmesinin daha uzun sdreli olmasinin istenmesidir.
Daha 6nce tanimlanan bu model hematom, kondroje-
nezis, enkondral kemiklesme ve remodelasyon gibi
kirk iyilsmesinin tim evrelerini igermektedir (3, 13,
15). Postoperatif yara iyilesmesi agisindan ilk 5 giin
bacak algiya alindi (Sekil 1). Postoperatif 6. giinden
baglayarak 7-10 ginliik araliklarla osetotomi bélge-
sindeki kanlanma ve osteoblastik aktivite, Tc 99m-
Citrate ile sintigrafik olarak izlendi. Once sag kulan
veninden 34 mBg/kg'lik dozda Tc99m-Citrate enjekte
edildi. Enjeksiyondan ii¢ saat sonra, Digital Gamma
Kamera (Sophy NXT) ile, disiik enerjili genel anezte-
zi altinda prone pozisyonda 6zel tahtasina tespit edi-
lerek hareketzislestirilen tavsanlarda 100.000 sayim-
lik statik alk ekstremite kemik imajlari eltde edildi (Se-
kil 2, 3). Mesane ve bdbreklerden gelen radyoaktif
yansimalar kursun levhalar ile perdelendi. Tim veri-
ler bir optik diske kaydedildi.

Kirik odagi ve saglam tibia Gzerinde dikdértgen
"Region of Interest” (ROI)'ler gizildi. Bu ROl'lerden

Sekil 1: Postoperatif 5. giinde primer kirik iyilesmesi deney
modelinin gérinima

Sekil 3: Primer kink iyilegmesi
grnedinde, 1. ayda
sitrik asid tutulusu

Sekil 2: Sekonder kirik
lyllesmesi drneginde,
1. ayda sitrik asid
tutulusu

piksel basina disen sayimlar (piksel/sayim) hesap-
landi. Kirik hatti Gzerine gizilen ROl'deki sayimin (L),
saglam tibia da gizilen ROl'deki sayima (K) oranlana-
rak (L/K) elde edildi. Ortaya ¢ikan degerler her tav-
san igin ayri ayri, gruplar olarak ve bir bitin olarak
bilgisayar desteginde hazirlanan grafiklerde irdelendi.
Tavsan basina ortalama alinan scan sayisi 18 oldu.
Onar glin ara ile radyolojik degerlendirme yapilarak
kirik iyilesmesi ile kallus evreleri arasindaki iligki iz-
lendi. Galisma siirecinde ilk 3 ayda 11 tavsan degisik
nedenlerle kaybedildi. Ancak bu kayiplar calismaya
alinan yeni tavsanlar ile ilk 3 ay boyunca giderildi. Bu
nenedle 3 aylik bir dénem igin planlanan ¢alisma 6
ayda tamamlanabildi. Genel durumu iyi olan 14 tav-
sanin 4, 9 tavsanin 5 ve 6 tavsanin 6 ay boyunca ya-
satilabilmesi nedeni ile ge¢ dénem sonuglarida calig-
maya alindi. Grafiksel olarak 3. aydan sonraki seyir
bu canli kalan tavsanlara aittir. Bu galismanin amaci
kirik konsolidasyonu esnasinda birbirini izleyen kallus
evreleri ile sitrik asit iliskisini irdelemek ve Tc99m-Cit-
rate'in kirik iyilesmesini izlemede kullanilabilecek bir
ajan olup olmadigini arastirmaktir.
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Sonuglar

Radyolojik bulgular olarak, primer kirik iyilesmesi
grubunda postoperatif 4. haftada beliren minimal kép-
rilesme tipi kallus daha sonraki dénemlerde oldukga
yavas bir gelisme gosterdi. Olgularin beginde (%31)
6. haftadan sonra ¢ok hafif bir subperiostal dis kallus
olustu. Postoperatif 2. ayda kirik gizgisinin kaybolma
egiliminde oldugu, trabekilasyonun sureklilik kazan-
digi belirlendi. Sekonder kirik iyilegmesi grubunda ise
postoperatif 3. haftada subperiosteal kallus belirgin-
lesmeye basladi. Kallus gelisimi 4 ile 6. haftalarda
durdu. kirik odagindaki trabekiler sireklilik 8 ile 10.
haftalarda gézlendi.

Sintigrafik bulgular: Birinci grupta, 14. giinde or-
talama oran 2.6 iken artarak 29. giinde pik yaparak
4.0'a ulasti. Daha sonra 62. giine dogru, 3.0'a hafif
bir egri seklinde disis gézlendi. 62. giinden sonra
105. gline dogru keskin bir diists ile 1.5 degerine inil-
di. Alti aylik izlemede belirgin bir diz gizgi izlendi
(Sekil 4). Kirik sonrasi 25-50 giinliik dénem remode-
lasyon dénearak bilinmektedir (15).

Ancak bulgularimiza gére remodelasyon dénemi
radyolojik gérinimden daha uzun siire molekiiler dii-
zeyde sUrmektedir. Bu uzun stireli dénemde sitrik asit
tutulusu azalarakta olsa stirmektedr. Ikinci grupta or-
talama (L/K) orani, postoperatif 10 giinde ortalama
7.5 degerinde pik yaparken, 26. giinlere dogru belir-
gin bir disus ile 3.5'e ulagmistir. Daha sonra devam
eden diigiis 43. giine dogru 2.0 degerine ulagmis an-
cak 59. giinlerde 2.5'lik hafif bir artis gdzlenmistir. Bu
artis 91. giinde 2 degerinin biraz altina diigerek 6.
aya kadar uzun bir slregte diz bir gizgi olarak de-
vamlilik gdstermistir (Sekil 5). Tim galisma boyunca,
her iki gruptaki tavsanlarda biyime kikirdaklarinda
daha belirgin olmak Gzere her iki diz ve ayak bilegin-
de yogun aktivite tutulusu dikkat gekmistir.

Her iki grubun ortak degerlendiriimesinde, kink
iyilesmesinde sitrik asit, ylksek degerlerde tutulus
gostermigtir. Bulgularimiza gére remodelasyon déne-
mi radyolojik gériniimden daha uzun siire molekdiler
diizeyde sirmektedir. Bu uzun sireli dénemde sitrik
asit tutulusu azalarakta olsa siirmektedir. Bu bulgular
sitrik asidin kemik iyilesmesinde énemli bir rol oynadi-
gini ve kemige spesifik bir madde olarak sintigrafik
degerlendirmelerde kullanilabilirligini gostermistir.
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Olusgan kirik, organizmada sistemik ve spesifik bir
hiicre yaniti ile yangisal bir dizi olay akisini baslata-
rak yeniden yapilanma ile yik tagiyan kemigin olusu-
munu saglayabilir (15). Kirtk onarimi biyomekanik,
histolojik, biyokimyasal ve biyofizik agidan iyi deger-
lendirilmistir (3, 4, 5, 8, 9, 12, 17). Kirik sonrasi orta-
ya c¢ikan, kallus olusumu ve remodelasyon ile sonug-
lanan olaylar zinciri iyi tanimlanmis olmasina karsin
tam olarak aydinlatiimamistir (4, 11, 13). Bunun ne-
deni olayin kendisinin karmasikligl kadar olaya etki
eden faktdrlerin sayisi, gesitliligi ve olaya katilma
paylarinin degiskenligi olarak 6zetlenebilmektedir
(14, 15, 19).

Kirikta bozulan lokal kanlanma ile olusan hemo-
raji, hicre 6limu ile aseptik yangisal yaniti baslatir
(3, 13). Bu olayi izleyen revasklarizasyon ve nekro-
tik dokularin rezepsiyonu periost, endosteum ve ke-
mik iligi stromasindaki "pluripotential osteoprogenitor”
hiicrelerde fibroblastik, kondrojenik, osteojenik hiicre-
lere farklilagsma izlenir (16). Bir canliy! incelerken, en
alt diizeyde subsellliler ortam, daha sonra sellller,
doku, organ ve organ sistemleri ile olusan organizas-
yon dikkate alinmalidir. Tim memelilerde subselliiler
dizey (nikleid asit, kollajenler, hyalirinik asit, proteg-
likan, protein ve lipidler) ayni molekiler yapiya sahip-
tir (14, 15). Dogal ve anormal kirik iyilesmesini incele-
mek igin oldukga iyi hayvan modelleri tretilebilmekte-
dir (20). Tavsanlarda, uzun kemiklerin biiytimesi ta-
mamlanip periosteal kambiyum tabakasi geriledikten
sonra, kemik olusturma yetenegindeki embriyonik po-
tansiyelli mezensimal hiicreler periostun advensiyel
tabakasinda varliklarini sirdirmeye devam ederler.
Ayni zamanda, bu tip advensiyel hiicrelerin kemik iligi
stromasindan da farklilasabildigi bilinmektedir (10).
Olaya histolojik agidan bakildiginda, tavgan kiriklarin-
da kirik iyilesmesi, 4 evrede incelenmektedir (16). llk
5 giin hematom, 5-14. giinler kondrogenesis, 14-21.
glnler enkondral ossifikasyon, 21 giin ve sonrasi ke-
miksel remodelasyon olarak saptanmistir (3).

Kirik onariminda ilk asama kirik hematomonon
organizasyonudur (4, 8, 13). Ancak hematomun bu
organizasyonu igin yeterli periostun varolmasi gerek-
lidir (15). Ozellikle sekonder kirik iyilesmesinde kallu-
sun kanlanmasini periost saglamaktadir (3, 4). Si-
canlarda yapilan bir deneysel calismada acik intra-
meddller givileme ile tedavi edilen kiriklarda kapali gi-
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vileme ile tedavi edilen kiriklara gére kirik gezgisini
¢aprazlayan kallus dokusunda 4. haftadaki kan akimi
daha fazla bulunmustur (4, 15). Deneysel modelimiz-
de transvers cisim kirnginin agik intramediiller givile-
me ile tedavi olmasidir (15). Ancak bu sekilde kirik
iyilesmesinin izlenmesi miimkin olabilecektir.

Kallus olusumunu etkileyen faktérler olarak; kirk
hematomu, periost, yerel oksijen basinci, BMP, PTH,
Growth Hormon, ACTH-R gibi endokrin, kalsiyum fos-
fat gibi mineral, prostaglahdin, histamin, sinirsel in-
nervasyon, kompresyon, gerilme gibi mekanik etkiler
ile ilgili cok sayida inceleme yapilmistir (3, 4, 8, 17,
19). Kirik kallus dokusunda kan akimi ve mineralizas-
yon kemik olusumunda baslica etkenlerdir (3, 13).

1971 yilinda Subramanian'in tanimladigi 99mTc
ile isaretlenen fosfat bilegikleri kemik sintigrafisini
onemli bir niikleer tip islemi yapmistir (16). Radyolojik
degerlendirmeye goére oldukga dinamik bir inceleme
olan sintigrafisinin degeri iyi bilinmektedir (6, 7, 12).

Sunulan ¢alisma radyoaktif olarak isaretlenen sit-
rik asidin iyilesen tavsan tibia kirnginda mineral meta-
bolizmasindaki pay: ve roll 6lguldi. Bir bagka deyigle
kemige ilgisi olan bir yapi olarak kemik patolojilerinde
tani ajani olarak kullanilabilirligi arastirildi. Bu mad-
denin kullanildigi sican deney modelinde yeni kemik
olusumunun mineralizasyon déneminde tutulus art-
maktadir. Ozellikle sekonder kirik iyilesmesinde 2.
hafta, primer kirik iyilesmesinde ise 4. haftada artig
maksimal olup daha sonra sirasi ile 1.5 ve 2. aylarda-
ki tutuluglarda belirgin bir dists gozlenmektedir. BU
noktadan-gikilarak sitrik asidin kondrojenesis déne-
minde tutulusu anlamli olmaktadir.

Calismamizda kirik iyilesmesi ve kallus olusumu
ile sitrik asit arasinda cok belirgin bir iliski oldugu
gozlendi. Bu hayvan modelinde, kirik iyilesmesinin
erken dénemlerinde belirgin olan tutulus radyolojik
olarak her iki grupta remodelasyonun tamamlandig
dénemlerde hizla diigerekte olsa saglam taraf tibiasi-
na gore daha fazutulugun 4 ay gibi uzun bir siire bo-
yunca surdigu gézlendi. En yiiksek tutulug yumusgak
kartilajon6z kallusun enkondral kemiklesme ile sert
oss6z kallusa dénuistigl devrede olmas: dikkat geki-
cidir,

Bu galigsma klinik uygulamada Tc99m ile isaretle-
nen sitrik asidin kemige 6zgl bir yeni ajan olarak kul-
lanilabilmesi agisindan yeri olabilecegini ve bu agi-
dan da degerlendiriimesini énermektedir. Ancak klinik
uygulamalardaki givenilirligi arttirabilmek amaciyla
ileri aragtirmalarin yapiimasi gerektigi disiincesinde-
yiz.
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