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Nitrik oksitin kemik iyileflmesi üzerine olan etkisinin radyolojik
incelenmesi: S›çanlarda deneysel çal›flma

Radiographic evaluation of the effect of nitric oxide on bone healing: an experimental study
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Objectives: We investigated the effect of nitric oxide (NO)
on bone formation and healing.

Methods:Twenty adult Sprague-Dawley rats were used in
a critical-size, segmental femoral defect model. A stan-
dard 5 mm segmental defect, approximately twice the
diameter of the diaphysis, was created in the middle of the
shaft. A polyethylene plate (23x3x4 mm) and L3-size
postdental screws (1.2 mm in diameter) were used for
rigid fixation. The defect was grafted using demineralized
rat-bone (femur and tibia) matrix (DBM) in the control
group, and DBM treated with nitrosoalbumin (an active
NO congener) in the study group. Serial radiographs were
obtained at 1, 3, 5, 6, and 10 weeks postoperatively. Bone
formation and union were scored by three independent
observers.

Results: The interobserver reliability study for radiograph-
ic scoring yielded an intraclass correlation coefficient of
r=0.97. At the end of the 10th postoperative week none of
the rats in the control group had 100% callus formation and
union, whereas nearly 100% callus formation and union
were observed in two and six study animals, respectively.
Similarly, the calculated median values for the defect area
occupied by new bone were 43% and 83% in the control
and study groups, respectively. Analysis of data on bone
formation showed a statistically significant difference
between the two groups (Kruskal-Wallis H test, p=0.022).

Conclusion: Significant difference in radiologic results
suggest that NO may promote healing and new bone for-
mation when given in the early phase of bone healing. 
Key words: Angiogenesis, physiologic; animal; apoptosis/
physiology; bone; bone regeneration/physiology; nitric oxide/
physiology; osteogenesis/physiology.

Amaç: Nitrik oksitin (NO) kemik iyileflmesi üzerindeki
etkisi araflt›r›ld›.

Çal›flma plan›: Eriflkin ve ayn› yaflta 20 adet Sprague-
Dawley türü s›çan›n femurlar›nda kritik büyüklükte seg-
mental defekt modeli kullan›ld›. Diafiz ortas›nda diafiz
çap›n›n yaklafl›k iki kat› büyüklü¤ünde (5 mm) standart
defekt oluflturuldu. 23x3x4 mm boyutunda polietilen plak
ve 1.2 mm çapl› piva çivileriyle stabil osteosentez yap›l-
d›. Defekt bölgesi greftlenmesinde kontrol grubunda ayn›
tür s›çan›n femur ve tibialar›ndan elde edilen deminerali-
ze kemik matriksi (DKM), deney grubunda ise NO’nun de-
po flekli gibi davranan nitrozoalbumin ile muamele edilen
DKM kullan›ld›. Ameliyattan sonra 1, 3, 5, 6 ve 10. hafta-
larda yap›lan radyolojik de¤erlendirmelerde kallus oluflumu
ve kaynama üç ayr› gözlemci taraf›ndan de¤erlendirildi.

Sonuçlar: Radyolojik de¤erlendirmede gözlemciler aras›
güvenilirlik için korrelasyon katsay›s› anlaml› (r=0.97)
bulundu. Onuncu haftada kontrol grubunda hiçbir hayvan-
da %100 kallus oluflumu ve kaynama görülmezken, deney
grubunda iki hayvanda %100’e yak›n kallus oluflumu, alt›
hayvanda kaynama gözlendi. Yeni kemik oluflumu görülen
ortalama defekt alan› kontrol grubunda %43, deney gru-
bunda %83 bulundu. Her iki gruptaki kemik oluflumuna ait
veriler de¤iflkenlerin parametrik olmayan analizi (Kruskal-
Wallis H Testi) yöntemiyle de¤erlendirildi ve fark istatis-
tiksel olarak anlaml› bulundu (p=0.022).

Ç›kar›mlar: K›r›k iyileflmesinin erken döneminde orta-
ma verilen NO’nun iyileflmeyi ve yeni kemik oluflumunu
olumlu yönde etkiledi¤i görüldü.
Anahtar sözcükler: Anjiogenez, fizyolojik; hayvan; apoptosis/
fizyoloji; kemik; kemik rejenerasyonu/fizyoloji; nitrik oksit/fiz-
yoloji; osteogenez/fizyoloji.
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Kemik oluflumu, dayan›kl›l›¤› ve rejenerasyonu
çok say›da sistemik ve lokal düzenleyicilere (regüla-
törler) ba¤l› olan ve hücresel yap›lar›n karfl›l›kl› et-
kileflimini içeren karmafl›k bir süreçtir. Büyüme ve
farkl›laflma faktörleri, hormonlar, sitokinler ve ekst-
raselüler matriks bileflenleri bu düzenleyicilerden
baz›lar›d›r.[1]

Son y›llarda yap›lan çal›flmalar L-argininden nit-
rik oksit sentaz (NOS) katalizi ile sentezlenen ve çok
fonksiyonlu bir haberci molekül olan nitrik oksitin
(NO) bu düzenleyicilerle etkileflim halinde oldu¤unu
ve kemik metabolizmas›nda önemli rol oynad›¤›n›
göstermektedir.[1-5]

Nitrik oksit kemik hücrelerinin aktivitesi için
önemli bir otokrin ve parakrin mediatördür. Sitokin
aktivasyonu, östrojen ve mekanik stres gibi çeflitli
uyaranlara yan›t olarak üretilir. Nitrik oksitin hem
osteoblast hem de osteoklast serileri üzerine biyolo-
jik etkileri vard›r. Sitokinle indüklenen indüklenebi-
lir NOS (iNOS) katalizi ile sentezlenen NO yüksek
konsantrasyonda, in vitro modellerde osteoklastik
kemik rezorbsiyonuna güçlü inhibitör etki gösterir.
Buna karfl›n, yap›sal NOS (cNOS) katalizi ile sen-
tezlenen düflük konsantrasyondaki NO normal oste-
oklast fonksiyonu için gerekli gibi görünmektedir.
Nitrik oksitin kemik yap›m› ve osteoblast fonksiyon-
lar›na etkisi daha az bilinmektedir. Nitrik oksitin ya-
p›sal üretimi osteoblastlar›n büyümesi ve sitokin
üretmesi için otokrin uyaran gibi rol oynar.[2] Ayr›ca
NO’nun mekanik stimülasyona ba¤l› kemik oluflu-
munda erken mediatör oldu¤u gösterilmifltir.[3] Nitrik
oksitin enflamatuar yan›t›n bir parças› olarak yara ve
tendon iyileflmesinde de rol oynad›¤›na iliflkin ya-
y›nlar vard›r.

Çal›flmam›zda, yara iyileflmesi ve kemik metabo-
lizmas›nda ortak mekanizmalar içeren ve çok yönlü
rolü olan NO’nun, k›r›k iyileflmesinin erken döne-
minde ortama eklendi¤inde iyileflmeye ve yeni ke-
mik oluflumuna etkisi araflt›r›ld›.

Gereç ve yöntem
Deney hayvanlar›: Çal›flmam›zda a¤›rl›klar›

340-370 gr aras›nda de¤iflen, ayn› yaflta (5-6 ayl›k)
20 adet eriflkin erkek Sprague-Dawley türü s›çan
kullan›ld›. Ameliyat öncesinde beflli kafeslerde bu-
lunan hayvanlar ameliyat sonras›nda 10 gün boyun-
ca tekli kafeslerde izlendi ve daha sonra yine beflli
kafeslere al›nd›. Bu sürede standart kemirgen yemi

ve musluk suyu ad libitum ile beslendiler. Deney sü-
resince hiçbir aktivite ve yük k›s›tlamas› yap›lmad›.

‹mplant materyali: S›çanlar›n tümünde olufltur-
du¤umuz femoral defekt bölgesini greftlemek ama-
c›yla kulland›¤›m›z demineralize kemik matriksi
(DKM), deney grubunu oluflturan hayvanlarla efl yafl
ve a¤›rl›kta olan Sprague-Dawley erkek s›çanlar›n
femur ve tibialar›ndan, Bolander ve Balian’›n[6] kul-
land›¤› standart yöntemle, ‹stanbul T›p Fakültesi,
Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilim Dal› la-
boratuvar›nda elde edildi. Matriksi oluflturan demi-
neralize kemik partiküllerinin boyutlar› 100µm-
750µm aras›ndayd›. Greft için eflde¤er hacim ve or-
tam sa¤lamak amac›yla 10 mg DKM, önceden kü-
çültülmüfl, eflit a¤›rl›kta (32mg) 3 numara, renksiz
jelatin ilaç kapsüllerinin içine yerlefltirildi ve greftle-
me yap›lana kadar -80°C de sakland›.

Cerrahi model: Çal›flmam›zda daha önce gelifl-
tirilip tan›mlanan, s›çan femurunda kritik büyüklük-
te segmental defekt modeli kullan›ld›.[7,8] Bu model
benzer çal›flmalarda oldu¤u gibi, çal›flmam›z› kolay-
laflt›ran ve güvenilir k›lan baz› kriterleri tafl›makta-
d›r. Öncelikle hiçbir tedavi uygulanmad›¤› taktirde
en az %90 oran›nda kaynamama ile sonuçlanmakta-
d›r. ‹kinci olarak, standart bir defekt oluflturuldu¤u
için kemik oluflumunu belirlemek üzere, güvenilir
ve kolay bir biçimde ard›fl›k gözlemler ve radyolojik
ölçümler yap›labilir. Üçüncü olarak, plak-vida oste-
osentezinin sa¤lad›¤› rijid tesbit zemininde defekt
boyutunu ve kemik uçlar›n›n tüm düzlemlerdeki ko-
numunu ve aksiyal iliflkisini korumak mümkün ol-
mufltur. Son olarak, bu model DKM içeren jelatin
kapsülün defekt içine stabil ve uyumlu bir flekilde
yerlefltirilmesi için uygun flartlar› sa¤lamaktad›r.

Cerrahi ifllem: Genel anestezi için tüm s›çanlar-
da kas içi (‹M) ketamin (10 mg/100 gr vücut a¤›rl›-
¤›) ve xylazine (0.25 mg/100 mg vücut a¤›rl›¤›) kul-
lan›ld›. Ameliyat sonras› enfeksiyona karfl› tüm hay-
vanlara ‹M prokain penisilin G (60.000 ‹.Ü.) verildi.
‹nsizyon bölgesinin temizli¤i sa¤land›ktan sonra la-
teral yaklafl›mla femura ulafl›ld›. Tüm femur diafizi
subperiostal diseksiyon kullan›larak, çevreleyen kas
ve periosttan ar›nd›r›lm›fl flekilde ortaya kondu. Vida
yerleri önceden haz›rlanm›fl 23x3x4 mm boyutlar›n-
da polietilen plak femur ön korteksine adapte edildi.
Tesbit için difl hekimli¤inde kullan›lan 9 mm uzun-
lu¤unda, 1.2 mm çap›nda piva çivisi (L3 size post-
dental screw) kullan›ld›. Burr kullan›larak diafiz or-
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tas›nda cetvel eflli¤inde, diafiz çap›n›n yaklafl›k iki
kat› (5 mm) uzunlu¤unda segmental defekt olufltu-
ruldu. Kemik ili¤indeki osteoprogenitör hücrelerin
kontrol edilemeyecek etkileflimini engellemek ama-
c›yla, bas›nçl› serum fizyolojik irrigasyonu yap›la-
rak, proksimal ve distal medüller kanaldaki kemik

ili¤i uzaklaflt›r›ld›. ‹mplant materyali defekt bölgesi-
ne yerlefltirilerek insizyon katlar›na uygun flekilde,
kromik katgüt kullan›larak kapat›ld› (fiekil 1).

Deneysel model: Yirmi s›çan iki eflit gruba ayr›l-
d›. Deney grubunu oluflturan s›çanlarda implant mater-
yali, implantasyondan hemen önce 0.006 mM nitrozo-
albumin içeren 50 µl, pH=7.4 olan 0.2M potasyum
fosfat tamponu ile muamele edildi. Nitrik oksit, tiol
içeren proteinlere ba¤lanarak s-nitrozoproteinleri (S-
NP) oluflturur. S-NP’ler NO’nun biyolojik aktif for-
mudur ve NO’dan daha stabildir. Böylece aktif medi-
atörün depo flekli gibi davran›rlar.[9] Deney grubunda
kulland›¤›m›z nitrozoalbumin S-NP’lere bir örnektir
ve laboratuvar›m›zda Ewing ve ark.[10] taraf›ndan belir-
tilen yöntemle sentezlenmifltir. Kontrol grubunda ise
ayn› ifllem sadece 50 µl, pH=7.4 olan 0.2M potasyum
fosfat tamponu ile yap›ld›. Böylece deney grubunda
defekt ortam›na bir NO donörü olan nitrozoalbumin
kat›ld›. Defekt bölgesindeki iyileflme ve kemik oluflu-
mu seri radyografik incelemelerle izlendi.

Radyografik analiz: Radyografik de¤erlendir-
me için s›çanlar eter solutularak uyutuldu. Yüzüko-
yun pozisyonda flasterle yap›flt›r›ld› ve arka ekstre-
mitelerine tam ve simetrik d›fl rotasyon pozisyonu
verildi. Bu flekilde 1, 3, 5, 6 ve 10. postoperatif haf-
talarda her iki femurun seri radyografileri al›nd›.
Radyografilerin çekiminde Mecaserta Simics rönt-
gen cihaz› kullan›ld›. Tüp mesafesi ve kullan›lan
enerji seviyesi (92 cm-40 kV, 100 mA, 0.03 sn) sa-
bitlendi. Defekt bölgesindeki yeni kemik oluflumunu
de¤erlendirmek için, Yasko ve ark.[7] taraf›ndan ge-
lifltirilen alt› aflamal› skorlama sistemi kullan›ld›.
Buna göre, hiç kemik oluflmamas› durumunda 0, de-
fekt bölgesinin %25’inden az kemik oluflumu için 1,
%25-50 aras›nda kemik oluflumu için 2, %50-75 ara-
s›nda kemik oluflumu için 3, %75’ten fazla kemik
oluflumu için 4 ve %100 kemik oluflumu için 5 puan
verildi. Radyolojik olarak femur çap›n›n %25 veya
daha fazlas›nda kemiksel devaml›l›¤›n sa¤lanmas›
kaynama olarak kabul edildi. Radyolojik de¤erlen-
dirmenin güvenilirli¤ini art›rmak için çal›flmada yer
almayan üç ayr› uzman gözlemciye birbirinden ba-
¤›ms›z de¤erlendirme yapt›r›ld›.

Sonuçlar
Ameliyat sonras›nda, ertesi sabah ölü bulunan

kontrol grubundan bir hayvan ile, ilk hafta içinde de-
rin enfeksiyon geliflen deney grubundan bir hayvan

fiekil 1. Deneyde kullan›lan kemik tesbit araçlar› ve cerra-
hi model. (a) 23x3x4  mm boyutlar›ndaki polieti-
len plak ve 1.2 mm çapl› piva çivisi. (b) Çevrele-
yen kas ve periosttan ar›nd›r›lm›fl flekilde, tüm fe-
mur cisminin ortaya konulmas›. (c) Plak-vida os-
teosentezi sonras›nda segmental defekt görülü-
yor. Greft yerlefltirilmeden önce bas›nçl› y›kama
yap›larak, proksimal ve distal medüller kanaldaki
kemik ili¤inin uzaklaflt›r›lmas›.

(a)

(b)

(c)
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de¤erlendirme d›fl› b›rak›ld› ve yenileriyle replase
edildi. Yine kontrol grubunda bir hayvanda proksi-
mal femurdaki vidalar çevresinde 31/2 haftada radyo-
lusan hatlar görüldü; ancak takip süresince bu hay-
vanda ve di¤erlerinde implant yetersizli¤i geliflmedi.

Radyolojik de¤erlendirme: Üç ba¤›ms›z göz-
lemcinin kontrol ve deney grubuna ait radyolojik de-
¤erlendirme skorlar› Tablo 1’de görülmektedir.
Onuncu hafta sonunda de¤iflik derecelerde de olsa,
kontrol ve deney grubundaki tüm hayvanlarda, oste-
otomi hatt›nda reaktif kemik oluflumu saptand›. Ke-
mik oluflumu, ço¤unda pla¤›n karfl› taraf›ndayd›. Bi-
rinci haftada kontrol ve deney grubunda hiçbir hay-
vanda reaktif kemik oluflumu saptanmad›; 31/2 hafta-
da ise kontrol grubunda sadece bir hayvanda
%25’ten az kemik oluflumu saptan›rken, deney gru-
bunun yar›dan fazlas›nda de¤iflik derecelerde kemik
oluflumu, bir hayvanda ise tam kaynama gözlendi
(fiekil 2). Onuncu haftada kontrol grubunda hiçbir
hayvanda %100 kallus oluflumu ve kaynama
görülmezken, deney grubunda iki hayvanda %100’e

yak›n kallus oluflumu, alt› hayvanda kaynama
gözlendi (Tablo 2). Onuncu hafta sonunda yeni ke-
mik oluflumu görülen ortalama defekt alan› kontrol
grubunda %43, deney grubunda %83 bulundu. Rad-
yolojik skorlamada gözlemcileraras› güvenilirlik kor-
elasyon katsay›s› anlaml› (r=0.97) bulundu. Özellikle
6. ve 10. haftalarda kontrol ve deney grubu aras›nda
belirgin derecede iyileflme fark› gözlendi. Her iki
grupta 10. haftadaki kemik oluflumuna ait veriler de-
¤iflkenlerin parametrik olmayan analizi (Kruskal-
Wallis H Testi) yöntemiyle de¤erlendirildi ve fark is-
tatistiksel olarak anlaml› bulundu (p=0.022).

Tart›flma

K›r›k iyileflmesi enflamasyon, tamir (proliferas-
yon) ve remodelizasyon aflamalar› sonras›nda trav-
matize kemi¤in orijinal hale dönmesi olarak tan›m-
lanabilir. Özellikle bir uzun kemik k›r›¤›n›n prob-
lemsiz flekilde iyileflmesi birçok de¤iflik faktöre ba¤-
l›d›r. K›r›k iyileflmesi çok say›da sistemik ve lokal
düzenleyicilerle (regülatörler), hücresel yap›lar›n
karfl›l›kl› etkileflimini içeren karmafl›k bir süreçtir.
Moleküler ve hücresel mekanizmalar tam olarak
aç›kl›¤a kavuflmamas›na ra¤men, ortak noktalar ve
mekanizmalar içeren yara ve k›r›k iyileflmesinde
NO’nun erken enflamatuvar dönemde rol oynad›¤›
saptanm›flt›r. Nitrik oksit, L-argininden NOS katali-
zi ile sentezlenir. Shearer ve ark.n›n[11] gelifltirdi¤i,
yara iyileflmesinde NO’nun pulsatif modeline göre,
polimorf nüveli lökositler (PNL) yarada arginin me-
tabolizmas›n› bafllat›rlar. Polimorf nüveli lökositler

Tablo 1. Üç ba¤›ms›z gözlemcinin ortalama radyolojik de¤erlendirme skorlar›

Zaman (hafta) 1 3.5 6 10

Grup Kontrol Deney Kontrol Deney Kontrol Deney Kontrol Deney
Hayvan

# 1 0 0 0 1 2 3 3 4
# 2 0 0 0 1 1 2 3 5
# 3 0 0 0 0 1 4 3 5
# 4 0 0 0 0 2 2 3 3
# 5 0 0 0 1 3 4 3 5
# 6 0 0 0 3 1 3 1 4
# 7 0 0 0 5 1 5 3 5
# 8 0 0 0 1 2 2 3 5
# 9 0 0 1 1 1 2 2 2
#10 0 0 0 2 2 5 3 5

Kemik oluflumu görülen ortalama defekt alan› %43 %83

Tablo 2. Haftalara göre radyolojik olarak kaynamayla
sonuçlanan defekt ve hayvan say›s› 

Zaman (hafta) Kontrol grubu Deney grubu

1 hafta 0 / 10 0 / 10
3.5 hafta 0 / 10 1 / 10
6 hafta 0 / 10 2 / 10
10 hafta 0 / 10 6 / 10
Toplam 0 6 / 10 (%60)
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de L-argininden NOS katalizi ile üretilen NO, enfla-
matuar faz›n (ilk üç gün) karakteristik baz› olaylar›-
na mediatörlük yapar. Bu olaylara örnek olarak mik-
robiyositoz, vazodilatasyon, trombosit agregasyon
inhibisyonu gösterilebilir. Yara iyileflmesi devam
ederken NO apoptotik etkisiyle PNL’nin ölümüne ve
lizisine yol açar. Böylece bir çeflit otokontrol meka-
nizmayla yaran›n PNL taraf›ndan infiltrasyonu ve
NO yap›m kayna¤› azal›r. Nitrik asit prekürsoru olan
L-arginin, yara s›v›s›nda konsantrasyonu düflen tek
amino asittir ve yara iyileflmesinin erken döneminde
(ilk üç gün) ortamda NO yap›m› bask›nd›r.[11] Nitrik
oksitin enflamatuvar yan›ttaki rolünü ortaya koyan

baflka çal›flmalar da mevcuttur. L-arginin kilo de¤i-
fliklikleri, nitrojen dengesi ve yara iyileflmesi gibi
olaylarda önemli rol oynar. Argininsiz diyetle besle-
nen s›çanlarda, yarada kollajen birikimi azalmakta
ve yara iyileflmesi bozulmaktad›r.[12] Benzer flekilde,
NO sentezinin sistemik inhibisyonu yara ve tendon
iyileflmesini bozmaktad›r.[13,14] Gerçekten de deneysel
olarak oluflturulan yara iyileflmesinin bozuldu¤u kli-
nik tablolarda (örne¤in diabetes mellitus ve protein
kalori malnütrisyonu), yarada kollajen birikimi bo-
zulurken NO sentezi de azalmaktad›r.[13,15] Nitrik
asitin, yara iyileflmesi s›ras›nda doku hasar› ve enf-
lamatuar cevap olmaks›z›n hücre popülasyonlar›n-

fiekil 2. Ameliyat sonras›nda seg-
mental defektlerin iyileflme
aflamalar›n› gösteren ard›-
fl›k radyografiler.
Kontrol grubundan 6 no’lu
hayvan. (a) Birinci haftada
kemik oluflumu yok. (b) 3.5
haftada yine kemik oluflumu
gözlenmiyor. (c) Alt›nc› haf-
tada %25’ten az kemik olu-
flumu var. (d) Onuncu hafta-
da kemik oluflumu halen
%25’in alt›nda. Kaynama
yok. 
Deney grubundan 7 no'lu
hayvan. (e) Birinci haftada
kemik oluflumu yok. (f) 3.5
hafta. Defekt alan›n›n tü-
münde kemik oluflumu gö-
rülüyor. (g) Alt›nc› haftada
kallus çok daha belirgin. (h)
Onuncu haftada %100 ke-
mik oluflumu ve kaynama
görülmekte.

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

(g)

(h)
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daki h›zl› de¤iflimleri kontrol eden bir mekanizma
olan apoptosis üzerine iki yönlü etkisi vard›r: Endo-
tel hücrelerinde yüksek konsantrasyonda NO pro-
apoptotik etki gösterirken düflük konsantrasyonlarda
anti-apoptotik etkiye sahiptir.[16,17] 

‹çerdi¤i ortak mekanizmalar düflünüldü¤ünde,
NO’nun yara iyileflmesi s›ras›nda apoptosisin düzen-
lenmesi ve sitoprotektif genlerin indüksiyonu yö-
nünde gösterdi¤i etkiler,[18] k›r›k sonras› kemik iyi-
leflmesinde de sözkonusu olabilir. K›r›k iyileflmesin-
de yaralanmadan hemen sonra bafllayan enflamas-
yon aflamas›nda, trombositlerden, ölü ve hasarl› hüc-
relerden sal›nan mediatörler vazodilatasyona ve
plazma eksüdasyonuna neden olur. Bu flekilde k›r›k
bölgesinde akut ödem oluflur. Bölgeye ilk göçen enf-
lamatuvar hücrelerden olan polimorf nüveli lökosit-
leri makrofaj ve lenfositler takip eder. Bu hücreler,
ayr›ca damar oluflumunu (anjiogenez) uyaran sito-
kinleri salg›lar. Enflamatuvar cevab›n gerilemesiy-
le nekrotik hücreler ve eksuda rezorbe olur ve fib-
roblastlar belirerek yeni bir matriks üretimine bafl-
lar.[19]

Nitrik oksit ile iliflkili ikinci ve kan›m›zca daha
önemli olan mekanizma ise NO’nun rol ald›¤› angi-
ogenez ve normal kemik damar yap›s›nda gözlenen
NO ile iliflkili vazodilatasyondur.[5,20,21] Fizyolojik dü-
zeyde NO’nun damar tonusunu düzenledi¤i, mikro-
vasküler sistemi yaralanmaya karfl› korudu¤u
düflünülmekte ve endojen NOS aktivitesinin in vivo
damar oluflumu için kritik oldu¤u ileri sürülmekte-
dir.[20] K›r›¤›n tamiri aflamas› için önemli ön flartlar-
dan biri yeterli damarsal yan›t›n geliflmesidir. Bu
aflamada kan ak›m›nda önemli de¤ifliklikler gözle-
nir.[22] Var olan damarlardaki vazodilatasyona veya an-
jiogenez ve yeni damar oluflumuna ba¤l› oldu¤u düflü-
nülen kan ak›m› art›fl›n›n, önceleri k›r›k bölgesinin
metabolik ihtiyac›na yan›t olarak geliflti¤i düflünül-
mekteydi. Bununla birlikte, endotelin bu aflamada
yar› geçirgen bir bariyer olarak davrand›¤› ve lokal
damar tonusunu ve kemik hücre fonksiyonunu etki-
leyen lokal faktörlerin kayna¤› oldu¤u gösterilmifl-
tir.[5] Normal kemik damarlanmas›nda görülen NO ile
iliflkili vazodilatasyonun yan› s›ra iskemik kemikte
de son derece güçlü vazodilatasyon etkisi saptanm›fl-

cNOS
L-sitrulinL-arginin

NO

iNOS
L-sitrulin L-arginin

NO

NO NO-donörleri

Guanilat siklaz

Düz kas gevflemesi
(Vazodilatasyon)

Trombosit inhibisyonu
Lökosit inhibisyonu

↑ [cGMP]

Gen düzenlenmesi

Apoptosis düzenlenmesi
Hücre geliflimi

Hedef hücre

Sitokinler
Lipopolisakkaridler

fiekil 1. Nitrik oksit (NO) bafll›ca iki farkl› nitrik oksit sentaz (NOS) enzimiyle sentezlenir. Damar tonusu, 
trombosit ve lökosit aktivasyonu, apoptozis gibi olaylar› düzenleyen, biyolojik bir arac›d›r.
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t›r. Yeni damar oluflumuna ait süreçte rol ald›¤› için
NO’nun kallus oluflumu s›ras›nda önceden var olan,
damarlar›n kanlanma art›fl› fleklindeki yan›t›n› ve ye-
ni damar oluflumunu sa¤lad›¤› öne sürülebilir.[5,21]

Yak›n zamanlarda yay›nlanan bir çal›flmada, k›r›k
sonras› erken dönemde, k›r›k hatt›na yak›n bölgede-
ki kortikal kan damarlar›nda endotelyal NO sentaz
(eNOS) aktivitesinin belirginleflti¤i gösterilmifltir.[23]

Ayr›ca, k›r›k hatt›nda erken dönemde eNOS protein
sentezi ve enzim aktivitesi artar ve sonra iyileflme
aflamas›nda bazal seviyelere iner.[23] Bu mekanizma
ve saptamalar› göz önüne alan oldukça yeni bir ça-
l›flmada k›r›k sonras›nda kemikte, NO üzerinden ge-
liflen damarsal bir yan›t›n olup olmad›¤›, varsa za-
man içindeki seyri ve etkinin lokal düzenlenmifl olup
olmad›¤› araflt›r›lm›flt›r. K›r›k bölgesinde NO kay-
nakl› bir damarsal yan›t›n oldu¤u, bunun erken iyi-
leflme döneminde en üst düzeye ç›kt›¤› ve bu etkinin
damarlar içinde NO üretilmesine ba¤l› lokal bir etki
oldu¤u sonucuna var›lm›flt›r.[5]

Özetlenen bu mekanizmalar (fiekil 3) ve NO’nun
erken dönemde kemik iyileflmesini olumlu etkileye-
cek bir aktiviteye sahip olabilece¤i hipotezi, çal›fl-
mam›z›n temelini oluflturmufltur. Bu hipotez çerçe-
vesinde, segmental femur defekti modelini kullan-
d›k. Kontrol grubunda defekt bölgesini sadece DKM
ile greftlerken, deney grubunda DKM’yi bir NO do-
nörü olan nitrozoalbumin ile muamele ettik. Böyle-
ce, ortama erken dönemde, varsay›landan daha fazla
NO getirmifl olduk. Yöntemin kaynamama aç›s›ndan
güvenilirli¤i sebebiyle, iki grup aras›nda iyileflme
yönünden fark elde edildi¤inde bunun oldukça an-
laml› olaca¤›n› düflündük. Deneyde kulland›¤›m›z
femoral segmental defekt modeli, birçok çal›flmada
osteoindüktif, osteokondüktif ve osteojenik faktör
ve materyallerin araflt›r›lmas›nda kullan›lan güveni-
lir ve standart bir yöntemdir.[7,8,24] Yöntem bölümün-
de vurgulad›¤›m›z önemli avantajlar› sa¤lamas› d›-
fl›nda, tedavi uygulanmamas› durumunda bu model
ile oluflturulan defektin en az %90 oran›nda kayna-
mama ile sonuçland›¤› gösterilmifltir.[7] Femurun tü-
münü periostundan s›y›rd›ktan sonra tüm anterior
korteks boyunca plak ile osteosentez, diafiz ortas›n-
da femur çap›n›n iki misli oran›nda ve tam kemiksel
defekt içeren bu ifllem sonras›nda kaynamama klasik
ortopedik bilgilerle uyumlu bir sonuçtur. Ayr›ca plak
tesbiti için kullan›lan yivli Kirschner tellerinin, plak
tesbiti için her zaman yeterli olmad›¤›n›; her dört
hayvandan birinde, de¤iflik derecelerde implant ye-

tersizli¤i ile karfl›lafl›ld›¤›n› gözledik. Yöntemi mo-
difiye ederek, difl hekimli¤inde kullan›lan piva çivi-
leriyle son derece stabil bir osteosentez sa¤lad›k ve
yöntemin mekanik aç›dan güvenilirli¤ini art›rd›k.
Tedavi uygulanmad›¤›nda %90 kaynamama ile so-
nuçlanan modelde, DKM kullan›larak greftleme
yap›lan kontrol grubuyla karfl›laflt›r›ld›¤›nda, deney
grubunda daha iyi kemik iyileflmesi ve kaynama
gözlenmesi oldukça önemlidir. Gerçekten de, 31/2

haftadan itibaren belirginleflti¤i üzere, kemiksel iyi-
leflme ve kaynama, deney grubundaki hayvanlar›n
herbirinde ve her aflamada daha iyi ve ileri olmufltur. 

Çal›flmam›z›n bafllad›¤› ve yaz›ld›¤› dönemde
yapt›¤›m›z araflt›rmada, nitrik oksitin ortotopik bir
bölgede, kemik indükleyici bir aktiviteye sahip ol-
du¤unu gösterir bir baflka çal›flmaya rastlamad›k. El-
de etti¤imiz radyolojik sonuçlar NO’nun ortotopik
bir bölgede kemik indükleyici aktiviteye sahip oldu-
¤unu düflündürmektedir. Üçüncü hafta gibi erken bir
dönemde, kontrol grubunda sadece bir hayvanda
%25 kallus oluflumu gözlenirken, deney grubundaki
sekiz hayvanda en az %25, birinde %75 ve bir di¤e-
rinde ise %100 oran›nda kemik oluflumu ve kayna-
ma gözlenmifltir. Bu iyileflme fark›, ilerleyen hafta-
larda gittikçe art›p belirginleflmifltir. Onuncu haftada
kontrol grubunda hiçbir hayvanda %75’ten fazla
kallus oluflumu veya kaynama sa¤lanamam›flken,
deney grubu hayvanlar›n alt›s›nda (%60) kaynama
ve ikisinde ise %75-%100 aras› kallus oluflumu sa¤-
lanm›flt›r.

Yap›lan deneysel çal›flmalara ve verilere ve ken-
di çal›flmam›zda elde etti¤imiz radyolojik sonuçlara
dayanarak, k›r›k iyileflmesinin erken dönemlerinde
ortama verilen NO’nun iyileflmeyi ve yeni kemik
oluflumunu olumlu yönde etkiledi¤ini söyleyebiliriz.
Çal›flmam›z›n sonuçlar›, kurdu¤umuz hipotezi des-
tekler özellikteki radyolojik verilere dayanmaktad›r.
Yönteme iliflkin tart›fl›labilecek noktalardan biri, k›-
r›k iyileflmesinin radyolojik de¤erlendirmesinin ba-
zen güç ve subjektif olabilece¤idir. Ancak filmi çe-
ken kifli, pozisyon, röntgen cihaz›, doz, tüp mesafesi
ve film banyosuna ait detaylar›n her aflamada eflde-
¤er olmas› sa¤lanarak film kalitesini etkileyebilecek
faktörler standardize edilmifltir. Di¤er yandan, so-
nuçlar›n sa¤l›kl› olabilmesi için filmler üç ayr› uz-
man gözlemci taraf›ndan de¤erlendirilmifl ve göz-
lemciler aras› güvenilirlik için korelasyon katsay›s›
yeterli (r=0.97) bulunmufltur. ‹kinci nokta ise seçilen
NO uygulama dozunun gerekçesidir. Doz, lokal sal›-
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n›m olarak davranmas›n› planlad›¤›m›z, körlemesine
bir dozdur. Bildi¤imiz kadar›yla, lokal uygulama ve
etki için, NO veya nitrozalbumin dozuna veya yar›-
lanma ömrüne ait, referans al›nabilecek de¤erler ve-
ya çal›flma yoktur. Albumin insan serumundaki kon-
santrasyona göre haz›rlanm›fl ve hacim defekt hac-
mine göre belirlenmifltir.

Sonuç olarak, bu olumlu radyolojik sonuçlar hi-
potezimizin do¤rulanmas› yolunda ilk aflamad›r.
Farkl› dozlar ve NOS inhibitörlerinin kullan›ld›¤›
gruplar oluflturularak yap›lacak ileri çal›flmalar ve
histokimyasal incelemeyle bu bulgular›n desteklen-
mesi halinde, NO uygun bir yöntemle uyguland›¤›n-
da ve kemik greftine efllik etti¤inde, ortopedik re-
konstrüksiyonlarda ve lokal kemik oluflumunun ge-
rekti¤i klinik durumlarda, terapötik adjuvan olarak
yararl› olabilir.
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