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Nitrik oksitin kemik iyilesmesi uizerine olan etkisinin radyolojik
incelenmesi: Sicanlarda deneysel calisma

Radiographic evaluation of the effect of nitric oxide on bone healing: an experimental study
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Amac: Nitrik oksitin (NO) kemik iyilesmesi tizerindeki
etkisi arastirildi.

Calisma plani: Erigkin ve ayni yasta 20 adet Sprague-
Dawley tiirii sicanin femurlarinda kritik biiyiikliikte seg-
mental defekt modeli kullanildi. Diafiz ortasinda diafiz
capmin yaklagik iki kat1 biiyiikliigiinde (5 mm) standart
defekt olusturuldu. 23x3x4 mm boyutunda polietilen plak
ve 1.2 mm capl piva ¢ivileriyle stabil osteosentez yapil-
di. Defekt bolgesi greftlenmesinde kontrol grubunda ayni
tiir sicanin femur ve tibialarindan elde edilen deminerali-
ze kemik matriksi (DKM), deney grubunda ise NO’nun de-
po sekli gibi davranan nitrozoalbumin ile muamele edilen
DKM kullanildi. Ameliyattan sonra 1, 3, 5, 6 ve 10. hafta-
larda yapilan radyolojik degerlendirmelerde kallus olusumu
ve kaynama li¢ ayr1 gozlemci tarafindan degerlendirildi.

Sonugclar: Radyolojik degerlendirmede gozlemciler arasi
giivenilirlik icin korrelasyon katsayisi anlamli (r=0.97)
bulundu. Onuncu haftada kontrol grubunda hicbir hayvan-
da %100 kallus olusumu ve kaynama goriilmezken, deney
grubunda iki hayvanda %100’e yakin kallus olusumu, alt1
hayvanda kaynama gozlendi. Yeni kemik olusumu goriilen
ortalama defekt alan1 kontrol grubunda %43, deney gru-
bunda %83 bulundu. Her iki gruptaki kemik olusumuna ait
veriler degiskenlerin parametrik olmayan analizi (Kruskal-
Wallis H Testi) yontemiyle degerlendirildi ve fark istatis-
tiksel olarak anlamli bulundu (p=0.022).

Cikarimlar: Kirik iyilesmesinin erken doneminde orta-
ma verilen NO’nun iyilesmeyi ve yeni kemik olusumunu
olumlu yonde etkiledigi gortildii.

Anahtar sozciikler: Anjiogenez, fizyolojik; hayvan; apoptosis/
fizyoloji; kemik; kemik rejenerasyonu/fizyoloji; nitrik oksit/fiz-
yoloji; osteogenez/fizyoloji.

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.
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Kemik olugsumu, dayaniklilig1 ve rejenerasyonu
cok sayida sistemik ve lokal diizenleyicilere (regiila-
torler) bagh olan ve hiicresel yapilarin karsilikli et-
kilesimini igeren karmagik bir siirectir. Biiyiime ve
farklilasma faktorleri, hormonlar, sitokinler ve ekst-
raseliiler matriks bilesenleri bu diizenleyicilerden
bazilaridir."

Son yillarda yapilan ¢aligmalar L-argininden nit-
rik oksit sentaz (NOS) katalizi ile sentezlenen ve cok
fonksiyonlu bir haberci molekiil olan nitrik oksitin
(NO) bu diizenleyicilerle etkilesim halinde oldugunu
ve kemik metabolizmasinda 6nemli rol oynadigini
gostermektedir.!”’

Nitrik oksit kemik hiicrelerinin aktivitesi i¢in
onemli bir otokrin ve parakrin mediatordiir. Sitokin
aktivasyonu, 6strojen ve mekanik stres gibi cesitli
uyaranlara yanit olarak {iiretilir. Nitrik oksitin hem
osteoblast hem de osteoklast serileri iizerine biyolo-
jik etkileri vardir. Sitokinle indiiklenen indiiklenebi-
lir NOS (iNOS) katalizi ile sentezlenen NO yiiksek
konsantrasyonda, in vitro modellerde osteoklastik
kemik rezorbsiyonuna giiclii inhibitor etki gosterir.
Buna karsin, yapisal NOS (cNOS) katalizi ile sen-
tezlenen diisiik konsantrasyondaki NO normal oste-
oklast fonksiyonu i¢in gerekli gibi goriinmektedir.
Nitrik oksitin kemik yapimi1 ve osteoblast fonksiyon-
larina etkisi daha az bilinmektedir. Nitrik oksitin ya-
pisal iiretimi osteoblastlarin biiylimesi ve sitokin
tiretmesi igin otokrin uyaran gibi rol oynar.” Ayrica
NO’nun mekanik stimiilasyona bagli kemik olusu-
munda erken mediator oldugu gosterilmistir.” Nitrik
oksitin enflamatuar yanitin bir pargasi olarak yara ve
tendon iyilesmesinde de rol oynadigina iligkin ya-
yinlar vardir.

Calismamizda, yara iyilesmesi ve kemik metabo-
lizmasinda ortak mekanizmalar iceren ve ¢ok yonlii
rolii olan NO’nun, kirik iyilesmesinin erken done-
minde ortama eklendiginde iyilesmeye ve yeni ke-
mik olusumuna etkisi arastirildi.

Gerec ve yontem

Deney hayvanlari: Calismamizda agirliklari
340-370 gr arasinda degisen, ayn1 yasta (5-6 aylik)
20 adet erigkin erkek Sprague-Dawley tiirli sican
kullanildi. Ameliyat 6ncesinde besli kafeslerde bu-
lunan hayvanlar ameliyat sonrasinda 10 giin boyun-
ca tekli kafeslerde izlendi ve daha sonra yine besli
kafeslere alindi. Bu siirede standart kemirgen yemi

ve musluk suyu ad libitum ile beslendiler. Deney sii-
resince hicbir aktivite ve yiik kisitlamas1 yapilmadi.

Implant materyali: Sicanlarim tiimiinde olustur-
dugumuz femoral defekt bolgesini greftlemek ama-
ciyla kullandigimiz demineralize kemik matriksi
(DKM), deney grubunu olusturan hayvanlarla es yas
ve agirlikta olan Sprague-Dawley erkek sicanlarin
femur ve tibialarindan, Bolander ve Balian’in™ kul-
landig1 standart yontemle, Istanbul Tip Fakiiltesi,
Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilim Dali la-
boratuvarinda elde edildi. Matriksi olusturan demi-
neralize kemik partikiillerinin boyutlart 100pm-
750pm arasindaydi. Greft i¢in egdeger hacim ve or-
tam saglamak amaciyla 10 mg DKM, onceden kii-
ciiltiilmiis, esit agirhikta (32mg) 3 numara, renksiz
jelatin ilag kapsiillerinin igine yerlestirildi ve greftle-
me yapilana kadar -80°C de saklanda.

Cerrahi model: Calismamizda daha 6nce gelis-
tirilip tamimlanan, sican femurunda kritik biiytikliik-
te segmental defekt modeli kullanildi.” Bu model
benzer ¢aligmalarda oldugu gibi, calismamizi kolay-
lagtiran ve giivenilir kilan baz1 kriterleri tagimakta-
dir. Oncelikle hicbir tedavi uygulanmadig1 taktirde
en az %90 oraninda kaynamama ile sonuclanmakta-
dir. ikinci olarak, standart bir defekt olusturuldugu
icin kemik olusumunu belirlemek iizere, giivenilir
ve kolay bir bicimde ardigik gozlemler ve radyolojik
olgiimler yapilabilir. Ugiincii olarak, plak-vida oste-
osentezinin sagladigi rijid tesbit zemininde defekt
boyutunu ve kemik uclarinin tiim diizlemlerdeki ko-
numunu ve aksiyal iliskisini korumak miimkiin ol-
mustur. Son olarak, bu model DKM igeren jelatin
kapsiiliin defekt igine stabil ve uyumlu bir sekilde
yerlestirilmesi i¢in uygun sartlar1 saglamaktadir.

Cerrahi islem: Genel anestezi icin tiim sicanlar-
da kas ici (IM) ketamin (10 mg/100 gr viicut agirh-
81) ve xylazine (0.25 mg/100 mg viicut agirlig1) kul-
lanild1. Ameliyat sonras1 enfeksiyona karsi tiim hay-
vanlara IM prokain penisilin G (60.000 1.U.) verildi.
Insizyon bolgesinin temizligi saglandiktan sonra la-
teral yaklagimla femura ulagildi. Tiim femur diafizi
subperiostal diseksiyon kullanilarak, cevreleyen kas
ve periosttan arindirilmig sekilde ortaya kondu. Vida
yerleri 6nceden hazirlanmis 23x3x4 mm boyutlarin-
da polietilen plak femur 6n korteksine adapte edildi.
Tesbit i¢in dig hekimliginde kullanilan 9 mm uzun-
lugunda, 1.2 mm capinda piva ¢ivisi (L3 size post-
dental screw) kullanildi. Burr kullanilarak diafiz or-
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Sekil 1. Deneyde kullanilan kemik tesbit araglari ve cerra-
hi model. (a) 23x3x4 mm boyutlarindaki polieti-
len plak ve 1.2 mm ¢apli piva givisi. (b) Cevrele-
yen kas ve periosttan arindiniimis sekilde, tim fe-
mur cisminin ortaya konulmasi. (¢) Plak-vida os-
teosentezi sonrasinda segmental defekt goruli-
yor. Greft yerlestirimeden &nce basingh yikama
yapilarak, proksimal ve distal meddller kanaldaki
kemik iliginin uzaklastiriimasi.

tasinda cetvel egliginde, diafiz capmin yaklasik iki
kat1 (5 mm) uzunlugunda segmental defekt olustu-
ruldu. Kemik iligindeki osteoprogenitor hiicrelerin
kontrol edilemeyecek etkilesimini engellemek ama-
ciyla, basin¢h serum fizyolojik irrigasyonu yapila-
rak, proksimal ve distal mediiller kanaldaki kemik

iligi uzaklastirildi. Implant materyali defekt bolgesi-
ne yerlestirilerek insizyon katlarina uygun sekilde,
kromik katgiit kullanilarak kapatildi (Sekil 1).

Deneysel model: Yirmi sican iki esit gruba ayril-
di. Deney grubunu olusturan sicanlarda implant mater-
yali, implantasyondan hemen 6nce 0.006 mM nitrozo-
albumin iceren 50 pl, pH=7.4 olan 0.2M potasyum
fosfat tamponu ile muamele edildi. Nitrik oksit, tiol
iceren proteinlere baglanarak s-nitrozoproteinleri (S-
NP) olusturur. S-NP’ler NO’nun biyolojik aktif for-
mudur ve NO’dan daha stabildir. Boylece aktif medi-
atoriin depo sekli gibi davranirlar.” Deney grubunda
kullandigimiz nitrozoalbumin S-NP’lere bir 6rnektir
ve laboratuvarimizda Ewing ve ark."” tarafindan belir-
tilen yontemle sentezlenmistir. Kontrol grubunda ise
ayni islem sadece 50 pl, pH=7.4 olan 0.2M potasyum
fosfat tamponu ile yapildi. Béylece deney grubunda
defekt ortamina bir NO dondrii olan nitrozoalbumin
katildi. Defekt bolgesindeki iyilesme ve kemik olusu-
mu seri radyografik incelemelerle izlendi.

Radyografik analiz: Radyografik degerlendir-
me i¢in si¢anlar eter solutularak uyutuldu. Yiiziiko-
yun pozisyonda flasterle yapistirildi ve arka ekstre-
mitelerine tam ve simetrik dis rotasyon pozisyonu
verildi. Bu gekilde 1, 3, 5, 6 ve 10. postoperatif haf-
talarda her iki femurun seri radyografileri alindi.
Radyografilerin ¢ekiminde Mecaserta Simics ront-
gen cihazi kullanildi. Tiip mesafesi ve kullanilan
enerji seviyesi (92 cm-40 kV, 100 mA, 0.03 sn) sa-
bitlendi. Defekt bolgesindeki yeni kemik olugumunu
degerlendirmek icin, Yasko ve ark.” tarafindan ge-
listirilen alti asamali skorlama sistemi kullanildi.
Buna gore, hi¢ kemik olusmamasi durumunda 0, de-
fekt bolgesinin %25’inden az kemik olusumu igin 1,
9%25-50 arasinda kemik olugsumu i¢in 2, %50-75 ara-
sinda kemik olusumu icin 3, %75’ten fazla kemik
olusumu icin 4 ve %100 kemik olusumu i¢in 5 puan
verildi. Radyolojik olarak femur capinin %25 veya
daha fazlasinda kemiksel devamliligin saglanmasi
kaynama olarak kabul edildi. Radyolojik degerlen-
dirmenin giivenilirligini artirmak i¢in ¢alismada yer
almayan ii¢ ayr1 uzman gozlemciye birbirinden ba-
gimsiz degerlendirme yaptirildi.

Sonuclar

Ameliyat sonrasinda, ertesi sabah 6lii bulunan
kontrol grubundan bir hayvan ile, ilk hafta i¢inde de-
rin enfeksiyon gelisen deney grubundan bir hayvan
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Tablo 1. U¢ bagimsiz gézlemcinin ortalama radyolojik degerlendirme skorlart

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 olugsumu goriilen ortalama defekt alani %43 %83

degerlendirme dis1 birakildi ve yenileriyle replase
edildi. Yine kontrol grubunda bir hayvanda proksi-
mal femurdaki vidalar ¢evresinde 31,2 haftada radyo-
lusan hatlar goriildii; ancak takip siiresince bu hay-
vanda ve digerlerinde implant yetersizligi gelismedi.

Radyolojik degerlendirme: Uc bagimsiz goz-
lemcinin kontrol ve deney grubuna ait radyolojik de-
gerlendirme skorlar1 Tablo 1’de goriilmektedir.
Onuncu hafta sonunda degisik derecelerde de olsa,
kontrol ve deney grubundaki tiim hayvanlarda, oste-
otomi hattinda reaktif kemik olusumu saptandi. Ke-
mik olusumu, ¢cogunda plagin karsi tarafindaydi. Bi-
rinci haftada kontrol ve deney grubunda hicbir hay-
vanda reaktif kemik olusumu saptanmadi; 312 hafta-
da ise kontrol grubunda sadece bir hayvanda
%?25’ten az kemik olusumu saptanirken, deney gru-
bunun yaridan fazlasinda degisik derecelerde kemik
olusumu, bir hayvanda ise tam kaynama goézlendi
(Sekil 2). Onuncu haftada kontrol grubunda hi¢bir
hayvanda %100 kallus olusumu ve kaynama
goriilmezken, deney grubunda iki hayvanda %100’e

Tablo 2. Haftalara gore radyolojik olarak kaynamayla
sonuglanan defekt ve hayvan sayisi

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)

yakin kallus olugsumu, alti hayvanda kaynama
gozlendi (Tablo 2). Onuncu hafta sonunda yeni ke-
mik olusumu goriilen ortalama defekt alani kontrol
grubunda %43, deney grubunda %383 bulundu. Rad-
yolojik skorlamada g6zlemcilerarasi giivenilirlik kor-
elasyon katsayis1 anlamli (r=0.97) bulundu. Ozellikle
6. ve 10. haftalarda kontrol ve deney grubu arasinda
belirgin derecede iyilesme farki gozlendi. Her iki
grupta 10. haftadaki kemik olusumuna ait veriler de-
giskenlerin parametrik olmayan analizi (Kruskal-
Wallis H Testi) yontemiyle degerlendirildi ve fark is-
tatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.022).

Tartisma

Kirik iyilesmesi enflamasyon, tamir (proliferas-
yon) ve remodelizasyon asamalari sonrasinda trav-
matize kemigin orijinal hale donmesi olarak tanim-
lanabilir. Ozellikle bir uzun kemik kiriginin prob-
lemsiz sekilde iyilesmesi bir¢ok degisik faktore bag-
lidir. Kirik iyilesmesi cok sayida sistemik ve lokal
diizenleyicilerle (regiilatorler), hiicresel yapilarin
karsilikli etkilesimini igeren karmasik bir siirectir.
Molekiiler ve hiicresel mekanizmalar tam olarak
acikliga kavusmamasina ragmen, ortak noktalar ve
mekanizmalar iceren yara ve kirik iyilesmesinde
NO’nun erken enflamatuvar dénemde rol oynadi§i
saptanmugtir. Nitrik oksit, L-argininden NOS katali-
zi ile sentezlenir. Shearer ve ark.nin™" gelistirdigi,
yara iyilesmesinde NO’nun pulsatif modeline gore,
polimorf niiveli l6kositler (PNL) yarada arginin me-
tabolizmasini baglatirlar. Polimorf niiveli 16kositler
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de L-argininden NOS katalizi ile liretilen NO, enfla-
matuar fazin (ilk ii¢ giin) karakteristik bazi olaylari-
na mediatorliik yapar. Bu olaylara 6rnek olarak mik-
robiyositoz, vazodilatasyon, trombosit agregasyon
inhibisyonu gosterilebilir. Yara iyilesmesi devam
ederken NO apoptotik etkisiyle PNL nin 6liimiine ve
lizisine yol agar. Boylece bir ¢esit otokontrol meka-
nizmayla yaranin PNL tarafindan infiltrasyonu ve
NO yapim kaynag1 azalir. Nitrik asit prekiirsoru olan
L-arginin, yara sivisinda konsantrasyonu diisen tek
amino asittir ve yara iyilesmesinin erken doneminde
(ilk ti¢ giin) ortamda NO yapimi baskindir."" Nitrik
oksitin enflamatuvar yanittaki roliinii ortaya koyan

Sekil 2. Ameliyat sonrasinda seg-
mental defektlerin iyilesme
asamalarini gdésteren ardi-
sik radyografiler.

Kontrol grubundan 6 no’lu
hayvan. (a) Birinci haftada
kemik olusumu yok. (b) 3.5
haftada yine kemik olusumu
gdzlenmiyor. (¢) Altinci haf-
tada %25'ten az kemik olu-
sumu var. (d) Onuncu hafta-
da kemik olusumu halen
%25’in altinda. Kaynama
yok.

Deney grubundan 7 no'lu
hayvan. (e) Birinci haftada
kemik olusumu yok. (f) 3.5
hafta. Defekt alaninin ta-
munde kemik olusumu gé-
raldyor. (g) Altinci haftada
kallus ¢ok daha belirgin. (h)
Onuncu haftada %100 ke-
mik olusumu ve kaynama
gOrulmekte.

bagka caligmalar da mevcuttur. L-arginin kilo degi-
siklikleri, nitrojen dengesi ve yara iyilesmesi gibi
olaylarda onemli rol oynar. Argininsiz diyetle besle-
nen sicanlarda, yarada kollajen birikimi azalmakta
ve yara iyilesmesi bozulmaktadir."” Benzer sekilde,
NO sentezinin sistemik inhibisyonu yara ve tendon
iyilesmesini bozmaktadir."*'*! Ger¢ekten de deneysel
olarak olusturulan yara iyilesmesinin bozuldugu kli-
nik tablolarda (6rnegin diabetes mellitus ve protein
kalori malniitrisyonu), yarada kollajen birikimi bo-
zulurken NO sentezi de azalmaktadir."*" Nitrik
asitin, yara iyilegmesi sirasinda doku hasar1 ve enf-
lamatuar cevap olmaksizin hiicre popiilasyonlarin-
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daki hizli degisimleri kontrol eden bir mekanizma
olan apoptosis iizerine iki yonlii etkisi vardir: Endo-
tel hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda NO pro-
apoptotik etki gosterirken diisiik konsantrasyonlarda
anti-apoptotik etkiye sahiptir.!"*"”

Icerdigi ortak mekanizmalar diisiiniildiigiinde,
NO’nun yara iyilesmesi sirasinda apoptosisin diizen-
lenmesi ve sitoprotektif genlerin indiiksiyonu yo-
niinde gosterdigi etkiler,"¥ kirik sonrast kemik iyi-
lesmesinde de s6zkonusu olabilir. Kirik iyilesmesin-
de yaralanmadan hemen sonra baglayan enflamas-
yon asamasinda, trombositlerden, 6lii ve hasarli hiic-
relerden salinan mediatorler vazodilatasyona ve
plazma eksiidasyonuna neden olur. Bu sekilde kirik
bolgesinde akut 6dem olusur. Bolgeye ilk gdgen enf-
lamatuvar hiicrelerden olan polimorf niiveli 16kosit-
leri makrofaj ve lenfositler takip eder. Bu hiicreler,
ayrica damar olusumunu (anjiogenez) uyaran sito-
kinleri salgilar. Enflamatuvar cevabin gerilemesiy-
le nekrotik hiicreler ve eksuda rezorbe olur ve fib-
roblastlar belirerek yeni bir matriks iiretimine bas-
lar."”

cNOS
—  » L-sitrulin

L-arginin

Dlz kas gevsemesi
(Vazodilatasyon)

Trombosit inhibisyonu
Lékosit inhibisyonu

* Guanilat siklaz

A/T [cGI\/+IP] \

Nitrik oksit ile iligkili ikinci ve kanimizca daha
onemli olan mekanizma ise NO’nun rol aldig1 angi-
ogenez ve normal kemik damar yapisinda gézlenen
NO ile iligkili vazodilatasyondur.”***" Fizyolojik dii-
zeyde NO’nun damar tonusunu diizenledigi, mikro-
vaskiiler sistemi yaralanmaya karsi korudugu
diisiiniilmekte ve endojen NOS aktivitesinin in vivo
damar olusumu icin kritik oldugu ileri siiriilmekte-
dir.” Kirigin tamiri asamasi i¢in onemli 6n sartlar-
dan biri yeterli damarsal yamtin gelismesidir. Bu
asamada kan akiminda onemli degisiklikler gozle-
nir.”” Var olan damarlardaki vazodilatasyona veya an-
jiogenez ve yeni damar olusumuna bagl oldugu diisii-
niilen kan akimi artiginin, onceleri kirik bolgesinin
metabolik ihtiyacina yanit olarak gelistigi diisiiniil-
mekteydi. Bununla birlikte, endotelin bu asamada
yar1 gecirgen bir bariyer olarak davrandig: ve lokal
damar tonusunu ve kemik hiicre fonksiyonunu etki-
leyen lokal faktorlerin kaynagi oldugu gosterilmis-
tir.”’ Normal kemik damarlanmasinda gériilen NO ile
iligkili vazodilatasyonun yani sira iskemik kemikte
de son derece giiclii vazodilatasyon etkisi saptanmis-

Sitokinler

- -«— Lipopolisakkaridler

iNOS

L-sitrulin —» L-arginin

/

Gen dizenlenmesi

Apoptosis dizenlenmesi
Hucre geligimi

Hedef hiicre

Sekil 1. Nitrik oksit (NO) baglica iki farkli nitrik oksit sentaz (NOS) enzimiyle sentezlenir. Damar tonusu,
trombosit ve I6kosit aktivasyonu, apoptozis gibi olaylar diizenleyen, biyolojik bir aracidir.
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tir. Yeni damar olugumuna ait siirecte rol aldig1 i¢in
NO’nun kallus olusumu sirasinda 6nceden var olan,
damarlarin kanlanma artig1 seklindeki yanitini ve ye-
ni damar olusumunu sagladigi one siiriilebilir."*"
Yakin zamanlarda yayimnlanan bir caligmada, kirik
sonrasi erken donemde, kirik hattina yakin bolgede-
ki kortikal kan damarlarinda endotelyal NO sentaz
(eNOS) aktivitesinin belirginlestigi gosterilmigtir.”™”
Ayrica, kirik hattinda erken donemde eNOS protein
sentezi ve enzim aktivitesi artar ve sonra iyilesme
asamasinda bazal seviyelere iner.”” Bu mekanizma
ve saptamalart géz Oniine alan oldukca yeni bir ¢a-
lismada kirik sonrasinda kemikte, NO iizerinden ge-
lisen damarsal bir yanitin olup olmadigi, varsa za-
man icindeki seyri ve etkinin lokal diizenlenmis olup
olmadigr arastirnlmistir. Kirik bolgesinde NO kay-
nakli bir damarsal yanitin oldugu, bunun erken iyi-
lesme doneminde en iist diizeye ¢iktig1 ve bu etkinin
damarlar i¢inde NO iiretilmesine bagl lokal bir etki
oldugu sonucuna vartlmigtir.”

Ozetlenen bu mekanizmalar (Sekil 3) ve NO’nun
erken donemde kemik iyilesmesini olumlu etkileye-
cek bir aktiviteye sahip olabilecegi hipotezi, calis-
mamizin temelini olusturmustur. Bu hipotez cerce-
vesinde, segmental femur defekti modelini kullan-
dik. Kontrol grubunda defekt bolgesini sadece DKM
ile greftlerken, deney grubunda DKM’yi bir NO do-
norii olan nitrozoalbumin ile muamele ettik. Boyle-
ce, ortama erken donemde, varsayilandan daha fazla
NO getirmis olduk. Yontemin kaynamama agisindan
giivenilirligi sebebiyle, iki grup arasinda iyilesme
yoniinden fark elde edildiginde bunun olduk¢a an-
laml olacagm diisiindiik. Deneyde kullandigimiz
femoral segmental defekt modeli, bircok ¢alismada
osteoindiiktif, osteokondiiktif ve osteojenik faktor
ve materyallerin arastirllmasinda kullanilan giiveni-
lir ve standart bir yontemdir.”**' Yontem boliimiin-
de vurguladigimiz 6nemli avantajlar1 saglamasi di-
sinda, tedavi uygulanmamast durumunda bu model
ile olusturulan defektin en az %90 oraninda kayna-
mama ile sonuglandig1 gosterilmistir.” Femurun tii-
miinii periostundan siyirdiktan sonra tiim anterior
korteks boyunca plak ile osteosentez, diafiz ortasin-
da femur ¢apinin iki misli oraninda ve tam kemiksel
defekt iceren bu iglem sonrasinda kaynamama klasik
ortopedik bilgilerle uyumlu bir sonugtur. Ayrica plak
tesbiti icin kullanilan yivli Kirschner tellerinin, plak
tesbiti icin her zaman yeterli olmadigini; her dort
hayvandan birinde, degisik derecelerde implant ye-

tersizligi ile karsilasildigimi gozledik. Yontemi mo-
difiye ederek, dis hekimliginde kullanilan piva ¢ivi-
leriyle son derece stabil bir osteosentez sagladik ve
yontemin mekanik agidan giivenilirligini artirdik.
Tedavi uygulanmadiginda %90 kaynamama ile so-
nuclanan modelde, DKM kullanilarak greftleme
yapilan kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, deney
grubunda daha iyi kemik iyilesmesi ve kaynama
gozlenmesi olduk¢a onemlidir. Gergekten de, 3,
haftadan itibaren belirginlestigi iizere, kemiksel iyi-
lesme ve kaynama, deney grubundaki hayvanlarin
herbirinde ve her asamada daha iyi ve ileri olmustur.

Calismamizin bagladigi ve yazildigi donemde
yaptigimiz arastirmada, nitrik oksitin ortotopik bir
bolgede, kemik indiikleyici bir aktiviteye sahip ol-
dugunu gosterir bir bagka ¢alismaya rastlamadik. El-
de ettigimiz radyolojik sonuglar NO’nun ortotopik
bir bolgede kemik indiikleyici aktiviteye sahip oldu-
gunu diisiindiirmektedir. Uciincii hafta gibi erken bir
donemde, kontrol grubunda sadece bir hayvanda
%?25 kallus olusumu gozlenirken, deney grubundaki
sekiz hayvanda en az %25, birinde %75 ve bir dige-
rinde ise %100 oraninda kemik olusumu ve kayna-
ma gozlenmistir. Bu iyilesme farki, ilerleyen hafta-
larda gittik¢e artip belirginlesmistir. Onuncu haftada
kontrol grubunda hicbir hayvanda %75’ten fazla
kallus olusumu veya kaynama saglanamamigken,
deney grubu hayvanlarin altisinda (%60) kaynama
ve ikisinde ise %75-%100 arasi kallus olusumu sag-
lanmugtir.

Yapilan deneysel caligmalara ve verilere ve ken-
di calismamizda elde ettigimiz radyolojik sonuclara
dayanarak, kirik iyilesmesinin erken donemlerinde
ortama verilen NO’nun iyilesmeyi ve yeni kemik
olusumunu olumlu yonde etkiledigini soyleyebiliriz.
Calismamizin sonuglari, kurdugumuz hipotezi des-
tekler 6zellikteki radyolojik verilere dayanmaktadir.
Yonteme iliskin tartigilabilecek noktalardan biri, ki-
rik iyilesmesinin radyolojik degerlendirmesinin ba-
zen giic ve subjektif olabilecegidir. Ancak filmi ce-
ken kisi, pozisyon, rontgen cihazi, doz, tiip mesafesi
ve film banyosuna ait detaylarin her asamada esde-
ger olmasi saglanarak film kalitesini etkileyebilecek
faktorler standardize edilmistir. Diger yandan, so-
nuglarin saglikli olabilmesi i¢in filmler ii¢ ayr uz-
man gozlemci tarafindan degerlendirilmis ve goz-
lemciler arasi giivenilirlik icin korelasyon katsayisi
yeterli (r=0.97) bulunmustur. Ikinci nokta ise secilen
NO uygulama dozunun gerekgesidir. Doz, lokal sali-
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nim olarak davranmasini planladigimiz, kdrlemesine
bir dozdur. Bildigimiz kadariyla, lokal uygulama ve
etki icin, NO veya nitrozalbumin dozuna veya yari-
lanma Omriine ait, referans alinabilecek degerler ve-
ya calisma yoktur. Albumin insan serumundaki kon-
santrasyona gore hazirlanmis ve hacim defekt hac-
mine gore belirlenmistir.

Sonug olarak, bu olumlu radyolojik sonuglar hi-
potezimizin dogrulanmasi1 yolunda ilk asamadir.
Farkli dozlar ve NOS inhibitorlerinin kullanildigi
gruplar olusturularak yapilacak ileri ¢alismalar ve
histokimyasal incelemeyle bu bulgularin desteklen-
mesi halinde, NO uygun bir yontemle uygulandigin-
da ve kemik greftine eslik ettiginde, ortopedik re-
konstriiksiyonlarda ve lokal kemik olusumunun ge-
rektigi klinik durumlarda, terapotik adjuvan olarak
yararl olabilir.
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