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Otogreftli ve greftsiz kirik iyilesmesinin
ISik ve elektron mikroskopla histopatolojik

degerlendirilmesi

Faik Altintas®) Huseyin Bayram®),
Tunal®

Mehmet Kaya®, Gurbiz Baytok«, Nurdan

Tavsan fibulalarinda deneysel kink olusturularak, otogreftli ve greftsiz kirik iyilesmesinin, 1sik ve elektron
mikroskop ile histopatolojik degerlendirilmesi yapildi. Isik mikroskop ile yapilan degerlendirmede otogreft uy-
gulanan grup ile greftsiz grubun kirik iyilesme siireleri arasinda belirgin farkhilik bulunmadig: goéraldi.

Elektron mikroskopla yapilan degerlendirmede ise, baslangigta kondroblastlarin bol miktarda koyu bo-
yanmis mitokondriyon ve grantler endoplazmik retikulum kapsadigi, daha sonra mitokondriyonlann renkle-
rinin acildidy, kondrositlerden matriks icine etrafi koyu renkli sitoplazmik gikintilar olustugu, matrikste bu cikintilar
icerisinde ve disinda hidroksiapatit kristalleri olustugu ve hticrelerin giderek piknotiklestigi gorilda. Bu bul-
gular, mitokondriyonlann kalsiyum tasinmasinda roli oldugu(®) ve hiicre zar etrafindaki alkalen fosfataz en- |
ziminin kalsiyumun kristallesmesini sagladigi(4) gorislerini destekledigi seklinde yorumlandi.

Histopathological Evaluation of the Fracture Healing WJrh and Without Bone Grafts by Light and Elect-
ron Microscope

The effects of autologous bone grafts on the fracture healing were studied by light and electron microsco-
pe. This study was carried out in the rabbits which was divided two group. One group was to heal with autolo:
gous bone grafts and control group without graft. There was no difference between healing time of both groups.

An evaluation under electron microscope revealed that chodroblasts has had coupius dark stained mitoc-
hondria and granulare endoplasmic reticulum in the early phase, as the time pass the color of mitochondria
became light color. There was some cytoplasmic process with dark stained margine from chondrocytes to

matrix. In the matrix crystals of hydroxyapatit were acummulated in and around of this process. At the late
phase cells became picnotic.

This findings were interpreted as mitochondria had some task in the calcium transportation and calcium

is crystalised by the alkaline phosphatase activity around the cell wall.

Kirik kaynamasi vicudun diger dokularinda
gortlen tamir olaylarina gore farkl olup kirik
sonrasl aslina yakin iyilesme gorilir2. Bazen
cesitli nedenlerle kirik kaynamasi yavaslar veya
durabilir Normalde kendiliginden olan bu tamir
olayinda yavaslayan kaynamay1 hizlandirmak ve-
ya duran kaynamay: yeniden uyararak kaynama-
y1 saglamak igin kemik nakli ameliyatlar
uygulanir4.6.9-11.13,

Siklikla kullanilan greftler ise otogreftlerdir. Ke-
mik greftlerin osteoindiksiyon ve osteokondiik-
siyon gorevleri vardir!3. Yapilan galismalarla ki-
rik kaynamasinin tim safhalari, greftlerin 6zel-
likleri ve davranis sekilleri ortaya konulmus, ke-
mik morfogenetik proteini adi verilen nonkollo-
genik proteinin osteoindiksiyon yaptigi
gosterilmistirs 2213, Son yillarda elektron mik-
roskopla yapilan galismalarla kemik hiicreleri-
nin ultrastriiktirel durumlar incelenmis, mito-
kondriyonlarin kalsiyum tasinmasinda rol aldi-
J1, alkalen fosfatazin ise hidroksi apatit kristal-
lerinin  olusmasini sagladigi ortaya
konulmustur3!4. Calismamizda otogreftli ve

greftsiz kirik iyilesmesinin karsilastirilmali ola-
rak 1sik ve elektron mikroskoplari diizeyinde in-
celenmesi yapilmis ve bulgulanimiz literatirle
karsilastirlmistir

Materyal Metod:

Bu ¢alismada Cukurova Universitesi Tip Fakiil-
tesi arastirma laboratuvarinda 25 adet 2-2,5 kg
agirhginda, eriskin erkek tavsan kullanildi. Tav-
san fibulasi rudimanter olup 1/3 orta bélgeden
tibiaya kaynamis durumdadir ve ytk alan bir ke-
mik degildir: Bundan dolay: kink sonras: herhan-
gi bir tespite gerek gostermedidi igin galisma fi-
bula Gzerinde yapildi. Tavsanlar 40 mg/kg nem-
butal .M. verilerek uyutuldu. Steril sartlar altin-
da once sag krista iliaka tzerinden yapilan in-
sizyonla kemik grefti alind1. Spongioz greft ayri-
larak steril olarak bekletildi. Sonra sag fibula tize-
rinden yapilan insizyonla fibula agiga ¢ikartildi.
Sivri uglu makas ile kesilerek kirik olusturuldu.
Otogretft ile greftlenerek tabakalar kapatildi. Daha
sonra sol fibula da makas ile kesilerek kirik olus-
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Resim 1: Greftsiz gruptan bir
tavsanin 2 ve 4. haftalar so-
nunda on-arka tibia-fibula
grafileri

Resim 2: Otogreftli gruptan
bir tavsanin 2 ve 4. haftalar
sonunda on-arka tibia-fibula
grafiteri

Resim 4: Otogreftli grupta 3. hafta sonunda kirik b0|g_e:¢,|mn
15tk mikroskobunda gérunumu. (Osseo kondral birlegsme)

turuldu. Otogreft ile greftlenerek tabakalar ka-
patildi. Daha sonra sol fibula da makasla kesi-
lerek greft konulmadan tabakalar kapatildi. Haf-
talik radyografiler gekilerek kirik iyilesmesi iz-
lendi. 1.,2.,3.,4. ve 6. haftalarda her hafta 5 tav-
sanin ayni sekilde anestezi altinda her iki fibu-
lalan tam olarak c¢ikartildi. Isik mikroskobu ile
inceleme icin alinan 6rmekler %10 luk formolige-
risinde 24 'saat birakildiktan sonra yumusayin-
caya kadar %10 luk nitrik asitte dekalsifiye edil-
di. Sonra parafin bloklar hazirlanip 5-6 mikron-
luk kesitler alinarak Hematoksilen Eosin ve Van
Gieson ile boyandi. Kaynamanin histolojik de-
gerlendirmesi, Bos ve arkadaslar! ile Nilsson

Resim 3: Greftsiz grupta 1. hafta sonunda kink hattinin mik-
roskopik gorunumu. (O: Ossedz doku, f: fibréz doku)

| ve arkadaslarining kullandigi asagidaki kriterle-

re gore yapildi.

Kaynama sekli Puan

Kaynama yok

Fibréz kaynama
Fibro-kartilagindz kaynama
Osseo kondral kaynama
Ossetz kaynama
Trabekdler yap: olugumu

[S RN AL )

Elektron mikroskop ile inceleme icin kirik hat-
tindan alinan kigtk parcalar hemen 7,4 pH da
Millonig? in fosfat tamponu ile hazirlanmis %5
lik glutaraldehit igerisinde alinip 3 saat bekletil-
diler. Daha sonra %1 lik Os0, icerisinde 2 saat
post-fikse edildi. Sonratetanol icerisinde dehid-
rate edilip araldit icerisine gomutildd. Elde edi-
len bloklardan Reichert OM-U3 ultramikrotomu
ile 200-500 A° kalinhiginda kesitler alinip, ura-
nil asetat ve kursun sitrat ile boyandi. Zeiss E.M.
10B elektron mikroskobu ile incelendi.

Bulgular

Radyolojik olarak her iki grupta da I. haftada
kirik hattinin belirgin oldugu, 2. hattada kal te-
sekkilinin basladigi, 3. haftada kal képriiles-
mesinin baslayip, 4. haftada tamamlandigi, 6.
haftada ise radyolojik kaynamanin tamamlandi-
g1 gorildi (Resim 1-2).

Hastalar Greftsiz Grup Otogreftli Grup
Kink sayisi Toplam puan Kirnk sayisi Toplam puan
1 hafta 5 5 5 5
2. hafta 5 10 5 11
3. hafta 5 15 5 'S
4. hafta 5 20 5 20
5. hafta 5 24 5 25
TOPLAM 25 74 25 76

TABLO 1: Gruplardaki kirk kaynamasmin hahalara gore dagiimn
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Isik mikroskobu diizeyinde degerlendirmede:

Birinci hafta sonunda her iki grupta kirik hat-
tinda hematom tesekkult ve fibréz doku proli-
ferasyonu gortlda (Resim 3). Ikinci haftada greft
uygulanmayan grupta kirik hattinda fibr6z doku
icerisinde olusan kikirdak adalari ile birlesme,
Otogreft uygulanan grubun dérdinde fibrokar-
tilagindz birlesme oldugu.birinde ise kikirdak do-
ku igerisinde kemiklesme alani oldugu saptan-
dr. Ugiinct haftada her iki grupta kirik bélgesin-
de osseokondral birlesme gorildd (Resim 4).
Her iki grupta dérdinci haftada osse6z kayna-
ma, altinci haftada ise greftsiz gruptaki bir kirik
hari¢ digerlerinde mediiller boslugun olustugu
tespit edildi.

Greft uygulanan ve greftsiz gruplarin kirik iyi-
lesmesinin haftalara gore histolojik degerlendir-
me toplam puanlari tablo I de gorilmektedir. Ya-
nima payr = 0.05 alinip X? 6nem testi yapil-
diginda haftalara gére gruplar arasi farkin 6nem-
siz oldugu gorualdu.

Elektron mikroskopla yapilan degerlendirme-
de, her iki grupta baslangigta kondroblastlarin
bol miktarda graniler endoplazmik retikilim ve
koyu boyanmis mitokondriyonlar ihtiva ettigi,
matrikste kollogen lifler.gérildi (Resim 5-6). Da-
ha sonra mitokondriyonlarin renklerinin acildi-
d1, hipertrofik kondrositlerden matriks i¢ine dog-
ru ilerleyen sitoplazmik c¢ikintilar olustugu, hicre
zart etrafinin daha koyu renkli boyandig: saptan-
d1 (Resim 7). Giderek matriks icinde hidroksia-
patit kristallerinde artma saptanirken (Resim 8)
hipertrofik hticrelerin piknotiklestigi ve sitoplaz-
mik uzantilarim kaybettigi izlendi (Resim 9). 4.
haftada ise ortamda osteoklastlar gorildi (Re-
sim 10).

Tartigma

Kirik olustugunda hematom, fibroblastik me-
zensimal hucre aktivasyonu ve preosteoblastla-
rn aktivasyonu ile tamir olay: baslarz4.11.13

Resim 5: ilk hafta sonunda gériilen
kondroblast. Stoplazma stnirlar duz-
gun olup koyu boyanmis mitokondri-
yoniar (okla isaretl) gérultyor.
goruluyor.

Resim 8: Kalsifiye matriksteki hidroksi apatit kristalleri (okla
isaretli)

Resim 6: Kikirdak tatriks igerisinde
yer alan hipertrofik kondrositier. Hic-
relerde bol granuler endoplazmik reti-
kulum (okla isaretli) ve kollagen fifler (k)

Resim 7: Hucre zar etrafi koyu boyan-
ma gosteren hipertrofik kondrosit. Mi-
tekondriyonlar (okla isa

goruluyor ve stoplazmik ¢ikintilar (sg)
olusmus.

Urist!3, Otoinduktif cevabin rezidiel embriyonik
hicrelere bagh oldugunu, bu hiicrelerin postna-
tal hayatta'kas dokusuna olan farklilasmasini kay-
bederek genetik olarak kartilaj ve kemige fark-
lilasma gosterdigini belirtmektedir. Eger kayna-
mayi engelleyecek bir olay yoksa kirik, enflama-
tuar, reperatif ve remodeling safhalarindan ge-
cerek kaynamaktadir2410. Kirik kaynamasinda
yavaslama veya durma oldugunda kemik greft-
leri ile kaynama olay: uyarilimakta ve kaynama
saglanmaktadirz-4.11.13,

Calismamizda otogreftli ve greftsiz gruplarda
kirik kaynamas: ayni stirede gerceklesti. Otog-
reft, kaynama potansiyeli olan ve normal kayna-
ma seyrini gosterecek olan kirik izerine kayna-
ma suresini kisaltici etkide bulunmadi.
Turkmen!2, tavsanlarin tibialar Gzerinde yapti-
1 calismada otogreftlerin tavsan tibiasinda ki-
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Resim 10: Gok sayida gekirde@i olan bir osteoklast.

rik kaynamasin hizlandirdiginu belirtmektedir.
Biz, yaptigimiz calismada fibula kingina oto-greft
uygulamasinin kirik kaynamasini hizlandirma-
diginy, greftli ve greftsiz kirik kaynama sureleri
arasinda belirgin fark olmadigini saptadik. Ke-
mik greftleri normal kaynama gosterecek kirik-
larda kaynamay hizlandinc etki géstermemek-
tedirler. Fakat kaynamas: yavaslayan veya duran
kiriklarda kaynamay: uyarici etki yapip o bolge-
de kemiksel cati gorevi de gorerek kaynama
saglamaktadirlar#6.9.11.13,

Brighton ve Hunt3, sicanlarda yaptiklar: aras-
tirmada, buyime kikirdag boélgesinde mitokond-
riyonlarin kalsiyum tasinmasinda roli oldugunu
elektron mikroskopik olarak gostermislerdir. Vo-
Ipin ve arkadaslarinin!# yine sicanlarda yaptik-
lari elektron mikroskopik kontrelli calismada mi-
tokondriyonlarin kalsiyum tasinmasindaki roli
vurgulanarak hipertrofik kondrositlerin sitoplaz-
mik ¢ikintilarinin matriks vezikulleri haline ge-
lerek matriks igerisine hiicreden kalsiyum tasi-
diklanni, hicre zan ve matriks vezikulu etrafin-
da aktivite gosteren alkalen fosfataz enzimi ile
bu kalsiyumun hidroksi apatit kristallerine do-
nustiklerini belirtmektedirler.

Biz calismamizda baslangicta tamir elayinda
yer alan hucrelerde bol grantler endoplazmik
retikilim, ve koyu boyanmis mitokondriyonlar
gordik (Resim 5-6). Bunlar aktif osteoprogeni-
tor hiicrelerdir. Matrikste kalsifikasyon goéraldu-
gunde mitokondriyonlarn renklerinde acilma ol-
mustu (Resim 7). Bu bulgular Brightzz ve
Hunt3 un c¢alismalarindaki bulgulan destekle-
mektedir. Calismamizda 2. haftadan sonra gé-
rulmeye baslanan hipertrofik kondrositlerin stop-
lazma etrafinin koyu boyanmasi, stoplazmik ¢i-

Resim 9: Lakuna igerisinde yer alan piknotikiesmis hucre

kintilarin olusarak matriks icine girmesi (Resim
7) ve matrikste bu vesikuller icerisinde

da hidroksi-apatit kristalleri gérilmesi (Resim 8)
Volpin ve arkadaslan'® nin vesikuller vasitasiy-
la hucre icinden matrikse tasinan kalsiyumun
burada hiicre zan ve matriks vesikiilleri cevre-
sinde koyu boyanma yapan alkalen fosfataz en-
zim aktivitesi ile kristallestigi goruslerini destek-
lemektedir. Bol kollagen ve kalsifiye matriksin
olusturdugu bir lakuna igerisinde kalan bu eski
hipertrofik hucreler aktif hiicre gorevlerini ta-
mamladiklari icin piknotiklesmektedirler (Resim
9). Ayrica 4. haftada osteoklastlarin gérilmesi
(Resim 10) hiicresel seviyede remodeling fazi-
nin basladiginin gostergesi olarak degerlen-
dirildi.

Sonug:

Calismamiz sonucunda, 1sik mikroskopik du-
zeyde kirik iyilesmesini geciktirecek yada engel-
leyecek bir durum yoksa otogreftli ve greftsiz ki-
rik iyilesme suresinin farkli olmadigi goérualda.
Elektron mikroskopik incelemede ise, mitokon-
driyonlarin kalsiyum tasinmasinda rolt oldugu?,
hticreden stoplazmik ¢ikintilar yoluyla matriks
icine tasinan kalsiyumun alkalen fosfataz enzim
aktivitesiyle kristallestigi!'¢ goruslerini destekler
bulgular saptand 4. haftada osteoklastlann go-
rilmesi remodeling fazinin baslamasinin goster-
gesi olarak degerlendirildi.
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