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OZET

Ortopedi ve Travmatoloji pratiginde kirik ¢ok sik karsilagilan bir
saglik problemidir. En hizli sekilde kirik iyilesmesinin ve hastanin erken
mobilizasyonunun saglanmasi 6nem arz eder. Kirik iyilesmesi Uzerine bir gok
calisma yapiimis ve yapilmaya devam etmektedir. Koenzim Q10'in guglu
antioksidan ozelligi ve kemik yapimini saglayan hucreler Gzerinde, kemik
yapimi lehine olan etkileri nedeniyle bu ¢alismada si¢an kirik modeli Gzerinde
arastiriimistir.

36 adet sican kontrol grubu, intraperitoneal soya fasulyesi yagi
verilen grup, 25mg/kg/gun dozunda soya fasulyesi yaginda ¢ozunmus
koenzim Q10 verilen grup ve 50mg/kg/giin dozunda soya fasulyesi yaginda
¢6zUnmus koenzim Q10 verilen grup olarak dérde ayrildi. Ameliyat sonrasi
birinci ginden itibaren soya fasulyesi yagi ve koenzim Q10 verilen gruplara
28 gun boyunca intraperitoneal olarak enjeksiyon yapildi. Her grubun yarisi
14. glnde sakrifiye edilerek erken donemde radyolojik, histopatolojik ve
immunohistokimyasal; diger yarisi ise 28. gunde sakrifiye edilerek radyolojik ,
histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak kirikk kaynamasi yonunden
degerlendirildi.

Dusuk-ylksek doz koenzim Q10 verilen gruplar ile diger gruplar
arasinda, kirik iyilesmesi yonunden; erken ve ge¢ donemde radyolojik ve
histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularda, istatistiksel olarak anlamli
farkhlik olmadigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: kirik iyilesmesi, koenzim Q10, sican



SUMMARY

COENZYME Q10 EFFECT IN RAT FRACTURE HEALING MODEL

In Orthopedics and Traumatology practice fracture is a very common
health problem. It is important to have the fastest recovery of fracture and
early mobilization of the patient. Many studies have been done and many of
ongoing studies continue on fracture healing. Because of the strong
antioxidant properties of coenzyme Q10 and the effects of bone formation on
cells that provide bone formation, this study was explored on a rat fracture
model.

36 rats were put on groups of the soybean oil group, the coenzyme
Q10 group dissolved in soybean oil at a dose of 25 mg / kg / day, the
coenzyme Q10 group dissolved in soybean oil at a dose of 50 mg / kg / day
and control group. From the first day of postop, injections were given
intraperitoneally to soybean oil and coenzyme Q10 groups for 28 days. Half
of each group sacrificed at 14™ day for early period radiological,
histopathologic and immunohistochemical fracture healing and rest of the
groups individuals sacrificed at 28th day for radiological, histopathologic and
immunohistochemical fracture healing evaluations.

Between the groups given low-high-dose coenzyme Q10 and other
groups, fracture healing was observed; There was no statistically significant
difference between radiological and histopathological and
immunohistochemical findings in early and late period.

Keywords: fracture healing, coenzyme Q10, rat



GIiRIS

Kirkk kemigin anatomik buatunliginin tamamen veya kismen
bozulmasi sonucu, yetmezlige ugramasidir (1).

Kiriklar; trafik ve is kazalarinin yanisira, yash niufusun da artmasi
nedeniyle, Ortopedi ve Travmatoloji pratiginde sik karsilasilan 6nemli bir
saglk problemidir. GuUnUmuzde hastalarin beklentilerinin de artmasi
sebebiyle, gerekli cerrahi ya da konservatif midahalenin yapilarak en hizl
sekilde kirik iyilesmesinin saglanmasi ve hastanin erken mobilizasyonu 6nem
arzeder.

Kirik iyilesmesinde tedavi sonucu, cerrahin iskelet sistemini olusturan
dokularin dogal iyilesme potansiyelini en iyi sekilde kullanmasiyla dogru
orantihdir. Doku iyilesmesi konusunda tecrubeli cerrahlar, komplikasyonlari
veya yetersiz ve basarisiz iyilesmeyi daha etkili tedavi edebilir.

Kirik iyilesmesi guncel yayinlarda farkli sureclerin degiskenliginin
kordinasayonunu iceren karmasik bir olay olarak tariflenmektedir (2). Glincel
yaklagimlar eklem ve on kol kiriklarinda birincil kirik iyilesmesi diger uzun
kemik cisim kiriklarinda ise ikincil kirik iyilesmesini amaglar (39,55). Kirik
iyilesmesinin hizlandiriimasinda c¢esitli etkenler Uzerinde arastirmalar
yapilmis ve yapilmaktadir. Kirik iyilesmesinin erken dénemlerinde inflamatuar
hicrelerin aktivasyonuyla olusan serbest oksijen radikallerinin, granilasyon
dokusu olugsmasi ve kirik iyilesmesi Uzerine olumsuz etkileri bulunmaktadir
(3,4). Bu etkilerin hasara sebep olmamasi i¢in antioksidanlar olarak bilinen
cesitli moleklller rol oynar. Ayrica yapilan galismalarda, antioksidanlarin
osteoklastogenez inhibitorleri olarak hareket ettigi ve osteoblast farklilagsmasi
icin pozitif etki gdsterdigi ileri sirmektedir (5,6,52).

Koenzim Q10 vucutta kimyasal reaksiyonlara enerji saglanmasinda
onemli rol oynayan ve ayni zamanda lipofilik yapida gug¢lu bir antioksidandir
(56). Koenzim Q10’in osteoklast farkllasma yolunda, reaktif oksijen
radikalleri olusumunu inhibe ettigi ve osteoblast farkhlasmasindaki olumlu
etkisi gosterilmistir (42). Bu calismada koenzim Q10’in kirik iyilesmesi
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uzerine etkisi; radyolojik, histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak

arastinimistir.

Kemik Doku ve Histolojisi

Kemik dokusu bag dokusunun 6zel bir formudur. Mineralize matriksi
nedeniyle vicudun en sert dokularindan biridir (7). Vicuda mekanik destek
saglar ve hayati organlarin korunmasinda gorev alir. Olusturdugu kaldirag
sistemleri, kas kasiimalari ile viicuda hareket saglar. Kemik dokusu, mekanik
ve hormonel uyaranlara bagli olarak yapisal degisiklikler gosteren dinamik bir
dokudur. Kalsiyum, fosfor ve diger mineraller igin rezervuardir (8,9).
Hematopoietik hucreleri ve mezenkimal kok hucrelerini barindirir. Kemikler
kardiyak ¢ikisin (out put) %5-10’unu alirlar.

Kemik dokusu sertligine karsin, karsilastigi degisik kuvvetlerin etkisi
ile sekil ve yapisini degistirebilir. Diger bag ve destek dokularinda oldugu gibi
hdcreler azinliktadir.

Kemik dokuda; osteoprogenitor hticreler, osteositler, osteoblastlar ve
osteoklastlar olmak Uzere dort ayri hucre bulunmaktadir.

Osteoprogenitor hicrelere osteojenik hucreler de denir. Bunlar kemik
hicresi olma yodninde kosullanmis mezenkim hucreleridir. Kok hulcre
Ozelliklerine sahiptirler. Olgunlasmis kemikte kemigi saran zarlar ( periost,
endost ) igerisinde; kemik kanalciklarinin icindeki damarlar etrafinda ise
perisit olarak adlandirilarak, inaktif olarak bulunurlar. Yeni kemik yapimi ve
kemik kiriklarinin onarimi sirasinda mitozla c¢ogalarak osteoblastlara
donugurler (10).

Osteoblastlar kemik yapiminda rol alan hicrelerdir. Osteoprogenitor
hicrelerden meydana gelirler. Kemik yapim yerlerinde tek sira halinde , epitel
hicreleri gibi dizilirler.

Kemik fundamental substansinin amorf kismini ve fibrillerini ( tip |
kolagen) sentezlerler. Henliz mineralize olmamigs bu tir temel madde osteoid
adini alir. Osteoblastlar daha sonra salgiladiklar alkali fosfataz enzimi

sayesinde kandan buraya gecen kalsiyum ve fosfor iyonlarinin ¢ékmesini
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saglarlar, boylece mineralize olan fundamental substans iginde hapsolur,
aktivitelerini azaltir ve osteositlere donusurler (11,12).

Osteositler olgun kemik hucreleridir. Lacun adi verilen bosluklar
icinde bulunurlar. Sitoplazmik uzantilari vardir, bu uzantilar kanalikili osseiler
icinde birbirlerine dogru uzanir. Kemik matriksi sertlesmis oldugundan madde
transportu  osteositler  Uzerinden  gergeklesir  (11).  Aktivitelerini
kaybettiklerinde osteoklastlar tarafindan resorbe edilirler.

Osteoklastlar kemik resorbsiyonunu saglayan hucrelerdir. Kemik
yikimi sirasinda belirirler. Kandan gelen monositlerin birlegsmesi ile sekillenen
dev hucrelerdir. Osteoblastlar tarafindan sentezlenen makrofaj koloni-uyarici
factor (M-CF) monositlerin osteoklast yoninde farklanmalari ve hayatta
kalmalar icin gereklidir. Osteoklastlarin kemik ylzeyine oturduklari yerler
cukurlasir ve Howship lakiinu adini alir (13).

Kemik matriksinin diger destek dokulardan farki inorganik maddeler
icermesidir. Saglam ve dayanikh bir kemikte matriksin organik ve inorganik
kisimlari dengelidir.

inorganik kisim temel maddenin kuru agirhginin yaklagik %50
kadarini olusturur. Kemik dokusuna sertlik kazandirirlar. inorganik
maddelerin en o6nemlileri Ca™ (%85) ve P iyonu (%10) dur. Kemik
matriksindeki Ca’™" ve P iyonlar hidroksiapatit kristalleri halindedir.

Kemik dokusunun organik kismi osteoblastlar tarafindan sentezlenir
ve salgilanir. Amorf ve fibr6z unsurlardan olusur.

Amorf kisim hyaluronik asit, kondriodin 4-6 sulfat, keratan sulfat,
osteonektin, osteokalsin, osteopontin ve gama karboksiglutamik asit ihtiva
eder.

Fibroz kisim agirlikh olarak Tip | kollagen lifler bulunur. Tip | kollagen
kemik matriksinin baskin proteinidir.

Kemik dokusunu distan saran bag dokusuna periost (periosteum) adi
verilir. Gelisme doéneminde iki katmandir. Daha hicresel yapida olan i¢
katmana osteojenik tabaka adi verilir ve ¢ogunlugu osteoprogenitor hucreler

olusturur. Olgun kemiklerde ise bir miktar osteoprogenitor hiicre yedek olarak



kalir. Periosteal kollajen liferden olusan Sharpey lifleri, matriks igine girerek
periostu kemige baglar.

Kemik dokusunu i¢ten saran bad dokusuna endost (endosteum) adi
verilir. Endostun kemik dokuya bitisik ylzU Gzerinde osteoprogenitor hicreler

bulunur, bunlar da osteoblastlara donugerek kemik yapimina katilirlar.

Kemik Tipleri

Yapisina gore; primer, woven (olgunlagsmamis) ,6rgimsiu kemik ve
sekonder, olgun veya lameller kemik olarak iki tip kemik bulunmaktadir.

Primer kemik dokusu; intrauterin hayatta ilk sekillenen kemik
dokusudur, buna olgunlasmamis kemik dokusu da denir. Primer kemik
dokusunda kollagen iplikler gelisiglizel seyrederler, temel madde yeterince
sertlesmemigstir, osteositler sayica boldurlar, doku icinde duzensiz sekilde
dagiimiglardir.

Sekonder kemik dokusu; Buna olgun kemik dokusu da denir. Lamelli
bir yapi gosterir. Bir lamelde bulunan kollagen iplikler paraleldir ve komsu
lameldekilere ¢apraz yonde ve spiraller yaparak seyrederler (8). Bu 6zel yapi
sekonder kemiklere buylk bir dayanakhlik saglar. Matriks oldukca
sertlesmistir. Osteositler kemik lamelleri Uzerinde duzenli bir sekilde
yerlesmislerdir, kanalikili osseiler iyi gelismistir (14). Eriskinlerde sadece
sekonder kemik dokusu bulunur. Sekonder kemigin singerimsi ve kompakt
kemik olmak Uzere iki tipi vardir.

Sungerimsi kemikte kemik lamelleri tek tiptir, birbirlerine paraleldir,
yer yer anastomozlagirlar. Lameller arasinda kemik iligi ile doldurulmus
buyuk gdzenekler vardir.

Kompakt kemik c¢iplak gozle bakildiginda homojen ve kompakt
gorunur. Ancak mikroskopla incelendiginde kuguk kanalciklarla donandigi
farkedilir. Kompakt kemik dokuda iki turli kanal vardir. Kemigin uzun
eksenine paralel seyreden kanallara Havers kanallari denir. Bunlari

birlestiren yan kanallar ise Wolkman kanallari adini alir. Her ikisinin de iginde



kan damarlari ve sinirler seyreder. Kompakt kemikte hucreler az yer kaplar,
matriks yapiya hakimdir
Ortada Havers kanali ile etrafindaki bu lameller birlikte bir sistem

olarak kabul edilirler ve bunlara Havers sistemleri (veya osteon) adi verilir.

Kortikal Kemik

Dis lameller

Periosteum = Endosteal yuzey

ic Lameller
Trabekilalar tarafindan

korunan santral mediller

Havers kanallar i¢indeki bosluk (ilik)

! kapillerler

Delici Fiberler

Periostel damarlar

I Lameller

Sekil-1: Kortikal kemik yapisi (14)



Trabekiiler Kemik
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— - ———— »

------ — = Osteoklastlar

Sekil-2: Trabekuler kemik yapisi (14)

Kemigin Olugsumu

Kemik olusumu iki farkli yolla olmaktadir. Mezenkim dokusunun
dogrudan kemik dokuya doéndsmesine, intramembrantz kemiklesme;
mezenkim dokusundan 6nce hyalin kikirdak bir model Uzerinden kemik doku
gelismesine, intrakartilagindz (endokondral) kemiklesme denir (8,14). Yassi
kemikler intramembran6éz kemiklesme, kisa ve uzun kemikler ise
intrakartilagindz kemiklesme ile meydana gelir. Her iki sekilde de gelisen
kemik primer kemiktir, daha sonra bunun yerini sekonder ( olgun ) kemik alir.

intramembranéz kemiklesme sirasinda mezenkim hiicreleri hizla
bollinerek osteoprogenitor hlicrelere, bunlarda hizla bélinerek osteoblastlara
donusdurler. Osteoblastlar kemik matriksini sentezleyip salgilayarak iginde
gomula kalir ve osteositlere donusurler. Boylece mezenkim dokusu iginde
osteoid odaklar sekillenir (8,14).

Mezenkim dokusunda bulunan kan damarlarindan c¢ikip osteoid

dokuya gecen Ca ve P iyonlari, osteoblastlarin salgiladi§i alkali fosfataz‘in
6



araciligi ile CaPO4 molekulleri olugtururlar. Boylece osteoid mineralize olarak
primer kemik dokusunu olusturur.

Bu sekilde mezenkim dokusu iginde olusan primer kemik merkezleri
birbirleriyle birleserek siingerimsi kemidi meydana getirir. Singerimsi kemik
son seklini aldiginda primer kemik dokusu igeren trabekuller ortadan kalkar
geriye sadece sekonder kemik yapisindaki trabekulleri kalr. Kemik
trabekulleri arasindaki mezenkim dokusu ise kemik iligine (retikiler bag
dokusu, hematopoetik doku) dénusdr.

Intrakartilagin6z kemiklesme ilk olarak mezenkim dokusundan o
kemige benzeyen hyalin kikirdak modeller olugsmasi ile baglar. Hyalin
kikirdak disindaki mezenkim dokusu perikondrium yapisi kazanir.
Perikondriyumun i¢ kisminda bulunan mezenkim hucreleri bolinerek
osteoprogenitor hucrelere, onlarda osteoblastlara donusir. Osteoblastlar
kikirdak yuzeyine tek sira halinde dizilerek kikirdagi saran kemik lamelleri
sentezlerler ve lameller Uzerindeki bosluklara yerleserek osteositlere
donusdrler. Bundan sonra perikondriyum degil periosteum olarak
isimlendirilir. Perikondriyumdan diffizyon sayesinde beslenen kan damari
icermeyen kikirdagin beslenemez. Kikirdak hucreleri 6nce hipertrofiye olur,
sonra harap olurlar. Periosteumda osteoklastlar belirir, bunlar kikirdagi saran
kemik lamelleri yer yer oyarak delikler acarlar. Bu deliklerden kikirdak igine
dogru damarlar filizlenir, damarlardan ¢ikan Ca ve P iyonlari kondrositlerden
kikirdak matriksine gecen alkali fosfatazin araciliiyla birleserek kikirdak
matriksine oturur ve onu kalsifiye eder. Boylece kalsifiye olmus kikirdak
merkezleri meydana gelir. Kan damarlari ile bdlgeye gelen yeni mezenkim
hicrelerinden farklilasan osteoblastlar, kikirdak dokusu Uzerine dizilerek
primer kemik dokusu yaparlar. Boylece ortalari kireclesmis kikirdak, yuzeyleri
kemikten olusmus primer kemiklesme merkezleri meydana gelir (14). Daha
sonra bu primer kemiklesme merkezlerindeki kikirdak matriks kondroklastlar,
primer kemikten olusan kisimlar osteoklastlar tarafindan resorbe edilir.
Rezorbe edilen bolgelere osteoblastlar tarafindan sekonder kemik doku
yapilir. Kemigin ortasinda olusan kovuktaki mezenkim dokusu ise kemik

iligine déntsir.



Kemik Fizyolojisi

Maturasyonunu tamamlayan kemik dokusu metabolik olarak cesitli
gorevlerde yer alir (15).

Belirli bir kemik bolgesindeki yuk miktari artarsa, daha dayanikl hale
gelmek igcin kemik kendini zamanla yeniden sekillendirir.  Trabekalin i¢
yapisinda adaptif degisiklikler gerceklesir Buna Wolff'un transformasyon
yasasl adi verilir. Bu yasaya gore kuvvetin yok olmasi kemik yapimini
azaltirken, kuvvetin var olmasi ise kemik yapimini arttirir (16).

Total vacut kalsiyumunun %99'u kemikte bulunmaktadir. Kalsiyum
tuzlan iskeletin yapisal butiniugunin saglanmasi igin gereklidir. Hacre igi
kalsiyum ise kaslarin kasilmasi néromuskuler ileti ve hormonal veya reseptor
sinyallenmesinde déneme sahiptir. Iyonize kalsiyum diizeyi kemik yapimi,
kemik yikimi, kalsiyum emilimi ve kalsiyum atilimi arasindaki iligki ile hicre
digi sivida dengede tutulur. Kalsiyum duodenum ve jejenumda emilir.
Beslenme ile alinan kalsiyum miktari azaldiginda PTH trafindan bdbrek
tubdullerindeki 1,25-(OH)2D sentezi uyarilir. Kalsiyum atilimi idrar, digki ve az
oranda ter ile olur. PTH etkisi ile intiyac halinde bobrek tibullerinde kalsiyum
geri emilimi hizlanir. Kandaki kalsiyum miktari azaldiginda osteoklastlar
paratiroid hormon tarafindan aktive edilir ve sayilari artar. Sonu¢ olarak
kemikteki kalsiyum serbest hale gelir. Tiroid bezinin parafollikiler
hlcrelerinde sentezi yapilan kalsitonin, paratiroid hormona ters etki yaparak
matriks rezorbsiyonunu inhibe eder (14).

Kasilma, protein sentezi, hicre bolunmesi gibi olaylarda kullanilan
yuksek enerji saglayan ATP ve kreatin fosfat gibi molekillerin yapisinda
bulunan fosfat, %85 oraninda kemigin mineral fazinda hidroksiapatit seklinde
depolanir (14).

Hormonlarin da kemik Uzerinde onemli etkileri vardir. Ostrojen,
testesteron ve buyume hormonu 0Ozellikle puberte doneminde osteojenik
hdcrelerin  sayilarini arttirarak osteoblastlarin organik matriks Uretimini
¢cogaltmalari yoluyla etkilerini gosterirler (17). Kortikosteroidler kollajen

sentezini Onleyip osteoblast verimliligini azaltarak kemik kaybini arttirirlar.
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Tiroid hormonlari ise kemik yikimini kemik yapimindan daha fazla etkileyerek

osteoporoza neden olurlar.

Kiritk Tanimi ve Tipleri

Kirik; kemigin anatomik butanlugunin tamamen veya kismen
bozulmasi sonucu, yetmezlige ugramasidir. Ancak kirik tedavisi sirasinda
ortaya ¢ikan yara problemleri ve derin enfeksiyonlarinin miktari, kaynamama
miktarinin Uzerindedir. Bu nedenle kirik tedavisinin en can alici yonda,
yumusak dokunun bakimi ve toparlanmasidir (18). Bu sayede ciddi hasara
yol acabilen komplikasyonlarin engellenmesi amaglanir.

Kapali kiriklarda yumusak doku yaralanmalarini tanimlamak igin
kismen subjektif olan Tscherne siniflamasi ve daha objektif bir siniflama
olmasina ragmen pratikte karmasaya neden olabilen AO siniflamasi
mevcuttur (Tablo-1) (19).

Tablo-1: Tscherne Siniflamasi (19)

Evre 0 Farkedilebilir yumugak doku yaralanmasi olmayan kapali kirik

Evre 1 Cilt ve ciltalt dokuda abrazyon ya da kontlzyon

Evre 2 Kas gruplarini da igeren derin abrazyon

Evre 3 Yaygin yumusak doku hasari ve siddetli kas yaralanmasi

(kompartman sendromu ve arteriyal yaralanma)

Acik kiriklari degerlendirmek icin ise Gustilo-Andersen siniflamasi
kullaniimaktadir (Tablo-2) (20).



Tablo-2: Gustilo-Andersen siniflamasi (20)

1 <1 cm yara , minimal kontaminasyon

2 1-10 cm arasi yara

3a >10cm yara, minimal periosteal siyrilma

3b Yumusak doku ortimu gereken >10cm yara

3c Onarim gerektiren vaskuler hasarin eslik ettigi kirik

Kiriklar; kirik hattinin dis ortamla iligkisinin olup olmamasina gore,
kemik dokunun saglamhgina goére, kirigi olusturan kuvvetlere gore, kirik
sayisina gore, kirigin derecesi veya kirik hattina gore, kirigin kemikteki
anatomik lokalizasyonuna gore ya da kirilan kemigin histolojik yapisina gore
siniflandinimaktadirlar.

Kirigin kemikte olustugu bélge iyilesmenin seklini ve iyilesme suresini

dogrudan etkilemektedir.
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Sekil-3: Kirik hattina goére kirik tipleri (18)
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Kirik iyilegsmesi

Travma veya cerrahi osteotomiler kemik yaralanmasina neden
olurlar. Bu yaralanma mekanik instabiliteye, etkilenen dokunun vaskuler
desteginde hasara buna bagli olarak hipoksiye ve iflamatuar cevabin
artmasina neden olur.

Kirik alandaki hareketin derecesi iyilesmeyi etkiler. Hareket oncelikli
olarak enkondral ossifikasyon ile iyilesmeye neden olurken, kirik alaninda
saglanan rijidite membrandz ossifikasyon ile iyilesmeye olanak saglar. Cogu
kirik bu iki sirecin kombinasyonu ile iyilesmektedir. Kisaca uygulanan tedavi
kemigin kiriga verecegi biyolojik cevabi degistirir.

Birincil kirik iyilesmesi u¢ uca gelen, yuksek derecede stabilite
saglanmis kiriklarda gozlenir. Radyolojik olarak kallus goértlmez. Kirik
uclarinda bulunan nekrotik alanlar osteoklastlar tarafindan rezorbe edilir.
Osteoklastlari izleyen osteoblastlarca yeni kemik olusumu saglanir
(18,22,57). Kikirdak slrecin olmamasi nedeniyle intramembrandz
kemiklesmeye benzetilir.

ikincil kirik iyilesmesi tabi kirik iyilesme seklidir. Anatomik olmayan
reduksiyonlar ve rijit olmayan tespit sonrasinda goérulen sik rastlanan iyilesme
seklidir. Birbirinin igine girmis U¢ evrede incelenir. Evreler kesin sinirlarla

ayrilamaz. Remodalizasyon en uzun suren evredir (Sekil-4).

INFLAMATUVAR TAMIR REMODEL IZASYON
DONEM DONEMI DONEMI

FAZIN
GELISIMI

-10%~ 10%

40%
ZAMAN

Sekil-4: Kirik iyilesmesinin evreleri (43)
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Inflamasyon sireci ilk 3-4 gunliik streyi kapsar. Kirik olustugunda
travmanin siddetine baglh olarak periost, ¢cevre yumusak dokular ve damarlar
yaralanir. Kirik uglarin etrafina kan ve lenf sivisi toplanir Bu birikintiye kirik
hematomu denir. Deneysel ¢alismalarla, bu hematomun bosaltiimasinin kirik
iyilesmesini yavaglattigi gosterilmistir (7,43). Acik kiriklarda ya da agik
cerrahi ile tedavi edilmig kiriklarda hematom organazisyonu bozulacagi igin
iyilesme sureci uzar (58,24).

Trombosit ve trombotik faktérler kanamanin durmasini ve
pihtilasmayr saglamak igin bu bdlgeye toplanirlar. Kirik bdlgesinde
hasarlanan damarlar nedeniyle bu bolgede bulunan osteositlerin lizise ugrar.
Yerlerini bog lakunalar alir. Boylece nekroz bolgesi olugur. Nekroz bolgesinin
varhginin inflamasyonun baglamasinda énemli rolt vardir (59).

Hucrelerin ~ 6lumu  ve  buradaki trombositler = damarlarda
vazodilatasyona, bu da ilk 24 saat icinde ddeme yol acar Hematomdaki
trombosit, fagosit ve damar endotelinden salgilanan epidermal blyime
faktori (EGF), fibroblast bliyime faktért (FGF), trombosit kaynakli biytime
faktora (PDGF), donasturicu buayume faktora-beta (TGF-B), kemik morfojenik
protein (BMP), ve Interlokin-1 (IL-1), Interlékin-6 (IL-6) vb. sitokinler
pluripotent mezenkimal hlcre gogul, periosteal hiucre ¢ogalmasi ve onarim
dokusunun matriks sentezi icin gereklidir (21,22,23,59). Yaralanmay! izleyen
24 saat icinde proinflamatuvar molekiller zirve yapar. Zirve yapan bu
sitokinler 72 saat icerisinde en alt dlzeye inerler. Ayni zamanda buylime
faktorleri ve dnemli sinyal molekulleri hemen o bodlgede belirerek mezenkimal
kok hacrelerin akimina ve ¢ogalimina neden olur (20).

Kirik bolgesindeki hematom 48 saat iginde organize olur. Bu sekilde
olusan fibrin agina kemik yapimi i¢in gerekli olan hicreler yerlesir ve gogalir.

Kirik bélgesine gelen polimorf nuveli 16kositler (PMNL), makrofaj ve
lenfositler salgiladiklari sitokinlerle anjiogenezi baslatirlar (22). Erken
donemde periost kdkenli kapiller tomurcuklanma ile olusan damarlanmada
artis fazlayken ge¢ donemde meddller besleyici arterler 6n plana gikar (Sekil-
5) (19).
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Kanama

Osteoblastlar

Sekil-5: Kirik iyilesmesinde inflamasyon safhasi: Travma sonrasi intraossedz,
periosteal ve ¢cevre kan damarlarinin yaralanmasi sonucu hematom olusur. Kirik
kenarlarindaki kemik nekroze olur. Lékositler, makrofajlar, mast hiicreleri ve fibroblastlar

pihtiya infiltre olur ve nekroze kemigi uzaklastirmaya baslarlar (18).

Kirik iyilesmesinde en énemli kisim onarim dénemidir. ilk basamak
hematomun organize olmasidir. Hiicre proliferasyonu baglamis (ilk 48 saat
icinde), kirik hatti boyunca rezorbsiyon devam etmektedir. Hucre
proliferasyonu sonucu Kkirik uglarindaki bosluklar hucrelerle dolar. Kirik
hattindaki hiicresel aktivitenin baglamasi igin kimyasal, elektriksel ve mekanik
faktorler s6z konusudur. Onarim evresi saatler iginde baslasada yapisal
olarak tipik hale gelmesi 8-11 gun surer. Kirik iyilesmesi olayinda rol
oynayan hucreler mezansimal kdkenli puliripotent huacreler olup kirik
bolgesindeki granulasyon dokusunundan, periostun osteojenik tabakasindan
ve endosteal bdlgeden kdken alir. ilk degisiklige ugrayan hicreler hematom
icine giren fibroblastlardir. Uglincli giinde kirik uglarinda yogun olarak
mezansimal hlcreler bulunur. Periosteal ve endosteal osteojenik hucrelerle,
fibrin matriksteki fibroblastlarin gogalmasiyla bir granilasyon dokusu gelisir.
Fibroblastlar kollajen, kondroblastlar kollajen ve glikozaminoglikan
sentezlerken; osteoblastlar osteoidi olustururlar. Bu evrede kemigin
gerilmeye karsi dayaniklihgi, icerdigi kollajen miktariyla yakin iligkilidir. Kirigin
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hareket derecesiyle olusan kallusun boyutu dogru orantiidir. Periostun
ugradigi hasarin derecesi de kirik iyilesmesini yavaglatmaktadir (60).

Kirik bdlgesinde mezensimal hiicre ¢ogalmasi 32. saatte pik yapar
(7,9). Olusmaya baslayan kan damarlari birinci haftada belirginlesirler. Ancak
kilcal damar gelisimi osteojenik hiuicre gogalmasi kadar hizli degildir. Kemige
yakin olmayan, orta kisimdaki hicreler kan dolasimi bu bodlgede daha fakir
oldudu icin kondroblast ve kondrositlere farklilagirlar. Beslenmenin daha iyi
oldugu kemige vyakin seviyedeki hucreler ise osteoblastlara donusur.
Kanlanmanin yeterli oldugu bolgedeki hucreler farklilasarak osteoblastlari,
osteoblastlar da yeni trabekulleri olusturur. Bdylece en dis periferik tabakada
kikirdak dokunun Ustini o6rten periostun derin tabakasindan c¢ogalan
osteojenik hucrelerin faaliyeti ile kemik, orta tabakada kikirdak doku, daha
derinde ise kemik trabekulleri bulunur. Kirik uglarindan gelisen, zamanla
birlesen yakalik tarzindaki bu doku disg kallusu olusturur. Bdoylece kirik
uclarinin butunlugu saglanir. Kemik hucrelerinin  ¢cogalmasi ve kikirdak
dokudaki interstisiyel buyime kallus dokusunun gelisimini saglar. Endosteum
ve kemik iliginin osteojenik hucrelerinden gelisen trabekuller ise medullanin
képrilesmesini saglayarak i¢ kallusu olusturur. ilk 7-12 ginin sonrasinda
yumusak kallus kitlesi, fibroz doku ve kikirdaktan olugsmustur ve kikirdak
sahasini gevreler (Sekil-6)(9). Kikirdak kallus; kollajenler, hiyaluronik asit,
sulfath proteoglikanlar (agrekan) gibi pek ¢ok farkli hlicre digi ara madde
proteinlerinden olusur (20). Angiogenez ve kanlanma yeterli olursa,
osteoblastlar kallus iginde normal kemik gelisimine elverisli matriksi saglamis

olurlar.
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Sekil-6: Kirik iyilesmesinde yumusak kallus olusma evresi: Pihti kollajen lifleri ve
damarsal yapilarla organize edilir. Yeni damarlar olusur. Osteoprogenitér hicreler,
preosteositler ve periost kaynakli osteoblastlar ile endosteum olusur. Mezenkimal kokenli
osteoblastlar ve kondroblastlar da pihtida goérilmeye baslar. Yumusak kallusu kikirdak,

osteoid ve kollajen karisimi olusturur (18).

Hlcre dizeyinde yapilan ¢alismalarda damar endotelinin sialik aside
badli olarak; kikirdak dokunun ise proteoglikanlardan zengin oldugu igin
negatif yiikl(i oldugu gdsterilmistir (59,61). Ca*? ise damarlar ve kikirdak doku
arasinda negatif yuklerden kaynaklanan itme kuvvetini ortadan kaldirarak
yeni damarlarin kikirdak dokuya yoénelimini saglamaktadir. Bu nedenle sert
kallus (kemik kallus) dokusu gelisimi icin damarlanma, bunun saglanabilmesi
icin de osteoidin mineralizasyonu sarttir (61).

Mineralizasyon (kalsifikasyon) olayinda ortak teori; osteoiddeki
matriks vezikulleri varligina dayanir. Bu vezikuller, yuksek konsantrasyonda
Ca*? ve PO, iyonlari, siklik adenozin monofosfat (CAMP), adenozin trifostat
(ATP), adenozintrifosfataz, ALP, pirofosfataz, Ca*> baglayan protein ve
fosfoserin igerirler. Matriks vezikiil membrani, Ca*? iyonlarini vezikiile tasiyan
¢ok sayida Ca*? pompasina sahiptir. Vezikil icindeki iyon konsantrasyonu
arttiginda, kristalizasyon olusur ve buyuyen kalsiyum hidroksiapatit kristal
parcalart membrani delip matriks vezikulinu patlatarak igerigini salar.

Pirofosfataz enzimi, kalsifikasyonu onleyen pirofosfatlari pargalar. ALP ise
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fosfat esterlerinden PO, iyonunu serbestlestirerek kalsiyumun 34 ¢okmesini
saglar. Matriks veziklllerinden salinan kalsiyum hidroksiapatit kristalleri
kristalizasyon kaynagi olarak hareket eder. Kristalizasyonun cevresindeki
iyonlarin yiiksek konsantrasyonu, kalsifikasyon faktorlerinin varligi ve Ca*?
baglayan proteinler, matriks kalsifikasyonunu tegvik ederler (61).

Angiogenez ve kanlanmanin yeterli olmasi durumunda osteoblastlar
kallus icerisinde yeni kemik matriksi sentezler (18,23). Bu slreg,
osteoblastlar tarafindan tropokollojen olusturulmasiyla baslar. Tropokollojen,
kollajen tellere polimerize olur. Kollajen teller iginde bulunan aminoasit
zincirleri ile Ca*? ve PO, eriyiklerinin ile kirik bélgesinde mineraller gériiimeye
baslar. Bdylece kalsiyum hidroksiapatit kristalleri tellerin icinde veya etrafinda
kimelenir. Kalsifikasyon ise bu teller Gzerine kalsiyum fosfat birikti§i zaman
baslar. Bu olay proteoglikanlar ve Ca*? baglayan bir glikoprotein olan
osteonektinle uyarilir (62).

Kondrositler hipertrofiye oldugunda ALP salgilanir ve matriks
vezikllleri atilmaya baslar. ALP kalsiyumun c¢okmesi icin gereken fosfat
saglar. Kikirdak matriks kalsifiye olur. Kalsifiye doku i¢cinde kalan kondrositler
beslenemezler ve Olurler. Bulunduklari yerde bos lakunalar meydana gelir.
Lakunar bosgluklara kilcal damarlar ve kemik hdcreleri girmeye baslar.
Kikirdak dokusundan kemik gelisiminde, FGF’'nin de roli oldugu
sOylenmektedir (62).

Nekrotik kirik uclari dolagimdan yoksundur ve yeni kemik gelisimi i¢in
prostoglandinlerin aracilik ettigi bir dugtnulen etkiyle osteoklastlar aktive olur.
Sonugta nekrotik bolgenin tumu canh kemikle yer degistirir.

Kallus olusumu, yetiskinlerde cocuklardan, kompakt kemikte ise
trabekuler kemikten daha yavas meydana gelir. Yaralanmadan sonra kallus
olusmasi ve mineralizasyon suresi 4-16 hafta kadardir. Bu donemde kirik
uclari arasinda sert bir képriu (sert kallus) olusur ki bu mekanik zorlamalara
oldukga dayanikhidir (Sekil-7). Kallus olugsumuyla beraber kaynamanin

olustugu sdylenebilir. Zamanla olgun lamellar kemige donusur (18,23).
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Onarim evresinin ortasinda, kallusun gereksiz ve etkisiz kisimlarinin
geri emilimi ve trabekuler kemigin stres gizgileri boyunca uzanmasi ile

yeniden sekillenme evresi (remodeling) baslar.

Kikirdak

Sekil-7: Kirik iyilesmesinde sert kallus olusma evresi: mediller, periostal ve

eksternal yumusak kallus, sert kallusa dénlsirken mineralize olur (19).

Sert kallus olusumundan sonra yeniden sekillenme evresi baslar. Bu
Kallus dokusu rezorbe olur ve lamellar kemige dénusir. Bu sirada kemigin
sekli ve medliller kanal yeniden restore edilir. Wolff kanunu olarak da bilinen:
mekanik strese maruz kalan kemigin konveks ylUzunde pozitif, konkav
yuzinde ise negatif elektrik yUkleri hakim olur. Pozitif yUk osteoklastik
aktiviteyi artirarak konveks ylzde kemigin rezorpsiyonuna, negatif yuk ise
osteoblastik aktiviteyi uyararak konkav yuzde yeni kemik olusumuna yol acgar.
Boylece yeni kemigin sekillenmesi tamamlanarak sekonder kemik iyilesmesi
tamamlanmis olur

Kemigin yeniden sekillenmesi aylar-yillar sirebilir. Kirik ¢gevresindeki
fazla kemik dokusu rezorbe olur, meduiller kanallar agilir. Normal kemik
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yapisi kazanilir. Yani bir taraftan osteoklastik faaliyetle rezorbsiyon, diger
taraftan osteoblastik faaliyetle yeni kemiklesme olur (Sekil-8).
Remodelizasyon Wolff kanunlarina goére olur (59,60,61). Wolff
kanunu, kemigin remodalizasyon doneminde normal seklini saglamasini
aciklar. Mekanik strese maruz kalan kemigin konveks yuzi pozitif, konkav
yuzu ise negatif elektrikle yuklendiginden, osteoklastik aktivitenin hakim
oldugu konveks yuzde geri emilim ve osteoblastik aktivitenin hakim oldugu
konkav yuzde ise yeni kemik yapimi olmaktadir. Boylece yeni kemigin
sekillenmesi tamamlanarak sekonder kemik iyilesmesi tamamlanmis olur
(18,23,31,59,60,61). Remodalizasyon kapasitesi yas ile ters orantilidir.
Kemigin tiraglanip yeniden eski haline dondugu yeniden sekillenme evresi 1—

2 yildan 6-9 yila kadar uzayabilir.

Osteoklastlar
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Sekil-8: Kirik iyilesmesindeki kemik remodelizasyon evresi: osteoblastik ve
osteoklastik aktivite sert kallusu lamellar kemige dénustirir. Normal kemik konturlari olusur,
hatta agilanma kismi veya tam olarak duzelir (18).

Kirik iyilesmesini Etkileyen Faktorler

1-Genel Faktorler
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En kisa kirik iyilesme siresi gocuklardadir. iskelet olgunlagsmasinin
ilerlemesi ile yavaglar. Cocuklarda hucrelerin onarim olusturma yetenegi
fazladir. Aksiyel rotasyon hari¢ ¢ocuklarda mikemmel bir yeniden sekillenme
kapasitesi mevcuttur

Malnutrisyon kirik iyilesmesini bozan faktorler arasinda yer alir

Non steroid antiinflamatuar ajanlarin  prostoglandin  sentez
inhibisyonu yaparak kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir
(29,30). Kortikosteroidler inflamatuar fazi bozar, osteoblastlarin gelisimini
yavaglatir, matriks protein sentezini azaltir ve kirik iyilesmesini olumsuz
yonde etkilerler(17,31,29). Zolendronate (bifosfanat grubu) kemik yapimini
Ozellikle metafizer bélgede uyararak kemik hacmini arttirir (37).

Paget hastaliyi, osteopetrozis, osteomalazi, gaucher hastali§i v.b.
sistemik tutulum yapan genetik ve metabolik hastaliklar kirik iyilesmesini
olumsuz yonde etkilerler (18).

Maligniteler kirik iyilesmesini inhibe ederek kemik iyilesmesine negatif
olarak etki ederler (29).

Parathormon kemige dogrudan etki ederek kemik rezorpsiyonunu
arttinr. Kemik kaybinin artmasi ve kirik kaynamasini yavaslatmaktadir.
Kalsitonin ise trabekuler ve kompakt kemik yapimini arttirir. Osteoblastik
aktiviteyi arttirmalarinin yaninda kemik rezorpsiyonun azaltirlar (32,33).
Yapilan calismalarda testesteronun kirik iyilesmesi Uzerine olumlu etkisi
oldugu gosterilmigtir (38).

Vitamin A mezensimal hicre farklilagsmasini uyararak kirik iyilesmesini
olumlu etkiler. Ancak eksikliginde kemik olusumu yavaslar ve epifizyel
kikirdak gelisimi azalarak enkondral buylime durur. Fazlaliginda ise hucre
farklilagsmasi yavaglar ve kikirdakta erezyon gelisir. Vitamin D eksikliginde
Ca* 2 dizeyi duser ve kalsifikasyon zayiflar. Kalsiyumun kemikten kana
salinimi artar. Normal dozlarda kirik iyilesmesini uyarir. Yuksek dozda kirik
iyilesmesini olumsuz etkiler. Vitamin C kirik iyilesmesinde ve kikirdak
sekillenmesinde etkindir. Kollajen sentezini uyararak kirik iyilesmesini olumlu
etkiler (34). Eksikliginde ise kirik iyilesmesi olumsuz etkilenir. Vitamin E kirik

hematomunda olusan serbest oksijen radikalleri Uzerine antioksidan etkinligi
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oldugu gosterilmis olup erken donemde kirik iyilesmesine olumlu etkileri
olabilecegi bildirilmigtir (35)
Kafa travmasi olan hastalar asiri kallusla iyilesirler ancak bu asiri
kallusun yaninda artmis heterotopik ossifikasyon riski mevcuttur (18).
Yapilan calismalarda sigara igmenin kirik iyilesmeini koti yonde
etkiledigi ve kaynamama icin onemli bir risk faktori oldugu belirtilmigtir
(31,36).

Hiperbarik oksijen tedavisi kirik iyilesmesini olumlu yénde etkiler (63)

2-Bolgesel Faktorler

Fazla hareketli kirik hattt hematomun butinligind bozar, kallus
kopraleri olusumunu engeller sonug olarak kaynamanin gecikmesine ya da
kaynamamaya neden olabilir(31).

Kirik uglart arasina yumusak doku interpozisyonu kaynamayi
olumsuz yonde etkiler. Bu duruma rediksiyon sirasinda ya da eksternal
fiksator uygularken kirik uglarini fazla distrakte ederek yol agilabilir (31).

Kirikk olan bdlgede kanlanmanin zarar gormesi kirik iyilesmesini
negatif yonde etkileyen faktorlerden biridir. Zayif kan dolagimi olan femur
boynunun intrakapsuler kiriklari, talus ya da skafoid kiriklarda bu sebeple
kirik kaynamasi gecikebilir (31).

Kemigin kanlanmasinin yani sira yapi Ozelliginin de Kkirk
kaynamasini etkiledigi bilinmektedir. Ust ekstremite kiriklari alt ekstremite
kiriklarina gére daha hizli iyilesirler. Ornegin klavikula kiriklari daha hizli
iyilesmeye meyilli iken tibia kiriklari daha yavas iyilesirler (31).

Segmenter kiriklarda intrameduller kanlanma bozuldugu igin kirik
iyilesmesi olumsuz yonde etkilenir. Spiral ve oblik kiriklarda temas ylzey
alani fazla oldugundan transvers kiriklara gére daha iyi kaynar (18,31).

Enfeksiyon kirik iyilesmesini yavaslatmakta ve geciktirmektedir. Bu
durumda inflamatuar fazda uzama goézlenir(31).

Kallus dokusunun sertligini arttirarak kirigin mekanik direncini arttiran

dusuk yogunluklu ultrason, kirik iyilesmesini hizlandirir. (31).
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Radyoterapinin lokal olarak uygulanmasi sonrasi hicre 6limu,
damarlarda tromboz olusumu ve kemik iliginde fibrozis gelismesi sonrasi kirik
iyilesmesinin gecikmesi veya durmasi goézlenir (18,39).

Embriyonik mezenkim dokusunun lokal uygulamalari da kirik

iyilesmesine olumlu katki saglar (40).

Koenzim Q10

Koenzim Q10 yagda ¢Ozunen, vitamin benzeri bir maddedir ve
membran stabilizasyonunda rol oynayan gucli bir antioksidandir (56).
Koenzim Q10'in oksijen radikalleri ile reaksiyona girdigi, biyomolekdillerin
dogrudan hasar gérmesini ve ayni zamanda lipid peroksidasyonunu onledigi
belirtiimigtir. Bu nedenle , kardiyak, ndrolojik ve immunolojik hastaliklarda bu
enzim incelenmis ve farkh tirdeki doku iskemi/reperflizyon hasarlarina ve
omurilik travmalarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (41,53,54). Kirik
iyilesmesinin inflamatuar evresinde ise polimorf niveli I6kositlerden yuksek
miktarda serbest oksijen radikalleri salinmaktadir (3). Oksidatif stres ve
serbest oksijen radikalleri osteoklast aktivasyonu yaparak kemik
rezorbsiyonuna neden olmaktadirlar (64,65).

Osteoblastlar ve osteoklastlar kemigin  yeniden  sekillenme
mekanizmasi iginde bulunan hucrelerdir. Bu yuzden osteoblastik aktivitede
azalma veya osteoklastik aktivitede artma kemik mineral yogunlugunda
azalmaya, kemik kutlesinde azalmaya neden olur. Bu da kemigi osteoporoza
ve kirik olusumuna daha yatkin hale getirir (58,59). Koenzim Q10’in
osteoklast farklilagsma yolunda, reaktif oksijen radikalleri olusumunu inhibe
ettigi ve osteoblast olgunlasmasina olumlu etkisi gosterilmistir (42). Ancak
Koenzim Q10 'in kemik  remodelizasyonu sirasinda  yuUksek
konsantrasyonlarda bulundugu molekuler mekanizma hala tam olarak
acikliga kavugsmamastir (52).

Koenzim Q10'i hem guglu antioksidan 6Ozelligi olan hem de kemik

yapiminda gorev alan hucreler Gzerinde, kemik yapimi lehine etkileri olan bir
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maddedir. Bu nedenle koenzim Q10’in sigan kemik iyilesmesi modelinde

potansiyel terapotik etkisini aragtirmayr amacladik.
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GEREG VE YONTEM

Bu calisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 15.09.2015 tarihli toplantisinda 2006-05/17 sayisi ile verdigi etik
kurulu onayi ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanliginin izni ile Deney
Hayvanlari Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden alinan kilolari
250-400 gr arasinda degisen ve 3 aylk olan 32 adet Wistar albino rat

uzerinde gergeklestirildi.

Calisma Plani-Cerrahi Teknik

Hayvanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Birinci
grup kontrol grubu (K1), ikinci grup intraperitoneal soya fasulyesi yagi verilen
grup (S1), tguncu grup intraperitoneal 25mg/kg/gin dozunda soya fasulyesi
yaginda ¢ozinmus koenzim Q10 verilen grup (S2), doérdincu grup ise
50mg/kg/gin dozunda intraperitoneal soya fasulyesi yadinda ¢ozinmis
koenzim Q10 verilen grup olarak ele alindi. Tum hayvanlara sevofluran ile
inhalasyon anestezisi kullanarak anestezi verildi. Sterilizasyon 6ncesi tiUm
ratlar trag edildi. Daha sonra hayvanlara supin pozisyonda, sol alt
ekstremitede calisilacak sekilde pozisyon verildi.

Koksafemoral eklem ve tibiotalar eklem arasinda kalan bdlge %10
serbest alkol igeren povidon iyot ile dezenfekte edildikten sonra steril 6rtim
saglanarak sol kruris anteriordan yapilan 0,5-1 cm lik insizyon sonrasi cilt
ciltalti gecildi. Proksimal tibial diafizde margo anteriora ulasildi. ince doku

makasi yardimi ile tibiada transvers kirik olusturuldu.
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Sekil-9 : Tibia diafizinde olusturulan tranvers kirngin radyolojik gérinimu

Kirik olusturulmasini takiben diz anteriorundan yapilan insizyon ile
tibia anterioruna ulasildi. tibia proksimalinden antegrad gonderilen 1mm
kalinhginda kirschner teli ile fiksasyon saglandi.

insizyon vyerleri serum fizyolojik ile yikamay takiben pirmer dikildi.
Pansuman sonrasi yara acik birakildi.

Ameliyat sonrasi ilk gunden baslamak Uzere S1 grubuna 4 cc/kg/gin
soya fasulyesi yagi; S2 grubuna soya fasulyesi yagi icinde ¢6zinmus
25mg/kg/gin koenzim Q10; S3 grubuna soya fasulyesi yadi i¢cinde ¢ézinmus
50mg/kg/giin koenzim Q10 intraperioneal olarak 28 giin boyunca enjekte
edildi. Kontrol grubuna sadece standart rat yemi ve su verildi. Daha sonra her
gruptan 4 rat ayrilarak erken donem kirik iyilesmesi bakilmasi planlanarak
14.glnde sakrifiye edildi. Ratlar 6nce diz ekleminden daha sonra da ayak
bilegi ekleminden dezartikule edildi. Yumusak dokular kallus dokusuna zarar
vermeyecek sekilde uzaklastirildi. Ayni islem kalan ratlara da 28.gunde
uygulandi. Kirik; radyolojik, histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak

incelendi.
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Radyolojik inceleme

Ratlarin dezartiklle edilen alt ekstremilerinin én-arka ve yan grafileri

cekildi. Tum grafiler 2 ortopedist tarafindan degerlendirilerek Lane ve

Sandhu'nun radyolojik skorlama sistemi ile skorlama yapildi (Tablo-3).

Tablo-3: Radyolojik skorlama sistemi

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

Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme igin 4 gruba ait kirik bdlgesini igeren

orneklerin %10’luk formaldehit solusyonunda fiksasyonu saglandi. Takiben

%10’luk formik asit sollisyonu iginde dekalsifikasyon iglemi gerceklestirildi.

Ornekler dehidrasyonu takiben parafin bloklara gémuldi. Rutin takip islemleri

sonrasi 4 um lik kesitler alinarak Hemotoksilen-Eozin (HE) ve Masson’s

Trikrom histokimyasal boyamasi uygulandi ve 11k mikroskobunda incelendi.

lyilesmenin histolojik olarak siniflamasi Huo ve arkadaslarinin yayinladigi

kirik iyilesmesinin histolojik skalasina gore yapildi.
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Tablo-4: Kirik iyilesmesinin histolojik dederlendiriimesinde puanlama sistemi

Skor Kirik boélgesi histolojik bulgulari

1 Fibréz doku

2 Agirhikl fibroz doku ve az miktarda kikirdak doku

3 Esit miktarda fibréz ve kikirdak doku

4 Agirhikh kikirdak az miktarda fibr6z doku

5 Kikirdak doku

5 Agirlikh olarak kikirdak ve az miktarda olgunlasmamis
kemik doku

7 Esit oranlarda kikirdak ve olgunlasmamis kemik doku

8 Agirhkh olarak olgunlagsmamis kemik ve az oranda
kikirdak doku

9 Tamamen olgunlagsmamis kemik doku

10 Olgun (lamellar) kemik doku

immiinohistokimyasal inceleme

imminohistokimyasal boyama Koenzim Q10 (Anti-COQ10B antibody
ab41997; abcam; England) antikoru ile Leica Bond-Max otomatik
immunohistokimya boyama cihazinda, polimer DAB kit kullanilarak yapildi.
immiinohistokimyasal degerlendirme semikantitatif olarak yapildi. Her dért
gruptaki kirk bolgesindeki fibroblast benzeri hucreler, osteoblastlar,
kondrositler ve immatlr osteositlerdeki boyanma dikkate alindi. Higbir
hicrede boyanma yoksa 0, %1-25 oranindaki hicrede pozitif boyanma varsa
1, %26-50 oranindaki hlicrede pozitif boyanma varsa 2, %50’nin tzerindeki
hicrede pozitif boyanma varsa 3 olarak skorlandi. Koenzim Q10
immunboyasinin boyanma yogunlugu olarak 0 negatif, 1 hafif, 2 orta, 3 ise

kuvvetli pozitiflik olarak yorumlandi.
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istatistiksel Degerlendirme

Verilerin  tanimlayici istatistiklerinde medyan, minumum ve
maksimum degerleri kullaniimigtir. Analizlerde IBM SPSS 22 programi
kullaniimistir. Verilerin normal dagilama uygun olup olmadigi Shapiro-Wilk
testi ile test edilmigtir. Ikiden fazla bagimsiz grubun kargilastirimasinda
parametrik olmayan istatistiksel yontemlerden Kruskal Wallis H testi, iki
bagdimsiz grubun Mann-Whitney kullaniimigtir. Degerlendiricilerin  uyumu
Kappa katsayisi ve iki surekli degisken arasindaki ilisiki olup olmadigi
Spearman korelasyon katsayisi ile incelenmigtir. Arastirmada a=0,05 olarak

alinmigtir.
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BULGULAR

Deney sirasinda K1 grubundan ve S1 grubundan 1'er hayvanda diz

ekleminde septik artrit gelisti. Sonuglarn etkileyecegi dusunulerek bu
hayvanlar calismaya dahil edilmedi. intraperitoneal soya fasulyesi yagi ve
intraperitoneal soya fasulyesi yaginda ¢dziinmiis koenzim Q10 enjeksiyonu

sonrasi hayvanlarda herhangi bir yan etki saptanmadi.

Radyolojik Bulgular

Radyolojik degerlendirme 2 ortopedistin verdigi degerlerle yapildi

Tablo-5.1: Radyolojik degerlendirme (Kontrol Grubu ve S1 Grubu)

Radyolojik | Radyolojik | Radyolojik [ Radyolojik
erken erken
Grup Hayvan | donem ge¢ donem | donem ge¢c donem

1.ortopedist | 1.ortopedist | 2.ortopedist | 2.ortopedist

1 1 2 1 1

2 2 3 2 3

3 1 1

4 1 1

5 1 1

6 1 1

7 1 2 1 2

K 8 - 2 - 2

9 1 1

10 - -

11 1 1 1 1

12 1 1

13 1 1

14 1 2 1 2

15 1 2 1 2

S1 16 1 2 1 2
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Tablo-5.2: Radyolojik degerlendirme (S2 ve S3 Grubu)

Radyolojik | Radyolojik | Radyolojik | Radyolojik
erken erken
Grup Hayvan | dénem ge¢ donem | dénem gec donem
l.ortopedist | 1l.ortopedist | 2.ortopedist | 2.ortopedist
17 1 2 1 2
18 1 2 1 2
19 1 1
20 2 2 2 1
21 2 2
22 1 1
23 1 1 1 1
S2 24 1 1
25 1 3 1 3
26 1 1
27 1 1
28 1 2 1 1
29 2 3 2 3
30 2 2
31 1 2 1 2
S3 32 1 1
Tablo-6: Radyolojik erken dénem ve ge¢ donem fark skorlarinin istatistiksel
degerlendirilmesi (1.Ortopedist )
1.Ortopedist Kontrol S1 grubu p
1 1 - 2 1 1 - 1
Erken Dénem M‘f\;‘g‘lf)i”' S2 grubu S3 grubu 0,541
1 1 2 1 1 2
Kontrol S1grubu p
2 2 3 2 1 2
Geg Dénem Miﬁgf)in' S2 grubu S3 grubu 0,16
2 1 2 25 2 - 3
Radyolojik, histopatalojik ve immunokimyasal tum verilerin

karsilastirildigi istatistiksel analizde ise radyolojik acidan; kontrol, S1, S2 ve
S3 gruplarinda, 1. ortopedistin erken (p=0,541) ve ge¢ (p=0.160) donem
degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamli farkhlik olmadigi tespit
edilmigtir (tablo 6).
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Tablo-7: Radyolojik erken dénem ve ge¢ dénem fark skorlarinin istatistiksel

degerlendirilmesi (2.Ortopedist )

2.0rtopedist Kontrol S1 grubu 4]
1 1 - 2 1 1 - 1
Erken | Med(Min-
Dénem Mak) S2 grubu S3 grubu 0,541
1 1 - 2 1 1 - 2
Kontrol S1 grubu p
2 1 3 2 1 2
Ge¢ | Med(Min-
Dénem Mak) S2 grubu S3 grubu 0,530
15 1 - 2 2,5 1 - 3

Radyolojik, histopatalojik ve immunokimyasal tim verilerin
kargilastirildigi istatistiksel analizde ise radyolojik agidan; kontrol, S1, S2 ve
S3 gruplarinda, 2. ortopedistin erken (p=0,541) ve ge¢ (p=0.530) donem
degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi tespit
edilmistir (tablo 7).

Histopatolojik Bulgular

Radyolojik incelemenin ardindan hazirlanan preparatlar Huo ark.’nin
tarif ettikleri kriterlere gore histopatolojik olarak degerlendirildi. Bu
degerlendirmede ge¢ donemde kontrol grubunun medyan degeri7,0
(minimum 7,0-maksimum 7,0) ,S1 grubunun medyan degeri 7,0 (minimum
7,0-maksimum 7,0) , S2 grubunun medyan degeri 7,0 (minimum 7,0-
maksimum 7,0), S3 grubunun medyan degeri 7,5 (minimum 7,0- maksimum
8,0) olarak bulundu (Tablo-8) .

Histopatolojik ge¢ donem bulgularin  immunohistokimyasal geg
doénem bulgularla karsilastiriimasinda (p=0.213) ve radyolojik ge¢ dénem
(1.ortopedist p=0.704 / 2.ortopedist p=0.242) bulgularla karsilagtirimasinda

istatistiksel olarak anlamli farkllik olmadigi tespit edilmigtir.
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Radyolojik, histopatalojik ve immunokimyasal tim verilerin
kargilastirildigi  degerlendiriimelerinde istatistiksel olarak anlamh farklilik
olmadidi tespit istatistiksel analizde ise histopatolojik agidan; kontrol, S1, S2

ve S3 gruplarinda, erken (p=1) ve ge¢ (p=0.93) donemlerin edilmistir.

Tablo-8: Histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirme puanlari

Histopatoloji | Histopatoloji | immiinohistokimya immiinohistokimya
Grup Hayvan degl;zr; geg donem erken donem geg donem
1 7 ++
2 7 +
3 1
K 4 1 +++
5 1 +
6 1 i
7 7 ++
8 7 ++
9 7 +
10 7 +
11 1 +++
s1 12 ! b
13 t
14 1 +
15 1 +
16 1 ++
17 1
18 1 +
19 7 +
s 20 1 +++
21 ++
22
23 1 +++
24 7 ++
25 1 +
26
27
s3 28 ’
29 +
30 +
31 8
32 1 +
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Tablo-9: Histopatolojik istatistiksel degerlendirme

Histopatolojik Kontrol S1 grubu p
4 1 |- 7 4 1 |- 7
panem | k) S2 grubu S3 grubu 0,951
4 1 |- 7 4 1 |-| 8
Kontrol S1 grubu p
4 o |[-| 7 4 1 |-| 8
Geg |
Peme | M S2 grubu S3 grubu 0,597
Skorlari
5 2 - 8 4,5 1 - 8

immiinohistokimyasal Bulgular

immunohistokimyasal ge¢ donem bulgularin ge¢  dénem
histopatolojik bulgularla karsilastirimasinda (p=0.213) ve radyolojik gec¢
dénem (l.ortopedist p=0.587 [/ 2.ortopedist p=0.680) bulgularla
karsilastirimasinda istatistiksel olarak anlaml farklihk olmadigi tespit
edilmigtir.

Radyolojik, histopatalojik ve immunokimyasal tim verilerin
karsilastirildigi istatistiksel analizde ise histopatolojik agidan; kontrol, S1, S2
ve S3 gruplarinda, erken (p=0.693) ve ge¢ (p=0.069) donemlerin
degerlendiriimelerinde istatistiksel olarak anlamli farklihk olmadigi tespit

edilmigtir.
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Tablo-10: Immiinthistokimyasal istatistiksel degerlendirme

Immiiniihistokimya Kontrol S1 grubu p
1 0 - 1,5 1 -
Erken [ Med(Min-
Dénem Mak) S2 grubu S3 grubu 0,693
2 0 - 1 1 -
Kontrol S1 grubu p
2 1 - 1,5 1 -
Geg Med(Min-
Dénem Mak) S2 grubu S3 grubu 0,069
1,5 0 - 0 0 -

-

Sekill0: Kirik bélgesindeki fibroblast benzeri hiicreler, osteoblastlar, kondrositlerm ve

immatur osteositlerdeki Koenzim Q10 ile ++ boyanma (Koenzim Q10X200).




Sekil12: Yerel kemik, immatir kemik ve kikirdak doku (Masson’s TrikromX100).
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TARTISMA VE SONUG

Kirik iyilesmesi sirasinda olusan serbest oksijen radikalleri
enflamasyon fazini da igeren 15. Ginde maksimum dizeye cikmaktadir.
Serbest oksijen radikallerinin dizeyindeki bu asiri artigin, hiicre hasarina yol
acgarak kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkiledigi gortulmuastir(54). Ancak
acik kiriklarda enfeksiyon riski yuksektir ve serbest oksijen radikallerinin bu
ajanlara kargi savunmada fizyolojik rolleri vardir. Reaktif oksijen radikalleri,
enfeksiy6z ajanlarin varliginda; duslk/orta konsantrasyonlarda yararl bir
etkiye sahip olabilir (53).

Serbest oksijen radikallerinin kemik metabolizmasindaki roli de
ikilidir. Hem kemik hucre fonksiyonlarinda anahtar modulatérdar, hem de
mineral dokularin patofizyolojisinde rolt vardir (53).

Yeniden gsekillenme evresi onarim evresinin ortasinda baslar.
Normalde insanlarda 4-16 hafta surerken, yillar boyunca da devam edebilir.
Bu evrede, osteoblastik aktivitede azalma veya osteoklastik aktivitede artma;
kemik mineral yogunlugunda ve kemik kitlesinde azalmaya neden olur. Bu
da kemigi osteoporoza ve kirik olusumuna daha yatkin hale getirir (44,45).
Koenzim Q10’in osteoklast farklilasma yolunda, reaktif oksijen radikalleri
olusumunu inhibe ettigi ve osteoblast olgunlagsmasina olumlu etkisi
gOsterilmistir (42).

Deneysel kirik iyilesmesi Uzerine yapilan c¢alismalarda en ¢ok
kullanilan hayvanlar kopek, tavsan ve siganlardir. Wistar tipi siganlarin
femurlari Sprague-Dawley tipi si¢canlarin femurlarina gore insan femurlarina
daha yakin morfolojiye sahip oldugu bilinmektedir. Bizim calismamizda da
insan femuru ile benzer o6zellik gdstermesinden dolayr Wistar tipi ratlar
kullanilmigtir (47,48).

Siganlarda ve diger hayvanlarda kemik iyilesmesi ile ilgili
calismalarda kirik modeli olusturmak icin agik veya kapali kirik teknigi olmak
uzere iki ayri yontem kullaniimaktadir (47). Calismamizda tibiada standart
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kirik olustumak amaci ile doku makasi kullaniimigtir. Bu yizden olusan kirik
modeli ve periost defekti butin hayvanlarda ayni idi.

intraperioneal enjeksiyonlar her giin ayni saatte ve ayni Kisi
tarafindan yapilmis ve bu uygulamanin hayvanlar tzerindeki stres faktorinu
standartize ettigi dugtunulmasgtur.

Calismamizda radyolojik degerlendirme igin Lane ve Sandhu’nun
(49) vyaygin olarak kullanilan skorlama sistemi kullaniimistir. Obijektifligin
saglanmasi acgisindan bulgular iki ortopedi ve travmatoloji uzmani tarafindan
degerlendirilmigtir.

Histopatolojik degerlendiriimede kirik iyilesmesi acisindan Huo ve
ark. (52) tarafindan tanimlanan evreleme sisteminin, Allen ve ark (34,50,51)
tarafindan tanimlanan 5 evrelik sisteme goére daha ayrinti ve daha kesin
sonug verecegi gorusundeyiz.

Antioksidanlarin  kirlkk hematomunda bulunan serbest oksijen
radikallerinin etkisini azalttiklari ve kirik iyilesmesini olumlu etkileyebilecegi
Durak ve ark. (34) ile Sarisbzen ve ark.’nin (35) yaptiklari calismalarla
vurgulanmistir.

Calismamizda koenzim Q10, dusuk doz koenzim Q10 verilen gruba
25/mg/kg/gun, yuksek doz koenzim Q10 verilen gruba 50mg/kg/gun
verilmistir. Radyolojik, histopatalojik ve immunokimyasal tum verilerin
kargilastirildigi istatistiksel analizde tim gruplar arasinda; kontrol, S1, S2 ve
S3 gruplarinda, erken ve ge¢ donem degerlendirmelerde istatistiksel olarak
anlamli farklihk olmadigi tespit edilmistir. Bu durumun verilen koenzim Q10
dozundan ve gruplardaki denek sayillarinin az  olmasindan
kaynaklanabileceg@ini dustinmekteyiz. Verilen koenzim Q10 dozunun ve
denek sayisinin arttirilmasi sonrasi daha anlamli sonuglar c¢ikabilecegi
kanaatindeyiz.

Literatlirde intraperioneal olarak verilen koenzim Q10’in kirik
iyilesmesine etkileri Uzerine bir ¢alisma bulunamamistir.

Deneysel modellerde koenzim Q10’in iskemik hasara karsi koruyucu
etkisi (36,66), serebral iskemi modeli Uzerindeki ndroprotektif etkisi, sigcan

bdbreklerinde olusturulan oksidatif hasari iyilestirdigi g0Osterilmigtir. Bu
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bulgular oksidatif hasara karsi guglu bir koruyucu etkisi oldugunu
gOstermektedir.

Bu konunun ileride denek sayisi arttirilarak, farkli parametreler géz
onune alinarak degerlendiriimesinin ve arastiriimasinin literature 1sik tutacagi

gorusundeyiz.
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