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OZET

Amac: Calismamizda; yikama sollisyonunun igerigini degistirerek, giinliik
pratikte sik kullanilan {i¢ farkli antiseptik ajanin (hidrojen peroksit, klorheksidin ve
povidon iyodiir) kirik iyilesmesi iizerine etkilerini, sican femuru agik kirik modelinde
radyolojik, biyomekanik, histopatolojik, histomorfometrik ve immunohistokimyasal

acidan degerlendirmeyi amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Deneysel hayvan ¢alismamizda toplam 48 adet Sprague-
Dawley cinsi si¢an, kontrol (Salin), klorheksidin (KHG), hidrojen peroksit (HPO) ve
povidon iyodiir (PVP-I) olarak dort gruba ayrildi. Sigan femuru agik kirik modeli
olusturularak kanal i¢i tespit saglandi. Soliisyonlar, kirik hattina belirlenen
konsantrasyon ve siirede uygulanarak, kirik kaynamasinin 28. giinlinde tiim denekler
sakrifiye edildi. Tiim deneklerin femurlari ¢ikarilarak mikro bilgisayarli tomografi ile
radyolojik inceleme yapildi. Sonra gruplar kendi i¢inde rastgele esit sayida ikiye
ayrilarak bir gruba biyomekanik; diger gruba ise histopatolojik, histomorfometrik ve
immunohistokimyasal incelemeler yapildi. Istatistiksel analizlerde SPSS 22.0

programi kullanildi.

Bulgular: Radyolojik incelemede, PVP-1 grubunda BMD (kemik mineral
yogunlugu) degeri diger gruplara gore anlamli olarak daha disiiktii (p<0.05).
Histopatolojik incelemede, inflamasyon skoru, KHG grubunda diger gruplara gore;
PVP-I grubunda Salin ve HPO gruplarina gore anlamli olarak daha diisiiktii(p<0.05).
Histomorfometrik agidan, total kallus alani/korteks alani degerleri, HPO grubunda
diger gruplara; PVP-I grubunda Salin ve KHG gruplarma gore anlamli olarak
diisiiktii(p<0.05).  Immunohistokimyasal  degerlendirmede, BMP-4  (kemik
morfojenik protein-4) isaretlemesinde; HPO grubunda osteblast ve kondroblast
degerleri diger gruplara; KHG grubunda kondroblast degeri Salin ve PVP-I grubuna
gore anlamli olarak daha diisiiktii(p<0.05). BMP-7 (kemik morfojenik protein-7)
isaretlemesinde; KHG grubunda fibroblast degeri diger gruplardan anlamli olarak

diisiik, osteoblast degeri ise daha yiiksek saptanmistir(p<0.05).

Sonu¢: Ug farkli antiseptik ajanin kaynamanmn 4. haftasindaki etkilerinin

incelendigi ¢alismamizda; antibakteriyel etkinligini azaltmayarak ve yumusak doku



toksisitesini en aza indirgeyerek; kirik iyilesmesini olumsuz etkilemeden antiseptik
ozelliklerinden faydalanabilecegimiz bir yikama sivisi elde etmeyi amaglamistik.
%0,05’lik klorheksidin soliisyonunda, kirik iyilesmesine etkileri agisindan normal
saline (%0,9 izotonik sodyum kloriir) en yakin sonuglar1 elde ettik. Ortopedik
enfeksiyonlarin  komplikasyonlariin azaltilmasinda yikama soliisyonu olarak
%0,05’1ik klorheksidin kullanilmasinin basit, uygulanabilir, ulasilabilir ve maliyet

etkin bir ¢6ziim olabilecegi goriisiindeyiz.

Anahtar kelimeler: Enfeksiyon, femur, kirik iyilesmesi



ABSTRACT

Aim: In this study, we aimed to evaluate the radiological, biomechanical,
histopathological, histomorphometric and immunohistochemical effect of different
antiseptic agents (hydrogen peroxide, chlorhexidine and povidone iodine) used
frequently in daily practice, on fracture healing, by changing ingredients of solution.

Materials and Methods: In our animal experimental study, fourty-eight
Sprague-Dawley rats were randomly divided into four groups: control(Saline),
hydrogen peroxide (HPO), povidone iodine (PVP-1) and chlorhexidine (KHG). Rat
femur open fracture model was established and intramedullary fixation was applied.
Solutions were applied to fracture region in determined concentration and time; and
all subjects were sacrified on day 28 of fracture healing. Femurs were removed and
radiological investigation were made by micro-computed tomography device. Then,
all groups were divided into two random groups in equal numbers. One of groups
was evaluated biomechanically and the other histopathologically, histomorfometric

and immunohistochemically. SPSS 22.0 program was used in statistical analyzes.

Results: In radiological evaluation; BMD (bone mineral density) value of
PVP-I group was significantly lower than other groups(p<0.05). In histopathological
evaluation, inflammation score of KHG group was significantly lower than other
groups; and in PVP-I group, it was lower than saline and HPO groups(p<0.05). In
histomorphometric evaluation, total callus area/cortex area value was lower in HPO
group compared to other groups; and significantly lower in PVP-1 group compared to
saline and KHG groups. In immunohistochemical BMP-4 (bone morphogenic
protein-4) localization; osteoblast and chondroblast values of HPO group were
significantly lower than other groups, and chondroblast value in KHG group was
lower than saline and PVP-I groups(p<0.05). In BMP-7 (bone morphogenic protein-
7) localization fibroblast value in KHG group was significantly lower and osteoblast

value was higher than other groups(p<0.05).

Conclusion: In this study that we investigated the effect of three different
antiseptic agents on the fourth week of fracture healing, we aimed to obtain an

irrigation solution which doesn’t have negative effect on fracture healing,

Xi



minimizing cytotoxicity and maximizing antibacterial efficiency. We obtained
similar results in chlorhexidine %0.05 solution compared to normal saline (isotonic
sodium chloride %0.9) in terms of fracture healing. We think that chlorhexidine
9%0.05 use as irrigation solution is a simple, applicable, accessible and cost effective

to diminish the complications of orthopedic infections.

Key words: Infection, Femur, Fracture healing
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1. GIRIS VE AMAC

Agik kiriklar, belki de tamamlanmamis amputasyon olarak tanimlanabilecek
ortopedik cerrahi acillerdendir. Tscherne, agik kirik tedavisinin dort temel ilkesini
hayat1 kurtarmak, ekstremiteyi kurtarmak, enfeksiyondan kaginmak ve fonksiyonel
kayb1 engellemek olarak tanimlamistir. Hastanin degerlendirilmesi, kirigin
siiflandirilmasi, antibiyotik tedavisi, debridman ve irrigasyon, kirik stabilizasyonu,
yara yonetimi ve iyilesmeyi artiric1 destek prosediirler agik kirik tedavi yonetiminin

prensipleridir (1).

Acik kirik tedavisinin uygun veya zamaninda yapilmadigi durumlarda;
enfeksiyon, kaynamama, sepsis, osteomiyelit, amputasyon gibi hem ekstremiteyi
hem de hastanin hayatin1 tehlikeye atacak durumlar ortaya c¢ikabilmektedir. Bu
komplikasyonlardan kaginmak veya risklerini azaltmak i¢in debridman ve irrigasyon
asamast belki de en 6nemli asamadir. Yara debridmani, tiim yabanci materyalin ve
devaskiilarize dokularin uzaklastirilmasi ve bakteriyel yiikiin azaltilmasi saglanarak;
enfeksiyon ve sebep oldugu komplikasyonlar azaltilmaktadir. Yara ve kirik
lyilesmesinin optimize edilebilmesi i¢in normal salin veya g¢esitli soliisyonlarla
yapilacak agik kirik irrigasyonu, bakteriyel yiikiin azaltilmasinda dnemli rol teskil
eder (2).

[rrigasyon soliisyonlarinin igeriginin antiseptikler veya antibiyotikler
eklenerek degistirilmesi ve bu soliisyonlarin yumusak doku toksisitesi veya
bakteriyel yiikteki azalmaya etkileri hakkinda literatiirde bir¢cok calisma mevcut
olmakla birlikte ortak bir goriis birligi bulunmamaktadir. Ayrica bu soliisyonlarin
kirik iyilesmesine etkileri ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur. Ortopedik
enfeksiyonlardan kaginmak adima maliyeti yiiksek, uygulanabilirligi ve
ulasilabilirligi az bir¢ok yontem calisilmis veya uygulanmis olsa da tedavinin ilk
basamaklarindan olan irrigasyon asamasinda yapilacak icerik degisikligi daha basit,

ulagilabilir, uygulanabilir ve maliyet etkindir.

Bu tez ¢aligmasindaki amacimiz; giinliik pratikte en sik kullanilan antiseptik
ajanlardan povidon iyodiir, hidrojen peroksit ve klorheksidin soliisyonlarinin

yumusak doku toksisitesi en az ve bakteriyel yiikii azaltmakta en etkin



konsantrasyonlar1 tespit edilerek bu konsantrasyonlarda kirik iyilesmesine etkilerini
biyomekanik, radyolojik, histomorfometrik, histopatolojik ve immunohistokimyasal
acidan incelemektir. Boylece sigcan femur agik (osteotomi) kirik modelinde; bu iig
irrigasyon soliisyonundan hangisinin giinliik pratikte en sik kullanilan normal salin
soliisyonuna kirik iyilesmesi acisindan en yakin oldugunu tespit ederek ayni
zamanda antiseptik Ozelliklerinden de faydalanabilmeyi amagladik. Sonug¢ olarak;
ortopedi ve travmatolojinin en problemli konularindan birisi olan enfeksiyonun
Onlenmesi agisindan daha basit ve maliyet etkin bir yontem olarak irrigasyon
iceriginin degistirilmesi, kirik iyilesmesini etkilemeden bakteriyel yiikiin daha etkin

azaltilmasini saglayabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KEMIiK DOKUSU

Omurgalilarin hareketlilik, beceriklilik ve dayanikliklarini; viicudun iskelet
yapisint olusturan kemik dokusunun, sert ve dayanikli oldugu kadar hafif olusu
saglar. Kemik dokusu; endokrin, genetiksel, damarsal ve travma kaynakli etkilere
bagli makroskopik veya mikroskobik degisiklikler gosterebilen dinamik bir dokudur.
Spesifik mekanik cevrelere gore mikro yapisini degistirebilecek, adaptasyon
saglayabilen davranig bi¢imi kemigin onemli &zelliklerindendir. Hareketli bir

organizmada, diisiik agirligiyla, yiiksek kuvvetlere bu sekilde karsi koyabilir (1).

Kemik dokunun kendine has damarsal yapisi ve kemik matriksini iireten ve
rezorbe eden cesitli 6zel tip kemik hiicreleri vardir. Diger kas ve iskelet dokularinda
oldugu gibi kemik mezenkimal hiicreler, ekstraselliiler matriks icerir ancak kemik
matriksin mineralize olmas1 6zelligiyle diger dokulardan ayrilir. Cesitli farklilasmis
hiicre gruplari; matriks lakiinasinin i¢indeki ve kemik yilizeylerdeki doku

katmanlarinin olusmasinda gérevlidir (3).
2.1.1. Yap
2.1.1.1. Makroskopik yapi
2.1.1.1.1. Kemik sekilleri

Kemik doku sekil olarak, uzun, kisa ve yassi kemikler olarak tige ayrilir.
Humerus, tibia ve femur gibi uzun kemikler, yapisal farkliliklar gosteren epifiz,
metafiz ve diyafiz olarak ii¢ bolgeye ayrilir. Diyafiz, kalin kortikal kemik yapisiyla,
stingerimsi kemigi ¢evreler ve ortasinda kanal igeren tiibiiler sekildedir. Bu kortikal
kemigin i¢ kismi endosteal, dis kism1 eklem yiizii haricinde periostal yiizey olarak
adlandirilir. Periostal yilizey, periost zari ile ortiiliidiir. Periostun i¢ ylizeyinde yer
alan kambiyum tabakasi, dis yilizeyin kollajen lif yapisinin aksine elastik liflerden
olusur ve osteoblast hiicre icerigi nedeniyle yeni kemik olusumunda gorev alir.
Epifiz ve metafiz ise; siingerimsi kemikten olusur ve ince kortikal kemikle ¢evrilidir.

Vertebra korpusu, karpal ve tarsal kemikler gibi kisa kemikler ise, ince kortikal



kemik ve cogunlukla siingerimsi kemikten olusur ve her yonde nispeten esit
boyuttadir. Skapula, iliak kanatlar gibi yass1 kemikler ise bir yonde diger iki yone
gore daha kisadir (4,5).

2.1.1.1.2. Kortikal ve kanselloz kemik

Kesik kemik ylizey incelendiginde, dista kortikal veya siki igte kanselloz
veya trabekiiler kemik sekli goriiliir. Dayaniklilig1 daha fazla olan bu kortikal kemik,
kanselloz kemigi kompakt lamellar seklinde sarar ve erigkin iskeletinin yaklagik
%80’ini olusturur. Kanselloz kemik ise kortikal kemige gore daha esnek, biyolojik
olarak daha aktif ve yeniden sekillenme kapasitesi daha yiiksektir. Yogunluk ve
organizasyon farkliliklar1 nedeniyle kortikal ve kanselloz kemik farkli mekanik
ozellikler gosterir. Ayrica, kortikal kemikte bulunan Haversian sistemi ve osteonlar

trabekiiler kemikte bulunmaz (6).
2.1.1.2. Mikroskopik yap1
2.1.1.2.1. Mineralize ve mineralize olmayan kemik matriks

Iskelet biiyiimesi ve kemik sekillenmesi sirasinda mineralize kemik matrikse
osteoblastlar tarafindan mineralize olmayan organik matriks yani osteoid eklenir.
Normal kemik ¢ok az miktarda mineralize olmamis kemik matriks icermektedir.
Ciinkii osteoid olustuktan sonra hemen mineralize olur. Kemik matriksin
mineralizasyon bozuklugu durumunda kirik veya iskelet deformiteleri gelisebilir.
Mineralizasyon bozuklugu durumunda ¢ocuklarda daha c¢ok iskelet deformitelerine

neden olurken; yetiskinlerde kirik gelisimi daha sik goriiliir (7).
2.1.1.2.2.0rgiimsii ve lamellar kemik

Mineralize kemik, oOrgiimsii (olgunlasmamis veya primer) ve lamellar
(olgunlasmig) kemik olmak iizere ikiye ayrilir. Orgiimsii kemik, embriyolojik iskeleti
olusturur ve gelisim silireci boyunca ve kirik iyilesmesi sirasinda Onciil kemik
dokusunu olusturarak siirekli olarak lamellar kemik ile yer degistirir. Orgiimsii
kemik, diizensiz kollajen yapili fibril dizilimi, daha hizli rezorpsiyon ve diizensiz
matriks mineralizasyonu ile lamellar kemikten ayrilir. Lamellar kemik birim hacmine

gore dort kat daha fazla osteosit icerir ve bunlar dagilim, 6l¢iit ve oryantasyon



acisindan farklidir. Lamellar kemik; kollajen fibril caplari daha kiiciik, paralel
tabakalar halinde ve birbirine sikica tutunmus haliyle matrikse diizenli ve esit dagilir.
Sonug olarak; kollajen fibril oryantasyon bozuklugu, yiiksek hiicre ve su igerigi ve

diizensiz mineralizasyon nedeniyle 6rgiimsii kemik lamellar kemikten farklidir (7).
2.1.2.Kompozisyon

Olgunlagmis kemik dokunun yaklasik olarak %93 1n1 kat1 bilesenler; %7’sini
ise su olusturur. Bu kati kismi ise %70’ini organik olmayan maddeler ve geriye
kalan kismini da organik maddeler olusturur. Kemik dokusu; organik matriks ve
icerisinde bulunan osteoblast hiicreleri, osteoklast hiicreleri ve kalsiyuam mineral
tuzlarindan olusur. Ayrica ekstraselliiler matrikste bol miktarda mezenkimal hiicre
icermektedir (8). Organik matriks, glikozaminoglikan ve kollajen fibrillerden
olugmaktadir. Kalsiyum mineral tuzlar vasitasiyla sertlesmemis (kalsifiye olmamais)
halde bekleyen dokuya osteoid denir. Organik matriksin {liretimi, osteoprogenitor
hiicre ailesinden farklilasan osteoblastlar tarafindan gergeklestirilir (9). Osteositler,
osteoblastlarin tirettikleri matriks ile ¢evrelenmesinden olusur ve mineralize matrikse
gomiilii halde bulunurlar ve olgunlasmis kemik yapisinin %90’k kismindan
fazlasini olustururlar. Ayni1 zamanda kemik dokunun mineral dengesinde de yine
osteositler gorev almaktadir. Tek hiicreli, biiyiik sentetik organeller iceren osteoblast
hiicreleri, kemik yiizeyinde bulunur ve uyarildiklarinda matriks tiretirler. Birden
fazla cekirdek igeren dev hiicreler olan osteoklast hiicreleri ise, hematopoietik
progenitdr hiicre ailesinden kaynaklanarak, kemik dokuda rezorpsiyonu ve tekrardan

sekillenme gorevini yerine getirirler (9).

Kemik matriksi, organik makromolekiiller, inorganik mineral ve matriks
stvisindan olusur. %90’indan fazlasi tip 1 kollajen olan organik matriks, kemige
elastik ve deformasyon 6zelliklerini saglar. Matrikste ayrica yeni kemik olusumunu
saglayan uyarici sitokin ve biliyiime faktorleri de bulunmaktadir. Kemik matriksin
mineralizasyonu, kemik sertlik ve dayanikliligini artirmakla beraber mineral
dengesinde de yer almaktadir. Mineralize matriks, cesitli kalsiyum fosfat tiirleri

igerir. Olgunlagsmis kemikte, inorganik matriks kristal hidroksiapatit seklindedir (10).



2.1.3.Damarsal beslenme ve innervasyon

Kemiklerde damarsal beslenme baslica besleyici arterler, periostal arterler,
epifizyel ve metafizer arterlerden kaynaklanir. Besleyici arterler diyafiz korteksini
delerek mediiller kanala ilerler. Haversian ve volkman kanallar1 bu damarlarin
kemigin i¢ yiiziinde yaklasik %60’lik alinin1 beslenmesini saglar. Periostal arterler
ise dista kalan %30’luk kismi beslerler. Geriye kalan kismin beslenmesi ise
metafizoepifizer arterlerden saglanir. Kortekste kan akis yonii sentrifugaldir.
Periosttaki sinirler kemik dokuya gegebilmekte ve Haversian-Volkmann kanallarinda
damarlara eslik etmektedir (11).

2.2. KIRIK i YILESMESI

Kirik, disaridan ya da iceriden gelen, fiziksel dayaniklilik sinirlarini gegen
mekanik yiiklenmelerle kemik anatomik biitiinliiglin bozulmasidir. Uygulanan
kuvvetin siddeti, kemik ve yumusak doku hasarinin boyutu ile dl¢iilen yaralanmanin
siddetini belirler (12). Kirik iyilesmesinin diger doku iyilesmelerinden farkli 6zelligi,

iyilesme sirasinda nedbelesme gelismeden olusan kaliteli kemik tamir dokusudur.

Kirik iyilesmesi, kemigin kirik 6ncesi durumu saglanana dek birbiriyle
baglantili, farkli ve karmasik olaylardan olusmaktadir. Kirik 1yilesmesi;
enflamasyon, yumusak kallus, sert kallus ve yeniden sekillenme olmak {izere dort
ayrt fazda incelenir. Kirik olustuktan hemen sonra enflamasyon ve onu izleyen
onarim fazlar1 baglar. Onarim siirecinde kaybolan veya zarar goren hiicreler ve

matriks yerine konduktan sonra uzun bir yeniden sekillenme evresi baglar.

Kirik iyilesmesi, primer veya direkt iyilesme ve sekonder veya indirekt
lyilesme olmak {izere iki gruba ayrilabilir. Primer kemik iyilesmesi sadece mutlak
stabilite saglanirsa olusabilecek osteonal kemik remodelizasyonunun sonucuyken;
sekonder kemik iyilesmesi ise kallus olusumu ile sonuglanan daha esnek tespitlerle

gerceklesen goreceli stabilite ile saglanir (13).



2.2.1.Kirik iyilesmesinin evreleri
2.2.1.1.Enflamasyon ve onarim evresi

Kirik sonras1 kemigin kendisinden ve ¢evre yumusak dokularda damarlarin
yirtilmas1 ile hematom olusur. Bu hematom, hematopoietik kokenli hiicre
salgilanmasimni  saglayarak biliyiime faktorlerinin, trombositlerin, —makrofaj
hiicrelerinin ve enflamatuar hiicrelerin aktive olmasi saglanir. Sonrasinda kirik
uclarinda, yirtik damarlarin tromboze olmasi sonucu nekroz goriiliir. Ayrica bu
evrede, enflamatuar hiicreler aracilifiyla ortama salinan ¢ok sayida sitokin
mevcuttur. Bu sitokinlerden en onemlileri, interlokin 1p (IL-1p), IL-6, TNF-o’dir.
Bu sitokinler enflamasyonun sinirlandirilmasinda gorev alirlar. Periost, kemik iligi,
dolagim sistemi ve ¢evre yumusak dokulardan koken alan multipotent mezenkimal

kaynakl1 kok hiicrelerin aktive olmasi ile siire¢ sonlanir (14).

Mekanik duruma baglhi olmakla beraber mezenkimal hiicrelerin
kondroblatlara ve osteoblastlara doniisiimii  gerceklesir. Mekanik instabilite,
kondrosite farklilasmay1 ve enkondral kemik olusumuna neden olurken, stabilite
durumunda intramembrandz kemiklesme saglanir. Enkondral kemiklesme siireci
neticesinde yumusak kallus sert kallusa yerini birakir. Instabilite durumunda, kallus
olusum siireci boyunca olusan tip 2 kollajen ve bunu izleyen tip 1 kollajen
olusumlar1 goriiliir. Bu nedenle kirik iyilesme siiresince, kirik tedavi metodunun

onemi fazladir (15).
2.2.1.2.Yeniden sekillenme evresi:

Yeniden sekillenme evresi onarim evresinin sonuna dogru baslar ve kirik
iyilesmesi saglandiktan uzun siire sonra bile devam eder. Bu evre, kirik hattinda
orglimsli kemik ile tam kopriillesme olusmasiyla baglar. Sert kallusun osteoblastik
hiicre olusumu ve osteoklastik hiicrelerce kemik yikimi arasindaki denge hakimdir.
Bu evre de gorev alan temel hiicre osteoklastlardir ve bu hiicreler mineralize kemik
dokuyu yikar (16). Bu evrede baskin olan iki 6nemli sitokin ise; makrofaj koloni
stimiile edici faktor (M-CSF) ve NF-xB ligand reseptor aktivatorii (RANKL)’diir.
Primer kemik iyilesmesinde ise farkli olarak, kallus olusumu gozlenmez. Stabilitenin

saglanmis oldugu bu kirik iyilesmesi tipinde temas eden kisimlarda lamellar kemik



dokusu osteon adli birimlerin uzamasi ile olusur. Osteoblast aktivasyonu sonrasi,
osteositler olusur ve Havers kanal yapilari ve volkman kanalikiilleri vaskiiler

yapilarla dogru orantili olarak ortaya ¢ikar.

Yeniden sekillenme evresi, mediiller kanalin restorasyonu dahil kemik

hasarlanma 6ncesi morfolojisine tam doniis saglanmasi ile sonlanir (17).
2.2.2. Kirik iyilesmesini etkileyen faktorler

Kirik iyilesmesini etkileyen faktorler sistemik ve lokal faktorler olmak iizere

iki grupta incelenebilir.
2.2.2.1.Sistemik faktorler

Yas, aktivite diizeyi, beslenme durumu, hormonal faktorler, hastaliklar
(diyabet, anemi, ndropatiler,vs.), vitamin eksiklikleri, ilaglar (steroid olmayan
antienflamatuar ilaglar, antikoagulanlar, vs.), nikotin ve alkol kullanimi, sistemik
bliylime faktorleri, ¢cevresel 1s1 ve santral sinir sistemi travmasi kirik iyilesmesini

etkileyen sistemik faktorlerdendir.
2.2.2.2. Lokal faktorler

Yaralanma durumundan ve diger durumlardan bagimsiz lokal faktorler:
e Kemigin tipi (siki kemik, slingerimsi kemik)

e Timor ve diger patolojik durumlar

Sinirsel uyarimin kaybi

Radyasyon maruziyeti
e Enfeksiyon

Kas ve iskelet travmalar1 tedavisi sirasinda veya sonrasinda en korkulan ve
neden olan ve hatta ekstremitenin ampiitasyonuyla sonuglanabilen fiksasyon sonrasi
enfeksiyon durumudur. Ortopedik pratikte sik karsilasilan ve saglikli bireylerde bile
gerceklesebilecek komplikasyonlardan birisidir (18). Ozellikle travma sonrasinda
yumusak dokuda ciddi kayb1 olan veya damarsal beslenmesi zarar gérmiis hastalar

enfeksiyon icin biiyiik risk tasirlar. Bu durumda yumusak doku ve damar hasari



konak savunmay1 ve antibiyotik etkisini azaltacaktir (19). Kirik fiksasyonu sonrasi
enfeksiyon gelisiminin tedavisi, etkilenen hastalarin uzun iyilesme periyodlar1 ve
sosyoekonomik nedenlerle onemli yer tutar. Kirik sonrasinda kemikte gelisen
enfeksiyon veya enfeksiyon zemininde ortaya ¢ikan kirik durumlarinda
metabolizmanin enerji sarfiyati biiyiik oranda enfeksiyonu sinirlandirmak adina artar.
Enfeksiyon durumunda kemigin damarsal beslenmesi de trombotik degisiklikler
nedeniyle azalmaktadir. Hatta normal yumusak doku da bu durumdan etkilenerek
nekrotik degisiklikler goriilebilmektedir. Bu durumlarin ortak sonucu kirik
iyilesmesinin gecikmesi veya inhibe olmasidir. Ozellikle fiksasyon amaglh kullanilan
implantlar ve bu implantlar {izerinde olusan biyofilm tabaka bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlar i¢in ciddi 6nem tasirlar. Kirik tipine bagh olarak degismekle beraber

internal fiksasyon sonrasi enfeksiyon riski %0,4 ve %16,1 arasindadir (20,21).

Kirik fiksasyonu sonrast gelisebilecek komplikasyonlardan osteomyelit,
tedavisi en problemli ve kirik kaynamasin1 6nemli 6lcilide azaltan veya inhibe eden
faktorlerin en Onemlilerinden birisidir. En c¢ok izole eden mikroorganizma
Stafilokokus aureus olsa da; gram negatif basil ve anaerobik organizmalar sik
nedenlerindendir. Malnutrisyon, diyabet gibi hastaya bagli faktorler etkili olsa da
saglikli hastalarda da gelisebilmektedir. Ortopedik cerrahide dnemli yer tutan, gerek
travma veya cerrahi sonrasi gelismis enfeksiyon gerekse de bunlarin sonucu olarak
osteomyelit; ekonomik yiikii fazla, kirik iyilesmesini azaltici veya inhibe edici,
cerrah veya hasta i¢in bu uzun iyilesme doneminde problemli bir siirece zemin

hazirlayacaktir (22).
b) Yaralanmaya bagli faktorler:
e Acik kiriklar:

Acik kiriklar enfeksiyonla, yara iyilesme problemleriyle, kirik iyilesmesinin
bozulmasiyla sonuclanabilen ve yeniden operasyonlara ihtiyag duyulabilen
durumlara yol acabilmektedir. Ag¢ik kiriklar ortopedik cerrahi acillerdendir.
Yaralanmanin mekanizmasina bagl olarak agik kiriklarda enfeksiyon goriilme orani
%350’ yi bulmaktadir. Enfeksiyonlarla basa ¢ikabilmek i¢in verilen miicadele, artmis

saglik masraflarina ve hastanin hayat kalitesinde ciddi azalmalara yol agmaktir (23).



Kirngin gergeklestigi bolgedeki cilt alt1 yagh doku, fasya, kas gibi yumusak
dokularin kirikla birlikte pargalanmasi ya da ezilmesi 6nemli miktarlarda nekrotik
yumusak doku debrisi olusturur. Gerek kirik gerekse bu hasarlanma, piht1 ve kirik
hematomunun olusmasini zorlastirir ve onarim dokusu olusumunu yavaslatarak kirik
bolgesine kan destegini keser. Bu durum kirik iyilesmesinde yavaslama veya

durmaya yol agmaktadir (23).

Enfeksiyonu engellemek adina agik kirik tedavisinde tiim kontamine
dokularin uzaklastirilmasi, yara ve kirik iyilesmesine ciddi katkida bulunur. Nekrotik
doku ve debrisin dikkatli ve 6zenli debridmani ve irrigasyonu agik kiriklarin ilk
miidahalesinde esastir. Bu nedenlerle acgik kirik tedavisinde enfeksiyonu
engelleyerek kirik iyilesmesini saglamak igin ilk basamak olan yara debridmani ve

irrigasyonu ilk ve en 6nemli basamagi olusturmaktadir (24).

e Parcali kiriklar
e Yaralanma hizi
e Kirgm tipi ve bulundugu yerlesimi

e Kirik hattina yumusak doku girmesi

c)Tedaviye bagh lokal faktorler ise, cerrahi esnasindaki travmanin seviyesi,
uygulanan implanta bagl degisen kan akimi,icerden veya disaridan uygulanan
stabilitesi, kemige etki eden yiiklerin siire ve yoOnleri, parcalar arasi temasin

derecesidir.

2.2.3. Kirik iyilesmesinde molekiiler biyoloji

Kirik iyilesmesinin molekiiler ve hiicresel olaylarin kompleks, diizenlenmis
bir sonucu oldugu son yillarda giderek daha iyi anlasilmaktadir (25). lyilesmeyle
sonuclanan diizende ana adimlar; mezenkimal Onciil hiicrelerin kemotaksisi,
farklilasmas1 ve proliferasyonu, ekstrasiiller matriks yapimi, mineralizasyon ve
yeniden sekillenmedir. Endotel hiicreleri, trombositler, mezenkimal 6nciil hiicreler,
kondrositler, fibroblastlar, osteoklastlar ve osteoblastlar bu siirecin farkli
donemlerinde goérev alirlar (26). Embriyonik kemik olusumuyla kirik iyilesmesi
arasinda, biiyiime faktorlerinin rolii, otokrin, parakrin ve endokrin olaylarin itici gilicii

gibi durumlar agisindan benzerlikler bulunmaktadir.
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Basaril1 bir kirik iyilesmenin spesifik biiylime faktorleri tarafindan yonetimi
son yillarda sik arastirilan konulardandir. Bu multipotent polipeptitlerden BMP
(kemik morfojenik protein) {izerine son yillarda fazlaca ¢alisilmistir (27). BMP’ ler
TGF- B siiper ailesinin bir iiyesidir. Embriyoloji, biliylime, hemostaz ve tamirde,
farkli dokularda oOnemli rollerde yer alan sitokinlerdir. Hayvanlarda kemik
rejenerasyonu sirasinda BMP ekspresyonu bugiinlerde daha iyi anlasilabilmistir ve
bu molekiillerin osteojenik kapasitesi belirgindir. BMP’nin yirmiden farkli izoformu
tanimlanmistir. Bunlardan BMP-2, 4 ve 7’nin Ozellikle iskelet sisteminde Onemli
rolleri bulunmaktadir. BMP’ler fonksiyonel ve yapisal olarak birbiriyle iliskilidir.
Bununla birlikte kirik iyilesmesi siirecinde her birinin farkli rolleri bulunmaktadir
(Sekil 2.1). Gilintimiizde kirik lyilesmesinin immiinohistokimyasal

degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli isaretlerdendir (28).

Ayrica, hematopoez ve osteoblast onciil hiicrelerin yer almis oldugu stromal
cevrenin birbiriyle olan siki iliskisi tanimlanmustir. Insan kemik iliginden aspire
edilen materyalde CD34" hiicrelerin osteoblast &nciil hiicrelere sahip oldugu
bilinmekle beraber hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda morfolojik ve fonksiyonel olarak

normal osteoblastlara dontistiigii kesfedilmistir (29).
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Sekil 2.1: Kirik onariminin evrelerinin ve bunlarin molekiiler yolaklarla iligkisinin

sematik goriiniimii.( Sekil, Gerstengeld L.C., Edgar C.M., Kakar S., Jacobsen K.A., Einhorn T.A.
Oteogenic Growth Factors and Cytokines and Their Role in Bone Repair. Engineering of Functional
Skeletal Tissues. 2007; (3)2: 17-46 isimli kaynaktan alintidir.)
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2.3.ANTISEPTIK SOLUSYONLAR

Acik kiriklarin bakiminda temel prensipler, dikkatli bir cerrahi debridman ve
yara irrigasyonu ile devitalize dokularin, yabanci maddelerin ve enfeksiyona neden
olabilecek bakterilerin uzaklastirilmasi, tetanoz ve antibiyotik proflaksisi ve kirigin
stabilizasyonunu igerir. Bunlardan irrigasyon ve debridmanin enfeksiyon
prevalansin1 azaltmada en etkili prosediirler oldugu diisiiniilmektedir. Kontamine
dokunun ve yabanci maddenin uzaklastirilmasi enfeksiyonu engellemek, yara yeri
enfeksiyonlarini azaltmak ve kirik iyilesmesini baslatmak i¢in esastir. Bu 6nemine
ragmen enfeksiyonun dnlenmesinde 6zellikle irrigasyon ile ilgili bilimsel calisma
yetersizligi mevcuttur. irrigasyon sivismin yeterli miktari, yikama sistemleri veya

irrigasyon soliisyonuna eklenecek maddelerle ilgili tartismalar mevcuttur (30).

Yara debridmaninda irrigasyon soliisyonunun tipi ve etkisi tartismalidir.
Deneysel c¢alismalarda antiseptikler, antibiyotikler ve siirfaktanlar irrigasyon
sollisyonunda kullanilmis olsa da higbirinin normal salin disinda yaygin kullanimi1
kabul goérmemistir. Antibiyotikler (6zellikle basitrasin) hayvan calismalarindaki
yetersizlik ve insan ¢aligmalarimin yokluguna ragmen agik kiriklarda en sik
kullanilan irrigasyon soliisyonu tiplerinden biridir. Bazi calismalar, antibiyotikli
soliisyonlarla irrigasyonun alerjik reaksiyonlar, artmis maliyet, antibiyotik direnci
gelismesi ve yetersiz kanit varhigimi gostermistir (31,32,33). Kontamine kas ve
iskelet travmasi olan bazi hayvan deneyi ¢alismalarinda ise antibiyotikli soliisyonla
yapilan irrigasyonun antiseptik soliisyonlarla yapilan irrigasyona {stlinliigiiniin

olmadig1 gosterilmistir (34,35,36).

Antiseptiklerin kullanimu ile ilgili bazi hayvan ve insan ¢aligmalari mevcuttur.
En sik kullanmilan antiseptikler povidon iyodiir ve klorheksidin glukonattir. Bu
antiseptikler bakterilerin genis bir kismina, mantar ve viriislere etki ederek yara
patojenlerini etkisiz kilar. Bakteriyel yiikii azaltarak hasta bagisiklik sistemini ylikten
kurtardigr diisliniilmektedir. En biiyiikk dezavantajlarindan birisi ise hiicre
fonksiyonuna zarar vererek yara iyilesmesinde gecikmeye yol agmalaridir. Yiksek
konsantrasyonlarda povidon iyodiir, sodyum hipoklorid ve hidrojen peroksidin in
vitro calismalarda insan fibroblastlarinin  %100’tine  yakinimi  oldiirdiigi

gosterilmistir. Yine bazi caligmalarda diliie edilen bu antiseptik soliisyonlarin
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fibroblastlarda hi¢ hasara yol agmadig1 da gosterilmistir. Bazi tavsan calismalari da
tiim antiseptiklerin mikro dolasima ve endotel biitlinliigiine negatif etkisi oldugunu
gdstermistir. Insan ¢alismalarinda yalmzca povidon iyodiir ¢alisiimis olup, povidon
tyodiiriin proflaktik kullaniminin yara yeri enfeksiyonunda 6nemli bir diisiise neden
oldugu gosterilmistir. 1980°de yapilan bir g¢alismada %5’lik povidon iyodiir
sollisyonunun yara iyilesmesinde giiclii negatif etkisi ve %]1’lik soliisyonun giivenli
oldugu gosterilmis olup ¢ocuk appendisit hastalarinda yara yeri enfeksiyonlarini

azalttig1 gosterilmistir (37,38,39).
2.3.1. Povidon iyodiir

Povidon iyodiir, polivinil pirilidin(tasiyict molekiil) ve triiyodin(bakterisidal)
iyonlarinin birlesiminden olusan stabil kimyasal komplekstir. Cilt, mukoz membran
ve yaralar i¢in kullanilabilen genis spektrumlu antiseptik maddedir. Dokuyla temas
ettiginde tasiyic1 molekiil tarafindan iyodinin yavas salmimi gerceklesir. Ik olarak
1956 yilinda tamtilmistir. 1980°lerde ise tumdrosidal etkisi gosterilmistir. Povidon
iyodiir metisilin direngli Stafilokokus aureus(MRSA)’u da iceren genis spektrumlu
patojenlere karsi bakterisidaldir. Etkisini hiicre membranina etki ederek gosterir.
Deneysel c¢alismalarda, povidon iyodiir soliisyonunun MRSA’ ya karsit en etkin
oldugu dilusyon %0,5-4 arasinda bulunmustur. Kiiltiire edilmis tavuk tibia
osteoblastlarinda yapilmis bir ¢alismada %5°lik povidon iyodiiriin sitotoksisite etkisi
gosterilmis ama %0,5°1lik diliisyonlarda bu etkisinin en aza indirildigi gosterilmistir.
Saglikli dokuya ve graniilasyon dokusuna olan toksik etkisinin yaninda bu soliisyon

cildi kurutur ve rengini degistirebilir. Yara ¢evresi bolgelerde lokal irritasyona da
neden olabilir (40).

Povidon 1iyodiir irrigasyonu cerrahi sonrasi gelisebilecek enfeksiyonu
engellemek i¢in kullanilabilmektedir. Antiseptik etkisi non spesifiktir. Eklem dokusu
tizerinde diisiik konsantrasyonlardaki etkisi belirsizdir. Klorheksidine gore daha kisa
siire koruyucu etkisi vardir. Daha onceki calismalarda bakterisidal, myobakterisidal
ve virusidal etkilerinin yaninda mantarlara ve fungal sporlar1 6ldiirmek icin daha
fazla kontakt siirelerine ihtiyag duyarlar. Onerilen diliisyonlarda sporisidal degildir

(41).
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Povidon iyodiir, povidonun iyodini tasimasi nedeniyle iyodofor olarak rol
alir. Kompleksten ayrildiktan sonra serbest iyodin hizlica mikroorganizmalarin hiicre
duvarimi penetre eder, 6ldiiriicii etkilerini protein ve niikleik asit yapisini ve sentezini
bozarak gosterir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, iyodin
bakterinin vital hiicreler mekanizmalarini ve yapilarini inhibe eder; bakteri hiicre
membraninda aminoasitleri oksidize eder. Ek olarak serbest iyodin solunum
zincirindeki sitozolik enzimlerin fonksiyonunu bozar ve denatiire eder. Povidon
1yodiir; piyasada tek basina soliisyon olarak bulunabildigi gibi (%10 ve %]1’lik diliie
formu); iyonik deterjanla kombine halde de bulunabilir. Kombine formunun yara

iyilesmesine negatif etkileri gosterilmis olup, kullanimi 6nerilmemektedir (42).

Yaygin goriilmese de metabolik asidoz, akut bdbrek yetmezligi,
hipertiroidizm ve toksik reaksiyonlar bildirilmistir. Bu nedenlerle; iyodin iceren
maddelere alerjik reaksiyon Oykiisii olan hastalarda, tiroid hastaliklarinda, renal

yetmezlik hastalarinda kullanimi 6nerilmemektedir (43).
2.3.2.Klorheksidin glukonat

Klorheksidin glukonat (KHG), fiziksel olarak bakterileri ortamdan
uzaklagtirarak bir sivinin mekanik 6zelliklerini ve konakg1 hiicreye hasar vermeden
aktif kimyasal antimikrobiyel &zellikleri kombine eden bir antiseptiktir. KHG,
1950’lerde sentezlenmistir. KHG, klorheksidinin glukonat formu olan biguanid
bilesigidir. Pozitif yiikliidiir ve negatif yiiklii mikrobiyel hiicre yiizeyiyle reaksiyona
girer. BOylece hiicre membraninin biitiinliigiinii bozar. Sonrasinda hiicre icine
penetre olarak; intraseliiler komponentlerin bosalmasina neden olur. Gram pozitif
bakteriler daha negatif yiiklii olduklarindan; bu ajana daha hassastir. Memeli
dokulara diisiik toksisite gostererek ve prokaryotik hiicre membranlarina etki eden,
gram pozitif ve gram negatif bakteri ve mantarlara genis spektrumlu etkisiyle hizli
taninan bir antiseptiktir (44). Bu nedenlerle KHG, 6zellikle mesane irrigasyon sivisi
ve periodontal durulama sivisinda cerrahi sabun olarak giinliik pratikte genis yer
edinmistir. Ilging olarak; diisiik toksisiteli ve etkili bir antiseptik olan ve modern
pratikte kullanimi genis alanlara yayilmis olan KHG; agik kiriklarda irrigasyon sivisi
olarak kullanilmak iizere uygun bir hayvan calismasiyla veya klinik calismayla

degerlendirilmemistir. Bu kanit yetersizligine ragmen ortopedik cerrahlarin bir
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kismi, agik kiriklarin cerrahi irrigasyonu sirasinda KHG’i sik¢a kullanmis ve salin
soliisyonundan daha etkili oldugunu diisiinmiistiir (45,46). Bu amagla kullanim igin
hangi KHG konsantrasyonunun uygun olduguyla ilgili yeterli veri bulunmamaktadir.
Diren¢ gelisiminin olmamasi da KHG soliisyonunun avantajlarindan birisidir.
Ayrica diger antiseptik soliisyonlardan farkli olarak KHG, kan gibi viicut sivilarinin
varliginda etkisini kaybetmemektedir. Aym1 zamanda, katt ya da yumusak
dokulardan yavas salinimi; antimikrobial etkisinin uygulama sonrasi uygun zaman

dilimine etki etmesini saglar (47,48,49).
2.3.3.Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H, O,) 6zellikle %3’ liik sivi soliisyon olarak kullanilan
kuvvetli bir antiseptik olarak bilinir ve gii¢lii okside edici bir ajandir. Hidrojen
peroksit, su ve oksijene ayrisir. Bu ayrisma, medikal ve dental prosediirler sonrasi
medikal araglar gibi organik maddelerde bulunan, katalaz enzimi tarafindan saglanir.
Bu organik madde, eger rutin enstriiman temizligi sirasinda uzaklastirilmazsa,
antiseptik soliisyonun kullanilabilir dmriinii 6nemli derecede kisaltabilir. Bununla
birlikte hidrojen peroksit sollisyonlar1 metale karsi korosiftir ve anstabil davranis
gosterir. Metale kars1 olan korosif 6zelligini azaltmak ve dezenfeksiyon-sterilizasyon
maddesi olarak kullanimini artirmak maksadiyla uygun konsantrasyonun bulunmasi

i¢in ¢alismalar mevcuttur (50).

Hidrojen peroksitin biyosidal etkilerinden, Fenton reaksiyonunda serbest
hidroksil radikallerinin tiretimi sorumludur. Serbest radikaller, membran lipitlerine
ve proteinlere oksidatif hasar verir. Boylece, DNA oksidasyonu indiiklenir. Hidrojen
peroksit, antimikrobial etkilerini yiiksek direng gosteren bakteriyel sporlar ve
protozoal kistler iizerinde de gosterir. Kisacasi, hidrojen peroksit, serbest radikaller
olusturarak etki eden, DNA, protein ve membran lipitlerin oksidasyonuna neden olan

oksidatif biyosittir.

%3’k hidrojen peroksit soliisyonunun antiseptik amagcla kullanimi giinliik
pratikte yer edinmisken; yara antiseptigi olarak kullanimi ve bunun yara iyilesmesine
etkisi tartismalidir. Bazi caligmalar; hidrojen peroksit soliisyonunun saglikli

hiicrelere ve graniilasyon dokusuna sitotoksik etkilerini gosterirken; diger hayvan ve
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insan caligmalar1 yara iyilesmesine etkisinin olmadigini belirtirler. Hidrojen
peroksitin bakteriyel yiikii azaltmaya yonelik etkisiz kaldigin1 belirten ¢aligmalar da
mevcuttur (51). Amerika Medikal Birligi (AMA), bu soliisyonun tam giicliyle
kullanildiginda; debrisi kaldiran ve nekrotik dokular1 uzaklastiran kimyasal
kopriileyici ajan oldugundan bahsetmistir. Hidrojen peroksitin tiim giicle
kullaniminin ardindan normal salin sollisyonuyla irrigasyonu onerilmistir.  Siniis

trakt1 olan yaralarda hidrojen peroksit kullanimi 6nerilmemektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. CALISMA PLANI

Deneysel hayvan ¢alismamizda 48 adet Sprague-Dawley cinsi geng-eriskin
erkek sican kullanildi. Bu ¢alismanin hayvan deneyleri yerel etik kurul onay1; Saglik
Bilimleri Universitesi Istanbul Bagcilar Saghk Uygulama ve Arastirma Merkezi
Deneysel Arastirma ve Beceri Gelistirme Merkezi (BADABEM)’'nden (Toplanti
tarihi:21.03.2018, Toplant1 No:2018/2 Proje No:2018-11) alindi. Calismamiz tiim
stire boyunca ETS-123, Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar i¢in Omurgal
Hayvanlarin Korunmasi i¢in Avrupa Konseyi Standartlari’na (European Convention
for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific
Purposes) uygun olarak BADABEM’de gergeklestirildi. Calisma planlanirken klinik
Oncesi hayvan calisma ve arastirmalar ile ilgili standart prosediirler tasarlandi ve

uygulandi (52).

Calismamiz, ortalama agirhig 356 gram (330-372 gram); ortalama yas1 9
hafta olan toplam 48 adet sigan ile gergeklestirildi. Calismamizda kullanilan
sicanlarin hepsinin saglikli ve erkek cinsiyette olmasi, Sprague Dawley cinsi olmasi,
yaslarmin 8-10 hafta arasinda olmasi, herhangi bir sistemik hastaliginin olmamasi ve
daha Once herhangi bir caligmada kullanilmamis olmasi ¢aligmaya dahil etme
kriterlerimizdir. Tim siganlar, gilinliik olarak, calisma boyunca 22°C sicaklikl
ortamda 12 saat aydinlikta ve 12 saat karanlikta kalacak sekilde takip edildiler.
Calismamiz boyunca, cerrahi Oncesi ve sonrast donem ayirt edilmeksizin, limitsiz
olacak sekilde standardize edilmis kemirgen yemi ve sebeke suyu verildi. Deneyden
cikarilma kriterleri; uygun olmayan implant pozisyonu, olusturulmasi istenen kirik
lokalizasyonundan uzakta olusan kirik hatti, takip siiresince fiksasyon kaybu,
enfeksiyon gelismesi, ¢alismada kullanilan sicanlarin %20’den fazla kilo kaybu,
yeterli ve diizenli su ve yem alamamasi ve uyaranlara yanit verememesi olarak
belirlendi (53). Calismamizda kullanilan higcbir si¢an, ¢alismaya uygun olmayacak
herhangi bir kriter olmadigindan, c¢alisma dist birakilmamistir. Cerrahi 6ncesi ve
sonrast donemde, calismaya dahil edilen hi¢bir hayvan Oliimiine rastlanmamistir

veya cerrahi prosediir ile ilgili komplikasyon yasanmamustir.
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Tablo 3.1: Deney hayvanlarinin gruplara gére dagilimi

Grup Adr Sican Sayisi
Kontrol (%00,9 izotonik Salin 12
sodyum Kkloriir)
Klorheksidin (%0.05) KHG 12
Povidon iyodiir (%1) PVP-I 12
Hidrojen peroksit (%63) HPO 12

Biri kontrol grubu (salin grubu), diger ii¢ii ¢alisma grubu (povidon-iyodiir,
klorhekzidin ve hidrojen peroksit gruplari) olacak ve toplam 4 grup i¢in, her bir
grupta 12 sican rastgele secilecek sekilde; toplam 48 sican calismaya dahil edildi
(Tablo 3.1). Calismamizda, sigan femuru agik (osteotomi) kirik modeli kullanilmistir
(54). Tim siganlara cerrahi prosediir uygulandi ve cerrahi 6ncesi 48 saat boyunca
cerrahi odada takip edildiler. Cerrahi prosediir tiim hayvanlar i¢in ayn1 yontemle ve

ayni cerrah tarafindan yapilacak sekilde planland1 ve uygulandi.

Tiim sicanlar, cerrahi sonrasi her kafeste bir sigan kalacak sekilde 24 saat
izlendiler. Tiim siganlar, bu 24 saat sonrasinda her grup i¢in bir kafes ve her kafeste
12 hayvan olacak sekilde her birinin boyutu 60x21x21 c¢cm olan toplam 4 kafese
yerlestirildi. Cerrahi sonrasi tiim siganlarin agr1 kontrolii ve yara yeri pansumani ve
takibi diizenli olarak yapildi. Cerrahi 6ncesi ve sonrasi donem igin tiim hayvanlarin
beslenme sartlar1 ve ortamlari ayni standartlarda olacak sekilde belirlendi. Tiim
gruplardaki sicanlar 4. hafta sonunda yiiksek doz Ketamin HCIl (Ketalar®, Pfizer,
Tirkiye) ve Ksilazin HCI (Rompun®, Bayer, Tirkiye) anestezisi ile servikal

dislokasyon yoluyla sakrifiye edildi.

Sakrifikasyon sonrasi tiim sicanlarin cerrahi yapilan sag femurlar: iizerindeki
yumusak dokular (kas, fasya, vb.), nazik¢e ve kallus dokusuna zarar verilmeden,
kalca ve diz eklemleri de korunacak sekilde temizlendi ve ¢ikarildi. Histolojik,
biyomekanik ve radyolojik degerlendirmeler i¢in ¢ikarilan tiim kemikler %10’luk
formaldehit sivisi igerisinde korunacak ve her kapta bir kemik olacak sekilde gazli

bez ile sarilarak bu kaplara yerlestirildi.
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Tim kemikler once radyolojik degerlendirme icin mikro bilgisayarh
tomografi incelemesine; sonra bu dort gruptan her biri kendi igerisinde rastgele her
grupta alt1 6rnek igeren iki gruba ayrilarak, bir grup histolojik bir grup biyomekanik
incelemeye gonderildi. Istatistiksel analizin anlamliliginin korunmasi agisindan,
radyolojik degerlendirme i¢in n=12, histolojik ve biyomekanik degerlendirme icin

n=6 olarak belirlendi.

Mikro bilgisayarli tomografi (mBT) degerlendirmesi icin tiim 48 6rnek dort
grup halinde &nce Istanbul Universitesi Tibbi ve Endiistriyel Tasarim Laboratuvari
(TETLAB)’ na teslim edildi. Burada yapilan degerlendirmede; kemik mineral
yogunlugu, kemik hacmi, kallus hacmi ve kemik/kallus hacmi oranlar1 agisindan
incelendi. Bu degerlendirmenin ardindan, kendi igerisinde rastgele iki gruba ayrilan
orneklerden ilk grup histopatolojik, histomorfometrik ve immunhistokimyasal
degerlendirme igin Saghik Bilimleri Universitesi Bagcilar SUAM Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’na; ikinci grup ise biyomekanik degerlendirme i¢in Yildiz Teknik
Universitesi Makine Miihendisligi Béliimii Makine Malzemesi ve Imalat Teknolojisi

Anabilim Dali’na teslim edildi.
3.2. CERRAHI TEKNIK

3.2.1.Anestezi

Tiim sigcanlara genel anestezi uygulandi. Her bir siganin agirligi, elektronik
tart1 ile alinarak kaydedildi ve genel anestezi igin gerekli olan dozlar belirlendi.
Intraperitoneal 80mg/kg Ketamin HCl (Ketalar®, Pfizer, Tiirkiye) ve
intraperitoneal 5mg/kg Ksilazin HCl (Rompun®, Bayer, Tiirkiye) kullanilarak genel
anestezi uygulandi. Tiim deneklerin anestezik ila¢ uygulamasi sonrasi cerrahi islem
icin hazir olmas1 beklendi. Antibiyotik proflaksisi olarak tiim sicanlara cerrahi dncesi

tek doz subkutan 8mg/kg Gentamisin (Genta®, 1.E.Ulagay, Tiirkiye) uyguland.
3.2.2. Antiseptik irrigasyon soliisyonlarinin hazirlanmasi

Calismamizda kullanilacak antiseptik irrigasyon soliisyonlari; kontrol grubu
salin(KG) i¢in %0,9 izotonik sodyum kloriir (Medifleks®, Kogak, Tiirkiye), ¢alisma
gruplar1 olan povidon iyodiir i¢in %10 povidon iyodiir (Batticon®, Adeka, Tiirkiye),
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%3 hidrojen peroksit (%3 Dermosept®, Alg, Tirkiye) ve klorheksidin glukonat
grubu icin %2 klorheksidin glukonat (Klorhex®, Drogsan, Tiirkiye) olarak
belirlendi. Antiseptik irrigasyon soliisyonlarinin doku toksisitesi en az ve antiseptik
ozellikleri en etkin olacak sekilde optimal dozlar1 belirlendi. Bu dozlar; hidrojen
peroksit (HPO) grubu i¢in %3, klorheksidin glukonat (KHG) grubu i¢in %0,05 ve
povidon iyodiir (PVP-I) grubu i¢in %1 olarak belirlendi ve irrigasyon soliisyonlari

hazirlandi.

Soliisyonlarin istenen yiizdede (%) olmast i¢in ylizdeli ¢ozeltileri seyreltme

formiili kullanildi.
S=V.C/K
S: Seytreltme i¢in ana ¢6zeltiden alinacak hacim, mL
C: Hazirlanmak istenen konsantrasyon, %
K: Seyreltmede kullanilacak ana ¢6zelti konsantrasyonu, %
V: C konsantrasyonunda hazirlanmak istenen ¢ézelti miktari, mL
3.2.3. Cerrahi teknik

Calismamizda kullanilan siganlar ameliyat masasina alinarak, genel anestezi
sonrasinda, sag kalca ve uyluk bolgeleri acia ¢ikarildi ve tiras edildi (Sekil 3.1).
%10 povidon iodiir (Batticon®, Adeka, Tirkiye) kullanilarak cerrahi saha boyandi.
Sag uyluk lateralinden femur diyafizi palpe edilerek, ili¢ santimetre longitudinal
insizyonla girildi. Rektus femoris ve vastus lateralis arasindaki klivaj belirlendi ve bu
klivajdan girildi. Femur diyafizi, damar-sinir yapilar korunacak sekilde S ekartorler

kullanilarak periosta zarar verilmeyecek sekilde aciga ¢ikarildi (Sekil 3.2).

Femur cismi a¢iga cikarildiktan sonra, mikromotor (Con-med Linvatec®
marka Pro-6200 motor) ve mikrobigak (Pro-2056 sagittal tutucuya takilan katalog
numarast 4034-139 olan mikrobigak) kullanilarak femur orta 1/3 diyafizden transvers

osteotomi uygulandi (Sekil 3.3) ve acgik kirik (osteotomi) modeli yapildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.1: Cerrahi bolgenin tiras edilmis goriiniimii

Sekil 3.2: Femurun agi8a ¢ikarilmasi sonrast lateralden goriiniimii
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Sekil 3.3: Eksplore edilen femurun diyafiz bolgesinden mikro kesici yardimiyla
osteotomize edilmesi

Sekil 3.4: Femurun osteotomize edildikten sonraki goriiniimii

23



Elektrikli delici motor kullanilarak 1 adet 1,2 mm Kirschner teli (K-teli,
TST®, Istanbul, Tiirkiye), distal fragmana antegrad olarak gonderildi ve diz
ekleminden c¢ikarildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: K-telinin antegrad gonderildikten sonraki goriiniimii

Elektrikli delici motor yardimiyla, diz ekleminden c¢ikarillan K-teli, kirik
hattinda kayboluncaya kadar distale dogru alindi. Kirik hattina rediiksiyon
uygulanarak K-teli retrograd olarak intramediiller kanaldan proksimale dogru
gonderildi. K-telinin fiksasyon saglayacak sekilde proksimal femoral bolgede
tutundugu diisiiniildiigiinde; elektrikli delici motor ¢ikarildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6: K-telinin retrograd gonderilmesi sonrasi rediiksiyonun saglanmasi ile kirik
hattinin gériintimii
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Diz ekleminde disarida kalan K-teli, tel kesici ile kesildi (Sekil 3.7). Kirik
hattinin saglamlig1 tekrar degerlendirildi ve distraksiyon olan veya saglamliligi
siipheli olan denekler icin uygun sartlar tekrar saglanana kadar g¢alisildi. Tim

deneklerde uygun sartlarin saglandigina emin olundu.

Sekil 3.7: Diz bolgesinde disarida kalan K-telinin kesilerek uzaklastirilmasi

Kontrol grubu (KG) i¢in, kirik ug¢lar agiga ¢ikarilarak; 100 mL %0,9 izotonik
sodyum irrigasyon soliisyonu ile tim yumusak doku ve kirik uglarina temas

ettiginden emin olunana dek 20 mL’lik enjektor yardimiyla irrige edildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8: Rediiksiyon ve tespit sonrasi kirik hattina %0,9 izotonik sodyum kloriir
uygulanmast
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HPO grubu i¢in, kirik uglart agiga cikarilarak, bu bolgeye hazirlanmis olan
%3’liikk hidrojen peroksit antiseptik irrigasyon soliisyonu uygulandi (Sekil 3.9) ve
antibakteriyel 6zelliginin maksimuma ulastigi siire olan 2 dakika boyunca tiim doku
ve kirik uglarina temas ettiginden emin olacak sekilde bekletildi (Sekil 3.10).
Ardindan bu bélge 100 mL %0,9 salin ile irrige edildi (55).

PVP-I grubu i¢in, kirik uglari agiga c¢ikarilarak, hazirlanmis olan %1°lik
povidon iyodiir soliisyonu, tim doku ve kirik uglarinin temas ettiginden emin
olunarak, bu bolgeye uygulandi (Sekil 3.11) ve 2 dk bekletildi (Sekil 3.12). Ardindan
100 mL %0,9 salin ile enjektor yardimryla irrige edildi (56).

KHG grubu i¢in ise, kirik uglari aciga ¢ikarilarak, hazirlanmis olan %0,05’lik
klorheksidin soliisyonu, tiim ag¢ik yara ve kirik hattinin temas ettiginden emin
olunarak, bu bolgeye uygulandi. Antibakteriyel 6zelliginin maksimuma ulastig1 siire
olan 1 dk siire ile bekletildi. Ardindan 100 mL 9%0,9 salin ile enjektdr yardimiyla
irrige edildi (57).

Sekil 3.9: Rediiksiyon ve tespit sonras1 %3 liikk hidrojen peroksitin kirik hattina
uygulanmasi
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et O

Sekil 3.10: Kirik hattina %3’liik hidrojen peroksit uygulandiktan sonra yara yerinde
bekletilmesi

Sekil 3.11: Rediiksiyon ve tespit sonras1 kirik hattina %1°lik povidon iyodiir
uygulanmasi
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Sekil 3.12: %1’lik povidon iyodiir uygulanan sahada sivinin bekletilmesi

Islem sonrasi fasya ve cilt ayr1 ayr1 3/0 Propilen® (Dogsan Trabzon, Tiirkiye)
stitlir kullanilarak kapatildi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13: Cerrahi sonrasi fasyanin siitiire edilmis goriintimii

Tim deneklerin cerrahi islemleri ayn1 giin tamamlandi. Deneklerin her biri
icin genel anestezi altinda iken, rontgen grafisi tetkiki uygulanarak, yapilan

fiksasyonun standardize edilmesi ve uygunlugu saglandi (Sekil 3.15). Cerrahi islem
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sonrasinda her hayvana cerrahi sonrasi analjezi amaciyla ile 2 giin boyunca giinde
tek doz subkutan 3 mg/kg Kaprofen (Rimadyl®, Zoetis, Tiirkiye) uygulandi (Sekil
3.14). Denekler, cerrahi sonrasi 24 saat boyunca tek baslarina olacak sekilde izole

edilip kafeste takip edildiler.

Sekil 3.14: Cerrahi sonrasi analjezi uygulanmasi

2. ginde tiim deneklerin yasadigi ve hareketli olduklar1 gozlenerek,
gruplarinin oldugu kafeslere tekrar dahil edildiler. 3. giin takiplerinde analjezi i¢in
liizum halinde 3 mg/kg Kaprofen (Rimadyl®, Zoetis, Tiirkiye) uygulamasina devam
edildi.

Dordiincii haftaya kadar ayni standardize sartlarda takip edilen tiim gruplar bu
haftanin sonunda sakrifikasyon amaciyla tekrar ameliyat masasina alindilar. Tiim
gruplar, yiiksek doz Ketamin HCl (Ketalar®, Pfizer, Tirkiye) ve Ksilazin HCI
(Rompun®, Bayer, Tiirkiye) anestezisi uygulanarak servikal dislokasyon yoluyla
sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen deneklerin islem yapilan sag femurlari, iizerindeki
yumusak dokular (cilt hari¢) siyrilmadan kalca ve diz eklemleri seviyesinden

cikarildi.

Tim kemiklerin kaynamis oldugu goriilerek; intramediiller bolgedeki K-

telleri, kallusa zarar vermeyecek sekilde, diz eklemindeki u¢ kismindan c¢ekilerek

29



cikarildi. Elde edilen 6rnekler inceleme tarihine kadar gazli beze sarilarak %10’ luk

formaldehit ¢ozeltisi i¢erisinde ayr1 kaplara konularak oda sicakliginda saklandi.

N

Sekil 3.15: Rediiksiyon ve tespit sonrast sag femur kontrol radyografi goriintiisii

3.3. RADYOLOJIK iNCELEME

Elde edilen tim Ornekler, %10’luk tamponlu formol soliisyonunda
saklanarak, mikro bilgisayarli tomografi yoluyla radyolojik inceleme igin Istanbul
Universitesi Tibbi ve Endiistriyel Tasarim Merkezi (TETLAB)’a transfer edilmistir.
Bu 6rnekler mikro bilgisayarli tomografi (mBT) cihazi ile yeni olusan kallus hacmi
(mm® ve kemik mineral yogunlugu (g/cm®) goz oniinde bulundurularak
degerlendirilmistir (Sekil 3.16).

1

Sekil 3.16: Radyolojik inceleme i¢in kullanilan mikro bilgisayarli tomografi cihazi
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Radyolojik incelemeler Bruker Micro-CT (SkyScan1174, ABD) isimli mBT
cihazinda yapilmistir. Cihazin tarama alani, tarama biiyiitmesine bagli olarak 5-30
mm c¢apinda ve 5-50 mm uzunlugunda degisebilir. Calismamizda her bir sag femur
ornegi icin Once bilgisayarli tomografi skenogram goriintiileri elde edilmis ardindan
da kirik hattinin 7,5 mm iizeri ve 7,5 mm alt1 degerlendirme alan1 olarak kabul edilip
toplam 15 mm’lik inceleme alaninda degerlendirme yapilmis ve kallus hacimleri
hesaplanmistir. Kemik mineral yogunlugu (bone mineral density-BMD) analizleri
0,25 glem® ve 0,75 g/lcm® liik kalsiyum hidroksiapatit kalibrasyon g¢ubuklari
kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir sag femur kemiginden ortalama 350 adet
goriintii elde edildikten sonra incelemelerin analizleri cihazin kendi yazilimi olan
Bruker CTAn isimli bilgisayar programinda gerceklestirilmistir. Alinan goriintiiler

ic boyutlu (3D) olarak rekonstriikte edilebilmektedir.

Sekil 3.17: Kontrol grubu femurunda, 4. haftada yapilmis mBT aksiyel kesitte kirik
hattina ait goriintii
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Sekil 3.18: Kontrol grubu femurunda, 4. haftada yapilmis mBT’ de kirik hattinin ¢
boyutlu rekonstriikte edilmis goriiniimii

3.4. BIYOMEKANIK INCELEME

Biyomekanik inceleme i¢in, bu dort grubun her birinden rastgele alt1 6rnek
alinarak; radyolojik incelemeyi takiben, Yildiz Teknik Universitesi Makine
Miihendisligi Boliimii Makine Malzemesi ve imalat Teknolojisi Anabilim Dali’na
teslim edildi ve burada tiim kemikler i¢cin biyomekanik testler uygulandi. %10’luk
tamponlu formol soliisyonunda saklanarak transfer edilen oOrnekler, tizerlerinde
bulunan yumusak dokulardan cerrahi uygulamalar1 ve sakrifikasyonu yapan cerrah
tarafindan iyilesme dokularina zarar vermemeye Ozen gosterilerek dikkatli bir

sekilde ayristirildi.
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Sekil 3.19: Biyomekanik analiz i¢in kullanilan test cihazi

Kirik iyilesmesinin 4. hafta sonunda ulastig1 seviyenin tiim gruplarda kemik
dokunun biyomekaniksel dayaniklilik agisindan olusturdugu etkileri belirlemek
amaciyla ili¢ nokta egme testi uygulanmistir. Biyomekanik testler, 100 kilonewton
(kN) yiik kapasitesine sahip bir test cihazt (Instron 5982, ABD) ile
gergeklestirilmistir (Sekil 3.19). Cihazin 6rnekleme frekansi 1 kilohertz (kHz) ve
kuvvet 6l¢giim dogrulugu + %0,5’tir (58).
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Sekil 3.20: Uc nokta egme testi icin test cihazina yerlestirilmis sag femur kemigi
gorunumu

Olgiim cihazma yatay olarak on yiizleri yukariya bakacak pozisyonda
yerlestirilmis ve kuvvet, kirik hattina dik eksende ulasacak sekilde uygulanmistir.
Destekler arasindaki mesafe her bir sag femur kemigi i¢in aynt olup 10 mm’dir. 5
milimetre/saniye (mm/s) lik bir hizla kirilma gergeklesene kadar kemikler egme
islemine tabi tutulmustur. Kuvvet bilgileri, kullanilan test cihaziyla uyumlu calisan
bir bilgisayar programi araciligiyla (Instron BlueHill 3, ABD) es zamanli olarak
kaydedilmistir. Kirilma kuvveti, kuvvet egrisinin en yiikksek noktasi olarak

belirlenmistir (59).

Test asamas1 tamamlandiktan sonra, nihai egilme kuvveti (Fmak) ve biikiilme
mukavemeti (openq) degerleri sirasiyla Newton (N) ve megapaskal (Mpa) cinsinden

istatistiksel analiz i¢in kaydedilmistir.
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3.5. HISTOPATOLOJIK iINCELEME

Her gruptan geriye kalan altisar 6rnek Saglik Bilimleri Universitesi Bagcilar
SUAM Tibbi Patoloji Anabilim Dali’na teslim edilerek tiim cerrahi islemleri
gerceklestiren ayni cerrah tarafindan kas ve yumusak dokulardan armdirildi.
%10’luk tamponlu formol soliisyonunda bir hafta siire ile fikse edildi. Fiksasyon
sonrast %10’luk formik asit soliisyonunda 3 giin dekalsifiye edildikten sonra
makroskopik olarak kasetlere alindi, sonra kapali sistem doku takip cihazinda alkol,
aseton, ksilen, parafin asamalarindan gegerek dehidrate edildi ve sonrasinda parafin
bloklama yapildi. 3-4 pum’lik longitudinal kesitler alinarak her blogun birer
preparatina hematoksilen-eozin (H+E) ve ikinci preparatina Masson trikrom (MT)
boyamalar1 uygulandi. Boyal1 lamlar otomatik kapama sisteminde lamelle kapatildi.
Histopatolojik inceleme i¢in Olympus BX61 151k mikroskopu ve fotograflama igin
Olympus DP72 kamera kullanildi.

Hazirlanan preparatlar, histolojik iyilesme skalasi (Tablo 3.2) ve inflamasyon

skorlamasi ile degerlendirildi.

Tablo 3.2: Kirik iyilesmesinde histolojik iyilesme skalasi

Skor Kirik Boélgesinin Histolojik Bulgular:

1 Fibroz doku

2 Agirlikli fibroz doku ve az oranda kikirdak doku

3 Esit miktarda fibroz doku ve kikirdak doku

4 Kikirdak doku

5 Agirlikl olarak kikirdak ve az miktarda immatiir kemik
6 Esit oranda kikirdak ve immatiir kemik

7 Agirlikli olarak immatiir kemik ve az oranda kikirdak
8 Tamamen immatiir kemik

9 Immatiir kemik ve az miktarda matiir kemik

10 Matiir kemik
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Inflamasyon skorlamas1 151k mikroskobu altinda lenfosit infiltrasyonuna gore
degerlendirildi ve 0-3 arasinda skorlandi. Degerlendirme ve skorlandirmalar ayni
patolog tarafindan gerceklestirildi. Inflamasyon varlig1 skalast:

0: inflamasyon yok.

1: Hafif diizeyde inflamasyon var.

2: Orta diizeyde inflamasyon var.

3: Siddetli diizeyde inflamasyon var.
3.6. HISTOMORFOMETRIK INCELEME

Kirik hattinin seri kesitlerinin kantitatif incelenmesi i¢in 3-4 um’lik kesitler
kullanilarak; iki alan Ol¢lilmiis, bu alanlarin orani yiizde (%) degeri olarak
hesaplanmistir. Bu iki alan; korteks alani ve kemiklesen doku, kikirdak ve fibroz

kallustan olusan total kallus alanidir.

Total kallus alan1 (CAr), kemik korteksinin disinda ve i¢inde tiim dokulari
kapsayan toplam kallus alam dlgiimlerinin ortalama mm?2 cinsinden degeri olarak;
korteks alan1 (Ct.Ar) ise korteks ile doldurulmus toplam alan olarak mm?2 cinsinden

hesaplanmistir. Ardindan CAr/CtAr degeri yiizde (%) olarak belirlenmistir (60).
3.7. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Immunohistokimyasal incelemede, her preparat igin artefaktin en az oldugu
bir adet parafin blok se¢ildi. Bu bloklardan 3-4 mikron kalinliginda kesitler pozitif
sarjli lamlara alindi. Kesitler 60 derece sicakliktaki etiivde 60 dakika bekletildi.
Etiivden alinan kesitler, oda sicakliinda 10 dakika bekletildikten sonra Ventana
BenchMark XT modelli cihazda multimer teknolojiye dayali XT DAB V3
protokoliiyle otomatik olarak boyandi. Boyama iglemi bittikten sonra cihazdan alinan
kesitler 5-10 dakika sabunlu suda yikandi. Kurutularak %96’ lik alkol ve ksilenden
gecirilen lamlar, Sakura Tissue Tek Film model otomatik film kapama cihazinda

kapatildu.

Spesifik immiin isaretlenmenin pozitifligi ve negatifligi mikroskop altinda

kontrol boyamalarla karsilastirilarak degerlendirildi. Pozitif immiin igaretlenme
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gosteren bes bolge boyanma siddeti acisindan semi-kantitatif olarak degistirilmis H-

SCORE ile analiz edildi.

Skorlama, 0-300 arasinda olacak sekilde ortalamalar1 alinarak, iki arastirmact

tarafindan bes bolge esas alinarak yapildi (61).
3.8. ISTATISTIKSEL YONTEM

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en
diisiik, en yiiksek, frekans ve oran degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilimi
Kolmogorov Simirnov test ile olgiildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde t test,
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U test kullanildi. Analizlerde SPSS 22.0 programi

kullanilmastir.

37



4 BULGULAR

4.1. RADYOLOJIiK BULGULAR
4.1.1.Kallus Hacmi ve Kemik Hacmi

Radyolojik inceleme i¢in Ornekler, mikro bilgisayarli tomografi cihaziyla,
yeni olusan kallus hacminin mm® cinsinden ve kemik mineral yogunlugunun g/cm3

cinsinden degerleri esas alinarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Salin, PVP-lI, KHG ve HPO grubunda kallus hacmi anlamli (p > 0.05)
farklilik géstermemistir. Salin, PVP-I, KHG ve HPO grubunda kemik hacmi anlamli
(p > 0.05) farklilik gostermemistir.

Kemik hacmi/Kallus hacmi degeri agisindan bakildiginda, Salin ve KHG
grubu diger gruplara gore daha diisiik degerler gostermistir. Ama Salin, PVP-I, KHG
ve HPO grubunda kemik/kallus hacmi anlamli (p > 0.05) farklilik géstermemistir.

4.1.2. Kemik Mineral Yogunlugu (BMD)

PVP-I grubunda BMD degeri Salin, KHG ve HPO grubundan anlamli
(p<0.05) olarak daha disiiktii. Salin, KHG ve HPO grubunda BMD (mm) degeri
anlamli (p> 0.05) farklilik gostermemistir.

Tablo 4.1: mBT ile degerlendirilen parametrelerin gruplara gore istatistiksel dagilimi

Salin PVP-I KHG HPO p
Mikro CT
Ort.+s.s. 3.7 + 0.8? 2.5 £ 0.6 3.5 + 0.62 3.4 + 0.6? ‘
BMD 0.003
Medyan 3.7 2.5 3.5 3.5
. Ort.#s.s. 79.9 £ 26.0 92.8 + 46.9 86.0 = 18.6 75.8 £ 27.8 ‘
Kallus Hacmi 0.466
Medyan 75.5 81.3 88.1 69.8
) . Ort.+s.s. 82.4 +22.4 76.3 £ 22.6 79.0 £ 14.9 81.2 +11.1 «
Kemik Hacmi 0.832
Medyan 87.1 81.6 76.9 82.8
Kemik/Kallus Ort.+s.s. 1.0 £ 04 1.1 £ 05 09 +£0.2 1.2 £ 0.4 0.353 ¥
Hacmi Medyan 0.9 1.1 1.0 1.2 '

“Kruskal-wallis (Mann-whitney u test) / 2 Batticon grubu ile fark p < 0.05
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4.2.BiYOMEKANIK BULGULAR

Kirik iyilesmesinin tiim gruplarda kemik dokunun biyomekaniksel
dayaniklilik agisindan olusturdugu etkileri belirlemek amaciyla 4. haftada ii¢ nokta
egme testi uygulanmis; nihai egilme kuvveti (Fpnak) ve blikiilme mukavemeti (Gpeng)
degerleri sirasiyla Newton (N) ve megapaskal (Mpa) cinsinden olacak sekilde

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Nihai egilme kuvveti-Fmak [N] degeri acisindan bakildiginda KHG grubunda
diger gruplara gore daha yiiksek degerler elde edilmesine ragmen, tiim gruplarda

nihai egilme kuvveti- Fmak [N] degeri anlaml1 (p > 0.05) farklilik géstermemistir.

Fmak [N]

HPO

k=
‘m
Wi

KHG

PVP-I

Cizim Alan

Grup

Sekil 4.1: Fmak(N) degerinin gruplara gore dagilimi
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Salin ve KHG grubunda biikiilme mukavemeti- cbend [Mpa] degeri diger
gruplardan daha yiiksek degerlerde saptanmasina ragmen tiim gruplarda biikiilme
mukavemeti- obend [Mpa] degeri agisindan anlamli (p > 0.05) farklilik

saptanmamuistir.

obend [Mpa]

Salin
PVP-I
KHG

HPO

Grup

Yatay (Kat

Sekil 4.2: obend [Mpa] degerinin gruplara gore dagilimi

4.3. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

4.3.1. Kirik iyilesme skorlar:

Hematoksilen-eozin (H+E) ve Masson trikrom boyamalart uygulanan 3-
4um’lik kesitler, histolojik iyilesme skalasina goére skorlandirilmis, bu 1-10 arasi

degerler istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Salin ve KHG grubunda diger gruplara gore daha yiiksek kirik iyilesme
skorlar1 saptanmasina ragmen tiim dort grupta kirik iyilesmesi skorlart anlaml (p >

0.05) farklilik gostermemistir.
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Tablo 4.2: Histopatolojik bulgularin gruplara gore istatistiksel dagilimi

Salin PVP-I KHG HPO p
Patoloji
. _ Ort.ts.s. 47 +1.0 43 +1.2 5.2 £ 0.8 33 +15 ‘
Kirik lyilesmesi 0.124
Medyan 5.0 4.5 5.0 3.0
inflamasyon ~ oOrtss. 1.7 +0.5® 1.0 £+ 0.6° 0.2 +0.4 2.0 + 0.8% 0.003 ¢
Skoru Medyan 2.0 1.0 0.0 2.0 ’

“Kruskal-wallis (Mann-whitney u test)
2 Batticon grubu ile fark p < 0.05 / 3 Klorheksidin grubuile fark p < 0.05

4.3.2. inflamasyon skorlar

Isik mikroskobu altinda lenfosit infiltrasyonuna gore degerlendirilen ve 0-3
degerleri arasinda skorlanan inflamasyon skoru degerleri istatistiksel olarak analiz

edilmistir.

KHG grubunda inflamasyon skoru Salin, PVP-I ve HPO grubundan anlamli
(p < 0.05) olarak daha diistiktii. PVP-I grubunda inflamasyon skoru Salin ve HPO
grubundan anlamli (p < 0.05) olarak daha distkti. Salin ve HPO grubunda

inflamasyon skoru anlamli (p > 0.05) farklilik géstermemistir.

o
a

Yatay (Kat

obend [Mpa]

g

83
3
63
53
13

3
23
13

03

In

Sal
KHG
H

Grup

Sekil 4.3: Inflamasyon skoru degerlerinin gruplara gore dagilimi
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Sekil 4.4: Histopaoloj ik inceleme

me. o

de,alin gbuna ait H+E (l'istte V Mala)

boyamalarinda kirik iyilesmesinin 4. haftasina ait mikroskobik goriintiiler.(Total
biiyiitmeler 4X ve 10X)

Sekil 4.5: Histopatolojik incelemede, KHG grubuna ait H+E (iistte) ve MT(altta)
boyamalarinda kirik iyilesmesinin 4. haftasina ait mikroskobik goriintiiler.(Total
biiyiitmeler 4X ve 10X)
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Sekil 4.6: Histopatolojik incelemede, PVP-I grubuna ait H+E (iistte) ve M T (altta)
boyamalarinda kirik iyilesmesinin 4. haftasina ait mikroskobik goriintiiler.(Total
biiyiitmeler 4X ve 10X)

4X 10X

Sekil 4.7: Histopatolojik incelemede, HPO grubuna ait H+E (iistte) ve MT(altta)
boyamalarinda kirik iyilesmesinin 4. haftasina ait mikroskobik goriintiiler.(Total
biiyiitmeler 4X ve 10X)
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4.4. HISTOMORFOMETRIK BULGULAR

Histomorfometrik incelemede, kirik hattinin seri Kkesitlerinin kantitatif
incelenmesi i¢in 3-4um’lik kesitler kullanilarak total kallus alan1 (CAr) ve korteks
alan1 (Ct.Ar) alanlart mm? cinsinden 6lciilmiis ve CAr/CtAr degeri yiizde olarak

hesaplanmistir. Bu degerler istatistiksel olarak analiz edilmistir.

HPO grubunda CAr/CtAr yiizdesi Salin, PVP-I ve KHG grubundan anlamli
(p < 0.05) olarak daha diisiiktii. PVP-I grubunda CAr/CtAr ylizdesi Salin ve KHG
grubundan anlamli (p < 0.05) olarak daha diistikti. KHG grubunda CAr/CtAr
yiizdesi Salin grubundan anlamli (p < 0.05) olarak daha diigiikti.

CAr/Ct.Ar (%)

Salin
PVP-I
KHG

HPO

Grup

Sekil 4.8: CAr/Ct. Ar yiizde degerlerinin gruplara gore dagilimi

Salin ve KHG grubunda mikrobilgisayarli tomografi 6l¢iimleri ile belirlenen
kemik hacmi/kallus hacmi degeri diger gruplara gore daha disiik bulunmustu.
CAr/Ct.A yiizde degeri acisindan bakildiginda Salin ve KHG grubundaki degerler
diger gruplara gore daha yiiksek degerlerde saptanmisti. Calismamizda
histomorfometrik ve radyolojik olarak Salin ve KHG grubunda diger gruplarla

karsilastirildiginda paralel bulgular elde edilmistir.
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4.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Farkl1 irrigasyon soliisiyonlarinin sigan femuru kirik iyilesmesine etkilerinin
iyilesmenin 4. haftasinda BMP-4 lokalizasyonuna ve immunoreaktivitesine etkisini
incelemek adma yapilan immunohistokimyasal incelemede elde edilen 0-300
arasindaki H-SCORE degerleri arasindaki degerler istatistiksel acidan analiz

edilmistir.

Salin, PVP-I, KHG ve HPO grubunda fibroblast degeri anlamli (p > 0.05)

farklilik gostermemistir.

HPO grubunda kondroblast degeri Salin ve PVP-I grubundan anlamli (p <
0.05) olarak daha disiiktii. KHG grubunda kondroblast degeri Salin ve PVP-I
grubundan anlamhi (p < 0.05) olarak daha disikti. KHG ve HPO grubunda
kondroblast degeri anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir. Salin ve PVP-I
grubunda kondroblast degeri anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir.

HPO grubunda osteoblast degeri Salin ve KHG grubundan anlamli (p < 0.05)
olarak daha diisiiktii. Salin, PVP-I ve KHG gruplar1 arasinda osteoblast degeri
anlamlt (p > 0.05) farklilik gostermemistir. KHG ve HPO gruplar1 arasinda

osteoblast degeri anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir.

Fadad

Sekil 4.: Inihﬂuﬁol{isfbkimyasal incelemede BMP;7 isaretlemede PVP-I grubunun
kirik iyilesmesinin 4. haftasindaki mikroskobik goriintiisii. Total biiylitme 10X
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Sekil 4.9: 1mmuﬁohistokimyasal incelemede BMP-4 isafétlefriéde KHG grubunun
kirik iyilesmesinin 4. haftasindaki mikroskobik goriintiisii. Total biiylitme 10X

Tablo 4.3: Immunohistokimyasal inceleme BMP-4 isaretlemesinin gruplara gore
istatistiksel dagilimi

Salin PVP-I KHG HPO p
BMP-4 (H-Score)

Ort.ts.s. 180.0 + 48.0 131.7 % 39.1 94.7 + 42.6 165.0 + 66.9
Fibroblast 0.064 X

Medyan 177.5 135.0 77.5 160.0

Ort.+s.s. 209.2 + 27.2% 190.0 + 18.9% 176.7 * 18.9 166.7 + 18.3 ¢
Kondroblast 0.008

Medyan 200.0 190.0 182.5 172.5

Ort.+s.s. 165.0 + 77.0* 143.3 + 83.0 205.0 * 40.2% 99.2 + 57.1 ¢
Osteoblast 0.032

Medyan 170.0 120.0 192.5 67.5

“Kruskal-wallis (Mann-whitney u test)
3 Klorheksidin grubu ile fark p < 0.05 / 4 HPO grubu ile fark p < 0.05

Farkli irrigasyon soliisyonlarinin sican femuru kirik iyilesmesine
etkilerinin  iyilesmenin 4.  haftassnda =~ BMP-7  lokalizasyonuna  ve
immunoreaktivitesine etkisini incelemek adina yapilan immunohistokimyasal
incelemede elde edilen 0-300 degerleri arasindaki H-SCORE degerleri istatistiksel

acgidan analiz edilmistir.

KHG grubunda fibroblast degeri Salin, PVP-I ve HPO grubundan anlamh
(p<0.05) olarak daha diisiiktii. PVP-I grubunda fibroblast degeri Salin grubundan
anlamli (p <0.05) olarak daha diistiktii. Salin ve PVP-I gruplar1 arasinda fibroblast
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degeri anlamli (p > 0.05) farklilik gostermemistir. HPO ve PVP-I gruplari arasinda
fibroblast degeri anlaml1 (p > 0.05) farklilik gostermemistir.

Salin, PVP-I, KHG ve HPO grubunda kondroblast degeri anlamli (p > 0.05)

farklilik gostermemistir.

KHG grubunda osteoblast degeri Salin, PVP-I ve HPO grubundan anlamli (p
< 0.05) olarak daha yiiksekti. Salin ve PVP-I grubunda osteoblast degeri HPO
grubundan anlamli (p < 0.05) olarak daha ytiksekti. Salin ve PVP-1 gruplar1 arasinda

osteoblast degeri anlamli (p > 0.05) farklilik géstermemistir.

Salin, PVP-I, KHG ve HPO grubunda CD34 (H-Score) degeri anlamli (p >
0.05) farklilik gostermemistir.

Tablo 4.4: immunohistokimyasal degerlendirmede BMP-7 isaretlemesinin gruplara
gore istatistiksel dagilimi

Salin PVP-| KHG HPO P

BMP-7 (H-Score)
Ort.#s.s. 200.0 + 50.1% 130.0 + 45.1® 78.3 + 10.3 161.7 £ 69.0°

Fibroblast 0.009 *
Medyan 195.0 122.5 77.5 165.0
Ort.+s.s. 184.2 + 32,6 178.3 +£+54.8 160.0 + 20.7 155.0 + 21.0 ‘
Kondroblast 0.390
Medyan 195.0 167.5 152.5 152.5
Ort4ss. 126.7 + 38.4° 150.8 + 63.7° 204.2 + 40.3 79.2 + 39.8'% ¢
Osteoblast 0.005
Medyan 125.0 142.5 215.0 62.5
Ort.ts.s. 200.0 + 62.3 149.2 £+ 36.0 190.0 + 69.6 142.5 + 27.3 ¢
CD34 (H-Score) 0.331
Medyan 205.0 137.5 195.0 150.0
Ort4ss. 17.8 +3.32%% 10.7 + 1.2% 14.3 +1.2* 8.8 +1.5 ¢
CAr/Ct.Ar (%) 0.000
Medyan 18.5 10.5 14.5 8.5

“Kruskal-wallis (Mann-whitney u test)
' Salin grubuile fark p < 0.05 / % Batticon grubu ile fark p < 0.05
3 Klorheksidin grubu ile fark p < 0.05 / # HPO grubu ile fark p < 0.05
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5.TARTISMA

Giintimiizde her gecen yil daha fazla kirikla karsilagilmakta olup, gerek
travma faktorii ile gerekse de patolojik siireclerle meydana gelen kiriklarin sorunsuz
tyilesmesi ortopedik travmatolojinin temel ugrasi alanlarindandir. Kirik iyilesmesi,
gerek diger dokulardan farkli bir iyilesme sekline sahip olusu gerekse de
iyilesmemenin gerceklesmemesi sonucu meydana gelen katastrofik sonuglar
nedeniyle olduk¢a karmasik ve bir o kadar kendine has olaylar zinciridir (62). Kirik
lyilesmesinde travma mekanizmasina, kirik tipine, hastaya ve tedavi sekline ve diger
birgok faktdre bagl kirik iyilesmesinin farkli evrelerinde meydana gelen histolojik,
mekanik ve molekiiler degisiklikler, 6zellikle son yillarda yapilan ¢aligmalarla birgok
yeni bilgi ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Giiniimiizde kirik iyilesmesi ile ilgili
bircok bilgi agiga kavusmus olsa da bu karisik olaylar zinciri bilinmeyenleriyle

ortopedik cerrahide hala merak konusudur (63,64).

Kirik ve kirik hematomunun, c¢evreleyen yumusak doku ve ciltte meydana
gelen travmatik hasar ile dis cevreye maruziyeti sonucu ortaya ¢ikan hasar; yani agik
kirik kavrami gilinlimiiz ortopedik travma pratiginin en problemli alanlarindan
birisidir. Genellikle yiliksek enerjili travmayla meydana gelen ve siklikla yasami
tehdit edici politravmayla iligkili bu durum; takim yaklasimini gerceklestirebilecek
merkezlerde tedavi edilmelidir. (65). Ayrica bu yaralanmalarda ciddi yumusak doku
ve kemik hasarina neden olmasinin yaninda ndrovaskiiler hasara sebep olmasi, kirli
icerik ve debrisle kontaminasyon gibi risk faktorleri ortaya c¢ikmaktadir. Bu
nedenlerle ampiitasyonu da igeren ciddi komplikasyonlarla iliskilidir. (66)
Politravmanin yonetimindeki gelismelerle, giiclii antibiyotiklerin bulunmasiyla,
radikal  debridman  tekniklerinin ve kemik stabilizasyon ydntemlerinin
tyilestirilmesiyle, erken yumusak doku rekonstriiksiyonunun daha sik yapilmaya
baslanmasiyla agik kirik tedavi sonuglarinda kayda deger gelismeler kaydedilmistir.
Acik kirik yonetimi; “’ortoplastik’ yaklasim gerektirir ve komplikasyonlarin en aza
indirgenmesi amaciyla, bahsedilen tiim bagliklar altinda hala yeni gelismelere acik

ortopedik travma ugrasi alanidir (67,68).
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Ortopedik acillerden olan agik kirigin tedavisinde basariyr belirleyen belki de
en onemli asama acil serviste kirigin ilk degerlendirmesi ve tedavinin yonetimidir.
(69). Enfeksiyon riskinin en aza indirgenmesi ilk asamada etkili ve uygun bir
debridman ve yikamaya baghdir. Amag, kontaminasyonu enfeksiyon gelismeden
onlemek ve bakteri kolonizasyonunu engellemektir. Irrigasyon yonteminin,
iceriginin ve miktariin bakteriyel yiikteki azalmaya ve yumusak doku iyilesmesine
etkisi uzun yillar arastirilmis olup literatiirde avantajlarin1 ve dezavantajlarini
gosteren birgok ¢alisma mevcuttur. (70,71). Literatiirde, farkli irrigasyon
soliisyonlarinin ve yontemlerinin bakteriyel yiik, yumusak doku, kikirdak ve kemik
doku tiizerindeki olumlu veya olumsuz etkilerini inceleyen birgok ¢alisma mevcut
olsa da igerigi degistirilen irrigasyon soliisyonlarinin deneysel hayvan acgik kirik
modellerinde kirik iyilesmesine etkisini inceleyen ¢ok az sayida calisma mevcuttur

(72,73,74,75).

Biz calismamizda, agik kirik tedavisinde ilk basamak olan debridman ve
yikama agamasinda; irrigasyon sivisinin igerigini degistirip antiseptik soliisyonlar
ekleyerek sican femuru acik kirikk modelinde bu irrigasyon sivilarmin kirik
lyilesmesine etkisini inceledik. Bu amagla, {i¢ farkli irrigasyon soliisyonunun kirik
lyilesmesine radyolojik, histopatolojik, histomorfometrik, immunohistokimyasal ve

biyomekanik agidan etkilerini; standart sigan femuru agik kirik modelinde arastirdik.

Deney modelini secerken, insanlarda goriillen kiriklarda ortaya ¢ikacak
degisikliklerin miimkiin olan en yakin senaryoyla arastirilmasi amaclanmalidir.
Denek ve model se¢iminin, kirik iyilesmesi tizerindeki onemli etkileri biiyiime
faktorleri, sitokinler ve diger molekiillerin aragtirilmasi hususunda daha 6nce yapilan

caligmalarla gosterilmistir (76,77).

Deneyde kullanilacak hayvan olarak sican, fare, tavsan, kopek, koyun, domuz
gibi farkli secenekler mevcuttur (78,79,80). Calismamizin amacina uygun kirik
modelinin standardizasyonunun saglanmasi, tekrar edilebilirligi, beslenme ve
barinma ucuzlugu, denek elde edilebilirligi ve calismada kullanilacak antikorlarin
ulagilabilirliligi diisiiniilerek c¢alismamizda kiigiik deneklerden saglikli Sprague-
Dawley cinsi sigan kullanilmasi tercih edilmistir. Deneysel ¢alisma amacl kiriklar,

acik (osteotomi) ve kapali (kiint travma) tekniklerle olusturulabilir (81). Kiint travma

49



ile olusturulan kiriklarin sekli ve parca sayist standardize edilemediginden, yiliksek
denek Oliimii oranlarindan, tespitin giivenilirligi diisik oldugundan, kontrol
edilemeyen yumusak doku hasari olusmasindan ve c¢alismamizin amacina hizmet
edeceginden dolay1 ¢alismamizda agik (osteotomi) kirtk modeli tercih edilmistir (82).
Kirgm tespit yontemi olarak, kanal i¢i ¢ivileme, eksternal fiksator veya plak-vida
tespiti kullanilabilir (83). Kirtk iyilesmesi ve bu siirecte etkin olan biyolojik
yontemlerin arastirilmasinda tercih edilen, deney sonunda telin ¢ekilerek mekanik ve
histolojik incelemenin daha kolay yapilmasina imkan saglayan kanal igi ¢ivileme
teknigi ¢alismamizin tespit yontemi olarak belirlenmistir (84). Kirik sekli olarak,
segmenter kirik modeli, kemik defekti modeli, stres kirigr modeli, osteokondral kirik

modeli gibi bir¢ok kirtk modeli kullanilabilir (85,86).

Ayrica, Husodo ve ark.” nin, povidon iyodiir ve hidrojen peroksitin kirik
iyilesmesine etkilerinin histomorfometrik agidan incelendigi giincel ¢aligmalarinda
sican femuru acik kirikk modeli olusturulmus ve elde edilen sonuglarin
standardizasyonu basariyla saglanmistir (87). Calismamizda, yine elde edilecek
verilerin standardizasyonunu saglamak, rediiksiyonun ve tespitin etkinligini artirmak,
uygulama kolaylig1 ve tespit giivenilirligi amaciyla, sigan femuru orta diyafiz agik
(osteotomi) transvers kirik modeli olusturularak kanal i¢i ¢ivileme ile tespiti ve

radyolojik olarak rediiksiyonun kontrolii saglanmistir.

Kirik 1yilesmesi ile 1ilgili deneysel c¢aligmalarda sonuglarin hangi
parametrelerle yorumlanacagi veya karsilastirilacagi konusu son derece onemlidir.
En sik kullanilan degerlendirme yontemleri radyolojik, histolojik ve biyomekaniktir.
Ozellikle  kiigiik  deneklerde  yapilan  kirik  iyilesmesi  galigmalarinda
standardizasyonun yakalanmasi adina hem histomorfometrik hem de biyomekanik
degerlendirmeler yapilmalidir (88,89). Calismamizda radyolojik, histolojik,

histomorfometrik, immunohistokimyasal ve biyomekanik incelemeler yapilmistir.

Kirik iyilesmesinin radyolojik degerlendirmesinde, daha O©nce yapilan
calismalarda bir¢cok farkli yontem kullanilmis olmakla birlikte; {ic boyutlu mBT
kullanim1 bu yontemler arasinda biitiin kallus voliimiinii ve trabekiiler yapiy1
degerlendirebildigi, kiiciik deneklerde kullanilabilen invaziv olmayan bir yontem

oldugu, kortikal kemigin volumetrik yogunluguyla beraber kesitsel yapisini
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gosterdigi i¢in diger yontemlere istiinlik saglar (90,91). Calismamizda BMD ve
kemik hacmi/kallus hacmi radyolojik li¢ boyutlu mBT ile degerlendirilmis ve diger

radyolojik yontemlere gore daha objektif sonuclar elde edilerek analiz edilmistir.

Kirik 1iyilesmesinin biyomekanik degerlendirmesinde kullanilan bir¢ok
yontem varolmakla beraber bu yontemlerden ii¢ nokta egilme testinin 6zellikle uzun
kemiklerin biyomekanik agidan degerlendirmesinde uygun ve uygulanmasi basit bir
metod oldugunu gosteren giincel ¢alismalar mevcuttur (92). Calismamizda, {i¢ nokta
egilme testi kullanilarak Fmak ve openg degerleri elde edilmistir. Bu degerlerde KHG
ve Salin gruplarinda benzer degerler elde edilmesine ragmen tiim gruplar arasinda

anlamli fark gosterilememistir.

Biyomekanik ve radyolojik sonuclarin kantitatif histolojik sonuclarla
birlestirilmesi ¢alismanin  objektivitesi agisindan olduk¢ca Onemlidir. Kirik
iyilesmesinde objektif ve kantitatif degerler elde edilmesi istatistiksel olarak anlamli
sonuglar elde etmek icin ayrica dnemlidir. Gerstenfeld ve arkadaslarinin yaptig bir
calismada kirik iyilesmesinin histomorfometrik incelemesinde bazi parametreler,
kirik iyilesmesinin Olgiitleri olarak belirlenmistir (93). Calismamizda mBT verileri
ile korelasyon saglayabilmek veya karsilastirma yapabilmek adina bu
histomorfometrik parametrelerden CAr/CtAr yiizdesi saptanmis ve radyolojik
sonuglarla karsilagtirilmistir. Kallus ve kemik hacminin degerlendirildigi radyolojik
ve histomorfometrik bulgular 1s1¢inda Salin ve KHG grubunda benzer ve olumlu
degerler elde edilmesine ragmen diger gruplarla arasinda anlamli bir fark
saptanmamustir.  Kirik iyilesmesinin ve inflamasyonun histopatolojik puanlamasi
icin literatiirde farkli skorlama sistemleri kullanilmasina ragmen biz ¢alismamizda
Allen ve ark. tarafindan belirlenen, sonuglarimizi istatistiksel olarak daha objektif
degerlendirebilecegimizi diisiindiigiimiiz sistemi kullandik (94). Bu skorlama sistemi
ile kirik iyilesmesi i¢in 1-10 arasinda, inflamasyonu degerlendirmek icin ise 0-3

arasinda skorlama yapild1 ve istatistiksel veriler elde edildi.

Kirik iyilesmesi ¢aligmalarinda immunohistokimyasal degerlendirmede, bu
stirecte rol alan sitokinler, reseptorler, ekstraselliiler matriks komponentleri ve
bunlarin sistemik ve lokal etkileri gosterilmistir. Histolojik degerlendirme

tekniklerinden birisi olan immunohistokimyasal degerlendirme, antijen-antikor
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iligkisinden faydalanilarak immiin isaretleme ile kalitatif veya kantitatif olarak
belirlenir (95,96). Siwicka ve ark.” nin yaptiklar bir ¢alismada farkli kirik iyilesme
zamanlarinda farkli immunohistokimyasal reseptorlerin isaretlendigi gosterilmistir
(97). Ayrica Haque ve ark., kemik yapim boélgesinde fibroblast, osteoblast gibi
hiicrelerde kemik morfojenik faktér (BMP), sinyal molekiillerini gostermisler ve
semi-kantitatif ~degerlendirme sistemini kullanmiglardir. Literatiirde birgok
calismada, kalitatif, semi-kantitatif ve kantitatif analizler yapilmuis, istatistiksel analiz
yapabilmek adina semi-kantitatif veya kantitatif degerlendirmelerin yapilmasi
onerilmektedir (98). Ayrica, Gerstenfeld ve ark.” nin yaptiklar bir ¢alismada kirik
iyilesmesinin farkli siirelerinde farkli immunohistokimyasal dagilimin oldugu
gosterilmistir  (99). Calismamizda kirik iyilesmesinin 4. haftasinda yapilan
immunohistokimyasal inceleme icin BMP-4, BMP-7 ve CD34 isaretlemeleri
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar ise, istatistiksel a¢idan objektif sonuglar elde
edebilmek adina semikantitatif olarak 0-300 arasinda H-SCORE skorlama sistemi ile

puanlanmustir (100).

Cerrahi irrigasyon konusunda belki de en tartismali ve agiga kavusturulmamis
olan konu irrigasyon soliisyonunun secimidir. Normal salin soliisyonu yillarca en
genis kullanim alanina sahip olan irrigasyon sivisidir (101). Antibiyotikler,
sirfaktanlar ve antiseptikler; enfeksiyonun Onlenmesinde irrigasyon soliisyonu
olarak yillarca kombine edilmis ve arastirilmistir. Ne yazik ki, bu soliisyonlarin
etkilerini tam olarak ortaya koyabilen ¢alisma literatiirde pek az sayidadir ve bu
nedenle olusturulmus klinik bir rehber bulunmamaktadir (102). Son yillarda FDA,
%0.05° lik klorheksidin ve ardindan normal salin soliisyonlar1 ile iki asamali yara
debridman ve irrigasyon sistemini onaylamistir. Gustumhaugen ve ark., giincel bir
calismada hidrojen peroksitin mekanik debridmanla birlikte etkili bir biyofilm-
debride edici ajan olarak kullanilabilecegini ortaya atmistir (103). Ruder ve ark.” nin
yaptig1t baska bir calismada ise periprostetik eklem enfeksiyonu cerrahisinde
enfeksiyonu engellemek i¢in diliile povidon iyodiir irrigasyonunun giivenli ve ucuz
bir yontem oldugu gosterilmistir (104). Calismamizda, en sik kullanilan antiseptik
sollisyonlar olan povidon iyodiir, klorheksidin ve hidrojen peroksitin kirik

iyilesmesine olan etkileri incelenmistir (105).
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Antiseptik ajanlarin irrigasyon soliisyonu olarak kullaniminda kisitlayici belki
de en Onemli faktdr lokal doku hasarina neden olmalar1 ve bu nedenle yara
komplikasyonlarma neden olan sitotoksik &zellikleridir. Ideal bir antiseptik
soliisyon; minimal bakterisidal konsantrasyon (bakteriyel yiikii %99,9 azaltmak igin
gereken konsantrasyon) kullanilarak minimal sitotoksisiteye neden olur. Genellikle
bu soliisyonlardaki aktif komponent konsantrasyonu bakterisidal aktivite
distintilerek sitotoksisitesi en aza indirgenmelidir (106). Calismamizda kullanilan
irrigasyon soliisyonlarinin konsantrasyonlar1 sitotoksisitesi en az olacak sekilde,
minimal bakterisidal konsantrasyon belirlenerek, povidon iyodiir icin %],
klorheksidin i¢in %0,05 ve hidrojen peroksit i¢in %3 olarak saptanmistir. Cerrahi
alan enfeksiyonlarin1 engellemek veya acik kiriklarin irrigasyonunda bakteriyel yiikii
azaltmak amaciyla literatiirde daha 6nce gosterilmis olan irrigasyon soliisyonlarinin
yara ile temas siliresinin yara yeri komplikasyonlar1 ve yumusak doku toksisiteleriyle
iligkileri disiintilerek bu siire %1°lik povidon iyodiir ve %3’ liikk hidrojen peroksit
icin 2 dakika, %0,05’lik klorheksidin i¢in 1 dakika olarak belirlenmistir (107,108).
Bu sekilde; ¢alismamizda kullanilan antiseptik soliisyonlarin kirik iyilesmesine olan
etkileri incelenirken, hiicresel hasar en aza indirgenmis; neden olabilecekleri lokal
yumusak doku hasarindan kagmilmig, bakterisidal etkileri korunmustur.
Calismamizda ayrica bu antiseptik soliisyonlarin yara yeri komplikasyonlar1 veya
bakteriyel ylike etkileri incelenmemis olup, postoperatif donemde higbir denekte yara
yeri enfeksiyonuna veya komplikasyona rastlanmamigtir. Ayrica povidon iyodiir,
klorheksidin ve hidrojen peroksit kan veya diger sivilarin varliginda antiseptik

etkilerini kaybetmezler (109).

Antiseptik soliisyonlarin bakteriyel yiikii azaltmaktaki etkinligini gdsteren
birgok ¢aligma mevcutken, bu soliisyonlarin belirli dozlarda neden oldugu yumusak
doku hasariin tesinde osteoblastlara, fibroblastlara ve kondrositlere ve dolayisiyla
yeni kemik formasyonuna olumlu ve olumsuz etkileri gosterilmistir. Lineaweaver ve
ark.” nin yaptig1 bir ¢alismada, yiiksek doz povidon iyodiir ve hidrojen peroksitin
kiiltire fibroblastlarin %100’e yakin bir kismina toksik oldugu in vitro gosterilmistir
(110). Caligmamizda, sadece BMP-7 ekspresyonu incelendiginde fibroblastlar
tizerinde olumsuz etkisi gosterilmis; hem BMP-4 hem BMP-7 ekspresyonunda

kondroblastlar {izerinde olumsuz etkisine rastlanmamistir. Docherty ve ark.” nin
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yaptig1 baska bir ¢alismada ise povidon iyodiiriin in vitro neden oldugu giiglii
sitotoksik etkinin, in vivo ¢ok daha az oldugu gosterilmistir (111). Ayrica baska bir
calismada cocuk apendisit vakalarinda enfeksiyonu azaltmak amaciyla %]1°lik
povidon iyodiir soliisyonunun giivenle kullanilabilecegi saptanmistir (56). Jiang ve
ark.” nin yaptig1 bir bagka ¢alismada ise povidon iyodiiriin mezenkimal kok hiicre ve
osteoblastlarda osteojenik farklilasmay1 artirdigi, bunu da ekstraselliiler matriksin
birikimini saglayarak gercgeklestirdigi diisiinilmistiir (112). Ramchandani ve ark.’
nin yaptig1 calismada ise diisiik konsantrasyonda kullanilan povidon iyodiiriin BMP-
2 ve OPN ekspresyonunu artirarak mezenkimal kok hiicre farklilasmasini ve yeni
kemik yapimini artirdigi gosterilmistir (113). Calismamizda ise histopatolojik olarak
kirik iyilesmesine olumsuz etkisinin olmadigi goriilmiis olmakla beraber
immunohistokimyasal olarak BMP-4 ve BMP-7 ekspresyonu incelendiginde
osteoblast iizerinde olumsuz etkisinin olmadig1 ayrica gosterilmistir. Ayrica dilue
povidon 1iyodiir soliisyonu ile irrigasyonun spinal cerrahide postoperatif
enfeksiyonun Onlenmesinde uygulanmasinin giivenli, ucuz, hizli ve basit oldugu;
rutin ultraviyole 15181n, laminar akimin veya izolasyon kiyafetlerinin saglanamadigi
durumlarda giivenle kullanilabilecegi gosterilmistir (114). Calismamizda ayrica
%1°lik povidon iyodiir soliisyonunun bu konsantrasyonda radyolojik incelemede
kirik iyilesmesinin 4. haftasinda kemik mineral yogunluguna olumsuz etkisinin

oldugu gosterilmistir.

Hidrojen peroksitin diisiik konsantrasyonda uygulanmasinin yara iyilesmesini
artirdig1, agik yaralarin ve kiriklarin debridman ve irrigasyonunda kullanilabilecegi,
kemik sementi ve trabekiiler kemik arasindaki temasin artirilmasini sagladig
distintilmektedir (115,116,117). %1,5-3,5 ‘lik hidrojen peroksit soliisyonunun
anjiogenezi artirarak iskemik {lserlerde iyilesme sagladigi da gosterilmis, bu
etkisinin VEGF salan makrofajlarin uyarilmas: ile ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir
(118). Calismamizda CD34 ekspresyonu immunohistokimyasal incelemesinde
hidrojen peroksitin diger gruplarla arasinda anlamli fark saptanamamustir. Ote
yandan Rohner ve ark., septik eklem cerrahisinde hidrojen peroksit soliisyonunun
insan kondrositleri iizerinde hiicre Olimiinii artirict etkisinin oldugunu, ardindan
uygulanan sodyum kloriir soliisyonunun ise hiicre yasama kapasitesi iizerinde pozitif

etkisinin oldugunu gostermistir (119). Calismamizda; kirik iyilesmesinin 4.

54



haftasindaki BMP-4 ekspresyonu degerlendirildiginde hidrojen peroksitin %3 ’liikk
soliisyonunun osteoblastlar ve kondroblastlar; BMP-7 ekspresyonu incelendiginde
osteoblast iizerindeki olumsuz etkisi gosterilmistir. Ayrica kallus hacmine olumsuz
etkisi histomorfometrik olarak gdsterilmis olsa da radyolojik olarak paralel bulgulara

rastlanmamustir.

%0,05 konsantrasyonda klorheksidin soliisyonunun yara iyilesmesine negatif
etkisinin olmadig1, bu konsantrasyonda bir doku modelinde %99,8 oranda bakteriyel
kontaminasyonu elimine ettigi gosterilmistir. Ayrica yapilan bazi ¢aligmalarda
osteoartrit olmayan kikirdak dokuda olumsuz etkilerinin olmadig1 goriisti de vardir.
Ilging bir sekilde, klorheksidinin ortopedik cerrahide kullaniminin kisitl olmasinin
nedeniyle ilgili literatiirde ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Siireleri tanimlanmamis ve
yiiksek konsantrasyonda kullaniminin agik ya da artroskopik cerrahide insan
kikirdagma toksik oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Ama primer insan
osteoblastlart {izerindeki etkileri hala net degildir (120,121). Klorheksidinin
ortopedik cerrahide kullaniminin 6ntindeki tek kisitlayici faktoriin kondroliz oldugu
disiintilebilir. Vordés ve ark.” nin yaptiklar1 giincel bir ¢alismada klorheksidinin
osteoblastlar tizerinde toksik etkisi in vitro gosterilmistir (122). Calismamizda ise
klorheksidinin %0,05°lik soliisyonda immunohistokimyasal incelemede osteoblast
tizerinde olumsuz etkisine rastlanmamistir. Bagka bir kontamine agik kirik modeli
calismasinda salin ve klorheksidin soliisyonlar1 karsilastirilmis; klorheksidinin tek
basina kullanilmasi 6nerilmemis, ardindan salin soliisyonu ile lavaj yapilmasinin en
iyi se¢enek oldugunudan bahsedilmistir (123). Biz de c¢alsmamizda, %0,05
klorheksidin soliisyonu 1 dakika uygulandiktan sonra salin soliisyonu ile lavaj
uygulamistik. Bagka bir calismada ise, klorheksidinin %2’lik konsantrasyonunun
osteoblast, fibroblast ve myoblast hiicreleri tizerinde toksik etkileri in vitro
gosterilmis; in vivo ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu belirtilmistir. Calismamizda, kirik
tyilesmesinin 4. haftasinda immunohistokimyasal incelemede osteoblast, kondroblast
ve fibroblast {izerindeki olumsuz etkisine rastlamadik. Sadece BMP-7
ekspresyonunda fibroblast incelemesinde diger gruplardan daha diisiik H-SCORE
degerleri izlenmistir (124).
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Shiels ve ark.” nin yaptig1 giincel bir sican modeli g¢alismasinda kirik
fiksasyon araci olarak klorheksidin kaplanmis kemik i¢i ¢ivileme uygulanmis,
bakteriyel yiikli azaltmakta faydasi1 gosterilmistir. Ama daha fazla ¢calismayla kemik
kaynamasina  etkisinin  arastirilmasi  gerektiginden  bahsedilmistir  (125).
Calismamizda kirik iyilesme skoru incelendiginde de olumsuz etkisine
rastlanmamistir. Histopatolojik incelemede; inflamasyon skoru diger gruplardan ¢ok
daha diisiik bulunmustu. Farkli antiseptik soliisyonlarin yara yeri komplikasyonlari
ve bakteriyel yiikii azaltmada karsilastirildiklart bazi calismalarda klorheksidin
soliisyonlarinin salin soliisyonuna yakin davranmis gosterdigi ve diger antiseptik
soliisyonlara tstiinliigli gosterilmistir (126,127,128,129,130). Calismamizda da kirik
iyilesmesinin 4. haftasinda tiim incelemelerde salin yani kontrol grubuna en yakin
degerlere klorheksidin grubunda rastlanmistir. Olumsuz etkisinin gosterilmemis
olmasinin yaninda klorheksidin soliisyonunun 6zellikle radyolojik, histomorfometrik

ve biyomekanik agidan diger gruplara iistiin oldugu diisiiniilm{istiir.

Giliniimiiz ortopedi ve travmatoloji pratiginin belki de en problemli konusu
enfeksiyonla miicadeledir. Ozellikle enfeksiyonun neden oldugu yiiksek maliyetli,
tekrarlayan operasyonlara sebep olabilecek, kaynamama, osteomiyelit ve hatta
amputasyonla sonuglanabilecek, hastanin yasam kalitesini ciddi oranda etkileyen ve
ortopedik cerrahin gilinliik prati§inde problemlere yol acabilecek bu durumlardan
kacinabilmek adina tedavinin ilk asamalarinda basit, hizli, glivenli ve maliyeti diisiik
Oonlemlerden sollisyon igeriginin degistirilmesinin onemli ve etkili olacagini
diistinmekteyiz. Gerek agik kiriklarin tedavisinde irrigasyon agamasinda gerekse de
kiriklarin cerrahi tedavisinde intraoperatif yikama asamasinda soliisyon se¢iminin
bakteriyel yiikii azaltarak, kirik iyilesmesine etki etmeyerek ve ayrica sitotoksik
etkilerden kacinarak enfeksiyonun neden olabilecegi komplikasyonlar1 azaltabilecegi
goriisiindeyiz. Yillarca bir¢ok yiiksek maliyetli, uygulamasi gii¢ ve ulasilabilirligi az
yontemler denenmis veya uygulanmis olsa da calismamizda daha basit, etkili, ucuz,
uygulanabilirligi ve ulasilabilirliligi fazla yontemlerden irrigasyon soliisyonunun
icerigini degistirerek en sik kullanilan antiseptik soliisyonlarin kirik iyilesmesine
etkilerini inceledik. Bu soliisyonlardan %0,05 lik klorheksidin soliisyonunda kirik
tyilesmesinin 4. haftasinda hala en sik kullanilan normal salin soliisyonuna yakin

bulgular elde ettik. Tiim bulgular 1s181inda agik kiriklarin irrigasyon asamasinda veya
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kiriklarinn cerrahi tedavisi sirasinda %0,05° lik klorheksidin soliisyonunun kirtk
iyilesmesi acisindan giivenle kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica ¢aligmamiz
deneysel hayvan caligmasi olup klinik uygulanabilirlik agisindan bu konuda

yapilacak daha fazla klinik ¢alismalara ihtiya¢ oldugu unutulmamalidir.

Calismamizin  baz1  kisithiliklart  mevcuttur.  Farkli  kirik  tiplerinin
arastirilmamis olmast ¢alismamizin kisitliliklarindan biri olup bunun nedenleri
standardizasyonun kaybolmasi endisesi ve denek sayisinin artirilmasinin dogurdugu
etik kaygilardir. Caligmamizda kirik iyilesmesinin farkli haftalarinda inceleme
yapilmamis olup, yine daha once belirtilen nedenlerden dolay1 denek sayisi en az
miktarda tutulmaya c¢alisilmistir. Calismamizin kisitliliklarindan birisi de, kullanilan
sollisyonlarin  farklt  ylizdelerdeki oranlarmin ve farli temas siirelerinin
degerlendirilememis olmasidir. Bunun nedeni de denek sayisinin artirilmasinin

ortaya ¢ikardig etik kaygilardir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda ii¢ farkli irrigasyon soliisyonunun (hidrojen peroksit, povidon
iyodir ve klorheksidin) sican femuru agik kirik modelinde kirik iyilesmesi
lizerine etkilerini radyolojik, histomorfometrik, histopatolojik,

immunohistokimyasal ve biyomekanik agidan inceledik.

Radyolojik, biyomekanik ve immunohistokimyasal bulgular 1518inda
klorheksidin soliisyonu degerlendirildiginde normal salin soliisyonuna yakin
sonuglar elde ettik. Ozellikle kirik iyilesmesinin 4. haftasinda histopatolojik

incelemede KHG grubunda inflamasyon skorundaki azalma dikkat ¢ekicidir.

Radyolojik incelemede PVP-I grubunda kemik mineral yogunlugu analizindeki
azalma ve HPO grubunda kallus hacmi/kemik hacmi ylizdesinin analiz edildigi

histomorfometrik incelemedeki diisiik degerler gosterilmistir.

Histomorfometrik ve biyomekanik degerlendirmelerin 6zellikle KHG grubunun
normal salin grubuna yakin sonuglar gostermesindeki paralelligi ¢alismadaki

amacimizi desteklemektedir.

Yumusak doku komplikasyonlar1 ve bakteriyel ylike etkileri c¢alismamizin
amacindan uzaklasilacag: diisiiniilerek ve daha dnce deginilen diger nedenlerden
dolay1 ayrica degerlendirilmemis olsa da kirik iyilesmesi {izerinde etkileri
incelenen bu farkli soliisyonlardan klorheksidin soliisyonunun kirik iyilesmesine

olumsuz etkisinin olmadigini ve giivenle kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamiz ayrica bu soliisyonlarin kirik 1yilesmesine etkisinin bu farkli
parametrelerle degerlendirildigi ilk deneysel hayvan c¢alismasi o6zelligi
tasimaktadir. Bu nedenle de bu konuda yapilacak diger arastirmalar i¢in 6rnek

caligma olma 6zelligi tasimaktadir.

Bu soliisyonlarin ayrica degerlendirildigi ve kirik iyilesmesi iizerindeki olumlu
veya olumsuz etkilerinin mekanizmasinin aydinlatilmasi adina daha fazla

caligmaya ihtiya¢ oldugu goriisiindeyiz.
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Etik kaygilar geregi denck sayisinin diisiik olmasindan dolayi, farkli kirik tipleri,
solisyonlarin farkli yiizdeler veya siirelerdeki etkileri ve kirik iyilesmesinin
farkli zamanlardaki degerlendirmesinin yapilamamis olmast ¢aligmamizin

kisithiliklarindandir.

Calismamiz daha fazla denekle, farkli parametrelerle,farkli maddelerle ve farkl
caligmalarla desteklendiginde; ortopedik cerrahlart en ¢ok mesgul eden
enfeksiyonla miicadele konusunda basit, ucuz, kolay uygulanabilir ve rahat

ulasilabilir 6nlemler adina umut verici adimlar atilabilir.
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