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OZET

Pulslu Elektromanyetik Alanin Deneysel Osteoporoz Modeli Olusturulmus
Sicanlarda Kemik Doku Uzerindeki Etkilerinin Biyomekanik, Biyokimyasal,
Dansitometrik ve Histomorfolojik Ozellikler Yoniinden incelenmesi

Kemikte piezoelektrik ve biyoelektrik potansiyellerin kesfi ile birlikte,
eksternal elektromanyetik alanlarin (EMA) kemik hiicrelerinin davramslarim
etkileyebilecegi iddia edilmistir. Baz1i arastirmacilar, oldukca diisiik frekansh
EMA’nin osteoklastik aktiviteyi baskilayarak veya bazi hormonal degisiklikler
gerceklestirerek, osteoblastik aktiviteyi arttirdigimi ileri siirmektedir. Buna
karsilik, baz1 arastiricilar bu sonuclar gostermekte basarisiz olmuslardir.

Bu calismada, uzun donem (26 hafta (182 giin) pulslu elektromanyetik
alanin (PMA; 15 Hz, 1 mT, 2 saat/giin) saghkh ve deneysel osteoporoz modeli
olusturulmus sicanlarin kemik doku iizerindeki etkileri biyomekanik ozellikler
yoniinden arastirildi. Bu amacla, 56 adet, 12-haftalik, Wistar-Albino disi sicanlar;
kontrol (C), sham (SH), ovariektomi+siyatik-sinir-nérektomi (ONX), ONX+pulslu
elektromanyetik alan (ONXP) ve PMA gruplarn olmak iizere rastgele ayrildi. ONX
yontemi ile kemik kaybi olusturuldu. Biyomekanik analizler ii¢ nokta egme testi ile
femur kemiklerinde yapildi. Kemik dokuya ait yapisal (maksimum kirilma
kuvveti, maksimum deformasyon, sertlik ve enerji) parametreler olgiildii.
Materyal (maksimum egme dayanmimi, maksimum strain, esneklik katsayis1 ve
dayanikhhk) parametreler; yapisal parametrelerden hesaplandi. Kemiklerin
geometrik ozellikleri, kortikal kemik kalinhgi, kemik mineral yogunlugu (BMD),
serum osteokalsin ve B-crosslaps diizeyleri ol¢iildii.

Biyomekanik, dansitometrik, histolojik ve biyokimyasal bulgular
incelendiginde; kemik Kiitlesindeki azalmayla birlikte kollajen degredasyonu
sonucu ONX grubuna ait kemiklerde kirillganhgin arttigi, kemik giicii ve
uygulanan yiike kars1i kemigin gosterdigi direncin azaldigi, ONXP grubuna ait
kemiklerde PMA’nin kemik Kkiitle kayb1 ve kollajen degredasyonunu onleyerek
kemigin Kkalitesi ve dayamikhihgimi arttirdigi; ayrica, saghkh sicanlara ait
kemiklerde deterioratif bir etki gostermedigi belirlenmistir.

Bu sonuclara gore, PMA’min saghkh sicanlara ait kemik dokularinda
olumsuz bir etki gostermedigi, ONX uygulanan sicanlarda ise osteoporotik hasari
onledigi soylenebilir.

Anahtar Sézciikler: Elektromanyetik Alan, Kemik Mineral Yogunlugu, Kemik
Biyomekanigi, Osteokalsin, -Crosslaps.
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ABSTRACT

The Effects of Pulsed Electromagnetic Field on Biomechanical, Biochemical,
Densitometric and Histomorphological Properties of Bone in Osteoporosis-induced
Rats

The discovery of piezoelectricity and bioelectric potentials in bone raised
the possibility that external applied electromagnetic fields (EMFs) could modify
the behavior of bone cells. According to some authors, extremely low frequency
EMF’s could stimulate osteoblastic activity by inhibition of osteoclasts or by some
hormonal changes on bone. However, some studies failed to point out the same
outcomes which reported by those authors.

The aim of the present study was to investigate the effects of long term [26
weeks (182 days] pulsed electromagnetic fields (PMF; 15 Hz, 1 mT, 2h/day) on
bone biomechanical properties of healthy and osteoporotic rats. For this purpose,
fifty-six, 12-week-old, Wistar-Albino female rats were assigned randomly into
control (C), sham (SH), ovariectomy+sciatic-nerve-neurectomy (ONX),
ONX+pulsed-electromagnetic-field exposed (ONXP) and PMF-exposed rats. ONX
was chosen in this study to create bone loss. Biomechanical measurements were
performed on femurs with three point bending test. For the biomechanical
evaluation, structural properties of the femurs were measured, such as maximum
load, maximum deformation, stiffness and energy, while material properties were
calculated, such as ultimate strength, ultimate strain, elastic modulus and
toughness. Geometric features, cortical bone thickness, bone mineral density
(BMD), serum osteocalcin and B-crosslaps levels were also evaluated.

The results that were obtained from biomechanics, densitometry, histologic,
and biochemistry parameters indicate that the fragility of the bones in ONX rats
was increased and also the bone strength and the resistance of bone against the
applied load in rats was reduced by depending on the bone loss and collagen
degradation. The results also demonstrate that the bone quality and strength in
ONXP rats was increased by PMF exposure via the inhibition of the bone loss and
collagen degradation. It can be also speculated that PMF exposure did not show
any deteriorative effect on bone tissue in healthy rats.

In conclusion, the results indicate that the bone quality is reduced by the
ONX-induced bone loss in osteoporotic rats and ELF PMF application can inhibit
the deteriorative effects of it. It can be also suggested that the PMF exposure can
be used safely in the prevention of osteoporotic damage in bone, because of the
results that were obtained from healthy rats.

Keywords: Electromagnetic Fields, Rat, Bone Mineral Densitometry, Bone
Biomechanics, Cortical Bone Thickness, Osteocalcin, p-Crosslaps.
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1. GIRIS

Kemik, kalsiyum ve fosforun hidroksiapatit kristalleri seklinde kollajen yap1
iizerine depolanmasiyla yapisal ve metabolik fonksiyonlar1 i¢in kendi kitlesini ve
mimari yapisini diizenleyen olduk¢a karmasik bir dokudur (1,2). Kemik dokunun
regiilasyonunda bir¢ok hiicre, protein, enzim, sitokin ve hormon gorev alir (2,3). Bu
kaskatta gerceklesebilecek herhangi bir defekt, aralarinda osteoporoz (OP), osteomalazi
ve osteopeni gibi ¢esitli iskelet sistemi hastaliklarmin fizyopatolojik temelini olusturur
(4,5).

OP, disik kemik kiitlesi ve kemik dokusunda gelisen mikro-yapisal
bozukluklara bagli olarak kemik dayanikliliginda azalma ile karakterize yaygin bir
iskelet sistemi hastaligidir. Her iki cinste goriilmesine karsin siklig1 kadinlarda erkeklere
oranla 5 kat fazladir. OP tedavisinde, kalsiyum, vitamin D ve aktif metabolitleri,
biyofosfanatlar, kalsitonin, floridler ve anabolik steroidler gibi ¢esitli farmakolojik
ajanlar kullanilir. Tedavide temel amag; i) kemik rezorpsiyonunun azaltilmasi diger bir
ifadeyle kemik formasyonunun arttirilmasi, i) kemik kiitlesinin korunmasi, kaybin
yerine konmasi ve kiriklarin dnlenmesidir. Ancak tedavide kullanilan ajanlar, doz ve
uygulama siirelerine bagli olarak bazi yan etkileri ortaya g¢ikmaktadir. Arastirilan
alternatif tedavi yontemleri arasinda pulslu elektromanyetik alan (PMA) uygulamalari
kemik dokuda sahip oldugu olumlu etkiler nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir (4-6).

PMA’nm kemik regiilasyonu {izerindeki etkileri ilk kez 1982 yilinda gosterilmis
ve osteogenezi arttirdigi ileri siiriilmistiir. Sonraki yillarda yapilan ¢caligmalarda, kemik
hiicreleri lizerine direkt etkileri (osteoblastogenez ve osteoklastonezin cesitli
basamaklar1) oldugu gibi cesitli regiilasyon sistemleri {lizerine etkileri de saptanmistir.
Bu calismalarda, PMA’nin osteoblastik proliferasyonu, ekstraselliiler matriks ve ¢esitli
hormon (kalsitonin, paratiroid hormon; PTH), enzim (alkalen fosfataz; ALP) ve
sitokinlerin (insiilin benzeri biiyiime hormonu-2; IGF-2, transforme edici biiyiime
faktorii-p; TGF-B, kemik morfogenetik protein-2; BMP-2) sekresyonunu arttirdig ileri
stiriilmiistiir. Ancak, bu sonuglarin yaninda celigkili bulgular ileri siiren ¢aligmalar da

bulunmaktadir (7-11).



PMA’nin OP, osteomalazi ve osteopeni gibi kemik kaybi ile karakterize iskelet
sistemi hastaliklar1 iizerindeki terapotik etkileri, gerek klinik gerekse deneysel
caligmalarla, yaklagik 30 yildir arastirilmaktadir. PMA ilk olarak kemik kaybi1
iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla NASA tarafindan degerlendirilmis ve
sicanlarda kemik kaybmi engelledigi saptanmistir (6). Mishima (12), PMA’nmn
sicanlarda bilateral overektomi ve sinir norektomi ile olusturulan OP’da kemik
formasyonunu arttirdigi ve kemik kaybmi 6nledigini ileri stirmiistiir. Zati ve ark.’lar
(13) bilateral overektomi ile olusturulan OP’da benzer sonuglara ulagsmistir. Son yillarda
yapilan bir calismada ise sinir norektomi ile olusturulan OP’da PMA’nin kemik
rezorpsiyonunu azaltarak kemik mineral yogunlugunu (BMD) arttrdigr ileri
striilmiistiir (14). PMA’nin hayvan ¢aligsmalarinda sergiledigi basarilar temel alinarak
klinik arastirmalar da yapilmistir. Bu dogrultuda OP’yi konu alan bu calismalarda farkli
siddet, siire ve frekanstaki PMA’nin radius, tibia, femur ve omurilik gibi cesitli viicut
kompartmanlarina ait BMD diizeylerini arttirdigi saptanmistir. Ancak, celigkili bulgular
ileri sliren caligmalar da bulunmaktadr (15,16). PMA’nmn kemik kaybi {lizerindeki
etkileri histomorfolojik olarak da degerlendirilmis kortikal ve trabekiiler kemik kalinlig1
ve trabekiiler kemik kiitlesini arttirdigi, trabekiiler seperasyonu ise azalttigi saptanmistir
(6).

Farkli prosediirlere sahip arastirmalarin  sonuglar1  degerlendirildiginde,
PMA’nin biyolojik doku ve hiicrelerdeki etkilerinin, alanin dalga karakteristigine
(sinlizoidal veya pulslu), frekansina, siddetine, uygulanma yonii (vertikal veya
horizontal), bi¢cimi ve siiresine bagh olarak degistigi saptanmistir. Bununla birlikte,
PMA’nin ozellikle kemik dokuda olmakla birlikte, doku ve hiicrelerdeki etkilerinden
sorumlu mekanizma veya mekanizmalar hala aydmlatilamamistir. Ayrica, PMA’nin
kemigin kalitesi, esnekligi ve dayaniklilig1 tizerine etkileri de bilinmemektedir.

Kemik biyomekanigi, kemigin kalitesi [kemigin mineral (ekstrinsik) ve kollajen
(intrinsik) o6zellikleriyle belirlenir], esnekligi ve dayanikliligi hakkinda bilgi verir.
Kemik mekaniginde temel amag; kemik {izerine diisen yilik ve buna bagl olarak ortaya
¢ikan deformitenin saptanmasidir. Cesitli analiz yontemleriyle kirilma kuvveti, sertlik
ve kirilincaya kadar depolanan enerji, stres, strain, esneklik katsayisi ve dayaniklilik
parametreleriyle kemigin ekstrinsik ve intrinsik Ozellikleri hakkinda bilgi edinilebilir

(17-19).



PMA’nmn kemik kayb1 iizerine etkilerini konu alan ¢aligmalar, kemik kaybini
Onleyici (protektif) veya var olan kaybin geri kazanimi (recovery etkisi) yoniindedir.
PMA’nin OP gibi ¢esitli iskelet sistemi hastaliklarinin prognozunu etkileyebildigi
dansitometrik, histolojik, genetik ve biyokimyasal c¢aligmalarla gosterilmistir. Bu
yontemler kemigin kalitesi, esnekligi ve dayanikliligi hakkinda yeterli bilgi
vermemektedir. Bu nedenle kemigin kalitesi, esnekligi ve dayanikliligi biyomekanik
yontemle belirlenmistir. Ayrica literatiirlerde PMA’nin kemik kayb1 {izerine etkileri ile
iligkili biyomekanik ¢aligmalara da az rastlanmaktadir. Bu ¢alismada, PMA’nin saghklh
ve bilateral ovariektomi+siyatik sinir ndrektomi ile kemik kaybi olusturulmus siganlarda
biyomekanik (li¢ nokta egme testi) yontemle kemigin kalitesi, esnekligi ve dayaniklilig1
tizerindeki etkilerini belirlemek; bu sonuglari, dansitometrik (BMD), biyokimyasal
kemik dongiisii belirtegleri (Osteokalsin ve B-crosslaps) ve histolojik (kortikal kemik
kalinlig1) analizlerle desteklemek amaglanmistir. Calismada PMA’nin etkileri protektif

acidan degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Iskelet Sisteminin Yapisal Ozellikleri

2.1.1. Kemik Kompozisyonu

Iskelet sistemi tiim omurgali canlilar igin internal bir destek sistemi olmasinin
yaninda sahip oldugu yapisal Ozellikler nedeniyle mekanik kuvvetlere karsi direng
gosterebilen ve cesitli stres faktorlerine uyum saglayabilen bir sistemdir. Ayrica
inorganik iyonlarin major kaynagi olmakla birlikte, kalsiyum (Ca) ve fosfor homeostazi
gibi temel metabolik aktivitelerde gorev alir. Fizyolojik olarak oldukca aktif olan
kemik, cesitli sistemik ve lokal faktorlerin etkisi ile yasam boyu devam eden bir
yenilenme igindedir (20-24).

Iskelet sisteminin en Onemli yapitast kemiktir. Kemik ozellesmis bir bag
dokusudur. Tim bag dokular1 gibi hiicrelerden ve ekstraselliiler matriksten olusur.
Ozellesmis hiicreleri yaninda kemigi diger bag dokularindan ayiran en 6nemli 6zelligi
ekstraselliiler matriksin mineralize olmasidir. Kemigin yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerinin anlasilmasinda en O6nemli basamak, kemik matrikse ait bilesenlerin
kavranmasidir. Kemik matriks, organik ve inorganik olmak {izere iki bilesenden olusur.
Inorganik matriks, kemigin mineral fazin1 temsil ederken, dokunun kuru agrhiginin
%60-70’ni olusturur. Mineral faz agirlikli olarak Ca ve fosfat (PO,) tuzlarmnin
ozellesmis bir formu olan kalsiyum hidroksiapatit (Caio(PO4)(OH),) kristallerinden
olugsur. Bu olusum kemik matrikse mekanik rijidite ve yiik tasima kapasitesi saglar.
Mineral faz, Ca ve PO,’iin yaninda eser miktarlarda da olsa; potasyum, magnezyum,
stronsiyum, sitrat, sodyum, klor ve flor iyonlarin1 da yapisinda bulundurur. Bu
mineraller hidroksiapatit kristalleri ile etkilesime girerek apatitin kristallesme derecesini
(crystallinity) azaltir. Boylece jeolojik apatitlerden farklilasarak daha ¢oziinebilir bir
yapiya biiriiniir. Inorganik matriksinin bu 6zelligi mineral homeostazi ve kemik
adaptasyonu i¢in olduk¢a 6nemli bir faktordiir (17,20-25).

Organik matriks kemigin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesinde aktif bir rol
iistlenirken, dokunun mekanik ve biyokimyasal 6zelliklerini etkileyen major bilesendir.
Kemik kuru agirliginin %30-40’n1 olusturur. Organik matriks agirlikli olarak tip I

kollajenden (T1C) olusur. T1C molekiilleri, iki al zincir ve bir 02 zincir olmak {izere



toplam {i¢ polipeptid zincirden olusur. Uglii helikal yapr intra- ve intermolekiiler ¢apraz
kopriilerle fibrilleri, fibriller de gruplasarak kollajen liflerini olusturur. Bu yapi, T1C
liflerine dayaniklilik ve kismi esneklik kazandirirken, liflerin gerilmeye karsi gosterdigi
direnci artirir. Bunun yaninda, fibrillerin yapisal dizilisi sirasinda gapler (agikliklar) ve
porlar (gozenekler) olusur. Gap ve porlara hidroksiapatit kristalleri birikerek, T1C
liflerinin mineralize olmasi saglanir. Bu uyum kollajen liflerinin gerilme kuvvetlerine,
hidroksiapatit kristallerinin de sikistrma kuvvetlerine karst gosterdigi direnci
maksimum seviyeye ¢ikarir (17,20,21,23,25).

Organik matriks, eser miktarlarda da olsa tip I, tip V ve tip X kollajen liflerini
yapisinda barindirir. Tip 1l Kollajen, kollajen liflerinin yapiskanlik &zelliklerinin
regiilasyonundan sorumludur. Matrikste tip V kollajen liflerinin varligi kollajen lif
capmin artmasini saglarken, tip X kollajen; T1C lifleri i¢in kalip gorevi goriir (21,25).
Fazin %90’1 T1C liflerinden olusurken geri kalan kismi non-kollajenize matriks
proteinleri olarak adlandirabilecegimiz;

v' Kalsiyum baglayic1 proteinlerden [osteopontin (OPN), kemik sialoprotein

(BSP), osteonektin (ON)],

v Mineralizasyon proteinlerinden [osteokalsin (OCN), matriks Gla protein, protein

Sl,

v Yapisal proteinlerden (dekorin, biglikan, versikan, hiyaluronan, fibromodulin),

v' Enzimatik proteinlerden [alkalen fosfataz (ALP), matriks metalloproteinaz, lizil
oksidaz, stromelizin],

v Adezyon proteinlerinden (fibronektin, trombospondin),

v" Kemik morfojenlerinden [transforme edici biiyiime faktorii-p siiper ailesi (TGF-

B), insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF’ler), fibroblast biiyiime faktori

(FGF), trombosit kaynakli biiyiime faktorleri (PDGF’leri), bag doku biiyiime

faktorii (CTGF), kemik morfogenetik proteinleri (BMP’leri)],
olusur (20,22,25).

2.1.2. Kemik Histolojisi
Makroskopik olarak tiim kemikler kortikal (kompakt) ve trabekiiler (kanselloz

veya siingerimsi) olmak {izere iki tip kemikten olusur. Kortikal kemik kemigin dig



kabugunu olustururken, i¢c ag trabekiiler kemikten olusur. Dista kortikal kabuk icte
trabekiiler agin olusturdugu bu yapi, en az agirlikla en fazla mekanik isin yapilmasini
saglar. Kemigin kortikal kismi, ¢ok az bosluk iceren siki diizenlenmis bir yapidir.
Trabekiiler kemik ise birbiri ile baglantili, 6rgii bicimindeki ince trabekiillerden ve
kemik iligi tarafindan doldurulan bosluklardan olusur. Kortikal kemigin %80-90’1
mineralize olurken, trabekiiler kemikte bu oran %15-25"tir. Kortikal kemik koruyucu
bir kabuk islevi goriirken, trabekiiler kemik agirlikli olarak metabolik islevlerden
sorumludur. Trabekiiler kemigin yiizey alani, kortikal kemige oranla daha biiyiiktiir, bu
nedenle, trabekiiler kemigin metabolik dongii hiz1 kortikal kemige gore daha yiiksektir.
Trabekiiler kemigin ii¢ boyutlu orgiisel yapisi, 6zellikle sikistirma kuvvetlerine kars,
kemigin dayanma giiciinii arttirrr. Kortikal kemik sikistirma kuvvetlerinin yaninda
agirhikli olarak gerilme, egme ve torsiyonel kuvvetlere karst bu gorevi istlenir
(17,21,26,27).

Kemigin makro olgekteki yapisiyla ilgili tartigmalarda en sik kullanilan 6rnek,
femur veya tibia gibi uzun kemiklerdir. Bu kemiklerin genisleyen u¢ kismma epifiz,
silindire benzer orta kismina diyafiz, iki yap1 arasinda kalan gecis bolgesine metafiz adi
verilir (Sekil 2.1). Biliylime doneminde epifiz ve metafiz arasinda gozlenen epifizyal
plak yetigskinlikte kaybolur. Merkez saft olarak da adlandirilan diyafiz, kemigin
mekanik strese karsit en dayanikli boliimiinii olusturur. Diyafiz, kortikal kemigin en
kalin bolimidiir ve kemik iligi ve buna ait boslugu (medulla) gevreler. Kortikal kemik
metafiz ve epifizde giderek incelir. Metafiz ve epifizin i¢ kismu trabekiiler kemikle
doludur (23,24,25,28,29).

Kemikte dis (periosteum katmani) ve i¢ (endosteum katmani) olmak tizere iki
katman bulunur (Sekil 2.1). Periosteum kemigin dis yiizeyini sarar. Dis boliimii fibroz,
i¢ bolimii kambium olarak adlandirilan hiicresel tabakadan olusur. Fibroz tabaka
fibroblastlari, sinir ve kan damarlarini igerirken, kambium tabakasi osteoprogenitor
hiicrelerden olusur. Bu yap1 sayesinde periosteum yeni kemik sentezleme yetenegine
sahiptir. Periosteumda prekiirsér hiicrelerin  varhigi kemigin gelisim doneminde
apozisyonel kemik yapiminda gorev almasimi saglayarak, yasla birlikte kemik ¢apinin
artiginda rol oynar. Endosteum ise uzun kemiklerin i¢ yiizeyi boyunca uzanir. Kemik
ylizey hiicreleri ve osteoblast hiicrelerinden olusur (20,21,23-25) (Sekil 2.1).



Sekil 2.1. Kemik dokunun histolojik yapisi (29)

Mikroskopik olarak kemikte, woven (immatiir) ve lamellar (matiir) olmak iizere
iki tip kemik yapisina rastlanir ve lamellar tip kemik yapis1 yetiskin doneme 6zgiidiir.
Kollajen lifleri birbirine paralel dizilim gostererek diizenli katmanlar (lamella)
olusturur. Bir sonraki katmana ait kollajen lifler bir dnceki katmana dik olacak sekilde
yerlesir. Boylece siki, diizenli bir yapiya biirliniir. Eger bu yapilasma sinir ve damarlarin
etrafinda olusursa merkez kanal etrafinda kiimelenir ve icten disa dogru katmanlar
halinde biiyiir. Bu yapi, konsantrik lamellar diizen olarak adlandirilir (Sekil 2.1).

Liflerin bu diizenli yapis1 birim doku hacmindeki kollajen yogunlugunu arttirir. Bu



yogun dizilim beraberinde yiiksek oranda kalsifikasyon getirir. Mekanik kuvvetlere
kars1 gosterdigi direng, sahip oldugu yapisal 6zellikler nedeniyle, son derece giigliidiir.
Lamellar yap1 hem kortikal hem de trabekiiler kemikte gozlenir (17,21,25).

Kortikal kemikte lamellar yapi; i) osteon veya Havers sistemi, ii) eksternal
dairesel lamella, iii) internal dairesel lamella ve iv) interstisyel lamella olmak {izere 4
tiptir. Kortikal kemigin temel yapisal birimi osteondur (Sekil 2.1). Osteonlar, i¢inde
sinir lifleri ve kan damarlar1 bulunan merkezi bir kanal (Havers kanallar1), kanal etrafina
konsantrik yerlesim gosteren kollajen katmanlar (lamella) ve katmanlar arasinda bir
adet osteosit hiicresi igeren lakiinalar seklinde diizenlenir. Osteositler, kanalikiil ad1
verilen ince silindirik kanallarla merkez kanal i¢indeki damarlara ulasarak besin
ihtiyaglarini karsilarlar. Bununla birlikte, osteonlar merkezi kanala oblik veya yatay
yerlesimli Volkman kanallar1 ile hem kemik iligi hem de kendi aralarinda iletisim
kurarlar ve birbirlerinden “cement” ¢izgileriyle ayrilirlar (17,20,21,29,30).

Trabekiiler kemigin alt birimi yine cement c¢izgileriyle ayrilan trabekiila
paketleridir (Sekil 2.1). Trabekiilalar ¢ogunlukla damar igermezler ve yiizeyden
diftizyonla beslenirler. Bu nedenle kalinliklar1 200-300 um’yi gegmez. Osteonlarda
oldugu gibi osteosit, lakiina ve kanalikiilleri igerirler. Ayrica, kemik iligi bosluklari ile

birlikte diger kemik hiicrelerini de yapisinda bulundurur (17,20,21,26,27,30) (Sekil 2.1).

2.1.3. Kemik Hiicreleri

Kemik metabolizmasi; aralarinda kimyasal, mekanik, elektriksel ve manyetik
olmak tizere gesitli ¢gevresel uyaranlarla diizenlenen bir sistemdir. Kemik dokuda yapim
ve yikim bir denge i¢indedir. Kemik hiicreleri, ¢cevresel uyaranlara kemik yapim-yikim
dongiistinii modiile ederek cevap verirler. Bu homeostaz; osteoblast, kemik yiizey
hiicreleri, osteosit ve osteoklast olmak tizere dort tip hiicre ile iliskilidir. Temelde,
osteoblastlar kemik yapimindan; osteoklastlar kemik yikimindan sorumludur.
Osteositler, dokuda mekanik sinyalleri algilama gorevini istlenirken, yiizey hiicreleri
kemik ylizeyini korumakla gorevlidir (25-27).
A) Osteoblastlar: Osteoblastlar, mezenkimal kok hiicrelerinden koken alir. 15-30 pum
capinda, biyiik ¢ekirdekli, ¢cok sayida endoplazmik retikulum igeren, biiyiik Golgi

cisimcigi ile karakterize, kiibik hiicrelerdir. Kemik yapiminin gerceklestigi yiizey



boyunca yan yana dizilerek hiicresel bir tabaka olusturur. Birbirlerine adherent tip
kavsak yapisi ile baglidirlar. Bu yap1 sayesinde hiicreler arasi haberlesme gerceklesir.
Boylece, hiicresel aktiviteyi baglatan uyari [mekanik uyari veya prostaglandin E;
(PGE) ve I, (PGly), degisen siklik adenozin monofosfat veya Ca diizeyleri] algilanir ve
gerekli osteoblastik cevabin verilmesi saglanir. Bu oryantasyon, kemigin yeniden
yapilanmasinda (bone remodelling) oldukg¢a 6nemlidir (20-22,26,27).

Osteoblastlarin temel islevi, organik matriks (T1C ve non-kollajenize matriks
proteinleri) sentezi ve mineralizasyonudur. Matriks sekresyonu daha Once yapilmis
kemik matriksi ile temas halindeki osteoblast yiizeylerinde olusur. Bdylece,
osteoblastlar ile daha 6nce meydana gelmis kemik matriksi arasinda mineralize olmamis
bir matriks; osteoid olusur. Osteoid, bir anlamda, mineralizasyon basamag i¢in kalip
matriks gorevi goriir. Matriks proteinlerinin ortak eylemi sonucu hidroksiapatit
kristalleri T1C liflerinin mikroyapisinda bulunan por ve gaplere yerleserek sikica
baglanir. Boylece, osteoid kalsifiye olarak yeni kemik yapimi tamamlanir (20-22,30).

Osteoblastik aktivitenin temel belirtegleri organik matriks bilesenleridir. Kemik

yapimi sirasinda ALP aktivitesindeki artis en erken saptanan degisimdir. OCN ve BSP,
osteoblastik sekresyon agisindan Onemli proteinlerdir. Bu proteinler, osteoblastik
fonksiyonlarin degerlendirilmesinde en c¢ok kullanilan iirtinlerdir. Bir diger 6nemli
sekresyonu da osteoprotogerin (OPG) ve NF-kappa B aktive edici reseptor ligand
(RANKL)’dir. OPG ve RANKL arasindaki iliski osteoklastlarin diferansiyasyonunda
onemli bir rol istlenir. Matiir osteoblastlar paratiroid hormon (PTH) ve vitamin D
(1,25-dihidroksivitamin D3) ile iliskili reseptorlere sahiptir. Bu iki hormon kemik
metabolizmas1 ve mineral homeostazini diizenleyen anahtar molekiillerdir (20,21).
B) Kemik Yiizey Hiicreleri: Kemik ylizey hiicreleri, kemik yapimminda goérevlerini
tamamlayan ve dinlenim durumuna gegen osteoblast hiicreleridir. 1 pm kalinliginda, 12
pum capinda, yasst, kiiclik ¢ekirdekli, az sayida sitoplazmik organel iceren ve yogunlugu
yasla birlikte azalan hiicrelerdir. Kemigin inaktif yilizeylerinde bulunur. Aktif bolgelerde
ise, osteoid tabakasmin 1 pum altina yerlesir. Boylece, osteoklastik yikima veya diger
inflamatuvar hiicrelerin saldirisina kars1 koruyucu bir bariyer olusturur (20-22).

Kemik yiizey hiicreleri, kemigin yapilanma (modeling) ve yeniden yapilanma
slireclerinin baglatilmasinda 6nemli rol oynar. Aktivasyon sinyalinin ulagmasmin

ardindan, yiizey hiicreleri notral proteazlar sekrete ederek osteoid yilizeyini sindirir.



Koruyucu bariyer uzaklastirilir ve mineralize matriks osteoklastik yikima ugrar.
Boylece, kemik yiizeyi yeniden yapilanma siirecinde baslangi¢ evresine girer (21).

C) Osteositler: Kemik dokunun %90-95°1 osteosit hiicrelerinden olusur. Mekanosensor
islevi ile dokunun islevsel adaptasyonunda gorev alir. Kemik yapimi sirasinda bazi
osteoblastlar sentezlenen osteoid i¢inde kalarak lakiinalara yerlesir. Bu siirecte, gomiilen
osteoblastlar ¢ok sayida organelini kaybederek osteositlere doniisiir. Osteoblastlar,
kemik matrikse gomiildiikge ve osteositlere doniistiikge aralarinda kanalikiiller olusur.
Yeni kemik sentezi devam ettikce bu kanalikiiller birlesir ve osteositik lakiino-
kanalikiiler ag olusur. Bu ag yiizey hiicrelerine (osteoblastlar ve kemik ylizey hiicreleri)
kadar ulasir ve oluk tip kavsak ile baglanir. Boylece ii¢ boyutlu ag yapisi1 tamamlanir
(20,21).

Kanalikiiller; 0,5 pm ¢apinda, boruya benzer kanallardir ve iginde osteositik
uzantilar ile onu g¢evreleyen interstisyel sivi bulunur. Periosteositik bosluk, osteositik
sitoplazmik membran 1ile lakiino-kanalikiiler agin kemik duvari arasinda kalan
bosluktur. Periosteositik bosluk, toplam hacmi 1000-1500 ml olan interstisyel sivi ile
doludur. Eksternal mekanik sinyallerin sensor hiicreler tarafindan algilanabilen internal
mekanik sinyallere doniisiimii lakiino-kanalikiiler ag yoluyla gergeklesir. Osteositlerin
gorev aldig1 diisiiniilen diger bir fizyolojik olay da kemik yiizey hiicreleriyle birlikte
olusturdugu iyon bariyeridir. Bu hiicresel bariyer ile Ca ve PO, iyon akimlarini
modifiye ederek, T1C iizerinde yer alan por ve gaplere hidroksiapatit kristallerinin
yerlesmesinde aktif rol oynar (21).

D) Osteoklastlar: Osteoklastlar, hematopoietik progenitor hiicrelerden meydana gelen
monosit-makrofaj soyundan koken alirlar. Osteoklastlarin gelisim siirecinde OPG ve
RANKL o6nemli sitokinlerdir. Bu iki sitokinin sekresyonu, pre-osteoklastlardan
fonksiyonel {ist birime gecisi diizenleyen en 6nemli basamaktir. RANKL bu ge¢isi
stimiile ederken, etkisini osteoklast membraninda bulunan RANK (NF-kappa B aktive
edici reseptor) reseptoriine baglanarak gosterir. Boylece, osteoblast ve osteoklast
arasinda hiicre-hiicre etkilesimi gergeklesir. Tiimor nekroz faktdor (TNF) a iiyesi olan
OPG, bu siiregte, inhibitor sitokin olarak gorev alir. Etkisini RANKL’ye baglanarak
gosterir. Boylece, hiicre-hiicre etkilesimi Onlenerek, osteoklastik diferansiyasyon
durdurulur. Osteoblastlar, M-CSF sekresyonu ile de benzer bir kontrol gergeklestirir. M-

CSF varlig1 osteoklastik prekiirsor hiicreleri i¢in yasamsal 6neme sahiptir. Aksi takdirde
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fonksiyonel osteoklastlara dogru gerceklesen doniisim pre-osteoklastlara farklilasma
asamasinda durdurulur (20,21,25).

Osteoklastlar, kemik yikimindan sorumlu hiicrelerdir. Kemik yikimmin
gerceklestigi alanlarda veya daha once kemik yikiminin olustugu kavitelerde gozlenir.
Capt 20 um ile 100 pm arasinda degisen biiyiik hiicrelerdir ve hiicre basina 3-25
cekirdek igerir. Dokuda islevsel agidan aktif veya inaktif evrelerde bulunabilir. Aktif
evredeyken, firga goriiniimlii plazmik uzantilar gelisir. Firgamsi kenar, miihiirleme
bolgesi olarak adlandirilan ve organel igermeyen bir alanla sarilir. Bu alan, kontraktil
yetenege sahip ¢ok sayida mikrofilament ve vitronektin reseptorii icerir. Boylece, kemik
ylizeyi ile hiicrenin apikal yiizeyi arasinda sirkiilasyona olanak taniyan geg¢irgen bir
duvar gorevi gorerek, hiicrenin kemik matrikse tutunmasi saglanir. Bu kavite igine
yerlesen firgams1 kenar sekrete ettigi proteolitik enzim ve asitlerle kemik
degredasyonunu ve demineralizasyonunu gergeklestirir. Mineral matriks, hidrojen-
adenozin trifosfataz aracili asit sekresyonu ile iyonlarina ayristirilirken, organik matriks
proteolitik enzim (katepsin K ve matriksmetalloproteinaz-9) sekresyonu ile sindirilir
(20-22).

Osteoklastlar, kalsitonin, PTH ve vitamin D gibi gesitli sistemik hormonlarin
etkisi altindadir. Osteoklastlarda kalsitonin reseptorleri bulunurken, PTH ve vitamin D
ile iliskili reseptorler bulunmaz; bu nedenle, osteoklastlarin hormonal regiilasyonlari
cogunlukla osteoblastlar tarafindan diizenlenir. Boylece, gerek hormonal gerekse lokal
faktorlerin (Cizelge 2.1) yogun denetimiyle osteoklastik yikim kontrol altinda tutulur
(20,21).

2.1.4. Kemik Regiilasyonu: Endokrin ve Parakrin Faktorler

Basta osteoblastlar ve osteoklastlar olmak tizere kemik hiicrelerinin
diferansiyasyon, proliferasyon ve fonksiyonlarinin diizenlenmesinde pek ¢ok endokrin
(sistemik) ve parakrin (lokal) faktor gorev alir. Kemik metabolizmas: olarak
adlandirilan bu siireglerde istlendikleri kritik gorevlerle Ca-PO, homeostazinin
stirdiiriilmesi ve normal kemik yapim-yikim dongiisiiniin korunumu saglanir. Sistemik
faktorler arasinda en onemlileri PTH, vitamin D ve kalsitonin hormonlaridir. Sistemik

etki gosteren diger hormonlar ise, glukokortikoidler, biiylime hormonu (GH), tiroid ve
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seks hormonlaridir. IGF’ler hem sistemik hem de lokal etki gdsterir. Prostaglandinler
(PG’ler), TGF-B, BMP’ler ve sitokinler ¢ogunlukla lokal etki gosteren faktorlerdir.
Kemik metabolizmasinda gorev alan baglica sistemik ve lokal faktorler ve bu

faktorlerin gorevleri ¢izelge 2.1°de 6zetlenmistir.

2.2. Kemik Biyomekanigi

Biyomekanik, mihendislik yontemleri kullanilarak internal veya eksternal
kuvvetlerin canl sistemlerde gerceklestirdigi etkileri inceleyen bir bilim dalidir. Kemik
dokunun mekanik 6zellikleri kemigin yapisal ve fonksiyonel karakterini yansitan temel
parametreler olarak kabul edilir. Bu parametreler tiim anatomik {tnitelerden
Olciilebildigi gibi yapisal komponentlerden izole edilerek hazirlanan Orneklerden de
oOlgtilebilir (20,23).

Kemik biyomekaniginde asil incelenen nokta kemigin kirllganligidir. Kirilganhk
genel anlamda kemigin kirilma yatkinhigini ifade eden bir terimdir. Kirilganlik, BMD,
geometrisi, giicii, kalitesi ve esnekligi ile dogrudan iligkilidir. Kirilabilirlik (brittleness)
ise kirilganligin bir olgiisiidiir ve normal kemige gore daha kolay kirilan bir kemigi
ifade eder (31). Kemik bilindigi gibi mineral ve kollajen olmak {izere iki komponentli
kompozit bir materyaldir. Mekanik 6zellikleri birbirinden farklhidir. Mineral faz kemige
gii¢ (yiik tasima kapasitesi) ve mekanik rijidite (sertlik) kazandirirken, kollajen mekanik

kuvvetlere kars1 direng, dayaniklilik ve kismen esneklik kazandirir (23,25,32).
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Cizelge 2.1. Kemik metabolizmasinda gorev alan baslica sistemik ve lokal faktorler (21,22,25)

Sistemik Faktorler

PTH

Kalsitonin

Vitamin D (Kalsitriol)

nsulin

Seks Hormonlari
Ostrojen

Androjen
GH ve GH/IGF-1 Sistemi
Glukokortikoidler

Tiroid Hormonlari

Kemik yapim ve yikiminda iki yonlii etki gosterir. Anabolik etkisiyle kemik yapim hizini artirir. Ikincil mesajcilarla
osteoklastik aktivite ve buna bagl olarak kemik yikimini artirir. Yiksek seviyelerde T1C sentezini baskilar, RANKL
sentezini uyarir. Osteoklastlari uyararak 1L-6 ve IGF-I gibi lokal faktorlerin sentezini arttirir. Serum Ca seviyesini diizenler.
Osteoklastik aktiviteyi baskilayarak kemik yikimini azaltir. Osteoklastik diferansiyasyonu ve proliferasyonu baskilar. Plazma
Ca seviyesini diizenler.

Kemik yapim ve yikiminda iki yonlii etki gosterir. Osteoblastlari uyararak OCN ve IGF-I sentezini arttirir. Barsaktan Ca ve P
emilimini arttirarak kemik mineralizasyonunu diizenler. Yiiksek seviyelerde T1C sentezini baskilar. Osteoklastogenezi
uyarir. IL-1 ve RANKL sentezini arttirir.

Kemik yapim ve yikimimnda iki yonli etki gosterir. Fizyolojik konsantrasyonlarda matriks sentezini uyarir, osteoblastik
proliferasyonu ve aktiviteyi arttirir. Kemik yikimimi diizenler.

T1C ve matriks sentezini uyarir, kemik yikimmni baskilar. Matriks proteinlerinin sentezini diizenler. Kemik gelisimi ve
maturasyonu i¢in dnemlidir. Osteoblastik proliferasyonu diizenler. Osteoblastik apopitozu baskilarken, osteoklastik apopitozu
uyarir. PG ve bazi sitokinlerin (TGF-B, IGF-I, OPG) sentezini arttirirken, bazi sitokinleri (IL-1, IL-6, TNF-0,-B, M-CSF)
baskilar. Yaslanma sirasinda kemik yikimini engeller.

Doza bagl etki gosterir. Bazi matriks proteinlerinin (ALP, OCN, ON) sentezini ve osteoblastik diferansiyasyonu uyarir.
Kemik gelisiminde 6nemlidir. Hiicre replikasyonunu arttirir. Kemik matriks, IGF-1 ve —Il sentezini uyarir.

Matriks proteinlerinin sentezini azaltir, bdylece, kemik yapimini baskilayarak kemik kiitlesini azaltir. Osteoblastik
proliferasyonu diizenler. Osteoblastlarim PTH duyarliligini arttirarak kemik yikimini uyarir. Ayrica, PG, TGF-$ ve IGF-I
sentezini baskilar.

Biiyiime ve gelisim igin gereklidir. Yetigkinlerde kemik yapiminin diizenlenmesinde goérev alir. Fizyolojik
konsantrasyonlarda IGF-1, ALP, OCN ve T1C sekresyonunu uyarir. Osteoblastik diferansiyasyonu ve proliferasyonu uyarir.
Yiiksek T3 ve T, seviyeleri kemik yikimini arttirir.

Lokal Faktorler

Biiylime Faktorleri
IGF-1

IGF-11

Kemik dokunun en énemli biiylime faktoriidiir. Otokrin ve parakrin etki gdsterir. Cesitli sistemik (6strojen, vitamin D, tiroid
hormonlari, glukokortikoidler, PTH), lokal faktorler (TGF-B, FGF, PDGF, BMP, PGE;) ve mekanik uyariya cevaben
salgilanir. T1C ve matriks sentezini uyarir.

Mekanik uyarinmn algilanmasinda sinyal molekiilii olarak gorev aldig: diistinilmektedir. Kontroliinde bir¢ok sitokin (TGF-,
BMP, PGl,) ve biiyiime faktorii (FGF, PDGF) gorev alir.
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Cizelge 2.1. Devam Kemik metabolizmasinda gorev alan baslica sistemik ve lokal faktorler (21,22,25)

Lokal Faktorler
Biiyiime Faktorleri

TGF-p Kemikte anabolik etkiye sahip olmakla birlikte, uyarici ve baskilayici Ozelliklere sahip bir sitokindir. Osteoklastik
diferansiyasyon ve proliferasyonu baskilarken, osteoblastogenezi uyarir. Osteoblastlarin yikim kavitelerine migrasyonunu
saglar. Matriks proteinlerinin (T1C, ON, OPN, dekorin, integrin, PGE, ve PGl,) sentezini uyarirken, OCN sentezini baskilar.
Osteblastik IGF-I1 sentezini azaltirken, IGF-I sentezini diizenler.

FGF Kemik yapim ve yitkiminda iki yonlii etki gosterir. Kemik yapiminda osteoblastik proliferasyonu ve apopitozu uyarir. T1C ve
ALP sentezini baskilar. OPN, ON ve OCN sentezini diizenler. Osteoblastik IGF-1 ve -Il sentezini azaltir. Yikimda
osteoklastogenezi uyarir. Kollajenaz sentezini diizenler.

PDGF Kemik hiicrelerinin replikasyonunu arttirir. T1C ve ON sekresyonunu baskilarken, OPN sentezini uyarir. Osteoblastik IGF-I
ve -1l sentezini azaltir. T1C degredasyonunu ve kollajenaz sekresyonunu uyararak, kemik yikimini arttirir. Osteoblastik IL-6
sentezini uyarir.

CTGF Osteoblastogenezde gorev alir. Etkisini TGF-B ve BMP lizerinden gosterir.

Sitokinler

IL-1 PG ve RANKL sentezini uyararak kemik yikimini arttirir. TIC ve matriks sentezini baskilar. Aktivitesi igin NO sentaz
enzimine ihtiya¢ duyar. Osteoklastlarin hematopoietik progenitér hiicrelerden farklilagmasinda gorev alir.

IL-4,-10,-13, -18 Inhibitér 6zellikli sitokinlerdir.
IL-4: IL-1, TNF-a,-B, vitamin D ve PGE, antagonistidir. Osteoblastik PG ve M-CSF sentezini uyarir. Osteoklastogenezi ve
bu hiicrelerin aktivitesini baskilar.
IL-10: T1C, ALP ve OCN gibi matriks proteinlerinin sentezini baskilar. Mineralizasyonu korur.
IL-13: Osteoblastik PG sentezini uyararak kemik yikimin1 baskilar.
IL-18: Osteoklastik diferansiyasyonu baskilar. Osteoblastik GM-CSF sekresyonu uyarir.

IL-3,-6,-11 IL-3: Osteoblastlar tarafindan salgilanir. Osteoklast diferansiyasyonunda gorev aldig1 diisiiniilmektedir.
IL-6: Osteoblastlar tarafindan PTH, vitamin D ve IL-1’e cevaben salgilanir. IL-11 ve LIF ile benzer gorevleri vardir.
Osteoklastik diferansiyasyonu uyarir. Etkisi, TNF-o,-p ve IL-1’e gore zayiftir. Osteoblastik IGF-I sentezini uyarir.
IL-11: Osteoklastik diferansiyasyonu uyarir. Osteoblastik aktiviteyi ve RANKL sentezini arttirir.

TNF-a, - PG sentezini uyararak kemik yikimmi arttirir. Osteoklastik ve osteoblastik proliferasyonda goérev alir. Osteoblastogenezi

baskilar. Osteoblast apopitozunu uyarir. T1C sentezini baskilar. Osteoblastlarda PGE, ve IL-1 sentezini uyarir. Kalsitonin
etkisiyle baskilanir.
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Cizelge 2.1. Devam Kemik metabolizmasinda gorev alan baslica sistemik ve lokal faktorler (21,22,25)

Lokal Faktorler
Sitokinler

IFN-y,-B Kemik yikimmni baskilar. IL-1 ve TNF-a,-p sekresyonuna cevaben salgilanir. Etkisi son derece kuvvetlidir. Osteoblastik
aktiviteyi arttirir. T1C ve organik matriks proteinlerinin sentezini diizenler.

LIF Kemik hiicrelerinin diferansiyasyonunda goérev alir. Ayrica, T1C, ALP ve RANKL sentezini uyardigi diigiiniilmektedir.

BMP Osteoblastik diferansiyasyon ve proliferasyonu uyarir. Osteoblastik IGF-1 ve -1l sentezini uyarir.

Digerleri
Koloni Stimiilan
Faktorler
M-CSF Osteoblastik ve osteoklastik diferansiyasyonda gorev alir. Osteoklastik aktivasyonda RANKL ile birlikte gorev alir.
GM-CSF Kemikte osteoblastlar tarafindan salgilanir. Osteoklastik diferansiyasyonda iki yonlii aktivite gosterir ve bu aktivite doza
bagli olarak gerceklesir. Gerektiginde uyarir, gerektiginde baskilar.
G-CSF Kemikte osteoblastlar tarafindan salgilanir. Osteoklastik diferansiyasyonda gorev aldigi diisiiniilmektedir.

PGE, Kemikte uyarici ve baskilayict 6zelliklere sahip sitokindir. Yiiksek konsantrasyonlarda T1C ve matriks sentezini baskilarken,
diisiik konsantrasyonlarda uyarir. Boylece kemik yikimini uyarir veya baskilar. Ayrica, IGF-I sentezini uyarir. Mekanik
uyarinin algilanmasinda gorev alir.

PGl, Osteositik IGF-II sentezini uyarir. Mekanik uyarinin algilanmasinda goérev alir.

OPG/RANKL Osteoklastik diferansiyasyon ve aktivasyonda goérev alir. Bu iki siirecte de anahtar molekiilerdir. Osteoblastlar tarafindan

salgilanirlar. OPG baskilayict bir sitokinken, RANKL membran ligandidir. RANKL, osteoblast-osteoklast arasinda
gergeklesen hiicre-hiicre etkilesiminden sorumludur. Etkisini osteoklast membraninda bulunan RANK reseptoriine
baglanarak gerceklestirir. Bu etkilesimi OPG, RANK reseptoriine baglanarak, engeller.

RANK Osteoklastik diferansiyasyon ve aktivasyonda gorev alir. Bu iki siirecte de anahtar molekiildiir. Osteoklast tarafindan
sentezlenen bir membran reseptoriidiir. Osteoblast-osteoklast arasinda gergeklesen hiicre-hiicre etkilesiminden sorumludur.
Bu etkilesimi osteoblastlar tarafindan sentezlenen RANKL membran ligandina baglanarak gerceklestirir.

NO Diisiik konsantrasyonlarda kemik yikimini, yiiksek konsantrasyonlarda kemik yapimini uyarir. IFN-y,-p + IL-1 veya + TNF-
a,-f etkisiyle sentezi artar. Osteoklastik aktiviteyi baskilar. Osteoklastik progenitor hiicrelerinin apopitozunu uyarir.

PTH: Paratiroid hormon; T1C: Tip 1 kollajen; RANKL: NF-kappa B aktive edici reseptér ligand; IL: Interlokin; IGF: Insiilin benzeri biiyiime faktorii; OCN: Osteokalsin; PG:
Prostaglandin; TGF-f: Transform edici biiyiime faktorii-p stiper ailesi; OPG: Osteoprotogerin, TNF: Timor nekroz faktér; M-CSF: Makrofaj koloni stimiilan faktor; ALP:
Alkalen fosfataz; ON: Osteonektin; GH: Biiyiime hormonu; Ts: Triiyodotronin; T,: Tiroksin; FGF: Fibroblast biiyiime faktorii; PDGF: Trombosit kaynakli biiytime faktorii;
BMP: Kemik morfogenetik protein; OPN: Osteopontin; CTGF: Bag doku biiyiime faktorii; NO: Nitrik oksit; GM-CSF: Graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktor; LIF:
Lenfosit inhibitor faktdr; IFN: Interferon; G-CSF: Graniilosit koloni stimiilan faktér; RANK: NF-kappa B aktive edici reseptdr.
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Kemik biyomekaniginde kirilganlik, yapisal (ekstrinsik, organ boyutu) ve
materyal (intrinsik, doku boyutu) olmak {izere iki boliimde incelenir. Yapisal 6zellikler
daha ¢ok kemigin mineral fazi ile iliskiliyken, materyal 6zellikler kemigin her iki fazi
ile de iliskilidir. Kemigin yapisal 6zellikleri maksimum kirilma kuvveti (ultimate load
veya ultimate force), maksimum deformasyon (ultimate displacement), sertlik
(stiffness) ve kirilincaya kadar depolanan enerji (work to failure) parametreleri ile
degerlendirilir. Materyal Ozellikleri ise maksimum dayanim (ultimate strength),
maksimum strain (ultimate strain), esneklik katsayisi (elastik modulus veya Young
modulusu) ve dayaniklilik (toughness) parametreleri ile incelenir. Kemigin yapisal ve
materyal parametreleri birlikte degerlendirilerek, kemigin kirilabilirligi ve Kalitesi
hakkinda bilgi edinilir. Bu yontemle, kemik kalitesini etkileyen (azaltan veya bozan)
bazi iskelet sistemi hastaliklarmin, mekanik anlamda kemikte ne tiir degisikliklere
neden olarak kirilganlig1r arttirdiklar1 saptanabilir ve gerekli tedavi prosediirleri
gelistirilebilir (19,23,31,32).

Baz1 iskelet sistemi hastaliklar1 kemik yapisimi farkli yollarla etkileyerek
kiriklara neden olabilir. Ornegin, osteopetroz ve osteomalazi énemli iskelet sistemi
hastaliklaridir ve her ikisinde de kirik olusma insidansi olduk¢a yiiksektir. Ancak,
biyomekanik agidan kabaca incelendiginde aralarinda bazi farkliliklar oldugu
saptanabilir. Osteopetrotik kemikler olduk¢a sert (yiikksek diizeyde mineralize) ve
kirilgan kemiklerdir. Kirilmadan 6nce ¢ok az enerji absorbe ederler. Bu nedenle boyle
bir kemigin bir travma karsisinda kirtlma yatkinligi olduk¢a yiiksektir. Osteomalazi,
giicstiz ve stinek (ductile) kemikler ile karakterizedir. Osteopetrozda oldugu gibi
kirilincaya kadar depolanan enerji genellikle diisiiktiir. Ancak, bu kemikler kirilmadan
once onemli derecede deforme olabilmektedirler. Osteomalazik kemikler genellikle yiik
altinda egilir ve deforme olurlar. Ayni durum osteopetrotik kemik i¢in s6z konusu
degildir. Bu kemiklerde deformasyon ya ¢ok kiigiiktiir ya da yok denecek kadar azdir
(312).

Sonug olarak, kemigin kirilganligr ve kirilabilirligi basta olmak {izere kemik
biyomekanigi ile; i) bir kemigin yapisal ve/veya materyal o6zellikleri, ii) patolojik
durumlarda yapisal ve/veya materyal boyutta ne tiir degisikliklere neden olarak
kirllmay1 kolaylastirdigi ve iii) patoloji ile iligkili tedavi prosediirleri hakkinda bilgi

edinilebilir. Bu nedenle, kemik dokunun biyomekanik 6zelliklerine iliskin bdliimlerin
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daha iyi anlasilabilmesi i¢in bu &zelliklerin agiklanmasinda kullanilan miihendislik

terminolojisinin iyi bilinmesi gerekir.

2.2.1. Biyomekanik Terminoloji ve Kemigin Biyomekanik Ozellikleri

Kemigin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesinde temel unsur dokuya uygulanan
yiik (load) ve dokuda bu yiik nedeniyle olusan deformasyon (displacement) arasindaki
iliskinin saptanmasidir (33). Bu iligki ¢esitli test yontemleri ile saptanarak kemik
materyaline ait yiik-deformasyon egrisi (load-displacement curve) ¢izdirilebilir (Sekil
2.2 A ve B). Temelde yiik-deformasyon egrisi, herhangi bir yonde uygulanan kuvvet
nedeniyle dokuda gergeklesen toplam harabiyeti gosterir (23).

Yik-deformasyon egrisi, elastik ve plastik olmak iizere iki bolgede incelenir
(Sekil 2.2 B). Elastik bolge egrinin baslangic bolimiinde yer alan lineer bolgedir.
Kemik bu bolgede yay gibi davranir. Uygulanan yiik arttik¢a olusan deformasyon artar.
Kuvvetin ortadan kaldirilmasiyla kemik orijinal formuna doner. Kemikte, yiik nedeniyle
olusan deformasyon bu bolgede kalic1 degildir. Ancak uygulanan kuvvet, elastik smir
noktasi (yield point) olarak adlandirilan bolgenin disina ¢iktiginda kemikte olusan
deformasyon geri doniisiimsiizdiir. Plastik bolge olarak adlandirilan bu bolgede kemikte
olusan hasar, trabekiiler mikrokiriklar, lamellar kaymalar ve sonugta olusan kirik nedeni
ile kalicidir. Plastik bolgenin biiyiikliigii kemigin siinekliginin 6l¢iisiidiir. Bu bdlge ne
kadar kiiciik olursa kemik o derece kirilgandir. Elastik sinir noktast bu iki bolge
arasinda yer alir ve elastik bolge ile birlikte kemigin esnekligini kaybetmeden ne kadar
deforme olabilecegini gosterir (17,19,34).

Yiik-deformasyon egrisi ile kemigin yapisal (ekstrinsik) Ozellikleri, diger bir
ifadeyle organ boyutundaki 6zellikleri saptanabilir (Sekil 2.2 A). Sertlik (stiffness; S)
veya yapisal rijidite (structural stiffness) onemli bir ekstrinsik parametre olmakla
birlikte, kemigin mineral fazi ile yakindan iligkilidir. Sertlik, uygulanan kuvvete kars1
kemigin gosterdigi direnci yansitir ve elastik bolgenin egiminden saptanir. Yik-
deformasyon egrisinin altinda kalan alan kemigin kirilincaya kadar depoladigi enerji
(work to failure; U) olarak tanimlanir ve kemigin kirilganligi hakkinda bilgi verir.
Maksimum deformasyon (ultimate displacement) kemigin kirilma anina kadar dokuda

olusan deformasyon miktaridir ve kemigin kirilabilirligi (brittleness) ile iligkilidir.
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Maksimum kirilma kuvveti (ultimate load veya ultimate force) kemigin kirilma aninda
gbzlenen kuvvet degeridir ve dokunun yapisal agidan genel biitiinliiglinii yansitir. Sonug
olarak yiik-deformasyon egrisinden elastik sinir bolgesi, maksimum kirilma kuvveti ve
maksimum deformasyon direkt olarak olgiilebilir. Sertlik ve depolanan enerji ise yiik-

deformasyon egrisinden hesaplanir (17,19,23,31-34).

A Yuk

A

Maksimum ‘(-r"_'_'_'_
Kinlma Kuvveti (Fu)

— Kinlma Noktasi

S
U
// 7 .
Maksimum Deformasyon (du) Deformasyon

B Yik

f e Kinlma Noktasi

A

4

Elastik Simir
Noktasi

o

Bolge

S: Sertlik, U: Depolanan enerji

Sekil 2.2. A) Yiik-deformasyon egrisi ve bu egriden saptanan yapisal biyomekanik parametreler. B) Yiik-
deformasyon egrisi ve bu egrinin boliimleri (33)
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Kemigin mekanik 0Ozelliklerinin degerlendirilmesinde yapisal ozelliklerinin
yaninda materyal 6zelliklerinin de g6z Oniine alinmasi gerekir (18,19). Dokunun organ
boyutunda elde edilen en 6nemli veri sertlik ve maksimum kirilma kuvvetidir (34).
Diger ekstrinsik parametrelerde oldugu gibi sertlik ve maksimum kirtlma kuvveti de
kemigin sekline ve biiylikligline baghdir. Ancak deneysel calismalarda, Ornegin
biiyiikliigii veya preperasyonu (tiraglanarak veya kesilerek doku seklinin degistirilmesi)
arasindaki farkliliklar nedeni ile mekanik sonuglar tizerinde olumsuz etkileri goriilebilir.
Bu olumsuzluklar1 gidermek i¢in uygulanan yiikk ve deformasyon, kesit alan (cross-
sectional area) veya atalet momenti (moment of inertia) ile normalize edilerek, stres ve
strain cinsinden ifade edilir (25,32). Boylece, kemigin mekanik analizi organ
boyutundan doku boyutuna gegerken, farkli geometrik 6zelliklere sahip materyalin

saglikli bir sekilde karsilastirilmasi saglanir.

A
Sikigtirma Germe Makaslama
Kuvvetleri Kuvvetleri Kuvvetleri
B
Yiizey Alan‘r: .

Sekil 2.3. A) Saf kuvvetler B) Sikistirma kuvveti etkisi altindaki bir cisimde gozlenen boyca kisalma
deformasyonu (AL) ve makaslama kuvveti etkisi altindaki bir cisimde gozlenen agisal deformasyon (y)
(23)
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Stres, miihendislik alaninda birim alan basma uygulanan kuvvet olarak
tanimlanir ve kuvvetin alan basina yogunlugunu yansitir. Strain birim uzunluk basina
deformasyondur. Stres, metrekare bagina kuvvet (N/m?), diger bir ifade ile paskal (Pa)
olarak standardize edilir. Strain birimsizdir ve cogunlukla pstrain (x10°® mm/mm) veya
yiizde (x10? mm/mm) olarak ifade edilir. Mekanik fizikte iic tip saf (tek-yonlii) kuvvet
bulunur. Bu kuvvetler; germe (tensile), sikistirma (compression) ve makaslama (shear)
kuvvetleridir. Anilan kuvvetlerin dokuda olusturdugu stres ve strain tanimlar1 kuvvetin
uygulanma dogrultusuna gore yapilir. Eger kemik dikey kuvvetlerin etkisi altinda ise
germe veya sikistirma stresine, paralel kuvvetlerin etkisi altinda ise makaslama stresine
maruz kalir (Sekil 2.3 A) (21-23,25,34).

Kemikte goriilen stres paternlerinin ¢ogu anilan kuvvetlerin  kompleks
kombinasyonlar1 seklinde gergeklesir. Egme (bending) ve burma (torsion) stresi bu
duruma verilebilecek en iyi 6rnektir. Egme geriliminde kemigin konveks yiiziinde
germe kuvvetleri, konkav yiiziinde sikistrma kuvvetleri olusur. Burma stresinde ise
kemik boyunca olugsan makaslama stresi nedeniyle germe kuvvetleri kemigi uzatirken,
sikistirma kuvvetleri kisaltir. Strainde adlandirma streste oldugu gibi uygulanan
kuvvetin dogrultusuna gore yapilir. Germe ve sikistirma kuvvetleri altinda materyalde
gbzlenen deformasyon boyca uzama veya kisalma seklindeyken, makaslama kuvveti
altinda agisal deformasyon gozlenir. (Sekil 2.3 B) (21-23,25,34).

Stres-strain egrisi ile kemigin materyal Ozellikleri, diger bir ifadeyle doku
boyutundaki Ozellikleri saptanabilir. Yiik-deformasyon egrisinde kemigin kirildigi
andaki maksimum kirilma kuvveti stres-strain egrisinde maksimum dayanim olarak
karsimiza ¢ikar. Her iki parametrede benzer yontemle saptanmasina karsin, ozellikle
kemigin geometrik 6zelliklerini etkileyen patoloji ve ilagh tedavi prosediirlerinde farkli
egilim gosterirler. Maksimum dayanim kemigin geometrik  6zelliklerinden
etkilenmezken, maksimum kirilma kuvveti kemigin biiyiikligi ile yakin iliskidedir.
Maksimum strain (ultimate strain veya siineklik (ductility)) kemigin kirildigi anda
gozlenen strain degeridir ve kirilganlik ile ters iligkilidir. Kirilgan kemiklerde
maksimum strain kiigiiktiir. Stres-strain egrisinde maksimum dayanim noktasina kadar
egri altinda kalan alan dayaniklilik (toughness) veya strain enerjisi olarak tanimlanir ve
kemigi kmrmak icin gereken enerji miktarmni ifade eder. Dayaniklihik kemik

biyomekanigi acisindan onemli bir parametredir. Dayanikliligi yiiksek bir kemik

20



kirilmaya kars1 daha ¢ok direng gosterir ve deformasyon yetenegi daha yiiksektir (19-
22,33).

Yiik-deformasyon egrisinde oldugu gibi stres-strain egrisi de elastik ve plastik
olmak tiizere iki boliimden olusur. Elastik smir noktasiyla birbirinden ayrilir. Elastik
smir kademeli bir gecisi ifade ederken, kemik yapisinda kalict hasar olusturmaya
baglayan stresi yansitir. Egride nadiren tespit edilir. Elastik bolgenin egiminden esneklik
katsayist (elastik modulus) saptanir. Esneklik katsayisi dokunun intrinsik sertligini
(intrinsic stiffness) ifade eder ve kemigin uygulanan gerilmeye karsi kalict bir hasar
olusmadan ne kadar deforme olabilecegini gosterir. Esneklik katsayisi, eger dokuya
germe veya sikistirma kuvvetleri uygulaniyorsa Young modulusu, makaslama kuvveti
uygulaniyorsa makaslama katsayis1 veya kesme katsayis1 olarak adlandirilir

(21,22,25,33).

2.2.2. Kemik Biyomekanigine Etki Eden Faktorler

Kemigin morfolojik yapis1 dikkate alindiginda kortikal ve trabekiiler kemik ayni
materyalden olusmalarina ragmen, yapisal 6zellikleri birbirinden farkhidir. Bu farklilik
mekanik Ozelliklerine de yansir. Kortikal kemigin kompakt yapisi trabekiiler kemige
gore daha giiclii ve sert olmasini saglar. Kortikal kemigin temel unsuru osteonlardir.
Osteonlar, kemigin uzun ekseni boyunca maksimum dayaniklilik saglar. Trabekiiler
kemik i¢in dayanimi tanimlamak oldukg¢a zordur. Her trabekiilanin bireysel dayanimi
s0z konusudur. Bu nedenle bireysel katkilarin toplamiyla olusan bir dayanima sahiptir.
Kortikal kemik; egme, burma ve sikigtirma kuvvetlerine kars1 dayanikliyken, trabekiiler
kemik germe ve makaslama kuvvetlerine kars1 direnglidir. Trabekiiler kemik, kortikal
kemigin % 10’u kadar sert ve 500 kat1 kadar siinektir (20-22,35).

Kemik anizotropik bir materyaldir; yani kemigin mekanik 6zellikleri kuvvetin
uygulama ydniine bagh olarak degisir. Ornegin, plastik deformasyon transvers yiikleme
ile azalir ve kemik bu yonde daha kirilgan bir yapiya biiriiniir. Kemigin anizotropik
davranis1 her iki tip kemikte de gosterilmistir. Kortikal kemik, germe yiikiine nazaran
sikistirma yiikiine karg1 daha dayaniklidir. Lumbar vertebralara ait trabekiiler kemigin
sikistirma dayanimi, horizontal eksene gore vertikal eksende daha biiyiiktiir. Yapilan bir

calismada, insan femur kemigine germe kuvveti longitudinal ve transvers olmak iizere
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iki eksende uygulanmig ve dayanimin 133 MPa’dan 51 MPa’a, elastikiyet katsayisinin
da 17x10° MPa’dan 11.5x10° MPa’a azaldig1 gosterilmistir (21,22).

Porozite (gozeneklilik) kemik biyomekanigini etkileyen diger bir faktordiir.
Saglikli bireylerde trabekiiler kemigin porozitesi %70-80 araliginda yer alir. Kortikal
kemikte ise bu oran %2-4 kadardir. Osteoporoz gibi kemik hastaliklarinda kortikal
kemigin porozite orant %10—12’lere kadar ¢ikabilir. Porozite kemigin dayanimi ve
esneklik katsayisi ile yakindan iliskilidir. Genel kabul, porozitede gézlenen kiigiik bir
artigin mekanik dayanim ve intrinsik sertlikte biiyiik azalislara neden oldugu yoniindedir
(33).

Kemigin biyomekanik 0Ozelliklerini belirleyen faktorlerden biri de kemik
kiitlesidir (bone mass). Trabekiiler kemigin yapisal davranigini baslica; kemik kiitlesi,
mikromimarisi (trabekiila geometrisi, uzaysal dagilimi ve birbirleriyle olan baglantisi)
ve materyal Ozellikleri belirler. Bu etkenlerden herhangi birinde gozlenen degisiklik
kemigin yiike kars1 dayanma yetenegini azaltarak, kemik biitlinliiglinii bozar. Giinliik
hayatta karsilastigimiz yiik ¢ogunlukla egme ve sikistrma kuvvetlerinin etkisiyle
olugur. Trabekiiler BMD kortikal kemigin ancak %25’i kadardir. Bu nedenle, anilan
kuvvetlere kars1 kortikal kemigin dayammmi oldukg¢a yiiksektir. Ornegin, trabekiiler
BMD’deki %20’lik bir azaligin, trabekiiler sertlikte (intrinsik sertlik) ve dayanimda
%36’lik bir azalisa neden oldugu séylenmektedir (34).

Kemigin geometrik ozellikleri de kemik biyomekanigini etkileyen Onemli
faktorlerden biridir. Ozellikle kortikal kemigin geometrik 6zellikleri kemigin kirilmaya
kars1 gosterdigi direnci yansitir. Kesit alami biiylik olan kemik daha giiclii ve
dayaniklidir. Kortikal kesit alaninda gozlenen %25°lik bir azalig, kesme katsayisinda
%6’lik bir azalisa neden olur. Bu azalis ayni oranda kirilma kuvvetine de yansir (34).

Kemik biyomekanigine etki eden diger faktorler, yas, cinsiyet ve kemik
metabolizmasini etkileyen bazi iskelet sistemi hastaliklaridir. Kemik kiitlesi, geometrisi
ve kemigin materyal 6zellikleri yasla birlikte degisir. Kemik kiitlesi ve mimarisinde
yasa-bagimli degredasyon kemik biitlinliigiinii 6nemli derecede bozar. Kemik kiitlesi,
pik degerine ulastiktan sonra hem erkekte hem de kadin da, Ozellikle kadinda
premenopozal kemik kaybma bagli olarak, yasla birlikte azalir. Ornegin, omurilik, kalga
ve on kol olmak iizere kiriklarin yogun olarak go6zlendigi bolgelere ait BMD
degerlerindeki azalis, 80 yasindaki bir erkekte %13-18, kadinda %15-54 kadardur.

22



Gozlenen bu bozulma kemigin hem mimarisini hem de kiitlesini etkileyerek, dayanimi1
bu degerlerle orantili olacak sekilde azaltir (34,36—43).

Cinsiyet ilk bakista mekanik ozellikler tlizerinde etkisiz gibi goriinse de yasla
birlikte 6nemi ortaya ¢ikar. Bu farklilik OP’de daha belirgindir. Yasla birlikte her iki
cinsiyette de trabekiiler kemigin hacim fraksiyonu (trabekiiler kemik hacmi/toplam
kemik hacmi) dengeli bir sekilde azalir. Erkeklerde hacim fraksiyonunda gozlenen
azalisin nedeni trabekiilalarda gergeklesen incelmedir. Bu incelme, dengeli ve kademeli
olarak gerceklesir; trabekiiler ag ve kemik biitiinliigli korunur. Ancak, kadmlarda azalis
trabekiila kaybi, yani trabekiiler seperasyondaki artistir. Bu durumda trabekiiler ag ve
kemik biitlinligli bozulurken, geriye kalan trabekiilalar orijinal ¢aplarmi korur. Mimari
yapida karsimiza yagla birlikte ¢ikan cinsiyet farkliligi kemigin kirilma kuvvetinde
onemli farkhiliklara yol agar. Ornegin, vertebral trabekiiler kemige ait BMD degerinde
gozlenen incelme-nedenli BMD’de %10’luk bir azalig, kemigin kirilma kuvvetini %20
azaltir. Ancak, kadinlarda oldugu gibi trabekiila kayb1 s6z konusu ise kuvvette gozlenen

azalma %70 kadardir (34,44-47).

2.2.3. Kemik Biyomekaniginde Kullanilan Test Yontemleri

Kemige uygulanan kuvvet, uygulama yoniine bagh olarak; germe, sikistirma,
makaslama veya anilan kuvvetlerin belirli derecede kombinasyonlar:1 seklinde olabilir.
Bu kuvvetlerin dokuda olusturdugu stres nedeniyle kiriklar olusur. Kemigin mekanik
davranig1 ekstrinsik ve intrinsik dzelliklerinin saptanmasi ile ortaya ¢ikarilabilir. Bunun
icin birbirinden farkli mekanik Ozelliklere sahip cesitli test metotlar1 gelistirilerek
kemigin uygulanan kuvvete karsi verdigi cevaplar saptanabilir. Germe, sikistirma,
burma ve egme testleri kemik biyomekaniginde konvansiyonel olarak kullanilan test
yontemleridir (21,23).
A)Germe Testi (Tensile Testing): Germe testi, kemigin mekanik 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanilan en etkin yontemlerden biridir. Bu yontem ile hem kortikal
hem de trabekiiler kemik test edilebilir. Germe testinde kullanilacak kemik ornekleri,
genellikle 15-25 mm uzunlugunda ve en az 4-8 mm genisliginde (6zellikle trabekiiler
kemik oOrnekleri i¢in) hazirlanmalidir. Bu degerlerden biiyiik 6rneklerin hazirlanmasi

germe testinin yararliligmi kisitlar. Bu kisitlama 6zellikle trabekiiler kemigin mekanik
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Ozelliklerinin belirlenmesinde sikint1 yaratir. Yontemde uygulanan germe kuvveti,
kemigin uzun ekseni boyunca uzamasina neden olur. Olusan gerilme transvers kesit
alanda makaslama bileseni igermez, uygulanan kuvvet esleniginde egme momenti
olusturmaz ise germe testi en etkin 6l¢iim standardina ulasir (19,33,35).

B) Sikistirma Testi (Compressive Testing): Sikistirma testi, goreceli olarak daha kii¢iik
kemik Orneklerinin ¢alisilmasina izin veren bir test olmasina ragmen, dogrulugu germe
testine gore diisiiktiir. Trabekiiler kemigin mekanik 6zelliklerinin saptanmasinda tercih
edilen bir yontemdir. Germe testi ile karsilastirildiginda gézlenen 6nemli dogruluk
hatalarina ragmen, sikistrma testi bir¢cok avantaja sahiptir. En Onemli avantaji,
hazirlanan drneklerin germe testine gore daha kiigiik olmasidir. Ikinci olarak, drnek
hazirlama prosediirii germe testi kadar kompleks degildir ve vertebra gibi bazi anatomik
yapilarin mekanik Ozelliklerinin belirlenmesinde son derece yararlidir. Trabekiiler
kemik Orneklerinde sikigtirma stresinin hesaplanmasi, trabekiiler mikroyap1 nedeni ile
oldukea karigiktir. Normalde stres, uygulanan kuvvetin 6rnegin kesit alanina orani ile
elde edilir. Fakat bu esitlik trabekiiler kemik 6rnekleri i¢in uygulandiginda hesaplanan
stres gergek degerin ancak %30’u kadardir (19,33,47—49).

C)Burma Testi (Torsion Testing): Kemigin egme testinden sonra bir biitiin olarak
kullanildig1 diger bir test yOntemidir. Daha c¢ok biiylik kemiklerin mekanik
Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilir. Kirik iyilesmesi, kemik defektleri veya kemik
doku nakillerinin (bone graft) mekanik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde tercih edilir.
Kemigin ug bolgeleri genellikle defektlerden veya graftlerden uzak bolgelerde yer alir.
Burma testi kemigin u¢ kisimlarma yiik uygulama imkani tanir. Burma testinde kemik
paralel kuvvetlerin etkisi altinda kalir. Bu nedenle, burma testi ile kemigin makaslama
stresine karsi verdigi mekanik cevap kaydedilir (19,33).

D) Egme Testi (Bending Testing, Flexural Loading): Egme testi, fare, sigan ve kobay
gibi deney hayvanlarma ait uzun kemiklerin mekanik ozelliklerinin belirlenmesinde
kullanilan 6nemli bir testtir. Egme testinde kemik bir biitiin olarak kullanilir. Doku iki
mesnet (destek) noktasi lizerine sabitlenir ve yiik, doku yiizeyine dik gelecek sekilde
uygulanir (Sekil 2.4 A ve B). Yiikiin bu pozisyonu nedeniyle kemik egilir ve belirli bir
stire sonunda kirilir. Egme nedeni ile kemigin bir yiiziinde germe, diger yiiziinde

sikigtirma stresi gozlenir. Kemik sikistirma stresine germeye nazaran daha dayanikhidir.
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Bu nedenle, egme testinde kirik genellikle germe stresinin olustugu ylizeyde gozlenir
(19,33).

Egme testinde stresin olusmadigi tek bolge notral eksendir ve eksen boyunca
stres sifirdir. Notral eksenden kemik yilizeyine cikildik¢a stres artar ve ylizeyde
maksimum degerine ulasir (Sekil 2.5). Egme testinde yiik, ii¢c nokta veya dort nokta
olmak {izere iki sekilde uygulanir (Sekil 2.4 A ve B). Ug nokta egme testi (TPBT)
kemigin orta kisminda yliksek makaslama stresi olusturabilir. Bu durum goézlenen
egilmenin makaslama ve egme streslerinin belirli oranlarda katilimiyla olustugunu
gosterir. Ideal kosullarda bdyle bir etkilesim istenmez. Makaslama stresini ihmal
edilebilecek seviyelere ¢ekmek i¢in materyalin uzunluk/kalinlik oraninmn en az 20:1
olmasi gerekir. Ancak kemirgenlerde bu deger, istenen oranin yarist (10:1) kadardir. Bu
nedenle, TPBT ile kemirgenlerden elde edilen strain gercek degerinden yiiksek,
esneklik katsayisi ise diisiiktiir (19,33).

prot =2

- ) bt : L
A B

Sekil 2.4. Egme testinde uygulanan yiikleme gesitleri A) Ug nokta egme testi B) Dért nokta egme testi
(33)

Basarili ve dogrulugu yiiksek bir TPBT uygulamasi ig¢in, mesnet noktalari
arasindaki mesafe (L; uzunluk/kalinlik oranmni yansitir) onemli bir degiskendir.
Kemirgenlerde mesnet noktalar1 arasindaki mesafenin kemigin orjininine ve geometrik
ozelliklerine gore belirlenmesi, makaslama stresini azaltmanmn On sartidir.
Kemirgenlerden alinan TPBT kayitlarinda L mesafesi yaklasik 15 mm alindiginda
gozlenen biikiilmenin biiyiik oranda (%85-90) egme stresi nedeniyle olustugu

gosterilmistir (19).
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Sekil 2.5. Kemik kiitlesinin notral eksene uzakligi (c) (33)

Dort nokta egme testi yik uygulama paterni nedeniyle makaslama stresi
olusturmaz. Bu durum; ancak, her noktaya esit yiikk uygulandiginda saglanabilir.
Diizenli geometriye sahip orneklerde bu esitlik korunurken, kemigin bir biitiin olarak
test edildigi durumlarda korunamaz. Bu nedenle, femur ve tibia gibi asimetrik
kemiklerin mekanik Ozelliklerinin saptanmasinda TPBT daha cok tercih edilen bir
yontemdir (19,33).

Sekil 2.4 A ve B’de verildigi gibi li¢ ve dort nokta egme testlerine maruz
birakilan bir kemige ait stres (op) Ve strain (g,) sirastyla denklem 2.1 ve denklem 2.2’te
verildigi gibi hesaplanabilir. Denklemde, F uygulanan kuvveti, L mesnet noktalar
arasindaki mesafeyi, a yiik kolunun destek noktasina uzaklhigmi, ¢ kemik kiitlesinin
notral eksenden uzaklhigini (Sekil 2.5), | nétral eksen etrafindaki atalet momentini ve d

deformasyonu ifade etmektedir.

Denklem 2.1. Ug nokta egme testlerine ait stres ve strain denklemleri (33)

L-c ) 12-¢
Stres (o,) = F+ (E);Stram () =d- ( Iz )

Denklem 2.2. Dort nokta egme testlerine ait stres ve strain denklemleri (33)

Stres (ap) = F - (%);Strain (,) =d - (m)
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E) Diger Test Metotlar1: Konvansiyonel mekanik testlerin disinda; indentasyon testi, saf
makaslama testi, yorgunluk testi, akustik testler, mikro- ve nanotestler olmak tizere
cesitli test metotlar1 da kullanilmaktadir. Bu testler konvansiyonel testlere gore daha

az kullanilan ve daha 6zellesmis testlerdir (19,33).

2.2.4. Biyomekanik Testlerde Giivenilirlige Etki Eden Faktorler

Dondriin yas1 ve genel saglik durumu ile kemigin mekanik 6zellikleri arasinda
yakm Dbir iliski bulunur. Bununla birlikte, kemik 6rneklerinin preperasyonu ve saklama
kosullar1 da kemigin biyomekanik 6zelliklerini dogrudan etkiler. Dokuda izolasyonu
takip eden saatler i¢inde otoliz baglar. Bu durum kemigin biyomekanik parametrelerini
olumsuz yonde etkiler. Kemik preperasyonunda dokunun hidrasyonu ve testin
yapilacagi ortamin sicakligi ayrica degerlendirilmesi gereken diger onemli faktorlerdir.
Bunun birlikte, dokunun mekanik karakteri yiikiin (kuvvetin) uygulanma hizi (strain
rate) ile de yakindan iliskilidir (19,33).
A) Hidrasyon: Kemigin dehidrasyon ile birlikte esneklik katsayisi ve maksimum
dayanimi genellikle artarken, dayanikliligi azalir. insan femur kemiginin bir biitiin
olarak test edildigi bir ¢alismada, dehidrasyon nedeniyle esneklik katsayisinda %17,
maksimum germe dayaniminda ise %31°lik bir artis gostermistir. Ancak, bu iKi
parametrenin aksine dayanikliligin %55 azaldigi saptanmistir. Bu nedenle, biyomekanik
testlerde dogrulugu yiiksek sonuglar elde etmek igin, dokunun sivi dengesinin
korunmasi Oonemli bir faktér olarak karsimiza c¢ikar. Bunun i¢in kemigin deney
stiresince fizyolojik saline yerlestirilmesi veya fizyolojik salin ile 1slatilmig gazli bezlere
sarilmas1 gerekir (19,33).
B) Sicaklik: Dogada bulunan bir¢ok biyolojik materyalde oldugu gibi kemigin mekanik
ozellikleri de ortam sicakligindan etkilenir. Mekanik 6zelliklerin dl¢limiinde elde edilen
sonuglarin yiiksek giivenilirlikte olmasi isteniyorsa, kemik ornekleri 37°C’de test
edilmelidir. Ancak bu durum, testin uygulanma kolayligi agisindan uygun olmayabilir.
Deneylerin oda sicakhginda (23°C) yapilmasi esneklik katsayisinda yaklasik %2-4’liik
bir artisa neden olur. Bu &l¢iim hatas1 37°C ile karsilastirildiginda, yorgunluk testi

haricindeki diger tiim mekanik testlerde, ihmal edilebilecek kadar kiigiiktiir. Oda
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sicaklig1 oldukga degiskendir. Oda sicakliginin test esnasinda siklikla kontrol edilmesi
olas1 6l¢tim hatalarini en aza indirger (19,33).

C) Yiikleme Hizi (Strain Rate, Loading Rate): Kemik farkli yiikleme hizlarinda farkli
mekanik 6zellikler gosterir. Kemik hem kat1 hem de siv1 6zellige sahip viskoelastik bir
materyaldir. Viskoelastisite kemigin zamana bagli mekanik ozelliklerini yansitir.
Aslinda kemik doku sahip oldugu sivi karakter nedeniyle sabit bir yiik altinda akma
egilimi (burada ifade edilen egilim suda gozlenen akma egilimine benzetilebilir)
gosterir. Yikleme hizi arttirildiginda, akis igin gereken zaman azalarak materyalin
esneklik katsayisini arttirrken, maksimum straini azaltir. Diisiik hizlarda kemikte
gozlenen elastik deformasyon fark edilebilecek miktarda degildir, ancak, kemik viskoz
bir siv1 gibi akar. Yiiksek hizlarda ise ayni kemik kirilgan elastik bir kat1 gibi davranir.
Kuru kemik, viskdz dogasmni kaybederek, ideal bir yay gibi davranir. Hidrate kemik ise
uygulanan kuvvete, yiikkleme hizina bagl olarak, direng gosterir. Olusan enerjiyi
absorbe edebilir. Biyomekanik testlerde dokunun fizyolojik dogasina uygun bir
yiikkleme gergeklestirebilmek igin yiikleme hizmnin 0,01/s ve 0,08/s araliginda olmasi
gerekir. Bu deger skalasi farkli bedensel hareketler nedeniyle donére ait kemigin dogal

yasam siirecinde karsilastig1 yiikleme hizlaridir (19,22,33).

2.3. Osteoporoz

Osteoporoz (OP), diisik kemik kiitlesi (kemik kaybi) ve kemik giiclindeki
azalma ile birlikte kemik mikromimarisinin bozulmasi sonucu kemik kirilganligmnin ve
kirik riskinin arttig1 sistemik bir hastaliktir. OP kemigin dayanikliligini azaltarak,
kirilganhigi arttrmakta ve giinliik aktiviteler sirasinda karsilasilan minimal travmalar
kiriklarin olugsmasina yol agmaktadir. Pik kemik kiitlesi ve OP-nedenli kiriklar arasinda
gliclii bir iligki bulunur. Kemik kiitlesi intrauterin hayattan 20°li yaslara kadar devam
eden siiregte pik noktasina ulasir. 30’lu yaslarin sonlarindan itibaren her iki cinsiyette de
kemik kaybi baglar. Ozellikle kadinlarda menopoz sirasinda &strojen eksikligi nedeniyle
gozlenen kemik kaybi1 ilk 5-10 yil olduk¢a hizlidir. Daha sonraki siiregte yavaglayan bir
kaybr s6z konusudur. Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation, WHO)
verilerine gore, ortalama yasam siiresinin artigtyla birlikte kiriklarla iligkili mortalite

(6liim orani), morbidite (hastalik hali veya hastaliga yakalanan kisi sayisi) ve tedavi
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maliyetleri acisindan degerlendirildiginde OP 6nemli bir halk sagligi problemi olarak
kabul edilir. Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yapilan epidemiyolojik
calismalarda 50 yas ve ilizeri 10 milyon kiginin (8 milyon kadin, 2 milyon erkek)
OP’den etkilendigi ve bu saymnm 2020 itibariyle 14 milyonu bulacagi tahmin
edilmektedir. Ayrica, tiim diinyada 200 milyon OP’li kadin oldugu ileri siiriilmektedir.
(22,25,50-58).

2.3.1. Osteoporoz Siniflandirmasi

WHO 1996 yilinda OP’da kemik mineral yogunlugu (BMD) ve kirik varligini
temel alan bir dizi kriteri “osteoporozda tani kriteri” olarak a¢ikladi. Giiniimiizde halen
OP tanisinda kullanilan bu kriterlerde;

e Geng erigkine gore BMD’nin 1 standart sapmanin (SD) altinda olmasi, Normal
e BMD’nin geng¢ eriskine gore -1 SD ile -2,5 SD arasinda olmasi, Osteopeni
(Diisiik Kemik Kiitlesi)
e BMD’nin geng eriskine gore -2,5 SD’den fazla olmasi, Osteoporoz
e BMD’nin geng erigskine gore -2,5 SD’nin iizerinde olmasi ve ek olarak bir veya
daha fazla kirik saptanmasi, Yerlesik Osteoporoz
olarak tanimlandi (51).

OP, yas, lokalizasyon, tutulan kemik doku, etiyolojik koken ve histolojik
goriiniime gore degisik agilardan smiflandirilabilir (Cizelge 2.2). Her siniflandirma
digerinden farkli avantajlara sahiptir. Ancak bu smiflandirmalardan en yaygin olani
etiyolojiye gore yapilan siniflandirmadir.

A) Birincil (Primer) Osteoporoz: Primer OP’nin kdkeninde hastaliga neden olabilecek
bilinen bir hastalik veya faktor yoktur. Primer OP kendi iginde “Postmenopozal OP (Tip
| OP)”, “Senil OP (Tip Il OP)” ve “Idiyopatik OP” olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilir.
Ayrica idiyopatik OP, juvenil ve eriskin OP olmak {izere iki alt grupta incelenir
(Cizelge 2.2).

1. Postmenopozal OP (Tip I OP): Postmenopozal OP’de gozlenen kemik kaybinda
temel neden kadinlarda menopozla gelisen Ostrojen eksikligidir. Postmenopozal OP’de
PTH salinimi azalirken, kalsitonin salinimi artar. Vitamin D yapimi ve barsaktan emilen

Ca miktar1 azalir. Cogunlukla 55-75 yas araligindaki kadinlarda goriiliir. Kadin-erkek
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orani 6:1°dir. Kayip 6zellikle trabekiiler kemikte gozlenir. Artan yasla birlikte normal
kemik kayb1 yillik ortalama %0,25—1 civarindadir. Ancak bu oran premenopozda %2—
3’tlir. Kadinlarda kemik kaybinin %751 ilk 15 yil i¢inde gergeklesir (26,52,59,60).

Cizelge 2.2. Degisik agilardan yapilan osteoporoz smiflandirmasi (51)

Yasa gore
v Juvenil OP
v Eriskin OP
v" Senil OP
Lokalizasyona gore
v' Genel OP

v' Bolgesel OP
Tutulan kemik dokuya gore
v Trabekiiler OP
v Kortikal OP
Etiyolojiye (neden) gore
v Primer OP
» Postmenopozal OP (Tip | OP)
>  Senil OP (Tip Il OP)
> Idiyopatik OP
e Juvenil idiyopatik OP (1JO)
e  Eriskin Idiyopatik OP
v Sekonder OP (bakiniz gizelge 2.3)
Histolojik goriiniimiine gore
v' Hizli kemik déngiilii OP
v" Yavas kemik déngiilii OP

OP: Osteoporoz

2. Senil OP (Tip Il OP): Yaslanmaya bagli olarak gelisen OP g¢esididir. Yaslilikla
birlikte kemik yenilenmesi ile deride vitamin D yapimi azalir ve barsaklardan kalsiyum
emilimi bozulur. Buna bagli olarak PTH ve ALP kismen yiiksektir. Cogunlukla 70-85
yas araligindaki kadin ve erkeklerde goriiliir. Kadinlarda prevelans 2 kat fazladir. Yavas
kemik kayb1 ile karakterizedir. Kayip, kortikal ve trabekiiler kemikte gozlenir. Ancak,
kortikal kemikte kayip daha 6n plandadir (26,61-69).

3. Idiyopatik OP: idiyopatik OP diger OP cesitlerinden farkli 6zellikler tasir. Juvenil ve
erigkin olmak tizere iki tipi vardir. Juvenil idiyopatik OP (1JO), olduk¢a nadir goriilen

ve genellikle 8-14 yas araligindaki g¢ocuklar etkilenir. Kalitimsal olup olmadigi
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bilinmemekle birlikte her iki cinsiyette de goriilebilir. Hastalik akut seyirlidir ve puberte
ile birlikte diizelir. Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte yiiksek kemik dongiisii
ile karakterizedir. Kalsitonin ve vitamin D yetersizliginin 1JO patogenezinde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Eriskin Idiyopatik OP de 1JO gibi nadir goriiliir. Kadinlarda
dogumu takiben goriilebildigi gibi premenopozda da gelisebilir. 23-86 (ortalama yas
60) yas araligindaki erkeklerde kadinlara oranla daha sik karsilagilir. Senil OP ile i¢
icedir. Etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, diistik kemik yapim hizi ve
osteoblastik fonksiyonlar rapor edilmistir (70-76).

B) Ikincil (Sekonder) Osteoporoz: OP’da gdzlenen kemik kayb1 dogal menopozal siireg
(6strojen eksikligi) veya yaslanmanm bir pargasi oldugunda primer OP, bunlarin disinda
yasam big¢imi, endokrin, hipogonadal, gastrointestinal, hematolojik, romatolojik ve bazi
kronik hastaliklarla medikal ilaglar gibi ¢esitli faktorlere bagl oldugunda sekonder OP
olarak adlandirilir (Cizelge 2.3). Kadmlarda gozlenen kemik kaybmin %80’i primer OP
kaynaklidir ve bu oranin % 30’unda kemik kaybmni hizlandiran ikincil bir neden
bulunur. Her iki cinsiyette de gdzlenmesine ragmen erkeklerde prevelans %64 tiir.
Ancak son verilere gore, yas ve cinsiyetle iliskilendirilen primer OP’nin aksine
sekonder OP’de g6zlenen prevelanslarin sirasiyla erkeklerde %21, kadnlarda ise %17,5

oldugu saptanmustir (77-82).

2.3.2. Osteoporozda Kullanilan Tam ve Takip Yontemleri

OP’un tam1 ve tedavisinde temel amag¢ kemik kiriklarinin onlenmesidir. Bir
kirigin olusup/olusmamasimi belirleyen faktorler uygulanan kuvvetin biiyiikligi ve
kemigin bu kuvvete gosterdigi direngtir. Kirik olusumu OP’nin kesin tanisidir ve bunun
disinda kalan tiim yontemler kemik direncinin sekonder belirtecleridir. Bir¢ok hastalikta
oldugu gibi OP’nin tan1 ve degerlendirilmesinde de Oykii, fizik muayene ve klinik

bulgularm yan1 sira radyolojik goriintiileme ve biyokimyasal tan1 yontemlerinin 6nemli

bir yeri vardir (83,84).
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Cizelge 2.3. Sekonder osteporoz nedenleri (79-81)

Yasam Bicimi ve/veya Beslenme
v Agin protein tiiketimi
Alkolizm
Sigara kullanimi1
A vitamini fazlalig
Vitamin D eksikligi
Kalsiyum eksikligi
Magnezyum eksikligi
Fiziksel aktivite eksikligi
Asir1 egzersiz
Uzun siire immobilizasyon
Endokrin Hastaliklar
Akromegali
Adrenal yetersizlik
Cushing sendromu
Addison hastalig
Tip | diyabetes mellitus
Hipertiroidizm
Hiperparatiroidizm
Hipopitiiitarizm
Gebelik ve laktasyon
Hipogonadal Durumlar
Androjen duyarsizlig
Anoreksia nervosa/bulimia
Amenore
Hiperprolaktemi
Panhipopituitarizm
Prematiir menopoz
Turner sendromu
Kleinfelter sendromu
Sistemik ve Metabolik Hastaliklar

AN N N N NN

AN

YRR N NN NENEN

LA RE <

\

v Kronik obstruktif akciger hastaligi

v’ Psériyazis (Sedef hastaligi)

v Kronik metabolik asidoz
Gastrointestinal Hastaliklar

v Gastrektomi

v'  Inflamatuvar barsak hastaliklar1

v" Malabsorbsiyon

v' Colyak hastaligi

v Primer biliyer siroz
Romatolojik Hastaliklar

v" Ankilozan spondilit

v" Romatoid artrit

AN N NN

SN NE NN NN

\

\

AN N N N N SR N NN

S
0=
S <

SN NE NN N NN

Hematolojik Hastalhiklar

Orak hiicreli anemi
Talasemi

Hemofili

Multiple miyeloma
Losemi ve lenfomalar
Sistemik mastositozis

Genetik Hastaliklar

Ehlers-Danlos sendromu
Glikojen depo hastaliklari
Gaucher hastalig1
Hemokromatozis
Homosistiniiri
Hipofosfatazya

Marfan sendromu
Osteogenezis imperfekta

Medikal ilaclar

Antikoagiilanlar (Heparin ve varfarin)
Antikonviilzanlar

Glukokortikoidler

Sitotoksik ilaglar

Ditiretikler

Antiepileptikler

Metotreksat

Siklosporin A

Asirt tiroid replasmani

Alkilleyici kemoterapétik ajanlar
Gonadotropin-serbestleyici hormon
agonisti

Selektif serotonin geri alim inhibitorleri

Baryatrik operasyon

Organ transplantasyonu

Son donem bobrek yetmezligi
Konjestif kalp yetmezligi
Amiloidozis

Sarkoidozis

Amfizem

Parenteral nutrisyon
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2.3.2.1. Radyolojik Goriintiileme Yontemleri

OP’nin tan1 ve takibinde kullanilan radyolojik goriintiileme yontemleri (Cizelge
2.4) ile kemik kaybmin hizi, derecesi, kirik riski, kiriklarin yeri ve tipi belirlenebilir,
kemik kaybi takip edilebilir ve uygulanan tedavinin etkinligi izlenebilir. OP’nin tan1 ve
takibinde BMD 0nemli bir parametredir, kemik giicii ile gii¢lii bir korelasyon gdsterir ve
kirik riskinin 6nemli bir belirtecidir. Ancak, kemik giicli sadece BMD ile degil, bunun
yaninda kemigin mikromimarisi (kemik kalitesi) ile de yakindan iliskilidir. Bu nedenle
tan1 ve takipte giliniimiiz goriintiileme yontemleri ile kemigin kantitatif (BMD
Olgtimleri) ve kalitatif (kemigin makro- ve mikromimarisi) 6zellikleri belirlenmeye
caligilir (83-86).

Kemigin kantitatif ve kalitatif Ozelliklerinin belirlenmesinde ¢izelge 2.4°te
verilen yontemlerden bazilarinin (¢izelge 2.4’te “*” ile isaretlenmistir);

v Klinik agidan uygulama kolayligy,

Kullanim amaci (deneysel veya klinik uygulama),
Sahip oldugu radyasyon cinsi ve uygulama dozu,
Duyarlilik ve dogruluk ytizdeleri,
Uygulama maliyetleri,

Olgiilen kemik tipi,

AN NN N SN

Olgiimii alinan anatomik yer,
v Olgiim siiresi

gibi ¢esitli nedenlerle diger gériintiilleme yontemlerine gére kullanim alan1 daha genistir.
Bununla birlikte bu goriintiileme tekniklerinden bazilar1 klinik agidan son derece
onemlidir  (Cizelge 2.4). Ancak, bu yontemlerden Cift Enerji X-15mi
Absorpsiyometri’nin (DXA) ayr1 bir yeri vardir. Kantitatif 6lglimlerde yaygin olarak
kullanilan goriintiileme teknikleri ve bu tekniklerin genel oOzellikleri ¢izelge 2.5°te
Ozetlenmistir.

A) Cift Enerji X-1511 Absorbsiyometri (DXA, DEXA): Diger yontemlere gore BMD
Olctimlerinde en sik kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen yontemdir. Temelde,
kemik dokunun yapisal 6zelliginden faydalanir. Hatirlanacag tizere kemik matriks T1C
ve hidroksiapatit kristallerinden olusur. Kristal yapisinda bulunan kalsiyum diger

matriks elemanlarina (T1C ve matriks proteinleri) gore daha fazla radyasyon absorbe
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Cizelge 2.4. Osteoporoz tan1 ve takibinde kullanilan radyolojik goriintiileme yontemleri (83-86)

Konvansiyonel Radyografi*

Radyogrametri

Fotodansitometri (Radyografik Absorbsiyometri
Kompiiterize Dijital Absorbsiyometri

Tek Foton Absorbsiyometri*

Cift Foton Absorbsiyometri*

Tek Enerji X-151n1 Absorbsiyometri

Cift Enerji X-1511 Absorbsiyometri (DXA, DEXA)*
Kantitatif Ultrason*

Kantitatif Kompiiterize Tomografi*

Periferik Kantitatif Kompiiterize Tomografi
Manyetik Rezonans Goriintiileme*

Notron Aktivasyon Analizi

Proton Aktivasyon Analizi

Scanning Slit Fluografi

Compton Scattering

Kemik Sintigrafisi

* Diger goriintiileme yontemlerine gére kullanim alan1 daha fazla olan teknikler

Cizelge 2.5. Kemik mineral yogunlugu 6l¢iim tekniklerinin genel ézellikler (83)

b ik Dosruluk Radyasyon
Teknik  Olgiim yeri Olgiilen 1;1):1:15111 (1)1%1::: = Maliyet
sumy kemik tipi % % Olg¢iim Absorbe ($)
(%) (%) siiresi  edilen doz
(dakika) (mrem)
SPA Radius int I 1-2 4-6 10 510 50-75
Kalkaneus ntegra 1-2 4-6 10 B 5-10
DPA Vertebra . 2-4 5-10 20-30
Femur Integral 35 510 90-30 5-10 150-200
DXA AP-Vertebra 1-2 4-8 5-10 2-4
Lat-Vertebra 5-10 15-20 5-10 6-10
Femur Integral 1-2 48 5-10 g  190°200
Tum Vicut <1 1-2 20 6-10
QCT  Vertebra  Trabekiller ¢ 36 15 100-1000  300-400
Kortikal
QuUS Kalkaneus Integral 2-4 2-4 35 — 50-75

SPA: Tek Foton Absorbsiyometri, DPA: Cift Foton Absorbsiyometri, DXA: Cift Enerji X-1sm
Absorbsiyometri, QCT: Kantitatif Kompiiterize Tomografi, QUS: Kantitatif Ultrason, $: Amerikan Dolar1
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eder. Kemigin bu 6zelligi DXA kullanilarak alinan BMD o6l¢iimlerinde 6nemli bir
faktordiir. Yontemde radyasyon kaynagi olarak ¢ift enerjili, yiiksek (>70 eV) ve disiik
(30-50 eV) X-ismi diireten rontgen tipl kullanilir. Cift enerjili X-1smlar1 6nce
absorbsiyon materyalinden, sonra hasta veya 6rnege ait dokudan geger. Alinan sonuglar
absorbsiyon materyalinden aliman degerlerle oranlanarak BMD sonuglar1 elde edilir.
BMD, kortikal ve trabekiiler kemik ayrimi yapilmadan bir biitiin olarak &lgiiliir. Ol¢iim
tim viicut yapilabildigi gibi lumbar vertebra, kalga ve 6n koldan da yapilabilir.
Kalgadan alman ol¢timlerde DXA’nin giivenilirligi %90’1in {izerindedir. OP’nin en
belirgin komplikasyonu kalga kirigi olmasi ve bu bolgenin diger bélgeler i¢in kirik
riskini de ortaya koymasi nedeniyle DXA, femur BMD o6l¢iimlerinde altin standarttir.
BMD, kemik mineral igeriginin (BMC) tarama alanina bdliinmesi ile bulunur ve
gricm? olarak ifade edilir. BMC taranan alandaki kemik mineral miktarini, BMD ise bu
alandaki kemik yogunlugunu ifade eder. Bu nedenle, 6l¢iim sonuglarint BMD cinsinden
vermek BMC’ne gore dogrulugu daha yiiksek sonuglar verir. Klinik uygulamalarda
DXA sonuglar1 T skoru ([Olgiilen BMD degeri — geng eriskin ortalama BMD] / geng
eriskin standart sapmasi) ve Z skoru ([Olgiilen BMD degeri — ayn1 yas grubunun
ortalama BMD degeri] / popiilasyonun standart sapmasi) olarak adlandirilan iki
parametre ile yapilir. DXA yontemi kullanilarak alinan BMD o6l¢iimleri sadece Kklinik
kullanimda degil hayvan modellerine dayanan deneysel arastirmalarda da en ¢ok tercih
edilen yontemdir. Gerek anestezi altindaki hayvanlarda gerekse diseke edilmis kemik
orneklerinde 6l¢tim alinabilir (18,22,35,83-99).
Avantajlart: Duyarliligi, dogrulugu ve ¢oziiniirliigii yiiksektir. Olgiim siiresi 3—7
dakikadir (83-86,100).
Dezavantajlar: Kortikal ve trabekiiler kemigi ayirt edemez. 65 yas iistii hastalarda
olusan dejeneratif kemik lezyonlar1 nedeniyle lumbar vertebra Olgtimleri zordur.
Obezlerde yontemin dogrulugu azalir. Referans degerler iilkeden iilkeye farklilik
gosterir (83,101-103).

2.3.2.2. Biyokimyasal Tam1 Yontemleri
Son yirmi yilda teknolojik yeniliklerle birlikte gelistirilen biyokimyasal analiz

yontemleri kemik metabolizmasinda Kullanilan biyokimyasal belirteglerin  klinik
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uygulamalarda énemli bir yer edinmesini saglamistir. Iskelet sistemi hastaliklarinm tani
ve takibinde kemigin yapim-yikim dongiisiine ait biyokimyasal belirte¢ler kullanilir.
Saglikli bir kemikte yapim ve yikim bir denge igindedir. Aralarinda OP’nin de
bulundugu birgok iskelet sistemi hastaliginda kemik yikimi yapimim Oniine gecerek
dongii hizint arttirir. Bu artis kemik kaybia neden olarak kirik olugma riskini yiikseltir.
OP’nin tan1 ve takibinde genellikle DXA ile elde edilen BMD sonuglar1 kullanilir.
Klinik uygulamalarda kullanilan biyokimayasal belirteglerle BMD’den bagimsiz olarak
kirik olusma riski belirlenmeye ¢alisilir. Gerek biyokimyasal belirtecler gerekse BMD
kemik giiclinii yansitmakta yetersiz kalir. Ancak, kemik yapim-yikim dongiisiiniin
belirtecleri kemigin yapim ve yikim yoniindeki dinamik yapisini ortaya ¢ikartmasi
nedeniyle ¢ogunlukla uygulanan tedavinin etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilir
(34,104-108). Cizelge 2.6’da kemik yapim-yikim dongiisiinde kullanilan biyokimyasal
belirtegler ve bu belirteglerin  belirlenmesinde kullanilan Glgiim  yontemleri

gosterilmistir.

Cizelge 2.6. Kemik yapim-yikim déngiistiniin biyokimyasal belirtegleri (34,104,106)

Belirtecler Ornek Yontem*

Kemik Yapim Belirtecleri

Osteokalsin (OCN) Serum RIA,ELISAECLIA
Prokollajen tip 1 C-terminal propeptid (PICP) Serum ELISA

Prokollajen tip 1 N-terminal propeptid (PINP) Serum RIA

Kemige spesifik alkalen fosfataz (BSAP) Serum ELISA,IRMA,

Elektroforez
Kemik Yikimi Belirtecleri

Tip 1 kollajen gapraz bagli N-telopeptid (NTX) Idrar, serum ELISA

Tip 1 kollajen gapraz bagli C-telopeptid (CTX) Idrar (ap & oo formu) RIA,ELISAECLIA
Serum (B formu) RIAELISA,ECLIA

Serbest ve peptid bagli deoksipiridinolin (fDPD,DPD)  Idrar, serum ELISAHPLC

Serbest ve peptid bagli piridinolin (fPYD,PYD) Idrar, serum ELISAHPLC

Osteoklastlara spesifik 5b izoform tartarat direngli asit Serum, plazma Kinetik, ELISA

fosfataz (TRAP-5b)

*ELISA: Enzim bagli immunosorbent yontemi, RIA: Radyoimmun yontemi, HPLC: Yiiksek performansh
likit kromatografi, ECLIA: Elektrokemiluminesans yontemi, IRMA: Immunoradyometrik assay

Kemik yapimini gosteren biyokimyasal belirtecler cogunlukla TI1C sentezi

sirasinda olusan iriinlerdir (Prokollajen Tip 1 C ve N propeptidler). Bir kismi da
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osteoblastogenezis sirasinda aktif osteoblastlar tarafindan salgilanan matriks
protenleridir (OCN, ALP). Kemik yikim belirteclerinin biiyilk bir kismm TI1C
degradasyonu sonucu a¢iga ¢ikan {riinlerdir  (hidroksiprolin, piridinolin,
deoksipiridinolin, T1C ¢apraz bagl C ve N telopeptidler). Bir kismi da nonkollajenize
kemik matriks proteinlerinden (BSP, OCN parcalar1) ve osteoklastik enzimlerden
(tartarat direngli asit fosfataz, katepsin K) olusur. Kemik yapimini gosteren
biyokimyasal belirtegler serum ya da plasmadan alian 6rneklerde 6lgiilebilirken, kemik
yikimi belirtegleri hem serum hem de idrar O6rneklerinde degerlendirilebilir. Cizelge
2.7°de klinikte yaygin olarak kullanilan kemik yapim-yikim dongiisii belirteclerinin

genel 6zellikleri 6zetlenmistir.

2.4. Manyetik Alan

Uzayda iki nokta arasinda bir potansiyel fark olusturuldugunda serbest yiikler
elektriksel kuvvetlerin etkisiyle hareket ederler. Serbest yiiklerin bu hareketine “elektrik
akim1” adi verilir. Bir iletken iizerinden elektrik akimi gegirildiginde, iletkenin
cevresinde elektrik alan ve manyetik alan (MA) olusur. Bu alanlarin bilesimi
elektromanyetik alan (EMA) olarak adlandirilir. Giines, yildizlar ve yildirim dogal MA
kaynaklariyken, elektrikli ev aletleri, kablolar ve telekomikasyon cihazlar: vb. insan
yapimi1 MA kaynaklaridir.

MA’nin siddet, frekans ve dalga formu olmak {izere ii¢ temel bileseni bulunur.
MA siddeti Gauss (G) ya da Tesla (T) birimleriyle dl¢iilir (1 T = 10* G) ve eger
zamanla degisim gosteriyorsa AC, géstermiyorsa Sabit (statik) MA olarak adlandirilir.
Cevresel MA, 0-10%° Hz frekans araligindaki AC MA’dan olusur. Bu frekans araligi
elektromanyetik spektrum olarak da bilinir. Elektromanyetik spektrumun 0-300 Hz
araligi olduk¢a diisiik frekansli (ELF) alanlar olarak tanimlanir. Bunun yaninda,
spektrumun 10°-10'° Hz arahginda radyo dalgalari, 10'°-10"* Hz arahginda
mikrodalgalar, 10'2-10"° Hz araliginda kizilotesi, 10 Hz’de goriniir 151k, 10°-10%° Hz
araliginda ultraviole 1smlari, 10" ve iizerindeki frekanslarda ise X-ismlar1 ve gamma
1isinlar1 bulunur (109,110).
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Cizelge 2.7. Kemik yapim-yikim déngiistine ait biyokimyasal belirteglerin genel 6zellikleri

Belirtecler

Aciklama

Kemik Yapim Belirtecleri
Osteokalsin (OCN)

Prokollajen tip 1 C-terminal propeptid
(PICP)
Prokollajen tip 1 N-terminal propeptid
(PINP)

Kemige spesifik alkalen fosfataz (BSAP)

Kemik Yikimi Belirtecleri

Tip 1 kollajen ¢apraz baglh N-telopeptid
(NTX)

Tip 1 Kkollajen ¢apraz bagli C-telopeptid |

(CTX)

Serbest ve peptid bagli deoksipiridinolin
(fDPD, DPD)

Serbest ve peptid bagl piridinolin (fPYD,
PYD)

Osteoklastlara spesifik 5b izoform tartarat
direngli asit fosfataz (TRAP-5b)

OCN, matiir osteblastlar tarafindan sentezlenen en 6nemli nonkollajenize proteindir. Kemik yapimi sirasinda sahip
oldugu y-karboksiglutamik asit (Gla) rezidiisii ile kalsiyum baglayici protein olarak islev goriir. Anilan rezidi ile
hidroksiapatit kristallerine baglandigi ve boylece kristallere temas ettigi diistiniilmektedir. Primer olarak kemik
matrikste birikirken, ¢ok kii¢iik bir miktar1 dolasima katilir. Serum OCN, osteoblastik aktivitenin ve kemik yapim
hizinm hassas ve spesifik bir belirtegtir (111).

PICP ve PINP, osteoblastlar tarafindan sentezlenen prokollajen molekiillerinin C ve N terminallerinin
posttranslasyonel segmentasyonu sonucu olusurlar. Bu modifikasyon sonrasi T1C olusur. Primer olarak T1C sentez
hizin1 yansitir. Agirhikli olarak kemik dokudan orijin alirlar. PICP’nin serum yar1 omrii olduk¢a kisadir (6-8
dakika). Yar1 6miir ve klerens mekanizmalarmin farkliligindan dolayr PINP klinik kullanima daha uygundur
(degiskenlik < 3) (104,105,111,112).

Osteoblast kokenlidir ve osteoblastik aktiviteyi gosterir. Alkalen fosfataz enziminin kemige spesifik izoformudur.
Kemik yapimu sirasinda sekresyonu oldukga fazladir. T1C sentezi sirasinda agiga ¢ikar. Kalsiyum bagliyict protein

gorevi goriir. Bu nedenle, kemik mineralizasyonunda goérev aldigi diisliniilmektedir. Yar1 omrii 1-2 giindiir.
(104,105,112)

NTX ve CTX, kemik yikim1 sirasinda osteoklastik T1C degredasyonu sonucu olusan fragmentlerdir. Osteoklastik
T1C degredasyonu sadece kemikte gerceklestigi icin NTX ve CTX hassas ve kemige spesifik yikim belirtegleri
olarak kabul edilir. Ol¢iim ydntemlerinin basarisina bagli olarak NTX cogunlukla idrar érneklerinden 6lgiiliirken,
CTX (BP formu) serum Srneklerinde daha iyi sonuglar verir. Son yillarda, serum CTX’den idrar NTX’e gore daha
dogru ve giivenilirligi yiiksek sonuglar elde edildigi i¢in, serum CTX kemik yikim belirteci olarak daha 6n planda
yer almaktadir (104,106).

[ DPD ve PYD, kollajen molekiilleri arasinda yer alan kovalent ¢apraz baglardir. T1C yikimi sonucunda agiga gikar

ve dolasima salmir. DPD ve PYD idrarda hem serbest (fDPD, fPYD) hem de peptide bagli olarak (%60) bulnur.

{1PYD kemik haricinde bircok dokuda bulunur. DPY ise kemige daha spesifiktir. Son yillarda BSAP ve TRAP-5b

nedeniyle, kullanimi azalan ancak giiniimiizde yikim belirteci olarak kullanilan belirteglerdir (105-107).

[ Osteoklastlara spesifik bir enzimdir. Firgamsi kenar membraninda bulunur. Son yillarda, o6zellikle BMD ile

gosterdigi anlamli korelasyon nedeniyle yiiksek kemik dongiisiinii gosteren onemli bir parametre olarak kabul
edilmistir (104).
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MA’nin, en az siddet ve frekans bilesenleri kadar 6nemli bir unsuru da dalga
seklidir. MA dalga formu, kare ve liggen gibi temel dalga sekilleri olabildigi gibi puls
katarlar1 (belirli araliklarla kesilen MA yayilimi) seklinde de olabilir. Bu dalga formu
pulslu elektromanyetik alan (PMA) olarak adlandirilir. ELF alanlar noniyonize ve
dokuda anlamli 1s1 artisina neden olmayan radyo dalgalaridir. ELF PMA’nim terap6tik
etkileriyle ilgili ¢alismalarda asimetrik, bifazik, kuasi-rektengular veya kuasi-triangular
dalga formlari tercih edilir. FDA (United States Food and Drug Administration) kirikla
iliskili hastaliklarin tedavisinde etkin ve giivenli dalga sekli olarak kuasi-rektengular ve

quasi-triangular dalga formlarini 6nermektedir (110,113).

2.4.1. Manyetik Alan ve Biyolojik Etkileri

Canli doku iyonik yapis1 nedeniyle elektrik potansiyelleri liretmektedir. Bu
potansiyeller dokuda elektrik alan ve MA olugmasina neden olur. Canlilar sadece MA
iretmekle kalmayip ¢evredeki MA degisimlerini de algilayabilmektedir.

MA, etkiledigi bolgelerde siddetiyle orantili olarak elektrik alan olusturur.
Indiiklenen elektriksel potansiyel ve akim siddetleri sirasiyla Volt/metre (V/m) ve
Amper/metrekare (A/m?) olarak ifade edilir. MA’nin dokular iizerindeki etkileri
frekans, siddet ve dalga bi¢imine bagh olarak degisir. DC elektrik alan ve MA dokuda
sadece polarizasyona neden olurken, AC elektrik alan ve MA iyonlarda titresime neden
olur (113-115).

Gelisen modern teknolojiyle birlikte, elektrikli ev aletlerinin ve endiistriyel
cihazlarin yaygin kullanimi, toplumun EMA’lara her gegen giin daha fazla maruz
kalmasma neden olmaktadir. In vivo ve in vitro arastrmalar, biyolojik siireclerin
PMA’dan etkilendigini gostermektedir. Baz1 epidemiyolojik arastirmalar ELF EMA’nin
saglik agisindan zararl etkilerinin oldugunu iddia ederken, bazi arastirmacilar da doku
rejenerasyonu gibi alanlarda MA’nin olumlu etkilerinin oldugunu ileri slirmektedir
(116-121). Cizelge 2.8’de PMA’nin terapétik etkilerinin arastirildigi bazi ¢alismalar ve

bu ¢alismalarin sonuglar1 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.8. Manyetik alanin terapétik etkileriyle ilgili calismalar (113)

Hastahk Arastirmaci Etki
Kemik
Osteotomi Bassett ve ark.’lar1 Fibula onarim hizinda artig

Kemik Tyilesme
Bozukluklar1

Konjenital
Psodoartroz

Kemik Formasyonu
Osteoporoz

Kalga Artroplasti

Eklem
Eklem Bozuklugu

Romatoid Artrit

Osteoartrit

Rotator Cuff
Tendiniti

Lateral Epikondilit
Pelvik Agri

Bassett ve ark.’lar1

De Haas ve ark’lar1

Darendeliler ve ark.’lar1

Bassett ve ark.’lar
Heckmann ve ark.’lar1
Frykman ve ark.’lar1

Bassett ve ark.’lar1

Matsumoto ve ark.’lar1
Tabrah ve ark.’lar1

Kondrad ve ark.’lar1

Sanseverino ve ark.’lar1

Ganguly ve ark.’lar1

Pipitone ve ark.’lar1

Jacobson ve ark.’lar1

Binder ve ark.’lar1

Devereaux ve ark.’lar1

Jorgensen ve ark.’lar1

Osteogenez artisi, Fibula onarim
hizinda artis

Kemik onarim hizinda artis

Yeni kemik biiylimesinde artis

Osteogenez
Kemik iyilesmesinde artis
Skafoid kiriklarinda iyilesme

Konjenital psddoartroz iyilesmesi

Implant cevresinde artan kemik alani
Kisa siireli BMD artisi

Agr1  derecelendirme ve  kalca
hareketlerinde diizelme

Agr1 derecelendirmede azalma ve
eklem hareketlerinde diizelme

Agri, hassaslik, sislik ve eklem
hareketlerinde diizelme

Agr, sertlik ve fiziksel hareketsizlikte
diizelme

Agrida 6nemli derecede azalig

Agr derecelendirmede azalma ve aktif
alanda artis

Anlamli fark yok

Normal aktiviteye hizli doniis ve
cerrahi yaklagimi 6nleme
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

3.1.1. Anestezikler ve Soliisyonlar

v

NN

Ketamin HCI (Ketalar®, Eczacibasi Saglik Uriinleri San. Tic. A.S., Tekirdag,
Tiirkiye)
Xylazin HCI (Rompun®, Bayer AG, Leverkusen, Almanya)
Notral formalin
o Potasyum di-hidrojen fosfat (6.5 g; KH2PO4, Kat. No: 104873, Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya)
o di-Sodyum hidrojen fosfat (4 g; Na2HPO4, Kat. No: 106585, Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya)
o % 37’lik Formaldehit (100 cc; Kat. No: 103999.1000, Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya)
o Distile su: 900 cc
Serum fizyolojik (500 ml; NACL izotonik soliisyon, Barkod: 8699556690494,
Eczacibasi-Baxter Hastane Uriinleri San. ve Tic. A.S., Istanbul, Tiirkiye)
Poviiodeks Antiseptik (1000 ml, %10 Povidon-iyodin poli iyot kompleksi, |,
Kimpa Ilag¢ Lab. ve Tic. Ltd. Sti., Istanbul, Tiirkiye)
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA; Titriplex® III, Kat. No: 64271, Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya)
Etil alkol (Alkomed Kimya Koz.San.ve Dis Tic.Ltd.Sti, Istanbul, Tiirkiye)
Ksilol (Kat. No: GPS10041, Biostain Ready Reagents Ltd, Preston, Ingiltere)
Hemotoksilen (Kat. No: 105174.0500, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)
Eosin (Kat. No: 1.09844.1000, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)

Distile su

3.1.2.Kitler

v

Elecsys N-MID Osteokalsin kit (Kat. No: 11972111122, Roche Diagnostics,

Mannheim, Almanya)
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v' ELISA B-CrossLaps kit (Kat. No: E0892Ra, Uscn Life Science Inc., Wuhan,
Cin)

3.1.3. Alet ve Gerecler
v' Cerrahi Aletler
o Makas
= Vaskiiler Makas (Kat. No: 55.13.75, Medicon eG, Tuttlingen,

Almanya)
= Diseksiyon Makas1 (Kat. No: 04.32.14, Medicon eG, Tuttlingen,
Almanya)
o Holder (Kat. No: 10.00.11, Medicon eG, Tuttlingen, Almanya)
o Forceps

= Dressing Forceps (Kat. No: 06.00.16, Medicon eG, Tuttlingen,

Almanya)

= Doku Forcepsi (Kat. No: 06.05.11, Medicon eG, Tuttlingen,
Almanya)

= Diseksiyon Forcepsi (Kat. No: 06.01.86, Medicon eG, Tuttlingen,
Almanya)

= Laborde Trakeal Dilatér Forceps (Kat. No: TK29950-14, Tekno-
Medical Optik-Chirurgie GmbH, Tuttlingen, Almanya)
o Bistiiri (Plusmed No: 20, Trimpeks A.S., Istanbul, Tiirkiye)
Katkiit (USP 4.0 Catgut, Atramat, Aysen Medikal, Ankara, Tiirkiye)
Polipropilen iplik (USP 3.0, Atramat, Aysen Medikal, Ankara, Tiirkiye)
Standart Terazi (Tefal Ovelys,
Helmholtz bobin ¢ifti (ilfa Elektronik San.Tic.Ltd.Sti., Adana, Tiirkiye)
Gii¢ kaynag1 (I1fa Elektronik San.Tic.Ltd.Sti., Adana, Tiirkiye)
Faraday kafesi (90x90x55 cm)
Plastik kutu (27x12x19 cm; 2 Adet)
Teslametre ve Hall-effect prob (Sypris Model 6010, F.W. Bell, Orlando, FL,
USA)

NN N N N NN
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Hassas terazi (Sartorius TE214S, Data Weighing Systems Inc., EIk Grove, IL,
USA)

Analjezik hot plate test cihazi (MAY AHP 0603, Commat Ltd., Ankara,
Tirkiye)

Dual Enerji X-151m1 Absorbsiyometri cihazi (DXA; Norland XR-46, Norland
Scientific Instruments, Fort Atkinson, WI, USA)

Bilgisayarli tomografi cihazi (Toshiba Aquilion 64 Slice CT, Toshiba American
Medical Systems, Tustin, CA, USA)

Ug nokta egme test cihazi (MAY TPBM 2113, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye)
Mikroskop (Olympus® BX50, Olympus GmbH, Hamburg, Almanya)

Distile su cihazt (Millipore Elix, Kat. No: Prog00002, Millipore SAS,
Molsheim, Fransa)

Santrifiij (Sigma k-15-1, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Géttingen, Almanya)
10 ml’lik iceriksiz biyokimya tiipti (Kat. No: 367820, Becton Dickinson (BD)
Int., Erembodegem, Belgika)

1.5 ml’lik kapakli ependorf tiip (Kat. No: 078.03.002, Isolab Laborgerite
GmbH, Wertheim, Almanya)

—20°C Derin dondurucu (UCF 400 S, Ugur Derin Dondurucu, Aydin, Tiirkiye)
—80°C Derin dondurucu (Jouan VXE PowerFREEZE™, Thermo Scientific,
Soeborg, Danimarka)

Otomatik ayarlanabilir pipet (Kat. No: R31115, Eppendorf AG, Hamburg,
Almanya)

Elecsys 2010 otoanalizor (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya)
Elisa okuyucu (Reader 210, Organon Teknika GmbH, Viyana, Avusturya)

Elisa yikayic1 (Washer 200, Organon Teknika GmbH, Viyana, Avusturya)

3.2. Deney Hayvanlan

Calismada, Mersin Universitesi Deneysel Arastirma Birimi tarafindan {iretilen

ve agirliklar1 150-210 g arasinda degisen 56 adet yetiskin (12 haftalik) Wistar Albino
tiirli disi sigan kullanildi. Mersin  Universitesi Deneysel Arastirma  Birimi

Laboratuvari’nda bakimi gergeklestirilen siganlar standart plastik kafeslerde ve her
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kafese en fazla 5-6 sigan gelecek sekilde yerlestirildi. Siganlar serbestge ulasabildikleri
standart yem ile beslendi. Sicanlara yem ve sular sinirsiz olarak verildi. Siganlar, 22-
24°C’lik oda sicakliginda ve %45-60 nem oraninda barindirildi. Deney siiresince gece-

giindiiz ritmi, ortam 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde diizenlendi.

3.3. Deney Protokolii
Calismaya, Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun onayi
alinarak (10.04.2009 tarih ve 2009/9 nolu karar) baslandi. Siganlar baslangigta, deney
standardizasyonunun saglanmasi amaciyla rastgele kafeslere ayrildi. Bu dagitimda
sicanlarin hangi grup ve kafese dahil olacaklar1 kura yontemi ile belirlendi. Bu
dogrultuda 56 adet yetiskin disi sicandan asagida detaylar1 verilen 5 grup olusturuldu:
v' K Grubu (Kontrol grubu; n=10): Higbir isleme tabi tutulmadan normal yasam
dongiisiine birakilan siganlar,
v" SH Grubu (Sham grubu; n=10): Manyetik alan sistemi kapaliyken bu sistem
icine yerlestirilen siganlar,
v ONX Grubu (n=12): Bilateral ovariektomi (OVX) ve sinir norektomi (SNX)
islemlerinin birlikte uygulandigi (ONX; OVX+sNX) siganlar,
v ONXP Grubu (n=12): ONX yapilarak pulslu manyetik alana (PMA) maruz
brrakilan sicanlar,
v PMA Grubu (n=12): Herhangi bir cerrahi islem uygulanmadan sadece PMA’a
maruz birakilan siganlar.
Literatiir degerlendirmesi ve istatistiksel yaklagimlar (Gii¢ Analizi) kullanilarak
gruplara ait denek sayilar1 belirlendi (122). Operatif gruplarda (ONX, ONXP) ve
PMA’da sigan kaybi da goz Oniine alinarak her bir grup i¢in gerekli minimum 6rnek

genisligi 0,05 hata pay1 ve %95°lik gii¢ degeriyle saptand.

3.3.1. Cerrahi islemler
Calisma kapsaminda yer alan cerrahi islemler, Mersin Universitesi Deneysel
Arastirma Birimi Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Islemler, steril sartlarda ve derin

anestezi altinda yiiriitiildii. Anestezi, intraperitoneal olarak 50 mg/kg Ketamin HCI

44



(Ketalar®) ve 10 mg/kg Xylazin HCl (Rompun®) karisimi kullanilarak uygulandi.
Anestezi derinligi, islem boyunca, cilt ve parmak kistirma yanitlar1 ile her 3-5 dakikada
bir izlendi. Cerrahi islemlerde, fallop tiipiiniin ligasyonu ve kas dokusunun siiturunda
katkiit (USP 4.0 Catgut); deri dokusunun siiturunda ise polipropilen iplik (USP 3.0)
kullanild.

3.3.1.1. Ovariektomi (OVX) Prosediirii

Genel anestezi altina alinan siganlarin karin bdlgesi tiraslanarak, antiseptik
stirtildii. Daha sonra, dorsal orta hatta yaklasik 1,5 cm uzunlugunda bir kesi atildi. Bu
kesigin kranial terminali 13. kostanin kaudal ucuna yaklasik 2 cm uzaklikta idi.
Insizyon bolgesine ait deri parcasi kesik iizerinden uzaklastirilarak kas kiitlesinde
omurganin lateraline dogru yaklasik 1,5-2 cm uzunlugunda bir kesi yapildi. Over, dorsal
kas kiitlesinin altinda tespit edildi. Kas kiitlesi uzaklastirildi. Fallop tiipi forsepsle
klemplenerek katkiitle diigimlendi; bdylece overleri besleyen kan dolasimi kesilerek
over eksize edildi (Sekil 3.1). Uterin kord, katkiitle diigiimlenmis sekilde viicut i¢ine
birakildi. Diger over de bu sekilde cksize edildikten sonra olusabilecek herhangi bir
enfeksiyonu engellemek i¢in siganlarin viicut i¢i serum fizyolojik soliisyonuyla yikandu.
Bu islemlerin ardindan kas dokusu katkiitle, deri dokusu ise propilen iplik ile dikilerek
cerrahi islem sonlandirildi. Siganlar, OVX isleminin hemen ardindan sNX islemine tabi

tutuldu.

3.3.1.2. Siyatik Sinir Norektomi (sNX) Prosediirii

Bu islemde, genel anestezi altindaki sicanlarin kalca bolgesi (kesi
biiyiikliiglince) tiraglanarak, antiseptik siiriildii. Daha sonra, kalganin dorsolateral hatt1
icinde yaklasik 1,5 cm uzunlugunda bir kesi yapildi. Siyatik sinir aciga ¢ikarilarak orta
kismindan 1 cm uzunlugundaki sinir pargasi eksize edildi (Sekil 3.2). Diger siyatik sinir
de bu sekilde eksize edildikten sonra olusabilecek herhangi bir enfeksiyonu engellemek
i¢in yara i¢i serum fizyolojik soliisyonuyla yikandi. Bu islemlerin ardindan kas dokusu

katkiitle, deri dokusu ise propilen iplik ile dikilerek cerrahi islem sonlandirildi.
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Sekil 3.1. Siganlardan ovaryum izolasyonu

Sekil 3.2. Sicanlardan siyatik sinir rezeksiyonu
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3.3.2. Pulslu Manyetik Alan (PMA) Uygulama Prosediirii

Calismada, PMA uygulamasi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Homojen tiniform PMA, Helmholtz
bobin ¢iftinden elde edildi. Bobinler, yapisinda bulundurdugu PIC16F877A
mikroiglemci ile programlanabilen bir gii¢c kaynagiyla beslendi. Bu gii¢ kaynagi, degisik
frekans (0-100 Hz), genlik (0—10 mT) ve dalga siirelerine (0-2500 ps) sahip PMA
iiretebilecek sekilde tasarlandi. Helmholtz bobin ¢ifti, 90x90x55 cm oOlgiilerindeki
topraklanmis Faraday kafesi icine yerlestirilerek; DC, 50 Hz veya ¢evreden gelebilecek
manyetik alan parazitleri engellendi. PMA iiretmek i¢in kullanilan Helmholtz bobin
ciftinin genel 6zellikleri ¢izelge 3.1°de; deneylerimizde kullandigimiz PMA uygulama
sistemi (I1fa Elektronik San.Tic.Ltd.Sti.) ise Sekil 3.3 de gdsterilmistir.

Sicanlar, Helmholtz bobin ¢ifti merkezine 27x12x19 cm o6lgiilerindeki plastik
kafesler ile yerlestirildi. Boylece, sicanlar homojen iiniform manyetik alana (MA)
maruz birakildi. PMA sistemine bir uygulama siiresince ayni1 anda en fazla 5-6 adet
sican yerlestirildi. Herhangi bir kimyasal etkilesimi engellemek i¢in sisteme konulan
kafesler her uygulama Oncesi temizlendi. Sistem ve laboratuvar kosullarindan
dogabilecek stresi azaltmak igin ONXP ve PMA gruplarma ait siganlarin 1 hafta siireyle
bu kosullara adaptasyonlar1 saglandi. PMA’nin zamansal uygulama farkliliklarindan
dogabilecek fizyolojik etkileri azaltmak i¢in siganlar deney siliresince ayni saat ve ayni
sireyle PMA’a maruz brrakildi. Gii¢ kaynaginda frekans, genlik ve puls siiresi
programlanarak, manyetik alan (MA) uygulamasi otomatik olarak yapildi. Her
uygulama oncesi Hall-effect prob bagli Teslametre (Sypris Model 6010) ile bobinler
arasmdaki MA siddeti kontrol edildi. Ortamm sicakhg klima ile 21-24°C araliginda
tutuldu.

Calisma kapsaminda, giic kaynagi ve bobin ¢ifti ile horizontal yonde yayilan ve
maksimum genligi 1 mT olan kuasi-triangular MA iiretildi. Indiiklenen MA nin dalga
formu ve maksimum genligi Hall-effect prob bagl Teslametre ile belirlendi. Zamanla
degisim gosteren kuasi-triangular dalga formuna sahip MA’nin ¢ikis siiresi 0,3 ms, inis
stiresi 9,7 ms idi (Sekil 3.4). Olusan elektrik alan; 50 sarimli, 0,25 mm bakir telden imal
edilen ve 50 mm ¢apa sahip bir tarayici probla belirlendi. Bunun i¢in tarayici prob ile
giic kaynag1 arasma degeri 0,1 Q olan bir direng yerlestirildi ve diizenek osiloskoba

baglandi. Boylece, MA’nin maksimum genliginde gdzlenen akim degeri 6,9 A olarak
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saptandi. Bobin ¢iftinin merkezinde olusan maksimum elektrik alan 0,25 V/m (2,5

mV/cm) olarak 6lgiildi.

Cizelge 3.1. Pulslu manyetik alan olusturmak i¢in kullanilan Helmholtz bobin ¢iftinin genel 6zellikleri

Ozdireng* (p; Q'm) 1.72x10°®
Iletken ¢ap1 (mm) 25
Sarim sayis1 50

Bobin ¢ap1 (cm) 60
Bobinler aras1 mesafe (cm) 30

R (©2)/Bobin 0.78

Rt (€2)/Bobin ¢ifti 1.56
Endiiktans (mH) 8.8

* Helmholtz bobin ciftinin iletken unsurlar1 bakir telden imal edilmistir. Q: Ohm, H: Henry

Siganlarin
<= yerlestirildigi
bolim

i

Topraklanmis
Faraday
Kafesi

Sekil 3.3. Pulslu manyetik alan (PMA) sisteminin genel goriiniisii
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Sekil 3.4. PMA sistemi tarafindan iiretilen kuasi-triangular MA

Literatiirlerde OVX ve sNX gibi cerrahi islemler nedeniyle olusan kemik
kaybmm OVX’te 10. giin, sSNX’te ise 30. saatten itibaren basladig1 rapor edilmistir
(123-127). Bu nedenle ONXP ve PMA gruplarma ait siganlar, ONX iglemini takip eden
30. saatten itibaren 26 hafta (182 giin) siireyle 15 Hz frekansli, 0,3 ms puls stireli, 1 mT
siddetindeki PMA’a giinde 2 saat maruz birakild1 (128-131). 26 haftalik (182 giin)
deney siiresi kortikal kalinlik ve kemiklerde biyomekanik agidan beklenen en erken
anlamli degisim stireleri dikkate alinarak belirlendi (124,125). Ortamin geomanyetik
alan1 yaklasik 0,04-0,05 mT olarak 6l¢iildii. K grubuna ait siganlar herhangi bir islem
yapilmadan normal yasam dongiisiine birakilirken, SH grubuna ait siganlar, PMA
sistemi kapaliyken, ONXP ve PMA gruplariyla benzer kosullara birakildi. ONX
grubuna ait siganlar ise OVX ve sNX islemini takiben dogal yasam dongiisiine birakildi.
Calisma stiresince siganlarm viicut agirliklar1 7 gilin ve penge geri ¢cekme cevaplari (1s1
uyarisina kars1 siganlarin verdigi penge geri gekme latanslari) ise 30 giinliik periyotlarla
diizenli olarak 6l¢iildii.

Calisma, 26 hafta (182 giin) sonunda Mersin Universitesi Deneysel Arastirma
Birimi Laboratuvari’nda sonlandirildi. Sonlandirma isleminde Siganlara, genel anestezi
altinda (50 mg/kg Ketamin HCI ve 10 mg/kg Xylazin HCI, ip.) eksanguinasyon yontemi
ile Otenazi yapildi. Bu yontem ile alinan kan Ornekleri biyokimyasal Ol¢iim ve
analizlerde kullanildi. Ayrica, sicanlarin sag ve sol femur kemikleri ile sol
gastrocnemius kaslar1 diseke edildi. Kas kiimesiyle izole edilen sol femurlar, serum

fizyolojik soliisyonu ile 1slatilmis gazli bezlerle bohgaland1 ve dansitometrik, geometrik
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ve biyomekanik analizlerin yapilacag: zamana kadar —20°C’de saklandi. Sag femurlar,
histomorfolojik analizlerde kullanilmak tizere %10’luk formalin i¢ine almirken, sol

gastrocnemius kaslart SNX’in cerrahi basarisinin kontroliinde kullanildi.

3.3.3. Sinir Norektominin (SNX) Kontrol ve Takibi

A. Pence Geri Cekme Cevaplarinin Saptanmasi: Penge geri gekme cevaplari, Mersin
Universitesi Deneysel Arastirma Birimi Laboratuvari’nda analjezik hot plate test cihazi
(MAY AHP 0603) ile 6lgiildii (Sekil 3.5). Olgiimlerde 55 + 1°C’ye 1sitilmis sicak metal
zemine sicanlar birakilarak; 1) pence yalama 1i) kagma veya iii) ses c¢ikartma
eylemlerinden herhangi birini gostermesi beklendi ve bu siire kaydedildi. Boylece,
agrmin algilanmasmda gézlenen bu ilk yanit ¢alismamizda penge geri ¢ekme cevabi bir
bagka ifadeyle penge geri ¢ekme latansi [Paw withdrawal latency (PWL); s] olarak
degerlendirildi. Ol¢iim sirasinda sicanlarda herhangi bir doku hasar1 olusturmamak
amaciyla maksimum latans 30 s olarak belirlendi. Her Ol¢iimde sadece 1 adet sican
sisteme yerlestirildi. Olgiimler 5 dakika ara ile 3 kez tekrarlanarak PWL ortalama olarak
saptand1 (132-134). Olgiimlere 0. giin (baslangig; SNX 6ncesi) ve 2. giin (SNX sonrasi)
PWL degerleri saptanarak baslandi. PWL, deney siiresince, 30’ar giinliik periyotlarla
Olciildii. Calismada uygulanan bu yontemle, sNX isleminin cerrahi basarisinin deney
stiresince takibi saglandi.

B. Gastrocnemius Kas Agirhklarinin Saptanmasi: Tim deney gruplarina ait
sicanlardan izole edilen sol gastrocnemius kaslar1 hassas terazi (Sartorius TE214S) ile
tartildi. Tartim kaslar izole edilir edilmez gerceklestirildi. Bu yontem ile sSNX isleminin

cerrahi basaris1 deney sonu itibariyle kontrol edildi (135,136).

3.4. Kemiklerin Dansitometrik, Geometrik ve Biyomekanik Olgiimler icin
Hazirlanmasi
Otenazi sonras1 —20°C de saklanan sol femurlar; dansitometrik, geometrik ve
biyomekanik 6l¢iim ve analizler i¢in kullanildi. Dansitometrik ve geometrik dlctimler
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Radyodiagnostik Anabilim Dali’nda yapilirken,

biyomekanik 6l¢iim ve analizler Mersin Universitesi T1ip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim
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Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Dokularin birimler arasi nakil iglemleri soguk
zincir kurallarma uygun olarak yapildi. Kemikler bir kez ¢6zdiiriildii ve tiim 6l¢iimlerin

tamamlanmasi yaklasik 4 saat siirdii.

Sekil 3.5. Analjezik hot plate test cihazinin genel goriiniisi

Tum Femur

Diyafizial
Femur

Kiriima
Noktasi

Sekil 3.6. Sicanlardan alinan dansitometrik 6l¢iim Grnegi
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3.5. Dansitometrik Ol¢iim ve Analizler

Olgiimler, Dual Enerji X-1s1n1 Absorbsiyometri cihazi (DXA; Norland XR-46)
ile yapildi. Tiim 6l¢iimler, kii¢iik hayvanlar i¢in diizenlenmis deneysel 6lgiim protokolii
(Tarama hizi: 10 mm/s, Rezoliisyon: 0,5x0,5mm, Anot voltaji: 100 kV, Akim: 1,3 mA)
uygulanarak gergeklestirildi (18,137,138). Kemikler testin yapildigi birimde ve oda
sicakliginda (21-24°C) 10 dakika bekletilerek ¢ozdiiriildii. Olgiimlerde, femurlar kas
kiimesiyle birlikte diseke edildigi i¢in, doku smirlarmin belirlenmesinde ilave bir
yontem kullamlmadi. Olgiim ve analizler, tiim femur (WF), diyafizial femur (DF) ve
kirilma noktasi (kirilma hatti; BP) olmak iizere {i¢ bolgede gergeklestirildi (Sekil 3.6).
Secilen bu bodlgelerde kemik mineral yogunlugu (BMD; g/cm?) saptandi. Sonuglar,
Illuminatus DXA™ yazilimi (V 4.2.0, CooperSurgical Inc., Trumbull, CT, USA) ile
degerlendirildi.

3.6. Geometrik Ol¢iim ve Analizler

Dansitometrik dlgtimleri tamamlanan kemikler geometrik Gl¢iimlerin yapildigi
odaya alind1. Olgiimler, bilgisayarli tomografi cihazi (Toshiba Aquilion 64 Slice CT) ile
yapildi. Geometrik analizlerde kemiklerin kirilma hatt1 (2,5-3 mm) boyunca medio-
lateral (ML) ve anterior-posterior (AP) yonde endosteal (END; mm) ve periosteal (PER,;
mm) caplart ile kortikal kesit alanlar1 (CSA; mm?) 8lciildii (139,140) (Sekil 3.7A ve B).
Sonuglar, Vitrea yazilimi (V 2.0, Minnetonka, MN, USA) ile degerlendirildi. Okuma 6

kez tekrarlanarak, anilan parametrelere ait degerler ortalama alinarak saptandi.

Kinima
Noktasi

(2.5-3 mm}

PERwL: Medio-lateral dogrultudaki periosteal ¢ap, ENDy: Medio-lateral dogrultudaki endosteal ¢ap,
PERp: Anterior-posterior dogrultudaki periosteal ¢ap, ENDap: Anterior-posterior dogrultudaki endosteal

cap.

Sekil 3.7. Femur kemiklerine ait radyolojik goriintii 6rnegi A) Kirilma hatti B) Geometrik parametreler
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3.7. Kemik Biyomekanigi Olciim ve Analizleri

Geometrik ve dansitometrik dlgiimleri tamamlanan sol femurlarin biyomekanik
olciim ve analizleri Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali
Laboratuvari’nda yapildi. Kemikler, oda sicakligindaki serum fizyolojik soliisyonunda
yaklasik 30 dakika tutulduktan sonra mekanik testlere ge¢ildi. Bu siire igerisinde
kemikler kas dokusundan temizlenerek, femur uzunluklar1 dijital kumpas ile 6lgiildii.
Kemikler, mesnet noktalar1 arasindaki mesafe (L; mm) dijital kumpas ile belirlenerek,
test cihazina (ML dogrultuda) yerlestirildi (140). Femoral orta hat basma noktasi olarak
belirlendi. Kemiklere MAY TPBM 2113 test cihaz1 (Commat Ltd.) ile {i¢ nokta egme
testi uygulandi (Sekil 3.8). Egme yiikii 1 mm/s hizla verildi (141). Uygulanan egme
kuvveti sonucunda olusan sinyaller 12 bit’lik A/D ¢evire¢ kullanilarak 1000 6rnek/s
duyarhlikla kayit edildi. Diger tiim mekanik testlerde oldugu gibi, iic nokta egme
testinin yapildigi ortam sicakligi dlgiilen ve hesaplanan parametreleri etkilediginden,
ortam sicakligi 22-24°C’ye sabitlendi. Ug nokta egme sisteminde yiik 0,064 s hizla
(strain rate) uygulandi. Calismaya sadece femoral orta hattan kirilan kemikler dahil
edilirken, digerleri ¢alisma dis1 birakildi (19,33).

Calismada, kemigin mekanik 6zelliklerini belirlemek amaciyla femoral diyafize
iic nokta biikme testi uygulandi. Test sonunda ylik-deformasyon egrisi ¢izdirilerek;
maksimum kuvvet (Fy; N), maksimum deformasyon (dy; mm), kirilincaya kadar
depolanan enerji (U; mJ) ve sertlik (S; N/mm) direkt olarak elde edildi (Sekil 3.9). Bu
parametreler LoggerPro yazilimi (V 3.8.3, Vernier Software & Technology, Orlando,
FL, USA) kullanilarak degerlendirildi. Ayrica, maksimum egme dayanimi (cy. MPa),
maksimum strain (ey; mm/mm), esneklik katsayis1 (E; GPa) ve dayaniklilik (u; MPa)
degerleri denklem 3.1°de verilen esitlikler kullanilarak hesaplandi (33). Bu degerler
hesaplanirken ML yondeki periostal ¢ap (¢ = PERw./2; mm) kullanildi; ayrica, AP
yoniindeki atalet momenti (Iap; mm4) denklem 3.2°de verilen esitlikler kullanilarak

hesaplandu.

Denklem 3.1. Intrinsik parametrelerin hesaplanmasinda kullanilan denklemler (33)

_r (L-c). 4 (12.C>-E—S L3 — 3-c?
=t g T T R T e, T Y\, L
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Denklem 3.2. Medio-lateral (ML) ve anterior-posterior (AP) yonde olusan kesitsel atalet momenti
denklemi (139)

T
Lyp = a [(PERSP *PERy;) — (ENDSP : ENDML)]

YA
Iuw = 27 [((PER},, - PER4p) = (ENDjy, - END,p)]

Yiik (N)

0,3 04

0,1 0,2

Deformasyon (mm)

Fu: Maksimum kirllma kuvveti, dy: Maksimum deformasyon, S: Sertlik, U: Depolanan enerji

Sekil 3.9. Ug nokta egme testi ile kaydedilen bir yiik-deformasyon egrisi drnegi
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3.8. Histolojik Ol¢iim ve Analizler

PMA uygulamasmin sonlandirilmasiyla izole edilen sag femurlar histolojik
Olgiim ve analizler igin kullanildi. Histolojik degerlendirme 1s1ik mikroskobik olarak
yapildi. Tiim histolojik 6l¢iim ve analizler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji

ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.8.1. Isik Mikroskobik Ol¢iim ve Analizler

Diseke edilen sag femurlar orta noktadan transvers eksende 2 pargaya ayrildi. Bu
parcalar mikroskobik inceleme i¢in % 10’luk notral formalin soliisyonunda 72 saat fikse
edildi. Daha sonra dekalsifikasyon igslemi i¢cin EDTA (5,5 g EDTA, 90 cc distile su, pH:
7,4) solisyonuna alindi. Kemik sertligi enjektor ucu ile kontrol edilerek, EDTA
soliisyonu diizenli araliklarla (her giin) degistirildi. Dekalsifikasyon islemi yaklasik 30
giin siirdii. Tim femur doku ornekleri dekalsifikasyon isleminin ardindan akar suda 2
saat yikandiktan sonra rutin doku takip islemine alindi. Doku 6rnekleri derecesi giderek
artan (%70, %80, %90, %96) etil alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Daha
sonra ksilolden gecirilen proksimal femur dokusu 6rnekleri kortikal kemik kalinligini
0lgmek igin, dik olarak parafine gomiildii. Ultramikrotom (Leica Ultracut UCT125) ile
parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda kesitler alindi. Kortikal kemik kalinlig1 6lgtimii
icin parafin bloklardan 100 um ara ile 10 adet kesit alindi. Ardindan kesitler
hematoksilen-eosin ile boyandi. Incelemeler Olympus® BX50 (Olympus GmbH) 1sik
mikroskobu ile yapildi ve ayni mikroskoba eklenmis Nikon® Coolpix5000 (Nikon
GmbH) dijital kamera ile resimler ¢ekildi. 120 kez biiyiitiilmiis resimlerde ITEM 1100
(Olympus Soft Imaging Solutions GmbH (OSIS®), Miinster, Almanya) yazilimi
kullanilarak kortikal kemik kalinliklar1 (um) olgiildii. Kortikal kemik kalinligir kemigin
diyafiz boliimiinii iceren 10 adet kemik dokusu kesitinde, her bir kesitte 4 kadrandan

olacak sekilde elde edilen 6l¢iimlerin ortalamasi alinarak yapildi.

3.9. Biyokimyasal Ol¢iim ve Analizler

3.9.1. Kan Orneklerinin Ol¢iimler icin Hazirlanis Prosediirii
PMA uygulamasinin sonlandirilmas: ile siganlardan alinan kan ornekleri (68

ml) igeriksiz biyokimya tiiplerine alindi. Tiipler, 4000 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.
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Orneklerin siv1 iist faz1 (serum), 1,5 ml’lik ependorflara alindi ve OCN ve B-CTX
diizeylerinin dl¢iildiigii zamana kadar —20°C de (yedek serumlar —80°C de) saklandh.
Calismada tiim biyokimyasal dl¢iim ve analizler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali1 Laboratuvari’nda yapildi.

3.9.2. Serum Osteokalsin (SOCN) Diizeylerinin Belirlenmesi
Calismada, sOCN diizeyleri elektrokemiliiminesans immiinoloji (ECLIA)
yontemi ile dlgiildii. Olgiimler Elecsys N-MID Osteokalsin kiti (Roche Diagnostics)
kullanilarak, Elecsys 2010 cihazi (Roche Diagnostics GmbH) ile otomatik olarak
yapildi. Calismada, SOCN diizeyleri ng/ml olarak verildi.
A) Elektrokemiliiminesans Immiinoloji (ECLIA) Yontemi: ECLIA ydntemi temelde
sandvi¢ prensibine dayanir. Bu prensibe gore;

v' 1. Inkiibasyon: 20 pl serum 6rnegi N-MID OCN’e spesifik biyotinli monoklonal
antikor ve rutenyum kompleksi (Tris (2,2'-bipiridil) rutenyum (11)-kompleks (Ru
(bpy)s>*) ile isaretlenmis N-MID OCN’e spesifik monoklonal antikor bir sandvic
kompleksi olusturmak i¢in reaksiyona girer.

v’ 2. Inkiibasyon: Ortama streptavidin-kapli mikropartikiillerin katilmasiyla,
kompleks, biyotin ile streptavidin etkilesimi yoluyla solid faza baglanir.

v Reaksiyon karigimi, mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik olarak
yakalandig1 Ol¢tim hiicrelerine aspire edilir. Baglanmamis maddelerin
uzaklastirilmasindan sonra elektrod tlizerine voltaj uygulanmasi kemiliiminesan
emisyonu indiikler.

v" Bu emisyon 0lgiilerek ve kalibrasyon grafigi degerlendirilerek SOCN diizeyleri
Olciiliir.

B) Elecsys N-MID OCN kit igerigi*:

v' M: Streptavidin-kapli mikropartikiiller (0,72 mg/ml); koruyucu madde

v R1: Anti-N-MID OCN Ab-biyotin; Biyotinli monoklonal anti-N-MID OCN
antikoru (1,5 mg/ml); fosfat tamponu (100 mmol/Il, pH: 6,0); koruyucu madde

v' R2: Anti-N-MID OCN-(Ru(bpy)s*"); Rutenyum kompleksi ile isaretli
monoklonal anti-N-MID OCN antikor (1,3 mg/ml); fosfat tamponu (100 mmol/I,
pH: 6,0); koruyucu madde
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(*Kit igindeki reaktifler (M, R1 ve R2) kullanima hazir sekilde bir araya
getirilmistir. Reaktifler herhangi bir isleme tabi tutulmadan Elecsys 2010 cihazina

yerlestirilerek dl¢timler alinmistir.)

3.9.3. Serum B-CrossLaps (sp-CTX) Diizeylerinin Belirlenmesi
Calismada, sp-CTX diizeyleri kompetitif inhibisyon ELISA yontemi ile 6lgiildii.

Olgiimler ELISA B-CTX kiti (Uscn Life Science Inc.) kullanilarak, ELISA Reader 2010

(Organon Teknika GmbH) cihazi ile yapildi. Sonuglar pg/ml olarak verildi.

A) Kompetitif Inhibisyon ELISA Yontemi: ELISA plak kuyucuklari rat B-CTX’e
spesifik monoklonal antikor ile kaplanmistir. Kompetitif inhibisyon reaksiyonu
ELISA kuyucuklarmin spesifik antikor ile kaplanmig sigan B-CTX i¢in biotin ile
isaretlenmis-sican B-CTX ile isaretsiz-sigan -CTX (6rnek ve standartlar) arasindaki
yarisma ile baslatilir. Inkiibasyon sonrasi baglanmamis konjugat yikanarak
uzaklastirilir. Daha sonra avidin ile isaretli peroksidaz enzimi eklenir ve inkiibe
edilir. Bagh peroksidaz konjugat miktar1 6rnekteki B-CTX konsantrayonu ile ters
orantilidir. Ortama peroksidazin substrati olan TMB’nin eklenmesiyle olusan
reaksiyon sonucunda, kuyucuklarda 6rnek i¢indeki B-CTX konsantrasyonu ile ters
orantili yogunlukta mavi renk olusur. Son basamakta kuyucuklara eklenen stop
coOzeltisi ortam pH’sm1 diisiirerek peroksidazin katalizledigi reaksiyonu durdurur.
Ayni zamanda, kuyucuk i¢indeki ¢ozeltinin rengini de maviden sariya doniistiirir.
Olusan bu rengin yogunlugu 450 nm’de 6l¢iiliir. Daha sonra logaritmatik standart
egri kullanilarak konsantrasyon hesaplanir.

B) ELISA B-CTX kit igerigi:

v' B-CTX antikorlar1 ile kaplanmus plak (8x12=96 kuyucuk)

Standart (liyofilize)

Standart diliisyon tamponu

Deteksiyon reaktifi A

Deteksiyon reaktifi B

Assay Diluent A (2 kat konsantre)

Assay Diluent B (2 kat konsantre)

TMB substrat

AN N N N N SR
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v’ Stop soliisyon
v" Yikama ¢ozeltisi (30 kat konsantre)

C) Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: Liyofilize halde olan standart, standart diliisyon
tamponundan 2 ml eklenerek 8000 pg/ml’lik stok standart ¢dzeltisi hazirlandi. Stok
standart ¢dzeltisinden seri diliisyonlar yapilarak 6 farkli derisimde standart ¢ozeltiler
hazirlandi. Bunlar; 2666,67, 888,89, 286,3, 98,77 ve 32,92 pg/ml’lik derisimde
standart ¢Ozeltilerdir. Son tiipe sadece standart diliisyon tamponu koyuldu ve 0
pg/mL olarak isaretlendi.

D) Assay diliient A ve B’nin hazirlanmasi: 2 kat konsatre olarak verilen assay
diliientlerden 6 ml alinip {izerine 6 ml distile tamponu ile seyreltildi.

E) Deteksiyon reaktifi A ve B’nin hazirlanmasi: Deteksiyon reaktifi A ve B, assay
diliient A ve B ile 1/100 diliie edilerek hazirlanda.

F) Yikama ¢ozeltisi ve yikama prosediirii: 30 kat konsantre yikama ¢ozeltisinden 20 ml
alinip tizerine 580 ml distile su eklenerek hazirlandi. Her bir yikama basamaginda
otomatik yikayict (ELISA Washer 2010) kuyucuga 400 pl yikama ¢ozeltisi
pipetleyecek sekilde ayarlandi ve kuyucuklar her yikama basamaginda 3 kez
yikandi.

G) Caligma prosediirii:

a. Her bir kuyucuga, 50 ul standart, kor ve ornekler eklendi.

b. 50 ul deteksiyon reaktifi A eklendi 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve yikandu.

c. 100 pl deteksiyon reaktifi B ¢ozeltisinden pipetlenip 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edildi ve yikandi.

d. 90 pl substrat kuyucuklara pipetlenip 37 °C’de 25 dakika inkiibe edildi.

e. 50 ul stop ¢ozeltisi kuyucuklara pipetlendi.

f. 450 nm’de absorbanslar ELISA plak okuyucusunda okundu. Konsantrasyonlar

standart egriden hesapland1.

3.10. Istatistiksel Analizler
Calismada toplam 2 adet [ONX (1 adet) ve ONXP (1 adet)] sigan PMA
uygulamasi tamamlanmadan 6ldii. Ayrica, kemik biyomekanigi dl¢timleri sirasinda K (2

adet), SH (2 adet) ve ONX (3 adet) gruplarma ait toplam 7 adet femur, femoral midshaft
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disinda kirildi, bu nedenle, bu femurlara ve siganlara ait tiim parametreler ¢aligma
disinda brrakildi.

Calismada, sicanlarda kemik kaybmnin olusup olusmadigi K ve ONX gruplari,
PMA’nin kemik kaybi lizerindeki protektif etkileri SH, ONX ve ONXP gruplari,
saglikli siganlar tizerindeki etkileri ise SH ve PMA gruplar1 karsilastirilarak belirlendi.
Bununla birlikte, sNX’in cerrahi basaris1 K, SH, ONX ve ONXP gruplar1 arasinda
degerlendirildi.

Calismada elde edilen tiim sonuglar ortalama + SD olarak verildi. Her gruptaki
veri dagilimmim normal dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilks testi ile belirlendi.
Gruplarin viicut agirhigi ve pence geri ¢ekme latanslarmin degerlendirilmesinde
tekrarlanan 6l¢timlii varyans analizi kullanilirken, gruplar arasindaki farklar Tukey HSD
post-hoc testi ile belirlendi. Ayrica, grup-hafta ve grup-giin etkilesimi yine ayni
yontemle degerlendirilirken, gruplar arasindaki farkliliklar Bonferroni post-hoc testi ile
belirlendi. Gruplarin gastrocnemius kas agirliklarinin istatistiksel degerlendirmesinde
tek yonli varyans analizi (One-way ANOVA) kullanilirken, gruplar arasindaki farklar
Tukey HSD post-hoc testi ile belirlendi.

Gruplarin kemik mineral yogunlugu analizlerinde tek-yonli ANOVA
kullanilirken, gruplar arasindaki farklar Tukey HSD testi ile belirlendi. Geometrik
parametrelerin ve kemik biyomekanigi parametrelerinin istatistiksel degerlendirmesinde
normal dagilima uygun 6l¢iimler tek-yonlii ANOVA ile test edilirken, normal dagilima
uymayan 6l¢timler de Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gésteren
parametrelerde gruplar arasindaki farklar Tukey HSD post-hoc testi ile belirlendi.
Kemik biyomekanigine iliskin istatistiksel degerlendirmelerde, mesnet noktalari
arasindaki mesafe modele kovaryat alinarak, bu parametre ile iliskili Olgtimlerde
modeldeki etkisi giderildi. Gruplarin kortikal kalinliklar agisindan degerlendirmesinde
Kruskal Wallis testi uygulandi Serum osteokalsin ve [-crosslaps analizlerinde
ANOVA’y1 takiben Tukey HSD post-hoc testi uygulandi. Caligmada, anlamlilik diizeyi
P<0,05 olarak kabul edildi. Istatistiksel degerlendirme ve grafiklerin ¢izilmesinde SPSS
(V 11.5.1, Lead Technologies, Inc., Chicago, IL, USA) ve Statistica (V 8.0, Stat Soft
Inc., Tulsa, OK, USA) programlar1 kullanildi.

Caligmada parametrelere ait ortalamalarin karsilastirilmasinda yiizde degisim
miktar1 kullanild1 (Denklem 3.3).
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Denklem 3.3. Yiizde degisim miktar1 denklemi

% Desisim Mikt Deney grubuna ait ortalama — Kontrol grubuna ait ortalama 100
egisim Miktar: = X
o Jests Kontrol grubuna ait ortalama
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4. BULGULAR

4.1. Genel Bulgular

4.1.1. Viicut Agirhg: Bulgulan

Calisma kapsaminda siganlarin viicut agirliklar (g), 26 hafta (182 giin) boyunca
7’ser giinliik periyotlarla Olclilmiistiir. Bu siirecte Sicanlarin viicut agirliklarindaki
degisimler EK-1 ve agirlik ortalamalar1 EK-2’de gosterilmistir.

Sicanlarin baglangic agirliklar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamustir. Ayrica gruplar arasinda baslangi¢ agirliklarinda
gbzlenen bu iliskinin (P>0,05), deney siiresince tiim periyotlarda korundugu
gozlenmistir. Bununla birlikte, gruplarin peryotlar arasindaki agirhk degisimleri
(gbzlenen artis veya azaliglar) incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanmamistir.

4.1.2. Pence Geri Cekme Latans1 Bulgular

Calisma kapsaminda siganlarin penge geri ¢ekme latansi (PWL; s), SNX’in
cerrahi basarisinin kontrol ve takibinde kullanilmis, K, SH, ONX ve ONXP gruplarma
ait ortalamalar karsilastirilmistir. Baslangic (0. giin) degerlerinin saptanmasinin
ardindan Ol¢timlere sSNX’i takip eden 2. giin baslanmis ve deney siiresince (182 giin)
30’ar giinlik periyotlarla Ol¢lilmiistiir. Siganlarm PWL degerlerinde gdzlenen
degisimler sekil 4.1°de, PWL ortalamalar1 ise EK-3’te gosterilmistir.

Yapilan analizler sonucunda, gruplarin baslangic PWL degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir. ONX ve ONXP gruplarina ait
PWL degerlerinin 2. giin 6l¢timlerinden baslayarak tiim deney siiresince sirasiyla K ve
SH gruplarma gore arttigi ve bu artisin da istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmustir (P<0,001).
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K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11). “ K grubu ile karsilagtirma, ° SH
grubu ile karsilagtirma. T P<0.001.

Sekil 4.1. Gruplarm pence geri ¢gekme latans degisimleri ve siganlarin 6l¢lim giinlerine ait ortalamalar1 +
SD degerleri

4.1.3. Gastrocnemius Kasi1 Agirhk Bulgular

Calismada, gastrocnemius kas agirliklar1 SNX’e ait cerrahi basarmin kontroliinde
kullanilmis, K, SH, ONX ve ONXP gruplarma ait ortalamalar karsilastiriimistir. izole
edilen sol gastrocnemius kaslar1 hassas terazi ile tartilmis ve sonuglar g cinsinden ifade
edilmistir. Sicanlarn  gastrocnemius agirlik ortalamalar1 ¢izelge 4.1’de ve
ortalamalardaki degisimler sekil 4.2°de gdsterilmistir.

Yapilan istatistiksel analizlerde, ONX ve ONXP gruplarina ait gastrocnemius
agirliklarinin sirasiyla K ve SH gruplarma goére 6nemli derecede azaldigi ve bu

azalislarin da istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (P<0,001).
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Cizelge 4.1. Gruplarin gastrocnemius kas agirlig1 ortalamalar1 = SD degerleri ve anlamlilik diizeyleri

Gruplar N Gastrocnemius Kas Agihklari (gr)
K 8 0,8108 = 0,088

SH 8 0,7880 + 0,139

ONX 8 0,2447 = 0,101%"
ONXP 11 0,1907 + 0,056°"

KK grubu ile karsilastirma, ° SH grubu ile karsilastirma. + P<0,001.
Tabloda yalniz istatistiksel olarak anlamli kargilagtirmalar verilmistir.
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04|

k¥
03¢+ T
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Gastrocnemius Kas Agirliklari (gr)

0.2} 1
B

[®] Ortalama
T Ortalama + %95 Guv.Ar.

0.1

i‘.( SIH OI;IX ONIXP
K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11). “ K grubu ile karsilastirma, ° SH
grubu ile karsilagtirma. ¥ P<0,001.

Sekil 4.2. Gruplarin gastrocnemius kas agirligi ortalamalari = SD degerleri

4.2. Kemik Mineral Yogunlugu Bulgulan

Calismada sicanlarin sol femur kemiklerine ait tim (WF), diyafizial (DF) ve
kirilma hatti (BP) BMD’leri olgiilerek, sonuglar g/cm? olarak verilmistir. Femur
kemiklerine ait BMD ortalamalar1 ¢izelge 4.2’de ve gruplarin 6lgiilen bolgelere ait

BMD ortalamalarinda gdézlenen degisimler sekil 4.3, 4.4 ve 4.5’te gdsterilmistir.
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ONX grubuna ait WFBMD, DFBMD ve BPBMD ortalamalarmm K grubuna
gore onemli derecede azaldigi saptanmistir (P<0,001). PMA ve ONXP gruplarna ait
WFBMD, DFBMD ve BPBMD ortalamalarmin SH grubu ile benzer degerlere sahip
oldugu goézlenmistir. Ayrica, ONXP grubuna ait WFBMD ve DFBMD ortalamalarinin
ONX’e gore anlamli derecede arttig1 saptanirken (P<0,05), BPBMD’de gozlenen artig

anlamli bulunmamuistir.

0,145

0,140
0.135 |
0130 |
0,125 o*
0,120
ki
0115 |

0,110 |

0,105

Tim Femur Kemik Mineral Yogunlugu (WFBMD; g/cm 2)

[w] Ortalama
0,100 T Ortalama + %95 Guv.Ar.
K SH ONX ONXP PMA
K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12). * K grubu ile
karsilastirma, ® ONX grubu ile karsilastirma. * P<0,05, + P<0,001. Sekilde yalniz
istatistiksel olarak anlamli karsilastirmalar verilmistir.

Sekil 4.3. Gruplarin tiim femur kemik mineral yogunlugu ortalamalar1 + SD degerleri

64



Cizelge 4.2. Gruplarin dlgiilen bdlgelere gore kemik mineral yogunlugu ortalamalar1 + SD degerleri ve anlamlilik diizeyleri

Gruplar
K SH ONX ONXP PMA
(N=8) (N=8) (N=8) (N=11) (N=12)

BMD Parametreleri (g/cm?)

WFBMD
DFBMD

BPBMD

0,1328 + 0,007

0,1342 + 0,008

0,1289 + 0,007

0,1269 + 0,006

0,1279 + 0,007

0,1249 + 0,010

0.1116 = 0,007%"
0.1109 = 0,008"

0.1104 = 0,007%"

0,1202 + 0,007%

0,1239+ 0,007%

0,1201+ 0,009

0,1325 + 0,006

0,1319 + 0,008

0,1270 + 0,008

WFBMD: Tiim femur kemik mineral yogunlugu, DFBMD: Diyafizial femur kemik mineral yogunlugu, BPBMD: Kirilma hatti boyunca kemik mineral yogunlugu. “K
grubu ile karsilastirma, ® ONX grubu ile karsilastirma. * P<0,05, ¥ P<0,001. Tabloda yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilastirmalar verilmistir.
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0,145

Diyafizial Femur Kemik Mineral Yogunlugu (DFBMD; g/cm 2)

0,100

0,140 t
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0,110 |

0,105 }

0*

K

SH

ONX

ONXP

PMA

[w] Ortalama
T Ortalama + %95 Guv.Ar.

K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12). “ K grubu ile
karsilastirma, ® ONX grubu ile karsilastirma. * P<0,05, ¥ P<0,001. Sekilde yalniz
istatistiksel olarak anlamli karsilagtirmalar verilmistir.

Sekil 4.4. Gruplarm diyafizial femur kemik mineral yogunlugu ortalamalar1 + SD degerleri

0,140

0,130

0,125

0,120

0,115

Kinlma Hatti Kemik Mineral Yogunlugu (BPBMD; g/cm 2)

0,100

0,135

0,110

0,105

K

SH

ONX

ONXP

PMA

[m] Ortalama
T Ortalama + %95 Guv.Ar.

K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12). * K grubu ile
karsilastirma. 1 P<0,001. Sekilde yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilagtirmalar

verilmistir.

Sekil 4.5. Gruplarin kirilma hattt boyunca kemik mineral yogunlugu ortalamalar1 + SD degerleri
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4.3. Geometrik Bulgular

Calismada siganlarin sol femur kemiklerine ait femur uzunlugu (Lo; mm), L
(mm), ML ve AP dogrultusundaki PER ve END caplar (mm) ile CSA (mm?) geometrik
parametreler olarak degerlendirilmistir. Femur kemiklerine ait geometrik parametrelerin
ortalamalar ¢izelge 4.3’te gosterilmistir. Ayrica gruplarin Lo, L, CSA, PERmL, PERAp,
ENDwmL ve ENDap ortalamalarinda gézlenen degisimler sekil 4.6—4.9’da verilmistir.

ONX ait PERm_ ortalamalarinda goézlenen azalis K grubuna gore anlamli
bulunurken (P<0,05), diger parametrelere ait ortalamalarin benzer degerlere sahip
oldugu goézlenmistir.. Bununla birlikte, ONXP grubuna ait ENDy_ ortalamasinin ONX
grubuna gore anlamli derecede arttigi saptanirken (P<0,01), diger parametrelere ait
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. ONXP ve PMA gruplarma ait Lo, L, CSA,
PERwmL, PERap, ENDmi Ve ENDap ortalamalarinin SH ile benzer oldugu saptanmustir.

32

30

28

26t [ g : .

o [® Ly (mm)

i i B L (mm)
K SH ONX ONXP PMA

Lo: Femur uzunlugu, L: Mesnet noktalar1 arasindaki mesafe. K (N=8), SH (N=8),
ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12).

Sekil 4.6. Gruplarin femur uzunlugu ve mesnet noktalari arasindaki mesafe ortalamalari = SD degerleri
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Cizelge 4.3. Gruplarin geometrik parametrelere ait ortalamalari + SD degerleri ve anlamlilik diizeyleri

Gruplar
K SH ONX ONXP PMA

(N=8) (N=8) (N=8) (N=11) (N=12)
Geometrik Parametreleri
Lo (mm) 28,25+ 1,69 29,12 +1,39 28,06+ 1,72 29,52 + 1,37 28,48+ 1,32
L (mm) 13,90 + 1,47 15,92 + 1,71 14,01+ 1,08 15,68 + 1,48 14,51 +1,15
PERwL (Mm) 4,24 40,33 3,90+ 0,19 3,85+ 0,28 3,96 + 0,14 4,04+ 0,27
PERap (Mm) 3,25+0,27 3,09+0,17 3,06+ 0,13 3,13+0,21 3,06+ 0,18
ENDw (mm) 1,94+ 0,27 2,09+ 0,16 1,88 +0,12 2,21 +0,15% 2,20+ 0,25
ENDp (Mm) 1,43+0,18 1,66 + 0,05 1,48 0,16 1,61 +0,18 1,70 £0,17
CSA (mm?) 10,88 + 0,83 9,75+ 1,16 9,50 + 1,07 9,55+ 1,04 10,17 + 0,84

Lo: Femur uzunlugu, L: Mesnet noktalar1 arasindaki mesafe, PERy: Medio-lateral dogrultudaki periosteal ¢ap, ENDy: Medio-lateral dogrultudaki endosteal ¢ap,
PERap: Anterior-posterior dogrultudaki periosteal ¢ap, ENDap: Anterior-posterior dogrultudaki endosteal ¢ap, CSA: Kortikal kesit alan. KK grubu ile karsilastirma, °
ONX grubu ile kargilastirma. * P<0,05, { P<0,01. Tabloda yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilagtirmalar verilmistir.
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PERy.: Medio-lateral dogrultudaki periosteal ¢ap, PERap: Anterior-posterior
dogrultudaki periosteal ¢ap. K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA
(N=12). KK grubu ile karsilastirma. * P<0,05. Sekilde yalniz istatistiksel olarak
anlamli karsilagtirmalar verilmistir.

Sekil 4.7. Gruplarin periosteal cap ortalamalar1 + SD degerleri

26
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12 [8] ENDap (mm)
K SH ONX ONXP PMA

ENDy: Medio-lateral dogrultudaki endosteal ¢ap, ENDap: Anterior-posterior
dogrultudaki endosteal ¢ap K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA
(N=12). ® ONX grubu ile karsilastirma. § P<0,01. Sekilde yalmz istatistiksel olarak
anlamli karsilastirmalar verilmistir.

Sekil 4.8. Gruplarin endosteal ¢ap ortalamalar1 = SD degerleri
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K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12).

Sekil 4.9. Gruplarm kortikal kesit alan ortalamalar1 + SD degerleri

4.4, Kemik Biyomekanigi Bulgular

Calismada siganlarin sol femur kemikleri biyomekanik dl¢iim ve analizler i¢in
kullanilmistir.  Biyomekanik analizlerde kemigin yapisal karakterini yansitan;
maksimum kirilma kuvveti, maksimum deformasyon, sertlik ve depolanan enerji
degerleri yiik-deformasyon egrisinden direkt olarak olgiiliirken, materyal 6zelliklerini
yansitan; maksimum egme dayanimi, maksimum strain, esneklik katsayis1 ve
dayaniklilik degerleri denklem 3.1°de verilen formiiller kullanilarak hesaplanmistir.
Benzer bir hesaplama femur kemiklerine ait AP ve ML dogrultusundaki atalet
momentleri i¢in de uygulanmistir (Denklem 3.2). Biyomekanik parametrelere ait
ortalamalar c¢izelge 4.4’te ve biyomekanik parametrelerde gozlenen degisimler sekil

4.10-4.18’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Gruplarin kemik biyomekanigi parametrelerine ait ortalamalar + SD degerleri ve anlamlilik diizeyleri

Gruplar
K SH ONX ONXP PMA

(N=8) (N=8) (N=8) (N=11) (N=12)
Kemik Biyomekanigi Parametreleri
Fu (N) 60,85 + 6,72 54,49 + 7,78 47,65+ 6,47 54,02 + 7,51 59,95 + 8,70
dy (mm) 0,0978 + 0,014 0,1221 + 0,021 0,0806 + 0,013 0,1030 = 0,010°°" 0,1103 + 0,014
S (N/mm) 669,60 = 109,73 499,57 + 75,30 599,72 + 62,70 564,97 + 97,77 582,22 + 86,68
U (mJ) 28,34 + 6,89 28,95 + 8,25 17,19 + 4,77 24,58 + 5,08 30,37 + 6,47
Lap (MM?) 7,03 2,07 5,23 + 1,09 5,11+ 1,09 5,55+ 1,12 522+1,25
e (mm°) 11,86 + 3,28 8,33+ 1,62 8,23+ 2,36 8,72+ 1,09 9,18 2,29
ou (MPa) 67,08 17,37 83,58 = 21,63 65,40 = 18,95 78,31 + 20,58 85,11 +7,57
gy (MM/mm) 0,1059+0,019 0,1876 + 0,050 0,1111+0,036 0,1484 + 0,031 0,1578 £ 0,021
E (GPa) 5,61 = 1,63 8,19+ 2,03 7,12+ 2,50 8,40 + 2,17 7,29+ 1,57
u (MPa) 4,18+1,60 422+1,83 2,74 £ 0,86 3,59+1,49 4,98 +1,00

Fu: Maksimum kirilma kuvveti, dy: Maksimum deformasyon, S: Sertlik, U: Depolanan enerji, 1ap: Anterior-posterior dogrultudaki atalet momenti, Iy : Medio-lateral
dogrultudaki atalet momenti, 6y: Maksimum egme dayanimi, ey: Maksimum strain, E: Esneklik katsayis1, u: Dayaniklilik. © K grubu ile karsilastirma, * SH grubu ile

karsilastirma, ° ONX grubu ile karsilastirma. * P<0,05, § P<0,01, 1 P<0,001. Tabloda yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilastirmalar verilmistir.
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A) Maksimum Kirilma Kuvveti (Fy; N): Yapilan istatistiksel analizlerde, ONX grubu Fy
ortalamalarinda gozlenen azalis K grubuna gore anlamli bulunmustur (P<0,05).
ONXP gruplarna ait Fy ortalamasinin ONX’e gore arttig1; ancak bu artigin anlaml
olmadig1 saptanmigtir. Bununla birlikte, ONXP ve PMA gruplarina ait Fy
ortalamalarinin SH ile benzer degere sahip oldugu gdzlenmistir (Sekil 4.10).

B) Maksimum Deformasyon (dy; mm): K ve ONX gruplarina ait dy oOrtalamalari
karsilastirildiginda, ONX grubunda gozlenen azalis anlamli bulunmamistir. ONXP
gruplarina ait dy ortalamasinda gozlenen artisin ONX’e gore anlamli bulunurken
(P<0,05), ONX’e gore ONXP’de gozlenen artiy SH grubuna gore yetersiz kalmistir
(P<0,05). SH ve PMA gruplarin aait ortalamalarin birbirleriyle benzer olduklari
saptanmistir (Sekil 4.11).

C) Sertlik (S; N/mm): S ortalamalar1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmamustir (Sekil 4.12).

D) Depolanan Enerji (U; mJ): Yapilan istatistiksel analizlerde, ONX grubuna ait U
ortalamasinda gozlenen azalis K grubuna gore anlamli bulunmustur (P<0,01).
Bununla birlikte, ONXP grubuna ait U ortalamasmin ONX’e gére arttigi; ancak bu
artisgin - anlamhi  olmadigr saptanmistir. ONXP ve PMA gruplarma ait U
ortalamalarinin SH grubuyla benzer oldugu gézlenmistir (Sekil 4.13).

E) Kesitsel Atalet Momentleri (Iap, Iw; mm*): ONX grubuna ait lap Ve Iwe
ortalamalarinda gozlenen azalis K grubuna gore anlamli bulunmustur (P<0,05).
ONXP grubuna ait lap Ve Iy_ ortalamalarmm ONX ve SH gruplariyla benzer
degerlere sahip oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, PMA ve SH gruplar1 arasinda
da anlamli bir iligski gozlenmemistir (Sekil 4.14).

F) Maksimum Egme Dayanimui (oy; MPa): Yapilan istatistiksel analizlerde K ve ONX
gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark gdézlenmemistir. ONXP
grubuna ait oy ortalamasmin ONX grubuna gore arttig1; ancak bu artisin anlamli
olmadig1 saptanmistrr. SH, ONXP ve PMA gruplart1 arasinda yapilan
karsilastirmalarda gruplarinin benzer ortalamalara sahip olduklar1 saptanmistur (Sekil
4.15).

G) Maksimum Strain (ey; mm/mm): SH, ONXP ve PMA gruplari arasinda istatistiksl
olarak anlamli bir fark saptanmamustir. Bununla birlikte ONXP grubuna ait ey

ortalamas1 ONX grubuna gore artt1g1; ancak bu artisin anlamli olmadig1 goézlenmistir.
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K ve ONX gruplari
saptanmamugstir (Sekil 4.16).

arasinda yapilan karsilastirmalarda anlamli

bir fark

H) Esneklik Katsayis1 (E; GPa): Gruplarin E ortalamalari arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamustir (Sekil 4.17).

I) Dayaniklilik (u; MPa): Yapilan istatistiksel analizlerde, ONX grubuna ait u

ortalamasmin K grubuna gore azaldigi; ancak bu azalisin anlamli olmadigi

saptanmistir. ONXP grubuna ait ortalamanin ONX’e goOre arttigi saptanmistir
(P>0,05). Bununla birlikte SH, ONXP ve PMA gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir iligki gézlenmemistir (Sekil 4.18).
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| m onalama
T Ortalama + %95 Guv.Ar.
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ONX

ONXP PMA

K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12). * K grubu ile
karsilastirma. * P<0,05. Sekilde yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilastirmalar

verilmistir.

Sekil 4.10. Gruplarin maksimum kirilma kuvveti ortalamalar1 + SD degerleri
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K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12). °® ONX grubu ile
karsilastirma. * P<0,05. Sekilde yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilastirmalar

verilmistir.

Sekil 4.11. Gruplarin maksimum deformasyon ortalamalari = SD degerleri
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Sekil 4.12. Gruplarmn sertlik ortalamalar1 + SD degerleri
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K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12). kK grubu ile
karsilastirma. § P<0,01. Sekilde yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilastirmalar
verilmistir.

Sekil 4.13. Gruplarin depolanan enerji ortalamalar1 = SD degerleri
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(& 1ap (mnri')

2 [&] 1y (mn)
K SH ONX ONXP PMA

lap:  Anterior-posterior dogrultudaki atalet momenti, Iy Medio-lateral
dogrultudaki atalet momenti. K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11),
PMA (N=12). © K grubu ile karsilastirma. * P<0,05. Sekilde yalniz istatistiksel
olarak anlaml karsilastirmalar verilmistir.

Sekil 4.14. Gruplarin [ap Ve Iy ortalamalar1 = SD degerleri
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Sekil 4.15. Gruplarin maksimum dayanim ortalamalar1 + SD degerleri
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Sekil 4.16. Gruplarin maksimum strain ortalamalari = SD degerleri
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Sekil 4.17. Gruplarmn esneklik katsayisi ortalamalar1 + SD degerleri
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Sekil 4.18. Gruplarin dayaniklilik ortalamalart £ SD degerleri
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4.5. Histolojik Bulgular

Calismada, sicanlardan izole edilen sag femur kemikleri histolojik Ol¢iim ve
analizlerde kullanilmistir. Femur kemiklerine ait Cyy ortalamalar1 ¢izelge 4.5°te,
ortalamalarda gozlenen degisimler sekil 4.19°da gosterilmistir. Femur kemiklerine ait
kortikal kemik kalinligi (Crn; um) her 6rnekten (Sekil 4.20) aralarinda 100 um bulunan
10 kesit alinarak 4 kadranda Ol¢iilmiis ve sonuglar elde edilen Ol¢limlerin ortalamasi
olarak verilmistir.

Yapilan istatistiksel analizlerde, ONX grubuna ait Cty Ortalamalarinda gézlenen
azalis K gruplarma gore anlamli bulunmustur (P<0,05). ONXP grubu Cry ortalamasimin
ONX’e gore arttig1; ancak bu artisin anlamli olmadig1 gozlenmistir. SH, ONXP ve PMA
gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamistir.
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Kortikal Kemik Kalinligi (Cry; pm)
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500 T Ortalama + %95 Guv.Ar.
K SH ONX ONXP PMA
K (N=8), SH (N=8), ONX (N=5), ONXP (N=9), PMA (N=11). “ K grubu ile
karsilastirma. * P<0,05. Sekilde yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilastirmalar
verilmistir.

Sekil 4.19. Gruplarin kortikal kemik kalinlig1 ortalamalar1 = SD degerleri
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Cizelge 4.5. Gruplarin Kortikal kemik kalinlig1 ortalamalar1 = SD ve anlamlilik diizeyleri

Gruplar
K SH ONX ONXP PMA
(N=8) (N=8) (N=5) (N=9) (N=11)
Cri (um) 732,05+ 110,76 700,26 + 70,65 577,29 + 30,03"* 628,20 + 81,37 710,78 + 113,33

Cry: Kortikal kemik kalinligi. KK grubu ile kargilagtirma. * P<0,05. Tabloda yalniz istatistiksel olarak anlaml kargilagtirmalar verilmistir.

Cizelge 4.6. Gruplarin serum osteokalsin ve B-crosslaps ortalamalar1 + SD degerleri ve anlamlilik diizeyleri

Gruplar
K SH ONX ONXP PMA
(N=8) (N=8) (N=8) (N=11) (N=12)
SOCN (ng/ml) 8,27+ 1,58 7,54 +0,97 10,88 + 1,63 11,43 +1,66% 9,60+ 1,72
sB-CTX (pg/ml) 158,35 + 78,07 137,32 + 70,01 270,69 + 55,80 178,17 + 84,26 163,01 + 77,32

SOCN: Serum osteokalsin, sB-CTX: Serum B-crosslaps. “ K grubu ile karsilastirma, ° SH grubu ile karsilastirma. * P<0,05, 1 P<0,001. Tabloda
yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilagtirmalar verilmistir.
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Sekil 4.20. Femur kemiklerinin kortikal kemik kalinliklarinin belirlenmesinde kullanilan kesit 6rnekleri X
120 biiyiitme

4.6. Biyokimyasal Bulgular

Sicanlardan eksanguinasyon yontemi ile alinan kan 6rnekleri, SOCN ve sB-CTX
diizeylerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Caligma kapsaminda 6lgiilen SOCN (ng/ml)
ve sp-CTX (pg/ml) diizeylerine ait ortalamalar ¢izelge 4.6’da ve sSOCN ve sp-CTX
diizeylerinde gozlenen degisimler sirasiyla sekil 4.21 ve 4.22°de gdsterilmistir.

Yapilan istatistiksel analizlerde, ONX grubuna ait sOCN ve sB-CTX
diizeylerinde gézlenen artislar K grubuna gore anlamli bulunmustur (P<0.05). Ayrica,
ONXP ve ONX gruplarma ait sSOCN ortalamalarmin benzer oldugu gozlenirken, ONXP
grubuna ait sp-CTX ortalamasinin ONX’e gore azaldigi; ancak bu azaligin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptanmisti. ONXP grubuna ait sOCN ortalamasmin SH
grubuna gore anlamli derecede arttigi saptanirken (P<0.05), sp-CTX diizeylerinin
benzer oldugu gozlenmistir. SH ve PMA gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada

sOCN ve sp-CTX diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmamustir.
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Sekil 4.21. Gruplarin serum osteokalsin ortalamalar1 + SD degerleri
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K (N=8), SH (N=8), ONX (N=8), ONXP (N=11), PMA (N=12). * K grubu ile
karsilastirma. * P<0,05. Sekilde yalniz istatistiksel olarak anlamli karsilagtirmalar
verilmistir.

Sekil 4.22. Gruplarin serum B-crosslaps ortalamalar1 + SD degerleri
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada, saglikli ve deneysel OP modeli olusturulmus siganlarda 15 Hz,
0,3 ms puls stireli, 1 mT siddetindeki PMA’ya, 182 giin (26 hafta), giinde 2 saat
maruziyetin kemik doku tizerindeki etkileri biyomekanik, biyokimyasal, dansitometrik
ve histolojik yOntemler kullanilarak arastirilmigtir. Calismada, sigcanlarda kemik
kaybinin olusup olusmadigi K ve ONX gruplar1 karsilastirilarak, PMA’nin kemik kaybi1
iizerindeki protektif etkileri SH, ONX ve ONXP gruplari, saglikli sicanlar iizerindeki
etkileri ise SH ve PMA gruplari karsilastirilarak belirlenmistir.

Sicanlarda deneysel OP (kemik kaybi) modeli olusturmak amaciyla, en ¢ok
tercih edilen yontem OVX yontemidir. Yontem kabaca, overlerin bilateral izolasyonu
olarak tanimlanabilir. Over izolasyonu, kemik metabolizmasmda (kemik yapim-yikim)
regiilator olarak gorev alan Ostrojen iiretimini dnemli 6lglide azaltir ve postmenopozal
OP olusmasina neden olur. Siganlarda OVX yontemi ile dstrojen eksikligi olusturularak,
insanlarda g6zlenen postmenopozal kemik kaybi taklit edilebilir (22,125,126,142).
OVX sonrasi kemigin kiitlesi ve biyomekanik 6zelliklerinde beklenen en erken anlamli
degisim siiresi, kemigin anatomik konumu ve histolojik yapisma bagl olarak degisir.
Lumbar vertebralara ait trabekiiler kemikte bu siire yaklasik 3 ay (90 giin) iken, femoral
diyafize ait kortikal kemikte 9 ay (270 giin) kadardir. OVX-nedenli kemik kaybi,
trabekiiler kemikte nispeten hizli ve efektif olmasina karsin, kortikal kemikte oldukca
yavastir (125,127). Tibia ve femur gibi uzun kemiklerde dansitometrik yontemlerle
saptanan kemik kaybimnin, mekanik davraniglara yansimadigi gézlenmistir (109). Bu
nedenle, bu calismada OVX yontemi ile kullanilabilecek ve bu yontemle kemik
kaybinin etkinligini ve hizin1 artirabilecek ek yonteme gereksinim duyulmustur. Yapilan
literatlir taramasinda, OVX yontemine ilaveten sNX (siyatik sinir ndrektomi) veya
kalkaneal tenotomi yOntemlerinden herhangi birinin kullanilmasi ile trabekiiler ve
kortikal kemikte olusan kemik kaybinin ¢cok daha hizli ve etkin olusturulabilecegi rapor
edilmistir (125,143). Siyatik sinir (N. ischiadicus), viicudun en biiyilk ve en uzun
siniridir. Bacak ve ayak kaslarinin innervasyonunun yaninda yine bu bolgelere ait
duyusal sinyallerin iist merkezlere iletiminden sorumludur. Tibial (N. tibialis), peroneal
(N. peroneus communis) ve sural (N. suralis) olmak iizere ii¢ dali bulunur. SNX

yonteminde siyatik sinirin bir bolimi kesilerek alinir, sinir fonksiyonel 6zelligini
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kaybeder, innerve ettigi kas gruplar1 ile baglantinin kesilmesi, ilgili kaslarda atrofi
gelismesine neden olur. sSNX nedeniyle, ayakta durma ve yiirlime zorlasir, bunun
sonucunda kullanilmayan uzuvlarda kemik kaybi gelisir. Deri duyusunun biiyiik bir
cogunlugu sinirin tibial dali iizerinden alindig1 i¢in duyusal iletim de kesilerek plantar
duyu kaybi gelisir (143-146). Sicanlara, OVX ve sNX’in birlikte uygulanmasi (ONX)
sonucu kemik kaybi hizinin 2 kat artabilecegi bildirilmistir. ONX ile olusturulan
modellerde, femoral kortikal saftta gozlenen kemik kaybmin 84 giinde %11 (yalniz
OVX: %S5; yalniz sNX: 0); 168 giinde %28 (yalniz OVX: %10; yalniz sNX: %10)
oldugu gosterilmistir (125). Deneysel OP modeli olusturmak amaciyla, birgok
arastirmact ONX yonteminde sNX’in cerrahi basarisinin diisiik olmasi nedeniyle OVX’1
tercth etmektedir. Bu caligmada, etkin ve hizli kemik kaybi olusturmak amaciyla
sicanlara ONX yontemi uygulanmistir. sSNX’in cerrahi basaris1 calisma siliresince ve
sonunda miiskiiler atrofi (gastrocnemius kas agirliklar) ve plantar duyu kaybi1 (PWL
stireleri) saptanarak kontrol edilmistir.

PMA’nn kemik kaybi {iizerindeki etkileri c¢esitli deneysel calismalarla
incelenmis ve bu ¢alismalarda farkli uygulama prosediirleri gézlenmistir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle hiicresel diizeyde gosterdigi basarili sonuglar nedeniyle,
15 Hz kemik ile iliskili PMA uygulamalarinda etkin frekans degeri olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte uygulanan PMA’nin siddeti, puls ve uygulama siiresi de
en az frekans kadar Onemli faktorler olmasina ragmen, frekansta oldugu gibi bu
faktorler i¢in etkin bir deger s6z konusu degildir. PMA uygulamalari ile iligkilendirilen
terapotik dozlar genellikle 3 mT dan kii¢iik alan siddetlerini igermekle birlikte, yapilan
calismalar 2 mT altinda yogunlasmaktadir. Bu dogrultuda, 1 mT alan siddetinin kemik
doku tizerinde olumlu etkilere sahip oldugu cesitli ¢calismalarla gosterilmistir. Ayrica,
Ulusalararas1 Non-iyonize Radyasyondan Korunma Komisyonu (ICNIRP) ve Amerikan
Endiistri Hijyenistleri Dernegi (ACGIH) igsel maruziyet i¢in 1 mT alan siddetini st
limit deger olarak belirlemistir. ACGIH bu limit degeri 2 saatle sinirlandirmaktadir.
Avrupa Birligi (EU) 1 mT alan siddetini insan saghig1 agisindan giivenli iist smir olarak
tanimlamustir (6,8,126,128-131,147-153). Bu nedenlerle, ¢alismamizda PMA frekansi
15 Hz, alan siddeti ise 1 mT olarak belirlenmistir. Calismada, puls siiresi (puls genisligi)
ve PMA uygulama siiresi yapilan literatiir degerlendirmesi sonucunda sirasiyla 0,3 ms

ve 2 saat olarak belirlenmistir. Bu degerlendirmede son birka¢ yil dikkate alinmis ve
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osteoblastik aktiviteyi arttirdigi ileri siiriilen degerler ile ¢alisma kapsaminda yer alan
gruplardaki sigcan sayilar1 ve laboratuvar kosullar1 da g6z Oniine alinmistir (6,8,128—
131,147-153).

Sicanlarda femur ve tibia gibi uzun kemiklerin mekanik Ozelliklerinin
belirlenmesinde en ¢ok tercih edilen yontemler germe, sikistirma ve TPBT dir. Germe,
uzun kemiklere uygun ve uniaksial bir yontemdir. Sikistirma ise vertebra gibi kiigiik
kemiklere uygun, uniaksial (vertikal veya horizontal) ve dogrulugu germe testine gore
daha diisiik bir yontemdir. Biyomekanik testlerde dokunun fizyolojik dogasma ve farkl
bedensel hareketlerde uzun kemiklerin dogal yasam siirecinde karsilastig1 yiiklemeye en
uygun yontem olmasi nedeniyle, bu c¢alismada TPBT yontemi tercih edilmistir
(19,33,35).

Bu calismada, ONX ve ONXP gruplarinda sNX’in cerrahi basaris1 iki yontemle
degerlendirilmistir. Bu yontemlerden biri N. tibialis tarafindan innerve edilen
gastrocnemius kas agirhigmin Olgiilmesidir. Bu gruplarda yer alan siganlarin sol
bacaklarina ait gastrocnemius kaslar1 izole edilerek, hassas terazide tartilmigtir. Yapilan
istatistiksel analizlerde, gastrocnemius kas agirliklariin ONX (K: % 69,8) ve ONXP
(SH: % 75,8) gruplarinda 6nemli derecede azaldig saptanmustir (Cizelge 4.1; Sekil 4.2).
Bu sonuglara gore, ONX ve ONXP gruplarina ait siganlarda, sinirsel denervasyona bagl
olarak miiskiiler atrofinin gelistigi s6ylenebilir. Kuwamoto ve ark.’larinin (136) yapmis
oldugu bir ¢alismada, noral paralizin artrit ve OP iizerindeki etkileri arastirilmis ve
deneysel kemik kaybi modeli olusturmak amaciyla sSNX yontemi kullanilmistir. Deney
sonunda gastrocnemius kas agirliklarmin kontrol grubuna gore 6nemli derecede azaldigi
gosterilmistir (136). Bir baska calismada, Sinir hasari, ezme (crush injury), kismi
rezeksiyon ve tibial norektomi yontemleriyle olusturulmus ve uygulanan cerrahi
protokoliin basaris1 gastrocnemius kas agirliklar1 Olciilerek degerlendirilmis, benzer
sonuglara ulagilmistir (154). Sonuglarimiz bu ¢alismalarla uyumludur.

sNX yonteminin kontrol ve takibinde kullanilan ikinci yontem, sicanlarm penge
geri ¢ekme cevaplarinm Olclilmesidir. Bu yOntemin temel amaci, siyatik sinir
rezeksiyonu sebebiyle sicanlarda olusan duyu kaybini belirlemek ve deney siiresince bu
standardin korunup korunmadigini saptamaktir. Yapilan istatistiksel analizlerde, ONX
(K’ya gore) ve ONXP (SH’ya gore) gruplarma ait PWL ortalamalarindaki artis anlaml

bulunmus, bu artisin sNX’i takiben basladigi ve c¢alisma siiresince devam ettigi
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saptanmistir (P<0,001) (Sekil 4.1, EK-3). Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
sNX uygulamasina tabi tutulan siganlarda, duyu kaybma bagli olarak termoanestezinin
(sicak ve/veya soguk gibi termal duyularin alimamayisi) gelistigi sdylenebilir.
Sicanlarda miiskiiler atrofi ile birlikte termoanestezinin goriilmesi, sSNX’in cerrahi
olarak basariyla uygulandig1 sonucuna varilmistir. Bu yontemde, siyatik sinire ait akson,
miyelin tabakasi ve konnektif doku bir biitiin olarak kesilmis ve sinir govdesinin
biitiiniinde hasar olusturulmustur. Ortaya ¢ikan bu tablo “ndrotmezis” olarak
adlandirilan en siddetli periferik sinir hasari ile esdeger diizeydedir. Bu hasarm iyilesme
olasilig1 son derece diisiiktiir. Nitekim calismamizda PWL degerlerinin tiim deney
stiresince yiiksek olmasi, sinirde rejeneratif bir siirecin yasanmadigini gostermektedir.
Son yillarda yapilan bir calismada; sinir hasar1 siyatik sinirde kesi seklinde
olusturulmus, cerrahi girisimle sinir graftleri yerlestirilmis, PWL siirelerinde 16. haftaya
kadar bir diizelme olmadig1 gosterilmistir (155). Luis ve ark.’larinin yaptig1 benzer bir
calismada, PWL siirelerinde gozlenen artigin 20 hafta boyunca degismedigi saptanmistir
(156). Sonuglarimiz bu galismalarla uyumludur.

Calisma kapsaminda, tiim gruplara ait siganlarm viicut agirliklar1 182 (26 hafta)
giin boyunca her hafta ol¢lilmiistiir. Gruplarin baslangi¢, haftalik ve ¢alisma siiresince
Olciilen agirhik ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihik
saptanmamistir (EK-1 ve 2). Bu sonuca gore, PMA’nin PMA ve ONXP gruplarma ait
sicanlarin agirlik degisimleri tizerine herhangi bir etkisinin bulunmadigi soylenebilir.
NTP’nin (U.S. National Toxycology Program) yaymladigi bir raporda (157), Shen ve
Zhao (130) Gonzalez-Riola ve ark.’lar1 (158), Sert ve ark.’lar1, (126), Chang ve Chang
(6) ve van der Jagt ve ark.’larmin (159) yapmis oldugu calismalarda; dalga formu,
frekansi, siddeti ve uygulama siireleri farkli MA’larin saglikli ve deneysel OP modeli
olusturulan fare ve sicanlarm agiliklar1 lizerine bir etkisi olmadigini1 gostermislerdir.
Sonuglarimiz bu c¢aligmalarla uyumludur. ONX grubuna ait sicanlarm agirhiklar1 K
grubu ile benzer bulunmustur. Yapilan calismalarda OVX’te agirlik artis1 sSNX’te ise
azaldig1 bildirilmektedir (130,160,161). ONX gruplarinda bu iki durumun birbirini
dengeledigi diisiiniilmektedir.

OP’nin tan1 ve takibinde BMD 6nemli bir parametredir, kemik giicii ile gii¢lii bir
korelasyon gosterir ve kirik riskinin dnemli bir belirtecidir. Ancak, kemik giicii sadece

BMD ile degil, bunun yaninda kemigin mikromimarisi (kemik kalitesi) ile de yakindan
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iliskilidir (86-89,162). Bu ¢alismada, K ve ONX gruplarina ait femur kemiklerinin
BMD o6lgiimleri tiim, diyafizial ve kirilma noktasi olmak iizere ii¢ bolgede dl¢iilmiis ve
ONX grubunda gozlenen azalislar her ii¢ bolgede de anlamli bulunmustur (P<0,001)
(Cizelge 4.2; Sekil 4.3-4.5). Gerek OVX gerekse sSNX yontemleriyle olusturulan kemik
kayb1 modellerinde, BMD diizeylerinin azaldig1 bilinen bir sonugtur (162—-169).

Dokunun yapisal biitiinligiinii en iyi yansitan maksimum kirilma kuvveti ile
dokunun yapisal 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilan maksimum deformasyon
miktari, sertlik ve depolanan enerji biyomekanik analizlerde siklikla kullanilan 6nemli
parametrelerdir (170,171). Yapisal parametreler kemigin kalitesi ve dayanikliligi
(kemik giicii) ile yakindan iliskilidir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, ONX
grubuna ait maksimum kirilma kuvveti, maksimum deformasyon ve depolanan enerji
ortalamalarinin K grubuna gore sirasiyla %21,7 (P<0,05), %17,6 (P>0,05) ve %39,3
(P<0,01) oranlarinda azaldigi, saptanmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.10, 4.11 ve 4.13).
Bununla birlikte, sertlikte kismi degisimler olmasina ragmen, %10,5 oranindaki azalig
anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.12). Bu sonuglara gore, ONX grubuna ait
kemiklerin gii¢siiz ve kirilgan oldugu, uygulanan yiike kars1 gosterdigi direncin 6nemli
derecede azaldigi ve kemik biitlinliigliniin mekanik agidan bozuldugu soylenebilir.
Ayrica yapisal parametrelerdeki azalis, kemik mineralizasyonunun olumsuz
etkilendiginin gostergesidir. Bu sonu¢ BMD 6lgiimleriyle de gosterilmistir.

Maksimum egme dayanimi, maksimum strain, esneklik katsayis1 ve dayaniklilik
kemigin materyal oOzelliklerinin belirlenmesinde kullanilan parametrelerdir. Bu
parametreler, kemigin yapisal Dbitinligini yansittigi gibi, diisik kemik
mineralizasyonu ve kollajen degredasyonu ile karakterize postmenopozal OP gibi ¢esitli
kemik patolojilerini biyomekanik a¢idan degerlendirme imkani da tanimaktadir. Bu
degerlendirmelerde, anilan parametrelerin farkli kombinasyonlar1 kullanilir. Maksimum
egme dayanimi ve dayaniklilik kemik mineralizasyonu ile iligskilendirilmistir (170,171).
Dayaniklilik, kemigin organik fazi ile yakindan iliskilidir ve mineral yogunlugundan
bagimsiz olarak dokunun kollajen biitiinliigiinii yansitir. Bu ¢alismada, ONX gruplarma
ait maksimum egme dayanimi, esneklik katsayis1 ve dayaniklilik parametreleri K
grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamstir (Cizelge
4.4; Sekil 4.15, 4.17 ve 4.18). Ancak, ONX grubuna ait dayaniklilik parametresinde

gozlenen %34,4 (K’ya gore) oranindaki azalma kemigin mineral yogunlugundan
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bagimsiz olarak kollajen yapmin etkilendigini gosterir (P>0,05) (Cizelge 4.4; Sekil
4.18). Ayrica, postmenopozal OP’de, kollajen biitiinliigiiniin bozuldugu cesitli
caligmalarda da gosterilmistir (104,105,172). Materyal 6zelliklerle ilgili bulgular, ONX
grubunda gozlenen degisimlerin diisilk kemik kiitlesi yaninda bozulan kollajen
bitiinligi ile gergeklestigi soylenebilir. Bu sonuglar1 desteklemek amaciyla ¢aligmada
bu gruba ait serum osteokalsin ve B-crosslaps diizeyleri incelenmistir.

Kemik dongiisii, osteoblast (yapim) ve osteoklast (yikim) hiicreleri tarafindan
regiile edilen, birbirine zit bir siirectir. Saglikli bireylerde bu siire¢ denge halinde olup,
kemik kiitlesi korunur. Postmenopozal OP, kemik dongli hizinda artma ve kemik
yapim-yikim siire¢lerinde olusan dengesizlige bagli olarak ortaya c¢ikar (107).
Osteokalsin, osteoblast hiicreleri tarafindan sekrete edilen ve mineralizasyonda gorev
alan 6nemli bir proteindir. SOCN diizeyleri osteoblastik aktivite ile kemik yapim hizinin
hassas ve spesifik bir belirtecidir, BMD ile de ters ve yiiksek korelasyon gosterir (111).
B-CTX, kemik yikimi sirasinda osteoklastik tip 1 kollajen degredasyonu sonucu olusan
bir fragmenttir. Osteoklastik kollajen degredasyonu sadece kemikte gerceklestigi i¢in -
CTX hassas ve kemige spesifik bir yikim belirtecidir. SOCN diizeyleriyle korelasyonu
yiiksektir (104,106,173). SOCN ve sp-CTX diizeyleri incelendiginde, ONX grubuna ait
ortalamalarin K grubuna gore, sirasiyla, %31,6 (P<0,05) ve %70,9 (P<0,05) oraninda
onemli derecede arttigi saptanmustir (Cizelge 4.6; Sekil 4.21 ve 4.22). Bu sonuglara
gore, kemik yapim-yikim dongiisiiniin arttig1 ve bu artisa baglh olarak kemik kiitlesinin
azaldig1 soylenebilir. Cesitli insan ve hayvan caligmalarinda kemik kaybi nedeniyle
SOCN ve sp-CTX diizeylerinin arttignr gosterilmistir (174-178). Sonuglarimiz bu
calismalarla uyumludur ve bu ¢alismalar biyomekanik bulgularimizi desteklemektedir.

Kemik biyomekaniginde incelenen parametreler, dokunun materyal
[kalsifikasyon, doku kompozisyonu, hidroksiapatit kristallerinin uzaysal dagilimi,
kollajen lifleri ve lamellar yapisi] ve geometrik 6zelliklerine [trabekiiler ag, kortikal
kesit alan ve kortikal kemik kalinligi] baglh olarak degisir. Bu nedenle femur
kemiklerine ait CSA, L,, L, kemiklerin egme kuvvetine ve kuvvet nedeniyle olusan
deformasyona kargt kemigin gosterdigi direnci yansitan (34) atalet momentini
hesaplamak amaciyla PERm, PERap, ENDmi Ve ENDap 6l¢lilmiistiir. Kemigin giicii ve
kalitesini yansitan kortikal kemik kalinlig1 histolojik yontemle degerlendirilmistir. ONX

ve K grubuna ait geometrik parametreler karsilastirildiginda, Lo, PERap Ve ENDap’de
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anlamli bir fark saptanmamistir (Cizelge 4.3; Sekil 4.6-4.8). PERm. %9,2 (P<0,05),
Crn %21,1 (P<0,05), ve CSA %12,7 (P>0,05) oraninda azalmistir (Cizelge 4.3 ve 4.6;
Sekil 4.6-4.9, Sekil 4.19). lap Ve Iy ortalamalar: sirasiyla % 30,6 (P<0,05) ve % 27,3
(P<0,05) oraninda azalmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.14). Dolayisiyla kemiklerin
uygulanan yiike kars1 gosterdigi direncin azaldigi ve kemik biitlinliigliniin bozuldugu
sOylenebilir. Bu sonu¢ da yapisal parametrelerden elde ettigimiz bulgulari
desteklemektedir.

ONX grubuna ait biyomekanik, dansitometrik, histolojik ve biyokimyasal
sonuglar; kemik kiitlesindeki azalmayla birlikte kollajen degredasyonu sonucu femur
kemiklerinde kirilganligin arttigi, kemik gilicii ve uygulanan yiike karsi kemigin
gosterdigi direncin azaldigi; ayrica, deneysel OP modeli olusturmak amaciyla kullanilan
ONX yonteminin basariyla uygulandigi sdylenebilir.

PMA’nmn kemik doku {izerindeki protektif etkilerini degerlendirmek amaciyla
ONXP, ONX ve SH gruplar1 karsilastirilmistir. ONXP grubuna ait maksimum kirilma
kuvveti ve depolanan enerji ortalamalart ONX’e gore sirasiyla %13,4 ve %43 oraninda
artmasma ragmen anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.10 ve 4.13). Sertlik
acisindan benzer degerlere sahipken, maksimum deformasyon miktarindaki %27,8’lik
artis anlamli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 4.4; Sekil 4.11 ve 4.12). Tiim, diyafizial ve
kirllma noktasina ait BMD ortalamalar: sirasiyla %7,7 (P<0,05), %11,7 (P<0,05) ve
%8,8 (P>0,05) oraninda artmustir (Sekil 4.3-4.5). PMA’nin kemik mineralizasyonu
tizerindeki olumlu etkileri ¢esitli caligmalarla gosterilmistir (15,130,160). Bu sonuglara
gore, PMA’nin kemik kiitle kaybin1 ve bu kayip nedeniyle gézlenen dejenerasyonu
(kirilganlik artis1, bozulan kemik biitiinliigii, azalan direng) 6nledigi sdylenebilir.

ONXP ve ONX gruplarma ait kemigin materyal 6zellikleri karsilastirildiginda,
maksimum egme dayanimi, maksimum strain, esneklik katsayisi ve dayaniklilik
parametreleri sirasiyla %19,7 (P>0,05), %33,6 (P<0,05), %18 (P>0,05) ve %31
(P>0,05) oraninda artmistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.15-4.18). ONXP ve ONX gruplarinda
SOCN diizeylerinin benzer oldugu, sp-CTX diizeylerinin ise ONXP grubunda %34,2
(P>0,05) oraninda azaldig1 saptanmustir (Sekil 4.21 ve 4.22). Bu sonuglar, PMA’nin
kollajen degredasyonunu kismen Onledigi, osteoblastik aktiviteyi stimiile ederken,
osteoklastik aktiviteyi baskiladigi ve bunun sonucu olarak ONX grubunda goézlenen

yliksek kemik dongii hizini regiile ettigi soylenebilir.
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ENDwmL ve Cry ortalamalarinin ONX’e gore sirasiyla %17,6 (P<0,01) ve %8,8
(P<0,05) oranlarinda arttig1 saptanirken, Lo, L, PERm, PERap, ENDap, CSA, lap Ve
ImL’de anlamli bir farklilik saptanmamustir (Cizelge 4.3, 4.4 ve 4.5; Sekil 4.6-4.9, Sekil
4.14 ve 4.19). Bu sonuglar, ozellikle Ctn, kemige ait yapisal bulgular1 desteklemektedir.

ONXP ve SH grubu karsilastirildiginda maksimum deformasyon ve sOCN
haricindeki tiim parametrelere ait ortalamalarin benzer oldugu saptanmustir (Cizelge
4.2-4.6; Sekil 4.3-4.19). Ayrica, ONXP grubuna ait SOCN diizeylerinde gozlenen artig
SH grubuyla anlamli bulunurken (P<0,05), sp-CTX ortalamalarinin benzer oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.6; Sekil 4.21 ve 4.22). ONXP grubuna ait maksimum
deformasyon miktar1 ortalamasinda gozlenen pozitif etkilere ragmen, ortalamas1 SH
grubuna gore diisiik kalmistir (P<0,05) (Cizelge 4.4; Sekil 4.11). Bu sonuglar, PMA’nin
protektif etkisinin gostergeleridir.

Biyomekanik, dansitometrik, histolojik ve biyokimyasal sonuglara gore,
PMA’nin kemik kirilganligini azalttigmni, kemik biitiinliiglinii korudugunu, kirilmaya
kars1 kemigin gosterdigi direnci arttirdigini; bu etkilerini kemik kiitle kaybimi ve
kollajen degredasyonunu Onleyerek osteoblastlar {izerinden gerceklestirdigini
sOyleyebiliriz.

PMA’nm kemik doku iizerindeki etkilerinin, biyomekanik 6zellikler yoniinden
incelendigi calisma sayis1 oldukga azdir. Luo ve ark.’lar1 (179); OVX yontemiyle kemik
kayb1 olusturulan tavsanlara uygulanan PMA’nin (5 ms puls stireli, 15 Hz frekansli, 1
mT, 6 hafta, 6 saat/giin) maksimum kirilma kuvveti ve sertlikte gbzlenen azalislari
onledigini ileri siirmiislerdir. Xiao ve ark.’lar1 (180) 8 Hz frekansli, 3,8 mT siddetindeki
PMA’nin Sprague Dawley siganlarma 30 giin, giinde 20, 40 ve 60 dakika uygulamus,
kemik dokuya ait biyomekanik parametrelerde OVX’e bagh gelisen dejenerasyonu
Onledigini gostermislerdir. Biyomekanik sonuglarimiz bu ¢aligmalarla uyumludur.

Jing ve ark.’lar1 (160), PMA’ya (15 Hz, 0,2 ms puls siiresi, 9,6 G) 12 hafta
boyunca giinde 6 saat maruziyetin kemik kaybi {izerindeki etkileri dansitometrik (tiim
femur BMD), biyokimyasal (kemik dongii hizi belirtecleri) ve histomorfometrik
(trabekiiler kemigin statik ve dinamik karakterleri) yontemlerle degerlendirilmigtir. 12
hafta sonunda OVX grubuna ait BMD diizeylerinin 6nemli derecede azaldigi, trabekiiler
kemik biitlinliigliniin bozuldugu saptanmig ve PMA’nin OVX’teki bu degisimleri
onledigini ileri siirmiislerdir. Bununla birlikte, OVX grubunda sOCN, ALP, iiriner
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deoksipiridinolin, tiriner Ca ve P diizeyleri ile kemik dongii hizinin anlaml derecede
arttig1 bildirilmistir. PMA’ya maruz birakilan sicanlarda kemik dongii hizinin anlamli
derecede azaldig1 gosterilmis, kemik dongii hizinin PMAyla regiile edilebilecegini ileri
stiriilmigtiir (160). Bu sonuclar, PMA’nin kemik dongii hizin1 regiile ettigi, kollajen
degredasyonunu dnledigi yoniindeki diisiincemizi desteklemektedir.

Shen ve Zhao (130), sag bacaklar1 0,8 mm c¢apinda Kirschner telleri ile
immobilize edilerek, deneysel OP modeli olusturmus 4 aylik yetiskin Sprague Dawley
tiirli disi sicanlar1 1, 2, 4 ve 8 hafta boyunca giinde 2 saat PMA’ya (15 Hz, 8 ms puls
streli, 0,8 mT siddetindeki) maruz birakmislar ve PMA’nin kemik doku iizerindeki
etkilerini dansitometrik ve biyokimyasal yontemlerle degerlendirmislerdir. Immobilize
edilen siganlara ait proksimal femur BMD diizeylerinin 2. haftadan itibaren anlamli
derecede azaldigini ve bu azalisin 8 hafta boyunca devam ettigini, PMA uygulanan
sicanlara ait ortalamalarin kontrol grubuyla benzer oldugunu gostermislerdir (130).
Calismada proksimal femur kemiklerinden serum IL-6 ve TGF-f konsantrasyonlari
belirlenmis, 8 hafta PMA uygulanan grupta TGF-B diizeylerinin 6nemli derecede
arttigini, 4 hafta uygulanan grupta ise IL-6 diizeylerinin anlamli derecede azaldigini
gozlemislerdir (130). Yazarlar, PMA’nin immobilizasyon nedeniyle olusan kemik
kaybini etkin bir sekilde onledigi, kemik yapim-yikim dongiisii {izerine etkili olabilecegi
ve bu etkisini TGF-f (stimiilasyon) ve IL-6 (inhibisyon) ekspresyonu iizerinden
gosterdigini ileri stirmiislerdir (130).

Mishima (12) PMA’nin (12 Hz, pozitif genligi 25 mV, puls siiresi 240 ps, burst
stiresi 4,2 ms, 0,3—1 mT) ONX yontemiyle olusturulan kemik kaybini onledigini ileri
stirmiistiir. Ayrica, Tabrah ve ark.’lar1 (15), Basset ve ark.’lar1 (181), Cruess ve ark.’lar1
(182), Skerry ve ark.’lar1 (183) ve Diniz ve ark.’lar1 (184) farkli PMA protokolleriyle
benzer sonuglara ulagirken, Takayama ve ark.’lar1 (185) bu protektif etkiyi gostermede
basarisiz  olmuslardir. Etki mekanizmasi halen aydinlatilamamakla birlikte,
arastrmacilar PMA’1in kemik kaybi iizerindeki protektif etkilerini osteoblastik aktivite
iizerinden osteoklastik fonksiyonlar1 regiile ederek gosterdiklerini rapor etmislerdir
(6,8,130,186,187). OPG ve RANKL, osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve bu hiicre-
hiicre etkilesimde 6nemli sitokinlerdir. RANK ise osteoklastlar tarafindan sentezlenen
bir yiizey reseptoriidiir. Bu sitokinler, osteoklastik diferansiyasyon ve aktivasyon igin

son derece dnemlidir. OPG ve RANKL, RANK reseptoriine baglanarak etkisini gosterir.
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OPG inhibe ederken, RANKL stimiile eder. PMA, bu etkilesimler tizerindeki etkisini
direkt (OPG sekresyonunu arttirarak) veya indirekt (lokal regiilatdr faktorlerin
sekresyonunu arttirarak) gerceklestirebilir (6,8,9,130,186-188). Mekanizmanin tam
olarak aydinlatilabilmesi i¢in PMA’nin bu yolaga ait lokal regiilasyonda gorev alan
regiilator (IL-6,13) ve sistemik (PTH, kalsitonin) faktorler tizerindeki etkilerinin
aragtirilmasi gerekmektedir.

Calismada, saglikli sicanlara uygulanan PMA’nin etkilerini gozlenmek amaciyla
SH ve PMA gruplart karsilastirilmistir. Kemiklerine ait yapisal [maksimum kirilma
kuvveti, maksimum deformasyon miktari, sertlik ve depolanan enerji] ve materyal
[maksimum egme dayanimi, esneklik katsayis1 ve dayaniklilik] parametreler
incelendiginde, SH ve PMA gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (Cizelge 4.4; Sekil 4.10-4.13, Sekil 4.15-4.18). Bu gruplara ait BMD,
sOCN ve sp-CTX ortalamalarinda da benzer sonuglara ulasilmistir (Cizelge 4.2 ve 4.6;
Sekil 4.3-4.5, Sekil 4.21 ve 4.22). Geometrik ve histolojik parametrelere ait ortalamalar
incelendiginde, SH ve PMA gruplar1 arasinda Lo, L, PERw, PERap, ENDmi, ENDap,
CSA, Ctn, v Ve lap parametrelerinde anlamli bir fark saptanmamustir (Cizelge 4.3, 4.4
ve 4.5; Sekil 4.6-4.9, Sekil 4.14, Sekil 4.19).

Saglikli sicanlara ait biyomekanik, dansitometrik, histolojik ve biyokimyasal
parametrelerden elde edilen tiim sonuglar incelendiginde; PMA’nin saglikli siganlara ait
kemiklerde herhangi bir olumsuz etkisinin bulunmadig1 saptanmustir.

PMA’larin canli sisteme uygulamalarinda; MA’nin siddeti, frekans1 ve
uygulama siiresi son derece onemlidir. PMA’’nin saglikli kemik doku iizerindeki etkileri
ile ilgili caligmalar az olmakla birlikte, bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar benzerdir.
Bu caligmalarda, PMA’nin Ca miktarmni, kollajen ve ekstraselliiler matriks sentezini,
osteoblast proliferasyonunu, ALP, OCN ve OPG sekresyonunu arttirdigi, RANKL
sekresyonu ve serum Ca miktarmi azalttigi, hidroksiapatit osteointegrasyonunu
hizlandirdigi, osteoklastik maturasyonu belirli asamalarda inhibe ettigi, yeni kemik

sentezi ve kirik iyilesmesi iizerindeki stimiilan etkileri ¢esitli yontemlerle gosterilmistir

(6,8,9,130,184,186-191).
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismada, saglikli ve kemik kaybi1 olusturulmus siganlarda 15 Hz, 0.3 ms puls
stireli 1 mT siddetindeki PMA’nin kemigin kalitesi, esnekligi ve dayaniklilig1
iizerindeki etkileri biyomekanik agidan degerlendirilmistir. Ayrica sonuglar,
biyokimyasal kemik dongiisii belirtegleri, dansitometrik ve histomorfolojik analizlerle
desteklenmistir. kemik kayb1 sicanlarda bilateral ovariektomi ve siyatik nérektomi ile
olusturularak PMA’nin olasi etkileri protektif agidan degerlendirilmistir.

Deneysel calismamizdan elde edilen tiim sonuglar degerledirildiginde;

1. PMA’nin saglikli sicanlarida kemigin biyomekanik o6zellikleri (yapisal ve
materyal Ozellikler) lizerine kemik dokuda, dokuyu tahrip edici herhangi bir
etkisinin bulunmadigi saptanmistir. Bu nedenle, 15 Hz frekansh 1 mT
siddetindeki PMA’nin kemik kaybi ile karakterize iskelet sistemi hastaliklarinin
onlenmesinde giivenle kullanilabilecegi soylenebilir.

2. PMA’nin kemik kayb1 agisindan protektif etkilere sahip oldugu goézlenmistir.
Dokuda, kemik kaybi1 nedeniyle kemigin kalitesinde goézlenen azalis PMA
uygulamasi ile 6nemli derecede engellenmistir. Bu etkisini kemik yapim-yikim
dongiisiinii regiile eden osteoblast ve osteoklastlarin fonksiyonlar1 {izerinden
gerceklestirdigi  soylenebilir., PMA’nin  etki mekanizmasinin tam olarak
aydmlatilmas1 icin gelecekte yapilacak ¢aligmalarda osteoblast ve osteoklast
hiicreleri arasinda gergeklesen hiicresel etkilesimlerde gorev alan yolaklara ait
anahtar molekiillerin veya RANK, RANKL, OPG, IL’ler gibi ¢esitli sitokinlerin
molekiiler (gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi) ve biyokimyasal

analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.
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EK-1. Siganlarin haftalik viicut agirhig: degisimleri ve haftalara ait ortalamalari = SD degerleri

255

240

225

210

Viicut Agirhiklar (gr)

180

165

150

w —I- ONXP
<- PMA

Baslangig 2. 4, 6. 8. 10. 12. 14, 16. 18. 20. 22, 24, Final
Hafta

K (N=8): Kontrol grubu, SH (N=8): Sham grubu, ONX (N=8): Ovariektomi (OVX) + Siyatik sinir norektomi (sNX) yapilan grup, ONXP (N=11): Ovariektomi (OVX)
+ Siyatik sinir norektomi (sNX) yapilarak pulslu manyetik alana maruz birakilan grup, PMA (N=12): Manyetik alana maruz birakilan grup.
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EK-2. Sicanlarin deney siiresince viicut agirligi ortalamalari + SD

Gruplar

K
(N=8)

SH
(N=8)

ONX
(N=8)

ONXP
(N=11)

PMA
(N=12)

Viicut Agirh@ (gr)*
Baslangi¢

1. Ay

2. Ay

3. Ay

4. Ay

5. Ay

6. Ay

Final

167,50 + 14,69
170,94 + 13,66
176,50 £ 15,35
190,06 + 18,07
187,66 + 18,44
196,47 + 13,30
193,72 £ 19,58
229,13 +22,33

166,63 + 08,18
170,66 + 09,46
180,03 £ 13,22
187,94 + 12,84
185,94 + 12,92
201,16 + 14,28
199,16 + 14,07
211,88 +£25,35

164,88 = 20,62
172,59 +22,38
184,81+ 18,17
201,25 +£23,59
200,78 25,53
205,16 25,07
210,59 +£23,42
241,25 +33,54

163,18 = 09,36
174,84 £ 14,11
186,18 = 12,02
202,36 +£ 16,34
198,77 £ 15,65
207,39+ 16,88
213,23 +£ 15,22
214,45+ 12,30

165,25 £ 19,47
169,13 + 18,56
179,69 + 20,42
191,82 £ 19,02
194,54 + 19,92
203,33 £18,70
209,21 +17,17
220,08 = 24,97

K: Kontrol grubu, SH: Sham grubu, ONX: Ovariektomi (OVX) + Siyatik sinir nérektomi (sNX) yapilan grup, ONXP: Ovariektomi (OVX) + Siyatik sinir nérektomi

(sNX) yapilarak pulslu manyetik alana maruz birakilan grup, PMA: Manyetik alana maruz birakilan grup

* Tabloda si¢anlarmn agirlik ortalamalar1 7°ser giinliik 6l¢timlerin aylik (28’er giinliik) ortalamalar1 verilmistir.
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EK-3. Siganlarin penge geri cekme latans1 (PWL; s) ortalamalar1 + SD

Gruplar

K SH ONX ONXP PMA

(N=8) (N=8) (N=8) (N=11) (N=12)
Pence geri cekme latans1 (PWL; s)
0. Giin 8,05 + 1,45 7,83 £0,99 7,92+ 1,08 8,18+ 0,79 8,10 + 1,00
2. Giin 7,99 +0,92 7,89+0,78 30,00 + 0,007 30,00 = 0,00°" 8,03 = 0,92
32. Giin 7,89 +0,95 7,83+1,01 30,00 + 0,007 30,00 = 0,00°" 7,98 0,87
62. Giin 7,87 +0,98 7,89+0,78 30,00 + 0,00 30,00 = 0,00°" 7,84 40,85
92. Giin 7,83 + 0,62 7,80+ 0,89 30,00 + 0,00 30,00 = 0,00°" 7,75+ 0,83
122. Giin 7,78 0,92 7,73 +0,66 30,00 + 0,00 30,00 = 0,00°" 7,76 £0,75
152. Giin 7,74 + 0,64 7,70+ 0,58 30,00 + 0,00 30,00 = 0,00°" 7,68+ 0,66
182. Giin 7,71+0,68 7,64+ 0,46 30,00 + 0,00 30,00 = 0,00°" 7,60 = 0,64

K: Kontrol grubu, SH: Sham grubu, ONX: Ovariektomi (OVX) + Siyatik sinir nérektomi (sNX) yapilan grup, ONXP: Ovariektomi (OVX) + Siyatik sinir norektomi
(sNX) yapilarak pulslu manyetik alana maruz birakilan grup, PMA: Manyetik alana maruz birakilan grup. © K grubu ile karsilastirma, ° SH grubu ile karsilagtirma.
+ P<0.001. Tabloda yalniz istatistiksel olarak anlaml karsilastirmalar verilmistir.
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