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1. GIRIS

Antikoagiilanlar; kanin pihtilasmasini azaltarak fibrin olusumunu, trombiis
gelisimi ve biiylimesini Onlerler. Heparinler, kliniklerde sik kullanilan parenteral
antikoagiilanlardandir. Venéz tromboembolinin tedavi ve proflaksisinde, atriyal
fibrilasyona bagli embolinin énlenmesinde, inme ve miyokard enfarktiisii tekrarinin
onlenmesinde ve kalp kapagi protezi olan hastalarda kullanilmaktadir (1). Gebelikte
fetal komplikasyonlar1 nedeniyle diger antikoagiilanlarin kullanimi sinirlanmakta;
standart heparin ve diisitk molekiiler agirliklt heparin tercih edilmektedir. Kronik
bobrek yetmezligi olan hastalarda hemeodiyaliz sirasinda pihtilasma faktorleri ve
trombositlerin aktive olmasini 6dnlemek amaciyla standart heparin ve diisiik molekiil

agirlikl heparinler kullanilmaktadir (2).

Piht1 olusum mekanizmasini engelleyerek terapotik yarar gostermesinin yani
sira gastrointestinal kanama, yumusak doku kanamalar1 ve hematiiri heparin
kullaniminin yaygin komplikasyonlarindandir (3). Diger sik goriilen komplikasyon
ise uzun doénem kullanildiginda kemik kaybi ve osteoporoza yol agarak kemik
tyilesmesi lizerine olumsuz etki gostermesidir. Antikoagiilanlar i¢cinde heparin kemik
kayb1 ve osteoporoza yol agtigi iyi bilinmektedir (4). Heparinin indikledigi
osteoporozun multifaktoriyel oldugu, patogenezinde kemik sentezinin azaldigi ve
kemik rezorbsiyonunun arttigi belirtilse de bu sorunun hangi mekanizmalarla
gergeklestigi tam anlamiyla agikliga kavusturulamamigtir (5). Glinde 15 000 IU’nin
tizerinde ve 3 aydan fazla kullanimda kemik {iizerinde olumsuz etkileri ortaya
cikmaktadir. Heparinin indiikledigi osteoporozun gercek insidansi bilinmemektedir.
Ancak heparin tedavisi goren hastalarin iicte birinde osteoporoz goriildiigli yapilan
caligmalarda bildirilmistir (6). Daha sonralar1 gelistirilen diisiik molekiil agirlikli
heparinlerin kemik itizerinde olumsuz etkileri daha azdir. Literatiirde, warfarin ve
asetilsalisilik ~ asitin  kemik {izerine olumsuz etkileri ile 1ilgili c¢alisma

bulunmamaktadir (7).

Osteoporoz, diisik kemik kiitlesi ve kemik dokusunun mikro yapisinin
bozulmast sonucu kemik kirilganliginin ve kirik olasiligiin artmas: ile karakterize

sistemik bir iskelet hastaligidir. Osteoporozda diigiik kemik kiitlesi ile ilgili



histomorfolojik bulgular; incelmis korteks, kortikal kemikte trabekiilasyon,
trabekiiler kemik kiitlesinde azalma, trabekiiler incelme, trabekiiler baglantilarda
azalma ve mikro hasardir. Bu degisikliklerin sonucu kemigin yogunluk, sertlik ve
giicii azalir. Cerrahi islemlerde ¢ene kemiginin kantitesi veya yogunlugu ve kemik
kalitesi ¢ok Onemlidir. Osteoporoz varligi cerrahi islemlerde potansiyel risk teskil
edebilir. Cene cerrahlar1 i¢in osteoporoz siireci ile cerrahi sonuglar arasindaki
potansiyel etkilesimin farkinda olmak Onemlidir. Hastalara cerrahi tedavinin

basarisinda osteoporozun olasi etkileri hakkinda bilgi verilmelidir.

Hastalarin cerrahi sonrasi kemik iyilesmesinin hizli ve kayipsiz sekilde
tamamlanmas1 amaciyla giinlimiizde kemik iyilesmesini hizlandirmak i¢in bir¢ok
uygulama gerceklestirilmektedir. Elektrik stimiilasyonu, hiperbarik oksijen tedavisi,
diisiik yogunluklu ultrason uygulamasi, diisiik enerjili lazer uygulamasi, darbeli
elektromanyetik alan uygulamasi gibi fiziksel ajanlarla veya D vitamini, kalsiyum,
bliylime faktorii gibi ila¢ uygulamalar1 ile kemik iyilesme hiz1 arttirilmaya
calisgtimaktadir (8). Kemik iyilesme siirecini hizlandirmaya ve komplikasyonlari
azaltmaya yonelik yaklasimlardan birisi de darbeli elektromanyetik alan

uygulamasidir.

Birgok c¢alismada darbeli elektromanyetik alanin kemik ve osteogenezis
tizerinde olumlu etkileri oldugu (9-14) bildirilmesine ragmen higbir etkisi olmadigini
(15) veya olumsuz etkisi oldugunu (16) gosteren galismalar da mevcuttur. Ancak
darbeli elektromanyetik alanin bu etkiyi nasil sagladigi, hiicresel diizeyde hangi
aktiviteleri arttirip, hangilerini azalttig1 tam anlamiyla acikliga kavusturulamamaistir.
Ayrica literatiirde bu konuda birgok ¢alisma yapilmasmma ragmen, darbeli
elektromanyetik alan uygulamasinin kemik tizerinde olumlu etkilerinin hangi siddet,

frekans araliginda ve siirede saglanabilecegi hala kesin olarak bilinmemektedir.

Bu ¢alismanin amaci, ratlarda heparin ile sekonder osteoporoz olusturularak,
femurda agilan kritik boyutlu defektlerde, darbeli elektromanyetik alan
uygulamasinin iyilesme {izerine etkisinin histomorfometrik  ve biyokimyasal

yontemlerle degerlendirilmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kemik
2.1.1 Kemik Dokusunun Ozellikleri

Kemik ekstraselliier matriks, bu ekstraselliier matriks i¢inde ayirt edilen lifler
ve belli bir diizende yerlesmis hiicrelerden olusan ileri diizeyde 6zellesmis bir bag
dokusudur. Kemik iskeletin en 6nemli yap1 tasidir. Yumusak dokular1 destekler.
Cizgili kas kasilmalarinin dogurdugu kuvvetleri arttirarak harekete doniistiiriir.
Kafatasi, omurilik ve akciger boslugunda yer alan hayati organlar1 korur. Kan
hiicrelerinin yapim yeri olan kemik iligini barindirir. Viicudun kalsiyum, fosfat ve
diger iyonlarin konsantrasyonunu dengede tutar. Distan gelen mekanik uyaranlarla

hacmini, seklini, formunu yonlendirebilen ve kendini yenileyebilen bir dokudur (17).

2.1.2 Kemik Dokunun Elemanlari

Kemik ekstraselliier matriks (ara madde), fibriler elemanlar ve hiicrelerden
olusmustur.

2121 Ekstraselliiler Matriks (Ara madde)

Ekstraselliiler matriksin organik igeriginde; glikoproteinler (osteokalsin,
osteopontin, osteonektin, silaloproteinler), fosfoproteinler, glikozaminoglikanlar
(kondroitin siilfat, keratan siilfat), proteoglikanlar ve lipidler bulunur. Kemik kuru
agirhginin %35’ini olusturan bu organik maddeler ile % 65’ini olusturan inorganik
bilesiklerle (kalsiyum, fosfat, bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum)
desteklenerek kemik dokunun ekstraselliiler matriksini olustururlar. Kalsiyum ve
fosfat hidroksiapatit kristalleri seklindedir ve kollajenlerle beraber kemik sertligini ve
dayanikliligin1 saglarlar. Kemik kollajenlerinin yaninda amorf madde ile birlikte

igice organize olmuslardir (18).
2.1.2.2 Lifler

Kollajen lifleri, dzellikle tip 1 kollajen matrikse gémiiliidiir ve osteokollojen
olarak adlandirilirlar (19).



2.1.2.3 Hiicreler

Kemikte, osteoprogenitér hiicre, osteoblast, osteosit ve osteoklast olarak

adlandirilan 4 farkli hiicre tipi bulunur.
21231 Osteoprogenitor Hiicreler

Kemigin i¢ yiizeyini Orten endosteum ile dis yiizeyininde yer alan
periosteumda bulunurlar ve mezenkimden gelisen osteoprogenitér hiicreler,
osteoblastlar ve osteoklastlar gibi kemik hiicrelerine farklilasma kapasitesine
sahiptirler. Pasif durumda morfolojik olarak goriilmeleri zordur. Kemik yapiminin
aktif oldugu ( kemik biiyiime periyodu, kirik iyilesmesi vb.) zamanlarda, sayilarinin

artmast ile fark edilirler (20, 21).
2.1.2.3.2 Osteoblastlar

Kemik ektraselliiler matriksinin organik bilesenlerini (tip 1 kollajen,
glikoproteinler, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar) sentezler. Kemik yiizeyinde
yan yana dizilirler. Hiicre ¢ekirdegi kiibikten silindirige yakin biiyiik, GER yapis1 ve
golgi bilesenleri iyi gelismistir (18). Kemik sekillenmesinde hiicrede alkalen fosfataz
aktivitesi artar ve sitoplazma bazofilik hale gelir. Osteoblastlar yeni sentez edilmis
matriks ile sarildiginda osteosit adini alirlar. Osteoblastlar ile dnceden olusmus
matriks arasinda osteoid adi verilen ve heniiz kalsifiye olmamis matriks bulunur.
Kemik apozisyonu olarak adlandirilan bu durum zamanla kalsiyum ¢Okmesi ile
tamamlanir (17). Osteoklastlarin olusumunda, osteoklastlarla beraber kemik
rezorbsiyonunun diizenlenmesinde rol alir. PTH, prostaglandin, D vitamini
metabolizmas1 yan iriinleri gibi molekiillere 6zel reseptorler igerir (5). Kemik
rezorbsiyonu sirasinda osteoblastlar BMP, ILG; ve ILG; salgilar. Bu proteinler kok
hiicre havuzundan osteoblastlarin diferansiasyonunu tesvik eder. Osteoblastlar kemik
rezorbsiyonunu kontrol etmek ve yavaglatmak i¢in osteoklast fonksiyonu i¢in direkt
inhibitdr protein (OPG) gelistirmistir. OPG, osteoklast hiicre membrani iizerindeki
RANK reseptore baglanmak icin RANKL olarak bilinen osteoklast stimiile edici
protein kolektif grubu ile yarisan yalanct bir reseptordiir. OPG, RANKL’in
osteoklast iizerindeki RANK hiicre membrani reseptoriine baglanmasini engelleyerek
ve osteoklastlarin kemik rezorbsiyonunu uyararak osteoklastin diferansiyasyonunu

ve fonksiyonunu geri doniisiimlii engeller. Osteoblastlar, osteoklastlar1 hem kapatir



hem de agar ¢iinkii osteoblastlar da osteoklastik kemik rezorbsiyonunu uyarmak i¢in

RANKL salgilarlar (22).
21233 Osteoklastlar

Osteoklastlar, monositlerin  birlesmesiyle meydana gelen, kemik
rezorpsiyonundan sorumlu mononiikleer fagositik sisteme ait, en biiyiikk ¢apli, ¢ok
¢ekirdekli hiicrelerdir (17). Kirmizi kemik iligindeki koken hiicreler osteoklastlarin
salgiladigi bazi maddeler tarafindan uyarilirlar. Uyarilan hiicrelerden bir kismi
birleserek osteoklastlart meydana getirir. Kemik yapiminda trabekiillerin yiizeyinde
ve kompakt kisimlarin i¢ yiizeylerinde rezorbsiyon yaparlar. Kemik matriksinde asit
kollojenaz, asit fosfataz vb. enzimler salgilayarak kemik rezorbsiyonuna sebep
olurlar. Kemik yiizeyinde howship lakiinasi denen ¢ukurcuklar olustururlar (23).
PTH bu hiicrelerin aktivitelerinden sorumludur. PTH osteoblast hiicre zarinda
bulunan reseptorlere bagladiginda osteoblastlar osteoprotegerin ligantini salgilar. Bu
madde osteoklast diferansiyasyonunda etkili olarak rezorbsiyon yoniinde bu hiicreleri
uyarir.  PTH’nin  salgilanmasmin artmasi osteoklastlarin aktivitesini arttirarak
osteoporoz denilen kemik hastaligina yol acar. Tiroidden salgilanan kalsitonin ise

osteoklastlarin aktivitesini azaltir (18).
21234 Osteositler

Kemigin olgun hiicreleri olan osteositler aktif olarak kemik matriksinin
devamliligint saglarlar. Osteoblastlarin farklilagmasi ile matrisin kalsifikasyonu
arttik¢a hiicreler osteosite doniisiir. Metabolik aktivitesi azalmis osteoblastlardir (23).
Osteoblastlardan farkli olarak alkalen fosfataz sentezlemezler (17). Osteositik
osteolizis ad1 verilen islemle kalsiyum iyonlar1 ve diger minerallerin ekstraselliiler

siviyla degis tokusunda gorevlidirler (24).
2.1.3 Kemik Zarlar

Kemigin i¢ ve dis yiizeylerini kaplayan, periosteum ve endosteum bag doku

iplikleri ve hiicrelerinden olusan ortii seklindeki kemik zarlaridir.



2.1.4 Mikroskobik Yapisina Gore Kemik Doku Tipleri
2141 Primer Kemik Dokusu

Ik olusan kemik dokusudur. Fetal gelisim ve kemik onarimi sirasinda
sekillenir. Gegicidir, daha sonra sekonder kemik yapisina doniisiir. Hiicreden yana
zengindir ve kollajen fibriller gelisigiizel dagilmis aglar olusturur (23). Yetiskinlerde
kafadaki yass1 kemik eklemleri, dis alveolleri ve tendonlarin kemige tutundugu yerler

gibi birkag yer disinda, yerini sekonder kemige birakir (17).
2.14.2 Sekonder Kemik Dokusu

Yetigkenlerde bulunur. Kollajen iplikler birbirine paralel diizenlenmis
demetler, diizenli tabakalar halindedir. Hiicreler daha az yer tutar. Spongiyoz

(kanselloz) ve kortikal (kompakt) olmak tizere iki tiptir (23).
21421 Spongiyoz (Kanselloz) Kemik

Kisa ve uzun kemiklerin metafiz ve epifizlerinin i¢ kisimlari ve yassi
kemiklerin i¢ yiizeylerinde bulunur. Genis trabekiiler araliklar: vardir ve daha yavas

bir yasam dongiisiine sahiptir (23).
2.1.4.2.2 Kortikal (Kompakt) Kemik

Uzun kemiklerin diyafiz kism1 ve tiim kemiklerin dis yiizeylerini kaplar.

Icerisinden kan damarlar1 gecen havers ve volkmann kanallar1 vardir (23).

2.1.5 Kemik Olusumu ve Biiyiimesi

Olgun kemik sadece mevcut yiizeylere yeni kemik materyalinden olusan
tabakalarin depolanmas1 ile biiylime gosterebilir. Ancak embriyoda kemik
olusumuna, puberteye kadar ki donemde de kemik uzunlugunda artisa gereksinim

vardir.

Kemik, farklilasmamis mezenkimal dokularda iki yolla olusur. Osteoblastlarin
salgiladiklar1  matriksin  dogrudan dogruya mineralizasyonu ile gerceklesen
intramembrandz kemiklesme ya da daha Once varolan kikirdak matriksinin iizerine
kemik matriksinin ¢okmesi ile olusan endokondral kemiklesme yoluyla olusmaktadir
(7).



Kemigin boyuna biiylimesi epifiz plaginda gerceklesen kikirdagin interstisyel
bliyiimesi ve alttan kemik dokunun endokondral yolla eklenmesi ile saglanir.
Kemigin enine biiylimesi ise periosteumdaki osteoblastik aktivite ve apozisyonel

yolla yeni kemik eklenmesi ile saglanir.
2151 Intramembransz Kemiklesme

Kafatasinin yassi kemikleri, mandibula ve maksillanin bazi1 béliimleri bu tiir
kemiklesmeyle meydana gelir. Damardan zengin mezenkimal doku i¢inde olusur.
Mezenkimal hiicreler, osteoid sentezleyen osteoblastlara farklilagir. Osteoid
salgilanir, kalkerlesir ve osteoblastlar1 sarar. Osteosit olarak farklilasan hiicreleri

iceren ilk konsantrik lamel gelisir. Dogrudan mezenkimden kemik olusumudur (18).
2.1.5.2 Endokondral Kemiklesme

Kisa ve uzun kemikler bu tir kemiklesmeyle meydana gelir. Hiyalin

kikirdaktan minyatiir model olusur, takiben kikirdak dokunun yerini kemik doku alir.

Kemik olusacak yerde hiyalin kikirdak bir model olusur. Igerisindeki
kondrositler hipertrofiye ugrar. Sitoplazmalarinda glikojen depolanir ve hipertrofi
sonucu kalsifiye olurlar. Diyafiz kikirdaginda bulunan perikondrium damarlanir ve
kikirdaktaki hiicreler osteoprogenitor hiicrelere doniigiir. Perikondrium periosta
doniisiir. Yeni osteoblastlar kemik matriksi salgilar. Intramembran6z kemiklesmeyle
subperiosteal kemik manset yapist kikirdak yiizeyinde olusturulur. Kondrositlerin
beslenmesi kemik mansetince engellenir. Iskemi sonucu, kondrositler lmeye baslar.
Ortada birbiriyle devamli bos kaviteler olusur ve bunlar ilerideki kemik iligini
olustururlar. Osteoklastlar periosteal delikler agarlar ve osteoprogenitor hiicreler,
hematopoetik hiicreler ve kan damarlar1 buraya gelerek besin ve oksijen tasirlar.
Damarlarla gelen kalsiyum ve fosfor iyonlari, alkalen fosfataz araciligi ile birleserek
kikirdak matrikse ¢Oker. Diyafizde bir kemiklesme merkezi ortaya c¢ikar.
Osteoprogenitor hiicreler osteoblastlara farklilagarak kalsifiye kikirdak / kalsifiye
kemik kompleksi haline gelir. Kemik son seklini alincaya kadar bir taraftan yeni

kemik yapilir, diger taraftan da yapilan kemigin bir boliimii yikilir (19, 23).



2.1.6 Kemik Tyilesmesi ve Evreleri

Kemikte meydana gelen herhangi bir hasar sonucunda, kemik iligi boslugu,
korteks, periosteum ve kemigi saran yumusak dokularda farkli reaksiyonlar meydana
gelir. Hasarin tipine, lokalizasyonuna ve tedavi metoduna bagli olarak bu
reaksiyonlar ayni anda veya ilerleyen donemlerde gelisebilir (25). Kemik iyilesmesi;
hematom ve graniilasyon dokusu olusumuyla baslaylp, daha sonra iyilesme
dokusunun yerini aldig1 ve kemigin yeniden sekillenmesiyle sona eren olaylar
zinciridir. Evreler birbirinden mutlak sinirlarla ayrilmazlar, kendinden 6nceki veya

sonraki evre ile i¢ i¢e bulunular (26).

Bagarili bir kemik iyilesmesi canli periost varligina, kirik uglarin uygun
bicimde kars1 karsiya getirilmesine ve hareketsizlestirilmesine baglidir. Yeni kemik
olusumu embriyonik gelisim ve biiyiime sirasinda goriilene benzer. Bu sebeple,
kemik hasarlarina tedavi yaklasiminda embriyolojik iyilesme g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Embriyogenezdeki mekanizma, rejenerasyonda da goriildiigiinden

hasarli kemikteki iyilesmede skar goriilmez (24).
2.16.1 Enflamasyon Evresi (1-4 giin)

Kemikte de diger dokularda oldugu gibi hasara ilk yanit enflamasyon ve
O6demdir. Kemik iligi boslugu ve g¢evre dokulardaki yirtilan kan damarlarindan
kanama meydana gelir. Yirtilan damarlardan ¢ikan kan aralara dolarak pihtilagir veya
hematom meydana gelir. Pihti veya hematom kemik iyilesmesinde biiyiikk 6neme
sahip hiicresel olaylarin baslamasini saglayan sinyal veren molekiiller igerir.
Bolgedeki osteonlarin dolasimi durur, kemik matriksin yikimi ve hiicre Oliimii
gerceklesir. Ilk goriilen hiicreler mezenkimal kok hiicrelerdir. Bu hiicreler
farklilagsma yetenegine sahip oncii hiicrelerdir. Piht1 6nce akut enflamasyon hiicreleri
ile, sonra da kronik enfeksiyon hiicreleri ve makrofajlar ile dolar. Piht1 daha sonra

fibrinden zengin organize bir yapiya doniisiir.
2.1.6.2 Onarim Evresi (2-40 giin)

Onarim evresinde hematom organize olur. Mezenkimal oncii hiicreler lokal
uyaranlara cevap vererek farklilagmaya baslar. Hematom organize olmaya baslar.
Mezenkimal Oncii hiicreler yeni damar olusumu, fibroblast, hiicreler arasi

materyaller, destek hiicreleri ve diger hiicrelere farklilagirlar.



Pihtinin etrafinda ince bag dokusuyla cevrelenmis damarlar filizlenir.
Damarlardan 6nce nétrofiller, pesinden de monositler agiga ¢ikar. Bu hiicreler pihti
ve yikilan diger dokular1 fagosite etmeye baslar ve 6lii kisimlar temizlenir. Diger
taraftan damarlarin etrafindaki bag dokusunda fibroblastlar hizla boliiniip ¢ogalir ve
temizlenen alanlara yayilirlar. Burada graniilasyon dokusu olustururlar. Bol kollajen
iceren bu dokuya fibroz kallus adi verilir. Bu doku sonra yerini hiyalin kikirdak

dokusuna birakir.

2.1.6.3 Osteoid Doku Olusumu Evresi (12-21 giin)

Kikirdak matriksi kireclenir ve kemiklerin uclar1t oldukga sert olan kikirdak
doku ile baglanir. Sekillenen bu dokuya gecici kallus ya da kikirdak kallus denir.
Kallus yiizeylerini kemik zarlar1 orter. Zarda bulunan osteoprogenitor hiicrelerden
farklilasan osteoblastlar kemik dokusu yapmaya baglarlar. Osteoblastlar arasinda yari

kat1 bir madde olan osteoid dokusu olusmaya baslar.
2.1.6.4 Gecici Kallusun Kalsifikasyonu Evresi (21. giinden sonrasi)

Kallusun i¢i ve diginda intramembrandz kemik meydana gelir ve kikirdak
hiicreleri beslenemeyip bozulmaya baslar. Yerlerini endokondral kemiklesme ile
sekillenen primer yapidaki spongiyoz kemik dokusu alir. Bu dokuya kemik kallusu
denir. Daha sonra kemik {izerine gelen kuvvetler kemik kallusunun yeniden
sekillenmesinde goérev alir. Kallusun yerlesimine gore spongiyoz (kanselloz) veya

kortikal (kompakt) kemige doniisiir.

Kuvvetler kemik biiyiimesi sirasinda gergeklesen ve kemigin yapisini
etkileyen kuvvetlerle ayn1 ise kalllusun primer kemik dokusu, sekonder yapida olan
kortikal kemik dokusuna doniisiir ve kemik yeniden sekillendirilerek ilk yapisina
kavusur. Bu sekilde olusan kemik iyilesmesine sekonder kemik iyilesmesi denir.
Eger kemik uglart birbirine yaklastirilarak fiske edilmisse kallus olusmadan kemik

iyilesmesi meydana gelir. Bu tiir iyilesmeye de primer kemik iyilesmesi denir (23).
2.1.7 Kemik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler
2171 Hormonlar

Parathormon (PTH); kalsiyum ve fosfor metabolizmasini diizenleyen,

paratiroid bezlerden salgilanan, kemikten kalsiyum salimimimi ve bdbreklerden



kalsiyum reabsorpsiyonunu arttirmakla gorevli 84 aminoasitten olusan bir
hormondur (27). Sadece osteoblastlar PTH reseptorlerine sahiptirler. Kemik yapim
ve yikiminda iki yonlii etki gosterir. Osteoklastik etkiyi osteoblaslarin tirettigi RANK
ligandini igeren yiizey sitokinleri araciligi ile gergeklestirmektedir. PTH, osteoklast
formasyonuna neden olan sitokinleri aktive ederek osteoklastlari uyarir ve indirekt
rezorbsiyona yol agar. Osteoklastlar {izerinde PTH reseptorii bulunmadigi icin direkt
rezorbsiyon yapamaz. PTH anabolik etkisi ile kemik yapimini arttirir ama
mineralizasyonu arttirmaz. PTH'!m uyardigi osteoblastlarin yeni yapilan kemigi
mineralize etmemesi ile osteoidde artis meydana gelir. Serum kalsiyum diizeyini
devam ettirmek i¢in kemik yikildiginda iskelet matriksinin korunmasi agisindan bu
onemlidir (28). Serum PTH seviyesini ayarlayan en 6énemli faktér plazma iyonize
Ca"" diizeyidir. Paratiroid bezinde kalsiyuma duyarl reseptdrler bulunur ve bu
reseptorler sayesinde paratiroid bezi kandaki iyonize kalsiyum diizeyinde meydana
gelen en ufak degisiklikleri hisseder. Serum Ca™* u 5.2 mg/dl olan fizyolojik degerin
altina diistiiglinde, homeostaz1 saglamak i¢in, PTH sentezi ve salgilanmasi artar. PTH
sentezi diisiik kalsiyum diizeyi ile uyarilir; yiiksek kalsiyum diizeyi ile inhibe olur.
PTH artisi veya disaridan yiiksek miktarda PTH verilmesi ile kortikal kemikte
rezorpsiyona yol acar. Diisilk miktarda ve aralikli verilen PTH ise preosteoblastin
olgun osteoblasta doniisiimiinii stimiile eder. Osteoblast yasam siiresini Ve sayisini
artirarak kemik tizerinde pozitif etki gosterir. PTH doz ile baglantili olarak kemik

dongiisii izerinde ¢ift yonlii etki gosterir (29).

Tiroid hormonu olan kalsitonin dogrudan osteositler ve osteoklastlar
tizerindeki reseptorlere etki eder. Osteositlere etkisi kemik deminerilizasyonunu
inhibe etmesidir. Osteoklastlara etkisi ise rezorptif aktivitelerini inhibe etmektir.

Plazmadaki kalsiyum ve fosfor diizeylerini diistirlip kemik yapimin arttirir.

Ostrojen kemik rezorbsiyonu ve yapiminda 6nemlidir. Ostrojen ve bir
derecede testesteron osteoblastlara ve periferik monositlere etki ederek osteoklast
faklilasma faktorii olan IL-6 yapimini inhibe eder. Sonugta Gstrojen varligi kemik
rezorbsiyonunun diisiik olmasini saglar. Eksikliginde osteoklast yapimi ve aktivitesi
artar ve kemik kiitlesinde azalmaya neden olur. Yaslanma sirasinda kemik yikimin

engeller.
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Hipofiz 6n lobundan saliman biiyiime hormonu (somatotropin), epifiz

diskindeki kikirdak hiicrelerinin biiylimesini uyarir (30).

Glikokortikoidler matriks protein sentezini azaltarak kemik yapimini baskilar
ve kemik kiitlesini azaltirlar. Osteoblastlarin PTH duyarliligini arttirarak kemik

rezorbsiyonunu uyarirlar (31).
2.1.7.2 Beslenme

Proteinler kollajen sentezinde gerekli aminoasitlerin saglanmasinda, kalsiyum
ve fosfor matriks kalsifikasyonunda énemlidir. D vitamini bagirsaklardan kalsiyum
ve fosforun absorbsiyonunu saglar. D vitamini ya besinlerle almir ya da ince
bagirsaktaki hiicreler tarafindan iretilen ve kanla deriye tasindiginda giines 15181
etkisiyle D vitaminine doniisen 7dehidrokolesterolden olusturulur. Eksikliginde
kalsiyum alimimi azalir. C vitamini kollajen sentezinde etkili olup yetersizligi
kollajen yapimini etkiler. A vitamini kemikte yapim ve yikimi dengeler, osteoblast

ile osteoklast dagilim1 ve aktivitesini belirler (23).

Kalsiyum, kemik mineralizasyonu, kas ve sinirlerin fonksiyonunda, hiicreler
arast ve hiicre i¢i sinyalizasyonda, hiicre biiylimesinde, kan pihtilagmasinda,
enzimatik olaylarda ve birgok viicut fonksiyonunda gorevlidir. Kalsiyum viicuda
sadece diyet yoluyla almir. insan viicudunda 1-2 kg kadar kalsiyum bulunur ve %
99°u kemikte hidroksi apatit kristalleri seklinde bulunur. Kalsiyum iskeletin mekanik
giicinii sagladig1 gibi, intraselliiler ve ekstraselliiler kalsiyum havuzlarinin devami
i¢in dinamik bir depo gorevi goriir. Kandan kemige ve kemikten kana giinde 250-500
mg kalsiyum gecisleri goriiliir. Bu olay osteoblast ve osteoklast hiicrelerinin
birbirleriyle olan fizyolojik veya patolojik bagimliligindan etkilenir. Kalsiyum
homeostazi; barsak, bobrek ve kemikteki kalsiyumun gecisini kontrol eden hormonal
sistemle temin edilir. Kalsiyum diizenleyici sistem PTH, PTH reseptorii, 1,25 (OH);
D ve vitamin D reseptdrii, iyonize Ca’" ve kalsiyum algilayici reseptdrlerden olusur.
Kan iyonize Ca*’u direkt olarak PTH’y1; PTH, kalsiyum algilayic1 reseptdrii aktive
ederek baskilar. Serum Ca'" seviyesindeki azalma, paratiroid bezinde kalsiyum
algilayict reseptorii inaktive eder ve PTH salgis1 artar, bobrekteki PTH reseptorii
aktive olur ve tubuler Ca™ absorpsiyonunu ve kemik resorpsiyonunu artirir. Artmis

PTH, barsaktaki vitamin D reseptoriinii aktive ederek, barsaktan Ca™
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absorpsiyonunu artirir, serum Ca’ u yiikseldiginde ise PTH salgisii azaltir ve
kemik rezorpsiyonu inhibe olur. Serum Ca™ seviyesindeki azalma bdbrekteki
kalsiyum algilayic1 reseptorii inaktive ederek Ca'™" reabsorsiyonunu artirir ve PTH
etkisini gii¢lendirir. Bu hormonal cevaplar serum Ca’" seviyesini diizeltir ve negatif
geri bildirimi durdurur. Serum Ca™ seviyesinin yiikselmesiyle bu olaylar tersine
doner ve hormonal cevabi serum Ca*"’u diisiiriir. Biitiin bu mekanizmalar saglikl

bireylerde total serum Ca*™" seviyesini fizyolojik siirlar i¢inde tutar (32).

Kemigin gelisimi, biiyiimesi ve onarilmasi, beslenmeye, gilines 1s18ina,

hormonlara ve fiziksel egzersizlere baghdir.
2.1.7.3 Yandas Hastahklar

Diabetus Mellitus’da kemik mineral yogunlugunda, kemik mineral icerigi ve

serum osteokalsin diizeyi ve biyomekanik giiciinde azalma goriiliir (33).

Glukokortikoid hormon salgilanmasinin artmasi kemik iyilesmesini olumsuz
etkiler. Kortikosteroid ilaglarin kullanilmasin1  gerektiren romatizmal eklem
hastaliliklari, otoimmiin hastaliklar, Cushing Sendromu gibi durumlarda da kemik

iyilesmesi olumsuz yonde etkilenir (34).

Paget, osteopetrosis, Rickets, osteomalasia, osteogenesis imperfekta, gibi
kemik tutulumu yaratan genetik ve metabolik hastaliklar da kemik iyilesmesini

olumsuz yonde etkiler.
2174 Tlaclar

Vendz tromboembolinin dnlenmesi ve tedavisinde kullanilan heparin kemik
yapimmini azaltir ve kemik rezorbsiyonunu artirir. Giinde 15 000 IU iizerinde ve 3
aydan fazla kullanimda kemik tizerinde olumsuz etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Diisiik
molekiil agirlikli heparinin iskelet tizerine etkileri heparine benzer olmakla birlikte
kemik kayb1 daha az oranda goriilmektedir. Warfarin’in kemik mineral yogunlugunu

azalttigina ve kirik oranini artirdigina dair ¢ok kisitli veriler bulunmaktadir (32).

Non steroid antienflamatuar ilaglar kemik iyilesmesini yavaslatir. Non steroid
antienflamatuar ilaglar prostaglandinlerin osteoblastik aktiviteyi arttirici etkisini

onleyerek kemik iyilesmesini geciktirirler (35).
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Glukokortikoidler enflamatuar hastaliklarin, otoimmiin hastaliklarin,
neoplazilerin tedavisinde kullanilir. Osteoblastik diferansiyasyon ve fonksiyonu

bozarak kemik yapimini azaltirlar (36).

Antiepileptik ilaglar (fenitoin, fenobarbital, primidon, karbamazepin) kemik
mineral yogunlugunu azaltict ve kirik riskini artirict etkilerini D vitamini

metabolizmasi iizerinden yapmaktadirlar (32).

Diiirezi arttirmak amaciyla kullanilan furosemid grubu antihipertansif ilaglar
bobregin Henle kulbunda bulunan Na-K-Cl kotransport sistemini inhibe eder ve
{iriner kalsiyum eksresyonunu arttirirlar. Uriner kalsiyumdaki azalma kronik
donemde PTH iligkili yolaklar1 tetikleyerek kemik iyilesmesini olumsuz yonde

etkiler.

Proton pompa inhibitorleri midede asit olusumunun son basamaginda yer alan
hiicrelerin yiiziindeki adenozin trifosfatazin fonksiyonunu geri doniisiimsiiz durdurur.
Kalsiyum malabsorbsiyonunu tetikleyerek kemik iyilesmesini olumsuz yonde etkiler
(37).

2.1.75 Yas

Ilerleyen yas ile beraber osteoblastlarin aktivitelerinde azalma meydana gelir.

Menopoz sonrasi Ostrojen salgilanmasinin durmasi ile osteoporoz meydana gelir.
2.1.7.6 Ahskanhklar

Sigara kemik iyilegsmesini yavaglatir, kemik mineral yogunlugunu azaltir ve
osteomyelit riskini arttirir. Etken maddesi olan nikotin viicutta D vitamini

depolanmasini ve osteoblast aktivitesini azaltir (38).

2.1.7.7 Kemoterapi Radyoterapi

Yiiksek dozda radyasyon, kemikteki damarsal yapiy1 bozarak kan akimi ve
oksijen destegini azaltmakta, hiicresel yenilenme ve osteojenik kapasitenin

azalmasina sebep olmakta ve kemik iyilesmesini olumsuz yonde etkilemektedir (39).
2.1.8 Kemik Yapim-Yikim Belirtecleri

Kemik dokusu metabolik aktif ve dinamik bir doku olarak siirekli doniisiim

gosterir. Saglhikli eriskinde osteoklastik ve osteoblastik aktivite birbirine sikica
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baghdir. Kemik kaybi bu iki siirecin bozulmasi veya dengesiz hale gelmesi ile
olusur. Osteoblast ve osteoklastlar araciligiyla ortama verilen yan firiinler kemik
yapim yikim belirtegleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kemik yapim belirtecleri
osteoblastlarin sentez etkinligini veya prokollajen metabolizmasini degerlendirir.
Yikim belirtegleri ise osteoklast etkinligi ve/veya kollajen par¢alanmasini yansitirlar

(Tablo 1) (40, 41).

Tablo 1. Kemik Yapim-Yikiminin Biyokimyasal Belirtecleri

Kemik 6zgii alkalen fosfataz
Kemik yapim biyokimyasal Tip | kollajen C-terminal propeptid
belirtecleri Tip | kollajen N-terminal propeptid
Osteokalsin

Tip 1 kollajen gapraz bagh C- telopeptit
(CTx)
Tip 1 kollajen capraz bagli N- telopeptit

Kemik yikimi biyokimyasal (NTx)

belirtecleri Pridinoline

Deoksipridinoline
Serum tartrat direngli asid fosfataz
Hidroksiprolin

Organik kemik matriksinin % 90’dan fazlasi tip I kollajenden olusur. Kemik
metabolizmasi sirasinda, olgun tip I kollajen pargalanir ve kiigiik fragmanlar1 seruma
gecerek idrar ile atilir. Kemik rezorbsiyonunda tip | kollajen yiiksek oranda

parcalanir ve kanda kollajen fragmanlar1 diizeyi yiikselir.

CTx kemikte tip | kollajenin yikimi igin spesifiktir. Kemikteki tip |
kollajenlerin saglamligin1 artirmak igin g¢apraz baglar mevcuttur. Kemik yikimi
sirasinda ¢apraz baglarla bagl telopeptidler olarak bilinen terminal fragmanlar kanda
ve idrarda saptanir. CTx kemikte bulunan ve osteoklastlar tarafindan rezorbe edilen
tip | kollajenin ¢apraz baglantilar yapan peptididir. Kemik rezorbsiyonu sirasinda
acia cikan bu kisim, diger dokularda bulunmadigindan kemik dokuya o6zgiidiir.
CTX hem kemik rezorpsiyonunun tayininde hem de antirezorptif tedavinin
etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilan bir belirtegtir. Kemik rezorpsiyonunun
degerlendirilmesinde en dnde gelen serum belirleyicisi CTX’tir. Hem PTH hem de
osteokalsin ile iyi bir korelasyon gosterir. Capraz bagli telopeptidlerin o6l¢timii

bobrek fonksiyonlarindan etkilenir. Ancak tip I kollajen ¢apraz bagli C- telopeptid
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(CTx) konsantrasyonunun kemik rezorpsiyonu ile korele oldugu gosterilmistir (42).
Marx bifosfonat tedavisi goren hastalarda cerrahi girisim oncesi risk belirleyicisi

olarak serum CTx diizeyinin 6l¢iilmesini dnermistir (43).

Kemik kayip hizinin belirlenmesinde, kal¢a kirik riskinin hesaplanmasinda,
hizli kemik kaybedenlerin belirlenmesi ve tedavilerinin planlanmasinda, hormon
replasman tedavisi, bifosfanat tedavilerinin takibi ve etkinliginin izlenmesinde,
metabolik kemik hastaliklarinda tedavi se¢imi, takibi ve ila¢ doz ayarlamasinda CTx
testi kullanilmaktadir. Kronik bobrek yetersizligi, hiperparatirodizm, osteomalasi,
romatoit artirit, multiple myeloma, karsinom kaynakli kemik metaztazlarinda serum
CTx diizeyi artar (44).

2.2  Osteoporoz
221 Tamm

Osteoporoz ilk kez JG Lobstein tarafindan 1829’da “gdzenekli kemik”
anlamina gelen “porous bone” tanimu ile yapilmistir (45). Otopsilerde kemikte
yapilan gozlemlere dayanilarak tiiretilmis bir kelimedir (46). Pommer 1885’te
osteoporozu patolojik acidan birim hacimdeki kemik kiitlesinin azalmasi olarak
tanimlamistir (47). Osteoporoz radyolojinin ilerlemesi ile 1900°lii yillarda netlik
kazanmistir (48). Albright tarafindan 1948’de “kemik iginde ¢ok az kemik™ olarak
tanimlamistir (49). 1970’lerde ise yaslanma ile bereber olusan bir kemik kaybindan

ziyade yaglanmanin etyolojik faktor oldugu bagka bir hastalik olarak tanimlanmigtir
(50).

Diinya Saglik Orgiitii, 1990°da osteoporoz konferansinda osteoporozu “diisiik
kemik kiitlesi ve kemik dokusunun mikro mimarisinin bozulmasit sonucu kemik
kirilganliginin ve kirik olasiliginin artmasi ile karakterize sistemik bir iskelet

hastalig1” seklinde tanimlamistir (46, 51, 52).

Osteoporoz kirik ya da vertebral deformite gelisene dek asemptomatiktir (53).
Asemptomatik donemde kemik mineral yogunlugu ve igerigi azalmaktadir.
Fizyolojik smirlarin disinda, kirik olmaksizin kemik kiitlesinin azalmas1 osteopeni ve

osteoporoz, kirik ile birlikte kemik kiitlesi azalmas1 ise yerlesmis osteoporoz olarak
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tanimlanir (54). Bu yiizden 1996’da Diinya Osteoporoz Kongresi’nde yapilan

fikirbirliginde osteoporoz, dual enerji x-ray absorbsiyometre (DEXA) ve kirik

varligina gore tanimlanmustir (Tablo 2) (31).

Tablo 2. DEXA ile Osteoporoz Tanmimlamasi

Normal

Kemik mineral yogunlugunun (KMY) geng eriskinlere
gore 1 standart sapmanin altinda olmast

Osteopeni

Osteoporoz

Yerlesmis
Osteoporoz

Kemik mineral yogunlugunun (KMY) geng eriskinlere
gore -1 ile -2,5 standart sapmanin arasinda olmast

Kemik mineral yogunlugunun (KMY) geng eriskinlere
gore -2,5 standart sapmanin fazla diigiik olmas1

Kemik mineral yogunlugunun (KMY) geng eriskinlere
gore -2,5 standart sapmadan fazla diisiik olmas1 ve ek olarak
bir veya daha fazla kirik bulunmasi

2.2.2 Smiflama

Osteoporoz yas, lokalizasyon, kemik tutulumu, etyoloji ve histolojik

goriinime gore ¢ok c¢esitli smiflandirilabilir (Tablo 3). En yaygin olan smiflama

etyoloji ve lokalizasyona gore siniflamadir (45, 55-57).

Tablo 3. Farklh Acilardan Osteoporoz Simiflamasi (55)

Yagsa gore Jiivenil Adult Senil
Lokalizasyona gore Yaygin Bolgesel
Tutulan kemik dokuya gore Trabekiiler Kortikal
Etyolojiye gore Primer Sekonder
Histolojik goriiniime gore Hizli dongilic. Yavas dongiilii

Yaygin osteoporoz iskeletin tiimiinii etkilerken belli bir bolge etkilenerek

bolgesel osteoporoz da goriilebilir. Yaygin osteoporoz etyolojiye gdre primer ve

sekonder olarak ayrilmaktadir (Tablo 4) (55).
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2.2.2.1 Primer Osteoporoz

Sebep tam olarak bilinmemektedir. Kendi i¢inde klinik bulgularin baslangic

yasina gore siiflandirilir.
22211 Postmenapozal (Tip 1)

Menapoz sonrast 15-20 yil i¢inde 65 yasa kadar olan kadinlar
etkilenmektedir. Ostrojen eksikligi patogenezde temel faktdr olarak goze
carpmaktadir. Ostrojen eksikliginde kemik rezorbsiyonundaki sitokinlerin inhibe
olmamasi ve kemik formasyonundaki sitokinlerin de sentezinin uyarilmamasi ile
stirecin hizlandig1 diistiniilmektedir. Trabekiiler kemik tutulumu belirgindir. Primer

kirik lokalizasyonu vertebra ve el bileginde olur (58, 59).

22212 Senil (Tip 2)

70 yas iistii kadin ve erkeklerin kemik hastaligini ifade eden klinik tablodur.
Patogenezinde yaglanma ile paratiroid fonksiyonun artmasi, D vitamini
metabolizmasinin  bozulmasi, kalsiyum emiliminin ve kalsitonin saliniminin
azalmasi, mast hiicrelerden osteoblastlarin fonksiyonlarinin bozulmasi rol
almaktadir. Trabekiiler ve kortikal kemik ayni oranda tutulmustur. Primer kirik

lokalizasyonu kal¢a, humerus ve tibiada goriliir (60).

Tablo 4. Tip I ve Il Osteoporozun Karsilastirmasi (55)
Tip | osteoporoz Tip Il osteoporoz

Patogenez Ostrojen yetersizligi Ostrojen  ve  testosteron
yetersizligi

PTH Normal veya azalmig Artmis

Ca kaybi Artmg Azalmig

Yas Postmenopoz + 10 Y1l 70-75 yas Ustii

Kemik kayip iz hizl1 ve orantisiz Yavas

Tutulan kemik Trabekiiler > kortikal Trabekiiler ve kortikal

Kirik Vertebra , el bilegi Kalga, vertebra, pelvis, tibia,
humerus
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222123 Idiyopatik (Juvenil, eriskin)

Juvenil idiyopatik osteoporoz 8-14 yas arasi ¢ocuklarda ortaya ¢ikan sebebi
bilinmeyen osteoporozdur. Erigskin idiyopatik osteoporoz gen¢ erkekler ve

premenopozal kadinlarda sebebi bilinmeyen osteoporozdur (61).

2.2.2.2 Sekonder Osteoporoz

Osteoporoza neden olan etiyolojik faktor yoktur (62). Endokrin, romatizmal,
hematolojik, gastrointestinal, onkolojik hastaliklar ve ¢esitli ilaglarin kullanimi gibi
bilinen sebebe bagli olarak gelisir. Pek ¢ok faktoriin etkili olmasi nedeniyle primer

sekonder ayrimini yapmak gii¢lesir.

Premenapozal kadinlar ve geng erkeklerde genellikle sekonder osteoporoz
goriiliir. Premenopozal kadinlarin % 50-90’1nda (63), erkeklerinde % 50°sinde (64)

goriilmektedir.

Cesitli ilaglar kemik metabolizmasini olumsuz yonde etkileyerek sekonder
osteoporoza yol agmaktadir. Antikoagiilanlar kemik kaybina ve osteoporoza neden

olabilen ilaglar arasindadir.

Heparin kemik yapimini azaltir ve kemik rezorbsiyonunu artirir. Diisiik
molekiil agirlikli heparinin iskelet {izerine etkileri heparine benzer olmakla birlikte
kemik kaybi daha az oranda goriilmektedir (32). Warfarin, K vitamini analogudur.
Warfarin direkt olarak osteoblastlar tarafindan salgilanan vitamin K bagimh
nonkollajen bir protein olan osteokalsini inhibe ederek kanselloz kemik alaninda ve
kemik formasyon hizim1 azaltir. Indirekt olarak warfarin kullanan kisilerin K
vitamininden zengin besinlerin alimin1 engellendiginden hiperhomosisteinemiye yol
acarak kemik kaybina yol acar. Asetilsalisilik asit de prostaglandin sentezini inhibe
ederek osteoblast stimiilasyonunu baskilar ve kemik iyilesmesini olumsuz etkiler
(37).
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2.2.2.3 Heparin iliskili Osteoporoz

Heparin 1916’da Mc Lean tarafindan tesadiifen Okiiz karacigerinde, dogal
negatif yiikli bir glikozaminoglikan olarak bulunmustur. Howell pihtilagmay1
engelledigini farketmis ve karacigerle iliskilendirerek hepar olarak adlandirmustir.
Heparinin eldesi ise 1935-1937’de Best ve Jorpes tarafindan gerceklestirilmistir.
Crafoord tarafindan 1937-1938 yillarinda ilk kez tedavide kullanilmistir (65, 66).

Heparinin en 6nemli etkisi antikoagulan ve antitromboembolik Ozelliklere
sahip olmasidir. Kanda inaktif olarak bulunan antitrombin III proteinini aktive eder.
Antitrombin III aktive oldugunda trombin, FVII, FIX, FX, FXII inhibe eder ve
pihtilasmay1 inhibe eder. Heparin vendz tromboz tedavisinde ve profilaksisinde,
pulmoner embolizm, karasiz angina, akut miyokard enfartiisi, koroner
operasyonlar, damar i¢i yaygin pihtilar, hemodiyalizde piht1 olusumunu 6nlemede

kullanilmaktadir (65, 67).

Heparinin kemik kaybi1 ve osteoporoza yol actigi bilinmektedir. Bunu farkl
yollardan yaptig1 oOne siiriilmektedir. Renal la-hidroksilaz aktivitesi {izerine
heparinin inhibitor etkisi mevcuttur. IL-11 aracili STAT-3 aktivasyonu ile osteoklast
aktivasyonu saglar. Heparin sklerostin ile baglanabilerek Wnt/p catenin
sinyalizasyon yolagimi inhibe ederek osteoblast diferansiyasyonunun bozar. Direkt
osteoblastlara baglanip, osteoklast aktivasyonuna neden olacak maddeleri salar. Doz
iliskili diizeyde alkalen fosfataz aktivitesini arttirir. Kalsifikasyonda ve matriks tip I
kollajen igeriginde azalma yapar (37). Avioli heparin iliskili osteoporozu; heparin
kemik hiicrelerine direkt osteoblastik aktiviteyi azaltarak ve osteoklastik aktiviteyi
arttirarak; iyonize kalsiyumu azaltarak sekonder hiperparatiroid goriilmesi ve kemik
kaybi; kemikte heparin iligkili artmis mast hiicreleri; kemikteki normal
mukopolisakkarit matriks kullaniminin engellenmesi sonucu hatali kemiklesme
olmasi ile agiklamistir (68). Aarskog kemik kaybini heparinin D vitamini

metabolizmasina etkisi ile agiklamistir (69).
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2.2.3 Epidemiyoloji

Insan yasammin uzamasi ve diinya niifusunun giderek yaslanmasi ile
osteoporoz ve osteoporozla iliskili komplikasyonlar ve yasami olumsuz
etkilemesinden dolayr oOnemli bir saglik problemidir (70). Osteoporoz
epidemiyolojisi yaslanan diinyamizda giderek 6nem kazanmaktadir (71). Osteoporoz
ile ilgili epidemiyolojik bilgiler hastaligin en 6nemli objektif bulgusu olan kiriklar
tizerinde yogunlagsmistir. Osteoporoz ile ilgili epidemiyolojik bilgiler oldukca
kisithdir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére postmenopozal kadimlarin yaklasik %
30 oraninda goriilmektedir (72). Osteoporoz, kadinlarin % 30-50’si, erkeklerin de %
15-30’unda goriilmektedir (73). Osteoporoz sikligi yasla birlikte artmaktadir. Tagkale
ve arkadaglar1 45-54 yas grubunda osteoporoz sikligini % 7,2, 55-64 yas grubunda %
39, 65-74 yas grubunda % 48,1 ve 75 yas iistiinde ise bu oran1 % 66,7 olarak
bulmuslardir (74). Baska bir ¢alismada, postmenopozal kadinlarda osteoporoz siklig
% 14,9; 54 yas alt1 grupta % 11,4; 55 yas iistii grupta ise % 21,5 olarak bulunmustur
(75). Turkiye Osteoporoz Dernegi’nin verilerinde osteoporoz 50-64 yas arasinda
%17,1 iken, 65 yas iizerinde % 33,7 dir (76). Ulkemizde osteoporoz ve osteopeni

olduke¢a yaygindir ve ilerleyen yillarda niifusla orantili artacagi 6ngoriilmektedir.

2.2.4 Patogenez

Osteoporoz patogenezinde doruk kemik Kkiitlesi, kemik yapim-yikim
dongiisiinliin hizi, genetik, yas, hormonlar, beslenme gibi birden fazla faktor rol
oynamaktadir. Normal sartlarda kemik yapim ve yikimi dengededir. Remodeling
dongiisiinde bozulma oldugunda, kemik kitlesi kaybi1 ve ostepororoz riski
artmaktadir.

Doruk kemik kitlesi biiyiimenin sonunda kemik kaybindan dnceki en yliksek
kemik Kitlesidir. Otuzlu yaslarin sonunda kemik kiitlesinde azalma baslamaktadir.
Yasam boyu olan kemik kayb1 erkeklerde % 20-30, kadinlarda ise % 45-50’dir. Kirik
riskini 6nlemede en yiiksek doruk kemik kiitlesine ulasmak 6nemlidir (77).

Kemigin biiylimesine ve iskelet gelisimine olanak saglayan kemik dokunun
degisimine kemigin yapilanmasi (modeling) denir. Bu donemdeki kemik dokusunda
yapim, yikimi gecer ve doruk kemik kiitlesi olusana kadar devam eder. Geg¢ addlesan

donemde doruk kemik kitlesi kazanildiktan sonra kemik dokusundaki degisiklikler
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kemigin yeniden yapilanmasi (remodeling) olarak tanimlanir. Yaslanma ile yikim
hiz1 yapim hizin1 gecer. Normal sartlar altinda her iki olay dengeli bir bicimde devam
eder. Remodeling dongiisiinde bozulma, kemik kitlesi kayb1 ve kiriklara karsi

hassasiyetle sonug¢lanir (Tablo 5) (56).

Tablo 5. Remodelingi Etkileyen Faktorler
Hormonlar PTH
Kalsitonin
Insiilin

Biiytime hormonu

Kortikosteroid

Ostrojen

Testesteron
Lokal faktorler ILGF

TGF-B

FGF

IL-1 IL-6

TNF

PG

PDGF

Yaslanma ile Ostrojen ve testosteron hormanlarinin azalmasi, sekonder
hiperparatiroidizm, osteoblast fonksiyon azalmasi, beslenme bozuklugu,
hareketsizlik ve d vitamini sentezinin azalmasi sonucu osteoporoz goriilebilir (78).

Ostrojen eksikliginde osteoblastlarda RANKL sentezi artar, osteoblast
aktivitesini azaltan osteoprotegerin liretimi azalir ve osteoklast farklilagmasi artar,
osteoblastogenezis azalir. Osteoklast apoptozisi azalir. RANKL/0Osteoprotegerin orani
kemik rezorbsiyonu yoniinde degisir. IL-1, 1L-6, TNF-a, makrofaj koloni stimulator
faktor gibi sitokinlerin tiretimi artar (79, 80). Tip | osteoporozda temel mekanizma
Ostrojen yetmezligine bagli osteoklastik aktivitede artis; ostoblastlarin PTH’ye
duyarliligin artmasinin yani sira apopitozisin azalmasi; IL-1, IL- 6 ve TNF-a gibi
sitokinlerin yiikselmesi ile kemikte yikim gergeklesir. Testosteron osteoblastogenezi
aktive eder ve osteoklastogenezi inhibe eder (81). PTH osteoklast farklilagsmasini
uyararak kemik rezorpsiyonunu arttirir (80). IGF-1 azalmasi ile kemik yapiminin
azalmasinda ve trabekiiler mikro yapi arasinda siki bir iliski vardir. IGF-1 bunu
SHBG diizeyini etkileyerek yapmaktadir (82). Glikokortikoid osteoblastlari

etkileyerek kemik formasyonunu ve kollajen sentezini azaltir. Osteosit apoptozisini
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uyarir. Osteoklast apoptozisini erteleyerek kemik rezorbsiyonunu arttirir. Barsaktan
kalsiyum emilimini azaltip, bobrekten kalsiyum atilimini arttirarak serum kalsiyum
diizeyini azaltir. Sekonder hiperparatiroidiye sebep olur (80). 5 mg prednizolon 3
aydan fazla kullanildiginda kemik mineral yogunlugunu azaltip osteoporoz
goriilmesini arttirir (83).

Doruk kemik kiitlesine ulasmada en onemli faktor beslenmedir. Kalsiyum,
fosfor, D, K, C vitaminlerinin yeterli alinmas1 osteoporozun 6nlenmesinde 6nemlidir.
Tip II osteoporozda temel mekanizma kemik yapim azligir ve kalsiyum emiliminde
yetersizlik sonucu sekonder hiperparatiroid olusmasi ile kemik yikiminin artmasidir.
Yetersiz  kalsiyum alimi  ve D  vitamini eksikligine baghh kalsiyum

malabsorbsiyonunda sikint1 s6z konusudur.

Kemik turnover hizi arttiginda, kemik yapim stiresi kisalacagi i¢in yikim 6n
planda seyreder. Postmenopozal osteoporozun asil sebebi Ostrojen yetersizligidir.
Kemik rezorpsiyonu sonucunda serum kalsiyum diizeyi artar. PTH salgilanmasinin
baskilanmasi1 ve bdobrekten kalsitiriol sentezinin azalmasi ile bagirsak kalsiyum
absorbsiyonu azalir. Postmenopozal donemde kemik turnoverinda yikim o6n
plandadir ve trabekiiler kemikte daha fazla kayip goriiliir. Yashiliga bagh
osteoporozda kemik kaybindan ¢ok kemik yapimi azalir ve kortikal kemikte kayip
daha belirgindir (84). Eriskin erkeklerde, yas artisiyla birlikte kortikal kemik kiitlesi
dogrusal bir azalma gostermektedir. Seks hormonlar1 erkekte kemik dongiisliniin
regiilasyonunda 6nemli olsa da son c¢aligmalar testosterona gore Ostrojenin kemik
mineral yogunlugu ile daha giiglii iligkili oldugu, kemik kaybimin daha iyi bir
belirleyicisi oldugunu gostermektedir (85).

2.2.5 Goruntilleme Yontemleri

Konvansiyonel radyolojik yontemler ile osteopeni ancak kemik kayb1 %30°u
asinca goriilebilir. Erken tanida hassas degildir. Trabekiiler kemikte yapim-yikim
aktivitesi yiiksek oldugundan kemik kaybi ilk trabekiiler kemikte bulgularini gosterir

ve radyolusensi artig1 gelisir.

Dansitometrik  teknikler single foton absorbsiyometri, dual foton
absorbsiyometri, single enerji X ray absorbsiyometri, dual enerji X ray

absorbsiyometri, vertebral morfometri, kantitatif ultrasonografi, magnetik rezonans
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goriintiileme, kantitatif bigisayar tomografi, dijital X 1sm1 radyogrametri,
fotodansitometri, kemik sintigrafisi yontemlerinden biri kullanilmaktadir. En sik dual
enerji X ray absorbsiyometri (DEXA) kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii DEXA

ile osteopeni ve osteoporoz teshisi i¢in tanimlamalar yapmuistir (86).

DEXA radyasyon kaynagi olarak cift enerjili X 1511 kullanan kemik mineral
yogunlugu ol¢iim yontemidir. Tek diizlemli kemik mineral yogunlugu oSlgiiliir ve
gr/cm2 olarak ifade edilir. Kemik kirik riskinin tahmini, erken donem kemikte
meydana gelen degisimler, osteoporoz tespiti ve kemik yapim yikim oranlarinin
belirlenmesinde kullanilir. Ham kemik mineral yogunlugu yerine T ve Z skorlar1
kullanilir. Z skor Ol¢iim bolgesinin kemik mineral yogunlugu ile ayni yas ve
cinsiyetteki saglikli kontrollerin ortalama degerlerinin standart deviasyon cinsinden
hesaplanan miktar1 arasindaki farki gosterir. 75 yas ve {iistii, premenopozal kadin,
geng erkek ve cocuk hastalarda Z skoru kullanilir. T skoru hastanin kemik mineral
yogunlugu ile gen¢ eriskin irktaki sagliklt popiilasyonun ortalama kemik mineral
yogunlugu arasindaki farki standart deviasyon cinsinden tanimlar ve pik kemik
kiitlesini gosterir. Postmenopozal ve 50 yas iizeri erkeklerde T skoru kullanilir.
Degerlerdeki azalis kemik kirillganliginda artma, osteoporoz riski ve kemik yikimi
diisindiiriirken, artis ise kemik kirllganliginda azalma ve kemik yapimi ve direncinde

artis olarak analiz edilir (87).

2.2.6 Kan ve idrar Biyokimya Testleri

Kan ve idrar analizi genel degerlendirmede kullanilir. Serum kalsiyum,
fosfor, kreatinin, PTH ve D vitamini seviyeleri ile idrar kalsiyum ve fosfat atimi
seviyeleri ayirict tanida kullanilir. Kemik yapiminda serumda kemik matriksinin
proteini olan osteokalsin, kemik yapimimnin yan iirlinlerinden olan aminoterminal
prokollajen propeptid (PINP) ve karboksiterminal prokollajen propeptid (PICP) ve
osteoblastin enzimi olan kemige spesifik alkalen fosfataz olciiliir. Kemik yikiminda
hidroksiprolin, piridinolin ve deoksipiridinolin kollajen yikim iiriinleri, karboksi ve
aminoterminal telopeptidler (CTx, NTX) tip I kollajenin ¢apraz bagl telopeptidleri ve
osteoklast enzimi tartarata direngli asid fosfataz belirtegleri kullanilabilir (56).

Biyokimyasal belirtegler ile heniiz osteoporoz tanisi koyulamaz iken, tedavi ve
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kemik dongiisii takibi yapilabilmektedir. DEXA ise tanida altin standart iken tedaviyi
takipte hassas bir yontem degildir (42).

2.2.7 Osteoporozun Kemik Iyilesmesi Uzerine Etkisi

Dis hekimligi cerrahi uygulamalarinda c¢ene kemiginin kantitesi veya
yogunlugu ve kemik kalitesi onemlidir. Osteoporoza 6zgii diisiik kemik kiitlesi ve
mikro yapida bozulmalar hizli kemik turnover sonucu olusur (88). Osteoporozda
diisitk kemik kiitlesi ile ilgili histomorfolojik bulgular incelmis korteks, kortikal
kemikte trabekiilasyon, trabekiiler kemik kiitlesinde azalma, trabekiiler incelme,
trebekiiler baglantilarda azalma, mikro hasardir (89). Saglikli kemikte olusan hasarlar
kemik rezorbsiyon ve formasyonundaki denge ile tamir edilir. Rezorbe olmus
kemigin yerine yeni olusan kemik geger ve bu siire yaklagik 3 ay siirer (88). Uzamis
osteoblastik degisim siiresi ve kemik rezorbsiyon hizinin artmast sonucu net kemik

kayb1 goriiliir (90).

Osteoporozdaki morfolojik degisiklikler hem kortikal hemde trabekiiler
kemikte goriliir. Trabekiiler kemigin ylizey alan1 biiyiik oldugu i¢in ve turnover hizi
yiiksek oldugu i¢in osteoporoz ilk dnce trabekiiler kemigin fazla oldugu kemiklerde
bulgu verir (91). Kortikal kalinligin azalmas: stres kiriklarina yol agar ve trabekiiler
kemikte osteoklastik rezorbsiyon goriiliir (92). Bu degisikliklerin sonucu kemigin
yogunluk, sertlik ve glicii azalir. Bu patolojik degisikliklerin artmis osteoklast yasam
stiresi ve azalmig osteoblast yasam siiresinin yani sira kemik turnover hizinda
dramatik artis nedeniyle oldugu disiiniilmektedir (93, 94). Maksiler anterior bdlge
trabekiiler kemikten zengin oldugu igin ¢enede osteoporoza iliskin ilk bulgular bu

bolgede gozlenmektedir (95).

Osteoporozla iligkili alveolar kemikteki degisiklikler, kemik mineral igerigi
ve kret haciminin azalmasi seklinde olmaktadir. Hayvan calismalarinda overektomiyi
takiben kemik mineral yogunlugunda anlamli azalma (96-98), trabekiiler mikro
yapida degisiklikler (99-101), mandibular kortikal kalinlikta azalma (102) ile ilgili

bulgular mevcuttur.

Osteoporoz ¢ene kemiginin mineral icerigi ve yogunlugunda azalmaya,

trabekiiler mikromimaride bozulmaya, osteoblastik aktivitede ve remodelasyon
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hizinda artisa, kalan kemik hacmi ve kortikal kemik kalinliginda azalmaya yol

acmasi ile 6zetlenebilir.

2.3 Elektromanyetik Alan
2.3.1 Elektromanyetik Alan

Elektromanyetik alan tedavisi fiziksel tip ve rehabilitasyonda incinme
bolgesinin, agr1 kaynaginin, enflamasyonun ve kirik iyilesmesinin tedavisinde
invaziv olmayan, giivenli bir yontem olarak kullanilmaktadir. MRG, EKG, EMG gibi

manyetik alanlar inceleme alaninda kullanilmaktadir.

Elektromanyetik alan tedavisi “hastaligin miknatislarla veya manyetizmayla
tedavisi’dir. Bazi dogal taglarin metalleri ¢ektigini antik c¢aglardan beri
bilinmektedir. Efsanede iilkemizde Magnesia KoOyii’de Yunan bir ¢oban
sandaletlerini ¢eken taslar bulmus ve baz1 rahatsizliklarin tedavisinde
kullanmuslardir. M.O. 1100’lerde Cinli gemiciler pusulada miknatis kullanmislardir.
1600’11 yillarda William Gilbert’in “De Magnete™ kitabinda bilimsel verilere
rastlanmistir (103). 1778’de Franz Mesmer “evreni gozle goriillmeyen manyetik bir
stvinin kapladigint ve insan viicudunun bir miknatisa benzer kutuplar icerdigini”
iddia etmistir. Hatta daha da ileri giderek viicut kutuplari diinyanin normal manyetik
akist ile ayni diizlemde olmazsa hastalikla sonug¢lanacagini iddia etmistir. Hans
Christian Oersted 1820°de pusula ignesinin yakinindaki bir telden akim gegtiginde
pusula ignesinin saptigin1 ve telin ¢evresinde manyetik alan olustugunu bulmustur.
Yine 1820°de Ampere elektromanyetik miknatist gelistirerek manyetik cismin i¢inde
cok kiiciik elektrik akimlart dolagtigini bulmustur. Michael Faraday ve Joseph Henry
iletken maddelerde degisen manyetik alanlarin olusabilecegini gostermislerdir. Eski
caglarda Cin, Japonya’da hekimler ve bilim adamlar1 manyetik materyalleri
hastaliklarin tedavisinde kullanmislardir. Elektromanyetik alan tedavisinin kullanimi
Japonlar tarafindan 2. Diinya Savasi sonrasi baglatilmistir. Daha sonra hizli bir
sekilde Avrupa ve Rusya’ya yayilmistir. ABD’de ilk elektromanyetik alan klinik
uygulamasi 1977 yilinda Basset tarafindan yapilmis ve PEMF uygulamasinin kemik
iyilesmesini giiglendirerek olumlu etkisi bildirilmistir. Bu alanda ilk kitap Bulgar

Todorov tarafindan 1982’de kaleme alinmistir. Manyetik alan uygulamasi ile 2.700
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hastada 33 farkli patoloji ile ilgili deneyimlerini anlatmistir. Bassett, 1970'lerde
gecikmis kiriklarinin tedavisinde bifazik diisiik frekans sinyali kullanilarak ¢ok 6zel
bir yaklagim tanitmistir. Gecikmis kirik, agri1 azaltilmasi, multiple skleroz ve
parkinson olmak {izere bir¢cok hastalifin tedavisinde statik ve zamanla degisen

manyetik alanlarin kanitlanmis yararlart oldugu bildirilmistir (103-105).

Icerisinden elektrik akimi gecen bir iletkenin etrafinda manyetik alan
meydana gelir. Diiz bir iletkenden elektrik akimi gectiginde olusan manyetik alan
kuvvet ¢izgileri daireseldir. Bagparmak akim yoniinii gosterecek sekilde avug igine
alinirsa parmaklar manyetik alanin yoniinii gosterir. Bobin halinde sarilmis bir
iletkenden gegen elektrik akiminin olusturdugu manyetik alan kuvvet cizgileri ise
bobinin iki tarafindaki son halkalarin yiizeyine dikey yondedir. Parmaklar akim
yoniinli gosterecek sekilde bobin avug igerisine alinirsa, bagparmak manyetik alanin

yoniinii gosterir.

Bir telden akimin akisina gore manyetik alan olustuguna gore tersinde de bir
tel degisen bir manyetik alana maruz kalirsa veya sabit bir manyetik alan igerisinde
hareket ettirilirse akim olusur. Manyetik alan igerisindeki iletkenden gegen manyetik
alan c¢izgilerinin kantitatif Olglistine “manyetik aki”  denir. Manyetik cismin
olusturdugu kuvvet ¢izgilerinin sayisidir. @ ile sembolize edilir ve birimi Weber
(Wb)’dir. Manyetik alan iletkenin iki ucu arasinda 1 wvolt elektrik akimi
olusturdugunda iletkenden gecen manyetik aki saniyede 1 Weber’dir. Birim alan
basina diisen manyetik akiya “manyetik aki yogunlugu” denir. “B” ile sembolize
edilir ve birimi Tesladir (T). “Manyetik alan giicii” olusan manyetik alanin genligi
metrede amper olarak Olgiilebilir ve “H” ile sembolize edilir ve birimi A/m’dir
(Tablo 6) (106).
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Tablo 6. Manyetik Alan I¢cin Kullamilan Birimler ve Déniisiimleri
(106)

Biiyiikliik Birimi Doniisiim
Manyetik Aki Weber (wb) 1 Wb =1 volt-sn

1 Wb =1T.1m°
Manyetik Aki Tesla (T) 1T=1Wb/m?
Yogunlugu 1T=10G
Manyetik Alan Giicii Amper/metre (A/m) 1 A/m =0.012566 Oe

Diinyanin manyetik alan siddeti 0.025 — 0.065 mT, tam1 amachi MRG
goriintlileme sisteminin manyetik alan siddeti 100 - 10000 mT, sa¢ kurutma

makinasint manyetik alan siddeti 1 — 2.5 mT, floresan lambanin manyetik alan

siddeti 0.1 — 0.5 mT’ dur.

Elektromanyetik alan cihazi enerji girisi, enerji depolama yeri, agma kapama
diigmesi, bobinlerden olusur. Cihaz calistirildiginda elektrik akimi tel bobinden

gecer, manyetik alan akimin akisi ile olusur.

Elektromanyetik alanin giiniimiiz tibbinda tedavi amagl kullanimi 40 yilh
askin stliredir devam etmektedir. Cok algak frekansli manyetik alanlar kirik
iyilesmesinde, kemik olusumunun uyarilmasinda, kemik biiyiimesinin aktive
edilmesinde, osteoklastik aktivitenin inhibe edilmesinde, yara iyilesmesinde
graniilasyon ve fibr6z doku olusumunu etkileyerek hizlandirmada, yumusak doku
romatizmal hastaliklarda kullanilmistir (107, 108). Elektromanyetik alan tibbi tedavi
amagli kullanim1 maliyetinin diisiik olmasi, girisimsel olmamasi, yan etki riskinin az
olmasi nedeniyle &ne ¢ikmaktadir. Amerikan Ilag ve Gida Dairesi (FDA)
kaynamamis kiriklarda, osteoporozun 6nlenmesi ve tedavisinde giivenli ve etkili bir
yontem olarak PEMF uygulamasini onaylamistir. PEMF’in hangi saglik sorunlarina
klinik yarar1 oldugu da gosterilmistir. Elektromanyetik alan tedavisinin bilinen bir

yan etkisi yoktur. Gebeligin ilk 3 ayinda, kulak i¢i isitme cihazi, insiilin pompasi gibi
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implante cihaz bulunanlar, kalp pili olanlarda sorun yasanabilecegi i¢in tavsiye
edilmemektedir (109-111). Viicuda implante edilmis metallerin bulunmasinin

PEMF’in terapotik yetenegini etkilemedigi belirtilmistir (107).

2.3.2 Kemigin Elektriksel Ozellikleri

Elektrik ve manyetik alan uygulamasi kemik {izerine nasil etki ettiginin
aciklanmasinda Wolff kanunu, piezoelektrik etki ve akinti potansiyellerinden
yararlanilir. Kemige mekanik gilic uygulandiginda kemikte elektrik akimi meydana
gelir. Akim olugsmas1 ve daha sonra kemikteki hiicrelerin aktivasyonu ile kemikte
yapim ve yikim olaylart meydana gelir. Kemik icerisinde sert mineral kristaller
bulunmaktadir. Birg¢ok kristal de piezoelektriktir ve mekanik stres uygulandiginda
elektrik akimi meydana getirir. Plazma membrant da piezoelektrik o6zelliktedir.
Mekanik uyarim ile gegirgenliginde degisim olur ve elektriksel iletkenlik gosterir.
Mekanik yiiklerden eksik kalan kemikte osteojenik aktivite azalip osteoporotik
belirtiler artmaktadir ve mekanik yiklerle olusan elektriksel uyaranlarin
elektromanyetik alan uygulamalar ile taklit edilerek kemikteki aktivitelerin kontrol
edilmesi arastirilmaktadir (112). Kemigin elektromanyetik 6zellikleri bir kemigin
genetik modele gore gelismesi veya kirillan kemigin iyilesmesi ve yeniden
sekillenmesi kemigi uzun ekseni etrafinda etkileyen stres kuvvetlerinin yarattigi
elektromanyetik alan sayesinde olmasi seklinde oOzetlenen Wolff kanunu ile
tanimlanmistir. Fukuda ve Yasuda (1953), Bassett (1957) kemigin piezoelektrik
Ozelligini gostermis ve bunun kaynaginin kollajen liflerin ve mukopolisakkaritlerin
biikiilmesi, kollajen hidroksiapatit ara yiizeyindeki stresler oldugunu belirtmislerdir
(113, 114). Kemigin diger elektriksel 6zelligi de deforme edilen kemigin igindeki
ekstraselliiler sivinin, sikigma bolgesinden gerilme bolgesine akmasi olarak tabir
edilen akinti potansiyelleridir. Bu akim sirasinda sivi igindeki iyonik yiiklerin
transferiyle hafif siddetli elektriksel akim olusmaktadir.  Kemik streslerle
yiiklendiginde, ylizeysel yiik dagilimi degismekte ve osteoblastik kemik yapimi ve
osteoklastik kemik yikimi goriilmektedir. Yiikk olmadiginda ise kemikte atrofi
goriiliir. Piezoelektrik ve akinti potansiyelleri kemik iyilesme siirecini denetleyen

mekanizmalar olarak kabul edilmektedir (113).
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2.3.3 Elektromanyetik Alanlarin Kemik Iyilesmesine Etkisi

Elektromanyetik alanin hedefi hiicre membranidir. PEMF uygulamasinin
hiicre membraninin gegirgenligini ve iyon dengesini degistirdigi, hiicre membran
reseptorleri lizerine etkileri oldugu, difiizyon ve aktif transportu etkiledigi
bilinmektedir. PTH’ya refrakter osteoklast cevabini ortadan kaldirdigini ve kalsiyum
aliminda hizli bir artisa neden oldugunu bundan dolayr PTH aracili kemik
rezorbsiyonunu azalttigi, transmemran voltajinda kiiciik bir degisiklik olusturarak
hiicre memraninda kalsiyum iyonunun enzime ve/veya reseptor bdlgesine
baglanmasinda etkili oldugu belirtilmistir (115). Dokularda zaman degiskenli akim
olusumuna yol agip ve osteogenezisi artirdigi bildirilmistir (116). Osteoblastlar
stimiile ettigi, osteoblastlar iizerinden kemik olusumunu artirdigt ve osteoblast
hiicrelerinde alkalen fosfotaz aktivitesini arttirip, hiicre diferansiasyonu stimiile ettigi
bildirilmistir (107, 117). Osteoblastlarda TGF—a ve IGF-2 gibi ¢ok sayida biiyiime
faktorlerinin salimini uyardigi bildirilmistir (110, 118). Osteoblastlarda bu uyarmay1
iyon transport kanallar1 tizerinden ve membran protein degisikliklerini elektroforetik
ve elektroosmotik etkileriyle yaptigi belirtilmistir(119). Kapiller damar olusumunu
ve endotel hiicre proliferasyonunu arttirip, IGF ve TGF- salinimlarin1 uyarmaktadir
(120). Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmalar1 degerlendirildiginde
osteojenik belirte¢ olan alkalen fosfatazin PEMF grubunda anlamli sekilde arttig:
bulunmustur (121). Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasina yardimci
olan BMP-2’nin etkisini arttirmaktadir (122). Mezenkimal kok hiicrelerin osteoblast
adiposit, kondroblast gibi hiicrelere farklilasmalarinda artmis biiylime hizlar tespit
edilmigtir (123). Aslan derlemesinde bag dokusunda ekstraselliiler matriks
proteinlerini kodlayan gen ekspresyonunu diizenleyerek kikirdak ve kemik doku
olusumunu ve osteoblastlart uyardigi, kalsiyum kanallari, hiicre i¢i iyonize kalsiyum
degisikleri, reseptor davraniglari ve genler lizerine etkisi oldugu, DNA sentezini,
transkripsiyonu ve interselliiler kalsiyumu ve mRNA sentezini artirarak ekstraseliiler
matriks yapimmint uyardigimni belirtmistir (116). Darbeli elektromanyetik alan
uygulamasimin farkli bir dizi mekanizma araciligiyla kemik iyilesmesi tlizerinde
etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Ik mekanizma, PEMF’in kemik segmentleri
arasindaki boslukta fibréz kikirdak kireglenmesini uyarmasidir. Ikinci olarak,

PEMF’in iyonik kalsiyum kanallarina etkisi nedeniyle ortaya ¢ikan artmis kan akimi
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ile kemik iyilesmesinde rol oynadig diisiiniilmektedir. Ugiincii olarak, PEMF’in yara
iyilesmesinde rezorbsiyon fazini dnleyici etkisiyle erken osteoid ve kallus olusumuna
yol agtig1 6ne siiriilmiistiir. Dordiincii mekanizma PEMF’in osteoblastlar araciligiyla
kemik formasyon oraninin arttirmasi ile kemik iyilesmesi iizerinde bir etkisi oldugu
seklinde tarif edilmektedir (107). Elektromanyetik alan uygulamalarinda esas amag
dogal iyilesmeyi taklit etmektir. Cankaya ve ark. insanda birgok metabolik aktiviteyi
kontrol altinda tutan esas mekanizmanin elektriksel yiikler ve bunlarin olusturdugu
diisiik elektrik akimi oldugunu ve bu akimlarin hiicreler arasi iletisimi saglayarak
metabolizmanin diizenlenmesinde biliyiik rol oynadigmi belirtmigtir. Kemik
iyilesmesi sirasinda hiicrelerin ¢ogalmasinin elektrik akimlarinin uyarmasi ile
basladig1, bu elektrik akimlarinin kemik iyilesme bolgesinde en yiiksek diizeydeyken
2-3 haftada yavas yavas azaldigi, elektromanyetik alan uygulamasi ile elektriksel
uyarimin arttirilarak hiicrelerin ¢ogalmasi ve olgunlagsmasinin devam ettigi ve yeni

kemik yapiminin artmasinin beklendigini belirtmislerdir (112).

PEMF’in olumlu etkilerinin en etkili diisik siddet (< 50 mT) ve diisiik
frekans (< 100 Hz) parametrelerinde oldugu bilinmektedir. Hastaliklarin tedavisinde
PEMF’in muhtemel uyarici parametrelerinin bir biyolojik pencere araliginda oldugu
bildirilmistir. Biyolojik pencere siddet, frekans, siire ve bunlarin kombinasyonlart ile
tespit edilebilir. Ancak, kemik iyilesmesi {izerinde olumlu etki saglayacak siddet,
frekans ve siire konusunda goriis birligine varilamamistir. Ancak terapotik etkili

manyetik alanin diistik frekansh ve darbeli 6zellikli olmasi gerektigi belirlenmistir.

Heparinin, osteoporoz ve kemik kaybina yol actigt ve kemik iyilesmesi
tizerine olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Literatiirde heparinin neden oldugu
osteoporozun ve kemik iyilegsmesindeki olumsuz etkilerinin 6nlenmesine yonelik
caligmalar mevcuttur. Fiziksel bir ajan olan darbeli elektromanyetik alan uygulamasi
da kemik yapimini arttirmakta ve yikimini azaltmaktadir. Bu ¢alismada osteoporoz
ve darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin kemik iyilegsmesi iizerinde
etkilerinden yola ¢ikarak; 33 giin boyunca 2 [U/g heparin enjeksiyonu ile sekonder
osteoporoz olusturulan ratlarda, otuzbesinci giinde, sag femur kemiklerinde kritik
boyutlu kemik defekti kemik defekti olusturularak postoperatif 28 giin boyunca
hergiin 1 saat ortalama 0.8+0.2 mT siddetinde ve 7.3 Hz frekansinda darbeli
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elektromanyetik alan uygulamasmin yeni kemik olusumu iizerine etkilerinin

arastirilmast amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Calisma Plam

Bu calisma TUBITAK tarafindan 114S071 proje numarastyla desteklenmistir
(Ek 1). Arastirmamiz Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan hayvan etigi agisindan uygun goriilmiistiir ve 09.01.2014 tarihinde

02 toplanti sayis1 03 karar sayisi ile kabul edilmistir (Ek 2).

3.2 Deney Hayvanlari

Calismanin baglangicinda ¢alismanin giic degeri % 85 tutularak orneklem
sayist 34 olarak belirlendi. Boylece gereginden fazla deney hayvan itlafinin 6niine
gecilerek etik agidan olusabilecek sakincalar ortadan kaldirildi. SDU Deney
Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuarinda yetistirilen, 34 adet
erigkin ortalama agirliklart 300 - 400 gr ve ortalama 12 aylik iskeletsel gelisimini

tamamlamig Sprague-Dawley erkek ratlar ¢alismada kullanilda.

Ratlar deney oncesi ¢aligmanin yapilacagi ortamda 3 giin tutularak aligmalari
saglanmistir. Ratlar calisma boyunca havalandirma delikleri bulunan, yem ve su
gereksinimlerini rahatca giderebilecekleri talag ile kapli Eurotype 4 kafeslerde
(Radon, Tiirkiye) 6’sarlt gruplar halinde tutuldu. Ratlar normal sehir suyu ve hazir
0zel pellet yem ile bazal miktarda (ad libitum) beslendi. Calismada etik kurallara
uygun olarak deneye tabi tutulan her hayvan deney siiresince 1sis1 ve 15181 kontrol
edilen ortamda 21-22 °C oda sicakliginda, % 50 nem ayarli odada tutuldu. Giin
igerisinde yapilan kontrollerde ratlarin genel saglik durumlari, genel giigsiizliik, yem
ve su aliminda azalma, dispne, cilt-tily degisikligi, kafes temizligi ve haftalik
kontrollerde agirliklar: takip edildi. Deney siiresince ¢alisma grubundaki ratlara 1
saat boyunca darbeli elektromanyetik alan uygulamasi siiresince hareket kisitlamasi

yapildi.

32



3.2.1 Gruplar

Deney hayvanlar1 heparin + PEMF grubu (H + P G) 12 rat, heparin grubu
(H G) 12 rat ve Kontrol grubu (K G) 10 rat olacak sekilde rastgele {i¢ ana gruba
ayrildi (Sekil 1).

34 rat
Heparin- PEMF (H + P G) Heparin (H + P G) Kontrol (H + P G)
n:12 n:12 n:10

l

33 giin 2 IU/g Heparin 33 giin 2 TU/g Heparin

l

Sag Femur defekt Sag Femur defekt Sag Femur defekt

PEMF (28 giin)

Sekil 1. Gruplar

Heparinin verilis bigimi ve dozaji mevcut literatiir bilgilerine ve hayvan
calismalarindaki heparinin osteoporoz olusturma dozuna uygun, 2 [U/g heparin
subkutandz yol olacak sekilde planlandi. Insiilin enjektérii ile aymi kisi tarafindan 33
giin boyunca enjeksiyonlar yapildi. Her 1 ml’lik heparin ¢ozeltisi 5000 IU heparin
sodyum igermekteydi. 0.08 ml heparin, 0.92 ml serum fizyolojik ile sulandirilarak
ve viicut agirliklarina gore dozlar toplamda 1 ml subkutan enjeksiyon olacak sekilde

ayarlandi (Resim 1, 2).
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Resim 1. Heparin

Resim 2. Subkutan Heparin Enjeksiyonu

Heparin + PEMF Grubu (H + P G): 12 rattan olusan bu grupta, her
hayvana 33 giin boyunca 2 IU/g heparin enjeksiyonu yapildi. 33 giin tamamlandiktan
sonra bir giin (34. giin) heparin enjeksiyonu yapilmadan ara verildi, operasyon giinii
(35. giin) her hayvanin sag femur kemigine 3 mm’lik defekt olusturuldu.
Postoperatif 4 hafta boyunca operasyon giinii (35. giin) baslayarak ortalama 0.8+0.2
mT siddetinde ve 7.3 Hz frekansinda giinde 1 saat boyunca darbeli elektromanyetik
alan uygulamasi yapildi ve bu gruptaki deney hayvanlar1 postoperatif 4. hafta
sonunda sakrifiye edildi (Tablo 7).

34



Heparin Grubu (H G): 12 rattan olusan bu grupta, her hayvana 33 giin
boyunca 2 1U/g heparin enjeksiyonu yapildi. 33 giin tamamlandiktan sonra bir giin
(34. giin) heparin enjeksiyonu yapilmadan ara verildi, operasyon giinii (35. giin) her
hayvanin sag femur kemigine 3 mm’lik defekt olusturuldu. Postoperatif darbeli
elektromanyetik alan uygulamasi yapilmadi. Yine bu gruptaki deney hayvanlari

postoperatif 4. hafta sonunda sakrifiye edildi (Tablo 7).

Kontrol Grubu (K G): 10 rattan olusan bu grupta, hayvanlara heparin
enjeksiyonu yapilmadi. 35. gilin her hayvanin sag femur kemiginde 3 mm’lik defekt
olusturuldu. Postoperatif darbeli elektromanyetik alan uygulamasi yapilmadi ve bu

gruptaki deney hayvanlar1 da postoperatif 4. hafta sonunda sakrifiye edildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Arastirma Gruplari

Heparin Operasyon | PEMF uygulama | Sakrifikasyon
uygulama  ve inii ve siiresi iinii
siiresi

Heparin grubu

PEMF
uygulamasi
yapilmadi
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3.3  Cerrahi Uygulama

Ketamin hidrakloriir (Ketasol®, Richter Pharma AG) 90 mg/kg ve Xlazine
hidrakloriir’iin  (Alfazyne®, Alfasan, Hollanda) 10 mg/kg olacak sekilde

intraperitonel enjeksiyonlari ile genel anestezi saglandi (Resim 3).

Ketasol

Resim 3. Anestezik ilaclar

Operasyon bolgesi povidon iyot ile dezenfekte edilip traglandi. Femurun dis
medial tarafinda yaklagitk 1 cm uzunlugunda cilt insizyonu yapilarak kiint
diseksiyonla kaslar ve periost eleve edildikten sonra femur yiizeyine ulagildi. Sag
femur distal yilizeyine serum fizyolojik irrigasyunu altinda, trefin frez yardimu ile, 3

mm ¢apinda korteksten medullaya ulasan monokortikal kemik defekti olusturuldu
(Resim 4, 5).

Resim 4. Trepan Frez ile Kemik Kemik Defekti Acilmasi
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Resim 5. Monokortikal Kemik Defekti

Cerrahi alan serum fizyolojik ile yikanarak artik dokular uzaklastirildi.
Kemik yiizeyinden diseke edilen kaslar 3/0 vicril siitur (Dogsan®, Trabzon,
Tiirkiye), cilt ise 3/0 ipek siitur kullanilarak (Dogsan®, Trabzon, Tiirkiye) primer
olarak kapatild1 (Resim 6, 7).

Resim 6. Kasin Dikilmesi
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Resim 7. Cildin Dikilmesi

Kuyruk tiragland1 ve antiseptiklerle temizlendi. Venlerin dilate olarak daha iyi
goriinmesi i¢in hayvanin kuyrugunun 5-8 dakika 37 °C’lik suya daldirildi. Rat
kuyruk kokiine turnike uygulandi. Kuyrugun viicuda yakin kisimindan, kuyruk
kokiinden yaklasik olarak 1/3 uzakliktan kelebek seti ignesi ile lateral vene girildi.
Kan akisina izin verilmesi i¢in turnike serbest birakildi. Kuyruk veninden yaklagik 1

ml kan temin edildi. (Resim 8).

Resim 8. Kuyruktan Kan Alim

Operasyon giinii (35.giin) kuyruk veninden alinan 1 ml kanlar santrifiij

edildikten sonra serumlar1 ependorf tiiplere ayrilarak -80°C donduruldu.

39



3.4  Postoperatif Bakim

3 giin intramuskuler 150 mg/kg/glin Amoksisilin (Tiimamoks® 3,5 g flakon,
Eczacibasi, Tiirkiye) ve 3 mg/kg/giin Ketoprofen (Rifen® 50 mg ampul Richter
Pharma AG) enjeksiyonu yapildi (Resim 9). Povidon iyot ile operasyon bolgesi

pansumanlar1 yapildi.

Resim 9. Rifen

3.5 Postoperatif Darbeli Elektromanyetik Alan Uygulamasi

Postoperatif 4 hafta boyunca ortalama 0.8+0.2 mT siddetinde ve 7.3 Hz
frekansinda, restrainerde hareket kisitlamasi olacak sekilde, her giin 10:00-11:00
saatleri arasi 1 saat boyunca heparin + PEMF grubundaki ratlara darbeli
elektromanyetik alan uygulamasi yapild: (Resim 10, 11). Uygulama sirasinda ratlar
ve cihaz gozlenerek herhangi bir sorun yasanmasi 6nlendi. Heparin grubu ve kontrol
grubuna operasyonu takiben 4 hafta boyunca darbeli elektromanyetik alan

uygulamasi yapilmadan gozlendi.
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Resim 10. Restrainer

Resim 11. Ratin Restrainere Yerlestirilmesi

Darbeli elektromanyetik alan {ireteci olarak EMTS (BioMedsa SDU
Teknokent, Isparta, Tiirkiye) cihazi kullanildi (Resim 12). Cihazda manyetik alan
olusturmak igin helmholtz bobin c¢iftleri kullanildi (Resim 13). Cihazin teknik
Ozellikleri (Tablo 8) de gosterilmistir. Karsilikli helmholtz bobinlerinden ¢ikan
manyetik dalgalar sekilde gosterilmistir (Sekil 2).
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Resim 12.

Darbeli Elektromanyetik Alan Cihaz

Resim 13. Helmholtz Bobini

Tablo 8. Cihazin Teknik Ozellikleri

AC Besleme: 220 V- 50 Hz

DC Besleme: +12V

Gii¢ Harcamasi: 15W

Sigorta 1: 1A

Sigorta 2: 150 mA

Cikis: 0,2V)-(+12V)
1mT

Calisma Sicakhgr:  -10°C,+40°C

Calisma Siiresi: 15 saat
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v
—

v

T=0.133sn

f=73Hz

B =0.8+0.2 mT

Sekil 2. 1a ve 1b Helmholtz Bobinlerinin Manyetik Dalgalar:
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Dairesel sarmal bobinlerin her biri ¢apt 6 cm olacak sekilde, 1 mm ¢apinda
yalitilmig bakir tellerden 200 sarim yapildi. Cihazdan ¢ikan kutup baslarinin geldigi
bobinler dikdortgen kutunun karsilikli kenarlarina birbirine paralel ve diizlemleri
arasindaki uzakliklar1 10 cm olacak sekilde yerlestiridi. Bobinlerden ¢ikan homojen
manyetik aki1 vektori ile ratlardaki defekt alanina dik birim vektorii paraleldir (Sekil
3). 100 x 10 x 15 cm boyutlarinda tahta kutunun dis yiizeylerine bobinler yerlestirildi
(Resim 14). Ratlar restrainerlara yerlestirilerek hareket kisitlamasi yapildi ve
bobinlerden ¢ikan homojen manyetik aki vektoriiniin defekt alanina dik gelmesi
sagland1 (Resim 14) (Sekil 4). PEMF uygulanirken siddeti etkileyebilecek gevresel
faktorleri engellemek amaciyla SDU Deney Hayvanlari ve Tip Arastirmalart
Uygulama ve Arastirma Merkezinde dis ortamdan tamamen izole manyetik alan
odasinda deney diizenegi gergeklestirildi (Resim 15). Frekans ve siddet dl¢iimleri

deney Oncesinde ve sirasinda dlgiilerek cihazin giivenirliligi kontrol edildi.

Bobin Bobin
// /
A

7

Kemik Defekti

Homojen Manyetik

M Aki Vektorii

D>

Sekil 3. Defekt Bolgesine Homojen Manyetik Aki Vektoriiniin Dik Gelmesi
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Resim 14. Ratlarin Diizenege Yerlestirilmesi

/@ A

i

/ / s
L ./

L N N

4 5 6
AN

Y

Homojen Manyetik Aki

Darbeli Elektomanyetik Alan Cihazi

Sekil 4. Bobinlerin Uygulamasi ve Cihazin Seklinin Planlamasi
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Resim 15. Darbeli Elektromanyetik Alan Cihazi, Bobinlerin Yerlestirildigi
Diizenek ve Manyetik Alan Odasi

3.6  Sakrifikasyon ve Kan Orneklerinin Eldesi

Altmig tgiincli giinde yiiksek dozda anestezik madde verildikten sonra
eksanguinasyon yontemi ile Otanazi yapildi. Yumusak dokular diseke edilerek
defektli femura ulasild1 ve rezeke edildi (Resim 16). Vena cavadan alinan 8 ml kan
santriflij edildikten sonra serumlar1 Eppendorf tiiplere ayrilarak —20°C donduruldu.
Degerlendirme yapilacagi zaman serumlar dondurucudan ¢ikarildi ve oda
sicakhiginda ¢oziilmeleri saglandi. Serum CTx, PTH ve Ca™ diizeyleri

degerlendirildi.
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Resim 16. Rezeke Edilmis Femur

3.7 Kemik Orneklerin Hazirlanmasi

Elde edilen oOrnekler, kemik dokusunun histomorfometrik analizine izin
verecek sekilde histolojik kesit hazirlama asamalarindan gegirildi. Bu asamalar

sirasiyla sOyledir.

Ratlarin femurlarindaki tim yumusak dokular temizlenerek tek tek histolojik
kesitler alinmak {iizere % 10’luk tamponlu nétral formol igerisinde 72 saat fikse

edildi (Resim 17).

Resim 17. Kemiklerin Formalin Soliisyonunda Fikse Edilmesi

3.7.1 Fiksasyon ve Formalinden Arindirma Islemi

%10’luk tamponlu nétral formalin igerisinde en az 72 saat fikse edilen
dokular1 formalinden arindirmak i¢in ornekler 6nce akan ¢esme suyunda, sonra
tamponlu fosfat soliisyonunda (Merck, Darmstandt, Almanya), en son ise distile suda

yikandi. Bu islemler sonunda dokular formalinden arindirilmis oldu.

47



3.7.2 Dekalsifikasyon Islemi

%15’lik tamponlu formik asit soliisyonunda (Merck, Darmstandt, Almanya) 4
giin bekletilerek dekalsifikasyon islemi gergeklestirildi. Tim Ornekler dekalsifiye
olduktan sonra 3-4 saat akan suda yikandi. Kemik Ornekleri, iizerine Ornek
numaralar1 yazilan doku takip kasetleri ile kasetlenerek doku takibi islemine gecildi
(Resim 18, 19).

N

Resim 18. Orneklerin Hazirlanmasi

Resim 19. Orneklerin Kasetlenmesi

3.7.3 Doku Takibi Islemi

Doku takip islemi kapali devre otomatik cihazda (Leica ASP 300S)
gergeklestirildi (Resim 20). Doku takibi igin parafin teknigi kullanildi. Bu takip

cihaz1 ile doku takip kasetleri icerisindeki dokulara 1s1, pres, vibrasyon ve titrasyon
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uygulamalar1 otomatik olarak gerceklestirildi. Daha sonra %10’luk tamponlu nétral
formalin, alkol, ksilen ve parafin uygulamalarindan gegirilerek doku takip islemi

sona erdirildi.

Resim 20.  Otomatik Doku Takip Cihazi

3.7.4 Bloklama islemi

Takip islemi tamamlanan dokular bloklama islemine tabi tutuldu. Bu islem

doku takip kaseti i¢erisinde gerceklestirildi (Resim 21).

Resim 21. Bloklama Cihaz1

3.7.5 Kesit Alma Islemi

Dondurularak kesit almaya hazir hale getirilen dokulardan tam motorize
mikrotom cihaz1 (Leica RM 2155) yardimiyla defekte paralel olacak sekilde 4
seviyede kesitler elde edildi (Resim 22). En fazla kemiklesme alan1 olan kesit
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secildi. Bu kesitler sicak su banyosuna alinarak dokularmn kirigikliginin agilmasi

saglandiktan sonra lam {izerine tasindi ve kurutuldu.

Resim 22. Mikrotom cihazi

3.7.6 Hematoksilen-Eozin Boyama Islemi

Preperatlar kurutma firininda bekletildikten sonra (Leica Auto Stainer XL)

cihaz1 ile Hematoksilen-Eozin ile boyand: (Resim 23).

LEICA STAINER XL

Resim 23.  Leica Auto Stainer XL Boyama Cihazi

3.7.7 Kesitleri Kapama islemi

Kesitler ¢ikarildiktan sonra Leica CV5030 cihazi ile kapatildi (Resim 24).
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Resim 24. Leica CV5030 cihaz

3.8 Histomorfometrik inceleme

Hemotoksilen-Eozin ile hazirlanan preparatlar 151k  mikroskobu ile
degerlendirildi. Bu degerlendirme esnasinda ayni zamanda 1s1k mikroskobuna bagli
bulunan dijital fotograf makinasi ile de fotograflandirildi (Resim 25). Tiim gorintiiler
bilgisayar ortamima aktarildi ve Imagel/Fiji 1.46 Analysis program ile
degerlendirildi. Tyilesme alan1 4 seviyedeki kesitlerde incelendi. En fazla kemiklesme
alant secildi. ImageJ V1.9.b (http://imagej.nih.gov/ij/) programi ile kemik alani
Olclildii. Bunun i¢in iyilesme alanlarindan 1 mm ¢apinda alan segildi. 200x
biiylitmede dijital fotografi ¢ekildi (Resim 26, 27). Recomposit pro v5.2
(http://www.stepok.net/Recomposit.htm) programi ile kemik dis1 alanlar dijital
olarak silindi. Kemik alanlar dijital olarak siyah renge boyandi (Resim 28). Imagej
ile siyaha boyanmis kemik fotografina toplam alan ve boyali alanin 6l¢iimii piksel
olarak yapildi. Boyali alan 6l¢iimii image-->adjust--> color threshold --> ile uygun
renk ayarlar1 yapilarak boyali alan segildi ve 6l¢iimii yapildi. Goriintii analizini yapan

kisi, gruplari ve olgular1 bilmeden degerlendirdi.
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Resim 25. Osteoblast ve Osteoklast X 200

Resim 26. Yeni Kemik X 200
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Resim 27.

3 mm Kemik Defekt Alan1

wuits = 4 Image) o8 B
| File Edi_Font Results Fie Edl Image Process Analyze Plugins Window Help
B olz|o|<|4| [N Ala|o] 2| mf=ls]a] | | [»]
1 7375872 176770 O 255
2 7375872 176731 O 255
4 23@apng (25%) le/@ =

313612352 phisis, RO,

Colorspace: HSB =
¥ Dark background
Original | Fitered | Select | Sample

Stack

/

Thresholding method  Default -
Threshold color.  White =

T —

Resim 28. Imageji 1.46 Analysis Program ve Kemik Alanlarinin Siyaha

Boyanmasi
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3.9  Biyokimyasal inceleme

Otuzbesinci ve 63. giinlerde alinan kanlar Niive NF1200R (Tiirkiye) markali
santrifiij cihazinda 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serumlar
porsiyonlanarak c¢alisma zamanima kadar -80°C ve -20°C donduruldu. Calisma
zamaninda serumlar oda 1sisinda bekletilerek ¢ozdiiriildii. Serum Ca'™* degerleri
otoanalizorde (Beckman Coulter AU5800, USA) spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
Serum CTx diizeyleri rat spesifik CTX (Eastbiopharm, Hangzhou Eastbiopharm,
Torrance, USA) kiti ile ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) yontemiyle
belirlendi. Serum PTH diizeyleri rat spesifik PTH (Eastbiopharm, Hangzhou
Eastbiopharm, Torrance, USA) Kkiti ile ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) yontemiyle belirlendi. Biyokimyasal analizi yapan kisi, gruplari ve olgulart
bilmeden kor degerlendirdi.

3.10 istatistiksel Yontem

Arastirmada istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social
Science) 18.0 (Chicago, IL, 2010) yazilim paket programi kullanilarak yapildi.

Yeni kemik alan1 06zelligi bakimindan elde edilen veriler logaritmik
transformasyona tabi tutulmasmma ragmen parametrik testlerin On sartlarin
saglamadig1 igin non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve gruplarin rank
ortalamas1  arasindaki  farkliliklarin  belirlenmesinde  ¢oklu  karsilagtirma

yontemlerinden Bonferroni-Dunn testi uygulandi.

Yeni kemik yiizdesi 0Ozelligi bakimindan elde edilen veriler ac1
transformasyonuna tabi tutulduklarinda parametrik testlerin 6n sartlarin1 saglamadigi
icin gruplarin rank ortalamalar1 arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis testi ile analiz
edildi. Gruplarin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar Bonferroni-Dunn testi ile analiz
edildi.

Ca"" ve PTH ozellikleri bakimindan elde edilen veriler parametrik testlerin 6n
sartlari1 sagladiklar i¢in faktoriyel diizende tekrarlanan 6l¢iimlii varyans analiz
teknigi ile analiz edildi. Calismada grup faktoriiniin heparin + PEMF, heparin,

kontrol olmak iizere ii¢ seviyesi, zaman faktoriinde 35. giin ve 63. giin olmak iizere
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iki seviyesi mevcuttu. Tekrarlanan Olglimler zaman faktoriiniin seviyelerinde

gerceklestirildi.

CTx o6zelligi bakimindan elde edilen veriler logaritmik transformasyona tabi
tutulmasina ragmen parametrik testlerin 6n sartlarii saglamadigr i¢in non-
parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi uygulanmis ve gruplarin rank ortalamasi
arasindaki farklhiliklarin  belirlenmesinde ¢oklu karsilastirma yontemlerinden
Bonferroni-Dunn testi uygulandi. Her bir grupta zamanlar arasi farkin

incelenmesinde Wilcoxon Isaretli Siralar testi uygulanda.

Hayvanlarin canli agirliklar1 bakimindan elde edilen veriler parametrik
testlerin on sartlarin1 saglamadigi i¢in gruplar arasindaki farkliliklar her bir zamanda
ayr1 ayr1 Kruskal-Wallis testi ile irdelendi. Zamanlar arasindaki farkliliklar her bir

grupta ayr1 ayr1 olmak tizere Friedman testi ile irdelendi.

Son olarak tiim degiskenler arasindaki dogrusal iligkinin varlig ikiser ikiser

Pearson korelasyon Katsayisi hesaplanarak irdelendi.
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4. BULGULAR

4.1  Deney Gruplari

Arastirmada 34 adet deney hayvani kullanildi. Deney hayvanlarindan 4
tanesinin anestezi sirasinda, 2 tanesinin cerrahi islem sonrasi asir1 kilo kaybindan, 1
tanesinin operasyon sahasinda apse formasyonu sonucu 6lmesi, histomorfometrik
incelemede kesit alirken 1 femurun kirilmasi ve biyokimyasal incelemede 1 drnekten
sonug¢ alinamamasi sebebiyle ¢alisma dig1 birakildi. Heparin + PEMF grubu sekiz
(8), heparin grubu sekiz (8) ve kontrol grubu dokuz (9) olmak {izere toplamda
yirmibes (25) deney hayvani calismaya dahil edildi. Operasyon sonrasinda 3 deney
hayvaninda yara ylizeyindeki siitiirlarda agilma goriildii. Hafif sedasyon altinda

tekrar siitiire edildi. Bu hayvanlar sakrifiye edilene kadar canli kaldi (Tablo 9).

Tablo 9. Calisma Dis1 Birakilan ve Calismaya Dahil Edilen Ratlarin

Gruplara Gore Dagilimi

Kontrol Heparin  HeparintPEMF  Toplam

Calismaya Dahil Edilmeyen 1 4 4 9
Anestezi - 2 2
Kilo kayb1 - 1 1
Apse - 1 -

R~ N D

Histomorfometrik - - 1
inceleme
Biyokimyasal inceleme 1 - - 1

Cahismaya Dahil Edilen 9 8 8 25
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4.2 Canh Agirhk Bulgular ve istatistiksel Degerlendirmeler

Gruplar arasindaki agirlik 6zelligi Kruskal-Wallis testi sonucunda gruplarin
rank ortalamalar1 arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (p<0,05) (Tablo 10)
(Sekil 5). Zamanlar arasindaki agirlik 6zelligi Friedman testi sonucunda gruplarin

rank ortalamalar1 arasindaki farklar istatistik olarak énemli degildir (p>0,05).

Tiim zamanlarda kontrol grubunun agirlik ortalamasi, heparin + PEMF grubu

ve heparin grubundan yiiksektir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir (p<0,05).

Tablo 10. Zamana Gore Deney Hayvanlarimn Agirhk Bulgulan

(Ortalama + Standart Hata)

Siire ( giin )
Grup n
Baslangic 35 63
Kontrol 9 402111410317 391 444 + 10,258 404,222 + 9,886"
Heparin 8 331250+10943% 323375+10880° 321,250+ 10,486°

HeparintPEMF 8 347,875+10,943° 327,750+ 10,880° 320,125 + 10,486°

Istatistik farklar harflerle belirtilmistir. Farkli harflerle belirtilen gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,05). Ayni harflerin oldugu

gruplarda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p >0,05).

420
400 _V
380
&
= 360 asgmmKontrol
’? ellsmHeparin
340
.\\ Heparin + PEMF
320 ‘ =
300 T T )
Baslangic 35 63
Siire ( giin)
Sekil 5. Zamana Gore Deney Hayvanlarinin Agirhk Degisimleri
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4.3  Histomorfometrik Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Yeni kemik olusum alanlar1 7875872 piksel birim alanda goriintii analizi
programi ile hesaplandi. Bu hesaplama islemi i¢in yeni kemik alanlar1 dijital mavi
tonlamaya tabi tutuldu. Sonunda bu renkli alanlar pm? cinsinden hesaplandi. Alan
hesaplamasindaki bu islemlerin tiimii Imagel/Fiji 1.46 Analysis program ile

gergeklestirildi.

Yeni kemik olusumu 6zelligi bakimindan Kruskal-Wallis testi sonucunda
gruplarin rank ortalamalar1 arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (p<0,05).
Kruskal-Wallis testi sonuglari ortalamalar tizerinde gosterilmistir (Tablo 11) (Sekil
6).

Histomorfometrik degerlendirmede en yiiksek yeni kemik olusum alani
heparin + PEMF grubunda goriilmektedir. Heparin + PEMF grubunun yeni kemik
olusum alani, heparin grubundan yiiksektir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir
(p=0,002). Heparin + PEMF grubunun yeni kemik olusum alan1 kontrol grubundan
daha yiiksektir fakat bu fark istatistik olarak anlamli degildir (p=0,196).

Tablo 11. Yeni Kemik Olusum Alam Istatistik Degerleri

Grup n Ortalama+ Standart Hata Rank  Alt Stmr Ust Simir
Ort.

Kontrol 9 1663171,22 +393058,682" 13,44 142120 3895210

Heparin 8  662668,88 + 291374,705° 7,25 17401 2306580

HeparintPEMF 8 247823225+ 247944,862" 1825 1189847 3360414

Istatistik farklar harflerle belirtilmistir. Farkli harflerle belirtilen gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,05). Aym harflerin oldugu
gruplarda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p >0,05).
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Sekil 6. Gruplarm Ortalama Yeni Kemik Olusum Alanlari

Yeni kemik yiizdesi bakimindan bakimindan elde edilen verilere yapilan
varyans analizi sonucunda gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar istatistik olarak
onemlidir (p<0,05). Tukey testi sonuglar1 ortalamalar {izerinde gosterilmistir (Tablo

12).

Histomorfometrik degerlendirmede en yiiksek yeni kemik alani yiizdesi
heparin + PEMF grubunda goriilmektedir. Heparin + PEMF grubunun yeni kemik
alan1 yiizdesi, heparin grubundan yiiksektir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir
(p<0,05). Heparin + PEMF grubunun yeni kemik yiizdesi, kontrol grubundan daha
yiiksektir fakat bu fark istatistik olarak anlamli degildir (p >0,05).

59



Tablo 12. Yeni Kemik Yiizdesi Istatistik Degerleri

Rank Alt Ust

Grup n Ortalama + Standart Hata
Ort. Simir Simir
Kontrol 9  0,225489 + 0,0532882" 13,44 0.0193 0,5281
Heparin 8  0,089850 + 0,0395009° 7,25 0.0024 0,3127

HeparintPEMF 8  0,335988 + 0,0336166" 18,25 0.1613  0,4556

Istatistik farklar harflerle belirtilmistir. Farkli harflerle belirtilen gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,05). Ayni harflerin oldugu
gruplarda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur.

4.4  Biyokimyasal Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Serum Ca™  ozelligi bakimindan elde edilen verilere varyans analizi
sonucunda zaman x grup intraksiyonu istatistik olarak onemlidir (p<0,01). Bunun
anlami gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklarin zamandan zamana sabit kalmayip
degistigidir. Bunun geregi olarak gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar
belirlenirken her bir zamanda ayr1 ayri belirlenmeli, zamanlarin ortalamalari
arasindaki farklar belirlenirken de her bir grupta ayr1 ayri belirlenmelidir. Nitekim
Tukey testide bu esasa gore yapilarak farkliliklar Latin harfleri ile ortalamalar
tizerinde gosterilmistir (Tablo 13) (Sekil 7).

Biyokimyasal degerlendirmede serum Ca"" degerlerinin ortalamasi heparin +
PEMF grubunda ve kontrol grubunda 35. giinde, 63. giinden daha yiiksektir ve bu
fark istatistik olarak anlamlidir (p<0,01). Heparin grubunda serum Ca*" degerlerinin
ortalamasi 35. giinde, 63. giinden daha diistiktiir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir
(p<0,01). Gruplar arasinda 35. giinde serum Ca’" degerlerinin ortalamas1 heparin
grubunda en disiiktiir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir (p<0,01). Gruplar
arasinda 63. giinde serum Ca'" degerlerinin ortalamasi arasinda istatistik olarak

anlaml: fark yoktur (p>0,01).
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Tablo 13. Serum Ca™" Istatistik Degerleri (Ortalama + Standart Hata)

Siire ( giin )
Grup n
35 63
Kontrol 9 0,888 + 0,155 2 0,433+ 0,247 B2
Heparin 8 8,599 + 0,165 P 9,163 + 0,261 2
Heparin+PEMF 8 9,403 + 0,165 8,825 + 0,261 52

arasi

Istatistik farklar harflerle belirtilmistir. Biiyiik harfler her bir grupta zamanlar

farkliligi, kiiciik harfler ise her bir zamanda gruplar arasi farkliligi

gostermektedir (p<0,01).

10

9,5
- 9 -
= ./ aspmmKontrol
(]
:g. 8,5 e Heparin
+ Heparin + PEMF
(1]
© 3

7,5

35 63
Sire (giin)
ekil 7. Zamana Gore Serum Ca™" Diizeylerinin Degisimi
Yy g1y

Serum CTx oOzelligi bakimindan elde edilen veriler logaritmik

transformasyona tabi tutulmasina ragmen parametrik testlerin 6n sartlarini

saglamadig1 i¢in non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ile irdelenmistir.

Gruplarin rank ortalamalar1 arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (p<0,05).
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Bonferroni-Dunn testi sonuglari rank ortalamalar {izerinde gosterilmistir (Tablo 14)
(Sekil 8).

Biyokimyasal degerlendirmede serum CTx degerlerinin ortalamasi heparin +
PEMF grubunda 35. giinde, 63. giinden daha yiiksektir ve bu fark istatistik olarak
anlamhidir (p<0,05). Heparin ve kontol gruplarinda serum CTx degerlerinin
ortalamasi 35. gilinde, 63. giinden daha diisiiktiir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir
(p<0,05). Gruplar arasinda 35. giinde serum CTx degerlerinin ortalamasi heparin +
PEMF grubunda en yiiksektir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir (p<0,05). Gruplar
arasinda 63. giinde serum CTx degerlerinin ortalamasi heparin + PEMF grubunda en

diistiktiir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir (p<0,05).

Tablo14.  Serum CTx Istatistik Degerleri (Ortalama + Standart

Sapma)
Siire ( giin )
Grup n
35 63
Kontrol 9 76,189 + 5,812 <P 95,406 + 45,013 B2
Heparin 8 187,144 + 58,62953 B° 310,700 = 157,803
Heparin+PEMF 8 315,375 + 133,822 "2 79,144 £ 11,566 50

Istatistik farklar harflerle belirtilmistir. Biiyiik harfler her bir grupta zamanlar
aras1 farkliligi, kiiciik harfler ise her bir zamanda gruplar arasi farklilig:

gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 8. Zamana Gore Serum CTX Diizeylerinin Degisimi

Serum PTH ozelligi bakimindan elde edilen verilere varyans analizi
sonucunda zaman X grup intraksiyonu istatistik olarak 6nemlidir (p<0,01). Bunun
anlami gruplarin ortalamalar arasindaki farklarin zamandan zamana sabit kalmayip
degistigidir. Bunun geregi olarak gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar
belirlenirken her bir zamanda ayr1 ayri belirlenmeli, zamanlarin ortalamalari
arasindaki farklar belirlenirken de her bir grupta ayr1 ayr1 belirlenmelidir. Nitekim
Tukey testide bu esasa gore yapilarak farkliliklar Latin harfleri ile ortalamalar

tizerinde gosterilmistir (Tablo 15) (Sekil 9).

Biyokimyasal degerlendirmede serum PTH degerlerinin ortalamasi heparin +
PEMF grubunda ve heparin grubunda 35. giinde, 63. giinden daha diisiiktiir ve bu
fark istatistik olarak anlamlidir (p<0,01). Kontrol grubunda serum PTH degerlerinin
ortalamasi 35. ve 63. giinler arasinda istatistik olarak anlamli fark yoktur (p>0,01).
Gruplar arasinda 35. giin serum PTH degerlerinin ortalamasi kontrol grubunda en
yiiksektir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir (p<0,01). Gruplar arasinda 63. giin
serum PTH degerlerinin ortalamasi arasinda istatistik olarak anlamli fark yoktur
(p>0,01).
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Tablo 15. Serum PTH Istatistik Degerleri (Ortalama + Standart Hata)

Grup n Siire ( giin )
35 63
Kontrol 9 200,006 + 17,105 2 209,239 + 11,143
Heparin 8 142,031 + 18,142 BP 186,931 + 11,819 3
Heparin+PEMF 8 141,237 + 18,142 B° 204,450 + 11,819

Istatistik farklar harflerle belirtilmistir. Biiyiik harfler her bir grupta zamanlar
arast farkliligi, kiiciik harfler ise her bir zamanda gruplar aras1 farklilig:

gostermektedir (p<0,01).
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- espmwHeparin + PEMF
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3
i Kontrol
£ 50
0
35 63
Siire ( glin)
Sekil 9. Zamana Gore Serum PTH Diizeylerinin Degisimi

Serum Ca"™, CTx, ve PTH ozellikleri; 35. giin agirliklar1 ve 63. giin agirliklar
ile histomorfometrik 6zellik arasinda dogrusal bir iliskinin olup olmadig1 korelasyon

kat say1s1 hesaplanarak irdelenmistir (Tablo 16).

Yeni kemik alan1 6zelligi ile, serum CTX 65. giin 6zelligi arasinda korelasyon

katsayis1 -0,62 olarak bulunmus olup istatistik olarak énemlidir (p = 0,001). Yani iki
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Ozellik arasinda dogrusal bir iliskinin varlifindan s6z edilmektedir. Bunun anlami

Ozelliklerden birisi artarken digeri azalmakta ve bu azalisin derecesi % 62 dir.

35. glin agirhik ozelligi ile 63. giin agirlik &zelligi arasinda korelasyon
katsayisi 0,85 olarak bulunmus olup istatistik olarak énemlidir (p = 0,000). Yani iKi
Ozellik arasinda dogrusal bir iliskinin varligindan s6z edilmektedir. Bunun anlami

Ozelliklerden birisi artarken digeri de artmakta ve bu artigin derecesi % 85 tir.

35. giin agirhik ozelligi ile serum Ca™ 35. giin 6zelligi arasinda korelasyon
katsayis1 0,57 olarak bulunmus olup istatistik olarak énemlidir (p = 0,003). Yani iKi
Ozellik arasinda dogrusal bir iliskinin varligindan s6z edilmektedir. Bunun anlami

Ozelliklerden birisi artarken digeri de artmakta ve bu artigin derecesi % 57 dir.

Otuzbesinci giin agirlik o6zelligi ile serum CTx 35. giin 6zelligi arasinda
korelasyon katsayist -0,45 olarak bulunmus olup istatistik olarak 6nemlidir (p =
0,022). Yani iki 6zellik arasinda dogrusal bir iligkinin varligindan s6z edilmektedir.

Bunun anlamu 6zelliklerden birisi artarken digeri azalmakta azaligin derecesi % 45 tir

Serum Ca™ 35. giin ozelligi ile serum Ca™ 63. giin ozelligi arasinda
korelasyon katsayis1 0,451 olarak bulunmus olup istatistik olarak onemlidir (p =
0,024). Yani iki 6zellik arasinda dogrusal bir iligkinin varligindan s6z edilmektedir.
Bunun anlam1 6zelliklerden birisi artarken digeri de artmakta ve bu artisin derecesi

% 45 tir.

Serum Ca™ 35. giin ozelligi ile serum CTx 63. giin dzelligi arasinda
korelasyon katsayist  -0,52 olarak bulunmus olup istatistik olarak onemlidir (p =
0,008). Yani iki 6zellik arasinda dogrusal bir iligkinin varligindan s6z edilmektedir.
Bunun anlami 6zelliklerden birisi artarken digeri azalmakta ve bu azalisin derecesi %
52 dir.

Serum Ca™ 35. giin ozelligi ile serum PTH 35. giin &zelligi arasinda
korelasyon katsayis1 0,47 olarak bulunmus istatistik olarak onemlidir (p = 0,018).
Yani iki 6zellik arasinda dogrusal bir iliskinin varlifindan s6z edilmektedir. Bunun

anlami 6zelliklerden birisi artarken digeri de artmakta ve bu artisin derecesi % 47 dir.
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Serum PTH 35. giin ozelligi ile serum PTH 63. giin 6zelligi arasinda
korelasyon katsayis1 0,60 olarak bulunmus istatistik olarak énemlidir (p = 0,001).
Yani iki 6zellik arasinda dogrusal bir iliskinin varli§indan s6z edilmektedir. Bunun

anlami 6zelliklerden birisi artarken digeri de artmakta ve bu artisin derecesi % 60 tir.
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Tablo16.  Biyokimyasal Ozellikler, Agirhk ve Histomorfometrik

Ozelliklerin Korelasyonu

Yeni 35. giin 63. giin Ca Ca CTx CTx PTH
Kemik agirhk agirhk 35. giin 63.giin  35.giin  63.giin 35, giin
Alam

63. giin -0,158 0,847
agirhk 0,450 0,000

Ca -0,110 0,189 0,281 0,451
63. giin 0,601 0,364 0,174 0,024

*

CTx -0,622" -0,136 -0,192 -0,520™ -0,004 0,079
63.giin 0,001 0,518 0,358 0,008 0,983 0,709

PTH 0,063 -0,050 0,034 0,296 0,125 0,036 -0,157 0,579
63. giin 0,7662 0,812 0,871 0,150 0,552 0,864 0,452 0,002

**Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir

* Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamlidir



5. TARTISMA

Arastirma, az bilineni ya da bilinmeyeni tam bilinen yapma cabasidir. Saglik
caligmalarinda amag; saglikli organizmay1 ve hastaligi anlayabilmek, korumak veya
tedavi igin giivenli ve etkili yollar tliretebilmektir (124). Osteoporoz, diisiik kemik
kiitlesi ve kemik dokusunun mikro yapisinin bozuldugu, ¢ok sayida erkek ve kadin
etkileyen sistemik bir iskelet hastaligidir. Artan hayat beklentisi ve dental implant
kullanim popiilaritesi sonucu ¢ok sayida osteoporozlu hastada dis ¢ekimi, kemik
augmentasyonu, implant  yerlestirilmesi  gibi  klinik  uygulamalar ile
karsilagilmaktadir. Osteoporozlu hastalarda oral ve maksillofasiyal cerrahi
islemlerden sonra bozulmus kemik iyilesmesinin arttirilmas: ve hizlandirilmasi ile
ilgili arayislar artmistir. Elektrik stimiilasyonu, hiperbarik oksijen tedavisi, diisiik
yogunluklu ultrason uygulamasi, diisikk enerjili lazer uygulamasi, darbeli
elektromanyetik alan uygulamasi gibi fiziksel ajanlarla veya D vitamini, kalsiyum,
bliylime faktorii gibi ila¢ uygulamalar ile kemik iyilesme hiz1 arttirilmaya
calisilmaktadir (8). Bu ¢alismada kemik iyilesmesinde olumlu etkileri bilinen darbeli
elektromanyetik alan uygulamasinin, heparinin indiikledigi sekonder osteoporoz
olusturulmus ratlarda, kemikte defekt iyilesmesi lizerine etkisi incelenmistir. Bu
amagla heparin + PEMF grubu ratlara 33 giin 2 [U/g heparin enjeksiyonunu takiben
femur kemiklerinde olusturulan 3 mm c¢apinda monokortikal defektlere 28 giin
boyunca ortalama 0.8+0.2 mT siddetinde ve 7.3 Hz frekansinda giinde 1 saat darbeli
elektromanyetik alan uygulamasi yapilmistir. Heparin grubu ratlara 33 giin 2 [U/g
heparin enjeksiyonunu takiben femur kemiklerinde olusturulan 3 mm c¢apinda
monokortikal defektlere darbeli elektromanyetik alan uygulamasi yapilmamistir.
Kontrol grubu ratlara heparin verilmemis ve femur kemiklerinde olusturulan 3 mm
capinda monokortikal defektlere defektlere darbeli elektromanyetik alan
uygulanmayarak darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin sekonder osteoporoz
olusturulmus kemikte defekt iyilesmesi {izerindeki etkisi karsilastirilarak
incelenmistir.

Saglik alanindaki arastirmalarin amaci yasayan organizmalar1 ve hastaliklarda

neyin yanlis gittigini anlayabilmek ve bu hastaliklardan korunmak veya tedavi
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edebilmek igin giivenli ve etkili yollar iiretebilmektir. insan iizerindeki galismalar
saglikli ve hastalikli viicut ile tedavisi hakkinda ¢ok faydali bilgiler saglar, ancak etik
kisitlamalar s6z konusudur. Deney hayvanlari canlinin viicudunda ne oldugunun ve
tedavisinin test edilmesi gerektiginde ve insanlarin bu arastirma i¢in kullanilmasinin
etik olmadigi durumlarda kullanilir (125). Ratlar kemik iyilesmesi, osteoporoz ve
kritik boyutlu kemik defekti ¢alismalarinda sik kullanilan deney hayvanlaridir. Kolay
temin edilmesi, hizli biiyiimeleri, fiyatinin ucuz olmasi, cerrahi operasyonun kolay
yapilabilmesi, daha ¢ok Ornek alinabilmesi, doku, organ ve iskelet sistemleri
hakkinda yeterli bilgi sahibi olunmasi, bakim, barindirma ve beslenmesinin kolay

olmasi deney hayvani olarak rat kullanimini avantajli kilmistir (126, 127).

Onceki ¢alismalarda daha cok disi deney hayvanlar1 kullanilirken;
calismamizda heparinin indiikledigi sekonder osteoporoz modeli olusturmay1
amagladigimizdan menstruel sikliis ve Ostrojen hormonunun kemik iyilesmesi
tizerine etkisini ekarte edebilmek i¢in yetiskin erkek rat kullanilmasi tercih edilmistir
(128).

Rat kemik dokusu, insan kemik dokusuyla karsilagtirildiginda c¢ok az
varyasyona sahip bir deney hayvamidir (129). Ratlarin fasiyal bolge ve femur
kemikleri c¢aligmalarda kullanilmaktadir. Fasiyal bolge kemik defektlerinde
calismanin ¢esitli zorluklar1 bulunmaktadir. Agiz bosluguna komsulugu nedeniyle
mandibula ve maksillada olusturulan kemik defektlerinde operasyon sonrasi
donemde herhangi bir nedenle agiz ortami ile iliskiye geg¢mesi halinde agiz
florasindaki yiiksek miktarda mikroorganizma ile enfekte olma riski mevcuttur.
Deney hayvanlarinin beslenmesi giiglesir ve diyetlerinde degisiklik zaruri hale gelir.
Mandibular defektlerin olusturulmasinda da zorluklar mevcuttur. Bu konuda sadece
mandibula ramusunda boydan boya defekt yapilabilecegi caligmalarda belirtilmistir
(130). Femur kemigi distraksiyon osteogenezi, implant yerlestirilmesi, osteotomi,
kirik ve kritik boyutlu defekt ¢alismalarinda sik kullanlmaktadir. Kemik hacim ve
yogunluk ol¢iimii, mekanik test, radyolojik, histolojik ve histomorfometrik 6rnekler
daha kolay hazirlanabilmektedir. Cerrahi girisim yapmak daha kolaydir. Deney
hayvanlar1 beslenme giicligii ¢ekmez, diyetleri degismez ve genel bir giigsiizliik

goriilmez. Digaridan cihaz uygulamaya izin verir. Granstrom ve Nilsson Sprague-
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Dawley ratlarda mandibular fraktiir olusturduklar1 ¢alismalarinda, 14-16 giin sonra
yeni olusan kemigin hem intramembrandéz hem de endokondral kemiklesme
gosterdigini belirtmislerdir (131). Sonugta rat mandibulalarinda kemik iyilesmesinde
her iki kemiklesmeninde goriildiigii belirtilmistir. Endokondral kemiklesme gosteren
femur, intramemrandz kemiklesme gosteren fasiyal bolge kemiklerinden farkli olsa
da viicudun herhangi bir bolgesindeki kemik iyilesmesinin diger bolgelerdeki kemik
iyilesmesi i¢in de gegerli oldugu c¢alismalarda belirtilmistir (132). Calismamizda
kemik modeli olarak fasiyal bolge kemigi yerine avantajlar1 daha fazla olan femur

kemigi tercih edilmistir.

Calismada, tiim gruplara ait ratlarin her hafta viicut agirliklari, beslenmeleri,
saglik durumlar1 kontrol edilmistir. Tiim gruplarin agirlik ortalamasinin deney
baslangicindan operasyon giiniine dogru azaldigi tespit edilmistir. Heparin + PEMF
ve heparin gruplarmin agirlik ortalamasinda operasyondan sonra da azalma egilimi
devam etmistir. Fakat kontrol grubunun agirlik ortalamasi operasyondan sonra diger
gruplardan farkli olarak artis gostermistir. Calismamizda darbeli elektromanyetik
alan uygulamasindan bagimsiz olarak heparin ile sekonder osteoporoz
olusturulmasinin viicut agirhgmi azalttigini; fakat darbeli elektromanyetik alan
uygulamasinin ratlarin viicut agirligini etkilemedigi tespit edilmistir. Shen ve Zhao
osteoporoz olusturulmus ratlara 8 hafta boyunca giinde 2 saat 0.8 mT siddetinde ve
15 Hz frekansinda darbeli elektromanyetik alan uygulamasiin kemik remodeling
stirecini etkileyerek kemik kiitle kaybina ve viicut agirliginda degisime engel oldugu
sonucuna varmiglardir (133). Erpek ve arkadaslari, ratlarda 8 hafta boyunca ¢ok
diisiik frekansli elektromanyetik alanin viicut agirliklarinda azalma egilimi yarattig
fakat anlamli azalmanin olmadigint belirtmislerdir (134). Gonzales ve arkadaslar1 3
haftalik disi ratlara 30 giin boyunca 24 saat 3 mT siddetinde ve 100Hz frekansinda
elektromanyetik alan uygulamanin viicut agirhgmi etkilemedigini tesbit etmislerdir
(135). Calisgmamizin sonuglar1 farkli siddet, frekans ve siirelerde darbeli
elektromanyetik alan uygulamasinin saglikli ve osteoporoz olusturulmus fare ve
ratlarin viicut agirliklarinin degisimi iizerine etkisi olmadigini belirten Shen ve Zhao,

Gonzalez ve Erpek’in ¢aligmalari ile uyumludur (133-135).

70



Deneysel olarak hazirlanan kemik defektlerinin  kritik  boyutlarda
(kendiliginden iyilesmeme sinir1) olusturulmasi 6nemlidir. Kritik boyutta defekt,
yasam boyu kendiliginden iyilesemeyecek en kiiglik boyuttaki defekt olarak
tamimlanir (136-138). Her deney hayvani igin kritik kemik defekti boyutu degisir.
Literatiirde rat femurunda kendiliginden iyilesemeyen kritik boyutta daire sekilli
defektler 2 mm (139) ve 3 mm (140-142) boyutlarindadir. Ratlarin anatomik
farkliliklar1 g6z Oniine alindiginda bu beklenen bir durumdur (143). Tim bu
caligmalar dikkate alinarak, calismamizda rat femurun diafiz bdlgesi operasyon
sahast olarak belirlenmistir. Ortalama diafiz bdlgesinin ¢ap1 4.5 - 5 mm, tek bir
korteksinin kalinligr 1-2 mm olan femurlarin ¢apindan kiigiik olacak sekilde ¢ap1 3
mm olan trefan frez ile monokortikal kalinlikta kritik boyutta kemik defekti

olusturulmustur.

Insanda kemik iyilesmesi 4-16 haftada gergeklesir. Ratlarin kemik iyilesmesi
de insanlarinkine benzemekle beraber metabolizmalar1 daha hizli ¢alistig1 icin kemik
iyilesmesi daha kisa zamanda gergeklesir (144). Kemik dokuda olusan defektler,
viicudun yara iyilesme kapasitesi (skar dokusu) ile sonlanmadan yeniden sekillenme
ile onarilir. Kemik iyilesmesi pek ¢ok diizenleyici ile hiicresel yapilarin etkilesimini
iceren kompleks bir siiregtir. Siireglerin diizenli bir sekilde birbirini izlemesiyle
kemik devamliligi saglanmis olur (132). Ratlar iizerinde kirik ve defekt olusturulan
calismalarda iyilesme dort asamada gerceklesir. Ilk asama; enflamasyon fazidir.
Hasardan hemen sonra hematom ile olusmasi ve rezorbe olup fibroz graniilasyon
dokusunun yerlestigi 3 giinliik bir periyoddur. Ikinci asama; kemik iyilesmesinin
baslangicidir. Periosttan defekt alanina mezenkimal kok hiicrelerin go¢ ettigi ve
intramembrandz ve endokondral kemik yapiminin goriildiigii 2-3 haftada sonlanan
periyoddur. Ugiincii asama; rezopsiyonun basladigi, kalsifiye kartilajin ortadan
kalkarak yerini 6rgii kemige biraktig1 yaralanmadan sonraki 3-6 haftada sonuglanan
periyoddur. Doérdiinci asama; lameller kemigin olustugu sekonder kemik
remodelasyonunun oldugu ve kemigin yaralanma oncesindeki durumuna dondiigii
stirectir. Kemik iyilesmesinin tiim basamaklar1; molekiiler, hiicresel ve biyomekanik
olaylar ile diizenlenmektedir. Her kemik iyilesme sathasi kendinden sonraki asamay1

uyarir (145).
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Literatiirde deney hayvanlarinda kemik iyilesmesinin degerlendirildigi
stirelerin ¢ok degisik zaman dilimlerinde oldugu goriiliir. Kemik doku iizerine
yapilan caligmalarda kemik iyilesmesinin degerlendirme siireleri arasinda goriis
birligi yoktur. Operasyon sonrasi 1. ile 8. haftalar arasinda sakrifikasyon uygulanmis
calismalar oldugu gibi, sakrifikasyon siiresinin 12.-16. haftaya kadar uzadigi geg
donem c¢alismalarda bulunmaktadir. Namkung Matthai ve arkadaslari, kirik
olusturduktan sonra 1., 2. ve 3. haftalarda sakrifiye edilen ratlarda ikinci haftada sert
kallusun olustugunu {igiincli haftada remodellingin oldugunu bildirmislerdir (146).
Yapilan bir calismada 4 haftalik silirenin ratlarda yeni kemik olusumunu
degerlendirmek igin uygun bir siire oldugu rapor edilmistir (147). Bu bilgiler
dogrultusunda, c¢alismamizda ratlarin femur kemigindeki defektin iyilesmesini

degerlendirmek i¢in 4. hafta sonundaki iyilesmeler esas alinarak sakrifiye edilmistir.

Kemik iyilesmesini degerlendirmek igin histolojik ve histomorfometrik
yontemler kullanilmaktadir. Skorlama ile yapilan histolojik incelemelerin hata payi
barindirmasi, sonuglarin objektifligini tartigilir hale getirmektedir. Kemik iyilesmesi
arastirmalarinda son zamanlarda objektif ve sayisal sonuglarin elde edildigi, iyilesme
asamalarinin doku ve hiicre seviyesinde degerlendirildigi histomorfometrik inceleme
tercih edilmektedir. Kemik yapim-yikim ve yapisal parametrelerinin incelenmesinde
histomorfometrik incelemenin altin standart oldugu bilinmektedir (148).
Histomorfometrik analizdeki parametreler kemigin yapisal 6zelliklerini ve yeniden
sekillenme Ozelliklerini degerlendirmek tizere 2 gruba ayrilir. Remodelling
ozellikleri de statik ve dinamik olmak tizere 2 alt gruba ayrilir (149). Kemik
dokusunun mineralizasyonu, kemik hiicrelerinin aktiviteleri hakkinda detayli ve
objektif bilgilerin elde edilmesi ve de elde edilen sayisal degerlerin 6zellikle yeni
olusan kemigin degerlendirilmesinde kullanilmasindan dolay1r c¢aligmamizda
bilgisayar destekli histomorfometrik inceleme tercih edilmistir. Calismamizda yeni
kemik yapimi hakkinda sayisal deger elde edilmesi bakimindan “yeni kemik olusum
alan1” histomorfometrik parametre olarak ele alinmistir. Her kesit i¢in defekt alaninin
ayni genislikte olmasi histomorfometrik inceleme agisindan saglikli bir fikir

vermektedir.
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Kemik yapim ve yikimini degerlendirmede biyokimyasal yontemler de
kullanilmaktadir. Biyokimyasal incelemede, radyolojik ve histolojik incelemelere
gore kemik metabolizmasi hakkinda daha erken bilgi sahibi olunur ancak her zaman
kesin sonu¢ vermeyebilir. Saglikli eriskinde osteoklastik ve osteoblastik aktivite
birbirine sikica baghdir. Ancak bu hemostazis osteoporoz tarafindan boliinebilir ve
kemik kayb1 ile sonuglanir. Osteoblast ve osteoklastlar araciligiyla ortama verilen
yan tlirtinler kemik yapim ve yikim belirtegleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kemik
yapimi  belirtegleri  osteoblastlarin  sentez  etkinligini veya  prokollajen
metabolizmasini degerlendirir. Yikim belirtegleri ise osteoklast etkinligi ve/veya
kollajen parcalanmasini yansitir. Kemik metabolizmasinin degerlendirilmesinde;
kemik yapimi i¢in osteokalsin ve alkalen fosfataz, kemik yikimi i¢in ise NTX, CTX
ve TRAP incelenir (40). Bunun yaninda kemik metabolizmasinda 6nemli rol
oynayan Ca'*, PTH, kalsitriol degerleri de kemik yapim yikimi ile yakindan
iliskilidir (150). Bu nedenle galismamizda kemik yapim ve yikiminin biyokimyasal
belirteci olan serum CTx ve PTH o6l¢iimii igin rat spesifik CTx ve PTH Kiti
kullanilmistir,  serum Ca** diizeyi ise otoanalizérde spektrofotometrik olarak

Olciilmiistiir.

Diinya Saghk Orgiiti osteoporozu, “diisiik kemik kiitlesi ve kemik
dokusunun mikro yapisinin bozulmasi sonucu kemik kirillganliginin ve kirik
olasiliginin artmas1 1ile karakterize sistemik bir iskelet hastalifi” seklinde
tanimlamistir (51). Osteoporoz gelismis {ilkelerde ¢ok sayida erkek ve kadini
etkileyen bir hastaliktir. Artan hayat beklentisi ve dental implant kullanim
popiilaritesi sonucu ¢ok sayida osteoporozlu hastada dis ¢ekimi, kemik
augmentasyonu, implant yerlestirilmesi uygulamalari ile karsilagilmaktadir. Cerrahi
islemin basaris1 kemik metabolizmasi hastaliklarindan etkilenir. Kemik kalitesinde,
kortikal ve trabekiiler kemik kalinligi ve kemik mineral yogunlugu Onemlidir.
Osteoporozun ¢ene kemikleri tizerindeki etkileri kemik mineral igeriginde ve
yogunlugunda azalma, trabekiiler yapida bozulma, azalmis osteoblastik aktivite ve
remodelasyon hizi, rezidiiel kemik hacminde ve kortikal kemik kalinliginda azalma
seklindedir. Osteoporoz varlig1 cerrahi islemlerde potansiyel risk teskil edebilir ve
kemik iyilesmesini olumsuz etkileyebilir. Osteoporoz; dis ¢ekimi, kirik iyilesmesi,

kemik augmentasyonu ve implant operasyonu basarisizliginda biiyiik bir risk
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olustursa da bu islemler i¢in bir kontrendikasyon teskil etmemektedir. Cene
cerrahlari i¢in osteoporoz siireci ile cerrahi sonuglar arasindaki potansiyel etkilesimin
farkinda olmak 6nemlidir. Hastalara cerrahi tedavinin basarisinda osteoporozun olasi

etkileri hakkinda bilgi verilmelidir (151).

Osteoporozlu bireylerin ¢ene kemikleri ince, belirsiz trabekiillii ve ince
kortekslidir. Lamina dura incelmistir. Osteoporozlu ve saglikli kadinlarin
karsilastirildigi bir vaka kontrol calismasinda mandibular kemik mineral igerigi
osteoporozlu kadinlarda 6nemli derecede diisiik oldugu rapor edilmistir (152).
Osteoporozda maksiller alveoler kemik kaybinin da hizlandig1 belirtilmistir (153).

Cerrahi islemlerde kemik augmentasyonun basarisinin yas ve osteoporoz gibi
baz1 sistemik hastaliklar ile belirgin bir sekilde azaldigini gosteren caligmalar
mevcuttur (154-157). Hildebrand ve arkadaslar1 17 osteoporoz hastasinin maksilla ve
mandibulasina augmentasyon uygulamasi (onley, inley greft; serbest flep;
vestibuloplasti) yaptiklarinda siddetli osteoporozu olan hastalarda anlamli oranda
komplikasyon goriildiigiinii belirtmislerdir. Preprotetik kemik grefti cerrahisinde
diisiik kemik mineral yogunlugunun artmis komplikasyon orani ile iliskili olabilecegi
bildirilmistir (154). Kemik augmentasyonu sonrasi iyilesme basarist postmenopozal
kadinlarda, diisiik kemik yogunluguna ve alici alan mikro mimarisinde meydana

gelen degisikliklere bagli olabilecegi belirtilmistir (158).

Osteoporoz ile ¢ene kiriklar1 arasinda acik bir iliski gosterilememistir.
Osteoporozun, iyilesme ve komplikasyon oranini etkileyen olast bir faktor
olabilecegi diisiinilmektedir. Werning ve arkadaslari yaptiklari retrospektif bir
calismada osteoporoz derecesi ile birden ¢ok maksillofasial yaralanma sayisi
arasinda anlamli  bir korelasyon oldugunu osteoporozun maksillofasiyal

yaralanmalarda bagimsiz risk faktorii olabilecegini belirtmislerdir (159).

Osteoporozun dental implant kaybinda risk faktorii oldugu ile ilgili ¢alismalar
da mevcuttur. Moy ve arkadaslart 1140 hastaya 4680 implant yaptiklart
calismalarinda, implant kayiplarinin sistemik ve lokal faktorlerini arastirmislar.
Osteoporozlu hastalarda artan bir implant kayip oranmini bulmalarina ragmen
osteoporozun implant i¢in bir kontrendikasyon olmadigini belirtmislerdir (160).

Bir¢ok yazar da osteoporozun implant kaybimi arttiran bir faktér olmadigini ve
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osteoporoz hastalarinda dental implant yerlestirilmesi igin kontrendikasyon
bulunmadigini belirtmislerdir. Bununla birlikte maksillada kansell6z kemigin biiyiik
yer kaplamasi ve osteoporozda kanselloz kemigin daha fazla etkilenmesinden dolay1
siddetli osteoporoz hastalarinda maksillaya implant yerlestirilmesinde dikkatli

olunmasi gerektigi belirtilmistir (151).

Osteoporoz etyolojisine gore primer ve sekonder olarak ikiye ayrilmaktadir.
Primer osteoporozun sebebi tam olarak bilinmezken sekonder osteoporoz endokrin,
romatizmal, hematolojik, gastrointestinal, onkolojik hastaliklar ve cesitli ilaglarin
kullanimina bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir (62). Premenopozal kadinlar ile 50
yastan gen¢ erkeklerde goriilen osteoporozda c¢ogunlukla sekonder nedenlerin sz
konusu oldugu belirtilmistir (161).

Antikoagiilanlar tromboz ve embolinin 6nlenmesi ve tedavi edilmesinde
olumlu etkilerinin yan1 sira kemik kaybi ve sekonder osteoporoz gibi olumsuz
etkilerinin de oldugu bilinmektedir. Heparin; vendz tromboembolinin 6nlenmesi ve
tedavisinde, atriyal fibrilasyona bagli embolinin 6nlenmesinde, inme ve miyokard
enfarktiisii tekrarinin 6nlenmesinde, protez kalp kapagi bulunmasi durumunda,
hamilelikte vendz tromboembolinin 6nlenmesi ve tedavisinde, kronik bobrek
yetmezIligi olan hastalarda hemeodiyaliz sirasinda kullanilan etkili bir paranteral
antikoagiilandir (4). Daha sonralart heparinin olast komplikasyonlar1 iizerine
gelistirilen diisiik molekiil agirlikli heparin kemik iizerinde daha az olumsuz etki
gostermektedir. Warfarin ve asetilsalisilik asitin kemik iizerine olumsuz etki ettigi ile

ilgili agik kanitlar bulunmamaktadir (7).

Kisa siireli heparin kullanimi kanama riskine yol agarken uzun siireli heparin
kullanim1 ise kemigi etkileyerek sekonder osteoporoz gelisimine yol agmaktadir
(162). Heparinin indiikledigi osteoporoz 1964’te Griffith ve arkadaslarinin
tanimlanmas1 ile ortaya c¢ikmustir (37). Heparinin indiikledigi osteoporozun
multifaktoriyel oldugu patogenezinde kemik sentezinin azaldigi ve kemik
rezorbsiyonunun arttigi belirtilse de bu sorunun hangi mekanizmalarla gergeklestigi
tam anlamiyla agikliga kavusturulamamstir (5). Giinde 15 000 IU’nin {izerinde ve 3
aydan fazla kullannmda kemik {izerinde olumsuz etkileri ortaya ¢ikmaktadir.

Heparinin indiikledigi osteoporozun ger¢ek insidansi bilinmemektedir. Ancak

75



heparin tedavisi goren hastalarin {igte birinde osteoporoz goriildiigli yapilan

calismalarda bildirilmistir (6).

Kemik iyilesmesi; osteojenik hiicrelerin osteoblastlara farklilagmasi,
proliferasyonu ve migrasyonuna baghdir (132). In-vitro kosullarda heparinin
osteoklast formasyonunu, sayisini ve aktivitesini arttirdigi  osteoblastlarin
farklilasmasini ve fonksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (163-166). Ayrica,
heparinin  BMP-2’nin  osteojenik aktivitesini inhibe ettigi (167), disik
konsantrasyonlarda osteoklast formasyonunu arttirdig1 (168), kemik mineral kiitlesini
azaltigr (169, 170), trabekiiler kemik kaybina yol actigi (164, 171) ve hiicre
kiiltiirinde osteoblast biiylimesini inhibe ettigi (172) de rapor edilmistir. Bununla
birlikte, heparinin osteoblast biiyiimesini, diferansiasyonunu ve mineralizasyonunu
arttirdig1 (173), BMP antagonistlerini inhibe ettigi, BMP-2 bozulmasin1 onleyerek
BMP-2 nin biyolojik aktivitesini arttirdigZi  ve RANKL’a baglanarak
osteoklastogenezisi inhibe ettigi ile ilgili calismalar da mevcuttur (174). in vitro
calismalarda ve hayvan calismalarinda heparinin etkisinde goriilen farkliliklar;
hayvan tiirii veya hiicre kiiltiirii, fraksiyon tipi, heparin konsantrasyonu ve uygulama

stiresi ile iliskilendirilebilir (175).

Mitzsch ve arkadaslar1 giinde 2 1U/g heparin verdikleri disi ratlarin 33. ve 65.
glindeki femur kemik mineral kiitlesini 6l¢tiiklerinde, heparin verilen ratlarda kemik
mineral kiitlesinin anlamli sekilde azaldigini bildirmislerdir. Bu etkinin 33. ve 65.
giinlerde ayni oldugunu ve 2 1U/g heparinin ratlarda 33 giinliik siiregte 0Steoporoz

goriilmesine yol agtig1 sonucuna varmiglardir. (170).

Monreal ve arkadaslar1 33 giin boyunca 2 1U/g heparin ve 1 1U/g diisiik
molekiil agirlikli heparin enjeksiyonu yaptiklari ¢alisma gruplar1 ve salin enjekte
ettikleri plasebo grubu ratlarin femur kemik mineral kiitlelerini karsilastirdiklarinda,
heparin grubunda istatistiksel olarak anlamli oranda azalmis kemik yogunlugu tesbit
ettiklerini belirtmislerdir. Benzer sekilde, yandiktan sonra biraktiklar1 kiil miktarinin
da heparin grubunda istatiksel olarak anlamli oranda diisiik oldugunu belirtmislerdir
(169).
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Shaughnessy ve arkadaslari 4-5 aylik Sprague-Dawley ratlara 28 giin boyunca
0.5 1U/g ve 1 1U/g heparin ve salini subkutandz enjekte ederek ve daha sonra 28 giin
boyunca enjeksiyon yapmadan, sag femur distal ii¢te birinde bulunan epifiziyal
bliyime  plaginin  proksimal  bolgesinde  histomorfometrik  inceleme
gerceklestirmisler. ilk 28 giinde 1 1U/g heparin verilen ratlarda % 30 kanselloz
kemik kaybi, % 137 artmis osteoklast yilizeyi ve % 60 azalmis osteoblast ve osteoid
yiizeyi tesbit ettiklerini belirtmislerdir. Daha sonraki 28 giinde de bu parametrelerin
geri donmedigini ve heparin enjeksiyonunun bittigi 28. giindeki azalmis serum
alkalen fosfataz seviyesinin, 56. giin sonundaki seviye ile ayni1 diizeyde oldugunu
belirtmislerdir. Heparinin kemik iizerinde uzun siireli etkisini 125|_jsaretlenmis
heparin verdiklerinde kemikte biriktigini ve heparin enjeksiyonu kesildikten sonrada
kemikte tutuldugunu gozlemlemisler. Histomorfometrik ve biyokimyasal incelemeler
sonucunda heparinin uzun bir siire kemik iginde biriktigi icin meydana gelen

osteoporozun hizli sekilde geri doniisii olmadigini rapor etmislerdir (163).

Folwarczna ve arkadaslar1 28 giin boyunca 1 ile 2 1U/g dozlarinda heparin ve
diisiik molekiil agirlikli heparin enjekte ettikleri disi ratlarda kemik mineral igeriginin
sadece 2 1U/g heparin grubunda anlamli oranda azaldigini (p < 0.01) belirtmislerdir
(176).

Yapilan caligmalarda heparinin indiikledigi sekonder osteoporozun hem
siireye hem doza bagimli oldugu, bununla birlikte dozun siireden daha etkili oldugu
belirtilmistir (5, 177). 28 ile 33 giin arasinda gilinlik 0.5-2 1U/g dozlar1 arasinda
heparin verilen deney hayvanlarinda, heparinin sekonder osteoporoza yol actigi ve
kemikte beklenen en erken anlamli degisim siiresinin kemigin anatomik ve histolojik
yapisina bagl olarak degisebilecegi gosterilmistir (5, 163-165, 169, 170, 176, 177).
Calismamizda Mitzsch ve Monreal’in galigsmalart (169, 170) referans alinarak ratlara
33 giin boyunca 2 1U/g dozunda heparin verilmistir. Heparin verilen tiim ratlar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 35. giinde serum Ca’" seviyesinin anlamli
oranda azalmasi (p<0,01) ve serum Ctx seviyesinin de anlamli oranda artmasi
(p<0,05), osteoporoz olusturma hedefimizi dogrulamistir. Ayrica uzun donem
heparin kullaniminin geri doniisiimlii osteoporoza yol agtigini bildiren calismalar

olmasina ragmen, kemik kaybinin kalic1 oldugunu bildiren ¢aligsmalar da mevcuttur.
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Ratlarda yapilan bir calismada, '#l-isaretlenmis heparinin uzun siire boyunca
kemikte biriktigi ve olusan osteoporozun geri doniisiiniin hizli olmadig: belirtmisler,
bu sonuglarin da insanlarda yapilan caligmalarin sonuglariyla uyumlu oldugunu
gozlemlediklerini rapor etmislerdir (163). Heparin verilen ve darbeli elektromanyetik
alan uygulanmayan grupta 63. giin serum CTx diizeyi, 35. giin ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oranda artmistir (p < 0,05). Elde ettigimiz bu sonug¢ 33
giin heparin enjeksiyonunun kemik kaybi ve osteoporoza yol ac¢tigi ve 63. giine kadar
ilerleyerek devam ettigini gostermekte ve literatiirle uyumluluk saglamaktadir.
Calismamizin bu sonuglari, heparin verilen ratlarda serum Ca™" diizeyinin azaldigim
ve osteoporoz olustugunu bildiren ve osteoporoz olusan ratlarda serum CTx

diizeyinin yiikseldigini belirten Akkas ve Jing’in ¢alismalariyla uyumludur (5, 178).

Darbeli elektromanyetik alanin tibbi tedavi amagh kullanimi maliyetinin
diisiik olasi, girisimsel olmamasi, yan etki riskinin az olmasi ile 6ne ¢ikmaktadir
(107, 108). Yapilan galismalarda darbeli elektromanyetik alan uygulamas: ile ilgili
hicbir yan etkiye rastlanmamistir (3.18). Darbeli elektromanyetik alan segmental
kemik kayiplarinda, enfekte nonunion, sinoviyal psddoartroz, fraktiir sahasinda zayif
stabilite goriildiigiinde kullanilmas1 kontrendikedir (1.43). Gebeligin ilk 3 ayinda,
kulak igi isitme cihazi, insiilin pompasi gibi implante cihaz bulunanlar, kalp pili
olanlarda sorun yasanabilecegi igin tavsiye edilmemektedir (109-111). Huang ve
arkadaglar1 darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin primer osteoporozda hizli ve
etkili sekilde agriyr azalttigimi ancak kemik mineral yogunlugu ve kemik
rezorbsiyonuna etkisinin tartigmali oldugunu bununla birlikte, sekonder osteoporozda
kemik olusumunu uyardigi ve kemik mineral yogunlugunu arttirdigi sonucuna

varmislardir (111).

Bir¢cok calismada darbeli elektromanyetik alanin kemik ve osteogenezis
tizerinde olumlu etkileri oldugu (9-14) bildirilmesine ragmen higbir etkisi olmadigini
(15) veya olumsuz etkisi (16) oldugunu gosteren galismalar da mevcuttur. Ancak
darbeli elektromanyetik alanin bu etkiyi nasil sagladigi, hiicresel diizeyde hangi
aktiviteleri arttirip, hangilerini azalttigi tam anlamiyla agikliga kavusturulamamistir.
Yapilan c¢alismalarda, darbeli elektromanyetik alanin  osteojenik  hiicre

proliferasyonunu, diferansiasyonunu ve mineralizasyonu arttirarak osteogenezisi
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arttirdigt (9, 179-181), Wnt/LRP5/p katenin sinyal yolunu aktive ederek
osteoblastogenezi ve osteoblast/osteosit aktivitesini arttirdigr (182, 183), ancak
RANK/ RANKL sinyal yolu iizerinden arttirmadigi (184), PI3 kinaz/ mTOR sinyal
yollarin1 aktive ederek biiyiime faktoriine benzer etki saglayarak, sitozolik Ca**
artigina yol agarak ¢esitli hiicre sinyal iletim yollarini aktive ettigi gosterilmistir (185,
186). Bir diger goriis de PEMF’in biiyiime faktorlerinin (BMP, TGF-B, IGF)
sentezini uyararak kemik olusumuna yol acan olaylar dizisini uyardig: (187-190) ve
alkalen fosfataz aktivitesini arttirdigidir (9-11, 188, 191). Extraselliiler matriks
tiretiminide arttirdig: ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (186). Ayrica, kemik olusumu
(HOXA10, AKT1), hiicre iskelet bilesenleri (FN1,VCL), kollajen6z ve non-
kollajen6z matriks bilesenleri (COL1A2, SRtRC) ile ilgili genlerin ekspresyonunu
arttirtp, matriks yikimi (MMP-11, DUSP4) ile ilgili genlerin ekspresyonunu azalttig
(192) ve DNA sentezini arttirdigi da (193) belirtilmistir. Bununla birlikte darbeli
elektromanyetik alanin osteogenezisi bu yollardan arttirmaktan ziyade damarlanma
ve anjiogenezisi arttirarak kemik iyilesmesini artirdigini belirten ¢alismalar da

mevcuttur (194).

Cesitli hastaliklarin tedavisinde darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin
muhtemel uyarict parametrelerinin bir “biyolojik pencere” araliginda oldugu
bildirilmistir. “Biyolojik pencere” doku tipi, siddet, frekans, uygulama siiresi ve
bunlarin kombinasyonlar1 ile tespit edilebilir. Ancak, darbeli elektromanyetik alan
uygulamasinin biyolojik etkilerinin karmagiklig1 nedeniyle herhangi bir hastalik i¢in
kesin parametre penceresi hakkinda simdiye kadar fikir birligi olusturulamamaistir.
Birgok ¢aligmada organizmalar iizerine darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin
en etkili pozitif biyolojik etkilerinin diisiik siddet (< 50 mT) ve diistik frekans (< 100
Hz) parametrelerinde oldugu kanitlanmistir (103, 195). Darbeli elektromanyetik alan
uygulamasinin osteogenezis iizerine etkilerini inceleyen arastirmalar etkin bir tedavi
protokolii gelistirilmesi agisindan énemlidir. Siddet, frekans, siire ve uygulama yonii
(vertikal veya horizontal) gibi bir¢ok parametrenin farkli olmasi farkli sonuglar1 da
beraberinde getirmistir. Bu ylizden en uygun siddet, frekans, silire ve uygulama
yOniiniin bir araya gelerek meydana getirdigi olumlu sonuglar, kullanilacak uygun

parametrelerin ortaya ¢ikmasinda yararlh olabilir.
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Cok diisiik frekansli elektromanyetik alanlar 3 Hz-3 KHz frekans bandinda
bulunan dalga ve impulslardir. Mc leod ve Rubin ¢aligmalarinda kemik dokusunun
cok diisiik frekanslarda duyarlilik gosterdigini belirtmislerdir (196). Hayvan
modellerinde ve klinik calismalarda ¢ok diisiik frekansli elektromanyetik alanlarin
kirik iyilesmesini arttirdigi, kemigin kaynagmasi i¢in gereken siireyi azalttigi
gosterilmistir (10). Otter ve arkadaslar1 kemik iizerinde olumlu etki saglayan
frekansin, kemikte fonksiyon sirasinda olusan frekans seviyesine (1-100 Hz) yakin
olmasi gerektigini bildirmislerdir (197). Osteogenezisin uyarilmasi ve arttirtlmasinda
7.5 - 75 Hz araligindaki frekanslar kullanilmaktadir (198). Mekanik gerilimlere ve
endojen akimlara neden olan ylirlime aktivitesinin 10 Hz’den diisiik frekanslarda
oldugu bilinmektedir (199). 7.5 Hz frekansinin osteoklastlarda apopitozis oranini
arttirdigi (200), osteoblast proliferasyonunu arttirdigi (193) belirtilmistir Bununla
birlikte bir calismada 7.5 Hz frekansinin osteojenik diferansiasyonu inhibe ettigi 6ne

stiriilmiisttr (201).

Uluslar arasi noniyonize radyasyondan koruma komisyonu 0.1 mT siddetinin
higbir biyolojik etkiye sahip olmadigmi belirtmistir (202). Calismalarda
osteogenezisi sitimiile eden darbeli elektromanyetik alan siddeti 0.1 - 3 mT
araligindadir (201). Matsunaga ve arkadalkari osteogenezis iizerine etkinin
frekanstan ziyade siddete bagli oldugunu bildirmislerdir (11). Chang ve arkadaslari
bilateral overektomili ratlarda 0.4 — 0.8 mT siddetinde darbeli elektromanyetik alan
uygulandiginda trabekiiler kemikte kaybin baskilandigi ve yapisinin restore
edildigini belirtmislerdir (12). Fakat Matsumoto ve arkadaslar1 0.2, 0.3 ve 0.8 mT
siddetinde darbeli elektromanyetik alanin implant osteointegrasyonu {iizerine
etkilerini arastirdiklar1 c¢alismalarinda kemik kontak orami ve alaninin 0.8 mT

siddetinde anlamli oranda en diisiik oldugunu belirtmislerdir (203).

Uygulama siiresi diger dnemli bir faktordiir (204). in-vitro ¢aligmalarda, in-
vivo ve Kklinik c¢alismalardan daha kisa siire darbeli elektromanyetik alan
uygulanmasi gerektigini gosteren agik kanitlar vardir (199). Frederics ve arkadaslar
tavsan tibialarinda osteotomi sonrasi 28 giin boyunca giinliik 30 ve 60 dk darbeli
elektromanyetik alan uygulamasinin siire ile bagimli sekilde kallus formasyonunu ve

kemik iyilesmesini hizlandirdigini belirtmiglerdir (14). Huang ve arkadaslar1 30 giin
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boyunca giinlik 20, 40 ve 60 dk darbeli elektromanyetik alan uyguladiklar
overektomili ratlarda kemik mineral yogunlugu karsilastirildiginda uygulama siireleri
arasinda anlamli fark olmadigin1 ve gilinliikk 20-60 dk araliinin tedavi siiresi

acisindan yeterli oldugunu belirtmislerdir (13).

Darbeli elektromanyetik alanin giiniin hangi saatinde uygulanma zamanininda
onemli oldugu belirtilmistir. Jing ve arkadaslar1 overektomi yapilan ratlara giindiiz
(9:00-15:00) veya gece (00:00- 6:00) darbeli elektromanyetik alan uyguladiklarinda
overektominin indiikledigi kemik kayb1 ve trabekiiler kemik kalitesinin bozulmasinin
onlenmesinde giindiiz uygulanmasinin daha etkili oldugunu belirtmislerdir (205).
Calismamizda darbeli elektromanyetik alan uygulamasi giindiiz gerceklestirilmistir.

Darbeli elektromanyetik alanin osteogenezisin hangi asamasinda uygulanmasi
gerektigi hakkinda hala fikir birligine varilamamistir. inoue ve arkadaslari kopeklerin
sol arka tibialarina osteotomi sonrasi eksternal fiksator yerlestirdikten 4 hafta sonra
baslayarak 8 hafta boyunca giinde 1 saat 0.2 mT siddetinde ve 15 Hz frekansinda
darbeli elektromanyetik alan uygulamasimnini kemik iyilesmesinin baslangi¢
asamalariin tamamlandig1 4. haftadan sonraki ge¢ sathada kallus formasyonunu ve
maturasyonunu artirici etkileri oldugunu belirtmislerdir (206).

Erdem tez ¢alismasinda ratlarda giinde 12 saat, 0.3 mT siddetinde ve 100 Hz
frekansinda 15 giin darbeli elektromanyetik alan uygulamanin kemik yapiminda
herhangi bir fark yaratmadigini, fakat 45 giin uygulamanin kemik yapimim
arttirdigint ~ belirterek  darbeli  elektromanyetik alan uygulamasinin  kemik
iyilesmesinin ge¢ donem differansiyasyon ve mineralizasyon evrelerinde etkili
oldugunu belirtmistir (207). Inoue ve ark. ve Erdem, calismalarinda darbeli
elektromanyetik alan uygulamasinin kemik 1yilesmesinin ge¢ doneminde uygulandig:
zaman olumlu etkilerinin goriildiigiinii belirtmislerdir (206, 207).

Diniz ve arkadaslar1 osteoblastlara 7 mT siddetinde ve 15 Hz frekansinda
darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin  kemik doku iizerine etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda darbeli elektromanyetik alanin aktif proliferasyon
asamasinda hiicresel proliferasyonu hizlandirdigi, hiicresel farklilagmay1 gelistirdigi
ve kemik benzeri doku olusumunu hizlandirdigini, diferansiasyon asamasinda da
hiicresel farklilasmay1 gelistirdigi ve kemik benzeri doku olusumunu hizlandirdigini,

fakat mineralizasyon asamasinda ise kemik benzeri doku olusumunu azalttigini
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belirterek, darbeli elektromanyetik alanin erken donemde osteoblastlar iizerinde
uyarici bir etki ile kemik benzeri dokusu olusumunu arttirdigini belirtmislerdir (9).

Taylor ve arkadaslar1 tavsanlara distraksiyon osteogenezisinin konsolidasyon
periyodunda 20 giin boyunca giinde 1 saat, 0.2 mT siddetinde 1.5 Hz frekansinda
darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin yeni kemik alani, kallus
mineralizasyonu, yapisal sertlik ve maksimal tork parametrelerinde anlamli fark
yaratmadigmi belirtmiglerdir. Distraksiyon sonrasi olusan yeni kemik alaninda
gruplar arasinda anlamli fark olmamasmi darbeli elektromanyetik alan
uygulamasinin ge¢ dénemde (Konsolidasyon safhasi) uygulanmasina baglamislardir
(194).

Fredericks ve arkadaslar1 tavsanlara distraksiyon periyodunda giinde 1 saat
1.5 Hz frekansinda darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin kallus olusumunu
arirdigi  ve kirik iyilesmesinin olgunlagmasint hizlandirdigi belirtmislerdir.
Distraksiyon periyodunda darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin yeni olusan
kemikte konsolidasyonu hizlandirdigini vurgulamislardir (208).

Midura ve arkadaslar1 ratlara osteotomi sonrasi 5 hafta boyunca her giin
giinde 3 saat 2 mT siddetinde ve 15 Hz frekansinda darbeli elektromanyetik alan
uyguladiklarinda kemik defektinin daha fazla trabekiiler kemikle doldugunu ve
kortikal kemigin arttigini belirterek bunun kemik iyilesmesinin erken doneminde
darbeli elektromanyetik alan uygulamasindan kaynaklandigini belirtmiglerdir (209).
Diniz, Taylor, Fredericks ve Midura darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin
olumlu etkilerinin erken donemde uygulandig1 zaman goriildiiglinii belirtmislerdir.

Calismamizda darbeli elektromanyetik alanin osteogenezisin proliferasyon
(0-5 giin), diferansiasyon (10-15 giin) ve mineralizasyon (25-28 giin) evrelerini
iceren siire boyunca uygulanmigtir. Calisgmamiz osteogenezisin farkli evrelerindeki

etkisine odaklanan onceki ¢aligmalar ile bu agidan benzerlik gostermemektedir.

Literatiirde darbeli elektromanyetik alanin kemik defektinde yeni kemik
olusumuna etkileriyle ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Calismamizda da
osteoblastik aktiviteyi arttiran ve/veya osteoklastik akiviteyi azaltan darbeli
elektromanyetik alan 28 giin boyunca giinde 1 saat, ortalama 0.8+0.2 mT siddetinde
ve 7.3 Hz frekansinda uygulanmistir. Heparinin ve darbeli elektromanyetik alanin

yeni olusan kemige etkilerini degerlendirmek i¢in histomorfometrik olarak yeni
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kemik alam, biyokimyasal olarak serum Ca'™, CTx ve PTH parametreleri

degerlendirilmistir.

Literatiirde heparinin ve darbeli elektromanyetik alanin her ikisinin birlikte
degerlendirildigi kemik defektinde yeni kemik olusumuna etkileriyle ilgili ¢alismalar
bulunmaktadir. Literatiirdeki caligmalarda heparinin ve darbeli elektromanyetik
alanin kemik tizerine etkileri birbirinden bagimsiz olarak ayr1 ¢alismalarda
degerlendirilmistir. Cane ve arkadaslar1 atlarin metakarpal kemiklerinde defekt
olusturup 30 giin 2.8 mT siddetinde ve 75 Hz frekansinda darbeli elektromanyetik
alan uyguladiklarinda, histomorfometrik incelemede yeni kemik olusumunun anlamli
oranda artti§ini bunun da osteoblastik aktivitenin artmasindan dolay1 kaynaklandigini

bildirmislerdir (210).

Hwang ve arkadaslari tavsanlarin maksiller sagittal siitiir bolgesindeki
kalvaryal kemik defektlerine giinde 8 saat, 38 G siddetinde, 100 Hz frekansinda
darbeli elektromanyetik alan uyguladiklarinda 4. ve 8. haftalarda yeni kemik

olusumunun arttigini bildirmislerdir (211).

Erdem tez c¢alismasinda ratlarin tibia kemiginde olusturdugu defektlere 45
giin boyunca giinde 12 saat, 0.3 mT siddetinde ve 100 Hz frekansinda darbeli
elektromanyetik alan uyguladiginda iyilesme alaninda damarlanmanin artmasi

nedeniyle yeni kemik olusumunun anlamli oranda arttigini belirtmistir (207).

Darendeliler ve arkadaslar1 domuzlarin mandibula gonial bolgelerine defekt
olusturup giinde 8 saat 1.8mT siddetinde ve 15Hz frekansinda darbeli
elektromanyetik alan uyguladiklarinda 9. giin sonunda yeni kemik yapiminin daha
hizli oldugunu ve bunun da darbeli elektromanyetik alan uygulamas: ile Ca™"

tutulumunun artmasindan kaynaklandigini belirtmiglerdir (212).

Takano ve arkadaslari ratlarin premaksillasinda olusturduklar1 defektlere 21
giin boyunca giinde 12 saat, 1.5-1.8 Gauss siddetinde ve 100 Hz frekansinda darbeli
elektromanyetik alan uyguladiklarinda defekt bolfesine demineralize kemik grefti
yerlestirdiklerinde anlamli oranda artmis yeni kemik olusumu saptamiglar.
Demineralize kemik greftinin osteoblastlarin diferansiasyonunu uyarici etkisini,

darbeli elektromanyetik alan uygulamasimi arttirdigin1 ancak tek basina darbeli
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elektromanyetik alan uygulamasinin yeni kemik olusumunu anlamli oranda
arttirmadigini, ek bir yontem olarak kullanildiginda fayda sagladigini bildirmislerdir
(213).

Calismamizda heparin verilen ve darbeli elektromanyetik alan uygulanan
ratlarin ortalama yeni kemik olusum alani sadece heparin verilenlere gére neredeyse
dort kat, kontrol grubu ratlardan da bir buguk kat fazladir. Calismamizda darbeli
elektromanyetik alan uygulamasinin heparin verilen ratlarda yeni kemik olusumunu
arttirdigr goriilmektedir. Calismamiz sonuglar1 kemik defektlerinin iyilesmesinde
darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin yeni kemik olusumunu arttirdigin
belirten Cane, Hwang ve Erdem ve Darendeliler’in ¢alismalar ile uyumludur (207,
210-212).

Yeni kemik olusumunu degerlendirdigimiz ¢alismamizda histomorfometrik
yontemin yanisira biyokimyasal olarak, osteoklastik rezorbsiyonu gosteren serum
CTx diizeyi de incelenmistir. Swaminathan’in yaptigi ¢alismada serum CTx diizeyi
ile kemik yikimi arasinda histomorfometrik analizde anlamli iligki oldugu rapor
edilmistir (214). Serum CTx diizeyinin artmasmin kemik yikiminin hizlandiginin
gostergesi oldugu yine ¢alismalarda belirtilmistir (42). Calismamizin sonuglarinda
darbeli elektromanyetik alan uygulamasi ile serum CTx diizeyinin anlamli oranda
azaldig1 bulunmustur. Yeni kemik olusumunun artmasinda darbeli elektromanyetik
alanin osteoklastik rezorbsiyonu azaltan etkisinin 6n plana ¢iktig1 diisiiniilebilir.
Serum CTx diizeyi ile histomorfometrik parametre olan yeni kemik alani arasinda
dogrusal bir iligkinin olup olmadigi Pearson korelasyon kat sayisi hesaplanarak
irdelenmistir. Yeni kemik alani arttikca serum CTx diizeyinin azaldigi goriilmiistiir.
Darbeli elektromanyetik alan uygulanan ratlar digerleri ile karsilastirildiginda deney
sonunda anlamli oranda azalmis serum CTx diizeylerinin ortaya ¢ikmasi, bu grupta

osteoklastik rezorbsiyonun azaldigin1 gostermektedir.

Literatiirde kemik dokuda darbeli elektromanyetik alan uygulamasi ile ilgili
daha 6nce yapilan galismalarda serum Ca*" diizeyinin anlaml1 oranda azaldig1, serum
Ca"" diizeyindeki azalmanin iyilesme sahasinda lokal Ca™" kullanimimin artmasindan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir. (207, 215, 216). Calismamizin sonuglar1 darbeli

elektromanyetik alan uygulamasi sonucu serum Ca'" diizeyinin anlamli oranda
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azaldigimi gostermistir. Bu azalmanin sebebinin darbeli elektromanyetik alanin
intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunu arttirarak ya da PTH 1 kemik hiicrelerinde
cAMP aktivitesini arttirarak plazma Ca™" seviyesini yiikseltmesi etkisini ortadan
kaldirarak, serum Ca™" degerlerini azaltmis olabilecegi diisiiniilebilir. Yine de bu
sonuglar, darbeli elektromanyetik alan uygulamasmin serum Ca’™" diizeyi iizerine
etkisi ile ilgili tam bir fikir veremeyebilir. Sonu¢larimiz Eraslan, Erdem ve
Schober’in darbeli elektromanyetik alan uygulamasi sonucu serum Ca*" diizeyinin

azaldigim bildirdikleri ¢alismalar1 ile uyumluluk goéstermektedir.

Bununla birlikte bazi calismalarda serum Ca' diizeyinin darbeli
elektromanyetik alan uygulamasi sonucu arttig1 ya da degismedigi de ifade edilmistir
ve serum Ca’™" diizeyindeki artisin elektromanyetik alan uygulamasimin kemikteki
Ca'"" serbest birakarak seruma gecmesinden kaynaklandig belirtilmistir (217, 218).
Sert ve arkadaslar1 overektomi yapilmis disi ratlara 6 hafta boyunca 1 mT siddetinde
50 Hz frekansinda darbeli elektromanyetik alan uyguladiklarinda serum Ca’™

degerlerinde anlamli degisiklik goriilmedigini rapor etmislerdir (219).

Calismamizda heparin verilen ve darbeli elektromanyetik alan uygulanmayan
grupta ameliyattan sonra serum Ca'" seviyesi beklenmeyen bir sekilde anlaml
oranda artmistir. Calismamizdan ¢ikan bu sonucun, heparinin indiikledigi sekonder
osteoporozda yeni kemik yaprmimin azalmasindan dolay: lokal Ca™* kullaniminin da
azalmast ya da artan intestinal absorbsiyon sonucu serum Ca'" diizeyinin

yiikselmesine bagli oldugu diisiiniilebilir.

Kemik iyilesmesi sirasinda serum Ca’™ diizeyinin azalmasi beklenen bir
durumdur. Meller ve arkadaslar1 kdpeklerde fraktiir sonras1 serum Ca™" diizeyinin
azaldigini, kallus olusumu sonrasinda (20. giin) normal diizeye geri dondiigiinii
belirtmislerdir (220). Yine Meller ve arkadaslar1 13 geng¢ hastanin fraktiirden 6 hafta
sonra serum Ca’" diizeyinin anlamli oranda azaldigim belirtmislerdir (221). Rao ve
arkadaslar1 kopeklerin diafiziyal ulnalarina segmental defekt olusturduktan 4 hafta
sonra serum Ca'" diizeylerinin azaldigimi belirtmislerdir (222). Suryawanshi ve
arkadaslar1 kopeklerde tibial fraktiir olusturduklarinda serum Ca™  seviyelerinin
postoperatif donemde azaldigin1 bildirmislerdir (223). Shakya ve arkadaslar

radiuslarinda 2 mm defekt olusturduklari tavsanlarm 7. ve 15 giinlerde serum Ca™*
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seviyesinin azaldigini tesbit etmislerdir (224). Calismamizda kontrol grubu ratlarda
serum Ca™" degerleri ameliyattan sonra anlamli oranda azalmistir, bu bulgu yapilan
caligmalarla da uyumluluk gostermektedir ve kemik defekti iyilesmesinde
osteogezisin artmasi ile ya da ameliyat sonrasi sekonder hipokalsemi goriilebilmesi

olarak diisiiniilebilir.

Erisilebilir kaynaklarda heparinin indiikledigi osteoporozda serum PTH
diizeyinin degisimi ile ilgili ¢ok simirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Mutoh ve
arkadaglart 2 IU/g heparin verdikleri ratlarda serum PTH diizeyinin heparine
basladiktan 1 hafta sonra anlamli sekilde (p < 0.001) arttigin1 bunun da disiik 1-25
dihidroksikolekalsiferol seviyesi yiiziinden olabilecegini belirtmislerdir (177).
Calismamizdan ¢ikan sonuglarda ise heparin verilen tim ratlarda ameliyat Oncesi
serum PTH degerleri anlamli oranda azalmistir. Serum PTH seviyesindeki
azalmanin, ¢alismamizda bakilmamis olan plazma iyonize kalsiyum seviyesinin
artmig olabilmesinden ya da paratiroid bezinin aktivitesinin azalmasindan ya da
heparinin  bobrek  fonksiyonlarin1  etkileyerek 25  hidroksikolekalsiferoliin
hidroksilasyonunu arttirarak 1-25 dihidroksikolekalsiferol yapimini arttirmasi sonucu
kaynaklanmig olabilecegi diistiniilebilir. Calismamizin sonuglari Mutoh ve

arkadaslarinin sonuglari ile uyumluluk géstermemektedir (177).

Heparin verilen tiim ratlarda darbeli elektromanyetik alan uygulamasindan
bagimsiz olarak ameliyattan sonra serum PTH diizeyleri anlamli oranda artmistir.
Bunun ameliyat sirasinda lokal hemoraji goriilmesi ve biyokimyasal
degerlendirmeler i¢in kan alinmasi sonucu olusan sekonder hipokalsemiye cevaben
serum PTH diizeyinin artmasindan ya da viicuttaki diger fizyolojik mekanizmalarin
devreye girmesi sonucu azalmis serum PTH’mm kompanse edilmesi olarak
diisiiniilebilir. Calismamizda darbeli elektromanyetik alan uygulamasi sonucu serum

PTH diizeyinin degigmesine etki etmedigi gosterilmistir.

Calismanin prospektif olmasina ragmen birkag kisithiligi vardir. Calismamizin
bir kisithilig1 sadece erkek ratlar kullanarak gerceklestirmemizdir. Disi ratlarda
menstruel sikliis ve Ostrojen hormonunun kemik iyilesmesi tizerine etkisi
bulunmaktadir. Disi ratlar1 da kapsayan kontrollii ileri caligmalar ile heparin ile

indiiklenmis sekonder osteoporozlu disi ve erkek ratlarda darbeli elektromanyetik
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alanin kemik iyilesmesi {izerine etkileri karsilastirilabilir. Calismamizin bir diger
kisithligt da osteogenezisin ayr1 evrelerinde darbeli elektromanyetik alan
uygulanmamasidir. Darbeli elektromanyetik alanin osteogenezisin farkli evrelerde
uygulandig ileri ¢alismalar yapilabilir. Calismamizda ratlara 28 giin boyunca giinde
1 saat ortalama 0.8+0.2 mT siddetinde ve 7.3 Hz frekansinda darbeli elektromanyetik
alan uygulanmasinin muhtemel osteoklastik aktiviteyi azaltma etkisi nedeni ile
heparinin kemik iyilesmesi tizerindeki olumsuz etkilerini azaltmistir. Oral ve
maksillofasiyal cerrahi islemlerde kemik iyilesmesini arttirmak icin darbeli
elektromanyetik alanin kullanilmasi 6nerilebilir. Hem heparinin yarattigi kemikteki
olumsuzlugun hem de darbeli elektromanyetik alanin kemik iyilesmesi iizerine
etkisinin daha agik gosterilebilmesi i¢in osteogenezin farkli evrelerinde darbeli
elektromanyetik alan uygulamasi1 ile osteoblast ve osteoklast sayilarinin
degerlendirildigi daha ayrintili histomorfometrik inceleme ve biyokimyasal tetkikler

ile ileri ¢aligmalar yapilabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. 33 giin, 2 1U/g heparinin subkutan enjeksiyonunun sekonder osteoporoz
olusturulmasinda uygun siire ve doz oldugu sonucuna varilmaistir.

2. 12 aylik eriskin Sprague-Dawley ratlarda, femurda kritik boyutta kemik
defekti olusturulabilmesi i¢in, 3 mm c¢apinda trefin frezin kullanilmasi kemik

dayanikliligin1 azaltmamaktadar.

3. Darbeli elektromanyetik alan uyguladigimiz diizenek, ayn1 anda 6 deney
hayvanina hareket kisitlamasi yaparak homojen manyetik aki vektoriiniin defekt
bolgesine dik gelmesi bakimindan ¢alisma literatiirdeki bir¢ok ¢alisma ile metodoloji

bakimindan farklilik géstermektedir.

4. Kemik iyilesmesinin degerlendirilmesinde yeni kemik alani olusumunun
histomorfometrik incelenmesi nedeniyle objektif bir degerlendirme yapilmasina
imkan sunmustur.

5. Histomorfometrik analizde 28 giin boyunca 7.3 Hz frekansinda, ortalama
0.8+0.2 mT siddetinde, glinde 1 saat darbeli elektromanyetik alan uygulanmasi yeni
kemik olusum alanini arttirdigi bulunmustur.

6. Biyokimyasal analizde heparin verilen her iki grup ratlarda serum Ca™*
diizeyi diisiik bulunmustur. Bu da 33 giin boyunca ratlara heparin enjeksiyonu
yapilmasmin kemik igerik ve yogunlugunu azaltarak serum Ca'" diizeyini
diisiirdiigiinii géstermektedir.

7. Biyokimyasal analizde heparin verilen ratlarda artmis CTx diizeyi tespit
edilmesi, 33 giin boyunca heparin verilen ratlarda kemik icerik ve yogunlugunun
azaldigin1 gostermektedir. 63. giinde CTx diizeyi heparin + PEMF uygulanan grupta
azalmistir. Bu da darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin, kemik yikim belirteci
olan CTx seviyesini azalttigin1 gostermektedir. Heparin verilen ratlarda CTx diizeyi
artmistir. Bu bulgu da 33 giin heparin enjeksiyonunun kemik icerik ve yogunlugunu
azalttig1 ve 63. giinde de ilerleyerek devam ettigini gostermektedir.

8. Biyokimyasal analizde heparin verilen tim ratlarda azalmig PTH diizeyi
tespit edilmistir. PTH diizeyinin azalmasinin sebebinin iskeletten artmis kalsiyum

mobilizasyonuna kars1 verilen fizyolojik bir cevap olabilecegi diisiiniilebilir.
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9. Osteoporoz hastalarinda ¢ekim soketi iyilesmesi, kirik iyilesmesi, sinus
yiikseltme, kemik augmentasyonu, implant osteointegrasyonu vb. islemlerde kemik
iyilesmesini tetiklemek ve hizlandirmak komplikasyonlar1 6nlemek, normal hayata
dontis siiresini kisaltmak ve basar1 oranini artirmak i¢in darbeli elektromanyetik alan
uygulamasi tavsiye edilebilir.

10. Hem heparin enjeksiyonu sonucu olusan osteoporozun kemik iizerindeki
olumsuz etkilerini, hem de darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin kemik
tizerindeki olumlu etkilerinin hiicresel diizeyde mekanizmalarin1 da igerecek sekilde
daha ayrintili gosterilebilmesi i¢in ileri histomorfometrik ve biyokimyasal
incelemeler yapilabilir.

11. Darbeli elektromanyetik alan uygulamalarinda bir¢cok farkli siddet,
frekans ve siire gibi degiskenlerin olmast standart tedavi uygulanmasinm
giiclestirmektedir.

12. Darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin, kemik defekti tamiri,
alveoler kemik miktarinin artirilmasi, distraksiyon osteogenezisi, ortognatik cerrahi
kemik i¢i implant osteointegrasyonu, bifosfonatlarin indiikledigi ¢cene nekrozlarinin
tedavisi gibi oral ve maksillofasiyal cerrahi pratiginde yapilan islemlerdeki

etkinligini arastirmak i¢in klinik ¢aligmalar 6nerilebilir.
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7. OZET

HEPARIN VERILEN RATLARDA DARBELI ELEKTROMANYETIK ALAN
UYGULAMASININ KEMiK DEFEKTLERININ IYILESMESI UZERINE
ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

Osteoporoz, diisik kemik kiitlesi ve kemik dokusunun mikro yapisinin
bozulmasi sonucu kemik kirilganliginin ve kirik olasilifinin artmasi ile karakterize
sistemik bir iskelet hastaligidir. Antikoagiilan olarak kullanilan heparinin kemik
kayb1 ve osteoporoza yol actig1 bilinmektedir. Kemik iyilesmesinin hizlandirilmasi
icin literatiirde pek ¢ok farkli yontem arastirilmaktadir. Girigsimsel olmayan ve diisiik
komplikasyon oranmna sahip bir tedavi sekli olan darbeli elektromanyetik alan
uygulamasinin kemik olusumunu uyardigi bilinmektedir. Bu c¢aligmada, heparin
iligkili sekonder osteoporoz olusturulmus ratlarda, darbeli elektromanyetik alan
uygulamasimnin kemik defektlerinin iyilesmesi iizerine etkilerinin histomorfometrik
ve biyokimyasal olarak degerlendirilmesi amaglanmigtir

Prospektif, randomize, tek kor calismada 12 aylik Sprague-Dawley cinsi
erkek ratlar; heparin + PEMF grubu, heparin grubu ve kontrol grubu olmak iizere ii¢
gruba ayrildi. Heparin + PEMF grubu ve heparin grubu ratlara 33 giin boyunca 2
IU/g heparin verilerek osteoporoz olusturuldu. 35. giinde tiim ratlarin sag femur
kemiklerinde 3mm’lik defektler acildi. Heparin + PEMF grubunda operasyonu takip
eden 28 giin boyunca hergiin 1 saat, ortalama 0.8 mT siddetinde ve 7.3 Hz
frekansinda darbeli elektromanyetik alan uygulamasi yapildi. Kemik iyilesmesi 4.
haftanin sonunda histomorfometrik ve biyokimyasal analizlerle degerlendirildi

Histomorfometrik degerlendirmede en yiiksek yeni kemik alani heparin +
PEMF grubunda tesbit edilmistir. Heparin + PEMF grubunun yeni kemik olusum
alani, heparin grubundan yiiksektir ve bu fark istatistik olarak anlamlidir (p=0,002).
Biyokimyasal degerlendirmede gruplar arasinda 63. giinde CTx degerlerinin
ortalamasi heparin + PEMF grubunda en disiiktiir ve bu fark istatistik olarak
anlamlidir (p<0,05).

Bu calismanin sonuglari, heparin verilmesinin kemik kaybi ve osteoporoza
yol actigim1 ve darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin bu olumsuz etkiyi
azaltmakta yardimci oldugunu gostermistir

Anahtar Kelimeler: Osteoporoz, Heparin, Darbeli Elektromanyetik Alan,

Defekt, Kemik Iyilesmesi
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF PULSED
ELECTROMAGNETIC FIELD THERAPIES ON BONE DEFECT HEALING
IN HEPARINIZED RATS

Osteoporosis is a systemic skeletal disorder and as a result of low bone mass
and microarchitectural deterioration of bone tissue, characterised by increased bone
fragility and the likelihood of sustaining fractures. Heparin, which is used as an
anticoagulant, is known to result in bone loss and osteoporosis. Many different
methods have been discussed in the literature to accelerate bone recovery. As a non-
interventional mode of therapy associated with low complication rates, pulsed
electromagnetic field therapy is known to stimulate bone formation. The aim of the
present study was to evaluate the histomorphometric and biochemical effects of
pulsed electromagnetic field therapy on the healing of bone defects in rats with
heparin-induced bone defects.

In this prospective, randomized, single-blind study, 12-month-old Sprague-
Dawley male rats were divided into three groups as heparin + PEMF group, heparin
group, and the control group. In order to produce osteoporosis, the rats in the heparin
+ PEMF and the heparin group received heparin 2 IU/G for 33 days. At day 35, a 3-
mm defect was created in the right femur of the rats. The rats in heparin + PEMF
group received pulsed elektromagnetic field therapy at 0.8 mT and 7.3 Hz frequency
1 hour/day for the subsequent 28 days. At the end of the 4™ week, bone healing was
evaluated using histomorphometric and biochemical analyses.

Histomorphometric assessment revealed that the rats in heparin + PEMF
group had the highest level of new bone. The level of new bone was higher in the
heparin + MEPF group compared with the heparin group, and the difference was
statistically significant (p=0.002). In biochemical assessment, average CTx values at
day 63 were lower in the heparin + PEMF group, and the difference was statistically
significant (p<0.05).

The results of this study, showed that; the administration of heparin has been
lead to bone loss and osteoporosis and the pulsed electromagnetic field theraphy has
been usefull to reduce this negative effect

Key Words: Osteoporosis, Heparin, Pulsed electromagnetic field, Defect,
Bone Healing
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BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

BEYAN

Bu tez calismasinin kendi c¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez ¢alismayla elde
edilmeyen biitlin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Tezi Hazirlayan
Olgun Topal

Imza

Danigsman
Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AKSOY

Imza
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TUBITAK 3001 Baslangic Ar-Ge Projeleri Destekleme Protokolii

TUBITAK
PROJE DESTEKLEME SOZLESMESI
KABUL ve BEYAN TAAHHUTNAMESI

Isbu taahhiitname 1145071 nolu Projeye iliskin diizenlenen destekleme sozlesmesinin eki
olup bahsi gegen sozlesmede ve asafida imzasi bulunanlar;

a) Sozlesmenin, 6098 sayih Tirk Borglar Kanunu’nun 20 ila 25 inci maddeleri
cercevesinde genel islem kosullan icerdigini,

b) Sozlesme ekindeki meveut mevzuatin sOzlesmenin aynlmaz pargasi oldugu,
sozlesmenin uygulanmasin s6z konusu mevzuat kapsaminda gergeklestirilecegi ve
bahsi gecen mevzuata “www.tubitak.gov.tr/mevzuat” web adresinden erisim
saglanabilecegini,

¢) Séz konusu sdzlesmenin imzalanmasindan &nce, anlasilmayan ve tereddiit duyulan

. sbzlesme ve atif yapilan mevzuat hitkiimlerinin icerigi hakkinda, tarafimiza bildirilen
irtibat noktas: ile baglantiya gecilerek bilgi edinilmesinin miimkiin oldugunu,

d) Bu sartlarda sbzlesmenin uygun bulunmamasi durumunda  sdzlesmenin
imzalanmamasi, imzalanmama halinde herhangi bir yikiimliiligtin dogmayacagini ve

_herhangi bir yaptirumla karsilasmayacagimizi,

ve sdzlesme ile ekli mevzuatin igerifini okuyarak anladigimizi, kabul ettigimizi taahhiit
ederiz.

Proje Yitriitlictisiiniin Projenin Yiiriitillecegi
Ad1 Soyadi: Dog.Dr.Miige Cina Aksoy Birim Yoneticisinin (*) .
Imza: - Adi Soyady: Prof Dt - Timmejor BFFICEL

| w@/(ﬁ s

Projenin Yiiriititlecegi Kurumun
Ust Diizey Yoneticisinin (*¥)
Adi Soyadz:

imza:

(%) - ¢ Bolum Baskan, Anabilim Dali Baskan: (T'p Fakilteleri veya Saghk Bilimleri icin), Enstitisii Midiii vb.
(*%) : Universite Rektori/Rektor Yardimersy, Genel Midir vb.
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SDU Deney Hayvanlan Yerel Etik Kurulu Karari

T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITEST REKTORLUIGU
Hayvan Denevleri Yerel Etik Kurul Karar

TOPLANTI TARIHI TOPLANTI SAYISI KARAR SAYISI
09.01.2014 02 03

Siileyman Demirel Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 09 OCAK 2014
tarihinde Saat 14:00°da toplanarak asagidaki kararlari almistir,

Stileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis. Cene Cerrahisi A.D. Opretim Uyesi Yrd.
Do¢. Dr. Miige CINA AKSOY'un yiriitiiciisii oldugu Dog. Dr. [brahim Metin CiRIS, Do¢. Dr. Selcuk
COMLEKCI, Yrd. Dog. Dr. Duygu KUMBUL DOGUG, Dr. Seden SERT ZAYIF. Dt. Olgun TOPALm
yardimer arastirmact ofarak yer aldigi, “Heparin Verilen Ratlarda Darbeli Elektromanyetik Alan
(PEMF) Uygulamasinin Kemik Defektlerinin iyilesmesi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi”
bashkli calisma;

Deney Tiirii Cinsiyeti Sayist | Yagi
Hayvaninm | o .\ (Spraque Dawley) Erkek 34 j 6-8 ayhik / 250-300gr

Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan oy birligi ile
UYGUN goriilmiistiir,

Dag. Dr. Efkan UZ Prof. Dr. Miinire CAKIR Dog. Dr. 1. Metin CIRIS
BASKAN BASKAN YARDIMCISI UYE

ﬂf KATILMADI

7

Yrd. Dog. or. Pinar ASLAN KOSAR | Yrd. Dog. Dr. Giilnur OZGUNER | Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AKSOY

UYE UYE UYE

! j>§/\ KATILMADI

Opr. Gor. Ibrahim ONARAN Vet. Hekim Ismail UZ Ecz Mustafa Serhan DERYAL

UYE UYE UYE

,/]Léfﬁi/, M KATIL

SDU-HADYEK Sekreteri: Murat OZKAN 0246 211 3770, Faks: 0246 237 1164, E - mail: hadyek@sdu.editr
Adres: SDU Tip Fak. Morfoloji Binasi Zemin Kat (Hastane karsist) 32260 Giniir / ISPARTA
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SDU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Karari

S.D.U. SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU YONETIM KURULU KARARLARI

TOPLANTI TARIHI TOPLANTI SAYISI KARAR NO

06.11.2013 41 02

02- Enstitiimiiz AZiz Dis ve Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dali Doktora
égrencisi Olgun TOPAL'mm  tez konusunun belirlenmesi ile ilgili Anabilim Dal
Baskanhgmm 30.10.2013 tarih ve 54814351/302.14/131 sayih yazis1 ve eklerinin
giriigiilmesi.

Enstitimiiz Afiz Dis ve Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dali Doktora
dgrencisi Olgun TOPAL’m tez konusunun belirlenmesi ile ilgili Anabilim Dali Bagkanhiginm
30.10.2013 tarih ve 54814351/302.14/131 say1h yazis1 ve ekleri goriigtildii.

Enstitimiiz Agiz Dis ve ¢ene Hastaliklari ve Cerrahisi Anabilim Dali Doktora
dgrencisi Olgun TOPAL damigmam  Yrd.Dog¢.DrMiige CINA AKSOY yonetiminde
hazirlamig oldugu “Heparin Verilen Radlarda Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF)
Uygulamasinin Kemik Defektlerinin Tyilesmesi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi ” baglikli
tez konusunun Lisanstistii Egitim Ogretim Yénetmeliginin 37. maddesi uyarinca kabuliine,

Oy birligi ile karar verildi.

(IMZA) (KATILMADI) : (IMZA)
Dog.Dr.Nejdet ADANIR Dog. Dr.Efkan UZ  Yrd.Dog.Dr. Feyza OZDEMIR KISACIK
Enstitii Miidiir Enstitii Miidiir Yardimeist Enstitii Miidiir Yardimeisi
(KATILMAI_)I‘,_\ 3 MZA) ) (IMZA)
Prof.Dr.A Nesimi KISIOGLU  Dog.Dr.Elgin ESENLIK  Dog.Dr.Ferdi BASKURT
Uye Uye Uye
(IMZA)
. Raportor

Ali Riza YE$H,IRMAK
Enstitii Sekreter V.

i)
-~ ASEININ AYNIDIR
~_Ali Riza YESILIRMAK
~  EnstitirSekretef V.

06.11.2013
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