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1. GIRIS

Travma ya da patolojik bir olay sonucu, makroskopik veya mikroskopik
diizeyde kemik biitlinliigliniin bozulmasina kemik kirig1 denir. Kirik olusumunu
takiben karmagik hiicresel ve biyokimyasal degisiklikler ile birlikte kemigin yapisal
biitiinliigii ve fonksiyonlariin yeniden kazanilmasina yonelik siire¢ ise kirik iyilesme
stirecidir.

Uygun tedavi protokolleri uygulandiginda kiriklarin ¢ok biiyiikk bir kismi
sorunsuz bir sekilde iyilesmektedir; ancak yas, direng, sistemik hastaliklar, kirigin
sekli, lokal ve genel hastaliklar gibi bir¢ok faktor kirik iyilesmesini etkileyebilmekte
ve bunlarin bir kisminda kirigin kaynamamasi (nonunion) veya gec iyilesmesi gibi
sorunlar ortaya c¢ikabilmektedir (Ryaby 1998, Griffin et al. 2008). Saghkli bir
iyilesme olmamasi sonucu hem bireylerin agr sikayetleri devam etmekte ve giinliik
aktivitelerine donememekte hem de medikal harcamalarin artmasiyla toplum
izerinde bir yiik olusturmaktadir. Her yil diinyada milyonlarca, Tiirkiye’de de yiiz
binlerce kirik vakasi meydana gelmektedir. Bu sebeple iyilesmeyen veya gec iyilesen
kiriklarin  tedavisi ve normal iyilesme siirecinin hizlandirilmasi amaciyla
arastirmacilar cesitli tedavi yaklasimlan iizerinde ¢calismaktadirlar (Lind et al. 1993,
Delgado et al. 1998, Azuma et al. 2001, Hsu et al. 2003, Hannemann 2011). En sik
uygulanan tedavi yontemleri, vitamin ve mineral uygulamalar (Delgado et al. 1998,
Borrelli et al. 2003), biiylime faktorii uygulamalar1 (Lind et al. 1993, Gong et al.
2003), sok dalga tedavisi (Hsu et al. 2003), diisiik enerjili lazer uygulamasi
(Garavello et al. 2003), hiperbarik oksijen tedavisi (Gill and Bell 2004) ve ultrason
uygulamast (Azuma et al. 2001) seklinde siralanabilir. Sik kullanilan ve {izerinde
calisilan fiziksel yontemlerden bir digeri de elektriksel ve elektromanyetik uyari
uygulamalaridir (Law et al. 1985, Midura et al. 2005, Gupta et al. 2009, Hannemann
etal. 2011).

Kirik iyilesmesinde elektriksel uyar1 yontemlerinin kullanimi 1950’li yillarda
kemigin elektriksel o6zelliklerinin bulunmasiyla baslamistir (Fukada and Yasuda
1957). Deformasyona veya uygulanan yiik ve gerilime bagh olusan elektrik

potansiyellerin, kemik onariminda ve yeniden sekillenmesinde hiicresel aktiviteleri



diizenleyen temel sinyaller oldugu hipotezi kemigin elektriksel 6zelligi varsayimina
dayanmaktadir (Bassett et al. 1974, Singh and Saha 1984, Otter et al. 1998, Trock
2000). Bu yontemler icerisinde elektromanyetik alan uygulamasinin kemik
iyilesmesi iizerinde olumlu etkisi oldugu yine bir¢ok c¢alismada rapor edilmistir
(Bassett 1984, Ottani 1991, Matsunaga et al. 1996, Midura et al. 2005, Erdem 2006,
Gupta et al. 2009). Bununla birlikte s6z konusu olumlu etkinin mekanizmasi halen
tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, hiicresel ve biyokimyasal diizeyde
olmak {iizere farkli mekanizmalar ortaya atilmistir (Binderman et al. 1985, Giugni et
al. 1987, Chang et al. 2004, 2006). Elektromanyetik alan uygulamalarinin olumlu
etkilerinin yam sira kemik iyilesmesi iizerinde herhangi bir etkisi olmadigi (De
Barros Filho et al. 1992) veya olumsuz etkileri olduguna dair caligmalar da
bulunmaktadir (Muhsin et al. 1991, Leisner et al. 2002). Literatiirde, elektromanyetik
alan uygulamalarina iligkin farkli goriigler bulunmasina ragmen, kirik iyilesmesinde
disiik frekansli ve darbeli manyetik alan uygulamalarinin tedaviyi hizlandiric
ozelligi genel olarak kabul gormektedir (Bassett et al. 1974, 1984, Pienkowski et al.
1994, Satter et al. 1999, Aaron et al. 2004, Lin and Lu 2010). Bu 6zelliklere sahip
elektromanyetik alan ile tedavinin sadece hedef organa etki etmesi, hasta konforunu
arttirmasi, cerrahi miidahale veya anestezi gerektirmemesi ve tedavi giderlerini
diigiirmesiyle avantaj sagladigi bildirilmistir (Pienkowski et al. 1994, Aaron et al.
2004).

Elektromanyetik alan uygulamalar1 yapisinda frekans, dalga boyu, siire,
tekrarlama sikligi, uygulama siddeti gibi bir¢ok farkli etkili parametreler
bulundurmaktadir. Bu nedenle her bir parametrenin elektromanyetik alan tedavisi
uygulamalarindaki etkisini kesin olarak belirlemek i¢in ne kadar fazla arastirma
yapilirsa o kadar etkili ve sabit tedavi protokolleri gelistirmeye yonelik bilgiye
ulagilacaktir.

Darbeli elektromanyetik alan (DEMA) uygulamasinin kemik iyilesmesi
izerine etkisini arastiran cesitli calismalar bulunmakla birlikte (Sharrard 1990,
Midura et al. 2005, Gupta et al. 2009), kirik iyilesmesi iizerinde en olumlu iyilestirici
etkiyi saglayacak frekans, yogunluk ve siire ile ilgili yeterli calisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle sunulan arastirmada, sicanlarda osteotomi yontemi ile

kontrollii olarak olusturulan femur kemigi kiriklarinin 15 Hz sabit frekansta 0.2 mT



(2 Gauss), 1 mT (10 Gauss), 2 mT (20 Gauss) olmak iizere ii¢ (3) farkli siddette
DEMA uygulamasinin kemik iyilesmesi iizerindeki etkisinin histopatolojik ve

histomorfometrik yontemlerle arastirilmasi amaclanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Olusumu ve Kemik Tyilesmesi

Kemik viicudun iskelet yapisin1 olusturan 6zellesmis mineralize bag
dokusudur. Kemik dokusu viicut agirliginin tasinmasi ve kas faaliyetlerinin
yapilmasi i¢in mekanik destek saglamanin yaninda hayati 6nem tasiyan i¢ organlar
icin koruyucu bir kalkan gorevi gormektedir. Kalsiyum, fosfat ve diger iyonlara ait
bir depo olarak is gormesinin disinda, bu 6nemli iyonlarin viicut sivilarindaki
konsantrasyonlarinin sabit tutulabilmesi i¢in, kontrollii olarak saliverilmelerini ya da
tutulmalarim saglar.

Kemik kesiti makro diizeyde incelendiginde, dis yiizeyde bosluk icermeyen
¢ok yogun alanlar (kompakt kemik) ve birbirine agilan bosluklar seklinde pordz
alanlar (kansell6z veya spongioz kemik) goriilebilir. Mikroskobik olarak da iki tiir
kemik vardir: Bunlar, olgunlasmamis (birincil, orgii) kemik ve yetiskin (ikincil,
lamelli) kemik olarak adlandirilirlar.

Eklem yiizeyleri disinda tiim kemik yiizeyleri, osteojenik potansiyele sahip
olan ve kemiklerin genislemesine olanak saglayan periost (periosteum) olarak
adlandirilan, 6zellesmis siki bir bag dokusu tabakasi ile kaplhdir. Endost (endosteum)
ise periosta benzeyen, fakat daha az gelismis olan ve kemigin i¢ boslugunu doseyen
diger bir bag dokusu tabakasidir.

Kemik hiicreleri; matriks icinde lakiina adi verilen bosluklarda bulunan
osteositler, matriksin organik kisimlarmin sentezini yapan osteoblastlar ve kemik
dokusunu eriterek yeniden modellenmesi ile ilgili, cok cekirdekli dev hiicreler olan
osteoklastlardir. Bunlarin disinda kemik hiicresi olma yoniinde kosullanmig
mezengim hiicre topluluklar1 vardir. Bu hiicrelere osteoprogenitdr veya osteojenik
hiicreler denir.

Kemik, viicutta dis minesinden sonra en sert dokudur. Kemik, kaba seklinden
mikroskobik yapisina kadar tiim organizasyon seviyelerinde, hafifligi, esnekligi ve
dayanmikliligr ile ¢ofu materyalden {istiin Ozellikler gosterir. Bu sertliine ve

dayanikliligina ragmen hayat boyunca yikilip yapilabilen olduk¢a canli ve dinamik
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bir dokudur. Cerrahi girisimlerde sekil degistirebilir; hormonal, metabolik ve
beslenmeye bagli olarak belirgin sekilde etkilenir. Basing uygulandigi zaman
rezorpsiyon olabildigi gibi gerilim kuvvetleriyle de yeni kemik olusumu
saglanabilmektedir. Kemik olusumu ve kemik iyilesmesi ile ilgili olarak belirtilen
tiim bilgiler Gartner and Hiatt (1997), Cetingiil (2002), Miloro et al. (2004), Akay
(2006), Gokgimen (2006), Junqueira and Carneiro (2009), Yildinm ve ark. (2009),
Weinstein and Buckwalte (2009) ‘nin kitaplarindan ve Parfitt (1994), Einhorn et al.
(1995), Cormack (1997), Einhorn (1998), Marcsh and Li (1999), Remedios (1999),
Buckwalter et al. (2000), Morley et al. (2001), Cao et al. (2002), Kilicoglu (2002),
Koivukangas (2002), Katagiri and Takahashi (2002), Cornell (2004), Erdogan
(2007), Cannon (2008), Manolagas and Parfitt (2010)’ in yaymnlarindan elde

edilmistir.

2.1.1. intramembranoz ve Endokondral Kemiklesme

Kemik her zaman, 6nceden o bolgede bulunan bir ¢esit destek dokusunun
degisiklige ugramasiyla olusur. Kemik olusumuna osteogenez denir. Kemik olusumu
icin iki yol tammlanmistir: Intramembrandz kemiklesme ve endokondral
kemiklesme. Her iki yolda da, ortaya ¢ikan ilk kemik birincil kemiktir. Birincil
kemik gecici bir dokudur ve kisa siirede ikincil kemikle yer degistirir. Kemigin
biiylimesi sirasinda, birincil kemik alanlari, rezorpsiyon bolgeleri ve ikincil kemik
alanlart yan yana goriiliir. Kemigin sentezlendigi ve ortadan kaldirildigi bu bilesim,
biiyliyen kemiklerin disinda yetigskinlerde de hayat boyu meydana gelir; ancak
yetiskinlerdeki hiz1 oldukga yavastir.

Nadiren, patolojik durumlarda kemik dokusu disindaki dokularda da kemik
olusumu goriilebilir. Normal olmayan bu kemik olusumuna ektopik kemik olusumu
ad1 verilir.

Intramembranodz kemiklesme, osteoblastlarm salgiladiklar1 matrikse dogrudan
minerallerin ¢okelmesiyle olusan kemiklesme tipidir. Yasst kemiklerin ¢ogu ile
maksilla ve mandibulanin bazi kisimlart bu tiir kemiklesme ile meydana gelir.

Mezensimal hiicrelerden farklilasan osteoblastlar kemik matriksini meydana
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getirirler ve trabekiil ve spikiiller arasinda yiizeyinde bu hiicrelerin yogunlastigi bir
ag meydana gelir. Mezenkim dokusunun yogunlastigi tabakada osteogenezisin
basladig1 noktaya primer kemiklesme merkezi denir. Kemiklesme merkezinde bu tiir
birka¢ grup neredeyse ayni1 zamanda ortaya ¢ikar, bunlarin duvarlan birlestiginde
kemik siingerimsi yapiya kavusur. Biiyliyen kan damarlar1 ve farklilasmamis
mezengim hiicreleri, kemik duvarlar1 arasinda kalan bag dokusu i¢ine girerek kemik
iligi hiicrelerini olusturur.

Viicuttaki uzun ve kisa kemiklerin ¢ogu endokondral kemiklesme ile meydana
gelir. Endokondral kemiklesme meydana getirilecek kemigin seklini andiran kiiciik
bir hiyalin kikirdak model icinde olusur.

Endokondral kemiklesme sirasinda, baslangicta ilk kemik dokusu kikirdak
modelin orta kismim saran i¢i bos bir kemik silindiri seklinde ortaya ¢ikar. Bir
sonraki asamada bu bolgedeki kikirdakta, hiicre biiyiimesi (hipertrofi) ve matriks
mineralizasyonu ile seyreden programlanmis hiicre 6liimleri ile yikim siireci baslar.
Sonugta mineralize kikirdak matriksinden olusan 3 boyutlu yap1 ortaya ¢ikar.

Hyalin kikirdak modeldeki ilk goze carpan belirti, kikirdagin tam ortasinda
bulunan kondrositlerin belirgin sekilde biiyiimesiyle kendini karakterize eden bir
kemiklesme merkezinin olugmasidir. Bu bolgeye birincil kemiklesme merkezi denir.
Daha sonra kikirdak modelin uglarindaki sigkinliklerde ikincil kemiklesme
merkezleri ortaya ¢ikar. Bunlarin genislemesi ve yeniden bi¢cimlenmesi esnasinda,
birincil ve ikincil kemiklesme merkezleri zamanla kemik iligi ile dolan bosluklar

olusturur.

2.1.2. Sekillenme (Modeling) ve Yeniden Sekillenme (Remodeling)

Sekillenme, genel olarak ©nceden meydana getirilmis dokunun eritilerek
yikilmasi ve es zamanh olarak yeni kemigin dosenmesi ile iligkilidir. Bu yontem
kemik biiyiirken seklinin korunmasina olanak saglar.

Yeniden sekillenme, genis kemik yiizeylerinde kemik yapim ve yikim
olaylarim icine alan bir siirectir. Yeniden sekillenme sirasinda eski kemik

osteoklastlar tarafindan kaldirilirken osteoblastlar tarafindan bu bosluklar yeni kemik
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dokusuyla doldurulur. Geng bireylerde, kemik olusumu rezorpsiyonu asar; ciinkii
yeni havers kanal sisteminin gelisimi kemigin rezorbe olmasma gore cok daha
hizhdir. Yeniden sekillenme hizi ¢ocuklarda, yetiskinlerden 200 kat daha yiiksek
olabilir. Yetiskinlerde yeniden sekillenme iskeletin bir¢cok yerinde eszamanli olarak

gerceklesen devingen bir fizyolojik islemdir, kemik biiyiimesi ile iliski gdstermez.

2.1.3. Kalsifikasyon

Kalsifikasyon kollajen fibriller iizerinde kalsiyum fosfat tuzlar ¢okeldigi
zaman baglamaktadir. Kalsiyum tuzlarinin yigilimi muhtemelen, osteoblastlarin
hiicre i¢i keseciklerinde bu maddeyi depolama yetenekleri ve gerektiginde bu
kesecikleri hiicre dis1 ortama salivermeleri ile hizlandirilmaktadir. Fakat halen kemik
matriksi iizerine kalsiyum fosfat cokelmesi sirasinda meydana gelen olaylarn
aciklayan genel kabul gbrmiis net bir varsayim bulunmamaktadir.

Osteoblastlar tarafindan iiretilen ve kemiklesme bolgelerinde bulunan alkali

fosfataz da, bilinmeyen bir yolla kalsifikasyona yardim etmektedir.

2.1.4. Kirik lyilesmesi ve Mekanizmasi

Kirik, bir travma sonucu ya da patolojik bir olayin etkisiyle kemigin
biitiinliigliniin bozulmasidir. Kemik biitiinliigiindeki bozukluk makroskopik diizeyde
goriilebildigi gibi mikroskopik 6l¢iide de olabilir.

Kirik meydana geldigi anda tamir de baslar ve kirik u¢larinin lameller kemikle
birlesmesine kadar devam eder. Kemik dokusu ciltle kiyaslandiginda, onarimdan
ziyade rejenerasyonla iyilesen 6zel bir dokudur. Ayrica kemik, diger dokulardan
farkli olarak skar dokusu olusturmadan iyilesme gosterir. Kirik iyilesmesindeki
siirec, su sekilde isler:

¢ Kirlmis olan kemik uglarinin veya parcalarinin periosteum ve endosteum kokenli
kallus olusumu yoluyla kararli hale getirilmesi.

e Kemik siirekliliginin ve biitiinliigliniin kemiklesme yoluyla saglanmasi.



e Damarsiz ve Olii sahalarin, haversiyan tipi yeniden modellenmeyle ortadan

Sl

kaldirilmasi.

Kirk bolgesindeki ag¢i farkliliklari ve hizalama sorununun, yeniden modellenme

yoluyla bir noktaya kadar giderilmesi.

Kirik iyilesmesinin son basamaginda, islevsel uyumun yeniden temin edilmesidir.
Kemik iyilesmesi temel olarak 4 fazda olugmaktadir:

Hematom ve inflamasyon fazi

Granulasyon fazi

Kallus fazi

Yeniden sekillenme fazi

1. Hematom ve inflamasyon Fazi: Kirik meydana geldiginde kemik matriksi yikilir
ve kiriga bitisik kemik hiicreleri o6liir. Hasara ugrayan kan damarlan bolgesel
kanamaya yol agar ve bir kan pithtis1 meydana gelir. Bunu takiben kirik araligini ve
komsu yumusak doku aralarim mediiller ve periferik damarlardan gelen kan ve
plazma doldurur. Olusan hematom, kirik iyilesmesinde kritik 6neme sahip hiicresel
faaliyetlerin baslamasim saglayan sinyal veren molekiiller icerir. Mesela IL-1 ve IL-6
gibi sitokinlerin salgilanmasimi saglayan inflamasyon hiicreleri kirik iyilesmesinin
erken fazinin diizenlenmesinde énemli yere sahiptir.

Iyilesme siirecinde piht1, hiicreler ve hasar goren kemik matriksi makrofajlar
tarafindan ortadan kaldirilir.
2. Granulasyon Fazi: Hematom Kkitlesi kapillerlerin dilatasyonu ile hiperemi
gosteren ve hizla prolifere olan hiicresel graniilasyon dokusu ile ¢evrilir. Hematomun
sivi kisimlart rezorbe olarak, kati kisimlart ise organize olarak kaybolurlar. Kirik
etrafindaki periosteum ve endosteum hizli ve yogun hiicre ¢ogalmasi ile yanit
vererek kirig1 saran bir doku hazirlar ve kirik uclari arasina go¢ eder. Boylece geng
bir granulasyon dokusu olusur. Bu doku kaybolan hematomun yerini alarak kirik
araligin1 doldurur.
3. Kallus Fazi: Bu fazda endokondral ve intramembrandz kemiklesme yoluyla
birincil kemik meydana gelir. Birincil kemikten olusmus diizensiz seritler, gegici
olarak kirik uglarimi birlestirerek hizli bir bigcimde kemik kallusunu olusturur. Bu

yeni dokuda hiicre sayis1 azalmaya baslar. Cevresinde ise osteojenik hiicreler artmig
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ve osteoblastlar halinde farklilagmistir. Yiiksek diizeyde osteoblastik aktivite ve
mineralize kemik matriksi olusumuyla karakterizedir.

Bir hafta icerisinde kan damarlar1 ¢evresinde kiigiik bolgeler halinde geng¢ bir

kemik dokusunun yer aldigi goriiliir. Bu doku osteoblastlar tarafindan salgilanan
osteoid adi verilen kemik ara maddesidir. Sonrasinda biyokimyasal olaylar
sonucunda meydana gelen Ca tuzlart bu doku iizerine birikerek, ag seklinde kirik
uclar arasinda uzanan kopriiler tarzinda kallus yapiy1 olusturur.
4. Yeniden Sekillenme Fazi: Yeniden sekillenme fazi, kemigin optimal fonksiyon
ve giiciinil tekrar kazanabilmesi i¢cin morfolojik adaptasyon gosterdigi son asamadir.
Kirik uglarinin ¢ok iyi sekilde karsi karsiya gelmedigi olgularda subperiostal bolgede
asirt derecede olusan yeni kemik dokusu da gecen siire i¢inde rezorbe edilecektir.
Bunun sonucunda kemik normal anatomik sekil ve goriinlisiinii yeniden
kazanacaktir.

Kemik onarim siirecinde kemik iizerine gelen kuvvetler kemik kallusunun
yeniden sekillendirilmesine yarar. Eger bu kuvvetler kemik biiylimesi sirasinda
gerceklesen ve dolayisiyla kemigin yapisini etkileyen kuvvetlerle ayniysa kallusun
birincil kemik dokusu kademeli bir sekilde rezorbe olup emilerek ikincil doku ile
yenilenir ve kemik yeniden sekillendirilerek ilk yapisina kavusur. Bu diizen i¢inde
olusan kirik iyilesmesine sekonder kirik iyilesmesi denir. Eger kirik uglar basing
yaratilarak birbirine yaklastinlmiglar ve bu sekilde fikse edilmislerse kallus
olusmadan bir iyilesme meydana gelir. Bu tiir iyilesmeye de primer kirik iyilesmesi

denir.

2.2. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kemik iyilesme siireci icerisinde bircok faktor iyilesmeyi etkilemektedir.
Bireyin yasi, direnci, sistemik hastaliklari, kingin sekli, lokal ve genel hastaliklar
iyilesmeye etki etmektedir. Kemik iyilesmesini etkileyen faktorler ile ilgili belirtilen
tim bilgiler Cetingiil (2002), Weinstein and Buckwalte (2009)’ nin kitaplar ile
Maeda et al. (1988), Dogan et al. (2001), Kalfas (2001), Morley et al. (2001),
Kiligoglu (2002), Luppen et al. (2002) Cao et al. (2002), Elmali et al. (2002),
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Feitelson et al. (2003), Harder and An (2003), Erdogan (2007), Cannon (2008),
Manolagas and Parfitt (2010)’ in yayinlarindan elde edilmistir. Kemik iyilesmesine

etki eden faktorler lokal ve sistemik faktorler bagliklar altinda toplanabilir.

2.2.1. Lokal Faktorler

Kirik iyilesmesinin siiresini ve kalitesini etkileyen lokal faktorlerden bir
tanesi kirigin tipidir. Travma sonras: kirik bolgesinde kemik kaybi olmasi, gelen
kuvvetin yoniine ve kaslarin ¢ekme kuvvetine bagli olarak kirigin istenilmeyen
sekilde yer degistirmesi, ¢ok parcali kirik olusu, kirik ¢izgisinin 6zelligi, dis ortamla
iliskide olmas1 veya kirik hattinda dislerin bulunmasi gibi nedenler iyilesmeyi
olumsuz etkilemektedir.

Uygulanacak tedavi ne olursa olsun prensiplere uyulmadigi takdirde kirik
iyilesmesinin gecikecegi bir gercektir. Hatali fiksasyon yapilmasi ve kirik bolgedeki
araligin fazla olmasi iyilesmeyi geciktirebildigi gibi hi¢ kemiklesme olusmayabilir.
Kirik uclar her zaman anatomik formuna en yakin sekilde kars1 karsiya getirilip
fiksasyonu yapilmalidir.

Lokal patolojik durumlar kirik bolgesinde kemigi zayiflatarak spontan kirik
olusumuna neden olabildigi gibi kirik olustuktan sonra da iyilesmeyi
zorlagtirmaktadir. Kemik ve cevre dokularda olusan ¢esitli neoplaziler disinda kirik
bolgesindeki akut veya kronik enfeksiyonlar da kemik iyilesmesi siirecinde engel
teskil etmektedir. Maksillofasiyal bolge diisiiniildiigiinde cenelerde olusan kiriklarda,
kirik hattinda enfeksiyon kaynagi olusturan dislerin bulunmasi ya da cilt veya
yumusak doku yaralanmalariyla birlikte goriilen travmalarda bodlgede enfeksiyona
acik durumlarin olugmasi sayilabilecek sebepler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yiiksek dozda radyasyon da kemik iyilesmesinde olumsuz etkiler ortaya
cikarmaktadir. Radyoterapi goren hastalarda kemigin mineral metabolizmasi
baskilanmakta, kemik yapisal olarak zayiflamakta ve damarsal yapi bozularak

kanlanma azalmaktadir.
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2.2.2. Sistemik Faktorler

Kirk iyilesmesinde etkili olan sistemik faktorler; yas, genel tibbi durum,
hormonal denge, kullanilan ilaclar, beslenme durumu ve aligkanliklar olarak
sayilabilir.

Yas arttikga osteoblastik aktivitede azalma meydana gelmektedir. Yasla
orantili olarak mezensimal hiicre farklilagsmasi, yeni kemik dokusu olusumu ve
yeniden sekillenme gen¢ bireylerde yasghilara gore daha hizhidir. Ayni zamanda
yaslilarda spontan kirik olusumu ve kirik iyilesmesinde gecikmeler olmasi ihtimali
daha yiiksektir.

Diyabet, anemi, tiiberkiilloz gibi hastaliklarda kirik iyilesmesi sekteye
ugramaktadir. Kronik hastaliklarda iltihabi olaylar meydana gelmesi nedeniyle
kalsiyum metabolizmas1 da etkilenmektedir. Artan 16kositlerin proteolitik enzimleri
matriksin bozulmasina sebep olur ve bu sekilde osteoid olusumunu engeller.

Kalsitonin ve parathormon kemik metabolizmasina etki eden polipeptid
yapidaki hormonlardir. Kalsitonin plazmadaki kalsiyum ve fosfor diizeylerini
dusiirtip kemik yapimim arttirirken, antagonisti olan parathormon dogrudan kemige
etki ederek rezorpsiyonu arttirir. Ostrojen eksikliginde osteoporoz ortaya cikar.
Overektomi yapilmis hayvanlarda 6strojen sentezinin de durmus olmasindan dolay1
kirik iyilesmesinin geciktigi bildirilmistir. Biiyiime hormonu ve diger anabolizan
hormonlar, proteine bagli Ca artisim1 etkileyerek kirik iyilesmesine yardimci
olmaktadir. Kortizon osteoblast gelisimi ve matriks olusumu icin gerekli
yapitaslarinin sentezini yavaglattigindan kirik iyilesmesini geciktirir.

Uzun siireli  kortikosteroid ilaglarin  kullanildigi  hastaliklarda  kirik
iyilesmesinin olumsuz etkilendigi bildirilmistir. Non-steroid antienflamatuar ilaclarin
prostoglandinlerin osteoblastik aktiviteyi arttirici etkisini ortadan kaldirmasi
nedeniyle kirik iyilesmesine olumsuz etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Kirik olusan hastalarda metabolik gereksinim de artmaktadir. Kalsiyum ve
fosfor kayiplar1 ya da vitamin eksiklikleri matriks mineralizasyonunu azaltarak kirik
iyilesmesini olumsuz etkiler.

Sigara ve kronik alkol kullaniminin viicutta gosterdigi bircok olumsuz etkinin
yaninda kemik yapimim azalttiklarn da bildirilmistir. Sigarada bulunan nikotinin
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vazokonstriiktor etkisi kirik bolgesine giden kan akimini azaltarak beslenmeyi bozar.
Alkol ise kirik iyilesmesindeki olumsuz etkisini osteoblast aktivitesini bozarak

gostermektedir.

2.3. Kirik Iyilesmesinin Degerlendirilmesi

Kirik iyilesmesinde baglangictan itibaren her asama birbiriyle iligkili hiicresel
ve biyokimyasal olaylar1 icermektedir (Cornell 2004). Marcsh and Li (1999), kirik
iyilesmesinin temelini olusturan olaylari; 1) kirik sahadaki hiicresel olaylar, 2) kirik
kemigin ve ¢evre yumusak dokularin revaskiilarizasyonu 3) kirik ortaminin mekanik
durumu olarak siniflandirmistir. Bu durumda yapilan deneysel calismalarda kirik
sahadaki hiicresel aktivite, damarlanma ve kiritk hattimin mekaniksel direnci
Olciilebilirse kirik iyilesmesi hakkinda bilgi sahibi olunarak yorum yapilabilir.

Tiim iyilesme safhalarim1i nelerin  kontrol ettigi giiniimiizde hala
karmagsikligin1 korumaktadir. Kirik iyilesmesinin ilk fazi olan hematom ve
inflamasyon safhasindaki hematom hiicresel faaliyetlerin baglamasini saglayan sinyal
veren molekiiller igcerir ve kirik iyilesmesinin erken doneminde cok Onemlidir.
Inflamasyon hiicreleri interlokinler gibi ¢esitli sitokinler salgillar ve kirik
iyilesmesinin erken fazimi diizenler (Grundnes and Reikeras 1993). Histopatolojik
olarak iltihabin dolayisiyla inflamasyonun olgiilmesi bize hem kirik iyilesmesinin
asamas1 hakkinda hem de deneysel olarak uygulanan yontemin inflamasyona etkisi
hakkinda bilgi verecektir.

Kirik olustugu anda kirik fragmanlar arasindaki damarsal diizen bozulacaktir.
Kirik uclar bir araya geldigi takdirde normal sartlarda ¢evresel damarlardan yeni
kapillerler ortaya ¢ikarak damarlanmay1 saglayacaktir. Bu olaya angiogenezis denir
(Marcsh and Li 1999). Histomorfometrik olarak kirik olusumu sonrasi herhangi bir
asamada yeni damar sayilar1 Olgiilebilmesi miimkiindiir. Cevresel olarak iyi bir
kanlanmanin olmas1 angiogenezisi dolayisiyla osteogenezisi etkileyecektir. Sistemik
sebeplerle veya cerrahi olarak olusturulan kiriklardaki vidalardan ya da osteotomiden
kaynaklanan doku beslenmesinin bozuldugu durumlarda nekrotik kemik odaklar

ortaya cikabilir. Nekrotik dokular ya rezorbe olarak yeni kemikle dolacak ya da
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kapillerler tarafindan beslenerek iyilesecektir. Bu dokularin histolojik olarak
goriintiilenmesi ise bize kemik iyilesmesi sirasinda dokunun beslenmesindeki
aksaklig1 gosterecektir.

Kirik iyilesmesinin graniilasyon safhasinda hizli hiicre proliferasyonu ile
damardan zengin fibr6z dokularin olusumu artacaktir. Fibrozisin deneysel olarak
artmast 2 farkli durumu ortaya c¢ikarabilir. Rijit fiksasyonu yapilmayan kiriklarda
fibroz doku artist immobilizasyonu olumsuz etkileyerek kirik iyilesmesini
geciktirebilir. Fakat damardan yogun bir doku olmasi nedeniyle hareketsizlik
saglandig1 takdirde kirik araligini dolduran bu dokunun hizlica kallus formasyonu
olusturacagi bilinmektedir (Junqueira and Carneiro 2009). Bu sebeplerden kirik
hattindaki fibrozis oraninin degerlendirilmesi kirik iyilesmesi agisindan Onemli
bilgiler vermektedir.

Hiicresel diizeyde mezensimal hiicreler lokal ve sistemik ajanlara
proliferasyon, diferansiyasyon ve hiicre dis1 matriks sentezlenmesi olarak cevap
verir. Granulasyon dokusunun kallusa doniistiiriilmesinde ve olusan kemigin yeniden
sekillendirilmesinde kemik formasyonunda etkili hiicreler gorev alir (Marcsh and Li
1999). Osteoblastik aktivite ile mineralize kemik matriksi olusacak ve sonrasinda
kirik sahada osteoid denilen kemik ara maddesi olusacaktir. Kademeli bir sekilde
rezopsiyonu olusan kemigin yeniden sekillenme ile son halini almasinda
osteoklastlar etkili olacaktir. Osteoblastlar ve osteoklastlar kemik onarim siirecinde
dengeli bir sekilde caligsarak gorev alirlar. Bu dengenin osteoklastik aktivite yoniinde
bozulmas1 kemik iyilesmesini olumsuz etkileyecektir (Cormack 1997, Cetingiil
2002). Histomorfometrik olarak kemik iyilesmesi sirasinda bu hiicrelerin sayilar
kemik iyilesmesi ile ilgili yapilan deneylerde kirik iyilesmesinin degerlendirilmesi
acisindan 6nem tagimaktadir.

Yeni kemik yiizey alan1 ise kemik iyilesmesi deneylerinde kullanilan kantitatif
veri elde edilmesini saglayan bir parametredir (Parfitt et al. 1987). Kemik
iyilesmesinin herhangi bir doneminde mikroskop ve ona bagh bilgisayar yazilimi
vasitastyla Ol¢iimii yapilarak kemik iyilesmesindeki kesin sonug elde edilir ve kemik

iyilesmesi hakkinda objektif yorum yapabilme imkam saglar.
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2.4. Kirik iyilesmesinin Hizlandirilmasi

Kirk iyilesmesi, kemigin yapisal biitiinlikk ve fonksiyonlarinin yeniden
saglanmasinda cesitli hiicre tipleri, biiyiime faktorleri ve genlerin birlikte uyumlu
calismasin1 gerektirmektedir (Cornell 2004). Bu faktorlerin birbiriyle iligkili olarak
kirik iyilesme siirecinin farkli asamalarinda farkli gorevler iistlenmesi, komplike
metabolik bir siire¢ ortaya ¢ikarmaktadir (Childs 2003). Bu tamir progesini saglamak
veya hizlandirmak amaciyla arastiricilar kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkileyen
sistemik ve yerel faktorlerin Oniine gecmeye calismakta ve boylece kirik tedavisini
daha kisa siirede bitirip hastanin normal giinlilk hayatina kavusmasim saglamak

amaci ile yeni girisimler ve tedaviler uygulamaktadir.

2.4.1 Kirik iyilesmesinin Hizlandirilmasinin Onemi

Her yil diinyada milyonlarca kirik vakasi goriiliirken, Tiirkiye’de de bu say1
yilda yiizbinlerle ifade edilmektedir (Temel ve Baysal 2009). Toplumda yash birey
sayisinin giin gectikce artmasi, kirik vaka sayilarim arttirmakta ve iyilesmede
gecikmeleri de beraberinde getirmektedir. Ayn1 zamanda osteoporoza bagli meydana
gelen kiriklar da 6nemli bir halk sagligi sorunu olusturmaktadir (Shen and Zhao
2010).

Kiriklarin biiyiik cogunlugu uygun tedavi protokolii saglandiginda problemsiz
bir sekilde iyilesmektedir. Ancak meydana gelen kiriklarin %5 ila %10 gibi bir
oraninda bu siire¢ kaynamama veya iyilesmede gecikme seklinde ortaya cikar
(Ryaby 1998, Griffin et al. 2008). Geg iyilesen kiriklar veya kaynamama goriilen
durumlarda sebepler bazen tam olarak Dbilinmemekle birlikte iyilesme
basamaklarindan birinde goriilen biyolojik veya biyokimyasal aksamalardan
kaynaklanabilir (Victoria et al. 2010). Bu durumda hastalar giinlitk aktivitelerini
yerine getirmekte zorlanmakta ve agri sikayetleri devam etmekte ve medikal
harcamalarin artmasi toplum iizerinde ekonomik bir yiik olusturmaktadir (Griffin and

Bayat 2011).
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Kirik iyilesmesinin hizlandirilmasi, toplumsal agidan hastalarin is hayatlarina
daha erken donmelerini saglayarak is giicii kaybim ve ekonomik giderleri
azaltmaktadir. Bireysel acidan ise tedavi siiresinin kisalmasi hastalara daha rahat ve
acisiz bir tedavi olanagi sunmakta ayn1 zamanda is hayatlarina ve sosyal hayatlarina
daha erken donen bireyler hem fiziksel hem de psikolojik agidan kendilerini daha iyi
hissetmektedir (Einhorn 1995). Bu sebeplerden dolayr kirik iyilesmesini
hizlandirmada etkili yontemlerin bulunmasi amaciyla yapilan ¢calismalarin sayist giin

gectikge artmaktadir.

2.4.2. Kirik lyilesmesinin Hizlandirilmas1 Amaciyla Kullamilan Yéntemler

Kemik iyilesmesini uyarmak amaciyla, medikal uygulamalar ve fiziksel

uygulamalar olarak ayrilabilen farkli yaklasimlar kullanilmaktadir.

2.4.2.1. Medikal Uygulamalar

flac uygulamalar1 kirik iyilesmesini hizlandirdigi diisiiniilen bir maddenin
sistemik veya lokal uygulanmasi seklinde yapilabilmektedir. Bu konudaki
arastiricilarin  yaptigi deneyler daha ¢ok D vitamini (Delgado et al. 1998) ve
kalsiyumun (Borrelli et al. 2003) agirlikta oldugu vitamin ve mineraller ve bilyiime
faktorleri (Lind et al. 1993, Gong et al. 2003) iizerine yogunlagmstir.

Delgado et al. (1998) yaptiklani calismalarinda, olgun sigcanlarin femur
kemiklerine kontrollii olarak osteotomi uygulamis sonrasinda da subkutan yolla D
vitamini vermislerdir. D vitamini uygulanan deney hayvanlarinda kontrol grubuna
gore 5. haftada mekanik direncin anlamli derecede artmis oldugunu gostermislerdir.
Ayni zamanda deney grubunda kandaki D vitamini seviyelerinin olusan kallusun
mekanik direnciyle dogru orantili oldugu bulunmustur. D vitamininin kalsiyum
metabolizmasinda Onemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Kemik iizerindeki
etkisinin ise indirekt olarak mineral dongiisiine olan tetikleyici etkisinden

kaynaklandig bildirilmistir (Arnaud and Naja 2011).
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Borelli et al. (2003) kirik tedavileri basarisiz olan hastalarda kalsiyum siilfat
kullanarak otojen iliak kemik greftinin hacmini artirmay1 amaglamislardir. Hastalarin
uzun kemiklerindeki kiriklara kalsiyum siilfatin uygulandigi bu calismada kullanilan
yontemle kemik yapiminin hizlandirilabildigi belirtilmistir. Bunun disinda kalsiyum
siillfatin kemik olusumu sirasinda gerekli olan kalsiyum iyonlar1 i¢in depo gorevi
gordiigii bildirilmistir.

Biiyiime faktorlerinin de kirik iyilesmesini diizenledigi ge¢miste yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Lind et al. 1993, Bostrom et al. 2000). TGF-f
(doniigtiiriicii  bliylime faktorii), IGF (insiilin benzeri biiylime faktorii), FGF
(fibroblast biiyiime faktorii) gibi biiyiime faktorleri hiicresel proliferasyon,
diferansiyasyon ve protein sentezleme mekanizmalarinda tetikleyici rol oynayarak
kirik iyilesmesinin hizlandirilmasina katkida bulunurlar (Bodamyali et al. 1998).
Lind et al. (1993) yaptiklar1 ¢alismalarinda tavsan tibiasinda osteotomi uygulamislar
ve deney grubundaki sicanlara lokal olarak TGF-B enjeksiyonu yapmislardir. Elde
edilen bulgulara gore deney grubundaki tavsanlarda yeni kemik yapimi 6. haftada
kontrol grubuna gore anlamli derecede artis gostermistir. Deney hayvanlarina IGF
enjeksiyonu yapilan bir bagka calismada (Stewart et al. 1999) arastiricilar tavsan
mandibulasina distraksiyon uygulamislar ve IGF enjeksiyonu yapilan grupta
osteoblastik aktivitenin anlamli derecede arttigim bildirmislerdir. iskelet sisteminde
bulunan bir biiyiime faktorii olan IGF, 6zellikle kortikal kemik olusumu ve kemik
matriksi sentezini tetikler. Kirik iyilesmesinin angiogenezis safthasinda etkili olan bir
diger biiyiime faktorii FGF, vaskiilarizasyonu ve kanlanmayr arttirarak kirik
iyilesmesini olumlu etkilemektedir (Tepper et al. 2004). Gong et al. (2003)’ da
calismasinda deney hayvanlarinin mandibulalarina kontrollii olarak osteotomi
yapmislar ve disaridan lokal olarak FGF uygulandiginda deney grubunda
mikrovaskiiler yapilarin kontrol grubuna goére artis gosterdigini bildirmislerdir.

Boylece kanlanmanin arttigi kirik sahasinda iyilesme daha hizli olmaktadir.

2.4.2.2. Fiziksel Uygulamalar

Giiniimiizde kemik iyilesmesinin hizlandirilmasi amaciyla en sik kullanilan

fiziksel yontemler diisiik yogunluklu ultrason uygulamasi ve elektriksel stimulasyon
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olmakla birlikte simdiye kadar bircok farkli yontem oOnerilmistir (Victoria et al.
2009). Sok dalga tedavisi (Hsu et al. 2003), diisiik enerjili lazer uygulamasi
(Garavello et al. 2003) ve hiperbarik oksijen tedavisi (Gill and Bell, 2004) uygulanan
diger yontemlerdir.

Sok dalga tedavisi genellikle iirolojide, iiriner sistemdeki taslarin tedavisi
amaciyla yiiksek frekans ve enerjide kullanilan bir yontemdir (Wang 2012). Kemik
iyilesmesindeki etkinligi tartismali olmakla birlikte iizerinde calisilan bir konudur.
Sok dalgalarinin kemik hacminde ve direncinde artisa neden oldugu anlasilmis ve
kirik iyilesmesini stimule edebilecegi diisiiniilmiistiir (Elster et al. 2010). Delius et al.
(1995) sok dalgas1 uyguladigi tavsan femurlarinda kortikal kemikte apozisyonun
sagladigimi ve trabekiillerin arttigini bildirmislerdir. Kusnierczak et al. (2000)
yaptiklar ¢alismalarinda yiiksek enerjide iletilen sok dalgalarinin osteoblastlarin tip-I
kollajen sentezini azalttigini ve olumsuz etki yarattigini dile getirmislerdir. Hsu et al.
(2003) ise sok dalga tedavisinin kirik iyilesmesinin sadece erken fazinda etkili
oldugunu belirtmislerdir. Bu uygulama kemik iyilesmesinde kullanilan standart bir
yontem haline gelmemistir ve {iizerinde daha fazla calismanin yapilmasi
gerekmektedir (Birnbaum et al. 2002).

Diger bir fiziksel tedavi sekli olan diisiik enerjili lazer uygulamalarinda
siklikla. He-Ne (Helyum-Neon) lazerler kullamilmaktadir. Kirik iyilesmesi
stimulasyonu icin uygulanan dozlar 0.03 ile 4 Joule arasinda degismektedir. Fakat bu
uygulama i¢in de yeteri kadar calisma olmamakla birlikte yapilan ¢alismalarda da
celigkiler s6z konusudur. Siganlarin tibialarinda bilateral osteotomi yapildiktan sonra
2-6 hafta siiren He-Ne uygulamasinin kirik iyilesmesine etkisi olmadigina dair sonug
elde edilen bir calisma yapilmistir (David et al. 1996). Garavello et al. (2003) ise
ayn1 uygulamanin siganlarin tibialarinda kemik iyilesmesini stimule ettigini
bildirmislerdir.

Muhonen et al. (2002), hiperbarik oksijen tedavisini kullanarak radyoterapi
uygulanmis tavsan mandibulalarinda distraksiyon sonrast kemiklesme miktarini
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar hiperbarik oksijen uygulamasinin distraksiyon
sahasindaki kemiklesmeyi anlamli derecede arttirdigini gézlemlemislerdir. Yiiksek
basin¢h oksijen altinda plazmada ¢oziinmiis oksijen miktar1 artmaktadir. Damarsal

yapilarin ve kanlanmanin bozuldugu durumlarda hiperbarik oksijen tedavisi yara
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iyilesmesi iizerinde olumlu etkiler gostermektedir. Kirik iyilesmesi acisindan da
hiicresel aktiviteyi arttirmalari, protein sentezini arttirmalar ve yaralanmis dokularda
damarlarin olusumunu tekrar saglamalar nedeniyle olumlu etkileri bildirilmistir (Gill
and Bell 2004).

Diisiik yogunluklu ultrason uygulamast kirik iyilesmesinin hizlandirilmasi
amaciyla kullanilan diger bir tedavi alternatifidir. Ultrason bir ¢esit mekanik enerji
tipidir ve dokularin igerisinden akustik dalgalar halinde iletilir. Tipta uzun zamandir
teshis ve tedavi amaciyla yaygin olarak kullamlmaktadir. Kirik iyilesmesindeki
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla Azuma et al. (2001), cift tarafli femur
osteotomisi yaptiklar1 sicanlari 4 gruba ayirmig ve farklt donemlerde diisiik
yogunluklu ultrason uygulamasi yapmislardir. Elde edilen sonuglara gore tiim
gruplarda kontrol tarafina gore kemiklesmede artis oldugunu gdéstermislerdir. Bu
sebeple diisiik yogunluklu ultrason uygulamasinin kirik iyilesmesinin tim
asamalarinda etkili oldugunu bildirmislerdir. Ancak tavsan tibiasinda distraksiyon
sonrasi diisiik yogunluklu ultrasonun uygulandigi baska bir caligmada distraksiyon
sahasindaki kemiklesmede olumlu etkilerin gézlenmedigi bildirilmistir (Tis et al.

2002)

2.5. Kirik Iyilesmesinde Elektromanyetik Alan Uygulamalari

Kirik iyilesmesinde giivenli ve etkili bir tedavi metodu oldugu FDA (Food
and Drug Administration) tarafindan da onaylanan diisiik frekansl elektromanyetik
stimulasyon kirik iyilesmesinde noninvaziv ve diisiik komplikasyon oranina sahip bir
metottur (Bassett 1989).

Elektrik ve elektromanyetik alanlar kemik iyilesmesinde, mekanik kuvvet
uygulamalariyla benzer prensiplerle rol oynamaktadir. Ilk olarak mekanik uyaran ile
kemikte bir elektriksel polarizasyon meydana gelmesi elektrik ile tedaviyi giindeme

getirmistir (Fukada and Yasuda 1957).
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2.5.1. Kemigin Elektriksel Ozellikleri

Kemik dokusunun da diger biyolojik dokular gibi elektriksel 6zellikleri vardir.
Uzun kemiklerin diyafizleri istirahat halindeyken pozitif, taze kirik bolgeleri ve
biiylimekte olan canli kemik dokular1 ise negatif yiikliidiirler (Freidenberg and
Brighton 1966, Hastings and Mahmud 1988).

Kemikte mekanik giiclere bagli olarak endojen elektriksel sinyaller olugsmasi ve
sonrasinda kemik hiicrelerinin aktiviteleri sonucu yapim ve yikim olaylart meydana
gelmesi uzun yillardan beri kabul gérmiistiir (Singh and Saha 1984). Bu tip yiikler
sonucu olusan potansiyellerden birincisi olan piezoelektrik potansiyel, kollajen
matriks iizerindeki baskiya bagli deformasyon sonucu olusur. ikincisi ise elektriksel
potansiyeldir ve yiik tasiyan kemiklerdeki siirekli iyon akisindan kaynaklanir
(Hastings and Mahmud 1988).

Mekanik giiclere bagl olarak meydana gelen elektriksel degisikler ilk defa
Fukada and Yasuda (1957)'nin piezoelektrik iizerine yaptigi calismayla ortaya
konmustur. Sonrasinda bu teori gelistirilerek kemigin, iizerine gelen yiikler ile
yeniden sekillendigini savunan Wolff Kanunu ile iliskilendirilmistir (Friedenberg
and Brighton 1966). Boylece biyofiziksel anlamda Wolff kanununu esas alarak
kemigin elektromekanik o6zelliklerinin tanimlanmasi saglanmistir (Singh and Saha
1984). Aktif remodeling olan veya mekanik giiclere bagh olarak olusan kemik
formasyonuyla elektriksel uyarilarin uyumlu oldugu daha sonraki calismalarla da
anlagilmigtir (Spadaro 1997).

Kemigin pyroelektrik o6zelligi 1sindiginda yiizeyinde elektrik yiiklerinin
olusmasidir. Ancak sicakkanli organizmalarda 1s1 degisiminin elektrik potansiyeli
tiretecek kadar fazla olup olmadigi siiphelidir. Kemikteki ferroelektrik ozellik ise
kemigin biiyiime siirecinde degisimler olusturan, spontan elektrik dipol hareketlerine
sahip olmasidir (Erdem 2006).

Kemik icindeki ekstraselliller sivimin deforme edilen kemikte, sikisma
bolgesinden gerilme bolgesine dogru aktigi tespit edilmistir. Bu akim sirasinda sivi
icindeki iyonik yiklerin transferiyle diisiik siddetli elektriksel akim olugmaktadir
(Erickson 1974, Aaron et al. 1989, Erdem 2006). ilk defa strese maruz kalan

kemiklerde konkav taraftan konveks tarafa dogru gelisen bir elektrik potansiyeli
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olusmaktadir. Bu elektrik potansiyel, piezoelektrik potansiyellerle birlikte, kirik
iyilesme fazlarim1 kontrol eden mekanizmalar arasinda kabul edilmektedir (Isaacson

and Bloebaum 2010).

2.5.2. Elektromanyetik Alan Kavramm

Manyetik alan elektrik yiiklii parcaciklar hareket ettiginde ortaya c¢ikar (Paul
and Nasar 1987). Manyetik alan bir gozlemciye gore diizgiin dogrusal (ivmesiz)
hareket eden yiiklerin (pargaciklarin) olusturdugu bir alan olarak tarif edilirken,
elektrik alam ise bir goézlemciye gore duran yiiklerin olusturdugu bir alan cesidi
olarak tamimlanabilmektedir (Cinar 2006). Elektromanyetik kuvvet elektrik yiiklii bir
parcacigin manyetik alandan gecerken iizerine etki eden kuvvettir.

Manyetik alan siddet birimi Oersted dir ancak manyetik alan daha yaygin
olarak manyetik aki yogunlugu olarak tanimlanmaktadir ve daha ¢ok Gauss veya
Tesla birimleriyle olciilmektedir. Manyetik alan icindeki 1cm’lik bir yiizeyden bir
kuvvet ¢izgisi geciyorsa o noktadaki manyetik kuvvete sahip manyetik alanin siddeti
1 Oersted yani 1 Gauss olarak kabul edilmekle birlikte 1 Gauss ise 10 Tesla'dir
(Durmus 1999). Manyetik alan, giinlik yasamimizda her yerde karsimiza
cikmaktadir. Akim geciren her sey, manyetik alan olusturur. Miknatislar manyetik
alan olusturur, hatta diinyanin akigskan olan i¢ kesimleri dahi diinyanin manyetik
alanint olusturur (Cinar 2006). Diinyanin; yeryiiziindeki biitlin canlilarin yasam
fonksiyonlarim diizenli bir sekilde devam ettirebilmesi i¢in gerekli olan bir manyetik
alan1 vardir (Durmus 1999).

Eger bir gozlemciye gore yiiklii pargaciklar hareket etmiyorsa, orada sadece
elektrik alan vardir. Eger yiikler hareket halindeyse, gozlemciye gore yiiklii
parcaciklarin hareketinden 6tiirii gézlemci elektrik alanin yani sira bir de manyetik
alanin etkilerini hissedecektir. Faraday ve Maxwell, bu olgularin yiiklerin
gozlemcilere gore hareketlerinden kaynaklandigini ve zamana bagl olarak degisen
manyetik alanin bir elektrik alan olusturacagimi ve ayni zamanda, zamana bagh

olarak degisen elektrik alanin bir manyetik alan olusturacagini buldular ve
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formiillestirdiler. Elektromanyetik alan, aslinda manyetik alanla elektrik alanin
birlestirilmis asil halidir (Cinar 2006).

Elektrik ve manyetik alan uygulamalar1 saglik alaninda teshis ve tedavi amaclh
karsimiza c¢ikmaktadir. Yumusak doku yaralarinin iyilesmesinin (Ulukut ve ark.
2005) ve kemik kiriklarinin kaynamasinin hizlandirilmasi amaciyla (Sharrard 1990,
Midura et al. 2005, Gupta et al. 2009) kullanilmasinin yaninda viicudun cesitli
bolgelerinin goriintiilenmesi ve sinir sisteminin degerlendirilmesi amaciyla da

kullanilmaktadir (Paul and Nasar 1987).

2.6. Kirik lyilesmesinin Hizlandirilmasinda Darbeli Elektromanyetik Alan

Uygulamalari

Kemigin piezoelektrik 6zelliklerinin bulunmasiyla birlikte (Fukada and Yasuda
1957) kemik iyilesmesinde elektromanyetizmanin kullanilmasina olan ilgi artmistir.
Ik olarak Bassett (1964), elektriksel uyarilmayla kemik formasyonu oldugunu
gostermistir. Bu c¢aligmalardan sonra kemige elektrotlarin yerlestirilmesiyle
uygulanan direk stimulasyon teknigi ilgi uyandirmis ve uygulanmaya baslanmigtir
(Friedenberg et al. 1971). Paterson ve ark. tarafindan 1980 yilinda bu sisteme ait bir
calisgma yayinlanmistir. Gergeklestirdikleri ¢alismada kaynamayan uzun kemik
kiriklarinda bu yontemden yararlanarak %86’lik bir basann elde ettiklerini
bildirmislerdir (Paterson et al. 1980). Her ne kadar direk elektrik stimulasyonu bazi
calismalarda basarili olarak bildirilmis olsa da (Dwyer 1974, Paterson 1980) zamanla
disaridan elektrot uygulamasinin bircok dezavantajlart ortaya ¢ikmistir. Cogu kirik
acik rediiksiyona gerek kalmadan, spontan olarak iyilesecektir ve daha hizh
iyilesmesi icin elektrot yerlestirilmesi yaninda enfeksiyon riskini de getirmektedir.
Bu elektrotlarin ¢ikarilmasi igin ikinci bir cerrahi islem gerekmektedir. Ayni
zamanda, tim elektrotlarin uygulama sirasinda bir miktar elektrolize ugramasi
nedeniyle ortaya ¢ikan bazi elektrokimyasal iirlinlerinin osteogenez lizerinde zararl
etkileri olabilecegi diger bir dezavantajdir. Ayrica kirik alanma gore elektrotlarin
kiigiik olmas1 nedeniyle ister dogru akim, isterse de atimli uygulansin, elektrotlarin

stimulasyonu ile kemik formasyonu sinirlidir. Bu nedenle yeterli etki elde etmek i¢in
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uzun kemiklerde birden fazla elektrot kullanimi gereklidir (Bassett 1984, Otter 1998,
Erdem 2006). Bu sebeplerden dolayr bu uygulama terk edilmis ve cihazlan
tiretimden kalkmistir. Sonrasinda kaynama olmamis kirik vakalarinda kirik sahaya
disaridan uygulanan ve ilk olarak Bassett (1974) tarafindan kullanilmaya baslanmig
elektromanyetik alan popularite kazanmistir. Bu yontem, kirik yiizeyine temas eden
ve bir bobini iceren baglanti parcasi aracilifiyla elektrik akiminin iletildigi indirek
stimulasyondur. Elektrik, bobin icerisinden gecerek ortamda bir elektromanyetik alan
yaratir. Bu sekilde verilen elektrik dozlar1 bazen degistirilerek siirekli ya da kesikli
elektromanyetik alan elde edilebilmektedir.

Kirik iyilesmesinde, direk ve indirek stimulasyonun ortaya ¢ikardigi etkiler icin
degisik mekanizmalar tarif edilmistir. Direk stimulasyonda kemigin katot tarafinda
oksijen basincinin azalmasi, ph artmasi1 ve hidrojen peroksit gibi kimyasal madde
tiretiminin gerceklesmesi gibi degisimlerin osteoprogenitor hiicrelerin mitozunu
arttirarak osteoblastlara doniigiimlerini hizlandirdigi, dolayisi ile kemik yapimim
hizlandirdigi bildirilmistir (Bozic et al. 1999). Darbeli elektromanyetik alan
uygulanan kemiklerde ise parathormon ve osteoblast aktive edici faktorlerin bloke
oldugu belirtilmistir (Luben et al. 1982). Ayn1 zamanda darbeli elektromanyetik alan
endotel hiicre proliferasyonlarimi ve kapiller olusumunu arttirmakta, TGF-$ ve IGF
salinmmlarin1 tetiklemektedir. Ortaya c¢ikan bu etkiler kirik iyilesmesinin tiim
fazlarinda rol oynamakta ve kirik iyilesmesini stimule etmektedir (Patton et al. 1988,
Bodamyali et al. 1998)

Kemik iyilesmesi iizerinde etkili konulardan birisi uygulanacak
elektromanyetik alan frekansidir. Kemik iizerine olumlu etki saglayan frekans araligi,
kemikte normal fonksiyonel aktivite sirasinda olusan frekans seviyesine en yakin
olandir. Kemikte endojen iiretilen frekanslar 1 — 100 Hz arasinda degisim
gosterebilmektedir (Otter 1998). Diger bir ¢alismaciya gore hiicre membranlarindaki
proteinleri etkileyen elektromanyetik alan uygulamasinin yapisal degisiklilere neden
olmasiyla metabolik etkiler ortaya ¢ikmaktadir ve bu degisikliklere neden olabilecek
frekans araliklarn iskelet sisteminde normal fonksiyonel aktiviteler sonucu olusan
frekans araliklarinin disinda kalan frekanslardir (Brighton 1981).

Kemik iyilesmesine etkili bir diger faktéor DEMA yogunlugudur. Giiniimiize
kadar yapilan DEMA prosediirlerinde manyetik alan siddeti cesitlilik gostermektedir
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(Bassett 1984, Darendeliler et al. 1997, Satter et al. 1999, Atay ve ark. 2003, Midura
et al. 2005, Gupta et al. 2009). Ancak 0.2- 0.3 mT ik diisiikk manyetik alan siddetinin
kemik formasyonu i¢in yeterli oldugu bildirilmistir (Atay ve ark. 2005). Bassett et al.
(1982)’da 0.2 mT’lik manyetik alan siddetinin uygulandigr calismada kemik
formasyonundaki artisi anlamli bulmustur. Literatiirde manyetik alanin kisa siire de
olsa yogun uygulanmasinin tedavi iizerinde negatif etkisi bildirilmistir (Ulukut ve
ark. 2005). Bununla birlikte tedavi edici Ozellige sahip manyetik alanin ise diisiik
frekansh ve atim 6zellikli olmas1 gerektigi belirlenmistir. Bu 6zellige sahip darbeli
elektromanyetik alan ile tedavinin ila¢ tedavisine gore avantajlari;

1) sadece hedef organa etki ve ideal doz uygulamasi,

2) agnn ve acit hissinin azalmasina yardimci olmasiyla hasta konforunu
arttirmast,

3) tedavi giderlerini ve siiresini azaltmasi,

4) cerrahi miidahale ve anestezi gerektirmemesi seklinde siralanabilir (Temel
ve Baysal 2009).

Yillik yaklasik iki milyon gecikmis veya kaynamamis kirik vakasi meydana
gelmektedir (Einhorn 1995). Bu prevelans bu tip inat¢i kiriklarin iyilesmesine
yardimc1 olacak daha etkili tedavileri gelistirmek icin arastirmalarin devam etmesine
neden olmaktadir. Bunun disinda elektromanyetik alan uygulamalari deri ile temas
etmemesi, kontraendikasyon ve komplikasyonlarinin az olmasi, termal etkinin ortaya
cikmamasi ve terapistin zamanini almamasi gibi bazi avantajlara sahiptir. Bu yiizden
elektromanyetik alan uygulamalar alternatif ve etkili bir tedavi secenegi olmaktadir

(Kiilcti 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Plam

Prospektif, rastgele ve tek kor olarak planlanan bu ¢alismanin, Kobay Deney
Hayvanlar1 Laboratuar1 Sanayi ve Ticaret A.S. (Ankara, Tiirkiye) tarafindan
tiretilmis 40 adet, 12 aylik 386-534 gram (gr) (ortalama 454+42) agirhiginda erkek
Wistar Albino sican iizerinde gerceklestirilmesi planlandi (Ek 1). Sunulan arastirma,
Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul'u
(HADYEK) tarafindan degerlendirildi ve ¢alismanin etik kurallara uygun olduguna
dair 18/05/2010 tarihli 03 sayili belge alindi (Ek 2). Cahisma, SDU Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) tarafindan 2173-D-10 proje numarasi ile desteklendi (Ek
3).

Calisma sirasiyla; deney hayvanlarimin gruplandirilmasi, cerrahi uygulama
asamalari, DEMA uygulamasi, orneklerin hazirlanmasi, histopatolojik inceleme ve

histomorfometrik inceleme seklinde planland1 ve gerceklestirildi.

3.2. Deney Hayvanlari

Deney hayvanlari, tabami talas ile kapli 8 adet Eurotype-4 polikarbon kafese
(Radon®, Ankara, Tiirkiye) her birinde 5 adet sican olacak sekilde yerlestirildi.
Deney hayvanlarinin bakimi, 21£1°C sicaklikta, %55 bagil nem orani, 12 saat
aydinlik, 12 saat karanhk 151k periyodu standardim saglayacak ortamda
gerceklestirildi. Arastirma siiresince sicanlarin standart pelet formdaki sican yemine
(Poyraz Zirve® S-2, Kiitahya, Tiirkiye) ve musluk suyuna ad libitum olarak
ulagmalar1 saglandi.

Sicanlar, DEMA uygulanmayan kontrol grubu (n=10) ve 15 Hz sabit frekansta,
farkli siddetlerde (0,2 mT (n=10), 1 mT (n=10), 2 mT (n=10)) DEMA uygulanmasi
planlanan ii¢c caligma grubu olmak iizere rastgele dort gruba ayrildi ve 4 hafta siire ile

takip edildi (Tablo 1). 2 mT grubunda sakrifikasyon sonrasi beklenmedik bir sekilde
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hemen hemen biitiin plaklarda kirilmalarin goriilmesi nedeniyle bu grup i¢in deneyler

tekrar edilmistir.

Tablo 1: Arasgtirma gruplarini olusturan kontrol ve ¢alisma gruplart

DEMA o
Gruplar N uygulamasi Deney siiresi Su ve )(em
(hafta) (hafta) (ad libitum)
Kontrol 10 ) 4 .
0.2 mT 10 3 A .
1 mT 10 3 4 .
2 mT 10 3 4 .

3.3. Cerrahi

3.3.1. Cerrahi Oncesi Hazirhk

Tiim deney hayvanlarinin, cerrahi operasyon oncesi ve sakrifiye edildikleri 4.
haftada olmak iizere iki kez agirliklar olciilerek kaydedildi. Femur osteotomisinin ve
plakla fiksasyon isleminin cerrahi invaziv bir girisim olmas1 ve sicanlarin tamamen
hareketsizliginin saglanmas1 gerektigi icin c¢alismanin genel anestezi altinda
yapilmasi1 planlandi.

Genel anestezi verilmesi gereken deney hayvanlari i¢in kullanilmasi planlanan
ilag miktarlar1, sican agirliklart goz oniinde bulundurularak hesaplandi. Bu amagla
kullanilan anestezik maddelerden (Resim 1), ketamin hidrokloriir (HCl) (Ketalar®,
Pfizer, Tiirkiye) 90 mg/kg, xylazin HCl (Alfazyne®, Alfasan, Hollanda) 10 mg/kg
olarak 1 cc’lik insiilin enjektorlerine her sicanin agirligl ile orantili hazirlanarak

(Resim 2), intraperitonal (IP) enjekte edildi (Resim 3).
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Resim 1: Genel anestezi i¢in kullanilan ilaglar (Alfazyne %2,
Ketalar)

Resim 2: Deney hayvami agirligi, kafesi ve numarasi ile
etiketlenerek icerisinde deney hayvanimi genel anestezi altina
almak iizere anestezik soliisyon hazirlanmis insiilin enjektorleri
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Resim 3: Ketamin ve Xylazin HCI soliisyonlar1 hazirlanmis
insiilin enjektorii ile IP enjeksiyon

Penset ile ayak sikistirlldiginda refleks vermedigi ve kornea refleksi
goriilmedigi icin yeterli anestezi derinliine ulastigi anlagilan siganlarin sag ve sol
arka bacak iist yiizeyleri %10’luk povidon iyot soliisyonu (Poviiodeks®, Kimpa,
Tiirkiye) ile silinip dezenfekte edilerek tiraglandi (Resim 4). Cerrahi girisime hazir

hale getirilen sicanlar, cerrahi islemin uygulanacagi sahaya tasindi (Resim 5).

Resim 4: Dezenfeksiyonu saglanan bolgenin tiraglanmasi
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Resim 5: Deney hayvanlarinin aktarildigi cerrahi saha

3.3.2. Cerrahi Uygulama

Sican femur kemiklerinin distal yiizeylerine ulasmak amaciyla 15 no’lu bistiiri
ile 30 mm uzunlugunda insizyon yapildi (Resim 6). Cilt insizyonu yapildiktan sonra,
kiint disseksiyon ile cilt ve cilt alt1 yuamusak dokular (fasiya, kas) gecilerek femura
ulasildi. Femuru cevreleyen kas ve periost tamamen disseke edildikten sonra
osteotomi alanim dokulardan izole hale getirmek i¢in araya aliiminyum foliyo
yerlestirildi (Resim 7). Klempler yardimiyla femur, ¢ift tarafli olarak sabitlendi
(Resim 8).
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Resim 6: Cilt insizyonu

Resim 7: Tamamen agiga cikarilan femur ve aliiminyum foliyo
ile izole edilmesi
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Resim 8: Klempler ile cift tarafli sabitlenen femur

Femurda osteotomi ile olusturulacak kirik parcalarim rijit olarak fikse etmek
icin Oncelikle dort delikli titanyum mini plagin (Trimed®, Ankara, Tiirkiye) (Sekil 9)
femur kemigi iizerindeki yeri belirlendi. Delici celik frez kullamilarak disaridan
enjektor yardimiyla uygulanan serum fizyolojik sogutma ile vida delikleri acildi.
Osteotomi yapilmadan énce 7 mm uzunlugunda, 1,6 mm capindaki titanyum mikro
vidalarin (Trimed®, Ankara, Tiirkiye) (Sekil 1) iki tanesi osteotomi sonrasi rijit
fiksasyonu kolaylastirmak icin kirik hattinin bir tarafinda kalacak sekilde yerlestirildi
(Resim 9).

Sekil 1: Titanyum vida ve
plak
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Resim 9: Plagin yerlestirilmesi

Sonrasinda 0.5 mm c¢apindaki celik fissiir frezler kullanilarak, irrigasyon
altinda osteotomi yontemi ile kirik hatti olusturuldu. Kirnk pargalar arada bosluk
kalmayacak sekilde ug uca getirilerek titanyum mini plagin rijit fiksasyonu saglandi

(Resim 10).

Resim 10: Osteotomi sonrasi kirik pargalarin miniplak ve
vida ile fiksasyonu

31



Rijit fiksasyon sonrasi cerrahi alan serum fizyolojik ile irrige edilerek atik
dokular uzaklastirnildi. Kemik yiizeyinden disseke edilen kas ve cilt birlikte 3/0 ipek
sutur (Dogsan®, Trabzon, Tiirkiye) kullanilarak primer yara iyilesmesinin

saglanmasinda uygun sartlar1 hazirlamak amaciyla suture edildi (Resim 11).

Resim 11: Insizyon hattinin suture edilmis hali

3.3.3. Cerrahi Sonras1 Bakim

Cerrahi islem sonrasinda suture edilmis olan operasyon sahasi povidon iyot
soliisyonu ile dezenfeksiyon amaciyla, yara bolgelerine dikkat edilerek silindi.
Ozenli bir sekilde kafeslere yerlestirilen sicanlarin postoperatif donemde birbirlerine
zarar vermeleri engellendi. Agr kontrolii amaci ile operasyondan hemen sonra ve
takip eden 2 giin boyunca 1mg/kg/giin IP tramadol HCI (Contramal® 100mg ampul,
Abdiibrahim, Tiirkiye) ve enfeksiyon kontrolii amaci ile ayni sekilde operasyondan
hemen sonra baslanarak 3 giin boyunca 5 mg/kg/giin amikasin siilfat (Amikozit®

500 mg flakon, Eczacibasi, Tiirkiye) (Resim 12) intramuskiiler (IM) olarak verildi.
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Resim 12: Postoperatif uygulanan tramadol HCI ve amikasin siilfat

Giinliik yapilan kontrollerde sicanlarin genel saglik durumlart (genel
giigsiizlik, yem ve su aliminda azalma, dispne, cilt ve tily degisikligi vs.) takip
edildi. Kayit doneminde hicbir sicanda, calisma dis1 birakilmasini gerektirecek genel
saglik durumunda kotillesme veya asirt agirlhik kaybi (> %?20) gibi bulgular

izlenmedi.

3.4. Darbeli Elektromanyetik Alan Ureteci
Elektromanyetik alanin kemik iyilesmesi iizerindeki etkinligini arastirmak

icin, farkl siddetlerde uygulama yapabilen DEMA iireteci EMTS 3005S (BioMedsa,
SDU-KOSGEB, Isparta, Tiirkiye) kullanildi (Resim 13).
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Resim 13: DEMA cihazi (EMTS 3005S)

Kullanilan cihazin teknik 6zellikleri tablo 2’ de gosterilmistir.

Tablo 2: EMTS 3005S cihazinin teknik ozellikleri

AC Besleme 220V-15Hz
DC Besleme +12V
Gii¢ Harcamasi 15W
Sigorta 1 1A
Sigorta 2 150 mA
Cikas (0,2V)-(+12V)
2 Gauss, 10 Gauss, 20 Gauss
Calisma Sicakhigi -10 OC, +40 [IC
Calisma Siiresi 15 saat

EMTS 3005S cihazi, iic farkli siddette (0,2 mT, 1 mT ve 2 mT) DEMA
uygulayacak sekilde tasarlandi. Cihazda manyetik alani olusturmak icin Helmholtz
bobinleri kullanildi (Sekil 2, Resim 14). Bu bobinler yarigaplari a olan, birbirine
paralel ve diizlemleri arasindaki uzakliklar1 b kadar olan karsilikli bobinlerden
olusmus bir sistemdir. Bu sistemde elektromanyetik alan yonii 1, bobinlerin merkezi

ise z ile gosterilmistir (Sekil 2).
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A J

Manyetik Alan
Oretedi

Sekil 2: Sematik Helmholtz bobinleri (a: yarigap, b:
diizlemleraras1 uzaklik, 1: elektromanyetik alan yoni, z:
bobinlerin merkezi)

Resim 14: Deneyde kullanilan Helmholtz bobinlerden bir
tanesi

Bobinlerin her biri, 1 mm capinda yalitilmis bakir tellerden 180 sarim olacak

sekilde hazirlandi. Dairesel sarmal seklindeki her bir bobinin ¢cap1 6 cm’dir.
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Calismada uygulanmasi planlanan frekans ve siddet Olciimleri, EMTS3005S
cihazinin  giivenilirligini kontrol etmek icin SDU-KOSGEB BioMedsa ve
uygulamanin yapilacagt SDU Deney Hayvanlar1 laboratuarlarinda deneyler
oncesinde ve sirasinda olmak iizere ii¢c kez teslametre ve frekans Olger cihazi ile

(Sekil 3; Resim 15) tekrarlandi.

LGOM DOZENEG
A = —rr— > 4
i Som gy EMTS
4 |
OLGOM
ALETI
E
Y  J L

Sekil 3: DEMA 6lciim diizenegi

Resim 15: Siddet ol¢iim cihazi,
Teslametre

Cihazdan cikan kutup baglart icerisinde deney hayvanlarimi barindiran
dikdortgen kutularin karsilikli kisa kenarlarina, 2’ser tane dairesel sekilli sarmal

bobin gelecek sekilde adapte edildi (Resim 16). Helmholtz bobinlerin sarim sayisi ve
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cap1 arttikca karsihikli iki bobin arasinda DEMA uygulanabilecek mesafe
artmaktadir. Dairelerin ¢aplar kutunun tamamin1 DEMA’ya maruz birakacak sekilde
hazirlandi. Bu sebeple sicanlarin plastik kutu igerisinde nerede olursa olsun

DEMA’dan etkilenmesi saglandi ve herhangi bir hareket kisitlamas1 uygulanmadi.

Resim 16: Cihaz ve uygulama sirasinda kutularin goriintiisii

3.5. Darbeli Elektromanyetik Alan Uygulamasi

Operasyon tarihlerine gore her grup S’erli olarak ikiye bdliinerek DEMA
uygulamasina maruz birakildi. Islemler sirasinda cihaz ve deney hayvanlari
gozlenerek herhangi bir aksamanin olmamasi saglandi ve kesintisiz olarak uygulama
yapildi.

Kontrol grubu, operasyonu takiben 3 hafta boyunca herhangi bir DEMA
uygulamasi yapilmadan gozlendi. Deney gruplarina ise 3 hafta boyunca giinde 1 saat
siireyle, 15 Hertz sabit frekansta, 0.2 mT, 1 mT ve 2 mT olmak iizere 3 farkli siddette
DEMA uygulandi (Resim 17). Deney gruplarina DEMA uygulamasini takiben tiim
gruplarda 1 hafta siireyle beklenip sakrifikasyon islemleri yapildi. Calisma siiresince
deney grubundaki hayvanlarin uygulama icin cihaza ve sonrasinda kafese transferleri
sirasinda, osteotomi ve fiksasyon yapilmis olan femur kemiklerine agirlik gelmemesi

amactyla arka bacaklar iizerine birakilmamalarina 6zen gosterildi.
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Resim 17: Farkli siddetlerde DEMA uygulanan 5’erli
gruplar

DEMA uygulanirken siddeti etkileyebilecek cevresel faktorlerin elimine
edilmesi amaciyla; cihazin ve kutularin iizerinde bulundugu masa metal parcasi
olmayan tamamen ahsaptan ve sicanlarin igerisinde bulundugu kutular seffaf
plastikten secildi. DEMA uygulanan oda icerisindeki metal kafes ve raflarin
yeterince uzakta olmasina ve bilgisayar, cep telefonu gibi elektronik cihazlarin

bulunmamasina 6zen gosterildi.

3.6. Histopatolojik ve Histomorfometrik Analizler

3.6.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Postoperatif 4. hafta sonunda inhalasyon yoluyla yiiksek dozda dietil eter
anestezisinin letal etkisi saglandiktan sonra tiim deney ve kontrol gruplarinin
sakrifikasyon iglemleri yapildi. Sakrifikasyon tarihlerine gore toplam 4 asamada
10’arl1 gruplar halinde tiim deney ve kontrol hayvanlarinin operatif islemleri
tamamlandi. Sicanlarin yumusak dokular disseke edildi ve femurlart mini plaklarin
2’ser mm uzagindan kesilerek alindiktan sonra vida ve plaklar hassas bir sekilde

cikarildi. Materyaller %10’luk tamponlanmis formalin (Merck®, Darmstadt,
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Almanya) iceren tiiplere yerlestirildi. Kesitlerin hazirlanmas1 ve histopatolojik
degerlendirmeler icin materyaller istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Tiimor
Patolojisi Bilim Dali’na gonderildi.

Gonderilen materyaller %10’luk tamponlu nétral formalin icerisinde 1 hafta
siireyle fikse edildikten sonra dokular1 formalini uzaklastirmak icin ornekler 6nce
akan cesme suyunda, sonra tamponlu fosfat soliisyonunda (Merck®, Darmstadt,
Almanya), en son ise distile suda yikandi. Bu islemler sonunda dokular formalinden
tamamen armndirilmis oldu. Sonra tim materyal %50’lik formik asit ve %?20’lik
sodyum sitrat ¢ozeltilerinden birer dlcek alinarak hazirlanan soliisyonda dekalsifiye
edildi. Dekalsifiye pargalar rutin doku takibinden gegirildikten sonra hazirlanan
parafin bloklardan elde edilen 5-7 pum (mikrometre) kalinligindaki kesitler

hematoksilen-eozin yontemiyle boyandi.

3.6.2. Histopatolojik Degerlendirme

Incelememiz sirasinda Olympus Soft Imaging System Analysis FIVE
(Olympus, Miinster, Almanya) goriintii analiz sistemi kullamildi. Tiim mikroskopik
incelemeler Olympus BX50 (Olympus, Tokyo, Japonya) 151k mikroskobunda yapildu.
Elde edilen sonuglardan Nikon E4500 (Nikon, Tokyo, Japonya) dijital kamera
kullanilarak, 1024x768 piksel alan ve yiiksek c¢oziiniirlik modunda yapilan
fotograflama ile resim ornekleri alind1. incelenen kesitlerde 400 biiyiitme altinda tiim
goriintii alanimi kaplayan iicer saha esas alinarak dijital goriintiiler elde edildi ve bu
alanlarda iltihap, nekroz, fibrozis, membrandz ve kondral kemik yapimi géz Oniinde
bulundurularak yeni kemik yapiminin kapladigi alanlar hesaplandi. Bu bulgulara bir
biiyiik biiyiitme alaninda kapladiklar bolgenin yiizdesine gore %0-5 (0), %5-30 (1),
%30-60 (2) ve >%60 (3) olmak iizere deger verildi.

Kemik yapimi degerlendirmesinde defekt alaninda hi¢ kemik yapimi yoksa (0),
defektin %5-30’u memrandz ya da kondral kemik ile dolmussa (1), %30-60’1
memrandz ya da kondral kemik ile dolmussa (2) , >%60’1 memranoz ya da kondral

kemik ile dolmussa (3) degerleri verilerek skorlandi (Tablo 3).
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Tablo 3: Defekt alaninda kemik yapimi degerlendirmesi

Membranéz veya kondral
Kemiklesme alan1 skoru
kemiklesme alam yiizdesi

%0-5 0
%5-30 1
%30-60 2
%60-100 3

3.6.3. Histomorfometrik Degerlendirme

Hematoksilen—eozin ile boyanarak hazirlanmis preparatlar Nikon Eclipse E400
151k mikroskobu (Nikon, Tokyo, Japonya) ile degerlendirildi. Bu degerlendirme
esnasinda 151k mikroskobuna bagli bulunan Nikon Coolpix 5000 (Nikon, Tokyo,
Japonya) dijital fotograf makinasi ile her preparatta aymi alanin fotograflar ¢ekildi.
Fotograflar cekilirken ayn1 mikroskop biiyiitmesinde Nikon micrometer microscope
slide (MBM11100 Stage Micrometer Type A) goriintiisii de dijital olarak kaydedildi.
Tiim goriintiiler bilgisayar ortamina aktarildi ve Clemex Vision Lite 3.5 Image
Analysis programi (Clemex Technologies, Quebec, Kanada) ile degerlendirmeye
baslandi. Degerlendirme baslangicinda Nikon micrometer microscope slide
goriintiisii uzunluk kalibrasyonu yapildi. Olciimler Clemex Vision Lite 3.5 Image
Analysis programi ile 1393455 um®lik bir alanda yapildi. Osteoblastlar,
osteoklastlar ve damarlar, aym goriintii analiz program kullanilarak 139345,5 um®
lik alan igerisinde isaretlendi (Resim 18). Bunlarin disinda yeni kemik formasyonu

bulunan yiizey alam1 da bu program kullanilarak 6l¢iildii (Resim 19).
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Resim 18: Osteoblast (ob), osteoklast (ok), damar (d) ve yeni
kemik (yk) yapiminin isaretlendigi bilgisayar goriintiisii
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Resim 19: Yeni kemik yapimi olan bolgeye ait yiizey
alaninin histomorfometrik analizi

Olgiimler sirasinda, zarar gormiis hiicreler degerlendirilmeye alinmadi.
Isaretlenmis hiicreler ayni goriintii analiz programini kullanarak otomatik olarak
sayildi. Goriintii analizini yapan kisi, gruplar1 ve olgular1 bilmeden degerlendirdi;

boylece ¢alismanin tek kor yapilmasi saglandi.
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3.7. istatistik

Sunulan arastirmada istatistik analizler SPSS (Statistical Package for Social

Science) 18.0 (Chicago, IL, 2010) yazilim paket programi kullanilarak yapildi.

Analiz sonuglar1 ortalama (;c) + standart sapma (SS) olarak verildi ve p< 0.05
istatistik olarak anlaml1 kabul edildi.

Deney hayvanlart agirliklar1 analizinden Once varyans-kovaryans matrisinin
homojenligini test etmek i¢in Box’s testi kullanildi. Varyans-kovaryans matrisinin
homojen olmadig tespit edildigi i¢in nonparametrik metodlardan faydalanildi. Grup
ici ameliyat Oncesi ve sakrifiye edildigi donemdeki sican agirliklar1 arasindaki fark
Wilcoxon isaret metodu ile, ameliyat 6ncesi ve sakrifiye edildigi donemde ayr1 ayri
olmak {izere deney hayvam agirliklarinin gruplar arasi karsilastirilmasi ise Kruskal
Wallis metodu kullanilarak analiz edildi.

Histopatolojik olarak elde edilen siniflandirilmis veriler ile gruplar arasinda
iki yonlii tablolar olusturularak G testi (likehood ratio) uygulandi. Iki yonlii
tablolarda hiicrelerdeki gézlem adedinin 5’in altina diismesi istenmez. G testi, 5’in
alinda deger alan hiicre sayisimin, toplam hiicre sayisinin %?20’sini gectigi
durumlarda Ki-kare testi yerine kullanilir.

Histomorfometrik analiz parametrelerinden osteoblast sayisi, osteoklast sayisi,

damar sayis1 ve yeni kemik yiizey alani verileri \/m transformasyonuna tabi
tutuldu. Kolmogrov — Smirnov testi ile normal dagilima uyum kontrolii, Levene testi
ile varyanslarin homojenligi kontrolii yapildiktan sonra, osteoblast sayis1 verilerinin
parametrik testlerin on sartlarini sagladigi anlasildigindan gruplarin osteoblast sayisi
ile ilgili istatistik analizde tek yonlii varyans analizi teknigi (One way ANOVA)
kullanildi. Grup ortalamalar arasindaki farklarin belirlenmesinde ¢oklu karsilastirma
yontemlerinden Bonferroni testi kullanildi. Osteoklast sayisi, damar sayis1 ve yeni
kemik yiizey alam parametrelerine ait verilerin ise parametrik testlerin 6n sartlarini
saglamadiklart goriildii. Bu nedenle bu ii¢ parametrenin grup rank ortalamalari
(medyanlar) arasindaki farklarin belirlenmesinde Kruskal Wallis metodu kullanildi.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Bonferroni-Dunn’s testi
kullanildi. Ayrica grup i¢i histomorfometrik parametrelerin kendi aralarinda

korelasyonlar1 Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvam ve Femur Ornekleri

Sunulan arastirmada 50 adet deney hayvani (100 femur) kullanilmistir (Tablo
4). Bunlarin 48’inden (96 femur) iyilesen kirik kemik hattin1 iceren femur 6rnekleri
elde edilebilmis (Kontrol grubu= 10, 0.2 mT grubu= 10, 1 mT grubu= 9 (dokuz), 2
mT grubu= 19), 1(bir) deney hayvami (1 mT grubu) (2 femur) genel anestezi
komplikasyonuna bagli olarak, digeri ise (2 mT grubu) (2 femur) postoperatif bakim
doneminde Olmiistiir. 2 mT grubunda plak kirilmalarinin yiiksek oranda goriilmesi
nedeniyle bu grup icin deneyler tekrarlanmistir. Titanyum plaklarin bir kisminin daha
once de fiksasyon amaciyla kullanilmis olmasi plaklarda metal yorgunlugu meydana

getirmistir.

Tablo 4: Deney hayvani ve femur 6rneklerinin gruplara gére dagilimi

Cahsmaya
Deney
Gruplar Femur dahil edilen
Hayvam
femur
Kontrol 10 20 10
0.2 mT 10 20 14
1 mT 10 20 12
2 mT 20 40 14
Toplam 50 100 50

48 deney hayvanina ait 96 femurun 44’ii kemik iyilesme siirecinde meydana
gelen kaynamama (Kontrol= 10, 0.2 mT= 5 (bes), | mT= 4 (dort), 2 mT= 23), abse
(2 mT=1 (bir)) veya osteomyelit (1 mT= 1 (bir)) nedeniyle calisma dis1 birakilmigtir
(Tablo 5).
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Kemik iyilesme siirecinde, kemik biitiinliigiiniin hi¢ olusmadigi 44 femur
kemiginin 29’unda agirlikli olarak fiksasyon amaciyla kullanilan plaklardaki metal
yorgunluguna bagl plak kirilmasi (Kontrol= 3 (ii¢), 0.2 mT= 3 (ii¢), 1 mT= 4 (dort)
ve 2 mT= 19); 15’inde ise plaklarda biikiilme (Kontrol= 7 (yedi), 0.2 mT= 2 (iki), 1
mT= 1 (bir) ve 2 mT= 5 (bes)) meydana geldigi anlasilmistir. Ayrica histopatolojik
preparatlarin hazirlanmasi siirecinde, iki 6érnek (0.2 mT= 1 (bir) ve 1 mT= 1 (bir))
zarar gordiigii icin histopatolojik ve histomorfometrik incelemede degerlendirme disi
birakilmistir (Tablo 5).

Ayni deney hayvaninda calisma dig1 birakmay1 gerektiren anomali gosteren
femurlar arastirma dis1 birakilirken, herhangi bir sira dis1 seyir gostermeyen diger
femur calismaya dahil edilmistir. Sonu¢ olarak Kontrol grubunda 10, 0.2 mT
grubunda 14, 1 mT grubunda 12 ve 2 mT grubunda 14 olmak {iizere 50 femur
calismaya dahil edilmistir (Tablo 4).

Makroskopik olarak Kontrol grubunda 1 (bir) ve 0.2 mT grubunda 2 (iki)
femurda kirik iyilesmesinin genis kallus dokusu olusumu ile gerceklestigi
goriilmiistiir. Diger kemik orneklerinde genis kallus dokusunun meydana gelmedigi

gozlenmistir.

4.2. Deney Hayvam Agirhg:

Ameliyat oncesi ve sakrifiye edildikleri postoperatif 4. haftadaki sican agirlig
bulgular incelendiginde (Tablo 6), tiim gruplarda deney hayvanlarinin preoperatif ve
postoperatif agirliklar1 arasinda azalma oldugu (Kontrol (p= 0.083), 0.2 mT (p=
0.241) ve 1 mT (p= 0.051)) ancak bunun sadece 2 mT grubunda istatistik olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir (p= 0.008).

Hem preoperatif hem postoperatif donemde ayr1 ayri gruplar arasi deney
hayvan agirliklart bakimindan ise istatistik olarak anlamli fark olmadig goriilmiistiir

(Preoperatif 1. giin, p= 0.152; Postoperatif 4. hafta, p= 0.261).
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Tablo 5: Calisma dis1 birakilan femurlarin gruplara gore dagilimi (Femur sayisi (n))

Genel anestezi

komplikasyonu Poi;ge:;ltlf Laboratuvar
sonucu oliime ..o P - . Asamasinda Toplam
< oliime bagh lyilesmeyen Femur .
bagh kavbedilen Kaybedilen = Femur
kaybedilen y Femur
f femur
Gruplar émur
Osteomi
Kaynamama _yelit Apse
Plak Plak
kirilmasina biikiilmesine
bagh bagh
Kontrol - - 3 7 - - - 10
0.2 mT - - 3 2 - - 1 6
1 mT 2 - 3 1 1 - 1 8
2 mT - 2 19 4 - 1 - 26
Toplam
2 2 28 14 1 1 2 50
Femur
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Tablo 6: Preoperatif ve postoperatif deney hayvam agirliklar

Gruplar Preoperatif 1. Giin Postoperatif 4. Hafta

_ %95 Giivenilirlik Aralig _ %95 Giivenilirlik Aralig

REAN - BEAN) - p

(Alt Stnir - Ust Sinir) (Alt Stmir - Ust Sinir)

Kontrol  444.70+47.48 (417.17 - 472.23) 435.90+48.60 (413.04 - 458.76) 0.083
0.2mT  439.60+49.22 (412.07 - 467.13) 420.10+22.62 (397.24 - 442.96) 0.241
1 mT 447.56£35.75 (418.54 - 476.57) 413.11+£37.34 (389.01 - 437.21) 0.051
2 mT 479.11£35.48 (450.09 - 508.13) 446.00+27.39 (421.90 - 470.10) 0.008*

*= [statistik olarak anlamllik diizeyi (p<0.05)



4.3. Histopatoloji

Deney hayvanlarinin femur kemiginde osteotomi yontemiyle olusturulan kirik
hattindan elde edilen histopatolojik kesitlere ait resimlerde (Resim 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27) yeni kemik yapimi alami (yk), nekroz alami (n), fibrozis alan1 (f) ve
iltihabi 6zellik gosteren alan (i) isaretlenerek gosterilmistir. Sunulan tez kapsaminda
arastirmaya ait kullanilan resimlerde; pembe renkli bolgeler ‘yk’, bosluklar iceren
siyah renkli goriinen bolgeler ‘n’, agik pembe-gri renk iceren bolgeler ‘f” ve yuvarlak
mikroabselesme gosteren pembe iltihabi alanlar ‘i’ olarak isaretlenmistir.

Kontrol grubuna ait kesitlerde kirik kemik hattina komsu yiizeylerde yeni
kemik yapimi alanlartyla birlikte yogun fibroz doku olusumlarinin da bulundugu ve
normal kemik iyilesmesinin bir parcasi olarak bu dokularin da kemiklesmekte oldugu

goriilmiistiir (Resim 20, 21).

hattina komsu yiizeylerde yeni kemik yapimi (yk) (H-E, X100)
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Resim 21: Kontrol gbuna ait itpafolojik kesit. Kirik
kemik uclan arasinda fibroz doku (f) ile birlikte kirik hattina
komsu yiizeylerde yeni kemik yapimi (yk) (H-E, X100)

0.2 mT grubunda hic iltihap olmayan 6rnekler goriilmiistiir. Bu durum sadece

0.2 mT grubu i¢in gecerlidir ve diger gruplardaki 6rneklerin hepsinde mutlaka farkli

oranlarda iltihap alanlari bulunmaktadir.

Resim 22: 0.2 mT grubuna ait histopatolojik kesit. Mikro
vidanin gectigi alan siyah kalin oklarla gosterilmistir.
Vidanin gectigi alanlarda yer yer nekrotik dokular (n) ve
iltihabi dokular (i), kirik kemik hattina komsu yiizeylerde
yeni kemik yapimi (yk) (H-E, X40)
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Resim 23: 0.2 mT grubuna ait histopatolojik kesit. Kirtk kemik

uclarn arasinda yeni kemik yapimi (yk) (H-E, X100)

1 mT grubundan elde edilen kesitlerde yeni kemik yapimi alanlar
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda iyilesme alanlarinda kemiklesmekte olan fibroz dokular

goriilmiistiir.

Resim 24: 1 mT gn;buna ait histopatolojik esit. K1k pargalar
arasinda yeni kemige (yk) doniismekte olan hyalin kikirdak ve
fibroz dokular (f) (H-E, X100)
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Resim 25: 1 mT grubuna ait histopatolojik kesit. Kirik parcalar
arasinda koprii seklinde yeni kemik yapimi (yk) (H-E, X100)

2 mT grubuna ait kesitlerde nekrozis oraninin azalmasiyla birlikte fibrozis
oraninin yiizde olarak arttigi goriilmiis fakat bu iki parametre i¢in de yapilan G testi
sonucunda elde edilen skorlarin DEMA uygulama siddetlerinden bagimsiz oldugu

belirlenmistir.

b4 A

Resim 26: 2 mT grubuna ait histopatolojik kesit. Kirik parcalar
arasinda yogun fibroz doku (f) olusumu (H-E, X100)
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Resim 27: 2 mT grubundan alinmis histopatolojik kesit. Yeniden
sekillenme alanlarindaki osteoklastik aktivite (H-E, X400)

Sunulan arastirmada histopatolojik bulgulara karsilik gelen yiizdelik oranlarin
0-3 aras1 skorlama metoduna (Erdem 2006) gore aldigi degerler Tablo 7°de

verilmistir.

Tablo 7: Histopatolojik bulgularin skorlanmasi

9%0-5 %5-30 % 30-60 > %60
fltihap 0 1 2 3
Nekrozis 0 1 2 3
Fibrozis 0 1 2 3
Yeni Kemik Yapimi 0 1 2 3

Belirtilen skorlara gore, gruplardaki deneklerin iltihap varligi diizeyleri (p=
0.025) ve yeni kemik yapimi parametresi (p= 0.019) degerlendirildiginde yapilan G
testi sonucunda skorlarin gruplara uygulanan DEMA siddetlerinden bagimsiz
olmadigr goriilmiistiir. Nekroz varligt (p= 0.088) ve fibrozis (p= 0.075)
parametreleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde ise bu iki parametrenin skorlart DEMA
uygulama siddetlerinden bagimsizdir. Arastirmada elde edilen histopatolojik bulgular

ve istatistik degerlendirme sonuglar1 Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8: Gruplara ait histopatolojik bulgularin istatistik degerlendirmesi (n= femur 6rnek sayisi)

[ltihap Nekrozis Fibrozis Yeni Kemik Yapimi
kor
Sko 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Grupla
n 0 8 2 0 0 9 1 0 0 0 5 5 0 1 8 1
Kontrol
% %0 %80 %20 %0 %0 %90 %10 %0 %0 %0 %50 %50 %0 %10 %80 %10
n 3 10 1 0 2 7 5 0 0 5 8 1 0 5 6 3
0.2 mT
% %214  %TL4 %71 %0 %143 %50 %357 %0 %0 %357 %571 %7.1 %0 %357 %429 %214
n 0 7 4 1 2 6 2 2 0 3 6 3 0 8 2 2
1 mT
% %0 %58.3  %33.3 %38.3 %16.7 %50 %16.7  %16.7 %0 %25 %50 %25 %0 %66.7 %167  %16.7
n 0 14 0 0 4 7 1 2 0 2 10 2 3 6 3 2
2 mT
% %0 %100 %0 %0 %286 %50 %11 %143 %0 %143 %Tl4 %l43 %214 %429 %214 %143
2
X7 =19047 77 =15.095 7> =11453 2% =19.876
p=0.025% p=0.088 p=0.075 p=0.019%

*= [statistik olarak anlamlilik diizeyi (p< 0.05)
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Sekil 4: Histopatolojik olarak iltihap varliginin gruplara gore dagilimi

Grafik incelendiginde kontrol grubu, 0.2 mT, 1 mT ve 2 mT grubuna ait

orneklerde 1 skorunda iltihap orani tiim 6rneklerin %78’inde gozlenmistir. 0.2 mT

grubunda O skorunda iltihap %?21.4 oraninda, 1 mT grubunda 3 skorunda %8.3

oraninda

iltihap varhig

goriilirken bu oranlar diger gruplarin higbirinde

goriilmemektedir. 2 mT grubunda ise orneklerin hepsinin 1 skorunda iltihap varlig

gosterdigi dikkat cekmektedir.
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Kontrol
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Gruplar

Sekil 5: Histopatolojik olarak nekrozis varliginin gruplara gore dagilimi
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Sekil 5 incelendiginde kontrol grubuna ait 6rneklerde 1 skorunda nekroz varligi
%90 oraninda gozlenirken bu oranin 0.2 mT, 1 mT ve 2 mT gruplarinda %50 oranina
diistiigii izlenmektedir. 1 mT ve 2 mT gruplarinda 3 skorunda nekroz varligr %16.7

ve %14.3 oraninda goriiliirken bu oran diger gruplarda goriilmemektedir.

Femur drnek sayisi FiBROZIS
12
10 ’
8 !
, m Skor 0
6 i
I , OSkor 1
4 [ ‘ ' i Skor 2
2 m Skor 3
; L lm B
Kontrol 0.2mT 1mT 2mT Gruplar

Sekil 6: Histopatolojik olarak fibrozis varliginin gruplara gore dagilimi

Grafik incelendiginde kontrol grubuna ait 6rneklerde %50 oraninda 2 skorunda
ve %50 oraninda 3 skorunda fibrozis varligi izlenmektedir. 0.2 mT, 1 mT ve 2 mT
gruplarinda fibrozis varlig1r oran1 daha ¢ok 2 skorunda izlenmektedir. Tiim gruplar
karsilagtirlldiginda 3 skorunda fibrozis varligi oraninin kontrol grubunda %50

seviyesinde olmasi dikkat cekicidir.
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Femur 6rnek sayis YENi KEMIiK YAPIMI
9
8
A
: '/
5 | m Skor 0
4 OSkor 1
3 ol T w Skor 2
. 1:-_, W Skor 3
NlNs B | - /lz

Kontrol 0.2mT 1mT 2mT Gruplar

Sekil 7: Histopatolojik olarak yeni kemik yapiminin gruplara gore dagilimi

Yeni kemik yapimi parametresine ait grafik incelendiginde kontrol grubuna ait
orneklerin %80’inde 2 skorunda yeni kemik yapimi izlenmektedir. 0.2 mT grubunda
3 skorunda yeni kemik yapimi %21.4 seviyesindedir. 1 mT grubunda %66.7 gibi bir
oran 1 skorunda goriiliirken, 2 mT grubunda ise hi¢ yeni kemik yapiminin olmadigi O

skorunun %?21.4 oraninda gozlenmesi dikkat cekicidir.

4.4. Histomorfometri

Gruplardan alinan histopatolojik kesitlere ait resimlerde (Resim 28, 29)
osteoblastlar (ob), osteoklastlar (ok), damarlar (d) ve yeni olusan kemik (yk)
isaretlenerek gosterilmistir. Resimlerde koyu renkli tek kathi yassi epiteli andiran
oval sekilli hiicrelerin bulundugu yerler ob, koyu renkli ve kenarinda rezorpsiyonda
etkili kiviiml yiizey barindiran hiicrelerin bulundugu yerler ok, yan yana dizilmis
pembe boyanmis ceperli goriintiisii olan damarlarin bulundugu yerler d, a¢ik pembe

boyanmis yeni kemik olusumunu gosteren alanlar yk olarak temsil edilmektedir.
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Resim 28: Kontrol grubuna ait histopatolojik kesit (ob, ok, yk)
(H-E, X200)

Resim 29: 1 mT grubuna ait histopatolojik kesit (ob, ok, yk, d)
(H-E, X200)

Histopatolojik kesite ait resimde (Resim 30), kemik yapimi gbzlenen pembe
alanlarin bilgisayar programi vasitastyla maviye boyanarak Ol¢iilmesi sonucu elde

edilen mavi alan yeni kemik yapim yiizey alanin1 temsil etmektedir.
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Resim 30: Yeni kemik yapimi gozlenen alamin bilgisayar programindaki

goruntust

Arastirmada elde edilen histomorfometrik bulgular ve istatistik degerlendirme
sonuglarina gore, osteoblast sayis1 parametresi bakimindan yapilan analiz sonucunda
kontrol grubu ile 1 mT grubu arasinda istatistik olarak anlamli fark tespit edilmistir
(p= 0.018). Osteoklast sayis1 (p= 0.101), damar sayis1 (p= 0.101) ve yeni kemik
yiizey alan1 (p= 0.303) parametreleri icin gruplar arasindaki farklarin istatistik olarak
anlamli olmadig1  goriilmiistir. Histomorfometrik  bulgulara ait istatistik

degerlendirme sonuclar1 Tablo 11’de verilmistir.
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Tablo 9: Gruplara ait histomorfometrik bulgularin istatistik degerlendirmesi

- Rank
Gruplar n x =SS Medyan ortalamasi )/
Kontrol 10 16.90 + 8.44 13.50 -
0.2 mT 14 24.00 £ 8.88 22.50 -
Osteoblast
SISt I mT 12 28.00 + 8.84% 30.50 - 0.018*
2 mT 14 20.86 +7.61 20.50 -
Kontrol 10 3.00£1.70 2.50 30.70
o W 0.2 mT 14 1.71 £0.10 2.00 18.14
steoklast 0.101
sayisi
1 mT 12 2.25+0.87 2.00 25.42
2 mT 14 2.57+1.34 3.00 29.21
Kontrol 10 1.40+0.10 1.50 16.45
b 0.2 mT 14 2.57+1.70 2.00 26.29
amar 0.101
sayisi
1 mT 12 2.50+1.57 2.00 25.75
2 mT 14 3.00+1.84 3.00 30.96
Kontrol 10 54106.40 + 22822.64 60743 19.50
Yeni kemik 0.2 mT 14 66160.29 + 13196.37 66419 23.86
yiizey alan 0.303
(sz) 1 mT 12 70646.12 + 11340.24 73857 30.92
2 mT 14 68295.92 + 12565.13 69692 26.79

*= Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistik olarak anlamlilik (p< 0.05)
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Osteoblast sayisi
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25,00 I
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Kontrol 0.2mT 1mT 2mT  Gruplar

*= Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli (p= 0.018)

Sekil 8: Gruplara gore osteoblast sayisi ortalamalari

Grafik incelendiginde en diisiik osteoblast sayis1 ortalamasinin 16.9 + 8.44 ile
kontrol grubunda oldugu goriilmektedir. Diger biitiin gruplar da kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda osteoblast sayilarinda artis goriilmekle birlikte sadece 1 mT

grubundaki artis istatistik olarak anlamli bulunmustur (p=0.018).

Osteoklast sayisi

35,00
30,00 ‘\

25,00 \ //
20,00 N

15,00

10,00

5,00

0,00 T T T )
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Sekil 9: Gruplara gore osteoklast sayisi rank ortalamalari
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Sekil 9 incelendiginde en yiiksek osteoklast sayisi rank ortalamasinin kontrol
grubunda, en diisiikk rank ortalamasinin ise 0.2 mT grubunda bulundugu
goriilmektedir. Ancak gruplar arasinda osteoklast sayis1 rank ortalamalar

bakimindan istatistik olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Damar sayisi

3,50
3,00

2,50 / /
2,00 /

1,50 /

1,00

0,50

0,00 T T T )
Kontrol 0.2mT 1mT 2mT Gruplar

Sekil 10: Gruplara gére damar sayisi rank ortalamalari

Grafik incelendiginde en diisiik damar sayisi rank ortalamalarinin kontrol
grubunda bulundugu goriilmektedir. Diger gruplarda kontrol grubuna goére damar
sayist rank ortalamalarinda artis gozlenmekle birlikte, bu farklar istatistik olarak

anlamli bulunmamustir.
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Yeni kemik yiizey alani (um?2)
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Sekil 11: Gruplara gore yeni kemik yiizey alani rank ortalamalar

Grafik incelendiginde en diisiik yeni kemik yiizey alan1 rank ortalamalarinin
kontrol grubunda bulundugu goriilmektedir. Diger gruplarda kontrol grubuna gore
yeni kemik yiizey alani rank ortalamalarinda artis gézlenmekle birlikte, bu farklar
istatistik olarak anlamli bulunmamuistir.

Her  bir grupta  histomorfometrik  parametrelerin  korelasyonu
degerlendirildiginde; kontrol grubunda, 1 mT grubunda ve 2 mT grubunda
parametreler arasinda istatistik olarak anlamli derecede korelasyonlar tespit
edilmistir. Kontrol grubunda osteoblast sayis1 artarken, osteoklast sayisinin da arttig1
gozlenmistir (p= 0.006). 0.2 mT grubunda parametreler arasinda istatistik olarak
anlamli derecede bir korelasyona rastlanmamistir. 1 mT grubunda osteoblast sayisi
artarken, osteoklast sayisinin diistiigii goriilmiistiir (p= 0.03). Ayni zamanda 1 mT
grubunda osteoblast sayis1 artarken, damar sayisinin azaldigi tespit edilmistir (p=
0.032). 2 mT grubunda ise osteoklast sayis1 artarken damar sayisinin da arttig
goriilmiistiir (p= 0.038). Her bir grupta parametreler arasi korelasyon verileri Tablo

10’da verilmistir.
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Tablo 10: Histomorfometrik parametreler arasi korelasyon tablosu

Kontrol
Gruplar ob ok d vk
ob r=0.793 r=-0.177 r=0.393
p=0.006* p=0.624 p=0.262
ok r=0.793 r=0.174 r=0.402
Kontrol p=0.006* p=0.631 p=0.249
ontro
d r=-0.177 r=0.174 r=0.477
p=0.624 p=0.631 p=0.164
yk r=0.393 r=0.402 r=0.477
p=0.262 p=0.249 p=0.164
0.2mT
ob ok d vk
ob r=0.407 r=0.203 r=-0.192
p=0.148 p=0.486 p=0.511
ok r=0.407 r=0.320 r=0.353
p=0.148 p=0.264 p=0.215
0.2mT
d r=0.203 r=0.320 r=0.058
p=0.486 p=0.264 p=0.845
yk r=-0.192 r=0.353 r=0.058
p=0.511 p=0.215 p=0.845
1mT
ob ok d vk
ob r=-0.625 r=-0.619 r=0.231
p=0.030% p=0.032% p=0.471
ok r=-0.625 =-0.398 r=0.233
p=0.030* p=0.200 p=0.466
1mT
d r=-0.619 r=-0.398 r=-0.195
p=0.032% p=0.200 p=0.544
yk r=0.231 r=0.233 r=-0.195
p=0.471 p=0.466 p=0.544
2mT
ob ok d vk
ob r=0.016 r=-0.445 r=0.053
p=0.957 p=0.111 p=0.856
ok r=0.016 r=0.557 r=-0.232
p=0.957 p=0.038*% p=0.424
2mT
d r=-0.445 r=0.557 r=-0.250
p=0.111 p=0.038* p=0.389
vk r=0.053 r=-0.232 r=-0.250
p=0.856 p=0.424 p=0.389

*= [statistik olarak anlamlilik diizeyi(p<0.05)



5. TARTISMA

Farkli dozlardaki darbeli elektromanyetik alan uygulamasinin, sigan
femurlarinda kirik iyilesmesi iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla yaptigimiz
calismada 15 Hz sabit frekansta; 0,2 mT, 1 mT ve 2 mT darbeli elektromanyetik alan
siddetlerinin osteoblastlar1 uyardigi ve istatistik olarak anlamli olmamakla birlikte
yeni kemik olugsumunu artirdig1 gdzlendi. Fakat ICNIRP (Non—iyonize radyasyondan
korunma kurulusu) ve IEEE (Uluslararas: elektrik ve elektronik miihendisleri
enstitiisii)’'nin bilimsel tavsiyeleri iizerine WHO (Diinya Saghk Orgiitii) nun diisiik
frekansl alanlarin biyolojik degisiklik olusturma sinir1 olarak belirledigi 1 mT dozu

asildiginda olumlu etkilerin azalmaya basladig1 goriildii.

5.1. Deney Hayvanlari

Darbeli elektromanyetik alan kullanarak yaptigimiz deneysel ¢alismamizda,
deney hayvani olarak sican sec¢ilmistir. Kemik iyilesmesini elektromanyetik alan
kullanarak hizlandirmaya yonelik bircok calisma yapilmistir (Bassett et al. 1981,
Sharrard 1990, Pienkowski et al. 1994, Darendeliler et al. 1997, Midura et al. 2005,
Gupta et al. 2009). insanlar iizerinde yapilan c¢ahismalar bulunmakla birlikte
(Sharrard 1990, Gupta et al. 2009), 6zellikle yakin donemde cogu calismanin deney
hayvanlan iizerinde yapildigi anlasilmaktadir. Bu calismalarda kullamilan hayvan
modelleri; kopek (Hanaoka 1983), hindi (McLeod et al. 1992), at (Cane et al. 1993),
tavsan (Matsunaga et al. 1996, Frederics et al. 2003), domuz (Darendeliler et al.
1997), sican (Ottani et al. 1991, Midura et al. 2005, Prucelli et al. 2009, Shen and
Zhao 2010) gibi genis bir yelpazede cesitlilik gdstermektedir. Organizma biiyiidiikce
deney modelinde de zorluklarin artacagi bir gercektir. Aym zamanda biiyiik
hayvanlarin pahali olmasi ve bakiminin zor olmasi da genellikle kemik iyilesmesi
deney modellerinde dezavantaj olusturmaktadir. Bu sebeple laboratuvar hayvani
olarak sicanlarin veya tavsanlarin kullanildigi deneyler agirlik kazanmaktadir (Ottani

et al. 1991, Takano et al. 1992, Matsunaga et al. 1996, Frederics et al. 2003, Midura
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et al. 2005, Prucelli et al. 2009, Shen and Zhan 2010). Calismamizda sican
kullanilmasinin nedenleri arasinda; kolay temin edilebilmeleri, ucuz olmalari, biiyiik
hayvanlara gore daha kolay manipiile edilebilmeleri, daha fazla 6rnek alabilme
imkan1 sunmalari, fizyolojileri ve anatomileri hakkinda yeterli bilgi ve kaynak
bulunmasi ve enfeksiyona ve diger dis ¢evre faktorlerine karst yiiksek bir direng
gostermeleri gibi avantajlar sayilabilir (Egermann et al. 2005).

Kemik iyilesmesi geng bireylerde oldugu gibi immatiir hayvanlarda da normale
gore daha hizli olmaktadir. Hayvan deney modelleri iizerine kurulu klinik ¢aligmalar
ve arastirmalar, kirik sonrasindaki iyilesme periyodunun yas ilerledikce uzadigini
gostermektedir (Meyer et al. 2003, Lu et al. 2005). Katano et al. (2011) yaptiklar
calismalarinda diisiikk yogunluklu darbeli ultrason uygulayarak 8 haftalik geng
farelerde ve 40 haftalik farelerde kemik iyilesme siire¢lerini radyolojik olarak ve
histolojik analizlerle kiyaslamiglardir. Arastirmalarinda 8 haftalik ve 40 haftalik
gruplarin her ikisinde de femur kirigir olusturulmasini takiben 7-10 giinliik siirede
kikirdak formasyonu meydana geldigini gormiislerdir. Fakat 8 haftalik geng farelerde
kirik fragmanlar arasi sert kallus kopriisii 14. giinde gozlenirken 40 haftalik farelerde
bu siirenin 28 giine uzadigini rapor etmislerdir. Bulgulara dayanarak geng farelerde
daha hizli bir kemik iyilesmesi oldugunu net bir sekilde belirtmislerdir. Bu nedenle
DEMA’nin kemik iyilesmesi {iizerine hizlandirici etkisini de degerlendirmeyi
hedefledigimiz ¢alismamizda 12 aylik olgun sicanlardan faydalanilmistir.

Literatirde disi sicanlar {iizerinde elektromanyetik alan uygulanarak
osteoporozdaki etkisini inceleyen calisma bulunmaktadir (Shen and Zhao 2010).
Fakat menstriiel siklus ve hormonal degisikliklerin kemik dongiisiinii etkilemesi
nedeniyle kemik iyilesmesini inceleyen ¢alismalarda erkek sicanlarin kullanilmasi
daha uygundur (Midura et al. 2005, Prucelli et al. 2009). Bu sebepten dolay1
calismamizda erkek si¢anlarin kullanilmasi tercih edilmistir.

Yaptigimiz ¢aligma siirecinde preoperatif 1. giin ve postoperatif 4. haftada
Olciilen deney hayvanlarinin agirliklar, tiim gruplarda bir miktar azalma gosterirken,
kontrol grubu, 0.2 mT grubu ve 1 mT grubunda postoperatif 4. haftada olgiilen
agirliklardaki azalma preoperatif 1. giinde Olgiilene gore istatistik olarak anlamh
bulunmamistir (Tablo 6). Darbeli elektromanyetik alan siddetinin daha yiiksek

oldugu 2 mT grubunda ise postoperatif 4. haftada yapilan agirhik Olg¢iimlerinin
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preoperatif 1. giine gore olan azalmasinin istatistik olarak anlamhi oldugu
gozlenmistir (Tablo 6). Gonzales et al. 1996 yilinda yaptiklart caligsmada,
elektromanyetik alanlarin gelismekte olan sicanlarda kemik kiitlesine ve bilyiimesine
olan etkilerini incelemisler, 30 giin siireyle 24 saat boyunca 100 Hz, 3 mT
elektromanyetik alan uygulamasina maruz biraktiklar1 sicanlarin viicut agirliklarini
da gozlemlemiglerdir. Sonug¢ olarak istatistik olarak anlamli bir fark olmadigini
bildirmislerdir. Yine geng¢ fareler iizerinde yapilan bir ¢calismada, giinde 10 saat 50
mT elektromanyetik alana tabi tutulan farelerin agirliklar1 her giin diizenli olarak
Olctilmiis ve elektromanyetik alanin agirliga olan etkisinde istatistik olarak anlamli
bir fark bulunamamistir (Abbasi et al. 2007). Calismamizda DEMA uygulamasinin
yani sira postoperatif olarak sicanlarin agirliklarina etki etmesi beklenen invaziv
cerrahi bir islem uygulanmistir. Simsek (2011), alendronat ve K1 vitamininin sican
femurlarinda kirik kemik iyilesmesi iizerine etkisini inceledigi ¢alismasinda, femur
osteotomi yontemiyle olusturulan ve mini plak-vida yontemiyle fikse edilen kirik
modeli uygulanan siganlarin agirliklarinda, cerrahi sonrasi 2. haftada preoperatif 1.
giine gore istatistik olarak anlamli bir azalma tespit etmis ve tiim gruplarda goriilen
bu azalmayi yapilan cerrahi islemin invaziv olusu nedeniyle sicanlarin genel viicut
direncinin zayiflamasina bagl agirlik kaybi1 olarak yorumlamistir. Sican tibiasina
Kirschner teli uygulamisimi takiben cerrahi sonrasi ilk haftada tiim sicanlarin
agirliklarinda azalma (Lucke et al. 2005) ve bilateral tibial osteotomi sonrasi tiim
gruplarda deney hayvam agirliklarinda azalma (Struermer et al. 2010) gozlenen
calismalarda da, arastirmacilar deney hayvani agirliklarindaki azalmanin cerrahi
girisim ile iligkili olabilecegini bildirmislerdir. Bunun yaninda Simsek (2011)
calismasinda, postoperatif 9. haftada da deney hayvanlarinin agirliklarini 6lgmiis,
osteomyelit ve abse formasyonu siklig1 gozlenen iki grupta agirliklarda preoperatif
duruma gore azalma gozlerken diger iki grupta deney hayvanlarmin agirliklarinin
tekrar operasyon Oncesi degerlere ulasabildigini saptamistir. Agirliklarda azalma
gosteren gruplardaki durum enfeksiyonun yan etkisine baglanmistir. Calismamizda
deney hayvam agirliklar1 preoperatif 1. giin ve postoperatif 4. haftada ol¢iilmiistiir.
Kontrol grubunda, 0.2 mT ve 1 mT grubunda 4. haftada 6l¢iilen agirlik degerlerinin
preoperatif duruma gore istatistik olarak anlamlilik gostermemesi, invaziv islemi

takiben diisik doz DEMA uygulamasinin deney hayvanlarinin 4 hafta sonra
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preoperatif agirlik degerlerini geri kazanmasinda herhangi olumsuz bir etkide
bulunmadigin1 gostermektedir. Ancak, DEMA uygulama siddetinin arttig1 ve kemik
iyilesmesinde olumlu etkilerin azalmaya basladiginin gézlendigi 2 mT grubunda,
deney hayvanlarinin agirliklarinin preoperatif agirliklarina gore 4. haftada istatistik
olarak anlaml derecede azalma gosterdigi anlagilmistir.

Cerrahi islem uygulanmadan elektromanyetik alan uygulandiginda gelismekte
olan ratlarda viicut agirhigindaki farkin anlamli olmadigimi bildiren g¢aligmalar
bulunmaktadir (Gonzales et al. 1996, Abbasi et al. 2007). Bu ¢alismalarda uygulanan
elektromanyetik alan siddetleri de calismamizdaki degerlerden yiiksektir. Fakat
osteotomi uygulanan sicanlarin femurlarindaki iyilesmenin olumlu etkilerinin
azalmaya basladig1 ve Diinya Saglik Orgiitii’ niin diisiik frekansli alanlarmn biyolojik
degisiklik olusturma sinirt olarak belirledigi 1 mT dozunun asildigr 2 mT grubunda
deney hayvam agirliklarmin da istatistik olarak anlamli derecede diisiik olmas,
cerrahi islemi takiben uygulanan DEMA dozunun artmasinin postoperatif donemde
kaybedilen agirligin tekrar cerrahi oncesi degerlere ulagabilmesinde olumsuz etkisi
oldugunu gosterebilir. Yani kisaca, calismamizda tek basina uygulandiginda viicut
agirligina etkisinin olmadig1 bildirilen (Gonzales et al. 1996, Abbasi et al. 2007)
elektromanyetik alanlarin, cerrahi sonrasi uygulandiginda siddet arttik¢ca, kaybedilen

agirligin geri kazanilmasinda olumsuz etki meydana getirdigi goriilmiistiir.

5.2. Deney Modeli

Kemik iyilesmesini incelemek amaciyla simdiye kadar ¢esitli kirik modelleri
kullanilmistir (Fredericks et al. 2000, Leisner et al. 2002, Midura et al. 2005, Selvi
2008). Deney hayvanlarinin kullamildigi ¢alismalarda uygulama zorlugu nedeniyle
kirik modeli olarak nadiren intramembrandz kemiklesme gosteren mandibula veya
diger kraniyofasiyal kemikler kullamlmistir (Schmitz and Hollinger 1986, Ozcelik et
al. 2004, Selvi 2008). Bunun yaninda cerrahi olarak rahat ulasilabilirlikleri ve
diyafizyel osteotomi tekniginin daha kolay olmast nedeniyle endokondral
kemiklesme gosteren uzun kemiklerin kullamldigi arastirmalar ¢ogunluktadir.

Literatirde elektromanyetik alan kullanilarak kirik iyilesmesinin incelendigi
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calismalarda radial (Chiristel et al. 1982), tibial (Sarker et al. 1993, Fredericks et al.
2000), ulnar (Leisner et al. 2002) ve femural (Grace et al. 1998, Midura et al. 2005)
kirikk modellerinin kullamildig1 goriilmektedir. Bu c¢alismalarda uzun kemiklerin
tercih edilmesindeki etkenlerden bir digeri olan manipiilasyon kolayligi sayesinde
kirik fiksasyonlar1 kraniyofasiyal kemiklere gore daha rahat yapilabilmekte,
histopatolojik ornekler daha kolay hazirlanabilmektedir. Mandibula kirik modelinin
kullanildigr bir calismada (Selvi 2008), postoperatif donemde kirik bdlgesinin
periodontal nedenlerle agiz ortami ile iliskili hale ge¢cmesi durumunda bolgede
enfeksiyon gelisme riskinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Bunun yanisira mandibulaya
uygulanacak cerrahi islem, ciddi bir beslenme zorluguna yol agarak hayvanlarda
genel giigsiizliige neden olabilmektedir (Erdogan 2007). Bahsedilen avantajlarn
nedeniyle femural kirik modelini kullandigimiz ¢alismamizda sicanlara bilateral
standart osteotomi sonrasi 4 delikli mini plak ve 7 mm uzunlugunda titanyum mini
vidalar uygulanmistir.

Literatiirde deney hayvanlarinda kontrollii olarak meydana getirilen osteotomi
veya defekt sonrasinda kemik iyilesmesini saglamak amaciyla kullanilan plak
osteosentezi disinda eksternal fiksasyonun uygulandigi ve kemik iligi icinden gecen
Kirschner telleri ile fiksasyonun saglandigi caligsmalar da siklikla karsimiza
cikmaktadir (Johnson et al. 1996, Tuominen et al. 2001, Jager et al. 2005, Chu et al.
2006, Wingerter et al. 2007). Minimal osteotomilerin kullanildigi veya bir drill
yardimiyla femur iizerinde defekt olusturularak kemik iyilesmesinin incelendigi
aragtirmalarda genellikle sicanlarda gozlenmek istenen ajanlarin etkisini bile
gizleyebilen hizli bir iyilesme kendiliginden olmaktadir. Femurda transvers veya
oblik kesi yapilan ya da kemik segmentinin uzaklastirildigi caligmalarda ise diizgiin
bir kemik iyilesmesi goriilebilmesi ic¢in stabilizasyon biiylik 6nem tasimaktadir
(Russell et al. 2007). Bu sebeple femurda tam osteotomi uygulanan siganlarda
intramediiller Kirschner telleri veya eksternal fiksasyonun kullanilmasi stabilizasyon
acisindan giiclitkkler ortaya c¢ikaracagindan calismamiz i¢in mini plak ve vida
fiksasyonu tercih edilmistir.

Conlflitti et al. (2007) arastirmasinda, Kirshner tellerinin kemik iyilesmesi i¢in
yeterli stabilizasyonu sagladigimi; fakat kirik fragmanlar arasinda asinn kallus

olusumuyla sonuclanabilecegini belirtmislerdir. Wingerter et al. 2007 yilinda
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segmental defekt olusturduklart sican femurlarinda Kirschner telleri ve plak
osteosentezi modelini kullanarak 2 farkli fiksasyon teknigini karsilagtirmislardir.
Kirscher teli kullandiklar1 grupta kirik fragmanlar arasinda stabilizasyon saglandigi;
ancak olusan mikro hareketliligin kirik fragmanlar1 arasinda kallus formasyonuyla
birlikte fibr6z doku olusumuna neden oldugu gozlenmistir. Plak uygulanan grupta ise
kallus goriilmeden direkt kortikal iyilesme ve kemik rejenerasyonu oldugunu ve
minimal diizeyde fibrotik doku meydana geldigini gozlemislerdir. Bu durumu plak
ve vidalarin defekt alaninda sagladigi rijit fiksasyona baglamiglardir. Bazi
aragtirmacilar da kirik yiizeyine plak uygulamasi sirasinda periostun zarar
gormesinin kirik iyilesmesini olumsuz etkileyecegi yoniinde goriis bildirmektedirler
(Rodriguez-Merchan and Gomez-Castresana 2004, Stiffler 2004, Ozkaya et al.
2009). Yapilan bir diger calismada arastirmacilar intrameduller Kirshner teli
uygulayarak tedavi ettikleri 6nkol kirig1 olan hastalarindaki iyilesme siiresinin plak
uygulanan gruptaki hastalara gore kisa oldugunu ortaya koymuslardir (Ozkaya et al.
2009). Aym1 zamanda uygulama zorlugu da bir dezavantaj olarak karsimiza
cikmasina ragmen genel olarak bakildiginda plak osteosentezi yonteminin avantajlar
daha agir basmaktadir.

Eksternal fiksator kullanarak siganlarda kemik iyilesmesinin gozlendigi bagka
bir calismada, femurlara eksternal fiksator uygulayarak kirik fragmanlar anatomik
olarak konumlandirilmis ve sicanlar operasyon sonrasit 14. giin ve 56. giinlerde
sakrifiye edilerek sonuglar biyomekanik, histolojik ve radyografik olarak
degerlendirilmistir (Kaspar et al. 2007). Kink fragmanlar arasinda 14. giinde
histolojik ve radyografik olarak tipik periosteal kallus olusumu meydana geldigini,
56. giinde ise tamamen kemik kopriisiiniin olustugunu gézlemlemislerdir. Ayni
zamanda 56. gilinde yapilan biyomekanik testlerde burkulma kuvvetlerine hemen
hemen karsit femurla ayn1 diizeyde cevap verdigini belirtmislerdir. Ancak siganlarin
operasyon sonrasi sakrifiye edilene kadar olan donemdeki hareketliligi goz oniinde
bulundurularak  eksternal  fiksator  uygulamasimin  zorlugu  tarafimizca
degerlendirilmis ve tercih edilmemistir. Aymi zamanda pahali olmasi da bir
dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Plak ve vida kullanilarak yapilan osteosentezin mikro hareketliligi elimine

etmesi ve sagladigi biitiinliikk ve stabiliteyle defekt alaninda normal bir kemik
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iyilesmesi meydana gelmesine olanak saglamasi (Wingerter et al. 2007) nedeniyle ilk
tercih olarak diisiiniilmelidir.

Bu arastirmalar 1s18inda, sican femurlarindaki kirik fragmanlarin mini plak ve
vida ile fiksasyonuna karar verilen ¢alismamizda, titanyum vidalarin uzunlugu 7 mm
olarak belirlenmistir. Uzunluklarmin Wistar tiirii sicanlarin femur ¢aplarindan daha
fazla olmasi nedeniyle 7 mm c¢apindaki vidalar kullanilmistir. Bu uzunlukta vidalar
kullanildiginda kirik fragmanlarin fiksasyonunda basarili sonuglar elde edildigini ve
diisiik komplikasyon oranmi goriildiiglinii rapor eden Simsek (2011), ayn1 osteotomi
modelini uyguladigi calismasinda sigan femurlarina uyguladig: vidalarin bir kismini
7 mm bir kismin1 ise 5 mm uzunlugunda kullanmistir. Sunulan ¢aligmada kemik
orneklerini toplama asamasinda bazi femurlarda kaynamama, osteomyelit ve abse
formasyonu gelistigi gbzlemlenmistir. Bu patolojik bulgularin ortaya ¢ikis nedenleri
arastirlldiginda kaynamama, osteomyelit, abse gibi komplikasyonlarin goriildiigii
femurlarin tamaminin fiksasyonunda 5 mm uzunlugundaki vidalarin kullanilmig
oldugu goriilmiistiir. Wistar tiirii sicanlarin femur caplarindan daha fazla bir uzunluk
olan 7 mm boyundaki vidalarin kullamldigr femurlarda ise herhangi bir patoloji
olusmaksizin iyilesme meydana geldigini rapor etmistir. Bu sebeple, yapilan
caligmada sicanlarin alt ekstremitelerine binen kuvvet karsisinda 5 mm
uzunlugundaki vidalarin kirik fragmanlarin hareketsizligini saglamada yetersiz
oldugu, 7 mm uzunlugundaki vidalarin ise saglikli bir kemik iyilesmesi ortaminin
saglanmasi i¢in gereken kirik fragmanlarin hareketsizligini saglamada daha basarih
olduguna kanaat getirilmistir.

flgili tecriibeler dogrultusunda (Simsek 2011), calismamizda da basarih bir
fiksasyonun yapilmast ve bunun sonucunda kirik fragmanlarin hareketsizliginin
saglanarak diizgiin bir kemik iyilesmesi ortaminin yaratilmasi amaciyla 7 mm
uzunlugundaki titanyum vidalardan faydalanilmistir.

Mini vida ve plak ile yapilan kirik fiksasyonlarinda kullanilan plagin 6zellikleri
de biiyiik 6nem tasimaktadir. Caligmamizda faydalanilan 4 delikli mini plaklarin bir
kisminin elimizde mevcut olmasi nedeniyle sadece eksik olan 20 adet titanyum mini
plak aym firmaya, aynm ebatlarda siparis edilmistir. Her grupta 20 adet titanyum mini
plak kullanilmig ve bazi1 femurlarda kullamilan plaklarin kirilmasi veya biikiillmesi

nedeniyle kaynamama meydana geldigi (Kontrol grubu= 10, 0.2 mT grubu= 5 (bes),
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1 mT grubu= 4 (dort) ve 2 mT grubu= 23) (Tablo 5) goriilmiistiir. Miloro et al.
(2004) fonksiyondaki plaklarda; fiksasyonda yetersizlik, enfeksiyon ve/veya
kaynamamayla sonuglanabilen kiriklar meydana gelebilecegini belirtmislerdir.
Titanyum plaklarda goriilen kiriklarin en 6nemli sebebinin ise metal yorgunluguna
bagh kiriklar oldugu dile getirilmistir. Calismamizda kullandigimiz plaklarin biiyiik
bir kisminin daha 6nceki bir calismada kullanilmis olmasi bu plaklarin zaten metal
yorgunluguna sahip oldugunu diisiindiirmiis ve tekrar fonksiyon gérmeleriyle de var
olan metal yorgunlugu bir miktar daha artmistir.

Giiniimiizde oral ve maksillofasiyal cerrahide kullanilan plaklarin biiyiik bir
kismi titanyumdan yapilmaktadir. Titanyum biyouyumlu bir materyaldir ve uygun
plaklar secildiginde internal fiksasyonda tatmin edici Ozelliklere sahiptir. Fakat
kemikle kiyaslandiginda kirilgan olmast veya esnekliginin yetersiz olmasi
istenmeyen bir 6zelligidir (Miloro et al. 2004).

Arastirmamizda siganlarin femurlarinda kullandigimiz titanyum mini plaklarin
kirilma sayilan goézden gecirildiginde (Tablo 5) ilk ii¢ grupta (Kontrol grubu= 3 (ii¢),
0.2 mT grubu= 3 (ii¢), 1 mT grubu= 3 (ii¢)) ongoriilebilir ve tolere edilebilir az
sayida metal yorgunluguna bagh plak kiriklarn oldugu gozlenmistir. Fakat 2 mT
grubundaki kirilan plak sayisi (n=19) degerlendirilmis ve dikkat ¢ekici bir sonug
ortaya cikmistir. Sebebinin arastirilmasi amaciyla bu grupta kullanmilan plaklarin
kayitlarina bakildiginda, tamaminmin firmaya yeni siparis verilen digerleriyle ayni
ebatlarda titanyum mini plaklardan meydana geldigi anlasilmistir. Konuyla ilgili
firmayla goriisiilmiis ve bu durumun iiretim siirecindeki bir hataya bagli oldugu
Ogrenilmigtir. Aymi firmadan aym ebatlarda tekrar tedarik edilen plaklarla 2 mT
grubu icin deney tekrarlanmis ve kullanilan yirmi plaktan sadece iki tanesinde kirik
goriilmiigtiir. Kirllan plak sayisindaki onemli derecede azalma once siparis verilen
partideki kalite problemini dogrulamaktadir. Yenilenen gruptaki si¢anlarin
femurlarinda kullanilan plaklarin ikisinde kirik goriilmesi, bir onceki gruptaki kirik
plak sayisiyla da kiyaslandiginda kabul edilebilir bir durum olarak
degerlendirilmistir. Bu durum si¢anlarin femurlarina binen deforme edici kuvvetlerin
plak kirilmalarina neden olmasina baglanmistir.

Calismamizda sican femurlarinda osteotomi sonrast kemik iyilesmesini

gozlemlemek amaciyla darbeli elektromanyetik alan uygulamasimi kullandik.
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Giiniimiize kadar kemik iyilesmesini hizlandirmak amaciyla deney hayvanlan
izerinde ilag uygulamalar (Delgado-Martinez et al. 1998), disaridan cesitli ajanlarin
verilmesi (Lind et al. 1993) ve fiziksel tedaviler (Heybeli et al. 2002) gibi degisik
uygulamalar yapilmistir. Ornegin deney hayvanlarina hiperbarik oksijen uygulamasi
(Yablon and Cruess 1968), mekanik stimulasyon uygulamalart (Usui et al 1989),
disaridan biiyiime faktorleri verilmesi (Lind et al. 1993), sok dalga uygulamalar
(Delius et al 1995), diisiik enerjili lazer uygulamalar1 (David et al 1996), D vitamini
verilmesi (Delgado-Martinez et al. 1998), diisiik yogunlukta ultrason uygulamalari
(Heybeli et al. 2002), alendronat ve K1 vitamini verilmesi (Simsek 2011) kemik
iyilesmesi iizerine yapilan ¢alismalardan bazilardir.

Darbeli elektromanyetik alan uygulamalar1 kirik iyilesmesini hizlandirmak
amactyla giiniimiizde yaygin kullanilmaya baglanmistir. Popiilarite kazanmasindaki
etkenlerden bazilar1 non-invaziv bir islem olmasi ve kolayca uygulanabilmesidir.
Aynt zamanda elektromanyetik alan uygulamalarinin kontraendikasyon ve
komplikasyonlarinin az olmasi ve terapistin zamanini almamasi gibi avantajlan
bulunmaktadir (Kiilcii 2009). Literatiirde bu konu iizerine ¢ok sayida calisma
olmasina ragmen (Matsunaga et al. 1996, Midura et al. 2005, Gupta et al. 2009)
optimum frekans, siddet ve siire iizerine yeteri kadar arastirma yapilmamistir. Bu
sebeplerden dolayt DEMA uygulamalarinda farkli siddetlerin sigcan femurlarindaki
kirik iyilesmelerine olan etkileri aragtirilmistir.

Calismamizda uyguladigimiz DEMA yogunlugu 0.2 mT (2 Gauss) (Bassett et
al. 1982, Matsunaga et al. 1996), 1 mT (10 Gauss) (ICNIRP, 1998) ve 2 mT (20
Gauss) (Midura et al. 2005) olmak iizere 3 farkli siddette tasarlanmistir. Simdiye
kadar DEMA kullanilarak yapilan ¢alismalarda uygulanacak manyetik alan siddeti
cok farkli sekillerde karsimiza ¢ikmaktadir (Bassett 1984, Darendeliler et al. 1997,
Satter et al. 1999, Atay ve ark. 2003, Midura et al. 2005, Gupta et al. 2009). Ancak
DEMA uygulamalariyla kemik iyilesmesi ¢alismalarinin dnciilerinden olan Bassett et
al. (1982) 0,2 mT siddetinde manyetik alan uyguladigi calismasinda kemik
formasyonundaki artis1 anlamli bulmustur. Atay ve ark.’da 2005 yilinda yaptiklar
calismada 0,2 — 0,3 mT’lik diisiik manyetik alan siddetinin kemik formasyonu i¢in
yeterli oldugunu bildirmistir. Ayrica literatiirde manyetik alanin kisa siire de olsa

yogun uygulanmasinin tedavi izerinde negatif etkisi bildirilmistir (Ulukut ve ark.
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2005). Non—iyonize Radyasyondan Korunma Kurulusu ve Uluslararas1 Elektrik ve
Elektronik Miihendisleri Enstitiisii’niin bilimsel tavsiyeleri tizerine WHO, diisiik
frekansli alanlarin biyolojik degisiklik olusturma simir1 olarak 1 mT dozunu
belirlemistir ICNIRP, 1998).

Arastirmamizda hedefledigimiz gozlemlerden bir tanesi siddetin artmasiyla
kemik iyilesmesinde olumlu veya olumsuz etkilerin olup olmayacagidir. Bu sebeple
kullanacagimiz siddet parametrelerini secerken bazi calismacilarin tavsiye ettigi
(Bassett et al. 1982, Atay ve ark. 2005, Ulukut ve ark. 2005) diisiik dozda 0,2 mT
siddeti ve WHO’nun diisiik frekansli alanlarin biyolojik degisiklik olusturma siniri
olarak belirledigi 1 mT dozunun (ICNIRP, 1998) yaninda Midura et al. (2005)’ 1n
calismasinda olumlu sonuglar elde ettigi 2 mT siddeti sican femurlarina osteotomi
sonrast uyguladigimiz darbeli manyetik alan gsiddet parametreleri olarak
belirlenmistir.

Kemik iyilesmesi tizerine etkili oldugu bilinen diger bir faktor ise uygulanacak
elektromanyetik alanin frekansidir. Otter (1998)’e gore kemik iizerine olumlu etki
saglayan frekans araligi, kemikte normal fonksiyonel aktivite sirasinda olusan
frekans seviyesine en yakin olandir. Kemikte endojen iiretilen frekanslar 1 — 100 Hz
arasinda degisim gosterebilmektedir. Diger bir calismaciya gore ise (Brighton 1981)
hiicre membranlarindaki proteinleri etkileyen elektromanyetik alan uygulamasinin
yapisal degisikliklere neden olmasiyla metabolik etkiler ortaya ¢cikmaktadir ve bu
degisikliklere neden olabilecek frekans araliklarnn iskelet sisteminde normal
fonksiyonel aktiviteler sonucu olusan frekans araliklarinin disinda kalan
frekanslardir. (Brighton 1981, Otter et al. 1998, Erdem 2006).

Elektromanyetik alanlarin kemik iyilesmesi iizerine etkilerinin halen tam
olarak aydinlatilamamis olmas1 kemik iyilesmesinde etkili optimum elektromanyetik
dalga sekli ve frekansinin tespit edilmesinde zorluklar1 da beraberinde getirmektedir.

McLeod et al. (1992)’ nin, hindilerin ulna kemiklerinde yaptiklar1 osteotomi
sonrast elektromanyetik alan uygulamasinin osteogenezis {iizerine etkilerini
inceledikleri caligmalarinda ti¢ farkli frekans kullanmislar ve bunlan
karsilastirmislardir. Sekiz hafta boyunca giinde 1 saat olarak uygulanan 15 Hz, 75 Hz
ve 150 Hz frekanslarinda en etkili sonucu 15 Hz frekansta elde etmisler ve 150 Hz

frekansinin osteogenezis iizerine etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Matsunaga et al.
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(1996), tavsanlarda darbeli elektromanyetik alan uygulamalarinin osteogenezis
tizerine etkili optimum ayarlarin1 arastirmak amaciyla yaptiklann caligmalarinda
deney hayvanlarina farkli siddetlerde ve frekanslarda elektromanyetik alanlar
uygulamislardir. Diisiik siddetlerde kemik iyilesmesinde olumlu sonuglar elde
etmisler ancak frekans farkliliklarmin osteogenezis iizerine etkisinin olmadigim
bildirmiglerdir. Temel ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢calismada tedavi edici 6zellige sahip
manyetik alanin diisiik frekansli ve atim Ozellikli yani darbeli olmas1 gerektigi
belirtilmigtir.

Literatiirdeki  calismalar  dogrultusunda, farkli  siddetlerdeki darbeli
elektromanyetik alanlarm sican femurlarinda kontrollii olarak olusturulan osteotomi
sonrast kemik iyilesmesi tizerine etkilerini inceledigimiz c¢alismamizda frekans
olarak sabit 15 Hz frekansinin kullanilmasi tercih edilmistir. Simdiye kadar
elektromanyetik alan uygulamalan ile kemik iyilesmesinin incelendigi bircok
calismada frekans parametresi olarak 15 Hz frekansi kullanilmis ve olumlu sonuglar
elde edildigi bildirilmistir (Colson et al. 1988, McLeod et al. 1992, Darendeliler et al.
1997, Midura et al. 2005, Shen et al. 2010).

5.3. Histopatoloji

Arastirmamizda hazirlanan kesitlerin  histopatolojik olarak incelenmesi
sirasinda kullanilan parametreler; yeni kemik yapim alani, iltihap, nekrozis ve
fibrozis olarak belirlenmistir. Bu parametreler 6rneklerin mikroskobik goriintiilerinde
yiizde olarak goriilme oranlarina gore (%0-5, %5-30, %30-60, %60-90) 0-3 arasinda
skorlanmigtir (Tablo 7). Erdem (2006), kemik defektlerinde elektromanyetik alanin
iyilesme {iizerine biyokimyasal ve histopatolojik etkilerini arastirdigi calismasinda
histopatolojik parametreler olarak yeni kemik yapimi, iltihap, nekrozis ve fibrozis
parametrelerini kullanmis ve mikroskop altinda incelenen Orneklerin goriintiilerini
yiizde olarak hesapladiktan sonra bu yiizdelere gore 0-3 arasinda yapilan skorlama
yontemiyle deneysel bir calisma yapmistir. Bu sebeple arastirmamizin histopatoloji
kisminda kullanilan parametreler ve uygulanan skorlama yontemi Erdem (2006)’nin

calismasiyla benzerdir. Yine kemik iyilesmesiyle ilgili baska bir ¢alismada Selvi,
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2008 yilinda deneysel olarak olusturulan kiriklara bifosfonat ilag kullaniminin
etkilerini histopatolojik olarak inceledigi arastirmasinda; kemiklesme miktar1, bag
dokusu reaksiyonu ve siddeti, iltthap ve yogunlugu, kemiklesme tipi olarak 4
parametre kullanmistir. Bunlardan kemiklesme miktarint mikroskobik goriintiilere
gore hem yiizde olarak hesaplamis, hem de 0-4 arasinda skorlamistir. Diger iki
parametre olan bag dokusu reaksiyonu ve siddeti, iltihap ve yogunlugu
parametrelerini yine hem yiizde olarak hesaplamis, hem de hesaplanan yiizdelere
gore 0-3 arasinda skorlama yapmistir. Son parametresi olan kemiklesme tipinde ise
intramembrandz ve/veya endokondral kemiklesme varligi ya da yoklugu
degerlendirilmistir. Selvi (2008)’ nin c¢alismasinda 3 parametresinde histopatolojik
degerlendirme amaciyla kullandigi skorlama yontemi de bizim calismamizda
kullandigimiz yontemle benzerlikler gostermektedir. Aslan (2008) ise yaptigi
deneysel calismada elektromanyetik alanlarin siganlarda kemik iyilesmesi iizerine
etkilerini incelemis, degerlendirme sirasinda da radyografik olarak O — 3 arasinda bir
skorlama, klinik diizeyde olusan kallusun elle mekanik olarak degerlendirilmesinde O
- 2 arasinda bir skorlama ve histolojik olarak kemiklesme derecesini incelemek icin 1
ile 10 arasinda bir skorlama yontemi kullanmistir. Histolojik degerlendirmede 1
skoru fibr6z dokuyu, 10 skoru ise tamamen matiir kemik olugumunu ifade
etmektedir.

Histopatolojik analiz amaciyla kullandigimiz parametreler kemiklesme
derecesini degerlendirebilmek ve beklenen kemiklesme meydana gelmediginde
sebebinin arastirilabilmesi amaciyla kullanabilecegimiz sekilde secilmistir. Kemik ve
fibr6z doku tiplerinin her ikisi de bag dokusuna aittir. Fiziksel veya kimyasal etkiler
ortaya c¢iktiginda yeni olusan kemik iyilesme dokusunun bir kismi fibréz doku ile
iyilesecektir. Eger yeterli revaskiilarizasyon olmazsa kemik dokuda nekroz meydana
gelir ve iyilesme goriilmez (Nanci 2008). Nekrozda plazma membraninin
biitiinliigliniin bozularak hasar gdérmesi nedeniyle hiicre iceriginin dis ortama
saliverilmesi sonucu enflamasyon uyarilir (Tagpmar 2008). Bunun yaninda
calismamizda oldugu gibi osteotomi yapilan ve mini plaklar ve vidalar ile fiksasyon
yapilabilmesi icin vida yuvalan acilirken drill kullanilmasi sebebiyle kemikte bir
miktar 1s1nin ortaya ¢iktigi durumlarda nekroz goriilmesi de kaginilmazdir. Bir diger

parametre olan iltihap parametresi de yine farkli etkenlere bagli olarak dokularin
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verdigi reaksiyondur. Calismamizda cerrahi travmaya bagl olarak veya postoperatif
donemde cerrahi sahada olusan olumsuz etkenler nedeniyle gozlenebilecegi
diisiiniilerek parametreler arasina dahil edilmis ve skorlamasi yapilmistir.

Arastirmamizda hi¢ darbeli elektromanyetik alan uygulamasina tabi
tutulmayan kontrol grubunda %80 oraninda 6rnekte diisiik derecede (skor 1) iltihap
gozlenmistir (Tablo 8). Diger ii¢ grupta da degisen oranlarda (0.2 mT grubu - %71.4,
ImT grubu- %58.3, 2 mT grubu %100) diisiik dereceli iltihap goriilmesi uygulanan
cerrahi iglemin invaziv olusu ve iyilesme doneminde -elektromanyetik alan
diizenegine her giin kafeslerinden alinip tekrar yerlestirildikleri ve yer degisikligi
nedeniyle strese girdikleri diisiiniildiigiinde kabul edilebilir goriinmektedir. Fakat 2
mT grubundan bir sigcanin femurunda abse formasyonu ortaya ¢ikmasi nedeniyle
kemik iyilesmesi miimkiin olamamis bu sebeple de histopatolojik ve
histomorfometrik incelemeye dahil edilememistir. Abse olusumunda etkilenen
sicanin postoperatif donemde ciltteki suturlar1 kemirerek koparmasi ve cerrahi
sahamin dis etkenlere acik hale gelmesinin etkili oldugunu diisiinmekteyiz. iltihap
diger adiyla enflamasyon hem dokuda reaksiyon uyaran zararh etkeni hem de hasarh
dokuyu yok etmek veya sinirlandirmak amaciyla dokularin yaralanma veya yikimina
kars1 gelisen lokalize savunma cevabi olarak tamimlanmistir (Polat 2008). Dikkat
cekici ve diger gruplardan farkli olarak ortaya cikan bir durum, 0.2 mT grubundaki
orneklerde histopatolojik incelemede %?21.4° lik bir oranda O skorunda yani hig
iltihap go6zlenmemesidir. Bu durum, darbeli elektromanyetik alanlarla kemik
iyilesmesi iizerinde yapilan c¢alismalarin onciilerinden olan Bassett et al. (1982) ‘in
kemik iyilesmesinde olumlu sonug bildirdigi 0.2 mT siddetinin, iyilesme siirecinde
enflamasyonu da azalttigi seklinde bir goriis ortaya ¢ikarabilir. Istatistik analizde
yapilan bagimsizlik testine gore calismamizda da iltihap parametresi icin oranlar
DEMA uygulama siddetlerinden bagimsiz degildir (p= 0.025).

Literatiirde manyetik terapilerin vazodilatasyona neden olmasi, Odemi
azaltmasi, doku tamirini hizlandirmasi gibi olumlu etkilerinin yaninda enflamasyonu
azaltic1 etkisi de aragtiricilarin iizerinde goriis bildirdikleri bir konudur (Bassett 1989,
Bassett 1993). Enflamasyon procesinde degisikliklere neden olduklar belirtilmekte,
agrili yaralanma ve enflamasyon durumlarinda ilgili bolge iizerine uygulanmalan

tavsiye edilmektedir (Fernandez et al. 2007).
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Zorzi et al. (2007), yaptiklan arastirmalarinda artroskopik cerrahi sonrasi
eklemde olusan enflamasyonu ve agriy1 azaltici etkisini degerlendirebilmek amaciyla
DEMA kullanmiglardir. Rastgele gruplara ayirdiklan hastalardan bir gruba 0.05 mT
digerine de 1.5 mT siddetinde DEMA uygulamislar, ayn1 zamanda hastalar arasinda
non-steroidal antienflamatuar (NSAIQ) ila¢ kullanimini da kaydetmislerdir. Islem
sonrasi 45. ve 90. giinde degerlendirilen hastalarda artroskopi sonrasi uzun dénem
etkilerin de degerlendirilmesi amaciyla 3. yilda tekrar goriisme yapilmistir. Sonug
olarak DEMA uygulanan hastalarda kontrol grubuna gore NSAII kullaniminda
azalma ve cerrahi sonrasi iyilesmede uzun donemde daha olumlu sonuclar elde
edildigini bildirmislerdir. DEMA tedavilerinin uygulanmasiyla eklem kikirdagini
proenflamatuar sitokinlerin katabolik etkilerinden korumak veya enflamatuar hiicre
ortaya ¢ikmasini engellemek veya sinirlandirmak miimkiin olabilir (Fini et al. 2005).

Manyetik alanlarin potansiyel terapotik etkilerinin degerlendirildigi baska bir
calismada Vianale et al. (2008) diisiikk frekansh elektromanyetik alan kullanarak
keratinosit proliferasyonunu ve RANTES (regulated and normal T cell expressed and
secreted) proteini, MCP-1 (monocyte chemoattractant protein), MIP -la
(macrophage inflammatory protein) ve IL-8 (interleukin) gibi kemokinlerin tiretimini
incelemislerdir. Insan keratinosit hiicre kiiltiriine 1 mT, 50 Hz frekansta EMA
uygulamiglar ve farkli zamanlarda hiicre biiylimesini ve yasamlarini
degerlendirmislerdir. Kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda 48 saat sonra hiicre
biiytimesinde onemli derecede artis gozlenmis, 72 saat sonra da yine kontrol
hiicreleriyle kiyaslandiginda RANTES, MCP — 1, MIP - 1a ve IL — 8 salimimlarinda
onemli derecede azalma gozlenmistir. Bu sonuglar diisiik frekansli EMA’ larin
kemokin {iiretimini ve hiicre biiylimesini diizenleyerek enflamatuar siireci
baskiladigimi gostermektedir. Boylece cilt yaralanmalarinin tedavilerinde de diisiik
frekansli EMA uygulamalarinin alternatif bir tedavi yaklasimi olabilecegi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda biitiin gruplarda, Ornekler mikroskopla incelendiginde
ozellikle vidalarin gectigi bolgelerde yer yer nekrotik dokularin bulundugu
gozlenmistir (Resim 22). Deney hayvanlarinin femurlarinda osteotomi sirasinda ve
plak uygulayabilmek amaciyla vida deliklerinin hazirlanmas1 sirasinda her ne kadar

serum irrigasyonu ile sogutma saglanmaya calisilsa da kemikte bir miktar 1sinin
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ortaya ¢ikmasi kaginilmazdir. Kemik defektlerinde elektromanyetik alanin kemik
iyilesmesi {iizerine etkilerinin incelendigi bir calismada (Erdem 2006), femur
tizerinde defekt olusturulmus ve 15. ve 45. giinlerde sakrifiye edilen sicanlardan elde
edilen ornekler histopatolojik olarak incelenmistir. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda
hepsinde diisiik derecede nekroz varligi saptanmistir. Biitiin gruplarda kemik
iyilesmesinin 15. giiniinde, 45. giinlere oranla nekroz oraminin fazla goriilmesi
nedeniyle bu durum operasyonda yapilan osteotomi sirasinda tur motoru
kullaniminin sogutma yapilsa bile kemikte 1s1 ylikselmesiyle nekroza neden olacagini
diistindiirmiistiir.

Arastirmamizda gruplar arasindaki nekroz oranlari incelendiginde, hig
elektromanyetik alan uygulanmayan kontrol grubundaki orneklerde %90 oraninda
skor 1 (%5-30) diisik dereceli nekroz gozlenmistir (Tablo 8). Sadece
elektromanyetik alan uygulanmayan kontrol grubunda boyle yiiksek bir oranin
cikmasi ilk planda akla DEMA uygulanan ratlarda nekrozun elektromanyetik alanin
etkisiyle azalabilecegini getirmektedir. Ayn1 zamanda, DEMA uygulanan gruplardan
0,2 mT grubunda O skorunda hi¢ nekroz goriilmeyen ornekler bulunurken, skor 3
(>%60) oraninda yani genis nekroz alanlar1 da hicbir 6rnekte gozlenmemistir. Bu
durum yine nekroz parametresi icin de Bassett et al. (1982) in 6nerdigi 0,2 mT
siddetinde daha olumlu sonuclar elde edildigini gostermektedir. Diger gruplara
baktigimizda ise WHO’ nun diisiik frekansh alanlarin biyolojik degisiklik olusturma
sinir1 olarak belirledigi 1 mT grubunda ve bunun asildigi 2 mT grubunda degisik
oranlarda nekroz gozlenmis ve kontrol ve 0,2 mT gruplarindan farkli olarak skor 3
(>%60) oraninda genis nekrotik sahalar 1 mT grubunda %16,7 oraninda, 2 mT
grubunda ise %14,3 oraninda gozlenmistir. Bu durum da ¢alismamizda ortaya c¢ikan
1 mT dozu asildiginda DEMA’nin olumlu etkilerinin azalmaya bagladig1 goriisiinii
desteklemektedir. Ancak arastirmamizda elde edilen bulgularin istatistik analizi
yapildiginda nekrozis parametresi agisindan oranlarin DEMA uygulama siddetinden
bagimsiz oldugu goriilmiistiir (p= 0.088).

Massari et al. (2006) yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada femur basi nekrozu
goriillen 66 hastaya ortalama 5 ay siiresince giinde 8§ saat DEMA uygulamis ve
sonuclar radyografik ve klinik olarak degerlendirmislerdir. Arastiricilar femur basi

nekrozlarinda DEMA’ nin kisa vadede artikiiler kikirdagi enflamasyonun katabolik
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etkilerinden korudugunu ve subkondral kemik iligi 6demini engelledigini, uzun
vadede ise nekrotik sahada osteojenik aktiviteyi artirmasindan ve subkondral yikimi
engellemesinden dolay1 fraktiir olusumunu engelledigini bildirmislerdir. Boylece bu
hastalarda erken donemdeyse cerrahi miidahale gerekmemekte, aksi takdirde cerrahi
miidahaleye kadar olan siire geciktirilebilmektedir.

Ding et al. (2011) caligmalarinda steroid kaynakli meydana gelen kemik
nekrozlarinda DEMA kullaniminin etkilerini incelemislerdir. Arastirmaya 72 sigan
dahil edilmis, bu deney hayvanlar1 3 gruba ayrilmustir. Ik 2 gruba, ilk giin IV olarak
lipopolisakkarit ve sonraki 3 giin boyunca IM olarak metilprednisolon asetat
uygulanmis ancak bunlardan sadece 1. gruba 8 hafta boyunca Helmholtz bobinlerinin
kullanildig1 elektromanyetik alan cihaziyla 15 Hz frekansta 1,8 mT siddetinde
DEMA uygulanmistir. Son grup ise kontrol grubu olarak belirlenmis ve DEMA
uygulamasi yapilmadan diger gruplar gibi ayni zamanda ve aym dozda %0,9’luk
NaCl enjeksiyonu yapilmistir. Femur proksimalinde kemik nekrozu oraninin
Olctildiigli arastirmada kontrol grubunda hi¢ nekroz goriilmezken, DEMA uygulanan
grupta (%29) diger gruba oranla (%75) 6nemli derecede diisiik nekroz gozlenmistir.
Bu sebeple arastiricilar; DEMA uygulamasinin etkili, giivenli ve non-invaziv bir
metod olarak steroid kaynakli meydana gelen nekrozlardan korunma amaciyla
kullanish olabilecegini belirtmislerdir.

Calismamizda histopatolojik degerlendirme amaciyla kullandigimiz bir diger
parametre olan fibrozis oranlarini inceledigimizde biitiin gruplarda mutlaka fibroz
dokularm olustugu goriilmektedir. Kontrol grubunda O skorunda (%0) fibrozis
olusumu gozlenmezken 1 skorunda da (%5-30) yani diisiik diizeyde de goriilmemis,
deney hayvanlarinin hepsinde ya 2 (%30-60) ya da 3 skorunda (>%60) fibrozis
varligi gozlenmistir. Diisiik dereceli (%5-30) fibrozis varligi en yiiksek 0.2 mT
grubunda goriilmiistiir. Bulgulardan elde ettigimiz sonuglardan bir digeri olan
DEMA siddetinin artmasiyla 2 ve 3 skorlarinda yani %30-60 ve >%60 oranlarinda
fibrozis varliginin artmasi dikkat cekmektedir. Bu oranlardan 1 mT grubundaki
orneklerde skor 2 (%30-60) fibrozis varligit %50 iken 2mT grubunda %71.4’e
cikmistir.

Tipik bir indirek kemik iyilesmesinde damarlanmanin daha yogun oldugu

kallusun dis kisminda fibr6z doku, damarlanmanin daha az oldugu kallusun
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merkezinde ise fibrokartilaj daha fazla goriilmektedir (Hulse and Hyman, 1993). Bu
goriise gore DEMA uygulanan deney hayvanlarinda diisiik frekansli ve yogunluklu
elektromanyetik alanlarin damarlanmay1 arttiric1 etkisinden kaynaklanan bir fibroz
doku olusumu gozlenmesi olasidir. Yaptigimiz arastirmada fibrozis parametresi
acisindan kontrol ve farkli siddetlerde DEMA uygulanan deney gruplarinda oranlarin
uygulama siddetinden bagimsiz oldugu goriilse de (p= 0.075), gruplarimizdan
siddetin en yogun oldugu 2 mT grubunda 2 skorunda fibrozis varliginin %71.4’e
cikmasi DEMA yogunlugunun fibréz doku olusumunu degistiren bir unsur oldugunu
gosterebilir.

Histopatolojik degerlendirmenin yapildigi bir deneysel ¢alismada Takano et
al. (1992) DEMA™larin defekt olusturulduktan sonra demineralize kemik matriksi
(DBM) uygulanan ve uygulanmayan sicanlarda kemik iyilesmesi lizerine etkilerini
arastirmiglardir. Calismalarinda Wistar cinsi  sicanlar kullamilmistir. Deney
hayvanlarinin premaksillasinda 2 mm capinda kemik defekti olusturmuslar ve giinde
12 saat olmak iizere 1.8 mT siddetinde ve 100 Hz frekansinda DEMA uygulayacak
sekilde bir sistem hazirlanmistir. Deney hayvanlar sadece defekt olusturulan, defekt
olusturulduktan sonra DBM uygulanan, defekt olusturulduktan sonra DBM ve
DEMA uygulanan, defekt olusturulduktan sonra DEMA uygulanan olmak iizere 4
gruba ayrilmistir. Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda greftlenmeyen yani
sadece defekt ve DEMA gruplarinda 21.giinde defekt sahasim fibroz doku
doldururken 35. giinde yer yer yeni kemik yapim alanlar1 goriilmiistii. DBM ve
DBM+DEMA uygulanan gruplarda ise 21. giinde defekt sahasini kaplayan osseos
kopriiler goriiliirken, 35. giinde defekt sahasinin neredeyse tamaminin yeni kemik
yapim alanlariyla kaplandigi izlenmistir. Bu calismada DEMA uygulanmasinin
sadece defekt olusturulan grupla kiyaslandiginda fibroz doku olusumunu anlaml
derecede arttirmadigr anlagilmaktadir. Yani DEMA uygulanmasa da defekt alaninda
ayn1 oranda fibréz doku olusumu meydana gelmektedir. Osteotomi yaparak DEMA
uyguladigimiz ¢alismamizdan farkli olarak bu calismada defekt olusturulmustur ve
defekt sahasimm DEMA uygulansa da uygulanmasa da oncelikle fibréz dokunun
doldurmasi olagandir.

Kemik iyilesmesinde DEMA’nin etkilerinin arastirildig1 bir baska calismada

Leisner et al. (2002) sicanlarda yeni olusmus ulnar kiriklarda yiiksek yogunluklu
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DEMA uygulanan deney hayvanlarinda kontrol grubuna goére fibréz dokunun daha
fazla goriildigiini bildirmislerdir. Kirik iyilesmesinde DEMA uygulanan grupla
kontrol grubunda istatistik olarak anlamli bir farkin bulunmadigi arastirmada, daha
az miktarda olusan kallusun mineralizasyon derecesinin yiiksek olmasindan dolay1
kirikk fragmanlar arasi hareketsizligin daha iyi olabilecegini ve bu sekilde
kemiklesme saglanabilecegini belirtmislerdir. Ayrica DEMA’nin kallus dokusunda
farkl1 bir hiicre populasyonunu uyartyor olabilecegini veya fibrin olusumun diizenli
ve daha iyi olmasim etkiliyor olabilecegini savunmuslardir.

Erdem (2006)’in, sicanlarin tibialarina defekt olusturduktan sonra caligsma
gruplarma EMA uygulayarak 15. ve 45. giinde degerlendirme yaptig1 calismasinda,
15.giin EMA uygulanmis ve uygulanmamis gruplarda fibrozis miktar1 istatistik
olarak anlamli farklilhik gostermemistir. Yaptiklar1 caligmada defekt olusturduktan
sonra EMA uyguladiklan ve 45. giinde degerlendirdikleri grupta 2 skorunda fibrozis
varlig1 %71.4 olup sadece defekt olusturup 45.giinde degerlendirdikleri gruba kiyasla
istatistik olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Arastirict bu sonucu
EMA’larin  kemik iyilesmesi sirasinda damarlanmayi arttirmasma ve artan
damarlanma sonucunda defekt sonrasi olusan kallusta dokularin beslenmesinin daha
iyi olmasi nedeniyle osseoz yapiya doniisecek kikirdak dokusunun daha az,
damardan zengin dayanmikli fibr6z dokunun daha fazla olusmasina baglamistir
(Leisner et al. 2002, Teper et al. 2004). Ayrica calismada EMA uygulanan grupta 45.
giinde degerlendirilen fibrozis degerlerinin yiiksek olmasina bagli olarak defekt
iyilesmesinin fibroz dokudan kaynagimi alan primer kirik iyilesmesi seklinde
gerceklestigi kanisina varilmistir.

Histopatolojik parametrelerimizden en Onemlisi olan yeni kemik yapimi
oranlarin1 inceledigimizde kontrol grubunda 2 skorunda (%30 - 60) yeni kemik
yapiminin %80 oldugu goriilmekle birlikte 3 skorunda (>%60) yeni kemik yapimi
%10 ornekte gozlenmistir (Tablo 8). Ancak 0.2 mT grubunda 3 skorunda (>%60)
yeni kemik yapimi orami %?21.4 olarak gozlenmistir. Bu oran gruplar arasinda en
yiiksek skor olan 3 skorunda goézlenen en yiiksek degerdir. Diger gruplardan 1 mT
grubunda da Orneklerin %16.7°sinde 3 skorunda (>%60) yeni kemik yapimi
gozlenirken, 1 skorunda (%5-30) yani diisiik seviyede yeni kemik yapimi gozlenen

orneklerde de %66.7 gibi bir oranla onemli artis gostermistir. En yiiksek siddette
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DEMA uygulanan 2 mT grubunda ise diger gruplardan farkli olarak O skorunda yani
hi¢c kemiklesme gostermeyen Ornek oram1 %21.4’le azimsanmayacak bir rakam
ortaya c¢ikarmistir. Bu grubun disindaki biitiin gruplarda mutlaka her ornekte farkl
seviyelerde yeni kemik yapimi gozlenirken 2 mT grubunda %21.4 6rnekte hi¢ yeni
kemik yapimi gozlenmemesi DEMA siddetinin artmasina bagli olarak olumsuz
etkilerin basladigimi diistindiirmektedir. Histopatolojik olarak degerlendirildiginde
yeni kemik yapimi parametresinde en iyi sonuglar bazi arastirmacilarin 6nerdigi
diisiik siddette uygulanan DEMA ile elde edilmistir (Bassett et al. 1982, Atay ve ark.
2005, Ulukut ve ark. 2005).

Literatirde DEMA’larin kemik doku ve kirik iyilesmesine olumlu etkilerinin
oldugunu (Bassett et al. 1982, Ottani et al. 1991, Sarker et al. 1993, Grace et al.
1998) veya etkisinin olmadiginmi bildiren ¢aligmalarin yaninda (Barker et al 1984,
Filho et al. 1992) olumsuz etkisinin oldugunu bildiren (Muhsin et al. 1991, Hannay
et al. 2005) calismalar da vardir. Bunlarin disinda, kemik iyilesmesi amaciyla diisiik
frekansli DEMA ile yapilan bu deneysel calismalarin yam sira onceki klinik
calismalarda da kirik iyilesmesinde elektromanyetik uyariyla %64 ile %85 arasinda
degisen basar1 oranlar1 bildirilmektedir. Fakat giiniimiizde hala taze kiriklarin
tedavisinde etkili olup olmadigi netlik kazanmamistir (Hannay et al. 2005, Aslan
2008).

Barker et al. (1984), tibia fraktiirii olan 17 hasta {izerinde DEMA cihazi1 ve
kontrol grubunda bu cihaza benzer sahte bir cihaz kullanarak kirik iyilegmesi
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Kontrol grubundan bir hastanin kisisel
sebeplerden cihaz kullanimini1 birakmasi iizerine kalan 16 hastada standart tiim bacak
alc1 tedavisi uygulanmis, bunun yaninda aktif elektromanyetik alan cihaz1 uygulanan
grup giinde 12 — 16 saat boyunca 15 Hz frekansta 1-5 mT siddetinde DEMA
maruziyetine tabi tutulmustur. Hastalarin her 6 haftada bir rutin kontrolii yapilmis, 24
hafta sonunda kaynama goriilmeyen kiriklara uygulama devam ettirilmistir. Aktif
DEMA uygulanan fraktiirlerden 9’undan 5’inde kaynama, kontrol grubunda ise 7
tibiadan 5’inde 24 hafta sonunda kaynama goriilmiistiir. Bu sonuclarin elde
edilmesiyle arastiricilar fraktiir iyilesmesinde DEMA etkisinden daha cok klasik
konservatif kirik tedavisinin etkili ve Onemli oldugunu vurgulamislardir. Bu

caligmada hastalarin bacaklar1 al¢iya alinmig ve iyilesme periyodunda kirik
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fragmanlarin yiiklerden arinmis olmasi ¢alismamizdan farkli olan Onemli bir
kriterdir. Calismamizda DEMA uygulamasinin deney hayvanlarinda yapilmasi
sebebiyle osteotomi yapilmis femurlar iizerine yiik binmesi kac¢inilmazdir. Bu
sebeple Barker et al. (1984)’1n calismasinda hastalarin tiim bacaklarini algiya almis
olmas1 ve normal kemik iyilesmesi i¢in yeterli bir siire beklemis olmas1 nedeniyle
DEMA’nin olumlu etkilerinin maskelenmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Diisiik siddetli elektromanyetik alanlarin kemik iyilesmesine etkisinin
arastirildig bir baska deneysel arastirma Pienkowski et al. (1994) ‘in 399 tavsanin
fibulalarinda osteotomi sonrast elektromanyetik stimulasyon uyguladiklar
calismadir. Bu calismada, arastiricilar diisiik siddette elektromanyetik alanlarin
kemik iyilesmesine ve iyilesen fragmanlarin biilkme kuvvetlerine karsi direncini
incelemislerdir. Plasebo kontrol grubunun ve deney grubunun oldugu calismada,
tavsanlara 15 Hz frekansta, 28 mikrotesla ile 1130 mikrotesla arasinda
elektromanyetik alan uygulanmis ve 50-100 milivolt seviyesinde ve 5-7 mikrosaniye
atim genisliginde olan uygulamalarda 6nemli derecede artmis kallus ve buna bagh
bitkme direnci elde edilmistir.

Darendeliler et al. (1997), statik ve darbeli elektromanyetik alanin kemik
iyilesmesi iizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, denek olarak 30 adet domuz
kullanmiglardir. Denekler, kontrol ve iki deney grubu olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmistir. Tiim deneklerin mandibula gonial bolgelerine defekt olusturulmus ve 9.
giindeki kemik iyilesmesi degerlendirilmistir. 15 Hz frekansh, 1.8 mT siddetinde
elektromanyetik alan giinde 8 saat uygulanmistir. Histolojik bulgular,
elektromanyetik alan gruplarinda kontrol grubuyla karsilastinildiginda kemik
iyilesme oraninin hizlandigin1 gostermistir. Arastiricilar ayrica kontrol grubunda
defekt sahasinda yumusak bag doku bulunurken, deney gruplarinda bu alanlarda yeni
kemik alanlarmin goézlendigini de belirtmiglerdir. Ortaya c¢ikan sonucu EMA
uygulanan gruplarda Ca tutulumunun daha iyi olmasma baglamislardir. Kemik
iyilesmesinin erken doneminde ortaya cikan bu farklilik proliferasyon ve
diferansiyasyon evrelerinde DEMA’nin daha etkili olmasiyla da aciklanabilir
(Midura et al. 2005). Calismamizda kemik iyilesmesinin 4. hafta sonunda incelenmis
olmasinin erken evrede ortaya c¢ikan stimule edici etkiyi bir miktar maskelemis

olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Matsumoto et al. 2000 yilinda farkli siddetlerde DEMA uyguladiklar tavsan
fibulalarinda implant yerlestirilmesini takiben cevresinde yeni kemik yapimini
degerlendirmislerdir. Deney hayvanlarim 100 Hz frekansta; 0.2 mT, 0.3 mT, 0.8 mT
ve kontrol grubu olarak 4 ana gruba aywran arastiricilar, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda c¢alisma gruplarinda implant cevresinde daha fazla kemik yapimi
elde etmisglerdir. Calisma gruplar arasinda bir degerlendirme yapildiginda ise 0.2 mT
ve 0.3 mT gruplarinda 0.8 mT grubuna gore 6nemli derecede yiiksek yeni kemik
yapimiyla karsilagsmislardir. Arastirmamizda histopatolojik analiz ile elde ettigimiz
sonuglardan 0.2 mT grubunda yeni kemik yapiminin 1 mT grubuna gore daha iyi
olmasi Matsumoto et al. (2000)° 1 bulgulartyla uyumludur. Ancak bu veri
histomorfometrik analizde desteklenmemistir. Giinlilk uygulama siiresi agisindan
giinde 4 saat ile giinde 8 saat DEMA uygulanan femurlar arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Bunlarin disinda bu ¢alismada 2 haftalik uygulama siiresinin, 1 hafta
ile kiyaslandiginda ©nemli derecede fark gosterdigi fakat 4 haftalik uygulama
siiresinin 2 haftaya kiyasla anlaml bir olumlu getirisinin olmadigi anlagilmistir. Bu
sonuclar DEMA’larin yeni kemik yapimi acisindan olumlu getiriler saglayacak
uygulama siiresi, siddeti ve uzunlugu acisindan yararh bilgiler saglamistir.

Fibula osteotomileri sonrast DEMA uygulanarak sicanlarda kemik iyilesmesi
izerine etkilerinin arastinldigi bir baska calismada Midura et al. (2005), 2 mT
siddetinde ve 15 Hz frekansta manyetik alan iireten bir cihazla, 0.2 mT siddetinde 1.5
Hz frekansta manyetik alan iireten cihazi da karsilastirmislardir. Deney hayvanlarinin
sag fibulalarina giinde 3 saat olmak iizere 5 hafta boyunca DEMA uygulanmistir.
Operasyondan 13 — 20 giin sonra 2 mT siddetinde, 15 Hz frekansta DEMA ile tedavi
edilen fibulalarda uygulanmayanlara gore 2 kat daha fazla kallus hacmi gdzlenmistir.
Yine bu oOzelliklerde DEMA wuygulanan sicanlarda olusan kallus dokusunun
kalitesinin de histolojik olarak 6nemli derecede yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Bu
sonucun DEMA’nmin  kemik iyilesmesinin proliferasyon ve diferansiyasyon
asamalarinda etkili olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Ancak 0.2 mT ve
1.5 Hz DEMA uygulanan osteotomi sahalarinda ayni olumlu sonuglar
gozlenmemistir. Bu durum calisgmamizda olumlu sonuclar elde ettigimiz 0.2 mT
grubuyla bagdagmamaktadir. Ancak frekansin, uygulama zamaninin ve siirenin farkl

olmas1 farkli sonuglarni da beraberinde getirecekti. Bu sebeple EMA
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uygulamalarinda etkili olan siddet, siire, uygulama zamani, frekans, dalga tipi gibi
bircok parametrenin farkli kombinasyonlarda bir araya gelerek meydana getirdigi
sonucglar, zamanla kemik iyilesmesinde kullanilacak optimum ayarlarin ortaya
cikmasinda faydali olacaktir.

Darbeli elektromanyetik alanin kemik iyilesme hizina etkisini ve implant
cevresi yeni kemik olusumunu degerlendiren Grana et al. (2008), DEMA grubunda
kemiklesme yiizdesinin kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar 60 adet Wistar sican kullandiklart calismalarinda, her
denegin sag tibialarina titanyum implantlar yerlestirmis, sol tibialarina ise osteotomi
uygulamislardir. 30 adet sigana giinde iki kez 30 dk siire ile 72 mT, 50 Hz DEMA
uygulanirken, 30 adet sican ise kontrol grubu olarak kullanilmistir. Arastirmacilar
kemik iyilesmesini goriintiileme yontemi ile degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, 10.
giinde kemiklesme yiizdesinin DEMA grubunda daha fazla oldugunu, 20. giinde ise
deney grubunda osteotomi alaninin hemen hemen tamamen remodele oldugunu rapor
etmislerdir. Her ne kadar ¢alismamizda farkli metodoloji ve degerlendirme yontemi
kullanilsa da, tim deney gruplarinda mutlaka 3 skorunda yeni kemik olusumu
goriilen Ornekler izlenirken kontrol grubunda en fazla 2 skorunda yeni kemik
olusumu gozlenmesi DEMA’nin yeni kemik olusumunu arttirict etkisi oldugu
goriisiinii desteklemektedir.

Histopatolojik bulgular agisindan tiim gruplar degerlendirildiginde; kontrol
grubunda iltihap ve nekroz parametrelerinin 1 skorunda yogunlastigi goriilmektedir.
Femur osteotomi yonteminin kullamilmis olmast ve plak ile fiksasyon yapilmis
olmas1 nedeniyle boyle invaziv bir girisimden sonra kemik iyilesmesi sirasinda
goriilen diisik seviyeli (skor 1) iltihap ve nekroz oranlar1 kabul edilebilir
goriinmektedir. Fibrozis parametresi sadece 2 ve 3 skorunda esit oranda goriiliirken
yeni kemik yapimi bilylik oranda (%80) 2 skorunda goriilmiistiir. Bu durum normal
kemik iyilesmesi sirasinda fibréz dokulardan kaynagini alacak olan kemiklesmenin
de devam ettiginin belirteci olabilir. Diisiik siddette DEMA uygulanmis olan 0.2 mT
grubunda iltihap oranlarinda azalma goze ¢arpmaktadir. Soyle ki, hig iltihap belirtisi
gostermeyen (skor 0) orneklerin oram1 %?21.4 ile en yiiksek seviyededir. Bu durum
DEMA’nin enflamasyonu azaltici etkisinin (Bassett 1989) belirtisi olarak

digiiniilmiistir. Ancak 1 mT ve 2 mT gruplarinda bu etkinin goériillmemis olmasi
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disik siddette uygulandiginda enflamatuar durumu Dbaskiladigi  seklinde
yorumlanabilir. Yeni kemik yapiminda 3 skorunda goriilen artis da 0.2 mT grubunda
goriillen olumlu etkinin belirtecidir. 1 mT grubunda 3 skorunda yeni kemik
yapiminda kontrol grubu (%10) ile kiyaslandiginda %16.7 ile artis gézlenmistir.
Ancak 0.2 mT grubuna (%21.4) gore azalma gozlenmis olmasi olumlu etkinin
azalmaya bagladig1 seklinde yorumlanmistir. Aymi sekilde 2 mT grubunda da
(%14.7) kontrol grubuna (%10) gore yiiksek olan 3 skorunda kemik iyilesmesi 0.2
mT (%21.4) ve 1 mT (%16.7) gruplar ile kiyaslandiginda siddetin artmasiyla yeni
kemik yapimindaki olumlu etkinin azalma egilimi oldugu gOriisiinii

desteklemektedir.

5.4. Histomorfometri

Histopatolojik analiz kirik iyilesmesinin degerlendirilmesinde uygulanan
basit bir yontemdir. Kirik bolgesi ve cevreleyen dokularda genel histolojik
parametreler kullanilarak kemik formasyonunun, fragmanlar arasinda kaynama olup
olmadiginin ve yeniden sekillenmenin degerlendirilmesine olanak saglar
(Koivukangas 2002). Ancak kemik dokusunun mineralizasyonu ve kemik
hiicrelerinin aktiviteleri hakkinda detayli bilgi elde edilememesi Onemli bir
dezavantajidir (Rauch 2009). Bu sebeple arastirmamizda histopatolojik analizin
yaninda sonuglarin daha objektif olmasi agisindan histomorfometrik analiz de
yapilmistir. Parfitt (1988) ve Iwaniec et al (2008), histomorfometrik analizin doku
kesitlerinde kemigin yapim, yikim ve yapisal parametrelerinin 6l¢iilebilmesinde altin
standart sayilan yontem oldugunu bildirmistir. Simdiye kadar kemik dokusunun
mikromimari yapisinin ve mekanik direncinin ¢esitli histomorfometrik parametreler
ile degerlendirildigi calismalar (Cortet and Marchandise 2000, Rupprecht et al 2006)
yapilmis olmakla birlikte, metabolik kemik hastaliklarinin  patogenezinin
arastirilmasinda ve buna yonelik uygun teshis ve tedavilerin degerlendirilmesinde de
izerinde caligmalar yapilan bir yontemdir (Ito and Yashima 2011). Bunlarin disinda
giiniimiizde  kemik  dokusunun, ozellikle de yeni kemik yapiminin

degerlendirilmesinde kantitatif degerler elde edilmesine olanak saglamasi nedeniyle
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en gecerli yontem oldugu cesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Ott 2008,
Kulak and Dempster 2010).

Histomorfometrik analizde kullanilan parametreler mikroskop altinda
kemigin yapisal Ozelliklerini ve yeniden sekillenme sirasindaki o6zelliklerini
degerlendirmek amaciyla kullanilan parametreler olmak iizere 2 ana gruba ayrilabilir
(Kulak and Dempster 2010). Calismamizda yeni kemik yapimi hakkinda kantitatif
verilerin elde edilebilmesi amaciyla ‘yeni kemik yiizey alan1’ parametresinin yaninda
kemik hiicresel aktiviteleri hakkinda bilgi sahibi olunabilmesi i¢in ‘osteoblast sayis1’
ve ‘osteoklast sayisi’ ve aym zamanda kemik iyilesmesi sirasinda gozlenen
anjiogenezisi degerlendirebilmek icin ‘yeni damar sayisi’ histomorfometrik
parametreler olarak secilmistir.

Kemik metabolizmas: sekillenme ve yeniden sekillenme olmak iizere 2
kategoriye ayrilabilir. Her iki proceste de temelde aym hiicreler etkili olmakla
birlikte sonug farklidir. Sekillenme islemi 6zellikle kemigin biiyiime sirasindaki kiitle
artist ve seklinden sorumluyken, yeniden sekillenmenin etkisi onarim asamasinda
ortaya cikan yeni kemik olusumu sirasinda goriiliir. Iki ayn fazda ortaya cikan
yeniden sekillenme sirasinda, osteoklastlar tarafindan mineralize kemik matriksinin
rezorpsiyonu olusurken, osteoblastlar tarafindan ise yeni kemik formasyonu meydana
gelmektedir. Bu durumda aktif hiicrelerin 6zellikle de osteoblast ve osteoklastlarin
sayist ve buna bagli olarak kemik rezorpsiyonu ve kemik formasyonunun relatif
degerleri bize yeni kemik yapim1 hakkinda bilgi vermektedir (Eriksen 1986, Demster
and Zhou 2006). Parametrelerimizden bir digeri olan ‘yeni damar sayist’
parametresini secmemizin nedeni ise damarlanmanin kirik iyilesmesi agisindan kritik
onem tasiyor olmasidir (Oren et al 2004). Bilindigi iizere kirik iyilesmesinin
enflamasyon fazinda temel olarak yaralanmis bolgeye kan akiminin ulagmasi
saglanmaktadir (Junqueira and Carneiro 2009). Bu sebeple DEMA uygulamasinin
kapillerdeki genislemeyi saglamasi ve yeni damarlarin olusumunu hizlandirmasi ile
kirik iyilegsmesinin erken donemlerinde etkinlik gosterdigi diisiiniilmektedir (Oren et
al 2004). Arastirmamizda histomorfometrik degerlendirme sirasinda kullandigimiz
parametrelerden en Onemlisi olan ‘yeni kemik yiizey alani’ parametresi ise yine
histomorfometrik analiz yazilim programi vasitasiyla bilgisayarda mikrometre

cinsinden Olciilerek degerlendirilmistir. Bu da yaptigimiz histopatolojik analize ek
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olarak kantitatif veriler elde ederek objektif bir degerlendirme yapabilmemiz
acisindan 6nem tagimaktadir.

[Ik olarak osteoblast degiskenine gore gruplari inceledigimizde kesitlerde
gozlenen osteoblast sayilart; kontrol grubu = 16.90 £ 8.44, 0.2 mT grubu = 24.00 +
8.88, 1 mT grubu = 28.00 £+ 8.84 ve 2 mT grubu ise 20.86 £ 7.61 (Tablo 9) olarak
tespit edilmistir. Tiim deney gruplarinin kontrol grubu ile Kkarsilastirildig
calismamizda osteoblast degiskenine gore, kontrol grubu ile 1 mT siddetinde DEMA
uygulanmis grup arasinda istatistik olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmistir (p=
0.018). Bu durum kirik iyilesmesinde tedavi amaciyla elektromanyetik alan
uygulandig takdirde dokularda osteoblast proliferasyonunda artis olduguna isaret
edebilir. Diger deney gruplarindaki Orneklerde gozlenen osteoblast sayilari da
istatistik olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna gére artig gdstermistir.

Gecmiste yapilan bazi arastirmalarda kemik iyilesmesi {izerindeki kesin
mekanizmas1 bilinmese de in vitro diizeyde DEMA uygulamasinin osteoblast
proliferasyonunda artisa neden oldugu ve osteoblast kaynakli kalsifikasyonda olumlu
etkisi oldugu gosterilmistir (Bodamyali et al 1998). Ancak kirik iyilesmesi in vivo
diizeyde oldukca kompleks ve farkli hiicresel aktivitelerle baglantili bir atmosfere
sahiptir. Fiziksel ve biyokimyasal olarak kan damarlar ve kemik hiicreleri arasinda
kemik iyilesmesinin farkli asamalarinda dolayli baglantilar bulunmaktadir (Carano
and Filfaroff 2003). Farkli hiicrelere aym anda maruziyetinin etkisini arastirmak
amaciyla Hopper et al. (2009) diisiik frekansh DEMA kullanarak hiicre kiiltiirleri
izerinde yaptiklart ¢alismada, 15 Hz frekansta 1.8 mT siddetinde elektromanyetik
alan1 osteoblast ve endotelyal hiicre kiiltiirlerine 8 saat boyunca uygulamislardir.
Aragtiricilar DEMA’nin, in vitro diizeyde parakrin mediatorler iizerine etki ederek
osteoblast ve endotelyal hiicrelerin proliferasyon oranlarina indirekt etkisi oldugu
sonucuna ulagmiglardir.

Osteoblastlar iizerine elektromanyetik alanlarin etkilerinin arastirildig: bir diger
calismada Zhang et al. (2007), neonatal sicanlarin kalvaryal kemik hiicrelerine;
rektangular elektromanyetik alan, triangular elektromanyetik alan, sinuzoidal
elektromanyetik alan ve DEMA uygulamasi yaparak hiicrelerin proliferasyon,
diferansiyasyon ve mineralizayonlarim ve farkli elektromanyetik alan tiplerine karsi

hiicrelerin cevaplari degerlendirmislerdir. Diisiikk frekanshh ve farkli dalga
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formlarinda elektromanyetik alan uygulamasina imkan veren bir jeneretor yardimiyla
gerceklestirilen calismada hiicre kiiltiirleri 15 Hz frekansta, 5 mT siddetinde
elektromanyetik alana maruz birakilmistir. Triangular elektromanyetik alan diginda
diger uygulamalarda osteoblast proliferasyonunda fark gozlenmistir. Kemik
hiicrelerindeki  proliferasyon  kontrol grubuyla kiyaslandiginda triangular
elektromanyetik alan ve DEMA uygulamasinda anlamli derecede artmistir. Ayni
zamanda DEMA uygulamasi kemik iyilesmesi sirasinda gozlenen hiicresel
mineralize nodiilleri de anlamli derecede arttirmustir.

Osteoblast hiicre proliferasyonunda DEMA uygulamasiyla mutlaka bir artig
gozlenmektedir (Aaron et al. 1999, Zhang et al. 2007). Bizim ¢alismamizda da deney
gruplariin hepsinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda osteoblast sayisinda bir miktar
artis gozlenmistir. Arastirmamizda elde ettigimiz DEMA uygulamasiyla osteoblast
proliferasyonundaki artis bu calismalarla da uyumluluk gostermektedir.

Sallazzo et al. (2010), DEMA’nin osteoblast hiicre proliferasyonu ve
diferansiyasyonlaria etkilerini arastirdigi ¢alismasinda hiicre kiiltiirlerinden birine
75 Hz frekansta 2 mT siddetinde elektromanyetik alam1 18 saat boyunca
uygulamislar, diger gruba herhangi bir DEMA uygulamasi yapmadan kontrol grubu
olarak incelemislerdir. DEMA ‘nin hiicre proliferasyonuna ve diferansiyasyonuna
neden olmasi sonucunun yaninda, ekstraselliler matriks dretimini ve
mineralizasyonunu tetiklerken, matriksin rezorpsiyonunu ve bozulmasini da azalttig
sonucuna ulasmislardir. Bu sonuclar bize DEMA’ nin kemik iyilesmesi ve
osteogenezis lizerindeki olumlu etkilerinin bircok farkli mekanizma ile ortaya
ciktigin1 gostermesi agisindan onemlidir.

Kemik dokusunun formasyonunda DEMA’nin tetikleyici etkilerinin hiicrelerin
sayisinin artisina neden olmasindan mi, hiicresel diferansiyasyondaki arttirici
etkisinden mi yoksa her ikisinden mi kaynaklandigin1 anlayabilmek ig¢in
olgunlagsmanin farkli asamalarinda osteoblastlar {izerine DEMA uygulamasi
yapilmistir. 15 Hz frekans ve 7 mT siddetinin kullanildig1 arastirmada hiicresel
proliferasyon, diferansiyasyon ve kemik doku formasyonu farkli zamanlarda
degerlendirilmistir (Diniz et al 2002). Aktif proliferasyon sathasinin (0 — 10 giin)
erken doneminde yani ilk 5 giinlik donemde DEMA uygulamasinin hiicre

proliferasyonunu, diferansiyasyonunu ve kemik formasyonunu anlamli derecede
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artirdigi gézlemlenmistir. Osteoblast hiicre kiiltiirlerinin diferansiyasyon agsamasinin
(10 — 20 giin) ilk 5 giinliikk doneminde uygulandiginda da yine diferansiyasyon ve
yeni kemik formasyonundaki artis1 anlamli bulmuslardir. Ancak osteoblast hiicre
kiiltiirlerinin mineralizasyon asamasinda uygulandiginda kemik formasyonunda
azalma tespit edilmistir. Sonu¢ olarak arastiricilar DEMA’nin  osteoblastlar
izerindeki stimulator etkisinin hiicre kiiltiiriiniin erken donemlerinde kemik
formasyonunda artis ile ortaya ciktigin1 belirtmis ancak bu olumlu etkinin
osteoblastlarin  sayisal —artigina bagli  olarak  degil, daha c¢ok hiicre
diferansiyasyonundaki olumlu etkilerine bagli olarak meydana geldigini
belirtmislerdir.

Arastirmamizda osteoblast sayilar ile yeni kemik yiizey alan1 degerleri 1 mT
grubu i¢in paralel gitmistir. Yani en yiiksek osteoblast sayis1 (28.00 + 8.84) bu grupta
gozlenirken, en fazla yeni kemik yiizey alami da (70646.12 £ 11340.24) bu grupta
gozlenmistir. Hic DEMA maruziyetine tabi tutulmayan kontrol grubunda da en
diisiik osteoblast sayilart (16.90 + 8.44) gozlenirken, en diigiik yeni kemik yiizey
alan1 oranm1 da bu gruptadir. Ancak osteoblast sayisi agisindan en yiiksek 2. deger 0.2
mT grubunda goriilmesine ragmen, yeni kemik yiizey alan1 degerleri bu grup igin
paralel gitmemis ve 2 mT grubunda 0.2 mT grubuna kiyasla daha yiiksek ¢ikmistir.
Bu bakimdan arastirmamiz osteoblast sayilariyla yeni kemik yapimi agisindan direk
bir bag kurulamayacagimi gosterdiginden Diniz et al. (2002) ’in c¢alismasiyla
uyumluluk gostermektedir. Bu durum in vivo kemik iyilesmesinin olduk¢a karmagik
olmas1 ve DEMA’nin cesitli hiicrelere ve degisik asamalarda farkli mekanizmalara,
bunun disinda farkh fiziksel ve biyokimyasal etkenlere etki ediyor olmas1 goriisiinii
desteklemektedir (Carano and Filfaroff 2003). Yani DEMA uygulamasi
osteoblastlarin sayisal artisinin yaninda hiicrelerde transdiiksiyon, transkripsiyon,
sentez ve ¢esitli biiyiime faktorleri salinimi gibi 6nemli fizyolojik parametreleri de
modifiye etmektedir (Sallazzo et al 2010).

Bir sonraki parametremiz olan osteoklast degiskenine gore gruplar
inceledigimizde kesitlerde gozlenen osteoklast sayilart; kontrol grubu = 3.00 + 1.70,
0.2 mT grubu=1.71 £0.10, 1 mT grubu = 2.25 £ 0.87 ve 2 mT grubu ise 2.57 + 1.34
(Tablo 9) olarak tespit edilmistir. Osteoklast degiskenine gore gruplar

degerlendirildiginde elektromanyetik alan uygulanan deney gruplarinin hepsinde
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kontrol grubuna gore bir miktar azalma gozlenmistir. Ancak gruplar arasindaki farkin
istatistik olarak anlamli olmadig1 gézlenmistir (p = 0.101).

Osteoklast sayilarinda ve aktivitelerinde DEMA’ nin etkileri, ozellikle
yeniden sekillenme sirasindaki kemik formasyonu ve rezorpsiyonu dengesinin
bozuldugu osteoporozis durumlari ve bazi kemik rahatsizliklar1 agisindan Snem
kazanmaktadir. Bu sebeple osteoklastlarin rezorpsiyon aktivitelerinin baskilanmasi
ve kemik formasyonunun arttirllmasi1 amaciyla arastirmalar yapilmaktadir (Shankar
et al. 1998, Chang et al. 2003, Chang et al. 2006). Barnaba et al. 2011 ise
implantlarin etrafinda goriilen aseptik kemik kayiplarinin artmis osteoklastik aktivite
ve diferansiyasyonundan kaynaklanabilecegini ve DEMA’ nin olumlu etkilerinin
olabilecegini belirtmislerdir.

Chang et al. (2003), hiicresel diizeyde DEMA’ nin osteoklastogenezise
etkisini degerlendirebilmek amaciyla olgun Wistar ratlardan elde ettikleri hiicre
kiiltiirlerine farkli siddetlerde ve farkl siirelerde DEMA uygulamislardir. Uygulama
sonrast DEMA siddetine bagli olarak osteoklast sayilarinda hem artis hem de azalma
olabilecegi kanisina varilmistir. Calismada, diisik dozda (4.8 pV/cm) DEMA
uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla giinlik 0.5 saat, 2 saat ve 8 saatlik
uygulamalarda osteoklast sayilarinda sirasiyla %27, %37 ve %17’lik bir baskilanma
saglanmistir. Daha yiiksek dozda uygulandiginda ise (12.2 uV/cm) aym siirelerde
yine sirasiyla %30, %53, %66’ Ik bir artis gozlenmistir. Calismamizda deney
gruplaria uyguladigimiz DEMA siddetlerinin hepsinin diisiik dozlar oldugunu goz
oniinde bulundurdugumuzda osteoklast sayilarindaki azalmanin bu c¢alismayla
uyumlu bir sonug ortaya ¢ikardigi goriilmektedir. Bunlarin disinda kemikte mikro
diizeyde osteoklast gelisiminin yiiksek oranda tiimor nekroz faktdor o (TNF-a),
interlokin 1-f (IL-1B) ve prostoglandin E2 (PGE2) gibi cevresel sitokinler tarafindan
diizenledigi bilinmektedir (Chang et al. 2003). Osteoklast sayilar1 ile TNF-o ve IL-18
diizeyleri arasinda dogru orantili bir iliskinin bulundugu, PGE2 diizeyinin ise
osteoklast sayilar ile iliskili Chang et al.(2003)’1n ¢alismasinda ayrica belirtilmistir.
Bu calisma bize kemik rezorpsiyonunu farkli DEMA siddetleri kullanarak stimule
veya inhibe edebilecegimizi gostermektedir. Ayrica DEMA’ nin farkli dozlariin

osteoklastlar iizerine biyolojik etkilerinin gittikce daha fazla anlagilmasiyla, ileride
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osteoporozis, osteopetrozis gibi kemik metabolizmas1 hastaliklarina karsi yeni
yaklagimlar ortaya cikabilir.

Bir bagka calismada Chang et al. (2006), in vitro diizeyde hazirladiklar
osteoklast hiicre kiiltiirlerine 7.5 Hz frekansta, 3 pV/cm siddetinde DEMA
uygulayarak osteoklast apoptozisini (programlanmis hiicre 6liimil) gozlemislerdir.
Arastirmacilar 8 aylik Wistar ratlarin femur ve tibialarindan alarak hazirladiklar
hiicre kiiltiirlerinde 48 saat sonrasinda, 8§ saat DEMA uyguladiklarinda %105
oraninda 16 saat DEMA uyguladiklarinda ise %30 oraninda osteoklast apoptozis
artist gozlemlemislerdir. Fakat kiiltiiriin hazirlanmasindan sonraki 24. saat ve 72.
saatlerde herhangi bir etki goriilmemistir. Arastiricilar bu durumu olgun
osteoklastlarin izolasyonundan 24 saat sonrasinin apoptozis baslamasi icin kisa bir
siire olmasina, 72 saat sonrasinda ise zaten hiicrelerin kendiliginden apoptozis
siirecine girmis olmalarina baglamislardir. Bu ¢alismaya gére DEMA uygulamasiyla
osteoklastlarda apoptozis olay1 tetiklenerek rezorpsiyonun engellenmesi ve kemik
iliskili rahatsizliklarda cesitli alternatifler olusturulabilir. Ancak yine osteoblastlarin
apoptozisine etki edebilecek TNF-a, IL-18, TGF-f1 ve OPG (osteprotegerin) gibi
diizenleyici molekiillerin ortamda bulunabilmesi ve bu molekiillerin DEMA’ dan
farkli sekilde etkileniyor olmasi nedeniyle DEMA’ nin direkt olarak osteoklast
apoptozisine neden oldugu gibi bir yorum yapilamamaktadir. Calismamizda da
osteoklast sayilarinin DEMA uygulanan gruplarda daha diisiik ¢ikmasinin nedeni
DEMA’ nin osteoklast formasyonunu baskilamasindan ve/veya osteoklastlarin
apoptozisini tetiklemesinden kaynaklaniyor olabilir.

Elektromanyetik alanlarin klinik basarisimin farkli bircok degiskene baglh
oldugu bilinmektedir. Doku iyilesmesinde 6nemli rol oynayan bir proces olan
angiogenezis, viicutta yeni kan damar aglarinin olusumu olarak adlandirilmaktadir.
Arastiricilar DEMA’nin angiogenezis iizerinde etkili oldugunu diisiinmiigler ve etki
mekanizmasint aydinlatmaya ¢alismislardir (Tepper et al. 2004).

Yeni damar sayisi degiskenine gore gruplan inceledigimizde kesitlerde
gbzlenen yeni damar sayilart; kontrol grubu = 1.40 = 0.10, 0.2 mT grubu = 2.57 +
1.70, 1 mT grubu = 2.50 £ 1.57 ve 2 mT grubu ise 3.00 £ 1.84 (Tablo 9) olarak tespit
edilmistir. Calisma gruplarinin kargilastirildigi ¢alismamizda yeni damar sayisi

degiskenine gore, gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir fark ortaya
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cikmamistir (p = 0.101). Ancak deney gruplarindaki 6rneklerde gozlenen yeni damar
sayilar1 kontrol grubuna gore artis gostermistir. Arastirmamizda gozledigimiz bu
durumun istatistik olarak anlamlhilik gostermemesi nedeniyle kirik iyilesmesinde
tedavi amaciyla elektromanyetik alan uygulandig1 takdirde dokularda yeni damar
olusumunda artis olduguna kanit olarak gosterilememektedir.

Angiogenezis ile elektromanyetik alan iligkisini arastirmayir amaclayan bir
calismada Patton et al. (1988), endotelyal hiicre kiiltiirlerine 0.1 mT siddetinde 15 Hz
frekansh elektromanyetik alan uygulamiglardir. Deney grubunda kontrol grubuna
kiyasla endotelyal hiicre proliferasyonunun ve vaskiilarizasyonun arttig1 goriilmiistiir.
Arastiricilar bu bulgulardan yola ¢ikarak kaynama gostermeyen inat¢t kiriklarda
iyilesmenin angiogenezis safthasindaki duraklamaya bagli endokondral kemiklesme
olusmamasi1 nedeniyle gerceklesmedigini bu sebeple elektromanyetik alan
uygulamasinin angiogenezis {izerine olumlu etkilerinden dolay1r bu duraklamay1
engelleyebilecegini belirtmislerdir.

Tepper et al. (2004) caligmalarinda, in-vivo ve in-vitro olarak sicanlara ve
hiicre kiiltiirlerine 15 Hz’lik ve 1.2 mT siddetinde DEMA uygulamasinin
angiogenezis iizerine etkilerini arastirmiglardir. In-vitro calismada insan endotelyal
hiicre kiiltiirlerine 24 saatlik DEMA uygulamasi sonucunda hiicre sayisiyla orantili
olarak hiicre proliferasyonunda, DEMA uygulanmamis kontrol grubuna gore anlaml
artis oldugunu belirtirken (p<0.01); farkli hiicre kiiltiirlerinde degerlendirdikleri
fibroblast ve osteoblast sayilarinda anlamli artiglar olmadigini rapor etmislerdir.
Sicanlar iizerinde yapilan in-vivo calismada ise deney hayvanlarina giinde 8 saat
DEMA uygulanmis, 3., 10. ve 14. giinlerde degerlendirilmistir. Calismacilar deney
gruplarinda DEMA uygulanmayan kontrol grubuyla karsilastinldiginda belirgin
vaskiiler artis izlendigini, angiogenezisin 2 kat artti@im1 bildirmislerdir.
Calismamizda da Tepper et al. (2004)’ 1n kullandig1 frekans ve yakin bir doz
kullanilan 2 mT grubunda (3.00 = 1.84) kontrol grubuyla (1.40 + 0.10)
kiyaslandiginda yeni damar sayisinda benzer bir sonug¢ (yaklagik 2 kat artis) elde
edilmistir. Bu bakimdan calismamiz Tepper et al. (2004)’ 1n bulgulariyla uyum
gostermektedir. Sonug olarak arastiricilar DEMA’nin angiogenezis iizerinde belirgin
etkisi oldugunu ve esas hedef hiicrelerinin endotelyal hiicreler oldugunu, DEMA

uygulamasinin kirik iyilesmesi iizerine olumlu etkisinin osteogenezise direk
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etkisinden c¢ok angiogenezis iizerindeki arttirict1 etkisinden kaynaklandigini
belirtmislerdir. Bu artigta da potansiyel etkili vaskiiler mitojen oldugu bilinen ve pro-
anjiojenik etkiden sorumlu oldugu diistiniilen (Losordo et al. 1998) VEGF (vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii)’ den ziyade primer olarak FGF-2 (fibroblast biiyiime
faktorii)’ nin etkili oldugunu dile getirmislerdir.

Del Monache et al. (2008), yaptiklar1 calismada in-vitro olarak EMA ve
angiogenezis iliskisini arastirmislardir. Insan endotelyal hiicre kiiltiirlerine giinde 12
sa, 50 Hz frekansli ve 1 mT siddetinde EMA uygulamiglardir. Arastirmacilar, insan
mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerinin 6nemli fonksiyonlarindan proliferasyon,
migrasyon ve tiibiil formasyonu gibi fonksiyonlarda Onemli artislar oldugunu
gostermiglerdir. Aym1 zamanda EMA ile endotelyal fonksiyonlarla iliskili olarak
VEGF kanaliyla angiogenezisin arttigini bildirmislerdir. Bu bulgu Tepper et al.
(2004)’1n anjiogeneziste FGF-2’ nin primer etkili oldugunu belirttigi c¢alisma ile
uyum gostermemektedir.

Calismamizda histomorfometrik analizde damar sayis1 degiskeni ile
degerlendirilen angiogenezis miktar1 tiim deney gruplarinda, kontrol grubundan
yiikksek bulunmustur. Tiim deney gruplarinda belirgin artis izlenmesine ragmen
gruplar karsilastirildiginda degerlerin istatistik olarak anlamli bulunmamasi
nedeniyle DEMA uygulamasiyla angiogenezisin arttigi seklinde bir yorum
yapilamamaktadir. Bunun disinda, yeni kemik yiizey alanlarina baktigimizda yeni
damar sayisinin en yiiksek oldugu 2 mT grubunda (68295.92 + 12565.13) 1 mT
grubuna (70646.12 + 11340.24) gore yeni kemik yiizey alaninin daha diisiik olmas1
damardan yogun fibroz doku artisinin olumsuz etkisine baglanabilir. Leisner et al.
(2002)’ ye gore artan damarlanma sonucunda, kemikteki defekt sonrasi olusan
kallusta dokularin beslenmesinin daha iyi olmasi nedeniyle osseoz yapiya doniisecek
kikirdak dokusu daha az, damardan zengin dayanikli fibroz doku daha fazla
olusmaktadir. Calismamizda da elde ettigimiz bu bulgulara goére damarlanmanin
dolayisiyla fibroz doku artisinin asiri olmasi kirik fragmanlarin mikro diizeyde
hareketsizligini saglamada olumsuz etkileyeceginden kemik iyilesmesinin damar
sayist artist ile dogru orantili olarak artmayacagi seklinde bir diisiince ortaya

cikmistir.
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Histomorfometrik analizdeki en énemli parametremiz olan yeni kemik yiizey
alam1 degiskenine gore gruplarn inceledigimizde kesitlerde gozlenen yeni kemik
yiizey alanlar1 pm? cinsinden; kontrol grubu = 54106.40 + 22822.64, 0.2 mT grubu =
66.160.29 + 13196.37, 1 mT grubu = 70646.12 £ 11340.24 ve 2 mT grubu ise
68295.92 + 12565.13 (Tablo 9) olarak tespit edilmistir. Yine tim deney gruplarinin
karsilastirildigr yeni kemik yiizey alam degiskenine gore, gruplar arasinda istatistik
olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmamistir (p = 0.303). Ancak deney gruplarindaki
orneklerde gozlenen yeni kemik yiizey alanlart kontrol grubuna gore artis
gostermistir. Arastirmamizda gozledigimiz bu durum kirik iyilesmesinde tedavi
amactyla elektromanyetik alan uygulandigi takdirde dokularda yeni kemik
yapiminda artis olduguna, dolayisiyla DEMA kullanarak kemik iyilesmesinin
hizlandirilabilecegine veya iyilesmeyen inat¢i kiriklarda DEMA uygulamasinin
olumlu sonuglar ortaya cikarabilecegine net bir sekilde isaret edememektedir.

Simdiye kadar yapilan bir¢cok calismada DEMA uygulamas: ile kiriklarda
kemik iyilesmesinin hizlandirilabilecegine dair sonuglar elde edilmistir (Bassett et al.
1982, Ottani et al. 1991, Sarker et al. 1993, Darendeliler et al. 1997, Grace et al.
1998, Leisner et al. 2005, Gupta et al. 2009). Bu ¢alismalardan farkli olarak Inoue et
al. (2002)’ 1n yaptiklan caligmada deney hayvanlan iizerinde kirik iyilesmesinin geg
fazlarinda DEMA uygulanarak sonuglar degerlendirilmistir. Calismada deney
hayvani olarak 12 adet yetiskin kopek kullanilmis, ¢alisma (n = 6) ve kontrol (n = 6)
grubu olarak ayrilan deneklerin tek tarafli olarak tibialarinda transversal osteotomiler
yapilmistir. Kullanilan cihaz 1.5 Hz frekansta ve 0.2 mT siddetinde DEMA
tiretmektedir. Deney hayvanlar1 osteotomiyi ve fiksasyonu takiben 4. haftadan
itibaren 8. hafta boyunca giinliik 1 saat DEMA maruziyetine tabi tutulmustur. Yeni
kemik olusumunu tetikleyen kemik morfojenik proteinleri ve diger biiytime faktorleri
genellikle kemik iyilesmesi siirecinin 4. haftasinda anlamli derecede diismektedir
(Sandberg et al. 1993). Biyofiziksel stimulasyonun baslangic zamaninin farkli
biyolojik etkilere yol agmasit nedeniyle kemik iyilesmesi iizerinde Onemli bir
faktordiir. Bu sebeple Inoue et al. (2002) ¢alismasinda kemik iyilesmesinin baslangic
fazlarinin  tamamlandigt 4. haftada DEMA uygulamasini baslatmis ve
histomorfometrik analiz ile DEMA uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla yeni

kemik formasyon yiizdesi ve yeni kemik yiizey alaninda anlamli derecede yiiksek
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sonuclar elde etmislerdir. Calismamizda DEMA® nin taze kemik kiriklarinin
iyilesmesi iizerine etkisi degerlendirilirken bu ¢alismada iyilesmenin ge¢ doneminde
DEMA kullanilmas1 kaynamayan inatg1 kiriklarin tedavisi hakkinda yorum
yapilabilmesi agisindan 6nemlidir.

Ozen et al. (2004), tavsanlarda implant yerlestirilmesini takiben DEMA
uygulayarak kemik iyilesmesini degerlendirmislerdir. Deney ve calisma grubu olarak
2 gruba ayirdiklar1 deney hayvanlarindan ¢alisma grubuna implant yerlestirilmesini
takiben 2 hafta boyunca 0.2 mT siddetinde ve 100 Hz frekansta DEMA’y1 giinde 4
saat olarak uygulamiglardir. 8 hafta sonrasinda sakrifiye edilen tavsanlardan DEMA
uygulanan ¢alisma grubundakilerde implant etrafindaki yeni kemik olusumu anlaml
derecede yiikksek bulunmus ve bu kemigin trabekiiler yapiya sahip oldugu
belirtilmistir. Trabekiiler yapinin fazla olmasi kanlanmanin da daha iyi olacagi
diisiincesini akla getirmektedir. Matsumoto et al. (2000)’ 1n da benzer olarak 100 Hz
frekansta, 0.2 mT ve 0.3 mT siddetlerinde tavsan femurlarinda yerlestirdikleri
implantlarin ¢evresindeki yeni kemik alanin1 kontrol grubuna gére anlamli derecede
yikksek bulmast DEMA’ nin klinik olarak implant uygulanan olgularda kemik
iyilesmesinin hizlandirilmasi ve dolayisiyla osseointegrasyonun daha kisa siirede
tamamlanmasina olanak saglayabilir.

Yeni kemik alaninin 6l¢iildiigii diger bir caligsma Taylor et al. (2005) tarafindan
yapilmistir. Arastiricilar 18 adet Yeni Zelanda tavsanini rastgele gruplara ayirmis,
tibial osteotomi sonrasinda distraksiyon yaparak DEMA’ nin etkilerini incelemeyi
amagclamislardir. Fiksator yerlestirilmesini takiben latent period i¢in 7 giin beklenmis
ve sonrasinda 10 giin boyunca giinde 2 kere 0.5 mm’lik distraksiyon yapilmistir.
Konsolidasyon safhasinda uygulanmaya baslanan DEMA’nmn siddeti 0.2 mT ve
frekans1 1.5 Hz olarak tercih edilmistir. Uygulama siiresi ise giinde 1 saat olmak
tizere 20 giin boyunca devam etmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda DEMA
uygulanan grupta yeni kemik ylizeyinde anlamh bir fark bulmayan arastiricilar bunu
DEMA’ nin ge¢c donemde yani konsolidasyon doneminde uygulanmasina
baglamiglardir. Bu bakimdan latent siire beklenmeden distraksiyona baglanan ve ayni
zamanda beklenmeden DEMA uygulamasinin da baslandigi ve kemik yapiminda
olumlu sonuglarin elde edildigi Fredericks et al. (2003)’ 1n ¢alismasiyla farklilik

gostermektedir. Bu bulgular bize distraksiyon sirasinda DEMA uygulamasinin kemik
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iyilesmesi agisindan olumlu etkilerinin ancak erken dénemde uygulandigi takdirde
goriilebilecegini isaret etmektedir.

Histomorfometrik degerlendirmenin yapildig: bir baska ¢alismada Boopalan et
al. (2009), 12 adet Wistar sican iizerinde caligmislardir. Calisma grubu (n = 6) ve
deney grubu (n = 6) olarak ayrilan sicanlarin femurlarinda 5 mm’lik bir osteotomi
yapilmis ve femurlar Kirschner telleri vasitasiyla fikse edilmistir. Deney
hayvanlarinda 1 Hz, 20 V DEMA uygulamasi giinde 2 defa 1 saat siireyle ve 6 hafta
boyunca yapilmistir. Calismada DEMA uygulanan deney gruplarinda yeni kemik
formasyonunda artis gdzlenmekle beraber bu kemigin yapisinin daha ¢ok trabekiiler
yapidan kaynaklandig belirtilmistir. Kontrol grubunda ise defekt sahalarinda kortikal
ve trabekiiler kemik yapilar1 beraber goriilmiistiir. Defekt alanindaki yeni kemik
yiizey alanlar istatistik olarak anlamli (p = 0.015) bulunmakla beraber calisma
grubunda 1000608 pm? kontrol grubunda ise 328091 um® olarak olgiilmiistiir.
Calismada TGF-B salimmini da degerlendiren arastiricilar iki grupta da artig
gormiisler fakat caligma grubundaki artisin anlamli derecede yiiksek olmasi
nedeniyle yeni kemik olusumundaki olumlu etkilerin TGF-f’ dan kaynaklanabilecegi
seklinde yorum yapmislardir. Dimitriou et al. (2005), kemik iyilesmesi sirasinda
goriilen molekiiler etkenleri; proinflamator sitokinler, TGF-f ailesi ve diger biiytime
faktorleri, angiojenik faktorler olarak 3 gruba ayirmistir. TGF-f’ nin osteoprogenitor
hiicreler tarafindan yapilan BMP sentezini tetikledigi ve boylece osteoklastik
aktiviteyi inhibe edebilecegi osteoklastlarin apoptozisini hizlandirabilecegi rapor
edilmistir.

Histomorfometrik  parametreler agisindan genel olarak gruplarimizi
degerlendirdigimizde kontrol grubuna (54106.40 + 22822.64) gore 0.2 mT grubunda
(66.160.29 + 13196.37) yeni kemik yiizey alaninda artis olmakla birlikte bu artisin
istatistik olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir. Histopatolojik verilerin aksine
histomorfometrik degerlendirmede en olumlu sonuclar 1 mT grubunda bulunmustur.
Bu durum objektif bir degerlendirme yapilabilmesi i¢in histomorfometrik analiz
yapmanin gerekliligini de ortaya koymaktadir. 1 mT grubunda osteoblast sayilarinda
(28.00 * 8.84) istatistik olarak anlamli derecede artis (p= 0.018) ve osteoblast sayisi
artarken, osteoklast sayisinin azalmasi seklinde goriilen korelasyon (p= 0.03) kemik

yapimi artarken osteoklastik aktivitenin baskilanmasina dolayisiyla rezorpsiyonun
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azalmasina isaret etmektedir. 2 mT grubunda ise yeni kemik yapimi yine kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmug ancak 1 mT grubu ile kiyaslandiginda azalma olmasi
histopatolojik degerlendirme sirasinda elde etti§imiz siddetin artmasiyla birlikte
kemik iyilesmesi siirecinde goriilen olumlu etkilerde azalma olmas1 goriisii ile uyum
saglamaktadir. Damar sayis1 parametresi de 2 mT grubunda (3.00 + 1.84) diger
calisma gruplarnyla ve kontrol grubuyla (1.40 £ 0.10) kiyaslandiginda en yiiksek
seviyededir. Bu durum da DEMA’ nin fibrozisi ve dolayisiyla damarlanmay1 arttirici
etkisine baglanmistir. Angiogenezis siirecinde yeni damarlarin olusmasi ve
kanlanmanin artmasi kemik iyilesmesinde onemlidir. Ancak ¢alismamizda goriildiigi
izere damar sayisinin en yiiksek ¢iktigi 2 mT grubunda en yiiksek yeni kemik ylizey
alaninin elde edilememis olmasi damarlanmayla kemik iyilesmesi arasinda direk bir
bag kurulamayacaginin belirtisidir. Hatta damardan zengin fibroz dokularin kirik
bolgesinde asir1 olusumuna bagh olarak daha direngli kallus dokusunun sagladigi
destegin aksine kirik fragmanlarin hareketliligine miisaade ettigi i¢in kirik
iyilesmesinde gecikmeler olmasi bile muhtemeldir.

Calismamizda DEMA uygulamasinin kemik iyilesmesi agisindan her 3 dozda
da (0.2 mT grubu = 66.160.29 + 13196.37, 1 mT grubu = 70646.12 + 11340.24 ve 2
mT grubu = 68295.92 + 12565.13) kontrol grubuna (54106.40 + 22822.64) gore
fayda sagladig diisiiniilmiistiir. Ancak DEMA siddeti bizim uyguladigimiz dozlardan
daha yiiksege ciktiginda olumlu etkilerin ortadan tamamen kalkabilece§i kanaati
ortaya cikmistir. Soyle ki, en yiiksek siddeti uyguladigimiz 2 mT grubunda, 1 mT
grubuna gore anlamli olmasa da yeni olusan kemik yilizey alaminda diisiis
gozlenmistir. Ayrica WHO’ ya gore kemik iyilesmesinin hizlandirilmasi igin
uygulanacak DEMA’ larin dozu 1 mT’y1 astifinda biyolojik sistemlerde farkli
olumsuz etkiler ortaya cikacaktir.

Kemik iyilesmesini hizlandirmak icin DEMA uygulamalar1 uzun yillardir
tizerinde caligilan bir konudur. Gelecekte yeni calismalarla, DEMA uygulamalarinin
kemik iyilesmesi iizerindeki etki mekanizmalarinin aydinlatilacagi ve uygulamayi
etkileyen degiskenlerin optimize edilecegi, bdylece iyilesme iizerindeki olumlu
etkilerinin arttirilarak non-invaziv bir yontem olarak kullanilabilecegi kanaatine

varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Farkli siddetlerdeki DEMA uygulamasinin sigan femurlarinda kontrollii
olarak olusturulan osteotomi sonrast kemik iyilesmesi {izerine etkilerini
inceledigimiz ¢alismamizda su sonuglar elde edilmistir:

1. Sican femurlarinda kirik fiksasyonu amaciyla kullanilan mini plaklarin
metal yorgunlugu olmayan ve rijit fiksasyon saglayabilecek sertlikte materyalden
secilmesi, kirik fragmanlarin hareketsizliginin saglanmas1 acisindan Onem
tasimaktadir. Aksi takdirde femur {izerine binen yiikler karsisinda plaklarda meydana
gelen kirlma ve biikiilmeler iyilesme siirecinin bozulmasina veya fragmanlar
arasinda kaynama olusmamasina neden olabilir.

2. Deney hayvanlarinda invaziv bir cerrahi islem sonrasinda agirlik kaybi
gozlenmesi olagandir. Fakat caligmamizda 4. haftada 2 mT grubunda preoperatif
agirliklarin hala geri kazanilamamis olmast DEMA uygulamasimin siddetinin
artmasiyla kaybedilen agirligin geri kazanilmasimi olumsuz etkileyebilecegi tespit
edilmistir.

3. Arastirmamizda kirik iyilesmesinin degerlendirilmesi amaciyla hem
histopatolojik hem de histomorfometrik analiz yapilmistir. Ancak histomorfometrik
analiz kantitatif veriler sunmasi nedeniyle objektif bir degerlendirme yapabilme
imkani sunmaktadir.

4. Histopatolojik analizde gruplarimizda, diger gruplardan farkli olarak
sadece 0.2 mT grubunda %?21.4 oraninda ornekte hig iltihap goriilmemesi nedeniyle
diisiik siddette DEMA uygulamasinin iyilesme déneminde enflamasyonu azalttig
sonucuna ulasilmistir.

5. Deney gruplarinda DEMA uygulamasinin damarlanmay1 arttirdigi fakat
kemik iyilesmesinin buna dogru orantili artmadigi, DEMA uygulamasinin siddetinin
1 mT’y1 astiginda damardan zengin fibroz dokularin asir1 artmasinin kirik fragmanlar
arasindaki hareketsizligi olumsuz etkileyebilecegi diisliniilmiistiir.

6. Kontrol grubuna gore biitiin deney gruplarinda kemik iyilesmesinin daha

fazla oldugu gozlenmistir. Ancak sonuglarin istatistik olarak anlamlilik gostermemesi
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DEMA uygulamasinin taze olusmus kiriklarin ve iyilesmeyen inatci kiriklarin
tedavisinde kullanilabilecegini net olarak ortaya koyamamaktadir.

7. Calismamizda kemik iyilesmesi agisindan en iyi sonuglar 1 mT grubunda
elde edilmistir. Ancak DEMA uygulamasinda kemik iyilesmesini etkileyen bircok
parametre olmast nedeniyle uygulanabilecek optimum frekans, siddet, uygulama
siiresinin uzunlugu ve zamani acisindan degisik kombinasyonlar iiretilerek yeni

calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

Sicanlarda Farkh Siddetteki_Darbeli Elektromanyetik Alan Uygulamalarimm
Kemik lIyilesmesi Uzerindeki Etkisi

Kemik iyilesmesi, yeni kemik yapimini arttiric1 osteoblastik ve osteoklastik
faaliyetleri de iceren karmasik bir siirectir. Kemik iyilesmesini hizlandirmak i¢in bir
cok calisma yapilmaktadir. Kullanilan yontemlerden biri de darbeli elektromanyetik
alan (DEMA) uygulamasidir. Bu arastirmanin amaci; farkli siddetlerdeki DEMA
uygulamalarimin  kemik iyilesmesi iizerindeki etkilerinin histopatolojik ve
histomorfometrik analiz ile degerlendirilmesidir.

Sunulan prospektif, randomize ve tek kor calismada, 12 aylik Wistar albino
sicanlar (n= 40); kontrol (n= 10), 0.2 mT (n= 10), 1 mT (n= 10) ve 2 mT (n= 10)
gruplart olmak iizere dort gruba ayrildi. Femur kemiginde osteotomi yodntemiyle
olusturulan kirik parcalar mini plak ve mikro vidalarla rijit fiksasyon uygulanarak
sabitlendi. Femurlarinda kirik olusturulan siganlara 15 Hz sabit frekansta, giinde 1
saat olmak tizere 3 hafta siireyle ait oldugu grubun protokoliine uygun 0.2 mT (2
Gauss), 1 mT (10 Gauss) ve 2 mT (20 Gauss) olmak iizere 3 ayr siddette DEMA
uygulandi ve DEMA uygulamasini takiben 1 hafta beklendi. Aragtirmamizda kemik
iyilesmesi, operasyon sonrasi 4. haftada cikarilan femur kemikleri {izerinde
histopatolojik ve histomorfometrik analiz ile degerlendirildi. Histopatolojik
degerlendirmede parametreler yiizdelerine gore 0-3 arasinda skorlandi.

Histopatolojik olarak yapilan degerlendirmede iltihap oraninin DEMA
uygulama siddetinden bagimsiz olmadig1 (p= 0.025) ve 0.2 mT grubunda (skor 0=
%?21.4) kontrol grubuna kiyasla (%0) diisiik oldugu, yeni kemik yapiminin da DEMA
uygulama siddetinden bagimsiz olmadig (p= 0.019) ve 0.2 mT grubunda (skor 3
=21.4%) kontrol grubuna gore (%10) yiiksek oldugu tespit edildi. Histomorfometrik
analizde, osteoblast sayisinin kontrol grubuna (16.90 + 8.44) gore 1 mT grubunda
(28.00 * 8.84) anlamli derecede yiiksek oldugu (p= 0.018) bulundu.

Sonug olarak kemik iyilesmesinde en olumlu etkinin 1 mT siddetinde meydana
geldigi goriildii. Buna ek olarak, histopatolojik degerlendirmede inflamasyonun
azaldig1 ve kemik yapiminin arttigi goriilse de 0.2 mT siddetinde daha fazla denek
sayilariyla yeni ¢calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Darbeli elektromanyetik alan, histomorfometri, kemik
iyilesmesi, sican.
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ABSTRACT

Effect of Different Intensities of Pulsed Electromagnetic Field Therapies on
Bone Fracture Healing in Rats.

Bone healing is a complex process including osteoblastic and osteoclastic
activities in the advantage of bone formation. Accumulating studies have illustrated
the effect of various methods on acceleration of bone healing. Pulsed
electromagnetic field (PEMF) therapy is one these methods used to accelerate bone
healing. The aim of this study was to evaluate the effects of different intensities of
PEMF application on bone healing in rats.

In this prospective, randomized and single blind study, 12-months-old Wistar
albino rats (n=40) were divided into four groups as control (n=10), 0.2mT (n=10),
ImT (n=10) and 2mT (n=10) groups. To evaluate bone healing, fracture was created
with dental fissure bur on rat femurs with osteotomy and fixed with miniplates and
screws. Three different intensities of PEMF as 0.2mT (2 Gauss), ImT (10 Gauss)
and 2mT (20 Gauss) at 15 Hz frequencies were applied 1 hour/day for three- weeks
according to their protocol. At the end of 4™_week, rats were sacrificed and femurs
were removed. Histopathological and histomorphometrical analysis were performed.
In histopathological analysis parameters were scored between 0-3 according their
percentage rates.

Results of histopathological evaluation showed inflammation is not
independent from PEMF intensity (p=0.025) and there is a decrease in inflammation
in 0.2mT group (score 0 =21.4%) when compared to control group (0%), new bone
formation is not independent from PEMF intensity (p=0.019) and there is an increase
in new bone formation (score 3 =21.4%) compared to control group (10%). In
histomorphometric analysis, the only statistically significant difference was
determined in ImT group in which osteoblast number (28.00 + 8.84) was
significantly increased (p=0.018) when compared to control group (16.90 + 8.44).

It was concluded that 1mT group may be the most effective intensity of PEMF
application in terms of acceleration of bone fracture healing. Additionally, when
statistically significant decrease in inflammation and increase in new bone formation
as histopathologically are considered, it is worth performing this research on higher
number of animals in 0.2 mT group.

Key Words: Bone healing, histomorphometry, pulsed electromagnetic fields, rat.
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kararlar: almistir,

03-Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis, Cene Hastaliklan ve Cerrahisi A.D.Yrd.
Dog. Dr. Bilge CADIR™in yiiriitliciisi oldugu Dt. Cagr1 CAN, Yrd. Do¢. Dr. Murat SEZAK, Teknisven.
Saadettin COLERI” nin vardimer arasurmact olarak yer aldifnn, “Sicanlarda farkl siddetteki darbeli
elektromanyetik alan uygulamalarinin kemik iyilesmesi {izerindeki etkisi” konulu ¢alisma:
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9 Ayhk

Siileyman Demire] Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan uygun

odriilmiistiir
- st o i o dici g

a

Prof. Dr. Mustafa NAZIROGLU
BASKAN

Yrd. Dog.Dr. Efkan UZ
BASKAN YARDIMCISI |
= =l

l Prof.Dr. Fatih GULTEKIN
UYE

r e
Prof. Dr. Minire CAKIR Dog. Dr. Sema BIRCAN Yrd. Dog. DrBilge CADIR
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/2| KATILMADI
S L | =L
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EK 3: SDU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Destekleme

Protokolii
T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNiVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI KOORDINASYON BiRiMi
DESTEKLEME PROTOKOLU
Toplanti Tarihi : 20.05.2010
Toplant: No: 2010/02
Proje No :2173-D-10
Proje Yoneticisi : Yrd.Dog¢.Dr.Bilge CADIR
Yoneticinin Adresi : Saglik Bilimleri Enstitiisti, Agiz Dis Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi
Proje Baslig1 : Siganlarda farkli siddetteki darbeli elektromanyetik alan uygulamalarinin
kemik iyilesmesi {izerindeki etkisi.
Proje Biitgesi (TL) 1 9.973,00
Proje siiresi : Baslangig Tarihi : 20.05.2010 Bitig Tarihi: 20.05.2012 - 24 ay
iMzA
Dog.Dr.Mehmet KiTI$
B.A.P. Komisyon Bsk. V.

iMzA iMzA IMZA

Prof.Dr.Fatma Yegim KIRZIOGLU Prof.Dr. Nevzat 0ZGUR Prof.Dr. Yildiran SONGUR
Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi
MzA IMZA iMzZA
Prof.Dr. Mustafa KUSGU Prof.Dr. Serpil DEMIRCI Dog.Dr. Siileyman SEYDI
Fen Bil.Ens.Mid./Kom.Uyesi Saglik Bil.Ens.Mtid.Kom. Uyesi Sosyal Bil.Ens.Miid.Kom. Uyesi V.
iMzZA MzZA MzA
Prof.Dr.Vecihi KIRDEMIR Dog.Dr. Ali Muhammet BAYRAKTAROGLU Dog.Dr. Ata Utku AKGIL
BAP K9n1isioin Bask. Giizel San.Ens.Mid.Yrd Kom. Uyesi Su Enstitilsit Mid.Kom. Uyesi
(IZINLI) '

PROJE YONETICISINE TEBLIGAT
Saym: Yrd.Do¢.Dr.Bilge CADIR
Silleyman Demirel Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Stleyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun yukaridaki karar uyarinca
sundugumuz projenin belirtilen sartlarda desteklenmesine karar verilmigtir.

Proje protokoliinii imzalamak iizere agafida belirtilen tarih ve saatte Bilimsel Aragtirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’nde hazir bulunmamzi rica eder, basarilanimzin devamim dilerim.

Tarih ve Saat :

Dog.Dr.Mehmet KITI$
Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyon Baskan V.
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EK 4: SDU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Karar:

S.0.1. SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU YONETIM KURULU KARARI

TOPLANTI TARIHI TOPLANTI SAYISI i KARAR NO
R e e e St T CE R it b i on, otk e S SRS S e
18.05.2010 17 | 02
02- Enstitimiiz Afiz Dis ¢cene Hastaliklari ve Cerrahisi Anabilim Dali Doktora 6grencisi

(0740308003) Cagri CAN'mm Arashrma Projesi teklifi ile ilgili Anabilim Dali
Baskanhg’'min 17.05.2010 tarih ve B.30.2.SDU.0.04.00.01/301-02/392 sayih yazis1 ve
eklerinin giriigillmesi.

Enstitiimiiz A1z Dig gene Hastaliklar ve Cerrahisi Anabilim Dah Doktora dgrencisi
(0740308003) Cagri CAN’1n Aragurma Projesi teklifi ile ilgili Anabilim Dali Bagkanligi'nin
17.05.2010 tarih ve B.30.2,8D(1.0.04.00.01/301-02/392 say:li yazis1 ve ekleri gorugiildii.

Adi gegen Ggrencinin tez konusu ile aym olan “Siganlarda Farkli Siddetteki Darbeli
Elekiromanyetik Alan Uyguiamalanmin Kemik lyilesmesi Uzerindeki Etkisi” baghkh proje
uvgun goriilmils vlup, Aragtirma Projeleri Yonetim Birimine teklifine,

Oy birligi ile karar verildi.

(IMZA) (IZINLD (GOREVLI)
Prof. Dr.Serpil DEMIRCI  Yrd.Dog.Dr.Duygy K.DOGUG  Yrd.Dog.Dr.Elgin ESENLIK TOKLU
Enstitii Midiiril Enstitii Miidir Yardimcis Enstitii Midiir Yardimeist
(IMZA) (IMZA) (IMZA)
Dog.Dr.Ahmet KOYU Dog.Dr.Osman SULAK  Yrd.Dog.Dr.Ferdi BASKURT
Uye Uye Uye
(IMZA)
Raportér
Erol KAYA

Enstitii Sekreteri
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OZGECMIS

Ankara’da 18.04.1983 tarihinde dogdum. Ankara Abdi Ipek¢i ilkokulu’ndan
1994 yilinda mezun oldum. Ankara Atatiirk Lisesi’nden 2001 yilinda mezun olarak
aym yil Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’ne basladim. Universite
egitimimi 2006 yilinda tamamladim. Askerlik gorevimi takiben 2007 - 2008 6gretim
yilinda Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis, Cene
Hastaliklar ve Cerrahisi AD’ nda Doktora egitimime bagladim.
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