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OZET

Son yillarda Renin anjiotensin sisteminin sadece dolasim sistemi ile ilgili
olmadig1 basta kemik doku gibi diger baz1 dokular {izerinde de etkili oldugu ortaya
koyulmustur. Ozellikle hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kemik dokuda Ang II Tip 1
reseptorlerinin eksprese olduklari bilinmektedir. Calismamizda Ang II tip 1 reseptor
blokeri olarak Losartan’in ovrektomize ratlarin femurlar iizerinde meydana getirdigi
biyomekaniksel ve histomorfolojik degisiklikler ortaya koyulmasi amaglanmustir.

Calismamizda 120 adet Wistar cinsi yetigkin disi rat kullanilmistir. Deney
hayvanlar1 her bir grupta 15 adet olmak iizere 8 gruba ayrilmustir. Ik 5 grup tedavi
grubu olarak planlanmistir. Bu gruplar kontrol (KONT), sham (SHAM), Losartan
tedavi (KONT+LOS), overektomi (OVX) ve overektomi tedavi grubudur
(OVX+LOS). Son 3 grupta ise Losartan’in osteoporoz olusum siirecine etkisi
aragtirtlmistir ve bu gruplar ise 12 haftalik overektomi grubu (OVX-1), 12 haftalik
Losartan tedavi (KONT-1-LOS) ve 12 haftalik overektomi tedavi grubudur (OVX-1-
LOS).

Calismamizda ATI1 reseptor blokeri olarak Losartan kullanilmistir ve 5
g/kg/giin gavaj yoluyla deneklere verilmistir. Biitiin gruplardan elde edilen
femurlarin kemik mineral yogunlugu dlgiimleri DEXA cihazi ile yapilmistir ve daha
sonra biyomekanik testler ve histomorfometrik analizler i¢in kullanilmistir. Losartan
tedavisi sonrast OVX-LOS grubunun KMY degeri kontrol grubu seviyesine
gelmigtir. Cekme testi sonuglarina gore ise OVX-LOS grubunun tensile strength
degerinin arttig1 ve tensile strain degerlerinin ise OVX grubuna gore azaldigi
goriilmiistiir. Egme testlerinde ise OVX-LOS grubunun flexural strength ve flexural
moduliis degerleri OVX grubuna gore artmistir. Histomorfometrik 6lgiimlere gore ise
OVX grubuna ait femurlarin alveolar alanlarinin yiizde oranlarinin arttig1 6te yandan
OVX-LOS grubunda yapilan 6l¢iimlerde bu alanlarin oranlart OVX grubuna gore
daha yiiksek oranda ¢iktig1 goriilmiistiir.

Ote yandan OVX-1-LOS ile OVX-1 gruplarmin KMY ve yiizde alveolar alan
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunamamistir. Bu gruplarda
yapilan egme deneylerinde fleksural strength ve fleksural modiiliis, ¢ekme
deneylerinde tensile strength, stifness, young modiiliis ve EAC degerleri OVX-1
grubunda KONT grubundan istatistiksel olarak daha diisiik goriilmesine ragmen
OVX-1-LOS grubunun bu degerleri OVX-1 grubundan istatistiksel olarak daha
yiiksektir.

Sonu¢ olarak Losartan overektomi yapilmis ratlarin biyomekanik
karakterlerini gelistirmekle birlikte, kemik kiitlesini artirmis ve trabekiiler
baglantilar1 daha kuvvetli hale getirerek osteoporozun femur {izerindeki agir
etkilerini ortadan kaldirmistir. Bu sonuglar 1s18inda gelecekte ATI1 reseptor
blokerlerinin  osteoporoz tedavisinde etkin bir tedavi yOntemi olarak
kullanilabilecegini diisiiniiyoruz

Anahtar kelimeler: Osteoporoz, Biyomekanik, Femur, Anjiotensin, Losartan, KMY



ABSTRACT

Renin angiotensin system (RAS) is operating not only systemically but also
locally in several tissues, have been also studied in bone microenvironments.
Osteoblasts and osteoclasts are known to express Ang Il type I (AT1) receptor in cell
cultures, suggesting the existence of local RAS in bone. Our study was designed to
investigate the effects of losartan on overiectomized rats’ femur, since the effect of
ATI1 receptor blocker on biomechanical parameters and histomorphometric
alterations of osteoporotic bone has not been studied yet.

In this study, 120 female Wistar rats were used. The animals were divided
into ight groups as Control (n=15) (CONT), sham operated (n=15) (SHAM), losartan
treated control (n=15) (CONT+LOS), overiectomized (n=15) (OVX), losartan treated
overiectomized (n=15) (OVX+LOS), overiectomized (12 weeks) (n=15) (OVX-1),
losartan treated control from first day (12 weeks) (n=15) (CONT-1-LOS) and
losartan treated overiectomized from first day of overiectomized (12 weeks) (n=15)
(OVX-1-LOS).

Losartan as ATI1 receptor blocker was administered via oral gavage for 8
weeks. Bone mineral density was measured using dual energy X-ray absorbsiometry,
while tensile and three-point bending tests were performed for evaluation of
biomechanical properties of bone. The structural properties were analyzed by
scanning electron microscopy and the captured images were quantified using image
analysis software. There was a significant decrease in BMD values of OVX group
which were reversed by losartan treatment. According to tensile test results; ultimate
tensile strength and strain values of OVX+LOS group increased and decreased
respectively when compared to that of OVX group. Losartan treatment also caused a
significant recovery in flexural strength and modulus parameters regarding respective
control values, which means OVX+LOS group had more force tolerance until break
than OVX group. Histomorphological results revealed that; the ratio of alveolar
cavities of OVX rat femurs was significantly higher than CONT rat femurs and it
was significantly decreased after losartan treatment. There was no significant
difference between OVX-1-LOS and OVX-1 according to BMD values and the ratio
of alveolar cavities. There was a significant increase in all biomechanical parameters
(fleksural strength, fleksural modulus, tensile strength, stifness, young modulus and
EAC) of OVX-1-LOS according to OVX-1 group.

In conclusion, losartan increased strength, mass and trabecular connections of
ovariectomized rat femurs. Therefore, it is tempting to speculate that drugs including
ATI receptor blocker may be used for treatment of osteoporosis or reduction of

detrimental effects governed by in the future.

Key words: Osteoporosis, Biomechanics, Femur, Angiotensin, Losartan, BMD
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GIRIS ve AMAC

Osteoporoz, biitiin diinyada ¢ok yaygin olarak goriilen onemli bir saglik
problemidir. Yiizyilmizin eristigi teknolojik diizey insanlarin yasamini uzatip,
yasam kalitesini artirarak daha az hareketli kolay bir yasam bi¢imi sunmustur. Bu da
osteoporozdan ve osteoporozun neden oldugu sekonder hastaliklarda Onemli
miktarda artisa neden olmustur. Bunun yaninda, osteoporozun hem kendisine hem de
en onemli komplikasyonu olan kiriklarin tedavisine yonelik olarak yapilan yatirimlar
ve is glicli kaybinin maliyeti ylizyilimizda iilkelerin 6nemli bir saglik sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir [30, 35, 43, 84, 92].

Menapoz, Ostrojen konsantrasyonundaki azalma ve bununla birlikte hizli bir
sekilde kemik kiitlesinin azalmasi ile karakterize bir hastaliktir [4, 17, 31, 33, 73].
Ozellikle postmenopozal donemde ovaryumlardan &strojen salgilanmaz. Ostrojen
eksikligine bagl olarak da kemiklerde kalsiyum ve fosfat birikimi, kemik matriks ve
osteoblastik aktivite azalir. Bu degisimler bazi kadinlar da ciddi boyutlarda olup
osteoporozla sonuglanir. Bu olaylar sonucunda meydana gelen postmenopozal
donemde gelisen osteoporoz kemikleri zayiflatarak kiriklara neden olur [6, 23, 30-31,
35, 43, 59, 70, 77, 83]. Ozellikle ileri yaslarda gelisen kalca ve vertebra kiriklar: [4,
19].6nemli mortalite ve morbilite nedeni olarak karsimiza ¢ikar.

Renin anjiotensin sistemi (RAS) vaskiiler tonus, sivi - elekrolit dengesi ve
sempatik sinir sistemini etkileyerek kardivaskiiler homeostasiste 6nemli rol oynayan
enzimatik bir yapidir [26]. RAS’nin biyolojik etkisi esas olarak anjiyotensin II (Ang
I1) yoluyla gergeklesir [67, 89]. Ang II reseptorlerinin sinyal iletim mekanizmasi iyi
bilinmektedir. Ang II’'nin bilinen vazokonstriksiyon, aldosteron salimi, sempatik
iletimin uyarilmas: ve hiicre biliylimesi gibi hemen tiim biyolojik etkileri tip I
reseptorii (AT1) araciligi ile gergeklestirilir [24, 26-27, 67].

Anjiotensin inhibitorii iceren ilaglar pek cok hastaligin tedavisinde sistemik
bir diizenleyici olarak kullanilmaktadir [44, 54, 67, 72]. Bununla beraber bu ilaglarin
kemik doku tizerine etkisinin oldugu da ortaya konulmustur [57, 72].

Son yillarda yapilan bazi1 ¢alismalarda beta blokorlerinin ve antihipertansif
ilaglarin 6zellikle yaslh insanlarda kirik riskini artirdigi ortaya koyulmustur [50, 57,
90]. RAS’nin ise sadece sistemik olmadigi ayn1 zamanda bazi dokularda da lokalize
oldugu ortaya koyulmustur [50, 55, 75]. Ote yandan Wiens ve ark.[90] RAS nin Ang
II tizerinden kemik dokuda zararli etkiler yarattigini belirlemislerdir. Bu etkilerin
Ozellikle anjiotensin converting enzim inhibitorlerinin ve anjiotensin reseptor
blokdrlerinin kemik mineral yogunluguna ve kirik riskine etki etmesiyle ortaya
cikarilmigtir [90]. Bunlara ek olarak overektomi yapilmis sicanlarin  kemik
dokularindan elde edilen hiicre kiiltiirlerinde Ang II’'nin kemik hiicrelerinin geri
emilimini artirdig1 ve bunun ATI reseptdrleri lizerinden gergeklestigi bildirilmistir



[44, 50, 81]. Anjiotensin indirek olarak kemik iligi kapillerlerine, direk olarak da
anjiotensin tip I reseptor iizerinden osteoblastlara etki eder [47, 49, 72]. Anjiotensin
IT nin ise kalsiyum metabolizmasina zarar verdigi ve saglikli bireylerde plazmada
kalsiyum iyonu seviyesini azalttig1 gosterilmistir [42, 54, 72].

Bu bilgilere dayanarak anjiotensin inhibitorlerinin osteoporozu diizeltici ve
osteoporoz olusumunu engelleyici etkisinin var olabilecegi diisiiniilmektedir.
Menopoza bagl gelisen osteoporozun modellendigi overektomili ratlarda anjiotensin
I tip I reseptdr blokorii olarak Losartan’in postmenoposal donemde femurda
meydana gelen deformasyon {iizerinde tedavi edici etkisi olup olmadigimi ve
osteoporoz olusum siireci iizerine etkilerini gostermek amaciyla bu ¢alisma
planlanmustir.



GENEL BiLGILER

2.1. Kemik Dokusunun Genel Ozellikleri

Iskeletin ana yapisini olusturan kemik dokusu, yumusak yapilar1 destekler,
kafatas1 ve thorax bosluklarinda oldugu gibi, hayati 6nem tasiyan organlar1 korur ve
kan hiicrelerini yapan kemik iligini barindirir. Kemik doku ayni zamanda kalsiyum,
fosfat ve diger iyonlara ait bir depo olarak is goriir ve bu 6nemli iyonlarin viicut
stvilarindaki degisimlerini sabit tutabilmek i¢in, kontrollii olarak saliverilmesini ya
da tutulmasini saglar [51, 91].

Insan viicudunda bulunan kemikler saglam ve dayanikli olusumlardir.
Kemigin dayanikli olmasi yapisinin sert ve elastiki olmasindan kaynaklanmaktadir.
Kemik dokusunun hiicreler arasi maddesinin kesilmeyecek kadar sert bir destek
dokusuna sahip olmasi kemigi organizmanin en sert yapilarindan biri haline getirir.
Kemiklerin basing, g¢ekilme ve biikiilmelere karsi dayanikli olmalarini hiicreler
arasinda  bulunan  kolajen lifler, proteoglikan, glikozaminoglikan  ve
glikoproteinlerden zengin amorf organik maddeler saglar. Bunlara ek olarak
kalsiyum tuzlarinin ¢6kmesi sonucu olusan sertlesme kemigin dayanikli olmasinin en
onemli nedenlerden biridir [25].

Kemik dokusunun yaklasik %30-40’11 organik maddeler olusturur. Kemik
dokuda bulunan organik maddelerin %95°1 kolajen liflerden olusur. Geriye kalan
%60-70’ini ise inorganik maddeler olusturur ki bunlar kalsiyum fosfat (%85),
kalsiyum karbonat (%10), magnezyum fosfat (%]1,5), kalsiyum florit ve kalsiyum
klorit gibi bazi alkali tuzlar1 igerir [5, 22, 25, 41].

Organik maddeler kemigin elastikiyetini, inorganik tuzlar ise sertligini saglar.
Kemik diisiik konstantrasyonlu asit ¢dzeltisine (6rn. %10 HCI ¢ozeltisi) birakildiktan
sonra incelendiginde, kemigin seklinin bozulmadig1 ancak yumusadigi goriiliir. Asit
cozeltisinin etkisi ile kemigin biikiilmesi; kemigin sertligini saglayan inorganik
tuzlarin bu ¢ozeltide erimesi ile agiklanabilir [5, 22, 25, 41] (Sekil 2. 1).

Sekil 2. 1. Dekalsifiye edilmis bir fibula kemigi [25]



Kemik yakildiginda, kemigin seklinin bozulmadig1 ancak kii¢iik bir darbe ile
ufalandig1r goriilir. Kemigin yakilmasi sonucu ufalanabilmesi, kemige esneklik
saglayan organik maddelerin hasar1 sonucudur [5, 22, 41].

Kemigin dis yiizeyi eklem yiizleri harig, fibrilli ve sert bag dokusu ile
karakterize periosteum denilen zar ile kaplidir. Periosteum 6zellikle kas, tendon ve
baglarin kemige tutundugu yerlerde, altindaki kemik dokusuna cok iyi yapigmustir.
Periosteum yapisindaki Sharpey lifleri olarak adlandirilan kolajen lifler,
periosteum’dan kemige dogru uzanarak kemige sikica yapismis durumdadir.
Periosteum ayni zamanda kemigin beslenmesi ve gerektiginde yenilenmesini
saglamakla birlikte ligament, tendon ve kaslarin kemige tutunmasini saglar [25, 41].

Kemigin igyapisini incelemek i¢in kemikten transvers bir kesit alindiginda
distaki sert yapi substantia compacta, i¢ kisimdaki siingerimsi yapi1 da substantia
spongiosa olarak adlandirilir. Substantia spongiosa’da kemige uygulanan kuvvetin
iletimini saglayan kemik lameller uygun olarak yerlesmistir [5, 11, 41, 91].

Substantia compacta tabakasimin elastisite modiilii substantia spongiosa
tabakasina gore olduk¢a fazladir. Kemik dokudaki bu yapisal farkliliklar1 igeren
tabakalar, kemiklerin islevini yerine getirebilmesi acisindan olduk¢a Onemlidir.
Ciinkii kemik ancak bdyle bir dizayna sahip oldugu takdirde yogun baski altinda
kalmadan hareket edebilir ve kendisine yiiklenen agirlik ve gerginlik kemik
govdesinden eklemlere aktarilir. Eger her bolge ayni yapida olsaydi; kemiklerde
esneklik ve saglamlik gibi 6zellikler olmazdi [76].

Substantia compacta tabakasina bakildigi zaman icinde longitudinal ve
transvers uzanan pek ¢ok kanalciklar bulundugu goriiliir. Longitudinal kanallarda
(Havers kanallar1) kemik dokusunun damarlari kapillerler halinde goriiliir. Aralarinda
az miktarda yag ve kemik iligi bulunur. Bu kanallar yanlara dogru uzanan c¢ok
sayidaki enine kanallarla (Valkmann) bagl olup, bu sekilde kemigin dis yiizeyine ve
periosteum’una kadar baglanti saglanir. Bu Havers kanal sistemi sadece substantia
compacta’da bulunur [5]. Substantia spongiosa’da ise gozle goriilebilen ince kemik
bolmelerle ayrilmis bosluklar goriilmektedir. Bosluklar1 sinirlayan trabekiillerin
durumlar belli bir sisteme gore ayarlanmis olup ve bu yapilanma tamamen kemigin
islevine uygun olarak diizenlenmistir [22] (Sekil 2. 2).
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Sekil 2.2. Bir uzun kemigin genel yapis1 [25].

Kemikler baslica iki kuvvetin etkisi altindadir:
1- Agirlik (yer ¢ekimi)
2- Kemiklere yapisan kaslarin ¢cekme kuvveti

Bu kuvvetlerin etkisi belirli yonleri izleyerek kemikte dagilir. Kuvvetin
etkisinde kalan bolgeler en ¢ok zorlanan yerlerdir. Kemik trabekiilleri yer ¢ekimi ve
kaslarin ¢ekme kuvvetlerinin bileskesi yoniinde dizilirler. Kuvvetlerin etki yonleri
cizgilerle gosterildiginde ortaya c¢ikan cizgilere trajektér adi verilir. Substantia
spongiosa’da kemik bolmelerin durumlar trajeksiyon sistemi ile uygunluk gosterir.
[22, 25] (Sekil 2. 3).



Sekil 2.3. Femur’da bulunan kuvvet ¢izgilerinin sematik goriintimii [63].

Kemik dokusu, hiicreler aras1 kemik matriks ve ii¢ tiir hiicreden olusmustur.
Bu hiicreler osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlardir.

Osteoblastlar: Osteoblastlar kemik matriksinin organik kisimlarinin
tiretilmesinden sorumludurlar. Osteoblastlar 6zellikle kemik yiizeylerinde, yan yana,
tek katli epiteli andiracak sekilde dizilirler.

Osteositler: Osteoblastlardan tlireyen osteositler matriksin kanalciklar
arasindaki lacuna adi verilen bosluklarda yer alirlar. Her bosluk i¢inde bir adet
osteosit bulunur. Ince silindirik matriks kanalciklari, osteosit uzantilarini1 barindirir.

Osteoklastlar: Osteoklastlar ¢ok biiyiik, dallanmig ve hareket edebilen
hiicrelerdir. Genislemis hiicre govdesinde bes ile elli arasinda degisen sayida
cekirdegi vardir. Osteoklastlar kemik iliginden elde edilen hiicelerin kaynagmasi ile
ortaya cikarlar ayni zamanda bolgesel kollajen sindirimini ve kalsiyum tuz
kristallerinin eritilerek emilmesini baslatan kollojenaz ve diger enzimleri salgilarlar
[51] (Sekil 2. 4).
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Sekil 2.4. Osteoklast, Osteoblast ve Osteosit’lerin goriintiimii [80]

2.2. Kemik Doku ve Kalsiyum Iliskisi

Kemik, kolajen bir kiitle i¢inde yer alan mikroskopik kalsiyum ve fosfat
kristallerinden ozellikle hidroksiapatit kristallerinden yapilmis 6zel bir bag dokusu
seklidir. Kemikler yiliksek kalsiyum ve fosfat igerigi nedeniyle kalsiyum
metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Erigkin bir insanda yaklagik 1100 gram
kalsiyum bulunur ve kalsiyumun %99’u kemiklerdedir. Plazma kalsiyum diizeyi
normalde 10 mg/dL kadardir ve kismen proteinlere bagli kismen de difiize olabilecek
niteliktedir [32].

Kemiklerdeki kalsiyum iki tiptedir:
1-Kolaylikla yer degistirebilen depo kalsiyumu
2-Sadece ¢ok yavag yer degistirebilen daha ¢ok stabil kalsiyum deposu seklindedir
[32].

Kemiklerdeki kalsiyumu etkileyen ve birbiri ile iliskili iki bagimsiz
homeostatik sistem vardir. Biri plazma kalsiyum diizeyini diizenleyen sistemdir ve
bu sistemin isleyisi icinde her giin ortalama 500 mmol. kalsiyum kemiklerdeki
kolaylikla degisebilen depo icine girer ve ¢ikar. Diger sistem ise siirekli olarak
kemiklerde rezorpsiyon ve birikimin olusumu yolu ile kemigin yeniden sekillenmesi
ile iligkilidir ve bu olay eriskinlerde kemik olusumunun %95’ini kapsamaktadir [32].

2.3. Kemik Olusumu ve Rezorbsiyonu

Kemik, canli bir doku olarak, fiziksel ¢evre degisimlerine devamli olarak
uyum saglar. Bireylerin yagamlar1 boyunca yasli kemik yikima ugrarken yenilerinin
yapimu devam eder. Yikim ve yapim islemleri arasindaki uyum siireci yeniden
yapilanma (remodeling) olarak anilir. Genel olarak, teorik modellerden ayr1 olarak
kemik ylizeyi ve i¢i olmak tizere iki tip yeniden yapilanma siireci ele alinmustir [37].
Kemik yiizeyi yeniden yapilanma silireci dis yeniden yapilanma, yapilanma



(modelling), kortikal uyum veya makro yapilanma olarak tanimlanir [38]. Kemik
ylizeyi yeniden yapilanmasi, kortikal ylizeylerin yeniden sekillenmesini igeren
biyolojik bir siirectir. Kemik i¢i yeniden yapilanmasi ise trabekiiler, korteks ve
Havers sistemlerinde meydana gelen dokusal diizeyde bir siirectir. Bir diger tip
yeniden yapilanma siireci ise, Frost [39] tarafindan tanimlanmigs olan mikro
yapilanma siirecidir. Bu siire¢, kollajen fibril oryantasyonu gibi, kemik mikro
yapisinin uyumu ile ilgilidir. Mikro yapilanma, kemik hiicre etkilesiminden daha ¢ok
fiziko-kimyasal islemlerle siirdiiriilen bir siiregtir [76].

Kemik gelisimi ve remodelling direk birbirleriyle baglantilidir. Biiylime
sirasinda siirekli bir yeniden yapilanma sonucu olgun olmayan kemigin yerini olgun
lameler kemik alir. Ancak eriskin iskelette de siirekli bir yeniden yapilanma 6zellikle
spongioz kemikte olur. Bu sekilde eriskinde iskeletin yilda ortalama %10’unda yikim
ve yapim gergeklesir. Yaklagik 10 yil igerisinde tiim iskelet bir kez yenilenir [79] .

Cocuklarda kalsiyum doniisiim hiz1 yillik %100, erigkinde ise yillik %18°dir.
Kemigin tekrar sekillenmesi, genellikle kemigi tekrar olusturan birimler ad1 verilen
hiicre grubunun kiigiik bolgelerde olusturdugu lokal bir islemdir. Once osteoklastlar
kemigi absorbe ederler ve daha sonra yine ayni bolgede osteoblastlar yeni kemik
dokusu olustururlar. Bu dongili ortalama 100 giin siirer. Bununla beraber bi¢im
degisimi yani bir bolgede rezorbe olan kemigin seklini degistirerek baska bir boliime
eklenmesi olabilir. Herhangi bir anda, insan iskeletinde ortalama iki milyon
sekillendirme initeleri tarafindan kemik kiitlesinin ortalama %35’1 yeniden
olusturulur. Kemiklerde yenilenme hizi kompakt kemiklerde ortalama yillik %4,
trabekiiler kemiklerde ise %20’dir. Kemigin sekillenmesi kismen yer ¢ekimi ve diger
faktorlerin iskelet iizerine yaptiklar1 baski ve gii¢ ile iligkilidir. Kismen de sistemik
dolasimdaki hormonlar ve biiyiime faktorleri tarafindan diizenlenir [32].

2.4. Femur Anatomisi (Femurun islevsel anatomisi)

Femur, insan viicudunun en uzun, en kalin ve en saglam kemigidir. Femurun
uzunlugu tiim viicudun yaklasik olarak %25°1 kadardir. Kalca eklemine katilarak
govdenin alt ekstremiteye baglantisini saglar [41].

Femur’un ortasinda kemik iliginin yer aldig1 bosluk cavitas medullaris’dir.
Aktif kan yapiminin izlendigi ¢cocuk ve genclerde kemik iligi, kirmizi renkte olup
medulla ossium rubra olarak adlandirilir. ilerleyen yaslarda kemik iliginde yag
dokusu artarak sar1 renge doniisiir ve medulla ossium flava adini alir. Sar1 kemik
iliginde kan hiicreleri yapilmaz [5, 22, 25].

Kemik govdesinin dig kisminda kompakt kemik onun diginda ise periosteum
tabakas1 yer alir. Substantia compacta’nin altinda aralarinda anastomozlar yapan
kemik trabekiillerinden olusan substantia spongiosa yer alir. Bu trabekiiller kemigin
basing ve burkulma giiclerine dayanikliligini saglayacak sekilde diizenlenmistir.
Femur’un u¢ kisimlarindaki eklem yiizleri ise hyalin kikirdakla ¢evrilmistir [5, 41,
91] (Sekil 2. 5).
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Sekil 2. 5. Uzun kemigin boyuna kesiti [80]

Substantia spongiosa {i¢ boyutlu kafes yapi1 olarak diizenlenmistir ve
genellikle trabekiil olarak adlandirilan diizenli sekildeki kolonlardan olusur.
Trabekiiller, hidroksiapatite oranla daha fazla kolajen liflerden ve sik ¢apraz
baglardan olusur. Trabekiiller arasindaki bosluklarda kemik iligi ve kan damarlar
icin yollar mevcuttur. Uzun kemikteki substantia spongiosa’nin trabekiiler yapisinin
yonlenmesi asal gerilme dogrultusuna gére olmaktadir [76]. (Sekil 2. 6)

Sekil 2. 6. Uzun kemikte trabekiiler yapinin gerilme dogrultusunda yénlenmesi [80]



2.5.Femur Basinin Arteriyel Beslenmesi

Alt ekstremiteyi besleyen ana arter a. femoralis’dir. A. iliaca externa’nin lig.
inguinale’nin altindan gegerek a. femoralis adin1 alir. A. femoralis’in dallar1 i¢inde
en kalin olani a. profunda femoris’dir. A. profunda femoris lig. inguinale’nin 3-5 cm.
kadar asagisindan a. femoralis’den ¢ikar. A. profunda femoris 6nce a. femoralis’in
lateraline daha sonra medialine dogru uzanarak a. femoralis ve v. femoralis’in
arkasindan geger [5, 22, 25, 41]. (Sekil 2. 7)

M. iliopsoas

A.femoralis

A. circumflexa femoris medialis Aprofursiafemons

A. circumflexa femoris medialis

R. ascendens
R. transversus

R. descendens

A. circumflexa femoris lateralis

M. pectineus

M. adductor longus

Sekil 2. 7. A. femoralis ve dallarinin 6nden gortiniisii [62].

A. profunda femoris’in li¢ dali vardir. Bu dallar a. circumflexa femoris
medialis, a. circumflexa femoris lateralis ve aa. perforantes’dir. Caput femoris’in
beslenmesi acisindan en 6nemli dal a.circumflexa femoris medialis’dir. Bu dal a.
profunda femoris’in baglangi¢ yerinin biraz altindan ve i¢ yanindan ayrilir. Femur’un
i¢ tarafina ve arkaya dogru uzanir. Bu bolgede r. descendens, r. ascendens ve r.
transversus dallarina ayrilir. Dallar1 bolgedeki adduktor kaslari, m. obturatorius
externus’u ve kalga ekleminin yag dokusunu besler [22, 25, 41] (Sekil 2. 8).
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A. retinacularis superior

A. retinacularis inferior

A. circumflexa femoris medialis

A. circumflexa femoris lateralis

Sekil 2. 8. A. retinacularis superior ve inferior’un dagilimi [62].

A. circumflexa femoris medialis ve a. circumflexa femoris lateralis art.
coxae’nin kapsiilii etrafinda bir halka olusturarak agizlasirlar. Bu halkadan ¢ikan bazi
dallar trochanter major ve minor’ii besler. Baz1 dallar ise eklem kapsiilii i¢ine girerek
a. retinacularis adin1 alir ve bu arterden ayrilan kiiciik dallar caput femoris’i besler.
[66] (sekil 2. 9)

A. retinacularis superior

A. circumflexa
femoris lateralis

A.femoralis — o

A. circumiflexa
femoris medialis

Sekil 2. 9. A. circumflexa femoris lateralis ve medialis ile a. retinacularis superior’un caput femoris ve
collum femoris bolgesinde goriiniimii [1]
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2.6. Osteoporoz ve Kemik Doku Iliskisi

Osteoporoz kemik kiitlesinde azalma ve kemik dokusunun yapisinin
bozulmasi sonucu kemik kirillganliginin artmasi ile karakterize sistemik bir iskelet
hastaligidir [4, 17, 28, 30, 46, 48, 59, 64, 77]. Osteoporoz her kemikte goriilebilir
ama Ozellikle vertebra, femur boynu ve radius distal ucunda kirikla sonuglanir.
Kiriklar ileri yaslarda oOzellikle kadinlarda o6nemli bir sorun olarak ortaya
cikmaktadir. Kadinlarda en ¢ok kalga kirklar1 goriilmektedir ve ileri yaglarda goriilen
bu kiriklar bakima ihtiya¢ duyulacak kadar 6nemli bir sorun haline gelmektedir [12,
18, 30, 84].

Osteoporoz hastaligi iki gruba ayrilabilir.
1-Primer osteoporoz
2-Sekonder osteoporozdur [17].

Primer osteoporoz tip I ve tip II olmak tizere iki biiyiik grup halinde incelenir.
Tip I osteoporoz genellikle postmenopozal donemde ortaya ¢ikar. Tip II osteoporoz
ise senil osteoporoz olarak bilinir ve yasa bagli olarak ortaya ¢ikar [40, 92].

Sekonder osteoporoz ise endokrin nedenler, malign hastaliklar, kolajen
sentezindeki kusurlar, karaciger, bobrek hastaliklari, romatolojik hastaliklar ve bazi
ilaglar sonucu gelisir [92].

Menapoz, Ostrojen konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak hizli bir
sekilde kemik kiitlesinin azalmasi ile karakterize bir donemdir [4, 17, 31, 33, 73].
Ozellikle postmenopozal donemde ovaryumlardan &strojen salgilanmaz. Ostrojen
eksikligine bagli olarak da kemiklerde osteoblastik aktivite, kemik matriks,
kemiklerde kalsiyum ve fosfat birikimi azalir, osteoklastik aktivite artar. Bu
degisimler baz1 kadinlarda ciddi boyutlardadir ve osteoporozla sonuglanir. Biitiin bu
olaylar sonucunda meydana gelen ve postmenopozal donemde gelisen osteoporoz
kemikleri zayiflatarak kiriklara ve 6zellikle de kalga ve vertebra kiriklarina yol agar
[4, 6, 19, 23, 30-31, 35, 43, 59, 70, 77, 83] (Sekil 2. 10).
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Sekil 2. 10. Osteoporotik ve normal kemigin goriiniimii. A) Femur basindan alinan bir kesitlerde
osteoporotik ve normal kemik arasindaki fark [2] B) Lumbal vertebralardan alinan
kesitlerde normal ve osteoporotik kemik farki [3]

2.7. Kemigin Biyomekanik Ozellikleri ve Mineral Yogunlugunun Kemik
Kirilganhgina Etkisi
Kemik kirillganligi ve kemigin kalitesi son yillarda {izerinde ¢ok fazla durulan
bir konudur. Kirilganlik kabaca kemigin kirilabilme ihtimalini ifade eden bir
kavramdir. Kemik kirilganliginda kemik kiitlesinin yan1 sira diger pek ¢ok faktoriin
de onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bir kemigin kirilganligi su faktorlere
baglidir.

1- Kemigin kiitlesi ve mineral igerigi
2- Kemik mineral yogunlugu
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3- Kemigin biyomekanik 6zellikleri ve kemigin mimarisi
4- Kemigin ¢ap1 ve sekli
5- Genetik yap1

Biyomekanik ozellikler ve bunlarla ilgili yapilan testler bir kemigin nasil
kirilabildigi ve ne kadar kuvvete dayandigi konusunda bilgi verir. Ayn1 zamanda
osteoporozlu bir kemikte ne tiir yapisal degisikliklerin kirilmayr kolaylastirdigi,
hangi tedavi sekillerinin nasil etki ettigi, hangi tarzda ve kombinasyonda tedavi
verilmesi gerektigi konusunda bilgi vermesi agisindan 6nemlidir [16].

Biyomekanik penceresinden bakildiginda strength (dayanim), strain (birim
sekil degistirme), young modiiliis (elastisite modiilii), energy absorbsion capasity
(EAC - birim sekil degistirme enerji yogunlugu), stifness (rijitlik modiilii ya da
katilik modiilii) gibi mekanik kavramlar kemik kirilganliginin ortaya koyulmasi
acgisindan onemlidir.

Bir kemigin kirilganli§i hem biyomekanik karakterleri hem de kemik
dokunun mineral O6zellikleri ile iliskilidir. Bu iki onemli parametrenin bilegkesi
normal bir kemikteki kirilganlig tayin eder. Kemigin biyomekanik 6zellikleri kemik
dokudaki kirilganligin boyutu ile ilgili bilgiler vermesinin yani sira kemik dokudaki
yapisal degisikliklere de 151k tutar. Kemik dokunun kirilganligini azaltmak ve kemigi
daha dayanikli hale getirmek i¢in kemigin ekstrinsik ve intrinsik biyomekanik
karakterleri g6z Oniinde bulundurulmalidir. Kemigin ekstrinsik biyomekanik
karakterleri kirilma kuvveti, kuvvet karsisinda uzama ve enerji absorblama
kapasitesidir. Intrinsik biyomekanik o&zellikler ise strength, strain ve young
moduliis’diir. Bir kemigin dayanikliligini artirmak ve kirilganligini azaltmak igin
ekstrinsik  karakterler artirilirken intrinsik  karakterlerin de  bozulmamasi
gerekmektedir [16, 85, 88].

Kemik dokunun kirillganligini azaltmak i¢in dikkat edilmesi gereken bir bagka
nokta ise kemik dokunun mineral yogunlugudur. Mineral yogunlugu yiiksek bir
kemik, kuvvetli fakat bir o kadar da serttir. Kemik dokunun sahip oldugu bu sertlik,
yiik tasima esnasinda distan gelen mekanik enerjiyi kemigin absorbe edememesine
neden olur. Bundan dolayr da mineral yogunlugu fazla olan bir kemik daha
kirilgandir. ideal bir ilag tedavisinde kemigin dayanabildigi kuvvet miktar: artarken
ayn1 zamanda kuvvet karsisindaki uzama miktarinin da artmasi gerekmektedir (sekil
2. 11A).

Diger taraftan mineralizasyonu artmig bir kemigin yapisal rijiditesi artmakla
birlikte daha kirillgan hale gelebilir. Uygun mineralize olmus bir kemik sertlik ve
kirilabilirlik agisindan en iyi kombinasyonu olusturur oysa yetersiz mineralize olmus
bir kemik ¢ok zayif olmaya meyillidir. Ote yandan tedavide hipermineralizasyon
istenen bir durum degildir ve hipermineralize olmus bir kemigin kirillganlig1 fazladir
(sekil 2. 11B ve 2. 11 C) [16].

14



hipermineralize

K| Ll _____/__ K :
U U optimum
v A
¥ tedavi ¥ hipomineralize
E edilmemis E
UZAMA UZAMA
C kirilganhk
uzama
MINERALIZASYON

Sekil 2. 11. Tedavi edilmis ve edilmemis iki farkli kemigin kuvvet-uzama, kirilganlik-uzama ve
mineralizasyon arasindaki iliski. A) Tedavi edilmis ve tedavi edilmemis iki farkli kemigin kuvvet
uzama grafigi goriilmektedir. B) Kuvvet-uzama ile kemik dokunun mineralizasyonu arasindaki iliski.
C) Mineralizasyon ile kirtlganlik ve uzama arasindaki iliski [85].

2.8. Deneysel Osteoporoz Modeli

Overektomiden hemen sonra gozlemlenen kemik yapim ve yikimindaki
biyokimyasal ve histomorfolojik olaylar postmenopozal donemde goriilen kemik
kiitlesinin azalmas1 ile benzerlik gosterir. Bu nedenle deneysel olarak menopoz
olusturmak igin overektomi literatiirde ¢ok sik kullanilan bir yontemdir [7, 15, 17,
30-31, 35, 45, 58, 68, 74, 77].

Ratlarda overektomi yapildiktan sonra ilk sekiz haftanin sonunda kemik
yapimi kademeli olarak azalir [31]. Overektomiye bagl olarak gelisen osteoporozda
kemik dokunun histolojik yapisinda goriilen en biiyilk degisim trabekiillerin
zayiflamasi ve alveolar alanlarin genislemesidir [8, 28, 58, 61, 69, 74].

Overektominin etkileri kemik yogunlugu ve kemik biyomekanigi acilarindan
da incelenmistir. Overektomi yapilmis ratlarda kemik mineral yogunlugunun
azaldigiote yandan kuvvete dayanikliligi, kemigin sertligi, bir kuvvete maruz
kaldiginda absorbe ettigi kuvvet miktari, elastikiyet katsayisi ve uygulanan kuvvet
karsisinda gerginligi gibi 6nemli biyomekaniksel parametrelerinde istatistiksel olarak
azalma oldugu gosterilmistir [7, 17, 35, 45, 68, 71].

2.9. Kemik Dokuya Uygulanan Biyomekanik Testler

Osteoporoz gibi kemik dokusunun bozuldugu durumlarda bu degisiklikleri
gostermek igin biyomekanik testler literatiirde oldukc¢a sik kullanilmaktadir.
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Bunlardan en sik kullanilanlar1 ¢ekme (tensile) ve egme (three-point-bending)
testlerdir [7, 10, 17, 36, 45, 65, 82]. Cekme deneyi, kemigin statik yiik altindaki
mekanik Ozelliklerini belirlemek amaciyla uygulanan, miihendislik agisindan ¢ok
onemli bir mekanik deneydir. Sekil 2. 12°de kemige uygulanan ¢ekme deneyi ve
¢ekme deneyinin sematik sekli verilmistir.

. B

Yiik Hiicresi

A
A

Hareket Yéni

UTHINTARRARAY
LAY

Sekil 2. 12. A) Cekme deneyi B) ¢ekme deneyi sematik goriiniimii

Egme (ii¢c nokta egme) deneyi, kemigin statik yiik altindaki egme davranigin
tespit etmekte kullanilan deneylerden biridir. Sekil 2. 13’de kemige uygulan egme
deneyi ve egme deneyinin sematik sekli verilmistir. Deney boyunca, kuvvet (F)
arttirtlirken, kemigin tam ortasinda olusan ¢okme degeri (deflection) dlgiiliir. Bu iki
farkli mekanik deneyden elde edilen grafikler ise kemik dokunun mekanik
ozelliklerini ortaya koyan parametrelerin hesaplanmasi icin kullanilir.

Sekil 2. 13. A) Egme deneyi B) egme deneyinin sematik goriiniim
2.10. Renin Anjiotensin Sistemi (RAS)

Renin ilk olarak 1898 yilinda Finlandiyali fizyolog Tigerstedt ve Ogrencisi
Bergman tarafindan bulunmustur. Tigerstedt ve Bergman tavsan bobrek ekstresinde
bulduklar1 bu maddeyi enjekte ettiklerinde kan basincinin arttigini gérmiislerdir. Bu
sekilde renin anjiotensin sistemi ile hipertansiyon arasindaki iliski kurulmustur. 1934
yilinda ise Goldbaltt ve ark. renal iskemide ¢igir acan caligmasinda bobreklerden
salgilanan aktif bir maddenin varligina tekrar dikkat cekmistir. 1950’11 yillarda ise bu
sistemin anlasilmasinda anjiotensin II’nin molekiiler yapisinin ortaya koyulmasi en
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onemli adimlardan biridir. RAS’a ilk klinik miidahale 1970 ve 1980’li yillarda
gelistirilen ACE inhibitorleri ile yapilmistir. Bunu takip eden 1990°Ih yillarda ise
anjiotensin reseptor blokerleri bulunmustur [52].

RAS vaskiiler tonus, sivi - elekrolit dengesi ve sempatik sinir sistemini
etkileyerek kardivaskiiler homeostasiste dnemli rol oynayan enzimatik bir yapidir
[26]. RAS’1n biyolojik etkisi esas olarak yiiksek derecede aktif bir oktapeptid olan
anjiyotensin II (Ang II) yoluyla gerceklesir. Renin RAS sisteminin birincil elemani
olup, jukstaglomeruler hiicrelerden sentezlenip kana salinan bir proteindir. Bu
protein, kiiciik bir polipeptid olan Anjiyotensin I (Ang I)’in biiyiikk bir plazma
proteini olan anjiyotensinojen’den ayrilmasini saglayan enzimatik etkiyi yapar. Ang [
daha ileri ayrismalara ugrayarak Ang II'yi olusturur. Bu doniisiim ise anjiyotensin
doniistiiriicii enzim (ACE) olarak bilinen enzimle gergeklesir [67, 89]. Buna ek
olarak, Ang II kinaz, katepsin G, kimostatin-duyarli Ang IlI-yapici enzim (CAGE),
doku plazminojen aktivatorii ve tonin gibi non-ACE ve non-renin enzimlerle
tiretilebilmektedir  [26, 67]. Sistemik renin-anjiyotensin sistemine iligkin
genellestirilmis bir blok diyagram sekil 2. 14’de goriilmektedir. Ancak son yillarda
RAS sisteminin elemanlarinin (renin, anjiyotensinojen, Ang I, Ang II ve ACE)
dokulardaki varliginin aydinlatilmasi, lokal RAS’1n kalpte ve diger organlarda yer
aldig1 diistincesini gii¢lendirmistir [24, 26, 67].

Sempatik Lyanm
Hipotansiyon
Sodyum eksikligi

Anjiyotensinojen
Renin(
ang | Adrenal
Forteks
Kardiyvak ve Yaskiler) . \
Aldosteron
/Susama \ ADH
’

./
N

Wazokonstriksiyon Sodyum ve S

Hacminin Tutulmas

Artisl

Sekil 2. 14. Sistemik renin-anjiyotensin sisteminin semasi ve olasi fizyolojik etki alanlari. Ang I,
anjiyotensin I; Ang II, anjiyotensin II; ADH, antidiiiretik hormon [67]

Ang I'nin kardiyak dokudaki etkisi AT1 ve AT2 gibi iki tip reseptdriin
aktivasyonuna baghdir. AT1 reseptoriiniin iki alt tipi vardir. Bunlar ATIA ve
AT1B’dir. ATIA reseptorlerinin  kardiyomiyositlerde in vivo kan basinci
diizenleyicisi ve etkin bilylime stimiilatorleri olmalarina karsin, AT1B reseptorleri
AT1A ‘nin yoklugunda vaskiiler tonusun kontroliinde yer alir [24, 67]. ATI
reseptorleri esas olarak beyin, adrenal bezler, kalp, damar sistemi ve bobrekte yer
almaktadir. AT2 reseptorleri ise ¢ogunlukla fotal donemde eksprese olmaktadir.
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Ancak, dogum sonrasinda hizla azalmaktadirlar. Temel olarak; beyin, kalp, adrenal
medulla, bobrek ve iireme dokularinda bulunmaktadirlar [24, 26-27, 67].

Ang II reseptorlerinin sinyal iletim mekanizmasi iyi bilinmektedir. Ang II'nin
bilinen vazokonstriksiyon, aldosteron salimi, sempatik iletimin uyarilmasi ve hiicre
bliyimesi gibi hemen tiim biyolojik etkileri ATl reseptorii araciligi ile
gerceklestirilir. AT2 reseptoriiniin ise fonksiyonel rolii tam olarak anlasilamamis
olmakla birlikte, anti-proliferasyon, apoptozis, farklilagma ve vazodilatasyonda rolii
olabilecegi disiiniilmektedir [24, 26-27, 67].

2.11. Anjiotensin Kemik Doku iliskisi

Anjiotensin inhibitori igeren ilaglar pek cok hastaligin tedavisinde sistemik
bir diizenleyici olarak kullanilir [44, 54, 67, 72], bununla beraber bu ilaglarin kemik
doku tizerine etkisinin oldugu da ortaya konulmustur [72]. Rejnmark ve ark. [72]
yapmis olduklart ¢alismada ACE inhibitorii iceren ilaclar1 kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanmislar ve viicudun herhangi bir bolgesindeki kirik
riskini %7, kalca bolgesindeki bir kirik riskini ise %14 oraninda azalttigini ortaya
koymuslardir. Buna ek olarak Lynn ve ark [57] da benzer sonuglari bildirmislerdir.
Ayrica literatiirde Ang II'nin kemik dokuya olan etkisini gosteren c¢aligmalar da
bulunmaktadir. Anjiotensin indirek olarak kemik iligi kapilerlerine, direk olarak da
AT1 fizerinden osteoblastlara etki eder [47, 49, 72]. Ang II nin ise kalsiyum
metabolizmasina zarar verdigi ve saglikli bireylerde plazmada kalsiyum iyonu
seviyesini azalttig1 gosterilmistir [42, 54, 72].

HIPOTEZ:

Anjiotensin inhibitorii i¢eren ilaglarla tedavi edilen hastalarda kirik riskinin
onemli oranda azaldig1 bilinmektedir. Bu bilgiler 1s1g1nda anjiotensin inhibitdrlerinin
osteoporotik olusumu diizeltici etkisi var midir?

AMAC:

Menopoza bagli gelisen osteoporozun modellendigi overektomili (OVX)
ratlarda AT1 inhibitdriiniin femur biyomekanigi ve histomorfolojik ozelliklerinde
yaptig1 degisiklikleri belirleyerek, AT1 inhibitdriinlin osteoporoz siirecine etkisini
gostermektir.
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MATERYAL METOT

3.1. Deney Gruplar

Biitiin gruplarda 200-250 g agirhiginda 12 haftalik Rattus norvegicus tiirii
Wistar disi sican kullanilmistir. Her bir grupta 15 adet disi sigan olmak {izere toplam
120 adet hayvan bulunmaktadir. Tiim denekler 12 saat gece, 12 saat giindiiz
siklusunda ve her kafeste 4 denek olacak sekilde smirsiz yem ve su ile
beslenmislerdir. Denekler iizerinde yapilan tiim islemler Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvan1 Bakim ve Kullanim Kurulu tarafindan degerlendirilmis ve
onaylanmistir.

Calismamizda AT1 inhibitorii olarak Losartan (5g/kg/giin) verilmistir. Deney
ve kontrol gruplar iki biiyilik gruba ayrilmistir. Bunlardan birincisi 20 haftalik tedavi
amagch alt gruplardir (grup 1, 2, 3, 4, 5). Bu gruplarda overektomi yapildiktan sonra
12 haftalik siirede olusan osteoprorozu takiben 8 haftalik Losartan tedavisinin kemik
doku iizerindeki etkisi arastirilmistir. Ikincisi ise overektomi sonras1 hemen 12 hafta
boyunca Losartan tedavisi verilen gruplardir (grup 6, 7, 8). Burada Losartan’in
osteoporoz olugma siiresine etkisi aragtirilmistir. Gruplara yapilan islemler asagida
ayrintili olarak tablo3.1.1°de verilmistir.

* Grup 1 (Kontrol grubu = KONT): Bu grupta saglikli sicanlar bulunmaktadir.

* Grup 2 (SHAM grubu = SHAM): Bu gruptaki hayvanlara cerrahi operasyon
icin gerekli biitlin asamalar yapilip ovaryumlar alinmadan operasyon bdlgesi
kapatilip dikilmistir. Bu grupta bulunan sicanlara 12. haftadan sonra 8 hafta
boyunca (5g/kg/giin) su verilmistir.

* Grup 3 (Kontrol + Losartan grubu = KONT + LOS): Bu grupta bulunan
sicanlar 12. Haftadan itibaren 8 hafta boyunca ATI1 inhibitérii olarak
(5g/kg/giin) Losartan verilmistir.

*  Grup 4 (Overektomi grubu = OVX): Bu grupta bulunan si¢anlara overektomi
yapilmig, bunu takiben 12. haftanin sonunda 8 hafta boyunca (5g/kg/giin) su
verilmistir.

*  Grup 5 (Overektomi + Losartan grubu = OVX - LOS): Bu grupta bulunan
sicanlara overektomi yapilmis, bunu takiben 12. haftanin sonunda 8 hafta
boyunca (5g/kg/giin) Losartan verilmistir.

* Grup 6 (KONT-1-LOS: Bu grupta bulunan saglikli sicanlara 12 hafta
boyunca (5g/kg/giin) Losartan verilmistir.

* Grup 7 (OVX-1) : Bu grupta bulunan overektomili siganlara overiektominin
ilk giintinden itibaren (5g/kg/giin) su verilmistir.

* Grup 8 (Overektominin birinci giiniinden itibaren Losartan = OVX-1-LOS):
Bu gruptaki sigcanlara overktominin ilk giinlinden itibaren 12 hafta boyunca
(5g/kg/giin) Losartan verilmistir.
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Tablo 3.1. 1. Deney gruplari

((}Il;ipl ;1)0 Kisaltma Operasyon Madde S(ii)rs;:??}?;t(:;) Ted(a}:;i ffai;resi
1 KONT ) su 12 8
2 SHAM SHAM su 12 8
3 KONT-LOS ) Losartan 12 8
4 ovX Overektomi su 12 8
5 OVX-LOS Overektomi Losartan 12 8
6 KONT-1-LOS ) Losartan 12 (12)
7 OVX-1 Overektomi su 12 (12)
8 OVX-1-LOS Overektomi Losartan 12 (12)

3.2. Overektomi ve Losartan Tedavisi

Overektomi i¢in 60 adet Wistar cinsi yetiskin disi sigan kullanilmistir (grup 4,
5, 7 ve 8). Biitiin cerrahi girisimler ve postoperatif bakim Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde yapilmistir. Hayvanlar her kafeste ii¢ adet
olacak sekilde kafeslenmis ve deney sliresince normal yem ve musluk suyu
verilmistir. Anestezik madde olarak ketamin (50 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg)
kullanilmigtir. Anesteziden sonra hayvanlarin karin boélgeleri traglanip, ventral
insizyon yapilarak uterus baglanmis, ovaryumlar bilateral olarak koterle alinmigtir
(grup 4, 5, 7 ve 8). 12 haftalik siirenin sonunda grup 3 ve 5 deki hayvanlara 8 hafta
boyunca 5 g/kg/giin AT1 inhibitorii olarak Losartan diger ii¢ gruba ise (grup 1, 2 ve
4) 5 g/kg/giin musluk suyu gavaj ile verilmistir. Ayn1 cerrahi islemler SHAM grubu
icin de yapilmis fakat SHAM grubuna ait bu hayvanlarin ovaryumlar1 alinmadan
girisim yapilan bolgedeki kesi dikilmis ve bu gruba (grup 2) ait hayvanlara da 12.
haftadan sonraki 8 haftalik siirede 5 g/kg/glin musluk suyu verilmistir.

12 haftalik gruplarda ise Grup 7 i¢in overektomi yapildiktan sonra 12 hafta
boyunca 5 g/kg/giin musluk suyu verilmistir. Grup 8 i¢in overektomi yapildiktan
sonra ilk giinden itibaren 12 hafta boyunca 5 g/kg/giin Losartan verilmistir. Grup
6’ya ait olan saglikli hayvanlara ise 12 hafta boyunca 5 g/kg/glin Losartan
verilmigtir. Grup 1, 2, 3, 4, 5’¢ ait hayvanlar 20 haftalik siirenin sonunda, grup 6, 7
ve 8’¢ ait hayvanlar ise 12 haftalik siirenin sonunda urethane (2 g/kg) anestezisi
altinda uyutularak femurlar1 biyomekanik, histomorfolojik testler ve kemik mineral
yogunlugu (KMY) dl¢iimleri i¢in kullanilmistir.

Femurlarin etrafindaki biitiin yumusak doku ve kaslar temizlendikten, bir

bezle sarilip izotonik ile 1slatildiktan sonra test yapilana kadar —20 °C bekletilmistir
[7]. Her bir gruptan 30 adet femur elde edilmistir. Elde edilen femurlar 3 gruba
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ayrilmistir. Cekme testleri i¢in 12 adet, egme testleri i¢in 11 adet ve
histomorfometrik testler i¢in 7 adet femur kullanilmustir.
3.3. Kemik Mineral Yogunlugu Ol¢iimii

Biitiin deney ve kontrol gruplarinda yer alan siganlarin femurlarindan DEXA
cihazi ile (Norland XR 46, Norland, ABD) kemik mineral yogunlugu (KMY) ol¢timii
yapilmustir [9, 21, 46, 53]. Her bir gruba ait femurlar diiz bir zemine tek sira halinde
dizilerek ol¢iim yapilmistir. Cihazda bulunan 6zel program ile (Small animal
software) total femoral shaft bolgelerine ait KMY degerleri belirlenmis olup deney
gruplarinda bulunan ratlardan elde edilen degerler saglikli kontrol gruplariyla
karsilastirilarak, osteoporoz derecesi belirlenmistir. KMY 6l¢limii testleri Siilleyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Niikleer Tip Anabilim Dalinda
gergeklestirilmistir.

3.4.Histomorfometrik Analiz

Histomorfometrik analiz i¢in Scanning Electron Microscopy (SEM) yontemi
kullamilmistir. Her bir gruptan elde edilen 7 adet femurun SEM goriintiileri
histomorfometrik analiz i¢in kullanilmigtir.

3.4.1. Dekalsifikasyon

Femurlarin etrafindaki yumusak dokular disseke edilerek temizlendikten
sonra femurlar dekalsifikasyon islemine tabi tutulmuslardir. Dekalsifikasyon
prosediirii asagida maddeler halinde verilmistir

1- %10 formalin ¢6zeltisinde 1 hafta fiksasyon.

2- Gruplar halinde ince bir beze sarilmis femurlarin akan suda 1 giin yikanmasi.
3- 3 giin boyunca %25 formik asit ¢ozeltisinde bekletme

4- Beze sarilarak 1 giin akarsuda yikama.

5- 0,35 M sodyum siilfat ¢ézeltisinde 3 giin bekletme

6- 1 giin boyunca akarsuda yikama

7- 1’er giin boyunca %70, %80, %90 ve %100’liik alkol serilerinden gecirme.

Dekalsifiye femurlar mikroskop altinda frontal olarak jiletle ikiye ayrilmustir.
Ikiye ayrilan femurlar ultrasonik temizleyicide (Bandelin Sonorex RK156, Berlin,
Almanya) %1 ’lik Tritron-X-100 soliisyonunda oda sicakliginda 20 dakika
temizlenmistir. Distile suda yikandiktan sonra tiim gruplara ait femurlar SEM
takibine alinmstir.

3.4.2. SEM Takibi
Sem takip prosediirii agagidaki siraya gore yapilmigtir.

1- 0,1 M Sorenson fosfat tamponunda hazirlanmis %2,5’1uk gluteraldehit ile + 4
°C’de iki saat fiksasyon.

2- 0,1 M Sorenson fosfat tamponunda yikama.

3- 0,1 M Sorenson fosfat tamponunda hazirlanmis %1°lik osmiyum tetraoksit ile
oda 1s1sinda iki saat fiksasyon

4- Artan etil alkol serilerinden (%40, %50, %70, %80, %90, %95 ve %100’lik
etil alkol) ge¢irme (30’ar dakika).
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5- 3/1 oraninda mutlak alkol-N-amil asetat soliisyonunda bekletme (30 dakika).

6- 1/1 oraninda mutlak alkol-N-amil asetat soliisyonunda bekletme (30 dakika).

7- 1/3 oraninda mutlak alkol-N-amil asetat soliisyonunda bekletme (30 dakika).

8- Saf amil asetat soliisyonunda kritik nokta kurutmasmna kadar +4 °C’de
bekletme [58].

3.4.3. Kurutma ve Kaplama

SEM takibi sonrasi tiim femurlar gruplar halinde saf amil asetat soliisyonundan
¢ikarilarak cam bir kap i¢inde temiz ve kuru bir ortamda oda 1sisinda kurutulmaya
birakilmistir. 4 saat siiren kurutma isleminden sonra dokular kaplamaya alinmistir.
Kaplama prosediirii asagida verilmistir.

1- Tim orneklerin gruplar halinde bir lam f{izerine dizilerek kaplama cihazina
(Polaron SC7620 Suputter Coater, Ingiltere) koyulmas.

2- 2 saat vakumlama

3- Yeterli vakuma ulastiktan sonra altin-palladyumla 120 saniye kaplama

4- Staplar iizerine ¢ift tarafli iletken karbon bant yapistirma

5- Orneklerin bant {izerine yapistiriimasi

6- Her 0rnege iki noktadan iletken glimiis boya siiriilmesi

7- Mikroskop altinda inceleme

3.4.4. Trabekiiler Kemikdeki Alveolar Alanlarin Yiizde Hesaplanmasi

Her bir femur kesiti SEM (Zeiss, Leo 1430 SE, Oberkochen, Almanya) ile
fotograflandirilmistir. 60x biiylitmedeki caput femoris bolgesinden elde edilen SEM
goriintiilerinden trabekiiler kemikdeki alveolar alanlarin yiizde hesaplanmasi igin
Image J programi (Image J Software, U. S. National Institutes of Health, 2008,
Bethesda, Maryland, ABD) kullanilmigtir. Her bir femur kesitinin femur basini igine
alacak sekilde femur boynuna kadar olan béliimiiniin toplam yiizey alan1 mm? olarak
hesaplanmistir. Daha sonra her bir bolgede trabekiiller arasinda bulunan alveolar
alanlarin toplam yiizey alan1 da mm? olarak hesaplanmistir (sekil 3. 1). En son olarak
da elde edilen yiizey alanlarindan her bir femurun alveolar alanlar1 yilizde olarak
hesaplanmustir.
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EHT = 15.00 k¥ WD = 26mm Zone Mag = 60 X —

Sekil 3. 1. 60x biiylitmedeki SEM goriintiilerinden Image J programu ile caput femoris bolgesinin
toplam yiizey alani ve alveolar alanlarin hesaplanmasi

3.5. Biyomekanik Testler

Biitiin biyomekanik testler Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Makine
Miihendisligi Boliimii Biyomekanik Laboratuvarinda yapilmistir. Biyomekanik
testler i¢in bilgisayar kontrollii bir germe-kopartma cihazi (Shimadzu Autograph
AG-G series, Shimadzu Co, Kyoto, Japonya) kullanilmistir (sekil 3. 2).

Sekil 3. 2. Biyomekanik testler i¢in kullanilan germe-kopartma cihazi (Shimadzu Autograph AG-G
series, Shimadzu Co, Kyoto, Japonya).
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3.5.1. Femurlarin Hazirlanmasi

Deney ve kontrol gruplarina ait siganlardan ¢ikartilan femurlar, etrafindaki
kas ve bag dokularindan etrafinda hi¢gbir doku kalmayacak sekilde disseke edildi.
Daha sonra serum fizyolojik ¢ozeltisi ile yikanip sonra gazli beze sarilarak deneye
alana kadar —20 °C de bekletilmistir. Biitiin femurlar bu sekilde ¢ikartildiktan sonra
biyomekanik testlere baglanmaistir.

3.5.2. Gomme islemi

Cekme testleri i¢in femurlar akrilige gomiilmiistiir. Toz ve likit akrilik 10/4
oraninda karigtinllarak  1,1x1,1x1,1 cm. ebatlarinda plastik  kutucuklara
doldurulmustur. Femurun proksimal ve distal uglar i¢inde akrilik karigimi olan farkli
iki kutucuga yerlestirildi (sekil 3.3). Dokular ¢ekme testleri icin bu sekilde
hazirlandiktan sonra serum fizyolojik soliisyonu ile 1slatilmis gazli bez ile sarilip + 4

~

°C de 24 saat bekletilip akriligin donmasi saglanmigtir.

Sekil 3.3. Akrilik i¢cene gomiilerek ¢ekme deneyine hazirlanmig bir femur

3.5.3. Cekme Testleri (Tensile Test)

24 saat sonra laboratuvara aliman dokularin laboratuvar isisina gelmesi
saglandiktan sonra plastik kutucuklar c¢ikarilarak cihaza koyulan kemikler dikey
diizlemde distalden proksimale dogru cekilmis ve kemik kirilana kadar ¢ekme
islemine devam edilmistir (cekme hizi 2 mm/dak) (sekil 3.4). Femurlarin islem
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yapilirken kurumalarini engellemek i¢in doku {izerine serum fizyolojik soliisyonu
puskiirtiilmiistiir.

Sekil 3.4. Akrilige gomiildiikten sonra gekme deneyine alinan bir kemik

3.5.4. Egme Testleri (Three Point Bending)

Femurlar egme aparat1 altina yatay olarak iki mesnet arasindaki mesafe 2,6
cm olacak sekilde yerlestirildi. Egme hizi 2 mm/dak olacak sekilde kemik kirilana
kadar kuvvet uygulanmistir (sekil 3.5).

S 1l|1||iﬂ|lﬂl|!| S g
WDV V2000

Sekil 3.5. Egme testi yapilan bir kemik

3.5.5. Femurun Kesit Yiizey Alaninin Hesaplanmasi
Cekme ve egme testleri yapildiktan sonra kirillan femurlarin gévdelerinin en
ince oldugu bolge elektrikli bir rotor yardimiyla transvers olarak kesildikten sonra
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mikroskop altinda fotograflandirilmistir(sekil 3.6). Her bir femur i¢in elde edilen
fotograflar yiizey alani hesaplanmasi i¢in kullanilmistir. Elde edilen goriintiilerden
bilgisayar ortaminda Image J programiyla kemik dokunun dis ¢api, i¢ ¢ap1 (mm
cinsinden) ve toplam yiizey alani (mm? cinsinden) hesaplanmustir Her bir femur igin
elde edilen bu degerler diger biyomekaniksel datalarin hesaplanmasinda
kullanilmastir.

Sekil 3.6. Bir femurun yiizey alaninin Image J programi ile hesaplanmasi

3.5.6. Biyomekanik Verilerin Hesaplanmasi

3.5.6.1. Cekme Testi Verilerinin Hesaplanmasi

Cekme testi, femurun mekanik 6zelliklerini belirlemek amaciyla, genellikle
kemigin kopuncaya kadar gerilmesini kapsar. Cekme testi sonucunda elde edilen
ornek gerilme birim sekil degistirme ve yiik-uzama grafikleri ise sekil 3.7°de
verilmigtir.

26



AN Hasar

Maksimum kuvvet —>

Kuvvet (N)

AF
Katilik=

Sekil degistirme
enerjisi

Maksimum uzama

/.

uzama (mm)
AN Hasar
Maksimum gerilme —> p = = = — — = — — — — — =
s g
Elastisite modiilii= 5
~~
<
A
£
Q
=
=
Q
&)
Sekil degistirme
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Sekil 3.7. Cekme deneyi sonunda elde edilen 6rnek grafik. A) Kuvvet — uzama grafigi,
B) Gerilme — birim degistirme grafigi
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Cekme dayanimi (tensile strength) (o): Femurun kopmadan dayanabilecegi
ve diyagramdaki en yiiksek gerilme degeridir.

o =F/A

formiiliiyle hesaplanir ve birimi Mpa’dir. Burada F femura uygulanan kuvvet, A ise
femurun kesit yiizey alani olarak ifade edilmistir.

Elastisite Modiilii (Young’s modiiliis) (E): Femurun sekil degisikliginin lineer
elastik bolgede kalmak kosuluyla gerilme (o) -sekil degistirme (&) arasindaki iligkiyi
aciklayan biiytikliiktiir ve

E=o/¢
olarak hesaplanir. Birimi Mpa’dir.

Birim sekil degistirme (strain) (%): Cekme testinde femurun, uygulanan
kuvvet karsisinda kirilma anindaki son 6l¢ii uzunlugu ile ilk 6l¢ii uzunlugunun
farkinin ilk 6l¢li uzunluguna oraninin yiizde olarak ifadesidir ve

€ (%):L- L()/ L()
olarak gosterilir. Burada, L femurun son boyu, L ise femurun ilk boyudur.

Birim sekil degistirme enerji yogunlugu (energy absorbsiyon capacity — EAC-
tokluk): Mekanikteki temel kavramlardan biri olup, bir kemigin plastik sekil
degistirme esnasinda enerji absorbe etme 6zelligine tokluk denilir. Tokluk kemigi
koparmak icin harcanan enerjinin bir 6l¢iisii olup, gerilme-birim sekil degistirme
egrisinin altinda kalan alandan hesaplanir ( sekil 3.7. B) ve birimi mJ’djir.

Rijitlik Modili (Katilik modiilii-stifness) (K): Yikk ve deformasyon
arasindaki iliskiyi belirleyen bir modiil 6l¢iimiidiir ve

K=AF/AL

formiilii ile hesaplanir (sekil 3.7. A). Birimi N/mm’dir [78].

3.5.6.2. Egme Testi Verilerinin Hesaplanmasi

Egme deneyi boyunca, kuvvet (F) arttirilirken, kemigin tam ortasinda olusan
¢c6kme degeri (deflection) dlgiiliir. Olgiilen degerler sonucu kuvvete karsilik gelen
¢okme grafigi elde edilir. Egme deneyi sonucunda elde edilen kuvvet-cokme grafigi
Sekil 3.8. A’da verilmistir.
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Sekil 3.8. Egme deneyinde kullanilan 6rnek kuvvet-¢cokme grafigi, kemik dokunun dairesel kesit
alan1 ve egme deneyinin sematik goriiniimii. A) Egme deneyi sonucunda elde edilen
kuvvet- ¢okme grafigi. F ., , egme deneyinde kemigin kirildig1 andaki maksimum kuvvet.
B)Dairesel kesit alani, i¢ ve dis yari ¢aplar. Ry, i¢ yarigap, R, kemigin tamaminin yarigapz,
C noétral eksenden kesitin en ug noktasinin orta eksenden mesafesi, C) Egme deneyinin
sematik goriinimil. F (egme testinde kemige uygulanan kuvvet), L/2 (kemigin toplam
boyunun yarist)

Mukavemet bilgileri kullanarak, ti¢ noktali egme deneyi icin gerekli
hesaplamalar elde edilir. Buna gore, maksimum kuvvette kemikte olusan maksimum
egme momenti

Minaks= FmaksL/4
denkleminden hesaplanir. Burada, L iki mesnet aras1 mesafedir (Sekil 3.8. C).
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Egme dayanimu ise;
Gmaks:MmaksC/ I

olarak hesaplanir. Burada, C notral eksenden kesitin en ug¢ noktasinin orta eksenden
mesafesi (mm) (Sekil 3.8. B), I ise kesitin atalet momenti (mm®) olarak belirtilmistir.
Sekil 3.8.B“de kesit sekli verilen dairesel bir kesitin atalet momenti ise;

= n(Ry*-R,*)/4

olarak hesaplanir. R; ve R; sirasiyla i¢ ve dis yarigaplardir [78].

3.5.7. istatistiksel Analiz

KMY ve biyomekaniksel bulgularin istatistiksel analizi igin ANOVA test ve
posthoc test olarak ise Bonferroni test kullanilmistir. Histomorfometri sonuglari igin
ise Kruskal-Wallis test ve posthoc test olarak ise Dunn test kullanilmistir. Tiim
istatistiksel analizler i¢in p degeri olarak 0.05 belirlenmistir.
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BULGULAR

Deneyler ortalama 200-250 g. agirliklarindaki yetigskin (12 haftalik) disi
sicanlar ile gergeklestirilmistir. Calismamizda elde edilen tiim bulgular Tablo 2 de
verilmigtir.

4.1. Biyomekanik Bulgular
4.1.1. Cekme Testi Bulgular

20 haftalik tedavi gruplariin tensile strength, strain, stifness, young modiiliis
ve EAC degerleri sekil 4.1°de verilmistir. Bu gruplardan elde edilen parametrelere
gore Losartan’in tedavi edici etkisi ¢ok net sekilde goriilmiistiir. Bulgularimiza gore
overektomiye bagli gelisen osteoporozdan dolayr OVX grubunun tensile strength
degerinin KONT grubundan daha diisiik oldugu goriiliirken strain degeri ise daha
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.005). Ote yandan Losartan verilen
OVX-LOS grubunun tensile strength degeri OVX grubundan daha yiiksek iken strain
degeri anlaml olarak daha diisiiktiir (p<<0.005). Bu bulgu Losartan’in tedavi edici
etkisinin en Onemli gostergesidir. Stifness degerlerine baktigimiz zaman OVX
grubunun bu degeri KONT grubundan daha diisiiktiir fakat OVX-LOS grubunun bu
degeri OVX grubundan istatistiksel olarak daha yiiksektir (p<0.005).

Ote yandan osteoporozun etkilerinin goriildiigii OVX grubunun young
modiiliis’ii ve EAC degerleri KONT grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik ¢ikarken (p<0.005) OVX-LOS grubunun bu degerleri OVX grubundan
anlamli olarak daha yiiksektir ve OVX-LOS grubunun Losartan’in etkilerinden
dolay1 daha yiiksek enerji absorblama kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.1.2. Biitiin gruplarin KMY, ¢ekme ve egme testlerinden elde edilen degerler ile yiizde alveolar alan degerleri (ortalama + standart hata). * p<0.005 KONT
grubuna kars1 ve I p< 0.005 OVX grubuna kars1 ve # p< 0.005 OVX-1 grubuna kars1.

KMY (g/cm?)

KONT

0.1331+0.0012

SHAM

0.1301+0.0023

KONT-LOS

0.1266+0.0019  0.1150+0.0008 * 0.1215+0.0011 § 0,1239+0,0011

OovX

OVX-LOS

KONT(1)+LOS

ovX()

0,1186+0,0013*

OVX(1)+LOS

0,1192+0,0016

Cekme Testi

Strength (MPa) 64.45+6.89 58.89+3.15 60.45+5.26 48.12+£3.82 * 64.90+3.84 I 44,20+2,16 40,25+2,07* 58,5842,19#
Strain (%) 0.1540.01 0.15+0.01 0.16+0.01 0.2240.02 * 0.17£0.01 § 0,23+0,01 0,20+0,01* 0,30+0,016#
E.A.C.(mJ) 634.71+£27.43 612.72+£12.92 597.49+11.76 410.64£9.57 *  604.19£14.11 557,40+27,44 404,40+9,10%* 583,00+£8,95#
Young modiiliis (MPa) 86.34+2.07 86.77+2.37 83.45+2.50 62.86+2.16 * 83.2242.09 I 67,22+1,54 61,94+1,56* 82,70+1,53#
Stifness (N/mm) 180.38+5.05 180.19+£5.20 181.11£3.89 137.4943.33 * 180.44+3.33 § 158,90+1,99 135,40+2,69* 176,10+2,05#
Egme testi

Fleksural strength (MPa) 218.64+5.27 207.45+3.34 201.80+4.50 168.1243.38 * 205.95+5.69 I 204,20+4,32 191,50+4,31* 220,00+4,31#
Fleksural modiiliis (GPa) 9.71+£0.46 10.26+0.48 9.46+0.45 6.33+0.25 * 10.50+0.45 § 7,70+0,23 6,40+0,19%* 10,94+0,49#
SEM

% alveolar alan 9.20+0.28 10.80+0.36 11.19+£0.33 16.48+0.78 * 10.73+0.34 § 11,20+0,61 17,12+0,52* 12,86+1,19#
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Sekil 4.1 Overektominin 12. Haftasindan itibaren 8 hafta siiren Losartan tedavisinin ratlarin
femurlari tizerindeki etkilerinin gekme testi ile gdsterilmesi. Overektominin, gekme
testleri sonucunda hesaplanan strength (A), Young modiiliis (B), stifness (C) ve
EAC (E) degerlerini diisiiriirken strain (D) degerini artirdig1 6te yandan Losartanin
strain digindaki tiim biyomekaniksel parametreleri artirdigi goriilmektedir.

* p<0.005 KONT grubuna karsi ve  p< 0.005 OVX grubuna kars1.

12 haftalik gruplarin ¢ekme testi sonuglari sekil 4.2°de verilmistir. Bu
gruplarda ise overektominin ilk giliniinden itibaren Losartan verilen OVX-1-LOS
grubunun tensile strength degeri OVX-1 grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek
goriilirken, OVX-1 grubunun ¢ekme dayanimi KONT grubundan anlamli olarak
daha diisiik gézlemlenmistir (p<0.005). Bir diger parametre olan strain degerlerine
bakilinca OVX-1 grubunun strain degeri KONT grubundan yiiksek iken, OVX-1-
LOS grubunun strain degeri ise OVX-1 grubundan istatistiksel olarak daha yiiksektir
(p<0.005). Osteoporozun yaratmig oldugu deformasyonlardan dolayr OVX-1
grubunun stifness, young modiiliis ve EAC degerleri KONT grubundan daha diisiik
goriiliirken Losartan tedavisi verilen OVX-1-LOS grubunun bu degerleri OVX-1
grubundan istatistiksel olarak daha yiliksek bulunmustur (p<0.005). Bu sonuglara
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gore 12 haftalik gruplarda Losartan’in strain digindaki tiim parametreleri diizelttigi
goriilmiistiir. Osteoporoza bagli gelisen deformasyon sonucu kemigin kuvvet
karsisinda uzama miktar1 artmasina ragmen Losartan’nin strain degerini diigiirmedigi
goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Overektominin ilk giliniinden itibaren 12 hafta siiren Losartan tedavisinin ratlarin femurlari
tizerindeki etkilerinin ¢ekme testi ile gdsterilmesi. 12 haftalik osteoporoz siiresi sonunda
yapilan ¢ekme testinden elde edilen parametrelerde OVX grubunda strength (A), Young
modiiliis (B), stifness (C), strain (D) ve EAC (E) degerlerinin azaldig1, 6te yandan
Losartanin tiim biyomekaniksel parametreleri artirdig1 goriilmektedir. * p< 0.005 KONT
grubuna kars1 ve # p< 0.005 OVX-1 grubuna karsi.

4.1.2. Egme Testi Bulgulan

20 haftalik gruplarin fleksural strength ve fleksural modiiliis degerleri sekil
4.3°de verilmistir. Egme testinden elde edilen bu bulgulara gére OVX grubunun
egme dayanim ve egme modiilii degerleri KONT grubundan istatistiksel olarak daha
diisiiktiir (p<0.005). Fakat Losartan’in tedavi edici etkileri OVX-LOS grubunun bu
degerlerini anlamli olarak OVX grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek hale
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getirmistir (p<0.005). Bu degerler 1s181nda egme testlerinde Losartan verilen grubun
kuvvet karsisindaki dayanim giicii artmistir.
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Sekil 4.3. Overektominin 12. haftasindan itibaren 8 hafta siiren Losartan tedavisinin egme testleri
sonucunda hesaplanan fleksural strength ve fleksural modiiliis degerlerine etkisi. OVX
grubunun fleksural strength (A) ve fleksural modiiliis (B) degerleri KONT grubundan daha
diisiiktiir. 8 hafta siiren Losartan tedavisi OVX-LOS grubunun bu degerlerini KONT grubu
seviyesine getirmigtir. * p< 0.005 KONT grubuna kars1 ve I p<0.005 OVX grubuna kars1.

12 haftalik gruplarda ise OVX-1-LOS grubunun fleksural strength ve
fleksural modiiliis degerleri OVX-1 grubundananlamli olarak daha yiiksek
goriiliirken (p<0.005) OVX-1 grubunun bu degerleri KONT-1 grubundan daha diisiik
belirlenmistir (p<0.005) (sekil 4.4). 12 haftalik gruplarda yapilan egme testlerinde de

Losartan osteoporotik gruplarda kemigin kuvvet karsisindaki dayanim giicii
artirmigtir.

7
@

Flexural modiiliis (GPa)
*
Flexural modiiliis (GPa)

KONT SHAM  KONT-1-LOS OVX-1  OVX-1-LOS KONT SHAM  KONT-1-LOS  OVX-1  OVX-1-LOS

Sekil 4.4. Overektominin ilk gliniinden itibaren 12 hafta siiren Losartan tedavisinin egme
testleri ile hesaplanan fleksural strength ve fleksural modiiliis degerlerine etkisi. OVX- 1
grubunun fleksural strength (A) ve fleksural modiiliis (B) degerleri KONT grubundan daha
diistiktiir. 12 hafta siiren Losartan tedavisi OVX-1-LOS grubunun bu degerlerini artirmigtir. *
p<0.005 KONT grubuna karsi ve # p< 0.005 OVX-1 grubuna karsi.

4.2. Histomorfomerik Bulgular

20 haftalik gruplar icin trabekiiler kemikde bulunan alveolar alanlarin yilizde
oran1 sekil 4.5’de verilmistir. Bu bulgulara gére OVX grubunda osteoporozdan
dolay1 trabekiiller zayiflamis bunun sonucunda ise bu grubun alveolar yiizde
alanlarinin oran1 KONT grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek cikmustir
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(p<0.005). Losartan tedavisi uygulanan grupta ise osteoporozun yaratmis oldugu
deformiteler ortadan kalktig1 icin trabekiiller giiclenmis ve bu gruptaki alveolar
alanlarin yiizde oran1 OVX grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik ¢ikmigtir

(p<0.005).

209 %

15 i

% alveolar alan
-
3

KONT  SHAM KONT+LOS OVX OVX+LOS

Sekil 4.5 Overektominin 12. haftasindan itibaren 8 hafta siiren Losartan tedavisinin SEM gériintiileri
sonucunda hesaplanan alveolar alanlarin yiizde oranina etkisi. OVX grubunda trabekiiller
zayiflamig bunun sonucunda ise bu grubun alveolar yiizde alan oranit KONT grubuna gore
daha yiiksek ¢ikmistir 6te yandan Losartan verilen grupta (OVX-LOS) ise alveolar alanlarin
yiizde oran1 OVX grubuna gore daha diigiik ¢ikmustir. * p<0.005 KONT grubuna kars1 ve §

p<0.005 OVX grubuna karsi.

Elde edilen SEM goriintiilerine gére OVX grubunda KONT grubuna gore
trabekiiller azalmis ve zayiflamis, total alveolar alanlar ise artmigtir. OVX-LOS
grubunda ise trabekiiler baglantilar OVX grubuna gore daha giiclenmis ve artmis
iken alveolar alanlar ise azalmistir. KONT-LOS grubundan elde edilen SEM
goriintiilerinde ise trabekiiler yapilarin ve alveolar alanlarin KONT grubuna

benzedigi gorliilmektedir..

12 haftalik gruplardan elde edilen SEM goriintiilerine bakildigr zaman OVX-
1 grubunda osteoporozdan dolay1 trabekiillerin zayifladigi bundan dolay1 ise alveolar
alanlarin oranlarinin anlamli oranda arttig1 goriilmiistiir. OVX-1-LOS grubunda ise
trabekiillerin OVX-1 grubuna gore daha da giliglenmistir fakat OVX-1-LOS grubu ile
OVX-1 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamisgtir (p>0.005).
Tiim gruplarin SEM goriintiileri sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6.

EHT= 1500/ WD= 28mm Zona Mag = BOX _

T

15006  WO= 2 mm Zone Mag= 60X

o0y
15008 WDs 27mm ZoneMag = 60X — Zone Mag =

g em

k

1500  WD= ZBme Zone Mag = B0 X EHT=1500KY  WD= 27 mm Tene Mag = 60X

200m i
1500W  WB= 2mm  ZoneMag= 60X — EWT=1500K  ZoneMag= 60X =3

20 haftalik ve 12 haftalik gruplarin caput femoris bdlgesinden 60x bilyiitmede elde edilen
SEM goriintiileri. KONT grubu (A), SHAM grubu (B), KONT-LOS grubu (C), OVX grubu
(D), OVX-LOS grubu (E), KONT-1-LOS grubu (F), OVX-1 grubu (G) ve OVX-1-LOS
grubu (H). 20 haftalik gruplarda KONT, SHAM ve KONT-LOS gruplarinda trabekiiler
yapilar benzerlik gosterirken OVX grubunda trabekiillerin azalmasindan dolay: alveolar
yapilar oldukga genislemistir. Losartan verilen OVX-LOS grubunda ise trabekiiller
giiclenmis ve alveolar alanlar azalmigtir. 12 haftalik gruplarda ise OVX-1 grubunda
trabekiillerin azaldig1 goriilirken OVX-1-LOS grubunda ise trabekiillerde belirgin bir artis
goriilmemektedir.
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12 haftalik gruplarda alveolar alanlarin yiizde orani tiim gruplar icin sekil 4.7°de
verilmigtir. Overektomiye bagli gelisen osteoporozdan dolayr OVX-1 grubunun
ylizde alveolar alan degeri KONT grubundan anlamli olarak daha yiiksektir
(p<0.005). Overektominin birinci gliniinden itibaren Losartan tedavisi verilen OVX-
1-LOS grubunun yiizde alveolar alan degerinin OVX-1 grubundan daha diisiik olarak
hesaplanmasina ragmen bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir tesbit

edilmemistir (p>0.005).

208 *

154

109

% alveolar alan

KONT SHAM KONT-1-LOS OVX-1 OVX-1-LOS

Sekil 4.7. Overektominin ilk giliniinden itibaren 12 hafta siiren Losartan tedavisinin SEM goriintiileri
sonucunda hesaplanan alveolar alanlarin yilizde oranina etkisi. OVX-1 grubunda alveolar
alanlarin yiizde oran1t KONT gubuna gore artmig 6te yandan Losartan verilen grupta (OVX-
1-LOS) ise alveolar alanlarin yiizde orani ile OVX grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir. * p< 0.005 KONT grubuna kars1 ve # p>0.005 OVX-1

grubuna kars.

4.3. KMY bulgulan
20 haftalik gruplardan elde edilen KMY o6l¢limlerine goére osteoporozdan

dolayr OVX grubunun KMY degeri KONT grubuna gore anlamli olarak azalmigtir
(p<0,005). Losartan tedavisi uygulanan OVX+LOS grubunun KMY degeri OVX
grubundan istatistiksel olarak daha yiiksektir (p<0,005)(sekil 4.8). Elde ettigimiz
KMY sonuglaria gére OVX grubunda osteoporoza bagli olarak gelisen kemik kaybi
net bir sekilde gdzlemlenirken ila¢ tedavisi uyguladigimiz OVX+LOS grubunda
mineralizasyonun arttig1 ve kemik kiitlesinin gelistigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8. Overektominin 12. haftasindan itibaren 8 hafta siiren Losartan tedavisinin KMY degeri
tizerine etkisi. OVX grubunun KMY degeri KONT grubuna gore daha diisiik olmasina
ragmen OVX-LOS grubunun KMY degeri OVX grubuna gore daha yiikesktir. * p<0.005
KONT grubuna karsi ve I p< 0.005 OVX grubuna karsi.

12 hafta siiren gruplarin KMY degerlerine bakilinca OVX-1 grubunun KMY
degeri KONT grubunun KMY degerinden istatistiksel olarak daha disiiktiir
(p<0,005). Ote yandan Losartan tedavisi verilen OVX-1-LOS grubu ile OVX-1
gruplart arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.005) (sekil 4.9). Bu gruplarin
KMY degerlerine baktigimiz zaman Losartan’in 12 haftalik slirede kemigin
mineralizasyonunu artirmadigi acik bir sekilde goriilmiistiir.

0.14¢
——
0.134
NA
E a——
% *
é 0.124 —— -1
0.11%
O.IO'I
0.00: v v v Y v
KONT SHAM KONT-1-LOS O0OVX-1 OVX-1-LOS

Sekil 4.9. Overektominin ilk giliniinden itibaren 12 hafta siiren Losartan tedavisinin KMY degeri
iizerine etkisi. OVX-1 grubunun KMY degeri KONT grubuna gore daha diisiik goriilmiistiir
ote yandan Losartan tedavisi verilen grubun(OVX-1-LOS) KMY degerinde her hangi bir
degisiklik goriilmemistir.* p< 0.005 KONT grubuna karst ve # p< 0.005 OVX-1 grubuna
karsi.
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TARTISMA

Literatiirde kemik dokunun biyomekanik 6zelliklerini ¢cekme, egme ve basma
testleri kullanilarak ortaya koyan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir [7, 10, 17, 36, 45,
65, 82]. Bu testler esnasinda kemigin kirllganligimi ya da kemigin giiciinli ortaya
koymak i¢in maksimum dayanim, stifness, elastik modiiliis ve enerji absorblama
kapasitesi ¢ok sik olarak hesaplanan parametrelerdir. Calismamizda kemik dokunun
mekanik 6zelliklerini ortaya koymak i¢in ¢ekme ve egme testleri olmak iizere iki
farklt mekanik test uygulanmistir ve bu testlerde tensile strength, young modiilis,
strain, stifness, EAC, fleksural strength ve fleksural moduliisii hesaplanmustir.

Overektomi kemik dokuda oOzellikle de femur ve lumbal vertebralarda
mineralizasyondaki kayiba ek olarak mekaniksel ve histomorfometrik degisiklikler
yaratir [7, 10, 17, 36, 45, 65, 82]. Calismamizda Losartan’in overektomili si¢an
femurunun mineral yogunluk, histomorfometrik ve biyomekaniksel ozellikleri
tizerine etkileri incelenmistir. Osteoporozun yaratmis oldugu deformasyonun ¢ok net
bir sekilde kemigin biyomekaniksel 6zelliklerine yansidigi goriilmektedir. 12 haftalik
ve 20 haftalik gruplarda bulunan OVX ve OVX-1 gruplarinin biyomekaniksel
parametrelerine bakildigi zaman bu cok agik bir sekilde goriilmektedir. Cekme
deneylerinden elde edilen OVX-LOS grubunun tensile strength, young modiiliis,
stifness ve EAC degerleri OVX grubundan anlamli olarak daha yiiksektir. Ote
yandan OVX-LOS grubunun strain degeri OVX grubundan istatistiksel olarak daha
diisiiktiir. Bu sonuclar 1s18inda Losartan tedavisinin azalan strain ve artan young
modiiliis degerlerinde kemigi daha az siinek fakat daha sert bir yapiya kavusturdugu
sOylenebilir. Bu nedenden dolayr OVX grubuna ait femurlarin diger gruplara ait
femurlara gore daha fazla siinek oldugu goriilmektedir. 20 haftalik gruplarda
Losartan’in kemigin dayanimini artirdig1 ve strain degerini diisiirdiigii goriilmektedir.

Osteoporotik bir kemik sert ama kirllgan olma egilimindedir. Bunun
sonucunda da kuvvete maruz kaldiginda kirilma riski oldukga artar [86]. Kemik
kiitlesinin efektif olarak artmasi ve kemik dokuyu olusturan materyallerin gelismesi
iskelet yapinin daha gii¢lii olmasin1 saglar. Kemik dokudaki bu yapisal degisiklikler
ayni zamanda kemik dokunun biyomekanik o6zelliklerine de etki eder [85, 87].
Biyomekanik acidan kirilganligi artmis bir osteoporotik kemigi dayanikli hale
getirmenin birka¢ yolu vardir. Bunlardan ilki kemik kiitlesinin artmasidir. Kiitlesi
artan kemikler fiziksel olarak daha da biiyliyeceginden kuvvet karsisindaki
dayanikliligi da artacaktir. Ikinci yol ise kemik Kkiitlesinin efektif bir sekilde
dagitilmasidir. Ornegin mekanik gereksinim nerede fazla ise o bolgede kemik
kiitlesinin daha fazla olmasi gerekmektedir. Ugiincii yol ise kemik dokusunun
materyal 6zelliklerini gelistirmektedir. Bahsedilen bu yollardan ilk ikisi kemikteki
yapisal degisiklikleri ifade eder, kemigin dokusal 6zellikleri ile ilgilidir ve intrinsik
biyomekanik 6zellikler olarak bilinir. Kemiklerin materyal 6zellikleri ile ilgili olan
ticlincii yol ise ekstrinsik biyomekanik ozellikler olarak bilinir ve kirilma kuvveti,
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kuvvet karsisinda uzama ve enerji absorblama kapasitesi buna Ornek olarak
verilebilir. Ote yandan intrinsik biyomekanik dzellikler ise kuvvet dayanimi, strain
ve elastik moduliis’dir [16, 85, 88]. Kemik dokunun ekstirinsik ve intrinsik
biyomekanik 6zellikleri kirik tedavisinde olduk¢a dnemlidir. Efektif bir kirik tedavisi
icin ekstrinsik biyomekanik oOzellikler artirilmalidir ayni zamanda intrinsik
biyomekanik ozellikler ise zarar gérmemelidir [16, 85]. Calismamizda AT1 reseptor
blokorii olarak verilen Losartan’in  (OVX-LOS) kemik dokuda ekstrinsik
biyomekanik karakterleri gelistirdigi fakat kemigin intrinsik biyomekanik
karakterlerini de bozmadig1 goriilmiistiir. Elde edilen bu veriler 20 haftalik gruplarda
Losartan’in tedavi edici etkilerinin kemigin biyomekanik 6zelliklerine yansidigi ve
bu gruplarda efektif bir tedaviye ulasildigin1 géstermektedir.

Calismamizda tizerinde durulan bir baska parametre KMY o6l¢timleridir.
KMY olciimleri osteoporoza bagl olarak gelisen kemik kaybini en kolay ve net bir
sekilde ortaya koyan bir yontemdir. OVX grubunun KMY sonuglart KONT grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oranda azalmistir. Bu sonug osteoporoza bagl olarak
kemik kayb1 oldugunu gdstermesi bakimindan &nemlidir. Ote yandan OVX-LOS
grubunun KMY degeri ise OVX grubuna gore istatistiksel olarak daha ytiksektir.

Osteoporotik bir kemigin kirik riskinin artmasi azalan KMY degeri ile
iliskilendirilmistir [14, 34]. OVX ve OVX-1 gruplarinda KMY degerinin KONT
grubuna gore azalmasi ¢ekme ve egme testlerinde strength degerlerinin de KONT
grubuna gore diisiik ¢ikmasi sonucunu dogurmaktadir. Literatlirde artan KMY degeri
ve azalan kirik riski arasinda ters korelasyon oldugunu gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir [29-30, 48, 60, 84]. Calismamizda OVX grubunun KMY degeri
KONT grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiiktiir. OVX-LOS grubunun KMY
degeri OVX grubundan istatistiksel olarak yiliksek ¢ikmasina ragmen KONT
grubunun seviyesine gelemedigi goriilmiistiir. Calismamizda elde edilen KMY
degerleri ile iliskilendirilmis biyomekanik 6zellikler literatiirle uyumludur.

Kemik mineralizasyonunun artmasi kemigin biyomekanik karakterlerine de
etki eder ve bu etki stifness’in artmasi kuvvet karsisinda uzamanin (displacement)
azalmasi seklindedir [20, 85]. Sonuglarimiza gére OVX-LOS grubunun KMY degeri
OVX grubundan anlamli olarak daha ytiksektir. OVX-LOS grubunun stifness degeri
OVX grubundan daha yiiksek olmasina ragmen strain degeri daha disiiktiir.

Artan mineralizasyonun kemigin yapisal sertligini artirmasindan dolay1
kemigi daha kirilgan hale getirir [16, 20]. Bunlara ek olarak uygun bir sekilde
mineralize olmus kemik sertligi ve kirilganligi agisindan iyi bir kombinasyon
gosterir. Ote yandan zayif mineralizasyona sahip bir kemik dayaniksiz hale gelirken
hipermineralize olmus bir kemik ise oldukga kirilgandir [20, 85]. Pek ¢ok osteoporoz
tedavisi kemik kiitlesini ve mineralizasyonu gelistirir fakat bu durum ayn1 zamanda
doku kalitesini de degistirir. Osteoporoz tedavisinde kullanilan bifosfanatlar kemik
yogunlugunda artisa yol acar fakat yanlis kullanildiginda mikro hasarlarin tamirini
zayiflatir ve kemik kirllganligint artirir [16]. Tedavi slirecinde kullanilan ilaglarin
mineralizasyonu artirmas1 fakat kemigi hipermineralize hale getirmemesi
gerekmektedir. Efektif bir kemik tedavisinde hipermineralizasyon istenen bir durum
degildir. 20 haftalik gruplardan elde ettigimiz sonuglar Losartan tedavisinin
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hipermineralizasyona yol agmadigini aksine kemigin sertlik ve kirilganlik 6zellikleri
ile iyi bir kombinasyon olusturdugu gériilmektedir. Ote yandan Losartan tedavisi ile
iyl mineralize olmus kemikde osteoporoza bagli olarak gelisen kemik kaybinin
ortadan kalktig1 goriilmektedir.

Kemigin yeniden diizenlenmesi osteoblast ve osteoklast aktivitesi ile
olmaktadir. Overektomi yapilmis ratlarda dstrojen yoklugundan dolay1 kemik yapida
bozulmalar meydana gelir. Erben ve arkadaglart [31] osteoporotik deney
hayvanlarinda hem tibia’nin proksimalinde hem de vertebralarin trabekiiler
boliimlerinde kemik kiitlede azalma oldugunu gostermislerdir. Ayrica overektomi
yapilmis ratlarda tibia’nin trabekiiler kemik oraninin %77 oraninda diistiigii Martel
ve arkadaslar1 [59] tarafindan bildirilmistir. Calismamizda elde edilen sonuglara gore
OVX grubuna ait femurlarin alveolar alanlarinin orani KONT grubuna gore
istatistiksel olarak daha yiiksektir.

OVX grubundaki bu artisin osteoporozun trabekiiler yapilarda yaratmig
oldugu deformasyondan kaynaklandigi agiktir. Ancak OVX-LOS grubunda soz
konusu bu alveolar alanlarin orant OVX grubundan anlamli olarak daha diistiktiir. Bu
durumun esas nedeni ATl ve AT2 reseptorlerinin potansiyel bir osteoklast
stimiilatorii olmasindan kaynaklanmaktadir [47]. Calismamizda ATI reseptor
blokdrii olarak kullanilan Losartan osteoklastlart inhibe etmelerinden dolay1
trabekiiler yapilar osteoporozun yaratmis oldugu deformasyondan ¢ok fazla
etkilenmemislerdir. Bundan dolayr OVX-LOS grubundaki alveolar alanlar OVX
grubundan istatistiksel olarak daha az oranlarda goriilmiislerdir. Bu sebeple Losartan
kemik dokuda trabekiilleri giiclendirmis ve buna bagl olarak da alveolar alanlarin
oranlari anlaml olarak diisiirmiistiir. Elde etmis oldugumuz bu bulgu Losartan’in
osteoporoz iizerinde terdpatik etkileri oldugu gostermektedir.

Elde edilen sonuglara gore AT1 reseptor blokajinin hem kemik
kiitlesini hem de kemigin biyomekaniksel Ozeliklerini artirdigi 6te yandan da
trabekiiler kemik i¢indeki alveolar alanlarin oranini azalttig1 gostermektedir.

20 haftalik osteoporoz gruplart tizerinde Losartanin tedavi edici olumlu
etkileri, biitlin parametrelerde goriillmesine ragmen 12 haftalik gruplarda tespit
edilememistir. 12 hafta siiren overektomi grubu ile (OVX-1) KONT grubu arasinda
anlamh farklar goriilmektedir. Fakat overiektominin ilk glininden itibaren Losartan
tedavisi verilen grup (OVX-1-LOS) ile OVX-1 gruplarinin KMY ve yiizde alveolar
alan degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunamamustir.

KMY ve ylizde alveolar alan degerlerine zit olarak biyomekanik
parametrelerde daha olumlu etkiler goriilmiistiir. 12 haftalik osteoporozun yaratmis
oldugu deformasyonda bile egme deneylerinde fleksural strength ve fleksural
modiiliis, ¢ekme deneylerinde tensile strength, stifness, young modiiliis ve EAC
degerleri OVX-1 grubunda KONT grubundan istatistiksel olarak daha diisiik
goriilmesine ragmen OVX-1-LOS grubunun bu degerleri OVX-1 grubundan
istatistiksel olarak daha yiiksektir. Bu parametreler g6z Oniine alinarak
overektominin ilk giliniinden itibaren 12 hafta siiren Losartan tedavisinin olumlu
etkileri varmis gibi goriilebilir. Fakat strain degerlerine bakildig1 zaman efektif bir
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tedavi olmadigi goriilmektedir. Ciinkii OVX-1 grubunun strain degeri KONT
grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek iken, OVX-1-LOS grubunun strain degeri
ise OVX-1 grubundan daha yiiksek goriilmiistiir.

12 haftalik gruplarin egme ve ¢ekme testleri sonucunda elde edilen degerler
paralellik gostermemektedir. Efektif bir tedavi icin overektominin ilk giiniinden
itibaren verilen Losartan’in 12 haftalik siire sonunda femurlarin strain degerlerinin
azaltmasi, 6te yandan young modiiliis degerini de artirmast beklenmektedir. Elde
edilen sonuglara gore OVX-1-LOS grubunun strain degeri OVX-1 grubunun strain
degerinden istatistiksel olarak daha ytiiksektir. Losartan tedavisinin kemigin young
modilisiini ile birlikte uzama miktarinida artirmistir. Ortaya ¢ikan bu sonug
Losartan tedavisinin kemigin intrinsik karakterleri {izerinde tedavi edici bir etkisi
olmadigi ayni1 zamanda bu intrinsik mekanik karakterleri bozdugunun gostergesidir.
Buna dayanarak OVX-1-LOS grubunun ayn1 OVX-1 grubu gibi siinek oldugu ve
Losartanin bunu engellemedigini gosterir. Ote yandan overektomiye bagli olarak
gelisen osteoporoz tedavisi icin kemigin ekstrinsik ve intrinsik biyomekanik
karakterlerinin de korunmasi gerekmektedir [16, 85, 88]. OVX-1-LOS grubunun
strain degerinin OVX-1 grubunun strain degerine gore azalmamasi ayni1 zamanda
femurun intrinsik karakterlerininde bozuldugu anlamina gelir ki buda Losartanin 12
haftalik siirecte tam bir tedavi edici etkisinin olmadigin1 gosterir.

Bunu destekleyen bir bagska 6nemli nokta ise mineralizasyon ve mekanik
Ozellikler arasindaki iliskinin pozitif yonde olmamasidir. Ciinkii OVX-1-LOS
grubunun KMY degeri ile OVX-1 grubunun KMY degeri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark goriilmemektedir. Bu sonug 1s181inda Losartanin 12 haftalik siirecte
hipermineralizasyon yaratmadigi gibi mineralizasyonu hi¢ artirmadigi sdylenebilir.
12 haftalik deney ve kontrol gruplarinin tiim sonuglarina bakarak Losartanin
osteoporoz olusum siiresine olumlu bir etkisi olmadigin1 gérmekteyiz.

Calismamizda oOzetle AT1 reseptor blokorli olarak kullanilan Losartran’in
ozellikle 20 haftalik gruplarda KMY degerlerini ve kemigin biyomekanik
ozelliklerini artirdigini 6te yandan trabekiilleri giiclendirerek alveolar alanlarin yiizde
oranini azalttigini gostermekteyiz.

Izu ve ark. [50] AT2 reseptdr blokajinin kemik hiicrelerinin geri emilimini
baskiladigmmi in vivo c¢alismalarda ortaya koymuslardir. Aymi zamanda AT2
reseptorlerinin hem kemik formasyonunu baskiladigi hem de kemik geri emilimini
artirdig1 bildirilmistir [50]. Broulik ve ark. [13] ise AT1 blokajinin antihipertansif bir
ilag olarak kullanilabilecegini fakat bunun non-osteoporotik hayvanlarin KMY
degerlerine herhangi bir etkisi olmadig1 gostermislerdir.

12 haftalik gruplardan elde ettigimiz sonuglara benzer olarak Li ve ark. [56]
AT1 blokorii olarak Valsartan ve Telmisartan’1 12 haftalik bir siire ile kullandiklar
calismalarinda femur ve lumbal vertebralarin KMY degerlerine her hangi bir
etkisinin olmadigin1 gostermiglerdir. Calismamizda 12 haftalik gruplardan elde
edilen sonuglar Li ve ark.[56] nin bulgulariyla uyusmaktadir fakat bizim
calismamizda 20 haftalik gruplarda 12. haftada osteoporoza bagli deformasyon
gelistikten sonra yapilan AT1 reseptor blokajinin femurun biomekaniksel karakterine
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olumlu yonde etki ettigi goriilmiistiir. Literatiirde bu konuda yapilan ¢alismalardan
farkli olarak bizim g¢alismamizda overektomi yapildiktan 12 hafta sonra Losartan
tedavisine baslanmigtir. Overektomiden sonra gecen 12 haftalik bu siiregte kemik
doku osteoporozun tiim deformatik etkilerine maruz kalmistir. Bu deformasyon
doneminin sonunda baslanilan 8 haftalik Losartan tedavisi ise osteoporozun zararl
etkilerini ortadan kaldirmistir. Bu sonuglar 1s18inda osteoporozun geg¢ evrelerinde
yapilan AT1 reseptor blokajinin daha etkili oldugunu ve AT1 e ait sinyal sisteminin
gec evrede daha etkin oldugunu diisiinmekteyiz.

Shimizu ve ark. [81] AT1 reseptor blokeri olarak kullanilan olmesartanin
osteoporozu engelledigini ortaya koymuslardir. Ayrica Ang II verilen overektomili
hayvanlarda kemik kiitle seviyesinin baskilandigi fakat bunun AT2 reseptorleri
tizerinden degil AT1 reseptorleri lizerinden oldugu ortaya koyulmustur [81]. Bunlara
ek olarak Hatton ve ark. [47] hiicre kiiltiirii deneylerinde angiotensin’in kemik geri
emilimini artirdigin1 ve Ang I ve Ang II’nin osteoklastlar {izerinde potansiyel bir
stimiilator oldugunu gostermislerdir. AT1 reseptorlerinin fonksiyonlar1 konusundaki
bu cesitlilik muhtemelen bu reseptore baglanan ligantin konsatrasyonu ile ilgilidir
fakat literatiirde osteoporoz modelinde kandaki Ang II seviyesinin Ol¢iildigi
herhangi bir veri bulunmamaktadir. Ote yandan Ang II’nin overektomi yapilmus
ratlarin kemik dokular1 iizerinde deformasyonu artiric1 etkilerinin oldugu da ortaya
konulmustur [81].

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular 1s181nda osteoporoz gelistikten sonra
verilen AT1 reseptdr blokerinin osteoporozu diizeltici ve tedavi edici etkisi vardir.
Ote yandan osteoporoz gelismeden verilen AT1 reseptdr blokerinin osteoporozu
Onleyici etkisi yoktur.
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SONUC

Bu c¢aligmada AT1 inhibisyonunun osteoporotik kemik doku iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Bu etkileri ortaya koymak i¢in kemik dokunun
biyomekaniksel ozellikleri, trabekiillerin histolojik incelemeleri ve kemik mineral
yogunluk 6l¢iimleri yapilmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore overektominin ilk giiniinden
itibaren 12 haftalik Losartan tedavisinin osteoporozu engellemedigi goriilmiistiir. Bu
gruplarda Losartan’in kemigin biyomekaniksel oOzelliklerine tam olarak olumlu
etkiler gostermedigi 6te yandan kemigin mineralizsyonu artirdigi fakat saglikli
hayvanlarin kemik mineral yogunlugu seviyesine getirmedigi ayni zamanda
trabekiilleri gliglendirmedigi goriilmiistiir.

12 haftalik osteoporoz siiresi sonunda verilen 8 haftalik Losartan tedavisi
sonrasi elde edilen verilerin ise AT1 reseptdr blokajinin osteoprozun zararh etkilerini
ortadan kaldirdigini géstermektedir.

Bu gruplarda Losartan tedavisinin osteoporoza ugramis femurlarin trabekiiler
yapilarmin giiclendigi ve alveolar alanlarin azalttigi, kemigin biyomekanik
ozelliklerinin arttigt ve kemigin daha da giiclendigi goriilmiistiir. Ayrica kemik
mineral yogunlugunun arttirdig1 da saptanmistir.

Sonug olarak AT1 reseptor blokajinin osteoporoz olusum siirecine bir etkisi
olmadig1 fakat osteoporoza bagli olarak gelisen deformiteleri ortadan kaldirdig
gosterilmistir. Biitliin bu sonuclar 1s1g1nda osteoporoz ve buna bagli olarak gelisen
kiriklarin tedavisinde AT1’in yeni bir teropatik hedef oldugu acgikga soylenebilir.

Bu sonuglar1 pekistirecek ve etki mekanizmasinin aydinlatilmasina katkida
bulunabilecek ek caligsmalar ile Losartanin ilerde osteoporozun yol agtig1 kemik doku
tizerindeki deformasyonlar1 ortadan kaldirmak ig¢in kullanilabilecegi bu ¢alismada
gosterilmistir.
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Important anatomical landmarks in the
lateral nasal wall

Baris O. Donmez, MSc, Bulent V. Agirdir, M. Muzaffer M. Sindel, PhD.

ABSTRACT

Objectives: The study aimed to investigate the
anatomy of the lateral nasal wall to provide a set of
measurements among some important anatomical
landmarks and to reveal the relationship between them.

Methods: Fifty half heads were dissected to determine
the distances between important landmarks in the lateral
nasal wall for endoscopic sinus surgery. Landmarks were
measured with an electronic caliper. This study was
carried out between December 2002 and February 2003
at the Anatomy Research Laboratory, Faculty of

Medicine, Akdeniz University, Antalya, Turkey.

Results: Results were provided as mean = standard
deviation. In our study, some of the critical distances as
in the lateral nasal wall were measured and results
showed consistency to the data found in the literature.

Conclusion: Our results are useful to achieve safe
endoscopic sinus surgery.

Saudi Med J 2005; Vol. 26 (9): 1403-1408

F unctional endoscopic sinus surgery (FESS) is a
frequently used technique in the treatment of
patients with chronic and acute recurrent sinusitis,
sinonasal polyposis' and has many advantages for
the intranasal endoscopic examination and surgical
applications.?  Rigid nasal endoscope permits a
better surgical view of the lateral nasal wall. This
technique improves the ability to visualize specific
anatomical details of sinonasal structures by the
surgeons. Anatomy is important to differentiate
pathological conditions from normal variants.' The
individual anatomy of the paranasal sinuses and the
floor of the anterior cranial fossa can vary
considerably. Systematic orientation based on
anatomical landmarks and their empirical
relationships provide a limited degree of certainty
during endoscopic procedures.’

Variations in intranasal and sinus anatomy have
been implicated in the etiology of chronic and acute
recurrent sinusitis.* Also, these variations can cause
catastrophic results during surgery. Trauma to the

ethmoidal arteries may cause vessel retraction into
the orbit and visual loss can occur secondary to
intraorbital hematoma. Expanding orbital hematoma
will result in compression of the optic nerve in the
optic canal. Double vision can be permanent.
Diplopia secondary to medial rectus injury may
result in irreparable damage. In order to perform
safe superior dissection within the ethmoidal
sinuses, the skull base should be carefully identified.
Direct brain trauma is most likely to occur where
the skull base is thinnest. When using endoscopes,
the surgeon must have an intimate knowledge of

anatomy. Death may be related to massive
intranasal bleeding, intracranial bleeding or
meningitis. The development of functional

intranasal sinus surgery has progressed since 1903.
The research on this subject has revealed new and
important developments. Today, the advancing
development of instrumentation, suction irrigation,
video-endoscopes and modern minimal invasive
operation techniques; in addition to chronic
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sinusitis, a wide range of pathologic processes in
the paranasal sinuses and floor of the anterior
cranial fossa can be treated successfully by the
purely endoscopic approaches.* The recent
popularization of FESS, however, has resulted in
many of these standard surgical techniques being
considered radical by proponents of FESS.2
Successtul endoscopically guided intranasal surgery
of the paranasal sinuses requires accurate
knowledge of the anatomy of the lateral nasal wall.
Nasal endoscope has become important tools for
endoscopic visualization of lateral nasal wall
surgery.>*” The anatomy of the lateral nasal wall
area is a highly complicated.® Additionally, there
are some specific anatomic structures on the lateral
nasal wall. These structures are important
particularly for endoscopic sinus surgery and other
standard nasal surgical techniques. There are many
studies for anatomical landmarks in the lateral nasal
wall and many of which measure the distances of
the anatomical structures.>*'s

Many Ears, Nose, Throat surgeons may need
support in anatomical orientation during the
endoscopic nasal surgery. Anatomic variations and
limitations imposed by endoscopic visualization
demands a good understanding of anatomy and
familiarity with endoscopic surgery.?

We aimed to investigate the anatomy of the
lateral nasal wall to provide a set of measurements
among some important landmarks and to reveal the
relationships between them. Anatomical structures,
which are chosen as landmarks in our study, are
very important for both surgeons and anatomists.
Moreover, we think that the distances, which are
measured in our present study, can be used safely in
FESS or help develop new surgical techniques.

Methods. Fifty embalmed cadaver half heads
were used in our study. No specimen showed any
evidence of previous surgery or any other gross
anatomical anomaly. Mucosa on the lateral nasal
wall was carefully removed under operation
microscope. Later, anatomic structures on the
lateral nasal wall were carefully dissected. During
the dissection, anterior nasal spine (ANS), inferior
turbinate (inferior nasal concha) (INC), middle
turbinate (middle nasal concha) (MNC), uncinate
process (UP), natural ostium of the maxillary sinus
(NOMS), opening of the nasolacrimal duct (OND),
sphenopalatine foramen (SF), natural ostium of the
sphenoidal sinus (NOSS), anterior ethmoidal artery
(AEA), posterior ethmoidal artery (PEA),
pharyngeal opening of the auditory tube (POAT),
posterior nasal spine (PNS), natural ostium of the
frontal sinus (NOFS) and nasal base (NB) were
exposed. To expose the UP, the sagittal portion of
MNC was cut and was carefully removed (Figures
1-5). The persistent landmarks were then identified,
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Table 1 - Measurements obtained from anterior nasal spine (N=50).

Distances MD (em) SD
ANS -INC | 0.1
ANS - MNC 2.6 0.2
ANS -UP 34 0.3
ANS - NOMS 3.9 0.5
ANS -OND 3 04
ANS -SF 5.6 402
ANS - NOSS 55 0.4
ANS - AEA .5 0.3
ANS -PEA 58 0.4
ANS - POAT 6.2 0.3
ANS -PNS

5.6 0.3

INC - anterior border of the inferior turbinate,
MNC - anterior border of the middle turbinate. UP
- mid-uncinate process, NOMS - natural ostium of

the maxillary sinus, OND - opening of the
nasolacrimal duct, SF - exit point of the
sphenopalatine artery, NOSS - natural ostium of
the sphenoidal sinus, AEA - exit point of the
anterior ethmoidal artery, PEA - exit point of the
posterior ethmoidal artery, POAT - pharyngeal
opening of the auditory tube,
PNS - posterior nasal spine.

Table 2 - Distances from middle nasal concha (MNS) (N=50).

Distances MD (em) SD
MNS-UP 1.4 0.3
MNS-NOMS 1.8 0.3
MNS-AEA 22 0.4
MNS-PEA 27 0.2

UP -uncinate process, NOMS - Natural ostium of
the maxillary sinus, AEA - exit point of the
anterior ethmoidal artery, PEA - exit point of the
posterior ethmoidal artery.

Table 3 - Distances of the other anatomical landmark on lateral
nasal wall (N=50).
Distances MD (cm) SD
NOMS-OND 1.8 0.3
OND-UP 1.8 0.5
NOSS-NB 34 0.6
NOFS-AEA 0.9 0.3
UP-AEA 2.5 0.6

NOMS-INC 1.5 0.3

NOMS-OND - anterior border of the natural ostium of the maxillary
sinus- opening nasolacrimal duct, OND-UP - opening nasolacrimal
duct - uncinate process, NOSS-NB - natural ostium of the
sphenoidal sinus - nasal base, NOFS-AEA - natural ostium frontal
sinus - exit point of anterior ethmoidal artery, UP-AEA - uncinate
process - exit point of the anterior ethmoidal artery,
NOMS-INC - anterior border of the natural ostium maxillary sinus -
anterior attachment point of the inferior nasal concha to the lateral
nasal wall.
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Figure 1 -

Anatomical landmarks on the lateral nasal wall; anterior Figure 3 - Representative picture for exit point of the sphenopalatine
nasal spine (ANS), posterior nasal spine (PNS). inferior artery (SF), superior nasal concha (SNC), middle nasal
nasal concha (INC), middle nasal concha (MNC), concha (MNC), opening of nasolacrimal duct (OND).
superior nasal concha (SNC). pharyngeal opening of the

auditory tube (POAT).

Figure 2 -

Lateral nasal wall with the inferior nasal concha (INC) Figure 4 - Representative pictures for natural ostium  of the
(MNC)  removed and sphenoidal sinus (NOSS) middle nasal concha (MNC),

and middle nasal concha
inferior nasal concha (INC), and anterior nasal spine

demonstrated opening of nasolacrimal duct (OND).
uncinate process (UP), natural ostium of the maxillary (ANS).
sinus (NOMS) and natural ostium frontal sinus (NOFS).

Figure 5 - Representative picture for exit point of the anterior
ethmoidal artery (AEA) and exit point of the posterior
ethmoidal artery (PEA).

www.smj.org.sa  Saudi Med J 2005: Vol. 26 (9) 1405
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some of which required limited dissection. Anterior
nasal spine was chosen as a main landmark.
Distances were measured with electronic caliper
under operating microscope. Measurements were
recorded from ANS to the designated structures
(anterior-inferior border of the inferior turbinate,
anterior-inferior border of the middle turbinate,
mid-uncinate process, natural ostium of the
maxillary sinus, opening of the nasolacrimal duct,
sphenopalatine foramen, natural ostium of the
sphenoidal sinus, exit point of the anterior
ethmoidal artery, exit point of the posterior
ethmoidal artery, pharyngeal opening of the
auditory tube, posterior nasal spine) and the
distances were rounded to the nearest millimeter.

Results. Measurements obtained from ANS
were presented as mean distance (cm) and standard
deviation in Table 1. Measurements were obtained
from anterior attachment point of the middle nasal
concha to the lateral nasal wall designated
structures (uncinate process, natural ostium of the
maxillary sinus, exit point of the anterior ethmoidal
artery, exit point of the posterior ethmoidal artery)
and the distances were rounded to the nearest
millimeter in Table 2. Results of the measurements
between anterior border of the natural ostium of the
maxillary sinus and opening nasolacrimal duct,
opening nasolacrimal duct and uncinate process,
natural ostium of the sphenoidal sinus and nasal
base, anterior border of the natural ostium frontal
sinus and exit point of anterior ethmoidal artery,
uncinate process and exit point of the anterior
ethmoidal artery, anterior border of the natural
ostium maxillary sinus and anterior attachment
point of the inferior nasal concha to the lateral nasal
wall are given in Table 3.

Discussion. Successful endoscopically guided
intranasal surgery of the paranasal sinuses requires
accurate knowledge of the anatomy of the lateral
nasal wall. There have been many descriptions of
the anatomic landmarks and their variations.
Distances and angles between these structures are
seldom stated.’

In this study, we have measured distances
between the major lateral nasal wall landmarks in
50 half heads. We chose the posterior nasal spine
and the anterior nasal spine as reference points.
These locations are constant and measurements
from these points are easily performed. These
measurements can be used an intraoperative
guidelines during transnasal endoscopic surgery.
The results of this study suggest that, during lateral
nasal wall surgery, a surgeon should pay attention
to the sphenopalatine artery, anterior ethmoidal
arteries and posterior ethmoidal arteries. These
arteries may be damaged in endoscopic approaches.
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Moreover, we also measured the distance between
anterior nasal spine and exit point of anterior
ethmoid artery and posterior ethmoid artery on the
lateral nasal wall. According to our findings, those
arteries in the lateral nasal wall must be observed
during endoscopic sinus surgery. Ethmoidal artery is
an important anatomical structure to be recognized
during endoscopic sinus surgery. Since, the anterior
ethmoidal artery is the best landmark for the roof of
the ethmoid sinus or the anterior base of the
skull.'""1416 In our study, distance f AEA and PEA
were measured (ANS-AEA 5.5 £ 0.3, ANS-PEA 5.8
+ 0.4, MNC-AEA 2.2 = 0.4, MNC-PEA 2.7 + 0.2,
NOFS-AEA 0.9 = 0.3, UP-AEA 2.5 = 0.6). Another
study reported that the distance of ANS and AEA
was measured as 5.3 cm."* However, we found that
this distance was 5.5 c¢m. The sphenopalatine
artery, a major blood vessel of the nasal mucosa,
exits from the sphenopalatine foramen and supplies
the turbinates located on the lateral nasal wall and
the nasal septum. Excessive hemorrhage can result
to injury to the branches of sphenopalatine artery,
which is very important for epistaxis, during
endoscopic sinus surgery. Therefore, anatomical
knowledge of the location of the sphenopalatine
foramen is important.'>'"22 Owing to the importance
of sphenopalatine artery, the distance between SF
(the exit point of the sphenopalatine artery) and
ANS was measured (5.6 = 0.2). With the role of the
FESS, a thorough understanding of the anatomy of
the sphenoid sinus has become increasingly
important. The sphenoid sinus is adjacent to many
important structures, and its relationship to them is
subject to considerable variations.® Other distances
found in our study are consistent with the results of
Calhoun et al® Additionally, previous studies
measured the distance between the ANS and NOSS
as 5.6 cm.>'° In another study, the distance from the
ANS to the NOSS was 7 cm.? On the other hand,
Elwany et al’ found that the distance was 6.44 cm
but in our study this distance was measured as 5.5
cm. This distance is of importance as identification
of the sphenoid sinus ostium is of great importance
for safe and effective endoscopic surgery of the
sphenoid sinus.”

Currently, 2 popular transnasal endoscopic
approaches are used to locate the natural ostium of
the maxillary sinus. The first technique is the
traditional Messerklinger "anterior-to-posterior"
infundibulotomy approach described by Stanberger
and Posavetz.>**® The second approach is the
"retrograde uncinectomy" technique advocated by
Parsons et al.»*? Accurate identification of the
natural ostium of the maxillary sinus is important in
functional endoscopic maxillary sinus surgery.'> The
distance between the NOMS and OND was
measured as 1.8 ¢cm in our study, which differs from
the results of Calhoun et al.’ Interestingly, while
Calhoun et al® found that the distance between the
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IND and UP was 0.3 cm, the same distance was 1.8
'm in our study which is significantly higher.
Jowever, the measured distances were highly
/ariable 0.5 - 2.8 cm in our study. This difference is
ikely due to many variations in positions of
matomical structures in this region. When
compared to the result of Calhoun et al’ no
differences were found.

The middle turbinate is a structure of great
importance in nasal function and this structure is
often carefully preserved at FESS.>3* Therefore, we
considered this to be a very important distance
between the anterior border of middle turbinate and
anterior nasal spine during FESS. In our study, this
distance was measured as 2.6 = 0.2. The nasal
cavity is a region where anatomical variations are
not infrequently seen.’’ Anatomic variations
imposed by endoscopic visualization demands a
well known anatomy in endoscopic surgery.® Some
of these variations are accepted to have no clinical
significance.’' Most nasal polyps arise from near the
ostium of the maxillary sinus.*> Nasal polyposis and
allergic rhinitis are disease processes where the
usefulness of nasal endoscopy is limited.
Endoscopes could not be passed in these patients
even after applying topical nasal decongestants.*
The structure and landmarks are changed by nasal
polyposis and this is another sign for the importance
of the anatomical structure of this region.

There are 2 main ostiomeatal channels. The
anterior ostiomeatal unit includes the frontal sinus
ostium, frontal recess, maxillary sinus ostium,
infundibulum and middle meatus. The posterior
ostiomeatal unit consists of the sphenoid sinus
ostium, sphenoethmoidal recess and the superior
meatus. These channels provide communication
between the ipsilateral frontal, anterior ethmoid and
maxillary sinuses, posterior ethmoid and sphenoid
sinuses. Understanding the anatomy of the lateral
nasal wall and its relationship to adjacent structures
is essential.” The FESS is based on the belief that
the ostiomeatal complex is the key area in the
pathogenesis of chronic sinus diseases.”? Anatomic
variations, infections, trauma, and tumors represent
structural variations that predispose to narrowing of
the ostiomeatal complex and the sinus drainage
channels.®* However, a review of the literature
reveals a lack of consensus among investigators
with regards to the prevalence, suspected
pathogenicity, and clinical significance of these
anatomic structures.”* We did not encounter any
significant anatomical variations in our cadavers.
Rigid nasal endoscopes permit a better surgical view
of the lateral nasal wall. Successful endoscopic
intranasal surgery of the paranasal sinuses requires
accurate knowledge of the anatomy of the lateral
nasal wall.

In conclusion, our results may contribute to a
better understanding of the anatomy of
nasal-ethmoid complex and help to simplify the
surgical technique and improve performance for
safe endoscopic sinus surgery.
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