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OZET

SIGANLARDA KRONIK METABOLIK ASIDOZ VE OVEREKTOMi MODELININ
KEMiIK DOKU UZERINE ETKISi

Yunus Emre KABAN
Yuksek Lisans Tezi, Anatomi AD.
Tez Yoneticisi: Dr. Ogr. Uyesi Sule ONUR
Haziran 2022, 64 Sayfa

Kronik Metabolik Asidoz (KMA) kronik diyare hastaligi, asiri ilag kullanimi ve ketojenik
diyetler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum vicuttaki pH seviyesinin dismesi ve
HCO;s seviyesinin azalmasiyla ortaya c¢ikan ve asit-baz bozukluguna sebep olan
metabolik bir klinik tablodur. Overektomi (OVX) ise postmenapozal dénemde meydana
gelen ozellikle kemik hasari ve osteporoz ile karakterize bir durumdur. OVX’in kemik
doku UGzerine yapmis oldugu negatif etki yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur. Fakat
KMA’'nin kemik doku Uzerinde yapmis oldugu etki Uzerine ¢aligmalar sinirhdir. Bizim
amacimiz, KMA’ nin kemik doku tzerinde meydana getirdigi hasari ortaya koymak ve
OVX' in vermis oldugu hasar ile karsilastirmaktir. Bu calisma ile; yapilan diger
calismalara ek olarak yapacagimiz degerlendirmeler ve yontemler, KMA’nin kemik doku
Uzerindeki etkisine genis bir bakis agisi ile bakmaktadir. Bu amagla 60 adet Spraque
Dawley cinsi yetigkin disi sicanlar alinip, Kontrol (KONT), Sahte operasyon (SHAM),
Overektomi (OVX), Kronik Metabolik Asidoz (KMA) ve Overektomi+Kronik Metabolik
Asidoz (OVX-KMA) gruplari olusturuldu. Deneyden 6nce OVX grubunda bulunan
hayvanlara overektomi cerrahisi uygulanirken KMA grubu hayvanlara 10 hafta boyunca
gavaj yoluyla gunde iki kez 15 mEqg/kg dozunda NH4CI (amonyum klorlr) verildi. TUm
sicanlarin agirliklari dizenli sekilde oélculdid, 10. haftanin sonunda siganlar sakrifiye
edilerek kan gazi analizi ve biyokimyasal testler i¢in arteriyel kan alindi. RT-PCR, mikro-
BT, biyomekanik testler, Raman spektroskopi olcimleri i¢in femur ve tibia kemikleri
diseke edildi. istatistiksel analiz (ANOVA) kullanilarak tim gruplar karsilastirildi. KMA’'ya
maruz kalan kemik dokuda yapilan Raman spektroskopi analizleri sonucu mineral ve
organik matriks oranlarinda azalma, RT-PCR deneyleri ile kemik yapimindan sorumiu
proteinlerinde azalma ile yikimindan sorumlu proteinlerinde artis meydana geldi. Mikro-
BT ve biyomekanik testler sonucunda mikro mimari ve makro yapida hasar goéruldu
(p<0.005). Sonug olarak KMA kemik dokuda fiziko-kimyasal, mikro ve makro yapida
hasara sebep olmaktadir. Bu ¢alisma, KMA’nin kemik dokuda hasara sebep oldugunu
batlncul bir bakis acgisiyla ortaya koymaktadir. Bu konuda yapilacak klinik ¢calismalara
ve tedavi calismalarina énemli bir kaynak olacaktir.

26 Haziran

Anahtar kelimeler: Kronik Metabolik Asidoz, Overektomi, Kemik, Osteoporoz

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2020SABE030).



vi

ABSTRACT

EFFECT OF CHRONIC METABOLIC ACIDOSIS AND OVERECTOMY MODEL ON
BONE TISSUE IN RATS

Yunus Emre KABAN
Master Thesis in Anatomy

Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Sule ONUR (MD. PhD)

June 2022, 64 Pages

Chronic Metabolic Acidosis (CMA) occurs as a result of chronic diarrheal disease,
excessive drug use and ketagenic diets. This is a metabolic clinical state that occurs
when the pH level in the body decreases and the HCO3- level decreases and causes
acid-base disorder. Ovariectomy (OVX) is a condition that occurs in the postmenopausal
period, especially characterized by bone damage and osteoporosis. The negative effect
of OVX on bone tissue has been demonstrated by studies. However, studies on the effect
of KMA on bone tissue are limited. Our aim is to reveal the damage caused by CMA on
the bone tissue and compare it with the damage caused by OVX. The aim of this study
is to reveal the effect of CMA on bone tissue with a broad perspective, with the
evaluations and methods we will do in addition to other studies. For this purpose, 60
Spraque Dawley adult female rats were taken and Control (CONT), Sham Operation
(SHAM), Ovariectomy (OVX), Chronic Metabolic Acidosis (CMA) and
Ovariectomy+Chronic Metabolic Acidosis (OVX-CMA) groups were formed. Before the
experiment, the animals in the OVX group underwent ovariectomy surgery, while the
animals in the CMA group were given NH4Cl (ammonium chloride) at a dose of 15
mEq/kg twice a day by gavage for 10 weeks. Weights of all rats were measured regularly.
At the end of the 10th week, the rats were sacrified and arterial blood was collected for
blood gas analysis and biochemical tests. Femur and tibia bones were dissected for RT-
PCR, micro-CT, biomechanical tests, Raman spectroscopy measurements. All groups
were compared using statistical analysis (ANOVA). As a result of Raman spectroscopy
analysis, a decrease in mineral and organic matrix ratios, a decrease in proteins
responsible for bone formation and an increase in proteins responsible for destruction
occurred with RT-PCR experiments. Micro-architecture and macro structure were
damaged as a result of micro-CT and biomechanical tests (p<0.005). As a result, CMA
causes physico-chemical, micro and macro structure damage in bone tissue. This study
demonstrates from a holistic perspective that CMA causes damage to bone tissue. It will
be an important resource for clinical studies and treatment studies on this subject.
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1. GiRiS

Kronik metabolik asidoz (KMA), dinya genelinde kronik diyare hastaliginin
yayginli§i sebebiyle en yaygin asit-baz bozuklugu olarak kabul edilir (Pham vd 2015).
Kronik metabolik asidoz vicuttaki pH seviyesinde meydana gelen dustus ve HCOgz
seviyesindeki azalmayla karakterize durumdur (Kraut vd 1986) Vicutta ortaya gikan
asidin vicut disina atilamamasi, HCOs ile tamponlanamamasi durumlarinda ortaya
cikar. Bu durumda kemik doku KMA’ nin tamponlanmasinda gorev alir ve homeostazi
saglar (Gasser vd 2014).

Asidik ortama maruz kalan kemik dokuda fizikokimyasal bir gbztinme ortaya gikar.
Bu durum kemik dokudaki sodyum, potasyum, kalsiyim ve fosfat minerallerinde kayba
sebep olur. Meydana gelen hiicre aracili olaylar sonucunda hem osteoblastik hem de
osteoklastik genlerin ekspresyonunda degisimlere sebep olur. Osteoklastik aktivitede
artis ve osteoblastik aktivitede azalmaya bagli olarak kemigin yeniden sekillenme
evresinde bozulma meydana gelir. Bu bozulma sonucunda kemikte sdrekli bir yikim
meydana gelirken kemik yeniden olusumu ve minerilizasyonu saglanamaz. Bu
sebeplerden dolaylr kemik dokunun biyomekanik, histomorfometrik ve fizikokimyasal
Ozellikleri degisip zayiflar ve osteoporotik duruma gelir (Kraut vd 1986, Gasser vd 2014,
Pham vd 2015).

Osteoporoz kemik kutlesinde azalma ve kemik mimarisinde meydana gelen
bozulma ile karakterize bir durumdur. Osteoporoz butiin kemiklerde gorullr ve sessiz bir
hastaliktir. Genellikle vertebra, femur, coxa’da meydana gelen kiriklar ile kendini
gosterir. Osteoporoz ikiye ayrilmaktadir. Primer osteoporoz genellikle postmenapozal
dénemde meydana gelir. Sekonder osteoporoz ise malign nedenler, endokrin nedenler,

metabolik bozukluklar ile karakterizedir (Antoniucci vd 2005, Comelekoglu vd 2007).

Osteoporoza sebep olan durumlar arasinda en c¢ok ©6ne c¢ikan durum
postmenapozal donemdir. Menopoz, vicuttaki dstrojen miktarinin azalmasi ve bununla
birlikte kemik kutlesindeki dusiis ile karakterize bir durumdur. Ostrojen

konsantrasyonunda meydana gelen azalma kemiklerde kalsiyum ve fosfat mineral



birikimini azaltmaktadir. Buna ek olarak kemik matriks miktari ve osteoblastik aktivite de
azalmaktadir. Kemikte meydana gelen bu degisiklikler osteoporoz riskini artirip ilerleyen
doénemlerde kiriklara neden olmaktadir. Literatiirde deney hayvanlarinda osteoporoz
olusturmak icin sikga kullanilan yontem overektomi (OVX) ydntemidir (Comelekoglu vd
2007, Donmez vd 2012). Overektomi modeli deney hayvanlarindan anestezi altinda
overlerin alinmasiyla postmenopozal dénemin modellendigi ve ¢ok yaygin olarak
kullanildigi bir ydontemdir. Overektomi isleminden sonra gézlemlenen kemik yapim ve
yikimindaki biyokimyasal ve histomorfometrik degisimler postmenapozal dénemde
gorulen degisimlerle blylk benzerlik gdstermektedir. Bu nedenle deneysel olarak
menapoz modeli olugturmak igim overektomi ydntemi yaygin olarak uygulanmaktadir.
Overektomi kemiklerin biyomekanik, histomorfometrik ve fiziko-kimyasal 6zelliklerini
degistirip kemik dokuyu zayiflatarak kiriklara yol agmaktadir (Kalu ve Dike N. 1991,
Lauritzen vd 1993, Egermann vd 2005).

Son yillarda yapilan calismalarda kronik metabolik asidozun kemik dokuda
meydana getirdigi hasarlar ortaya koyulmustur. Bu calismalarda KMA’ nin kemik dokuda
kayba sebep oldugu ve kemik olusumunu bozdugu ve kemik mineralizasyonunu
engelledigi ortaya koyulmustur (Kraut vd 1986, Han vd 1998, Assapun vd 2009, Donmez
vd 2012, Gasser vd 2014). Ancak KMA ve OVX modellerinin birlikte kullanildigi ve kemik
doku Uzerindeki etkilerini ortaya koyan az sayida g¢alisma bulunmaktadir (Gasser vd
2014). Gasser ve ark. nin yaptigi calismada asidoz ve OVX modelinin uygulandigi deney
gruplarinda géruntileme ve biyokimyasal analiz dederlendirmeleri yapiimis ve kemik
doku Uzerindeki etkileri gosterilmistir. Ancak yapilan bu ¢alismalar KMA’'nin kemik doku

Uzerindeki hasarin mekanizmasini net bir sekilde agiklayamamaktadir.

Bu bilgilere dayanarak OVX modeli Gizerinde KMA’nin etki mekanizmasini daha iyi
aciklamak adina literatirdeki galismalarda yer alan goérintlileme ve biyokimyasal
analizlere ek olarak protein seviyesi ve spektroskopik degerlendirmelerle birlikte bu
calisma planlanmistir. Yapacagimiz bu ¢alisma ile KMA’nin kemik doku tGzerindeki etkisi
genis bir bakis agisi ile degerlendirilmis ve bu sonuglar dogrultusunda yapilacak tedavi

yontemlerine bir alt yapi olusturabilecegi disiniImustar.
1.1 Amag

KMA’'nin metabolik etkisi daha onceki yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur. Kemik
doku Uzerine etkisi gdsteren calismalar mevcut olmakla birlikte bu alanda yapilan
calisma sayisi sinirhdir. Bu g¢alismadaki amacimiz KMA’ nin kemik doku Uzerindeki

etkisinin ortaya konmasi, hasara sebep olan etkilerin aciklanmasi ile literatlire yeni bir



bakis acisi saglamak, literatlirdeki diger calismalar ile karsilastirmak ve katkida

bulunmaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kemik Dokunun Genel Ozellikleri

iskeletin temelini olugturan kemik doku viicudun diger yapilarini desteklemekte,
hayati organlari dis etkenlere karsi korumakta ve kan hicrelerinin dretimi icin gerekli
kemik iligini barindirmaktadir. igerisinde barindirdigi mineraller ile vicuttaki mineral
homeostazini ve asit-baz dengesini saglamaktadir (Taichman 2005). Buna ek olarak
kalsiyum, fosfat ve diger minerallerin depo edilmesi ve vicut sivilarindaki seviyelerinin
dengede tutulmasini saglamaktadir (Florencio-Silva vd 2015).

Kemik dokunun matriks bolumua kemik hdcrelerinin arasini dolduran ara madde
goérevi gormektedir. Matris dokusu organik, inorganik maddeler ve sudan meydana
gelmekte olup kemik dokunun yaklasik %30-40’ini1 organik maddeler olusturmaktadir. Bu
organik maddelerin %95'i kolajen liflerden olusmaktadir (Clarke 2008). Geriye kalan
%60-70’lik kismini ise inorganik maddeler olusturmaktadir. Organik maddeler kemik
dokuya elastikiyet 0Ozelligi kazandirirken inorganik maddeler ise kemige sertlik
kazandirmaktadir (insal ve Piskin 2017). Kemikte inorganik maddelerde meydana
gelebilecek bir kayip kemigin seklinde bir deformiteye sebep olmadigi halde kemikte
yumusamaya sebep olmaktadir (Clarke 2008).

Kemik doku incelendiginde dis kisimda sert bag doku ile karakterize periosteum
tabakasi bulunmaktadir. Dis taraftan kemigi saran bu yapi fibroblastlari ve kollajen lifleri
iceren fibroz tabakadir. i¢c tabakada ise fazla miktarda osteoprogenitér hicreler
bulunmaktadir. Sharpey lifleri olarak adlandirilan periosteal kollagen lifler kemik matriksi
ile periosteum dokusunun bir arada kalmasini saglamaktadir. Periosteumda yogun bir
ag bulunmaktadir. Bu agin icerisinde yogun miktarda kan ve sinir lifleri bulunmaktadir.
(Tamay 2008, Tuncay 2013).

Kemik dokunun igyapisi incelendiginde iki tabakadan meydana gelmektedir.
Bunlar, dis kisimdaki sert tabaka olan substantia compacta ve i¢ kisimda bulunan

stingerimsi kisim olan substantia spongiosa’dir. Substantia compacta’da longitudinal ve



transvers kanallar bulunmaktadir. Longitudinal kanallarda (Havers kanallari) kemik
dokunun damarlari goérilmekte ve bu kapiller damarlar arasinda yad dokusu ve kemik
iligi bulunmaktadir. Bu longitudinal kanallar da yanlara dogru uzanmakta olan enine
kanallarla (Valkmann) baglantihdir ve bu sekilde kemigin dis ylzeyi ile periosteum
arasinda baglanti saglanmaktadir. Bu kanallar sayesinde kemik dokunun beslenmesi
gerceklesmektedir. Bu kanallar igerisinde osteoblastlar bulunmakta ve bu hlicreler daha
sonra osteositlere donusmektedirler. Substantia spongiosa’da kemik dokuya uygulanan
kuvveti ileten lameller yer alir. i¢ kismi bosluklu ve siingerimsidir ve yogun bir sekilde
organik maddeler bulundurmaktadir. Substantia compacta’daki gibi longitidunal ve
transvers kanallar bulunmadigi i¢in beslenme kemik iliginden dogrudan saglanmaktadir
(Clarke 2008, Donmez vd 2012, insal ve Piskin 2017).
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Sekil 2.1 Bir uzun kemigin genel yapisi (Tungay 2013)

Kemik doku yapi olarak sert bir dokudan meydana gelmesine ragmen ayni
zamanda da kan damarlari iceren canli bir dokudur. icerisinde dokunun dengede
kalmasini saglayan farkl hiicre gesitleri bulundurmaktadir. Bu hticreleri osteoprogenitor
hicreler, osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlar olusturmaktadir (Tungay 2013).

Osteoprogenitdr hicreler: Sekil olarak fibroblastlara benzeyen ve mezenkim
kokenli olan bu hicreler osteoblastlara dénlsebilmektedir. Osteoprogenitdr hicreler
periosteum, endosteum ve Havers Kkanallarinda bulunmaktadir. Bu hucreler
aktiflestiginde kemik olusumu igin osteoblastlara farklilagsmaktalardir.

Osteoblastlar: Kemik ylzeyinde kibik sekilde bulunan ve kemik olusturma
fonksiyonuna sahip hicrelerdir. Sitoplazmalarinda bol miktarda alkalen fosfataz

bulunmaktadir. Bu yizden alkalen fosfataz osteoblastlar icin énemli bir belirtecdir.



Osteositler: Matriks kanallarinda bulunan lakunalar icinde yer alan osteositler
metabolik faaliyetleri azalan osteoblastlardan farkhlasirlar. Osteoblastlar gibi
osteositlerde bollinme 6zelligine sahip olmayan hiicrelerdir. Yaslanip 6len osteositlerin
oldugu yerdeki matrikste bozulmalar meydana gelmektedir ve osteoklastlar tarafindan
rezorbe edilmektedir. Daha sonra yeniden sekillenme meydana gelmektedir.

Osteoklastlar: Kemik iliginde bulunan hematopoetik hulcreler osteklastlarin
kokenini olugsturmaktadir. Bu htcreler ¢ok ¢ekirdekli ve mitokondri agisindan zengin
baydk (100 pm) hicrelerdir. Kemik dokuyu yikima ugratan ve rezorbsiyondan sorumiu
bu hicreler kandaki monositlerin birlesmesiyle olusmaktadirlar. Sitoplazmalarinda bol
miktarda lizozom bulunmaktadir. Hlcre disina sitozomal uzantilar vererek lizozomal
enzimleri hicre disina aktarir ve buralarda Howship Lakunalari denilen cgukurlar
olusturmaktadirlar. Bu gukurlar yaglanan ve hasar géren kemik ytzeylerinde olusturulur
ve osteoblastlar tarafindan tekrardan yenilenip sekillendiriimektedir (Roodman ve G.
David. 1999, Downey vd 2006).

2.2. Kemik Doku Yapim ve Yikimi

Kemik dokunun buyimesi ve gelismesi iki sekilde aciklanabilmektedir. Kemiklerin
yasam boyunca fizyolojik etkilere ve biyomekanik kuvvetlere karsi gosterdigi tepki
sonucunda sekil dedistirmesi (modeling) ve fétal ddnemde kemik olusumundan baslayip
tim yasam boyunca kemik dokunun korunmasi, olusabilecek hasarlardan kaynaklanan
yapilarin uzaklastiriimasi, tamir edilip yeniden bicimlenmesi (remodeling) olarak
adlandiriimaktadir (insal ve Piskin 2017). Kemik, kemik yapim ve yikimi olmak tizere iki
karsit surecle surekli yeniden sekillenmeye ugrayan aktif bir dokudur. Bu iglemler,
osteoklastlarin (emilim), osteoblastlarin (olusum) ve osteositlerin (bakim) aktivitesine
dayanmaktadir. Normal kosullar altinda, kemik erimesi ve olusumu birbiri ile siki iligki
icindedir; boylece c¢ikarilan kemik miktari her zaman yeni olusan kemik miktarina esittir.
Bu denge, cesitli sistemik hormonlarin (6r. PTH, D vitamini, diger steroid hormonlar) ve
lokal aracilarin (6r. sitokinler, buylime faktorleri) etkisiyle saglanir ve diizenlenir. Aksine,
blylime, yaslanma, kemik hastaliklari, artan veya azalan hareketlilik durumlari, terapotik
muidahaleler ve diger bircok durum, kemik doénglstnde belirgin dengesizliklerle
karakterizedir. Kemik déngusltndeki bu tlr bozulmalarin sonuglari genellikle kemik
yapisi, gucu ve kitlesindeki degisikliklerdir (Seibel 2005).

Kemik formasyonunda (olusum) ve rezorpsiyonunda (yikim) gorevli proteinler ve
enzimler vardir. Kemik formasyonunda goérevli yapilar osteoblastlarin gelisim

asamalarindaki Urtnlerdir. Bunlar Kemik alkalen fosfataz (BALP), Osteokalsin (OC),



Runt ile ilgili transkripsiyon faktéri (Runx2), Tip | prokollajen C-terminal propeptidi
(PICP), Tip | prokollajen N-terminal propepti (PINP) dir.

Kemige 6zgl olan alkalen fosfataz (BALP) ALP’nin yapisal tlrlerinden olup
osteoblast htcrelerinin fonksiyonu ile iligkilidir. Kemik alkalen fosfataz, artmis kemik
formasyonunun ve osteoblastik aktivitenin dnemli bir belirtecidir (van Straalen vd 1991,
Tobiume vd 1997).

Osteokalsin osteoblastlar tarafindan sentezlenmektedir. 49 aminoasitten
olusmaktadir. Kemikteki tim proteinin % 1’ini olusturan ve kollojen olmayan bir proteindir.
Osteoblastlarca sentezlendikten sonra blylk bir kismi kemigin ekstraselliler matriksine
gecerken ¢ok az bir kismi dolagima katilmaktadir (Kargin ve Fidanci 2002). Sentezlenen
osteokalsinler kalsiyumlari baglayarak kemik dokuda biriktirmektedir. Bu sebeple
osteokalsin kemik formasyonun énemli bir belirtecidir. Runx2 bir transkripsiyon faktori
olup osteoblast farklilasmasini saglamaktadir. (Boskey ve Posner 1984, Vasikaran vd
2011).

Kemik rezorpsiyonundan sorumlu proteinler ise Nikleer faktorkB ligandinin
reseptor aktivatéri (RANKL), Nukleer faktor-kB reseptér aktivatori  (RANK),
Osteoprotegerin (OPG), Tartarata direncli asit fosfataz (TRAcP) 5b’dir (Swaminathan
2001).

RANKL, TNF ligandlarinin Uyesi olan bir proteindir. Osteoblast stromal hicreleri
Uzerinde sentezlenmektedir. Osteoblastik membran Uzerinde bulunmakta ve aktif T
hdcreleri tarafindan uyariimaktadir ya da sekrete edilmektedir. RANKL artisi kemik
dokuda osteoklast sayisini artirmakta ve apopitozun inhibisyonunu saglamaktadir. Bu
durum kemik yikimini artirmaktir. Osteoklast sentezini uyaran tum uyarilar RANKL
sentezini de uyarmaktadir (Khosla 2001).

RANK, 6ncll ve olgun osteoklast lizerinde bulunan transmembran bir proteindir.
RANKL’In osteoklast oOnclllerine birlesmesini saglamaktadir. Osteoklastogenez ve
kalsiyum metabolizmasindan sorumlu bu reseptér onclil ve olgun osteoklast
yuzeylerinde bulunmaktadir. RANKL-RANK kompleksi sonrasinda hicre igine alinarak
lizozomlarda yikilmaktadir (Seibel ve Meier 2010).

Tartarata direncli asit fosfataz (TRACP), osteoklastlar, makrofaj ve dendritik
hiicreler tarafindan yiiksek miktarda sentezlenen bir enzimdir. insanlarda iki tipi vardir.
Bunlar makrofajlardan ve dendritik hiicrelerden sentezlenen TRACP 5a ve osteoklastlar
tarafindan sentezlenen TRACP 5b’dir. (Halleen vd 2006). TRACP 5a vicuttaki
enflamatuar durumun bir belirteci iken TRACP 5b ise kemik rezorpsiyonunun en énemli
belirtecidir ve kemik rezorpsiyonu sirasinda osteoklastlar tarafindan sentezlenerek
dolagima salinmaktadir. Dolagimdaki tim TRACP 5b osteoklastlar tarafindan
uretilmektedir (Janckila vd 2002, Salminen vd 2005).



OPG, tumér nekroz faktori reseptoérd (TNFR) ailesinin Uyesi olan bir polipeptittir.
Temel fonksiyonu osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonun inhibisyonudur. OPG serbest
RANKL htcrelerini baglayarak inhibe ederek RANKL hicrelerinin RANK’a baglanmasini
engellemektedir. Bu sekilde osteoklastik aktiviteyi inhibe etmis olmaktadir (Khosla 2001,
Seibel ve Meier 2010). Bu dongl Sekil 2.2.” de gosteriimektedir.
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Sekil 2.2 Osteoklastogenezde RANK, RANKL ve OPG lliskisi (Tobeiha vd 2020).

Remodeling kavrami fétal ddnemde kemik olusumundan baslayip tim yasam
boyunca kemik dokunun korunmasi, olusabilecek hasarlardan kaynaklanan yapilarin
uzaklagtirimasi, tamir edilip yeniden bigimlenmesi olarak adlandiriimaktadir (insal ve
Piskin 2017) Remodeling doéngusu birbirini izleyen, sakin dénem aktivasyonu,
rezorbsiyon, tersine donme, kemik yapimi ve son bulma seklinde bes asamadan
meydana gelmektedir. Bu dongl osteoklastlarin, RANKL, OPG, IL-1, IL-6 ve M-CSF ile
uyariimasi ile baslamaktadir (Hofbauer vd 2004, Huang vd 2004).

Sakin dénem aktivasyonu evresi kemik yeniden sekillenmesinin ilk asamasidir. Bu
asamada kemik iliginde mevcut olana osteoklast oncllleri dolagsimdan alinip aktive
edilmektedir. Yerel sitokinlerin aktive olmasi ile osteoklastik aktivite artip rezorbsiyon
evresine gecilmektedir (Bayliss vd 2012).

Rezorbsiyon evresi yerel sitokinler ve hormonel degisimler sonucunda artmis
osteoklastik aktivite ile baslamaktadir. Aktive olmus osteoklastlardaki lizozomal
enzimlerin salgilanmasi ile organik matrikste yikimlar ve Howship gukurlari meydana

gelmektedir. Artmig H+ iyonu salinimina bagh olarak mineral matrikste de bozulmalar



meydana gelmektedir. Ortaya ¢ikan Howship lakunalarinin yeniden doldurulmasi igin
kendi oncul hicrelerinden olusan osteoblastlar aktive olmaktadir. Aktive olan
osteoblastlar ile tersine dénme evresine gegilmektedir.

Tersine dénme evresinde artmis osteoblastik aktivite ile osteoblastlardan osteosit
salinimi artip olusan cukurlar kapatilmaya c¢alisiimaktadir. Osteositlerin artmasi ile kemik
yapim evresine girmektedir. Bu evrede osteosit salinimi artip osteoklastlar apopitozise
ugramaktadir. Kemik matriksinde meydana gelen hasarin giderilmesinde rol oynayan
osteositler tim bu agsamalardan sonra minerilizasyon ile kemik doku matriksini normal
kemik formuna getirmektedir. Kemigin tamamen sekillendigi bu evre mineralizasyon (son
bulma evresi) olarak adlandiriimaktadir (Hadjidakis ve Androulakis 2006)

Ozet olarak kemik yeniden sekillenmesi, osteoklastlarin kemik mineral ve matriks
kaybina yol agmasiyla baglamaktadir. Mononukleer hucreler, farklilastikga yeni
sentezlenen matriks Ureten osteoblastlar icin emilen ylzeyi hazirlamaktadir. Matriks
mineralizasyonu ve bazi osteoblastlarin osteositlere diferansiyeli yeniden sekillenme
dongusunid tamamlamaktadir (Kapinas vd 2011, Rowe vd 2020). Kararli durumdaki
kemikte osteoblastik aktivite ve osteoklastik aktivite denge halindedir. Bu denge halini
bozacak durumlara (hormonlardaki degisiklikler, ila¢ kullanimi, asid-baz dengesi
bozukluklari) bagh olarak osteoblast-osteoklast dengesindeki bozukluk kemik kitlesinde
artmaya (osteopetroz) veya azalmaya (osteoporoz) sebep olabilmektedir (Kapinas vd
2011, insal ve Pigkin 2017, Rowe vd 2020). Normal bir kemik dokudaki kemik doku

yeniden sekillenmesi Sekil 2.3." te gdsterilmektedir.
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Sekil 2.3 Kemigin yeniden sekillenmesi (Kapinas ve Delany 2011).
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2.3. Osteoporoz ve Kemik Doku iligkisi

Osteoporoz kemik dokuda yikim slrecinin yapim siirecinden fazla oldugu ve kemik
kaybina sebep olan yaygin bir klinik bozukluktur. Osteoporoz kadinlarda erkeklere gore
daha ¢ok ortaya ¢ikmakla birlikte 50 yasindan fazla her li¢ kadindan birinde osteoporoz
gorulmektedir. Bunun sebebi olarak gengken kemik dokunun yapimini artirici etkenlerin
az olmasi ve yaslilik déneminde kemik kaybinin artmasidir. (Raisz ve Rodan 2003,
Downey ve Siegel 2006). Her iki durumda da genetik ve cevresel faktorler etkilidir.
Osteoporoz kemik kaybi, yetersiz beslenme, hormonal eksiklikler, sedanter yasam veya
kullanilan ilaglardan kaynakli meydana gelmektedir (South-Paul 2001).

Osteoporoz ikiye ayrilmaktadir. Primer osteoporoz herhangi bir kronik hastalik
olmaksizin kemik olusumunda azalma ve kemik harabiyetinde artma ile karekterize bir
durumdur. Genellikle yaslanmayla ve postmenapozal dénemde ortaya gikmaktadir.
Sekonder osteoporoz'da ise kemik yikimina énemli dlglide etki eden bir kronik hastalik
mevcuttur. Hiperparatiroidizm, maligniteler, gastrointestinal hastaliklar, ilaclar, bdbrek
yetmezligi sebep olabilmektedir (South-Paul 2001, Antoniucci vd 2005).

Osteoporoz en ¢ok kadinlarda gértlmektedir ve bu duruma sebep olan en énemli
etken postmenapozal donemdir. Menopoz menstirasyon doéngusunin durmasiyla
beraber olusan fizyolojik ve dogal bir olaydir. Bu slrecte vicuttaki normal kemik déngusu
Ostrojen eksikligine bagh olarak bozulmaktadir. Osteklast progenitdér hiicrelerde ve
osteklastlarda &strojen reseptorlerinin  bulunmasi sebep olmaktadir. Ostrojen
azalmasina bagl olarak osteoblastik aktivite azalirken osteoklastik aktivite artmaktadir.
IL-1, IL-6 ve TNF gibi osteoklastik aktiviteyi uyaran sitokinlerin veya osteoblastlardaki M-
CSF ve RANKL ekspresyonunun artmasi kemik kaybina neden olabilmektedir. Sonu¢
olarak yikilan kemik doku miktari Gretilen kemik doku miktarini gegmektedir. Bu durum
da net bir kemik doku kaybina sebep olmaktadir (Lerner 2006, Ji vd 2015).

24. Deneysel Osteoporoz Modeli

Hayvanlarda osteoporoz modeli igin literatlirde sik¢a kullanilan yontem overektomi
(OVX) yontemidir (Turner 2001). Sigan overektomi modeli postmenopozal dénemin
gosterildigi en iyi ydontemdir (Jie ve Wu 2000). Bu yontemde literatiirde Sprague-Dawley
ve Wistar cinsi siganlarin en uygun cins oldugu ve yaklasik 6 aylik sicanlarin da en uygun
yas oldugu belirtiimektedir. Overleri alinan siganlar postmenopozal donemde meydana
gelen kemik doku kaybi ve Klinik belirtiler yoninden benzerlik gdéstermektedir

(Yousefzadeh vd 2020). Bu suregte kemik dokuda postmenopozal dénemde gérilen
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kemik dokunun harabiyeti, biyokimyasal ve histomorfometrik degisimler ve
fizikokimyasal degisiklikler gérilmektedir. Overektomi kemik dokuda harabiyete neden
olarak kemik dokuyu zayiflatip osteoporoza neden olup kiriklara sebep olabilmektedir
(Lauritzen vd 1993, Egermann vd 2005).

2.5, Metabolik Asidoz ve Kemik Doku iligkisi

Kronik metabolik asidoz dusuk pH ile birlikte serum bikarbonat (HCO3’) azalmasi
ve kandaki H* iyonun artmasi ile vicutta asit birikimine bagli olarak gértlmektedir. Bu
asitler ugucu (CO,) ve ugucu olmayan asitler olarak ikiye ayriimaktadir. insanlarda bu
asit-baz dengesi birgok farkli yol ile dengelenmeye caligiimaktadir. Oncelikli olarak
biriken ugucu ve ugucu olmayan asitler bikarbonat iyonlari ile tamponlanmaya
calisiimaktadir. Bu tamponlanma iglevi akcigerlerde ve bdbreklerde meydana
gelmektedir. Tamponlanmanin asidozu dengeleyemedidi durumlarda fazla asit
bdbreklerden disari atilmaktadir. Bu homeostatik dengenin herhangi bir sekilde
bozulmasi metabolik asidoza sebep olmaktadir. Asiri asit Uretimi veya yetersiz atilimi bu
homeostatik dengeyi bozup asit birikmesine neden olmaktadir. Bu durum metabolik
asidoz ile sonucglanmaktadir (Pham vd 2015). Vicuttaki asit-baz dengesinin nasil

saglandigi Sekil 2.4.” te gdsteriimektedir.
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2. HCOs; H* iyonu ile birleserek CO;, seklinde akcigerlerden atiimasina
sebep olmakta; bu durumda da viicuttaki HCO3; miktari azalmaktadir. Ote yandan
bikarbonat olamayan tamponlar (B) H* iyonunu baglayarak bébreklerden atiimasini
saglamaktadir.

3. CO2 bobreklerde H2O ile HCOs H* ya pargalanmaktadir. HCOs kana
verilirken geriye H+ idrarla vicuttan uzaklastiriimaktadir.

4. Sekildeki 3 numarali asamada ayrigsan H* iyonlari idrar tamponlari (UB)
ile vicuttan uzaklastiriimaktadir.

5. Organik anyonlar (A) HCOs rejenere etmek igin kullaniimaktadir.

Rejenere edilemeyen A" lar bobreklerden disari atilmaktadir.

Kronik metabolik asidozun dengelenmesinde kemik doku dnemli bir tampon gorevi
gormektedir. Asidoza maruz kalan kemikte fizikokimyasal c¢ézinmeler meydana
gelmekte olup bu ¢bzinme sirasinda kemikteki minerallerden sodyum, potasyum,
kalsiyum ve fosfatta dususler gortulmektedir (Bushinsky 1994, Comelekoglu vd 2007).
Artan asidoza bagl olarak osteoklastik ve osteoblastik genlerin ekspresyonlarinda
farklliklar olusmakta, artan asidoza bagli olarak osteoblastik aktivitede azalma meydana
gelirken osteoklastik aktivitede artis meydana gelmektedir (Bushinsky 1994).
Osteoblastlar proton sensor proteinleri ile ortamin asit seviyesini algilayabilmektedir.
OGR-1 kemik hucrelerinde proton senséri olarak birincil bir role sahiptir (Frick vd 2009).
Artan asit seviyesinin OGR-1 tarafindan algilanmasindan sonra ortamdaki osteoblastik
siklooksijenaz (COX-2) mRNA ve protein ekspresyonu artmaktadir (Krieger vd 2007). Bu
artis osteoblastik PGE2 (ProstoglandinE2) sekresyonunun uyarilmasina sebep
olmaktadir (Kapinas ve Delany 2011). PGE2 hem kemik rezorpsiyonu hem de olusumu
Uzerinde etkileri olan gucli ¢ok fonksiyonlu dizenleyicilerdir. Bu nedenle, PGE2'nin
asidoz indukll sentezi, osteoblastik prostaglandin reseptorlerinin otokrin veya parakrin
stimllasyonuna neden olmaktadir. Bu reseptorlerin aktivasyonu sonug¢ olarak RANKL
RNA ekspresyonunda artisa sebep olmaktadir. Bu durum da osteoklastogenezi ve olgun

osteoklastlarin aktivasyonunu artirmaktadir.

2.6. Kronik Metabolik Asidoz Modeli

Kronik metabolik asidoz olugmasi i¢in vicutta H* iyonunun artmasi ve serum
HCO;s seviyesinin azalmasi gerekmektedir. Bu metabolik bozuklugun sicanlarda

olusturulmasi igin literatirde kullanilan 2 yéntem vardir. Bunlardan biri igme suyuna
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NH4CI ekleyip icme suyundan NH4CI alinip metabolik asidoza girilmesi saglanmaktadir.
Bu ydntemde hayvanlarin suyu icmemesinden kaynakli aksakliklar ¢ikabilecegi icin
literatlirde en ¢ok kullanilan yéntem igme suyunda ¢oézeltiimis NH4CI' in gavaj yoluyla
sicanlara verilmesidir (Kraut vd 1986, Gasser vd 2014, Aryal vd 2021). Yapilan
calismalarda 6 hafta ve 10 hafta NH4CI' e maruz kalan sicanlarda metabolik asidoz
olustugu gézlemlenmistir. Kronik metabolik asidoz olusup olusmadigini kanitlamak igin

siganlara kan gazi analizi yapilip kan pH ve HCO3 seviyelerine bakilmaktadir.

2.7. Hipotez

H1: Kronik metabolik asidoza ve overektomi sonucu osteoporoza maruz kalmis kemik
dokuda ALP, OC, Runx2, Tip 1 kollajen, OPG protein ve enzimlerinin ekpresyon

seviyeleri azalir

H2: Kronik metabolik asidoz ve overektomi sonucu osteoporoza maruz kalmis kemik

dokudaki RANKL, RANK proteinlerinin ekpresyon seviyeleri artar

H3: Kronik metabolik asidoz ve overektomi kemik dokuda tahribat yaratarak kemik

dokunun biyomekanik, fiziko-kimyasal ve mikromimari yapisini bozar.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamiza baslamadan énce Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’na basvurularak 01/ 10/ 2020 tarih ve 60758568- 020/ 59574 sayili

onay karari alinmistir.

Etik kurul karari alindiktan sonra Deney Hayvanlari Laboratuvar’'ndan 180-200 gr
agirliklari arasinda Spraque Dawley cinsi 60 adet 10-12 haftalik yetiskin disi sican alinip
kullanilmistir. Siganlar rastgele segilerek Kontrol Grubu (KONT grubu; n=12), Sham
Grubu (Sham grubu; n=12), Kronik Metabolik Asidoz Grubu (KMA grubu; n=12),
Overektomi Grubu (OVX grubu; n=12) ve), Kronik Metabolik Asidoz+ Overektomi Grubu
(OVX+KMA grubu; n=12) olmak uzere 5 esit gruba ayriimistir. Tim gruplar deney
hayvanlari i¢in 6zel hazirlanmis 30x 35x 17 cm olcllerindeki kafeslerde tutulmusglardir.
Kafeslerin alt kisimlari plastik Ust kisimlari ise telle ¢evrilidir. Deney hayvanlarinin tima
12 saatlik aydinhk-karanlik dongusinde, 22+20 C oda sicakhidinda ve %505 nem
degerlerindeki uygun laboratuvar ortaminda bulundurulmuslar ve ayni tlirdeki besinlerle
beslenmiglerdir. Bu besin 2750 KCal/ Kg enerji bulundurmakta, yasam igin yeterli selliloz,
yagQ, protein ve mineralleri igermektedir. TUm sicanlar deney baglangicindan itibaren 2
hafta araliklar olacak sekilde deney sonuna kadar agirliklari dijital tarti ile dlgtlerek takip

edilmigtir.
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3.2, Overektomi Modelinin Olusturulmasi

OVX ve OVX+KMA gruplarindaki 24 hayvana deney baglamadan énce overektomi
islemi yapilmigtir. Overektomi literatlirde deney hayvanlarinda osteoporoz igin en gok
kullanilan yéntemdir (Comelekoglu vd 2007, Donmez vd 2012). Hayvanlara overektomi
islemi yapilmak Uzere dnce ketamin 87 mg/kg ile xylazine 13 mg/kg kullanilip anestezi
uygulanmistir. Aneztezi altindaki hayvanlarin dnce karin bolgeleri tiraslanmis daha
sonra karin bdlgesinden ventral olarak insizyon yapilmistir. Uterus izlenerek iki taraftaki
overler bulunup alinmistir. Sonrasinda insizyon yerleri sutire edilip kapatiimistir. Sham
grubunda bulunan hayvanlarin ise karin bdlgeleri tiraslanip ventral bélgeden insizyon
yapilmis ve sltlre edilmistir. Baska bir islem uygulanmamistir. Hayvanlar denetim
altinda tutulup herhangi bir komplikasyon gelisip gelismeyecegi gézlemlenmistir. Yapilan

islemler Sekil 3.1 de verilmistir.

Sekil 3.1. Ventral insizyon ile Uterusun Takibi ve Overlerin Alimi
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3.3. Kronik Metabolik Asidoz Modelinin Olusturulmasi

KMA ve OVX+KMA grubundaki hayvanlara kronik metabolik asidoz olusturmak igin
Sigma- Aldrich sirketinin Riedel-de Haen Ammonium Chloride 11209 numaral NH4CI
(amonyum Klorrr) kullaniimistir. Literatirde kullanilan yontemler arastirilarak
uyguladigimiz yonteme gdre hayvanlara 10 hafta boyunca gavaj yoluyla gtinde iki kez
15 mEqg/kg dozunda NH4CI verilmigtir (Gasser vd 2014). NH4CI verilen hayvanlarda H*
seviyesinin artmasina bagli olarak pH seviyesi dismektedir. HCO3™ kullanilarak asit-baz
dengesi saglanmaya calisiimaktadir. Azalan HCOs; seviyesinin ardindan denge

saglanamayip metabolik asidoz meydana gelmektedir.

3.4. Hayvanlarin Sakrifiye Edilmesi, Dokularin Alinmasi

Galismamizda 10 haftanin sonunda hayvanlara intraperitoneal olarak anestezi
uygulanmistir. Anestezi altindaki hayvanlar supin pozisyonda yatirilip karin bolgesi
ventral olarak insize edilmistir. Oncelikli olarak kan gazi analizi igin aorta abdominalis’ten
heparinli enjektor ile 2ml kan alinmis sonrasinda biyokimyasal deneyler icin 5 ml daha
kan alinmigtir (Sekil 3.2). Sakrifiye edilen hayvanlardan sag ve sol olmak tzere femur ve
tibia kemikleri dikkatli bir sekilde diseke edilerek gikartilmistir. Elde edilen 24 adet femur
ve 24 adet tibia kemiklerinin etrafindaki kaslar ve ligamentler temizlendikten sonra 24
adet femur serum fizyolojikle islatiimis gazli bezlere sarilip deneyler yapilana kadar -
20C° de saklanmigtir. 3 adet tibia ise serum fizyolojikle 1slatilmis gazli bezlere sarilip
deneyler yapilana kadar -80C°de saklanmigtir. 21 adet tibia ise serum fizyolojikle
Islatiimis gazli bezlere sarilip deneyler sirasinda karsilasilabilecek problemlere karsi -20

C° de saklanmistir.
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Sekil 3.2 Kan gazi alimi

3.5. Kemik Dokudan RT-PCR Deneyleri

Calisma kapsaminda her gruptan 5 adet tibia kullanilarak RT-PCR ydntemiyle
gen ve protein ekspresyon diizeyleri Pamukkale Universitesi Fizyoloji Anabilim Dal’'nda

incelenmistir.

RT-PCR: Tum gruplarda yapilacak RT-PCR deneyleri ile metabolik asidoz
modelinin (ALPL, COL1A1, TNFSF11 (RANKL), TNFSF11B (OPG), BGLAP, Runx 2,
PHEX ve MEPE) mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimleri incelenmesi

amagclanmigstir. Sonuglar kontrol verilerine gore karsilastiriip degerlendirilmistir.

Total RNA izolasyonu: Dokular homojenize olmasi icin dncelikle havanda sivi
nitrojen ile dovilip vyeterli boyuta getiriimistir. RNA Mini Kit (Invitrogen/Life
Technologies, Carlsbad, CA) kullanilarak dokulardan RNA izole edilmistir. Kitte mevcut
olan protokole gére RNA izolasyonu yapmak i¢in gruplardan yaklasik 50 — 60 mg doku
ornegi alinip 1 ml trizol reaktifi ile birlikte homojenize edilmistir. Homojenize edilen
dokular santrif(jj edildikten sonra RNA tlplerine alinmistir. Alinan tipte wash buffer ile 3-
4 defa yikanip saf RNA tlplin en altinda biriktirilmistir. Elde edilen RNA kullanilarak

gerekli olan cDNA sentezlenmisgtir.
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cDNA Sentezi: cDNA Uretimi icin ylksek kapasiteli RNA dan cDNA Kkiti
kullaniimistir. Kullanilan kitteki protokole gére RNA, DNaz ve RNaz bulunmayan steril su
ile seyreltilmistir. Seyreltiimis RNA’ya ilgili enzim ve buffer eklenmistir. Uretilen cDNA’lar

kullanilarak PCR analizi yapiimistir.

PCR: PCR analizlerini yapmak Uuzere, NCBI’ de kayitl olan ve insanda
tanimlanan (ALPL, COL1A1, TNFSF11 (RANKL), TNFSF11B (OPG), BGLAP, Runx 2,
PHEX ve MEPE) mRNA gen dizilimleri drnek alinarak her bir gene 6zel olarak primerler
tasarlanmigtir. Ayrica, kuyulara esit miktarda RNA kondugunu kanitlamak amaciyla
GAPDH mRNA ekspresyon degerleri de olcllerek degerlendirilmigtir. PCR reaksiyonu,
cDNA lizerinde SYBR Green Master Mix adh kiti kullanilarak (Invitrogen/Life
Technologies, Carlsbad, CA) her bir gen kendine 6zgu hazirlanan PCR programi ile
analiz edilmistir. Kullanilan kitte tavsiye edilen protokole goére oncil ve tamamlayici
primerler, SYBR ve cDNA birlestirilerek numiineler hazirlanmig PCR cihazinda élgtimler

yapiimistir. Yapilan dlgimler kaydedilmistir.

3.6. Mikro-BT Goriintiilemeleri ve Analizleri

Mikro-BT goriintileme ve analizleri Ankara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiltesi’nde yapilmis olup her bir gruptan 10 adet femur kullaniimistir. Deney ve kontrol
gruplarindan diseke edilerek cikartilan femur 6rnekleri uygun boyutlardaki standart bir
sample holder igerisine yerlestirilerek Mikro-BT cihazi (Bruker Skyscan 1275, Kontich,
Belgium) ile taranmigtir. Tarama parametreleri 80 kVp enerji, 125 pA yogunluk
(intensity), 10 ym voxel size, 360 derece ¢ekim, 0.2 dondirme derecesi ve 49 ms
integration time (maruziyet suresi) olarak belirlenmigtir. Filtre olarak 0.1 mm Al
kullaniimistir. Elde edlen ham data gorintileri (.tif formatinda 1800 adet radyografi)
NRecon rekonstriksiyon yazilimi (SkyScan, Antwerp, Belgika) ile tekrardan
olusturulmus ve bu asamada tarama sirasinda olusan radyolojik artefaktlar giderilmistir.
Bu islem sonrasinda numunelerin aksiyel kesit goérintileri (.bomp formatinda) elde
edildikten sonra bu goérintiler Dataviewer yazihimina (SkyScan, Antwerp, Belgika)
yuklenmistir ve 6rnek coklu eksenlerde (aksiyal, koronal, sagittal ve modifiye eksenlerde)
goruntilenmistir. Numunelerin mikro kemik yapisinin 3 boyutlu analizleri icin CTAnN
(SkyScan SkyScan, Antwerp, Belgika) yazilimi kullaniimistir. Yapilacak bu analizler

sirasilyla Yizde Hacim (kemik hacminin incelenen bdlgedeki toplam hacmine orani),
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Toplam Hacim (Toplam kemik hacmi), Trabekiler Hacim (Trabekiler kemik hacmi),
Trabekller Kalinlik (Dogrudan 3D olcim yontemleri kullanilarak degerlendirilen
trabekdllerin ortalama kalinhgi), Trabekuller Ayrilma (Dogrudan 3D oélgim kullanilarak

degerlendirilen trabekdiller arasindaki ortalama mesafe) olmustur.

3.7. Biyomekanik Testler (Ug Nokta Egme Testi)

Biyomekanik testler Ege Universitesi Mihendislik Fakiltesine baghh Makine
Mihendisligi BolimU’ nde yapilmis olup her bir gruptan 12 adet femur kullaniimistir. Bu
deneyde kemikler, femur kemigini tutan aparatlar arasinda 2,6 cm mesafe birakilarak
yerlestirilmigtir. 2mm/dk hiz ile kemik egme aparatiyla egme islemine baslanip kiriima
islemi gerceklesene kadar kuvvet uygulanmistir. Yapilan egme deneyinde slrekli olarak
kuvvet artinlmig bu sirada kemigin tam orta béliminde meydana gelen ¢okme degeri
kaydedilmistir. Artan kuvvete bagh olarak femur gévdeleri kirilmistir. Kirilan femurlar en
ince kisimlarindan elektrikli rotor ile diz bir sekilde kesilip mikroskop altinda fotograflar
cekilmistir. Elde edilen femur fotograflarindan ylzey alani hesaplamalari yapilmigtir.
Hesaplamalar igin Image J programi kullaniimistir. Program yardimi ile kemik dokunun
dis ¢api, i¢ gap! (mm cinsinden) cizilerek bulunmustur (Sekil 3.3). Toplam yizey alani
(mm2 cinsinden) cizilip hesaplanmistir. Hesaplanan bu deger ise flexural strength
degerinin hesaplanmasinda kullaniimistir. Olglilen degerler kullanilarak uygulan kuvvet
karsisinda kemik dokuda ne kadar ¢ékme olustugunu gosteren grafik elde edilmistir.

Elde edilen grafik, egme dayanimi (flexural strength) degerini gosterip kemik dokunun

fiziksel dayanikhligi hakkinda bilgi verecektir.

Sekil 3.3 imageJ Programi ile i¢ ve Dis Capin Hesaplanmasi
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3.8. Raman Spektroskopi Analizi

Kemiklerin Raman spektroskopi analizi, Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ nde yapilmistir. Daha 6nce yayinlanmig
makalelerdeki protokol takip edilerek her gruptan 10 adet femur numunesinin tzerinden
10 farkli rastgele secilmis noktadan Raman spektrumlari, 785 nm lazer, x20 mikroskop
lensi ve lazer glcu yaklasik 35 mW gecmeyecek sekilde toplanmistir. Her bir Raman
spektrumu igin lazer ortalama 10sn ve 10 defa lazer atimi yapacak sekilde ayarlanmigtir.
TUm Raman spektrum verileri toplandiktan sonra, her femur numunesi icin toplanan 10
Raman spektrumun ortalamasi alinarak tek bir femur Raman spektrumuna
donusturilmus ve bu spektrum Uzerinden analizler yapiimistir. Analizler yapilmadan
once, Raman spektrumunun floresan arka plani Labspec programi ile ortadan kaldirilp,
gerekli oldugu halde sistemin arka planindan gelen parazit sinyaller ayni program ile
purlzsuzlesme yapilarak duzeltiimistir. Bu 6n islemlerden sonra, femurun dokusal
karakterizasyonu igin kullanilan geleneksel Raman olgumleri hesaplanmistir. Bunlar
mineral-organik matriks band oranlar (Fosfat/Amide |, Fosfat/Amide Ill, Fosfat/CH2 ve
Fosfat/ Proline), Carbon/Fosfat, Kristallesme parametresi (Fosfat bandinin 1/FWHM
hesabi), Amide | Raman bandinda bulunan 1670/1640 ve 1670/1690 oranlari

kullanilarak kontrol gruplari ile karsilastirilip degerlendirilmigtir.

3.9. Total Antioksidan Seviyesi- Total Oksidan Seviyesi Olgiimleri

Total antioksidan seviyesi (TAS) total oksidan seviyesi (TOS) testleri Pamukkale
Universitesi Biyokimya Anabilim Dal’ nda yapiimistir. 10 haftanin sonunda her bir
gruptan her bir hayvandan aorta abdominalis’ten 5 ml kan alinarak ELISA yéntemi ile
Olctimustir. Metabolik asidozun kemik dokudaki oksidan stres lzerindeki etkisini ortaya
koymak amaciyla Rel Assay Diagnoctics TAS ve TOS kiti kullaniimistir. TAS ve TOS icin
kitte gosterildigi Gzere 18ul 6rnek alinip kuyulara konulmustur. Her bir érnek icin 300l

Reaktif 1 eklenmistir. Karisim 30 sn bekletildikien sonra Uzerine 45ul Reaktif 2
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eklenmistir. Reaktifler eklendikten sonra 5 dk 37°C bekletilip sonuglar 660 nm’de
okuyucuda okunmustur. TAS ve TOS seviyeleri bulunduktan sonra (TOS/TAS) *100

formulii ile oksidatif stres indeksi (OSI) bulunmaktadir.

3.10. Serum Osteokalsin ve Serum Alkalen Fosfataz Olgiimii

Serum osteokalsin ve serum alkalen fosfataz élgtimi Pamukkale Universitesi
Fizyoloji Anabilim Dal’ nda yapilmistir. Calismamizin 10. Haftasinda her bir deney
hayvanindan alinan 2 ml arterial kan Elisa yontemi ile dl¢ilmustir. Elabscience Rat
OC/BGP (Osteocalcin) Elisa kiti ve Rat ALPL (Alkalene Phosphatase Liver/Bone/Kidney)
Elisa kiti kullaniimistir. Kitte belirtildigi Gzere her bir kuyuya 100 pl 6rnek koyularak 37°C’
de 90 dk inkibatérde beklenilmistir. Daha sonra plaka bosaltilip 100 ul Biotinlyted
Detection eklenip 37°C’ de 60 dk inkiibatorde beklenilmistir. Plaka 3 kere yikanmistir.
100 yl HRP Conjugate eklenerek 37°C’ de 30 dk inkubatérde beklenilmistir. Plaka 5 kere
yikanmistir. 90 ul Substrate Reagent eklenip 37°C’ de 15 dk inkiibatérde beklenilmistir.
50 pl Stop Solution eklenerek kit sonlandiriimistir. 450 nm’ de plaka okuyucuda
okunmustur. Her iki calisma icinde ilgili kit ile ayni agsamalar yapiimistir. Yapilan élgimler

kaydedilip diger gruplar ile karsilastiriimistir.

3.11. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizleri yapilacak kantitatif parametreler:

1- Serum osteokalsin ve serum alkalen fosfataz seviyeleri

2- TAS ve TOS olgtimleri

3- Biyomekanik testlerden elde edilecek sonuglar: Egme Dayanimi

4- Mikro-BT Ool¢cimleri Yizde Hacim (kemik hacminin incelenen bdlgedeki toplam

hacmine orani), Toplam Hacim (Toplam kemik hacmi), Trabekuler Hacim (Trabekuler
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kemik hacmi), Trabekller Kalinlik (Dogrudan 3D o6lcim yontemleri kullanilarak
degerlendirilen trabekdillerin ortalama kalinhgi), Trabekiler Ayrilma (Dogrudan 3D 6lgim

kullanilarak degerlendirilen trabekdller arasindaki ortalama mesafe)

5- Raman spektrofotometresi: Mineral matriks -organik matriks band orani,
(Fosfat/Amide |, Fosfat/Amide Ill, Fosfat/CH2 ve Fosfat/ Proline), Carbon/Fosfat,
Kristallesme parametresi (Fosfat bandinin 1/FWHM hesabi), Amide | Raman bandinda
bulunan 1670/1640 ve 1670/1690 oranlari

Kalitatif, semikantitatif parametreler:

6- PCR: (ALPL, COL1A1, TNFSF11, TNFSF11B, BGLAP, Runx 2, PHEX ve MEPE)

MRNA seviyeleri

Elde edilen verilerin normal dagilima uygunluklari test edilmistir. Normal dagihima uygun
veriler ANOVA testi ile degerlendiriimistir. Bu degerlendirme ile gruplar arasinda farka
bakilmigtir.  ANOVA sonuncunda gruplar arasindaki farkin anlamh bulundugu
durumlarda post-hoc analiz kullaniimistir. Post-hoc test olarak Tukey Testi kullanilip her

bir grup kendi arasinda degerlendirilmistir.
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4, BULGULAR

41. Agirlik Olgiimii Bulgulari

Calismamizda 10 hafta boyunca 2 haftalik dénemlerde tim hayvanlarin agirliklari
digital tarti ile 6lcliimis ve kaydedilmistir. Calisma baslangicinda yapilan 6lgimde (0.
hafta) OVX grubunun agirligi KONT grubuna goére fazladir (p<0.05-ANOVA). Calismanin
2. ve 4. Haftasinda yapilan 6lgimde OVX grubu ile KONT grubu arasindaki fark devam
etmistir.(p<0.05-ANOVA). Calismanin 6. 8. ve 10. haftasinda yapilan dlgimde OVX ile
KONT grubu arasindaki fark devam ederken OVX-KMA grubunun agirhgi KONT
grubuna goére artmistir (p<0.05-ANOVA). Haftalik agirlik degisimi grafigine bakildiginda
OVX grubunda diger gruplara gore artis meydana gelmistir. Ancak en fazla artis orani
OVX-KMA grubunda meydana gelmistir. Yapilan olgimler Sekil 4.1. ve 4.2. de

gOsterilmektedir.



0. hafta
300 *
—_ - *%
= 250 "ok
x
’<3’ 200
150_ T T
¥ & & ¢
&q.o ¥ o‘\ ,l§‘ ‘19
S92 ¢
(o) )
+ 9)
4.hafta
400-
350 *
S
= 300- *%
E’
250
200-
¥ S ¢ & &
ELF o &
8.hafta
400
* *
*k%
350
g *%
5_‘-?300—
,&3,
250
200_ | |
¥ N ¢ ¢ &
‘39 68? dA ‘G$ )g§
S <F
&L o

2.hafta
400
A350— *
5
= 300-
E) *%*
<
250
200_ | |
¥ S §F & &
&q.o 633' o4 {.@ 213“
0\; Ry
& [
6.hafta
400
*
350 *
*kk
*%

Agirhik(gr)
w
g

250
200-
¥ N\
«Q.o Q&' Q\Y‘. {.@ *&
S oF
© S
10.hafta
400-
* *
* %%
1_:350— "
o)
i:‘ 300 l l
2
250
200_ T T
¥ & & & &
«Q.o N 0A ’l'é 'Q
+ o

Sekil 4.1 AJirlik élgimunin haftalara gore gosteriimesi (* Kontrol, ** OVX, *** KMA

grubuna kargi istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir p<0.05).
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HAFTALIK AGIRLIK DEGISiMI

360
340
>80 320
?'3* 300
@ 280
c
E 260
w 240
220
200
0.hafta 2.hafta 4.hafta 6.hafta 8. hafta 10.hafta

KONTROL 219,91 262,5 272 279 289 299

e SHAM 236,91 256,7 265 265 284 289

OVX 268,25 304,41 317 322 338 346

— M A 211,25 251,91 267 271 286 296

e O/ X-KMA 220,75 275,45 295,57 314 328 335

Sekil 4.2 Agirlik dlgiminin haftalik degisiminin gosterilmesi

4.2. Kan Gazi Olgiimii Bulgular

Galismamizin 10. haftasinda yapilan kan gazi élgiimleri sonucunda deneklerin
pH ve HCOs; degerleri kaydedilip karsilastiriimistir. KMA ve OVX-KMA grubunun pH
seviyesi ile HCO3; seviyesi KONT grubu ve OVX grubuna goére dusik bulunmustur
(p<0.05-ANOVA). Calismamiz gosteriyor ki NH4Cl uygulamasi gruplarda kan pH’inda
azalmaya neden olmustur. Bu azalmaya bagh olarak HCOs; seviyelerinde de azalma
meydana gelmistir. OVX grubu ile KONT ve SHAM gruplari arasinda anlaml bir fark
bulunmamistir. KMA ve OVX-KMA arasinda da anlamli bir fark bulunmamistir. Yapilan

Olcimler Sekil 4.3 de ve Tablo 4.1 de gdsterilmigtir.
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Sekil 4.3 Kan gazi 6lgimu yapilan gruplarin pH ve HCOs degerlerinin gosterilmesi

(* Kontrol, ** OVX, *** KMA grubuna karsi istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir

p<0.05).
KONTROL SHAM oVX KMA OVX-KMA
pH 7.352£0.005 7.322%0.007 7.321+0.009 7.200%0.028 7.184 £ 0.007
HCO; 2523+0.929 22.80+0.519 23.77+1.206 16.99+0.963 16.84 + 0.544

Tablo 4.1 Kan pH ve HCO3 degerlerinin gosterilmesi

4.3. Total Antioksidan Seviyesi-Total Oksidan Seviyesi Olgiimii Bulgulari

Calismamizin  10. haftasinda TAS-TOS d4lgimi sonuglari  kaydedilip
kargilastiriimigtir. TAS seviyeleri karsilastirildiginda OVX-KMA gurubunun TAS seviyesi
KONT, OVX ve KMA gruplarina gore daha disuk bulunmustur (p<0.05-ANOVA). TOS
seviyeleri karsilastirildiginda KMA ve OVX-KMA grubunun TOS seviyeleri KONT
grubuna gére artis gostermistir. OSI seviyeleri karsilastirildiginda ise OVX, KMA ve
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OVX-KMA gruplarinin OSI degeri KONT grubuna gére artmistir (p<0.05-ANOVA). KMA
grubunda meydana gelen bu artis KONT grubuna goére fazla olmakla birlikte OVX ve
OVX-KMA grubuna goére disuk bulunmustur (p<0.05-ANOVA). Elde edilen sonuglara
gbére OVX-KMA grubunda antioksidan seviyesi dusmustir. KMA ve OVX-KMA
gruplarinda oksidan seviyesi artmistir. TAS ve TOS sonuglarindan elde edilen OSI
degerine baktgimizda islem gére OVX, KMA ve OVX-KMA gruplarinin oksidatif indeksi
artmistir. Ortaya ¢ikan bu sonuglar KMA’ ya maruz kalan hayvanlari hasara agik hale

getirmektedir. Yapilan élgiimler Sekil 4.4. de gosterilmigstir.
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Sekil 4.4 TAS, TOS ve OSI degerlerinin gosterimesi ( * Kontrol, ** OVX, *** KMA

grubuna karsi istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir p<0.05).
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4.4. Serum Osteokalsin ve Serum Alkalen Fosfataz Olgiimii Bulgular

Serum osteokalsin seviyelerine bakildiginda OVX, KMA ve OVX-KMA
gruplarinda KONT grubuna karsi artis meydana gelmistir (p<0.05-ANOVA). OVX
grubundaki artis KMA ve ve OVX-KMA grbuna gére daha fazla meydana gelmistir
(p<0.05-ANOVA). Serum alkalen fosfataz seviyelerine bakildiginda OVX ve OVX-KMA
gruplarinda KONT grbuna kargi bir artis meydana gelmistir (p<0.05-ANOVA). KMA
grubu OVX ve OVX-KMA grubuna goére disik bulunmustur (p<0.05-ANOVA). Serum OC
ve ALP seviyeleri OVX, KMA ve OVX-KMA gruplarinda artmigtir. Kemik dokunun yapim
biyobelirteclerinden olan OC ve ALP degerlerinin artmasi kemik dokudaki yapim
biyobelirteclerinnin yeterli olmadigini ve yikima maruz kaldi§in1 géstermektedir. Yapilan
Olgumler Sekil 4.5. de gosterilmistir.

Serum ALP

Serum Osteokalsin
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Sekil 4.5 Serum Alkalen Fosfataz ve Serum Osteokalsin degerlerinin gdsterilmesi
( * Kontrol, ** OVX, ** KMA grubuna kars! istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
p<0.05).
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4.5. Raman Spektroskopi Olgiimii Bulgulari

Raman spektroskopisi aleti ile dlcim yapilip elde edilen sonuglardan literatlre
gore Fosfat/Amide1, Fosfat/Amide3, Fosfat/Prolin, Kristallesme, Hidroksiprolin/Prolin,
1670/1640, 1670/1690, 1245/1270 degerleri karsilastiriimistir. Fosfat/Amide1 ve
Fosfat/Prolin sonuglarinda OVX, KMA ve OVX-KMA gruplarinda KONT grubuna gore
dusus bulunmaktadir (p<0.05-ANOVA). OVX grubunda KMA ve OVX-KMA grubuna gére
daha fazla disls meydana gelmistir (p<0.05-ANOVA). Fosfat/Amide3 sonuglarina
bakildiginda OVX, KMA ve OVX-KMA gruplarinda KONT grubuna goére dusus
bulunmaktadir (p<0.05-ANOVA). OVX grubunda OVX-KMA grubuna gére daha fazla
disis meydana gelmistir (p<0.05-ANOVA). Kristallesme ve Hidroksiprolin/Prolin ve
1670/1690 sonuclarina bakildiginda OVX, KMA ve OVX-KMA gruplarinda KONT
grubuna gore diusus bulunmaktadir (p<0.05-ANOVA). OVX-KMA grubundaki distis OVX
ve KMA grbuna gdre daha fazladir (p<0.05-ANOVA). Bu sonuglara gore OVX, KMA ve
OVX-KMA gruplarinda KONT grubuna gdére disus vardir. Bu ¢alistigimiz parametreler
kemik mineral matriksinin gostergesidir. Bu degerlerde meydana gelecek dusuklikler
kemik mineral matriks oraninin distigunt géstermektedir. 1670/1640 ve 1245/1270
sonuglarina bakildiginda OVX, KMA ve OVX-KMA gruplarinda KONT grubuna goére
disus meydana gelmektedir (p<0.05-ANOVA). 1670/1640 ve 1245/1270 kemik dokudaki
kollajen sarmal yapida meydana gelen bozuklugu gostermektedir. Bu dederlerde
meydana gelen artis kollajen sarmal yapisinda meydana gelen hasari géstermektedir.
Elde edilen verilere gore OVX ve KMA kemik dokunun mineral matriks oranini
disurirken, kollajen sarmal yapisini da bozmaktadir. Sonucglar Sekil 4.6. da

gOsterilmistir.
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Sekil 4.6 Fosfat/Amide1, Fosfat/Amide3, Fosfat/Prolin, Kristallesme
Hidroksiprolin/Prolin, 1670/1640, 1670/1690, 1245/1270 dederlerinin gosterilmesi ( *
Kontrol, ** OVX, *** KMA grubuna karsi istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir p<0.05).
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4.6. Mikro-BT Goriintiilemeleri ve Analizleri Bulgulari

Mikro-BT ile Yizde Hacim, Toplam Hacim, Trabekiler Kalinlik, Trabekuler
Ayrilma ve Trabekiler Hacim degerleri dlgulmastir. Ylzde Hacim degerlerinin
istatistiksel olarak analizi yapildiginda OVX grubunda Yizde Hacim degeri KONT ve
KMA gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml derecede dusuktur (p<0.0001). KMA
grubuna bakildiginda ise bu grubun Yuzde Hacim degerinin OVX ve OVX-KMA
gruplarina gére anlamli oranda yuksek oldugu ve bu grupta olusan deformasyonun OVX
ve OVX-KMA gruplarina gére daha az meydana geldigi yorumlanabilir (p<0.0001). Ote
yandan OVX-KMA grubunun Yuzde Hacim degeri KONT, OVX ve KMA gruplarindan
istatistiksel olarak anlamli oranda digUk olarak tesbit edilmigtir (p<0.0001). Toplam
Hacim degeri kemigin mineral yapisini ve yogunlugunu gdsteren énemli bir veridir. Bu
degerin istatistiksel olarak degerlendiriimesinde OVX, KMA ve OVX-KMA grubunun
Toplam Hacim degerinin KONT grubuna goére anlamli olarak dustigu gozlenmigtir
(p<0.0001). Trabekller Kalinlik degerlerinin istatistiksel olarak analizi yapildiginda OVX
grubunda Trabekler Kalinlik degeri KONT ve KMA gruplarina gore istatistiksel olarak
anlaml derecede disuktir (p<0.0001). KMA grubunda ise bu grubun Trabekuler Kalinlik
degerinin KONT grubuna gére anlamli olarak disik oldugu; éte yandan OVX ve OVX-
KMA grublarina gére anlamli oranda ylksek oldugu ve bu grupta olusan deformasyonun
OVX ve OVX-KMA gruplarina gére daha az meydana geldigi yorumlanabilir (p<0.0001).
OVX-KMA grubunun Trabekiler Kalinlik degerinin KONT ve KMA grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli olarak azaldigi gorilmustir (p<0.0001). Trabekiler Ayriima
degerlerinin istatistiksel olarak analizi yapildiginda OVX grubunda Trabekiler Ayrilma
degeri KONT grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede disik oldugu
g6zlemlenirken OVX-KMA grubuna goére anlamli olarak artmistir. OVX-KMA grubunda
OVX'e goére daha fazla yikim meydana geldigini yorumlanabilir (p<0.0001). KMA
grubunda ise Trabekuler Ayrilma degeri KONT grubuna goére istatistiksel olarak anlaml
derecede disuk oldugu gozlemlenirken OVX-KMA grubuna gore anlamli olarak artmistir.
KONT grubuna goére yikimin fazla oldugu ama OVX-KMA grubuna gére daha az yikim
oldugu yorumlanabilir (p<0.0001). Ote yandan OVX-KMA grubunda Trabekiiler Ayriima
degeri KONT, SHAM, OVX ve KMA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede
duslk oldugu gortlmustur. Bu durumda en fazla yikimin OVX-KMA grubunda meydana

geldigi yorumlanabilir (p<0.0001). Trabekller Hacim degerlerinin istatistiksel olarak
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analizi yapildiginda OVX grubunun KONT ve KMA gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamh olarak azaldigi gézlemlenirken OVX-KMA grubu ile aralarinda anlamli bir fark
gorilmemistir (p<0.0001). KMA grubunda ise Trabekuler Hacim degeri KONT grubuna
gb6re anlaml olarak azalirken OVX ve OVX-KMA gruplarina gére anlamli olarak artmis
oldugu goériimustir. KMA grubunda KONT grubuna goére daha fazla yikim meydana
gelirken OVX ve OVX-KMA gruplarina gére daha az yikim oldugu yorumlanabilir
(p<0.0001). OVX-KMA grubunun trabekular volume degeri istatistiksel olarak KONT ve
KMA gruplarindan daha duslktir (p<0.0001). Yapilan olgimler Sekil 4.7. de
gosterilmistir. Tum bu degerlere bakildiginda KMA kemik dokunun kitlesinde kayba
neden olurken ayni zamanda kemik dokunun hacminde ve kalinliginda azalmaya sebep

olmaktadir.
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Sekil 4.7 Yizde Hacim, Toplam Hacim, Trabekiler Kalnlik, Trabekuler Ayriima ve
Trabekuler Hacim degerlerinin gosterilmesi (* Kontrol, ** OVX, *** KMA grubuna karsi
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir p<0.05).
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4.7. Biyomekanik Test (U¢ Nokta Egme Testi) Bulgulari

Biyomekanik testler sonucunda elde edilen sonuglara gére OVX ve KMA
grubunun egme dayanimi degeri kemikte olusan harabiyetten dolayi KONT grubuna
gore istatistiksel olarak dusiik bulunmustur. Ote yandan OVX-KMA grubunun egme
dayanimi degeri KONT grubuna gére dusik bulunmusken OVX ve KMA grubuna goére
yilksek bulunmustur (p<0.005). istatistik sonuglarina gére OVX ve KMA gruplarinda
diger gruplara gére kemik dokunun fiziko-kimyasal yapisinda hasar meydana getirdigi,
OVX-KMA grubunun ise sadece KONT grubuna karsi hasar meydana getirdigi
g6rilmustir. Ancak OVX-KMA grubunda OVX ve KMA’ya gére daha az hasar meydana

getirmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8. de gdsterilmistir.

Egme Dayanimi
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Sekil 4.8 Egme Dayanimi Sonuglarinin Gosterilmesi ( * Kontrol, ** OVX, *** KMA
grubuna karsgi istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir p<0.05).
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4.8. RT-PCR Deneyleri Bulgulari

Tum gruplarda metabolik asidoz modelinin (ALPL, COL1A1, TNFSF11 (RANKL),
TNFSF11B (OPG), BGLAP, Runx 2, PHEX ve MEPE) mRNA ekspresyon seviyelerindeki
degisimleri incelenmistir. TUm proteinlerin ortalamalari alinarak heatmap (isi haritasi) ile
incelenmistir. incelemeler sonucunda KMA, SHAM, OVX ve OVX-KMA gruplari birbiri ile
karsilastirilmistir. ALPL’ ye bakildiginda SHAM grubuna gére KMA ve OVX grubunda
artis meydana gelirken OVX-KMA grubunda azalma meydana gelmistir (p<0.005).
COL1A1 seviyelerine bakildiginda ise SHAM ve OVX grubuna gére KMA ve OVX-KMA
grubunda anlamli bir disus meydana gelmistir (p<0.005). Runx2 dederlerinde ise KMA
grubunda SHAM ve OVX grubuna gore diusts goralmustir. OVX-KMA tim gruplara gére
anlaml bir dislis meydana gelmistir (p<0.005). TNFSF11B (OPG) degerlerinde SHAM
grubuna goére KMA, OVX ve OVX-KMA gruplarinda anlamh bir digts gorulmustar
(p<0.005). TNFSF11 (RANKL) sonuglarina bakildiginda SHAM grubuna gére KMA ve
OVX-KMA grubunda disus gorulirken OVX grubunda artis meydana gelmigtir
(p<0.005). BGLAP degerinde ise anlamh bir fark bulunamamistir. PHEX sonuglarina
bakildiginda SHAM grubuna gére KMA ve OVX-KMA grubunda azalma meydana
gelirken OVX grubunda bir fark gérilmemistir (p<0.005). MEPE degerlerine baktigimizda
SHAM grubuna gore tium gruplarda anlamli bir dislis meydana gelmistir (p<0.005). Tim
protein ekspresyonlarina baktigimizda KMA’nin kemik harabiyetine sebep oldugu
gorulmustir. Buna ek olarak OVX varliginda KMA daha fazla harabiyete sebep

olmaktadir. Elde edilen veriler Sekil 4.9. da gdsterilmigtir.
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Sekil 4.9 RT-PCR Deney Sonuglarinin Isi Haritasi ile Gosterilmesi
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5. TARTISMA

Yapilan son calismalar gosteriyor ki kronik bobrek yetmezligi, diyare ve ilag
kullanimi kronik metabolik asidoza sebep olabilmektedir. KMA’ya bagh olarak viicuttaki
asit-baz dengesi bozulmaktadir. Bu dengenin korunmasini saglayan en énemli etken
kemik dokudur. Kemik doku KMA'ya bagh olarak yikima ugramaktadir. Yapilan
calismalarda KMA’nin kronik bdbrek hastaligi sonrasinda ortaya cikabilecek bir
metabolik problem oldugu ortaya konmustur. KMA’'nin kemik dokuda yarattigi hasar tim

yoéniyle ifade edilememistir.

Literatirde overektomi modeli ve kronik metabolik asidoz (KMA) modelinin birlikte
uygulandigi ve bunun kemik doku Uzerindeki etkilerini Mikro-BT ydntemi ile kemik
mimarinin nasil etkilendigi gdsteren bir calisma bulunmaktadir (Gasser vd 2014). Gasser
ve ark. yaptigi calismada Mikro-BT ydntemi kullanilarak, overektomi ve kontrol
gruplarinda 15 mEq NH4Cl ile indukledikleri KMA’nin kortikal kemik kitlesinde azalmaya
sebep oldugu ve trabekiler sayida azalma ile karekterize kemik mikro yapisinda
bozulmalarin ortaya ¢iktigi gosterilmistir (Gasser vd 2014). Literatirde kronik metabolik
asidoz (KMA) modelinin kemik dokuda yarattigi etkileri gdsteren c¢alismalar da
mevcuttur. Assapun ve ark. da %1,5 NH4Cl ile indikleyerek KMA modeli olusturduklari
sicanlarda Mikro-BT incelemeleri yaparak kemik mineral yogunlugunda, trabekil
sayllarinda ve kalinliklarinda azalmayi géstermiglerdir (Assapun vd 2009). Kraut ve ark.
metabolik asidozun kemik kaybini artirdigini, kemik olusumunu bozdugunu
gostermislerdir. Bunun yaninda metabolik asidozun osteopeniye neden olacagini ancak
osteomalazinin metabolik asidozun dogrudan sonucu olmadigini bildirmiglerdir (Kraut vd
1986). Benzer sekilde Han ve ark. overektominin kortikal alan ve kortikal kalinhgi
azaltmada etkili oldugunu, bunun yaninda femur kemiginin bukilme glclnin 6nemli

Olclide azaldigini gostermistir (Han vd 1998). Donmez ve ark. tarafindan overektomi
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yapilan sigcanlarda kemik mineral yogunlugunun, kemik kuvvet dayanikliginin, enerji
absorbe kapasitesinin azaldigi ve benzer sekilde trabekillerin zayifladi§i gosterilmistir
(Donmez vd 2012). Yukarida acgiklandigi tGzere hem KMA hem de overektomi modeli
kemik dokuda agir tahribat yaratmaktadir. Fakat yapilan son ¢alismalara bakildiginda
overektomi modelinde olusturulan KMA’ nin kemik doku Uzerinde yarattigi tahribati
ortaya koyan calismalarda KMA tek bir yonden incelenip baska yontemler ile

calisiimamistir.

Yukarida acgiklanan ¢alismalardan farkl olarak gergeklestirdigimiz bu ¢calismada
KMA ve OVX modelinin kemik yapim ve yikimina etki eden proteinlerin (ALPL, COL1A1,
TNFSF11, TNFSF11B, BGLAP, Runx 2, PHEX ve MEPE) ekspresyon seviyeleri RT-
PCR yontemiyle, mineral ve organik matriks oranlari Raman spektroskopi yontemiyle
ortaya koyulmustur. Bununla birlikte Mikro-BT ve biyomekanik testlerle kemik dokunun
makro yapisindaki dedisiklikleri gostererek osteoporotik aktivitedeki artisin nedenini

ortaya koymak istedik.

Bunlara ek olarak (TOS) ve (TAS) analiziyle metabolik asidoza maruz kalan
kemik dokunun oksidatif ve antioksidatif seviyelerindeki degisimleri, serum osteokalsin
ve alkalen fosfataz olgimleri ile kemik dokuda metabolik asidozun yarattigi tahribati
gOstererek her bir parametrede olusan hasarlari butliincll bir bakis acisiyla ortaya
koymayi planladik. Projemizin elde edilecek sonuclar i1siginda her iki patolojinin kemik
dokuda yaratmis oldugu tahribati ortaya koyarak tedavi amagl calismalar i¢cin dnemli bir

altyapi olusturacagini dusunmekteyiz.

Planladigimiz ¢alismada en oOnemli parametre deneklerde KMA
olusturulabilmesidir. Bunun igin literatirde uygulanan KMA modeli kullaniimigtir.
Deneklere gavaj yoluyla NH4CI verilmigtir. KMA olustugunu goérebilmek icin deney
sonunda deneklerden arteryel kan alinip kan gazi analizi yapiimistir. Gasser ve ark.
yapmis oldugu calismada NH4CI uygulamasi KMA ile uyumlu olacak sekilde kan pH’
inda énemli bir azalma goérilip HCO3 seviyesinde yaklasik 10 mmol/l lik bir disis
meydana gelmistir (Gasser vd 2014). Assapun ve ark. yapmis oldugu galismada KMA
grubu sicanlarin pH’1 kontrol grubundakilerden 6nemli derecede disik bulunmustur.
KMA grubu siganlarin pH’ 1 yaklasik olarak 7.3 bulunmustur (Assapun vd 2009). JM
Whittamore ve ark. yapmis oldugu calismada kontrol grubunun pH degeri 7.44 + 0.01
HCO3 degeri 28.0 + 1.0 iken asidoz grubunun pH degeri 7.33 + 0.03 HCO3 degeri 21.6
1 1.6 bulunmustur (Whittamore ve Hatch 2015). Bizim yapmis oldugumuz ¢aligsmada ise

pH degerinde yaklasik 0.15 disls gorilurken HCO3 degerinde ise yaklasik 8 mmol/l
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disus meydana gelmistir. Bu durum gésteriyor ki uygulanan KMA modeli literatlrle

karsilastirildiginda basaril bir sekilde sonug vermistir.

Gasser ve ark. yapmis oldugu ¢alismada deneklerin kg’ lari 6. ve 10. Hafta
Olctiimis olup sonuglara bakildiginda OVX grubunda bulunan hayvanlarin degerleri
diger gruplarin degerlerine goére daha fazla artis meydana gelmistir. Bizim ¢alismamizda
ise tum gruplarin agirliklari her iki haftada bir olacak sekilde olgiimustir. OVX-KMA
grubunda bulunan hayvanlarin degerleri diger gruplarin degerlerine gore daha fazla artis
meydana gelmistir. Literatlire baktigimiz zaman KMA (zerine yapilan ¢alismalarda kilo

Olcimulne yeteri kadar deginilmemisgtir.

Arsyad ve ark.’nin yapmig oldugu calismada uzun sureli ketojenik diyet
uygulunan hayvanlarda KMA meydana gelmistir. Deneklerde TAS degerlerine
bakilmistir ve uzun sireli ketojenik diyetin TAS degerini distrdigi bulunmustur (Arsyad
vd 2020). Rustom ve ark. yapmis oldugu c¢alismada kronik bébrek yetmezligine bagl
KMA meydana gelmektedir. Meydana gelen asidoz durumu TOS degerini artirmistir
(Rustom vd 2003). Wesson ve ark. yapmis oldugu calismada KMA’ nin kronik bdbrek
hastaliginda ilerleyici yonde bir risk faktorl olup olmadigini arastirmislardir. Hastalarda
KMA’nin ddstk TAS seviyesine neden oldugu ve TOS seviyesini artirdigi
g6zlemlenmistir (Wesson vd 2020). Altindag ve ark. yapmis oldugu calismada
osteoporoz olan kigiler ile saglikli kisilerin TAS, TOS ve OSI| degerleri birbiri ile
kiyaslanmistir. Elde edilen sonuclarda osteoporoz olan kisilerde TOS ve OSI degeri
artarken TAS degerinin dustigiu goézlemlenmistir (Altindag vd 2008). Bizim yaptigimiz
calismaya bakildiginda TAS degerinin OVX-KMA grubunda diger gruplara goére dustigu
gorulmektedir. TOS seviyelerine bakildigi zaman KMA ve OVX-KMA grubunda KONT
grubuna gore artis gorilmektedir. OSI degerine bakildigi zaman ise KMA, OVX ve OVX-
KMA olan gruplarda artis oldugu gorilmektedir. Elde ettigimiz veriler literatlire uyum
gOstermektedir. Literatlirde ve calismamizda gosterildigi Gzere OVX ve KMA iglemlerine

maruz kalan hayvanlarda oksidan stres seviyesi artmaktadir.

Stepan ve ark. yapmis oldugu klinik bir calismada ooferektomi olan primer
hiperparatiroidizmi olan kadin hastalarin serum alkalen fosfataz ve osteokalsin degerleri
incelenmistir. Deneklerde serum ALP ve OC degerlerinin arttigi gézlemlenmistir (Stepan
vd 1987). Singh ve ark. yapmis oldugu calismada osteoporoz olan kadinlarda serum
alkalen fosfataz ve osteokalsin degerlerine bakmiglardir. Ortaya ¢ikan sonuglara goére
osteoporozlu olan grubun serum seviyeleri kontrol grubuna gére artmistir (Singh vd
2015). Atalay ve ark. yapmis oldugu g¢alismada menapoz éncesi ve sonrasi kadinlarda

serum alkalen fosfataz ve osteokalsin degerlerine bakilmig; ek olarak normal, osteopeni
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ve osteoporoz olan gruplarda serum degerleri karsilastiriimistir. Elde edilen sonuglara
g6re serum ALP ve OC seviyeleri menapoz éncesi grup ve normal gruba gére artmistir
(Atalay vd 2012). Gasser ve ark. yapmis oldugu calismada SHAM, KMA, OVX ve OVX-
KMA gruplari serum osteokalsin seviyeleri agisindan karsilastiriimistir. OVX grubundaki
hayvanlarin serum osteokalsin seviyeleri artmistir. Asidoz olan gruplarda olmayanlara
gOre bir dists gorustlmustir (Gasser vd 2014). Bizim yaptigimiz calismada KMA, OVX
ve OVX-KMA gruplarinda serum ALP ve OC seviyeleri artmistir. Gasser ve ark. yapmis
oldugu caligmanin sonuglarina benzer sekilde OVX-KMA grubunun serum seviyeleri
OVX grubuna goére dusmustir. Bulmus oldugumuz sonuglara gore OVX ve KMA
modelleri serum ALP ve OC seviyelerini ylikseltmektedir. Serum seviyelerinin artmasi da

kemik dokudaki osteoporoza isarettir.

Wu ve ark. gergeklestirdigi calismada OVX yapilmis siganlar Mikro-BT agisindan
incelenmistir. Elde edilen verilere gore osteoporoza maruz kalan deneklerde Yuzde
Hacim, Toplam Hacim, Trabekuler Kalinlik ve Trabekuler Hacim degerlerinde dusus
meydana gelirken Trabekller Ayriima degerlerinde artis meydana gelmistir (Wu vd
2015). Brouwers ve ark. gergeklestirdigi ¢calismada OVX uygulanan siganlarda in vivo
sekilde Mikro-BT bakilmistir. Elde edilen sonuclar Wu ve ark.’nin sonuglarini destekler
sekildedir. Bu sonugclar gosteriyor ki OVX kemik dokuda hasara neden olup kemik mikro
mimarisini bozmaktadir (Brouwers vd 2009). Gasser ve ark. gerceklestirdigi calismada
KMA'ya maruz kalmis denekler mikro-BT acisindan degerlendiriimistir. Elde edilen
sonuclara gére KMA'ya maruz kalan deneklerin trabekiler hacim, toplam kemik hacmi
ve trabekul sayisinda ortaya cikan azalma ile kemik mikro mimarisinin bozuldugunu
bildirmiglerdir (Gasser vd 2014). Li ve ark. gercgeklestirdigi ¢alismada postmenopozal
osteoporozlu siganlarda kemik dokunun mikro mimarisi mikro-BT ile incelenmigtir.
incelemeler sonucunda osteporoza maruz kalan kemiklerde trabekiler hacim, toplam
kemik hacmi ve trabekil sayisinda azalma meydana gelirken trabekuler bogluk artmistir
(Livd 2022). Bizim ¢alismamizda ise KMA'’ ya ve OVX’ e maruz kalan deneklerde Yuzde
Hacim, Toplam Hacim, Trabekiler Kalinlk, Trabekller Ayrilma ve Trabekiler Hacim
degerleri azalmistir. Bu sonuglara gére KMA ve OVX modelleri kemik mikro mimarisini
bozup yikima neden olmaktadir. Literature bakildiginda osteoporoz gorulen kemik
dokuda Yuzde Hacim, Toplam Hacim, Trabekller Kalinlik ve Trabekiler Hacim
degerlerinde disis meydana gelirken TrabekUller Ayrilma degerlerinde artis meydana
gelmistir. Ancak bizim g¢alismamizda Trabekller Ayriima degerlerinde artis meydana
gelmemigtir. Kemigin tamaminda bir kayip meydana geldigi i¢in bosluklar olusmamis
olabilir. Ancak bu durumun daha iyi agiklanabilmesi i¢cin bu konuda daha ¢ok ¢alisma

yapilmalidir.
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Kemik dokuda meydana gelen hasar sadece osteoporoz olarak
degerlendiriimemelidir.  Kemigin  fiziksel  6zelliklerinin  yaninda kalitesi de
degerlendirilmelidir. Yapilan Raman &lgtimleri ile kemik dokuda bulunan Fosfat, Amide
1, Amide 3, Prolin, Hidroksiprolin degerleri olcllip Fosfat/Amide1, Fosfat/Amide3,
Fosfat/Prolin, Kristallesme, Hidroksiprolin/Prolin, 1670/1640, 1670/1690, 1245/1270
oranlarina bakilmigtir. Bu oranlar kemik dokunun kalitesi hakkinda bilgi vermektedir
(Unal vd 2019). Fosfat/Amide1, Fosfat/Amide3, Fosfat/Prolin, Kristallesme,
Hidroksiprolin/Prolin bu degerler bize mineral-matriks orani hakkinda bilgi verirken
1670/1640, 1670/1690, 1245/1270 degerleri ise organik matriks 6zellikleri hakkinda bilgi
vermektedir (Unal 2021). Orkoula ve ark. gercgeklestirdigi calismada osteoporoz
uygulanan siganlarin tibia kemikleri Raman spektroskopisi ile incelenmistir. inceleme
sonucuna gore mineral ¢ozinmesine kiyasla énemli dl¢cude artan kollajen donusimu
nedeniyle mineral-matriks oraninda azalma meydana gelmistir (Orkoula vd 2012).
Paschalis ve ark. gergeklestirdigi calismaya gore 1670/1690 orani kemik dokudaki
Amid1 seviyesini olusturan bantlardandir ve kollajen seviyesinde ortaya ¢ikan azalmanin
etkisi ile 1670 seviyesi azalirken 1690 seviyesi artmaktadir. Bu durumda 1670/1690
seviyesi kollajen kaybina bagl olarak distidld bulunmustur (64). Unal ve ark.
gerceklestirdigi calismada kemik dokudaki kollajen miktarini gésteren Amide 1 ve Amide
3 degerlerinin alt parametreleri olan 1670/1640 ve 1245/1270 degerleri galisiimistir. Bu
degerlerin artmasi kollajen sarmal yapisindaki daha diaslik duzenli yapiyi
gOstermektedir. Kemik dokuda meydana gelen hasar kollajendeki gl sarmal yapiyi
bozmaktadir bu durumda da 1670/1640 ve 1245/1270 degerlerinde artis meydana
gelmektedir (Unal vd 2016). Flanagan ve ark. yapmis oldugu ¢alismaya goére kollajende
meydana gelen denatlrasyona bagl olarak 1670/1640 dederinde artis meydana
gelmektedir (Flanagan vd 2017). Bizim yaptigimiz calismada ise KMA ve OVX modeline
maruz kalan kemik dokunun kalitesinde meydana gelecek degisimin gdézlenmesi
amaclyla Raman spektroskopisi yapildi. Elde edilen sonuglara gére Fosfat/Amide1,
Fosfat/Amide3, Fosfat/Prolin, Kristallesme, Hidroksiprolin/Prolin degerlerinde disls
meydana gelmistir. Bu disls kemik dokunun mineral-matriks oraninda duslsu
goOstermektedir. Bunun yani sira 1670/1690 degerlerinde de ayni etki gorllip disus
gorulmektedir. Bu durum da kemik dokuda kollajen kaybinin oldugunu géstermektedir.
1670/1640 ve 1245/1270 dederlerinde ise artis gortlmastir. Bu degerler kollajen sarmal
yapisindaki bozulmayi gostermektedir. Tim Raman sonuglarina bakildiginda KMA ve
OVX kemik dokunun hem mineral-matriks yapisini hem de kollajen sayisini ve yapisini

bozmaktadir.
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Dénmez ve ark. 75 adet sigan kullanarak yapmis oldugu calismada OVX’ in
kemik dokudaki hasarina ve Losartan’in bu hasari ne kadar tedavi edici etkisine
bakmisglardir. Verilen hasar biyomekanik yénden incelenmistir. Elde edilen verilere gore
OVX olan grupta diger gruplara goére flexural strength (egme dayanimi) azalmistir
(Donmez vd 2012). Bu da kemige uygulanan kuvvete kemigin daha az dayandigini ve
kemik hasarinin olustugunu gdéstermektedir. Bonetto ve ark. yapmis oldugu c¢alismada
siganlarda femur kirigi olusturuimus ve normal iyilesme ve alendronat kullanilarak
iyilesme incelenmigtir. Yapilan ¢alismada yasli ve geng¢ sicanlarda kullanilarak kemik
doku biyomekanik olarak incelenmigtir. Elde edilen verilere gbre tedaviden bagimsiz
yash olan grubun flexural strength (egme dayanimi) dederi geng gruba goére disik
bulunmustur (Bonetto vd 2021). Gugala ve ark. yapmis oldugu ¢alismada 10 gun
boyunca mekanik ventilasyon uygulanan siganlarda femurda meydana gelen kemik
kaybi oranini ve yapidaki bozulmay! biyomekanik yonden incelemigtir. Elde edilen
verilere gore uzun sireli mekanik ventilasyon flexural strength (egme dayanimi) disise
sebep olmaktadir (Gugala vd 2021). Amanat ve ark. yapmis oldugu calismada
sicanlarda kirik sonrasi flexural strength (egme dayanimi) azaldigini gdstermistir
(Amanat vd 2007). Bizim yaptigimiz calismada OVX ve KMA gruplarinda flexural
strength (egme dayanimi) dederi KONT grubuna gére dusik bulunmustur. OVX-KMA
grubunda ise OVX ve KMA grubuna goére yiksek KONT grubuna goére disuk
bulunmustur (p<0.005). Yapilan ¢alismalar gdsteriyor ki kemik dokuda meydana gelen
kirik, overektomi, yasa bagli hasar ve immobilizasyona bagli hasar biyomekanik olarak
incelendiginde flexural strength (egme dayanimi) degeri dusmektedir. Bizim
calismamizda uyguladigimiz KMA modeli de diger calismalarda meydana geldigi gibi

kemik dokunun kuvvet karsisinda egme dayaniminda azalmaya sebep olmustur.

Balla ve ark. yapmis oldugu calismada postmenopozal osteoporotik olan ve
olmayan hastalardan kemik doku érnegi alarak 87 gen ekspresyonu Uzerinde inceleme
yapmislardir. Elde ettikleri sonuclara gore osteoporoza maruz kalan kemik dokuda ALPL
ve COL1A1 degerlerinde dislis meydana gelmistir. Bu dusls azalmis kemik olusumunu
ve kemik glicuini géstermektedir. (Balla vd 2008). Cao ve ark. yapmis oldugu ¢alismada
yasa gore kemik doku belirtecleri olan RANKL, OPG, COL1A1, ALPL ve OC ekspresyon
seviyelerini dlgmuslerdir. Olgiimler sonucunda ALPL ve COL1A1 seviyelerinde yasa
bagh azalma gérulip OC seviyelerinde degisim gorilmemistir. Ote yandan RANKL
seviyesinde yasa bagl artis olurken OPG seviyelerinde yasa bagli azalma meydana
gelmistir. Bu durum da yasa bagl olarak kemik kalitesinde bozulma ve yikimin arttigini
gostermektedir (Cao vd 2003). Tanaka ve ark. yapmis oldugu ¢alismada 6 aylik ve 24
aylk sicanlar alinarak kemik dokunun biyobelirtegleri olan COL1A1, ALPL, OP ve OC
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seviyelerine bakilmistir. Sonucglara gére yasa baglh olarak ekpresyon seviyeleri
azalmaktadir (Tanaka vd 2002). Pathak ve ark. yapmis oldugu calismada Romatoid
Artrite maruz kalmis hastalarin RANKL, OPG, PHEX ve MEPE degerleri 0. ve 7. gin
Olcliimustur. Elde edilen verilere goére kemik dokuda osteosit olusumunu ve
mineralizasyonu saglayan PHEX ve MEPE degerleri azalmigtir. Diger yonden RANKL
ve OPG degerlerinde artis meydana gelmistir. Bu durum kemik dokuda meydana gelen
hasara bagl olarak PHEX ve MEPE degerlerinde disus RANKL ve OPG degerlerinde
artis meydana geldigini gdstermektedir (Pathak vd 2016). Cabral ve ark. yapmis oldugu
calismaya gore kemik dokuya 6zgu belirtecler kemik dokuda meydana gelen hasarin
tespit edilmesi ve tedavi edilmesi igin 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Cabral vd 2016).
Hu ve ark. yapmis oldugu ¢alismada Runx2, BGLAP ve COL1A1 genlerin ekspresyon
seviyeleri qRT-PCR ile dlgulmustir. Osteoporozu tedavi edici etken madde verildikten
sonra Runx2, BGLAP ve COL1A1 genlerin ekspresyon seviyelerinde artis meydana
gelmistir (Hu vd 2019). Bizim yaptigimiz calismada ise ALPL seviyesi OVX-KMA
grubunda SHAM grubuna goére anlaml bir distis gostermistir (p<0.005). Bu disus kemik
yapiminda meydana gelen azalma ile karakterizedir. COL1A1 seviyesine bakildigi
zaman SHAM ve OVX grubuna gére KMA ve OVX-KMA gruplarinda anlamh bir dusus
meydana gelmistir (p<0.005). COL1A1 seviyelerinde meydana gelen disis kemik
dokunun en 6nemli fibril ve yapi maddesinin azalmasini gostermektedir. KMA’ ya maruz
kalan kemik dokuda COL1A1 seviyesi azalmistir (p<0.005). Buna ek olarak Runx2
seviyeleri ele alindiginda SHAM ve OVX gruplarina gére KMA ve OVX-KMA grubunda
anlamh bir digsts vardir (p<0.005). Runx2 osteoblast farkllagsmasini saglamaktadir.
Runx2  seviyelerindeki azalma  farkllasmanin  olmadigini  gostermektedir.
TNFSF11(OPG) seviyelerinde ise SHAM grubuna gére OVX grubunda artis KMA ve
OVX-KMA grubunda azalma meydana gelmistir (p<0.005). TNFSF11(OPG), RANKL’1
baglayarak osteoklast gelisimini engellemektedir. PHEX degeri OVX ve SHAM grubuna
goére KMA ve OVX-KMA grubunda anlamli bir dists gostermistir (p<0.005). MEPE
degerlerinde ise SHAM grubuna gére OVX, KMA ve OVX-KMA gruplarinda azalma
meydana gelmistir (p<0.005). PHEX ve MEPE kemik dokuda osteosit olusumunu
saglamaktadir. Meydana gelen bu azalma kemik dokuda yikim oldugunu géstermektedir.
TUm odlgilen kemik doku biyobelirteglerine bakildiginda KMA’ ya maruz kalan kemik
dokuda yikim biyobelirtecleri artarken yapim biyobelirtegleri azalmistir. Buna baglh olarak

da kemik dokuda hasar meydana getirdigi gortlmektedir.
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6. SONUG

Bizim yaptigimiz galisgmada kemik doku hasarina sebep olan OVX ve KMA
modeli uygulanip bu iki model kargilastiriimistir. Bu hasar modellerinden elde edilen
sonuglara gore TAS seviyeleri azalip TOS ve OSI seviyeleri artmistir. Bunun yani sira
Serum ALP ve OC seviyeleri artmistir. Raman analizlerine kemik dokunun minerak ve
matriks degerleri hakkinda bilgi veren Fosfat/Amide1, Fosfat/Amide3, Fosfat/Prolin,
Kristallesme, Hidroksiprolin/Prolin ve 1670/1690 degerleri azalirken 1670/1640
ve1245/1270 degerlerinde artis gortlmustir. Mikro-BT sonuglarina gore kemik dokunu
hacminde ve kalinlidinda azalma meydana gelmistir. Biyomekanik test sonuglarina gére
egme dayanimi azalmistir. RT-PCR sonuglarina gére kemik dokunun biyobelirtecleri
incelenip kemik yikiminda gérevli gen (RANKL ve RANK) ekspresyonlari artarken kemik
yapiminda gorevli (ALP, OC, Runx2, Tip 1 kollajen, OPG) gen ekspresyonlari azalmisgtir.

Elde edilen sonuclar gosteriyor ki KMA ve OVX kemik dokuda tahribat yaratarak
kemik dokunun biyomekanik, fiziko-kimyasal ve mikromimari yapisini bozmustur. Ortaya
cikan veriler literatlri destekleyerek ilerde yapilacak olan c¢alismalara alt yapi

olusturacak ayni zamanda bu konuda yapilacak tedavi edici girisimlere yol gosterecektir.
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