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OZET

Amag: Bu ¢alismada lokal olarak uygulanan abaloparatid’in (ABL) postmenopozal
sicanlarda olusturulan kritik boyutlu kalvaryal defektlerde, tek ajan olarak ve otojen

greft ile kombine halinde yeni kemik olusumu iizerine etkisi degerlendirilmistir.

Yontem: Ovariektomi yapilmis Otuz iki disi si¢an 4 esit gruba ayrildi: Kontrol (K),
abaloparatid (ABL), otojen (O), abaloparatid +otojen (ABL+ O). Tiim si¢anlara trefan
frez ile 8 mm ¢apinda kalvaryal defekt olusturuldu. 8 hafta sonra, kemik rejenerasyonu
mikro-BT ve histolojik analizler kullanilarak degerlendirilmistir. Alkalen fosfataz
(ALP), beta-katenin (B-katenin), kemik morfogenetik protein-2 (KMP-2), kolajen 1,
osteokalsin, osteonektin, osterix (OST), osteoprotegerin (OPG), niikleer faktor-kappa
B i¢in reseptor ligandi (RANKL), doniistiiriicii biiyiime faktorii-beta (TGF-p) ve
vaskiiler endotelyal biiylime faktori (VEGF) imminohistokimyasal olarak

degerlendirildi.

Bulgular: ABL ve O uygulanan gruplarda kemik iyilesmesine iliskin parametrelerde
K grubuna kiyasla anlamli iyilesmeler saptanmistir. ABL+O grubu, total iyilesme
alani, defekt kapanma orani ve yeni kemik olusumu agisindan en yiiksek degerlere
ulasmistir. Histomorfometrik analizlerde osteoblast sayisinin en yiiksek, osteoklast
sayisinin ise en diisiik oldugu grup ABL+O grubu olarak bulunmustur. Immuno-
histokimyasal analizlerde ALP, B-katenin, KMP-2, kolajen-1, osteokalsin, osteonektin,
OST, OPG, RUNX2, TGF-B ve VEGF ekspresyonlarinin ABL+O grubunda belirgin
sekilde arttigi, RANKL ekspresyonunun ise K grubunda en yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Mikro-BT analizi, ABL+O grubunun kemik yogunlugu (BV/TV),
trabekdiler kalinlik (Tb.Th) ve trabekiiler sayist (Tb.N) agisindan en iyi sonuglara sahip

oldugunu gostermistir.

Sonu¢: ABL+O, post-menopozal siganlarda kritik boyutlu kemik defektlerinin
lyilesmesini optimize ederek kemik rejenerasyonu iizerinde yiiksek bir terapotik
potansiyel gostermistir. Bu bulgular, ABL+O’nun klinik uygulamalarda etkili bir

tedavi segenegi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kalvaryal defekt, Rat, Otojen greft, Abaloparatid



ABSTRACT

Objective: This study examined the effect of locally administered abaloparatide
(ABL), alone or combined with autogenous graft, on new bone formation in critical-

sized calvarial defects in postmenopausal rats.

Method: Thirty-two ovariectomised female rats were divided into 4 equal groups:
Control (C), abaloparatide (ABL), autogenous (O), abaloparatide + autogenous
(ABL+0). An 8 mm diameter calvarial defect was created with a trephan drill in all
rats. After eight weeks, bone regeneration was evaluated using micro-CT and
histologic analyses. Alkaline phosphatase (ALP), beta-catenin (B-catenin), bone
morphogenetic protein-2 (BMP-2), collagen 1, osteocalcin, osteonectin, osterix (OST),
osteoprotegerin (OPG), receptor ligand for nuclear factor-kappa B (RANKL),
transforming growth factor-beta (TGF-B) and vascular endothelial growth factor

(VEGF) were evaluated immunohistochemically.

Result: Significant improvements were found in the parameters related to bone
healing in the ABL and O groups compared to the K group. ABL+O group reached the
highest values in terms of total healing area, defect closure rate and new bone
formation. Histomorphometric analysis showed that the ABL+O group had the highest
number of osteoblasts and the lowest number of osteoclasts. Immunohistochemical
analysis showed that ALP, B-catenin, BMP-2, collagen-1, osteocalcin, osteonectin,
OST, OPG, RUNX2, TGF-B and VEGF expressions were significantly increased in
the ABL+O group, while RANKL expression was highest in the K group. Micro-CT
analysis showed that the ABL+O group had the best results in terms of bone density
(BVITV), trabecular thickness (Th.Th) and trabecular number (Th.N).

Conclusion: ABL+O showed a high therapeutic potential on bone regeneration by
optimizing the healing of critical-sized bone defects in post-menopausal rats. These
findings suggest that ABL+O may be an effective treatment option in clinical

applications.

Keywords: Calvarial defect, Rat, Autogenous graft, Abaloparatide
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1. GIRIS

Dis kaybi, sinlis pnOmatizasyonu, periodontal hastaliklar, maksillofasiyal
travma ve agiz boslugundaki cesitli kist ve tiimorler, kemik defektlerine yol
acabilmektedir.® Oral cerrahinin 6nemli arastirma alanlaridan biri, yaralanmis veya
kaybolmus kemik dokusunun rekonstriiksiyonudur; bu siiregte, ortaya ¢ikan kemik
defektlerinin normal anatomik g¢erceveyi koruyarak, bos alan1 tamamlamak, estetik
restorasyonlar1 ve dental implantlart miimkiin kilmak i¢in yeniden yapilandirilmasi
gerekmektedir. Bu amagcla farkli greft materyalleri kullanilmakla birlikte, osteojenik,
osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellikleri nedeniyle otojen greftler “altin standart”
olarak kabul edilmektedir.? ® Ancak dondr saha morbiditesi ve rezorpsiyon riski,

otojen greftlerin kullanimini sinirlandirabilmektedir.®

Kemik kaybinin orant ve miktari, cinsiyet, hormonlar ve metabolizmadan
etkilenmektedir. Ozellikle menopoz sonrast donemde azalan ostrojen diizeyleri,
kadinlar1 kemik kaybi ve osteoporoza karsi daha duyarli hile getirmektedir ©
Postmenopozal donemdeki kadinlarda osteoporoz, yaygin bir kemik kayb1 hastaligidir
ve kemik kirilganligini artirmaktadir; erkeklerde ise testosteron seviyesindeki azalma
benzer olumsuz etkilere neden olabilmektedir.” 8 Hormonlarin, kemik metabolizmasi
tizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Paratiroid hormonu (PTH) ve
kalsitonin gibi hormonlar, kalsiyum dengesini diizenleyerek kemik dokusunun stirekli
yenilenmesini  saglamaktadir. PTH’nin  yiiksek seviyeleri, kemik yikimini
hizlandirabilmekte ve bu da osteoporoz gibi kemik hastaliklarina yol agabilmektedir.
Ote yandan, biiyiime hormonu ve insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF), kemik
olusumunu destekledigi ve kemik yogunlugunu artirdigi goriilmiistiir; hormon
dengesizlikleri, bu siireclerin bozulmasina ve kemik kaybinin artmasma yol
acabilmektedir. Diyabet gibi kronik metabolik hastaliklar da kemik kalitesini ve

yogunlugunu bozarak kirik riskini arttirabilmektedir.® 1

Osteoporoz, sistemik bir metabolik kemik hastaligi olup kemik kiitlesinde
azalma, kirilganhikta artis ve mikroyap1 hasarryla karakterizedir.!! Postmenopozal
osteoporoz, dstrojen eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikarken, senil osteoporoz, enflamatuar

stiregler, artmig PTH seviyeleri, kalsiyum ve D vitamini eksikligi veya osteoblast

1



disfonksiyonu gibi yaslanma siiregleriyle iliskilendirilmektedir.!> Arastirmalar
sistemik kemik kaybinin dis kaybina yol actigini gdstermistir. 60 yas iizerindeki tim
bireylerin en az %40'min osteoporozla iligkili dis kayb1 yasadigi rapor edilmistir.
Ayrica, yas ilerledik¢e mandibulada kortikal porozitenin arttigi, alveolar proseste
rezorpsiyonun daha aktif oldugu bulunmustur. Ek olarak osteoporotik ¢ene kemikleri
ince, belirsiz trabekiillii olup, korteksin inceldigi goriilmiistiir. Senil ve postmenapozal

osteoporozda lamina dura incelmis olarak gozlenmektedir.!3

Bozulan kemik yapisi neticesinde, oral bolgede fonksiyon ve estetik kayiplar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu fonksiyon ve estetik ihtiyacin karsilanabilmesi i¢in yeni kemik
yapimi gereksinim duyulmus olup; bunun igin lokal ve sistemik etkili ilaglar ve
materyaller kullanilmistir.** ®Kemik defektlerinin daha iyi ve hizli iyilesmesi igin
yapilan g¢aligmalarda, osteoporoz tedavisinde kullanilan ilaclar, kemik morfojenik
proteini (KMP), kok hiicre, lazer ve ultrason uygulamalari gibi yontemler
kullanilmaktadir.16° Osteoporoz tedavileri, antiresorptif ve osteoanabolik (teriparatid,
abaloparatid, romosozumab) ajanlar1 icermektedir.?’ Abaloparatid (ABL), menopoz
sonrast osteoporoz tedavisi i¢in yakin zamanda onaylanan insan paratiroid hormonu
ile iligkili proteinin (PTHrP) bir analogudur. ABL, osteoanabolik ilag¢ olan teriparatid
(TPTD) benzeri bir kemik olusumu uyaricisidir.? ABL'in kemik iizerindeki etki
mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamistir ancak PTH ve PTHrP dahil diger
ligandlara gore paratiroid hormonu reseptorii 1 (PTH1R)’e dogrudan-segici
baglanmasi ile iliskili olabilecegi ifade edilmistir.?? Etki mekanizmasinin bir sonucu
olarak, ABL’nin TPTD’e gore kemik rezorpsiyonunu arttirmadan, kemik olusumunu,

kemik kiitlesini ve kemik sertligini arttirdig1 diisiiniilmektedir.?®

Kritik boyutlu kalvaryal defekt modeli, kemik rejenerasyonu ¢aligmalarinda
yaygin kullanilan ve Ongoriilebilir sonuglar sunan bir in vivo yontem olarak
tammlanmaktadir.?*%® Bu calismanin amaci, lokal olarak uygulanan ABL’in
postmenopozal siganlarda olusturulan kritik boyutlu kalvaryal defektlerde, tek basina
veya otojen greft ile kombine kullanimimin yeni kemik olusumuna etkisini

immunohistokimyasal, histopatolojik ve radyografik agidan arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KEMIiGiN YAPISI
2.1.1 Kemik Dokusu

Iskeletin en nemli yapisal bilesenlerinden biri olan kemik, insan viicudundaki
en sert dokulardan biri olup ve kikirdagin ardindan darbelere kars1 en dayanikli doku
olarak one ¢ikmaktadir. Yumusak dokulardan olusan yapilar destekleyerek, yetiskin

iskeletinin temel bir parcasi olarak islev gormektedir.?” 28

Kemik dokusunun organizmadaki baslica gorevleri sunlardir;

e Mineral dengesinin korunmasi: Kemikler, viicutta bulunan iyonlarin, 6zellikle
kalsiyum (Ca++) ve fosforun (P-) depolandigi bir rezervuar gorevi gorerek, bu
iyonlarin depolanmasini ve gerektiginde kan dolasimina diizenli bir sekilde
salinimini saglamaktadir.

e Biiyiime Faktorleri ve Sitokin Depolama: IGF, Doniistiiriicii bilytime faktori-
beta (TGF-B) ve KMP gibi ¢esitli sitokin ve biiyiime faktorlerinin depolanmasi
ve saliimi esasen kemik dokusu tarafindan saglanmaktadir. Bu maddeler,
ihtiya¢ duyuldugunda kan dolasimina salinmaktadir.

e Koruma: Bazi kemikler, viicut i¢indeki hayati organlart koruma islevini
iistlenmektedir. Kostalar ve kalvaryum kemikleri, bu hayati organlari koruyan
iskelet yapilarinin 6rneklerindendir.

e Hematopoez: Kan iiretimi ya da hematopoez, esas olarak kemik iliginde
bulunan hematopoietik kok hiicreler araciliiyla gergeklesmektedir. Ayrica,
koloni uyaric1 faktorler gibi hematopoietik biiylime faktorleri ile interlokinler
ve tiimor nekroz faktorii (TNF) gibi ¢esitli sitokinler, hematopoietik hiicrelerin
eritrositler, 10kositler ve trombositler gibi farkli kan hiicre tiirlerine
farklilasmasini yonlendirmede énemli bir rol oynamaktadir.

e Hareket: Ekstremitelerde bulunan kemikler sayesinde viicudun hareket etmesi

saglanmaktadir.?® 3



Kemik 6zellesmis bir bag dokusu olarak tanimlanmaktadir. Diger konnektif
dokular gibi hiicreler ve ekstraseliiler matris i¢ermektedir. Kemik, ekstraseliiler
matrisinin kalsifiye yapisiyla diger bag dokularindan ayrilmaktadir.3! Mineralizasyon,
kalsiyum fosfat bilesenlerinden olusan hidroksiapatit kristallerinin olusumu yoluyla

gergeklesmektedir.?’

Kemigin yapisinda dnemli bir yer tutan kalsiyum fosfat minerali, kemige sertlik
kazandirmakta iken, kolajen proteini ise kemigin kirilmalara kars1 elastik olmasini
saglamaktadir. Kemigin baski kuvvetlerine karst1 dayaniklihigt 170 MPa
seviyesindeyken, cekme kuvvetlerine kars1 direnci 104-121 MPa arasinda degismekte
olup, bu degerlerin daha diisiikk oldugu gézlemlenmektedir. Kirilma kuvvetlerine karsi

direng ise 51,6 MPa ile oldukea az oldugu belirtilmektedir.®?

Kemik; hiicre i¢i kalsifiye materyal olan kemik matriksi ve 4 tip hiicre
tarafindan olusturulmaktadir. Osteoprogenitor hiicreler; Osteositler (Greek. Osteon,
kemik, + kytos, hiicre) matriksin i¢indeki kavitelerin (lakuna) i¢inde bulunmaktadir;
osteoblastlar (osteon + Greek. blastos, jerm) matriksin organik yapilarini
sentezlemektedir; osteoklastlarin (osteon + Greek. klastos, bozulmus) ise kemik
dokusunun rezorbsiyon ve yeniden yapilanmasinda gorev alan ¢ok c¢ekirdekli dev
hiicreler oldugu bilinmektedir (Sekil 2.1).3® Metabolitler, kalsifiye dokudan difiize
olamadiklart i¢in, osteosit ve kan damarlari arasi aligveris; matriksi perfore eden ince,
silindirik araliklar olan canaliculi (L.canalis, kanal) araciligi ile ger¢eklesmektedir.
Tiim kemikler; osteojenik hiicreler igeren, endosteum (i¢ yiizeydeki doku katmanlari)

ve periosteum (dis yiizeydeki doku katmanlari) ile kaplidir.®

Sert bir doku olmasindan dolay1 kemikten mikrotom ile kesit almanin oldukca
zor oldugu ve oOzel teknikler gerektirdigi gozlemlenmektedir. Hiicre ve organik
matriksin incelenebilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan teknik; standart fiksatiflerle
kemigin dekalsifiye edilmesi, kalsiyum selasyonu yapan bir soliisyonla, ornegin
etilenediamintetraasetik asit (EDTA) kullanilarak minerallerin ayristirilmasi ve bu

dekalsifiye dokudan kesit almip boyanmasindan olusmaktadir.%



2.1.2 Kemigin Kimyasal Yapisi

Kemik, %67 oraninda inorganik bilesenler ve %33 oraninda organik matris
iceren iki temel unsurdan olusmaktadir; geri kalan kismi ise hiicreler ve sudan

olusmaktadir.®
2.1.3 Makroskopik Yapi

Iskelet, aksiyal iskelet (omurga, pelvis, kafa ve sternum gibi yass1 kemikler) ve
apendikiiler iskelet (tiim uzun kemikler) olmak {izere iki ana boliimden olusmaktadir.
Uzun kemikler, epifiz, metafiz ve diyafiz adin1 tasiyan ii¢ bolimden meydana
gelmektedir. Epifiz ve metafiz, trabekiiler spongioz kemigi g¢evreleyen kompakt
kortikal tabaka ile belirginlesen yapilar olarak tanimlanmaktadir. Diyafiz kisminda ise
kortikal kemik kalinlasmakta ve trabekiiler yapiya bitisik bir ilik boslugu
bulunmaktadir. Mandibula ve maksillofasiyal kemiklerin bazi kisimlarida, kansell6z
kemigi cevreleyen kortikal tabakadan olusmaktadir. Kemigin mineralize yapisi,
periostal ve endostal zar tabakalari ile sarilmigtir. Bu ii¢ katman, osteojenik kapasite
ve vaskiilarizasyon saglayarak kemigin olusum, remodeling ve tamir siireglerine

katkida bulunmaktadir.®°

2.1.4 Mikroskopik Yapi: Kemik Hiicreleri

Osteoklast Mezenkim Yeni Olugmus

Osteoblast Osteosit Kemik Matriksi Matriks (Osteoid)

"
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Sekil 2.1 Kemik dokusunda bulunan hiicre tipleri, sekil ve lokalizasyonlar



2.1.4.1 Osteoprogenitor Hiicreler

Osteoprogenitor hiicreler, periosteumun i¢ tabakasi, haversian kanallar1 ve
endosteumda bulunan embriyonik mezensimden tlireyen kaynak hiicreler olarak
tanimlanmaktadir. Yogun kemik biliylimesi donemlerinde, bu hiicrelerin mitoz yoluyla
sayilarinin arttig1 ve osteoblastlara dontistim gosterdikleri gozlemlenmektedir. Ayrica,
mezengim disindaki kan doku monositlerinden de koken alarak osteoklastlarin dnciisii
olma ozellikleri oldugu belirlenmistir. Kemik gelisimi siirecinde son derece aktif bir
rol tistlendigi saptanmistir. Diisiik oksijen basinci kosullari,osteoprogenitor hiicrelerin

kikirdak olusumuna katilacak hiicreler olarak farklilasmalarini tetikleyebilmektedir.?®
35,36

2.1.4.2 Osteoblastlar

Osteoblastlar, osteoprogenitor hiicrelerin farklilasmasi sonucu ortaya cikan,
kiibikten silindirige benzer goriiniimlii ve kiiresel gekirdege sahip olan, kemik
yapiminda gorevli temel hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Kemigin tip 1 kollojen
liflerini ve matriks proteinlerini sentezleyip salgilayarak, heniiz kalsifiye olmamis olan
osteoid dokuyu olusturmaktadirlar. Osteoblastlar endoplazmik retikulum, golgi ve
salg1 vezikiillerine sahiptirler ve kalsiyum baglayan osteokalsin ve osteonektin,
glikozaminoglikanlar, glikoproteinleri ve alkalen fosfataz (ALP) salgilamaktadirlar.
ALP osteoblastlarin aktif olduklarin1 gosteren énemli bir enzimdir. Sitoplazmalari
ALP enziminden zengin olup bu enzim, kalsiyumun kalsiyum fosfat halinde matrikste
¢okmesini saglayarak matriksin kalsifikasyonunda gorev almaktadir.?® 3% 37 Yeni
kemik olusumunun gergeklestigi alanlarda, yiizeyde tek sira halinde konumlanirlar.
Hiicre zarlarinda yiiksek diizeyde ALP aktivitesi mevcuttur. Osteoblastlarin kana bol
miktarda ALP salgilamasi, serumdaki bu enzimin seviyesini artirarak kemik olusumu
tizerinde onemli bir etki yaratmaktadir. Osteoblastlar tarafindan yeni sentezlenmis ve
heniiz kalsifiye olmamis kemik matriksine osteoid adi verilmektedir. Osteoblastlar,
salgiladiklar1 bu osteoid doku i¢inde gomiilii kalirlar ve matriks kalsifiye olunca
faaliyetlerini azaltip basiklasarak birer osteosit haline doniisiirler. Osteoblastin ve

osteositlerin, boliinme yetenegi olmayan hiicreler oldugu bilinmektedir.



Bu hiicreler, kemik matriksinin organik bilesenlerini (Tip 1 kolajen,
proteoglikanlar ve glikoproteinler) {iretmenin yani sira, PTH’ye baglanan reseptorleri
de sentezlemekte ve kemik dokusunun mineralizasyonuna katkida bulunmaktadir.
Ayrica, komsu osteoblastlarla etkilesim kurabilmelerini saglayan sitoplazmik
uzantilara sahiptirler. Osteoblastlarin sentezledikleri matriks, hiicreyi ¢evrelemeye
bagladig1 anda bu uzantilar daha belirgin hale gelmektedir. Matriks {iretimi sirasinda
bu hiicreler, yogun protein sentezi ve salgilama yapan hiicrelere 6zgii ultrastriiktiirel
ozellikler gostermektedirler. Osteoblastlarin kutuplasmis hiicreler olmalari, matriks
salgisinin daha Once olusmus kemik matriksiyle temas eden yiizeyden
gerceklesmesine olanak tanimaktadir. Boylece, yeni tiretilmis ancak heniiz kalsifiye
olmamis kemik matriksi, osteoblastlar ile daha eski kemik matriksi arasinda bir katman
olusturmaktadir. Bu siirece “kemik apozisyonu” adi verilmektedir ve kalsiyum

tuzlarmin birikmesiyle siire¢ tamamlanmaktadir.?” 238

2.1.4.3 Osteositler

Osteoblastlardan tiireyen osteositler, matriks lamelleri arasinda yer alan
lakunalar i¢inde konumlanmislardir. Her bir lakunada tek bir osteosit bulunmaktadir.
Osteositlerin sitoplazmik uzantilari, ince silindirik kanalciklarla ¢evrelenmistir.
Komsu osteositler, sitoplazmik uzantilar: araciligiyla birbirleriyle hiicresel baglantilar
kurarak iletisim saglar ve besin maddelerinin hiicreler arasinda geg¢isini miimkiin
kilarlar. Osteositler ile kan damarlar1 arasinda gerceklesen bazi molekiiler degisimler,
osteositler ile kemik matriksi arasinda bulunan az miktardaki ekstraseliiler madde
araciligiyla da gergeklesmektedir. Bu degisim siireci, yaklasik 15 hiicrelik bir osteosit

zincirine destek saglamaktadir.?’

Osteositlerin varligi, cevresindeki kemik matriks yapisinin siirekliligi agisindan
son derece kritik bir oneme sahiptir. Kemigin kimyasal ve mekanik ¢evresindeki
degisikliklere hizli bir sekilde yanit verebilen bu hiicrelerin, bu 6zellikleri sayesinde
kemigin cevresel degiskenlere uyum saglamasinda belirleyici bir rol oynadigi

belirlenmistir.



In-vivo arastirmalar, mekanik stres uygulanan kemik dokusundaki osteositlerin
glukoz-6-fosfat dehidrogenez aktivitesinin  arttigini, buna karsin kemigin
kullanilmadigi, yani mekanik stresten yoksun kaldigi durumlarda kollejenaz
aktivitesinin ylikseldigini gostermistir. Osteositlerin 6liimii, c¢evresindeki kemik

matriksinin rezorpsiyonu i¢in gerekli siire¢lerin baslamasina neden olmaktadir.?” 3°

2.1.4.4 Osteoklastlar

Onceleri yalmzca kandan tiiretilen monositlerin birkagmin birlesimiyle
meydana geldikleri ifade edilen bu hiicrelerin, giiniimiizde kemik iliginden
kaynaklanan  graniilosit-makrofaj  progenitdor hiicre tiplerinden olustugu

belirtilmektedir.28

Osteoklastlar poliniiklear dev hiicreleri olan bir tiir makrofajdirlar. Bu
hiicrelerin boyutlar1 20 ile 100 mikrometre arasinda degisirken, icerdigi ¢ekirdek sayisi
2 ile 50 arasinda farklilik gostermektedir. Osteoklastlar, kemik yiizeyine yakin olan
Howship lakunalar1 ad1 verilen s1§ bosluklarda yer almaktadir.?® 40 Kemik matriksi,
osteoblastlar tarafindan sentezlenirken, osteoklastlar bu matrisi rezorbe etme islevini

tistlenmektedir.*°

Hiicre sitoplazmasinda, bazilar1 lizozomal 6zellikler gosteren karakteristik
vakuoller bulunmaktadir. Bu sitoplazma, kopiiklii, graniiler ve hafif bazofilik bir
goriiniim sergilemektedir. Bu graniiller, lizozomal enzimlerin bir belirteci olan asit
fosfataz ile boyanabilmektedir. Elektron mikroskobu kullanilarak yapilan ¢aligmalar,
osteoklastlarin kemik matrisine bakan hiicre membranlarinda birgok sitoplazmik
uzant1 ve mikrovillusun bulundugunu ortaya koymus ve bu duruma "dalgal1 yiizey"
tanim1 getirilmistir. Bu dalgali yiizeyin hemen tizerinde, hiicrenin kemik yiizeyine
yapismasini kolaylastiran aktin filamentleri agisindan zengin bir bolge yer almaktadir.
Osteoklastlar, kemik protein matrisini rezorbe eden ve kalsifiye temel substanti serbest
birakan kolajenaz ve diger proteolitik enzimleri salgilamaktadir. Sonug¢ olarak,
osteoklastlarla temas halindeki kemik yiizeyleri kismi olarak demineralize olma
egilimi gosterebilmektedir. Rezorpsiyon siireci tamamlandiktan sonra, osteoklastlar ya

apoptoza ugrar ya da koken aldiklar1 Onciil hiicrelere doniiserek ortadan



kaybolmaktadir.*’ Bu hiicrelerin aktivitesi, PTH’den 6nemli 6lgiide etkilenmektedir.
Osteoblastlarin hiicre zarlarinda bulunan PTH reseptorleri bu hormonu bagladiginda,
osteoblastlar osteoprotogerin ligandin1 salgilar; bu ligand da osteoklast dontisiimiinde
etkili olarak rezorbsiyon yoniinde bu hiicreleri uyarmaktadir. PTH’nin
salgilanmasindaki bir artis, osteoklastlarin aktivitesini artirarak kemik yogunlugunda
azalmaya yol agar; bu durum osteoporoz olarak tanimlanir. Ote yandan, tiroid hormonu

olan kalsitonin, bu hiicrelerin aktivitesini azaltma islevi gostermektedir.?®
2.1.4.5 Kemik Yiizeyini Doseyen Hiicreler

Kemik yiizeyinde diizlesmis ve uzamig bir bigcimde bulunan, kemik yapimina
katilmayan osteoblastlar, kemik yiizeyini kaplayan hiicreler olarak tanimlanmaktadir.*!
Bu hiicreler, komsu hiicrelerle ve osteositlerle siirekli bir iletisim igindedir. Yas
ilerledik¢e, bu igsi hiicrelerin sayisinda bir azalma goézlemlenmektedir. Kemik
yiizeyindeki bu pasif hiicrelerin her zaman aktif osteoblastlara doniisme potansiyeli
oldugu bilinmektedir. Bu hiicre tabakasi, kemik i¢ine ¢evre sivilardan kalsiyum ve
fosfatin giris ve ¢ikisint diizenleyerek mineral dengesinin saglanmasinda énemli bir
rol oynamakta ve uygun mikro ortami koruyarak kemik kristallerinin biiyiimesini

kontrol etmektedir.3
2.1.5 Matris

Kemikte bulunan hiicreler aras1 matriks, kemik dokusunun %98’lik 6nemli bir
boliimiinii olusturmaktadir. Kemik matriksinde; su protein, mineral, tuz gibi bir¢cok
organik ve inorganik madde yer almaktadir. Kemik matriksi genellikle mineralize veya

demineralize formlarda bulunmaktadir (Tablo 2.1).%2



Tablo 2.1 Kemik dokusunun organik ve inorganik bilesenleri*?

Kemik Dokusu Bileseni Icerik Miktar
Inorganik Komponent Hidroksiapatit %99
[Ca 10 (PO 4)s(OH):]

(Kuru Kemik Agirhgimin %60°1)
Kalsiyum Fosfat

Organik Komponent Kolajen (Tip 1) %90

Non Kolajen matriks proteinleri %10
(Kuru kemik agirh@inin %40°1)

Biiyiime Faktorleri ve sitokinler

Proteoglikanlar

Kemik matriksi, igerdigi kalsiyum ve fosfat ile kan kalsiyum seviyelerinin
hemostatik regiilasyonunu saglamaktadir. Matriksin major yapisal bilesenleri tip I
kolajen ve daha az oranda tip V kolajenden olusmaktadir. Bu kolajenler, kemik
matriksinin yaklasik %901 olustururlar. Matriks ayrica glikozaminoglikan formunda
esas maddeler, osteokalsin, osteonektin ve osteopontin gibi kii¢lik glikoproteinler ve
cesitli sialoproteinler icermektedir. Glikoproteinler ve sialoproteinler, mineralizasyon
siirecinde  kalsiyumun baglanmasinda rol oynamaktadirlar.3! Matrikste bulunan
glikoproteinlerden osteokalsin ve osteopontin, hidroksiapatitlere baglanmakta ve
ayrica sialoproteinler gibi osteoblast ve osteositlerin matriks ile iligkisini saglamaya
yardimc1 olmaktadirlar. Hidroksiapatit kristalleri ile kolajenin birlikteligi, kemigin
sertligini saglamaktadir. Bu bilesenlerden birinin eksikligi durumunda, kemik kolay

kirilabilir hale gelmektedir.
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Osteokalsin, kemikte en fazla bulunan non-kolajen proteindir. Osteokalsin,
PTH tarafindan inhibe edilirken ve 1,25 dihidroksivitamin D tarafindan stimiile edilen
bir proteindir. Serum ve idrarda Olgiilen osteokalsin diizeyleri, kemik dongiistiniin
(turn-over) onemli gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir. Ayni1 zamanda
Paget hastaligi, renal osteodistrofi ve hiperparatroidizm gdzlemlenen olgularda,

osteokalsin diizeyinin de arttig1 goriilmiistiir.* 44

Osteonektin, kemikteki non-kolajen proteindir ve gelismekte olan kemikteki
toplam proteinin yaklasik %2'sini olusturmaktadir. Osteonektinin osteoblast
biliylimesini ve/veya proliferasyonunu ve matriks mineralizasyonunu etkiledigi

diistiniilmektedir.*®

Biitiin kemikler i¢ ylizeylerde endosteum ve dis yiizeylerde de periosteum adi

verilen osteojenik hiicrelere sahip zarlar ile ortiiliidiir.2" *°

2.1.6 Kemik Zarlari

Kemigin i¢ ve dis yiizeylerini kaplayan, bag doku iplikleri ve hiicrelerinden

olusan ortii seklindeki kemik zarlaridir.*®

Periosteum (Periost); kemigi distan saran kalin bir tabaka olarak
tanimlanmaktadir. D1s fibroz tabaka kolajen fibrilleri ve fibroblastlari igerirken, hiicre
acisindan zengin olan i¢ tabaka da ise osteoprojenitor hiicreleri sahiptir. Sharpey
fibrilleri olarak isimlendirilen periosteal kolajen fibriller, kemik matriksi i¢ine niifuz
ederek periosteumun kemige sikica baglanmasini saglamaktadir. Periosteumda, kan
damarlari, lenf damarlar1 ve sinir tellerinden olusan yogun bir ag bulunmaktadir.

Periosteum, osteojenik dzelliktedir.*6*8

Endosteum (Endost) tabakasi; periosteum tabakasindan daha ince olup,
kemigin icindeki biitin bosluklar1 ortmektedir. Tek katli yasst ya da kiibik
osteoprogenitdr hiicreleri ile az miktarda retikiiler bag dokusundan olusmaktadir.
Kemikte bulunan tiim bosluklar Havers kanallari, Volkman kanallar1 ve siingerimsi

kemigin ilik bosluklar1 da tamamen endosteum ile ortiilmiistiir.3" 464
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Periosteum ve endosteum, kemik dokusunun beslenebilmesi, biiyiiyebilmesi
ve onarilabilmesi i¢in gereklidir. Kemik doku i¢in osteoprogenitor hiicre ve osteoblast

kaynag: olarak hizmet etmektedir.*®
2.1.7. Kemik kanallar1 (Havers ve Volkman Sistemleri)

Havers ve Volkmann kanallar1, yalnizca sert kemikte bulunan iki farkli kanaldir.
Havers kanallari, sert kemigin uzun eksenine paralel bir diizenleme sergilemekte ve
caplart 20-110 mikron arasinda degisiklik gostermektedir. Bu kanallarin iginde
genellikle bir veya iki adet damar bulunmaktadir; bu damarlar ¢ogunlukla kapiller ve
postkapiller veniillerden olusurken, nadiren arterioller de yer alabilmektedir. Havers
kanallari, enine kesitlerde yuvarlak, boyuna kesitlerde ise uzun borucuklar seklinde
goriinmekte ve Volkmann kanallar1 araciligiyla birbirleriyle stirekli bir iligki
igerisindedirler. Volkmann kanallar1, kemigin periosteumundan endosteumuna kadar
uzanarak, kemige giren damarlar ve sinirlerin i¢ kemik dokusuyla baglant1 kurmasini
saglamaktadir (Sekil 2.2). Kemik hiicreleri, bu kanallar i¢inde bulunan damarlarin
sagladig1 besin maddeleriyle beslenmektedir. Havers kanallarimin etrafinda i¢ ice
geemis kemik lamelleri bulunurken, Volkmann kanallarinin etrafinda bu lameller

mevcut degildir.?’
2.1.8. Kemik lamelleri

Havers Lamelleri: Havers kanallar1 etrafinda i¢ i¢e yerlesmis ve birbirine
paralel kemik lamelleri olusturan, yan yana duran silindirik birimler olan Havers
sistemi veya osteonlar1 olusturur. Genislik olarak 4 ile 20 lamelden olusabilirler. Enine
kesitlerde Havers kanali etrafinda i¢ i¢e yerlesmis halkalar, uzunlamasina kesitlerde
ise damar kanallarina paralel aralikli bantlar seklinde gériinmektedirler. Interstisyel
(ara) Lameller: Havers sistemleri arasinda farkli biyiiklilkte ve diizensiz sekilli
lameller bulunmaktadir. Sirkumferensiyal (halkasal) Lameller: Sert kemikler
periosteumun ve endosteumun altinda; kemigin govdesinin disinda ve icinde i¢ ice
daireler seklinde lamellerle ¢evrilidir. Bu lamellere dis ve i¢ sirkumferensiyal lameller
ad1 verilmektedir(Sekil 2.2).27 49
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Sekil 2.2 Kemik kanallar: ve lamelleri®”

2.1.9 Kemik Tiirleri

Kemik dokusu kesitleri makroskobik olarak incelendiginde, kavitesiz yogun
sahalar (kompakt kemik) ve c¢ok sayida birbiri ile iligkili siingerimsi goriiniimde
bosluklar (siingerimsi kemik) goriilmektedir. Oysa mikroskobik olarak gerek kompakt
kemigin gerekse slingerimsi kemigin kavitelerini birbirinden ayiran trabekulalarin
histolojik yapis1 aynidir. Kemik dokusu mikroskobik olarak incelendiginde ise birincil

(olgunlagsmamus) ve ikincil (olgunlasmis) kemik olarak ikiye ayrilmaktadir.?’
2.1.9.1 Birincil (Olgunlasmamis) Kemik Dokusu

Ilk olarak ortaya ¢ikan kemik dokusu birincil kemik olarak adlandirilmaktadur.
Bu doku gecici bir yapidadir ve yetigkin bireylerde, kafadaki yass1 kemik eklemleri,
dis alveolleri ve tendonlarin kemige baglandig1 bolgeler gibi sinirli alanlar disinda,
ikincil kemik ile yer degistirmektedir. Dis soketlerinde bu birincil kemik dokusunun
varligi, ortodontik tedavi siireclerinde dislerin hareket ettirilmesine olanak
tanimaktadir. Birincil kemik dokusu, ikincil kemik dokusuna kiyasla daha az mineral
icermekte ve diizensiz bir sekilde dagilmis kolajen lifleri barindirmaktadir; ayrica,

sekonder kemik dokusuna gore daha fazla osteosit igermektedir.?® 3t
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2.1.9.2 ikincil (Olgunlasmis) Kemik Dokusu

Ikincil kemik dokusu cesitlidir ve genellikle yetiskinlerde bulunur. Kolajen
lifler birbirine paralel veya vaskiiler bir kanal etrafinda dairesel olarak yerlesmis
lameller seklinde diizenlenmistir. Kan damarlarini, sinirleri ve gevsek bag dokusunu
igeren bir kanal etrafini saran, dairesel lamellerin meydana getirdigi biitiinliige havers
sistemi veya osteon denilmektedir. Osteositleri igeren lakunalar, lameller arasinda ve
nadirende i¢inde bulunmaktadir. Her havers sisteminin etrafi, birkag kolajen lif ve

mineralize amorf matriksten olusan yapistirict madde ile ¢evrelenmektedir.

Kompakt kemik lamelleri Havers sistemi, dis dairesel lameller, i¢ dairesel

lamelcikler ve ara lamellerden olusmaktadir.

Havers sistemi, diyafizin uzun eksenine paralel olarak konumlanmakta olup,
sistemin ortasinda bir merkez kanal bulunmaktadir. Bu merkez kanalin etrafi 4-20
arasinda dairesel lamelciklerle sarilmistir. Havers kanallar1 kemik iligi boslugu ve
Volkman kanallar1 ile baglantilidir. Volkman kanallari, Havers kanallarini birbirine
baglamaktadir. Volkman kanallari, Havers kanallarinda oldugu gibi dairesel lameller

icermemektedir.?” 3!

2.1.10 Kemik Olusumu (Ossifikasyon, Osteogenezis)

Ossifikasyon, osteoblastlar tarafindan kemigin sekillendirilmesi islemidir.
Diger bir deyisle ossifikasyon, osteoblastlar tarafindan salgilanan osteoid doku
matriksinde kalsiyum, fosfor ve diger mineral maddelerin birikmesiyle gergek kemik
olusumudur. Kalsifikasyon ise baz1 dokularda kalsiyum tuzlarmin birikimi olarak

tanimlanmaktadir. %52 Temel olarak iic tip ossifikasyon ¢esidi vardir. %
2.1.10.1 intramembranéz (Mezenkimal) Kemiklesme

Intramembrandz kemiklesme genellikle kafatasi iskeletinde yer alan yassi
kemiklerde goriilmektedir. Ayrica maksilla ve mandibulanin 6nemli bir bdliimiinde ve
klavikulada da intramembrandz kemiklesme goriilebilmektedir.>® Intramembrandz

kemiklesme, kirik iyilesmesinin ger¢eklesmesinde de 6nemli rol oynamaktadir.
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Intramembrandz kemiklesmede kemik, direkt olarak mezenkimal bag dokudan
farklilagsmaktadir (Sekil 2.3). Kemiklesme merkezlerinin olugmasinda mezenkimal
kok hiicreler ve siituralar bagta olmak {izere primer kemiklesme merkezleri dnemli rol
oynamaktadir. Intramembranéz kemiklesmede gerceklesen olaylar asagida

siralanmustir:
1) Ossifikasyon merkezinin olugsmasi (Primer kemiklesme merkezi)
2) Mezenkimal hiicrelerin osteoprogenitdr hiicrelere farklilagmasi
3) Osteoprogenitor hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasi
4) Osteoblastlarin matriksi sentezlemesi ve osteoid olusumu
5) Osteoidlerde kalsifikasyonun gergeklesmesi
6) Trabekiillerin olugsmas1 ve kemik biiylimesi

7) Periostun geligsmesi

8) Sirasiyla immatur (olgunlagsmamis) kemik ve lameller kemigin olugmasi

Sekil 2.3 Intramembrandz kemiklesme mekanizmasimin sematik olarak gosterilmesi®. a. Mezensimal
hiicre agregasyonu. b. Ossifikasyon merkezinin olusumu. c. Osteoblastlar tarafindan osteoid olusumu.
d. Osteoidin kalsifikasyonu ve osteoblastlarin osteosite dontisiimii
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2.1.10.2 intrakartilajenéz (Endokondral) Kemiklesme

Endokondral kemiklesmede, kikirdak dokunun kemik doku ile yer degistirmesi
s0z konusudur. Endokondral kemiklesmeye genellikle uzun kemiklerde

rastlanmaktadir (Sekil 2.4).%*
Endokondral kemiklesme, asagidaki siralamada ger¢eklesmektedir:
1) Osteoprogenitdr hiicrelerin bir araya gelmesi (Kondrositler)
2) Kikirdak modelin (Hyalin kikirdak) gelismesi
3) Kikirdak modelin biiyiimesi (Kondrositlerin hipertrofisi)
4) Primer kemiklesme merkezinin gelismesi
5) Sekonder kemiklesme merkezinin gelismesi
6) Artikiiler kartilaj ve epifizyal plagin sekillenmesi
7) Kikirdak dokunun kalsifikasyonu ve vaskiiler invazyon

8) Osteoid sentezi ve osteoidlerde kalsifikasyonun gerceklesmesi

9) Sirastyla immatur kemik ve lameller kemigin olugmasi

Sekil 2.4 Endokondral kemiklesme mekanizmasinin sematik olarak gésterilmesi® a. Osteoprojenitor
hiicre agregasyonu. b. Hyalin kikirdak kalibinin olusumu. c. Primer ossifikasyon merkezinin olusumu.
d. Kan damarlarmin penetrasyonu. e. Sekonder ossifikasyon merkezlerinin olusumu. f. Gelismis tam bir
kemik yapi.
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2.1.10.3 Heteroplastik Kemiklesme

Heteroplastik ossifikasyon, iskelet sistemi disinda herhangi bir doku i¢inde
gerceklesen kemiklesmedir. Bu tlir kemiklesmeye bazi hayvanlardaki os penis ve sigir

kalbindeki ossa cordis olusumu 6rnek teskil etmektedir.>% %*

2.1.11 Kemigin Biiyiimesi (Modeling) ve Yeniden Sekillenmesi
(Remodeling)

Modeling kisaca; rezorbsiyon ve yeni kemik olusumu mekanizmalar1 sayesinde
kemiklerin biiylimesi, sekillenmesi, diren¢ ve anatomik 6zelliklerinin olugmasidir.
Kortikal tabakanin kalinligini artarken, kemik iliginin bulundugu boslugun cap1
genislemekte, uzun kemiklerin u¢ kisimlar1 ve kafatasi konturlart sekillenmektedir.
Biiyiime sirasinda yeni kemik olusumu, kemik yikimindan daha fazladir. Eriskinlik

donemi ile beraber modeling donemi sona ermektedir.>6-%8

Kemigin remodelingi metabolik ve biyomekanik olarak cevre sartlarinda
varligini siirdiirebilmesi icin gerekli bir olaydir. Stirekli yenilenme; iskelet yapinin
dayanikliligini, kemik dokudaki hasarlarin onarimini, kan hiicrelerinin iiretilmesindeki
devamliligi ve kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesini saglamaktadir. Kemik
turn-over (kendini yenileme) olayi: Kemik remodeling aktif siireci sonucu, belli bir
siire i¢inde rezorbe olup yeniden olusan kemik hacmidir. Erigkin bir bireye ait kortikal

kemigin turnover hiz1 20 yil iken, kanselléz kemigin 1- 4 yildir,>658

Kemik dokusunun yeniden sekillenmesi bes agsamali bir siirectir.

1. Aktivasyon: Bu asamada, yeniden sekillendirme yapilacak bdlgedeki
hiicreler aktive edilir. Ilk olarak, osteoklastlar devreye girer. Osteoklastlar, belirlenen

miktardaki kemik hacmini rezorbe etmek amaciyla bu bolgeye yonlendirilirler.

2. Rezorpsiyon: Aktive olan osteoklastlarin kemik dokusunu yiktig1 asamadir.
Osteoklastlar, igerdikleri organeller araciligiyla kemik bdolgesine tutunur ve

salgiladiklar1 proteolitik enzimler sayesinde kemik dokusunu parcalarlar.
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3. Geri doniisiim: Osteoklastlar tarafindan gergeklestirilen yikim sonrasinda,
bolgede monosit/makrofaj serisinden mononiikleer hiicreler ortaya ¢ikar. Bu hiicreler,
glikoprotein agisindan zengin bir protein salgilayarak bolgede bir sement tabakasi
olusturur. Ardindan osteoblastlar bu alana gelir ve osteopontin gibi adezyon

molekiilleri ile bu tabakaya baglanirlar.

4. Sekillenme: Bu asamada etkin olan hiicreler osteoblastlardir. Osteoblastlar,
preosteoblastlarin uyarilmasi sonucu olusur ve bir kismi osteosit haline doniisiir.
Osteoblastlarin formasyon agamasindaki aktivitesi ortalama 2-3 ay siirer. Bu siirecte

olusan osteoid dokunun mineralizasyonu gerceklesir.

5. Dinlenme: Bu asamada, yeniden sekillendirme alaninda olusan kemik

dokusu, yeni bir remodelling dongiisiine kadar sakin bir sekilde kalmaya devam eder.*
2.1.12 Kemik Homeostazi

Son yillarda, kemik homeostazinin korunmasinda birgok sinyal yolunun 6nemli
katkilar sagladig1 ortaya konmustur. Kemik homeostazinin diizenlenmesi, reseptor
aktivator niikleer faktor-kappa B (NF-xB) ligandi (RANKL)/ Reseptor aktivator NF-
kB (RANK)/osteoprotegerin (OPG) sinyal sistemi, biiylime faktorleri, PTH,
fosfoinozitid 3-kinaz AKT (PI3K/AKT), Janus kinaz/sinyal iletimi ve transkripsiyon
aktivasyonu (JAK/STAT), mitogenle aktive olan protein kinaz (MAPK), AMP-aktif
protein kinaz (AMPK), Hedgehog ve Notch gibi ¢esitli sinyal yollar1 tarafindan
karmasik bir sekilde yonetilmektedir. Bu sinyal yollar1 birbirleriyle etkilesime girerek,

kemik homeostazini korumak icin genis ve karmasik bir ag olusturur.%

Kemik homeostazinin siirdiiriilmesi, osteoblastlar ve osteoklastlarin
farklilasmasi ile islevlerinin senkronizasyonu yoluyla saglanir; bu siire¢ yetiskin
iskeletinin bakiminda kritik 5neme sahiptir.* Osteoblastlarin gelisimi ve farklilasmas1
bir dizi sinyal yolu ve transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile diizenlenir.®?
RUNX2 (Runt-baglantili transkripsiyon faktor 2), osteoblast farklilasmasinin
“master” genidir. Kemik olusumunda merkezi bir rol oynar. Osterix (OST), Ozel AT-
zengin baglanma proteinlerindendir. KMP ve IGF-1 tarafindan aktive edilir, niikleer

matriks baglanti bolgelerine baglanarak transkripsiyon ve kemik yeniden
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sekillenmesinde (remodelling) rol oynar. DLXS5 (distal-less homeobox 5), KMP
tarafindan uyarilir ve iskelet gelisimi ile iyilesme siireclerinde yiiksek diizeyde
salgilanir.%% % Osteokalsin, ALP salgis1 ve mineralizasyon basamaklarmi diizenleyen
transkripsiyon faktoriidiir. Kolajen 1, kemik matriksinin ana yapisal bileseni olarak
kemik dokusunun dayanikliligini saglar. ALP, osteoblast aktivitesinin bir gostergesi
olarak kemik mineralizasyonunda 6nemli bir enzimdir. Osteonektin, kemik matriksine
kalsiyum baglanmasini kolaylastiran ve kemik metabolizmasini diizenleyen bir
ekstraseliiler proteindir. Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinden tlireyen
osteoblastlar, RUNX2, OST ve DLXS5 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile
osteokondroprogenitor hiicreye baglanir; bu baglanma, ALP ve kolajen 1 gibi ilk
osteojenik genlerin ekspresyonu yoluyla preosteoblasttan osteoprogenitdr hiicreye
doniisiimle sonuglanir ve bu genlerin ekspresyonu olgun osteoblastlarin émrii boyunca
stirdiiriiliir.%> ® Olgun osteoblastlar, kolajen 1, osteokalsin, kemik sialoprotein ve
osteopontin gibi ekstraseliiler proteinler salgilar ve mineralize olmayan osteoid
matriksi, kalsiyum fosfat birikimi ile hidroksiapatit olusturacak sekilde mineralize
olur.%® Osteoklastogenez ise hematopoietik progenitorlerden  kaynaklanan
osteoklastlarin RANKL ve makrofaj koloni uyarici faktor (M-CSF) sinyalleri ile aktive
edilmesi ve aktif T hiicresi cl’in niikleer faktorii (NFATcl) gibi faktorlerin rol
almasiyla kemik rezorpsiyonunu saglar. NFATcl, osteoklast farklilasmasini
diizenleyen ana transkripsiyon faktorlerinden biridir.?% ® 7 Osteositler, kemik
dokusunu koruyarak osteoblast ve osteoklast aktivitelerini diizenler ve mekanik

sinyalleri algilayarak kemik homeostazini destekler.%®

Bu etkilesimler sayesinde kemik dokusu, siirekli olarak yeniden yapilandirilir
ve cevresel degisikliklere uyum saglar. Ancak, bu sinyal yollarindan sadece birini
engellemek, kemik homeostazinda bozukluk yasayan tiim hastalarda kalici bir
lyilesme saglamayabilir. Bunun nedeni, sinyal yollariin birbirine bagli ve birbirini
diizenleyen yapisidir. Dolayisiyla, tek bir yolun inhibisyonu, diger yollarin dengeleyici
etkileri nedeniyle beklenen tedavi sonucunu vermeyebilir. Bu nedenle, kemik
homeostazin1 etkileyen sinyal yollarinin karsilikli iliskilerini ve etkilesimlerini

kapsamli bir sekilde arastirmak biiyiik 5nem tasimaktadir.®
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2.1.12.1 Sinyal Yolaklar: ve Molekiiller
2.1.12.1.1 RANKL/RANK/OPG sinyalizasyon sistemi

RANKL/RANK/OPG sinyalizasyon sistemi, kemik homeostazinin temel
molekiilleri olarak kritik bir rol oynar.®® Bu sistemde, osteositler, osteoblastlar ve
kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri tarafindan iiretilen RANKL, timdr nekroz
faktorii (TNF) ailesinin bir iiyesi olup trimerik bir transmembran protein olarak
karakterize edilir.%® Osteoklast progenitorlerinde ve olgun osteoklastlarda bulunan tip
I transmembran proteini RANK, RANKL ile etkilesime girerek MAPK, NF-kB ve
PI3K yollarmni aktive eden TNF reseptoriiyle iligkili faktdr 6 (TRAF6) araciligiyla bir
dizi hiicre ici sinyali tetikler.® Bu sinyal kaskadi, NFATc1 ekspresyonunu artirarak

osteoklastogenez ve kemik rezorpsiyonunu tesvik eder.%®

Luo ve arkadaslarinin arastirmasi, 10sin agisindan zengin tekrar iceren G-
protein-baglantili reseptor 4'iin (LGR4) RANKL igin alternatif bir reseptor oldugunu
ortaya koymus ve bu reseptdriin RANK ile rekabet ederek osteoklast farklilasmasini
engelledigini gostermistir.”® Bu bulgu, RANK'mn geleneksel olarak RANKL i¢in 6zel
bir reseptor olarak kabul edilmesine ragmen, LGR4'liin de RANKL baglanmasina
aracilik ederek osteoklastogenez iizerinde inhibe edici bir etki olusturdugunu
gostermektedir. RANKL'1n LGR4 ile etkilesimi, G protein alt birimi alfa Q ve glikojen
sentaz kinaz 3 beta (GSK-3p) yollarini uyarir ve sonug olarak NFATc1 ekspresyonunu

ve islevini azaltir.”

Osteoblastlarda, RANKL''n RANK ile baglanmas1 sadece osteoklastogenez
tizerinde degil, ayn1 zamanda osteoblast farklilagsmasi ve mineralizasyonu tizerinde de
etkili olur. RANK-RANKL etkilesimi, hiicre i¢i "ters" sinyal yolunu aktive ederek
PI3K/AKT/mTOR yolunu harekete gegirir ve bu da RUNX2'nin ¢ekirdege girmesine
ve erken farklilagsma belirteclerinin ekspresyonunun artmasina yol agar. Boylece,

osteoblastlarin mineralizasyon kapasitesi artirilir.”
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Ote yandan, OPG osteoblastlar tarafindan iiretilen bir tuzak reseptorii olarak
islev goriir ve RANKL ile RANK arasindaki etkilesimi bloke ederek osteoklastlarin
olusumunu ve kemik yikimmi 6nler.’® ™ Ostrojen gibi faktdrler, osteoblastlar
tarafindan OPG liretimini artirarak postmenopozal osteoporoz gelisimine kars1 koruma

saglar.’!

RANK/RANKL/OPG sinyalizasyon sistemi, ¢esitli sitokinler ve molekiiller
tarafindan da diizenlenir. Ostrojenin yant sira IL-18, IL-11, TNF-a, 1la,25-
dihidroksivitamin D3, PTH ve prostaglandin (PG) gibi faktorler, hiicre zarindaki
RANKL ekspresyonunu destekleyerek kemik rezorpsiyonunu uyarir ve boylece kemik
metabolizmasinda dolayli roller oynarlar.”? Osteositler, RANKL" zarla cevrili ve
muhtemelen ¢oziiniir formda treterek dendritik projeksiyonlar1 araciligryla kemik
matrisinde RANKL sinyallerini iletirler. Bu sinyaller, kemik iligi ve periosteal
bolgelerdeki osteoklast onciilleriyle iletisim kurarak osteoklast farklilasmasini ve
73

aktivitesini tesvik eder.

kullanarak RANKL ekspresyonunu artirir ve PTH de osteoblastlarda RANKL

Ayrica, mekanik stres osteoblastlarda NF-«B yolunu

ekspresyonunu yukari diizenler.”*

Osteositler ayn1 zamanda OPG salgilayarak
osteoklastogenezi ve kemik rezorpsiyonunu inhibe eder, boylece kemikteki osteoklast
aktivitesini hem dogrudan RANKL araciligiyla hem de dolayli olarak OPG araciligryla
diizenlerler. Ayrica, osteositler kemikteki mikro hasar1 tespit eder ve sinyalleme
yoluyla kemik yeniden sekillenmesini baglatirlar. Hasarli bolgedeki apoptotik
osteositler, yakindaki saglikli osteositlerden RANKL salinimini aktive eden ATP
sinyalleri salgilar ve bu siire¢, yeniden sekillendirmenin aktivasyonunu igerir (Sekil

2.5).75
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Sekil 2.5 Kemik homeostazinda RANKL/RANK/OPG sinyal sistemi. (1) Osteoblastlar tarafindan
tiretilen RANKL, osteoklast progenitorlerindeki reseptérii RANK'a baglanarak TRAF6 araciligiyla
MAPK, NF-«B ve PI3K/AKT sinyal yolu gibi hiicre ici sinyal kaskadlarini baglatir ve NFATcl
ekspresyonunun artmasiyla sonuglamir. (2) RANKL''!n LGR4 ile baglanmasi, GSK-3f yollariyla
NFATel'i baskilar. (3) RANK'a baglandiktan sonra RANKL, PI3K/AKT/mTOR yolunu aktive eder ve
osteoblastta RUNX2'nin niikleer translokasyonunu tegvik eder. (4) OPG, RANKL i¢in bir tuzak
reseptordiir ve RANK—RANKL baglanmasini engeller.5°

RANK-RANKL-OPG
SINYAL SISTEMI

2.1.12.1.2 Hormon ve biiyiime faktorii sinyal yollar
PTH sinyal yolu

PTH, kalsiyum ve fosfor metabolizmasini diizenleyen ana salgi hormonudur ve
osteoblastlarin ile osteoklastlarin aktivitelerini etkileyerek kemik homeostazini
diizenlemede 6nemlidir.”® PTH'nin PTHIR baglanmasi, osteoblast soyu hiicrelerde
ikinci haberci olarak islev goren ve protein kinaz A'y1 (PKA) aktive eden G proteinine
bagl reseptdor (GPCR) sinyal yolunu aktive eder. Siklik adenozin monofosfat/
Fosfokinaz A (cAMP/PKA) sinyal yolu, RUNX2 ve OST aktivitesini ve
ekspresyonunu artirarak osteoblastlarin farklilasmasin1 ve olgunlagmasini tesvik
ederken, KMP aktivitesini koordine ederek kemik olusumunu destekler.”” Ozellikle,
PTH ile PTHIR arasindaki etkilesim, PTHIR-diisiik yogunluklu lipoprotein
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reseptoriiyle iliskili protein 6 (LRP6) kompleksinin endositozunu tetikler ve bu da
KMP/SMADI1 sinyalinin artmasma yol acarak kemik iligi mezenkimal kok

hiicrelerinin osteoblastlara farklilasmasini destekler.’

Ayrica, PTH dolayli olarak Wnt sinyal yolunu aktive ederek B-katenin
stabilitesini ve intraniikleer agregasyonunu artirir, osteoblast farklilagmasini tesvik
eder; bu Wnt sinyalini inhibe eden SOST proteininin ifadesinin baskilanmasi yoluyla
gerceklestirilir. PTH, osteoblastlar ve kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri RANKL
salinimini artirirken, osteoklastlarin hayatta kalmasini ve farklilasmasini tesvik eden
OPG salmimini azaltir; bu durum osteoklast aktivitelerini artirir ve dolayli olarak
kemik rezorpsiyonuna yol agar.”’ PTH'nin IGF-1 ile iliskili oldugu ve bu faktoriin
olgun osteoblastlarda PTH tarafindan indiiklenerek RANKL ve M-CSF {iretimini
saglayarak osteoklastogenezi destekledigi gsterilmistir.®® PTH'nin kemik olusumu ve
kemik rezorpsiyonu tizerindeki ¢ift etkisi, eylem sekline bagli olarak degisir; siirekli
yiiksek dozda PTH verildiginde, osteoklast aktivitesi osteoblastlarin aktivitesini asar

ve sonugta kemik olusumundan daha fazla kemik kaybina yol agar.5% 82

Osteoblastlar ve osteoklastlara ek olarak, PTH osteositler {izerinde de 6nemli
etkiler gosterir. PTH, SOST ve RANKL gibi 6nemli genlerin ekspresyonunu
diizenlemek i¢in osteositleri hedef alir. Kemik olusumunun inhibitorii olan SOST'un
ifadesi PTH tarafindan asag1 diizenlenir ve bu da kemik olusumunun artmasina neden
olur. Ayrica, PTH osteositlerde RANKL ifadesini yukari diizenleyerek osteoklast
aktivitesini tesvik eder ve kemik rezorpsiyonu icin gereklidir.®3 Bu detayli PTH sinyal
yolu, kemik dokusunun siirekli yenilenmesi ve onarmmini saglayarak kemik

homeostazinin korunmasinda merkezi bir rol oynar.
KMP sinyal yollar:

KMP'ler, TGF-p siiper ailesinin iiyeleri olarak kemik olusumu, embriyonik
gelisim ve ¢esitli fizyolojik siireclerde 6nemli roller oynar ve insanlarda 20'den fazla
KMP ailesi iiyesi bulunmakta olup hiicresel stiregleri diizenlemede ¢esitli islevlere
sahiptirler.3* & KMP sinyallemesi, SMAD'ye bagimli ve SMAD'den bagimsiz yollara
ayrilir.®® SMAD-bagimli yolda, fosforile SMAD1, SMADS veya SMADS, SMAD4 ile
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kompleks olusturarak osteojenik genlerin (RUNX2, DLX5 ) ekspresyonunu diizenler
ve pozitif bir geri bildirim dongiisii olusturur.2*SMAD'den bagimsiz yolda ise, aktive
edilmis TGF-f ile aktive edilmis kinaz (TAK1), MAPK kaskadini tetikleyerek
RUNX2, DLX5 ve OST gibi transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu artirir.8’

KMP'ler arasinda KMP-2, KMP-4, KMP-5, KMP-6 ve KMP-7 o6nemli
osteojenik ozellikler gosterirken, KMP-3 SMAD2/3 aktivasyonunu tetikleyerek
osteojenik etkileri baskilar.®® Ayrica, KMP sinyallemesi Wnt yolunu etkileyerek p-
katenin stabilitesini artirir ve osteoblast farklilasmasini tesvik eder; KMP-2, LRP-5
seviyelerini artirarak B-katenin'in stabilizasyonunu saglar ve kanonik Wnt yolunun
aktivasyonunu destekler.8 KMP sinyallemesi, KMP reseptorii tip 1I'nin RANK ile
etkilesime girerek p-SMAD1/5/8 ve NF-kB sinyallemesini aktive etmesi yoluyla
osteoklast farklilagmasini destekler ve RANKL/OPG oranmi artirarak osteoklast
olusumunu tesvik eder. Sonug olarak, KMP sinyallemesi osteoblast ve osteoklast
diferansiyasyonunu dogrudan ve dolayl yollarla destekleyerek kemik homeostazinin

korunmasinda merkezi bir rol oynar.%% %

TGF-p sinyal yolu

TGF-B, osteoklastlar ve osteoblastlarin islevlerini karmasik bir sekilde
diizenleyerek kemik metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. TGF-B siiper ailesi,
aktivin, TGF-f ve KMP olmak iizere ii¢ alt aileye ayrilir ve kemik yeniden
sekillenmesinde kritik transkripsiyon faktorlerini diizenleyen SMAD bagimli ve
bagimsiz sinyal yollarni aktive eder.’> % Klasik TGF-B sinyal yolunda, TGF-B
spesifik reseptorler aracilifiyla SMAD2 ve SMAD?3 proteinleri fosforile edilir ve
SMAD4 ile kompleks olusturarak c¢ekirdege tasinir. Cekirdekte bu kompleks,
osteoblastlarin erken agamalarinda RUNX2 gibi osteojenik genlerin ifadesini artirarak
osteoprogenitdr hiicrelerin gogalmasini ve osteoblast farklilasmasini tesvik eder. %
Ancak, olgunlagsmanin ilerleyen asamalarinda TGF-B, osteoblast olgunlasmasini,
mineralizasyonunu ve osteositlere doniisiimiinii inhibe eder.®® Ayrica, TGF-B,
Hedgehog ve Wnt sinyal yollar1 gibi diger 6nemli yollarla etkilesime girerek osteoblast
fonksiyonlarmni diizenler ve kemik olusumu i¢in karmagik bir diizenleyici ag

olusturur.®’
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Osteoklastlar tizerinde ise TGF-B, RANKL ve OPG ekspresyonunu
diizenleyerek osteoklast farklilagmasin1 ve aktivitesini dolayli olarak etkiler. Bu
modiilasyon, osteoblastlar ve stromal hiicrelerdeki TGF-f etkileri yoluyla RANKL ve
OPG dengesi iizerinden gerceklesir.?® Siirekli yiiksek diizeyde TGF-B ise RANK
ekspresyonunu azaltarak osteoklast olusumunu engeller.*® Sonug olarak, TGF-p sinyal
yolu, SMAD bagimli mekanizmalar aracilifiyla RUNX2 gibi 6nemli transkripsiyon
faktorlerini kontrol ederek kemik olusumu ve rezorpsiyonunu dengeleyen karmasik bir
diizenleyici ag olusturur. Bu sayede, TGF- hem osteoblastlarin ve osteoklastlarin
erken farklilasmasimi desteklerken, ge¢ olgunlagsmalarin1 sinirlayarak kemik

homeostazini korur,1%

2.1.12.1.3 Wnt sinyal yolu

Wnt sinyal yolu, evrimsel olarak korunmus olup doku homeostazinin
stirdliriilmesinde kritik bir rol oynar. Bu yol iki ana dala ayrilir: f-katenin bagimh
kanonik yol ve B-katenin bagimsiz kanonik olmayan yollar (Wnt/PCP ve Wnt/Ca?*
yollar1).’®?  Kanonik Wnt/pB-katenin yolu, Wnt ligandlarmin Frizzled (FZD)
reseptorlerine ve LRP5/6'ya baglanmasiyla baglar. Bu etkilesim, hiicre i¢inde B-
katenin'in yikimini engeller ve B-katenin ¢ekirdege tasinarak genlerin aktivasyonunu
saglar.19? Bu siirec, osteoblast farklilasmasi, kemik gelisimi ve kemik yenilenmesi igin
hayati 6neme sahiptir. Ozellikle Wnt-1, Wnt-10a ve Wnt-10b gibi ligandlar, Kemik
iligi mezenkimal kok hiicrelerinin osteoblastlara farklilagmasini tesvik ederken, yag

hiicresi olusumunu baskilar.*%®

KMP-2 ile olan etkilesimde, kanonik Wnt yolu KMP-2'nin transkripsiyonunu
artirir ve bu da osteoblastlarin kemik olusturma kapasitesini destekler. KMP-2, aynm
zamanda Wnt sinyal yoluyla osteoblast farklilagmasini giiglendirir ve kemik
olusumunu optimize eder.!® Kanonik olmayan yollar ise osteosit gogii ve osteoblast
farklilasmasinda 6nemli roller oynar; bu yolla Wnt-5a, SMAD bagimsiz yollar
aracilifryla osteoblast farklilasmasim tesvik eder.!®® Ayrica, Wnt/B-katenin yolu
osteoklast olusumunu diizenleyerek kemik rezorpsiyonunu dengelemeye yardimci
olur.X® Bu sinyal yolu, KMP, TGF-B ve diger énemli sinyal yollariyla etkilesime

girerek kemik metabolizmasinda kompleks bir diizenleyici ag olusturur®’,
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Sonug olarak, Wnt sinyal yolu, osteoblast ve osteoklast aktivitelerini koordine
ederek kemik yapisinin ve yogunlugunun korunmasini saglar, boylece saglikli kemik

homeostazini destekler.

ROR2

or R-spo
LRP5/6 BMP TGF-B
Norrin

classical l
‘ l l TRAF6
TAK
|
l | 1
'
| @ @ @ GRF® (v (i ®
e e Crosstalk <D
B-catenin
l @~ -
(.
R TS ¥
Tgaei;e SMAD complex SMAD complex
Runx2 OCN DIx5 ' TCF4
AN AN ,, s S (2. “r(P"( NSO

Q

Osteoblast Bone formation T Osteoblast Osteoclast

Sekil 2.6 Wnt, KMP ve TGF-8 sinyal yollarina genel bakis®®

2.1.12.2.Kemik metabolizmasin etkileyen biiyiime faktorleri

Kemik dokusu, ¢ok sayida biiyiime faktorii icermektedir. Polipeptit yapiya
sahip bu biiyiime faktorleri, bazen kemik hiicrelerinde, bazen de ¢evre dokularda
tiretilmektedir. Biiyiime faktorleri, kemikte gerceklesen hiicresel fonksiyonlarda,
kemigin biiyimesini ve kemik hiicrelerinin farklilagsmasini igeren birgok fizyolojik
olayda gorev almaktadir.!® Biiyiime faktdrleri sadece kemik remodelingi iizerinde
degil, ayn1 zamanda iskelet dokularin gelismesi ve kemiklerin tamiri gibi bir¢cok olayda
de 6nemli roller iistlenmektedir.’% Kemik dokuda yer alan baslica biiyiime faktorleri,

bu faktorlerin kaynaklari ve etki mekanizmalar1 Tablo 2.5’ te 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2 Biiyiime faktorleri ve etki mekanizmasi

109

Biiyiime Faktorii

Kaynak

Etki Mekanizmasi

KMP Kemik matriksi, periost ve Mezenkimal hiicrelerin
ostiumdan elde edilen osteoblastlarin icerisine
osteoprogenitdr hiicreler, diferansiye olmasi, matriks
fibroblastlar, prolifere depozisyonu
kondrositler

PDGF Plateletler, keratinositler, Makrofaj ve fibroblastlarin
makrofajlar kemotaksisi ve aktivasyonu,

matriks depozisyonu,
osteoblastlarin,
sementoblastlarin ve
periodontal ligamentlerin
proliferasyonu ve migrasyonu,

VEGF Keratinositler, makrofajlar Neovaskiilarizasyon ve

anjiyogenezis, indirekt olarak
osteoprogenitdr hiicre
diferansiasyonu

TGF-B Makrofaj, platelet, Keratinositlerin migrasyonu,
keratinositler proliferasyonu, remodeling,

kondrogenezis

IGF-1 Plazma, plateletler Epitelyal hiicre ve fibroblast

proliferasyonu Ayrica, kemikte
en fazla bulunan biiylime
faktoridiir'®.

FGF Makrofajlar, fibroblastlar, Anjiyogenezis, fibroblast

endotelyal hiicreler

proliferasyonu

KMP, Kemik morfogenetik proteini; PDGF, Platelet kaynakli biiyiime faktori; VEGF, Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii; TGF-p, Déniistiiriicii biiyiime faktorii-beta; \GF-1, Insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1; FGE, Fibroblast kaynakli biiyiime faktorii
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2.2 PERIODONTAL REJENERASYON VE KEMIK GREFTLERI

Hastalik nedeniyle zarar gormiis dis destek dokularinin, saglikli bir yapiya
benzer sekilde rekonstriiksiyonu Ve rejenerasyonu, periodontal tedavinin en énemli
hedeflerinden biridir. Periodontal rejenerasyon, yara iyilesme siirecinde gerekli
hiicrelerin yeniden c¢ogalmasi ve diizenlenmesi aracilifiyla yeni sement, yeni
periodontal ligament ve yeni alveol kemigi igeren saglikli bir periodonsiyumun
olusturulmasi ile, yeni dokular arasindaki fonksiyonel ve yapisal uyumun yeniden

saglanmasini ifade eder.!'t

Periodontal rejenerasyonun etkin bir sekilde gergeklesebilmesi i¢in yara
iyilesmesi siirecinde ¢esitli hiicresel ve molekiiler olaylarin meydana gelmesi
gerekmektedir.'?  Periodontal yara iyilesmesinde gozlemlenen bu olaylar,
periodonsiyumun hem yumusak hem de sert dokular1 kapsayan bir yap1 olmasindan

otiirii, viicudun diger bolgelerindeki siireclerden farklilik gdstermektedir.!!? 113

Periodontal rejenerasyonun biyolojik yoniiniin daha iyi anlagilmasiyla birlikte,
gelisen teknolojiler sayesinde ¢esitli teknikler ve materyaller rejenerasyon amaciyla
kullanilmaya baslanmis ve doku miihendisligi alaninda Onemli bir ilerleme
kaydedilmistir. Doku miihendisligi, hasar gérmiis dokularin yerine yeni dokular insa
etmeyi hedefleyen, hiicre biyolojisi, gelisim biyolojisi ve biyomateryal kullanimi gibi
alanlara dayanan biyomedikal bir bilim dalidir. Bir dokunun yeniden insa edilebilmesi
icin uygun diizeyde ve diizenli sinyallere, yeterli sayida progenitér hiicreye, uygun bir
ekstraselliiler matriks veya tasiyict bir iskelete ve yeterli kan akigina ihtiyag
duyulmaktadir.** Bu baglamda, kemik ve kemik benzeri materyallerin osteojenik,
osteoindiiktif ve osteokondiiktif ozelliklerinden faydalanilmaktadir.!*>® Defekt
bolgelerinde hiicre yonlendirici membranlarin kullanimiyla yoénlendirilmis doku
rejenerasyonu  prensipleri uygulanmaktadir.}*®1?!  Biyolojik mediyatorlerin etki
mekanizmalarina dayanan hiicre-hiicre etkilesimlerinin diizenlendigi (6rnegin,
trombositten zengin plazma, KMP’ler) ve dis olusumunu taklit eden tekniklerin

(6rnegin, mine matriks tiirevleri) uygulamasina baslanilmigtir!22-126
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2.2.1 Kemik Greftleri

Greft wuygulamalarinda transplante edilen materyaller immiinolojik
kaynaklarma gore siniflandirilmistir. Bu simiflama uygulanan materyale kars1 konak

cevabi gelismesini onlemek agisindan 6nemlidir.

e Otogrefler: Ayni canlidan alinan greftler

o lzogreftler: Alict ile ayn1 kalitimsal yapiya sahip bireylerden alnan
greftler

e Allogreftler: Ayn1 tiir iginde tamamen farkli genetik 6zellikler tasiyan
bireylerden alinan greftler

e Ksenogreftler: Farkli tiirdeki bir canlidan elde edilen greftler

e Alloplastlar: Biyolojik olarak canli dokuya uyumlu sentetik greftler'?’

Greft materyalleri 3 farkli sekilde kemik iyilesmesine katkida bulunur.
1. Osteogenezis

Kemik greft materyallerinin dogrudan osteoblastlar araciligiyla kemik
olusturma yetenegidir. Osteogenezisin saglanabilmesi i¢in, defekt alanina
yerlestirilecek greft materyalinin canli veya prekiirsor osteoblastlar ile donatilmasi
gerekmektedir. Bu yoOntemle kemik olusum merkezleri olusturulabilir. Otojen
greftlerin uygulanmasi bazi cerrahi ve teknik zorluklar igerse de immiinolojik
tepkimeler ve doku reddi gibi sorunlar yasanmaz. Osteojenik 6zellik tasiyan tek greft
materyali otojen kemiktir. Mezensimal kok hiicrelerin osteoblastlara doniisebilmesi
nedeniyle, kemik iligi veya trabekiiler kemik transplantlar1 en yiiksek osteojenik
potansiyele sahip greftlerdir. Oral ve maksillofasiyel bdlgedeki kemiklerin
rekonstriiksiyonunda basarili sonuglar elde edebilmek i¢in, alic1 yataktaki kan akis1 ve
fibroblastik proliferasyonun yani sira, transplante edilen kemigin osteojenik kalitesi de

biiylik 6nem tagimaktadir.

Kemik greftlerinin osteogenezisini artirmasi, osteoblastlar1 veya osteoblastlara
donlisme potansiyeline sahip hiicreleri koruyarak ve alic1 dokuda osteoblast sayisini

artiric1 bir sekilde indiikleyerek miimkiin olmaktadir.®® 127 128
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2. Osteoindiiksiyon

Osteoindiiksiyon, doku igerisindeki farklilasmamis mezensim hiicrelerini
osteoblastlara doniistiirme yetenegine sahip bir etki mekanizmasidir. Bu
mekanizmanin etkinligi, greft igerisinde bulunan biiyiime faktorlerine baglidir. KMP
ve demineralize kemik matriksi, ana osteoindiiktif materyaller olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Ayrica, otogreft ve allogreftler de belirli bir osteoindiiktif 6zellik sergilemektedir.
Kemik olusumunu tesvik eden ajanlar aracilifiyla, islenmemis bag dokusu

hiicrelerinin farklilagsmas1 saglanarak yeni kemik dokusu olusturulmaktadir.
3. Osteokondiiksiyon

Osteokondiiksiyon, greft materyalinin kemik gelisiminde iskelet yapist islevi
gormesi siirecini ifade eder. Defekt ¢evresindeki osteoblastlar, kemik olusumunu
gerceklestirir ve mevcut kemik ile defekt arasinda kopriiler kurarak bu siireci destekler.
Yumusak dokulara yerlestirilen osteokondiiktif greftler, kendi baslarina kemik
olusturma yetenegine sahip degildir. Kemik olusumu i¢in, osteokondiiktif greftlerin
yiizeyinde mevcut kemik dokusu veya farklilagmamis mezenkimal hiicrelerin varligi
gereklidir. Kanselloz otogreftler ve allogreftler, demineralize edilmis kemik matriksi,
hidroksiapatit, kolajen ve kalsiyum fosfat gibi bilesenler osteokondiiktif 6zellikler
tagimaktadir. Sentetik materyallerden Tlretilen alloplastlar yalnizca osteokondiiktif
Ozellik gosterirken, allogreftler ayn1i zamanda osteoindiiktif ozellikler de

sergilemektedir.12%: 130
2.2.1.1 Otogreftler

Altin standart olarak kabul edilen otojen kemik greftleri, hastadan elde edilen
ve en ideal materyal olarak tamimlanan greftlerdir.®! Taze otojen greftler, osteojenik
Ozellikte hiicreler igermesi ve immiinolojik reaksiyonlara yol agmamasi nedeniyle en
avantajli greft materyali olarak degerlendirilmektedir. Ancak, verici bdlgede ikinci bir
cerrahi miidahale gerekliligi, morbidite, postoperatif agr1 yOnetimi, uzayan
postoperatif bakim siiresi ve Ongoriilemeyen rezorpsiyon siireleri bu materyalin

dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir.®
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Otojen greft elde etme siirecinde en yaygin olarak tercih edilen dis kaynak iliak
kemiktir. Ag1z i¢inden ise mandibular simfiz, ramus, maksiller tiiber veya ekzostozlar
kullanilmaktadir. Uygun donér alani, alinacak greftin miktarma ve vakanin
gerektirdigi rejenerasyon tiiriine bagl olarak degisiklik gostermektedir.'®? Partikiil
formundaki greftlerin osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon potansiyeli daha
yiiksektir; zira bu tiir greftler, bliylime faktorlerinin salinimi i¢in daha genis bir yiizeye

sahiptir.133

Iskelet sistemindeki bir¢ok kemik endokondral kdkenlidir. Alveoler kemikte,
maksilla ve mandibulada intramembranéz kemik olusumu gdzlemlenmektedir.
Membranoz kaynakli kemiklerin, endokondral kemiklere gore daha az rezorpsiyon
gosterdigi bilinmektedir.** Serbest otojen kemik grefti, yerlestirildikten sonraki ilk iki
hafta icinde osteojenik etki sergilemektedir. Greftlemeden 2-6 hafta sonra
osteoindiiktif etkisi baslar ve bu etki yaklasik alt1 ay siirer. Nihayetinde, osteokondiiktif
etki ile apozisyonel kemik olusumu gergeklesir. Greftin organik bileseni olan kolajen,
grefte esneklik, dayaniklilik ve stabilite kazandirirken; inorganik bilesen olan

hidroksiapatit, greftin rijitligini artirmaktadir.®

Otojen greftin periodontal cerrahi alanindaki uygulamalar arasinda periodontal
cep tedavisi, alveoler kemik ogmentasyonlari, siniis lift prosediirleri, yonlendirilmis

kemik rejenerasyonu ve implant cerrahisi yer almaktadir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda, posterior mandibular bolgede vertikal kemik
ogmentasyonu i¢in otojen blok ve partikiil greftlerin karsilagtirildigr goriilmektedir.
Otojen blok greftlerin partikiil greftlere kiyasla daha fazla kemik kazanci ve kemik
implant kontag1 sagladig1 belirtilmistir.’*® Ancak otojen greftlerdeki rezorpsiyonun

tedavi basarisini olumsuz etkileyebilecegi ifade edilmektedir.

Maksiller siniis ogmentasyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda, otojen greftlerin
yani sira beta-trikalsiyum fosfat gibi sentetik materyallerin kullanildigi ve otojen
kemik greftlerinin %45.7 oraninda en yiiksek rezorpsiyonu gosterdigi rapor

edilmistir.'%
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Ayrica, otojen greftlerin uzun donem sonuglarinda ksenogreftlerle benzer
implant sagkalim oranlar1 sundugu, ancak rezorpsiyon oranlarinin %47.8 ile daha

yiiksek oldugu vurgulanmigtur, 37 138

Otojen greft kullanilmasi ile her ne kadar 6ngoriilebilir sonuglar elde edilse de
greft rezorpsiyonu basariy1 etkileyebilmektedir. Otojen kemik greftlerinin biyolojik
aktivitesini artirmak ve rezorpsiyonu azaltmak amaciyla mine matriks tiirevleri, diigiik
doz lazer uygulamalari, trombositten zengin plazma ve fibrin gibi ydntemlerin
kombinasyonlarmin denenmekte oldugu belirtilmektedir.'*142Dis hekimliginde,
yonlendirilmis doku rejenerasyonu ve kemik ogmentasyonlari i¢in birgok ajan lokal

olarak uygulanmakta ve bu ajanlarin etkinligi {izerine arastirmalar siirmektedir, 43147

2.2.1.2 Allogreftler

Alict ile ayn1 kdkene sahip, ancak farkli genetik 6zellikler tasiyan bireylerden
elde edilen kemik dokulari, ii¢ ana alt grupta incelenebilir: taze dondurulmus kemik,
dondurulmus kurutulmus kemik ve demineralize kemik matriksi. Farkli genetik
kokenlerden elde edilmeleri nedeniyle, allogreftlerin immiin yanitlar1 ve enfeksiyon
hastaliklarin1 6nlemek amaciyla son yillarda kriyobiolojik yontemler (dondurma ve
dondurup kurutma) ya da irradyasyon teknikleri gelistirilmistir. Allogreftler,
uygulandiklar1 alanlarda osteoindiiktif etki gosterdiginden, mikrogevredeki damar
yapilarinin 1yi yanit vermesi durumunda otojen greftlerden beklenilen kadar 1yi sonug

vermektedir.148 149
2.2.1.3 Ksenogreftler

Donor ve alic1 gruplarimin farkl tiirlere ait oldugu kemik greftleridir. Genellikle
memeli hayvanlar, 6zellikle at, sigir ve domuz, donér olarak tercih edilmektedir. Bu
hayvanlardan elde edilen kemik materyali, organik bilesenlerinden armndirmak
amaciyla organik ¢oziiciiler (6rnegin etilen diamin) icinde bekletilir ve geriye kalan
inorganik matris sterilize edilerek kullanilmak iizere hazirlanir. Sigir kokenli
ksenogreftler, biyolojik aktivitelerini artirmak igin ince bir nano-kristal film

kalinliginda kalsiyum fosfat tabakasi ile kaplanmaktadir.*
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2.2.1.4 Alloplastlar

Alloplastlar, sentetik olarak iiretilen greft materyalleridir. Otogreftlerin yeterli
miktarda temin edilememesi, allogreft ve ksenogreftlerin immiin yanit ve enfeksiyon
riski tagimalari nedeniyle son yillarda sentetik materyaller, kemik defektlerinin
onariminda kullanilmak {izere gelistirilmistir. Cesitli materyaller sentetik alloplast
olarak tasarlandigindan, ideal bir alloplast materyali i¢cin aranan belirli 6zellikler
bulunmaktadir. Bu materyaller, immiin sistemi tetiklememeli, deride alerjik
reaksiyonlara yol agmamali ve hiicrelere zarar vermemelidir. Ayrica, dis ¢evreden
gelebilecek fiziksel ve mekanik etkilere karsi dayanikli olmali ve deformasyona
ugramamalidir. Ek olarak, maliyet agisindan uygun, kolay erisilebilir, hidrofilik,
kullanim1 pratik ve sekillendirilebilir olmalidir. Osteokondiiktif ve osteoindiiktif
ozellikler de tasimalidir. Alloplastlarin  en Onemli avantaji, bir dondr
gerektirmemeleridir. Istenilen boyut ve miktarda iiretilebilmeleri, ek cerrahi alan
ihtiyact dogurmamalar1 ve ilave anestezi siireleri gerektirmemeleri diger avantajlar

arasinda yer almaktadir,?>% 152

Alloplastik materyallerin basaris1 veya basarisizligi, kimyasal bilesimi,
biyostabilitesi, fiziksel formu, mekanik 6zellikleri ve implantin yerlestirilecegi alan
gibi bir¢ok faktore baglidir. Viicutta dogal olarak bulunan maddelerin alloplastlarin
kimyasal yapisinda yer almasi, implantin basari oranimi artirmaktadir. Iskelet sistemi
esasen kalsiyumdan, yumusak dokular ise hidrokarbonlardan olusmaktadir. Genellikle

alloplastlar, bu iki yapinin temel bilesenleri olan karbon ve kalsiyumdan elde

edilmektedir.1®% 153
2.2.1.5 Kalvaryal Defekt Modeli

Hayvan modellerinde kemik dokusunun bes biyolojik aktivitesi incelenebilir:
osteogenez, osteokondiiksiyon, osteoindiiksiyon, kiitle transferi ve biyofiziksel etki.
Kemirgenler iizerinde gergeklestirilen arastirmalar, kemik doku rejenerasyonu

konusundaki ¢alismalarda yaygin olarak tercih edilmektedir.?>

Kalvarya, insan viicudunun 6nemli bir bilesenini teskil etmektedir. Cesitli ve

genellikle cift simetrik kemiklerden olusan bu yapi, diger viicut kemikleriyle
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kiyaslandiginda biyolojik olarak inert bir 6zellik tasimaktadir. Bu durum, yetersiz kan
akist ve azalmig kemik iligi miktart ile iligkilidir. Kalvaryanin kanlanma yapis1 da
kendine 6zgii bir diizen gostermektedir. Deneysel hayvanlarda kalvaryal defektlerin
rejeneratif yetenekleri, insanlardakine gore daha istiindiir. Kalvaryanin gelisimi,
morfolojik ve embriyolojik olarak membran progesi araciligiyla gerceklesir; bu
nedenle ¢ene ve yiiz bolgesindeki membrandz kemiklerle benzerlik arz etmektedir.
Anatomik ag¢idan kalvarya, iki kortikal tabaka icermekte olup, bu yoniiyle
mandibulaya benzerlik gostermektedir. Fizyolojik olarak, kalvaryal kortikal kemik de

atrofik bir mandibulaya benzerlik tasimaktadir.?*

Kalvaryal defekt modeli, arastirmacilar arasinda kalvaryanin kemik yapisinin
sagladig1 avantajlar nedeniyle olduk¢a yaygindir. Standart defektlerin tek tip ve
tekrarlanabilir bir sekilde olusturulabilmesi, bu defektlerin histolojik ve radyografik
analizlerinin kolayligi, cerrahi islem i¢in gerekli anatomik lokasyonun erisilebilirligi,
ameliyat sirasinda igslem kolayligi, duranin ve alttaki cilt yapisinin implant materyali
icin yeterli destegi saglamasi ve greftlenmis alanlarin kontrol ile karsilastirilabilmesi

gibi nedenler, bu modelin tercih edilmesinde etkili olmaktadir.? 1°5 1%

Schmitz ve Hollinger 7 kritik boyutlu defekti, bir hayvanda herhangi bir
osteopromotif bir materyal kullanilmadan yasam boyu spontan olarak kemik yapimi
(dolumu) ile 1yilesme gosteremeyen en kiiclik boyutlu kemik yarasi olarak
tanimlamustir. Bu tip defektler kemik dolumundan ¢ok, fibr6z bag dokusuyla iyilesme
egilimi gostermektedirler. Literatiirde, kemik rejenerasyonu acisindan biyomateryal
uygulanan bir¢ok ¢alismada 5 veya 8mm capindaki defektler kritik boyutta defekt
olarak adlandirilmistir.?> 158162 jteratiirde sigan kalvaryal kritik boyut defekti, kemik
rejenerasyonu alaninda en Ongoriilebilir ve yaygm olarak kullanilan in vivo
modellerden biri olarak kabul edilmis, ¢ok cesitli rejeneratif materyallerin ve
tekniklerin gelistirilmesinde ve olusturulmasinda yaygin olarak kullanilmistir.?® Ek
olarak dis hekimliginde yonlendirilmis doku rejenerasyonu ve kemik ogmentasyonlari

i¢in gesitli ajanlar lokal olarak uygulanmaktadir,43-147
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2.3 POST-MENOPOZAL SEMPTOMLAR

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore Postmenopoz, bir kadinin menopozdan sonraki
yasam evresidir. Menopoz, yumurtalik aktivitesinin durmasi sonucu adet déngiisiiniin
kalic1 olarak sonlanmasidir. Postmenopoz, bir kadinin son adet doneminden bir yil

sonra basladig1 kabul edilir ve yasamin geri kalan kismini kapsamaktadir.%

Postmenopoz doneminde Ostrojen eksikligine bagli hormonal degisiklikler
bircok biyolojik sistemi etkiler. Buna gore, menopozun belirti ve semptomlari arasinda
merkezi sinir sistemiyle ilgili bozukluklar; metabolik, kilo ve kas-iskelet sistemi
degisiklikleri; tirogenital ve cilt atrofisi; cinsel islev bozuklugu yer alir. Uzun vadede
ise  kardiyovaskiiler hastaliklar ve osteoporoz gorilme riskinde artis

gdzlenmektedir, 164 165

2.3.1 Merkezi Sinir Sistemiyle ilgili Semptomlar

Merkezi sinir sistemi ile iligkili semptomlar, over yetmezligi sonrasi olusan
norobiyokimyasal degisiklikler sonucu ortaya g¢ikan vazomotor semptomlar, uyku
bozukluklari, anksiyete ve depresyon, migren ve biligsel performans degisiklikleri gibi

semptomlardir.

Vazomotor Semptomlar: Menopozun karakteristik 6zelliklerindendir ve
genellikle ates basmasi ve terleme seklinde kendini gosterir.!®® Bu semptomlar
menopoz oncesinde baglayabilir, menopozun ilk yillarinda zirveye ulasabilir ve bazi
kadinlarda 11-12 y1l sonrasina kadar devam edebilir.}5” 18 Gece yasanan semptomlar

uyku kalitesini olumsuz etkiler ve sik uyanmalara neden olur.®

Uyku Bozukluklari: Menopoz doneminde kadinlarin %40-60'inda goriilen
onemli bir sikayettir.!”® Bu donemde, sicak basmalar1 ve depresif belirtiler uyku
diizenini bozar ve 0Ozellikle menopoz sonrasi donemde biligsel gerileme riskini
artirabilir.}™* Ayrica, menopoz sonras1 dénemde obstriiktif uyku apnesi riski menopoz

oncesine kiyasla daha yiiksektir.!"?

Depresyon ve Anksiyete: Menopoz gecisinde ve erken postmenopozal

donemde yaygin olup, 6zellikle kisisel depresyon Oykiisii olan kadinlarda bu risk

35



artar.!”® Anksiyete diizeyi yiiksek olan kadinlarda menopoz siirecinde bu semptomlarm

daha da kétiilesebilecegi gdzlemlenmistir.!’*

Biligsel Degisiklikler: Menopoz siirecinde hafiza ve konsantrasyonda azalmaya
yol agar ve perimenopozal asamada belirginlesir.!”® Cerrahi menopoz ise bilissel
fonksiyonlar iizerinde daha ciddi etkiler yaratabilir.!’® Vazomotor semptomlarin ve

uyku diizensizliginin bilissel gerilemeyi artirdig1 diisiiniilmektedir.!”’

Migren: Menopoz siirecinde sik goriilen bir baska semptomdur. Perimenopozal
donemde migrenin siklig1 artarken, menopoz sonrasi bu siklik azalabilir. Ancak yiiksek

frekansl bas agrilar1 menopoz gegisinde daha yaygindir.}’®

2.3.2 Kilo ve Metabolik Degisiklikler

Orta yas donemindeki kadinlarin en sik sikayetlerinden biri kilo artisidir.
Menopoz sonrasi kadinlarda obezite orani, premenopozal kadinlara goére daha
yiiksektir. Ancak, kilo artisinin menopozdan ziyade yaslanma siireciyle iligkili oldugu
diisiiniilmektedir.}’® 40-55 yas arasindaki kadinlarda, 3 yil iginde ortalama kilo artist

2,1 kilogram olarak rapor edilmistir.

Menopozla iliskili olan temel degisiklik, viicut yaginin yeniden dagilimidir. Bu
stirecte, genellikle govde bolgesinde visseral yag birikimi artar, bel ¢evresi genisler ve
viicut sekli belirgin bir sekilde degisir.}®° Dual enerji X-ray absorbsiyometrisi (DXA),
BT ve MRI gibi tekniklerle yapilan ¢alismalar, menopoz sonrasi kadinlarda karin
bolgesindeki visseral yag birikiminin premenopozal doneme gore arttifini
dogrulamustir.*¥1Visseral yag dokusu, subkutan yaga kiyasla daha yiiksek bir saglik
riski olusturur ve bagimsiz bir kardiyovaskiiler hastalik nedeni olarak kabul edilir.
Bunun baslica nedeni, insiilin direncinin artmasit ve buna bagli olarak diyabet ve
metabolik sendrom gelisme riskidir.!®? Ayrica, yapilan kesitsel ve uzunlamasina
caligmalar, menopoz doneminde yumurtalik fonksiyon kaybinin visseral yag

birikimine neden oldugunu géstermistir,18% 184

Cerrahi menopozun, yumurtaliklarin korunarak yapilan histerektomiye veya

dogal menopoza kiyasla kilo alimimi hizlandirdig1 da belirtilmistir.1&
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2.3.3 Kas- Iskelet Sistemi Semptomlari

Menopoz sonrast donemde kadinlar i¢in en biiylik endiselerden biri kemik
sagligindaki bozulmadir. Postmenopozal osteoporoz, kemik mineral yogunlugunda
(KMY) azalma ve kemik yapisinda bozulmalarla (korteksin incelmesi, gézenekliligin
artmasi, trabekiiler baglantilarin azalmasi) karakterize dejeneratif bir kemik
hastaligidir. Osteoporoz, omurga, kalga ve bilek kiriklari riskini artirir ve uzun vadede
sakatlikla sonuglanabilir.'® Premenopoz veya erken perimenopoz donemlerinde
KMY’de minimal degisiklikler goriiliirken, ge¢ peri-menopozda KMY hizla diiser.
Menopoz sonrasi yillik kemik kaybi oranlari, omurgada %1,8-2,3 ve kalgada %1,0—
1,4 olarak tahmin edilmektedir.’®” Menopoz sonras1 dénemin ilk 3-5 yilinda trabekiiler
kemik dokusu hizla kaybedilirken, sonraki 10-20 yilda hem trabekiiler hem de kortikal

kemik etkilenir,186

Orta yas doneminde kadinlarda viicut kompozisyonundaki degisiklikler, yag
kiitlesinin artisiyla birlikte kas kiitlesinde azalma (sarkopeni) ile de iligkilidir.
Sarkopeni, dogrudan menopoza atfedilmese de, yaslanan kadinlarda erkeklere gore

18 Direnc

daha belirgindir ve menopozdan sonra daha hizli ilerledigi goriilmektedir
egzersizleri ve yeterli protein alimi, kas kiitlesinin korunmasinda, hareketliligin
sirdiiriilmesinde ve diisme ile kirik riskinin azaltilmasinda 6nemli yasam tarzi

faktorleridir. 189 1%

Osteoartrit de menopoz sonrast donemde yaygin olarak goriilmektedir.
Ozellikle, perimenopoz déneminde elin distal interfalangeal eklemleri ve bagparmak
kokiinii etkileyen agri sikca bildirilmektedir.!® Perimenopozdaki el osteoartriti
genellikle 2-3 yil iginde azalir, ancak ilerleyen dénemde diz ve omurga gibi diger
eklemlerde osteoartrit gelisiminin habercisi olabilir.'%? Diz osteoartriti semptomlari
genellikle perimenopoz sirasinda veya son menstrual periyottan (FMP) sonraki 5 yil

icinde baslar ve kadinlar tarafindan sikg¢a rapor edilmektedir.'%

2.3.4 Urogenital Semptomlar

Menopoz sonrast donemde sik rapor edilmese de lirogenital semptomlar yaygin

olarak goriiliir. Bu semptomlar arasinda vajinal kuruluk, disparoni (iliski sirasinda
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agr1), vulvar kagintt ve yanma, diziiri (agrili idrara ¢ikma), sik idrara ¢ikma, idrar

194 Uluslararasi

aciliyeti ve tekrarlayan alt idrar yolu enfeksiyonlar1 bulunmaktadir
VIVA (Vaginal Health: Insights, Views and Attitudes) ¢alismasi, vajinal rahatsizlik
yasayan kadinlarin %@83'iinde vajinal kuruluk, %42'sinde iliski sirasinda agri,
%30'unda istemsiz idrar kagirma, %27'sinde hassasiyet, %26'sinda kasinti, %14'{inde
yanma ve %11'inde dokunma sirasinda agri oldugunu rapor etmistir. Ayni ¢alismada,
vajinal rahatsizlik yasayan kadinlarin %62'si semptomlarinin orta veya siddetli

oldugunu belirtmistir.**®

Uzunlamasina ¢alismalar, menopozla birlikte idrar kagirma semptomlarinda bir
artis oldugunu gostermektedir. Ancak, bu degisikligin menopoz gegisine mi yoksa bu
donemde siklikla goriilen kilo artigma mi bagh oldugu belirsizdir.!®® Viicut
agirligindaki 1 kg'lik bir artigin orta yash kadinlarda idrar kagirma insidansini artirdigi
gosterilmistir.!*° Kesitsel calismalar, menopozun tek basina idrar kagirma belirleyicisi
olmadigini, stres tipi idrar kagirma riskinin obezite ve dogum sayisiyla, ani sikisma

tipi idrar kagirma riskinin ise yasla arttigmni ortaya koymustur.t’
2.3.5 Cilt, Mukoza ve Sa¢ Degisiklikleri

Menopoz, cilt kalinligini, elastikiyetini ve nemini azaltarak kirigikliklarin
artmasina neden olur.'® Bu yapisal degisiklikler, 6zellikle dermiste meydana gelir ve
kolajen tireten dermal fibroblastlarin kaybi, elastin ve proteoglikan i¢eriginde azalma

ile su tutulumunun diismesiyle karakterizedir.!%®

Benzer  degisiklikler
orogastrointestinal ve iiriner sistem mukozasinda da gozlenir ve bu bolgeler daha
kirtlgan hale gelir. Ostrojen eksikligine bagl olarak mukozanin gegirgenligi artar, bu
da patojenlere kars1 duyarlilig1 artirir ve mukozal iyilesmeyi geciktirir. Bunun temel

nedenleri arasinda zayiflamis humoral ve hiicresel bagisiklik yanit: yer alir.?%

Sa¢ dagiliminda da menopozla birlikte degisiklikler meydana gelir. Yiizde
terminal killarin belirmesi ve viicut ile sacl derideki killarda azalma sik¢a goriiliir.
Perimenopozal donemde sa¢ kaybi, genellikle saglarin merkez ve alin bolgelerinde

seyrelmesiyle ortaya cikar; parietal ve oksipital bolgelerde de sac kayb1 yasanabilir.2%
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2.3.6 Cinsel islev Bozuklugu

Uzunlamasina ve kesitsel ¢alismalar, menopoz ge¢isinin yaslanmadan bagimsiz
olarak cinsel istekte azalmayla iliskili oldugunu géstermektedir.2’ Menopoz dénemi,
hormon kaynakl cinsel istek degisiklikleriyle karakterizedir. Ozellikle perimenopozal
donemde cinsel islevdeki en biyiik disiis, FMP’den 20 ay once baslaylp 1 yil
sonrasina kadar devam etmektedir.?®® Bu dénemde kadinlarda cinsel istekte azalma ve
gec perimenopozda agrili cinsel iliski (disparoni) sikliginda artis goriilmektedir.2%
Ilging bir sekilde, erken perimenopozda mastiirbasyon gegici olarak artarken,

postmenopoz doneminde bu davranis azalma gostermektedir.?%2

Cinsel aktivite, vajinal kuruluk, kayganlastirict kullanimi veya duygu durum
bozukluklarindan bagimsiz olarak, FMP'den sonraki 5 yil boyunca azalmaya devam
etmektedir.?®® Vulvovajinal semptomlar, cinsel islev bozuklugunu artirarak sosyal,
kisileraras1 ve psikolojik iyi olusu olumsuz etkileyebilir. Disparoni, partnerle cinsel
yakinliktan kaginmaya neden olabilir.!®! Avrupa REVIVE ¢alismasy, iliski sirasinda
yasanan agriin cinsel tatmin iizerinde 6nemli bir olumsuz etkisi oldugunu rapor
etmistir.2%* Menopoz sonras1 dsnemde genel 6zsayg1 ve yasam kalitesindeki diisiis de
partnerle cinsel yakinligin azalmasia katkida bulunabilir. Bununla birlikte, uzun
stireli bir iligki i¢cinde olmak, ileri menopoz donemindeki kadinlarda bile tatmin edici

bir cinsel yasamin korunmasina yardimer olabilir. *%
2.3.7 Kardiyovaskiiler Degisiklikler

Menopoz sonrast donemde kadinlarda ateroskleroz ve kardiyovaskiiler
olumsuz olay riski artar. Bu durum, visseral yag dokusunda iiretilen pro-inflamatuar
sitokinler ve adipokinlerin etkisine bagl olabilir.?®® Menopoz sonrasi kadinlarda artan
visseral yag birikimi, kalp gibi diger visseral dokularda yag birikimi ile iliskilidir.?%
Geg perimenopozal ve postmenopozal kadinlarda, yas, itk ve obeziteden bagimsiz
olarak kalp yagi hacminin premenopozal kadinlara gére daha yiiksek oldugu rapor

edilmistir.2%’

Menopozdan sonraki bir y1l i¢inde kan lipid profilleri daha aterojenik hale gelir;

toplam kolesterol, LDL kolesterol ve apolipoprotein B (APOB) seviyelerinde belirgin
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artiglar gozlenir. Ayrica, menopoz gecisi sirasinda HDL kolesteroliin anti-aterojenik
etkisi kaybolur; bu donemde HDL seviyelerindeki artig, karotis intima-media
kalinhginin ilerlemesi ile iliskilendirilmistir.2%® 299 Ostrojen seviyelerindeki belirgin
azalma, endotel hiicre biiylimesi lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilir ve kadin
cinsiyet hormonlarinin damar diiz kas hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalmasini engelleyici

etkisini azaltabilir.?°

Premenopozal kadinlarda erkeklere kiyasla daha diigiik olan kan basinci
seviyeleri, menopoz doneminde bu avantajini kaybeder ve kadinlarin kan basinci
seviyeleri erkeklerle benzer hale gelir. Menopoz sonrasi kadinlarda tuz duyarliligi da
artar; cerrahi menopozdan sonraki 4 ay gibi erken bir donemde bile iki katina ¢ikarak

hipertansiyon riskini artirir.?!

Tim bu kardiyovaskiiler degisiklikler, menopoz sonrast donemde
kardiyovaskiiler olumsuz olay riskini artirir. Ozellikle 45 yasindan once erken

menopoz gegiren kadinlarda bu risk daha yiiksektir.?!?

2.3.8. Osteoporoz
2.3.8.1 Tanim ve Epidemiyolojisi

Osteoporoz, kemik kiitlesinde azalma ve mikroyapisal bozulmalar sonucu
kemik kirilganligmmin artmasiyla fraktiir riskini yiikselten sistemik bir iskelet
hastaligidir.® 21* Hastaligi ad1, Yunanca kokenli “osteon” (kemik) ve “poros” (kiigiik
delik) kelimelerinin birlesiminden tiiretilmistir.?}* Diisik kemik yogunlugu ile
karakterize edilen osteoporozda, birim hacimdeki kemik kiitlesi azalir ve buna bagl
olarak kemik mekanik acidan yetersiz hale gelir.?*> 21® Bu durum, 6zellikle omurga,

radius ve kalca kemiklerinde kirik riskinin artmasiyla kendini gosterir.?!’

Tiim diinyada insan 6mriiniin uzamasi ve yaglh niifusun artisi, osteoporozun
giderek 6nemli bir saglik sorunu haline gelmesine neden olmustur. Giiniimiizde, diinya
genelinde 200 milyondan fazla bireyin osteoporotik oldugu tahmin edilmektedir.?!®
Tirkiye’de de toplumun yaslanmasiyla birlikte osteoporoz, saglik alaninda 6ne ¢ikan

bir sorun olarak dikkat cekmektedir. 2010 yilinda gergeklestirilen FRAKTURK
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calismasinda,?!® Tiirkiye’de 50 yas ve iizerindeki bireylerin %50’sinde osteopeni,
%25’inde ise osteoporoz tespit edilmistir. Bu oranlar kadinlarda %12,9, erkeklerde ise
%?7,5 olarak belirtilmigtir. Ayni arastirmada, 2010 yil1 itibariyla Tiirkiye’de 50-64 yas
grubundaki bireylerde yillik kal¢a kirigr sayisinin 24.000 oldugu ve bu kiriklarin
%73 1inilin kadinlarda, 6zellikle 75 yas iizerindeki bireylerde goriildiigii belirlenmistir.
2010 yilinda 75,7 milyon olan Tiirkiye niifusunun, 2035 yilinda %23 artarak 92,9
milyona, 2050 yilinda ise 100 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Bu niifus
artisinin yasli kesim tizerindeki yansimasi ise dikkat ¢ekicidir: 85 yas ve tlizerindeki
bireylerin sayisinin her iki cinsiyette 9 kat artmasi, 70 yas ve {izerindekilerin oraninin

%13, 50 yas ve iizerindekilerin ise %38 artmas1 beklenmektedir.??% 22

2.3.8.2 Osteoporozun Siniflandiriimasi

Osteoporozun giliniimiizde ¢ok cesitli siniflandirma kriterleri mevcuttur. Yasa,
lokalizasyona, tutulan kemik dokuya, etiyolojiye ve histolojik goriiniime gore cesitli
smiflandirmalar yapilmistir. Etiyolojik olarak simiflandirmada primer ve sekonder
osteoporoz kavramlari giindeme gelmektedir. Primer osteoporozda sebep bilinmezken
yasa gore jiivenil, idiyopatik ve involiisyonel osteoporoz olmak {iizere ii¢ farkli alt
gruba ayrilmaktadir. Involusyonel osteoporoz ise postmenopozal osteoporoz ve senil

osteoporoz olmak iizere iki ayr alt baslik halinde incelenmektedir.?? 22

Primer Osteoporoz (Involiisyonel Osteoporoz)

Osteoporozun en yaygin goriilen tipidir. Sebebi tam olarak bilinmemektedir.
Involiisyonel osteoporoz, Tip I ve Tip II osteoporoz olarak iki ana gruba ayrilmaktadir.
Tip I ve Tip Il osteoporoz, fraktiir tiirleri, hormonal degisiklikler, etiyopatogenez ve

bolgesel kemik mineral yogunlugu acisindan belirgin farkliliklar gostermektedir.

Tip | osteoporoz, postmenopozal osteoporoz olarak da bilinir ve genellikle 50-
75 yas arasi postmenopozal kadinlarda goriiliir. Ostrojen eksikligi ile karakterize
edilen bu osteoporoz tiirii, siklikla omurga ve 6n kolda meydana gelen kiriklarla
kendini gosterir. Postmenopozal donemdeki kemik kaybi, 6ncelikli olarak osteoklastik
aktivitenin artmasia baghdir. Bu siirecte trabekiiler kemik kaybi, kortikal kemik

kaybina kiyasla daha belirgindir.??
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Tip II osteoporoz ise senil osteoporoz olarak adlandirilir ve 75 yas {izerindeki
kadin ve erkekleri esit oranda etkiler. Bu osteoporoz tiiriiniin baslica nedeni,
yaslanmaya bagli olarak kemik olusumunun azalmasidir. Senil osteoporozda,
trabekiiler ve kortikal kemik kaybi orantili sekilde gergeklesir. Bu tip osteoporoz,
genellikle 75 yas ve lizerindeki bireylerde proksimal femur, proksimal humerus,

proksimal tibia, pubik rami ve sakral alae bélgelerinde goriilen kiriklarla iliskilidir.?%
Sekonder Osteoporoz

Sekonder osteoporoz, cesitli endokrin bozukluklar (Cushing sendromu,
diabetes mellitus, hiperparatiroidizm, hipertiroidizm), gastrointestinal sorunlar
(subtotal gastrektomi, malabsorpsiyon, kronik obstriiktif sarilik), bag dokusu
hastaliklar1 (romatoid artrit, Ehler-Danlos sendromu, Marfan sendromuy), diyetle ilgili
bozukluklar (yetersiz kalsiyum alimi, artmis protein tiikketimi), immobilizasyon,
malign hastaliklar (lenfoma, l6semi, multiple myeloma) ve ila¢g kullanimi
(glukokortikoidler, heparin, antikonviilsanlar, metotreksat) gibi nedenlere bagli olarak
geligen bir durumdur. Ayrica alkol bagimliligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi,
skorbiit ve sigara kullanimi gibi diger faktorler de sekonder osteoporoz gelisimine
katkida bulunabilir. Tanisinda tam kan sayimi ve gesitli laboratuvar testleri gibi

tetkikler yol gosterici olmaktadir.?2®

2.3.8.3 Osteoporozun Tanisi

Osteoporoz tanisi, genellikle KMY o6l¢limii veya diisiik travmali bir kirigin
varlig1 ile konmaktadir. Tan1 siirecinde detayli bir anamnez alinmasi, fizik muayene
yapilmasi, KMY ol¢iimleri ve vertebral kiriklarin degerlendirilmesi i¢in goriintiileme
yontemlerinin kullanilmasi o6nemlidir. Osteoporoz tanisinda genis bir yaklagim
benimsenmelidir. Bu kapsamda, ayrintili hasta dykiisii ve fizik muayenenin yan sira,
kemik yogunlugunun 6l¢iilmesi, vertebral kiriklarin tespiti i¢in goriintiileme yapilmasi

ve kirik riskinin degerlendirilmesi gerektiginde uygulanmalidir.??’

Osteoporoz tanisinda en yaygin olarak onerilen yontem, KMY nin DXA teknigi
ile dlglilmesidir. Ancak absorbsiyon yontemleri disindaki kantitatif ultrasonografi,

konvansiyonel bilgisayarli tomografi gibi tekniklerin iskelet durumunu degerlendirme
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acisindan yeterli gecerlilige sahip olmadiglr i¢in bu yontemlerin kullanilmasi

Onerilmemektedir.?%®

2.3.8.4 Osteoporozda Biyokimyasal Kemik Dongii Belirtecleri

Kemigin rezorpsiyon (yikim) ve formasyon (yapim) siireglerinde, kanda ve
idrarda bazi maddelerin miktarlarinda degisiklikler meydana gelir. Bu maddeler,
biyokimyasal kemik dongii belirtegleri olarak adlandirilir ve kemikteki yikim ya da
yapim stiregleri hakkinda bilgi edinmek igin kullanilabilir. Ancak bu belirtecler,

osteoporozun tanisinda dogrudan bir role sahip degildir.?%% 2%

Biyokimyasal kemik dongii belirtecleri, KMY’den bagimsiz olarak, tedavi
edilmemis hastalarda kirik riskinin  belirlenmesi, kemik kayb1 hizinin
degerlendirilmesi, tedavi siirecinde hastanin tedaviye uyumunun ve ilacin dogru
kullanilip kullanilmadiginin izlenmesi gibi alanlarda kullanilabilir. Bu belirtecler,
tedavinin {igiincii ve altinci aylarinda tekrarlanarak, tedavi oncesi ve sonrast KMY
degisikliklerini degerlendirmek ve ila¢ kullanimina ara verme veya yeniden baslama

zamanini belirlemek amaciyla da faydali olabilir.23% 232

Kemik Yikim Belirtegleri: Serum Tip | kolajen C terminal telopeptid (s-CTX)
ve idrar N telopeptid (NTX).

Kemik Yapim Belirtegleri: Kemik spesifik ALP, osteokalsin ve serum
prokolajen Tip I N propeptid (s-PINP).

Uluslararas1 Osteoporoz Vakfi ve Enternasyonal Klinik Kimyagerler
Federasyonu, tedavi etkinligini degerlendirme ve kirik riskini belirleme amaciyla,
standardize yontemler kullanilarak kemik yapim belirteci olarak serum PINP ve kemik

yikim belirteci olarak serum CTX 6l¢iimiinii 6nermektedir.?3L 232

Postmenopozal hastalarda kemik histomorfometrisi ile Olclilen kemik
rezorpsiyonu ile tip 1 Kkolajen telopeptid seviyesinin yiiksek korelasyonu

saptanmigtir,33
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Menopoz sonrasi osteoporoz hastalarinda iiriner immunoassay yontemi ile
Olgiilen NTX ve CTX seviyelerinin total ve serbest pridinolinlere ve diger yikim
parametrelerine gore daha belirgin yiikseldigi antirezorptif tedavilerle belirgin sekilde

baskilandig1 gosterilmistir.?3*

Kemik dongiisiiniin biyokimyasal belirte¢lerinin non-invaziv olmasi, kolay
tekrarlanabilmesi, tim kemik dongiisii hakkinda fikir vermesi, kemik
metabolizmasindaki akut degisiklikleri hemen gosterebilmesi, hizli kemik kaybini
belirleyebilmesi ve tedavi prognozu hakkinda erken bilgi vermesi gibi avantajlarinin
yaninda, sadece kemik yapim ve yikimdaki net degisimleri yansitmalari, trabekiiler ve
kortikal kemik gibi 0Ozel iskelet bolgelerindeki dongii degisikliklerini ayirt
edememeleri ve dolasimdaki belirteclerin bagka metabolik fonksiyonlardan da

etkilenebilmeleri gibi énemli dezavantajlar1 vardir.2*> 23

Bir¢ok calismada osteoporotik kiriklarin sadece diisik KMY nedeniyle degil
ayni zamanda hizli kemik dongiisiiniin neden oldugu negatif mikromimari degisiklik
sonucunda olustugu bildirilmektedir. Genel olarak kadinlar menopoz déneminde ve
sonrasinda her y1l ortalama spinal kemik yogunluklarinin %1’ini kaybederler. Bununla
birlikte kadinlarin %35°1 ge¢ menopoz doneminde %3-5’e varan hizli kemik kaybina
ugrar. Hizli kemik yogunluk kaybini yasayan grup biyokimyasal belirteglerle
belirlenebilmektedir.?®” 20 yildan uzun bir siire icin osteoporoz hastasi olan 653
hastayla yapilan bir caligmada oOlgiilen en yiiksek NTX, CTX, Osteokalsin, ve ALP

degerlerinin en diisiik KMY olciimleri ile iliskili oldugu tespit edilmistir.?%®

Sonug olarak biyokimyasal belirtecler, osteoporozun tanisinda birincil 6nemi
tasimamakla birlikte, hizli kemik kaybinin erken donemde belirlenmesinde, tedavi
etkinliginin degerlendirilmesinde ve monitdrizasyonunda, kirik riski yiiksek hastalarin
belirlenmesinde diger klinik ve dansitometrik tani yontemlerine yardimer degerli

gostergelerdir.
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2.3.8.5 Osteoporozun Tedavisi

Osteoporozda farmakolojik olmayan tedavi yontemlerine (egzersiz, diyet ,
yasam tarzi degisikligi) ek olarak hasta ozellikleri, ila¢ etkileri ve yan etkiler goz
oniinde bulundurularak bifosfonatlar, denosumab gibi anti-rezorptif tedavi ajanlari
veya TPTD, ABL, romosuzumab gibi anabolik tedavi ajanlar1 arasindan uygun olan

ajan secilerek uygulanmaktadir.?%

Osteoporoz tedavisinde kullanilacak ilacin kirik azaltici etkisinin gosterilmis
olmasi gerekir. Bu etkisi randomize kontrollii ¢alisma ile gosterilmis olan ve bu

nedenle FDA (Food and Drug Administration) ve EMA (European Medicines Agency)

onaylanmis ilaglar sunlardir:?%’: 240

1. Bisfosfonatlar (alendronat, alendronat ve D3 kombinasyonu, ibandronat, ri-

sedronat ve zoledronik asit)
2. Denosumab (RANKL inhibitorii)
3. Kalsitonin
4. Raloksifen (0strojen agonist/antagonisti)
5. Doku selektif 6strojen kompleks (konjuge Ostrojenler/bazedoksifene)
6. Teriparatid ve Abaloparatid (Parathormon iliskili protein analogu)
7. Ostrojenler (8strojen ve/veya hormon tedavisi)
8. Romosozumab (Monoklonal anti-sclerostin analogu)

Osteoporoz i¢in en yaygin birinci basamak tedaviler bifosfonatlardir.
Alendronat veya alendronik asit, kemik yiizeylerine baglanan ve osteoklastlar
tarafindan kemik rezorpsiyonunu engelleyen, muhtemelen mevalonat yolunu inhibe
eden azot igeren bir bifosfonattir. Kortikosteroid kaynakli osteoporozu olan kadin veya
erkeklerin tedavisinde ve menopoz sonrast kadinlarda osteoporozun Onlenmesinde

etkili oldugu gosterilmisgtir.?*!
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Osteoporoz tedavisinde kullanilan bir diger popiiler ilag, RANKL'yi hedef alan
bir insan monoklonal antikoru olan denosumab'dir. RANKL, osteoklast olusumu,
farklilagmasi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli bir proteindir ve kemik rezorpsiyonunun
temel aracidir. Denosumab, bifosfonat ilaglardan daha etkili bir sekilde kemik
yogunlugunu ve giiciinii iyilestirir, ancak bifosfonat ilaglarin aksine kemige dahil

edilmez, bu nedenle tedavi durduruldugunda etkisi sona ermektedir.?42

Kalsitonin, bobrekte, hipotalamusta ve osteoklastlarin zarlarinda ifade edilen
kalsitonin reseptoriine baglanan bir tiroid hormonudur. Kalsitonin, osteoklastlari
inhibe ederek ve kemik rezorpsiyon yetenegini azaltarak c¢alismaktadir. Ek olarak,
goriiniise gore merkezi sinir sistemindeki nosisepsiyonun diizenlenmesi yoluyla
kirikla iligkili agriy1r azaltabilir. Postmenopozal osteoporotik kadinlarda vertebral
kiriklar1 azaltmada olumlu bir etkiye sahiptir. Ancak, kalsitonin tedavisi yillar i¢inde
azalmistir ¢linkii hormon tedavisinin kullanim1 kardiyovaskiiler komplikasyonlar ve

meme kanseri riskini artirmaktadir.2*®

En sik incelenen antiresorptif ilaglar arasinda raloksifen ve azedoksifen iceren
secici Ostrojen reseptor modiilatorleri (SERM) yer almaktadir. Raloksifen, klimakterik
semptomlari hafifletme, kemik kaybini 6nleme ve kemik mineral yogunlugunu artirma
yetenegine sahiptir. Diger SERM'ler gibi, Raloksifen de hedef dokuya bagli olarak
agonistik veya antagonistik bir sekilde Ostrojen reseptoriine (ER) baglanabildigi
bilinmektedir.?** Bazedoksifen, hiicresel diizeyde hem ERa hem de Erp'ye
baglanmakta ve 17B-estradiole baglanmasini inhibe ederek kemik iizerinde agonistik

aktivite uygulamaktadir.?*®

PTH analoglar1 gibi anabolik ajanlar da osteoporoz tedavisinde
kullanilmaktadir; ancak kullanim oranlari daha sinirlidir ve genellikle antirezorptif
tedaviler etkili olmadiginda tercih edilmektedir. Su anda osteoporoz tedavisi igin
sadece iki osteoanabolik ilag mevcuttur: TPTD ve ABL. TPTD veya insan PTH (1-34)
hormonu, memelilerde kalsiyum olusumunun ve kemik metabolizmasinin ana
diizenleyicisi olan PTH (1-84) zincirinden tiiretilen bir kemik olusumu promotdoriidiir.
TPTD'in birincil dizisi, mineral homeostazinin aktif fazina karsilik gelen tam

uzunluktaki PTH'nin (1-84) 34 amino asidiyle aynidir. TPTD osteoblastogenezi tesvik
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etmekte ve osteoblastik apoptozu 6nlemektedir. 246247 Ote yandan ABL, ilk 20 amino
asitteki PTH peptidiyle ayn1 olan PTH'nin 34 amino asitlik sentetik bir analogu oldugu
bilinmektedir.>*® ABL ile ilgili genel bilgiler ilerleyen boliimlerde detayli olarak
anlatilmistir. (Bkz. 2. 4.Abaloparatid)

Ayrica, kemik rezorpsiyonunda azalmaya neden olarak kemigi korudugu
gosterilen katepsin K inhibitorleri veya osteoblastik aktiviteyi inhibe ederek
apoptozunu destekleyen SOST geninin {iriinleri olan antisklerostin terapileri gibi
osteoporoz tedavisi i¢in yeni hedefler arastirilmaktadir. Ek olarak, LRP5/6 ko-
reseptorlerine baglanarak Wnt sinyal yolunu inhibe ederek kemik olusumunu inhibe
eden osteosit tarafindan salgilanan bir protein olan sklerostine karsi antikorlar klinik
olarak gelistirilmektedir. Romosozumab, hem antirezorptif hem de osteoanabolik
islevlerle etki edebilen, kirik riski yiiksek postmenopozal kadinlarda osteoporoz

tedavisi icin FDA tarafindan onaylanmis bir sklerostin inhibitoriidiir.24°
2.4. ABALOPARATID

Daha 6nce BA058 olarak bilinen Abaloparatid (ABL), PTHrP’in ilk 34 amino
asidinin sentetik bir peptit analogu olarak tanimlanmaktadir ve %76 dizi homolojisi
paylagmaktadir. Insan PTH (1-34) veya rekombinant karsihgni TPTD ile
karsilagtirildiginda, ABL %42 homoloji saglayan 20 amino asit degis tokusu
gerceklesmektedir ( Tablo 2.3 )(Sekil 2.7).250 2%
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Tablo 2.3 ABL, Abaloparatid; TPTD, teriparatid; PTHrP(1-36), insan paratiroid hormonuyla iliskili
protein ve (PTH) (1-84 insan paratiroid hormonu)'nun birincil amino asit dizisi.

Dizi

isim Amino asit dizisi ee o
homolojisi

ABL AVSEHQLLHDKGKSIQDILIRRRELLEKLLXKLH %100

TA
I T T 1
TPTD SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNF %42
(1-34)
I T T 1
PTHr AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFFLHHLIAEIHTAEY %76
P
(1-36)

[ I I
PTH  SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFQRPRKK %42
(1-84) EDNVLVESHEKSLGEADKADVNVLTKAKSQ

ABL'in dizi farklhiiklar: kalin ve alti ¢izili olarak gosterilmistir. 29. pozisyondaki amino asit X,
proteinojenik olmayan amino asit 2-metilalanindir. Diger harfler normalde olusan proteinojenik amino
asitleri ifade eder. Dizi homolojisi, ABL'in ilgili peptitlerin ilk 34 amino asit pozisyonuyla
karsilastirildiginda homolojisini gosterir.

PTHrP, PTH ile benzer N-terminal homolojisi olan ayr1 bir gen tirtiniidiir. PTH
kalsiyum hemoastazinda endokrin regiilatér olarak gorev yaparken, PTHrP
endokondral kemik gelisiminde rol oynamaktadir. ABL FDA tarafindan Nisan 2017’de
osteoporotik kirik dykiisii olan ya da kirik riski yiiksek osteoporozlu postmenapozal

kadinlarin tedavisinde kullanimi onaylanmugtir.?>2

Hem ABL hem deTPTD, kemik olusumunu baslatmak icin osteoblastlardaki
PTHIR ile etkilesime girme yetenegini paylasmaktadir. ABL, PTH1R’in RG

konformasyonuna segici olarak baglanan bir peptittir.2>

PTHIR, giinliik kan kalsiyum seviyelerini kontrol eden bir endokrin hormon
olan PTH ve gelismekte olan kemik ve diger dokularda hiicre ¢ogalmasi ve farklilasma
programlarin1 diizenleyen parakrin etkili bir morfojenik faktér olan PTHrP olmak
tizere iki ayr1 endojen polipeptit ligandinin eylemlerini aracilik ederek kemik

biyolojisinde énemli bir rol oynamaktadir.?®3
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Ala-Val-Ser-Glu-His-GIn-Leu-Leu-His-
Asp-Lys-Gly-Lys-Ser-lle-GIn-Asp-Leu-
Arg-Arg-Arg-Glu-Leu-Leu-Glu-Lys-Leu-
Leu-{Aib}-Lys-Leu-His-Thr-Ala-NH,

Sekil 2.7 Abaloparatid ‘in aminoasit dizisi

2.4.1 Etki mekanizmasi

ABL, kemik olusumu ve kemik dongiisiiniin yant sira mineral iyon
homeostazini diizenleyen bir G-protein-bagl reseptér (GPCR) olan PTH1R’ninde bir
agonisttir.2>* PTHIR, cAMP/PKA sinyal kaskadim aktive eden adenilil siklaz1 (AC)
ve IP/PKC sinyal kaskadini aktive eden fosfolipaz C'yi (PLC) uyaran Gs ve Gq ile
birlesir.?t 2* Bir agonist olarak ABL, osteoblastlardaki PTHIR iizerindeki anabolik
aktivite, osteoblast aktivitesini artirmak i¢in PLC’yi ve protein kinaz A'y1 (PKA)
aktive eden Gs-protein aracili siklik adenozin monofosfat (cCAMP) yolunu uyarir. ABL,
osteoblastlar tarafindan kemik olusumunu desteklemek ic¢in kemik yeniden
sekillenmesinin dengesini degistirir ve osteoklast kemik rezorpsiyonunda minimal bir
artis saglar. Bu, periosteal, trabekiiler ve endokortikal yilizeylerde kemik olusumunda

artislara yol agar.?>®

PTHIR, farkli ligand baglanma profillerine sahip iki konformasyona sahiptir.
RO konformasyonu, G proteininden bagimsiz yiiksek afiniteli bir konformasyondur ve
baglandiktan sonra ligand, cAMP'yi kademeli olarak artiran daha uzun siireli bir sinyal
yanitina neden olur. Uzun siireli sinyal yanit1 nedeniyle, RO konformasyonuna segici
olarak baglanan ligandlar, artmig kalsiyum mobilizasyonu ve hiperkalsemi riski ile
iliskilidir.2® Tersine, RG konformasyonu G-proteinine bagimlidir (GTPyS-duyarlr) ve
daha kisa bir sinyal yanit1 verir.?* %3 ABL, RG konformasyonuna daha biiyiik bir
secicilikle baglanir, daha gegici sinyal yanitlarina neden olur ve kemik rezorpsiyonu
yerine net kemik olusumunu destekler.?>® 2% flacin TPTD’ye kiyasla hiperkalsemi ve
osteoklast rezorpsiyonu agisindan nispeten diisiik risk tasimasi, ABL’nin RG

konformasyonuna segici olarak baglanmasindan kaynakl1 oldugu diisiiniilmektedir.2>®

257
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Yapilan bir ¢alismada, ABL’nin iki yiiksek afiniteli PTHIR konformasyonuna
baglanma kapasitesi, radyoligand rekabet yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.
ABL’nin, RO konformasyonuna zayif baglanmasi ile RG konformasyonu i¢in daha
fazla secicilik gosterdigi bulunmustur. ABL’nin anabolik etkileri, diisiik osteoklast
rezorpsiyonunu korurken, cAMP sinyallemesinde hizli ve seri bir artisa yol acan RG

icin daha fazla afiniteye sahip olmasi ile aciklanabilmektedir.?®3

ABL ayrica testis ve epididim gibi hedef hiicrelerde endikasyon disi hedefler
olarak PTHIR'nin asag1 akisinda Gq ve B-arrestin-1 yolunu aktive etmektedir. Bu da
anti-enflamatuar etkiler olusturmakta ve epididimit ve orsit semptomlarinin

hafifletilmesi ile iliskilendirilmektedir,?!: 2°6: 258
2.4.2 Yan etkiler

Klinik denemelere katilan deneklerin %2'sinden fazlasi tarafindan bildirilen en
yaygin yan etkiler arasinda hiperkalsiiri, bag donmesi, mide bulantisi, bas agrisi,

carpint1, yorgunluk, iist karin agris1 ve vertigo bulunmaktadir.?*®

Klinik oncesi ¢alismalar, ABL’nin sistemik gilinlik uygulamasinin
kemirgenlerde osteosarkom insidansinda doz ve zamana bagl bir artisa yol agtigini
ortaya koymustur.?®® ABL’nin insanlarda osteosarkoma neden olup olmayacag:

bilinmemektedir.2>°
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (PAUBAP)
tarafindan desteklenen 2023DISF010 kodlu bu calisma, Pamukkale Universitesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda ve Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veterinerlik

Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gercgeklestirildi.

Calismanmizin yiiriitiilebilmesi i¢in Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurul Bagkanligi’ndan 27.07.2023 tarihli ve 2023/05 sayil1 karar ile etik kurul
onayr alindi (Ek.1). Bu karar sonucunda PAUHADYEK 2023DISF010 nolu

calismamizda “Hayvan Deneyleri Etigi” ne uygun olarak ¢aligildu.
3.2 Deney Hayvani Sayisi ve Deney Gruplari

Calismanm deneysel kismi Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Calismamizda her grup i¢in 6rneklem
biiyiikliigi, 0.40'ik bir etki boyutuyla 6nemli farkliliklar1 saptamak tizere %90 giic
elde etmek icin 0.05'lik bir alfa anlamlilik diizeyi temelinde hesapland1.?®* Bu analiz
1s1¢inda caligmamizda veteriner kontroli ile saglikli oldugu belirlenen 20-22 aylik,

250-300 g agirliginda 32 adet Wistar Albino si¢an kullanilda.

Bu ¢alisma igin kullanilacak olan siganlar, Pamukkale Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edildi. Denekler, 12 saat aydinlik/ 12 saat
karanlik siklusu saglanacak sekilde tutuldu, serbest diyet ve igme suyu ile beslenmeleri
saglandi. Oda 1sis1 22 + 2 °C’ de sabit tutuldu. Bulunduklart odanin nispi nem orani
%30-45 arasinda tutularak, odanin havalandirmasi filtre edilerek, kontaminasyon riski

onlendi. Siganlar kafeslerde tek olarak ve altlarinda talas olacak sekilde barindirildi.
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Tablo 3.1 Kontrol ve deney gruplarindaki hayvan sayilar:

Grup 1: Kontrol Grubu (K) 8 adet
Grup 2: Otojen Greft (O) 8 adet
Grup 3: Abaloparatid (ABL) 8 adet
Grup 4: Abaloparatid+ Otojen Greft (ABL+0) 8 adet
Kullanilan toplam hayvan sayisi 32 adet

3.3 Cerrahi Prosediir

Calismamiz esnasinda yapilacak tiim islemler steril ortamda gergeklestirildi.
Tim sicanlara genel anestezi amaciyla 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar,
Eczacibagi, Istanbul, Tiirkiye) ve ile 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun 2%,
Bayer, Istanbul, Tiirkiye) intraperitoneal olarak uygulandi. Siganlar sabitlenip, arcus
costalar ve inguinal boélgelerdeki tiiyler alindi. Ameliyat bolgesi povidon-iyot
soliisyonu (Poviiodex, Kimpur, Tiirkiye) ile temizlendikten sonra 3 cm'lik bir insizyon
yapildi. Abdominal kaslar ve periton agilarak omentum kaldirildi ve overler
mesoovaryum ve uterus kornu iizerinden 4/0 glikolid bazli emilebilir siitiir (Vicryl,
Ethicon, Briiksel, Belgika) malzemesi ile baglandi ve c¢ikarildi. Kanama kontrolii
yapildiktan sonra kaslar ve cilt alt1 dokular yine 4/0 glikolid bazli emilebilir siitiir
(Vicryl, Ethicon, Briiksel, Belcika) ile siitiire edildi, cilt ise 4/0 ipek (Dogsan, Istanbul,
Tirkiye) siitiir ile kapatildi. Ameliyat sonrasi enfeksiyon riskini azaltmak igin
siganlara antibiyotik ve analjezik uygulamasi yapildi. Siganlar kontrol edilip yara
bakimi yapildiktan sonra kafeslerine yerlestirildi. Tim sicanlara bilateral

overiektomiden sonraki 8 hafta boyunca herhangi bir miidahale yapilmadi.
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Ovariektomiden 8 hafta sonra deney hayvanlarinin anestezisi intraperitoneal
enjeksiyon yontemi ile 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun 2%, Bayer, Istanbul,
Tiirkiye) ve 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye)

kullanilarak saglandi.

Genel anestezi altindaki sigcanlardan serum osteoklastik faaliyeti gosteren bir
biyomarker olan serum CTX-I aracilig1 ile kalvaryal operasyonlarindan 6nce artmis
kemik turnoverini ortaya koymak amaciyla, kuyruk ucundan kan alindi. Alinan
ortalama 2 ml kan 6rnekleri, serum ayirma tiiplerinde (BD Vacutainer® SST T™ ||
Advance) topland:1 ve 15 dakika siire ile 2000 rpm devirle santrifiij edilerek serum
ornekleri kan plazmasi lizerisinde toplandi. Elde edilen serum 6rnekleri eppendorf tiipe
koyuldu. Serum CTX-1 ELISA Kit (BT LAB, Sanghay, Cin) araciligiyla serum
orneklerinin CTX-I degerleri tespit edildi. Serum CTX-I seviyeleri, postmenopozal

osteoporoz etkilerini ortaya koymak i¢in analiz edilmistir.

Sicanlara uygun genel anestezi saglandiktan sonra kalvaryum tiras edildi.
Antisepsi saglamak i¢in povidon-iyot soliisyonu (Poviiodex, Kimpur, Tirkiye)
uygulandi (Sekil 3.1). Sonrasinda agilacak alana 1:100.000 epinefrin ile %2 lidokain
uygulanarak lokal anestezi saglandi. Cerrahi alan steril ameliyat oOrtiileri ile izole
edildi. Kalvaryal alanda parietal kemikleri ortaya ¢ikarmak i¢in orta hat boyunca 2 cm
uzunlugunda bir kesi yapildi. Ekartorler kullanilarak cerrahi alanda yeterli goriis
sagland1 (Sekil 3.2). Kafatasi kemiginin ortasinda 8 mm ¢apinda trefan frez (Ocean
Dental, Istanbul, Tiirkiye) ile hem dis hem de i¢ kortikal ¢ikarilip dura mater korunarak
8 mm ¢apinda kafatasi defekti olusturuldu [8]. Dental drill (NSK Surgic AP, Nakanishi
Inc., Tokyo, Japonya) dakikada 10.000 devire (RPM) ayarland1 ve trepan ucu frezleme
islemi sirasinda serum fizyolojik ile sogutuldu. Defekt bolgesindeki kemik duramatere

zarar verilmemeye 6zen gosterilerek ¢ikarildi. (Sekil 3.3-4-5)

Kontrol grubunda olusturulan defektte herhangi bir  biyometaryal
uygulanmayip bos birakildi. O grubunda kemik defekti olusturulurken elde edilen
otojen kemik, dental kemik 6giitiiciisii (Schwert, Seitingen/Oberflacht, Almanya) ile
ogiitildi. Partikiil boyutuna getirilen otojen greftler, greft tasiyicist (Queen Dental,
Istanbul, Tiirkiye) ile defekt bdlgesine yerlestirildi. ABL grubunda kemik defekti
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olusturulduktan sonra Fosfat Tamponlu Salin (PBS) i¢inde ¢6ziinmiis 40ug/kg ABL,
jelatin spongostana emdirilerek defekt bolgesine uygulandi. ABL+O grubunda kemik
defekti olusturulurken elde edilen otojen kemik, dental kemik 6giitiiciisii (Schwert,
Seitingen/Oberflacht, Almanya) ile ogitiilip partikiil haline getirildi. Defektlere
otojen kemik partikiilleri ile PBS i¢inde ¢6ziinmiis 40ug/kg ABL karistirilarak greft
tastyicisi (Queen Dental, istanbul, Tiirkiye) ile uygulandi.

Cerrahi islemler tamamlandiktan sonra 4/0 glikolid bazli emilebilir siitiir
(Vicryl, Ethicon, Briiksel, Belgika) ile periosteum, daha sonra basit bir dikis teknigi ile
4/0 ipek siitiir (Dogsan, Istanbul, Tiirkiye) ile deri dokusu dikildi ve cerrahi alan

kapatildi. Siganlarin tamami giin asir1 yara temizligi i¢cin muayene edildi.

ABL ve ABL+O gruplarinda kullanilan ABL (MedChemExpress, ABD)
(Katalog numarasi: HY-108742A) Alfagen laboratuvar malzemelerinden temin edildi.
Protokoliinde belirtildigi sekilde PBS ile ¢ozdiiriildii. 40 ug/kg ABL; 100ul (0,1 ml)
hacim ayarli otomatik pipet (ISOLAB, Istanbul Tiirkiye) ile ayarlanarak eppendorf

tiiplerine taze olarak hazirlandi (Sekil3.10).

Sekil 3.1 Siganlarin kalvaryumu tiras edildi ve povidon-iyot soliisyonu uygulandi.
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Sekil 3.2 Kesi atildi ve ekartor ile yeterli goriis saglandl.

Sekil 3.4 Defekt bolgesindeki kemik duramatere zarar verilmemeye 6zen gésterilerek ¢ikarildi.
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Sekil 3.5 Otojen kemik, dental kemik ogiitiiciisii ile ogiitiildii.

Sekil 3.7 Sol tarafta spongostana emdirilmis (ABL grubu), Sag tarafta otojen grefile karistiriimis ABL
(ABL+O grubu) gosterilmektedir.
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Sekil 3.8 Periostun 4/0 glikolid bazli emilebilir siitiir ile dikildi.

Sekil 3.9 Kafa derisi basit siitiir tekniginde 4/0 ipek siitiir ile dikildi.

Sekil 3.10 ABL dozlari, 100ul (0,1 ml) hacim ayarli otomatik pipet ile ayarlandi.
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3.4 Sicanlarin Bakim ve Sakrifiye Edilmesi

Postoperatif olarak deney hayvanlarina Seftriakson 25 mg/kg (Yavuz Ilac,
Istanbul, Tiirkiye) ve Rimadyl 4 mg/kg (Pfizer, Newyork, NY, ABD) flakon 3 giin siire

ile subkutan olarak verildi.

Deney hayvanlar1 kalvaryal defekt olusturulduktan 8 hafta sonra anestezi
altinda servikal dislokasyon yontemi kullanilarak sakrifiye edildi. Hayvanlarin
kalvaryumlar1 alinarak %10’luk formaldehit i¢inde saklandi. Geriye kalan hayvan
atiklar plastik torba iginde toplanip, hastane tibbi atiklarina atildi.

3.5 Histopatolojik ve Histomorfometrik Inceleme

Tez ¢alismanin deneysel asamasinin siiresinin bitiminden sonra tiim siganlara
yiiksek anestezik uygulamasi ve ardindan servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulandi.
Nekropsi sirasinda kafa derisi yiiziildiikten ve yumusak dokular uzaklastirildiktan
sonra kafatasindaki defekt bolgesi defekt alani tam ortada kalacak sekilde gevresindeki
kemiklerden dikkatlice ayrildi ve defekt bolgesi ornekleri toplandi. Takiben tiim
ornekler tiim 6rnekler %10°luk nétral formaldehit soliisyonu igine atilarak tespit edildi.
Defekt bolgesini igeren ornekler 1 hafta kadar formaldehit sollisyonunda tespit i¢in
bekletildi. Bu asamadan sonra tiim ornekler dekalsifikasyon asamasina alindi ve (10%
EDTA Decalcification Solution (E-IR-R112), Elabscience USA) soliisyonu iginde 2
hafta boyunca bekletildi. Bu asama sirasinda her 3 giinde bir kemiklerin yumusama
miktarlart kontrol edildi ve soliisyonlar1 degistirildi. Bu islem tiim kemikler
yumusayana ve kesilebilecek hale gelene kadar devam ettirildi. Bu asamada defekt
cevresindeki fazla dokular da uzaklastirildi ve defekt alan1 tamamen kesit alinabilecek
hale gelene kadar bu isleme devam edildi. Yumusayan kemik 6rnekleri defekt alani
tam ortada kalacak sekilde dikkatlice trimlenerek doku takip kasetlerine igine
yerlestirildi. Tim kemik 6rnekleri akan su altinda yikandiktan sonra rutin doku takip
asamasina gecildi. Bu islem i¢in tam otomatik doku takip cihazi (Leica ASP300S;
Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) gilinlik takip programina ayarlanarak
kullanildi. Iglerinde kemik dokusu drneklerinin bulundugu kasetler gece boyunca

%380’lik alkolden baslanarak %100’liik alkollere kadar dereceleri artan alkol serileri

58



ile hemen ardindan iki adet ksilol sersinden ge¢irildi. Boylece 6nce kemik 6rneklerinin
dehidratasyonlart ve hemen ardindan da dokulardaki yaglarin uzaklagtirilmasi
saglandi. Su ve yaglar1 alinana kemik dokusu 6rneklerinin bulundugu kasetler hemen
ardindan sicak parafine alind1 ve bdylelikle doku bosluklarina parafinin yerlesmesi
saglandi. Tiim gece boyunca diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere
gecirilen ve takiben ksilolde bekletilen kemik dokusu ornekleri ertesi giin blokaj
islemine tabi tutuldu. Blokaj asamasi i¢in cihaz i¢inde oku takipleri biten kemik
dokusu 6rnekleri bu cihazdan ¢ikarilip doku blokaj cihazina (Leica Histocore Arcadia
H) (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) yerlestirildi. Blokaj cihazinda 6nceden
isitilmig 6zel metal doku blokaj kaliplarima yerlestirilen kemik ornekleri defekt
bolgeleri metal ylizeye gelecek sekilde dikine olarak metallere dikkatlice
yerlestirilerek iistlerine sicak parafin takviyesi yapildi. Karigikliklart onlemek icin
takip asamasinda kullanilan ve {izerlerine hayvan numarasi ve ¢alisma gruplar1 yazili
olan kasetleri ile kapatildi ve parafin bloklar olusturulmus oldu. Bu agamanin ardindan
parafinin donarak sertlesmesi amaciyla tiim bloklar blokaj tinitesindeki soguk tablalt
boliime yerlestirildi. Metal kaliplar bu tablanin iistiinde soguyarak parafin bloklar
kaliplardan ayrildi. Tiim orneklerin bulundugu parafin bloklar kesit islemine kadar
+4°C’lik buzdolabinda tutuldu. Buzdolabi i¢inden ¢ikarilan parafin bloklar kesit islemi
i¢cin soguk tabla iizerine yerlestirildi. Ardindan tam otomatik rotary mikrotomla (Leica
2155) tiim parafin bloklardan 5 pm kalinlikta 13’er seri kesit alindi. Kesitlerden bir
serisi normal lamlara ¢ekildi ve histopatolojik incelemeler i¢in hematoksilen eozin ile
boyamaya alindi. Diger 12 seri kesit polilizinli lamlara c¢ekildi ve

immunohistokimyasal incelemeler i¢in kullanildu.

Rutin histopatolojik degerlendirme i¢in normal lamlar iizerine alinan kesitler
boyama kopriilerine yerlestirilerek 60°C’ye ayarlanarak 1sitilmis olan etiivde 1 saat
kadar tutularak tamamen kurumalar1 ve kesitlerin lamlar iizerine daha iyi yapigmasi
saglandi. Ayrica bu 1sitma islemi parafinin erimesini ve kesitler {izerinden
uzaklagmasini saglamis oldu. Etiivden alinin sogutulan kesitler rutin hematoksilen-
eozin boyamasi asamasina alindi. Bu asamada ilk olarak tiim kemik kesitleri 30’ar
dakikalik siirelerle 3 ayr1 ksilol serisinden dikkatlice gegirildi ve kesitler tizerindeki

kalmis olan parafin artiklarinin eritilerek uzaklastirilmasi saglandi. Deparafinize olan
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kesitler sirastyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkoller olacak sekilde yiiksek dereceli
alkollerden baglanarak diisiik dereceli alkollere dogru gegirildi ve dehidrasyon iglemi
gerceklestirildi. Hemen ardindan tiim kemik kesitleri Harris hematoksilenle (15
dakika) ve ardindan eozinle (3 dakika) boyandi. Bu islem tamamlaninca bu kez
sirastyla %70, 80, 90, 96 ve 100’liik alkollere diisiik dereceli alkollerden yiiksek
dereceli alkollere gecirilerek dehidrasyonlar1 gergeklestirildi. Hemen ardindan tiim
kesitler parlatma i¢in 3 ayri ksilol serisinden geg¢irildi. Takiben kesitlerin iizerlerine
0zel yapistirici olan entellan damlatildi ve lamel ile kapatildi. Bu sekilde 1 giin siire ile
oda 1sinda kurumaya birakildi. Kurumasi tamamlanan kemik kesitleri Olympus CX21
model 151k mikroskobunda incelendi. Olympus DP26 model kamera ile histopatolojik
dijital fotograflar ¢ekildi ve yazim asamasinda kullanilmak tizere bilgisayar ortamina

aktarildi.

Kemik iyilesme durumlar1 histomorfometrik parametrelere gore hesaplandi.
Buna gore total iyilesme alani (mm?), defekt kapanma orani (%), yeni sekillenmis
kemik alam1 (mm?) ve rezidiiel materiyal alani (mm?) x400 objektif altinda
degerlendirildi.?®? Ayrica defekt bolgesinde osteoblast ve osteoklast sayilar1 1.23mm?
lik alanda (x400 biiyiitmede) say1ld1.2%® Tiim defekt alani iki boyutlu olarak ve 5 ayr
sahada degerlendirildi. Histomorfometrik analizler i¢in Database Manual CellSens
Life Science Imaging Software System (Olympus Corporation, Tokyo, Japan)
programi ile Image J 1.48 versiyon (National Institutes of Health, Bethesda MD)

programi kullanildi.
3.6 immunohistokimyasal Inceleme

Immunperoksidaz incelemeler i¢in polilizinli lamlara alinarak hazirlanan seri
kesitler streptoavidin-biotin kompleks peroksidaz yontemine gore boyandi. B-catenin
(beta Catenin Antibody - #AF6266), KMP-2 (KMP2 Antibody - #AF5163), OPG
(Osteoprotegerin Antibody - #DF6824), OST (osterix Antibody - #DF7731), RANKL
(RANKL Antibody - #AF0313) ve RUNX (RUNX2 Antibody - #AF5186),
Osteonektin-Sparc (SPARC Antibody - #DF6503), TGF-B (TGF beta 1 Mouse
monoclonal Antibody - #BF8012), Kolajen-1 (Collagen | Antibody- #AF7001),
Osteokalsin (Osteocalcin Antibody - #DF12303), ALP, (Alkaline Phosphatase
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Antibody - #DF6225), VEGF (VEGFA Antibody - #AF5131) antikorlari ile boyandi.
IHC i¢in Affinity Bioscience, (Canada) firmasinin primer antikorlar1 1/100 diliisyonda
kullanildi. Boyamalar i¢in sekonder kit olarak EXPOSE Mouse and Rabbit Specific
HRP/DAB Detection IHC kit (ab80436) ve kromojen olarak 3,3 diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) (Abcam, UK) kullanildi. immunohistokimyasal boyama
prosediirii i¢in histopatolojik boyama yonteminde ayrintilari verilen sekilde kesitler 3
ayr1 ksilol serisinden gecirilerek deparafinize hemen ardindan dereceli azalan alkol
serilerinden gegirilerek rehidre edildi. Bu agsamadan sonra tiim kesitler 10 dakikalik bir
siire ile distile suda icinde yikandi. Immunohistokimyasal boyama metodunun bundan
sonraki tiim asamalar1 nemli kamaralar i¢inde yapildi. Ilk olarak kesitlerde bulunan
endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in tiim kesitler metanol iginde
hazirlanmis %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 10 dakika bekletildi. Bu asamanin
ardindan 10 dakikalik siirelerle iki kez PBS (pH 7,2) iginde yikandi. Takiben, non-
spesifik antijenik boyanmalar1 6nlemek i¢in 20 dakikalik bir siireyle bloking serumda
bekletildi. Bunun ardindan kesitler tizerindeki fazla serum atild1 ve yikama yapilmadan
kesitler tlizerine primer antikorlar damlatildi. Primer serumlar ile kesitler bir gece
boyunca +4°C’de buzdolabinda inkiibe edildi. Ertesi giin tiim kesitler ayn1 sekil ve
siirelerde PBS ile yikandi. Takiben 30 dakikalik bir siireyle streptavidin ile inkiibe
edildi. Ardindan tiim kesitler iki defa 10’ar dakika stirelerle PBS i¢inde yikandi. Bu
asamanin ardindan tiim kesitler 20 dakikalik bir siire ile biotinli serum ile inkiibe edildi
ve ardindan ayni sekil ve siireyle PBS i¢inde yikandi. Bu asamadan sonra yeni
hazirlanan DAB substrat ile 5-10 dk’lik siirelerle inkiibasyona birakildi. Ardindan
harris hematoksilen ile zemin boyamasi yapilarak boyama islemi tamamlandi. Takiben
dereceleri artan alkol serilerinden gegirilen tiim kesitlerin dehidre edilmesi saglandi.
Bu asamanin ardindan ksilol ile seffaflastirilarak 6zel yapistirici (Entellan- Merck) ile
lamel kapatilarak 151k mikroskobunda (Olympus CX41) incelendi. Negatif kontroller
icin primer serum agamasinda onlarin yerine antikor sulandirma sivilar1 damlatilarak
ayn1 prosediirler tekrarlandi. Database Manual Cell Sens Life Science Imaging
Software System (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) kullanilarak mikrofotografi ve
morfometrik inceleme yapildi. Immunohistokimyasal boyanma siddeti 0 ile 3 arasinda
semikantitatif olarak skorlandi, 0= negatif, 1= hafif ekspresyon, 2= orta ekspresyon ve

3= siddetli ekspresyon olarak degerlendirildi. Skorlara istatistik analiz yapilarak
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gruplar arasindaki fark degerlendirildi. Immunohistokimyasal skorlamalar i¢in Image

J 1.48 (National Institutes of Health, Bethesda MD) programi kullanildi.
3.7 Mikro-BT analizleri

Taramalar Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Mikro-BT (Bilgisayarli Tomografi) taramalari
ve analizlerinde kontrol ve deney gruplarindaki her bir numune i¢in ayni konumda,
standart ¢ekim prosediirii ve tarama yontemi kullanildi. Mikro-BT cihazinin gerekli
kalibrasyonlari, taranmis kemik Orneklerinin hacimsel segmentasyonu ve ol¢iimleri

yapildiktan sonra goriintiilerin analizleri tamamlanmugtir.

Taramalar SkyScan-1272 (Bruker, Kontich, Belgika) cihazi kullanilarak
yapildi. Cihazin 6zellikleri bir X-151n1 kaynagi; 40-100 kV, 10 W (4 W'da <5 um spot
boyutu), X-1s1n1 kamerasi; 16 MP, maksimum biiyiitmede 4096 x 4096 piksel boyutu
idi. Ifade, 16 MP kamera icin <0,35 um idi. Taranan 6rneklerden elde edilen verileri
dontistirmek i¢cin NRecon v.1.6.3 yazilimi (Bruker, micro-CT, Belgika) kullanilirken,
analiz CTAn v.1.12 yazilimi (Bruker, micro-CT, Belgika) iizerinde gerceklestirildi.
Doku hacmi (TV, mm?), kemik hacmi (BV, mm?), kemik yiizeyi (BS, mm?), kemik
yiizeyin hacmine oram (BS/BV; kemik yiizeyi/kemik hacmi, mm™), kemik yiizey
yogunlugu (BS/TV; kemik yiizeyi/doku hacmi, mm™), kemik hacim yiizdesi (BV/TV;
kemik hacmi/doku hacmi, %), trabekiiler kalinlik (Tb.Th, mm), trabekiiler say1 (Tb.N,
mm™?) ve trakiiler ayrilma (Tb.Sp, mm) mikro-BT'de dl¢iildii.

Sekil 3.11 Bruker SkyScan 1272 Mikro-BT Tarama Cihazi
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3.8 Enzime Bagh Immiinosorbent Tahlili (ELISA)

Sican gapraz bagli CTX-I kolajen ELISAKkiti (Cat.No E1146Ra), 0.5-150 ng/ml
standart egri araligi ve 0.27 ng/ml duyarliligi ile sican serumunda CTX-I seviyeleri
tespit edildi. Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun olarak
hazirland1 ve 2-8°C'den ¢ikarilarak 30 dakika boyunca oda sicaklifina getirildi.
Onceden kaplanmis ELISA plakasina standart kuyucuklarina 50 pL standart ¢ozeltisi
eklendi; biyotinlestirilmis antikor eklenmedi ¢linkii standart ¢ozeltisi zaten
biyotinlestirilmis antikor igeriyor. Numune kuyucuklarina 40 pL numune ve 10 puL
anti-CTX-1 antikoru eklendi, ardindan hem numune hem de standart kuyucuklarina
(bos kontrol kuyucuklar1 hari¢) 50 pL streptavidin-HRP eklendi. Kuyucuklar iyice
Karistirildi, plaka kapak ile kapatildi ve 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Inkuvasyon
tamamlandiktan sonra plaka 5 kez yikama tamponu ile yikandi; her yikamada 300 pL
tampon eklendi ve 30 saniye ila 1 dakika siireyle yikandi. Yikama sonrasi her
kuyucuga 50 pL substrat ¢ozeltisi A ve ardindan 50 pL substrat ¢ozeltisi B eklendi,
plaka yeni bir kapak ile kapatilarak 37°C'de karanlik ortamda 10 dakika inkiibe edildi.
Standart kuyucuklarinda mavi gradyan gozlendiginde, her kuyucuga 50 pL
sonlandirma soliisyonu eklendi ve renk aninda sartya doniistii. Absorbans degerleri,
sonlandirma soliisyonunun eklenmesinden sonraki 10 dakika i¢inde 450 nm'de bir
mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar, olusturulan standart egriye gore

konsantre olarak hesaplandi.
3.9 Istatistiksel Degerlendirmeler

Calismanin istatistik analizi IBM SPSS Statistics 26 (IBM Corp., Armonk, NY)
paket programda yapildi. Dort grup arasindaki CTX-I sonuglarinin degerlendirilmesi
icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) testi uygulandi. Histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve mikro-BT verilerinde gruplar aras1t farkliligin
degerlendirilmesi i¢in non-parametrik test olarak Kruskall Wallis, gruplar arasi ikili
karsilagsma i¢in Bonferroni diizeltmesi ile post hoc Mann-Whitney U kullanildi. p-

degerinin 0,05'ten kii¢iik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Klinik Bulgular

Deneysel cgalisma siiresince siganlarin uygulanan cerrahi islemleri iyi tolere
ettigi, beslenmeleri konusunda herhangi bir olumsuzluk yasanmadigi, operasyonlar
sebebiyle herhangi bir enfeksiyon olusmadigi ve genel saglik durumlarinin iyi oldugu

gozlendi.
4.2 Serum CTX Bulgulan

Tiim deney sicanlarina ovariektomi uygulanmais olup, 8 hafta sonrasinda serum
CTX-I degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu ortalama degerler, kullanilan ELISA kitinin standart
egrisi (0.5-150 ng/ml) gbéz Oniine alindiginda yiiksek seviyelerdeki kemik
rezorpsiyonunu isaret etmektedir. Istatistiksel analiz sonucunda, dort grup arasinda
serum CTX-I degerleri agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (p = 0,715). Bu
bulgular, ovariektomi yapilan siganlarda postmenopozal osteoporozun basariyla
gerceklestigini ve gruplar arasinda kemik turnoverinda anlamli bir farklilik olmadigini

gostermektedir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 CTX-I degerleri istatistiksel verileri

Gruplar n Ortalama Standart Sapma Min Max p-degeri
K 8 138,62 19,68 110,95 165,06
@) 8 129,81 19,47 105,82 170,68
ABL 8 129,89 9,36 117,60 141,77 0.715
ABL+O 8 135,23 21,22 106,48 160,22

Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA testi kullanild:.

p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edild;.
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4.3 Histopatolojik ve Histomorfometrik Bulgular

Gruplara gore defekt alanlar1 incelendiginde K grubunda defekt alaninda greft
materyali gézlenmedi, belirgin bir bag doku artig1 gézlendi. Defekt kenarlarinda yeni
kemiklesme alanlar1 ¢ok hafif sekilde goriildii. O grubunda greft bolgesindeki
materyalin biiyiikk bir kismi rezorbe oldu, bag doku ve kemik olusumlarinda artis
dikkati ¢ekti. ABL grubunda bag doku artist ve yeni kemik olusumlarinin sekillendigi
ancak rezidiiel materyalin bir boliimiiniin defekt alaninda oldugu goriildi. ABL+O
grubunda belirgin bag doku artis1 ve kemiklesme dikkati ¢ekti. Greft materyallerinin
bir kismi1 defekt alaninda gozlendi. En iyi iyilesmeye bu grupta rastlandi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Gruplara ait histopatolojik gériintiiler A: K grubunda defekt alaninin gériiniimii (ok), yaygin
bag doku artis, B: O grubunda defekt alaninin gériintimii (oklar), greft materyalleri, C: ABL grubunda
defekt alaninin goriiniimii (ok), belirgin bag doku artisi, D: ABL+O grubunda defekt alaninin gériintimii
(ok), bag doku ve yeni kemik olusumlart ile rezorbe olmamig greft materyalleri, HE, Bar=100um.

Gruplar arasinda total iyilesme alani, defekt kapanma orani, yeni kemik alani,
rezidiiel material alani ile osteoklast ve osteoblast sayilarinin istatistik analiz sonuglari

Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2 Histomorfometrik verilerin istatistik analiz sonuglar

Histomorfometrik Gruplar

Veriler p degeri
K O ABL ABL+O

Total iyilesme

) 2,40+0,15%  9,67+0,44°¢  588+0,26*¢  13,74+0,31° <,001
alam1 (mm?)

Defekt kapanma  20,70+0,37% 47,26+0,79>¢ 3548+118* 5801+1,12° <001
orani (%)

Yeni kemik alam
(mm2)

2,82+0,19°  3,54+£0,21°¢  2,90+0,22*¢  4,32+0,17° <,001

Rezidiiel material  0,00+0,000 27,75+0,88° 25,50+0,23%¢ 22,75+320%  <,001
alam1 (mm?)
Osteoklast sayisl 12,40+1,17¢  9,70+£0,82°¢  10,70+0,82%¢  7,63+0,80° <,001

Osteoblast sayisi 9,80+£0,91%¢  11,40+0,96°¢  9,20+0,782 13,45+0,52° <,001

* Veriler ortalamaxstandart sapma (SS) olarak verildi. Istatistiksel analizlerde gruplar arast ¢oklu
karsilastirmada Kruskal-Wallis testi, ikili karsilastirmada Mann-Whitney U ve Dunn-Bonferroni

diizeltmesi kullanild:.
** Farkl harften tist simgeli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardur.

***n<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml kabul edild;.

Histomorfometrik incelemede, total iyilesme alaninin ABL+O (13,74+0,31)
grubunda en yiiksek, K (2,40+0,15) grubunda ise en diisiik oldugu goriildii. ABL+O
grubu, K (2,40+0,15) ve ABL (5,88+0,26) gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p<0,05). Defekt kapanma orani yine ABL+O (58,01+1,12) grubunda en
yiiksek, K (20,70+0,37) grubunda en diisiik oranda saptand1 (p<0,05). Yeni kemik alani
bakimindan ABL+O (4,324+0,17) grubu en yiiksek degere ulasirken, K (2,82+0,19) ve
ABL (2,90+0,22) gruplarinda daha diisiik degerler izlendi (p<0,05). Rezidiiel materyal
alam O (27,75+0,88) ve ABL (25,50+0,23) gruplarinda yiiksek, K (0,00+0,00) ve
ABL+0O (22,75+3,20) gruplarinda diisiik bulundu (p<0,05). Osteoklast sayis1 en fazla
K (12,40+1,17) grubunda, en az ABL+O (7,63+0,80) grubunda tespit edilirken
(p<0,05), osteoblast sayis1t ABL+O (13,45+0,52) grubunda en yiiksek, ABL
(9,2040,78) grubunda ise en diisiik diizeyde bulundu (p<0,05).
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4.4 immunohistokimyasal Bulgular
4.4.1 ALP immunohistokimyasal Bulgular1

Gruplar arasinda ALP immunohistokimyasal bulgular1 incelendiginde K
grubunda hafif olan ekspresyonlarin diger gruplarda arttig1 ve belirginlestigi dikkati
cekti (Sekil 4.2).

K grubunda en diisiik ortalama (1,40+0,51) saptanirken, ABL+O grubunda
(2,63+0,50) en yiiksek ortalama elde edildi. O (1,90+0,56) ve ABL (1,70+0,48)
gruplari ise K ile ABL+O arasinda bir diizey gosterdi. Istatistiksel degerlendirmede,

ozellikle ABL+O grubunun diger gruplara gore anlamli1 diizeyde yiiksek oldugu dikkat
cekti (p<0,05) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.2 Gruplara gére ALP ekspresyonlarimin gériiniimii. A: K grubunda defekt bolgesinde hafif
ekspresyonlar (oklar), B: O grubunda defekt bolgesinde belirgin ekspresyonlar (oklar), C: ABL
grubunda defekt bélgesinde artmis (oklar), D: ABL+O grubunda defekt bélgesinde artmis (oklar),
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.

e
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4.4.2 p-katenin immunohistokimyasal Bulgulari

Gruplar arasinda [-katenin bulgular1 incelendiginde tiim gruplarda
ekspresyonlar gozlendi. En siddetli ekspresyonlar Grup 4’te saptandi. Ekspresyonlara

tiim mezenkimal hiicrelerde rastland: (Sekil 4.3).

B-katenin agisindan bakildiginda, K (1,40+0,51) ve ABL (1,60+0,51)
gruplarinin ortalama degerleri istatistiksel olarak benzer bulundu. Buna karsin O
(2,50+0,52) ve ABL+0O (2,7240,46) gruplar1 K ve ABL gruplarina kiyasla anlaml
derecede daha yiiksek diizeyde B-katenin ekspresyonu gosterdi (p<0,05) (Tablo 4.3).

Sekil 4.3 Gruplara gore p-katenin ekspresyonlarimin goriiniimii. A: K grubunda defekt bolgesinde tiim
hiicrelerde ekspresyonlar (oklar), B: O grubunda immunoekspresyonlarda (ok) artis, C: ABL grubunda
defekt bélgesinde artmig ekspresyonlar (ok), D: ABL+O grubunda artmig pozitif immunoekspresyonlar
(oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.3 KMP-2 immunohistokimyasal Bulgular

Gruplar arasinda KMP-2 ekspresyonlar1 degerlendirildiginde K grubunda
negatif veya hafif olan ekspresyonlarin diger gruplarda arttigi saptandi.
Ekspresyonlara endotel, fibroblast, osteoblast, osteoklast ve osteosit gibi tiim
mezenkimal hiicrelerde rastlandi (Sekil 4.4).

KMP-2 sonuglarinda, K (1,50+£0,52) ile ABL (1,70+0,48) gruplar1 arasinda
anlamli bir fark gozlenmezken, O (2,30+0,48) ve ozellikle ABL+O (2,54+0,52)

gruplarinda KMP-2 ekspresyonunun belirgin sekilde daha yiiksek oldugu saptandi
(Tablo 4.3).

Sekil 4.4 Gruplara gore KMP-2 ekspresyonlarimin gériiniimii. A: K grubunda defekt bolgesinde negatif
ekspresyonlar, B: O grubunda defekt bélgesinde artmig ekspresyonlar (ok), C: ABL grubunda defekt
bélgesinde artmis ekspresyonlar (ok), D: ABL+O grubunda defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar
(ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.4 Kolajen-1 Immunohistokimyasal Bulgulari

Defekt bolgeleri kolajen-1 ekspresyonlari agisindan incelendiginde tim
gruplarda yeni sekillenen ve 6nceden bulunan bag dokuda ekspresyonlara rastlandi.
Ekspresyonlar yeni olusan bag dokuda ve K’de hafif diger gruplarda ise belirgindi. En
siddetli ekspresyona ABL+O grubunda rastland1 (Sekil 4.5).

Kolajen-1 degerlendirmesinde en diisiik ortalama degerin K grubunda
(1,60+0,51) oldugu, bunu sirasiyla ABL (2,30+0,48), O (2,40+0,51) ve ABL+O
(2,54+0,52) gruplarinin izledigi tespit edildi. O, ABL ve ABL+O gruplarinin tiimii, K
grubuna kiyasla anlamli bigimde daha yiiksek kolajen-1 ekspresyonu sagladi (p<0,05)
(Tablo 4.3).

negatif ekspresyonlar (ok), B: O grubunda defekt bilgesinde negatif ekspresyonlar (ok), C: ABL
grubunda bélgesinde negatif ekspresyonlar (ok), D: ABL+O grubunda defekt bélgesinde negatif
ekspresyonlar (ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.5 Osteokalsin immunohistokimyasal Bulgulari

Gruplara gore defekt bolgeleri osteokalsin ekspresyonlarina  gore
incelendiginde K grubunda hafif olan ekspresyonlarin diger gruplarda belirgin sekilde
arttig1 goriildii. En belirgin artis ABL+O grubunda rastland: (Sekil 4.6).

Osteokalsin ekspresyonu i¢in K (1,40+0,51), ABL (2,10+0,31), O (2,30+0,48)
ve ABL+O (2,36+0,50) gruplarinda elde edilen ortalamalar incelendiginde; K

grubunun en diigiik diizeye, ABL+O grubunun ise en yiiksek degere ulastig1 tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 4.3).

Sekil 4.6 Gruplara gére osteokalsin ekspresyonlarinin gériiniimii. A: K grubunda defekt bolgesinde ¢ok
hafif ekspresyonlar (0k), B: O grubunda defekt bélgesinde hafifce artmis ekspresyonlar (ok), C: ABL
grubunda defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (ok), D: ABL+O grubunda defekt bélgesinde artmis
ekspresyonlar (ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.6 Osteonektin iImmunohistokimyasal Bulgulari

Gruplar arasinda defekt bdlgeleri osteonektin ekspresyonlarina gore
incelendiginde K grubunda negatif veya hafif olan ekspresyonlarin diger gruplarda
belirgin sekilde arttigi dikkati ¢ekti. En belirgin artisin ABL+O grubunda oldugu
gorildii (Sekil 4.7).

Osteonektin degerlerinde K (0,70+0,48) ve ABL (1,40+0,51) gruplar en diisiik
ortalamalar1 paylasirken, O (2,50+0,52) ve ABL+O (2,63+0,50) gruplarinda
osteonektin anlamli 6lglide daha yiiksek bulundu (p<0,05) (Tablo 4.3).

Sekil 4.7 Gruplara gore osteonektin ekspresyonlarimin goriiniimii. A: K grubunda defekt bolgesinde
negatif ekspresyonlar, B: O grubunda defekt bolgesinde hafifce artmis ekspresyonlar (oklar), C: ABL
grubunda defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (oklar), D: ABL+O grubunda defekt bélgesinde
belirgin sekilde artmig ekspresyonlar (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.7 OST immunohistokimyasal Bulgular

OST ekspresyonu incelemesinde, ABL+O (2,54+0,52) grubu, K (0,70+0,48) ve
ABL (1,40+0,51) gruplart ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p<0,05). Ek olarak, O (1,90+0,56) grubu ile ABL ve ABL+O gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi. (p>0,05) (Sekil 4.9) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.8 Gruplara gore OST ekspresyonlarimin gériiniimii. A: K grubunda defekt bélgesinde
immunoekspresyonlar (oklar), B: O grubunda defekt bolgesinde ekspresyonlar (oklar), C: ABL
grubunda defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (oklar), D: ABL+O grubunda defekt bolgesinde
artmis ekspresyonlar (oklar), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.8 OPG immunohistokimyasal Bulgulari

Gruplarin defekt bolgeleri OPG ekspresyonlari agisindan incelendiginde greft
uygulamasi ile ABL uygulamalarinin endotel, fibroblast, osteoblast, osteoklast ve

osteositlerin ekspresyonlarinda artisa sebep oldugu saptandi (Sekil 4.8).

OPG diizeyi acisindan K (0,40+0,51) grubu en diisiik ortalama degere sahip
olurken, ABL+O (2,36+0,50) grubu en yiiksek ortalamaya sahipti. ABL+O
grubundaki OPG seviyesi, K ve ABL gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde farkli bulundu (p<0,05) (Tablo 4.3).

> &N

Sekil 4.9 Gruplara gore OPG ekspresyonlarimin goriiniimii. A: K grubunda defekt bolgesinde hafifce
artmis ekspresyonlar (oklar), B: O grubunda defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (oklar), C: ABL
grubunda defekt bélgesinde artmis ekspresyonlar (oklar), D: ABL+O grubunda defekt bolgesinde
belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=>50um.
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4.4.9 RANKL immunohistokimyasal Bulgulari

Gruplar arasinda RANKL ekspresyon bulgular incelendiginde K grubunda
hafif olan ekspresyonlarin diger gruplarda artis gosterdigi saptandi. Ekspresyonlari
endotel, fibroblast, osteoblast, osteoklast ve osteositlerde gozlendi (Sekil 4.10).

RANKL ekspresyonu agisindan ABL+0O (1,10+0,56), O (1,60+0,69) ve ABL
(1,30+0,48) gruplar1 birbirine yakin degerler gostermis olsa da, K (2,45+0,52) grubu

en yiiksek ortalamaya sahipti. Ayrica K grubu, ABL ve ABL+O gruplarina gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklidir (p<0,05) (Tablo 4.3).

Sekil 4.10 Gruplara gore RANKL ekspresyonlarimin gériiniimii. A: K grubunda defekt bélgesinde
belirgin sekilde artmig ekspresyonlar (0k), B: O grubunda defekt bélgesinde artmis ekspresyonlar (ok),
C: ABL grubunda defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (ok), D: ABL+O grubunda defekt bélgesinde
hafif sekilde artmis ekspresyonlar (ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.10 RUNX2 immunohistokimyasal Bulgular

RUNX2 ekspresyonuna gore, K (1,60+0,51) ve ABL (1,80+0,63) gruplari
benzer diizeylerde kalirken, O (2,504+0,52) ve ozellikle ABL+O (2,63+0,50)

gruplarinda belirgin bigimde daha yiiksek RUNX2 seviyesi saptandi. Bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Sekil 4.11) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.11 Gruplara gére RUNX2 ekspresyonlarinin goriiniimii. A: K grubunda defekt bélgesinde artmug
ekspresyonlar (oklar), B: O grubunda defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (oklar), C: ABL grubunda
defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (oklar), D: ABL+O grubunda defekt bolgesinde belirgin sekilde
artmis ekspresyonlar (ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.11 TGF-p immunohistokimyasal Bulgular

TGF-p ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak incelenmesi sonucu, K
(0,90+0,56) grubunun en diisiik, ABL+O (2,274+0,46) grubunun en yiiksek degere
sahip oldugu gorildi. O (1,90+0,73) ve ABL (1,70+0,48) gruplarinda, TGF-$
degerleri acisindan K grubuna gore yiikselmis olsa da ABL+O grubuna gore daha

diisiik ortalama gosterdi. Gruplar arasindaki bu farklilik p<0,05 diizeyinde anlamlt
bulundu (Sekil 4.12) (Tablo 4.3).

o 8 . ALIS LIS B I =)
Sekil 4.12 Gruplara gére TGF- f ekspresyonlarinin goriiniimii. A: K grubunda defekt bolgesinde artmis
ekspresyonlar (oklar), B: O grubunda defekt bélgesinde artmis ekspresyonlar (ok), C: ABL grubunda

defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (ok), D: ABL+O grubunda defekt bolgesinde ekspresyonlar (ok),
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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4.4.12 VEGF immunohistokimyasal Bulgulari

VEGEF parametresi incelendiginde, K (1,50+£0,52) grubunun en diisiik diizeye
sahip oldugu, ABL (1,80+0,63) grubunda ise K grubuna gore biraz daha yiiksek bir
diizeye ulastig1 gozlendi. Ancak, O (2,40+0,51) ve ABL+O (2,45+0,52) gruplarinda,

K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bicimde daha yiiksek VEGF ekspresyonu
saptandi (p<0,05) (Sekil 4.13) (Tablo 4.3).

Sekil 4.13 Gruplara gore VEGF ekspresyonlarimin goriiniimii. A: K grubunda defekt bolgesinde
ekspresyonlar (ok), B: O grubunda defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (ok), C: ABL grubunda
defekt bolgesinde artmis ekspresyonlar (ok), D: ABL+O grubunda defekt bolgesinde belirgin sekilde
artmuis ekspresyonlar (ok), Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.
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Tablo 4.3 Immunohistokimyasal skorlarin istatistik analiz sonuglari

Antikorlar  Gruplar p

K o) ABL ABL+O degeri
ALP 1,40£0,51%  1,90+0,56>  1,70+0,48%  2,63+0,50°° <,001
B-katenin 1,40+0,51*  2,50+0,52°  1,60+0,51*  2,724+0,46° <,001
KMP-2 1,50£0,52%  2,30+0,48°¢  1,70+0,48%°  2,54+0,52° <,001
Kolajen-1 ~ 1,60+0,51¢ 2,40+0,51°  2,30+0,48°¢  2,544+0,52° <,001
Osteokalsin  1,40+0,51%  2,30+0,48°¢  2,10+0,31°  2,36+0,50°° <,001
Osteonektin  0,70+0,48%  2,50+0,52° 1,40+0,512 2,63+£0,50°  <,001
OST 0,70+0,48°  1,90+0,56°¢  1,40+0,51%¢  2,54+0,52° <,001
OPG 0,40+0,51%  2,00+0,47°¢  1,40+0,51%¢  2,36+0,50° <,001
RANKL 2,45+0,52* 1,60+0,69*¢  1,30+0,48°  1,10£0,56° <,001
RUNX2 1,60+0,51%  2,50+0,52°¢  1,80+0,63*¢  2,63+0,50° <,001
TGF-B 0,90+0,56°  1,90+0,73°¢  1,70+0,48%¢  2,27+0,46° <,001
VEGF 1,50+£0,52°  2,40+0,51°  1,80+0,63*° 2,45+0,52° <,001

* Veriler ortalama+standart sapma (SS) olarak verildi. Istatistiksel analizlerde gruplar arast ¢oklu
karsilastirmada Kruskal-Wallis testi, ikili karsilagtirmada post hoc Mann-Whitney U ve Dunn-

Bonferroni diizeltmesi kullanild:.

** Farkli harften tist simgeli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardur.

***n<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml kabul edild;.

4.5 Micro-BT Bulgular:

Deney hayvanlarindan alinan biyopsi 6rnekleri mikro-BT cihazinda tarand: ve
tim gruplara ait mikro-BT goriintiileri incelenerek gruplar arasi karsilastirmalar
yapildi (Sekil 4.14, 4.15, 4.16, 4.17). Bu tarama sonuglarina gore radyolojik analizler
gerceklestirildi ve elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 26 (IBM Corp., Armonk,
NY) programina aktarildi. Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi
uygulandy, istatistiksel olarak farklilik goriilen gruplar arasinda ikili karsilagtirmalarda
Mann-Whitney U ve Dunn-Bonferroni diizeltmesi kullanildi. Anlamlilik diizeyi

p<0,05 olarak kabul edildi. Radyolojik ve istatistiksel sonuglar Tablo 4.4’te 6zetlendi.
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Sekil 4.14 K grubuna ait defekt bolgesinin mikro-BT goriintiisii

Sekil 4.15 O grubuna ait defekt bolgesinin mikro-BT goriintiisii
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Sekil 4.16 ABL grubuna ait defekt bélgesinin mikro-BT gériintiisii

Sekil 4.17 ABL+O grubuna ait defekt bolgesinin mikro-BT goriintiisii
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Tablo 4. 4 Mikro-BT istatistiksel analiz sonuclar

Parametreler Gruplar p degeri
K @) ABL ABL+O
TV (mm?) 68,64+15,242 83,28+1,00%0 72 3342,752 88,50+3,53P <0,001
BV (mm?) 4,83+0,578 23,07+0,31P¢  15,26+1,703¢  29,1845,36P <0,001
BS (mm?) 58,71£9,00°  170,7145,48>¢ 104,06+3,99%¢ 240,75+33,72° <0,001
BS/BV (mm™) 12,12+0,69°  7,39+0,15°¢ 6,86+0,53° 8,31+0,512¢ <0,001
BS/TV (mm™1)  0,88+0,20% 2,05+0,075¢ 1,44+0,092¢ 2,71+0,28P <0,001
BVITV (%) 7,28+1,552 27,71£0,55%¢  21,16+2,743¢  32,82+4,89° <0,001
Th.Th (mm) 0,35+0,012 0,52+0,01°¢ 0,51+0,022¢ 0,55+0,045¢ <0,001
Th.N (mm™) 0,19+0,052 0,68+0,05P 0,39+0,0020 0,68+0,09P <0,001
Th.Sp (mm) 1,32+40,34*  0,49+0,01° 0,99+0,022¢ 0,59+0,05°¢ <0,001

TV (Tissue Volume): Doku hacmi, BV (Bone Volume): Kemik hacmi, BS (Bone Surface): Kemik yiizeyi,
BS/BV (Bone Surface/Bone Volume Ratio): Kemik yiizeyinin kemik hacmine orani, BS/TV (Bone Surface
Density): Kemik yiizey yogunlugu, BV/TV (Bone Volume Fraction): Kemik hacim yiizdesi, Th.N
(Trabecular Number):Trabekiil sayisi, Tb.Th (Trabecular Thickness): Trabekiil kalmhg, Th.Sp
(Trabecular Separation): Trabekiil aralig

* Veriler ortalamazstandart sapma (SS) olarak verildi. Istatistiksel analizlerde gruplar arast ¢oklu
karsilastirmada Kruskal-Wallis testi, ikili karsilastirmalarda Mann-Whitney U ve Dunn-Bonferroni
diizeltmesi kullanildh.

** Farkll harften iist simgeli gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamii fark vardir, p<0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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TV: En yiiksek doku hacmi ABL+O grubunda (88,50+3,53) belirlendi. O
grubunda (83,28+1,00) da buna yakin bir ortalama saptandi. K (68,64+15,24) ve ABL
(72,33+2,75) gruplarinda ise daha diisiik degerler gézlendi bu degerler ABL+O grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,05). O grubu
ve ABL grubu karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunamadi.

BV: Kemik hacminin en yiiksek oldugu grup ABL+O (29,1845,36) olarak
tespit edildi. Bunu O (23,07+0,31) ve ABL (15,26+1,70) gruplar takip etti. En diisiik
ortalama ise K grubunda (4,83+0,57) bulundu. ABL+O grubu ile K ve ABL gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,05). O grubu ve ABL grubu

karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunamadi.

BS: Kemik yiizeyinin en yiiksek oldugu grup ABL+O (240,75+33,72), onu O
grubu (170,71+5,48) takip etti. ABL (104,06+3,99) ve o6zellikle K (58,71+9,00)
gruplarinin ortalamalar1 daha diisiitk bulundu (p<0,05). ABL+0O grubu ile K ve ABL
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,05). O grubu ve ABL

grubu karsilagtirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunamadi.

BS/BV: En yiiksek K grubunda (12,124+0,69), en diisiikk ise ABL grubunda
(6,86+0,53) saptandi. O (7,39+0,15) ve ABL+O (8,31+0,51) gruplar1 bu iki u¢ deger
arasinda konumlandi (p<0,05). O grubu ve ABL grubu karsilastirildiginda istatistiksel

anlamlilik bulunamada.

BS/TV: Kemik ylizey yogunlugu bakimindan en yiiksek deger ABL+O
(2,71£0,28) grubunda 6l¢iiliirken, O (2,05+0,07) grubu bunu izledi. K (0,88+0,20) ve
ABL (1,44+0,09) gruplarinda ise daha diisiik diizeyde bulundu. ABL+O grubu ile K
ve ABL gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,05). O
grubu ve ABL grubu karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunamada.

BV/TV: ABL+O (32,82+4,89) grubunun diger gruplara gore en yiiksek orana
sahip oldugu goriildi. O (27,71+0,55) ve ABL (21,16+2,74) gruplar1 orta diizeyde
kalmis, K (7,28+1,55) grubu ise en diisiik orana sahip olmustur. ABL+O grubu ile K
ve ABL gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,05). O
grubu ve ABL grubu karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunamada.
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Tb.Th: Trabekiiler kalinlik en yiikksek ABL+O (0,55+0,04) grubunda
belirlendi. ABL+0 ve O (0,52+0,01) gruplar1 da K grubuna (0,35+0,01) gére anlaml
bigimde daha yiiksek Tb.Th degeri gosterdi (p<0,05). ABL+O, O ve ABL (0,51+0,02)

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamadi.

Tb.N: Trabekiil sayisi, O (0,68+0,05) ve ABL+O (0,68+0,09) gruplarinda en
yiiksek diizeylerde gozlendi. ABL+O, O ve ABL (0,39+0,00) gruplari arasinda
istatistiksel olarak bir anlam bulunamadi. ABL+O ve O gruplarinda Tb.N degerleri K
(0,19+0,05) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). O grubu ve
ABL grubu karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunamadi.

Tb.Sp: Trabekiiler aralik, K (1,32+0,34) grubunda en yiiksek, O (0,49+0,01)
grubunda ise en diisik degerde bulundu. O grubu ve ABL (0,99+0,02) grubu
karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik bulundu (p<0,05). O grubu ve ABL+O
(0,59+0,05) grubu karsilagtirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunamadi.
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S.TARTISMA

Iskelet sistemi, mekanik yiikleme, kirik onarimi ve mikroyapisal hasarlardan
kaynaklanan fonksiyonel uyaranlara yanit vermek i¢in yeniden sekillenerek yasam
boyunca kendini siirekli olarak yenilemektedir.?®* Yeniden yapilanma siireci,
osteoklastlar ve osteoblastlar arasinda titizlikle planlanmis bir etkilesimi igermektedir.
Osteoklastlarin  mineralize kemigi rezorpsiyon yoluyla uzaklastirdigi ve
osteoblastlarin daha sonra mineralize hale gelen yeni kemik matrisini olusturdugu 6ne
siiriilmektedir.?®® Saglhkli bir iskeleti korumak icin kemik emiliminin ve kemik
olusumunun dikkatli bir sekilde diizenlenmesi gerekmektedir. Osteoklastik
rezorpsiyon, osteoblastik formasyondan daha fazla arttiginda net bir kemik kaybi
meydana gelmektedir. Kemik kiitlesi 20-30 yas civarinda zirveye ulagsmaktadir ve
menopozdan sonra kadinlarda kemik kiitlesinde yasa bagli dogal bir azalma ortaya
cikmaktadir.?®® Kemik kiitlesindeki azalma, kemik giiciiniin zayiflamasina ve buna
bagli olarak frajilite kiriklar1 ile belirgin osteoporoz riskinin 6nemli 6l¢iide artmasina
neden olabilmektedir. Normal yaslanmaya bagli primer osteoporoz Ve menopoz
sonras1 Ostrojen eksikligi, endokrin bozukluklari, glukokortikoid tedavisi, fel¢ veya
hareketsizlik gibi sekonder osteoporoz nedenlerinden daha yaygindir. Osteoporozun
yaygimligr oldukga yiiksektir. Nitekim yasamlar1 boyunca neredeyse her li¢ kadindan
birinin ve 50 yasin tizerindeki her bes erkekten birinin osteoporotik bir kirik yasadigi
raporlanmustir.26”270 Etkili anti-osteoporotik tedavilere biiyiik bir ihtiya¢ vardir ve
cesitli klinik c¢alismalar, elde edilen kemik kazanimini korumak ve bdylece tedavi
etkinligini artirmak i¢in osteoanabolik ajanlarla bir dizi tedavinin ardindan
antirezorptif tedaviyi nermektedir.?’! Bu calismanim amaci, osteanabolitik tedavide
kullanilan ABL’nin lokal uygulamasinin, postmenopozal si¢anlarda olusturulan kritik
boyutlu kalvaryal defektlerde otojen greft ile birlikte yeni kemik olusumuna etkisini
histopatolojik, histomorfometrik, immunohistokimyasal ve mikro-BT analizleri ile

arastirmaktir.

Menopoz sonrast osteoporoz tedavisinin temel dayanagi olan antirezorptif
ajanlar bifosfonatlar ve denosumab, kemik rezorpsiyonunu baskilayarak kirik riskini

azaltmaktadir.? 2’2 Ancak, kayip kemigi yeniden olusturamadiklari icin etkinlikleri
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smirli kalmakta ve uzun siireli kullanim, nadir ancak ciddi yan etkiler nedeniyle
sekteye ugramaktadir. Bu tedavi agigi, daha Once azalma gosteren kalga kirig
oranlarinda tedaviye uyumun bozulmasi sonucu, optimal olmayan tedaviye ve tedavi

siirecinde bir plato olusmasina yol agmaktadir.?’3-2"

Buna karsilik, anabolik ajanlar yeni kemik olusumunu tesvik ederek bozulmus
kemik mikro mimarisini onarmaktadir. ABL, siddetli osteoporozun tedavisi igin
kullanilan anabolik bir ajandir. Osteoporozu olan postmenopozal kadinlarda yapilan
bir faz 2 ¢alismasi, ABL’in 80 ug/giin subkutan enjeksiyonun lomber omurga, femur
boynu ve total kalgada KMY’yi 6nemli 6lciide arttirdigim1 gostermistir.?>! Siddetli
osteoporozu olan 2436 postmenopozal kadin ile yapilan bir faz 3 ¢aligmada, 18 aylik
takip ile ABL (80 pg/giin), TPTD (20 pg/giin) ve plasebo etkileri karsilastirilmistr.
ABL tedavisinin, yeni morfometrik vertebra kiriklarinin, vertebra disi kiriklarin, tiim
klinik kiriklarin (travmatik kiriklar dahil) ve major osteoporotik kiriklarin (iist kol, el
bilegi, kalgca kiriklart ve klinik omurga kiriklar1) insidansinin plaseboya kiyasla
anlamli derecede diisiik oldugu ve kirik olayinin ortaya ¢ikma zamanlamasi agisindan
listiinliik gosterdigi bildirilmistir.?® Miller ve ark., ABL ile tedavi edilen hastalarin
TPTD ile tedavi edilen hastalara kiyasla KMY kazanimlarinin (>%3) anlamli derece

fazla oldugunu gostermislerdir.2’®

Winzenrieth ve ark.?’”’, yaptiklar1 calismada iki anabolik tedaviyi kemik
belirtegleri iizerinden karsilastirmislar ve tedaviler arasinda kemik olusum
belirteglerinin benzer sonuglar verdigini fakat kemik rezorptif belirteclerindeki artigin
ABL grubunda daha diisiik oldugunu bulmuslardir. Winzenrieth ve ark.2’®, yaptiklari
baska bir ¢alismada plaseboya veya TPTD’ye kiyasla ABL’nin total kal¢a, femur
boynu, trokanter ve femur diyafizinin kortikal voliimetrik KMY'sinde daha fazla artisa
sebep oldugunu belirtmislerdir. Hong ve ark.2’®, yayinladiklar1 meta-analizde ABL’in
TPTD’ye kiyasla KMY'yi iyilestirmedeki etkinligini ve  giivenilirligini
degerlendirilmistir. Meta-analize dért RKC dahil edilmis ve lomber omurga ig¢in
24.haftadaki tim KMY parametreleri ABL grubundan yana o6nemli avantajlar
gostermistir. Ciddi advers olay insidansinda herhangi bir farklilik gozlenmemesine
ragmen, ABL grubunda hiperkalsemi insidanst TPTD’ye kiyasla %51 daha diisiik

oldugu belirtilmistir.2’® Lanske ve ark.?8%, ABL’nin kapali femur kirig1 olan siganlarda
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kirik iyilesmesinin erken ve orta asamalarinda kallus gelisimini, osteogenezi, kirik
hattinda koprii olusumunu ve biyomekanik iyilesmeyi artirdigini bildirmistir. ABL
kullanilmasinin  viicuttaki kemiklerde KMY’yi arttirdigr literatiir tarafindan
kanitlanmis olup, periodontolojide kemik rejenerasyon prosediirlerinde klinik basariy1

arttiracagl ongoriilerek bu anabolik ajan tercih edilmistir.

Post-menapozal osteoporozun patogenezi ve kemik rezorpsiyonu ile kemik
olusumu arasindaki dengesizlige sebep oldugu goz oniine alindiginda, terapotik tedavi
i¢in kullanilan ilaglarin kemik iyilesmesini farkli diizeylerde olumsuz etkileyebilecegi
bildirilmistir.?8! Literatiirde osteoporoz olusturulmus deney hayvanlarindan elde
edilen bilgiler dogrultusunda, osteoporozun kemigin mekanik o6zelliklerini
bozabilecegine ve kemikte olusan kirgin? 28 cekim soketinin?®* 28 ve sub-kritik
boyuttaki defektlerin?® 287 jyilesmesini geciktirebilecegine dair kanitlar mevcuttur.
Ayrica greftlenmis kemik defektlerinde®®, kritik boyutlu kalvaryal defektlerin
yonlendirilmis kemik rejenerasyonu ve kemik greftleri ile tedavisinde?®® 2 ve
distraksiyon osteogenezisi?t 2°2 sirasinda azalmis kemik olusumuna sebep oldugu ve
elde edilmis kemigin Kalitesinin daha diisik oldugu rapor edilmistir. Bu bilgiler
15181nda, post-menopozal osteoporozun kemik iyilesmesi tizerindeki negatif etkilerini
daha iyi anlamak ve ABL’nin bu siiregteki etkinligini degerlendirebilmek amaciyla, bu

calismada post-menopozal sican modeli tercih edilmistir.

Andersen ve ark. yaptiklari caligmada overiektomize siganlardaki Kartilaj
dejenerasyonu, osteoartrit bulgular1 ile CTX seviyelerinin arasinda paralellik oldugu
gosterilmigstir. CTX testleri, osteoporoz arastirmalarinda, artmis osteoklastik aktivite
belirteci olarak kullanilabilecegini bildirmistir.?>® Ayrica invaziv bir yéntem olan CTX
testleri osteoporoz indikatorii olarak, deneysel hayvan caligmalarinda non-invaziv
yontemlere gore daha gilivenilir oldugu, bircok arastirmaci tarafindan kabul

edilmistir.2%

Kritik boyutlu defekt “hayvanin yasami boyunca kendiliginden iyilesmeyecek
olan belirli bir kemik ve tiirdeki en kiiciik boyutlu kemik i¢i yara” olarak
tamimlanmaktadir.™” Kritik boyutlu defektler bir organizmanin dogal rejenerasyon

yeteneginden daha biiyiik defektler oldugundan dolayi, yeni rejeneratif
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teknikleri/malzemeleri/materyalleri test etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kritik boyutlu defektler farkli hayvan tiirleri, soylari, yaslar1 ve iskelet bolgeleri
arasinda degisiklik gostermektedir. Kalvaryal kritik boyutlu defektler literatiirde
kullanilan en popiiler kritik boyutlu defektler arasindadir, ¢iinkii kafatasinin
inertligi®®, cerrahi erisimin kolay olmasi ve kemik rejenerasyonu igin kullanilan
biyomateryallere yeterli diizeyde destek saglayabilmesi gibi g¢esitli avantajlar
sunmaktadir.™®* 2% Kalvaryal kritik boyutlu defektlerde, intramembrandz kemik
olusumu yalnizca defekt marjinlerinden baslar ve orijinal defekti kademeli olarak
doldurmak i¢in merkeze dogru ilerlemektedir. Kemik i¢i veya alveolar defektlerde,
defekti gevreleyen tiim kemik yiizeylerinin rejenerasyon siirecini kolaylastirabilmesi
ve osteoprogenitdr hiicreler igin rezervuar gorevi gorebilmesi nedeniyle, kalvaryal
kritik boyutlu defektler daha zorlu olarak kabul edilmektedir.?® Bu sebeplerle

calismamizda kritik boyutlu kalvaryal defekt modeli tercih edilmistir.

Sicanlarda kalvaryal kritik boyutlu defektler en sik kullanilan preklinik
modeller arasinda yer almasma ragmen, kritik olarak kabul edilen defekt c¢api
konusunda tartismalar halen devam etmektedir.?® Literatiirde farkli defekt
boyutlarmin kritik oldugu bildirilmis olup, en yaygin olarak 5 ve 8§ mm ¢apinda
defektler uygulanmistir. Yetiskin sigan kalvaryumlarinin boyutlar1 genellikle parietal
kemiklerde bu boyutta iki defekt olusturulmasina izin verdiginden, 5 mm ¢apindaki
defektin ana avantaji, kontrol ve deney alanlarinin ayn1 hayvanda standart bir sekilde
gerceklestirilebilmesidir.?*"?®° Vajgel ve ark. 2%, yaptiklar sistematik incelemede 5
mm'lik defektlerin ¢ok diisiik bir yiizdesinin (%]1,6) yeni olusan kemikle tamamen
tyilestigi, 8 mm’lik toplam 251 defekt bolgesinin higbirinde ise tam kapanmanin
goriilmedigini  bildirmistir.?® 5 mm’lik defektlerin aksine, yetiskin sican
kalvaryasinda, genellikle iki parietal kemik arasinda merkezi bir konumda, midsagittal
siitiirii igeren 8 mm ¢apinda yalnizca bir defekt gerceklestirilebilmektedir.3%%202 By iki
farkli boyuttaki defekt karsilastirildiginda, 5 mm’lik defektlerin bazi1 dezavantajlar
oldugu  bildirilmistir:  bilateral ~ defektlere  lokal  olarak  uygulanan
biyomateryaller/biiyiime faktorleri/kemoterapétikler, jeller veya sivilar gibi diislik
viskoziteli tastyicilarda uygulandiginda, kontrol bdlgesi defektlerin yakinlig

nedeniyle “kontamine” olabilmektedir.?® Bu durum da ¢alismanin sonucunu
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etkileyebilecek onemli bir dezavantaj olarak goriilmektedir. Calismamizda ABL’nin
lokal etkilerini degerlendirmeyi amagladigimiz i¢in kontaminasyona sebep olabilecegi
riskini g6z ard1 edemedik ve bu sebeple 8 mm ¢apinda tek defekt olusturmayi tercih
ettik.

Vajgel ve ark.?®, sistemik analizlerinde kritik boyutlu defektlerin
rejenerasyonun sonuglarmin siganin yasindan etkilendigini vurgulamistir. 9,0 mm'lik

defektlerin kullanildig1 ¢alismalarda cogunlukla daha geng yetiskin sicanlar (3 aylik)

303, 304 olup daha diisiik capli diger defekt modellerinin kullanildig

305, 306

kullanilmis
calismalarin cogunda daha olgun hayvanlar (4 aylik ve iizeri) tercih edilmistir.
Biiyiik kemik defektlerinde dahi spontan yeni kemik dolumu potansiyelinin yiiksek
olmasi nedeniyle daha geng si¢anlarin bazi deneysel modellerde kullanilmamasi
gerektigi savunulmustur.®°” 3% Buy sebeplerden otiirii galismamizda 20-22 aylik wistar

cinsi si¢anlar tercih edilmistir.

Yasin yani sira, cerrahi teknik ve operatorle ilgili sorunlar da iyilesme siirecini
etkileyebilmektedir. Yeterli sogutma kullanilmazsa defektin kenarlarinda bir miktar
kemik nekrozu goriilebilir, bu da defektin spontan onarimimi engelleyebilmektedir.3%°
Cooper ve ark.3!, yaptiklari ¢alismada dura materin kasitli olarak yirtilmasinin kemik
iyilesmesi agisindan istatistiksel olarak bir farka sebep olmadigini gézlemlemislerdir.
Fakat kalvaryumun orta hattinda hazirlanan defektlerin anatomik konumuyla ilgili
olarak defekt hazirligi sirasinda (dura materin trefan frez ile yirtildiginda veya
frezlenmis defekt bolgesinin kalvaryadan ayrilmasi sirasinda hasar gordiigiinde)
sagittal siniisten gelen kan pihtisinin birincil kemik iyilesmesi {izerine tepkisini
degistirebileceginden, kemik iyilesmesini artirilabilecegini one siiriilmiistiir.3’
Caligmamizda kalvaryal defektlerin hazirlanmasi asamasinda yeterli sogutma

olmasina ve drillenen kemigin bolgeden uzaklastirilmasi asamasinda dura matere ve

sagittal siniise bir zarar verilmemesine 6zen gosterilmistir.

Literatiirde si¢an kalvaryum modelinde kemik iyilesmesinin degerlendirilmesi
icin histolojik, histomorfometrik3® 311 immunohistokimyasal®'? 33 mikro-BT306: 314
ve radyografik tekniklerin?® kullanildigi goriilmektedir. Histolojik analiz ve

histomorfometrik incelemeler sican kalvaryum modellerinde yeni kemik olusumunu
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niceliksel ve niteliksel olarak degerlendirmek ve kemik hiicrelerini ve hiicrelerin
aktiviteleri in situ olarak degerlendirmek i¢in altin standart olarak kullanilan
tekniklerdir.3'® Bununla birlikte, geleneksel histolojik ve histomorfometrik yontemler,
iki boyutlu 6zelligi nedeniyle tiim numunenin hacimsel degisikliklerini dogru bir

sekilde elde edememektedir.3!

Bu nedenle, yeni olusan kemik hacminin
degerlendirilmesinde dogruluk hedeflendiginde ve kemigin {i¢ boyutlu mikro
mimarisinin degerlendirilmesi gerektiginde, histolojik/planimetrik bir yontem olan

stereometri 317

veya mikro-BT gibi daha dogru bir nicel yontemin kullanilmasi tercih
edilmektedir. Radyografik analizin diisiik maliyetli ve daha az zaman alic1 olmasi gibi
bazi avantajlari vardir; ancak sigan kalvaryal defekti modellerinde kemik
mineralizasyonundaki degisiklikler tiizerinde dogruluk diizeyinin diisiik oldugu
bildirilmistir 3! 31°, Ayrica Pryor ve ark.,%?% 3! yaptiklar1 2 calismada radyografik ve
histolojik analiz yaptiklarinda bu degerlendirme sonuglarinin birbiri ile gelistigini
gozlemlemislerdir. Radyografik analiz sonucuna gore tam kapanma gdsteren alt1 bolge
varken, histolojik analiz yapildiginda bu alt1 bolgeden yalnizca tigiinde tam kapanma
goriilmistiir. Literatiirdeki baska ¢alismalarda da radyografik ve histolojik analiz
sonucunda tartismali sonuclar bildirmistir.** 32 Benzer sekilde, Honma ve ark., 2°
radyografik analiz kullanarak 8,8 mm'lik bir defektin 4 haftalik iyilesme sonrasinda
yeni kemik olusum oranin1 %30,9 buldular fakat ayni defekt biiyiikliigiine sahip ve
ayni degerlendirme periyodundaki histolojik analiz kullanan diger tiim caligmalarla
karsilastirildiginda yeni kemik olusumunun yiiksek oldugunu, diger caligmalarda yeni
kemik olusum oraninin %4,93-%11,65 araliginda oldugunu bildirmisler. Erken
lyilesme doneminde oldugu gibi smirli veya kismi kemik olusumu oldugunda,
radyografik analiz yeni kemik olusum oranmmi oldugundan fazla gosterme
egilimindedir. Aksine, histolojik analizde defekt bdlgelerinin tamamen kapandigi
gozlendiginde radyografik analiz kemik dolumunu oldugundan diisiik
gosterebilmektedir.3’® Bu nedenle, geleneksel radyografik analiz sican
kalvaryumlarinda kemik iyilesmesinin degerlendirilmesinde tek yontem olarak
kullanilmamalidir.®*® Bu sebeple ¢alismamizda histolojik, histomorfometrik,

immunohistokimyasal ve mikro-BT analizlerini kullandik.
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Sigcanlarin kalvaryal defektleriyle ilgili olarak, toplam kemik olusumunun en
biiyiikk oraninin 4. haftada gerceklestigi, daha sonra zaman igerisinde azaldig1 ve 24
hafta icinde durdugu goriilmektedir.?® Ma ve ark., Kholy ve ark., Jiang ve ark., sicanlar
lizerine yaptiklar1 kalvaryal defekt ¢alismalarinda degerlendirme stirelerini 8 hafta
olarak belirlemislerdir.333% Literatiir ¢calismalar1 referans alinarak kalvaryal defekt
bolgesindeki iyilesmenin degerlendirilmesi igin siireyi 8 hafta olarak belirledik.
Calismadaki analizlerin sonucunda, ABL+O grubunda 4,32+0,17 mm?, O grubunda
3,54+0,21 mm? ve ABL grubunda 2,90+0,22 mm? yeni kemik olusumu gosterdigi
goriildii. Ayrica defekt kapanma orani (%) ABL+O grubunda 58,01+1,12, O grubunda
47,26+0,79 ve ABL grubunda 35,48+1,18 olarak tespit edildi.

Gectigimiz yillarda gelistirilen g¢esitli greft biyomateryallerine ragmen, kritik
biiyilikliikteki defektlerin  tedavisinde otojen kemik hala siddetle tavsiye
edilmektedir.3?% 327 Otojen kemik grefti kemik rejenerasyonu icin altin standart greft
olarak kabul edilmektedir.3?® Bunun nedeni, osteokondiiksiyon ve osteoindiiksiyon
ozelliklerinin, greftteki canli osteojenik hiicreleri tesvik etmesidir.®?° Lucateli ve ark.,
siganlarin kalvaryumunda Kritik boyutlu defektlerin onariminda doksisiklin ve otojen
kemigin iliskisi degerlendirmisler.®3® 8 haftalik iyilesme donemi sonucunda defekt
bolgesine sadece otojen kemik grefti uygulanan grup ve otojen kemik grefti ve
doksisiklin jel uygulanan grup en fazla yeni kemik olusumu gosteren gruplar oldugu
goriilmiistiir (Sirasiyla %43,46 ve %47,86). Ayrica yeni kemik olusum ylizdesi
acisindan kontrol grubu ve sadece otojen kemik grefti uygulanan grup arasinda da
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Sirasiyla %18,80 ve %43,46). Almeida
ve ark., yaptiklari c¢alismada sigan kalvaryasindaki kritik boyutlu defektlerin
tedavisinde diisiik dozda lazer uygulamasmin otojen kemik grefti ile kemik iyilesme
siireci iizerindeki etkisini degerlendirmistir.**! Kontrol grubu ve sadece otojen kemik
grefti uygulanan grup arasinda yeni kemik olusum yiizdesi agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. (Sirastyla %9,96 ve %30,98) Otojen kemigin diger
kemik greft materyallerine kiyasla daha basarili olmasi sebebiyle ¢alismamizda otojen
kemik grefti kullanmay tercih ettik. Ayrica O grubundaki yeni kemik alam 3,54+0,21,
kontrol grubunda 2,82+0,19 olarak bulundu ve bu gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05).
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Literatiirde kritik boyutlu defektler olusturulurken fissiir, rond veya trefan
frezlerin kullanildig1 goriilmektedir.33! Trefan frezler diger frezlere gére kullanim
kolayligi, donor bolge komplikasyonunun diisiik olmasi, defektlerin ve alinacak
greftlerin standardizasyonun saglamasi agisindan ¢ok daha avantajlidir.®®® Fissiir ve
rond frez ile defekt sadece asindirma yontemi ile olusturulabilmektedir. Trefan frez ise
blok halinde otojen kemik grefti toplanmasini miimkiin kilmaktadir.®¥" 32 Trefan frez
ile elde edilen blok greftler partikiil haline getirilirken kemik eziciler, kemik
degirmenleri ve kemik ogiitliciiler kullanilmaktadir. Calismamizda ABL ve otojen
kemik greftinin iyilesmesi degerlendirilecegi i¢in trefan frez kullanilmasi tercih

edilmistir.

ABL’nin kemik metabolizmas1 ve KMY {izerindeki etkileri, osteoporozu olan
postmenopozal kadmlar iizerinde ABD, Hindistan, Arjantin ve Ingiltere'deki 30
merkezde gergeklestirilen randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii, doz belirleyici, faz 2
bir ¢alismada degerlendirilmistir.?* Bu ¢alismada 222 kadim; plasebo, ABL 20 g, 40
ng veya 80 pg veya TPTD 20 pg giinliik subkutan enjeksiyonlarla 24 haftalik tedavi
almak iizere randomize edilmistir. Kemik dongiisii belirtecleri ile ilgili olarak hem
ABL hem de TPTD gruplarinda kemik olusumunun belirteci olan PINP 1. haftadan
itibaren artmaya baslamistir. 24 hafta sonra, PINP ortalamas: 40pg ABL grubunda
%55, 80 ug ABL grubunda %52 ve TPTD grubunda %98 oraninda artmustir. 24.
haftada, ABL ve TPTD lomber omurgada KMY'yi benzer sekilde artirmigtir (ABL 40
ug, ABL 80 ng ve TPTD i¢in sirasiyla %5,2, 6,7 ve 5,5). Femur boynu KMY'si ABL,
20, 40 ve 80 pg gruplarinda sirasiyla %2,7, 2,2 ve 3,1 oraninda, TPTD grubunda ise
%1,1 oraninda artmistir. Total kalca KMY'si ABL, 20, 40 ve 80 ug gruplarinda
sirasiyla %1,4, 2,0 ve 2,6 oraninda artmistir. 40 ve 80 ng ABL gruplarindaki toplam
kalca artiglart hem plasebo (9%0,4) hem de TPTDden (%0,5) daha fazla olmustur.
Sonug olarak, ABL lomber omurgada KMY artis1 ve vertebral kirik riskinin azaltilmasi
acisindan TPTD’ye benzer bir etki gosterirken, femoral bolgelerde ve distal radiusta
KMY'de daha yiiksek bir artis gostermistir. ABL vertebra dis1 kiriklarda TPTD’ye
kiyasla daha yiiksek bir azalma gostermistir. Ayrica ABL dozaj1 arttikca KMY {izerine
etkisinin arttig1 goriilmiistiir. Sahbani ve ark., tarafindan yapilan ¢aligmada, C57BL/6

fareler 30 giin boyunca 20-80 pg/kg/giin dozlarinda ABL ve TPTD ile tedavi edilmis
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ve kemik mikro yapisini 6l¢gmek i¢in mikro-BT kullanilmistir.>*® ABL (20 pg/kg/giin)
ile tedavi edilen farelerde sigan kiyasla daha fazla femoral metafizyel trabekiiler
kalinlik ve femoral orta diyafizyel kortikal kalinlik bulmuslardir. Sasirtic bir sekilde,
fareler daha yiiksek doz olan 80 pg/kg/giin ile tedavi edildiginde herhangi bir
trabekiiler veya kortikal mikroyapisal parametrede ABL ve TPTD arasinda bir fark
bulunmamustir, bu da osteoanabolik etkinin daha yliksek dozlarda dengelenebilecegini
diistindiirmektedir. Arlt ve ark., yaptiklar1 ¢calismada 8 haftalik 32 adet fareye steril
salin, 10 pg/kg TPTD, 10 pg/kg ve 40 pg/kg ABL verilmistir.®* Kemik rezorpsiyon
belirteci olan serum CTX diizeyi, kontrol grubuyla karsilastirildiginda ABL 40 pg/kg
grubunda anlamli derecede diisiik bulunmustir. Kontrol grubuna kiyasla diger gruplar
L5 ve proksimal tibiada trabekiiler kemik olusum oranini artirmis olup 40 png/kg ABL
grubunda daha yiiksek veriler elde edilmistir. Ayrica tibia diyafizinde, periosteal kemik
olusum oran1 ABL 40 ng/kg grubunda diger gruplara gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Jolette ve ark.?®®, ABL’nin karsinojenik potansiyelini belirlemek igin
yaptiklar1 ¢alismada siganlara 0, 10, 25 ve 50 pg/kg dozlarinda giinlik ABL uygulamis
ve 2 yila kadar pozitif kontrol olarak da 30 pg /kg insan paratiroid hormunu (1-34)
uygulamiglar. Hem erkek hem disi siganlarda ABL dozaji arttik¢a Osteofibroz displazi,
osteoblastoma, primer osteosarkoma, metastatik osteosarkoma ve c¢ok merkezli
osteosarkoma goriilme sikliginin arttigini  bildirmistir. Calismamizda uygulanan
dozajin belirlenmesinde literatiire bakildiginda hayvan c¢alismalarinda ABL’nin doz
veya doz araligi konusunda tam bir goriis birligi bulunmamaktadir. Bu sebeple

literatiirde birkag kez tizerinde ¢alisma yapilmis olan 40 ng/kg dozaji belirlenmistir.

Koca ve ark.!%®, TPTD’nin sigan mandibulasinda lokal uygulamasim
inceledikleri ¢alismada sigan mandibulasinda 3 mm c¢apinda defektler olusturmus; 20
pg ve 40 pug olmak iizere iki farkli dozda TPTD’1 lokal olarak uygulamis ve ek olarak
herhangi bir greft materyali ya da tasiyici bir materyal kullanmamistir. TPTD’in kemik
lyilesmesi ve masseter kasi iizerindeki etkilerini 4 haftalik i1yilesme siireci icin
degerlendirmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, TPTD’in uygulandig1 gruplarda
kemik iyilegsmesinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigin1 bildirmistir. Ayrica
lokal olarak uygulanan tek doz TPTD’ in kemik doku iizerinde anabolik etkiye sahip

oldugu belirtilmistir. Toker ve ark., 40 erkek wistar si¢an lizerinde yaptiklari calismada
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kalvaryada olusturduklar1 Kritik boyutlu defekt tizerinde alendronatin otojen kemik
grefti ile birlikte lokal veya sistemik olarak uygulandiginda kemik olusumunu 8
haftalik siirecte degerlendirmistir.®* Alendronatin hem sistemik hem de lokal
uygulamasi, otojen greft grubuna kiyasla dnemli Ol¢lide daha fazla katmanli kemik
olusumuyla sonug¢lanmistir (p<0,05) ve iki farkli alendronat uygulama yolu arasinda
anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0,05). Alendronatin lokal uygulanmasi, tek basina
otojen grefte kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek osteoblast sayilariyla sonuglanmistir
(p<0,05). Osteoblast sayis1 agisindan sistemik ve lokal uygulama arasinda istatistiksel
olarak bir fark gézlenmemistir (p>0,05). Alendronatin lokal uygulanmasi, tek basina
greft uygulanan gruba kiyasla yeni kemik olusumunu onemli dlgiide arttirmistir
(p<0,05). Sistemik alendronat uygulamasi1 daha yiiksek olmakla birlikte, tek basina
greftle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli yeni kemik olusturmadi ve lokal
uygulamayla kiyaslandiginda 6nemli bir fark olmadigi gosterilmistir (p>0,05).
Literatiirde goriildiighi lizere lokal uygulama aktif olarak kullanilmakta olup bizim
sectigimiz ajanin sistemik uygulamasinda ek yan etkilere sahip olmasindan dolay1

calismamizda lokal uygulama sec¢ilmistir.

Kemik rezorpsiyonunu diizenleyen faktorler arasinda RANKL ve onun tuzak
reseptorii OPG 6nemli bir faktordiir; her ikisi de dncelikle osteoblast soy hiicreleri
tarafindan iretilen Onemli sitokinlerdir RANKL'In osteoklast progenitor
hiicrelerindeki  reseptoriine (RANK) baglanmast osteoklast olusumunu ve
aktivasyonunu uyarir ve apoptozu inhibe ederek gelismis kemik rezorpsiyonuna yol
agmaktadir. Bu nedenle, RANKL/OPG orani olarak ifade edilen iki sitokin arasindaki

denge kemik rezorpsiyon siirecini kontrol etmektedir.3*3

Vasconcelos ve ark.>*®, yaptiklari caligmada, siganlarda kritik boyutlu kalvaryal
defekt modelinde zirkonya/hidroksiapatit (80/20) greft kombinasyonunu kemik
iyilesmesi agisindan degerlendirmistir. 48 erkek sigan tizerinde 8mm’lik kritik boyutlu
kalvaryal defektler olusturulmustur. Calisma dort grup iizerinden planlanmustir.
Bunlar: GO grubu pozitif kontrol; G1 grubu hidroksiapatit; G2 grubu Zirkonya; G3
grubu Zirkonya/hidroksiapatit kombinasyonudur. Kalvaryal defektin 90 giinliik
iyilesmesi  mikro-BT, histolojik ve immunohistokimyasal analizler ile

degerlendirilmistir. G3 grubunda defektin onarimini, kemik yogunlugunu, osteoblast
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ve osteoklast hiicre sayisiin arttirdigini bildirmistir. G3 grubunda RANKL i¢in
immiin boyanmanin orta derecede (p<0,5), OPG igin ise yogun (p<0,001) oldugunu
belirtmistir. Kontrol grubundaki RANKL ekspresyonun diger gruplara gore daha fazla
oldugu goriilmiistiir. G1 ve G3 gruplarinda sirasiyla zayif ve orta derecede RANKL
immunboyanmasi olan, G1 ve G3 gruplarinda ise giiglii OPG immunboyanmasi olan
lenfosit hiicrelerinin varligini gostermistir. Bu sonuglar, osteoblast hiicrelerinin
yayginhigiyla birlikte defekt bolgesindeki metabolik kemik aktivitesini temsil
etmektedir. Immunohistokimya sonuglarina paralel olan mikro-BT sonuglar1 gore G3
grubunda artmis kemik hacmi (BV/TV) ve KMY oldugunu bildirmistir (p<0,05).

Henaff ve ark.®%®, yaptiklar1 calismada TPTD, PTHrP (1-36) ve ABL’nin erkek
farelerde kemik yeniden sekillenmesi tizerindeki etkilerini karsilagtirmigtir. Aralikli
olarak giinliik 80 pg/kg/giin subkutan enjeksiyonlar 4 aylik C57B1/6J erkek farelere 6
hafta boyunca uygulanmistir. Doku 6rnekleri tizerinde, mikro-BT, histomorfometri ve
RNA izolasyonu ve Kkantitatif RT-PCR analizleri yapilmisti. TPTD ile
karsilagtirildiginda, ABL’nin tim bolgelerde KMY'de benzer bir artisa neden
oldugunu, PTHrP (1-36) ile ise herhangi bir degisiklik bulunmadigini gostermistir.
Hem TPTD hem de ABL ile, mikro-BT ve histomorfometri analizleri, artan trabekiiler
kalinlikla iliskili kemik hacminde, PINP serum seviyesi ve in vivo ¢ift etiketleme ile
gosterilen kemik olusum hizinda ve CTX seviyeleri ve osteoklast sayisi ile gosterilen
kemik rezorpsiyonunda benzer artiglar oldugunu ortaya koymustur. Trabekiiler ve
kortikal kemigin gen ekspresyon analizleri, TPTD ve ABL’nin farkli zaman
noktalarinda osteokalsin, RANKL ve OPG artis1 ile osteoblast farklilagmasi ve
aktivitesinde farkli etkilere yol actigini gostermistir. Bu analiz sonuclarina gore
trabekiiler kemikte RUNX2, ALP ve osteokalsin ekspresyonun son ABL
enjeksiyonundan 4 saat sonra artmig oldugunu fakat TPTD’nin 18 saat sonrasinda artis
gosteridigini, kolajen-1 ekspresyonu i¢in hem TPTD hem de ABL’nin her iki zaman
noktasinda da uyarici etkileri oldugunu, hem TPTD hem de ABL’nin kolajen-1 ve ALP
ekspresyonunu 4 saatte artirirken, ABL’nin bu ii¢ belirtecin ekspresyonunu 18 saate
kadar artirdigini ve bu zaman noktasinda ABL’nin kolajen-1 ve ALP {izerindeki

etkisinin daha fazla oldugunu bildirmistir. Ayrica ABL son enjeksiyondan 4 saat sonra
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trabekiiler kemikte RANKL/OPG oranimi hizla artirmistir. ABL kemik olusumu

tizerinde osteoanabolik bir ajan olarak TPTD kadar etkili bulunmustur.

Calismamizda bu ¢alismalara uygun olarak RANKL ekspresyonu K grubunda
diger gruplara gore daha fazla oldugu goriildi. RANKL diizeylerinin deney
gruplarinda daha diisiik goriilme sebebi ABL’nin anabolik bir ajan olmasi ve osteoblast
sayilarinda artisa sebep olmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir. ABL+O grubunda
OPG degerleri en yiiksek ekspresyona sahiptir. ABL ve otojen greftin beraber
kullanilmast1 RANKL/OPG dengesini OPG lehine kaydirarak kemik yikimini
azaltmaktadir ve kemik rejenerasyonunu tesvik etmektedir. Bu ¢alismada BV/TV orani
ABL+O grubunda K ve ABL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). O grubundan fazla olmasina ragmen istatistiksel olarak anlam
bulunamamistir. Mikro-BT sonuglarimiz immunohistokimya sonuglarina benzer
sekilde bulunmustur. Bu sonuglar ABL’nin RANKL seviyelerini azaltarak ve OPG

seviyelerini arttirarak kemik dolumunu arttirabilecegini gosterebilmektedir.

TGF-B, hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, apoptozu ve doku homeostazini
diizenleyen cok islevli bir sitokindir. Hem normal gelisim siire¢lerinde hem de doku
biitiinliigliniin korunmasinda hayati bir rol oynamaktadir. Ayrica osteoblastlarin ve
osteoklastlarin erken farklilasmasini desteklerken, ge¢ olgunlasmalarini sinirlayarak
kemik homeostazini kormaktadir.2% Osteokalsin, osteoblastlara 6zgii bir proteindir ve
ona kalsiyum baglama o6zelligi saglayan ii¢ karboksiglutamik asit kalintisi
icermektedir. Osteokalsinin hidroksiapatit kristal biiyiimesinin diizenlenmesinde rol
oynadig1 one slriilmiistiir. Plazmadaki osteokalsin seviyeleri yeni kemik olusumuna

baglidir ve konsantrasyon, osteoblastlarin aktivitesinin bir gdstergesidir.®%’

Aroni ve ark.3%, yaptiklar1 caligmada stronsiyum (Sr) yiiklii deproteinize sigir
kemigi (DBB) ile greftlemenin kemik iyilesmesi lizerindeki etkisini degerlendirmek
i¢in 42 disi sicanin kalvaryasina bilateral olarak 5mm’lik defektler agmistir. Calismada
planlanan gruplara gore kalvaryada her defektin birisi negatif kontrol olacak sekilde
bos birakilmis, grup 1 DBB ile, grup 2 19,6 ng/g Sr (DBB/Sr1) yiiklii DBB ve grup 3
98,1 ug/g Sr (DBB/Sr2) yiikli DBB ile greftlenmistir. Greftlenen bolgenin

iyilesmesini mikro-BT, histolojik, histomorfometrik ve immunohistokimyasal

96



analizler ile incelenmistir. Immiinohistokimyasal analizlerde TGF-B’in hem yeni
kemik dokusunda hem de defekt icinde gbzlenen bag dokusunda eksprese edildigini,
tiim defektlenmis gruplarda DBB parcaciklariyla baglantili olarak orta diizeyde TGF-
B ekspresyonu oldugunu bildirmistir. DBB grubu ile DBB/Srl, DBB/Sr2 gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlam oldugu gorilmistir (p<0,001). Osteokalsin
oncelikli olarak Kritik boyutlu kalvaryal defektlerin kenarlarinda olusan yeni kemikte
eksprese edilmis olup, DBB/Srl ve DBB/Sr2 gruplarindaki greft parcaciklariyla
baglantili olarak da orta derecede osteokalsin ekspresyonu oldugunu fakat osteokalsin

ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir.

Henaff ve ark.3%, yaptiklari calismada trabekiiler kemikte osteokalsin
ekspresyonun son ABL enjeksiyonundan 4 saat sonra artmis oldugunu fakat TPTD’nin
18 saat sonrasinda artis gosterdigini belirtmistir. ABL gibi osteoanabolik bir ajan olan
TPTD ile ilgili olarak Camili ve ark.®*®, yaptiklar1 calismada siganlarda premaksiller
siitlir genisletmesi sonrasinda sistemik TPTD’nin siitiir kemigi olusumu {izerine
etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla, 8-10 haftalik 20 adet Wistar cinsi erkek sican
rastgele iki gruba ayrilmistir: kontrol (C, n=10) ve TPTD (T, n=10). Her iki grupta da
yedi giin boyunca helisel yay kullanilarak maksiller kesici diglere genisletme kuvveti
uygulanmugstir. Sekizinci gilinde, tiim siganlar yedi giinliik bir konsolidasyon periyodu
boyunca tutulmus; ardindan T grubuna, yedi giin boyunca giinde bir kez 60 pg/kg
TPTD subkutan olarak verilmistir. Midpalatal siitiir alani, histolojik ve
immiinohistokimyasal analizlerle incelenmistir. Histolojik olarak, yeni kemik
olusumunun T grubunda kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gozlenmistir.
Osteokalsin antikor seviyelerinin T grubunda, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p=0,0001). Buna karsin, TGF-3
antikoru T grubunda yalnizca hafif bir reaksiyon gostermis olup kontrol grubu ile

istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05).

Literatiir taramasit sonucunda, ABL’nin TGF-B antikorlar1 ile birlikte
incelendigi bir c¢aligmaya rastlanmadigi goriilmistiir. Calismamizda TGF-B ve
osteokalsin ekspresyonlar1 agisindan degerlendirildiginde ABL+O, O ve ABL gruplari
K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Ayrica en yiiksek
degerler ABL+O grubunda bulundu. ABL ve O’nun birlikte kullanilmasi, hiicre
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bliylimesini ve farklilasmasini tesvik eden TGF-f'nin liretimini artirirken, osteokalsin
gibi kemik olusumunu destekleyen proteinlerin ekspresyonunu da maksimize
etmektedir. Bu sinerjik etkiyle, kemik dokusunun daha hizli ve etkili bir sekilde
yenilenmesini saglayarak kemik iyilesmesinde {istiin performans gosterecegi

diistiniilmektedir.

VEGF, ilk olarak vaskiiler endotel hiicreleri i¢in temel bir biiylime faktorii
olarak tanimlanan gii¢lii bir anjiyojenik faktordiir. Kemik metabolizmas1 tizerindeki
ayrintili etkileri heniiz net olmasa da hiicre dis1 matris yeniden sekillenmesinde,
anjiyogenezde ve kemik olusumunda 6nemli bir rolii olduguna inanilmaktadir.34
RUNX2, temel fibroblast biiyliime faktorii, osteokalsin, kalsiyum karbonat kristalleri
vb. gibi bir dizi kemik matrisi proteininin ifadesini kontrol ederek osteoblast

farklilasmasini ve islevini destekleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. 34

Weng ve ark.3*?, yaptiklari ¢alismada PTH ve menaquinone-4 (MK-4)
kombinasyonunun osteopenik sicanlarda 4 mm’lik kalvaryal kemik defekti onarimi1
tizerindeki etkisini 8 haftalik siiregte degerlendirmistir. Calisma dort gruptan
olugmaktadir: grup 1 sham, grup 2 MK-4, grup 3 PTH ve grup 4 PTH+MK-4.
Calismada kalvaryal kemik defektinde kemik olusumu ve mineralizasyonunu
degerlendirmek i¢in serum y-karboksile osteokalsin diizeyleri, histolojik ve
immiinofloresan etiketleme kullanilmistir. Mikrofil perfiizyonu,
immunohistokimyasal analiz ve mikro-BT sonuglari kalvaryal kemik iyilesmesinde
artmis anjiyogenez ve kemik olusumunun gergeklestigini gostermistir. Anjiyogenik
belirtegler olan VEGF ve CD31 i¢in immunohistokimya boyamasi, en belirgin pozitif
boyanmanin grup 4’te oldugu gostermistir (p<0,05). Pozitif kahverengi boyanma MK-
4 grubu ve PTH grubunda gozlenmistir. Ancak, sham grubunda VEGF veya CD31 i¢in
neredeyse hi¢ pozitif boyanma tespit edilememistir. Benzer egilim osteojenik
belirtecler olan RUNX2 ve osteokalsinde de gozlenmistir. Grup 4’te RUNX2 ve
osteokalsin belirtegleri grup 2 ve 3’e kiyasla yiiksek oranda ifade edilirken, sham
grubunda neredeyse hi¢c gozlenmemistir (p<0,05). Grup 2 ve 3 sham grubu ile
kiyaslandiginda ise kalvaryal kemik defektlerinde kemik olusumunu ve damar
olusumunu destekledigi goriilmiistiir. Henaff ve ark.3%, yaptiklari ¢alismada RUNX2

ekspresyonunun ABL enjeksiyonundan 4 saat sonra arttigi, ancak TPTD
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uygulamasinda bu artisin 18 saat sonra gergeklestigi bildirilmistir. Bu bulgu, ABL'nin
RUNX2 ekspresyonunu daha erken artirabilecegini gostermektedir. RUNX2 ’nin artis,
osteoblast farklilagmasinin ve kemik olusum siirecinin hizlanmasina katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Li ve ark.3*® yaptiklar1 calismada ABL ve TPTD’in deneysel periodontitiste
alveolar kemigin korunmasi iizerindeki etkilerini karsilagtirmigtir. Calismada, 24 erkek
Sprague-Dawley siganin sag maksiller ikinci molar disin etrafina ipek siitur
yerlestirilmistir (L gruplar1). Sol maksiller molar dislere ise siitur baglanmamis ve
kontrol grubu olarak belirlenmistir (nL gruplar1). Sicanlar, rastgele olarak ABL, TPTD
ve salin gruplarina ayrilmis ve 4 hafta boyunca giinliik olarak ABL (80 ug/kg), TPTD
(80 upg/kg) veya salin enjeksiyonu yapilmistir. Mikro-BT, histolojik ve
immiinohistokimyasal analizlerle her iki taraftaki Ornekler degerlendirilmistir.
Deneysel peridontitis yapilan bolgede ABL ve TPTD Tb.Th'yi artirmis oldugu fakat
ABL’nin BV/TV'yi ve Th. Sp'yi TPTD’den daha fazla diizeyde arttirdigini bildirmistir.
Boylece ABL trabekiiler mimarinin korunmasi iizerinde TPTD'den daha iyi etkiler
gostermistir. ABL'nin, RUNX2 ve osteokalsin ekspresyonunu daha fazla arttirdig,
TPTD'ye gore daha iyi sonuglar verdigi goriilmiistiir. Ayrica ABL grubunun RUNX2
ekspresyonu TPTD ve salin grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiikksek oldugu gorilmiistir (p<0,05). Siitur bagli olmayan bdlgeler
degerlendirildiginde ABL'nin alveolar kemik kiitlesini artirdig1 gosterilmis olup TPTD
ile karsilastirildiginda, nL+ABL grubunda BV/TV ve Tb.Th 6nemli 6l¢iide artmus,
ancak Tb.Sp azalmistir, bu da trabekiiler mimarinin 1yilestigini gostermistir.
Immunohistokimyasal agidan hem ABL hem de TPTD'nin RUNX2 ekspresyonunu
destekledigini ve ABL tarafindan yukari regiilasyonun anlamli derecede daha yiiksek
oldugunu gostermistir. ABL gibi osteoanabolik bir ajan olan TPTD ile ilgili olarak
Camil1 ve ark.®*® yaptig1 calismada ise, VEGF antikor seviyelerinin TPTD uygulanan
grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
belirlenmistir (p=0,0001). Elde edilen veriler, premaksiller siitiir genisletilmesi
sonrasinda sistemik TPTD uygulamasinin VEGF ekspresyonunu artirarak si¢anlarda

kemik olusumunu uyardigini géstermektedir.

99



Literatiir taramasi sonucunda, ABL ve VEGF antikorlar1 birlikte incelendigi bir
calismaya rastlanmadigi goriilmiistiir. Calismamizda anjiyogenez belirteci olarak
kullandigimiz VEGF ekspresyonlari agisindan degerlendirildiginde ABL+O, O ve
ABL gruplar1 K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Ayrica en
yiiksek degerler ABL+O grubunda bulundu. Literatiir taramasi sonucunda PTH ile
kalvaryal defekt calismasi ve ABL ile TPTD nin karsilastirildigi deneysel periodontitis
calismasinda RUNX2 ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin kalvaryal
defektte ABL ajamiyla c¢alisilan ilk c¢alisma oldugu goriilmektedir. RUNX2
ekspresyonlari, ABL ve K gruplarina kiyasla ABL+O grubunda istatistiksel olarak
anlamli sekilde artig gostermistir. ABL+O grubu en yiiksek degere sahiptir (p<0,05).
ABL+O grubunun RUNX2 ekspresyon degerleri O grubundan yiiksek olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir. ABL+O hem anjiyogenez hem
de osteoblast farklilagmasini destekleyen mekanizmalar sinerjik bir sekilde aktive
etmistir. Ayrica kemik iyilesmesi sirasinda hem damar olusumunu hem de
osteoblastlarin islevselligini maksimize ederek daha etkili bir kemik rejenerasyon
stireci saglamaktadir. Bu baglamda, ABL+O kombinasyonunun sagladigi artmis
VEGF ve RUNX2 ekspresyonlari, kemik iyilesmesinde hem vaskiiler hem de
osteojenik siireclerin optimize edilmesine katkida bulunarak, kemik defektlerinin daha

hizl1 ve saglam bir sekilde 1yilesmesini arttirabilecegi diisiintilmektedir.

OST osteoblastlarin farklilagmasin1 ve olgunlagsmasini diizenleyen anahtar bir
transkripsiyon faktoriidiir. KMP sinyallemesinin etkisi altinda OST, osteoblastlarda
kemik matrisinin sentezini ve mineralizasyonunu destekleyerek kemik dokusunun
yapisim ve islevini korumaktadir*! ALP osteoblastlarin aktif oldugunu gosteren

onemli bir kemik belirtecidir.3

Ghiacci ve ark.3*, yaptiklari caligmada farkli greft-konak arayiizlerinin
biyolojik davraniglarii ve kemik iyilesme siireglerini Kritik boyutlu kalvaryal
defektlere over-inlay cerrahi teknigi uygulayarak 8 erkek sigan iizerinde aragtirmistir.
Defektlere deproteinize sigir kemigi mineral (DBBM) bloklar1 yerlestirilmis, boylece
blogun bir kismi kalvaryal kalinlik i¢inde yer alirken bir kismi da kalvaryal yiiksekligi
asacak sekilde planlanmistir. Defekt bolgesinin iyilesmesi 1. ve 3. ayda dogal kemige

bitisik alanlar, periosteal alan ve merkezi alan olmak tizere 3 farkli bolge olarak
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histomorfometrik ve immunohistokimyasal olarak incelenmistir. Anjiyogenezis ile
olusan kan damarlarinin dogal kemik ile ara yiizeyden greftin merkez alanina dogru
ilerleyen bir go¢ gosterdigi bildirilmistir. OST dagiliminin analizinde, 1 aylik iyilesme
doneminde diger bolgeler ile karsilastirildiginda periosteal bolgede daha fazla OST
pozitif hiicre varlig1 goriildiigiinii ortaya ¢ikarmistir. Periosteal bolgede gézlenen OST
pozitif hiicreler, periostun osteoprogenitdr bilesenlerin kaynagi oldugunu
kanitlamaktadir. Erken kemik matriks belirteci olan ALP'nin 1. ayda bol miktarda
eksprese edildigi ve periosteal bolgede daha yiiksek olma egilimi gosterdigi
bulunmustur. Incelenen tiim alanlarda zamanla ALP ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da yaranin fizyolojik olgunlagsmasina ve stabilizasyonuna uygun

olarak bir azalma oldugu goézlenmistir.

Kaback ve ark.3*, yaptiklar1 ¢alismada TPTD’nin kirik hattindaki iyilesme
slirecine olan etkilerini incelemistir. Calismada, 7 giin boyunca giinliik 40 pg/kg
dozunda TPTD tedavisi uygulanan ve kontrol grubu olarak esit dozda salin verilen
fareler kullanilmigtir. Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreleri kiiltiire alinarak,
OST ve osteoblast fenotipik gen ekspresyonlari gergek zamanli RT-PCR ile
degerlendirilmistir. Ayrica, kirik bolgesindeki OST ekspresyonunu incelemek igin
histolojik ve immiinohistokimyasal analizler yapilmistir. TPTD tedavisi goéren
farelerin mezenkimal kok hiicrelerinlerinde OST gen ekspresyonunun anlamli sekilde
arttig1 bulunmustur (p<0,05). TPTD tedavisinin, kirik iyilesmesini hizlandirdigini ve
kirik bolgesindeki OST ekspresyonunu arttirdigini bildirmistir. Henaff ve ark.*¥'nin
yaptig1 calismada ALP ekspresyonunun hem TPTD hem de ABL tarafindan 4 saatlik
zaman diliminde artirildigr bildirilmistir. Ancak, ABL’nin ALP ekspresyonunu 18
saate kadar artirmaya devam ettigi ve bu zaman noktasinda TPTD’ye kiyasla daha
giclii bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Henaff ve ark. yaptigi bu ¢alisma ABL ile

ALP ekspresyonunun incelendigi ilk ¢calisma oldugu goriilmiistiir.

Mevcut literatiir taramalar1 sonucunda, OST ve ABL’nin birlikte ele alindigi
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda ALP ve OST ekspresyonu
degerlendirildiginde ABL+O grubunda bu degerler ABL ve K grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur. ABL+O grubunda en

yiiksek degerler olmasina ragmen O grubundan istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Ayrica Ghiacci ve ark., calismasina uyumlu olarak biz de ¢alismamizda kalvaryal
defektin iyilesme paternini defektin perifer bolgesinden merkezi bolgeye dogru
gerceklestigini mikro-BT sonuglarimiz ile goriintiiledik. Sinirli sayida bulunan ALP
caligmalar1 g6z Oniine alindiginda, ¢alismamiz bu konudaki eksikligi doldurmayi

hedefleyerek literatiire degerli veriler sunmaktadir.

Tip 1 kolajen, bag dokusu i¢in iskeletsel bir ¢erceve olusturur ve progenitor
hiicrelerden yeni kemik olusumuna yol acan olaylar zincirinde merkezi bir rol
oynamaktadir Kemigin organik matrisi, tip 1 kolajen, proteoglikan kiitleleri ve birkag

spesifik yapisal glikoproteinden olusmaktadir. 34

Kim ve ark.3', yaptiklar1 ¢alismalarinda rhKMP-2 ve lokal olarak uygulanan
bisfosfonatin bilateral 5 mm’lik kalvaryal kemik defektleri tizerinde sinerjik etkisinin
olup olmadigini arastirmayr amaclamistir. Calismaya 36 sigan dahil edilmis olup 4
gruba ayrilmigtir: grup 1 yalnizca Bio-Oss® (n=9), grup 2 rhKMP-2+Bio-Oss® (n=9),
grup 3 rhKMP-2+1 mM alendronate+ Bio-Oss® (n=9) ve grup 4 rhKMP-2+10 mM
alendronat+Bio-Oss® (n=9). Defektlerin 2., 4., ve 8. haftalik iyilesmeleri histolojik,
histomorfometrik ve immunohistokimyasal analizler ile incelenmistir. Grup 1,2,3'te
kolajen tip I ile ilgili olarak yiiksek ekspresyon bildirilmis olup {i¢ grup arasinda fark
bulunamamuistir. Ancak grup 4 diger gruplara gore daha az kolajen tip I ekspresyonu
gostermistir. OPG ekspresyon analizinde, 2. ve 4. haftalarda orta diizeyde ekspresyon
ve 8. haftada azalma oldugu goriilmiistiir. Kolajen tip I gibi, grup 1,2,3 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamuistir. Grup 4'te OPG’nin diizeyinin yiiksek
oldugu bildirilmistir. RANKL ekspresyonu bakildiginda grup 4 hari¢ zamana bagh
olarak azalmistir. Grup 3’te 2. ve 4. haftalarda ekspresyonun hafifce azalmis oldugu
goriilmektedir. Grup 4'te ise orta diizeyde ekspresyon goriilmeye devam etmektedir.
Henaff ve ark.'nin yaptigi ¢alismada, kolajen-1 ekspresyonunun hem TPTD hem de
ABL tarafindan her iki zaman noktasinda (4 saat ve 18 saat) uyarildig: bildirilmistir.
Ancak, ABL'nin 18 saate kadar kolajen-1 ekspresyonunu artirmaya devam ettigi ve bu

zaman noktasinda TPTD'ye kiyasla daha giiclii bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir.3%
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Literatiir taramasi sonucunda, ¢alismamizin ABL ve kolajen-1 iliskisini ele
alan smirlt sayidaki ¢aligmalardan biri oldugu goriilmiistiir. Calismamizda kolajen-1
ekspresyonunun ABL+0 ve O grubunda K grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). En yiiksek kolajen-1 ekspresyonunun
ABL+0O grubuna ait oldugu goriilmiistir. ABL, kemik matriksine yapisal destek
saglayarak hiicrelerin uygun ortamda biiyiimesini ve farklilagsmasini tesvik ederken,
otojen greftin sundugu osteojenik hiicreler ve biiyiime faktorleri bu siireci daha da
giclendirmektedir.  ABL+O  kombinasyonu, kemik  dokusunun yeniden
yapilandirilmasinda hem yapisal biitiinliigli artirmakta hem de molekiiler diizeyde
kolajen tip I ve diger kemik olusumunu destekleyen proteinlerin (RUNX2 ve VEGF)

ekspresyonunu maksimize edecegi seklinde yorumlanabilir.

Osteonektin, kolajen olmayan asidik Ozelliklere sahip hiicre dis1 bir matris
glikoproteinidir ve mineralize kemik trabekiillerinde lokalize oldugu bilinmektedir.3*3
Matriksteki osteoblastlar tarafindan kemik matriks hiicrelerine gore daha yiiksek
seviyelerde sentezlenmektedir. Periodontal ligamentte, sementte, kemikte,
fibroblastlarda ve osteoblast hiicrelerinde bulunmaktadir. Osteonektin, kemik
minerallerini ve kolajeni birbirine baglayarak normal iskelet dokusunda aktif
mineralizasyonu baslatabilmektedir.3*® Ayrica kemik mineralizasyon asamasinda
kolajen fibrillerinin diizenlenmesinde osteoblastik aktiviteyi gelistirerek osteosit

doniisiimiinde islev gordiigii diisiiniilmektedir.3>°

Lacin ve ark.3®°, antioksidan, antienflamatuar ve immiinomodiilator
aktivitelerinden dolayr kullanilan bir mantar tiri olan Ganoderma lucidum
uygulamasinin, osteoindiiktif reaksiyon ve yeni kemik olusumunda rejeneratif bir ajan
olarak kullanilip kullanilamayacaginin greft materyali ile kalvaryal kemik defektleri
tizerindeki etkilerini immunohistokimyasal yontemler kullanarak arastirmislardir.
Calismada 30 adet Wistar erkek sigan 3 gruba ayrilmistir: grup 1 kontrol, grup 2 sadece
greft ve grup 3 greft ve G. lucidum. G. lucidum, siganlara gavaj yoluyla giinde 20
mL/kg oraninda uygulanmistir. Kalvaryal defekt sonrasi kemik matriks yapisinin
bozuldugu ve bunun sonucunda osteoblast ve osteositlerde osteonektin
ekspresyonunda azalma oldugu gorilmistiir. Grup 2’de greft alami i¢indeki kiigiik

kemik trabekiillerinin periferindeki osteoblast ve osteosit hiicrelerinde osteonektin
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pozitif ekspresyonu gozlenmistir. Grup 3’te ise osteoblast ve osteosit hiicrelerinde
osteonektin ekspresyonu pozitif, yeni kemik trabekiillerinde ise pozitif osteonektin

ekspresyonu goriilmiistii. Camili ve ark.3%®

yaptiklari calismada da osteonektin
seviyelerinin TPTD uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek oldugunu belirtmistir (p=0,0001). Bu bulgu, TPTD’nin

osteonektin ekspresyonunu artirarak kemik olusumunu uyardigini gostermektedir.

Glincel literatlir incelendiginde ABL ile osteonektin calismasiyla ilgili
calismamiz ilk verileri sunmaktadir. Calismamizda osteonektin ekspresyonu verileri
ABL+O ve O gruplari, ABL ve K gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikksek bulundu. Ayrica histomorfometrik degerlendirmede de ABL+O ve O
gruplarinda osteoblast sayilart K ve ABL gruplar ile karsilagtirildiginda osteoblast
sayilarinin yiiksek olusu istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bu iki bulgu birlikte
degerlendirildiginde greft uygulamasiyla kemik matriksinin gelismesi nedeniyle
kemik trabekdillerinin gelismeye basladig1 osteoblast hiicresi ve osteosit aktivitesinin
belirginlestigi ve osteonektin ekspresyonunun pozitif reaksiyon gostermeye basladigi

diistiniilebilir.

KMP'ler, doniistiirticii biiytime faktorii-p'nin (TGF-B) stiperfamilya proteinidir
ve yetiskin doku homeostazinin korunmasinda onemli bir role sahiptir.>®h 352
KMP'lerin kemik ve kikirdak olusumunda 6nemli rolleri vardir ve KMP-2, -4, -6 ve -
7'nin osteoindiiktif yetenege sahip oldugu bilinmektedir. KMP-2 giiclii osteoindiiktif

potansiyele sahiptir ve osteoindiiktif biiyiime faktorii olarak kullanilmistir.3*3

Yu ve ark.***, icariin (ICA)/pordz magnezyum alasimli greftin osteoporotik
kemik defektlerinin onarimindaki etkinligini ve olast mekanizmasini arastirmak i¢in
ovariektomi yapilmis Sprague-Dawley si¢anlarinin femurlarinda silindirik bir kemik
defekti olusturulmustur. Sicanlar 4 gruba ayrilmistir: 1.grup ICA/poréz magnezyum
alasimli greft uygulanan grup (n = 16), grup 2 sadece por6z magnezyum greft grubu
(n = 16), grup 3 defektin bos birakildigi kontrol grubu (n=16) ve grup 4 siganlarin sol
femurlarinin agiga c¢ikarilip sham ameliyati icin dikildigi sham grubu (n=48).
ICA/por6z magnezyum alasimli greft defekt bolgesine yerlestirilmis ve iyilesmeyi 8.

ve 12. haftalarda degerlendirmiglerdir. Defekt bdlgesinin incelenmesi i¢in histolojik,
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histomorfometrik ve immunohistokimyasal analizler yapilmistir. Radyolojik inceleme
ve analiz i¢in ise mikro-BT kullanilmigtir. 8 haftalik iyilesmeden sonra 1.grubun
Sirtuin 1, Wnt-5a, B-katenin, GSK3p, ALP, RUNX2 ve KMP-2 proteinlerinin
ekspresyon seviyeleri 2.gruba ve kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 1’in Osteokalsin ekspresyon seviyesi de kontrol grubuna

gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Li ve ark.3®, yaptiklar1 calismada lipopolisakkarit ile muamele edilen MC3T3
pre-osteoblast hiicreleri kullanilarak in vitro deneyler de gerceklestirmistir. Bu deneyin
immiinohistokimyasal analizleri sonucu wnt sinyal yolu agisindan, B-katenin
ekspresyonunun LPS+ABL grubunda LPS+TPTD grubundan 6nemli &lgiide daha
yiiksek oldugu bulmustur.

Calismamizda f-katenin ekspresyonu verileri ABL+O ve O gruplart ABL ve K
gruplaria gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05). KMP-
2 ekspresyonu verileri sonucu ABL+O grubunun ABL ve K grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05). ABL+O uygulamasi sonucu Wnt/B-katenin
sinyal yolunun aktive oldugu ve PB-katenin, RUNX2 ve KMP-2 proteinlerinin
ekspresyonunun hiicrelerde hafifce yukari regiile oldugu ve sonugta osteojenik

farklilasmay1 artirdig: diisiintilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, ABL’nin post-menopozal siganlarin kritik boyutlu kalvaryal
defektlerinde kemik iyilesmesi tizerindeki etkisi otojen kemik grefti kombinasyonu ile
degerlendirilmistir. Bulgular, ABL+O kombinasyonunun, kemik rejenerasyonuna olan

olumlu etkilerini acik¢a ortaya koymustur.

Histopatolojik ve histomorfometrik analizlerde, K grubuna kiyasla ABL+O
gruplarinda anlamli iyilesme gozlemlenmisti. ABL+O grubu, total iyilesme alani,
defekt kapanma orani ve yeni kemik olusumu gibi parametrelerde en yiiksek degerlere
ulagsmistir. Bu grupta rezidiiel materyal miktarinin en diisiik, osteoblast sayisinin ise en
yiksek olmasi, ABL+O’nun kemik olusumunu destekleyen anabolik etkisini
gostermektedir. Immiinohistokimyasal analizlerde, kemik iyilesmesiyle iliskili ALP,
B-katenin, KMP-2, kolajen-1, osteokalsin, osteonektin, OST, OPG, RUNX2, TGF-
ve VEGF ekspresyonlarinin ABL+O grubunda anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir.
Buna karsilik, RANKL ekspresyonunun K grubunda en yiiksek olmasi, osteoklastik
aktivitenin bu grupta yogun oldugunu ve iyilesme siirecinin yavas oldugunu
gostermektedir. Deney gruplarinda RANKL ekspresyonunun azalmasi, osteoklast
aktivitesinin baskilandigin1 ve kemik metabolizmasinin dengeye ulastigini ortaya
koymaktadir. Mikro-BT analizleri, ABL+O grubunda radyolojik olarak da en iyi
lyilesmenin saglandigim gostermistir. Tb.Th, BV, BV/TV ve Tb.N gibi parametreler
ABL+O grubunda en yiiksek degerlere ulasmistir. K grubunda daha diisitk BV/TV ve
daha genis Tb.Sp goézlenmistir, bu da K grubunda iyilesmenin smirli oldugunu

desteklemektedir.

Calismamizin  yalnizca  post-menopozal  yasli  sicanlar  {izerinde
gergeklestirilmis olmasi ve elde edilen sonuglarin saglikli geng siganlar {izerinde daha
da etkili olabilecegi diisiincesini bir genelleme olup bu konu iizerinde daha fazla
caligma yapilmasi gerekmektedir. Ayrica calismamiz sadece altin standart olarak kabul
edilen otojen kemik grefti kullamilarak  yapilmis olup farkli  greft
materyalleri/biyomateryaller verecegi sonuglar bilinememektedir. Bu sebeple daha

fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sonug olarak, ABL uygulamasmin post-menopozal osteoporoz modellerinde
kalvaryal defektte kemik iyilesmesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirmasa da
diger gruplara kiyasla iyilesmeyi ve kemik olusumunu destekledigi goriilmistiir.
Immiinohistokimyasal analizler, ABL+O kombinasyonunun kemik rejenerasyonuna
katkida bulunan molekiillerin ekspresyonunu artirdigini gostermistir. Ayrica, lokal
olarak yalnizca tek sefer uygulanmasina ragmen elde edilen bu olumlu sonuglar,
ABL’nin kemik iyilesmesi tizerindeki etkisini vurgulamaktadir. Bu bulgularin

literatiire 6nemli katkilar sunacag diisiiniilmektedir.
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