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OZET
Kaymakoglu M., Osteoblastlarda Anti-Apoptotik ve Proliferatif Etkili
Adrenomediillin Hormonunun Segmental Kemik Defekti Uzerine EtKkisi.

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal,

Uzmanhk Tezi, Ankara, 2020.

Kemik defektlerinin ortopedik tedavisi zorlu ve maliyetlidir. Bu alanda yapilan
kemik defektli hayvan deneyleri pek ¢ok molekiil ve biyomateryalin kemik {izerine
etkilerini arastirmak adma kullanilmaktadir. Son yillarda bulunan ve heniiz tam
olarak etkileri bilinmeyen adrenomediillin hormonunun literatiirde kemik doku
tizerine makroskopik ve hiicresel diizeyde pozitif yonde etkilerinin bulunmasi nedeni
ile segmental kemik defektinin iyilesmesine katki yapip yapmayacagini arastirmak
tizere bir hayvan deneyi planladik. Toplam 36 adet Wistar rat ile 4-8 haftalik ve 15-
30 pg’lik doz ve zaman bagimli 6 grup olusturuldu. Her grupta bilateral 6nkol radius
cisminden 2 mm’lik defekt olusturuldu ve haftalik 3 kere intraperitoneal olmak {izere
4 ve 8 haftalik kontrollere NaCl soliisyonu, 15 pg 4 hafta, 15 pg 8 hafta, 30 pg 4
hafta ve 30 pg 8 haftalik deney gruplarina belirtilen dozlarda adrenomediillin
uygulandi. Deneyin sonunda hayvanlara 6tenazi uygulandi ve formolin soliisyonunda
mikrotomografi ile defekt bolgesi goriintiilendi. Mikrotomografik olarak kemik
yiizey alani, kemik hacmi, trabekiiler kemik kalinliklarina bakildi ve ardindan
histolojik analize gecildi ve dekalsifikasyon siirecinin ardindan 151k mikroskobunda
defekt bolgesinde olusan yeni kemik alanlar1 bilgisayar ortaminda hesaplandi ve
istatistiksel ~ olarak  mikrotomografi ve histoloji ~ verileri  karsilagtirildi.
Mikrotomografide ve histolojide 15 pg lik gruplarda belli parametrelerde istatistiksel
anlamli daha fazla yeni kemik alanlar1 oldugu goriildii. 30 pg lik gruplarda ise bu
etki goriilmedi. Kemik mineral yogunlugunda ise adrenomediillin verilen deney
gruplarinda, kontrol grubuna gore artig gézlendi.

Sonug¢: Calismamizda, her ne kadar ¢ogu parametrede istatistiksel anlamli bir fark
citkmasa da, adrenomediillinin  kemik dokunun hasar almis bdlgelerinde belli
dozlarda, kemik dokuya pozitif etki edebilecegine dair radyolojik ve histolojik
sonuglar mevcuttur. Ancak bu etki, defekt modelinde diisiiniildiigli kadar biiyiik bir
iyilesme ortaya c¢ikartmamistir. Adrenomediillin ve kalsitonin grubu hormonlarin
kemik dokuya travma veya stres durumlarinda nasil etkiledigi konusunda yeni
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.



ABSTRACT
Kaymakoglu M., The Effect of Adrenomedullin Hormone with Anti-Apoptotic

and Proliferative Properties in Osteoblasts on Segmental Bone Defect.
Hacettepe University Faculty of Medicine, Orthopaedics and Traumatology
Department, Thesis, Ankara, 2020.

Orthopaedic treatment of bone defects is difficult and costly. Animal researches with
bone defects are used to investigate the effects of many molecules and biomaterials.
We planned an animal research to investigate the effect of adrenomedullin hormone,
which has been found in recent years and whose effects are not yet fully understood,
on bone defect. We tried to find an answer whether adrenomedullin hormone with its
positive effects on bone tissue both at the macroscopic and cellular levels can
contribute to the improvement of segmental bone defect. Time and dose dependent
six groups were created with 36 Wistar rats. In each group, a 2 mm defect at the
diaphysis of radius was created bilaterally. NaCl solution was administered to sham
groups three times a week for 4 and 8 weeks, intraperitoneally. Adrenomedullin was
administered to experiment groups three times a week; 15 pug 4 weeks, 15 pug 8
weeks, 30 pug 4 weeks and 30 pug 8 weeks. At the end of the experiment, the animals
were euthanized and the defect site was visualized by microtomography in the
formolin solution. After that, histological analysis was performed and new bone
areas formed in defect area was measured via light microscope. Microtomographical
and histological data between groups were compared using statistics. In
microtomography and histology, it was observed that there were statistically
significant in some of the parameters indicating new bone formation in 15 pg groups
and bone mineral density was found higher in adrenomedullin groups.

Conclusion: In our study, although there is no statistically significant difference in
most parameters, there are radiological and histological results that indicate
adrenomedullin may have a positive effect on damaged bone tissue at certain doses.
However, this effect did not reveal as great improvement in a bone defect model.
Further studies are needed on how adrenomedullin and calcitonin group hormones

affect bone tissue in cases of trauma or stress.
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KISALTMALAR

. Adrenomediillin

: Calcitonin Gene Like Receptor: Kalsitonin Gen iliskili Peptid
: Calcitonin Like Receptor: Kalsitonin Benzeri Reseptor
- Reseptor Aktivitesi Modifiye Edici Protein
: Calcitonin Receptor: Kalsitonin Reseptorii
: Parathormon

: Biiyiime hormonu

: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

: Bone Morphogenetic Factor

: Monosit-Koloni Stimiile Edici Faktor

- RANK ligandi

: Osteoprotegrin

: Tumor Necrosis Factor

. Interlokin

: Vascular Endothelial Growth Factor

: Trombocyte Growth Factor

: Fibroblast Growth Factor

: Mikrogram

: Kilovolt

: Mikroamper

: Amerika Birlesik Devletleri

: Yeni Kemik Alani

: Toplam Defekt

: Kemik Hacmi

: Kemik Yiizeyi

: Trabekiiler Kalinlik

: Kemik Hacmi/Kemik Yiizey Orani

: Kemik Hacim Fraksiyonu

: Kemik Mineral Yogunlugu

: Dual Enerji X-ray Absorbsiyometri

: Hounsfield Unitesi
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SEKILLER

Adrenomediillin peptid yapisi.

Kalsitonin ailesine ait peptidler ve reseptorleri

Trabekiiler ve kortikal kemigin makroskopik yapisi.
RANK-RANKL ve osteoprotegrin iliskisi

Supin pozisyonda cerrahi bdlgenin traglanip hazirlanmasi
Onkol volar insizyon

Kerrison rounger (solda) ile kemik defekti yaratilmasi islemi
Mikrotomografi cihazi.

Orneklerin mikrotomografi cihazi iginde tespiti

Defekt bolgesinin ii¢ boyutlu olarak incelenmesi

Defekt bolgesinin kaynamasini ve kaynamamasini gosteren drnekler.
15 pg 4 hafta grubunun radyografik goriintiileri

15 ng 8 hafta grubunun radyografik goriintiileri

30 pg 4 hafta grubunun radyografik goriintiileri

30 pg 8 hafta grubunun radyografik goriintiileri

Kontrol-4 hafta grubunun radyografik goriintiileri

Kontrol-8 hafta grubunun radyografik gortintiileri

Kutu cizgi grafiklerinde, mikrotomografik kemik hacmi analiz sonuglar
verilmektedir. Dikey eksende kemik hacmi, yatay eksende ise gruplar
goriilmektedir.

Kutu ¢izgi grafiklerinde, mikrotomografik kemik yilizeyi (B) analiz
sonuglar1 verilmektedir. Dikey eksende kemik hacmi, yatay eksende ise
gruplar goriilmektedir.

Kutu c¢izgi grafiklerinde, kemik mineral yogunlugu (KMY) analiz
sonuglart verilmektedir. Dikey eksende kemik mineral yogunlugu, yatay
eksende ise gruplar goriilmektedir.

Sekil 4.10. Trabekiiler kalinlik ile kemik hacmi korelasyon verilerinin birbiriyle

olumlu korelasyon gosterdigi goriilmektedir.
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Kemik ylizeyinin kemik hacmine oranmi ile kemik hacminin birbiriyle
olumlu korelasyon gosterdigi goriillmektedir.

Defekt bolgesinde kaynama ile iyilesme ve kaynamama goriilen iki ayri
Ornegin li¢ boyutlu mikrotomografi goriintiileri

Kontrol ve deney gruplarina ait mikrograflarda defekt alani
Yeni kemik alani/Toplam defekt alan1 gruplar arasi istatistiksel analizi.

Yeni kemik alaninin toplam defekt alanina orani ile trabekiiler kalinlik
korelasyon verileri
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Tablo 3.1.

Tablo 3.2.

Tablo 4.1.

TABLOLAR

Kemik defekt biiytikliiklerine gore tedavi stratejileri.
Deney gruplari

Lane ve Sandhu kemik defekti iyilesmesi degerlendirme kriterleri ve
skorlama sistemi

Lane ve Sandhu kriterlerine gére gruplarin defekt iyilesme puanlari



1. GIRIS

Calismanin Amaci

Adrenomediillin, ilk olarak 1993 yilinda feokromasitomali bir hastadan izole
edilen ve adrenal medulladan salgilanan 52 aminoasit uzunlugunda peptid bir
hormondur [1]. Viicutta pek ¢ok organdan salgilanan bu hormonun oldukg¢a giiglii
vazodilatator ve hipotansif etkileri olmasi sebebiyle ilk zamanlarda viicutta kan
basincini regiile eden bir hormon oldugu bulunmus ve daha sonra Kalsitonin gen
ailesi adi verilen ve kalsitonin, kalsitonin gen iligkili peptid (Calcitonin-Gene-
Related Peptide - CGRP) ve amilin peptid hormonlarinin ig¢inde oldugu, ortak bir
aminoasit halka yapisina sahip bir hormon grubuna ait oldugu kesfedilmistir [2].
Sepsis, kronik bobrek yetmezligi, konjestif kalp yetmezligi gibi viicutta sistemik
stres yaratan durumlarda da adrenomediillin hormonunun yiikseldigi ve bir
prognostik faktor olarak kullanilabilecegi literatiirde belirtilmistir [3]. Kalsitonin
ailesine dahil edilen adrenomediillinin, osteoblastlar ve kemik doku {izerine yapilan
calismalarda osteoblastlar iizerinde proliferatif ve anti-apoptotik etkileri oldugu ve
kemik yogunlugunu osteoporotik farelerde arttirdigi gosterilmis ve bu etkiyi 52
aminoasitlik zincirinin 22-52 fragmani {izerinden yaptig1, kalan 1-22 fragmaninin ise

vazoaktif etkilerden sorumlu oldugu bulunmustur [4].

Oldukga yeni kesfedilmis bir hormon olarak adrenomediillin hormonunun
kirikta veya kirik defektlerinde bir etkisinin olup olmadigi ilizerine bir calisma
literatiirde mevcut degildir. Osteoblastlarda direk reseptorleri bulunan ve kemik
metabolizmasinda da etkili oldugu kesfedilen bu hormonun osteoblastik aktivite veya
kemik matriks olusumu mekanizmasi iizerinden kirik defekti iyilesmesi lizerinde
pozitif etkileri olacagi hipotezinden hareketle radiuslarinda segmental kemik defekti
olusturdugumuz 6 gruptan olusan sigan deney modelinde zaman ve doz bagimli

olarak adrenomediillinin segmental kemik defekti iizerinde etkilerini arastirdik.

Bu calismada kirik modeli yerine segmental kemik defekti kullanmamizin
sebebi, siganlarin ¢ok hizli iyilesme kapasitesine sahip olmalar1 sebebi ile kirik
modelinde gerek kontrol gerekse deney gruplarinda kirigin ¢ok yiiksek oranda

iyilesmesi ve gruplar arasindaki iyilesme farkliliklarim1 degerlendirmede yanlis



pozitifligin fazla olmasidir. Bu sebeple segmenter kemik defekti modeli ile
kaynamama modeli olusturup, adrenomediillinin kemik uglar1 arasindaki kaynama
dokusunu indiikleyip indiiklemedigini radyolojik ve histolojik olarak inceledik.
Literatiirde de segmental kemik defekti ile kemik matriks olusumu, hiicre
proliferasyonu ve damarlanmayi incelemenin daha uygun oldugunu destekleyen

yonde caligmalar mevcuttur [5].

Calismanin sonucuna gore adrenomediillinin kemik tlizerindeki etkilerini daha

da aydinlatmay1 amaglamaktay1z.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Adrenomediillin

Adrenomediillin, ilk olarak 1993 yilinda Vazointestinal Peptid’i de kesfeden
Kitamura ve ark. tarafindan feokromasitomali bir hastadan izole edilen ve temel
olarak adrenal medulladan salgilanan 52 aminoasit uzunlugunda peptid bir
hormondur [1]. Ik yapilan galismalarda damarlarda tansiyon regiilasyonu iizerindeki
etkileri tizerine yogunlasilmis ve kalsitonin iliskili peptid (Calcitonin-gene-related-
peptide - CGRP) gibi, viicutta bugiine kadar bulunan en gii¢lii vazodilator etkiye
sahip hormon ile %20 yapisal homoloji gostermesi nedeniyle adrenomediillinin de
giiclii bir vazodilator etkiye sahip olmasi gerektigi diisiiniilmiis ve ilk yapilan
deneylerde bu etki kanitlanmistir [6]. Daha sonra adrenomedullinin; kalsitonin gen
ailesine ait olan kalsitonin, CGRP ve amilin ile ¢ok benzer yapida oldugu bulunmus
ve CGRP ve adrenomediillinin hiicrelerde ‘kalsitonin benzeri reseptor’ (calcitonin
receptor-like receptor - CLR) iizerinden etki yapabildigi ve hiicre i¢i siklik-AMP
diizeyini etkiledikleri bulunmustur [7]. Ilging bir bigimde tiroid, adrenal medulla ve
pankreas adacik hiicreleri gibi farkli yerlerden salgilanan ancak disiilfid baglar ile
ortak halkasal yap1 benzerligi sahip bu dort ayr1 peptid hormununu bir grup olarak
degerlendirmek ve benzer reseptorler lizerinden viicutta pek ¢ok diizenleyici gorev

istlendigini séylemek yanlis olmaz (Sekil 2.1).



Adrenomedullin
(AM)

Sekil 2.1. Adrenomediillin peptid yapisi. Halka ile igaretli yer disiilfid bagi ile
olusan ve kalsitonin gen ailesindeki diger hormonlarla yapisal benzerligi olusturan

halka yapisini gostermektedir. Bernard M.Y. Cheung and Fai Tang, “ Adrenomedullin: Exciting
New Horizons”, Recent Patents on Endocrine, Metabolic & Immune Drug Discovery (Under Re-
organization) (2012) 6: 4.

Bu kesif ile birlikte adrenomediillinin, kalsitonin gibi kemik dokusu {izerine
etkili olabilecegi disiiniilmiistiir. Etki mekanizmasi incelendiginde, ilk yapilan
aragtirmalarda ayn1 reseptdrii paylasan bu hormonlarin reseptdre ne zaman ve nerede
etki edecegi reseptor aktivitesi modifiye edici protein (receptor activity-modifying
protein - RAMP) {izerinden saglanmakta oldugu; RAMPI proteini reseptor ile
birlestiginde, reseptér oncelikle CGRP ile aktive olmakta, RAMP2 ve RAMP3
proteinleri ise reseptorii adrenomediilline daha spesifik hale getirdigi
diistiniilmekteydi [8]. Kismen dogru olsa da, daha sonradan yapilan arastirmalarda
aslinda adrenomedullinin baglandig1 reseptoriin CLR ailesine ait AM: ve AM:> ve
RAMP ligandlarinin kombinasyonu ile olusan bir reseptor ailesi oldugu anlasildi [9].
Ek olarak, kalsitonin reseptorii (CTR), AMi2 ve RAMP123 reseptorlerinin
kombinasyonlar1 ile tiim kalsitonin ailesine ait peptid hormonlar hiicre zarinda

kendine ait reseptorde, reseptor aktivasyonu gergeklestirebilmektedir [10] (Sekil 2.2).



Adrenomediillinin  hiicre niikleusundaki etkisinin ise niiklear-kp {izerinden
gerceklestirdigi; osteoklast ve osteoblast farklilasmasini bu yolak ile diizenledigi

yoniinde ¢alismalar mevcuttur [11].

Kalsitonin Amilin Amilin Amilin
reseptori reseptoru 1 reseptori 2 reseptoru 3
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Sekil 2.2. Kalsitonin ailesine ait peptidler ve reseptorleri. CLR, RAMP ve
CTR reseptorleri kombinasyonu ile olusturulan reseptorler tiim kalsitonin ailesindeki

peptidlere ozel olarak farkiilik géstermekte.
Kiriyama, Y. and H. Nochi, Role and Cytotoxicity of Amylin and Protection of Pancreatic
Islet B-Cells from Amylin Cytotoxicity. Cells, 2018. 7(8): p. 95.

Daha sonraki yillarda bu ortak grubun ¢ok farkli dokularda etkileri olmasi,
adrenomedullin tizerine yapilan arastirmalari da tetiklemis ve adrenomedullinin
vaskiiler, retina, over, kemik ve pek c¢ok farkli dokuda etkileri oldugu bulunmustur
[12]. Beyin travmas1 gegiren hastalarin serebrospinal sivilarinda da yiiksek miktarda
adrenomedullin  bulunmus, iskemik beyin dokularinda vazodilatator etkisi ile

noroprotektif bir molekiil oldugu belirtilmistir [13-15]. Hipertansiyon, kronik bobrek



yetmezligi, septik sok ve hatta myokard infarktiisii gibi farkli hastalik kosullarinda da
adrenomedullin seviyesi anlamli olarak yiiksek bulunmus ve prognostik bir gosterge
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [3]. Bu gibi durumlarda adrenomedullinin
yiiksek bulunmasi, daha ¢ok viicudun stres yasadigi anlarda konsantrasyonun
arttigin1 ve bunun adrenal medulladan salgilanmasi ile ilgili olabilecegini akillara
getirmektedir. Yine sporcularda yapilan bir ¢aligmada, egzersiz ve hipoksinin
adrenomediillin serum seviyesini yiikselttigi raporlanmistir [16]. Bu ¢alismalarin
yaninda ‘adrecizumab’ adi verilen adrenomediillin antagonisti yeni bir monoklonal
antikorun, septik sokta asir1 bi¢imde artmis olan ve vaskiiler gecirgenligi asiri
arttirarak damarlardaki sivinin ekstraseliiler alana geg¢mesine neden olmasini
engelleyebilecegi tizerine klinik ¢alismalar da mevcuttur [17].

Adrenomedullinin malignitelerdeki rolii de yeni bir arastirma alani olarak son
yillarda karsimiza cikmaktadir. Pavel ve ark. ndroendokrin tiimdrlerin patolojik
olarak adrenomedullin salgilayabilecegini ve hatta bir prognostik faktor olarak da
kullanilabilecegini belirtmislerdir [18]. Anjiogenezis ve vazodilatator etkisi nedeni
ile patolojik olarak kanser hiicreleri tarafindan salgilanip metastaz siirecinde rol
aldigindan siiphelenilmis ve adrenomedullinin (22-52) fragmaninin endotelyal gecisi
ve vaskiilarizasyonu azalttigi yayimlanmistir. Ancak bu etkinin, fragmanin agonist
veya antagonist etkisinden mi kaynaklandigi konusunda goriis ayriliklart mevcuttur
[19, 20].

Inflamasyon iizerine yapilan adrenomediillin ¢aligmalari, bu hormonun basit
bir damarsal tonus diizenleyicisi olmaktan ¢ok, hiicre proliferasyonu ve apoptozu
tizerine oldukga karmasik etkileri oldugunu da gostermistir. Hu ve ark. tarafindan
sicanlarda yapilan calismada, adrenomediillinin NF-kB sinyal yolag: iizerinden
Leydig hiicrelerinde inflamasyonu azalttigi ve apoptozu durdugu gosterilmistir [21].
Sasirtict bigimde adrenomediillinin (22-55) fragmani, yapay olarak artrit gelistirilen
farelerde inflamasyonu baskilamis ve hem sistemik kemik yikimini durdurmus hem
de anti-inflamatuar bir karakter sergilemistir [22].

Adrenomediillinin kemik doku ve ozellikle osteoblastik aktivite iizerindeki
etkilerini en kapsamli arastiran ise Yeni Zelanda’dan Cornish ve ekibi olmustur.
1997°deki calismasinda cesitli adrenomedullin fragmanlarinin ve amilinin in vitro

olarak osteoblastlara proliferatif etkisi oldugunu; ayn1 zamanda in vivo olarak kemik



yogunluguni arttirdigini da belirledi [23]. Boylelikle 1-22 ve 1-27 fragmanlarinin
adrenomediillin hormonuna, vaskiiler dokudaki CGRP reseptorlerini aktive
edebilmeleri i¢in gerekli olan halka yapisini1 kazandirdiklar1 ancak osteoblastlardaki
reseptorlerin tiim adrenomedullin fragmanina ihtiyag duymadan aktive olabildigi
anlagildi [24].

Cornish ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada diizenli araliklarla
adrenomedullin 27-52 verilen bir grup farede placebo alan gruba gore anlamli
derecede kemik yogunlugunde artis oldugu gorildi [4]. Adrenomedullinin,
kemikteki bu anabolik etkisinin osteoporoz tedavisinde kullanilabilecegi hipotezi
ortaya atildi. Bu hipotezde ileri siiriilen ana diislincenin kaynagi; bugiline kadar
gelistirilen ¢ogu osteoporoz ilacinin anti-resorptif etkinin azaltilmasi iizerinden
kemik yogunlugunu arttirmakta olmasi ve bu etki stratejisinin yan etkisi olarak
kemigin yapisinda bozulma ve elastik modulusundaki degisim sonras1 bazi hastalarda
patolojik kiriklar meydana gelmesidir. Adrenomediillini, bu gibi lokal ve sistemik
yan etkileri olmadan oldukga spesifik bir osteoblast proliferatif ajan olarak kullanma
diisiincesi su an i¢in pek ¢ok arastirma gerektiren olgunlagsmamis bir diislince olarak
hala kalmakla beraber bu konuda pek ¢ok patentin de simdiden alindigin1 sdéylemek
gerekir (ABD Patent No: US 6.440.421)

2.2. Kemigin Genel Ozellikleri

Kemik viicudun en sert dokusu olarak viicuda yapisal destek olma ve
organlart koruma gorevini istlenen, yapisinin yiizde 60’1 hidroksiapatit gibi
inorganik molekiillerden olusmasina ragmen klasik Ogretilerin tersine metabolik
olarak oldukca aktif ve i¢inde hala tam bilinmeyen pek ¢ok mekanizma bulunduran
bir dokudur. Viicudun diger organlarindan salgilanan pek ¢ok hormon ile endokrin
iletisim halinde mineral dengesini saglamakta ve kendi i¢inde de Wolf kanunu gibi
temel prensipler ile basing degisimlerine karsi siirekli olarak remodele olarak yapisal
organizasyonunu Yyenilemektedir [25]. Bu sebeple kemikle ilgili yapilan

aragtirmalarda kemigin yapisini ve fizyolojisini bilmek 6nem arz etmektedir.



2.2.1. Kemigin Yapisi

Kemik genel olarak kortikal ve trabekiiler kemik olarak yapisal olarak ikiye
ayrilir. Kortikal kemik, kemik iligini ¢evreleyen ve kemigin yapisal dayanikliligini
olusturan sert dis katmandir ve inorganik maddelerden daha zengin olmasi ile
beraber Haversian ve Volkmann kanallari ile birbirine baglantili osteon kiimelerinin
birlesmesi ile olusur. Bu kanal sistemi tiim viicutta yaklasik 3.5 m?’lik bir alanda
kemik dokuya madde aligverisi saglar. Kortikal kemigin disi periost denilen ve
kemigi bir zar gibi kaplayan fibréz bir bag dokusundan olusur. Periost, kemigi korur,
icindeki damarlar ile kortikal kemigin dig 1/3’liniin beslenmesi saglar ve kemigin
hasarlanmasinda tekrar kemik dokuyu olusturmak i¢in biinyesinde osteoblastlara

dontigebilen ‘kemik yiizey hiicreleri’ ad1 verilen hiicreleri barindirir.

Trabekiiler kemik ise kemigin i¢ kisminda yer alan yapisal olarak daha elastik
ve Young elastik modulusu daha az olan; bu sebeple kortikal kemige gore daha az
sertlikte ancak daha hafif ve icinde tiim hematopoetik kok hiicreleri barindiran kemik
iligini muhafaza eden gozenekli yapiya sahip kisimdir. Metabolik olarak kortikal
kemige gore daha aktiftir ve Wolf kanununa gore remodeling kapasitesi ¢ok daha

hizlidir (Sekil 2.3).

o Kortikal kemik
Osteosit iceren lameller

) . osteonu
Lameller O ) e RS s / 0
o T ) e RS i Trabekiler
Kanaliktller kemik
P— Haversian
kanali

Periost

Volkmann kanali

Sekil 2.3. Trabekiiler ve kortikal kemigin makroskopik yapisi. National Cancer Institute's

Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Program, Emory University, Atlanta SEER
Cancer Registry, Atlanta, Georgia.



Mikroskopik diizeyde ise kemik, ‘6rgiimsii’ denilen ve kollajen fibrillerinin
diizensiz olarak dagilmasi ile karakterize olgunlasmamis kemik ile lameller kemik
denilen diizenli kollajen organizasyonunu saglamis lameller katmanlarindan olusan
olgun kemik olarak ikiye ayrilir. Lameller kemik bu diizgiin organizasyonu sayesinde
orgiimsii kemikten ¢ok daha dayaniklidir. Orgiimsii kemik, genellikle osteoblastlarin
cok hizli osteoid (kemik matriks) tirettigi kirik iyilesmesi veya fetal kemik tiretimi
sirasinda goriiliir. Bu sebeple kirik bolgesindeki orglimsii kemikten olusan kallus
dokusu olgun lameller kemik kadar mekanik dayaniklili§a sahip degildir. Saglikli bir

erigkinde ise kemik yapisinin tamami lameller kemikten olugmaktadir.

2.2.2. Kemik Hiicreleri

Osteoblastlar, mezenkimal kok hiicrelerden (osteoprogenitor hiicreler) koken
alan mononiikleer ve kemik matriks (osteoid) salgilama ve osteoklastlari regiile etme
gorevini Ustlenen kemigin en temel hiicresidir. Latent olarak aktif olmadiklar
zamanlarda kemik ylizeylerinde ‘kemik yiizey hiicreleri’ne doniisiip inaktif sekilde
bekleyebilirler ve gerektigi zamanlarda (travma vb.) tekrar osteoblasta doniisebilirler.
Bir diger yolak ise, osteoblastlarin aktivitelerini kaybetmeyip kendi Tirettikleri

osteoid igerisinde kalarak osteosit hiicrelerine doniisebilmeleridir [26].

Osteositler, kemikte hiicre kompozisyonun %90’ma yakini olusturur.
Histolojik olarak inaktif sekilde osteoid i¢inde duruyor gibi goziikseler de sinir
hiicrelerindekine benzer dendritik baglantilar ile diger osteositler ile haberlesebilirler.
Bu sayede, osteoklastlara ve osteoblastlara kemigin neresinin rezorbe edilmesi
gerektigini veya yapilmasit gerektigini ‘Wnt-beta kathenin’ yolu araciligi ile
bildirerek, kemigin remodele olmasinda 6nemli bir rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir
[27].

Osteoklastlar, kemigin resorbe edilmesinden sorumlu, ¢ok niikleuslu ve
hematopoetik kok hiicre sisteminin monosit-makrofaj fagositik hiicre grubuna
dahildirler. Hiicre membranlarinda c¢ok fazla iyon kanallar1 bulunur ve bu iyon

kanallar1 ile hiicre dist matrikse proton iyonlart pompalayarak ortami asidik hale
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getirirler ve kemikteki minerallerin ¢oziilmesini saglarlar. Hawship lakiinalar1 adi

verilen bu asidik alan ile proteazlar yardimiyla kemik resorbsiyonu gerceklesir [28].

2.2.3. Kemik Matriksi

Osteoid olarak da isimlendirilen kemik matriksi organik ve inorganik olarak
ikiye ayrilir. Kemik kuru agirhiginin ¢ogu inorganik matriksten olusur ve
hidroksiapatit [Caio (PO4)s(OH)2] en fazla sentezlenen inorganik molekiildiir. Yapisi
kalsiyum ve fosfattan olustugu i¢in yapitast molekiiller besinsel olarak alinmak
zorundadir ve bu regiilasyonu diizenleyen D vitamini ve parathormon diizeyindeki
degisiklikler hidroksiapatit {iretimi ile yakindan ilgilidir. Inorganik matrikste bulunan

diger maddeler magnezyum, floriir, sodyum ve bazi eser elementlerdir.

Organik matriksin ise ¢ogunlugunu Tip 1 kollajen olusturur. Kalan kii¢iik
kisim ise osteonektin, sialoproteinler, proteoglikanlar ve az miktarda baska tip
kollajenlerden olusmaktadir. Organik matriks, kemige esnekligini veren ve

tekrarlayan kuvvetlere kars1 dayanimini saglayan yapidir.

2.2.4. Kemik Fizyolojisi

Kemigin yasayan bir organizma olmasmi saglayan, kemigi olusturan tiim hiicre
gruplarinin  koordineli olarak uyum igerisinde calismasina baglidir. Bu uyum
sayesinde ortalama bir insan 10 yil igerisinde tiim kemik dokusunu yikip bastan
yenileme kapasitesine sahiptir. Kemigin rejenerasyon kapasitesi sasirtict derecede
yiiksektir ve skar dokusu olusturmadan tamamen rejenere olabilen tek doku memeli
canlilarda kemiktir. Bu 6zelligin evrim siirecinde ilkel atalarimizin tiim ekstremiteyi
rejenere etme Kkapasitesinden kalmis olabilecegi ancak evrimsel siiregte c¢esitli
yaralanmalarda enfeksiyon gibi olumsuzluklara savunmasiz olan rejenerasyon
slirecinin, yerini skar dokusu ile yaranin hizlica kapatilmasi lehine degistigi teorisi

One siirilmistiir [29].

Kemigin fizyolojik olarak ana gorevi, kalsiyum, fosfor ve hatta magnezyum

metabolizmasint endokrin sistem yardimiyla diizenlemektir. D vitamini ve
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parathormon (PTH) bu diizenlemede ana yardimci hormonlardir ve bagirsaklar,
bobrekler ve kemikler arasinda bu diizenlemeyi kontrol ederler. Osteositler, dendritik
baglantilar ile diger osteositler ve kemik matriks arasinda kemik minerallerin
aligverisini yonetirler. Bunun disinda osteoblastlar {izerinde de gerek PTH gerekse D
vitamini i¢in reseptdrler bulunur. D vitamini kalsiyum emilimini arttirdiktan sonra
RANK reseptorleri lizerinden kemik hiicre komponentlerini diizenler. Osteoblastlari
aktiflestirip osteoid sentezini indiikler ve daha sonra osteoklastlar1 da sekonder
olarak aktiflestirip kemik kiitlesinin artmasin1 ama bunu yaparken de yapim ve
yikiminin dengeli olmasini saglar. Ayrica osteokalsin gibi organik matriks yapimini
da arttirir. PTH ise aralikli ve diisiik dozlarda salgilandiginda osteoblastlardaki
reseptorleri sayesinde osteoid yapimini indiikler. Osteoklastlardaki etkisi diisiik
dozlarda daha ¢ok RANK yolagi iizerinden osteoblastlar ile kontrol edilmekle
birlikte, parathormonun yiiksek dozlar1 direk olarak osteoklastlari aktiflestirip kemik
yikimint arttirir. Bu etki Ozellikle hiperparatiroidi veya malignitelere bagl
paraneoplastik PTH sentezinde kemik yikimma baglh ciddi klinik tablolar
olusturabilir [25].

Hiicresel diizeyde kok hiicrelerden farklilagmalara baktigimizda da PTH’ nin,
osteoblastlarin mezenkimal kok hiicrelerden farklilasmasinda da etkin rol oynadigi
bilinmektedir. PTH disinda biiyiime hormonu (GH), insiilin benzeri biiyiime
hormonu (IGF-1) ve son zamanlarda pek ¢ok arastirmanin konusu olan Bone
Morphogenetic Factor (BMP), osteoblast farklilasmasinda en onemli molekiillerdir.
BMP, RUNX2 geni aktivasyonunu arttirarak hiicre ¢ekirdeginde etkisini gdsterir ve
non-steroid inflamatuar ilaglarin kesin kanitlar olmasa da bu geni inaktive ederek
ozellikle kirik iyilesmesinde osteoblastlar: inaktive ederek iyilesmeyi geciktirdigi

one siiriilmektedir [30].

Osteoklastlarin farklilasmasi ise osteoblastlar {lizerinden RANK-RANKL
yolagi veya direk hemotopoetik yolla Monosit Koloni Stimiile Edici Faktor (M-CSF)
aracilign ile gergeklesir. Osteoblastlarin, osteoklastlart RANK-RANKL yolag: ile
hiicre ¢ekirdeginde tirozin kinaz {izerinden aktive etmesi son yillarin popiiler
aragtirma konusudur. RANK-RANKL aktivasyonunu dengelemek amaciyla
osteoblastlardan ayn1 anda ‘osteoprotegrin (OPG)’ adi verilen ve RANK ile RANK-

ligandinin (RANKL) baglanmasini engelleyen bu molekiil sayesinde osteoklastlarin
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fazla aktiflesmesi engellenmektedir (Sekil 2.4). Osteoprotegrin latince ‘kemik
(osteo)’ ve ‘korumak (protegere)’ kelimelerinin birlesmesinden olugmakta ve bu tabir
tam anlamiyla fonksiyonunu yansitmaktadir. Osteoklastlarin  farklilagmasini
engelleyen bu molekiilii, kemik rezorbsiyonunu azaltmasi nedeniyle giliniimiizde

osteoporoz tedavisinde kullanmak iizere pek ¢ok ¢alisma yiriitilmektedir [31].

OSTEOBLAST

RANK-ligandi (RANKL)

Y Osteoprotegrin (OPG)

RANK

OSTEOKLAST

Prekiirsor ‘
hticre

Sekil 2.4. RANK-RANKL ve osteoprotegrin (OPG) iligkisi

2.3. Kemik Defektleri
Kemik defektlerini incelemeden once kemigin nasil defektsiz olarak nasil
tyilestigini bilmek gerekir. Travma sonrasinda kirilan bir kemigin iyilesme siirecini

detaylandiracagiz.

2.3.1. Kirik lyilesmesinin Fizyolojisi
Uygun kosullar saglandiginda kemik ¢ok yiiksek bir iyilesme potansiyeline

sahiptir ve yiizde yliz olarak rejenere olma kapasitesi ile skar dokusu birakmadan
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iyilesebilen viicuttaki tek dokudur. Yine de yeterli stabilizasyon olmadiginda, doku
beslenmesinin bozulmasi veya rejenerasyonu etkileyen bazi durumlarda kaynama
gecikmekte veya kaynamama olusarak psddoartroza kadar gidebilen tedavisi zor
patolojik bir durum olusabilmektedir.

Kirik iyilesmesini temel olarak primer (direk) veya sekonder (indirek)

iyilesme olarak ikiye ayirabiliriz.

Sekonder lyilesme

Indirek veya sekonder iyilesme kemik iyilesmesinin en sik goriilen formu
olup, temel olarak kirik sonrasi kallus olusmasi ile karakterizedir. Sekonder
iyilesmede anatomik rediiksiyon gerekmemekte, aksine mikro hareket ve kismi
agirhiga maruz kalma ile iyilesme artmaktadir. Opere edilmeyen, konservatif olarak
alc1 ile takip edilen olgular ve mikroharekete izin veren teknikler ile yapilan
operasyonlarda sekonder iyilesme goriiliir. Temel olarak inflamasyon sonrasinda
olusan kikirdak bir kallus dokusu sonrasinda, kikirdak doku zemininde endokondral
ossifikasyon ve kemik yiizeyinden progenitor hiicrelerle saglanan intramembrantz
kemiklesme ile karakterizedir. Kallus dokusu olugsmasiyla daha genis yaricap1 nedeni
ile kemigin gecici olarak biyomekanik olarak daha dayanikli olmasi saglanmaktadir
[32]. Sekonder iyilesme sirasiyla inflamasyon, yumusak ve sert kallus olusumu ve
remodele olma evreleriyle incelenir.

Inflamasyon. Travma sonrasinda kirik olustuktan sonraki ilk 7 giinii kapsar.
Kirik uglarinda damarlarin kopmasi nedeni ile kan gollenmesi olur ve kemik uglart
nekroza gidip ortama sitokinler salgilanmaya baslar. Sitokinler ve inflamasyon
ortamdaki kanin hematoma donmesini hizlandirir ve kallus i¢in bir hematom kalib1
olusur. Tumor necrosis factor (TNF), interlokinler (IL-1, IL-2, IL-6) ve trombocyte
growth factor (TGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth
factor (FGF) ve BMP gibi biiytime faktorleri hematom i¢inde ¢ogalip ortama
makrofaj, fibroblast ve mezenkimal kok hiicrelerin kemotaksis yapmalar1 saglanir
[33]. Tiim bu sitokin ve biiylime faktorii yagmurunun, mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblast prekiirsorlerine doniismelerini sagladiklari kanitlanmistir [34].

Yumugsak kallus. Kallus i¢in 6ncili olan bu hematom ve inflamasyon karisimu,

kok hiicrelerin osteoblast ve kondroblastlara farklilagsmasi ile 7-9. giinlerde fibrinden
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zengin bir graniilasyon dokusuna doniisiir ve ardindan tip 2 kollajen sentezi
baslayarak hyalin kikirdak olusumu baglar. Olusan bu kikirdak kallus dokusuna
‘yumusak kallus’ denir. VEGF yardimiyla damarlanmada artis baslar ve kirik
bolgesinin artan enerji ve oksijen ihtiyaci artan kan akisi ile karsilanir. Bu esnada
makrofajlar kemik uglarindaki nekrotik dokuyu debride ederler ve ossifikasyona
hazir hale getirirler.

Sert Kallus. Yumusak kallus olusumunu, travmay1 takiben 2-3. haftalardan
itibaren sert kallus olusumu izler. Sanilanin aksine yumusak dokudaki kikirdak yap1
direk olarak ossifiye olmaz. Kikirdak ¢atidaki kondrositlerin tamami apoptoza gidip
fagosite edilerek yerine kemik ¢at1 olugturulur [35]. Tip 2 kollajen de yikilarak yerini
kemik dokusunun ana kollajen tipi olan tip 1 kollajen alir. Osteoblastlar yardimi ile
mineralizasyon ve osteoid yapimi baslar. Bu safhadan itibaren mineralizasyon nedeni
ile kallus radyografik olarak goriintillemede secilebilmektedir.

Remodeling. Kikirdak c¢ati yerine olusturulan sert kallus kemik c¢atisi,
orglimsii kemikten olusan, diizensiz kollajen ve ossifikasyondan olusan bir dokudur.
Hacim olarak da kirik kemik uglarindan biiyiik olan kallus dokusu zamanla
osteoklastlar tarafindan yikilip yerine osteoblastlar tarafindan lameller kemik dokusu
olusturulur. Bu kirigin 4. haftasindan baglayan ancak 1-2 yil gibi ¢cok uzun siireler
alabilen bir siirectir. Remodeling evresinde osteoklastlar RANK-RANKL yolag:
tizerinden aktive olurken, Wnt-beta katenin yolagi iizerinden Wolf kanunu

prensipleri ile kemigin mikroskobik yapisi diizenlenir [36].

Primer lyilesme

Primer veya direk iyilesme dogada olduk¢a nadir goriiliir, ¢iinkii teknik olarak
kirik uglart arasinda hiicresel diizeyde biiyiik bir gap olmadan, stabil bir anatomik
rediiksiyon gerektirir. Bu kosullar saglandiginda kirik bolgesinde lameller kemigin
direk remodele olmasiyla kirik uglar1 arasinda Haversian kanallar ve vaskiilarizasyon
kallus gerektirmeden olusur. Primer iyilesme, kontakt iyilesme ve bosluk (gap)
iyilesme olarak ikiye ayrilir. Kontakt iyilesme, kirik uclart arasinda 0.01 mm veya
fragmanlar aras1 deformasyonun %2’den az oldugu kosullarda gerceklesir [37]. Bu
durumda literatiirde ‘cutting cone’ denilen, uglar1 osteoklastlardan olusan ve arka dis

kisimlarinda osteoblastlarin toplanmasi ile giinde 50 ila 100 pm hizinda ilerleyen
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‘kesme konisi’ olusur ve kirik uglart arasinda osteoklastlar tiinel acip, sonrasinda
osteoblastlar ile acilan kisim osteoid ile doldurulur [35]. Boylece kirik uglari arasinda
kallus olusmadan direk olarak Haversian kanallar acilip ayni zamanda
vaskiilarizasyon da saglanmis olur. Bosluk (gap) iyilesme ise, kirik uglar1 arasinda
0,8 ila 1 mm aras1 bir bosluk vardir ve ancak anatomik stabil fiksasyon sonrasinda
lameller kemik ile ‘cutting cone’ olusturulmadan bosluk doldurulur ve ardindan
ikincil olarak osteonlar ile kallus olusmadan kaynama saglanmis olur [38].
Goriildugi tizere kirik iyilesmesi siireci oldukca karmasik, sitokinler, biiyiime
faktorleri, apoptoz gibi hiicrelerarasi parakrin etkilesme gerektiren bir siirectir.
Bunun yaninda uygun kanlanma ve mekanik stabilizasyon da kaynama igin elzemdir

ve bu basamaklardan bir tanesinin bozulmas1 kaynamama gibi sorunlara yol acabilir.

2.3.2. Kemik Defekti Tanimi ve Fizyolojik Olarak Kiriktan Farklari

Kemik defekti ortopedi ve maksillofasyal cerrahide sik karsilasilan klinik bir
problem olup, genellikle yiiksek enerjili kiriklar, tiimor rezeksiyonlari, konjenital
agenezi/segmental defektler ve osteomyelit sonrasinda goriilmektedir. Klinik pratikte
bu defektler otolog veya allogreft kemik greftleri ile doldurularak greftlerin
osteojenik veya osteokonduktif Ozelliklerinden yararlanilir. Ancak kaynamama,
yetersiz yumusak doku, kanlanma problemleri, enfeksiyon riski ve daha sonra ortaya
cikabilen biyomekanik yetersizlikler gibi komplikasyonlar kirtk defekti tedavisinde
olduk¢a sik karsilasilmakta ve ortopedideki en zorlu tedavi edilen Kklinik
problemlerden biri yapmaktadir [39]. Kemik defektin biiyiikliigline gore tedavi
stratejileri de degismektedir (Tablo 1). Temel olarak kiiciik kemik defektleri
endokondral iyilesme ile iyilesirken, biiyiikk defektler genellikle kaynamama veya
psddoartroz gibi komplikasyonlara neden olur. Tedavi siirecinde ise distraksiyon

osteogenezisi primer iyilesmeye verilebilecek ornektir.
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Otolog kemik grefti <5cm

Allogreft Sinirsiz
Demineralize kemik matriks Yetersiz kanit

Bone morphogenic protein (BMP) Yetersiz kanit
Masqualet teknigi 5-24 cm
Distraksiyon Osteogenezs 5-10 cm

Akut Kisaltma 1-3cm

Vaskadilarize Fibula 10-20 cm
Amputasyon (-) Kurtarma tedavisi

Tablo 2.1. Kemik defekt biiyiikliiklerine gére tedavi stratejileri.

Kemik defektinin iyilesmesinde bu tedavi stratejilerinin farkli biyolojik
ozellikleri vardir. Osteojenik, osteoindiiktif ve osteokonduktif olarak adlandirilan bu

ozellikler, greftlerin defekt bolgesine biyolojik etkilerine gore siniflandirilmaktadir.

Osteojenik 0Ozellikteki greftler kendi biinyesindeki osteoblastlar ile yeni
kemik yapimini uyaran materyallere denir. Klinikte sik kullanilan otolog kemik
greftleri (iliak kanat vb.) osteoinduktif ve osteokonduktif 6zelliklere de sahip olsa da,

osteojenik materyallere en fazla uyan drnektir.

Osteoinduktif greftler, defekt bolgesinde mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblastlara doniisiimiinii uyaran ve bu yolla kemik yapimin arttiran maddelere

denir. BMP gibi biiyiime faktorleri osteoinduktif maddelere 6rnektir.

Osteokonduktif maddeler ise kemige direk etkileri olmayan ancak kemik
dokusunun {iizerinde biiylimesi i¢in uygun bir skafold olusturan maddelere denir.
Gilinltimiizde kullanilan taze dondurulmus allogreftler, demineralize kemik matriksleri
ve diger deneysel sentetik maddeler osteoblastlar i¢in uygun ortam olusturmasi

nedeniyle kullanilmaktadir [40].

Bu o6zelliklere sahip olan greftler kullanilmadiginda, kemik defektleri

genellikle kemigin kendi rejenerasyon kapasitesinin iizerinde olmasit nedeniyle
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kaynamama veya psoddoartroz olusur. Kaynamama siireclerini incelemek iizere
planlanan hayvan modellerinde genellikle segmental veya kritik kemik defektleri
kullanilir. Her iki defekt modeli de temelde ayni yonteme sahip olmakla birlikte
kritik kemik defekti, kemik defektinin tek basina asla iyilesemedigi ve
biyomateryaller ile birlikte daha zorlu deney modellemeleri i¢in kullanilmaktadir.
Uzun kemigin uzunlamasma kesitindeki elde edilen ve kemigin eninin iki kati
uzunlugundaki veya daha biiyiik defektler kritik kemik defekti olarak kabul edilir
[41].

2.3.3. Segmental Kemik Defekt Modeli ve Kullanim Alanlar:

Hayvan deneylerinde kullanilan segmental uzun kemik defekt modelleri
klinik pratikte tedavisi olduk¢a zor olan kemik defektli ve periostu zarar gérmiis
kiriklar: taklit edebilmemizi saglamanin yaninda defekt bolgesinde arastirmanin
konusu olan madde veya faktorlerin damarlanma, hiicre proliferasyonu ve kemik
yapimina olan etkisini arastirmak i¢in de kullanilmaktadir [5]. Sican, tavsan ve fare
modellerinde tibia, femur veya 6nkolda radius ve ulnada yaratilan defekt modelleri
siklikla kullanilmaktadir. Bu hayvanlardaki hizli rejenerasyon siireci sade kirik
modellerinde genellikle tiim gruplarda iyilesmeye neden olmakta ve yanlis pozitif
sonuclara neden olabilmektedir. Bunun Oniline ge¢gmek adina segmental kemik
modelleri gelistirilmistir. Segmental kemik defektinin asil amaci kirik modeline gore
kaynamanin daha zor olmasi1 ve olusan kaynamama modelinde stimiile edici faktoriin
etkisini daha iyi gozlemleme olanagi sunmasidir. Segmental kemik defektlerinde
femur ve tibia genelde fiksasyon ile incelenirken ulna veya radiusta olusturulan
modeller, si¢anlarin 6nkollarinda pronasyon ve supinasyon hareketi olmadigi ve
sinostoz oldugu varsayildig1 igin fiksasyona ihtiya¢ duyulmamaktadir. Onkolun ayni
zamanda yik tasiyan bir yer olmamasi1 fiksasyon ihtiyacini azaltmakla beraber
mekanik yiiklenme olmamasi kirik iyilesmesi prensiplerinden birinin de
canlandirilamamasina neden olmaktadir [42]. Literatiirde degisik boyutlarda
segmental defekt ornekleri mevcuttur. Kim ve ark. sicanlarda 3 mm lik ulna
segmental defekt modeli iizerinde calismislar ve modelin uygulanabilir oldugunu

gostermislerdir [43]. Solheim ve ark. 11 mm gibi oldukga biiyiik bir defekt



-18 -

olusturmuslar ve kompozit biyometaryalleri bu defekt lizerinde arastirmiglardir. Yine
baska caligmalarda 10 mm ile 5 mm arasinda degisen biiyiikliikte segmental defekt
modelleri mevcuttur [44-46]. Genel olarak segmental defekt modelleri
biyomateryaller i¢in kullanilmakta olsa da kii¢iik segmental kemik defektlerin (2-5
mm) defekt bolgesine biyometaryal kullanmadan da hiicre proliferasyonu ve

damarlanmay1 incelemek i¢in kullanilmis oldugunu goriiyoruz [5, 47].

Biz bu c¢alismamizda adrenomediillinin sistemik olarak verildiginde
osteoinduktif olarak segmental defekt bolgesinde iyilesme potansiyelini arttirip

arttirmadigini radyolojik ve histolojik olarak inceledik.
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3. GEREC VE YONTEM
Calismamiz, 15.01.2019 tarihli Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1  Etik  Kurul toplantisinin = 2019/01-04  numarali  onayr ile
gerceklestirilmistir.

Calismanin mali destegi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Hizli Destek Programi tarafindan THD-2019-17992 proje kodu onayr ile

saglanmistir.

Calismada 36 adet 300 gr ve lzeri erkek Wistar-Albino sigcan (rat)
kullanilmistir. Hayvan sayis1 giic analizi yapilarak literatiire uygun olarak
belirlenmistir. Cerrahi girisimler Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Cerrahi Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmis ve islem Oncesi ve

sonras1 donemde burada takip edilmistir.

Deneyde kullanilan adrenomediillin (22-52) fragmani merkezi Amerika
Birlesik Devletleri’nde bulunan ‘Genscript Biotech’ (Piscataway, New Jersey, ABD)

firmasindan temin edilmistir.

Deneyin sonlandirilmasindan sonra mikrotomografi ile yapilan radyografik
dlgiimler Hacettepe Universitesi Beytepe Kampiisii'nde ‘Hacettepe Universitesi Ileri
Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK)’ biinyesinde bulunan
Bruker - Skyscan 1272 (Billerica, Massachusetts, ABD) mikrotomografi cihaz ile
gerceklestirilmistir. Mikrotomografi cihazindan alinan veri ve gortintiiler yine Bruker
firmasmin veri analizi i¢in sagladigi ‘CT Analysis (CTAn)’ yazilimi ile analiz

edilmistir.

Mikrotomografi ¢ekimlerinin ardindan Orneklerin histopatolojik olarak
incelenmesi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda gerceklestirilmistir.

Deneyde kullanilan sicanlar 6 gruba ayrilmistir (Tablo 3.1);

l.grup: 6 adet sicanda bilateral olarak 2 mm radius kemik defekti
olusturulmustur. Cerrahi teknik asagida Ozetlenmistir. Defektin olusturulmasindan

sonra 4 hafta iyilesme siiresi beklenmis, bu siirede intraperitoneal yolla sistemik

haftada 3 kez olmak iizere 2 ml 0,9 izotonik NaCl soliisyonu verilmistir. Hayvanlar
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sakrifiye edildikten sonra bilateral iist ekstremite ampiitasyonu yapilarak 6nkolda
radius ve ulna kemiklerinin diseksiyonu gerceklestirilmistir. Diseke edilen ornekler

radyolojik ve histopatolojik incelemeye tabi tutulmustur.

2.grup: 6 adet siganda bilateral olarak 2 mm radius kemik defekti
olusturulmustur. Cerrahi teknik asagida Ozetlenmistir. Defektin olusturulmasindan
sonra 8 hafta iyilesme siiresi beklenmis, bu siirede intraperitoneal yolla sistemik
haftada 3 kez olmak tizere 2 ml 0,9 izotonik NaCl soliisyonu verilmistir. Hayvanlar
sakrifiye edildikten sonra bilateral iist ekstremite ampiitasyonu yapilarak 6nkolda
radius ve ulna kemiklerinin diseksiyonu gerceklestirilmistir. Diseke edilen ornekler

radyolojik ve histopatolojik incelemeye tabi tutulmustur.

3.grup: 6 adet siganda bilateral olarak 2 mm radius kemik defekti
olusturulmustur. Cerrahi teknik asagida 6zetlenmistir. Defektin olusturulmasindan
sonra 4 hafta iyilesme siiresi beklenmis, bu siirede intraperitoneal yolla sistemik
haftada 3 kez olmak tizere 2 ml 0,9 izotonik NaCl ¢ozeltide 15 mikrogram (ug)
Adrenomediillin (22-52) verilmistir. Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra bilateral {ist
ekstremite ampiitasyonu yapilarak onkolda radius ve ulna kemiklerinin diseksiyonu
gerceklestirilmistir. Diseke edilen 6rnekler radyolojik ve histopatolojik incelemeye

tabi tutulmustur.

4.grup: 6 adet sicanda bilateral olarak 2 mm radius kemik defekti
olusturulmustur. Cerrahi teknik asagida 6zetlenmistir. Defektin olusturulmasindan
sonra 8 hafta iyilesme siiresi beklenmis, bu silirede intraperitoneal yolla sistemik
haftada 3 kez olmak iizere 2 ml 0,9 izotonik NaCl ¢ozeltide 15 mikrogram (ug)
Adrenomediillin (22-52) verilmistir. Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra bilateral {ist
ekstremite ampiitasyonu yapilarak onkolda radius ve ulna kemiklerinin diseksiyonu
gerceklestirilmistir. Diseke edilen 6rnekler radyolojik ve histopatolojik incelemeye

tabi tutulmustur.

5.9rup: 6 adet sicanda bilateral olarak 2 mm radius kemik defekti
olusturulmustur. Cerrahi teknik asagida Ozetlenmistir. Defektin olusturulmasindan
sonra 4 hafta iyilesme siiresi beklenmis, bu siirede intraperitoneal yolla sistemik
haftada 3 kez olmak tizere 2 ml 0,9 izotonik NaCl ¢ozeltide 30 mikrogram (ug)

Adrenomediillin (22-52) verilmistir. Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra bilateral {ist
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ekstremite ampiitasyonu yapilarak 6nkolda radius ve ulna kemiklerinin diseksiyonu
gerceklestirilmistir. Diseke edilen ornekler radyolojik ve histopatolojik incelemeye

tabi tutulmustur.

6.grup: 6 adet siganda bilateral olarak 2 mm radius kemik defekti
olusturulmustur. Cerrahi teknik asagida Ozetlenmistir. Defektin olusturulmasindan
sonra 8 hafta iyilesme siiresi beklenmis, bu siirede intraperitoneal yolla sistemik
haftada 3 kez olmak iizere 2 ml %0,9 izotonik NaCl ¢ozeltide 30 mikrogram (pg)
Adrenomediillin (22-52) verilmistir. Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra bilateral {ist
ekstremite ampiitasyonu yapilarak 6nkolda radius ve ulna kemiklerinin diseksiyonu
gerceklestirilmistir. Diseke edilen 6rnekler radyolojik ve histopatolojik incelemeye

tabi tutulmustur.

Tablo 3.1. Deney gruplart
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3.1. Cerrahi islem Teknigi

Calismanin cerrahi kismina baslamadan 6nce yapacagimiz cerrahi islemleri
ve mikrotomografik goriintiilemenin olgeklendirilmesine on hazirlik admna, 1 adet
daha onceki ¢alismalarda kullanilmis ancak deney silirecinde yasanan problemlerden
dolay1 ¢alismadan ¢ikartilmig, dogal dmriiniin sonuna yaklasan 1 adet Wistar rat ile
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Cerrahi Arastirma
Laboratuvari’nda pilot deney uygulanmustir. Asagida anatilan tim yontemler bu
sigan lzerinde denendikten ve deney slirecine asina olduktan sonra deney

baslatilmistir.

Siganlarin anestezisi, 35 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine karisim dozu
prensibi ile ayarlanmistir. Hazirlanan karisim intraperitoneal yolla sistemik olarak

uygulanmis ve agrili uyarana cevabin kesilmesinden sonra cerrahi isleme gecilmistir.

Steril kosullarda, sigan supin pozisyona alind1 ve bilateral olarak dnkol volar
bolge klorheksidin soliisyonu ile temizlendikten sonra traglandi (Sekil 3.1). Takiben
onkol volar bolge radius iizerinden yapilan insizyon ile cilt ciltalti gegildi ve énkol
fleksor kas grubuna ulasildi (Sekil 3.2). Yumusak doku korunarak kaslar ekarte
edildi ve diseksiyonun ardindan radius cismine ulasildi. Takiben 1 adet Kerrison
Rounger ile radius cisminde 2 mm lik kemik defekti yaratildi (Sekil 3.3). Tim
gruplarda insizyon hatti %0.9 izotonik NaCl ile irrige edilerek anatomik olarak

kapatildu.



Sekil 3.1. Supin pozisyonda cerrahi bolgenin traslanip hazirlanmasi

Sekil 3.2. Onkol volar insizyon
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Sekil 3.3. Kerrison rounger (solda) ile kemik defekti yaratiimast islemi

3.2. Cerrahi Sonrasi1 Donem

Cerrahi islemden sonra hayvanlar her grup ayr1 kafeste olacak sekilde 6 farkl
kafese yerlestirildi. Anestezi sebebiyle kaybedilen hayvan olmadi. Kafeslerinde
hareket kisithiligi uygulanmadi ve serbest sekilde beslenmelerine izin verildi.
Tiiylerinde dokiilme, hareket azligi ve agirliklarinda degisim olup olmadigi not

alindi1. Herhangi bir enfeksiyon veya komplikasyon olmadi.

Hayvanlar kafeslerinde 4 ve 8 haftalik stirelerle izlendi ve haftalik olarak
enjeksiyonlar sirasinda muayeneleri yapildi. Deney siiresi biten hayvanlara
karbondioksit tenazisi uyguland1 [48]. Otenazinin ardindan hayvanlarin bilateral
onkollar1 ve dirsek eklemlerinin mekanik olarak zarar gérmemesi igin distal humerus
seviyesinden ampute edildi ve érnekler tamponlu %10 formolin soliisyonunda fikse
edildi.
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3.2.1. Radyolojik Goriintilleme ve Degerlendirme

Ardindan doku Ornekleri fosfat tamponunda hazirlanmis oda 1sisindaki
%10’luk formalin ¢6zeltisinde (pH 7.0) tespit edilmistir. Formalin ile fiksasyondan
sonra Hacettepe Universitesi HUNITEK biinyesinde bulunan masaiistii
mikrotomografi ile radyolojik tetkikler kismina gegildi. Mikrotomografi cihazindaki
(Bruker — Skyscan 1272; Billerica, Massachusetts, ABD) goriintiilemeler igin
ornekler cihaz i¢ine ¢ekim igin 6zel kaplarda fikse edildi (Sekil 3.4-3.5).

Sekil 3.4. Mikrotomografi cihazi.

Sekil 3.5. Orneklerin mikrotomografi cihazi icinde tespiti
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Mikrotomografi ¢ekimleri, 70 kilovolt (kV) voltaj ve 114 mikroamper (nA)
akim altinda, 204 milisaniye integrasyon zamani ve bir ornek icin ortalama 1200
gorintiileme ile uygulandi. Daha sonra elde edilen ham yansimalar 2052 x 2052
gorintii matriksinde, 7 um voksel blyiikligii kullanilarak rekonstrukte edildi.
Takiben mikrotomografiden alinan ham veriler dijital ortama aktarildi ve Bruker CT
Analysis (CTAnN ver. 1.16.1.0) yazilim1 kullanilarak iki boyutlu analizi yapildi. Fazla
artefaktli olan goriintiilerin artefaktlart CTAn yazilimi ile analizden 6nce temizlendi.
Yapilan analizde Kemik Hacmi (KH), Kemik Yiizeyi (KY), Trabekiiler Kalinlik
(TbKa), Kemik Hacmi/Kemik Yiizey Oran1 (KH/KY) ve Kemik Mineral Yogunlugu
(KMY) degerlendirildi. Ayrica Bruker CTvox (Billerica, Massachusetts, ABD)
programi yardimi ile defekt bolgesinin ii¢ boyutlu goriintiileri elde edildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Defekt bolgesinin ti¢ boyutlu olarak incelenmesi

Mikrotomografi cihazindan ¢ekim esnasinda aym1 zamanda yiiksek
¢Oziintirliklii dijital radyografik goriintiiler de elde edilmis (Sekil 3.7) ve bu
goriintiiler tizerinden defekt bolgesindeki kaynamay1 puanlandiran Lane ve Sandhu
kriterleri ile her bir 6rnege 0-12 arasi puanlar verilerek degerlendirme yapilmistir

(Tablo 3.1).
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Sekil 3.7. Defekt bolgesinin kaynamasini ve kaynamamasini gosteren ornekler. Lane
ve Sandhu siniflamasi ile bu grafiler puanlandirilarak degerlendirildi.

Lane ve Sandhu kemik defekt iyilesmesi degerlendirme kriterleri
Durum Radyolojik Bulgu

£
o
=

Kemik olusumu Yeni kemik/kallus yok
Yeni kemik/kallus > %25 defekt alani
Yeni kemik/kallus > %50 defekt alani
Yeni kemik/kallus > %75 defekt alani
Yeni kemik/kallus = %100 defekt alani

Kemik kaynamasi Kirik hatlari belirgin
Kirik hatlari kismen gérinebilir
Kirik hatlari gorinmuyor

Kemik yeniden sekillenme  Meduller kavite yeniden sekillenme bulgusu yok
(remodeling) Medaiiller kavite olusumu
Medaiiller kavite ve korteks kanalizasyonu

ANO ANO BDWNEFELO

Tablo 3.2. Lane ve Sandhu kemik defekti iyilesmesi degerlendirme kriterleri ve
skorlama sistemi

3.2.2. Sanal Biyomekanik Degerlendirme

Mikrotomografi goriintiilerinin verileri ile kaynama saglanan orneklerde
kaynayan kemigin sanal biyomekanigini degerlendirilmek tizere ANSYS Structurel
(Canonsburg, PA, ABD) sanal biyomekanik analiz programia veriler yiiklendi ve
bu veriler analiz edildi.
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3.2.3. Histomorfometrik Degerlendirme

Bu radyolojik incelemelerden sonra Onkollardaki yumusak dokular kemik
kortekse ve periosta zarar vermeyecek ve ¢ok az bir miktar kemik tizerinde kalacak
sekilde uzaklastirildi (Sekil 3.8). Ornekler histolojik inceleme hazirligi icin
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda
%10’luk etilendiamintetraasetik asit soliisyonunda dekalsifikasyon i¢in 4 hafta
bekletildi. Dekalsifikasyon siirecini objektif olarak takip etmek i¢in Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali'nda mamografi dozunda
orneklere radyografi ¢ekilerek haftalik takipleri yapildi (Sekil 3.9).

Dekalsifiye olan ve yumusamis 6rnekler, fosfat tamponuna aktarilmis, sabit
vakumlu doku takip cihazinda (Leica, Almanya) dereceli alkollerden gegirilerek rutin
yontemle parafine gomiilmiistiir. Parafin bloklardan kizakli mikrotomda (Leica,
Almanya) 3-4 mikrometre kalinliginda seri kesitler alinmistir [49]. Kesitler, genel
morfoloji i¢in hematoksilen eozin ve yeni kemik olusunun kantitatif 6l¢iimii i¢in
Masson trikrom yontemleri ile boyandiktan sonra, Leica DMR 6000 model 1s1k
mikroskopunda degerlendirilmis ve Leica DC500 dijital kamera ile bilgisayar
ortamina aktarilarak goriintii analiz programi (LAS v3, Leica, Almanya) ile
segmenter defekt bolgesindeki yeni kemik alani (YKA) ve toplam defekt alanmi
(TDA) milimetre kare cinsinden kantitatif olarak olgtilmistiir. Kesitlerde hasarli
kemik uglarindan geng kemik dokusunun ayrildig1 sinir baz alinarak ve olusturulan
hasar uzunlugu olgiilerek degerlendirme yapilmistir. Daha sonra YKA’nin ve

TDA’na orani yiizde olarak hesaplanmstir.
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Sekil 3.8. Diseksiyon sonrasinda énkolun gériintimii

Sekil 3.9. Mamografi dozunda radyografi ile dekalsifikasyon takibi
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3.2.4. istatistiksel Analiz

Bagimsiz degiskenler gruplar ve zaman, bagimli degiskenler histomorfometri,
radyoloji ve mikrotomografi verileri olarak belirlenmistir. Shapiro-Wilk testi
kullanilarak verilerin normal dagilimlari analiz edilmistir. Parametrik olmayan
datada gruplar arasi1 karsilastirmalar Kruskal Wallis testi, ikili karsilastirmalar ise
Mann Whitney U testiyle degerlendirilmistir. iki farkli parametre arasindaki
korelasyon Spearman testi ile analiz edilmistir. Istatistiksel analizler %95 giiven
araliginda, SPSS (SPSS v23, IBM, ABD) programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tanimsal istatistikler minimum, maksimum ve medyan degerleriyle gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Radyografik Bulgular

4 ve 8 haftalik iyilesme siirelerinden sonra 6tenazi uygulanan hayvanlarin
onkol diseksiyonlar1 yapildiktan sonra mikrotomografi cihazinda yiiksek
coziinlrliiklii dijital direkt radyografileri cekildi. Grafiler Lane ve Sandhu kemik
defekti iyilesme kriterlerine gore iki ayr1 gozlemci tarafindan degerlendirilmis ve
ortalamalar1 alinarak gruplar arasinda istatiksel analiz yapilmistir. Grafiler Sekil 4.1,
4.2, 43, 44, 4.5 ve 4.6 da verilmistir. Gruplarin Lane ve Sandhu kemik defekti
lyilesme kriterlerine gore puanlari Tablo 4.1°de verilmistir. Bu sonuclara gore
gruplar arasinda radyografik olarak istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (p =
0.608).

Sekil 4.1. 15 ug 4 hafta grubunun radyografik goriintiileri

Sekil 4.2. 15 ug 8 hafta grubunun radyografik goriintiileri
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Sekil 4.3. 30 ug 4 hafta grubunun radyografik goriintiileri

Sekil 4.4. 30 ug 8 hafta grubunun radyografik goriintiileri

Sekil 4.5. Kontrol-4 hafta grubunun radyografik gériintiileri
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Sekil 4.6. Kontrol-8 hafta grubunun radyografik goriintiileri

Ornek Lane ve Sandhu P degeri
Sayisi Defekt Puani
12

1.09 +0.72
12 1.11+0.96
12 1.18 + 0.74
12 1.08+1.31 p=0.608
12 0.98 +1.28
12 1.25+1.35

Tablo 4.1. Lane ve Sandhu kriterlerine gére gruplarin defekt iyilesme puanlari

4.2. Mikrotomografi Bulgular:

Gruplar arasinda Kemik Hacmi (KH), Kemik Yiizeyi (KY), Trabekiiler
Kalinlik (TBKA), Kemik Hacmi/Kemik Yiizey Oran1 (KH/KY) ve Kemik Mineral
Yogunlugu (KMY) degerlendirildi.

4 hafta 15 pug adrenomediillin uygulanmis grubun kemik hacminde yiiksek
doz adrenomediillin uygulanmis gruba gore anlamli artig izlenmis (p=0.003, Sekil
4.7), ancak kontrol grubu ile anlamli olarak bir farka rastlanmamistir (Sekil 4.7).
Bununla beraber, 30 ug adrenomediillin uygulanmis grubun kemik yiizeyi, 4. Hafta
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak diisiis gostermistir (p=0.005,
Sekil 4.8).
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Bununla birlikte, 15pg adrenomediillin uygulanmis grubun, kemik mineral
yogunlugunda, kontrol grubuna gore 8. haftada istatistiksel olarak anlamli artig
goriilmiistir (p=0.001, Sekil 4.9). Diger gruplarda istatistiksel olarak fark
bulunmamasina ragmen tiim adrenomediillin verilen gruplarda kontrol grubuna gére
KMY de artil oldugu gézlenmistir.

Bunun disinda mikrotomografi verileri kendi i¢inde incelendiginde KH ile
TbKa arasinda (p=0.002, r=0.627; Sekil 4.10) ve KY ile KY/KH arasinda
(p=0.0001, r=0.143; Seckil 4.11) pozitif yonde, anlamli korelasyon oldugu

gorilmiistir.
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Sekil 4.7. Kutu ¢izgi grafiklerinde, mikrotomografik kemik hacmi analiz sonuglart
verilmektedir. Dikey eksende kemik hacmi, yatay eksende ise gruplar goriilmektedir.

(*) Gruplar arast istatistiksel olarak anlamh fark p<0.05.
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Sekil 4.8. Kutu ¢izgi grafiklerinde, mikrotomografik kemik yiizeyi analiz sonug¢lart

verilmektedir. Dikey eksende kemik hacmi, yatay eksende ise gruplar goriilmektedir.

(*) Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark p<0.05.

Kemik Mineral Yogunlugu (KMY-g/cm?®)

“ ” i !

oo

hafta
hafta

T T T
15pg adrenomediili 30ug adrenomediilin - Kontrol

Sekil 4.9. Kutu ¢izgi grafiklerinde, kemik mineral yogunlugu (KMY) analiz sonug¢lart

verilmektedir. Dikey eksende kemik mineral yogunlugu, yatay eksende ise gruplar

goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Trabekiiler kalinlik ile kemik hacmi korelasyon verilerinin

birbiriyle olumlu korelasyon gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Kemik yiizeyinin kemik hacmine orani ile kemik hacminin

birbiriyle olumlu korelasyon gosterdigi goriilmektedir.



-37 -

Bu bulgularin haricinde mikrotomografi, defekt bolgesinin daha detayli ve 3 boyutlu
olarak incelenmesine olanak saglamistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Defekt bolgesinde iyilesme ve kaynamama goriilen iki ayri 6rnegin

ti¢ boyutlu mikrotomografi goriintiileri

4.3. Sanal Biyomekanik Bulgular
Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapacak sayida asikar bir kallus dokusu
ile kaynama elde edilemedigi icin ANSY'S Structurel programina ytiklenen verilerde

biyomekanik analiz i¢in yeterli veri elde edilemedi ve ¢aligmanin bu kismi iptal
edildi.

4.4. Histomorfometrik Bulgular

Deney ve kontrol gruplarinda hasar bolgesinde kemigin iki ucu fikse
edilmediginden agili olarak durmakla birlikte, 4 ve 8. Haftalarda defekt bolgesindeki
kemik uglarinda degisen miktarlarda yeni kemik dokusu olusumu gozlenmistir (Sekil
4.13). Sekizinci haftada hi¢bir grupta tam kaynama gdzlenmemistir.
Histomorfometrik degerlendirmelerde 4 ve 8. Haftalarda deney ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 4.14). Bununla
birlikte, hasar bolgesinde, iki hasarli kemik ucunda yaygin fibroz kallus ve kikirdak
adalarma  rastlanmistir  (Sekil 4.13). Yapilan degerlendirmelerde, 15ug
adrenomediilin uygulanan gruplarda ilag uygulanmayan kontrol ve yiiksek doz

adrenomediilin uygulanan gruplara gore defekt alanindaki yeni kemik miktari
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artmistir (Sekil 4.13, Sekil 4.14). Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (Sekil 4.14).

W 4 hafta
80 + [H 8 hafta

| “ . !

60

40 —

20

Yeni Kemik Alany/ Toplam Defekt Alam (YKA/TDA- %)

T T T
I5pg adrenomediili  30pg adrenomediilin Kontrol

Gruplar

Sekil 4.14. Yeni kemik alani/Toplam defekt alan: gruplar arasi istatistiksel analizi.
Kutu ¢izgi grafiginde, histomorfometrik segmenter defekt bélgesindeki yeni kemik
alanminin toplam defekt alanina oranit analiz sonuglart verilmektedir. Dikey eksende
veni kemik alaminin toplam defekt alanina orant yatay eksende ise gruplar

goriilmektedir.
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biiyiitmede (x40) Masson trikrom (MT) ile kemikteki defekt alani izlenmektedir. Sag
kolonda hematoksilen eozin (HE) ile biiyiik biiyiitmede (x200) hasar u¢larindaki yeni
kemik ag1 (YK), fibroz bag dokusu [50] ve kikirdak (K1) adalart izlenmektedir.
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Mikrotomografi verilerinden trabekiiler kalinlik ile histolojik olarak hesaplanan yeni
kemik/defekt alan1i oraninin da verilerini karsilastirdigimizda birbiriyle olumlu

korelasyon gosterdigini gordiik (p=0.02, r=0.144) (Sekil 4.15).

R2=0.144
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Sekil 4.15. Yeni kemik alamimin toplam defekt alanina orani ile trabekiiler

kalinlik korelasyon verilerinin birbiriyle olumlu korelasyon gésterdigi goriilmektedir.

Sonug olarak, 15ug dozda adrenomediilin uygulamasinin kemik onarimini tetikledigi
ancak kemik ucglarinda herhangi bir tespit malzemesi ya da doku iskelesi
bulunmadigindan tam kaynamanin saglanamadig goriilmiistiir. Adrenomediilin 30pg
dozda uygulandiginda kontrole gore anlamli bir iyilesme saglamamistir. Kemik
mineral yogunlugunda ise defekt ¢evresindeki kemik dokuda 15 pg lik grupta kontrol
grubuna istatistiksel olarak anlamli fazla yogunluk bulunmakta, diger gruplarda da
kontrol gruplarina gore istatistiksel anlamli fark olmamasina ragmen fazla miktarda

KMY oldugu goze carpmaktadir.
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5. TARTISMA

Kemik defektleri ortopedik cerrahide tedavisi oldukca zor ve maliyeti yiiksek
bir klinik problemdir. Defekt tedavisini arastirmak i¢in kullanilan uzun kemik defekti
hayvan modelleri ise pek ¢ok biyomateryal ve sistemik uygulanan ajanlar igin
etkinligin arastirlldigi uygun bir deney modeli olarak literatiirde karsimiza
cikmaktadir [47, 51]. Ozellikle segmental kemik defektleri, biyomateryaller ile
defekt kaynama stimiilasyonu elde etmek i¢in kritik kemik defekti seklinde biiyiik
defektler olarak kullanildigi gibi, kritik kemik defektinden daha kii¢iik uygulanan
segmental kemik defektleri kaynamama modeli elde etmek i¢in kullanilmaktadir.
Kirik modellerinin kiiglik memeli deney hayvanlarinda metabolizmanin ¢ok hizli
olmasi ve bunun kaynama istenmeyen gruplarda bile kaynamaya sebep olabilmesi
yanlis pozitiflige sebep olabilmektedir. Bu nedenle kaynamama modeli olusturmak
icin arastirmacilari iyilesme olasiligi daha az olan ve disaridan bir biyomateryal veya
biyolojik bir ajan stimiilasyonu olmadan kaynamaya egilimi az olan segmental kemik
defektleri, kemik iyilesmesini stimiile eden ajanlarin arastirilmasi agisindan
popiilarize olmustur [52, 53].

Bu deneyde kemik defekti iizerine etkisini arastirdigimiz adrenomediillin
peptidi son yillarda popiilarize olan ve viicuda etkileri yeni anlagilmaya baslanan bir
hormondur. Tezimizin giris kisminda bahsettigimiz gibi kalsitonin ailesinden olan bu
hormonun sistemik (6zellikle kardiak) etkileri ve sepsis, miyokard infarktiisti gibi
Klinik durumlarda prognostik faktor olarak kullanilmaya baglanmasinin disinda belli
bir fragmanmim (22-52) kemik dokuya olan etkileri farkedilmis ve bunun iizerine
kemik doku ve osteoblastlar gibi kemik hiicrelerine olan etkileri in vivo veya in vitro
olarak arastirilmaya baslanmistir. Ozellikle Cornish ve ark. tarafindan yapilan
caligmalarda osteoporotik farelerde ve osteoblast hiicre kiiltiirlerinde pozitif yonde
etkileri bulunan adrenomediillin hormonunun, kemikte travma sonrasinda kemik
tyilesmesini ne yonde etkileyecegine dair bir ¢alisma literatiirde mevcut degildir
[54]. Ozellikle viicutta stres kosullarinin arttig1 durumlarda adrenal medulladan ve
diger baska dokulardan (akciger, beyin dokusu vb.) salgilanmasinin artmasi ve
myokard, beyin gibi dokularda sitoprotektif etkilerinin kanitlanmasi adrenomediillin

lizerine olan meraki daha da arttirmistir [15]. Beyin travmasi sonrasinda beyin
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dokusunda artis gosterdiginin kanitlanmasi ve ayn1 zamanda kemikte osteoblastlari
indiikleyip, osteoklastlarin farklilagmasini azaltan bdyle bir hormonun, beyin
travmalarininin eslik ettigi multitravma hastalarinda sonra goériilen hizli kallus
olusma siirecinde de rol alip almadigini, ayr1 bir aragtirma konusu olarak ele
alinmasina deger gormekteyiz [11, 14, 15].

Genel olarak farelerde ¢alisilmis olan adrenomediillin hormonunun siganlarda
bugiine kadar yapilmis bir ¢alismasi yoktur [54]. Ancak farelerde yapilmis olan
caligmalardan, uygulanan doz araliklarini siganlara gore ayarlamis olmamiza ragmen
yine de canlilarin farkli dozlara farkli reaksiyonlar gostermis olabilecegini
unutmamak gerekir. Doz ayarlamasi igin 6ncelikle Cornish ve ekibinin farelerde 8 pug
ile yaptiklar1 calismay1 ornek aldik ve literatiirde gosterilen bicimde bunu siganin
agirligl ve viicut yiizeyini baz alarak sicana uyarladik. Bu uyarlamay1 baz alirken
verdigimiz doza bagl olarak si¢an viicudunda en az 93 pmol/kg molarite dozunda
adrenomediillin (22-52) olmasii sagladik ki; bu da Cornish ve ark. tarafindan
deneylerde efektif bulunan amilin ve adrenomediillin dozu baz alinarak
hesaplanmustir [4, 55, 56]. Kabaca fareye gore iki kat1 olmasi gereken efektif doz 15
ug secilmis, ancak etkinin doz bagimli olup olmadigina bakmak i¢in ise 30 pg’lik,
normalin iki kat1 fazla miktarda doz alacak gruplar da olusturulmustur.

Calismamizdaki direkt radyografik bulgulara gore gruplar arasinda Lane ve
Sandhu defekt iyilesme kriterine gore adrenomediillin uyguladigimiz defekt bolgeleri
ile kontrol gruplarina arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikmamustir. Gruplar
arasinda fark yaratacak bir iyilesme olusmamasi nedeniyle bu sonu¢ bekledigimiz
sekilde ¢ikmistir. Defekt bolgesinin puanlandiran smiflama sistemlerinin genelde
kallus dokusunun artmasi ile duyarliligi ve segiciligi artmaktadir. Ancak
unutulmamalidir ki, direkt radyografik degerlendirmelerin gozlemci bagimli olmasi
ve defekt iyilesmesini degerlendirecek (biyometaryal olmaksizin) ¢ok c¢esitli Kriter
bulunmamasi sebebi ile bu alanda daha iy1 bir puanlama sistemine ihtiya¢ duyulabilir
[57]. Biz bu nedenle daha objektif degerlendirme yapabilmek adina ¢alismamizin
radyolojik kismin biiyiik oranda mikrotomografiye ayirdik.

Mikrotomografi ile yapilan ¢aligmalara baktigimizda, kullanim alanlarinin
Ozellikle deney hayvanlar1 ile yapilan kemik doku arastirmalarinda oldukg¢a sik

oldugunu goriiriiz. Mikrotomografi sadece gorsel olarak ilgili dokuyu detayl
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gostermek ile kalmaz, ayn1 zamanda kantitatif olarak da ¢ok detayli veriler saglar.
Kemik ile ilgili kullanilan parametreler trabekiiler kemik ve kortikal kemik ana
bashiginda toplanirlar. Trabekiiler kemik ile ilgili baslica kantitatif degerler;
trabekiiler kemik hacmi ve trabekiiler kalinliktir. Kortikal kemik ile ilgili kantitatif
degerler ise; kortikal kemik hacmi, kortikal kalinlik olmak ile birlikte, toplam kemik
hacmi/yumusak doku hacmi (kemik fraksiyonu) de kemigin yapisal saglamligini
gostermede kemik mineral yogunluguna benzer olarak kullanilan bir parametredir.
Defekt veya kirik bolgesindeki kallus veya yeni kemik olusumunu degerlendirmek
icin kemik yiizeyi/kemik hacmi oranina bakilabilir veya direk olarak kallus hacmi {i¢
boyutlu olarak hasar bolgesinde hesaplanabilir [58]. Kemik mineral yogunlugu
(KMY) ise ozellikle osteoporoz ¢alismalarinda sik¢a kullanilabilen parametrelerden
biridir [59, 60]. KMY, Hounsfield unitesi (HU) birimi cinsinden olgiliir ve
mikrotomografi  degerlendirme  yazilimlart (CTan vb.), mikrotomografi
goriintiilerinde se¢ilmis bir alandaki mineral yogunlugunu, daha 6nce cihaza belli
dansiteye sahip materyaller ile 6lgeklendirilerek karsilagtirir ve kantitatif olarak HU
cinsinden bir deger verir. Her ne kadar KMY’nin insandaki Kklinik uygulamalarinda
altin standart1 tomografiye oranla az miktarda radyasyon yaymasi sebebi ile ‘Dual
Enerji X-ray Absorbsiyometri (DEXA)’ olsa da, ¢esitli nedenlerle ¢ekilen tomografik
gorlintiillemelerden yapilan KMY analizinin de buna esdeger sonuglar verdigini ve
kirik riskini bildirmede kullanilabilecegini bildiren yaymnlarin mevcut oldugunu
bilmekteyiz [50, 61]. Hayvan deneylerindeki kemik analizlerinde ise mikrotomografi
ile KMY analizi olduk¢a pratik uygulanabilen ve yaygin olarak tercih edilen bir
yontem olmanin yaninda hem trabekiiler hem de kortikal KMY verilerini verebilmesi
nedeni ile ¢ok detayli bilgiler saglayabilir. Pek ¢ok aragtirmaci bu pratik ve giivenilir
sonuclar veren yontemi tercih etmektedir, ¢linkii DEXA ile c¢ok kiigiik hayvan
modellerinde boyutlar nedeni ile saglikli sonuglar almak miimkiin olmamaktadir [62,
63]. Son olarak da, osteointegrasyonu degerlendirmede veya sanal biyomekanik
caligsmalarda kullanmak iizere de mikrotomografi gériintiilemesi ve veri analizinin
oldukga sik kullanilan bir yontem oldugunu bilmek gereklidir [64-66].

Bizim  ¢alismamizda, mikrotomografik verilerde oncelikle defekt
bolgesindeki kemik hacmi (KH), trabekiiler kalinlik (TbKa) ve kemik yiizeyini (KY)

inceledik. Bunun disinda defekt cevresindeki kemik dokunun kemik mineral
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yogunlugunu (KMY) olgtiik. Defekt bolgesindeki kemik olusumunun artmasi ile
korele olan ilk ii¢ parametre bize defekt alaninda yeni olusmaya baglayan kemik
hakkinda bilgi verdi [67]. Sonuglari inceledigimizde 15 pg uygulanan 4 haftalik
grupta, ayni siirede 30 pg uygulanan gruba gore anlamli derecede kemiklesme artis
oldugu goriilmiis ancak bu kontrol grubuna gore istatistiksel bir fark yaratmamustir.
Kemik ylizeylerine bakildiginda ise 30 pg uygulanan 4 haftalik grubun kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha az kemiklesmeye sahip oldugu goriilmektedir.
Histolojik verilerde 15 pg uygulanan gruplarda da daha fazla kemiklesme olmasi ve
mikrotomografi ve histoloji verilerimizin korele olmasi sebebi ile burada
adrenomediillinin kemiklesmeyi indiikleyebilmis olabilecegi diigiiniilmiistiir. Ancak
30 pg gruplarinda iyilesmenin daha fazla olmamasi ve bunun 8 haftalik gruplarda da
4 haftalik gruplara gore asikar artmamasi bize iki olasilig1 diislindiirmiistiir;
adrenomediillin belli bir dozun iizerinde parathormon gibi pozitif etki etmiyor ya da
buldugumuz sonug¢ deneyin 6rnek sayisinin azligina bagli yaniltici ¢ikmais olabilir.

Bu verilerden bagimsiz olarak kemik mineral yogunlugu sonuglarina
baktigimizda ise, kemik mineral yogunlugunun kemik defekt bolgesi ¢evresindeki
kemik dokularinda, deney gruplarimin hepsinde kontrol grubuna gore artis
gosterdigini gormekteyiz. Bu artis 15 pg grupta ise istatistiksel anlamli ¢ikmaktadir.
Bu sonug defekt bolgesindeki tamir siireci ve yeni kemik yapimindan bagimsiz
olarak adrenomediillinin daha O©nceki caligmalarda gosterilen kemik mineral
yogunluguna pozitif yonde yaptig1 etkiye bagh goziikmektedir [4]. Yine istatistiksel
anlamlhi artisin 15 pg ik grupta olmasit ideal dozun 15 pg olabilecegini
diisiindiirmistiir. Her ne kadar bir defekt modelinde bu artis1 gormek osteoporotik bir
deney hayvan modelindeki artig kadar direk ve yalin bir etkiyi gostermese de
literatiirde, defekt bolgesinde dansite artisina neden olabilecek bagka agiklayici bir
faktor bulunmamaktadir. Adrenomediillin defekt bodlgesinde dramatik bir yeni
kemiklesme alan1 yaratamasa da, KMY’de yarattig1 pozitif yondeki artis1 bugiine
kadar kemik tlizerindeki anabolik etkilerine baglayabiliriz.

Sanal biyomekanik analiz, oldukca maliyet-etkin ve kisa siirede
uygulanabilen pratik bir yontemdir. Ger¢ek biyomekanik analiz kadar sonuglart
giivenilir olmasa da, Ozellikle hayvan deneylerinde, Orneklerin c¢ok kiiciik ve

uygulamanin gii¢ oldugu ve hata paymin arttifi durumlarda uygulanabilir. Sonlu
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eleman analizi ad1 verilen analiz yontemi ile yapay zeka kullanilarak gercek testler
sanal ortamda canlandirilir ve kantitatif sonuglar elde edilebilir [68]. Calismamizda,
kemik defektleri yeteri kadar kapanmadigindan dolayr sonlu eleman analizinde
defekt bolgesi kuvvete kars1 direng gosterememistir. Bu sebeple kemik fragmanlari
arasinda yeterli sayida kopriilesme olusmadigi i¢in sanal biyomekanik test ile
incelemeyi yapamamis ve istatistik verisi elde etmemis bulunmaktay1z.

Histolojik olarak yapilan incelemede, endokondral kemiklesme bekledigimiz
defekt bolgesi, masson trikrom ve hemotoksilen eozin ile boyanmistir. Masson
trikrom kikirdak incelemelerinde de kullanildig1 gibi, endokondral yeni kemiklesme
bolgelerini de kantitatif verilerle gostermekte rutin olarak kullanilmaktadir [69].
Ozellikle 15 pg uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli olmasa da mutlak
deger olarak bakildiginda daha fazla kemiklesme goriilmiistiir ve bu, mikrotomografi
verilerindeki kemik hacmi ve kemik mineral yogunlugu ile de desteklenmektedir.
Defekt bolgesinden elde edilen mikrotomografik verilerde 6zellikle trabiiker kalinlik
ve yeni kemik alani/defekt bolgesi orani korele ¢ikmistir. Bu da 15 pg lik doz
grubundaki bu artisin adrenomediillinin etkisiyle yeni kemik alan1i yapimim
artmasina bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Yine de bu konuda kesin bir sekilde
defekt iizerinde adrenomediillinin pozitif etkisini savunmak miimkiin degildir, ¢linkii
kontrol gruplarmma gére de anlamli bir artis saptanmamis ve zaman-doz agisindan
bakildiginda 6zellikle 30 pg lik grup bu bulgu ile korele bir artig gdstermemistir.

Genel olarak hipotezimizi adrenomediillinin kemik doku ve osteoblastlar
lizerine olan anabolik etkileri iizerine kurgulasak da, son yillarda yaymlanan ve bu
etkinin gosterilemedigi ¢alismalardan da bahsetmek gereklidir. Martinez-Herrero ve
ark. tarafindan yapilan bir calismada overektomize edilen farelerdeki bir osteoporoz
modelinde adrenomediillin inhibitdrii verilen grupta beklenenin aksine daha az
osteoporoz oldugu raporlanmistir [70]. Yine Cin’de yayinlanan bir baska ¢alismada
idiopatik osteoporoz hastalarinda serum adrenomediillin seviyeleri yiliksek bulunmus,
ancak yazarlar yiiksek adrenomediillin seviyesinin mi osteoporoza yol ac¢tig1 ya da
osteoporoz nedeni ile sekonder olarak mi1 adrenomediillinin yiikseldigi konusunda bir
goriis bildirememislerdir [71]. Adrenomediillin (22-52) fragmaninin kullanildig1 bir
baska calismada artrit modeli uygulanan farelerde, artritteki inflamasyonun ve eklem

cevresindeki inflamasyona bagli kemik rezorbsiyonunun azaldigi goriilmistiir [22].
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Ancak yine bazi yazarlar bunun adrenomediillinin 22-52 fragmaninin aslinda
adrenomediillin inhibisyonu yapmasina baglamis ve literatiiriin tersi bir goriis One
stirmiislerdir [70]. Siclari ve ark. tarafindan yapilan bir baska ¢alismada da Martinez-
Herrero ve ark. kullandigi ayni adrenomediillin inhibitorii ile tiimére bagh
osteolizisin azaldigi gosterilmistir [72]. Baska bir klinik c¢alismada ise
adrenomedullin geninde insanlarda ¢ok sik rastlanan bir polimorfizm oldugu ve bu
polimorfizm nedeni ile daha az serum adrenomedullin seviyelerine sahip insanlarda
daha az kansere rastlanildigina dair calismalar bile mevcuttur [73, 74]. Ozetle,
adrenomediillinin kemik dokuya olan etkileri genellikle anabolik olarak pek cok
calismada belirtilmigse de, aksine iddia eden azimsanmayacak sayida ¢alisma da
mevcuttur. Bu yorum farkliliklar1 Adrenomedullin (22-52) fragmanin inhibitér mii
yoksa agonistik mi oldugu gibi yorum farkliliklarinda da kaynaklaniyor olabilir. Yine
de mekanizmasi tam olarak bilinmeyen bu peptid hormonunun tam olarak ne yonde
etki ettigine dair kesin yargilardan su anda kaginmak ve yeni ¢aligmalar1 beklemek
daha isabetli bir karar olacaktir.

Calismamizin kisithliklar: mevcuttur. Oncelikle hayvan deneyi olmasi sebebi
ile insanlardaki kosullar1 canlandirmak teorik olarak miimkiin degildir. ikinci bir
faktor, ornek sayisinin hayvan deneyleri etik kurallar1 geregi minimumda tutulmasi
nedeniyle az sayida ornek ile calisilmasidir. Bunun disinda ¢alismamizdaki deney
metodumuzdan bahsetmemiz gerekir. Onkol segmental kemik defekti kullanmamiz
literatiire uygun ve maliyet-etkin bir defekt modeli olarak bilinmekte ve pek cok
calismada basariyla kullanilmistir. Siganlarin pronasyon-supinasyon hareketlerinin
olmayis1 ve onkolda radius ve ulna arasinda sinkondrotik bir iliski olusu sebebi ile
fiksasyon ihtiyacinin olmamasi bu deney modelini oldukca kolay uygulanabilir ve
ekonomik kilmaktadir. Ancak kemigin iyilesme siirecinde mekanik stimulusun
lyilesmeye katki sagladig: diistiniildiigiinde, onkol agirlik tagiyan bir kemik segmenti
olmadigi i¢in bu etkiden yoksun oldugu diisiiniilebilir [75]. Ayrica her ne kadar
fiksasyona ihtiyag duyulmamasi goriisii hakim olsa da, bu goriisiin genel olarak
deney hayvanlarinda kullanilan kiigiik memeli hayvanlarin yiliksek rejenerasyon
kapasitesine bagli oldugu ve temelde fiksasyon ile yapilan deneylerin daha objektif
olup olmayacagi da literatiirde bir soru isareti olarak kalmaktadir. Genel olarak

femur ve tibiada yapilacak segmental defektlerin fiksasyon aletleri ile (sican
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eksternal fiksator veya plaklart vb.) fikse edilerek kurgulanan deneyler daha
giivenilir olarak kabul edilebilir. Ancak bu implantlarin yiliksek maliyetleri deneyi
gerceklestirmek mali  sorunlar yaratmakta ve hayvanlarin  morbiditesini

yiikseltmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismamizda adrenomediillin hormonunun kemik defekti {iizerine
diisiindiigimiiz etkiyi kismen belli bir dozda yaptigin1 gordiik. Hipotezimizde
bekledigimiz kadar bir iyilesme gérmememiz, gerek hayvan deneyinin dogasindaki
kisitliliklardan gerekse de adrenomediillinin tek basina segmental bir defekti
dolduracak kadar bir etki kapasitesinin olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Her ne kadar bu deneyde adrenomediillin segmental bir kemik defektini tek
basina kapatacak etki gostermese de mikrotomografik ve histolojik bazi bulgular
belli dozda adrenomediillinin literatiir ile uyumlu olabilecek sekilde kemik dokuyu
indiikleyebilecegi fikrini desteklemektedir. Ozellikle kemik mineral yogunlugunun
da deney grubunda fazla olmasi literatiir ile uyumludur. Adrenomediillinin de i¢inde
oldugu kalsitonin grubu peptid hormonlarin, kemik fizyolojisinde anahtar rol
oynayabilecek ve ileride tedavi stratejilerini degistirebilecek etkilerinin arastirilmasi
konusunda daha fazla mesafe kat edilmesi gerekmektedir. Bugiin literatiire
yaptigimiz bu kiigiik katki, zihnimizde bagka soru isaretleri yaratmistir: Acaba
adrenomediillin tek basina kemik dokuda biiyiik etkiler yapmamakta midir? Yoksa
bilmedigimiz bir mekanizma ile kalsitonin ailesiyle beraber sinerjistik bir etkisi mi
vardir? Daha biiyiik kemik (femur vb) kirik ve defekt modellemelerinde fiksasyon ile
birlikte nasil bir etki gosterecektir? Stres anlarinda veya kafa travmali hastalarda
yiikselmesi kemik dokuda nasil bir etki yapmaktadir? Gelecek arastirmacilar
tarafindan yapilacak daha ileri deneylerle bu peptid hormon grubunun etkilerinin
gelecekte klinik pratigi  degistirecek bir bilgi birikimine yol agacagini

diistinmekteyiz.
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