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RESIMLER DIiZiNi

Resim 3.1. (A) Laboratuvarda degisik deney gruplarindaki sicanlar farkli kafeslerde
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GRAFIKLER DiZiNi

Grafik 4.1 Viicut agirligindaki 6l¢tim sonuglari. PNDO’dan baglayan ve toplam 21 hafta
devam eden bu deneysel calismada, {icer hafta arayla yapilmis O6l¢im
sonuglart (BW1-BW?7) goriilmektedir. Kontrol grubu ile PKM’ye ugratilan
gruplar i¢in baslangigtan dordiincii ti¢ haftalik periyot sonuna kadar yapilmis
olan viicut agirlhigr olgtimleri (BW1-BW4) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkliligin mevcut oldugu saptanmistir (sirasiyla, p<0.001,
p<0.001, p=0,001 ve p=0,027). Her bir gruba ait viicut agirligi 6l¢lim
sonuglar1 (ortalama + standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: PNDO,
dogum sonrasi 0. giin; PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi;
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Grafik 4.2. Makroskobik kranial morfometrik analiz yiikseklik (A), uzunluk (B) ve
genislik (C) 6l¢tim sonuclari. Her bir gruba ait kranium yiikseklik, uzunluk
ve geniglik ol¢lim sonuglart (ortalama =+ standart hata) seklinde verilmistir.
Morfometrik analizler arasinda yer alan L2, L5 ve W4 ol¢limleri diginda
kalan tiim 6l¢tim sonuglari i¢in, kontrol grubu ile PKM gruplari (PKM grubu,
PKM+Px grubu ve PKM+MT grubu) arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05). Kisaltmalar: PKM, protein kalori
malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin; H, yiikseklik; L, uzunluk;
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Grafik 4.3 Deney gruplarina gore sigan lomber vertebra (L2-L5) BMD 6l¢iim sonuglari.
PKM’ye ugratilmig deneklerde BMD degerlerinin daha diistik olduguna ve
gruplar arasinda en diisiik degere sahip olan grubun ise, PKM+Px grubu
olduguna dikkat ediniz. Her bir gruba ait lomber vertebra (L2-L5) BMD
sonuglari (ortalama + standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: BMD,
kemik mineral yogunlugu; PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px,
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Grafik 4.4 Deney gruplarina gore, lomber vertebra (LV3) kemigi biyomekanik analiz
sonuglart. PKM’ye ugratilmig deneklerin yer aldigi gruplarda, hem
maksimum kuvvet hem de rijidite 6l¢lim sonuglarinin, kontrol grubuna
kiyasla daha diisiik olduguna ve tiim gruplar arasinda en diisiik maksimum
kuvvet ve rijidite degerlerine sahip grubun PKM+Px grubu olduguna dikkat
ediniz. Her bir gruba ait lomber vertebra (L3) biyomekanik kompresyon testi
sonuglari (ortalama =+ standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: PKM,

protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin. ...................... 96

Grafik 4.5 Deney gruplarina gore serum IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeyi sonuglari.
PKM’ye ugratilmis deneklerin yer aldig1 gruplarda hem proinflamatuar (IL-6
ve TNF-a) ve hem de anti-inflamatuar (IL-10) sitokin diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek olduguna ve tiim gruplar arasinda en yiiksek
degerlerine sahip grubun ise PKM+Px grubu olduguna dikkat ediniz. Her bir
gruba ait IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeyi sonuglar (ortalama + standart hata)
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OZET

WISTAR ALBINO SICAN NEONATAL MALNUTRiISYON MODELINDE
FONKSIYONEL PINEALEKTOMI VE EKSOJEN MELATONIN
UYGULAMASININ KEMIiK DOKU GELISiMi VE MORFOLOJiSI UZERINE
OLAN UZUN SURELI ETKIiLERININ DEGERLENDIRILMESI

Turgut AC. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji
ve Embriyoloji (T1p) Anabilim Dal, Doktora Tezi, Aydin, 2026.

Amag: Giiniimiizde, ozellikle gelismekte olan iilkelerde sik goriilen bir saglik sorunu olan
postnatal malniitrisyonda kemik dokuda ortaya ¢ikan degisiklikler hala yeterince aydinliga
kavusturulamamistir. Bu c¢alismada, laktasyon doneminde malniitrisyona ugratilmis
siganlarda, fonksiyonel Px ve eksojen MT uygulanmasi sonrasinda kranium ve lomber
vertebra kemiklerinin gelisiminde ve morfolojisinde ortaya c¢ikan degisikliklerin

arastirilmast amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Anne sicanlar ile birlikte tutulan ve g¢ogaltilmis yavru malniitrisyon
modeli kullanilan her iki cinsiyetten toplam 72 adet yavru sigan 4 esit gruba (kontrol, PKM,
PKM+Px ve PKM+MT) ayrilmistir. Laktasyon donemi sonrasinda standart diyetle beslenen
sicanlarda 21 haftalik deney stiresi sonunda DEXA ve BT cihazlarinda lomber vertebra
kemik ve mineral yogunluk 6l¢timleri yapilmis, ELISA teknigi kullanilarak serum IL-6, IL-
10, TNF-a, OCN ve CTX-I diizeyleri analiz edilmistir. Sakrifiye edilen deneklerin vertebra
spesmenlerinde biyomekanik mukavemet testleri uygulanmis, kraniumlarinda morfometrik

Olctimler yapilmis ve dokular histolojik olarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Bulgular topluca degerlendirildiginde, basta PKM+Px olmak {izere, PKM’ye
ugratilmis deneklerin viicut agirhigi ve kranium gelisiminde gerilik ile lomber vertebra
kemik yogunlugunda ve dayanikliliginda azalma goriiliirken, biyokimyasal inflamatuar
sitokin aktivitelerinde ve histolojik olarak metabolik kemik dongiisiinde rezorbsiyon
yoniinde anlamli artis saptanmistir (p < 0,005). Diger yandan, PKM+MT grubunda ise,

mevcut bulgularda kismi bir diizelme dikkati ¢ekmistir.
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Sonuc: Ucuz, kolay ve tekrarlanabilir olan sigan neontal PKM modelinde, erigkin sicanlarin
kranium ve vertebra kemik dokularinda ortaya ¢ikan degisikliklerin insanlardaki
osteoporoza benzerlik gosterdigi gorilmiistiir. PKM’ye ugratilmis sicanlarda, PKM
sonrasinda kemik gelisimi ve morfolojisinde uzun vadede ortaya ¢ikan telafi edici etkilerin
sinerjik olarak uyarilmasinda ve kemik rezorpsiyonunun engellenmesinde eksojen MT

uygulamasinin koruyucu ve destekleyici bir rolii oldugunu diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kafatasi, Melatonin, Omurga, Protein-kalori malniitrisyonu, Sigan.
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ABSTRACT

EVALUATION OF LONG-TERM EFFECTS OF FUNCTIONAL PINEALCOTOMY
AND EXOGENOUS MELATONIN APPLICATION ON BONE TISSUE
DEVELOPMENT AND MORPHOLOGY IN THE WISTAR ALBINO RAT
NEONATAL MALNUTRITION MODEL

Turgut AC. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute Department
of Histology and Embryology (Medicine) PhD Thesis, Aydin, 2026.

Objective: Currently, the changes occurring in bone tissue due to postnatal malnutrition, a
common health problem especially in developing countries, are still not fully understood.
This study aimed to investigate the changes in the development and morphology of cranial
and lumbar vertebral bones in malnourished rats subjected to functional Px and exogenous

MT during lactation.

Material and Metod: A total of 72 pups of both sexes, kept with their mothers and using
model with offspring the undernourished by increasing litter size, were divided into 4 equal
groups (control, PCM, PCM+Px, and PCM+MT). After the lactation period, the rats were
fed a standard diet, and at the end of the 21-week experiment, lumbar vertebral bone and
mineral density measurements were performed using DEXA and CT devices, and serum IL-
6, IL-10, TNF-a, OCN, and CTX-I levels were analyzed using ELISA technique.
Biomechanical strength tests were performed on the vertebral specimens of the sacrificed
subjects, morphometric measurements were taken in their cranium, and the tissues were

evaluated histologically.

Results: When the findings were evaluated collectively, subjects who underwent PCM,
especially those in the PCM+Px group, showed retardation in body weight and cranial
development, as well as a decrease in lumbar vertebral bone density and strength, while a
significant increase in biochemical inflammatory cytokine activity and histological
resorption in metabolic bone turnover was detected (p < 0,005). On the other hand, a partial

improvement in the existing findings was observed in the PCM+MT group.
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Conclusion: In the inexpensive, easy, and reproducible rat neonatal PCM model, the
changes observed in the cranial and vertebral bone tissues of adult rats were found to be
similar to osteoporosis in humans. This suggests that exogenous MT administration plays a
protective and supportive role in synergistically stimulating the long-term compensatory
effects on bone development and morphology, and in reduction of bone resorption in PCM-

treated rats.

Key words: Melatonin, Protein-calorie malnutrition, Rat, Skull, Vertebra.
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1. GIRIS

Giintimiizde, “malniitrisyon” olarak adlandirilan yetersiz beslenme, gelismekte olan
iilkelerde cocuklar arasinda en yaygin beslenme bozuklugudur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
verilerine gore, Ozellikle ¢ocukluk c¢agr malniitrisyonu tiim diinya i¢in 6nemli bir saglik
sorunudur (de Onis ve digerleri, 1993). Insanlarda, normal gelisme ve biiyiime i¢in 6zellikle
gebelik ve laktasyon donemlerinde yeterli protein alinmasi son derece énemlidir (Desai ve
digerleri, 1980; de Onis ve digerleri, 1993; Fernandes ve digerleri, 2008; Pires ve digerleri,
2020). Perinatal donem olarak bu kritik doneme ait protein-kalori malniitrisyonu (PKM)
durumunda en fazla etkilenen yapilardan biri kraniofasiyal bdlge ve vertebral kolon
olmasina karsin, bu konudaki bilimsel ¢alismalar hala yeterli degildir (Pucciarelli ve
Oyhenart, 1987; Miller ve German, 1999; Fernandes ve digerleri, 2008; Pires ve digerleri,
2020). 1954°de, Baer (1954) siganlarda kafatasi kemiklerinde postnatal donemde ilk 20 giin
icinde ¢ok hizli bir biiylime oldugunu bildirmistir (Baer, 1954). Daha sonra, bazi
aragtirmacilar, erken postnatal donemde alinan protein ve kalori miktarinin yeterli olmamasi
durumunda kraniofasiyal bolgede kemik formasyonu ve kalsifikasyonu ile iligkili olarak
hayat boyu devam eden bazi kalic1 striiktiirel ve fonksiyonel degisiklikler ortaya ¢iktigini
rapor etmislerdir (Nakamoto ve Miller, 1979; Alippi ve digerleri, 2002; Fernandes ve
digerleri, 2008; Pires ve digerleri, 2020). PKM’de, osteoblastik aktivitenin azalmasina
karsin osteoklastik aktivitede artis olmasi neticesinde, osteojenik ve osteoklastik
mekanizmalar arasinda bir dengesizlik hali ortaya ¢ikmaktadir (NIH Consensus
Development Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001; Zou ve
digerleri, 2020; Ren ve digerleri, 2023). Sonucta, kemik yikiminin yapimdan daha fazla
olmasiyla karakterize “osteoporoz” adi verilen kemik doku hastaligi ortaya ¢ikmakta,
trabekiiler kemik yapisi bozulmakta, kemigin mineral yogunlugu azalmakta ve fraktiir riski
artmaktadir (NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis,
and Therapy, 2001; Zou ve digerleri, 2020; Ren ve digerleri, 2023). Son yillarda, bazi
arastirmacilar adiposit ve osteoblast adi verilen hiicrelerin kemik iliginde bulunan
mezenkimal kok hiicreleri (MKH)’den farklilagsmakta oldugunu ve kemik iliginde
osteoblastik farklilagsmada artis olmasi halinde adiposit sayisinda bir azalmanin s6zkonusu
olacagini ileri stirmiislerdir (Veldhuis-Vlug ve Rosen, 2018; Basaloglu ve digerleri, 2022;
Dekker ve digerleri, 2022; Ren ve digerleri, 2023). Bu nedenle, postnatal PKM’le iligkili
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olarak kemik yapida ortaya ¢ikan gelisimsel ve morfolojik degisikliklerin daha ayrintili bir

sekilde aydinlatilmasinin klinik agidan 6zel bir 6neme sahip oldugu asikardir.

Ote yandan, epifiz bezi tarafindan gece artan ve giindiiz azalan sirkadiyen bir ritme
uygun bir sekilde sentezlenen, depolanan ve salgilanan bir nérohormon olan melatonin
(MT) ¢ok giiclii bir endojen serbest radikal giderici ve hiicreleri oksidatif hasardan koruyan
antioksidan ve anti-inflamatuar bir ajandir (Reiter ve digerleri, 2000; Reiter ve digerleri,
2001; Zhdanova ve Wurtman, 2005; Reiter ve digerleri, 2010; Reiter ve digerleri, 2013;
Chen ve digerleri, 2016, Tordjman ve digerleri, 2017, Zarezadeh ve digerleri, 2020; Ren ve
digerleri, 2023). Yine, MT noérohormonunun gebe anne sigandan plasenta araciligi ile
fetuslara, emzirme doneminde ise anne siitii aracilif1 ile yeni dogan yavru siganlara yeterli
miktarda gectigi olduk¢a uzun bir siiredir bilinmektedir (Reppert ve Klein, 1978). Bu
calismada, neonatal PKM modeli kullanilarak, laktasyon donemindeki sicanlarin
“fonksiyonel pinealektomi (Px)” olarak adlandirilan ve 24 saat aydinlik ortamda tutulmalari
ya da sicanlara eksojen MT tedavisi uygulanmasi neticesinde, kemik dokuda ortaya ¢ikacak
olasi etkilerin morfometrik, biyokimyasal, radyolojik ve histolojik yontemler kullanilarak
arastirilmast amaclanmistir. Fonksiyonel Px uygulamasinin endojen MT saliniminda bir
azalmaya sebep olmasi nedeniyle, kemik dokudaki serbest radikal diizeyinde bir artigin ve

antioksidan savunma sisteminde ise bir zayiflamanin ortaya ¢ikacagi dngoriilmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, MT hormonunun kemik iligi MKH’nin apoptozisini
azaltirken, ayni hiicrelere ait proliferasyon ve farklilasma progesleri ile kemik
mineralizasyonu {izerine ise artirict bir etki gosterdigi saptanmistir (Ostrowska ve digerleri,
2002a; Ostrowska ve digerleri, 2002b; Cardinalli ve digerleri, 2003; Ladizesky ve digerleri,
2003; Turgut ve digerleri, 2003a; Turgut ve digerleri, 2003b; Fjelldal ve digerleri, 2004;
Turgut ve digerleri, 2005; Uslu ve digerleri, 2007; Vriend ve Reiter, 2016; Murodumi ve
digerleri, 2020; Zhang ve digerleri, 2021; Basaloglu ve digerleri, 2022; Liu ve digerleri,
2022; Ren ve digerleri, 2023). Sozii edilen boyle bir etkinin hiicre siklusunu diizenleyen
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin diizenlenmesi ile iliskili oldugu diistiniilmekte ise de, yapilan
literatlir taramasinda, gerek deneysel hayvan modelleri lizerinde ve gerekse insanlarda
gerceklestirilmis olan ¢ok sayida ¢alismanin higbirinde PKM’de MT’ nin olast roliiniin
simdiye kadar hi¢ arastirllmamis oldugu fark edilmistir. Yine, sican neonatal PKM
modelinde eksojen MT uygulamasinin kranium ve vertebra kemik dokularinin gelisimsel ve
morfolojik 6zellikleri tizerine bir etkiye sahip olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Bu

deneysel ¢alismada, eksojen MT nin PKM ile iligkili kemik doku gelisimi ve morfolojik



ozellikleri tizerine olan olas1 uzun siireli etkileri ortaya konulmasi ve literatiirdeki mevcut

eksikligin giderilmesi amaciyla, sigan neonatal PKM modeli kullanilmstir.

Bu deneysel ¢alismanin ilk amaci, oncelikle neonatal malniitrisyonla iliskili olarak
kranium ve lomber vertebra kemik dokusunda ortaya c¢ikan gelisimsel ve morfolojik
degisiklerinin morfometrik, radyolojik, biyomekanik, biyokimyasal ve histolojik
yontemlerle ortaya konulmasidir. Bu ¢alismanin ikinci amaci ise, neonatal PKM ile iligkili
olarak kemik dokusunda ortaya ¢ikan s6z konusu uzun siireli bulgularin fonksiyonel Px ve
eksojen MT uygulanmasiyla degisiklik gosterip gostermediginin in vivo neonatal sigan
modeli {izerinde benzer yontemler kullanilarak arastirilmasidir. Boylece, insanlarda
laktasyon donemi PKM sonrasi hayat boyu devam eden kalic1 degisiklikler tizerine etkili
olabilecek yeni tedavi yontemi olarak MT’nin olasi roliiniin ac¢ikliga kavusturulmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 . Malniitrisyon

2.1.1. Tanim

Yeterli bir beslenme igin gerekli olan temel besin &geleri protein, karbonhidrat ve
yagdan olusan makrobesinler ile elektrolit, mineral ve vitaminlerden olusan
mikrobesinlerden ibarettir (Thomas ve Bishop, 1988; Castillo-Duran ve Cassorla, 1999).
DSO, saglikli bir biiyiime i¢cin gerekli olan makrobesinlerin ve/veya mikrobesinlerin eksik
ya da dengesiz alinmasina bagli enerji/kalori yetersizligi ile karekterize hiicresel
degisiklikleri “malntitrisyon” olarak tanimlamaktadir (World Health Organization Joint
FAO/WHO expert committee on nutrition, 1953; Black ve digerleri, 2008; World Health
Organization, United Nations Children’s Fund, 2009). Aslinda, malniitrisyon yetersiz
beslenme (undernutrition), asir1 beslenme (overnutrition) ya da 6zgiil yetersizlik (specific
deficency) seklinde olabilmekle birlikte, klinik olarak ¢ogu kez viicut agirliginda azalma ile
boy uzunlugunda duraklama bulgular ile karsimiza ¢ikmaktadir (Vilter, 1975; Ozalp ve
Coskun,1991; Ortiz ve digerleri, 1996; Scherbaum ve Fiirst, 2000; Ozen, 2005; Ortiz ve
digerleri, 2009; Favaro-Moreira ve digerleri, 2016).

2.1.2 Etyoloji

Ulkemizin de &nemli saglik sorunlarmdan biri olan malniitrisyonun etyolojisi
multifaktoryel olup, yoksulluk ve/veya egitimsizlik neticesinde 6zellikle gebelik, emzirme
ve biiylime donemlerinde artan makrobesin ve mikrobesin 6gelerinin yetersiz veya hatali
alimmasi gibi primer nedenler ya da hijyen kosullarinin yetersizligi ve eslik eden enfeksiyon
hastaliklar1 veya konjenital anomaliler gibi sekonder nedenler s6zkonusu olabilmektedir
(Sekil 2.1) (Klahr ve Alleyne, 1973; Koksal, 1977; Koksal ve Hulya, 2000; Borelli ve
digerleri, 2004; Miiller ve Krawinkel, 2005; Ozen, 2005; Bosi Bagci ve Durmus Ipekei,



2006; Borelli ve digerleri, 2007; Schaible ve Kaufmann, 2007; Ortiz ve digerleri, 2009;
Lykke ve digerleri, 2013; Mello ve digerleri, 2014; Rytter ve digerleri, 2014; Santos ve
digerleri, 2020).

Beslenme
Yetersizligi

¥ Gida giivenligi

/ Vistah

¥ Absorpsiyon

Yoksulluk  #kutanm { ¥ immiinite;

\ A Atihm

v Yasam kosullar
A Patojen yiikii
A Enteropati

\ I Enfek8|yonlar Hastaligin siddetini artiran

immiuinolojik olmayan faktorler
¥Saglik hizmetlerine erigim ‘ ¥ Solunum kaslari

¥ Sosyal destek # Dehidratasyon egilimi

\ ¥ Kardiyak fonksiyon
Mortalite /

Sekil 2.1. Malniitrisyon etyolojisini ve sonuglarini 6zetleyen bu sekil, (Rytter ve digerleri,

2014)’den degistirilerek alinmigtir
2.1.3 Risk Gruplari

Beslenme bozukluklari, 6zellikle sosyoekonomik ve egitim diizeyleri olduk¢a diisiik
olan gelismekte olan iilkeler basta olmak tizere, tiim diinya iilkelerinde milyonlarca insani
ilgilendiren olduk¢a 6nemli bir saglik sorunudur (Mello ve digerleri, 2014). Giiniimiizde,
hala 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam eden malniitrisyon, basta gelismekte olan
iilkeler olmak {izere, tiim diinya lilkelerinde yasayan yeni doganlar ve ¢ocuklar ile kronik
hastalig1 olan ve cesitli nedenlerle hastanede yatmakta olan yash bireylerden olusan 6zel
risk gruplarin1 daha fazla etkilemektedir (Klahr ve Alleyne, 1973; Vilter, 1975; Bistrian ve
digerleri, 1976; Ozalp ve Coskun, 1991; Sullivan ve digerleri, 1995; Rice ve digerleri,
2000; Scherbaum ve Fiirst, 2000; Schneider ve digerleri, 2004; Kagansky ve digerleri, 2005;
Ozen, 2005; Bosi Bagci ve Durmus Ipekci, 2006; Borelli ve digerleri, 2007; Schaible ve
Kaufmann, 2007; Black ve digerleri, 2008; Fock ve digerleri, 2008; Weisstaub ve Araya,
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2008; Ortiz ve digerleri, 2009; Lykke ve digerleri, 2013; Favaro-Moreira ve digerleri,
2016).

2.1.4 Protein-Kalori Malniitrisyonu

DSO, farkli beslenme bozukluklarini tammlamak igin “PKM? teriminin kullanilmasini
onermistir (World Health Organization Joint FAO/WHO expert committee on nutrition,
1953; World Health Organization, United Nations Children’s Fund, 2009). Giinlimiizde,
“protein-enerji malniitrisyonu” olarak da bilinen PKM, protein, karbonhidrat ve yag gibi
makrobesin 6gelerinden bir ya da bir¢ogundan yetersiz bir diyetle beslenme sonucu ortaya
¢ikan enerji ve kalori yetersizligini tanimlamaktadir (Ozalp ve Coskun, 1991; Chandra,
1997; Ozalp, 1999; Brown, 2003; Miiller ve Krawinkel, 2005; Ozen, 2005; Bosi Bagci ve
Durmus Ipekci, 2006; Fock ve digerleri, 2008; Akinola ve digerleri, 2010; Matsusaka ve
digerleri, 2018; Leandro-Merhi ve digerleri, 2019). Ozellikle gelismekte olan iilkelerde
yasayan ¢ocuklar olmak {izere, tim diinyada olduk¢a sik goriilen bir saglik sorunudur
(Klahr ve Alleyne, 1973; Ozalp ve Coskun, 1991; Ozalp, 1999; Borelli ve digerleri, 2004;
Ozen, 2005; Bosi Bagci ve Durmus Ipekci, 2006; Black ve digerleri, 2008; Fock ve
digerleri, 2008; Ortiz ve digerleri, 2009; Santos ve digerleri, 2020). Hindistan’da yasayan
okul 6ncesi ¢ocuklarin % 85’inde hafif ya da orta derecede PKM mevcut oldugu, agir PKM
tizerine ¢ok sayida calisma yapildigi halde, daha hafif PKM sekilleri hakkinda ¢ok az sey
bilindigi rapor edilmistir (Rana S ve digerleri, 1995; Rana SV ve digerleri, 1995). Diger
yandan, PKM’de yeterli besin destegi saglandig: takdirde, mevcut klinik tabloda kismi ya da

tam bir diizelme saglamanin miimkiin oldugu ileri stirtilmiistiir (Allison, 2000).

2.1.5 Protein-Kalori Malniitrisyonu Sekilleri

Klinik olarak, PKM’in agirliina gore yapilan ve en yaygin kullanilan siniflandirmaya
gore; (a) Hafif PKM, (b) Orta PKM ve (c) Agir PKM olmak iizere 3 farkli PKM sekli
mevcuttur (Gueri ve digerleri, 1980; Coskun, 1996; Koksal ve Hulya, 2000). Giliniimiizde,
en sik goriilen malniitrisyon tipleri hafif ve orta dereceli PKM olup, klinik olarak, bireyin

biiylime hizinda goreceli bir azalma s6zkonusu iken, enerji ve besin alimi yetersizliginin



uzun siire devam etmesi sonucu ortaya ¢ikan agir PKM’de ise, “marasmus” (kalori/enerji
eksikliginin daha fazla olmasi), “kwashiorkor” (protein eksikliginin fazla olmasi) ya da
“marasmik-kwashiorkor” (diyetteki kalori ve protein alimi arasindaki dengenin bozulmasi
ya da katabolik kayiplarin artmasi) klinik tablolari ile karsilasiimaktadir (Ozalp, 1999;
Koksal ve Hulya, 2000; Ozen, 2005; Akinola ve digerleri, 2010, Lykke ve digerleri, 2013).

2.1.5.1 Marasmus

Marasmus, enerji aliminda bir yetersizligin daha 6n 6n planda olmasina karsin, protein
alimindaki eksikligin daha geri planda oldugu ve “6demli olmayan PKM™ olarak bilinen
malniitrisyon seklidir (Koksal ve Hulya, 2000; World Health Organization, United Nations
Children’s Fund, 2009; Rytter ve digerleri, 2014). Ozellikle, yag ve karbonhidrat gibi enerji
saglayan besinlerin yetersiz alinmasi ya da bunlara olan gereksinimin artmasit s6zkonusudur.
Ote yandan, protein alinmasinda hafif diizeyde bir yetersizlik s6z konusu olabilmekle
birlikte, protein alinmasi ¢ogu kez yeterlidir. Sonugta, viicuttaki kas ve yag dokusu enerji
tikketimi i¢in kullanilmakta olup, 6nce viicut agirliginda bir duraksama olmakta ve daha
sonraki agamalarda ise viicut agirliginda bir azalma ortaya ¢ikmaktadir (Koksal ve Hulya,
2000). Marasmuslu bireylerde, tipik olarak 6dem mevcut olmayip, gerek iskelet kaslariin
ve gerekse immiin sistemin tiim islevleri bozuktur (Koksal ve Hulya, 2000; Scherbaum ve

Fiirst, 2000; Akinola ve digerleri, 2010).

2.1.5.2 Kwashiorkor

Tipik olarak, uzun siire proteinden fakir bir diyetle beslenme sonucu ortaya ¢ikan
kwashiorkor, diger bazi hastaliklarin bir komplikasyonu olarak da karsimiza g¢ikan ve
“0demli PKM” olarak bilinen durumdur (Pond ve digerleri, 1992; Williams ve digerleri,
2003; World Health Organization, United Nations Children’s Fund, 2009). Bu bireylerde,
protein alinmasinda bir eksiklik daha 6n planda olmasma karsin, enerji alinmasindaki
eksiklik mevcut olsa bile daha geri plandadir (Pond ve digerleri, 1992; Coskun, 1996).
Klinik olarak, serum albumin diizeyinde diistikliik, kortizon diizeyindeki artis ve antiditiretik

hormon yetersizligi nedeniyle belirgin bir 6dem hali sézkonusudur. Aslinda, kas ve



subkutan6z yag dokusu kaybi ile birlikte viicut agirliginda bir azalma mevcut olmakla
birlikte, 6dem nedeniyle maskelenmis durumdadir (Pond ve digerleri, 1992; Williams ve
digerleri, 2003; Lykke ve digerleri, 2013). Marasmustan farkli olarak, hipoalbliminemiye
bagli olarak yiizde, govdede, kollarda, bacaklarda ve ayaklarda 6dem mevcuttur (Pond ve
digerleri, 1992; Scherbaum ve Fiirst, 2000). Kwashiorkorda, bireylerde boyu yasa gore
normal sinirlarda olmakla birlilkte, giinliik protein tiikketimi kisitlanmis oldugu i¢in biiytime

ve gelisme duraksamistir.

Marasmus ile kwashiorkor ayrici tanisinda klinik belirti ve bulgular ile laboratuvar
sonuglart karsilagtirmali olarak Tablo 2.1°de verilmistir (Pond ve digerleri, 1992; Koksal ve

Hulya, 2000).

Tablo 2.1. Marasmus ve Kwashiorkor klinik belirti ve bulgulari ile laboratuvar sonug¢larinin

karsilastirilmast
Klinik belirti/bulgular ile Marasmus Kwashiorkor
laboratuvar sonuclari
Viicut agirlhigt W Ul
Depigmentasyon --- m
Sag degisiklikleri +/- ++
Odem --- -
Anemi + +++
Diyare W 11l
Mental retardasyon + - +/-
Plazma protein diizeyi l L
Pankreatik enzimler l !
Laktaz/sukroz/maltaz 1 L
Vitamin diizeyleri 11 L
Karaciger yaglanmasi + +
Ince bagirsak villus atrofisi ++ +++

Kaynak: Tablodaki veriler (Pond ve digerleri, 1992; Koksal ve Hulya, 2000)’den degistirilerek

alinmistir




2.1.5.3 Marasmik Kwashiorkor

Marasmuslu bir bireydeki bulgulara ilaveten, kwashiorkorun 6dem bulgusu da klinik
tabloya eslik ettigi ve en sik goriilen agir PKM sekli olan marasmik kwashiorkorda,
marasmus ve kwashiorkorun bulgular1 bir arada goriilmektedir (Pond ve digerleri, 1992;
Coskun, 1996; Koksal ve Hulya, 2000; World Health Organization, United Nations
Children’s Fund, 2009; Lykke ve digerleri, 2013). Bu bireylerde, viicuttaki tiim yag ve
protein depolart bosalmis durumdadir. Klinik olarak, marasmuslu bir bireyde enerji
alimindaki eksiklige ilaveten protein aliminin da yetersiz olmasi sonucu gelismektedir. Bu
bireylerin prognozu olduk¢a agir olup, yasami tehdit eden komplikasyonlar ve cesitli
enfeksiyonlar gelisme riski yiiksektir (Pond ve digerleri, 1992; Coskun, 1996; Koksal ve
Hulya, 2000; Scherbaum ve Fiirst, 2000; Schaible ve Kaufmann, 2007; Akinola ve digerleri,
2010; Mello ve digerleri, 2014).

2.1.6 Protein-Kalori Malniitrisyonu Ayirici Tanis1

Klinikte, hem klinik belirti ve bulgular hem de serum total protein ve albumin
diizeyleri dahil bazi laboratuvar bulgulart esas alinarak hazirlanmis olan puanlama sistemi

kullanilarak, PKM ayrici tanisi yapilabilmektedir (Tablo 2.2) (McLaren ve digerleri, 1967).

Tablo 2.2 Protein-kalori malniitrisyonu (PKM) agirliginin puanlandirilmasi

Kilinik belirti/bulgular ile laboratuvar sonugclari Puan
Odem 3 puan
Dermatit 2 puan
Odem ve dermatit 6 puan
Sag degisiklikleri 1 puan
Hepatomegali 1 puan
Total protein diizeyi (g/dl) Serum albumin diizeyi (g/dl)

<3.2 <1.0 7 puan
3.24-3.99 1.0-1.45 6 puan
4.0-4.74 1.50-1.99 5 puan




Tablo 2.2 Protein-kalori malniitrisyonu (PKM) agirliginin puanlandirilmasi (devami)

Klinik belirti/bulgular ile laboratuvar sonuclar: Puan

4.75-5.49 2.0-2.99 4 puan

5.50-6.24 2.50-2.99 3 puan

6.25-6.99 3.0-3.49 2 puan

7.0-7.74 3.50-3.99 1 puan

>7.75 >4.0 0 puan
0-3: Marasmus

Toplam PKM puan degeri 4-8: Marasmik kwashiorkor

9—15: Kwashiorkor

Kaynak: Tablodaki veriler (McLaren ve digerleri, 1967)’den degistirilerek alinmistir

2.1.7 Deneysel Malniitrisyon Modelleri

Hayvan modelleri, sadece c¢esitli patofizyolojik durumlarin olasi etkilerinin
anlasilmasinda degil, ayn1 zamanda ve potansiyel terapotik ilaglarin belirlenmesinde
basvurulmakta olan araglardir. Literatiirde tanimlanmis olan deneysel PKM modellerin
cogu, malniitrisyonun immiin yetmezlik ve enfeksiyon hastaliklar1 patofizyolojisindeki olasi
roliinii ortaya koymak amaciyla kullanilmistir (Anstead ve digerleri, 2001; Oliveira ve ark,
2016). Basta kemik dokusu olmak iizere, deneysel PKM’nin farkli dokular {izerine olan
olast etkileri gerek yeni dogan ve gerekse eriskin denekler ilizerinde degerlendirilmistir

(Ortiz ve digerleri, 1996; Brito ve digerleri, 2016).

Ozellikle, potansiyel terapdtik ilaglarin etkinligin ve giivenligin sistematik olarak
degerlendirildigi bu tiir ¢alismalarda, deneysel kiiciik hayvan PKM modelleri gerek
ekonomik maliyetlerinin diistikliigii ve gerekse tekrarlanabilirligi agisindan en ¢ok tercih
edilen modeller olmaktadir (Hickman ve digerleri, 2017; da Silva Morais ve digerleri,
2018). Bu nedenle, civciv ve zebra baligi (Shahzad ve digerleri, 2025) dahil olmak {izere,
kopek (Kamalu, 1993), domuz (Rana SV ve digerleri, 1995; Wykes ve digerleri, 1996;
Jacobi ve digerleri, 2013; Lykke ve digerleri, 2013) ve maymun (Rana S ve digerleri, 1995;
Rana SV ve digerleri, 1995; Rana SV ve digerleri, 2001) gibi ¢ok farkli hayvan tiirlerinin
kullanilmis oldugu deneysel PKM g¢alismalart mevcut olmakla birlikte, g¢alismalarin
¢ogunda fare (Mello ve digerleri, 2014; Preidis ve digerleri, 2014; Santoso ve digerleri,
2019; D'Souza ve digerleri, 2023; R ve digerleri, 2023; Shahzad ve digerleri, 2025) ve sigan
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(Etukudo ve digerleri, 1999; Fock ve digerleri, 2008; Shahzad ve digerleri, 2025) gibi kiiciik
hayvanlar kullanilmigtir. Farkli hayvan modelleri arasinda, gerek anatomik yapilar1 ve
gerekse metabolizmalar1 ile yasam siireleri insandan oldukg¢a farkli olmasina karsin,
cogunlukla Wistar ve Sprague Dawley si¢anlar1 ile C57BL/6 ve BALB/c farelerinin tercih
edilmekte oldugu goriilmektedir (Shahzad ve digerleri, 2025). Ancak, basta kemik doku
olmak tizere farkli dokularda PKM ile iliskili olarak ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikler

hala yeterince tanimlanabilmis degildir.

Deneysel calismalarda, kontrol grubundaki deneklere standart diyet (pellet yem)
verilmekte olup, Ulusal Arastirma Kurulu (NRC) tarafindan laboratuvar hayvanlari icin
belirlenen giinliikk kalori gereksinimleri sigan i¢in 25-35 kcal/kg olarak hesaplanmigtir
(National Research Council (US) Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition, 1995).
Laboratuvar kosullarinda, si¢an ya da fare gibi kiiciik hayvanlara verilecek malniitrisyon
diyeti olarak ise; “diisiik proteinli diyet” (kontrol grubuna verilen normal standart diyetin %
18 oraninda protein icermesine karsin, deneklere % 10 oraninda protein iceren bir diyet
verilmesi) (Badanthadka ve digerleri, 2021; D'Souza ve digerleri, 2023; R ve digerleri,
2023), “% 50 kisitlanmig PKM diyeti” (standart diyete beslenen kontrol grubuna kiyasla,
hem protein ve hem kalori igcereginin % 50 oraninda azaltilmis oldugu bir diyet verilmesi)
(Leite ve digerleri, 2011) ya da “cogaltilmis yavru modeli” PKM diyeti (emzirme
doneminde standart diyet verilen annelerden beslenen yavru sayilarinin belli bir oranda

artirllmis oldugu diyet sekli) (Celedon ve digerleri, 1979).

Ote yandan, deney hayvani olarak ¢ogu kez farenin kullanildigi deneysel PKM
calismalarinin ¢ogunda, “kisa siireli malniitrisyon™ etkileri degerlendirilmistir. Ancak, kisa
sireli ve uzun siireli PKM dinamiklerinin birbirinde olduk¢a farkli oldugu gézoniine
alindiginda, mevcut kisa siireli preklinik ¢alismalarin sonuglarina dayanarak, “uzun siireli
malniitrisyon”un olast sonuclari hakkinda dogru bir 6ngoriide bulunulmasi miimkiin
olmayacaktir (D'Souza ve digerleri, 2023; R ve digerleri, 2023). Bu durum, uzun siireli
malniitrisyonla iligkili deneysel kii¢ctik hayyvan hayvan modellerinin kullanilmasinin

gerekliligini acik¢a ortaya koymaktadir.
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2.1.8 Malniitrisyonda Organ ve Viicut Agirhgi ile Yasam Siiresi

Gerek daha 6nce yapilmis klinik arastirmalarda ve gerekse deneysel g¢alismalarda,
PKM’de hem i¢ organ agirliklarinda ve toplam viicut agirliginda ve hem de yasam siiresinde
normal bireylere kiyasla bir miktar azalma ortaya ¢ikmasina karsin, eksik alindigi bilinen
besindgelerinin yerine konulmasi halinde, hem toplam viicut agirliinda artis olmakta hem
de diger klinik bulgularda gerileme oldugu saptanmistir (Ortiz ve digerleri, 2009; Leite ve
digerleri, 2011; Lykke ve digerleri, 2013; Mello ve digerleri, 2014; Santoso ve digerleri,
2019).

2.1.9 Malniitrisyonda Inflamasyon ve Sitokinlerin Rolii

Makrofajlar tarafindan {iretilen tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1)
ve interlokin-10 (IL-6) gibi pro-inflamatuar sitokinlerin inflamasyon iizerine stimiile edici
bir etkiye sahip olmasina karsin, interlokin-10 (IL-10) gibi anti-inflamatuar sitokinlerin
makrofajlardaki sitokin yapimi iizerine inhibe edici bir etkiye sahip olduklar1 kabul
edilmektedir (Borelli ve digerleri, 2004; Zyga ve digerleri, 2011). Boylece, bir inflamatuar
yanitin net etkisinin proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler arasindaki hassas dengeye
bagli oldugu, proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler arasindaki bir dengesizligin
ortaya ¢ikmasi halinde ise, “inflamasyon™ ortaya ¢ikmaktadir (Borelli ve digerleri, 2004;
Zyga ve digerleri, 2011). PKM’de, makrofajlar tarafindan proinflamatuar sitokinlerin
yapiminda ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) yapiminda artig ortaya ¢ikmakta olup, oksidatif
strese yol acan bu durum hem de morbidite ve mortalite ile ¢ok yakindan iligkilidir

(Avignon ve digerleri, 2012; Santoso ve digerleri, 2019).

2.1.10 Malniitrisyonda Oksidatif Stres

Ekzojen ya da endojen serbest radikaller ile hidrojen peroksit, siiperoksit, singlet
oksijen ve hidroksil radikali gibi serbest radikal olmayan oksijen molekiilleri ROS olarak
bilinmektedir (Kohen ve Nyska, 2002; Ighodaro ve Akinloye, 2018). Normal saglikli

hiicrelerde stirekli bir sekilde tretilen “ROS” ile onlarin yok edilmesini saglayan
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antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan intraselliiler antioksidanlardan olusan
“antioksidan savunma sistemi” arasinda bir denge hali sézkonusudur (Halliwell, 2000;
Vertuani ve digerleri, 2004). Buna karsin, PKM gibi durumlarda hiicredeki serbest radikal
olusumunda 6nemli bir artisin ortaya ¢iktigi ya da endojen savunma sisteminin yetersiz
kaldig1 durumlar “oksidatif stres™ olarak adlandirilmaktadir (Halliwell, 2000; Vertuani ve
digerleri, 2004; Lobo ve digerleri, 2010; Pisoschi ve Pop, 2015). Oksijenin kismen
indirgenmesi sonucu olusan kisa omirlii ve gliglii oksidan 6zellige sahip oksijen
metabolitleri olan “serbest radikaller” diger molekiiller ile etkilesime girerek kararli bir hale
dontigebilen kararsiz yapilardir (Poljsak ve digerleri, 2011). Organizmada devam eden
metabolik stirecler ya da oksidanlarin etkisiyle stirekli bir sekilde iiretilen endojen ya da
eksojen serbest radikaller “lipit peroksidasyonu” adi verilen siire¢ neticesinde oksijen ile
reaksiyona girmek suretiyle lipid peroksit radikalleri olusmaktadir (Halliwell, 2000;
Vertuani ve digerleri, 2004; Poljsak ve digerleri, 2011). Lipid peroksidasyonu siirecinde,
baz1 aktif yikim iirlinleri agiga ¢ikmasi neticesinde, hiicrelerin yapisinda yer alan DNA tiirli
niikleik asitler, proteinler ve lipidler hasara ugrayarak hiicre hasar1 ve hatta programli hiicre
Olimii olarak bilinen “apoptoz” ve/veya “hiicre nekrozu” sonucu hiicre 6limii ortaya

cikmaktadir (Ortiz ve digerleri, 2009; Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013).

2.1.11 Malniitrisyonda Antioksidan Savunma Sistemi

Biyokimyasal olarak, hiicre bilesenlerinin (lipit, protein ve DNA) serbest radikaller
tarafindan oksidasyonunu engelleyen maddelere “antioksidan” madde adi verilmektedir
(Vertuani ve digerleri, 2004). Normal kosullarda, viicutta stirekli bir sekilde iiretilen serbest
radikaller “antioksidan savunma sistemi”nde yer alan antioksidan maddeler tarafindan farkli
mekanizmalar kullanilarak yok edilmekte ve hiicre hasari Onlenmektedir (Vertuani ve
digerleri, 2004; Lobo ve digerleri, 2010). Antioksidan maddeler, serbest radikallere karsi
viicuttaki enzimler tarafindan hiicresel diizeyde endojen olarak siirekli tiretilebildigi gibi,
eksojen olarak diyetle alinan vitaminler ile besinler (enzimatik olmayan) ile
saglanabilmektedir (Lobo ve digerleri, 2010). Klinik olarak, hiicrelerde asir1 serbest radikal
olusumu ve ROS iiretimiyle karekterize PKM’de, diyetle alinan besinlerin yetersizligi
nedeniyle antioksidan savunma sistemi bozulmakta ve oksidatif stres hali ortaya ¢ikmaktadir
(Sekil 2.2) (Ighodaro ve Akinloye, 2018).
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SERBEST
RADIKALLER

OKSIDATIF

A3ZNA ISHNA

ANTIOKSIDANLAR

A3zna Mnsna

GCESITLi PATOLOJIK
DURUMLAR

Sekil 2.2. Serbest radikaller antioksidanlar arasindaki dengesizlik neticesinde ortaya ¢ikan

oksidatif stres hali [Bu sekil, (Ighodaro ve Akinloye, 2018)’den degistirilerek

alimmustir]

2.2 Kemik Dokusu

Mekanik olarak dayanikli bir materyal olan kemik doku, metabolik olarak aktif ve
dinamik bir biyomateryaldir (Fonseca ve digerleri, 2014). Uzerine yiiklenen fizyolojik
streslere (yiiklere) ve mekanik gereksinimlere uygun olarak kemigin yapisi, boyutu ve giicii
stirekli degisim gostermektedir (Turner, 2007; Korhonen ve ark digerleri, 2012; Hart ve
digerleri, 2017). Kemik doku, mekanik bir yiikiin varligina veya yokluguna bagl olarak,
“modeling” (yeni kemik yapimi) ve “remodeling” (hasar gormiis kemigin geri
dontistiiriilmesi) stirecleri sonucunda kendini siirekli olarak yenilemektedir (Hadjidakis ve
Androulakis, 2006; Clarke, 2008; Raggatt ve Partrdge, 2010; Crockett ve digerleri, 2011;
Nordin ve Frankel, 2012). Sozii edilen biyolojik siirecler sonucu kemik kiitlesi, eger bir
yapim s6zkonusu ise artmakta, eger bir yikim (rezorpsiyon) s6zkonusu ise azalmakta; ancak
sonucta mevecut kemik kiitlesi hep korunmaktadir (homeostaz) (Hadjidakis ve Androulakis,
2006; Clarke, 2008; Raggatt ve Partridge, 2010; Crockett ve digerleri, 2011; Nordin ve
Frankel, 2012). Sozii edilen siireglerde, kemik matriksi birikiminden sorumlu osteoblastlar

ve kemik matriks rezorpsiyonundan sorumlu osteoklastlar tarafindan yonetilen karmasik bir
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hiicresel regiilasyon s6zkonusudur (Seeman, 2009; Raggatt ve Partridge, 2010; Crockett ve
digerleri, 2011; Feng ve McDonald, 2011; Bhuiyan ve digerleri, 2018). Diizenleyici bir rol
iistelenen bu hiicreler arasindaki en kii¢iik bir dengesizlik halinde, kemigin remodeling
stireci bozulmakta ve “osteopeni” veya “osteoporoz” ile sonuglanmaktadir (Martin ve

Correa, 2010; Giusti ve Bianchi, 2014).

Disaridan uygulanan mekanik yiiklere kemigin dayanma giicii, uygulanan yiikiin
sekline, buyukliigline, yoniine ve sikligina baglh olarak o6nemli Ol¢lide farklilik
gostermektedir (Robling ve digerleri, 2006; Kohrt ve digerleri, 2009; Hart ve digerleri,
2017). Biyomekanik olarak, anizotropik ozellik gosteren kemik doku farkli hareket
diizlemleri i¢in farkli yiik tolerans esik degerlerine sahiptir (Nordin ve Frankel, 2012).
Aslinda, yiiriime ve kosma gibi diisiik dereceli dongiisel kuvvetlerden, atlama ve ziplama
gibi yiiksek dereceli ani kuvvetlere kadar degisen farkli giinliik rutin aktiviteler esnasinda
iselelet sistemini olusturan kemikler ¢ok farkli yiiklenmelere maruz kalmaktadir (Hart ve

digerleri, 2020).

Kural olarak, kemigin giicii ve sertligi mekanik yiikiin en belirgin olarak uygulandigi
yonde en fazla olmaktadir (Nguyen ve digerleri, 2013; Lambert ve digerleri, 2020). Kemik
dokuda, disaridan uygulanan yiiklenme gereksinimlerine uyum saglamak tizere, mekanik
iletim yoluyla osteositler tarafindan hiicresel diizeyde baslatilarak yonetilen bir
koordinasyon sozkonusudur (Reis ve digerleri, 2011). Mekanik bir uyar1 sonrasinda
osteosit, osteoblast ve osteoklast gibi kemik hiicrelerinin aktiviteleri koordine edilmek
suretiyle, osteogenez siireci diizenlenmekte ve sonucta kemik doku mevcut duruma
morfolojik bir adaptasyona gdstermektedir (Humphrey ve digerleri, 2014). Oyle ki, eski
osteoblastlarin kemik matriksine goémiilii osteositler haline doniismesi neticesinde yeni
osteoblastlar i¢in yol agilmaktadir (Hart ve digerleri, 2020). Osteositler, kemik matriks
yapisinin % 95'ini olusturdugu i¢in, osteosit konsantrasyonunda ortaya ¢ikan bdyle bir artig
sonucunda kemik kiitlesinde bir artis olmakta ve kemik homeostazi saglanmaktadir
(Bonewald, 2007; Raggatt ve Partridge, 2010; Bonewald, 2011; Crockett ve digerleri,
2011).

Asagida ayrintili bir sekilde acgiklandigi tizere, kemik dokudaki hiicresel ve fizyolojik
stireclerin daha fazla agikliga kavusturulmasi sayesinde klinik tan1 ve uygun farmakolojik
tedavi daha kolay bir hale gelecektir. Bu bdoliimde, gerek arastirmacilar ve gerekse
klinisyenler tarafindan kemik dokuyla alakali olarak bilinmesi gereken temel hiicresel ve

fizyolojik mekanizmalarin gbozden gegirilmesi amaglanmaktadir.
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2.2.1 Kemik Dokunun Fonksiyonlar:

Tablo 2.3 Kemik dokunun fonksiyonlari

Viicut postiiriin korunmasina destek olmak

Eklemlerde mekanik kaldirag hareketini saglamak

Beyin ve i¢ organlarin korunmasini saglamak

Kemik iliginde kirmizi kan hiicresi yapilmasini (hematopoez) saglamak

Kemik dokuda minerallerin (Ca ve P gibi) ve yagin depolanmasini saglamak

Kaynak: Tablodaki veriler (Hart ve digerleri, 2020)’den uyarlanmistir

Iskelet sistemi, kaslarin da yardimiyla cesitli viicut hareketlerinin gergeklestirilmesi
yaninda, kalsiyum ve fosfor gibi bazi minerallerin depolanmasi ile hematopoezde rol
oynamaktadir (Tablo 2.3) (Frost, 2003; Jarvinen ve digerleri, 2005; Clarke, 2008; Feng ve
McDonald, 2011; Nordin ve Frankel, 2012; Hart ve digerleri, 2020). Kemik doku, dinamik
ve aktif ozellikleri sayesinde ¢evreye kolayca uyum saglayabilmekte, temel mekanik
islevlerini yerine getirebilmektedir (Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Raggatt ve Partridge,
2010). Oldukga vaskiiler 6zellige sahip kemik doku, hem ¢esitli metabolitlerin viicuttan
uzaklastirilmasinda, hem de “modeling” ve “remodeling” siireglerinde gereksinim duyulan
besinlerin temini kan perflizyonunun regiile edilmesinde rol oynamaktadir (Frost, 2003;

Crockett ve digerleri, 2011; Nordin ve Frankel, 2012).

2.2.2 Kemigin Anatomik Ozellikleri

Insan viicudunda, dogum sirasinda 270 adet kemik mevcut iken, 14 yasina
gelindiginde bu rakam 256’ye diismekte ve nihayet yetiskin yas grubunda yaklasik 200 adet
kemik ayirt edilebilir. Yetigkin bir insanin iskeletinde bulunan bu kemiklerin, 74"t “eksenel
iskelet sistemi’ne ve geri kalan diger 126's1 ise “apendikiiler iskelet sistemi’ne dahildir
(Clarke, 2008; Marieb ve Hoehn, 2013). Anatomik agidan, kemik tipleri sunlardir: (1) Os
longum (femur, humerus, radius, ulna, tibia, klavikula ve falankslar gibi uzun kemikler); (2)
Os breve (karpal ve tarsal kemikler gibi kisa kemikler); (3) Os planum (kosta, ileum,
sterneum, skapula ve parietal kemik gibi yassi kemikler); (4) Os irregulare (vertebra, pelvis

kemigi, kafatasi ve ytiz kemikleri gibi diizensiz kemikler); (5) Os sesamoidea (patella gibi
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sesamoit kemik); ve (6) Os pneumaticum (maksilla ve frontal kemik gibi havali kemikler)

(Sekil 2.3) (https://www.besyohaber.net/hareket-sistemi-ve-kemik-cesitleri-kemik-tipleri/).

() Yassi kemikler (c) Havali Kemikler: Os Pneumaticum

»
Y OIS

(d) Dizensiz:irregiile

"
;:Q\ / k‘/”)‘,——;’
;wg

)

> (f) Susamsi -Sesamoidlt

%‘I]Ft;_\" (e) Kisa Kemikler
1
"\“‘\“3“‘ fo o

x‘ d \‘ l‘“

Sekil 2.3. Anatomik olarak kemik tipleri [Bu sekil, (https://www.besyohaber.net/hareket-

d=)
, \\
{"’ax ‘5\""
‘\‘ 11

sistemi-ve-kemik-cesitleri-kemik-tipleri/)’den alinmistir]

Uzun kemikler, govdenin yikiinii tasiyan anatomik yapilardir. Uzun kemikler,
“diyafiz” olarak bilinen i¢i bos silindirik bir saft ile koni seklindeki bir proksimal ve distal
“metafiz” ile yuvarlatilmis proksimal ve distal “epifiz”den olusmakta olup, giinliik yasamla
iligkili aktiviteler sirasinda farkli fiziksel yiiklere dayanabilecek farkli mimari 6zelliklere

sahiptir (Sikavitsas ve digerleri, 2001; Clarke, 2008).

2.2.3 Kemigin Makroskobik Ozellikleri

Kemik, disaridan uygulanan mekanik kuvvetleri karsilayabilmek icin oldukea sert bir
yapiya ve uygulanan enerjiyi absorbe edebilmek i¢in de oldukca elastik bir 6zellige sahip
olan, oldukca karmasik bir biyomateryaldir (Martin ve Correa, 2010; Fonseca ve digerleri,
2014). Oyle ki; kemik doku, sikistirma uygulandiginda kisalip genisleyebilme, gerilim
uygulandiginda ise daralip uzayabilme 6zelligine sahiptir (Hart ve digerleri, 2020). Iskelet

sistemi, bu sekildeki paradoksal gereksinimleri karsilayabilmek ic¢in, makroskobik olarak
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birbirinden oldukc¢a farkli olan 2 ¢esit kemik dokudan olusmaktadir: trabekiiler kemik ve
kortikal kemik (Rho ve digerleri, 1998; Mosekilde ve digerleri, 2000; Martin ve Correa,
2010). Iskelet sistemini olusturan kemiklerin % 20’sini trabekiiler kemik ve geri kalan %
80’ini ise kortikal olusturmakla birlikte, iskelet sistemindeki kemiklerin her bir bolgesel
fonksiyonel gereksinimlerine uygun bir sekilde farkli oranlarda birarada bulunmaktadir
(Clarke, 2008; Nordin ve Frankel, 2012). So6zii edilen iki kemik dokusu arasindaki yapisal
farkliliklar mevcut olup, uzun kemiklerde hareket yeteneginin kolaylastirilmasi amaciyla
kemik dokunun daha hafif ve daha dayanikli 6zelliklere sahip oldugu ileri siiriilmistiir

(Seeman, 2008a; Seeman, 2008b).

Makroskobik olarak, kemikler basitge 2 farkli sekle ayrilmaktadir: (1) Trabekiiler
kemik; ve (2) Kortikal (kompakt) kemik.

2.2.3.1 Trabekiiler Kemik

Iskeletin % 20’sini olusturan trabekiiler (spongiydz, siingerimsi, kansell6z) kemik
kortikal kemigin hemen altinda yer almaktadir. Ozellikle uzun kemiklerin epifiz ve metafiz
olarak bilinen proksimal ve distal uglarinda, iist ekstremitelerin karpal kemiklerinde, alt
ekstremitlerin tarsal kemiklerinde ve spinal kolunu olusturan vertebralarda daha fazla
oranda trabekiiler kemik bulunmaktadir (Rho ve digerleri, 1998; Huiskes ve digerleri, 2000;
Clarke, 2008). Trabekiiler kemik, i¢inde ¢ok sayida kirmizi kemik iliginin bulundugu
birbirine bagli bosluklardan olusan bir kemik agi seklindedir (Szulc ve digerleri, 2006;
Travlos, 2006). Trabekiiler kemigin tic boyutlu kafes benzeri yapisi, en yaygin mekanik
yiiklenme yonlerine uygun bir sekilde diizenlenmis milkemmel bir tasarima sahiptir
(Huiskes ve digerleri, 2000; Frost, 2003). Trabekiiler kemigin siingerimsi ve goézenekli
yapisi sayesinde biiyiik miktarlarda enerjinin depolamasi da olanakli bir hale gelmektedir

(Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Nordin ve Frankel, 2012).

2.2.3.2 Kortikal (Kompakt) Kemik

Iskeletin % 80’ini olusturan kortikal kemik, viicuttaki kemiklerin g¢ogunda ince

ylizeyel bir tabaka olusturmaktadir (Clarke, 2008; Marieb ve Hoehn, 2013). Uzun
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kemiklerde modeling ve remodeling siireclerinden sorumlu olan hiicrelerin (osteoklastlar,
osteoblastlar ve osteositler) yer aldig1 kortikal kemik doku disarida periosteum ve igeride ise
endosteum adi verilen bdlumler tarafindan ¢evrelenmektedir (Robling ve digerleri, 2006;
Bhuiyan ve digerleri, 2018). Yapisal olarak, kortikal kemik sert ve piirlizsiiz bir yapiya
sahiptir (Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Szulc ve digerleri, 2006; Nordin ve Frankel,
2012). Kortikal kemigin, trabekiiler kemige kiyasla yaklasik % 25 daha giiclii oldugu kabul
edilmektedir (Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Nordin ve Frankel, 2012; Fonseca ve
digerleri, 2014).

2.2.4. Kemigin Mikroskobik Ozellikleri

Mikroskobik olarak, doku diizeyinde kemik doku immatiir ve matiir sekillerde
incelenmektedir (Rho ve digerleri, 1998; Sikavitsas ve digerleri, 2001; Liu ve digerleri,
2010). Buna karsilik, icerdigi materyal agisindan incelendiginde ise, kemik doku organik ve
inorganik bilesenlerden olusmaktadir (Martin ve Correa, 2010; Feng ve McDonald, 2011;
Reis ve digerleri, 2011; Bala ve digerleri, 2013).

2.2.4.1. Doku Diizeyinde Kemik Dokusu

| amel

Sekil 2.4. Doku diizeyinde kemik doku mikroskobisi: immatiir ve matiir kemik dokusu [Bu
sekil, (Hart ve digerleri, 2020)’den aynen alinmistir]
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Mikroskobik olarak, kemik dokusu hem modeling ve hem de remodeling siireclerinde
immatiir ve matiir kemik dokusu seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.4) (Clarke, 2008;
Liu ve digerleri, 2010).

2.2.4.1.1. immatiir Kemik

Immatiir (primer, 6rgiimsii, woven) kemik, embriyoda bulunan ve kollajen liflerinin
diizesiz dagilim gosterdigi olgunlasmamis kemik seklidir. Kemik dokunun iyilesmesi
siirecinde de immatiir kemik yapisi ile karsilasilmaktadir. Hacim bagma diisen osteosit
sayis1 matiir kemige kiyasla daha fazla olup, daha narin ve daha esnek bir yapiya sahiptir.
Immatiir kemik, rastgele diizenlenmis kollajen, hiicre hacminin biiyiikliigii ve doku
yogunlugunun diistikliigii ile karakterize olan kemik dokusu sekli olup, hizli bir sekilde
olusan diizensiz ve gozenekli bir kemik seklidir (Clarke, 2008; Liu ve digerleri, 2010).
Immatiir kemik, dogumda tiim iskeleti olusturmakta iken, biiyiime ve fiziksel olgunlasma
sirasinda kademeli bir sekilde olgun kemige doniisim gostermektedir (Sikavitsas ve
digerleri, 2001; Clarke, 2008). Yasamin herhangi bir déneminde, asir1 fiziksel yiiklenmede
oldugu gibi, kemik dokuda herhangi bir hasarin ortaya ¢iktigi durumlara hizli ve onarici bir
organizma yanitt olarak immatiir kemik dokusuna rastlanabilmektedir (Liu ve digerleri,
2010). Bu nedenle, immatiir kemik dokusu erken ve gegici bir kemik sekli olup, nihayetinde

trabekiiler veya kortikal kemiklerden olusan olgun bir kemik doku seklinde dontismektedir.

Ozetle, immatiir kemik intrauterin hayatta sekillenmekte olup, her zaman ilk olusan
kemik dokusu primer kemiktir. Immatiir kemik, gegici bir kemik yapidir ve sekonder kemik
dokusuna doniismektedir Immatiir kemik, genellikle siingerimsi bir goriiniimdedir ve
mineralizasyonu yetersizdir. Immatiir kemikte yer alan kollajen lifler gelisigiizel dagilmakta
ve ags1 (Orgilimsii) bir yap1 olusturmaktadir. Hiicreden olduk¢a zengin olup immatiir kemige

ait lakunalar daha yuvarlakg¢adir.

2.2.4.1.2. Matiir Kemik

Matiir (sekonder, olgun, lamellar) kemik, remodeling siireci sonucunda immatiir

kemikten gelisen ikincil olgun kemik seklidir. Trabekiiler ve kompakt kemigin yapisi
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mikroskobik diizeyde matiir tipte olup, immatiir kemikten farkli olarak diizenli, yogun ve

daha giicliidiir (Clarke, 2008).

Ozetle, matiir kemik genellikle yetiskinlerde bulunmakta olup, kollajen lifler birbirine
paralel diizenlenmis diizenli demetler halindedir. Matiir kemik, kompakt ya da spongi6z

yapida olabilmekte, matriks mineralizasyonu tam ve hiicreler daha az yer tutmaktadir.

2.2.4.2. Materyal Diizeyinde Kemik Dokusu

2.2.4.2.1. Ekstraselliiler Amorf Ara Madde

Viicudun en sert dokularindan biri olan kemik doku, bag dokusunun kemik dokuya
dontismesi sonucunda olusmaktadir. Kemik doku, mineralize inorganik materyal ile
ekstraselliiler organik maddeden olusan iki fazli bir bag dokusudur (Martin ve Correa, 2010;
Nordin ve Frankel, 2012; Bala ve digerleri, 2013; Fonseca ve digerleri, 2014). Kemik
dokuda ekstraselliiler amorf ara madde kalsifiye bir halde bulunmakta ve “osein” adiyla
bilinmektedir. Kemik dokudaki ekstraselliiler amorf ara madde ise, organik ve inorganik

olmak tizere, iki farkli kisimdan olugsmaktadir.

2.2.4.2.1.1. Organik Maddeler

Kemik dokunun organik kismi, kemik kuru agirliginin 1/3’tinti ve kemik hacminin ise
2/37tini olusturmaktadir (Davison ve digerleri, 2006; Reis ve digerleri, 2011). Ekstraselliiler
organik maddenin % 90-95°1 tip 1 kollajen liflerinden olugmakta olup, gerilme, biikkiilme ve
torsiyon hallerinde katilasarak kemige esneklik ve diren¢ de kazandirmaktadir (Yamashita
ve digerleri, 2002; Viguet-Carrin ve digerleri, 2006). Ekstraselliiler organik madde
iceriginde yer alan kollajen lifleri birbirine paralel bir sekilde dizilmis olup, bu liflerin
aralarinda dokuya sertlik veren hidroksiapatit kristalleri yer almaktadir. Ekstraselliiler
organik maddenin % 5-10’u protein yapisinda olan su biyokimyasal maddelerden
olugmaktadir: hiyaluronik asit, proteoglikan (kondroitin-4 siilfat [ChSO4] ve keratan siilfat
[KHS04] gibi “glikozaminoglikanlar” ile osteonektin (ON), osteokalsin (OCN), osteopontin
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(OPN veya OSP), kemik sialoproteini (BSP) ve alkalen fosfataz (ALP) gibi

“glikoproteinler”.

2.2.4.2.1.2 inorganik Maddeler

Kemik dokunun inorganik kismi, kemik kuru agirliginin 2/3’tinti ve kemik hacminin
ise 1/3’linii olusturmaktadir (Davison ve digerleri, 2006; Reis ve digerleri, 2011). inorganik
maddelerin % 85°1 kalsiyum fosfat [Ca3(PO4)2], % 10’u kalsiyum karbonat [CaCO3] ve
geri kalan % 5°i ise su maddelerden olugsmaktadir: kalsiyum florid [CaF2], magnezyum
florid [MgF2], magnezyum hidroksit [Mg(OH)2], magnezyum siilfat [MgSO4] ile kalsiyum
ve fosfor hidroksiapatit kristalleri [Cal0(PO4)6(OH)2)].

Kalsiyum ve fosfor, “hidroksiapatit” kristallerini olusturmaktadir. Mineralize
inorganik maddeler arasinda yer alan “hidroksiapatit” kompresyon uygulandiginda kemige
sertlifini veren c¢oziinmez bir tuz seklindeki olup, yapisinda kalsiyum ve fosfat
bulunmaktadir (Tablo 2.4) (Boivin ve digerleri, 2008; Bala ve digerleri, 2013; Hart ve
digerleri, 2020).

Ozetle, kemigin giicii, ekstraselliiler amorf ara maddeyi olusturan organik ve
inorganik maddelerin ortak katkisiyla saglanmaktadir (Boivin ve digerleri, 2008; Fonseca ve
digerleri, 2014). Oyle ki, ekstraselliiler amorf ara madde icinde yer alan inorganik mineral
yogunlugundaki degisiklikler, kemigin sertligini ve esnekliginin belirlenmesinde énemlidir
(Bala ve digerleri, 2013). Yiiksek oranda minerallesmis bir kemigin kirilgan (6rnegin; atipik
femur kiriklari) ve daha az oranda minerallesmis bir kemigin ise daha sert oldugu (6rnegin;
yesil ¢ubuk kirigi) bilinmektedir (Hart ve digerleri, 2020). Ancak, mineral yogunlugunu
belirleyen c¢esitli inorganik maddeler arasindaki optimal dengenin ne oldugu hususi ise tam
olarak bilinmemektedir. Teorik olarak, kemigin mineralize (inorganik madde ag¢isindan
zengin) kisminda tutulan elementlerin X-1sinlarina karst direng saglamasi, ¢ift enerjili X-
15101 absorpsiyometrisi (DEXA veya DXA) gibi kemik yogunlugu cihazlarinin kullaniminin

temel mantigini olusturmaktadir.
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Tablo 2.4 Kemik dokunun temel 6geleri

Ekstraselliiler amorf ara madde
Organik madde

Inorganik maddeler

Kollajen lifleri
Tip 1 kollajen

Kemik hiicreleri
Osteoprogenitor hiicre
Osteoblast
Osteosit

Osteoklast

Kaynak: Tablodaki veriler (Hart ve digerleri, 2020)’den uyarlanmistir

2.2.4.2.2 Kemik Hiicreleri

Kemik hiicreleri 4 tanedir. Bu hiicreler: (1) Osteoprogenitor hiicreler; (2) Osteoblast;

(3) Osteosit; ve (4) Osteoklast’dir (Tablo 2.4) (Sekil. 2.5) (Hart ve digerleri, 2020).

| ="
=0 ‘
| 0= 4
LA = —— =Y bl
, | A ) e f” =5 . Sl
Osteocyte Osteoblast Osteogenic cell Osteoclast
(maintains (forms bone matrix) (stem cell) (resorbs bone)

bone tissue)

Sekil 2.5. Kemik doku hiicreleri: osteosit, osteoblast, osteoklast ve osteojenik kok hiicreler
[Bu sekil, (http://adliantropolojil01.blogspot.com/2017/07/kemik-doku-

histolojisine-giris-2.html)’den alinmistir]

23



2.2.4.2.2.1. Osteoprogenitor Hiicre

Osteoprogenitor hiicreler, MKH’den koken alan, indiferansiye ve mitozla béliinen
osteojenik hiicrelerdir. Bu hiicreler, osteoblast, kondroblast, yag hiicreleri ve fibroblasta
dontisebilirler. Kemik yapimi sirasinda ¢ok aktif olup, sekonder kemiklerin periosteum ve
endosteum kisimlar1 ile havers ve volkmann kanallarinda inaktif olarak bulunurlar.
Morfolojik olarak, bu hiicreler ig bigimli olup, oval sekilli nukleuslar1 soluk olarak boyanma
gostermekte ve sitoplazmalarinda bol miktarda serbest ribozom, az miktarda graniillii

endoplazmik retikulum (ER) ve kiiciik bir Golgi kompleksi mevcuttur.

2.2.4.2.2.2. Osteoblast

Kemigin yiizeyinde tek sira tabaka olusturacak sekilde dizilmislerdir.
Prizmatik/kiibik/silindirik hiicreler olup, metabolik aktiviteleri oldukg¢a yiiksektir. Kemik
matriksin organik boliimiinii sentezleyip salgilarlar. “Osteoid” olarak bilinen kire¢lenmemis
dokuyu olusturur. Eozin ile daha yogun boyanirlar. Osteoid, kalsifiye olunca osteosit’lere
dontigtirler. ALP’den zengin olup, mitozla boliinemezler. Membranlarinda parathormon
reseptoril tagirlar. Paratiroid hormonu (PTH, parathormon) ile uyarilinca kemik kalsiyum
salinim1 hizlanmakta, osteoblastlar azalmakta ve osteoklast-stimiilan faktor salgilayarak
osteoklastlar ¢ogalmaktadir. Osteoblastlar kalsifikasyon siirecinden sorumlu hiicreler olup,
matriks vezikiilleri (50-250 nm c¢apl membranla c¢evrili ve ALP’den zengin) ile
sitoplazmada belirgin bazofili (graniilli ER ve ribozom) sézkonusudur. Elektron
mikroskobik diizeyde ise, sitoplazmik uzantilar, osteositlerle baglantili (gap junction)

yapilardir.

Kemigin yiizeyinde yer alan hareketsiz ve yassilagsmis osteoblastlardan ibaret
hiicrelere “astar hiicreleri” adi da verilmektedir. Bu hiicreler, kemigin ytiizeylerini
kapladiklar1 i¢in kemigin yiizey kaplama hiicreleri olarak da bilinirler. Daha Onceleri
“preosteoblast” olduklar1 da iddia edilen astar hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar1 kemik
kanalciklarina kadar uzanmaktadir (Bilezikian ve digerleri, 2002). Gliniimiizde ise, apoptoza
ugramak suretiyle osteositlere farklilasmayan osteoblastlarin astar hiicrelerine déniismekte

oldugu goriisi kabul edilmektedir (Matsuo ve Irie, 2008). Astar hiicrelerinin, kalsiyum
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homeostazinda, kemik rezorpsiyonunu kemik olusumuna baglamada ve osteoklastlar ile

kemik matriksi arasinda bariyer olusturmada goérevli olduklar: goriisii kabul edilmektedir.

2.2.4.2.2.3. Osteosit

Osteoblastlardan farklilanan, kalsifiye matriks arasindaki “lakiina”lar i¢inde yerlesik,
matiir hiicreler olup, boliinme giiciinii kaybetmislerdir. Kemik dokunun canli kalmasini
saglarlar. Sitoplazmik uzantilari kanalikiiller i¢inde seyredip komsu hiicrelerle gap junction
kurarlar. Besin maddeleri ve hormonlar sitoplazmik uzantilarla hiicreden hiicreye diftizyonla

gee¢mekte olup, kireclenmis matriks i¢inde bulunur ve metabolik aktivitesi azdir.

2.2.4.2.2.4. Osteoklast

Osteoklastlar, kan monositleri ile ayni kok hiicreden koken alirlar. Bu hiicreler
kemiklerin i¢ yiizeyine yerlesmis olup yikim gerceklestiren hiicrelerdir. Iri, cok cekirdekli,
asidofilik sitoplazmaya sahip hiicrelerdir. Osteoklastlarin sitoplazmalart Golgi kompleksi,
mitokondriyon, polizom ve lizozomal enzimlerden zengin, ancak graniillii ER’den fakirdir.
Osteoklastlarin kemik yiizeyine oturduklar1 ¢ukurlara “Howship lakiinalar1” denir. Kemik

dokunun rezorbsiyonundan sorumludur.

2.2.5. Kemik Doku Olusumu

Kemik olusumu, 2 farkli kemiklesme ile saglanmaktadir: (1) Bag doku tarafindan
gerceklestirilen “intramembran6z kemiklesme™; ve (2) Hyalin kikirdak hiicreleri tarafindan

olusturulan “endokondral kemiklesme™.
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2.2.6. Matiir Kemigin Morfolojik Yapisi

Morfolojik olarak, matiir (olgun, sekonder, lamellar) kemigin 3 farkli boliimii

mevcuttur:

2.2.6.1. Substantia Compacta

Kompakt (kortikal) kemik,“sekonder kemik™ yapisinda olup, 3-7 pum kalinhiginda
birbirine paralel ya da bir vaskiiler kanal etrafinda dairesel olarak dizilmis lameller halinde
diizenlenmis kollajen liflerinden olugsmaktadir. “Osteon” ya da “Havers sistemi” ad1 verilen
yap1, kan damarlarmi igeren ve “Havers kanali” adi verilen bir kanali saran konsantrik
dairesel lamellerden olusmaktadir. Osteosit hiicreleri lameller arasinda yer alan lakiinalar
icinde yer almaktadir. Havers kanallar1 kemigin uzun eksenine paralel seyreden, endosteum
ile ortiilii, kan damarlari, sinirler ve gevsek bag dokusu iceren silindirik yapilardir. Havers
kanallarinin ¢evresinde “osteon “ adi verilen konsantrik lamellar sistem mevcuttur. Enine
kemik kesitlerinde yuvarlak bosluklar, boyuna kesitler de ise ince uzun tiipler seklinde
goriilmektedirler. Kompakt kemikte bulunan diger bir kanal “Volkmann kanali” olup,
kemigin uzun eksenine dik (transvers) ya da oblik seyreden, periosteum, meduller kavite ve
Havers kanallar1 arasinda baglant1 kuran ve kan damarlarin1 dagitan, endosteum ile ortiilii
silindirik yapilardir. Volkmann kanalinin g¢evresinde dairesel lamelleri mevcut olmayip,
enine kesitlerde oblik seyirli silindirik, boyuna kesitlerde oblik/dik tiipler ya da yuvarlak
bosluklar seklinde goriilmektedir. Havers kanali etrafinda yer alan osteon ya da Havers
sisteminden ibaret “Havers lamelleri” yer almaktadir. Osteonlarin aralarinda ise,
“interstisyel (ara) lameller” yer almaktadir. Kemigin ylizeylerinde ise, sirkumferensiyal

lameller (i¢ ve dis dairesel lameller) yer almaktadir.

2.2.6.2. Substantia Spongiosa

Kanselloz (spongioz, siingerimsi, trabekiiler) kemik dokusu anastomozlasan kemik
trabekiillerinden olugmaktadir. Trabekiillerdeki lameller paralel seyir gostermekte olup,
aralarinda kemik iligi ile dolu olan bosluklar yer almaktadir. Sekonder kemik yapisinda olan

stingerimsi kemik dokuda Havers kanallar1 ve Volkmann kanallar1 mevcut degildir. Kemik
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iligi boslugunda besin ve oksijen yer almaktadir.

2.2.6.3. Medulla Ossium

Medulla ossium (kemik iligi), uzun kemiklerin ve baz1 yassi kemiklerin i¢ yiiziinde
“canalis ossium medulla” bulunmaktadir. Bu kanalda “medulla ossium rubra”, yani kirmiz

kemik iligi, yer almakta olup, kan dolagimina atilmak tizere eritrosit tiretmektedir.

2.2.7. Uzun Kemiklerin Anatomik Yapis1

Uzun kemiklerin govdelerine “diyafiz” (diaphysis) her iki u¢ kismina ise “epifiz”
(epiphysis) denir (Bhuiyan ve digerleri, 2018; Hart ve digerleri, 2020). Diyafiz ile epifiz
arasindaki kikirdak yapili kisim “metafiz” (metaphysis) (Bhuiyan ve ark, 2018; Hart ve
digerleri, 2020). Metatiz kemik metabolizmasinin en yogun oldugu kisimdir. Epifiz ¢izgisi,
epifiz plagi, biiylime ¢izgisi ve biiyiime plagi olarak da bilinen bu yap1 kemik dokusunda
biliylimenin hala devam ettigini kanitlayan hyalin kikirdaktan ibaret bir dokudur. Nihayet,
bliylime tamamlandiginda ise, bu bolge tamamen kemiklesmek suretiyle ortadan
kaybolmaktadir. Metafizde bulunan hiicreler kemiklerin uzunlamasina biiytimesinde 6nemli
rol oynamaktadir. Kemiklerin enine biiylimesi ise, kemigin periostu altindaki tabakada yer

alan osteoblastlarin etkileriyle, yeni kemik tabakasinin eklenmesi ile olmaktadir.

2.2.8. Kemigin Zarlari

Kemigin i¢ ve dis yiizeyleri kemigi olusturan hiicrelerden ve bag dokusundan olusan 2
farkli tabaka ile ¢evrelenmistir. Bunlar; disarida “periosteum” ve igeride “endosteum”dur.
Kemigin endosteum (i¢ yiizeyi) ve periosteum (dis yiizeyi) kisimlari, kemigi olusturan temel
hiicrelerden ve bag dokusundan olusan tabakalarla ortiiliidiir. Kemik dokunun beslenmesi,
biiylimesi ve onarimi i¢in bag doku gereklidir. Bag doku, kemik dokusu i¢in osteoblast
kaynagidir. Periosteum ve endosteumun temel 6zellikleri Tablo 2.5’de 6zetlenmistir (Hart

ve digerleri, 2020).
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Tablo 2.5 Kemigin mikroskobik yapisi

Periosteum

- Kemigi distan saran kalin bir tabakadir. iki katmandan olusur: (a) Dis fibroz tabakast;
kollajen lifler ve fibroblastlar1 ve (b) I selliiler tabaka; osteoprogenitor hiicreleri igermektedir.
Kollajen lifleri kemik yiizeyine paralel bir diizenlenim gostermektedir

- Periosteumdan ¢ikan ve ¢ogunlukla tip I kollajen liflerinden ibaret olan “Sharpey lifleri” bir
ac1 ile kemik dokusu i¢ine uzanarak dokunun ESM lifleri ile devam etmektedir

- Periostun gorevleri; kemigi korur, kemigin beslenmesini, bitytimesini ve onarilmasini saglar.

Ayrica, ligament ve tendonlarin kemiklere tutunmasini saglamaktadir

Endosteum

- Kemigin igindeki biitiin bosluklar1 (kemigin i¢ yiiztinii ve kemik kanallarint)
ortmektedir

- Tek katli yassi ve kiibik osteoprojenitor hiicreler ile az miktarda bag
dokusundan olugmaktadir

- Periost gibi, kemik dokunun beslenmesi, bilytimesi ve onarilmasindan sorumludur

Kaynak: Tablodaki veriler (Hart ve digerleri, 2020)’den uyarlanmistir.

Kisaltmalar: ESM, ektraselliiler matriks

2.2.9. Kemik Doku Fizyolojisi

Kemik yapisi, serum elektrolit (kalsiyum ve fosfor gibi) seviyeleri de dahil olmak
tizere, cesitli parakrin ve endokrin faktorlerden etkilenmektedir. Bu yeniden sekillenmede,
osteoklast, osteoblast ve osteosit gibi ¢esitli hiicreler rol oynamaktadir (Bhuiyan ve
digerleri, 2018, Hart ve digerleri, 2020). Bu siirekli yeniden sekillenmede, bu hiicrelerin
sayisi ve aktivitesi, mekanik uyarilarin etkisi altinda hormonlar, sitokinler ve yerel olarak
iiretilen TNF-o gibi ¢cok sayida sinyal molekiilleri tarafindan belirlenmektedir (Klein-

Nulend ve digerleri, 2012).

2.2.9.1. Hiicresel Mekanizmalar

Kemik dokuda yer alan, osteoblast, osteoklast, osteosit ve osteojenik kok hiicreler
(ekstraselliiler astar hiicreleri) olarak bilinen 4 farkli anahtar hiicre arasindaki stirekli bir
etkilesim sayesinde kemigin mevcut sekli korunmaktadir (Seeman, 2009; Crockett ve

digerleri, 2011; Feng ve McDonald, 2011; Nguyen ve digerleri, 2013).
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2.2.9.1.1. Osteoblastlarin Biyolojisi

Uyarilabilir ve anabolik 6zellikleri olan osteoblastlar hem kollajen sentezi ve hem de
kalsifikasyonda rol oynamak suretiyle, yeni kemik materyali yapimina katkida
bulunmaktadir (Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Raggatt ve Partridge, 2010).
Osteoblastlar, adipositlere, kondrositlere, fibroblastlara, iskelet kasi hiicrelerine ve tendon
hiicrelerine farklilagsabilen MKH’leri adi verilen pluripotent kok hiicrelerinden
tiretilmektedir (Osta ve digerleri, 2014). Bir dizi faktor, osteoblastik yone dogru
farklilasmay1 uyarabilmektedir. Ilk adim, histonlar, fibronektin ve tip I kollajen gibi
proteinlerin iiretimine yol agan osteoprogenitdrlerin proliferasyonunu igermekte olup, ALP,
BSP ve tip I kollajen iiretiminden sorumlu genlerin ekspresyonu yoluyla osteojenik matris
olusmaktadir (Osta ve digerleri, 2014). Son olarak, OCN, OPN ve kollajenaz saliniminda rol
alan genlerin aktivasyonu ile hiicre dig1 matris mineralize edilmektedir (Osta ve digerleri,
2014). Bu karmasik gen ekspresyonu ve hiicresel farklilasma basamagi, runt-iliskili
transkripsiyon faktorii-2 (Runx2) ve RANKL'nin yiizey ekspresyonu dahil olmak {izere
cesitli transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenmektedir (Sekil 2.6) (Osta ve digerleri,

2014).

Osteojenik slirecte osteoblastlar ekstraselliiler kemik astar hiicrelerine ve kemik
matriksine gémiilii halde bulunan osteositlere dontismektedir (Franz-Odendaal ve digerleri,
2006; Karsenty ve digerleri, 2009; Bhuiyan ve digerleri, 2018). Osteoblastlar, modelling ve

homeostaz siireglerinde birbirinlerinde faaliyet gostermektedir.
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Sekil 2.6. Osteoblastogenez ve pro-inflamatuar sitokinlerin rolii. (A) Normal kosullar
altinda, osteoblastlarda ¢esitli reseptorler ve asagi akis sinyal yollar1 aktive
edilebilmekte olup, en yaygin ligandlar, reseptorler ve sinyal iletimleri (siyah
renkli) gosterilmistir. Buna karsin, PKM gibi bir enflamasyon hali
mevcudiyetinde ise, pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-1 ve TNF-a) salinimi
sonucu ¢esitli mekanizmalar yoluyla osteojenik farklilasmanin inhibe olmasi
(yesil renkli) gosterilmistir. (B) Pro-inflamatuar sitokinler, BMP-2, Osx, Runx2,
OCN ve Wnt yolunun ekspresyonunda artisa sebep olmak suretiyle, NF-kB
araciligiyla osteojenik farklilasmay1 saglamaktadir. Kisaltmalar: AP-1, aktivator
protein 1; BMPR, BMP reseptorii;, ERK, hiicre dist sinyal diizenleyici kinaz;
FGF, fibroblast biliylime faktorii; gp130, glikoprotein 130; IL-6R, IL-6 reseptorii;
JAK, Janus kinaz; JNK, JUN N-terminal kinaz; LRP5-6, diisiik yogunluklu
lipoprotein reseptoriine bagli protein 5 veya 6; Osx, osterix (Sp7); OPG,
osteoprotegerin; ALP, alkalin fosfataz; BSP, kemik sialoproteini; OPN,
osteopontin; OCN, osteokalsin; p38, p38 MAPK [Bu sekil, (Osta ve digerleri,
2014)’den alinmistir]

2.2.9.1.2. Osteoklastlarin Biyolojisi

Osteoklastlar, monosit soyundan tiiretilen hematopoetik hiicreler olup, olgun kemik
emici hiicreler haline gelmek icin bir dizi farklilasma asamasindan gegerler (Osta ve

digerleri, 2014). Osteoklasta 6zgii genlerin transkripsiyonel diizenlemesinin hiicre igi sinyal
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kaskadi, makrofaj koloni uyarict faktér (M-CSF) ve niikleer faktor kappa-B ligandinin
reseptor aktivatorii (RANKL) tarafindan aktive edilmektedir (Sekil 2.7) (Asagiri ve
Takayanagi, 2007; Osta ve digerleri, 2014).
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Sekil 2.7. Osteoklastogenez ve pro-inflamatuar sitokinlerin rolii. Hematopoetik kok hiicreler
farklilagtiktan sonra, RANKL'nin etkisi altinda osteoklast fenotipine dogru
ilerleyerek, RANKL, transkripsiyon faktorleri AP-1 ve NF-kB araciligtyla sinyal
vermektedir. RANKL varliginda, pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-1 ve
TNF-a), osteoklast olusumunu artirmak i¢in igbirligi icinde c¢alismaktadir.
Kisaltmalar: AKT, protein kinaz B; CA2, karbonik anhidraz 2; CSK, katepsin K;
ERK, hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz;] IKK, IxB kinaz; JAK, Janus kinaz;
gp130, glikoprotein 130; GRB2, biiyiime faktorii reseptoriine bagli protein 2; M-
CSF, makrofaj koloni uyarict faktdr; MITF, mikroftalmi ile iliskili transkripsiyon
faktori; MMP, matriks metalloproteinaz; NFATc1, aktive edilmis T hiicrelerinin
niikleer faktorii, sitoplazmik 1; PI3K, fosfoinositid 3-kinaz; SPII, dalak odak
olusturan virtis (SFFV) proviral entegrasyon onkogeni spil; STAT, sinyal
dontistiiriicti ve transkripsiyon aktivatorii;, TRAP, tartrata direngli asit fosfataz

[Bu sekil, (Osta ve digerleri, 2014)’den alinmastir]
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Osteoklastlar, kemik materyalinin yikiminda rol oynamakta ve katabolik bir 6zellik
gostermektedir (Raggatt ve Partridge, 2010; Osta ve digerleri, 2014). Osteoklastlar,
osteoklastogenez sonrasinda 2 ila 4 hafta i¢inde apoptozise ugramakta olup, oldukga kisitli
bir yasam siiresine sahiptirler (Yavropoulou ve Yovos, 2008; Osta ve digerleri, 2014;
Bhuiyan ve digerleri, 2018). Osteoklastlar, modelling ve homeostaz siireclerinde

osteoblastlar ile bir arada ya da birbirinlerinde bagimsiz olarak faaliyet gostermektedir.

2.2.9.1.3. Osteositlerin Biyolojisi

Osteositler, osteoblast farklilagsmasi yoluyla MKH'lerinden tiiretilmektedir. Kemik
matriksinde bulunurlar ve yetiskinlerdeki tiim kemik hiicrelerinin % 90-95'ini temsil
etmektedir (Franz-Odendaal ve digerleri, 2006; Bonewald, 2011; Osta ve digerleri, 2014).
Osteositler, mineralize ortamlarinda on yillara kadar uzanan, kemik hiicreleri arasinda en
uzun Omre sahip olan hiicrelerdir (Osta ve digerleri, 2014). Osteositler, osteoblastdan
osteosite ontogenez sirasinda salinan farkli belirteclerin ekspresyonu yoluyla kemik
yapisinin dinamiklerinde rol oynamaktadir. Ayrica, osteositler bobrekteki fosfat taginmasi
gibi diger organlarin islevini de etkilemektedir (Osta ve digerleri, 2014). Diger yandan,
osteositlerin artitk kemigin mekanik yiiklenmesi i¢in ana sensoérler oldugu bilinmektedir.
Kemik yiiklenmesinden kaynaklanan kanalikiiler akisi, osteoklastlar1 ve osteoblastlar
harekete geciren sinyallere doniistiirtirler (Osta ve digerleri, 2014). Osteositler tarafindan
RANKL'nin yiiksek ekspresyonu nedeniyle, osteoblastlara ve kemik MKH'lerine kiyasla
osteoklastogeneze daha 6nemli bir katki saglamaktadirlar (Nakashima ve digerleri, 2011;

Nakashima ve digerleri, 2012; Osta ve digerleri, 2014).

Osteositler hem kemik yapiminda ve hem de kemik yenilenmesinde anahtar rol
oynamaktadir (Franz-Odendaal ve digerleri, 2006; Bonewald, 2011; Osta ve digerleri,
2014). Osteositler, osteogenez siirecinde iiretilen ve daha sonra mineralize kollajen matriksi
icine gomiilen osteoblastlarin soyundan gelen kemik hiicreleridir (Huiskes ve digerleri,
2000; Franz-Odendaal ve digerleri, 2006; Bhuiyan ve digerleri, 2018). Bu hiicreler, hem
¢evresel degisikliklerin saptamasinda ve hem de ortaya ¢ikan tepkilerin de duyu kanallar
ag aracilig ile diger osteositlere, osteoblastlara ve kemik astar hiicrelerine iletilmesinde ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir (Aarden ve digerleri, 1994; Bonewald, 2007; Nguyen ve
digerleri, 2013). Sozii edilen duyu kanallar1 ag1, mekanik yiikiin yada ortaya ¢ikan bir mikro
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hasarin saptanmasinda rol oynayan yapilar olup, her bir osteosit basina yaklasik 60 ila 80
adet dendritik baglantidan olusmaktadir (Bonewald, 2007; Bonewald, 2011; Nguyen ve
digerleri, 2013). “Mekanotransdiiksiyon™ olarak adlandirilan ve olduk¢a hassas olan bilinen
bu islev sayesinde, kemigin biiylime ve onarim siire¢lerinde mekanik enerji kolayca
algilanabilmekte ve daha sonra da g¢esitli biyokimyasal sinyallere doniistiiriilmektedir
(Aarden ve digerleri, 1994; Reis ve digerleri, 2011). Kemiklerin mekanik degisiklikleri nasil
algiladig1 hususu da dahil olmak iizere, sozii edilen mekanik iletim stireci ile iligkili tiim

olaylar asagida kemik adaptasyonu boéliimiinde ayrintili bir sekilde ele alinacaktir.

2.2.9.2. Hormonal Mekanizmalar

Hormonal regiilasyon, kemik dokunun biiyiimesi ve korunmasinda &nemli bir rol
oynamakta olup, mekanik yiiklerden bagimsiz bir sekilde yasam boyu iskelet homeostazini
kontrol etmektedir (Rizzoli ve digerleri, 2001; Martin ve Correa, 2010). Endokrin sistem,
kemik yapimi ve rejenerasyonu ile kemikte mineral birikimi ve homeostatik hiicresel
dengenin korunmasinda gorev yapmaktadir (Fukumoto ve Martin, 2009). Hormonal bir
diizensizligin s6zkonusu oldugu durumlarda, kemik doku ile iligkili ¢esitli olumsuzluklar
ortaya cikabilmektedir (Rizzoli ve digerleri, 2001; Ducy, 2011). Endokrin aktivite, dinamik
fizyolojik gereksinimlere uygun olarak, kalsiyum-fosfat dengesi, enerji metabolizmasi ve
kemik mineralizasyonu ile iliskili olduk¢a karmasik bir biyolojik sistem tiizerine etki
gostermektedir (Ducy, 2011). Endokrin sistemin kemik sagligi ve metabolizmasi iizerine
olan etkileri 6zellikle eriskinlerde ve yashilarda daha fazla 6nem tasimaktadir (Agas ve

digerleri, 2013).

Kemik metabolizmasinin endokrinolojik regiilasyonu; biiylime hormonu, gonadal
hormonlar ve Kkalsitropik diizenleyici hormonlar tarafindan saglanmaktadir (Tablo 2.6)
(Fukushima ve digerleri, 2005; Quarles, 2008; Agas ve digerleri, 2013; Hart ve digerleri,
2020). Spesifik olarak, biiyime hormonlar1 bi¢imlendirici, gonadal hormonlar
bigimlendirici ve anti-resorptif 6zellik gosterirken, kalsitropik hormonlar homeostatik
etkileri sayesinde biiyiime ve olgunlasma déneminde kemik kiitlesinin artmasini saglamak
iizere birlikte hareket etmektedir (Yakar ve digerleri, 2002; Ducy, 2011; Legiran ve Brandi,
2012). Insan yasaminin ilk yillarinda siirekli kemik yapim1 sonucu kemik kiitlesi maksimum
diizeyine ulastiktan sonra, yetiskinlik ¢aginda hormonal aktivitenin de azalmaya baslamasi

sonucunda kemik yapimi ve kemik rezorpsiyonu arasinda bir denge hali ortaya ¢ikmakta ve
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nihayet ileri yaslarda, kemik rezorpsiyonu tabloya hakim olmaktadir (Rizzoli ve digerleri,
2001). Kemik metabolizmasindaki sézkonusu degisikliklerin sebebi endokrin aktivitedeki
farkliliklardir (Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Raggatt ve Partridge, 2010; Agas ve
digerleri, 2013). Endokrinolojik fonksiyonlardaki bozukluklara yol acan ¢esitli hormonal
dengesizlikler kemik koruma stratejilerinin farmakolojik temelini olusturmaktadir (Palacios,
2006). Osteoporoz mevcudiyetinde kan kalsiyum degerinde ve kemik turnover siirecinde bir

artis sé6zkonusu olup, tedavisinde kalsitonin ve 6strojen kullanilmaktadir.

Tablo 2.6 Kemik metabolizmasinin endokrin diizenlenmesi

Hormonlar Kemik metabolizmasi
hGH (somatotropin) Kemik yapimi uyarir
IGF-1 Kemik yapimi uyarir
Glukokortikoidler Kemik yapimi engeller ve rezorpsiyonu uyarir
Ghrelin Kemik yapimi uyarir ve rezorpsiyonu engeller
Leptin Kemik yapimi engeller ve rezorpsiyonu uyarir

Tiroksin (T3 ve T4) Kemik yapimi ve rezorpsiyonu uyarir.
iroksin (T3 ve
Net etki: “homeostatik” (kemik turnover uyaricr)

Kemik yapimi ve rezorpsiyonu uyarir.

ACTH . . .

Net etki: “homeostatik” (kemik turnover uyarici)

o Kemik yapim1 ve rezorpsiyonu uyarir.

Oksitosin i . .

Net etki: “homeostatik” (kemik turnover uyarici)
Prolaktin Kemik rezorpsiyonu uyarir
Androjenler Kemik yapimi uyarir
Ostrojen Kemik yapima izin verir ve rezorpsiyonu engeller
PTH Kemik yapim1 ve rezorpsiyonu uyarir.

Net etki: “homeostatik” (kemik turnover uyarici)
Kalsitonin Kemik yapim1 uyarir ve rezorpsiyonu engeller
D3 vitamini Kemik yapimina izin verir ve rezorpsiyonu uyarir

Kaynak: Tablodaki veriler (Hart ve digerleri, 2020)’den uyarlanmistir.

Androjenler: Testosteron, androstenedion, dehidroepiandrosteron (DHEA) ve dihidrotestosteron

(DHT) gibi erkek cinsiyet hormonlarini igeren hormon toplulugu.

Kisaltmalar: IGF, insiilin benzeri biliylime faktorii;, ACTH, adrenokortikotropik hormon; PTH,

paratiroid hormon
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2.2.10. Kemik Adaptasyonu
2.2.10.1 Mekanik iletim

Julius Wolffun onciiliiglinii yaptigt ve daha sonra Wilhelm Roux’un gelistirmis
oldugu “Wolff Yasasi” ve nihayet Harold Frost’un ileri siirmiis oldugu “Mechanostat
Teorisi” ile daha detayli bir hale gelen kemik modeling ve remodeling paradigmalar1 hala
glincelligini korumaktadir (Wolff, 1986; Frost, 2003). So6zii edilen teoriler, giinliik
aktiviteler ile iligkili mekanik yiiklere yanit olarak kemik dokunun kiitlesini ve yapisini
degistirebilme yetenegini tanimlamaktadir (Hammer, 2015). Aslinda, bu mekanobiyolojik
iliskinin temeli heniiz tam olarak anlasilamamis olup, hala belirsizligini korumaktadir (Chen
ve ark, 2010). Ozellikle, hiicresel mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilamamis olup,
gliniimiizde yapilan arastirmalarinin esasint bunlar olusturmaktadir (Bonewald, 2007; Chen

ve digerleri, 2010; Reis ve digerleri, 2011).
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Sekil 2.8. Mekanotransdiiksiyon: Kemik dokusunun hiyerarsik yapist ve osteositlerin
ozellikleri (solda), hidrostatik basingtan ve icinden gegen sivi akist ve
biyokimyasal sinyaller tarafindan indiiklenen osteoprogenitor hiicreler (sagda)
goriilmektedir [(Chen ve digerleri, 2010)’dan uyarlanarak hazirlanmis olan bu

sekil, (Hart ve digerleri, 2020)'den alinmistir]
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Mekanotransdiiksiyon, mekanik bir yilikiin doku diizeyinde c¢esitli morfolojik
degisikliklere yol acan hiicresel tepkilere doniistiirtilmesini ifade etmektedir (Sekil 2.8)
(Chen ve digerleri, 2010; Nguyen ve digerleri, 2013; Humphrey ve digerleri, 2014; Hart ve
digerleri, 2020). Mekanik bir kuvvete karsi verilen hiicresel tepkiler, esas olarak, 4
asamadan ibaret bir siirectir: (1) Mekanik birlestirme; (2) Biyokimyasal esleme; (3) Sinyal
iletimi; ve (4) Efektor hiicre tepkisi (Sikavitsas ve digerleri, 2001; Humphrey ve digerleri,
2014). Kemik deformasyonuna yol acan fiziksel kuvvetler, once kanalikiiller icinde
interstisyel sivi hareketi yaratmakta ve daha sonra da burada mevcut mekanik duyusal
hiicreler araciligiyla biyokimyasal bir aktiviteye yol agmaktadir (Knothe ve digerleri, 2004).
Boyle bir siire¢ sonucunda olusan piezoelektrik sinyaller osteositler, astar hiicreleri ve
osteoblast hiicrelerinden olusan lakuno-kanalikiiler aglar araciligiyla iletilmektedir
(Sikavitsas ve digerleri, 2001; Reis ve digerleri, 2011). Mekanik yiik ile kemik adaptasyonu
arasinda bir doz-yanut iligkisi s6zkonusu olup, bu iliski kemik doku modeling ve remodeling

teorilerinin temelini olusturmaktadir (Humphrey ve digerleri, 2014; Wu ve digerleri, 2016).

2.2.10.2 Kemik Dokuda “Modeling” Siireci

“Modeling” siireci, ¢esitli fizyolojik ve mekanik etkilere bir yanit olarak, kemigin
biiytikliigiinii, seklini ve giiclinii diizenleyen dinamik hiicresel aktivite dizisinden ibaret
karmagik bir siirectir (Szulc ve digerleri, 2006; Clarke, 2008). Hiicresel diizeyde,
osteoblastlar, osteoklastlardan bagimsiz bir sekilde faaliyet gostermektedir (Szulc ve
digerleri, 2006; Clarke, 2008; Chen ve digerleri, 2010; Martin ve Correa, 2010). Doku
diizeyinde ise, periosteal apozisyon ve eszamanli endokortikal rezorpsiyon sonucunda, eski
kemik materyali kismen korunmakta ve yeni kemik olusumu sayesinde kemik kiitlesinde bir
artis saglanmaktadir (Szulc ve digerleri, 2006; Clarke, 2008; Seeman, 2008a; Seeman,
2008b; Chen ve digerleri, 2010).

Kemik dokuda hem boyuna ve hem de enine (radyal) bir biiylime saglamak amaciyla,
kollajen sentezlenerek ekstraselliiler matriks iizerinde biriktirilmek suretiyle, bir yandan
periost uzatilmakta, kalinlastirilmakta ve genisletilmekte, diger yandan da es zamanl olarak
endokortikal rezorpsiyon ile kemik iligi boslugu genisletilmektedir (Clarke, 2008; Seeman,
2008a; Seeman, 2008b). Sozili edilen morfolojik degisiklikler sayesinde, kemigin enine kesit

alan1 artirnlmakta ve kemik materyali kemigin merkezinden daha uzaga yerlestirilip
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momenti arttirilmak suretiyle kemigin giictinde bir artis saglanmaktadir (Clarke, 2008;
Seeman, 2008a; Seeman, 2008b; Fonseca ve digerleri, 2014). Kemik materyalinin miktarini
arttirilmasi, sikistirma ve gerginlik hallerinde kemigin giicti tizerinde olumlu bir etki
yaratirken, kemigin materyalinin kemigin merkezinden daha uzaga dagitilmasi ise biikiilme
ve burulma hallerinde kemigin giiciinde bir artis saglamaktadir (Seeman, 2008a; Seeman,
2008b). Sozii edilen bu morfolojik degisiklikler sonucunda, basing kuvvetleri daha genis bir
alana dagitilmakta ve biikiilme kuvvetlerine direnerek uygulanan mekanik yiiklerin

gerilmeleri istenen belli bir aralikta tutulmaktadir (Seeman, 2008a; Seeman, 2008b).

BMD

Age

Sekil 2.9. Kemik kiitlesi degisikliklerinin gostergesi olan kemik mineral dansitesinin
kazanilmasi, yasam siiresi boyunca siirdiiriilmesi ve kaybedilmesi. Ergenlik yillarinda
toplam yetiskin kemik kiitlesinin yaklasik % 50-60'mmin yaklasik 30 yasindan Once
kazanilmis olduguna ve en yiiksek kemik kiitlesi degerine ulasildiktan sonra, normal (yesil
renkli olarak gosterilmis olan), osteopenik (sar1 renkli olarak gosterilmis olan) veya
osteoporotik (kirmizi renkli olarak gosterilmis olan) kemigin dansitesi araliklarinin her biri
icin, ileri yaslara dogru kademeli olarak kemik kiitle degerinin bir azalma gosterdigine

dikkat ediniz. Kisaltmalar: BMD, kemik mineral yogunlugu [Bu sekil, (Hart ve digerleri,
2020)'den alinmistir]

Kemik yapimi insan yasaminin 6zellikle ilk 30 yilinda aktif bir siire¢ olup, bu dénem
sonunda maksimal kemik kiitlesi elde edilmektedir (Hart ve digerleri, 2020). Biiyiime

sirasinda kemigin ve iskelet sisteminin gelisimini belirleyen faktorler sunlardir: (1) Cinsiyet,
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etnik koken ve genetik gibi “degistirilemez” faktorler; ve (2) Beslenme, hormonlar, yasam
tarz1 ve fiziksel aktivite gibi “degistirilebilir” faktorler (Seeman, 2008a; Seeman, 2008b;
Santos ve digerleri, 2020). Kemik gelisimi, yasam boyu devam eden dogrusal bir siireg
olmayip, ergenlik yillarinda maksimal hiza ulagsmakta ve bu dénem sonunda toplam erigkin
kemik kiitlesinin yaklasik % 50 ila % 60" elde edilmektedir (Pitukcheewanont ve Safani,
2006). Insan yasaminin erken evrelerinde, kemik dokunun duyarlilig: ve tepkiselligi oldukga
artmis olup, aslinda bu donem kemik dokunun direncinin artirilmasi i¢in 6nemli bir firsat
(adaptasyon penceresi) sunmaktadir (Pettersson ve digerleri, 2010). Aym sekilde,
“remodeling” olarak adlandirilan diizenleyici siire¢ sayesinde de kemik doku giiciiniin
artirllmasi mimkiin hale gelmektedir (Sekil 2.9) (Martin ve Correa, 2010; Hart ve digerleri,
2020).

2.2.10.3. Kemik Dokuda “Remodeling” Siireci

“Remodeling” siirecinde, eski kemigin rezorpsiyonu ile yeni kemik olusumu arasinda
“kemik turnover”1 olarak adlandirilan olduk¢a dinamik ve siireklilik gosteren bir denge
sozkonusudur. Kemik doku sert olmasina ragmen, digsaridan fiziksel bir kuvvet
uygulandiginda i¢ yapisini degistirebilmektedir: Kemige etkileyen fiziksel bir basi ya da
itme kuvveti sonucu kemik rezorpsiyonu, kemige etkileyen germe kuvveti sonucu ise, yeni
kemik olusumu s6ézkonusudur. Kemigin rezorpsiyonu olayinda osteoklast hiicrelerinin
kemik dokuyu pargalamasi sonucu; tip 1 kollajen fragmanlar: telopeptit seklinde idrarla
atilmakta ya da telopeptidler karaciger ve bobrekte pargalanarak amino asitler (piridinolin

ve deoksipiridinolin)’e doniismektedir.

“Remodeling” siireci, kemigin yapisal biitlinliigiiniin korunmasi ve mekanik
yeterliligin siirdiiriilmesi i¢in senil bir slire¢ olmakla birlikte, hasarli kemigin yeni ve
saglikli materyalle degistirildigi homeostatik ve restoratif bir siire¢ olarak da bilinmektetir
(Sekil 2.9 ve Sekil 2.10) (Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Seeman, 2008a; Seeman,
2008b; Raggatt ve Partridge, 2010; Crockett ve digerleri, 2011; Feng ve McDonald, 2011;
Hart ve digerleri, 2020). Sozkonusu siirecin diizenleyici rolii, kemik dokusunun feedback
mekanizmasiyla modiilasyonunu saglayan entegre duyusal sinyallere dayanmaktadir
(Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Szulc ve digerleri, 2006; Clarke, 2008; Raggatt ve

Partridge, 2010). Aslinda, oldukca karmasik olan bu siire¢, kemik giictinii optimize edilmesi
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amactyla, kemigin yapisinin asir1 kemik kiitlesi ile asir1 kemik kirillganligi arasinda belli bir
dengede kalmasini saglamak i¢in olduk¢a 6nemlidir (Robling ve digerleri, 2006; Seeman,

2008a; Seeman, 2008b; Bhuiyan ve digerleri, 2018).

Remodeling  siireci  stokastik ve  deterministik  mekanizmalar  yoluyla
gerceklesmektedir (Crockett ve digerleri, 2011; Reis ve digerleri, 2011). Stokastik
remodeling stireci endokrin sistem aracilig1 ile rejenerasyonunu tanimlarken, deterministik
remodeling siireci kemik giicii adaptasyonunun temelini olusturmaktadir (Robling ve
digerleri, 2006; Chen ve digerleri, 2010). Spesifik olarak, deterministik remodeling hasarl
kemigi onarmak i¢in ya da mekanik bir etki sonucu baslatilan bélgeye 6zgii bir iyilestirme
seklini temsil etmektedir (Crockett ve digerleri, 2011). Kemik doku, yer¢ekimi etkisiyle ya
da kas hareketleri nedeniyle mekanik yiiklenmeye maruz kaldiginda; yanit olarak, akut ve
birikimli bir sekilde mikro hasara ugramaktadir (Raggatt ve Partridge, 2010; Reis ve
digerleri, 2011). Boyle bir durumda, kemik doku hasarli materyali onarmak amaciyla,

bolgesel olarak rezorbe edilmektedir (Crockett ve digerleri, 2011).
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Sekil 2.10. Hiicresel diizeyde, remodeling siirecinin sematik goriiniimii. Osteoporoz (solda),
osteositler arasindaki kanalikiillerin birbirinden ayrilarak “osteosit apoptozu”na
yol agan bir mikro ¢atlak tarafindan uyarilmaktadir. Astar hiicreleri ve osteositler,
hiicreleri kan ve kemik iligi rezervuarlarindan ¢ekmek  suretiyle
osteoklastogeneze yol acan hasarli bolgeye sinyal gondermektedir. Kemik
olusumu (sagda), yeni lameller kemige ¢ok sayida osteoblast akisiyla baglamakta
ve bu osteoblastlar daha sonra ekstraselliiler astar hiicrelerine ya da kemik
matrisine gomiilii halde olan osteositlere doniismektedir [Bu sekil, (Hart ve

digerleri, 2020)'den alinmstir]
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Remodeling stirecinde, hasarli kemigin rezorbe edilmesi ve saglikli kemigin
bliytitiilmesi i¢in osteoklastlar ve osteoblastlar arasinda koordineli ve ardisik bir hiicresel
etkilesim s6zkonusudur (Szulc ve digerleri, 2006; Martin ve Correa, 2010; Crockett ve
digerleri, 2011). Boyle bir etkilesim, osteosit-osteoklast-osteoblast’dan olusan ¢ok hiicreli
birimlerden olusan yapilar araciligi ile kan dolasimi ve bag dokusu varliginda
gerceklesmektedir (Seeman, 2008a; Raggatt ve Partridge, 2010; Feng ve McDonald, 2011).
Remodelling siirecinde; kortikal kemik dokusu, tiinel benzeri bir rezorbe edici bosluk (2000
um uzunluk; 200 pum genislik) kullanarak, diisiik bir yilizey-hacim orani ve yavas bir
turnover sayesinde olusmakta iken, trabekiiler kemik dokusu ise yiizeysel bir hendek
benzeri rezorbe edici bosluk (60 pm derinlik) kullanarak, yiiksek yiizey-hacim orani ve daha
hizli turnover sonucu olusmaktadir (Hadjidakis ve Androulakis, 2006; Robling ve digerleri,
2006). Sonugta, her yil kortikal kemigin % 3-5'1 ve trabekiiler kemigin ise % 25-30'u
remodelling siireciyle yenilenmekte olup, yetigkin bir insan iskeleti yaklasik her 10 yilda bir
tamamen kendini yenilemektedir (Tablo 2.7) (Huiskes ve digerleri, 2000; Hadjidakis ve
Androulakis, 2006; Hart ve digerleri, 2020).

Tablo 2.7 Yetiskinde kemik remodeling siireci

BMU'nun 6mrii: 6-9 ay

Remodeling siiresi: 4-6 ay

Remodeling hizi: 25 pm / giin

Tek bir BMU ile degistirilen kemik hacmi: 0,025 mm3

Osteoklastlarin 6mrii: 2 hafta

Osteoblastlarin 6mrii (aktif): 3 ay

Ayni yerde birbirini izleyen remodeling olaylar1 arasindaki aralik: 2-5 y1l

Tiim iskeletin turnover orani: % 10 / y1l*

Kaynak: Tablodaki veriler (Huiskes ve digerleri, 2000; Hart ve digerleri, 2020)'den uyarlanmistir.

*Yilda % 10 yaklasik olarak kortikal kemik icin yillik % 4 (iskeletin % 75'i)) ve yillik % 28
trabekiiler kemik (iskeletin % 25') turnover varsayilir: [0,75 x 4] +[0,25 x 28] = % 10.

Kisaltmalar: BMU, osteosit-osteoklast-osteoblast’dan olusan birim
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2.2.10.4. Kemik Dokusu Degradasyonu

Degradasyon (yikim, bozulma), kemik materyalinin katabolik hiicresel aktivite sonucu
rezorpsiyona ugrayarak azalmasi ve sonugta kemigin mekanik giiciiniin tehlikeli bir diizeyde
azalma gosterdigi bir yikim siirecidir (Robling ve digerleri, 2006). Basitce ifade edilirse, 2
cesit degradasyon mevcuttur: (1) Mekanik degradasyon, hareketsizlige ve mikro yercekimi
etkilerine baglh “kullanmama durumlari”nda veya tekrarlanan mekanik yiikleme sonucunda
ortaya ¢ikan “asir1 kullanim durumlari”nda karsimiza ¢ikan Onlenebilir ve geri
dondiirtilebilir bir kemik yikim sekildir (Ehrlich ve Lanyon, 2002; Robling ve digerleri,
2006; Landrigan ve digerleri, 2011); (2) Mekanik olmayan degradasyon, ileri yaslanmada
karsimiza ¢ikan ve fizyolojik kemik kaybr ile karekterize osteopeni, osteoporoz ve diger
bazi kemik yikim durumlarini tanimlamaktadir (Martin ve Correa, 2010; Feng ve
McDonald, 2011; Lau ve Guo, 2011; Sandhu ve Hampson, 2011; Khosla, 2013). Kemik
yapiminin ve kemik onariminin hiicresel yonetimi esas olarak mekanik yiike duyarli bir
stire¢ oldugundan, yiikiin yoklugu veya asir1 yiik uyarisiin sézkonusu oldugu durumlar
rezorptif bir aktivite ya da kemik degradasyon ile sonuglanabilmektedir (Robling ve

digerleri, 2006; Feng ve McDonald, 2011; Lau ve Guo, 2011; Ellman ve digerleri, 2013).

Uzay yolculugunda oldugu gibi “mikro yercekimi” kosullarinin varliginda ya da kismi
veya tam felce sebep olmus omurilik yaralanmasinda oldugu gibi hareketsiz kalma
nedeniyle kullanilmama hallerinde mekanik yiiklerin tamamen ortadan kaldirilmasi
sonucunda kemik kiitlesinde hizli bir kayip ortaya ¢ikmaktadir (Rittweger ve Felsenberg,
2009; Klein-Nulend ve digerleri, 2012). Kemik dansitesi, mikro yer¢ekimi kosullarinin
varliginda veya kismi bir fel¢ ya da yaralanma olmaksizin bir hareketsizlik halinin
s6zkonusu oldugu durumlarda her ay yaklasik % 2 oraninda azalirken, kas-iskelet sistemi
yaralanmasinin s6z konusu oldugu ya da tam bir fel¢ nedeniyle immobilizasyon halinin s6z
konusu oldugu durumlarda ise, her ay yaklasik % 7 oraninda azalmaktadir (Lang ve
digerleri, 2004; Robling ve digerleri, 2006; Feng ve McDonald, 2011; Bettis ve digerleri,
2018). Bununla birlikte, kemik doku kesit alan1 ve mineral igerigindeki azalmalarda kemik
dansitesi Ol¢limleri normal sonuglar verebilmekle birlikte, kemik giicli iizerinde dramatik
sonuglara yol agmaktadir (Jarvinen ve digerleri, 2005; Davison ve digerleri, 2006; Fonseca
ve digerleri, 2014; Mosekilde ve digerleri, 2000). Progressif bir seyir gosteren kemik kayb1
trabekiiler kemik dokusunda kortikal kemige kiyasla daha hizli olmaktadir (Robling ve
digerleri, 2006; Feng ve McDonald, 2011; Mosekilde ve digerleri, 2000).
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Yasl kisilerde veya spinal kord hasar1 gegiren kisilerde kemik kesit alaninda materyal
kayb1 olmaktadir (Demontiero ve digerleri, 2012). Ornegin; biiyiimenin durmasindan énce
travma nedeniyle felcli kalan bireylerde, fel¢li olmayan kisilere kiyasla, kemigin periostal
¢evresinin daha kiiclik oldugu, ancak biiylimenin durmasindan sonra felgli kalan olan
bireylerin ise, fel¢li olmayan Kkisilere benzer bir periostal c¢evreye sahip olduklari
saptanmistir (Jiang ve digerleri, 2006; Dionyssiotis ve digerleri, 2011). Ote yandan, yasa
bagli olarak ortaya ¢ikan endosteal kemik rezorpsiyonunun mekanik bir yiik uygulanmasi
halinde azalma gosterip gostermeyecegi hususu ise heniiz belirsizdir (Hart ve digerleri,
2020). Kemige disaridan mekanik yilikleme uygulamasinin sebep oldugu bolgesel etkilerin
aksine, antirezorptif ilaglar etkilerini viicuttaki tiim kemikler iizerinde asistematik bir
sekilde gostermektedir (Lespessailles ve digerleri, 2016). Kemigin enine kesit alanlar1 ve
tiim kemik uzunlugu boyunca kemik yapimi ve kemik kayb1 arasinda karmasik bir etkilesim

sozkonusur.

[lging bir sekilde, disaridan asir1 mekanik yiik uygulanmasi durumunda kemik dokuda
rezorpsiyon ve degradasyon ortaya ¢ikabilmektedir (Popp ve digerleri, 2014). Herhangi bir
iyilesmenin yoklugu ve kemik yorgunlugu sonucunda mikro ¢atlaklar giderek birlesmek
suretiyle biiylime egilimi gostermektedir (Warden ve digerleri, 2006). Kemik onarimi ve
hasarli kemik dokunun temizlenmesinin yaklasik 1 aylik bir siire aldigi ve daha sonra bu
dokunun degistirilmesinin ise, yaklasik 3 aylik bir siireyi gerektirdigi bilinmektedir (Warden
ve digerleri, 2006; Popp ve digerleri, 2014). Yorgun kemik dokusu, mekanik yiik ile kemik
hasar1 arasinda progresif ve pozitif bir feedback dongiisii sozkonusudur (Tommasini ve
digerleri, 2008; Ellman ve digerleri, 2013). Kemik dokusu giiciliniin arttirilmast aligilmig
giinlik mekanik yiiklenmelere karsi kemik yorgunlugunu azaltmakta ve egzersizlerin sebep
oldugu dejenerasyona karsi daha fazla koruma saglamaktadir (Davison ve digerleri, 2006;

Robling ve digerleri, 2006; Fonseca ve digerleri, 2014).

2.2.11. Kemik Dokusu Giiciiniin Degerlendirilmesi

Kemigin saglamligin1 saglayan tip 1 kollajen lifleri iken, kemigin sertligini saglayan
ise hidroksiapatit kristalleri [3Ca3(PO4)-Ca(OH)2]’dir. Kemik dokunun giicti, kemige
disaridan uygulanan mekanik yiiklere karsi onun direncini ve dayanma yetenegini ifade

etmektedir (Tommasini ve digerleri, 2008; Fonseca ve digerleri, 2014; Popp ve digerleri,
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2014). Bir kemik dokunun giicii onun makroskopik ve mikroskobik diizeydeki yapisal
ozellikleriyle belirlenmektedir (Rho ve digerleri, 1998; Davison ve digerleri, 2006; Seeman,
2008a; Fonseca ve digerleri, 2014). Kemigin kollajendz ekstraselliiler matriks boliimii
gerilme kuvvetlerine karsi bir diren¢ saglarken, minerallerden ibaret olan inorganik kismi
ise onun kompresyona karsi olan direncinden sorumludur. Osteogenezis imperfecta adi
verilen hastalikta oldugu gibi kemigin kollajen kismiyla alakali olan durumlar ya da anti-
rezorptif ila¢ kullaniminda oldugu gibi kemigin mineralizasyonda degisiklige sebep olan
durumlar kemik dokunun zayiflamasiyla veya giiclenmesiyle sonug¢lanmaktadir.
Mikroskobik olarak, kemigin yapisinda trabekiillerin mevcut olup olmamasit da kemigin

dayanabilecegi biikiilme ve burulma kuvvetinin derecesini etkileyecektir.

Bolgeye ozgii spesifik kemik glicli adaptasyonlari disaridan uygulanan mekanik
yiikler tarafindan yonlendirilirken, tiim iskelet sistemini ilgilendiren genel sistemik kemik
glicli adaptasyonlar1 endokrinolojik hormonal degisiklikler tarafindan yonlendirilmektedir
(Martin ve Correa, 2010; Sandhu ve Hampson, 2011; Fonseca ve digerleri, 2014). Bir

kemigin giiciinii, onun anatomik ve fizyolojik 6zellikleri belirlemektedir.

Teorik olarak, bir kemigin Kkalitesinin kesitsel ve boylamsal olarak
degerlendirebilmesi i¢in onun yapisinin ve giiciiniin 6lglilebilir olmasi gerekmektedir
(Jarvinen ve digerleri, 2005; Fonseca ve digerleri, 2014). Bununla birlikte, bir kemigin
ancak in vivo erigilebilirligi boyle bir degerlendirme yapilabilmesine olanak saglamamakla
birlikte, kemikteki eski olaylar1 arastirmak i¢in ¢ogu kez kadavra kullanilmaktadir (Lai ve
digerleri, 2005; Tommasini ve digerleri, 2008). Bu nedenle, canli kemik dokusunun
adaptasyonunu degerlendirmek hala gii¢ olup, bugiin s6zkonusu sinirlamanin tistesinden
gelinmeye calisilmaktadir (Sekil 2.9) (Fonseca ve digerleri, 2014; Popp ve digerleri, 2014;
Hart ve digerleri, 2020).

Son yillarda, kemik mineral dansite Ol¢limi i¢in bilgisayarli tomografi (BT) ve
manyetik rezonans goriintiileme (MRGQG) tetkiklerinin de kullanimina iligskin baz1 ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Giiniimiizde kemik dokusu giiciiniin degerlendirilmesinde siklikla
basvurulan kemik dansitometrisi teknikleri; DEXA ve periferik kantitatif bilgisayarl
tomografi olup, bu tetkikler sayesinde elde edilen sonuglar serolojik ve urianalitik yontemler
kullanilarak bazi biyokimyasal belirte¢ 6l¢timleri yapilarak desteklenmektedir (Sekil 2.11)
(Hart ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.11. Kemigin 6zelliklerini degerlendirmek i¢in gerekli teknolojiler (sagda) ile birlikte
kemigin giiciiniin veya kirilganliginin materyal (malzeme) ve striiktiirel
(yapisal) belirleyicileri (solda); makroskopik, mikroskobik ve nanoskopik olarak
(yukaridan asagiya) gosterilmistir [(Fonseca ve digerleri, 2014)’den uyarlanarak

hazirlanmis olan bu sekil, (Hart ve digerleri, 2020)'den alinmistir]

DEXA, diistik c¢oziiniirlikli, tek diizlemli ve iki boyutlu bir kemik yogunlugu
goriintiileme cihaz1 olup, X-151mm1 ve diisiik seviyeli radyasyon kullanilarak kemik doku
kiitlesi miktarinin ve kemik dansitesinin in vivo olarak dl¢limiiniin yapilabildigi teknolojik
bir yontemdir (Fonseca ve digerleri, 2014; Hart ve digerleri, 2020). DEXA, dokudan gegen
isinlar yoluyla iki farkli foton enerjisi (140 KeV/70 KeV) yayilimini saglamak suretiyle, sert
dokunun yumusak dokudan ve yag dokusunun da yagdan yoksun diger dokulardan
ayirtedilmesini miimkiin hale getirmektedir (Toombs ve digerleri, 2012). DEXA, viicuttaki
tiim kemiklerin kalitesinin degerlendirilmesi (Cummings ve digerleri, 2002; Licata, 2009)
ve bolgesel kemik mineral yogunlugu (BMD) 6l¢tiimii i¢in yaygin bir sekilde kullanilan

giivenilir bir tarama yontemidir (Toombs ve digerleri, 2012; Hart ve digerleri, 2015).

Kemik bozukluklarinmn klinik tanisi, DSO tarafindan toplumdan elde edilmis DEXA
Ol¢timlerinden elde edilmis bolgesel BMD T-skorlarinin altin standart referans degerleri
dikkate alinarak yapilmaktadir (Licata, 2009). Bununla birlikte, DEXA kullanilarak
tanimlanmis olan skorlamada kemik doku materyalinin yapisi degerlendirilemedigi icin elde
edilen sonucun yetersiz oldugu bir gergektir (Hart ve digerleri, 2020). Boylece, DEXA’dan
elde edilmis tek diizlemli ve diisik c¢oziintirlikli goriintiler kemik doku giictindeki

farkliliklar1 ancak kismen agiklayabilecektir (Hart ve digerleri, 2020). Dolayisiyla, hem
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osteoporoz tanisiyla alakali tani yanligliklari, hem de ayni bireyin viicudun farkli
boliimlerinden elde edilen T-skorlarinda bolgesel farkliliklar sézkonusu olabilmektedir
(Boutroy ve digerleri, 2005). Aslinda, daha yogun dansite degerli kemigin her zaman daha
gliclii olacagini ya da diisiik yogunluk degerine sahip bir kemigin ise osteoporotik oldugunu
soylemek dogru bir yaklasim olmayacaktir (Boutroy ve digerleri, 2005; Licata, 2009; Popp
ve digerleri, 2014). Ayn sekilde, daha diisiik BMD degeri mevcudiyeti fraktiir riskinin daha
yiiksek olacagini telkin etmekle birlikte, BMD degeri ile fraktiir riski arasindaki iliskinin
stirekli degiskenlik gosterebildigi iddia edilmektedir (Licata, 2009; Popp ve digerleri, 2014).
Bu nedenle, daha dogru bir tan1 i¢in BMD 6l¢iimii yaninda kemik materyali yapisinin da
dikkate alindig1 ayrintili analizlerin yapilmasina gereksinim oldugu asikardir (Cummings ve

digerleri, 2002; Stagi ve digerleri, 2016).

2.2.12. Biyokimyasal Belirtecler

Kemik metabolizmasiyla ilgili  bicimlendirici ve rezorptif aktivitelerin
degerlendirilmesi amaciyla, kan ve idrar orneklerinde cesitli biyokimyasal belirteglerin
analizlerinin yapilmasii klinisyenler i¢in son derece yararli bilgiler saglamaktadir
(Srivastava ve digerleri, 2005). Bu 6l¢iimler sayesinde, kemik dokunun endojen (hormonlar,
sitokinler ve biliyiime faktorleri) ya da eksojen (mekanik yiiklenme) faktorlere verdigi
yanitin kemik yapimi ya da rezorpsiyon (kemik yikimi) seklinde mi olacaginin tahmin

edilmesi miimkiin olabilecektir (Camozzi ve digerleri, 2007).

Biyobelirtecler, kemik sagliginin degerlendirilmesinde oldukga yararlidir (Tablo 2.8)
(Srivastava ve digerleri, 2005; Hart ve digerleri, 2020). Ciinkii; sézkonusu biyokimyasal
ornekler kolaylikla elde edilerek oldukg¢a yiiksek bir duyarlilikla analiz edilebilmekle
birlikte, tek baslarinina tani degerleri olduk¢a simirlidir (Risteli ve Risteli, 1993; Allen,
2003). Ciinkii; bireyler arasinda oldukg¢a degisken olup, belli bir viicut bolimii hakkinda
bilgi saglamaktan ziyade, tiim iskeletin kiiresel anabolik veya katabolik aktivitesini temsil
etmektedirler (Risteli ve Risteli, 1993; Allen, 2003). Tiim bunlara ragmen, sozii edilen
biyokimyasal belirtecler erken doneme ait baslangi¢ degisikliklerinin dinamik bir sekilde
saptanabilmesi konusundaki duyarliliklar1 nedeniyle, radyografik ve dansitometrik cihazlar
tarafindan saglanan statik morfolojik 6l¢timler i¢in tamamlayici bir nitelik tagimaktadir

(Hart ve digerleri, 2020).
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Tablo 2.8 Serum ve idrar 6rneklerinde kemik olusumu ve kemik rezorpsiyonu siirecleri

degerlendirilmesi i¢in kullanilan kemik metabolizmasina ait biyokimyasal

belirtecler
.. Kemik
Biyokimyasal Belirte¢ Kisaltma Ornek
Metabolizmasi
Kemik alkali fosfat BAP /BALP Serum Yapim
Osteokalsin OCN/BGP Serum Yapim
Karboksi terminal, tip I kollajen PICP Serum Yapim
Aminoterminal, tip I kollajen PINP Serum Yapim
Piridinolin PYR Serum ve idrar Rezorpsiyon
Deoksipiridolin DPD /D-PYR Serum ve idrar Rezorpsiyon
Karboksi terminal ¢apraz bag, Rezorpsiyon
) P = ITCP Serum pey
prokollajen I
Karboksi terminal ¢apraz bag, . Rezorpsiyon
) wp s CTX Idrar P
prokollajen I
Aminoterminal ¢apraz baglanti, tip I . Rezorpsiyon
P s P NTX Idrar R
kollajen
Tartrata dayanikl asit fosfat TRAPS Serum Rezorpsiyon
Paratiroid hormonu PTH Serum Turnover hizi

Kaynak: Tablodaki veriler (Hart ve digerleri, 2020)'den uyarlanmigtir

Kemik doku, farkli makroskobik (trabekiiler ve kortikal kemik), mikroskobik
(immatiir ve matiir kemik) ve materyal (organik ve inorganik materyal) 6zelliklerine sahip
canli bir biyomateryal olup, mimarisi agisindan oldukga etkileyicidir. Insanin giinliik
aktivitelerini desteklemek tizere gerekli optimal mekanik destegin saglanmasi i¢in uygun bir
kemik kiitlesinin (boyut, geometri ve yogunluk) siirekli yapimi ve rejenerasyonu
osteoblastlar, osteoklastlar, osteositler ve kemik astar hiicreleri arasindaki karmasik ve

oldukea dinamik iliskiler onem tagimaktadir.

Disaridan uygulanan mekanik yiikiin varligi veya yokluguna ya da gesitli metabolik
sebepler sonucunda (Ornegin, menopoz nedeniyle kadin {ireme hormonlarinin
salgilanmasinin azalmasi) ya da degisik patolojik durumlara bagli olarak kemik yapimi ve
kemik yikimi arasinda mevcut olan homeostatik denge kolayca bozulabilmektedir. Normal
bliylime esnasinda, kemik dokudaki yapim ve rezorpsiyon siirec¢leri kemigin farkl
bolgelerinde lokalize olabilmektedir. Ayni sekilde, kemik yikimi kemik yapimindan daha

kisa bir stire icinde ve tipik olarak da kemik yapimindan daha 6nce sé6zkonusu olmaktadir.
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Kemik yapimi, once kollajen ag orgiisinin dosenmesi ve daha sonra bu Orgiiniin
mineralizasyonu olmak tizere, iki asamali bir slire¢ olup, mekanik yiiklere karsi verilen
yanitlar ilgili viicut bolgelerine 6zgii olarak farkli olabilmektedir. Bu béliimde, klinisyenler
ve arastirmacilar i¢in olduk¢a karmasik bir konu olan ve dinamik bir 6zellik gosteren kemik
dokusunun morfolojik ve biyolojik temelleri iizerinde durulmustur. Klinik uygulamada,
DEXA gibi X-151n1 kullanan kemik yogunlugu 6l¢tim yontemleri kullanilarak kemik yapimi
stirecini anlamaya ¢alismanin kemik mineralizasyonu agisindan yetersiz olacagi, sozii edilen
yogunluk degisikliklerin in vivo ve invazif olmayan metodolojiler kullanilarak
degerlendirilmesi icin asgari 6-12 aylik bir zaman periyodunun gerekli oldugu, ancak daha
dogru bir degerlendirme i¢in serum veya idrar orneklerindeki sistemik biyobelirteglerin
analiz edilmesine ve hatta kemik biyopsisi islemine gereksinim olabilecegi hususu her

zaman akilda tutulmalidir.

2.2.13. Malniitrisyon, inflamasyon ve Osteoporoz iliskisi

Osteoporoz, yasamin her yasinda ortaya cikabilen heterojen bir durum olup, disiik
kemik kiitlesi ve artmis kemik kirillganlifi ile karakterize bir durumdur. Osteoporozun
etyolojisinde, PKM gibi ¢esitli endokrin, metabolik ve mekanik faktorler (paratiroid
hormonu ve kalsitonin salgilanmasindaki anormallikler, yetersiz D vitamini ve kalsiyum
alimi, menopoz sonrast hormonal durum, gebelik, beslenme bozukluklari, hareketsizlik ve
kortizon gibi ilaglarin kullanimi dahil olmak iizere) yer almaktadir (Ginaldi ve digerleri,
2005). Son zamanlarda yapilmis olan klinik ve deneysel caligsmalar, 6zellikle inflamasyonun
kemik dongiisii ve kemik yeniden sekillenme siireci {izerinde ¢ok 6nemli bir etkiye sahip
oldugunu ve osteoporoz ile sonuglandigimi géstermektedir (Ginaldi ve digerleri, 2005). Bu
siiregte, osteoblast ve osteoklastlarin diizenlenmesinde etkili olan pro-inflamatuar

sitokinlerin 6nemli rol oynadig1 varsayilmaktadir.

Deneysel ve klinik gozlemler, sistemik osteoporozun sistemik inflamasyon donemiyle
ortistiigiinii ve bolgesel osteoporozun bolgesel inflamasyon alanlariyla birlikte lokalize
oldugunu ortaya koymaktadir (Ginaldi ve digerleri, 2005). Bu c¢alismalar, yaslanma,
menopoz ve PKM gibi inflamasyon ile karekterize durumlarda osteoporoz gelisme riskinde
artts oldugunu bildirmektedir (Ginaldi ve digerleri, 2005). Nitekim, epidemiyolojik

calismalar da kronik inflamatuar eklem hastaliklarinda, osteoporoz insidansinda artig
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oldugunu gosterilmistir. Bu durum, bu hastalarda gézlemlenen yiiksek sistemik inflamatuar
ortam ve kemik yeniden sekillenmesini etkileyebilen glukokortikoid tedavisinin
kullanimindan kaynaklanabilir (Murariu ve digerleri, 2013). Bu gibi durumlarda, IL-1, IL-6
ve TNF-a gibi pro-osteoklastik sitokin diizeylerinde artig oldugu ve sitokinlerin osteoklast
aktivitesi lizerine de stimiile edici oldugu iddia edilmektedir (Ginaldi ve digerleri, 2005).
Diger sitokinler arasinda, 6zellikle TNF-a'nin TNFR1 yoluyla osteoporozda rol oynayan

o6nemli bir oyuncu oldugu goriilmektedir (Ginaldi ve digerleri, 2005).

2.3. Epifiz Bezi ve Melatonin

Epifiz bezi, insan beyninin geometrik merkezinde lokalize olup, ortalama 150 mg
agirligindadir (Tan ve digerleri, 2018). Bu anatomik yapi, tiim omurgalilarda saglikli bir
yasam slirdiiriilmesi i¢in olduk¢a 6nemli olan bir organdir. Ayni canli tiirii i¢in yerkiirede
giineyden kuzeye ya da ekvatordan kutuplara dogru gidildikce epifiz bezi agirliginda artis
olmakta ve yine ayni canli tiirleri arasinda zor yasam kosullarinda yasayanlarin epifiz bezi

agirliginin digerlerine kiyasla daha fazla oldugu bildirilmistir (Tan ve digerleri, 2018).

Epifiz bezinin biiytikliigii, insanlarda 2 yasina dogru maksimum degerine ulagsmakta,
daha sonraki dénemde ise, biiylikligii ayn1 kalmaktadir (Tapp ve Huxley, 1972). Diger
yandan, obezite ve insomni gibi durumlarda ise, epifiz bezi biiyiikliiglinde azalma

olmaktadir (Tan ve digerleri, 2018).

2.3.1. Terminoloji

2 3

Terminolojik olarak, epifiz bezi “pineal cisim (pineal body)”, “pineal bez (pineal
gland)” ve “epifizis serebri” olarak da bilinen bir anatomik yapidir. Latincede, “glandula
superior” ve “glandula pinealis” olarak adlandirilirken; grek¢ede, “conarium” ve “konarion”
olarak bilinmektedir (Tapp ve Huxley, 1972). Epifiz bezi, dis goriiniim olarak, fistik ¢cami

(pinus pinea) kozalagi, soya fasiilyesi ya da armut benzeri bir anatomik olusumdur.
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2.3.2. Felsefe

Bati1 felsefesinde “hafizanin kapagi” (Herophilus), “ruhun merkezi” (Rene Descates
1596-1650), “tanr1 organ1”, “epifiz gozii” ve “lg¢lincii g6z olarak adlandirilan ufacik bir
yap1 olan epifiz bezi, dogu felsefesinde “Shiva’nin gézii” ve “Dangma’nin gozii” (Tibet)

olarak adlandirilmaktadir (Tapp ve Huxley, 1972).

2.3.3. Anatomi

Habenular
Farmissar

Sap

st KEk

/

Apeks
2. wentrikidlin
Fineal Resesi

Fosteriar
/ Famissar

Alt Kok
Sekil 2.12. Epifiz bezinin anatomik yapisi [Bu sekil, (Tapp ve Huxley, 1972)'den alinmistir]

Epifiz bezi, anatomik olarak, basitge 4 kisimdan olusmaktadir (Sekil 2.12): (1) Apeks;
(2) Govde; (3) Sap; ve (4) Uzantilar (kokler) (Tapp ve Huxley, 1972).

2.3.4. Histoloji

Histolojik olarak, epifiz bezi 3 kisimdan olugmaktadir: (1) Kapsiil; (2) Trabekiil; ve
(3) Parenkim. Epifiz bezi parenkim dokusunda yer alan olusumlar sunlardir: pinealosit (ana
hiicre), mikroglia, astrosit, peptiderjik noron-benzeri hiicreler, perivaskiiler fagositler,
interstisyel hiicreler, kan damarlar1 (kan sinisleri), sinir sonlanmalar1 (sempatik,

parasempatik ve duyusal), laminer halka konkresyonlar1 ve kalsit mikrokristaller (Tapp ve
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Huxley, 1972). Epifiz bezi bobrek ve koroid pleksus gibi oldukca zengin vaskiilariteye sahip
bir olusumdur. Histolojik olarak, pinealosit, astrosit, mikroglia, peptiderjik noron-benzeri

hiicreler ile sinir sonlanmalarindan olusmaktadir.

2.3.4.1. Pinealosit

Terminal

3. Ventrikalin
Pineal Resesi

Tomurcuk

Golgi Cismi

Tanisit
Hucresi

- Kapiller
(Granulli ER)

Lipofusin Pigmenti

» GABA, indolamin

jaba B ve Peptidler

Noroglia

Mitokondri

Sekil 2.13. Pinealosit hiicre yapisi sematik olarak gosterilmistir [Bu sekil, (Sahai ve Sahai,
2013)'den alinmistir]

Epifiz bezindeki tiim hiicre popiilasyonunun % 95°1 pinealositlerden olusmakta olup,
Pax6-noroepitelyal hiicrelerinden gelismektedir (Tan ve digerleri, 2018). Pinealositler ileri
derecede modifiye noronlar olup, kordon ya da kiime seklinde diizenlenmislerdir.
Pinealositlerin hiicre govdesi ¢ok yiizlii bir 6zellik gostermekte olup, 4-6 adet hiicre

uzantisina sahiptir (Sekil 2.13) (Tan ve digerleri, 2018).

Morfolojik olarak, pinealositlerde su yapilar yer almaktadir: nukleus, golgi cisimcigi,
ER (kaba ve graniillii), mitokondri, mikrotubiiller, lipofusin pigmenti, terminal tomurcuklar
ve membrandz keseler (Tapp ve Huxley, 1972; Tan ve digerleri, 2018). Diger néronal
hiicrelere kiyasla, pinealositdeki mitokondri sayisi ¢cok fazladir ve mitokondri MT nin hiicre

icin ana sentez yeri oldugu ileri stirtilmiistiir (Tan ve digerleri, 2018).

Pinealositler dinamik bir morfolojiye sahip olup, karanlikta MT sentezi artmakta ve
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flizyon olmaktadir. Buna karsin, aydinlikta ise, MT sentezi azalmakta ve boliinme
olmaktadir. MT, mitokondrial morfolojiyi de regiile etmekte olup, fiizyon artma gosterirken,
bolinme azalma gostermektedir (Tapp ve Huxley, 1972; Tan ve digerleri, 2018).
Pinealositlerde bulunan terminal tomurcuklar kan kapiller damarlarinda ya da 3. ventrikiil
duvarinda sonlanmakta olup, bazi molekiillerin kan dolasimi ya da beyin omurilik sivisi
(BOSY) igine transfer edilmesini saglamaktadir (Tan ve digerleri, 2018). Membrandz keseler

retinanin koni hiicrelerine benzer yapilardir (Tan ve digerleri, 2018).

Pinealosit tipleri: (1) Aydinlik tipi (hiicre gdvdesi yuvarlak ya da oval, yuvarlak
nukleuslu, vezikiil ve ribbonlardan zengin); (2) Karanlik tipi (farkli sekillerde, ¢ok sayida
niikleer katlanma olusturan niikleer tanecikler, sitoplazmasi pigmentli); ve (3) Ugiincii tip
(¢ok kiigiik hiicre tipi, asir1 derecede ince, hiicre govdeleri elonge ve nukleuslar1 elonge)

(Koshy ve Vittevel, 2001).

Pinealositlerde sentezlenen ve epifiz bezinden salinan maddeler sunlardir: (1)
Testosteron, pregenolon ve dstradiol gibi norosteroid hormonlar, kolesterolden sentez edilen
hormonlar (testosteron, pregenolon ve Ostradiol); ve (2) MT, norepinefrin (noradrenalin)
(NA), serotonin, triptofan, 5-hidroksitriptamin (5-HT) ve di-metiltriptamin (DMT) gibi

indolaminler (Tan ve digerleri, 2018).

2.3.4.2. Astrosit ve Mikroglia

Tipk1 pinealosit gibi, MT sentez yetenegine sahip olan epifiz bezi hiicreleri olup,
oksidatif stres ve inflamasyon gibi MT gereksiniminin arttig1 durumlarda faaliyet gosterirler

(Tan ve digerleri, 2018).

2.3.4.3. Peptiderjik Noron-Benzeri Hiicreler

Histokimyasal boyama ile bu hiicrelerin epifiz bezi parenkimi i¢inde saptanmuistir.

Sentez ettikleri ya da salgiladiklari hormonlara gore siniflandirilmaktadirlar.
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2.3.4.4. Sinir Sonlanmalar

Epifiz bezinde 3 tip sinir sonlanmasi mevcut olup, her biri farkli roller {istlenmistir:
(1) MT sekresyonundan sorumlu olan sempatik sinir sonlanmalari; (2) geri bildirim
(feedback)’den sorumlu olan parasempatik sinir sonlanmalari; ile yine (3) geri bildirim’den

sorumlu olan duyusal sinir sonlanmalar1 (Tan ve digerleri, 2018).

2.3.5. Goze Isik Sinyali Gelmesi Sonrasi “Fototransdiiksiyon” Asamalari

Suprakiazmatik
Nukleus (SCN) Korpus Kallozum

Paraventrikler
Nukleus (PVN)

Nervous Conarii

Beyinsap!
" Retikiler
‘u.: Nukleular

Retinohipotalamik Internal
Karotid Arteri
Traktus Cevreleyen
Sempatik Pleksus
Retikulospinal :
Traktus

Superior

Servikal

Sempatik

Ganglion

Spinal Kord

(Th1-Th3) ~\Th1 Spinal Sinir

Sekil 2.14. Goze 151k sinyali gelmesi sonrasi “fototransdiiksiyon” asamalar1 gematize

edilerek gosterilmistir [Bu sekil, (Standring, 2008)'den alinmistir]
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Sekil 2.14’de goriildiigii gibi, goze 151k sinyali gelmesi sonrasi “fototransdiiksiyon”

isleminde retina, suprakiazmatik nukleus (SCN), mezensefalon, spinal kord (Thl), superior

servikal sempatik ganglion, internal karotid arteri ¢evreleyen sinir pleksusu, nervous conarii

ve epifiz bezinden olusan toplam 5 -7 adet néronal yol rol oynamaktadir (Standring, 2008;

Bhuiyan ve digerleri, 2018).

2.3.6. Retinadan Epifiz Bezine Isik Uyarani “Fotoreseptor” Asamalar

Goze 151k sinyali gelmesi sonrasi, 11k uyaraninin retinadan epifiz bezine ulastigi

“fototransdiiksiyon” agsamalar1 Sekil 2.15°de 6zetlenmistir.

Retina ! =l

Optik sinir

i Optik kiazma

Spinal kordun
ust torasik
segmentlerindeki
lateral kolon

'

Th1 spinal siniri

— Retikiilospinal G

traktus

Superior servikal B

sempatik ganglion

== | Mezensefalon'dak

retikiiler
formasyon

}

Hipotalamus'daki
suprakiazmatik
nukleus

internal karotid
arteri gevreleyen
sinir pleksusu

}

Nervous conarii

Sekil 2.15. Goze 151k sinyali gelmesi sonrast “fototransdiiksiyon™ asamalart sematize

edilerek gosterilmistir [Bu sekil, (Sahai ve Sahai, 2013)'den alinmistir]

53



2.3.7. Epifiz Bezinin Noral Traktuslar:

Epifiz bezi ile pre-tektal alam1 baglayan miyelinli ve miyelinsiz liflerin varlhig
gosterilmistir. Epifiz bezinin anterior inferio-ventro-lateral boliimiinde daha 6nce rapor
edilmemis olan ve fiziki olarak posterior kommissiirden ayr1 ve farkli bir ¢ift lif traktusunun
mevcut oldugu bildirilmistir. Bu traktuslar epifiz ¢ukurunun duvarina ait striiktiirel bir
komponent olup, elektron mikroskopta bu traktus ciftindeki lifler ¢aplart 1-3 mm ve 5-8 mm
olmak tizere iki farkli biiyiikliikte miyelinli lifler seklindedir (Tan ve digerleri, 2018). Bu
traktustaki lifler epifiz bezine girmekte ve lateral pre-tektal alana dogru kisa bir mesafe

izlenebilmektedir. Bu traktus ¢iftinin ¢ikis ve sonlanma noktasi tam olarak bilinmemektedir.

2.3.8. Epifiz Bezinin Mineralleri

Epifiz bezinde mevcut olan “lamelli kalkerli cisimler”, epifiz bezinin i¢inde ya da
¢evresinde yerlesim gosterirler, epifiz bezinde sekil bozukluguna (deformasyona) sebep

olabilirler ve ¢ogu kez pinealosit’lerin sitoplazmik membranina tutunmus halde bulunurlar.

Epifiz bezinin floriir (F") igerigi 300-21000 ppm olup, viicutta bulunan toplam F~
miktarinin % 99°u kalsifiye olmus dokularda bulunmaktadir (Tan ve digerleri, 2018). Epifiz
bezinin, F~ birikiminden en ¢ok etkilenen organ olmasi bu bezin ¢ok énemli bir 6zelligidir
(Tan ve digerleri, 2018). Ancak, epifiz bezinin F~ i¢erigin nigin yiiksek oldugu hala agikliga
kavusturulamamis bir durumdur. Bu konuda bilinen tek sey; manyetik kuvvetlerin floriirii
epifiz bezine dogru ¢ekmekte oldugudur. Sonugta, F~, epifiz bezinde diger organlara
kiyasla, bariz bir sekilde daha fazla miktarda yer almaktadir. Onemli olarak, F~ iceriginin,
epifiz bezinin kalsifiye olmayan yumusak kisminda yaklasik 300 ppm iken, kalsifiye olan
sert kisminda yaklasik 21000 ppm oldugu saptanmistir (Tan ve digerleri, 2018).

2.3.9. Epifiz Bezinin Fonksiyonlari

1917 yilina kadar, uzun bir siire, epifiz bezinin hi¢bir fonksiyonel 6nemi olmayan ve

sadece yaslanma sonucu dejenere bir hale gelen vestigial (korelmis) bir yapidan ibaret
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oldugu distiniilmustiir. Epifiz bezinin, gérme duyusunun diizeltilmesi i¢in evrimsel
degisime ugramis bir organ oldugu kabul edilmektedir. Eskiden, epifiz bezinin makroskobik
anatomik yapisi, cesitli spiritual (manevi, ruhsal) fenomenler ile olan birlikteligi ve inek
epifiz bezi Oziitiiniin kurbaga cildine temas ettirilmesi halinde, kurbaga cildinin renginde
beyazlama olmasi disinda, epifiz bezi hakkinda bagkaca bilinen bir sey yoktu. Clinkii; bilim
insanlar1 epifiz bezinin ¢esitli spiritual fenomenler ile olan iligkisi nedeniyle, baslangigta bu

bezle ilgili herhangi bir ¢calisma ya da deney yapmaktan bilingli bir sekilde kaginmislardir.

[Ik kez 1958'de ABD’de Yale Universitesi'nden Aron B. Learner ve diger
arastirmacilar epifiz bezi oziitinde MT varhigin1 saptamistir (Tan ve digerleri, 2018).
Epifizden MT sekresyonu icin sempatik uyaran gerekmekte olup, epifiz bezinin
fonksiyonlart ortamin aydinlik ya da karanlik olmasina gére degisim gostermektedir. Soyle
ki; karanlikta epifiz bezi fonksiyonu artis gostermekte iken, aydinlikta epifiz bezi
fonksiyonunda bir azalma olmaktadir. Epifiz bezinden hem kapiller kan dolasim1 i¢ine, hem
de BOS i¢ine stirekli bir sekilde MT salinimi olmaktadir. MT, bir “kronobiyotik molekiil”

olup, SCN ile birlikte “sirkadiyen ritm”in diizenlemesinde rol oynamaktadir.

Peptid grubu hormonlar hipofiz, tiroid, paratiroid, adrenal korteks, adrenal medulla,
ovaryum, testis ve pankreasi inhibe etmektedir. Arjinin vazotosin-gonadotropin hormonu,
epifiz bezi antigonadotropini, gonadotropin salgilatict hormonlar, prolaktin salgilatici ve
inhibitér hormon, tirotropin salgilatici veya inhibitér hormon ile neurofizin-6nhormon

peptid grubu hormonlar olarak bilinmektedir.

2.3.10. Epifiz Bezi ve Sirkadiyen Ritm

Insanlarda epifiz bezinin “biyolojik saat”in kontrol kulesi oldugu klasik bir goriis
olmakla birlikte, s6zkonusu fonksiyonun SCN tarafindan yerine getirilmekte oldugu hususu
ise, hala tartismalidir. Retina, iris, cilt ve epifiz bezinde 11k algilama yetenekleri mevcut
olup, hiicre kiiltiirtinde bunlarin hepsi sirkadiyen ritmden bagimsiz davranmaktadir.
Insanlarda, retina; jet lag sonrasi “biyolojik saat” gibi ayarlanabilen ya da yeniden ayar
edilebilen bir saate sahip oldugu diistiniilmekle birlikte, sozii edilen saatin anatomik yeri

hentiiz tam olarak belirlenememistir (Sekil 2.16) (Tan ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.16. Epifiz bezinin i¢inde yer aldig1 sirkadiyen ritm ile ililgkili anatomik yapilar
sematik olarak gosterilmistir. Kisaltmalar: MRGC melanopsin igeren retinal
ganglion hiicreleri; RTH, retino-hipotalamik traktus; SCN, suprakiazmatik
nukleus; PVN, paraventrikiiler nukleus; IMCC, intermediolateral hiicre
kolonu; SCG, sempatik servikal ganglion; PG, epifiz bezi; Mel, melatonin [Bu

sekil, (Tan ve digerleri, 2018)'den alinmistir]

2.3.11. Epifiz Bezi Fonksiyonlarimni Etkileyen Cesitli Faktorler

Karanlik, sempatik uyarici, epifiz bezi tlimorleri, giines patlamasi (solar flare),
ultraviyole 1s181-sabah glinesi, kizilotesi enerjisi-aksam giinesi, noradrenalin geri-alim
inhibitorleri, serotonin geri-alim inhibit6rleri ve noroleptikler epifiz bezi fonksiyonlarini
stimiile etmektedir. Buna karsin, aydinlik, EMA, kiziltesi enerjisi, cep telefonlari,
mikrodalga yayan cihazlar, kuvvetli manyetik alan, F~ birikimi, kalsiyum tortulari,
Alzheimer hastalig1, stres, yiiksek irtifa, PKM gibi beslenme bozukluklari, beta-adrenerjik
antagonistler, monoamin tiiketen ajanlar, triptofan eksikligi, benzodiazepinler ve nonsteroid

antienflamatuar ilaglar epifiz bezi fonksiyonlarini inhibe etmektedir.
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2.3.12. Melatonin

Kurbaga derisinde bulunan melanoforlarin beyazlamasina yol acan ve pinealosit i¢ine
alman trifptofanin N-asetiltransferaz (NAT) enzimiyle serotonine dontstiiriilmesi ve
hidroksiindol-o-metiltransferaz enzimi araciligi ile sentez edilen madde MT dir (Sekil 2.17
ve Sekil 2.18).

H,CO
3 CH2-CH2—PII—(|:I—CH3
i \2 H O

I
H

Sekil 2.17. MT nérohormonunun biyokimyasal yapisi [Bu sekil, (Sener, 2010)'den

alimustir]

MT, basta epifiz bezi olmak {izere viicuttaki ¢esitli doku ve hiicrelerde sentez
edilmektedir: (1) Pineal MT; ve (2) Ekstrapineal MT. Asagida ayrintili bir sekilde
aciklanacag gibi, oncelikle epifiz bezi tarafindan sentezlenen ve salgilanan (“pineal MT”),
ancak retina, testisler, Harderian bezi, kemik iligi ve gastrointestinal sistem dahil olmak

tizere, diger organlar tarafindan da salgilanan (“ekstrapineal MT”) bir hormondur (Reiter ve

digerleri, 2013).

X Triptofan
triptofan
S-hidroksilaz

5- hidroksitriptofan
S-HTP-

dekarboksilaz Pinealosit
Serotonin

serctonin-
N-asetijtransferaz

N-asetilserotonin
Hidroksiindol-o-
Metiltransferaz

Melatonin

FH=

Sekil 2.18. Triptofan’dan MT sentez basamaklarini 6zetleyen sematik ¢izim. Kisaltmalar:
NA, noradrenalin (norepinefrin); SCN, suprakiazmatik nukleus; PVN,

paraventrikiiler nukleus. [Bu sekil, (Sener, 2010)'dan alinmistir]
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Epifiz bezinden gece yiiksek ve giindiiz diisiik diizeyde olmak tizere, sirkadiyen ritm
seklinde salman “pineal MT” once kapiller arterler, daha sonra venler ve siniislere
dokiilerek kan dolagimina katilmaktadir. Daha 6nemli bir sekilde, memelilerde 3. ventrikiile
komsu olan epifiz bezinden salinan fazla miktarda MT dogrudan BOS igine karisarak,
BOS’da oldukga yiiksek bir MT diizeyine sebep olmakta ve canlinin ¢esitli giinliik biyolojik

aktivitelerini diizenlemektedir (Tan ve digerleri, 2018).

Diger yandan, retina, Harder bezi, deri, lens, silier cisim, bagirsak, testis, ovaryum,
uterus, kemik iligi, plasenta, oosit, eritrosit, lenfosit, astrosit, glial hiicreler ve néronlar gibi
farkli yapilarda sentez edilen “ekstrapineal MT” miktarinin epifiz bezinde sentez edilen
MT’den daha fazla oldugu ileri siirtilmiistiir (Tan ve digerleri, 2018). Ancak, ekstrapineal
MT epifiz bezinden sentez edilerek, kan dolagimina ya da BOS igine karisan M T den farkli

olarak; sirkadiyen ritm regiilasyonunda rol oynamamaktadir (Tan ve digerleri, 2018).

Epifiz bezinden MT sentezi; sirkadiyen bir sekilde, fotoperiyodik kosullara uygun
olarak olmaktadir. Aydinlikta, retinadan ¢ikan uyaranlar hipotalamusta SCN ve
paraventrikiiler nukleus (PVN)’ye ve oradan da SCG’a geg¢mektedir. Karanlikta ise,
postganglionik sempatik liflerden NA ve depolardan serotonin, 5-HT, DMT ve NAT

saliverilmesine yol agmaktadir.

Kan dolagimi1 (plazma) MT diizeyi, gece 23:00 ila 03:00 aras1 doruk degerine (20-200
pg/ml) ulagsmakta, giindiiz ise en diisiik diizeye (0-20 pg/ml) diismektedir (ortalama 60-70
pg/ml) (Sener, 2010). Epifiz bezinden salinan (pineal) MT sirkadiyen ritmi ile BOS’daki
MT sirkadiyen ritmi birbirine benzer olup, keskin bir ylikselme ve diisme gosteren kare
(square) seklindedir (Sekil 2.19) (Tan ve digerleri, 2016). Ekstrapineal olarak sentez edilen
ya da diyetle eksojen olarak alinan MT plazma MT diizeyinde bir artisa yol a¢cmakla
birlikte, epifiz bezi ve BOS’da mevcut endojen MT sirkadiyen ritm &zelliklerine sahip

degildir (Tan ve digerleri, 2018).

In situ epifiz bezinde sentezlenip 3. ventrikiil’de BOS i¢ine sirkadiyen bir ritm ile
salinan MT organizmadaki tiim biyoritmlerin ana sinyali olup, beyni oksidatif hasara kars1
da korumaktadir. Son yillarda, meyva, sebze, yumurta, balik, et, kahve, sarap vb yiyecek ve
iceceklerin igeriginde bol miktarda MT bulundugu ve bunlarin tiikketilmesi sonucu kan
dolasimi MT diizeyinde artig oldugu, ancak BOS’daki gibi “square seklinde” bir MT diizeyi
degisikligine sebep olmadigt ve SCN’yi ve PVN’yi etkilemedigi ve dolayisiyla
kronobiyolojik bir sonu¢ dogurmadigi iddia edilmistir (Tan ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.19. Karanlikta, kan dolasiminda ve 3. ventrikiil i¢inde bulunan beyin omurilik
stvisinda Slgiilen MT diizeyleri karsilastirmali olarak goriilmektedir [Bu sekil,

(Tan ve digerleri, 2016)'dan alinmistir]

MT norohormonu suda kismen ve lipidlerde ise, yiiksek oranda ¢6ziindiigii icin
hiicrelere ve dokulara girisi kolaydir. Farkli farmakolojik 6zelliklere sahip olan membran
bagimli 2 tip membran reseptériic (MT1 ve MT2) tanimlanmistir: MT1 ve MT2. Bu
reseptorlerden MT1 reseptorleri serebellum, hipokampus, SCN, hipotalamus, talamus,
serebral korteks ve retina gibi noral yapilarda ya da ovaryum, bobrek ve ince bagirsak gibi
noral olmayan dokularda gosterilmistir. MT1 reseptorlerinin MT1a, MT1b ve MT1c¢ olmak
tizere 3 alt tipi vardir. Buna karsin, MT2 reseptorlerinin memeli hiicrelerinde spesifik
dagilimi heniiz tam olarak ortaya konulamamistir (Reppert ve digerleri, 1996). Fizyolojik
olarak, MT islevlerini genellikle membran reseptorleri ve niikleer reseptorler ile etkilesime
girmek suretiyle yerine getirmektedir (Ren ve digerleri, 2017; Tordjman ve digerleri, 2017,
Zarezadeh ve digerleri, 2020). Ren ve digerleri (2017) gelisme ve farklilasma gibi 6nemli
biyolojik siire¢lerde rol oynayan T hiicrelerinde MT ile iligkili ¢esitli membran ve niikleer

reseptorlerin meveut oldugunu gostermistir (Ren ve digerleri, 2017).

MT karacigerde metabolize edilmekte ve 6-hirdoksimelatonin’e doniiserek idrar ile

atilmaktadir. Son yillarda tiikkritk MT diizeyi de epifiz bezi fonksiyonunun bir gostergesi
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olarak kabul edilmektedir. Bugiine kadar yapilmis ¢aligmalar sayesinde, MT norohormonu
sirkadiyen ritm diizenleyici (jet lag Onleyici), anti-oksidatif, immiinomodiilator, antitoksik,
anti-inflamatuar, noroprotektif, antimitotik, anti-apoptotik ve antikanserojen, yaslanmay1
geciktirici ya da genglestirici (anti-aging), metabolizma diizenleyici, anti-dejeneratif,
rejeneratif, hipnotik, antidepresif, antihipertansif ve analjezik Ozelliklere sahip oldugu
ortaya konulmustur (Reiter ve digerleri, 2000; Reiter ve digerleri, 2001; Ladizesky ve
digerleri, 2003; Turgut ve digerleri, 2003a; Turgut ve digerleri, 2003b; Uslu ve digerleri,
2007; Reiter ve digerleri, 2010; Reiter ve digerleri, 2013). Ozellikle, MT’nin
immiinomodiilasyonda ¢ok 6nemli bir igleve sahip oldugu goriisii oldukea yaygin bir sekilde
kabul gormiistiir (Ren ve digerleri, 2017; Ghareghani ve digerleri, 2018). Giiclii bir
immiinomodiilatér olan MT nin ayrica hem proinflamatuar hem de anti-inflamatuar etki
gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Reiter ve digerleri, 2000; Hardeland, 2018). izole edilmis
l6kosit tlirevli preklinik ¢aligmalarda ve insanlarda yapilan klinik caligmalarda, MT nin
gostermis oldugu proinflamatuar etkiyle patojenlere karsi konagin savunma giiciinii artirmig

oldugu kanitlanmistir (Maestroni ve digerleri, 2002).

Daha onceki boliimlerde anlatildigi gibi, PKM’de antioksidan savunma sisteminde
bozulma meydana geldigi i¢in hiicre zedelenmesinin ortaya ¢ikmasi ka¢inilmaz olmasina
karsin, geceleri epifiz bezi tarafindan salinan ve immiinomodiilator islevi de olan MT nin
diisiik konsantrasyonlarda bile lipid peroksidasyonu ve sitotoksisiteyi azaltmak suretiyle
antioksidan bir etki sagladig1 ve niikleer DNA’nin oksidatif hasarini azalttigi gosterilmistir.
Epifiz bezinden salinan MT ile makrofajlarin fonksiyonlar1 arasinda yakin bir baglantinin
mevcut oldugu, MT’nin IL-6 ve TNF-a gibi sitokin diizeylerini azaltmak suretiyle
inflamasyon {izerinde inhibe edici Ozellige sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Lissoni ve
digerleri, 1994; Zarezadeh ve digerleri, 2020). Aym sekilde, epifiz hormonu MT nin IL-
2’nin sebep oldugu makrofaj aktivasyonunun modiilasyonunda da rol oynadigi iddia
edilmisir (Lissoni ve digerleri, 1991). Chen ve digerleri (2016) tarafindan gergeklestirilen
yeni bir deneysel c¢alismada, MT’nin santral sinir sistemindeki I[L-17 ekspresyonunu
azalttig1l, dalak dokusundaki dendritik hiicrelerden IL-27 salgilanmasini artirmak suretiyle

IL-10 ekspresyonu iizerine uyarici etki yaptigi saptanmistir (Chen ve digerleri, 2016).
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2.3.13. Melatoninin Osteogenez Uzerine Olan Etkileri

MT norohormonu: (1) PTH, tip 1 kollajen ve ALP diizeylerinde artisa sebep
olmaktadir; (2) MKH nin MT2 reseptérlerine baglanmak suretiyle, onlarin (pre)osteoblast
hiicrelerine farklilagsmasini saglamaktadir (Sekil 2.18) (Zhang ve digerleri, 2013; Chu ve
digerleri, 2017); ve (3) OSP, kemik morfogenetik protein (BMP)-2 ve OCN gen
ekspresyonlarin1 artirmak suretiyle, osteoblast proliferasyonu, osteosit olusumu ve
mineralizasyon ile kemik olusumunu saglamaktadir (Sekil 2.20) (Maria ve Witt-Enderby,

2014; Tan ve digerleri k, 2018).
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Sekil 2.20. MT’nin kemik yapimi ve yikimi {iizerine olan etkileri sematik olarak
gosterilmistir. Kisaltmalar: ALP, alkalen fosfataz; PTH, paratiroid hormon;
OSP, osteopontin; OCN, osteokalsin; OPG, osteoprotegerin, TRAP, tartarat
direngli asit fosfataz; CTR, kalsitonin reseptdrii;, BMP, kemik morfogenetik

protein [Bu sekil, (Maria ve Witt-Enderby, 2014)'den alinmistir]

Son yillarda gerceklestirilen preklinik deneysel ve klinik c¢alismalarda, MT
hormonunun kemik dokudaki osteoklast aktivitesini ve apoptozu azalttigi, buna karsin
osteoblastik osteoblastik aktiviteyi ise artirict bir etki gostermek suretiyle, “osteogenezis”

progesi iizerine osteoindiiktif etki gosterdigi saptanmistir (Ladizesky ve digerleri, 2003;
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Turgut ve digerleri, 2003a; Turgut ve digerleri, 2003b; Turgut ve digerleri, 2005; Uslu ve
digerleri, 2007; Turgut ve digerleri, 2006b; Basaloglu ve digerleri, 2022).

Epifiz bezi; inflamasyon, hipoksi ya da intrakranial basing artisi gibi patolojik bir
stire¢ veya yaslanma gibi fizyolojik bir siire¢ sonucunda, kollajen lifleri, kalsiyum ve fosfor
iceren mikrogevre mevcudiyetinde, MT nin de etkisiyle, MKH’den kemik dokuya benzer

“kalsifikasyon” olusturma yetenegine sahiptir (Tan ve digerleri, 2018).

2.3.14 Sicanlarda Pinealektomi Islemi ve Sonuclar

Sicanlarda, epifiz bezi, uzun bir epifiz sap1 ile tiglincii ventrikiile bagli olan olduk¢a
kiigiik bir yap1 olup, serebral hemisferler ile serebellum arasindaki boslukta, hemen
kraniumun altinda yer alir (Greene, 1963). Siganlarda Px islemi, denegin epifiz bezinin veya
sapinin bir boliimiiniin cerrahi olarak ¢ikarilmasi (“cerrahi Px”), denege kimyasal bir madde
[6-hydroxydopamine (6-OHDA) veya parachlorophenylalanine (p-CPA)] verilmesi
(“kimyasal Px”) ya da denegin siirekli aydinlik ortamda tutulmasindan ibaret “fonksiyonel
Px” farkli islemler sonucunda epifiz bezinden endojen MT yapiminin inhibe olmasi
nedeniyle serum MT seviyelerinde dramatik bir diisme ortaya ¢ikmaktadir (Stockmeier ve
digerleri, 1985; John ve digerleri, 1994; Beuerlein ve digerleri, 2001; Turgut ve digerleri,
2003b; Turgut ve digerleri, 2006a).

Yukarida ayrintili bir sekilde anlatildigi gibi, epifiz bezi tarafindan karanlik ortamda
sentezlenen ve kan dolasimina salinan sirkadiyen ritmin diizenleyicisi MT hormonunun
basta antioksidan etki olmak tizere, ¢cok sayida farkli etkiye sahip oldugu ileri stirtilmustiir.
Epifiz bezinden dongiisel ve sirkadiyen olarak salinan pineal nérohormon olan MT
opiaterjik bir mekanizma araciligi ile immiinomodiilatoér bir fonksiyona sahip oldugu iyi
bilinmektedir (Maestroni ve digerleri, 1986; Maestroni ve digerleri, 1987; Maestroni ve
digerleri, 1988; Reiter ve digerleri, 2000). Px islemi sonucunda, endojen MT yapiminin
inhibe edilmesi durumunda canlida immiin yanitin baskilandigi, eksojen MT verilmesi
halinde ise, immiin yanitta diizelme oldugu ve antikor olusumunda artis ortaya ¢iktig
gosterilmistir (Maestroni ve digerleri, 1987; Lissoni ve digerleri, 1994; Reiter ve digerleri,
2000; Zarezadeh ve digerleri, 2020). Sonugta, Px islemi uygulanmis olan si¢canlarda
oksidatif hasarin arttiini ve erken yaslanma ortaya ¢iktigi saptanmistir (Reiter ve digerleri,

2013).
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Simdiye kadar yapilan deneysel calismalar, “fonksiyonel Px” olarak adlandirilan ve
deneklerin 24 saat siirekli aydinlik ortamda tutulmas: seklindeki deneysel uygulama
neticesinde, tipki kimyasal ya da cerrahi Px prosediiriinde oldugu gibi, epifiz bezinden
endojen MT yapiminin inhibe oldugunu agik¢a ortaya koymustur (John ve digerleri, 1994;
Ozkaya ve digerleri, 2014; Basaloglu ve digerleri, 2022). Px’in vertebral kemik doku
tizerine olan olast etkilerinin, MT nin dogrudan etkisinden ziyade, bozulmus biyolojik
dongiilerin patofizyolojik sonuglarindan kaynaklanan dolayli bir etki olmasi muhtemeldir.
Ancak, yeni dogan civcivlerde gergeklestirilen deneysel Px sonrasinda epifiz bezinin
transplante edilmesi sonucunda, normal serum MT diizeylerine ulasilip ulasilamadigi ve
onceden var olan kraniospinal yapilardaki degisikliklerin hafifleyip hafiflemedigi konusu

hala tartismalidir (Machida ve digerleri, 1993; Turgut ve digerleri, 2003b).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Ortam Kosullar:

Bu deneysel calisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun izni ile yapilmistir. Bu ¢alisma i¢in, Aydin Adnan Menderes Universitesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen ve agirligt 250-300 gram olan Wistar
albino cinsi erigkin (3’er aylik) ve saglikli olan 10 adet (n=10) disi ve 5 adet (n=5) erkek
sigan kullanilmistir. Deney siiresince siganlar, oda sicakligi 24-27°C, bagil nemi % 40-70
arasinda, havalandirma sartlar1 saglanmis, aydinlatilmasi ise 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik olacak sekilde dongiilti ortam kosullarinda tutulmus ve polikarbon seffaf kafeslerde
barindirilmigtir. Calismada, standart ticari sigan laboratuvar diyeti kullanilmistir; deney
stiresince tiim siganlarin standart yiyecek ve ¢cesme suyuna sinirsiz erisimleri (ad libitum)
saglanmistir. Deney baslangicinda bir hafta siireyle hayvanlarin ortam kosullarina
adaptasyonu saglanmigstir. Deney siiresince, tlim si¢anlar veteriner hekim ve ¢alisma ekibi

tarafindan yakindan takip edilmistir.

3.2. Sican Neonatal Malniitrisyon Modeli ve Deney Gruplari

Gebeligin saglanmasi icin; iki erigkin disi ve bir erigkin erkek sican (2:1) gece
boyunca ayni kafeste birakilmis ve ertesi sabah disi si¢anlardan vajinal smear alinarak,
sperm test edildikten sonra gebeligin sifirinci giinii kabul edilmis ve gebe si¢anlarin her biri
ayr1 kafeslere alinmis ve dogurmalar1 beklenmistir. Siganlarda, dogum esnasinda yavrunun
cinsiyetini tespit etmek miimkiin olmadigi i¢in, her iki cinsiyetten yavru si¢anlar asagida

belirtildigi sekilde calismaya dahil edilmistir.

Gebe siganlarin dogum yaptiklari giinler laktasyonun sifirinct giinii (0. giin) ile dogum
sonrast yavrularin siitten kesildikleri ti¢ haftalik siire sonu (21. giin) arasindaki dénem
“laktasyon donemi” olarak kabul edilerek, deneysel calismada dogum sonrasi diinyaya
gelen her iki cinsiyetten toplam 72 adet yavru sigani emzirmek iizere anne si¢anlardan 6

tanesi segildikten sonra, daha once Celedon ve digerleri (1979) tarafindan tanimlanan
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“cogaltilmis yavru malniitrisyon modeli” kullanilarak, denekler 4 gruba ayrilmistir (Celedon

ve digerleri, 1979):

(1) Kontrol grubu- Her bir anne sigan ile birlikte 6’sar yavru si¢an laktasyon donemi
boyunca bir arada tutulmak suretiyle maksimum emzirme zamani/alinan besin miktarinin
saglandig1 ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiilii ortamda tutuldugu, 3 anne sigan ve

her iki cinsiyetten toplam 18 yavru sicandan olusan grup (n=18);

(2) PKM grubu- Her bir anne sigan ile birlikte her iki cinsiyetten toplam 18 yavru
sigan laktasyon dénemi boyunca bir arada tutulmak suretiyle emzirme zamani/alinan besin
miktarinin azaltildigi ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiilii ortamda tutuldugu grup

(n=18);

(3) PKM+Px grubu- Her bir anne si¢an ile birlikte her iki cinsiyetten toplam 18 yavru
sigan laktasyon dénemi boyunca bir arada tutulmak suretiyle emzirme zamani/alinan besin

miktarinin azaltildig1 ve 24 saat aydinlik ortamda tutuldugu fonksiyonel Px grubu (n=18);

(4) PKM+MT grubu- Tek doz 40 mg/kg/giin eksojen MT intraperitoneal (i.p.) yolla
uygulanan her bir anne sigan ile birlikte her iki cinsiyetten toplam 18 yavru sigan laktasyon
donemi boyunca bir arada tutulmak suretiyle emzirme zamani/alinan besin miktarinin

azaltildig1 ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiilii ortamda tutuldugu grup (n=18).

PKM+Px grubundaki anne siganlarda “fonksiyonel Px islemi”, epifiz bezinin cerrahi
olarak ¢ikarilmasindan ibaret Px islemi seklinde degil, daha 6nce literatiirde tanimlandigi
sekilde, deneklerin 24 saat siireyle araliksiz aydinlik ortamda tutulmasiyla
gerceklestirilmistir (John ve digerleri, 1994; Ozkaya ve digerleri, 2014; Basaloglu ve
digerleri, 2022). PKM+MT grubunda yer alan anne si¢anlara eksojen olarak uygulanan MT
dozu olarak, daha 6nce literatiirde tanimlandigi sekilde, MT nin kemik doku {izerine olan
etkilerinin optimal oldugu 40 mg/kg/giin se¢ilmistir (Ren ve digerleri, 2023). Diger
gruplarda yer alan anne siganlara ise, esit voliimde serum fizyolojik i.p. olarak
uygulanmistir. Gebelik i¢in kullanilmis olan ayni tiirdeki ihtiyac fazlasi erigkin erkek ve
erigskin anne sicanlar ile ihtiya¢ fazlasi olan her iki cinsiyetten yavru siganlar ise, Aydin
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezine teslim

edilmistir.

Her bir deney grubunda yer alan yavru siganlar (kontrol grubunda 10 disi ve 8 erkek;
PKM grubunda 5 disi ve 13 erkek; PKM+Px grubunda 9 disi ve 9 erkek; ve PKM+MT

grubunda ise 11 disi ve 7 erkek) 3 haftalik laktasyon donemi sonunda, siitten kesilir
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kesilmez annelerinden ayrildiktan sonra, cinsiyetleri dikkate alinarak, her bir kafeste en
fazla 3 tane ve ayni cinsiyette yavru si¢an olacak sekilde farkli kafeslere alinmis ve eriskin

yasa (21 hafta siireyle) kadar standart ticari sigan laboratuvar diyetiyle beslenmistir (Tablo

3.1) (Sekil 3.1) (Resim 3.1 A).
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Sekil 3.1. Sican neonatal PKM modelinde fonksiyonel Px ve eksojen MT uygulamasinin

kemik doku (kranium ve vertebra) gelisimi ve morfolojisi tizerine olan uzun stireli

etkilerinin  degerlendirildirildigi deneysel c¢alismadaki deney gruplar1 ve
uygulanan tedavi semasi
Tablo 3.1 Deney gruplari
Gruplar Cinsiyet dagilimi

Kontrol grubu (n=18) Disi (n=10) + Erkek (n=8)

PKM grubu (n=18)

Disi (n=5) + Erkek (n=13)

PKM+Px grubu (n=18)

Disi (n=9) + Erkek (n=9)

PKM+MT grubu (n=18)

Disi (n=11) + Erkek (n=7)

Kisaltmalar: MT, melatonin, PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi

Deneklerin beslenme durumunu takip etmek amaciyla, her bir grupta yer alan her iki
cinsiyetten yavru siganlarin tlimiintin viicut agirlik 6l¢timleri dogumlarindan sakrifiye
edilmelerine kadar gecen 21 haftalik siire boyunca 3 haftada bir kez olmak tizere, diizenli

bir sekilde kayit altina alinmistir (Resim 3.1 B).
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Resim 3.1. (A) Laboratuvarda degisik deney gruplarindaki siganlar farkli kafeslerde

tutuldugu goriilmektedir. (B) Deneklerin viicut agirliklarinin PNDO’dan baslayarak
sakrifikasyon agamasina kadar ticer haftalik zaman periyotlarinda diizenli bir sekilde
Olctiliip kayit altina alinmasi goriilmektedir. (C) Sakrifikasyon islemi Oncesi her
gruptan ve her iki cinsiyetten (disi ve erkek) birer sicanin rastgele segilip, ketamin-
HCI ve ksilazin enjeksiyonu yapilarak genel anestezi prosediiriiniin uygulanmasi
goriilmektedir. (D) Anestezi altindaki deneklerin 3-D lomber vertebra goriintiileri ile
L3 vertebra korpusuna ait yogunluk histogram profilleri elde olunmak {izere, 160
MDBT cihazina alinmasi goriilmektedir. (E) Daha sonra makroskobik ve
mikroskobik degerlendirmeler yapilacak olan lomber vertebra (LV2-LV5)’nin 3-D
MDBT goriintiisii goriilmektedir. (F) Daha sonra gerceklestirilecek biyokimyasal
analizlerde kullanilmak {izere deneklerinden birinden 5 cc’lik enjektor kullanilarak
intrakardiyak yoldan kan 6rnegi alinmasi goriilmektedir. Kisaltmalar: PNDO, dogum

sonrast 0. giin; 3-D, 3 boyutlu; MDBT, multi dedektorlii bilgisayarli tomografi.
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3.3. Radyolojik Degerlendirme

Deney sonunda, hemen sakrifikasyon oncesi her gruptan ve her iki cinsiyetten (disi
ve erkek) birer sigan rastgele secilip, 100 mg/kg ketamin-HCI ve 5 mg/kg ksilazin ile i.p.
enjeksiyonu ile genel anestezi uygulandiktan sonra (Resim 3.1 C), 160 multi dedektorlii
(MD) BT cihazina (160 multi-slice Aquilion Prime CT Scanner) (Toshiba Otawara,
Tochigi, Japan) alinmis, insanlarda kullanilan protokole benzer sekilde, 6nce 3-boyutlu (3-
D) lomber vertebra goriintiileri elde olunmus, daha sonra L3 vertebrasi (LV3)'nin
korpusunun orta kismindan gecen tek bir 0,5 mm’lik MD BT protokolii kullanilarak,
vertebra korpusuna ait kortikal ve spongi6z (trabekiiler veya kansellz) kemikten “yogunluk
histogram profilleri” elde olunmus ve kaydedilmistir (Resim 3.1 D). Yogunluk histogram
profilinde, BT goriintiisiinde ayn1 gri dlgegine sahip piksellerin toplamini temsil etmekte
olup, beyaz pikseller kortikal kemik dokuyu, gri pikseller ise spongitz kemigi ve siyah
pikseller suyu veya havay1 temsil etmektedir (Zagra ve digerleri, 1990; Turgut ve digerleri,
2005). Radyolojik olarak, beyaz (veya gri veya siyah) pikseller baskin ise, histogram profili
“spike” (sivri uglu) seklinde olmaktadir (Zagra ve digerleri, 1990; Turgut ve digerleri,
2005). Buna karsin, beyaz, gri ve siyah pikseller dengeli ise, histogram profili “plato”
seklinde olmaktadir (Zagra ve digerleri, 1990; Turgut ve digerleri, 2005). Bu nedenle,
normal vertebra korpusuna iliskin yogunluk histograminin sekli, agirlikli olarak homojen bir
kemigi gosteren “spike” profiline sahip olmaktadir. Buna karsilik, “plato™ profili, kemigin
spongioz ve kortikal dokularinin niceliksel olarak dengeli oldugu kemik i¢in tipik olan bir

bulgudur (Zagra ve digerleri, 1990; Turgut ve digerleri, 2005).

Anatomik olarak, sicanlarda spinal kolunun lomber bélgesinde 6 adet vertebra
mevcut olmakla birlikte, bu deneysel calismada yalnizca 13. torakal vertebra ile eklem
yapan kostalarin alt tarafinda ve iliak ¢ikintinin ise {ist tarafinda yer alan vertebra korpuslari,
yani L1 vertebrasinin kaudalinde ve L6 vertebrasimnin ise kranialinde yer alan lomber
vertebra (LV2-LV5) korpuslar1 agagida ayrintili bir sekilde a¢iklanmis olan makroskobik ve
mikroskobik degerlendirmelere dahil edilmistir (Resim 3.1 E).

3.4. Biyokimyasal Degerlendirme

Tiim sicanlardan, uygun anestezi altinda, intrakardiyak ponksiyon yontemi ile 5 cc’lik

enjektor kullanilarak yaklasik 2 mL kan 6rnegi alinmis ve biyokimya tiiplerine aktarilmistir.
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Kan ornekleri oda sicakliginda 20 dakika stireyle pihtilagsmaya birakildiktan sonra 3000 x
g’de 15 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayristirilmigtir (Resim 3.1 F). Elde edilen serum
ornekleri kapakli Eppendorf tiiplerine aktarilmis ve analiz zamanina kadar Aydin Adnan
Menderes Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda bulunan -80°C ultradiisiik

sicaklik derin dondurucuda (Nuaire, -85°C Ultralow Freezer) saklanmuistir.

Analiz gilinli tim serum Ornekleri tek seferde oda sicakliginda ¢ozlindiiriilmiis ve
tekrar dondurulmamistir. Serum IL-6, IL-10, TNF-a, OCN ve C-terminal telopeptid tip I
kollajen (CTX-I) diizeyleri, tretici firma talimatlari dogrultusunda enzim bagh
immiinosorbent analiz (ELISA) yontemi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Kullanilan ELISA kitleri,
strastyla; IL-6 (Rat ELISA Kit, Katalog No: E-EL-R0015, BT-Lab, Cin), IL-10 (Rat ELISA
Kit, Katalog No: 201-11-0138, BT-Lab, Cin), TNF-a (Rat ELISA Kit, Katalog No: 201-11-
0765), OCN (Rat ELISA Kit, Katalog No: 201-11-0271) ve CTX-I (Rat ELISA Kit, Katalog
No: 201-11-0010) seklindedir. Tiim analizler ayni lot numarasina ait kitler kullanilarak

calisilmstir.

Optik dansite 6l¢iimleri 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (EL800, BioTek
Instruments, ABD) kullanilarak yapilmistir. Standart egriler iiretici tarafindan saglanan
standartlar kullanilarak olusturulmus ve daha sonra 6rnek konsantrasyonlar: standart egriye
gore hesaplanmustir. Olgiimlerin intra-assay ve inter-assay varyasyon Katsayilari firetici

firma tarafindan bildirilen sinirlar i¢inde bulunmustur.

3.5. Kranium ve Lomber Vertebra Spesmenlerinin Hazirlanmasi

Deneysel ¢alisma sonunda, tim denekler keskin bir alet yardimiyla bas ile govde
kisimlarinin birbirinden ayrilmasindan ibaret cerrahi “dekapitasyon yontemi” ile sakrifiye
edildikten sonra (Resim 3.2), kranium (kafatasi) ve lomber vertebra (LV2-LV5) cerrahi
spesmenleri ayr1 bloklar seklinde eksize edilip, farkli plastik tepsilere konulmustur (Resim

3.3 A-E ve Resim 3.4 A-D).
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Resim 3.2. Deneysel islem sonrasi bir denegin “dekapitasyon yontemi” ile sakrifiye

edilmesi prosediirii goriilmektedir

Resim 3.3. Sakrifikasyonu sonrasinda cerrahi diseksiyon islemi yapilarak elde olunan bir
sigan kraniumuna ait dorsal (A), ventral (B), anterior (C), posterior (D) ve

lateral (E) eksen goriiniimleri goriilmektedir
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Resim 3.4. (A-D) Deney sonunda sakrifikasyon islemi sonrasinda, dorsal cilt insizyonu ve
median fasiyal isaretleme yapildiktan sonra, makas kullanilarak L2-L5 lomber

vertebral kolon (LV2-LV5) spesmeninin “en blok™ rezeksiyonu goriilmektedir

3.6. Lomber Vertebra Kemik Mineral Yogunlugu Degerlendirmesi

Makroskobik incelemeler yapilmak iizere hazirlanmis lomber vertebral kolon (LV2-
LV5) spesmenleri {izerinde, her bir denege ait lomber vertebra (LV2-LV5) kemik bloklar1
DEXA cihazina (Hologic QDR-4500A, Hologic Inc., Waltham, MA, USA) yerlestirilmis ve
“Sican Ttim Viicut Modiilii” (Rat Whole Body Module) olarak adlandirilan 6zel bir yazilim

programi kullanilarak BMD 6l¢iimii yapilmistir. Bu islem, olduk¢a hizli ve invaziv olmayan
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bir tan1 ydntemi olup, elde edilen sonuglar gr/cm?/100 gr viicut agirhg seklinde ifade

edilmistir (Ladizesky ve digerleri, 2003; Fonseca ve digerleri, 2004) (Resim 3.5).

Resim 3.5. Deneklerden birine ait lomber vertebral kolon (LV2-LV5) spesmeninin DEXA
cihazina (Hologic QDR-4500A, Hologic Inc., Waltham, MA, USA)

yerlestirilmesi ve BMD 6l¢iilmesi islemi goriilmektedir

Daha sonra, her bir denege ait lomber vertebra (LV2-LV5) kemik blogundan LV3
kisimlar1 eksize edilmis ve asagida ayrintili bir sekilde tanimlanmis olan biyomekanik

mukavemet testleri yapilmak tizere saklanmistir.

3.7. Lomber Vertebra Biyomekanik Degerlendirmesi

Biyomekanik testler, Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Makina Miihendisligi
Boliimii Laboratuvarinda mevcut olan malzeme test sistemi (Autograph, Shimadzu Co.,
Japonya) kullanilarak, oda sicakliginda (~24°C) gergeklestirilmistir. Biyomekanik testlerden
once her bir denege ait lomber vertebra (LV3) kemik spesmenlerinin visko-hiperelastik
ozelliklerini korumak amaciyla, cerrahi spesmenler % 0.9°luk NaCl serum fizyolojik
sollisyonu kullanilarak nemlendirilmistir. Daha sonra, LV3 spesmenleri sert ¢elik plaka
tizerine yerlestirilmis ve spesmenin merkezine konumlandirilan {ist ¢elik ¢cubuga deplasman

tipi bir yiikleme uygulanmistir (Resim 3.6 A, B).
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Resim 3.6. Lomber vertebra (LV3) biyomekanik kompresyon test diizenegi (A, B) ve yar1
statik kompresyon yiikleme testi kullanilarak her bir LV3 spesmen 6rneginde

gozlemlenen bir tipik 6l¢tim 6rnegi (C) goriilmektedir

Resim 3.6 A-B’deki biyomekanik test diizeneginde, yari statik kompressif kuvvet, 2
mm/dak'lik sabit bir hizda uygulanmistir (Fonseca ve digerleri, 2004). Kuvvet dl¢iimleri
Shimadzu 5 kN yiik hiicresi ile elde edilmis ve ham sinyaller 20 Hz 6rnekleme hiziyla
toplanmistir. Kompresyon testleri, her biri farkli deney gruplarindan farkli cinsiyetlerden
(disi ve erkek) ve sayilar1 5-13 arasinda degisen denege ait toplam 72 adet LV3 vertebra
spesmenleri tizerinde gerceklestirilmistir. Kuvvet 6l¢timleri, Shimadzu 5 kN yiik hiicresi ile

elde edilmis ve ham sinyaller 20 Hz 6rnekleme hiziyla toplanmugtir.

Biyomekanik testlerde, toplam 72 veri seti toplanmis olup, veri setlerinin her biri {i¢
boyuttan olusuyordu: birincisi zaman (s), ikincisi yer degistirme (mm) ve {iglinciisii kuvvet
(N). Tiim veri kiimeleri, dl¢limlerden 6zellik ¢ikarma gibi veri igleme amaciyla Python ile
serilestirilmis olup, bir dosya formatinda diizenlenmis ve kaydedilmistir. Kompresyon
kuvveti ve yer degistirme egrileri kullanilarak, maksimum kuvvet (maximum force) ve
rijidite (katilik, stiffness) belirlenmistir. Her bir LV3 kemik spesmeni i¢in gézlemlenen tipik
bir egri ornegi, Resim 3.6 C'de gosterilmistir. Egri, tipik olarak, baslangigta dogrusal
olmayan bir bolge sergiler, daha sonra bu bolgeden sonra dogrusal bir egilim izlemektedir.

Vertebra spesmeni {izerindeki kompresyon yiikiiniin daha da artmasi doku
yetmezligine yol agmak suretiyle, kompresyon kuvvetinde azalmaya neden olmaktadir.
Maksimum kuvvet (N), kuvvet-yer degistirme egrisindeki en yiiksek yiiktiir. Rijidite

(N/mm) ise, kuvvet-yer degistirme verilerinin dogrusal olarak uydurulmasi sonrasinda
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degerlendirilmekte ve bu dogrusal egrinin egimi rijiditeyi (N/mm) temsil etmektedir.

Dogrusal elastik egride maksimum kuvvet (N) hesaplanmaktadir (Resim 3.6 C).

3.8. Kranial Morfometrik Degerlendirme

Daha once hazirlanmis olan kranium spesmenleri % 10’luk formalin soliisyonu
icinde saklanmis ve asagida ayrintili bir sekilde ac¢iklandig1 gibi, spesmenler {izerinde 6nce
makroskobik morfometrik degerlendirmeler yapilmis, daha sonra histolojik ve
immiinohistokimyasal incelemeler gerceklestirilmistir (Fernandes ve digerleri, 2008; Pires

ve digerleri, 2020).

Resim 3.7. Her bir denege ait kranium spesmenleri tizerinde, yanilma pay1 + 0.02 mm olan
bir kumpas (vermier caliper) kullanilarak gergeklestirilmis olan bir 6l¢lim 6rnegi

goriilmektedir

Morfolojik olarak, daha once Fernandes ve ark. (2008) tarafindan tanimlandig
sekilde, eriskin si¢anlarin kranium spesmenleri lizerinde anatomik terminolojiye uygun
olarak, 5 adet farkli yiikseklik (H1, H2, H3, H4 ve HYS), 7 adet farkli uzunluk (L1, L2, L3,
L4, L5, L6 ve L7) ve 4 adet farkli genislik (W1, W2, W3 ve W4) o&l¢timleri
gergeklestirilmistir (Tablo 3.2) (Greene, 1963; Fernandes ve digerleri, 2008). Her bir denege

74



ait kranium spesmenleri tizerinde yapilmis olan tiim bu 6l¢iimler yanilma pay1 + 0.02 mm
olan kumpas (vermier caliper) kullanilarak yapilmis ve tiim 6l¢iimler kayit altina alinmigtir

(Resim 3.7).

Tablo 3.2. Sican kraniumuna ait morfometrik analizlerde kullanilan anatomik parametreler

Anatomik
Tanim
parametre
Norokranyumun maksimum yiiksekligi (kraniumun oksipital kismi) =
Yiikseklik 1 . L .
(HD) Protuberensiya okspitalis eksterna’nin en tist ucu ile foramen okspitale diizeyi
arasindaki mesafe
Norokranyumun maksimum yiiksekligi (kraniumun parietal kismi) = Sag
Yiikseklik 2 ) ) ) ) )
H2) timpanik boslugun anteromedial kenart ile kafatasinin dorsoventral yiizeyi
arasindaki mesafe
Yiikseklik 3 Orbita boslugunun maksimum yiiksekligi = Orbitanin sag tist ve alt duvarlari
(H3) arasindaki mesafe — infraorbital fissiir diizeyi
Norokranyumun maksimum yiiksekligi (kraniumun fronto-parietal kism1) =
Yiikseklik 4 . . . .
Posterior nazal ¢ikint1 (posterior palatin ucu) ile koronal ve sagittal siitiirlerin
(H4) . .
birlesme noktasi arasindaki mesafe
Norokranyumun maksimum yiiksekligi (kraniumun parieto-oksipital kismi) =
Yiikseklik 5 . ) i ) )
(HS) Posterior nazal ¢ikinti (posterior palatin ucu) ile lambdoid ve sagittal
siitiirlerin birlesme noktasi1 arasindaki mesafe
Norokranyumun maksimum uzunlugu (dikdortgen seklinde 6lgiim) =
Uzunluk 1 . . . . . . . . . . . .
@) Protuberensiya okspitalis eksterna ile premaksilla (kesici kemik, kesici digleri
tastyan maksilla pargasi)’nin alveoler kenar1 arasindaki mesafe
Dorsoventral ndrokranyumun maksimum uzunlugu (dogrusal 6l¢iim) =
Uzunluk 2 ) o . . .
L2) Protuberensiya okspitalis eksterna ile premaksilla (kesici kemik, kesici disleri
tasiyan maksilla par¢asi)’nin alveoler kenar1 arasindaki mesafe
Bazal nérokranyumun maksimum uzunlugu (dogrusal 6l¢tim) = Median
Uzunluk 3 diizlemde foramen okspitale’nin en ventral kismi ile premaksilla (kesici
(L3) kemik, kesici disleri tasiyan maksilla pargasi)’nin alveoler kenari arasindaki
mesafe
Uzunluk 4 Nazal kemiginin maksimum uzunlugu = Nazal kemiginin anterior ucu —
(L4) median diizlemde nazal ve frontal kemikler arasindaki stitiir ¢izgisi
Palatin kemiginin maksimum uzunlugu = Median diizlemde posterior nazal
Uzunluk 5 . . . . . . . . . . .
L5) cikiti (posterior palatin ucu) ile premaksilla (kesici kemik, kesici digleri
tasiyan maksilla pargasi)’nin alveoler kenar1 arasindaki mesafe
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Tablo 3.2. Sigan kraniumuna ait morfometrik analizlerde kullanilan anatomik parametreler

(devami)

Anatomik

Tanim
parametre

Sfenoid kemigin maksimum uzunlugu = Median diizlemde foramen
Uzunluk 6 ) ) . )
L6 magnum’un en ventral kismi ile posterior nazal ¢ikint1 (posterior palatin ucu)
€6 arasindaki mesafe
Uzunluk 7 Orbital kavitenin maksimum uzunlugu = Sag infraorbital ve supraorbital
L7) kenarlarin en ventral kisimlar1 arasindaki mesafe
Genislik 1 Nazal genislik = Nazomaksiller siitiiriin sag kenar1 (medial infraorbital kenar
(W1) kismi) ile nazomaksiller siitiirtin sol kenar1 arasindaki mesafe

Premaksiller genislik = Premaksilla (kesici kemik, kesici disleri tasryan
Genislik 2 ) L ) ) )
W2) maksilla pargast) kemiginin en sagdaki yan kismi ile en soldaki yan kismi
( arasindaki mesafe

Frontal genislik = Frontal kemiginin en sagdaki daralmis bolgesi (temporal
Genislik 3 o . : . .
W3) ¢izgi, zigomatik-malar proges siitiir kismi) ile frontal kemiginin en soldaki
( daralmig bolgesi arasindaki mesafe
Genislik 4 Timpanik bosluklar arasindaki mesafe = Sag timpanik boslugun 6n i¢ kenar1 —
(W4) sol timpanik boslugun 6n i¢ kenar1

Kaynak: Tablodaki morfometrik parametreler daha once Fernandes ve ark. (2008) tarafindan

tanimlanmistir [Bu tablo, (Fernandes ve digerleri, 2008)’den aynen alinmistir]

3.9. Kemik Dokusunun Histolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

Makroskopik degerlendirmeler sonrasi, her bir deney grubu i¢in her iki cinsiyetten
randomize olarak secilmis olan 5’er adet kranium ve L4-L5 lomber vertebra (LV4-LV5)
cerrahi spesmenleri [disi (n=5) ve erkek (n=5)], % 5 nitrik asit soliisyonu kullanilarak, rutin
dekalsifikasyon islemine tabi tutulmustur. Histolojik olarak, kemik doku kesitlerinde,
asagida tanimlanmis olan hematoksilen-eozin (H-E) boyama ve immiinohistokimyasal
boyama (anti-BSP, anti-ON) protokolleri uygulandiktan sonra, hem kalitatif ve hem de

kantitatif degerlendirmeler gerceklestitilmistir.
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3.9.1. Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Yontemler

Calismada, farkli deney gruplarda yer alan siganlarin kranial ve vertebral kemik
dokusu asagida belirtien malzemeler kullanilarak kesitler alinmis ve uygun doku takip
protokolii uygulanarak H-E ile boyanip histokimyasal olarak incelenmistir (Tablo 3.3).
Histolojik inceleme ve immiinohistokimyasal analizler i¢in kullanilmis olan temel arag ve

gerecler sunlardir:
* Deney kafesleri
* Hassas Terazi (Precia XB-220A)
* Anestezik Maddeler (VetaKetam®, VetaXyl®)
* Paraformaldehit (Merck)
« Etil Alkol (AlkoMed)
* Ksilol (VWr Chemicals)
* Glasial Asetik Asit (Merck)
* PAP Pen (Invitrogen)
* Anti-sialoprotein (Bioss, bs-4729R)
* Anti-osteonectin (Bioss, bs-0026R)
* ImmunoCruz® rabbit ABC Staining System (sc-2018, Santa Cruz)
* 3,3’-diaminobenzidine (DAB) Substrate Kit (ab64238, abcam)
* Entellan (Merck)
* Parafin (Leica)
* Doku Takip Kaseti (Lp Italiana)
» Mayer’s Hematoksilen Boya Soliisyonu (BioOptica)
* Harris Hematoksilen Boya Soliisyonu (Dako)
* Eozin Boya Soliisyonu (Dako)
» Masson Trikrom Boya Kiti (BioOptica)

» Mikrotom (Leica RM 2145)
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« Distile Su

* Fosfat tampon soliisyonu (PBS) tablet (P4417, Sigma)

* Parafilm (Isolab)

* 50 mI’lik Falkon Tiipleri (Firatmed)

*[sik mikroskopu (Olympus BX-51 light microscope)

+Dijital kamera (Olympus DP72)

Tablo 3.3 Isik mikroskobu doku takip protokolii

Islem basamaklar Siire Takip asamalar

% 80 Alkol 45 dk Dehidratasyon asamasi
% 95 Alkol 45 dk Dehidratasyon asamasi
% 100 Alkol 45 dk Dehidratasyon asamasi
% 100 Alkol 45 dk Dehidratasyon agamasi
Ksilol Gozle takip Seffaflama agamasi
Parafin 1 30 dk Parafine ggmme agamasi
Parafin 2 30 dk Parafine ggmme agsamasi

3.9.1.1. Isik Mikroskobu I¢in Kesit Alma

Tiim dokular bloklama isleminden sonra oda sicakliginda 1 giin bekletilmis ve kesit
alma islemine baslamadan 1 saat dnce buzdolabinda +4°C’de bekletilmistir. Dokulardan 1s1k
mikroskobik incelemeler i¢in Leica RM 2145 mikrotomda kesitler alindiktan sonra, 37°C su

banyosunda kesitlerin acilmasi saglanarak polilizinli lamlar tizerine kalinligt 5 pum olan

doku kesitleri alinmistir (Resim 3.8).

3.9.1.2. Histokimyasal Yontem

Istk mikroskobik goriintiilemeler
deparafinizasyonu i¢in oncelikle 57°C etiivde 1 saat boyunca bekletilmistir. Etiivden ¢ikan

preparatlar soguduktan sonra ksilole dizilmis ve bir gece boyunca ksilolde bekletilmistir.

icin tim boyamalardan Once dokularin




Kesitler ¢esitli

histokimyasal ve immiinohistokimyasal protokoller ile boyanarak

degerlendirilmistir (Tablo 3.4, Tablo 3.5 ve Tablo 3.6).

Resim 3.8. Isik mikroskobik incelemeler yapilmak tizere 5 um kalinliginda kesitlerin

hazirlanmasinda kullanilan mikrotom (Leica RM 2145) ve sicak su banyosu

diizenegi goriilmektedir

Tablo 3.4. Hematoksilen-eozin boyama protokolii

Islem Basamaklari Siire

% 100 Alkol 2 dk.

% 100 Alkol 2 dk.

% 95 Alkol 2 dk.

% 80 Alkol 2 dk.

Distile Su 5 dk.

Hematoksilen 1 dk. 10 sn.

Akarsu Calkalama iglemi

Asit Alkol 3-10 defa calkalanarak ile diferansiye olmasi saglanir.
(Diferansiyasyon islemine mikroskop altinda kontrol edilerek devam edilir.)

Akarsu Calkalama iglemi

Amonyakli Su Preparatlar parlak mavi renk oluncaya kadar bu isleme devam edilir.

Akarsu Calkalama islemi

Distile Su 1 dk. yikama
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Tablo 3.4. Hematoksilen-eozin boyama protokolii (devami)

islem Basamaklar Siire

Eozin 1 dk. 10 sn.

% 95 Alkol 1-2 kez daldirip ¢ikarma
% 100 Alkol 1-2 kez daldirip ¢ikarma
% 100 Alkol 1-2 kez daldirip ¢ikarma

Tablo 3.5. Asit alkol soliisyonu

% 70 Alkol 100 ml
Hidroklorik Asit (HCI) 10 ml

Tablo 3.6. Amonyakli su soliisyonu

Amonyak (NH3) 1-2 ml
Distile Su (dH20) 100 ml

Dehidratasyon asamasi bittikten sonra, kurutulan doku kesitleri, fazla boyanin
akmasi ve preparatin temizlenmesi amaciyla 30 dk. Siireyle ksilolde bekletilmistir. Daha

sonra ksilolden ¢ikarilan preparatlar, kurutulduktan sonra entellan ile kapatilmistir.

3.9.2. immiinohistokimyasal Yontem

Polilizinli lamlara alindiktan sonra kurumalar1 ve lam {izerine yapismalari igin
beklenen kranial kemik doku preparatlari boyama islemine gecilmeden 6nce, 1 saat boyunca
60°C’lik etiivde bekletilmistir. Etlivden ¢iktiktan sonra preparatlarin sogumalar1 beklenmis
ve parafinden arindirma islemi i¢in gece boyu ksilolde birakilmistir. Parafinden arindirma
islemi sonrasinda, asagidaki tablodaki islem basamaklar1 takip edilerek boyama islemi

gerceklestirilmistir (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7. Immiinohistokimyasal boyama i¢in gerekli islem basamaklari

Islem Basamaklar: Siire
% 100 Alkol 2 dk.
% 100 Alkol 2 dk.
% 95 Alkol 2 dk.
% 80 Alkol 2 dk.
Distile Su 3 dk.

Sodyum Sitrat soliisyonu

90°C mikrodalga igerisinde 30 dk.

Soguk su banyosu

Preparatlar soguyana kadar

Distile su 5 dk.
% 1’lik Triton X soliisyonu 5 dk.
% 3’liikk Hidrojen Peroksit (H20,) 10 dk.

PBS

2 dk. (Bu islem 3 kez tekrar edilir.)

Dokularin ¢evresi PAP pen yardimui ile sinirlandirilir.

Serum Bloking soliisyonu

30 dk.

Primer Antibody (1:100 diliisyonda Anti-

sialoprotein, Anti-osteonectin primer antikoru)

+4°C’de gece boyu bekletilir.

PBS

2 dk. (Bu islem 3 kez tekrar edilir.)

HRP 30 dk.

PBS 2 dk. (Bu islem 3 kez tekrar edilir.)
DAB Gozle takip

Distile Su 3 dk.

Mayer’s Hematoksilen 1 dk.

Cesme Suyu Calkalama islemi
Distile Su 1-2 kez daldirip ¢ikarma
% 95 Alkol 1-2 kez daldirip ¢ikarma

% 100 Alkol

1-2 kez daldirip ¢ikarma

% 100 Alkol

1-2 kez daldirip ¢ikarma

Tablodaki islem basamaklarinin uygulanmasindan sonra, preparatlar 30 dakika

ksilolde tutulmalarimin ardindan entellan ile kapatilarak goriintilemeye hazir hale

getirilmistir.
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3.9.3. Mikroskobik Degerlendirme Yontemleri

3.9.3.1. Morfometrik Analiz

3.9.3.1.1. Kranial Diploe Kahnlik Ol¢iimii

Her bir denege ait kranium kesitleri, boyama islemi sonrasi Olympus BX-51 1s1k
mikroskobu ve Olympus DP72 dijital kamera ile goriintiilenmis ve alinmis olan fotograflar
tizerinde iki kor histolog tarafindan CellSensEntry 3.1 (Japan) yazilimi ile agsagida ayrintili

bir sekilde anlatilmis olan morfometrik analizler gergeklestirilmistir.

Lambda

Resim 3.9. Si¢can kraniumu iizerinde, “diploe kalinlik 6l¢timii” ve “lakiina analizi” yapilmak
tizere secilmis olan “lambda™ anatomik noktasina komsu 3 farkli kortikal kemik
alan1 (kirmizi noktalar seklinde) (A) ile bu kemik alanlarina ait kesitlere ait

histolojik goriintii (4x biiyiitme bar 200 pm H-E) (B) goriilmektedir
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Daha once Pires ve digerleri (2020) tarafindan tanimlanmis olan morfometrik analiz
yontemi tarafimizca modifiye edilmis, her bir gruptan ve her iki cinsiyetten (disi ve erkek)
randomize olarak secilen 5’er adet hayvana ait kranium spesmenleri iizerinde “lambda”
anatomik noktasini sinirlayan okspital kemik ile sag parietal ve sol parietal kemik tizerinde
randomize olarak segilen 3 farkli kortikal kemik alanina ait H-E boyamali kranial kemik
dokusu kesitlerinden alinan (x40 biiyilitme) goriintiilerde kraniumun lambda noktasina
komsu 3 farkli kranial kemik alaninda pm cinsinden “diploe kalinlik 6l¢timii” yapilmistir

(Greene, 1963; Pires ve digerleri, 2020) (Resim 3.9).

3.9.3.1.2. Kranial Lakiina Analizi

Resim 3.10 Kranial “lakiina analizi” yapilmak tizere, farkli deney gruplarindaki her iki
cinsiyette (disi ve erkek) deneklerin kranial “lambda” anatomik noktasini
sinirlayan komsu okspital kemik ile sag parietal ve sol parietal kemiklerin
kortikal alanindan hazirlanmis olan H-E boyamali goriintiiler goriilmektedir. (A)
Disi cinsiyette denekler: Al kontrol, A2 PKM, A3 PKM+Px, A4 PKM+MT. (B)
Erkek cinsiyette denekler: B1 kontrol, B2 PKM, B3 PKM+Px, B4 PKM+MT.
Gortntt analizleri, agik kaynakli ImagelJ (Fiji, NIH, ABD) yazilim1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Goriintiilerin  kalibrasyonu, mikroskop 6lgegi referans
aliarak 20 um gercek diinya birimine ayarlanmis ve nicel sayima hazirlanmistir

(siyah tiggen, dolu lakiina; siyah ok, bog lakiina)
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Daha once Pires ve digerleri (2020) tarafindan tanimlandig1 sekilde, her bir gruptan
ve her iki cinsiyetten randomize olarak segilen 5’er adet hayvana ait kranium spesmenleri
tizerinde “lambda” anatomik noktasini sinirlayan okspital kemik ile sag parietal ve sol
parietal kemik tizerinde randomize olarak se¢ilen 3 farkli kortikal kemik alanina ait H-E
boyamali kranial kemik dokusu kesitlerinden alinan (x40 biiyiitme) goriintiilerdeki
lakiinalar, agik kaynakli Image J goriintii analiz yazilimi (Fiji, NIH, USA) kullanilarak, bos
kranial lakiina % degerleri (bos lakiina sayisinin toplam lakiina sayisina orani)
hesaplanmistir (Pires ve digerleri, 2020) (Resim 3.10). Goriintiilerin kalibrasyonu,
mikroskop Ol¢egi referans alinarak, 50 pm gercek diinya birimine ayarlanmig ve nicel

sayima hazirlanmistir.

Goriintli donilistimii igin tlim goriintiiler, standardizasyon igin 8-bit gri tonlamali
formata doniistiirtilmiistiir. Bir sonraki adimda, lakiinalarin ve hiicrelerin arka plandan
ayrilmasi amaciyla, goriintiilere Otsu algoritmasi ile esikleme (thresholding) uygulanmaistir.
Yapilan Ol¢timlerden veri toplama igin, esiklenmis goriintiilerde
plugins>analayze>cellcontur> initialize komutu ¢alistirilarak, bos ve dolu lakiina sayimi
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler bu sayim sonucunda her bir gériintiiden elde edilmis
olan “toplam kranial lakiina sayis1” (count) ve “bos kranial lakiina sayisi” (count) nicel

verileri istatistiksel girdi olarak analiz edilmistir.

3.9.3.2. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Histokimyasal ve immiinohistokimyasal boyamalara ait preparatlar Olympus BX-51
binokdiler 151k mikroskobuna entegre Olympus DP72 renkli dijital kamera ve cellSens Entry
1.7 goriintileme yazilimi ile dijitalize edilmistir. Skorlama, iki kor histolog tarafindan

birbirlerinden farkli zaman dilimlerinde ve gruplarin igerikleri bilinmeden yapilmaistir.

Her grupta kesitlerin immiinohistokimyasal degerlendirilmesi sistematik randomize
secilmis  dijitalize  gorlintiilerde = immiinoekspresyon  dagilimi  ve  intensitesi
immiinoreaktivitenin (0)’dan (3+)’e histolojik skorlanmasi (h-score) ile gergeklestirilmistir.
Immiinreaktivetinin yoklugu icin (0) degeri verilirken, zayif immiinreaktivite varliginda

(1+), orta derecede immiinreaktivite varliginda (2+) ve gii¢lii (artmis) boyanma varliginda
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ise (3+) olarak degerlendirilmistir. Toplam pozitif hiicre oranlar1 ve boyanma yogunluguna

dayal1 olarak, “H-skoru™ hesaplanmistir.

“H-skoru” = 1x (az boyanan hiicre sayis1 [+1]) + 2x (orta diizey boyanan hiicre sayisi

[+2]) + 3x (yogun boyanan hiicre sayisi [+3])

3.10. istatiksel Analiz

Bu calismanin istatiksel analizi, Aydin Adnan Menderes Universitesi Biyoistatistik
Anabilim Dali’'nda IBM SPSS for Windows 27 istatistik yazilimi kullanilarak yapilmistir.
Normal dagilim varsayim1 Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edilmistir. Gruplar arasi
karsilagtirmalarda Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) kullanilmis ve gruplar arasi
farkliliklar1 belirlemek i¢in post-hoc test olarak Tukey testinden yararlanilmistir. Gruplarin
cinsiyetten bagimsiz olup olmadign X* testi ile belirlenmistir. Degiskenlere iliskin
tanimlayict istatistikler normal dagilim gosteren degiskenler i¢in ortalama + standart hata

seklinde rapor edilmistir. p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu deneysel ¢alismada, her iki cinsiyetten (disi ve erkek) sicanlar kullanilmis ve
yapilan 0On istatistiksel degerlendirmede makroskobik viicut agirligt ve kranium
morfometrik analizi ile radyolojik lomber vertebra kemik yogunluk histogrami, kemik
mineral yogunlugu ve biyomekanik kompresyon testi sonuglari, biyokimyasal analizler ve
histolojik veya immiinohistokimyasal parametreler acisindan her iki cinsiyet (disi ve erkek)
arasinda anlamli bir fark saptanmamis (p=0,202) olup, gruplarin homojen oldugu kabul

edilmis ve veriler cinsiyet ayrimi gézetilmeksizin grup bazinda havuzlanarak sunulmustur.

4.1. Makroskopik Analiz Bulgular

4.1.1 Viicut Agirhg Ol¢iimii

Kontrol grubu ve PKM gruplar1 (PKM grubu, PKM+Px grubu ve PKM+MT grubu)
icin dogduklar1 giin (PNDO) ve tiger haftalik herbir zaman periyodu sonunda yapilmis olan

viicut agirligi 6lgitimiine ait ortalama degerler Tablo 4.1°de toplu olarak gésterilmistir.
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Tablo 4.1°de goriildigi gibi, toplam 21 hafta devam eden bu deneysel calismada,
calismanin baglangicinda (PNDO) farkli gruplardaki siganlarin viicut agirligi 6l¢tim
sonuglart agisindan anlamli bir farkliligin mevcut olmamasia karsin (p=0,139), 3 hafta
devam eden laktasyon donemi sonlarindan itibaren belirgin olan ve ancak daha sonraki
donemde kismen yavaslama egilimi gosteren viicut agirhigi artisinin sézkonusu oldugu
saptanmistir. Yine, PKM’ye ugratilmis gruplardaki deneklerin viicut agirliklarinin kontrol
grubuna kiyasla daha diisiik oldugu goriilmustiir. Soyle ki, dogum sonrasi ilk, ikinci, ti¢lincti
ve dordiincii ticer haftalik zaman periyotlar1 sonlarinda yapilmis viicut agirhig 6lgim
sonuglarinda (BW1-BW4) gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(swrastyla, p<0,001, p<0.001, p=0,001 ve p=0,027), buna karsin dogum sonrasi besinci,
altinc1 ve yedinci ticer haftalik zaman periyotlarinda yapilmis olan 6l¢timler (BW5-BW?7)
arasinda ise, Onemli bir farkliligin mevcut olmadigi saptanmustir (sirasiyla, p=0,136,

p=0,139 ve p=0,132) (Grafik 4.1).

Deneysel calisma sonunda, 6zellikle PKM+Px grubunda yer alan siganlarda daha
belirgin olmak tizere, PKM’ye ugratilmis sicanlarin tiimiinde, kontrol grubuna kiyasla
degisen diizeylerde viicut agirlik kaybinin sdzkonusu olmasi nedeniyle, hayvanlarin
makroskobik goériintimleri arasinda bir farklilik ortaya ¢ikmistir. Ayrica, PKM gruplarinda
yer alan deneklerin bazilarinda ¢esitli mental ve fiziksel belirtiler (killarda seyreklesme ve
dokiilme, tirnaklarda kirilma, kas atrofisi, ¢evreyle ilgisizlik ve ajitasyon gibi davranig

bozukluklart) gézlenmistir.
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Grafik 4.1 Viicut agirhigindaki 6l¢tim sonuglari. PNDO’dan baslayan ve toplam 21 hafta
devam eden bu deneysel ¢alismada, tiger hafta arayla yapilmis 6l¢tim sonuglari
(BW1-BW7) goriilmektedir. Kontrol grubu ile PKM’ye ugratilan gruplar i¢in
baslangigtan dordiincii ti¢ haftalik periyot sonuna kadar yapilmis olan viicut
agirhigr olgtimleri (BW1-BW4) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkliligin mevcut oldugu saptanmistir (sirastyla, p<0,001, p<0,001, p=0,001
ve p=0,027). Her bir gruba ait viicut agirligi 6lgiim sonuglar1 (ortalama =+
standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: PNDO, dogum sonrasi 0. giin;

PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin

4.1.2 Lomber Vertebra Kemik Yogunluk Histogram Analizi

Bu deneysel calismada, her gruptan ve her iki cinsten birer hayvanda LV3 vertebra
korpuslarindan BT yogunlugu verileri elde olunmustur. ilging bir sekilde, hem kontrol ve
hem de PKM+MT gruplarindaki disi ve erkek hayvanlardan elde olunan lomber vertebra
kemik yogunluk histogramlar1 “spike profili” gostermistir (Resim 4.1 A,D ve Resim
4.2.A,D). Buna karsin, PKM ve MKM+Px gruplarindaki disi ve erkek hayvanlarin elde
olunan yogunluk histogramlaruin ise, genis bir “plato profili” seklinde oldugu goriilmistiir

(Resim 4.1 B,C ve Resim 4.2.B,C). Bu bulgular, her iki cinsiyetteki deneklerde, hem PKM
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ve hem de Px prosediirlerinin, vertebral kolon lomber segmentindeki vertebra korpuslarinda
mevcut olan daha yiiksek yogunluga sahip kemik doku miktarinda bir azalmaya sebep

oldugunu ac¢ikg¢a gostermektedir.

Iiﬁ

a0

Resim 4.1. Kontrol (A), PKM (B), PKM+Px (C) PKM+MT (D) gruplarindaki disi
siganlarin lomber vertebra kemik yogunluk histogramlarina drnekler. Kontrol
ve PKM+MT gruplarindaki hayvanlarda “spike profili” gortiliirken, PKM ve
PKM+Px gruplarindaki hayvanlarda vertebralarin mineralizasyonunun
azaldigimi gosteren “plato profili” goriilmektedir. Kisaltmalar: PKM, protein

kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin
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Resim 4.2. Kontrol (A), PKM (B), PKM+Px (C) PKM+MT (D) gruplarindaki erkek
siganlarin lomber vertebra kemik yogunluk histogramlarina drnekler. Kontrol
ve PKM+MT gruplarindaki hayvanlarda “spike profili” goriilirken, PKM ve
PKM+Px gruplarindaki hayvanlarda vertebralarin mineralizasyonunun
azaldigi gosteren “plato profili” goriilmektedir. Kisaltmalar: PKM, protein

kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin
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4.1.3 Kranium Morfometrik Ol¢iim Sonuglari
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Grafik 4.2. Makroskobik kranial morfometrik analiz yiikseklik (A), uzunluk (B) ve genislik
(C) 6l¢tim sonuglari. Her bir gruba ait kranium yiikseklik, uzunluk ve geniglik
Olctim sonuglar1 (ortalama + standart hata) seklinde verilmistir. Morfometrik
analizler arasinda yer alan .2, L5 ve W4 ol¢iimleri disinda kalan tiim 6l¢iim
sonuglart i¢in, kontrol grubu ile PKM gruplari (PKM grubu, PKM+Px grubu ve
PKM+MT grubu) arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir (p<0,05). Kisaltmalar: PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px,

pinealektomi; MT, melatonin; H, yiikseklik; L, uzunluk; W, genislik
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Kranium morfometrik analiz sonuglar1 karsilastirildiginda, PKM’ye ugratilmis
gruplarda yer alan deneklere ait farkli ol¢limlerin kontrol grubuna kiyasla daha disiik
oldugu agikca goriilmektedir. Istatistiksel olarak, L2, L5 ve W4 &l¢iimleri disinda kalan tiim
Ol¢im sonuglart i¢in, kontrol grubu ile PKM gruplari (PKM grubu, PKM+Px grubu ve
PKM+MT grubu) arasindaki farkin anlaml oldugu saptanmistir (p<0,05). Bununla birlikte,
tiim 6l¢timler icin PKM grubu ile PKM+MT gruplari arasinda, bazi 6lgiimler (H2, L6, W2,
W3 ve W4) icin PKM ile PKM+Px gruplari arasinda ve diger bazi 6l¢timler (H2, L4, L6,
W2, W3 ve W4) i¢in ise PKM+Px ile PKM+MT gruplar1 arasindaki mevut farkliligin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi saptanmistir (p>0,05). Bu c¢alismadaki

kraniuma ait tiim morfometrik 6l¢tim sonuglart Tablo 4.2 ve Grafik 4.2'de sunulmaktadir.

Tablo 4.2 Deney gruplarina gore makroskobik kranial morfometrik analiz sonuglart*

Morfometrik

Kontrol grubu PKM grubu PKM+Px grubu | PKM+MT grubu
parametre

(n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
(mm)
Yiikseklik 1

12,56+0,21 10,98+0,122 10,23+0,15* 11,24+0,16*
(H1)
Yiikseklik 2

15,01+0,25 14,08+0,082 13,81+0,112 14,27+0,09*
(H2)
Yiikseklik 3

5,18+0,12 4,34+0,052 3,77+0,082 4,41+0,072
(H3)
Yiikseklik 4

13,79+0,17 12,91+0,06* 12,344+0,07* 12,98+0,06*
(H4)
Yiikseklik 5

17,75+0,25 16,77+0,10* 15,97+0,16* 16,87+0,142
(HS)
Uzunluk 1

48,12+0,26 47,33+0,08? 46,74+0,08* 47,33+0,08*
(L1
Uzunluk 2

47,46+0,32 46,73+0,11 45,33+0,16* 46,79+0,13
(L2)
Uzunluk 3

45,59+0,31 44,35+0,122 43,33+0,14° 44,65+0,14
(L3)
Uzunluk 4

19,84+0,28 18,40+0,122 17,66+0,35* 18,51+0,132
(L4)
Uzunluk 5
L5) 26,62+0,23 26,25+0,05 24,8142,64° 26,26+0,06
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Tablo 4.2 Deney gruplarina goére makroskobik kranial morfometrik analiz sonuglart™®

(devami)

Morfometrik

Kontrol grubu PKM grubu PKM+Px grubu | PKM+MT grubu
parametre

(n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
(mm)
Uzunluk 6

27,22+0,20 26,68+0,03¢ 26,47+0,12* 26,71+0,04¢
(L6)
Uzunluk 7

6,44+0,10 5,40+0,07° 4,57+0,10* 5,57+0,10°
L7)
Genislik 1

4,70+0,13 4,04+0,03* 3,65+0,11° 4,12+0,07*
(W1)
Genislik 2

7,99+0,19 7,43+0,05¢ 7,08+0,08* 7,46+0,07"
(W2)
Genislik 3

7,50+0,18 6,88+0,04¢ 6,53+0,10° 6,92+0,068
(W3)
Genislik 4

17,32+0,20 16,15+0,55 16,01+0,07" 16,18+0,37
(W4)

4 p<0.001; * p=0,002; ¢ p= 0,012; ¢ p=0,019; © p=0,003;  p=0,006; ¢ p=0,001;
b p=0,048 kontrol grubuna kiyasla.

* Her bir gruba ait kranium yiikseklik, uzunluk ve genislik 6l¢cim sonuglar1 (ortalama + standart

hata) seklinde verilmistir.

Kisaltmalar: PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin; H, yiikseklik; L,

uzunluk; W, genislik
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4.2. Lomber Vertebra Kemik Mineral Yogunlugu Analizi
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Grafik 4.3 Deney gruplarina gore sigan lomber vertebra (L2-L5) BMD 6l¢iim sonuglari.
PKM’ye ugratilmis deneklerde BMD degerlerinin daha diisiik olduguna ve
gruplar arasinda en diisiik degere sahip olan grubun ise, PKM+Px grubu
olduguna dikkat ediniz. Her bir gruba ait lomber vertebra (L2-L5) BMD
sonuglart (ortalama =+ standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: BMD,
kemik mineral yogunlugu; PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px,

pinealektomi; MT, melatonin.

Lomber vertebralara (LV2-LV5) ait kemik mineral yogunlugu (BMD) analiz sonuglar1
Tablo 4.3°de sunulmustur. Genel olarak, PKM’ye ugratilmis deneklere ait BMD sonuglari
daha diistik olup, PKM ve PKM+Px gruplarina ait ortalama degerler ile kontrol grubuna
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (sirasiyla, p=0,001 ve
p<0,001). Diger yandan, gruplar arasinda en diisiik BMD degerine sahip PKM+Px grubuna
ait ortalama deger ile PKM grubuna ait sonu¢ arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunurken (p=0,016), kontrol grubuna ait sonug ile PKM+MT grubuna ait sonug arasinda
anlamli bir fark bulunmamustir (Tablo 4.3) (Grafik 4.3).
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Tablo 4.3 Deney gruplarina gore sigan lomber vertebrasi (L2-1.5) BMD sonuglari*

BMD
Gruplar
(gr/cm®)
Kontrol grubu 0,219+0,004
(n=18)
PKM
grubu 0,204+0,002?
(n=18)
PKM+P
X grubu 0,192+0,001b*
(n=18)
+
PKM+MT grubu 0,210+0,003¢
(n=18)

4 p=0,001 ve ® p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; ¢ p=0,016 PKM grubuna kiyasla;
4 p<0,001 PKM+Px grubuna kiyasla.

* Her bir gruba ait lomber vertebra (L2-L5) BMD sonuglari (ortalama + standart hata) seklinde

verilmistir.

Kisaltmalar: BMD, kemik mineral yogunlugu; PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px,

pinealektomi; MT, melatonin

4.3. Lomber Vertebra Biyomekanik Kompresyon Testi Sonugclar:

Uciincii lomber vertebra (LV3) biyomekanik kompresyon testi sonuglar1 Tablo 4.4°de
verilmigtir. PKM gruplarinda hem maksimum kuvvet sonuglart hem de rijidite 6l¢tim
sonuglar1 kontrol grubuna kiyasla daha diisiik bulunmus olup, kontrol grubu ile PKM ve
PKM+Px gruplarina ait sonuglar arasindaki fark dnemli bulunmustur (sirasiyla, p<0,001 ile
p<0,001 ve p=0,026 ile p<0,001). Yine, PKM+Px ile PKM+MT gruplarina ait sonuglar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p=0,004), maksimum kuvvet i¢in
kontrol grubuna ait sonu¢ ile PKM+MT grubuna ait sonu¢ arasinda anlamli bir fark

bulunmamustir (Tablo 4.4) (Grafik 4.4).
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Grafik 4.4 Deney gruplarina gore, lomber vertebra (LV3) kemigi biyomekanik analiz

sonuglari. PKM’ye ugratilmis deneklerin yer aldigi gruplarda, hem maksimum

kuvvet hem de rijidite 6l¢lim sonuglarinin, kontrol grubuna kiyasla daha diisiik

olduguna ve tim gruplar arasinda en diisiik maksimum kuvvet ve rijidite

degerlerine sahip grubun PKM+Px grubu olduguna dikkat ediniz. Her bir

gruba ait lomber vertebra (L3) biyomekanik kompresyon testi sonuglari

(ortalama + standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: PKM, protein

kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; M T, melatonin
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Tablo 4.4 Deney gruplarina gore lomber vertebra (LV3) kemigi biyomekanik analiz

sonuglart*
Maksimum kuvvet Rijidite

Gruplar
Kontrol grubu 145,0248.10 140,11£7,67
(n=18)
PKM grubu 103,39+7,00° 111,22+6,91°¢
(n=18)
PKM+P

x grubu 74,2045 855 90,77+5,83f
(n=18)
PKM+MT
) Brubu 1 107,87.45,30h¢ Licigi i

n:

4 p<0,001 ve ® p=0,001 kontrol grubuna kiyasla; ¢ p=0,015 PKM grubuna kiyasla;

4 p=0,004 PKM+Px grubuna kiyasla; ¢ p=0,026 ve { p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; & p=0,004
PKM+Px grubuna kiyasla.

* Her bir gruba ait lomber vertebra (L3) biyomekanik kompresyon testi sonuglari (ortalama

+ standart hata) seklinde verilmistir.

Kisaltmalar: PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; M T, melatonin

4.4. Biyokimyasal Analiz Bulgular

Tablo 4.5°de goriildiigii gibi, basta PKM+Px grubu olmak tizere PKM’ye ugratilmis
deneklerden alinmis olan serum orneklerinde hem proinflamatuar ve hem de anti-
inflamatuar sitokin diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ayni sekilde, PKM’ye ugratilmis deneklere ait sitokin diizeyleri arasindaki farklarin da
farkli diizeylerde anlamli oldugu bulunmustur (Grafik 4.5). Serum IL-6, IL-10 ve TNF-a
diizeyleri i¢cin PKM+Px grubu ile kontrol ve PKM+MT gruplar1 arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir (p<0,001). Onemli bir sekilde, kontrol grubu
ile PKM+MT grubu arasindaki farklarin IL-6 (p=0,784), IL-10 (p=0,194) ve TNF-a
(p=0,912) diizeyleri i¢in istatistiksel olarak anlamli olmadig1 dikkati ¢ekmistir (Tablo 4.5).
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Grafik 4.5 Deney gruplarina gore serum IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeyi sonuglari. PKM’ye
ugratilmis deneklerin yer aldig1 gruplarda hem proinflamatuar (IL-6 ve TNF-a)
ve hem de anti-inflamatuar (IL-10) sitokin diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla
daha yiiksek olduguna ve tim gruplar arasinda en yiiksek degerlerine sahip
grubun ise PKM+Px grubu olduguna dikkat ediniz. Her bir gruba ait IL-6, IL-10
ve TNF-a diizeyi sonuglart (ortalama + standart hata) seklinde verilmistir.
Kisaltmalar: IL-6, interlokin-6; IL-10, interlokin-10; TNF-a, tiimor nekroz
faktori alfa; PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT,

melatonin

Ote yandan, PKM’ye ugratilmis deneklerde kemik yapimi ve yikimi gibi kemik
metabolizmasiyla ilgili belirtecler arasinda yer alan OCN serum diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla daha diistik oldugu, buna karsin CTX-I diizeylerinin ise daha yiiksek
oldugu dikkati cekmektedir (Grafik 4.6). Istatistiksel olarak, basta PKM+Px grubu ile
kontrol grubu arasindaki farkin hem OCN ve hem de CTX-I diizeyleri i¢in anlamli oldugu
saptanmistir (p<0,001). Diger yandan, OCN diizeyi i¢in kontrol grubu ile PKM+MT grubu
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmasina karsin (p=0,018), CTX-I diizeyi i¢in

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 dikkati ¢ekmistir (p=0,919) (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5 Deney gruplarina gore ELISA testleri sonuglari*

Kontrol grubu PKM grubu PKM+Px grubu | PKM+MT grubu
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
IL-6
141,29+3,44 172,67+4,30° 201,83+9,52b¢ 149,13+4,36%¢
(pg/mL)
IL-10
104,75+3,23 157,13+11,08" 171,42+6,58° 124,78+4,70°
(pg/mL)
TNF-a
119,23+5,03 164,91+7,70 239,00+32,475f 135,1745,35¢
(pg/mL)
OCN
(ng/mL) 15,01+1,09 11,00+0,49" 9,2640,41° 11,94+0,70'
(n=18)
CTX-1 .
17,98+1,33 25,64+1,54 45,27+3,880 19,99+0,75°¢
(ng/mL)

4 p=0,002 ve ® p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; ¢ p=0,005 kontrol grubuna kiyasla;

4p=0,032 PKM grubuna kiyasla; ¢ p<0,001 PKM+Px grubuna kiyasla; f p<0,001 kontrol grubuna

kiyasla; & p=0,016 PKM grubuna kiyasla; " p=0,001 kontrol grubuna kiyasla; ' p=0,018 kontrol

grubuna kiyasla; ' p<0,001 PKM grubuna kiyasla.

* Her bir gruba ait ELISA testleri sonuglari (ortalama + standart hata) seklinde verilmistir.

Kisaltmalar: ELISA, enzim bagli immiinosorbent analiz; IL-6, interlokin-6; IL-10, interldkin-10;

TNF-a, tiimor nekroz faktorii alfa; OCN, osteokalsin; CTX-I, C-terminal telopeptid tip I kollajen;

PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin
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Grafik 4.6 Deney gruplarina gore, serum OCN ve CTX-I diizeyi sonuglari. PKM’ye
ugratilmis deneklerde kemik yapimi ve yikimi gibi kemik metabolizmastyla
ilgili belirtecler arasinda yer alan OCN diizeylerinin, kontrol grubuna kiyasla
daha diisiik olduguna, buna karsin CTX-I diizeylerinin ise daha yiiksek
olduguna dikkat ediniz. Her bir gruba ait OCN ve CTX-I diizeyi sonuglari
(ortalama + standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: OCN, osteokalsin;
CTX-I, C-terminal telopeptid tip I kollajen; PKM, protein kalori malniitrisyonu;

Px, pinealektomi; M T, melatonin.

4.5. Mikroskobik Analiz Bulgular:

4.5.1 Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgulari

Isik mikroskobu altinda incelenen kranium ve lomber vertebra (L4-L5) kemik doku
kesitleri, asagida ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi, hem kalitatif ve hem de kantitatif

olarak degerlendirilmistir.
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4.5.1.1. Kranial Kemik Doku Kalitatif Degerlendirmesi

Kontrol grubundaki deneklerin kranial kemik doku kesitlerde tipik kompakt kemik
yapisi ve diizenli lameller organizasyon izlenmistir. Kraniumda dis ve i¢ tabula arasinda yer
alan “diploe” mesafesi normal kalinlik ve biitiinliikkte oldugu goriilmiistiir. Osteositlerin
lakiina igerisinde diizenli yerlestigi, niikleuslarinin belirgin ve 6kromatik oldugu, bos lakiina
sayisinin minimal diizeyde oldugu goriilmistiir. Periosteal ve endosteal yiizeylerde
osteoblastik aktivite olagan sinirlarda oldugu saptanmistir (Resim 4.3. A1-A4 ve Resim 4.4.

Al-Ad).

Resim 4.3. (1) Kontrol grubu. (2) PKM grubu. (3) PKM+Px grubu. (4) PKM+MT grubu.
Disi deneklerin kranial kemik dokularinin histopatolojik goriintimleri. A1-B1-
C1-D1 4x buyiitme (Biiylitme bari: 20 pm); A2-B2-C2-D2 x20 biiylitme
(Bliytitme bari: 40 pm). A3-A4-B3-B4-C3-C4-D3-D4 40x biiyiitme (Biiylitme

bari: 50 um). Hematoksilen-Eosin boyama
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PKM grubundaki deneklerin kranium kemik doku goriiniimleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, ozellikle kranium diploe tabakasinda belirgin incelme ve kemik
matriksinde organizasyon bozuklugu oldugu dikkat ¢ekmistir. Kortikal kemik alanlarinda
osteosit igermeyen bos lakiina sayisinda istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir.
Kemik trabekiillerinin daha ince ve kirilgan bir goriiniim sergiledigi saptanmistir. Bu bulgu,
neonatal donemdeki PKM’nin osteosit apoptozisini tetikledigini ve kemik canliligim

azalttigini diistindiirmektedir (Resim 4.3. B1-B4 ve Resim 4.4. B1-B4).

PKM+Px grubunda histopatolojik hasarin en siddetli oldugu goriilmustiir. Sturekli
aydinlik ortamin yarattigi fonksiyonel Px’e bagli endojen MT baskilanmasi, PKM’nin
yarattigl oksidatif hasar1 siddetlendirdigini distindiirmiistiir. Diploe kalinliginin PKM
grubuna gore daha da azalmis oldugu, osteoporotik degisikliklerin belirginlestigi ve bos
lakiina oranmin tiim gruplar i¢indeki en yiiksek seviyeye ulastigi dikkati ¢ekmektedir.
Kemik matriksinde yer yer mikro ¢atlaklar ve yogun diizensizlikler izlenmistir (Resim 4.3.

C1-C4 ve Resim 4.4. C1-C4).

Resim 4.4 (1) Kontrol grubu. (2) PKM grubu. (3) PKM+Px grubu. (4) PKM+MT grubu.
Erkek deneklerin kranial kemik dokularinin histopatolojik goriintimleri. Al-
B1-C1-D1 4x biiytitme (Biiyiitme bari: 20 pm); A2-B2-C2-D2 x20 biiyiitme
(Bliytitme bart: 40 pm). A3-A4-B3-B4-C3-C4-D3-D4 40x biiylitme

(Btiytitme bar1: 50 pm). Hematoksilen-Eosin boyama
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Eksojen MT tedavisi uygulanan PKM grubunda, PKM’nin yarattig1 negatif etkilerin
belirgin sekilde yok oldugu tespit edilmistir. PKM grubu ile karsilastirildiginda, diploe
kalinliginin korundugu ve kontrol grubu degerlerine yaklastigi tespit edilmistir. Lakiinalarin
biiylik oranda canli osteositler ile dolu oldugu, bos lakiina sayisinin PKM ve PKM+Px
gruplarima goére anlamli  derecede azaldigi gorilmiistir. MT nin  osteoblastik
diferansiyasyonu artirici etkisine paralel olarak, spongidz kranial kemik yapinin daha kalin
ve organize oldugu, kemik mineralizasyonunun histolojik olarak daha yogun oldugu

gorlilmiistiir (Resim 4.3. D1-D4 ve Resim 4.4. D1-D4).
4.5.1.2. Kranial Kemik Doku Histomorfometrik Analizi

Histolojik analiz sonucunda, calismadaki kontrol, PKM, PKM+Px ve PKM+MT
gruplarinda yer alan deneklerin kraniumlart {izerinde lambda noktasina komsu kortikal
kemik alanina ait H-E boyamal1 kesitlerinde kranium diploe kalinlig1 dl¢timleri, sirasiyla,
0,62+0,15, 0,52+0,15, 0,41+£0,07 ve 0,59+0,16 seklinde bulunmus olup, gruplar arasindaki
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p=0,006) (Grafik 4.7 ve Grafik

4.8) (Tablo 4.6).
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Grafik 4.7 Deney gruplarina gore mikroskobik kranium diploe kalinlig1 6l¢tim sonuglari.
Basta PKM+Px grubu olmak tizere, PKM’ye ugratilmis deneklerin yer aldigi
tim gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, kranium diploe kalinliginda azalma
olduguna dikkat ediniz. Her bir gruba ait kranium diploe kalinhigi degerleri
(ortalama + standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: PKM, protein kalori

malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin
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Grafik 4.8 Deney gruplarina gore mikroskobik kranium bos lakiina % orani degerleri. Basta
PKM+Px grubu olmak iizere, PKM’ye ugratilmis deneklerin yer aldigi tiim
gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, kranium bog lakiina % orani degerlerinde
artis olduguna dikkat ediniz. Her bir gruba ait kranium bos lakiina % orani
degerleri (ortalama + standart hata) seklinde verilmistir. Kisaltmalar: PKM,

protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin

Histolojik olarak, PKM’ye ugratilmis deneklerin kranial kortikal kemik dokusunda,
kontrol grubuna kiyasla daha fazla sayida bos lakiinanin mevcut oldugu goézlenmistir.
Calismadaki kontrol, PKM, PKM+Px ve PKM+MT gruplarinda kranium bos lakiina %
oranlari, sirasiyla, % 7.36£1,07, % 11,51+1,86, % 15,24+1,96 ve % 9,19+1,63 seklinde
bulunmus olup, gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir

(p<0,001) (Grafik 4.7 ve Grafik 4.8) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6 Deney gruplarina gére mikroskobik kranium diploe kalinligi, kranium total

lakiina sayisi, kranium bos lakiina sayisi ve kranium bos lakiina % orani

degerleri*
Kontrol grubu | PKM grubu PKM+Px grubu | PKM+MT grubu
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Kranium diploe
0,62+0,05 0,52+0,05 0,41+0,02* 0,59+0,05°
kalinhig1 (mm)
Kranium total lakiina
35,40+1,80 33,90+2,05 39,70+2,68 40,90+2,31
sayisi
Kranium bos lakiina
2,60+0,16 3,90+0,28¢ 6,00+£0,394f 3,70+0,21%#
sayis1
Bos lakiina (%) oram1 | 7,36+0,34 11,51+0,59¢ 15,24+0,624F 9,19+0,528h

@ p=0,006 kontrol grubuna kiyasla; ® p=0,028 PKM+Px grubuna kiyasla; ¢ p=0,010 kontrol grubuna
kiyasla; ¢ p<0,001 kontrol grubuna kiyasla; ¢ p=0,037 kontrol grubuna kiyasla; f p<0,001 PKM
grubuna kiyasla; ¢ p<0,001 PKM+Px grubuna kiyasla; ' p=0,018 PKM grubuna kiyasla.

* Her bir gruba ait kranium diploe kalinligi, kranium total lakiina sayisi, kranium bos lakiina sayisi

ve kranium % orani degerleri (ortalama + standart hata) seklinde verilmistir.

Kisaltmalar: PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; M T, melatonin

4.5.1.3. Lomber Vertebra Kemik Doku Kalitatif Degerlendirmesi

Kontrol grubunda, lomber vertebra (L4-L5) korpuslarda kemik dokusu trabekiiler ag
yapisinin birbirleriyle baglantili, kalin ve diizenli oldugu izlenmistir. Trabekiiller arasi
bosluklarda yer alan kemik iligi elemanlari normal selliilaritede oldugu goriilmiistiir (Resim

4.5. A1-A4 ve Resim 4.6.A1-A4).
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Resim 4.5. (1) Kontrol grubu. (2) PKM grubu. (3) PKM+Px grubu. (4) PKM+MT grubu.
Disi deneklerin lomber vertebra dokularinin histopatolojik goriintimleri. Al-
B1-C1-D1 4x biiytitme (Biyiitme bari: 20 um); A2-B2-C2-D2 x20 biiyiitme
(Buytitme bari: 40 pm). A3-A4-B3-B4-C3-C4-D3-D4 40x biiyiitme (Biiyilitme

bari: 50 um). Hematoksilen-Eosin boyama

PKM grubunda, lomber vertebralarda osteoporotik degisiklikleri andiran trabekiiler
incelme ve trabekiiller arasi baglantilarda kopmalar gozlenmistir. Trabekiiler kemik
hacminin azaldigi, buna karsilik kemik iligi alaninda yag dokusu artisinin eslik ettigi

dejeneratif stirecler saptanmistir (Resim 4.5. B1-B4 ve Resim 4.6. B1-B4).

PKM+Px grubunda, antioksidan savunma sisteminin zayiflamasina bagli olarak
trabekiiler yikimin en fazla oldugu grup oldugu saptanmistir. Trabekiiller arasi bosluklarin
asirt genisledigi, osteoklastik aktiviteye isaret eden rezorpsiyon alanlarinin arttigi

gozlenmistir (Resim 4.5. C1-C4 ve Resim 4.6. C1-C4).
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Resim 4.6. (1)Kontrol grubu. (2) PKM grubu. (3) PKM+Px grubu. 4) PKM+MT) grubu.
Erkek deneklerin lomber vertebra dokularinin histopatolojik gériintimleri. Al-
B1-C1-D1 4x biiyiitme (Buytitme bari: 20 pm); A2-B2-C2-D2 x20 biiyiitme
(Buytitme bari: 40 um). A3-A4-B3-B4-C3-C4-D3-D4 40x biiylitme (Biiyiitme

bari: 50 um). Hematoksilen-Eosin boyama

PKM+MT grubunda ise, MT tedavisi ile vertebral trabekiiler yapmin korundugu
gozlenmistir. Trabekiil kalinliklarinin PKM grubuna kiyasla arttigi, trabekiiler ag
biitinltiglinlin saglandigi ve kemik iligindeki adiposit/osteoblast dengesinin osteoblast
lehine korundugu tespit edilmistir. MT nin kemik iligi MKH’lerinin osteoblastik seriye
farklilasmasini tegvik edici etkisi histolojik kesitlerde organize kemik yapisi olarak kendini

gostermistir (Resim 4.5. D1-D4 ve Resim 4.6. D1-D4).
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4.5.2 Immiinohistokimyasal Boyama Bulgulari

4.5.2.1. Kranial Kemik Doku Anti-Osteonektin Boyama Bulgular:

Immiinohistokimyasal ~olarak, kranium Kesitlerinde —gerceklestirilen anti-ON
boyamasinin kalitatif olarak degerlendirilmesinde, osteoblastlarin sitoplazmalarinda ve
kemik ekstraseliler matriksinde pozitif immiinreaktivite izlenmistir. Boyanma

yogunlugunda gruplar arasinda belirgin bir farklilik goralmustiir.

Resim 4.7. (1) Kontrol grubu. (2) PKM grubu. (3) PKM+Px grubu. (4) PKM+MT grubu.
Disi deneklerin kranial kemik dokularinin histopatolojik gortintimleri. Al-
B1-C1-D1 4x biyiitme (Biiyiitme bari: 20 pm); A2-B2-C2-D2 x20
bliyitme (Biiyiitme bari: 40 pm). A3-A4-B3-B4-C3-C4-D3-D4 40x
biiylitme (Btiylitme bar1: 50 pm). Anti-ON boyama

Kontrol grubunda, osteoblastik aktivitenin ve kemik dongiisiiniin olagan seyrinde

oldugu goriilmekte olup, hem periosteal hem de endosteal yiizeylerde yerlesmis

108



osteoblastlarda giiclii (3+) ON immiinreaktivitesi saptanmistir. Kemik matriksinde, basta
yeni kemik yapimimnin oldugu osteoid alanlarda olmak iizere, diffiiz ve homojen bir

boyanma patern izlenmistir (Resim 4.7. A1-A4 ve Resim 4.8. A1-A4).

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, PKM grubundaki sicanlarin kranium
kesitlerinde ON ekspresyonunda belirgin bir azalma gozlenmistir. Osteoblast sayisindaki
azalmaya paralel olarak, immiinreaktivite siddeti zayif (1+) olarak degerlendirilmistir.
Ozellikle kranial diploe araligindaki incelmis trabekiillerde boyanmanin soluk oldugu ve yer
yer kesintiye ugradig tespit edilmistir. Bu bulgu, PKM’nin osteoblastlarin matriks proteini
sentezleme kapasitesini baskiladigini gostermektedir (Resim 4.7. B1-B4 ve Resim 4.8. B1-

B4).

Resim 4.8. (1) Kontrol grubu. (2) PKM grubu. (3) PKM+Px grubu. (4) PKM+MT grubu.
Erkek deneklerin kranial kemik dokularinin histopatolojik gortintiimleri. Al-
B1-C1-D1 4x biiytitme (Biyiitme bari: 20 um); A2-B2-C2-D2 x20 biiyiitme
(Buytitme bari: 40 pm). A3-A4-B3-B4-C3-C4-D3-D4 40x biiyiitme (Biiyiitme
bari: 50 um). Anti-ON boyama

109



PKM+Px grubunda, fonksiyonel Px ile endojen MT baskilanmasinin, PKM’nin
yarattig1 negatif tabloyu derinlestirdigi goriilmiistiir. Tiim gruplar icerisinde en disiik ON
seviyeleri bu grupta kaydedilmistir. Immiinreaktivite skoru cogunlukla negatif (0) veya ¢ok
zayif (1+) diizeyde oldugu saptanmistir. Aktif kemik yapimini isaret eden boyali
osteoblastlara nadiren rastlanmis olup, bu da kemik mineralizasyon siirecinin ciddi sekilde

sekteye ugradigini diistindiirmektedir (Resim 4.7. C1-C4 ve Resim 4.8. C1-C4).

PKM+MT grubunda ise, PKM uygulanmasina ragmen eksojen MT tedavisi alan bu
grupta, ON ekspresyonunun PKM ve PKM+Px gruplarina kiyasla anlamli derecede arttigi
gozlenmistir. Immiinreaktivite siddeti orta-giiclii (2-3+) seviyelerine yiikselerek, kontrol
grubuna yakin bir profil sergilemistir. Osteoblastlarin yeniden aktiflestigi ve kemik
matriksine yogun sekilde ON salgiladigi, bdylece kemik onarim mekanizmasinin
tetiklendigi immiinohistokimyasal olarak goériilmiistiir (Resim 4.7. D1-D4 ve Resim 4.8. D1-

D4).

4.5.2.2. Kranial Kemik Doku Anti-Sialoprotein Boyama Bulgulari

Immiinohistokimyasal olarak, kranium Kkesitlerinde gergeklestirilen anti-BSP
boyamasinin kalitatif olarak degerlendirilmesinde, mineralize kemik matriksinde,
osteoblastlarda ve bazi osteositlerde pozitif immiinreaktivite izlenmistir. Hem boyanma
paterni ve hem de boyanma yogunlugu gruplar arasinda anlamli farkliliklar gostermistir.
BSP, kemik mineralizasyonunun baglatilmasinda niikleasyon ajan1 olarak gorev
yapmaktadir. PKM+MT grubunda artis gosteren BSP ekspresyonu, tedavinin sadece kemik
hacmini korumakla kalmayip, ayn1 zamanda kemik kalitesini ve mineralizasyon derecesini

de iyilestirdigini distindiirmektedir.

Kontrol grubunda, kemik yapiminin aktif oldugu yiizeylerde dizilen osteoblastlarin
sitoplazmasinda ve c¢evreleyen ekstraseliiler matrikste giiglii (3+) immiinreaktivite
gozlenmistir. Ozellikle yeni mineralize olan kemik alanlarinda boyanmanm yogun ve
homojen oldugu saptanmistir. Bu bulgu, kontrol grubunda hidroksiapatit olusumunun ve
mineralizasyon siirecinin saglikli isledigini gostermektedir (Resim 4.9. A1-A4 ve Resim

4.10. A1-A4).
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Resim 4.9. (1) Kontrol grubu. (2) PKM grubu. (3) PKM+Px grubu. (4) PKM+MT grubu.
Disi deneklerin kranial kemik dokularinin histopatolojik goriintimleri. A1-B1-
C1-D1 4x biylitme (Biyiitme bari: 20 pm); A2-B2-C2-D2 x20 biiyiitme
(Bliytitme bari: 40 pm). A3-A4-B3-B4-C3-C4-D3-D4 40x biiyiitme (Biiylitme
bar1: 50 um). Anti-BSP boyama

PKM uygulanan grupta, kontrol grubuna kiyasla BSP ekspresyonunda belirgin bir
azalma tespit edilmistir. Immiinreaktivite siddeti genel olarak zayif (1+) diizeyde oldugu
saptanmistir. Kemik matriksindeki boyanmanin heterojen ve par¢ali oldugu,
osteoblastlardaki sinyalin ise siliklestigi gozlenmistir. Bu durum, PKM’nin osteoblastlarin
mineralizasyonu baslatma kapasitesini baskiladigini ve kemik matriks matiirasyonunu

geciktirdigini diisiindiirmektedir (Resim 4.9. B1-B4 ve Resim 4.10. B1-B4).

PKM+Px grubunda, fonksiyonel Px saglayan siirekli aydinlik ortam ve PKM’nin
kombine etkisi altinda, BSP immiinreaktivitesinin en diisiik seviyeye indigi (0-1+)
gorlilmiistiir. Matriks genelinde boyanma oldukg¢a soniik izlenirken, osteoblastik aktivitenin
yetersizligine isaret eden genis negatif alanlar dikkat ¢ekmistir. Mineralizasyon defektinin
en siddetli oldugu grup olarak degerlendirilmistir (Resim 4.9. C1-C4 ve Resim 4.10. C1-
C4).
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Resim 4.10. (1) Kontrol grubu. (2) PKM grubu. (3) PKM+Px grubu. (4) PKM+MT grubu.
Erkek deneklerin kranial kemik dokularinin histopatolojik gortiniimleri. Al-
B1-C1-D1 4x biiyiitme (Biiylitme bari: 20 pm); A2-B2-C2-D2 x20 biiyiitme
(Biytitme bari: 40 um). A3-A4-B3-B4-C3-C4-D3-D4 40x biiyiitme (Biiyiitme
bari: 50 um). Anti-BSP boyama

PKM+MT grubunda ise, MT tedavisi ile birlikte, kemik dokusundaki BSP
ekspresyonunun upregiilasyon gézlenmistir. Immiinreaktivite yogunlugu orta-giiclii (2-3+)
seviyelerine ulasarak, PKM ve PKM+Px gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
sergilemistir. Ozellikle trabekiiler yiizeylerdeki osteoblastlarda belirginlesen boyanma,
MT’nin kemik mineralizasyonunu tesvik edici ve matriks protein sentezini artirici
"anabolik" etkisini histolojik diizeyde dogrulanmistir (Resim 4.9. D1-D4 ve Resim 4.10.
D1-D4).
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4.5.2.3. Kranial Kemik Doku Osteonektin ve Kemik Sialoprotein Immiinoreaktive

Skorlar1

Tablo 4.7 Deney gruplarina gore kranial kemik dokusuna ait ON ve BSP immiinoreaktive

degerleri***

Kontrol grubu PKM grubu PKM+Px grubu PKM+MT grubu
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

ON 2,67+0,07 1,03+0,12 0,30+0,08 2,37+0,09

BSP 2,87+0,05 1,00+0,12 0,27+0,10 2,57+0,05

* Her bir gruba ait kranial kemik dokusu ON ve BSP immiinoreaktive skoru (0-3) degerleri

(ortalama + standart hata) seklinde verilmistir.

**Hem ON ve hem BSP immiinoreaktive skor degeri ortamalart i¢in kontrol grubu ile PKM+MT
grubu arasinda ikili karsilastirma disinda kalan tiim gruplar arasi karsilastirmalar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,001).

Kisaltmalar: ON, osteonektin; BSP, kemik sialoprotein; PKM, protein kalori malniitrisyonu; Px,

pinealektomi; MT, melatonin

Immiinohistokimyasal degerlendirmede, PKM’ye ugratilmis gruplarda ON ve BSP
immiinoreaktivesi skor ortalama degerlerinin kontrol grubu ile PKM+MT grubu arasindaki
ikili karsilagtirma disinda kalan tiim gruplar arasi karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.7). Onemli bir sekilde, ON ve BSP icin kontrol grubu ile
PKM+MT grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (sirasiyla,

p=0,109 ve p=0,084).

Bu iki boyama sonucu bir arada degerlendirildiginde, MT’nin kranial kemik doku
tizerindeki koruyucu etkisinin, osteoblastlarin hem organik matriks sentezini saglayan
ON’yi, hem de inorganik mineralizasyon siirecinden sorumlu BSP’yi es zamanli olarak
stimiile etmesinden kaynaklandig1 sdylenebilir. Ozellikle disi deneklerdeki MT eksikliginin
yarattig1 derin yikim, uygulanacak tedavinin erkek deneklere kiyasla disi denekler i¢in daha

kritik bir 6neme sahip olabilecegini akla getirmektedir (Grafik 4.9).
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Grafik 4.9. Gruplara gore kranial kemik doku ON ve BSP ekspresyonlar1 kiyaslandiginda,
immiinoreaktive degerinin basta PKM+Px grubunda olmak {izere, PKM
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli 6l¢iide azalmis oldugu, buna
karsin PKM+MT grubuda artis gosterdigi ve kontrol grubuna yakin bir degere
ulastigr dikkati ¢ekmektedir. Her bir gruba ait kranial ON ve BSP
immiinoreaktive skoru (0-3) degerleri (ortalamatstandart hata) seklinde
verilmigtir. Kisaltmalar: ON, osteonektin; BSP, kemik sialoprotein; PKM,

protein kalori malniitrisyonu; Px, pinealektomi; MT, melatonin
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5. TARTISMA

Bu deneysel ¢alismadan elde edilen bulgular, laktasyon déneminde PKM’ye maruz
birakilmis neonatal Wistar Albino sicanlarinda fonksiyonel Px islemi uygulanmasi ya da
eksojen MT verilmesinden sonra kraniospinal (kranium ve vertebra) kemik dokularin
gelisimi ve morfolojik 6zellikleriyle iliskili bazi makroskobik, radyolojik, biyomekanik,
biyokimyasal ve histolojik degisikliklerin ortaya c¢iktigin1  gostermektedir. Yine,
malniitrisyon ile iligkili s6zkonusu degisikliklerin, 6zellikle fonksiyonel Px uygulanmasiyla
daha belirgin bir hale gelmesine karsin, eksojen MT verilmesi sonrasinda kismi bir
hafifleme gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Tiim bu veriler bir arada degerlendirildiginde,
daha 6nce bazi arastirmacilar tarafindan da ileri siirtildiigii gibi, bu tiir degisikliklerin biiyiik
olasilikla epifiz bezi tarafindan salgilanan MT ile iligkili olabilecegine dair bir kanit
saglamaktadir (Ostrowska ve digerleri, 2002a; Ostrowska ve digerleri, 2002b; Cardinalli ve
digerleri, 2003; Ladizesky ve digerleri, 2003; Markova ve digerleri, 2003; Fjelldal ve
digerleri, 2004; Turgut ve digerleri, 2005; Vriend ve Reiter, 2016; Murodumi ve digerleri,
2020; Basaloglu ve digerleri, 2022).

5.1. Malniitrisyonda Kraniospinal Kemik Doku Gelisimi ve Morfolojik Degisiklikler

Viicudumuzdaki tim dokularin gelisimi ve biiylimesi i¢in gerekli olan makrobesin
ve/veya mikrobesin ogelerinin eksik ya da dengesiz alinmasina bagli protein ve kalori
yetersizligi ile karekterize PKM, basta az gelismis iilkeler olmak tizere, tiim diinyada hala en
yaygin saglik sorunlarindan biridir (Chandra, 1992). Simdiye kadar gerceklestirilmis olan ¢ok
sayida ¢alisma, PKM’nin sistemik enflamasyon tablosu ile karekterize oksidatif bir etkiye
sahip oldugunu ve farkli dokularda serbest radikal miktarinda belirgin artisa yol ag¢tigini
ortaya koymustur (Chandra, 1992; Touyz, 2000; Briones ve Touyz, 2010; Guzik ve Touyz,
2017). PKM, hiicresel lipid peroksidasyonda artisa ve antioksidan savunma sisteminde
zayiflamaya yol acarak, canlinin inflamatuar yanitlarin1 dogrudan etkilemektedir (Chandra,
1992; Touyz, 2000; Briones ve Touyz, 2010; Guzik ve Touyz, 2017). Dogal olarak, PKM’ye
maruz birakilmis bireylerin basta kemik dokularinda olmak iizere, tiim dokularin morfolojik

ozelliklerinde, igeriklerinde ve fonksiyonlarinda bazi olumsuz degisiklikler ortaya ¢ikmasi
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kacinilmazdir. Bu deneysel c¢alismada, tiim PKM gruplarinda sistemik inflamasyon
mevcudiyeti yaninda, kraniospinal kemik doku gelisimi stire¢lerinde gerileme ve kemik
rezorpsiyonunda artigla karekterize kemik dongilisiinde dengesizlik sonucunda kemik
dokusunun makroskopik, radyolojik, biyokimyasal, biyomekanik ve histolojik 6zelliklerinde

ortaya ¢ikan degisiklikler mevcut literatiir verilerini dogrulamaktadir.

5.2. Malniitrisyon Sonras1 Ortaya Cikan Telafi Edici (Yakalayic1) Kraniospinal Kemik
Doku Degisiklikleri

[k defa 1963°de Prader ve digerleri (1963), malniitrisyona maruz kalmis yenidoganda,
daha sonra uygun kosullarin saglanmasi durumunda biiylime egrisinde ortaya cikan ve
malniitrisyon oncesi egriye geri doniisii saglayan hizli dogrusal biiytime asamasini tanimlamak
icin "telafi edici (yakalayici) biiytime" terimini kullanmistir (Prader ve digerleri, 1963).
Kisaca, telafi edici (yakalama) biiytime, biiylime geriligi donemini takip eden belirli bir zaman
dilimi i¢inde, normal biiylimenin yagsa gore istatistiksel sinirlarin {izerindeki bir hizla
gerceklesmesi halidir (Prader ve digerleri, 1963; Hughes, 1982; Alippi ve digerleri, 1999).
Boylece, malniitrisyon sonucunda gelisme geriligi ortaya ¢ikan hayvanlarin, mevcut beslenme
kisitlamalar1 bir sekilde ortadan kaldirildiktan sonra, kronolojik yaslarina gore beklenen
normal biiylime hizindan daha yiiksek bir hiza ulasabilmeleri sézkonusudur. Nitekim, Alippi
ve digerleri (1999), sicanlarda laktasyon donemi sonrasinda mandibula kemigi gelisimiyle
iligkili yiiksek bir telafi potansiyelinin s6zkonusu oldugunu ve yaklasik bir ay sonunda tam bir
toparlanma saglanabildigini rapor etmistir (Alippi ve digerleri, 1999). Wilson ve Osbourn
(1960), malniitrisyon uygulanan donemde en hizli biiyliyen anatomik yapilarin
malniitrisyondan en ¢ok etkilenen bolgeler olacagini ileri stirmiistiir (Wilson ve Osbourn,
1960). Daha sonra yapilan calismalar, s6zii edilen anatomik yapilarda, tam bir telafi edici
biiylime saglama sansinin oldukga diisiik oldugunu ortaya koymustur (Dickerson ve Hughes,
1972; Hughes, 1982). Yine, si¢anlarda kraniospinal kemik dokudaki biiylime hizinin,
laktasyon doneminde maksimum diizeye ulastigi bildirilmistir (Hughes, 1982). Bu nedenle,
laktasyon doneminde malniitrisyona maruz birakilan siganlarin daha sonra tam telafi

saglamalar1 oldukga gii¢c gériinmektedir.

Simdiye kadar telafi edici biiylimenin nedenini ortaya koymaya yonelik gosterilen tim

cabalara ragmen, kesin hiicre i¢i ve hiicre dis1 etki mekanizmalar1 hala ortaya konulamamis
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olup, bu alanda yeni arastirmalar yapilmasina gereksinim mevcuttur. Yapilan literatiir
taramasinda, sican neonatal malniitrisyon modelinde telafi edici kraniospinal kemik dongiisii
tizerine fonksiyonel Px ve eksojen MT uygulamasinin uzun siireli etkilerine dair hi¢ bir veri
bulunmadigindan, bu deneysel calismada laktasyon donemindeki PKM’ye ugratilmis yavru
sicanlarda, fonksiyonel Px ve eksojen MT uygulamalarinin kranium ve vertebra dinamikleri
tizerine olan olasi etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Elde edilen bulgular, malniitrisyon
ile iliskili sozkonusu degisikliklerin, 6zellikle fonksiyonel Px uygulanmasiyla daha belirgin
bir hale gelmesine karsin, eksojen MT verilmesi sonrasinda kismi bir hafifleme gosterdigi
dikkati ¢cekmektedir. Boylece, diisiik toksisiteye ve diisiik dozlarda yiiksek etkinlige sahip
giiclii antioksidan oldugu bilinen MT’nin, laktasyon donemindeki neonatal malniitrisyonun
sebep oldugu kemik dongiisii dengesizligine karst koruyucu ve telafi edici biiylimede sinerjik
etki saglama potansiyeline sahip bir terapstik hedef oldugunu desteklemektedir (Rodriguez ve

digerleri, 2004; Reiter ve digerleri, 2010; Marseglia ve digerleri, 2016).

5.3. Malniitrisyonda Kraniospinal Kemik Doku Degisiklikleri Uzerine Fonksiyonel

Pinealektomi ve Melatonin Etkisi

Tim memeli canlilarda kemik dokusunun yeniden sekillenmesi, eski kemigin
rezorpsiyonunu saglayan rezorptif hiicreler (osteoklastlar) ile yeni kemigin olusumunu
saglayan formatif hiicreler (osteoblastlar) tarafindan saglanmakta olup, siirekli olarak devam
eden kemik olusumu ve kemik rezorpsiyonu siiregleri arasinda kritik bir denge mevcuttur
(Ostrowska ve digerleri, 2002a; Ostrowska ve digerleri, 2002b; Cardinalli ve digerleri,
2003; Fjelldal ve digerleri, 2004; Turgut ve digerleri, 2005; Vriend ve Reiter, 2016;
Murodumi ve digerleri, 2020; Basaloglu ve digerleri, 2022; Liu ve digerleri, 2022; Ren ve
digerleri, 2023). 2002 yilinda, Suzuki ve Hattori (2002) tarafindan baliklarda
gerceklestirmis deneysel bir ¢alismada, epifiz bezindeki pinealosit hiicrelerinden endojen bir
ritimle sentezlenen MT’nin ilging bir sekilde hem osteoblastik hem de osteoklastik
aktiviteyi baskiladigi ileri siiriilmis ise de (Suzuki ve Hattori, 2002), daha sonra yapilmis
olan ¢ok sayida deneysel c¢alismada ise, MT nin PDGF/AKT sinyal yolu araciligiyla
osteoblastik farklilagmay1 artirict etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur (Nakade ve
digerleri, 1999; Cardinalli ve digerleri, 2003; Ladizesky ve digerleri, 2003; Turgut ve
digerleri, 2005; Witt-Enderby ve digerleri, 2006; Tresguerres ve digerleri, 2014; Ping ve
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digerleri, 2017). Glinlimiizde, MTnin kemik kiitlesini artiric1 etkisinin, osteoblastik
aktiviteyi artirmasi, osteoklastik aktiviteyi azaltmasi, osteoklastogenezi engelleyici faktor
olan osteoprotegerini artirmasiyla iligkili oldugu iddia edilmektedir (Nakade ve digerleri,
1999; Koyama ve digerleri, 2002; Sethi ve digerleri, 2010; Vriend ve Reiter, 2016). Eksojen
veya endojen MT nin osteoblastlar ve osteoklastlar tizerine olan s6zkonusu etkilerinin MT-
MT?2 reseptor yolu (Witt-Enderby ve digerleri, 2006) veya RANK/NF-kB sinyal yolu (Roth
ve digerleri, 1999; Koyama ve digerleri, 2002; Sethi ve digerleri, 2010; Ping ve digerleri,
2017) veya BMP/ERK/Wnt sinyal yollar1 (Vriend ve Reiter, 2016; Ping ve digerleri, 2017,
Murodumi ve digerleri, 2020) mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/ERK yolu (Sun
ve digerleri, 2018) veya doniistiiriicti biiylime faktorii-p (TGF-f)/Smad sinyal yolu (Wu ve
digerleri, 2016) veya miR 181c 5p ekspresyonunu indiikleme yolu (Murodumi ve ark, 2020)
araciligiyla gerceklestigi kanitlanmistir. Ayrica, MT nin dokulara zarar veren serbest radikal
aracili ve ¢ok ¢esitli hasarli siireglerde oksidatif stres modiilasyonu saglamak ve hatta
osteoklastlar tarafindan {tiretilen serbest radikalleri de temizlemek suretiyle kemik doku i¢in
koruyucu bir ajan olarak islev gordiigii iddia edilmektedir (Reiter ve digerleri, 2000; Reiter
ve digerleri, 2001; Tan ve digerleri, 2002; Turgut ve digerleri, 2005). Diger yandan, M T nin
kemik dokuda kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin diizenlenmesinde de rol oynadig: ileri
stiriilmiistiir (Iguchi ve digerleri, 1982). Kemik metabolizmasi ve tip I kollajen tiretimi
tizerindeki uyarici etkisine ek olarak, proteazomlar tizerinde de engelleyici bir etkiye sahip
oldugu iddia edilmistir (Nakade ve digerleri, 1999; Koyama ve digerleri, 2002; Sethi ve
digerleri, 2010; Vriend ve Reiter, 2016).

Son yillarda yaymlanmis ¢ok sayida calisma, cesitli nedenlere bagli olarak kemik
dokusunda ortaya c¢ikan osteoporotik siireglerin ve cesitli kraniospinal defektlerin
onarilmasinda MT nin kullanimini1 destekleyen 6nemli bilgiler saglamistir (Machida ve
digerleri, 1995; Koyama ve digerleri, 2002; Cardinalli ve digerleri, 2003; Ladizesky ve
digerleri, 2003; Ostrowska ve digerleri, 2003; Turgut ve digerleri, 2003a; Fjelldal ve
digerleri, 2004; Turgut ve digerleri, 2005; Sethi ve digerleri, 2010; Basaloglu ve digerleri,
2022; Liu ve digerleri, 2022; Ren ve digerleri, 2023). Bugiin, MT'nin osteoblastik
hiicrelerde osteojenik farklilasmada ve mineralizasyonda rol oynayan énemli bir diizenleyici
oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (Murodumi ve digerleri, 2020). Murodumi ve
digerleri (2020) tarafindan gergeklestirilen deneysel ¢alismada, MT nin fibroblast biiyiime
faktori 2 ile kombine edilmesi halinde, hem osteoblast Onciil hiicrelerinin osteojenik

aktivitesinde ve hem de mineralizasyonda sinerjik bir artis saglandigi iddia edilmistir
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(Murodumi ve digerleri, 2020). Boylece, MT’nin kemik dokusu gelisimi, morfolojisi ve
metabolizmas1 tizerindeki etkisi olduk¢a bir¢ok yonleriyle aydinliga kavusturulmus
bulunmaktadir (Nakade ve digerleri, 1999; Roth ve digerleri, 1999; Ostrowska ve digerleri,
2003; Turgut ve digerleri, 2003a; Turgut ve digerleri, 2003b; Turgut ve digerleri, 2005; Ping
ve digerleri, 2017; Basaloglu ve digerleri, 2022; Liu ve digerleri, 2022; Ren ve digerleri,
2023). Ancak, laktasyon doneminde uygulanmig PKM modelinde ortaya ¢ikan kemik
dokusu (kranium ve vertebra) degisiklikleri tizerine MT’nin uzun siireli etkilerini

degerlendiren herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Biyolojik olarak, kemik olusturan osteoblastlar ve kemigi rezorbe eden osteoklastlar
arasinda bir dengenin s6zkonusu oldugu dengeli bir kemik dongiisiinde, rezorbsiyon fazini
kemik olusum fazi izlemektedir (Bilezikian ve digerleri, 2002). Yine, BSP, OPN ve tenasin
C gibi matris hiicresel proteinlerinin kemik olusumu siirecinin kritik diizenleyicileri
olduguna ve OCN/CTX-I gibi kemik matriksini sentezleyen insan osteoblastik/osteoklast
hiicre hatlarinda MT nin dogrudan etkilerine dair bazi kanitlar mevcuttur (Nakade ve
digerleri, 1999; Roth ve digerleri, 1999). Ladizesky ve digerleri (2003) tarafindan, OCN’nin
in vitro olarak osteoblast farklilasmasini ve matriksin mineralizasyonunun tesvik

edilebilecegi bildirilmistir (Ladizesky ve digerleri, 2003).

Son yillarda, MT’nin, kemik hiicreleri i¢in bir otokoid veya lokal biiylime faktorii
olarak islev gordiigli, osteoblast proliferasyonu ve tip I kollajen ile kemik déngiisiiniin
biyokimyasal belirtegleri olan BSP, ON, OCN ve OPN’nin MT tarafindan desteklendigi
ileri stirtilmistiir (Roth ve digerleri, 1999; Cardinali ve digerleri, 2003; Basaloglu ve
digerleri, 2022). Bu deneysel calismada, kontrol ve PKM+MT gruplarinda yiiksek derecede
BSP immiin reaksiyonu mevcut olmasina karsin, PKM+Px grubunda daha diisiik derecede
immiin reaksiyon tespit edilmis olup, PKM’ye ugratilmis deneklere eksojen MT verilmesi
sonucunda, osseointegrasyon sirasinda kemik dongiisinde mevcut dengesizlik siirecinde
kismi bir diizelme saglandig1 diistintilmektedir. Bununla birlikte, bugiine kadar, fonksiyonel
Px grubumuzda oldugu gibi, endojen MT iiretimi daha diisiik olan PKM’ye ugratilmig

neonatal hayvanlarda eksojen MT verilmesinin etkisi heniiz degerlendirilmemistir.

Daha once gerceklestirilen deneysel calismalarda, cerrahi ya da fonksiyonel Px
teknikleri kullanarak MT yapimi azaltilan hayvanlarin kemik dokusunun morfolojik
ozelliklerinde, mineral yogunlugunda ve mekanik dayanikliliginda bazi degisikliklerin
ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Nakade ve digerleri, 1999; Roth ve digerleri, 1999; Ostrowska
ve digerleri, 2002a; Ostrowska ve digerleri, 2002b; Suzuki ve Hattori, 2002; Cardinalli ve
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digerleri, 2003; Ladizesky ve digerleri, 2003; Turgut ve digerleri, 2003b; Fjelldal ve
digerleri, 2004; Turgut ve digerleri, 2005; Turgut ve digerleri, 2007; Basaloglu ve digerleri,
2022; Liu ve digerleri, 2022; Ren ve digerleri, 2023). Bununla birlikte, bildigimiz kadariyla,
PKM’ye ugratilmig hayvanlarda endojen MT eksikligi ve eksojen MT uygulanmasi
durumunda kraniospinal kemik dokuda ortaya ¢ikan degisiklikleri degerlendiren herhangi
bir calisma yapilmamistir. Bu nedenle, bu calismada eksojen MT uygulamasinin
makroskobik ve mikroskobik etkilerini degerlendirmek i¢in in vivo fonksiyonel Px si¢an

kranium modeli kullanilmustir.

Bu deneysel c¢alismada, PKM’ye ugratilmis gruplar arasinda, fonksiyonel Px
prosediirii uygulanan grupta, lomber vertebraya ait BMD degerlerinde azalmanin eslik ettigi
osteoporoz ile uyumlu histolojik degisikliklerin en belirgin olmasi1 dikkat c¢ekici bir
bulgudur. Elde edilen bu bulgular, diger arastirmacilarin daha dnceki sonuglariyla tutarlidir
(Nakade ve digerleri, 1999; Roth ve digerleri, 1999; Ostrowska ve digerleri, 2002a;
Ostrowska ve digerleri, 2002b; Suzuki ve Hattori, 2002; Cardinalli ve digerleri, 2003;
Ladizesky ve digerleri, 2003; Turgut ve digerleri, 2003b; Fjelldal ve ark digerleri, 2004;
Turgut ve digerleri, 2005; Turgut ve digerleri, 2007; Liu ve digerleri, 2022; Ren ve
digerleri, 2023). Mevcut ¢alismada, PKM’ye ilaveten eksojen MT verilmesinin etkisi,
fonksiyonel Px’i takiben osteogenezde ortaya ¢ikan degisikliklerden ve azalmis olan kemik
yogunlugundan sorumlu olabilir. Genis spektrumlu bir antioksidan ve gii¢lii bir endojen
serbest radikal temizleyicisi oldugu ve anti-enflamatuar etki gosterdigi dogrulanmig
MT’nin, fonksiyonel Px iglemi uygulanmayan diger gruplarda yer alan sicanlarda serbest
radikallerin neden oldugu toksisiteden kemik dokusu hiicrelerini korumasini sagladigi ve
fonksiyonel Px grubundaki daha diisik BMD’den sorumlu olmasi muhtemeldir. Bu
calismada elde edilen bulgulara ve mevcut literatiir verilerine dayanarak, MT’nin ve
dolayisiyla da epifiz bezinin kemik dokudaki osteoblastik aktiviteyi uyarici bir etkiye sahip
oldugunu, matriks mineralizasyonuna katki sagladig1 ve kemik biiylimesine neden oldugunu
cok agiktir. Hi¢ sliphe yok ki, kraniospinal eksende yer alan kranium ve vertebralarda
lokalize MT reseptorlerinin g6zlemlenen etkilerde rol oynamasi olduk¢a muhtemel
goriinmektedir. Gelecekte, PKM’ye ugratilmis deneklerde ilaveten Px islemi uygulanmasi
veya eksojen MT tedavisi verilmesinden sonra kemik matriksi ve kemik hiicrelerindeki
ortaya ¢ikan ultrastriiktiirel degisikliklerin elektron mikroskobu kullanilarak incelenmesinin

ve degerlendirilmesinin yeni bilgiler saglayacagi 6ngoriilmektedir.

Mevcut calismadan elde edilen veriler, PKM’ye ugratilmis deneklerde Px prosediirii
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nedeniyle diismiis olan endojen MT diizeyinin eksojen uygulamayla normal seviyeye
getirilmesinin, hayvanlarin osteogenez siirecini diizenleyebilecegini diistindiirmektedir.
Ayrica, MT nin osteoindiiktif aktiviteye sahip bazi hormonlarin salgilanmasina aracilik
etmesi sonucunda kemik metabolizmasini dolayli olarak da etkileyebilmesi miimkiin
goriinmektedir. Bu hormonlardan biri &strojen olup, salgilanmasinin MT tarafindan
uyarilabildigi bilinen Ostrojen eksikliginin osteoporoz ile iliskili oldugu cok sayida
arastirmact tarafindan gosterilmistir. Kemik metabolizmasiyla iliskili diger hormonlar
arasinda progesteron, tiroksin, androjen, kortizol ve kalsitonin yer almaktadir (Aloia ve
digerleri, 1985). Bu sebeple, MT nin kemik yapimi ve kemik yikimi arasindaki dengeyi
diizenleyebilecegini ve kemik yeniden sekillenmesi i¢in 6énemli oldugunu agiktir. Bununla
birlikte, MT reseptorlerinin, osteoblast hiicrelerini ve kemik kan akisini etkileyebilecek bu
hormonlarin salgilanmasinin diizenlenmesinde MT’nin bir rol oynayip oynamadigi hala

arastirilmaya muhtag bir konu olarak karsimizda durmaktadir.

5.4. Calismanin Giiglii Yonleri ve Kisitlamalar:

Simdiye kadar gergeklestirilmis olan deneysel PKM c¢aligsmalarinin ¢ogunda, kisa siireli
malniitrisyonun etkileri degerlendirilmis olup, uzun stireli PKM’nin sonuglar1 hakkinda bir
ongoriide bulunulmasinin miimkiin olmadigi ileri siiriilmiistiir (R ve digerleri, 2023). Bu
durum, uzun siireli malniitrisyonla iligkili deneysel kiigiik hayyvan hayvan modellerinin
kullanilmasmin gerekliligini agikga ortaya koymaktadir. Insanlardaki dogal yaslanma
stirecinde oldugu gibi, PKM’ye maruz kalmaya veya fonksiyonel Px prosediiriinde oldugu
gibi MT’nin azalmasina bagli olarak, kemik olusumu ve rezorpsiyon siire¢lerinde uzun siirede
gelismesi olas1 degisikliklerin degerlendirilebilmesi amaciyla, sigan neontal PKM modelinin
kullanildig1 bu deneysel ¢alismada, deneklerin laktasyon dénemi sonrasinda eriskin yasa kadar

4-5 ay gibi uzun bir siire gézlenmis olmasi ¢alismanin gii¢lii yonlerinden birisidir.

Gerek kemik dokusunun inorganik madde icerigine iligkin olarak BMD analizinin
yapilmis olmasi ve gerekse vertebra BT de yogunluk histogramlarinin elde edilmis olmasi bu
calismanin gii¢lii yonleri arasinda sayilmaya deger 6zellikler arasindadir. MT nin osteoblastik
biiyime ve farklilasmada diizenleyici bir rol oynadigi dikkate alinarak, vertebra kemik
dokusunun mekanik dayanikliligimin ve mineral iceriginin Olctilmesi MT’nin kemik

mineralizasyonundaki etkisine dair ¢ok degerli veriler saglayacaktir (Shi ve digerleri, 1996).
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Bu nedenle, 6zellikle, osteoblast/osteoklast fonksiyonlarinn bir gostergesi olarak serum OCN
ve CTX-I diizeyleri de ol¢iilerek MT nin osteogenezdeki rolii hakkinda bilgi saglanmistir.

Belirtilmis olan bu husular, bu deneysel ¢alisaminin gii¢lii yonleri arasindadir.

Ote yandan, PKM modelinde deney hayvani olarak secilmis in vivo dort ayakli sican ile
insan kraniospinal ossedz yapilar1 arasindaki belirgin anatomik ve biyomekanik farkliliklar
nedeniyle, bu deneysel calismanin sonuglarinin insana dogrudan aktarilamasi oldukga giic.
olup, bu tez calismasinin en zayif yoniidiir. Yine, bu calismada deneklerin tiimiiniin kemik
yogunluk 6l¢timii i¢in vertebra BT tetkikine alinmasinda ekonomik nedenlerle kisitlamaya
gidilmis olmasi sonucunda 6rneklem boyutunun kiigiik olmast bu deneysel ¢alismanin diger
bir zayif yoniidiir. Ote yandan, siganlarda vertebra korpuslarinin dorsoventral ve lateral gaplar
ile uzunlugu gibi farkli anatomik boyutlar1 ve agirligr gibi makroskobik 6zellikleri ile spinal
deformite (skolyoz ve kifoz gibi) varligina iligkin bir morfometrik degerlendirmenin

yapilmamis olmasi bu ¢aligmanin diger bir zayif yonii olarak belirtilmelidir.

Ancak, bu deneysel c¢alisma, PKM’ye ugratilmis sicanlarda fonksiyonel Px
uygulamasinin kemik doku gelisimi ve morfolojik ozellikleri {izerine olan uzun siireli
etkilerinin makroskobik, radyolojik, biyokimyasal, biyomekanik ve histolojik olarak
degerlendirildigi literatiirdeki ilk ¢alismadir. Calismanin 6zgilinliigii yaninda, deneysel sican

PKM modelinin kolay, uygulanabilir ve giivenilir olmasi da vurgulanmaya deger bir 6zelliktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Glinlimiizde hala 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olan PKM, c¢esitli
nedenlerle hastaneye yatirilan cocuklar ve yaslilar basta olmak {izere toplumun tiim
kesimlerini ve yas gruplarin ilgilendiren saglik sorunlarindan biridir. Literatiir verileri bu
hastalarda, kemik dokunun makroskobik ve mikroskobik yapisini etkileyen g¢esitli
degisiklerin yanisira, serbest radikal diizeyinde artis ve antioksidan savunma sisteminde bir
zayiflamanin da sézkonusu oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak, daha sonra PKM’ye
maruz birakilmis bireylerin mevcut olumsuz beslenme kosullarinda diizelme olmasi halinde,
telafi edici biliylime sayesinde sozkonusu degisikliklerde bir ol¢tide geri doniisiin
saglanabilecegi bildirilmistir. Bu deneysel ¢alismada, gii¢lii bir anti-inflamatuvar ve
antioksidan ajan olan MT’nin, PKM’ye maruz birakilmis sicanlarda kraniospinal kemik
doku gelisimi ve morfolojik 6zellikleriyle iligkili olarak ortaya ¢ikan c¢esitli olumsuz
etkilerin azaltilmasinda kritik bir role sahip olabilecegi hipotezi test edilmistir. Bu amagla,
PKM’ye ugratilmis sicanlarin kranium ve vertebral kemiklerinde ortaya ¢ikan degisiklikler
makroskobik,  radyolojik, = biyokimyasal, = biyomekanik = ve  histolojik  olarak
degerlendirilmistir. Siganlarda gerceklestirilen bu ¢alisma, neonatal donemde PKM’ye
ugratilmis deneklerde fonksiyonel Px’in ve eksojen MT nin kranial ve vertebral osteogenez

stiregleri tizerindeki olasi uzun siireli roliinii arastiran ilk deneysel ¢aligsmadir.

Bu ¢alismada elde edilen uzun siireli bulgular, viicut agirliklarinda ve kranium
morfometrik 6l¢tim sonuglarinda azalma ortaya ¢ikan PKM’li hayvanlarin lomber vertebra
kemik (mineral) yogunlugu ile biyomekanik kompresyon testinde azalma mevcudiyeti
yaninda, serum orneklerinde I1-6, IL-10 ve TNF-a aktivitelerinin yiiksek oldugu ve kemik
metabolizmasinda rezorbsiyon lehine artis oldugu gosterilmistir. Histolojik bulgular ise,
hem kranium diploe kalinliginda azalmaya karsin bos lakiina % oraninda artisla birlikte ON
ve BSP immiinoreaktivite skorlarinda azalma oldugu saptanmistir. Daha da 6nemlisi, sozii
edilen makroskobik, radyolojik, biyomekanik, biyokimyasal ve histolojik bulgularin, PKM
gruplar1 arasinda Ozellikle fonksiyonel Px grubunda en belirgin iken, eksojen MT
uygulanmis olan deneklerde daha hafif diizeyde oldugu saptanmistir. Boylece, PKM ile
iligkili bulgularin, ozellikle stirekli aydinlik ortamda tutulmus olan fonksiyonel Px

deneklerinde daha belirgin iken, eksojen olarak MT uygulananlarda daha hafif oldugu
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anlasilmaktadir.

Tiim sonuclar bir arada degerlendirildiginde, epifiz bezinden salinan bir nérohormon
olan MT’nin kemik yeniden sekillenmesindeki osteoindiiktif rolii nedeniyle faydali bir
etkiye sahip olmasi muhtemel goriinmektedir. Hi¢ stiphe yok ki, elde edilen bu 6nemli bilgi,
siklikla PKM ile iligkilendirilen postmenopozal ya da yaslilik dénemi osteoporozu igin
uygun tedavi seg¢eneginin hedeflenmesine de yardimci olacaktir, ancak mevcut ¢alisma
sonuglart sicanlarda kemik rezorpsiyonun ve kraniospinal kemik doku degisikliklerinin

dinamik seyrine iligkin kesin bir kanit saglamamaktadir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar mevcut literatiir verileri ile uyum i¢inde olup,
“cogaltilmis yavru malniitrisyon modeli” kullanilarak yavru siganlarda laktasyon doneminde
olusturulan deneysel PKM modelinin kolay, uygulanabilir ve giivenilir oldugunu
dogrulamaktadir. Daha 6nemlisi, ciddi bir saglik sorunu olan PKM’den sonra kemik dokuda
ortaya c¢ikan telafi edici etkilerin sinerjik olarak artirilmasinda, buna karsin kemik doku
rezorpsiyonu ile karekterize olumsuz etkilerin azaltilmasinda pineal nérohormon MT’nin
koruyucu ve destekleyici bir rolii oldugunu diistindiirmektedir. Ancak, sicanlarda neonatal
PKM’ye ilaveten uygulanmis olan fonksiyonel Px prosediirii sonucunda kemik dokusunda
ortaya ¢ikan morfolojik, radyolojik, biyokimyasal ve histolojik degisikliklerin gelismesine
yol acan molekiiler mekanizmalar hala tam olarak acikliga kavusturulamamis olup,
s6zkonusu bulgularin ortaya ¢ikmasinda MT nin olasi roliinii a¢ikliga kavusturmak icin

daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ olduguna inaniyoruz.
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